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MERSIN BOLGESINDE IZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARINDA
AMIKASIN VE SIPROFLOKSASIN DUYARLILIGI

Gonial ASLAN, Sahin DIREKEL, Feza OTAG, Emine AKDENIZLI, Giirol EMEKDAS

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, MERSIN

OZET

Primer antitiiberkiiloz ilaclarin tiimiine duyarli (43) ve bir ya da daha fazlasina direngli (48) Mycobacterium tuberculosis
izolatlarimin amikasine ve siprofloksasine in-vitro duyarliliklar: agar proporsiyon yontemi ile belirlenmistir. Suglarin direng
oranlart amikasin icin % 2.2, siprofloksasin icin % 1.1 olarak bulunmugstur. Cogul ilag direnci olan izolatlarin tiimii amikasin
ve siprofloksasine duyarli olarak tespit edilmistir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz suglarinin olusturdugu infeksiyonlarin
tedavisinde sekonder ilag direncinin bilinmesi bu hastalarin tedavi protokollerinin planlanmasi, DOTS-Plus stratejisi
uygulamast ve tedavi basarisimin artiridmast icin zorunlu oldugundan bu verilerin bolgemiz ve iilkemizdeki ¢ok ilaca direngli

tiiberkiiloz suglart ile infekte hastalarin tedavisinin planlamasinda faydali olacag diisiintilmiistiir.

Anahtar sozciikler: agar proporsiyon yontemi, amikasin, ¢ok ilaca direngli M.tuberculosis, siprofloksasin

SUMMARY

The Susceptibility of Mycobacterium tuberculosis Strains Isolated in Mersin Region
for Amikacin and Ciprofloxacin

In vitro susceptibility for amikacin and ciprofloxacin of 43 Mycobacterium tuberculosis isolates susceptible to all
primary antituberculosis drugs and of 48 isolates resistant to one or more primary antituberculosis drugs was determined
by agar proportion method. The resistance rates of the isolates were 2.2 % for amikacin and 1.1 % for ciprofloxacin. All
of the multi-drug resistant isolates were found to be susceptible to amikacin and ciprofloxacin. As it is important to know
the resistance rates to secondary drugs for the treatment of multi-drug resistant tuberculosis, for the practice of DOTS-
Plus strategies and increasing the therapeutic success, we consider that the results of such studies will aid the treatment

of multi-drug resistant tuberculosis patients in our region and the country.

Keywords: agar proportion method, amikacin, ciprofloxacin, multi-drug resistant M.tuberculosis
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GIRIS

Diinya Saglik Orguta 2004 yilinda 9 milyon yeni
tuberkiiloz olgusu gorildugunii ve yaklasik 2 milyon insanin
bu hastaliktan dldugiini bildirmektedir(2D).

Tum dinyada son zamanlarda ¢ogul ila¢ direnci olan
tuberkilloz olgulari hizla artmistir. Tuberkiiloz tedavisinde
kullanilan primer ilaclardan rifampisin ve isoniazide direng
gelismesi cogul ila¢ direnci olan tuberkilloz (CIDTB) olarak
tamimlanmigtir(!), CIDTB hastalarin tedavisinde amikasin,
etionamid, kanamisin, kapreomisin, klofazimin, sikloserin,
rifabutin, p-amino salisilik asit (PAS), ofloksasin ve
siprofloksasin gibi sekonder ilaglar kullanilmaktadir(10),
Dogal suslardaki diren¢ oranlar1 son derece dusuktur. Ancak
tek ilacla tedavi, yetersiz ilag kombinasyonlar: ile tedavi,
tedaviye ara vermek, ilaglarin dizenli olarak ve yeterli sure
kullanilmamas1 gibi durumlar, bulagmay: saglayan edinsel
direncli suglarla infekte hasta sayisinin artmasi, artan primer
diren¢ oranlar1 ve tedavi bagarisizligi kisir dongusiinil
olusturmaktadir.

Tuberkiilloz tedavisinde primer olarak kullanilan
streptomisine karsi direng gelistiginde kullanilan amikasin ve
kanamisin gibi aminoglikozit grubu antibakteriyeller bakteriyel
ribozomun 30S parcasma geri doniisimsuiz olarak baglanir
ve protein sentezini inhibe eder. Bu ilaglar konsantrasyona
bagimli olarak bakterisidal etki gosterebilmektedirler(19).
Florokinolonlar makrofaj i¢ine girme ve burada birikme
ozelliginden dolay1r in-vivo ve in-vitro kogullarda
Mpycobacterium tuberculosis’e etkili bulunan antibakteriyel
ajanlardir(®).

Laboratuvarimizda 2003-2004 yillarinda izole ettigimiz
99 sugda yaptigimiz antituberkiloz ila¢ duyarlilik test
sonuclarina gore; suslarin 80°i (% 81) birinci se¢enek
antitiiberkiiloz ilaclarin timiine duyarh iken, 19’u (% 19) bir
veya daha fazla ilaca direncli olarak tespit edilmistir. Tek ilaca
diren¢ 10 susta, iki ilaca diren¢ 3 susta, Ui¢ ilaca direng 4
susta ve dort ilaca direng 2 susta saptanmigtir®).

Bu caligmada, ¢esitli klinik orneklerden izole ve identifiye
edilen, primer antitiberkilloz ilaclara direngli veya duyarl
M tuberculosis izolatlarinin sekonder antitiiberkiiloz ilaglardan
amikasin ve siprofloksasine in-vitro duyarliligini aragtirmak
amaclanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Ocak 2005 ve Haziran 2006 arasinda mikobakteriyoloji
laboratuvarimiza gelen orneklerden izole edilen, 43’11 (% 47)
primer antitiberkilloz ilaglara duyarli, 48’1 (% 53) herhangi
bir primer antitiiberkiiloz ilaca karst direngli 91 M.tuberculosis
izolat1 caligmaya dahil edilmistir. Izolasyonda Lowenstein-
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Jensen (LJ) ve/veya BACTEC 7H12B besiyerleri kullanilmigtur.
M .tuberculosis kompleks (MTC) ve tuberkuloz disi
mikobakterilerin (MOTT) ayriminda p-nitro-o-asetilamino-
B-hidroksi-propiofen (NAP) testi uygulanmustir{!9). Calismadaki
suglarin hepsi MTC suslardur.

Primer antituberkuloz ilaglara duyarhlik testi BACTEC
460 TB kultur sistemi ile, son konsantrasyonlari isoniazid igin
0.1 pg/ml, streptomisin i¢in 2.0 ug/ml, rifampisin i¢in 2.0
ug/ml ve etambutol i¢in 2.5 ug/ml olacak sekilde hazirlanarak
uygulanmis ve iireme indeksi 30 < olan sonuclar degerlen-
dirilmeye alinmistir(7), NAP ve antibakteriyel duyarlilik
testlerinin kalite kontrol iglemleri i¢in standart M.tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) susu kullanilmagtir.

Daha once tiplendirmesi yapilip saklanan M.tuberculosis
suglart yeni bir LJ besiyerine pasajlanmis, ti¢ hafta icerisinde
ureyen suslar calismaya dahil edilmigtir.

Middlebrook 7H10 agar besiyerinin hazirlanmasi:
Ticari olarak temin edilen (Difco Middlebrook 7H10 agar)
toz haldeki besiyerinin 19 grami bir cam balona aktarilmig,
uzerine 5 ml gliserol ve 900 ml distile su eklenmis, iyice
karistirildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak
steril edilmistir. Besiyerinin 50-55°C’ye gelinceye kadar
sogumasi1 beklenmistir. Soguduktan sonra icerisine 100 ml
OADC supplement (BBL Middlebrook OADC oleik asit-
albumin-dekstroz-katalaz; Becton Dickinson and Company,
Sparks, MD, USA) eklenmigtir. Ilagsiz besiyeri i¢in maddeler
balonda iyice karistirildiktan sonra steril vida kapakl: tuplere
5’er ml olacak sekilde eklenmig ve egik bir sekilde katilagmast
icin beklenmistir. Ilach besiyeri i¢in ise ilave olarak toz haldeki
amikasin sulfat (Eczacibagi ilag San. ve Tic. A.S. Istanbul,
Turkiye) 4 ug/ml olacak sekilde (1 litrelik besiyerine 4 mg)
eklenmigtir. Tlach siprofloksasin besiyeri konsantrasyonu 2
ug/ml olacak sekilde besiyerine siprofloksasin (Biofarma Ila¢
San. ve Tic. A.S. Istanbul, Turkiye) eklenerek ayni sekilde
hazirlanmistir. Besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda saklanmigtir.

Inokulumuin hazirlanmasi: Saflik kontrola yapilmis
taze uremis suglardan Oze ile alinan bakteriler igerisinde cam
boncuk ve 5 ml steril % 0.9’luk serum fizyolojik bulunan
steril tupte iyice ezilip vortekslenmigtir. Tup hareket
ettirilmeden 30 dakika bekletilerek buyuk partikullerin ve
besiyeri kalintilarinin dip kisma ¢okmesi saglanmigtir. Sonra
ust kisimdan 1 ml yeni bir steril tiipe alinarak McFarland 1
bulanikligina gore ayarlanmistir. Bu siispansiyondan 102 ve
104 dilusyonlar hazirlanmustir.

Inokiilasyon igin aym hasta sugunun 102 sulandirimi bir
ilach bir de ila¢siz besiyerine 100 ul olacak sekilde insuilin
enjektori ile inokile edilmistir. Ayni iglem 104 sulandirim
icin de yapilmistir. Tuplerin icerisindeki inokullim sivisinin
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besiyeri yuizeyine iyice yayilmasi saglanmig ve 37°C’de 2-3
hafta inkiibbasyona birakilmigtir.

Degerlendirme: Ilacsiz kontrol besiyerindeki koloni
sayilari ile ilach besiyerindeki koloni sayilar kargilagtirilmigtir.
Ilach besiyerindeki tireme kontroldeki iremenin % 1 ve daha
fazlasi ise sug direncgli olarak kabul edilmistir. Oran
hesaplanirken “Ilachi besiyerindeki koloni sayisi/Ilagsiz
besiyerindeki koloni sayist x 100=% diren¢” formiulu
kullaniimistir. Kontrol besiyerindeki tireme 50-100 koloniden
az ise ya da sayillamayacak kadar ¢ok koloni varsa caligma
tekrarlanmustir.

BULGULAR

Calismaya alman 91 izolattan 64’1 (% 70) erkek, 27’si
(% 30) kadin olgulardan izole edilmigtir. Suglarin 81°i
balgamdan, 4’1 steril viicut sivilarindan, digerleri cesitli
materyallerden uretilmig, bu materyallerin 38’1 Gogus
Hastaliklar1 Anabilim Dalindan, 37’si Verem Savag
Dispanserlerinden, 8’i Sosyal Sigortalar Kurumu Hastanelerin-
den, digerleri cesitli birimlerden gonderilmistir.

Calismaya alinan 91 M.tuberculosis susunda
antitiiberkilloz ilaglara direng tabloda gosterilmigtir. Suglarin

Tablo: 91 M.tuberculosis susunda antitiiberkiiloz ilaglara direng.

ikisinde (% 2.2) amikasin, birinde (% 1.1) siprofloksasin
direnci saptanmigtir. Amikasin direnci saptanan suglardan
birinde yalmz INH direnci, digerinde yalniz etambutol direnci
belirlenmig, suslarmn biri Sosyal Sigortalar Kurumundan
gonderilen steril viicut sivisindan, digeri Gogiis Hastaliklar:
Anabilim Dalindan gonderilen balgamdan izole edilmigtir.
Siprofloksasin direnci saptanan sus primer ilaclarin timiine
duyarli bulunan ve proporsiyon ¢aligmasi tekrarlaninca da
aynit sonu¢ alinan sugtur ve Gogus Hastaliklart Anabilim
Dalindan gonderilen plevra sivisindan izole edilmisgtir.

TARTISMA

Amikasin kanamisin A’dan elde edilen yari1 sentetik bir
turevdir. Amikasine M.tuberculosis’in direng gosterme orani
% 5’in altinda olarak bildirilmektedir. Yapilan caligmalarda
streptomisin ile amikasin veya kanamisin arasinda ¢apraz
diren¢ goriilmezken, amikasin ve kanamisin arasinda ¢apraz
direng bulundugu bildirilmektedir®.

Kinolonlar bakteri DNA-giraz enzimini inhibe etmesi
sonucu DNA’nin supersarmal yapisinin bozulmasi,
replikasyonunun engellenmesi ile bakteri hiicresinin dliimiine
neden olmaktadir. Bu gruptan ofloksasin ve siprofloksasinin
2 ug/ml veya daha dusuk yogunlugu M.tuberculosis’e etki

Primer antituiberkiiloz ila¢ direnci n (%) Amikasin (4 ug/ml) direnci Siprofloksasin (2 ug/ml) direnci
Dort ilaca duyarl 43 (47) 0 1
Tek ilaca direng
INH 14 1 0
RIF 3 0 0
STR 9 0 0
ETB 3 1 0
Toplam 29 (32) 2 0
Iki ilaca direng
INH+RIF 2 0 0
RIF+ETB 1 0 0
INH+STR 4 0 0
INH+ETB 2 0 0
ETB+STR 1 0 0
Toplam 10 (11) 0 0
Ug ilaca direng
INH+RIF+STR 2 0 0
INH+RIF+ETB 5 0 0
Toplam 7(8) 0 0
Dort ilaca direng 2(2) 0 0
Toplam direngli sug 48 (53) 2(2.2) 1(1.1)
Herhangi bir INH direnci 31 (34) 0 0
Herhangi bir RIF direnci 15 (16) 0 0
Herhangi bir STR direnci 18 (20) 0 0
Herhangi bir ETB direnci 14 (15) 0 0

INH: isoniazid, RIF: rifampisin, STR: streptomisin, ETB: etambutol.
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etmektedir. ilgili gende olugan nokta mutasyonlari sonucunda
DNA-giraz enziminin A alt iinitesindeki degisiklik, bu ilaglara
direng gelisimine neden olmaktadir(!-19), Kinolonlar genig
spektrumu, iyi tolere edilmesi, uriner ve solunum sistemi
infeksiyonlari gibi yaygin bakteriyel infeksiyonlardaki tedavi
bagarilart nedeniyle son yillarda siklikla kullanilmaktadir. Bu
yaygin kullanima ragmen M.tuberculosis izolatlarinda bu ilaca
kars1 direncin nadir oldugu bildirilmektedir. Siprofloksasine
direngli izolatlarin ¢ogunun CIDMT oldugu bildirilmektedir(®).
Kinolonlarin klasik tuberkiiloz tedavisinde yeri yoktur, ancak
CID basil ile infekte olgularda duyarhilik testi sonrasi, mutlaka
basilin duyarh oldugu bagka bir ilagla birlikte uygulanmasi
gerekmektedir(1-18),

Siprofloksasine direngli izolatlarin ¢ogunun CIDMT
oldugunun bildirilmesine ragmen bizim direncli tek susumuz
tum primer antituberkilloz ilaglara duyarli bulunan grupta yer
almagtir.

CIDTB olgularinin tedavisinde basar sanst ile ilgili cok
dusiik oranlar gozlenmekle birlikte Tahaoglu ve ark.(17)’larnim
izledikleri 158 olgu ile ilgili degerlendirmelerinde tedavi
bagaris1 % 77 olarak bildirilmigtir. Dogrudan Gozetim Altinda
Tedavi Stratejisi (DOTS) uygulayan uilkeler; bu gibi olgularin
tedavisinde DOTS-Plus stratejileri planlamigtir ve antitiuber-
kiiloz duyarlilik testleri DOTS-Plus tedavisinin en dnemli
kriteri olarak bildirilmektedir(-29),

Daha once yapilmis olan ¢caligmalarda amikasinin kritik
konsantrasyonu proporsiyon yontemi ile Middlebrook 7H10
agar besiyerinde 4 g/ml olarak belirlenmigtir(13.14:18), Kruuner
ve ark.®) Middlebrook 7H10 agar ile kanamisin ve amikasin
MIK degerlerini aragtirmiglar, MIK igin 2 ile 256 ug/ml
konsantrasyonlar hazirlamiglar ve sonugta MIK > 4 ng/ml
olan suglar direncli olarak degerlendirmislerdir. Bu ¢calismada
da amikasin konsantrasyonu 4 ug/ml olacak bicimde
hazirlanmigtir.

Balabanova ve ark.() Rusya Samara’da yapmis olduklari
calismada 69 CIDTB izolatinin ikinci kugak antituberkuiloz
ilaglara duyarhiliklarini aragtirmig, amikasin direncini 5 (%
7.2) ve siprofloksasin direncini 3 (% 4.3) izolatta
belirlemiglerdir.

Hindistan’da Muralidhar ve Srivastava(12) 75 klinik
izolatin primer antituberkilloz ilaclara ve siprofloksasine
duyarliligini iki farkli proporsiyon metodu (LJ ve Middlebrook
7H11 agar) ve E test metodu ile kargilagtirmiglar, ii¢ metodla
3 izolatta (% 4), LJ proporsiyon metodu ile 5 izolatta (% 6.7)
diren¢ saptamiglardir.

CIDTB izolatlarina ofloksasin, levofloksasin ve
norfloksasinin in-vitro etkisinin aragtirtldig: bir caligmada en
yiksek MIK degeri norfloksasin i¢in, en dusiuk MIK degeri
ise levofloksasin icin elde edilmis, levofloksasine alternatif
ilag olarak ofloksasinin kullanilabilecegi belirtilmistir(19).

Avkan Oguz ve ark. streptomisin icin % 68.7, kanamisin
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i¢in % 9.3, kapreomisin i¢in % 12.5; Tansel ve ark.(!3) CIDTB
suglarinda amikasin i¢in % 21, kapreomisin i¢in % 52,
siprofloksasin i¢in % 16 direng bildirmislerdir.

Gunden giine artan ve ciddi boyutlara ulagan primer
ilaclara direng, tedavi bagarisizliklarmi olugturmaktadir.
Sekonder ilaclar bu grup hastalara bir sans gibi goruinse de
tedavi sirasinda sekonder ilag direnci de gelisebilmektedir.
Florokinolon duyarliligi ile primer secenek antitiiberkiiloz
ila¢ duyarlilig1 arasinda bir iligki bulunmamakla birlikte; bazi
calismalarda CIDTB izolatlarinda kinolon MIK degerlerinin
daha yuksek oldugu gosterilmigtir. Bunun yani sira
florokinolonlar arasi ¢apraz diren¢ bulunmaktadir. Kinolon
direncini dnlemek i¢in bu grup ila¢larm mutlaka primer ilaclara
direncin tespit edildigi durumlarda, baglangi¢ tedavisinin
parcast olmaksizin ve duyarlilik testleri sonrasi uygulanmasi
vurgulanmaktadir.

CIDTB tedavisinde kullanilabilecek diger ilaclar ve
kisaca etki mekanizmalar1 ve tercih edilme/edilmeme
nedenlerine bakacak olursak; kapreomisin kanamisin ve
amikasinle capraz direng gosterebilen peptid yapili bir
antibiyotiktir. Para-aminosalisilik asit folat biyosentezindeki
p-aminobenzoik aside (PABA) yapica benzerligi yuizinden
onun kompetitif inhibitorudur ve bakteriyostatiktir. 2 yas altt
cocuklarda ETB yerine uygulanabilse de primer diren¢ yuksek
oldugundan ve gii¢ tolere edildiginden tercih edilmemektedir.
INH’in yapisal bir analogu olan etionamid mikolik asit sentezini
engelleyerek etki gostermektedir. Sikloserin, alanin resemazi
bloke ederek bakteri duvart peptidoglikanina D-alanin girigini
engelleyip hiicre duvari sentezini inhibe ederek etki gostermek-
tedir. Klofazimin bakteri DNA’sina baglanip transkripsiyonuna
engel olarak etki gostermektedir. Oncelikle lepra tedavisinde
uygulanmakta, ancak ¢ogul direngli TB tedavisinde de son
care olarak denenmektedir. Bir rifamisin tiirevi olan rifabutin,
CD4 sayimi dusik olan hastalarda M.avium kompleksi
infeksiyonlarina karg1 profilakside endikedir. Ayrica, tuberkilloz
dis1 mikobakteri infeksiyonlarinda da kullanilmaktadir. RIF
direncli olgularin % 25’inin rifabutin duyarhilig1 gostermesi
RIF direngli hastalarin tedavisinde yeni bir avantaj
olusturmaktadir.

Izolatlarimizin % 53’11 bir ya da birden fazla ilaca direncli
suglar, % 12’si CID olan suglardan olugsmasina ragmen, CID
olan izolatlarimizin timi amikasin ve siprofloksasine duyarl
olarak tespit edilmistir. Bolgemizde bu iki antibiyotige direng
ulkemizdeki diger aragtirmacilarn sonuglarindan dusiik olarak
belirlenmistir. Calismamizda kullandigimiz M.tuberculosis
izolatlarinin tumunde (duyarl:t ve direncli) amikasin ve
siprofloksasin direncinin duigiik olmasi ve CID olan izolatlari-
mizin timiniin bu iki ilaca duyarli olmalar1 bolgemiz agisindan
avantaj getirici bir 0zellik olarak degerlendirilmistir.

Ulkeler ve hatta bolgeler arasi farkl: direng paternlerinin
saptanabilmesi nedeniyle, her iilkenin kendi direng 0zellikleri
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15181nda tedavi protokollerini belirlemesi ve zaman zaman
gozden gecirerek gincel epidemiyolojik verilerle bu
protokolleri yenilemesi, tiiberkiiloz tani, takip ve tedavisinde
gorev alan kurum ve hekimlerin igbirligi ve iletisim kurmasi
gerekmektedir. Bunun yan sira CIDTB tedavisinde sekonder
ila¢ direncinin bilinmesinin bu hastalarin tedavi protokollerinin
planlanmasi, DOTS-Plus stratejisi uygulamas: ve tedavi
basarisinin artirilmasi icin zorunlu oldugu inancindayiz.
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