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Bu calismada g¢esitli klinik 6érneklerden Bactec yéntemi ile soyutlanan 104 adet
Mycobacterium tuberculosis kompleks kdkeninin ilk dért segenek antitiiberkiiloz
ilaca (izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin) karsi duyarliliklari Bactec
yontemi ve agar proporsiyon yéntemi ile karsilastirmali olarak incelendi.

Yiz dort klinik 6rnekten yapilan aside direngli basil arastirmasi sonucunda
%36.54 oraninda pozitiflik saptanmistir.

Bactec yontemi ile, toplam 59 kdkenin (%56.73) en az bir ilaca direngli oldugu,
26 kokenin (%25) izoniazide, 11 kdkenin (%10.58) rifampisine, 19 kokenin
(%18.27) etambutole, 3 kodkenin (%2.89) streptomisine direncli oldugu saptandi.
Toplam 6 kodkenin (%5.76) iki ilaca, 4 kdkenin (%3.84) (¢ ilaca direngli oldugu
saptandi.

Agar proporsiyon yontemi ile toplam 66 kdkenin (%63.46) en az bir ilaca direngli
oldugu, 25 kdkenin (%24.04) izoniazide, 11 kokenin (%10.58) rifampisine, 27
kokenin (%25.96) etambutole, 3 kdkenin (%2.89) streptomisine direngli oldugu
saptandi. Toplam 7 kdkenin (%6.72) iki ilaca, 5 kokenin (%4.81) Ug ilaca direngli
oldugu saptanmigtir. Her iki yontemde de dort ilaca birden direngli kdkene
rastlanmamistir.

[ki ydntem izoniazid igin karsilastinldiginda, uyum %99 olarak saptandi. Kappa
degeri 0.974 (P<0.0001), sensitivite %100, spesitivite %98.7 olarak saptandi.



Iki yontem rifampisin icin karsilastirildiginda, yéntemler arasi genel uyum %100
olarak saptandi. Kappa degeri 1.00 (P<0.0001), sensitivite %100, spesitivite %100
olarak bulundu.

[ki yontem etambutol igin karsilastiriidiginda, yoéntemler arasi genel uyum
%92.3 olarak saptandi. Kappa degeri 0.779 (P<0.0001). sensitivite: %70.4,
spesitivite: %100 olarak saptand..

ki yontem streptomisin icin karsilastirildiginda, yéntemler arasi genel uyum
%100 olarak saptandi. Kappa degeri 1.00 (P<0.0001). Sensitivite: %100,
Spesitivite: %100 olarak saptandi.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, Bactec yontemi, agar

proporsiyon yontemi, izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin
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ABSTRACT

In this study, susceptibilities of 104 Mycobacterium tuberculosis complex
strains isolated from various clinical specimens with Bactec method were
determined comperatively with Bactec and agar proportion methods to four major
antituberculous drugs (isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin).

The positivity of acido-resistant bacili among 104 concentrated clinical
specimens was 36.54%. With the Bactec method, 59 (56.73%) of 104 strains were
resistant to at least one drug; being 26 (25%) of them resistant to isoniazid, 11
(10.58%) to rifampicin, 19 (18.27%) to ethambutol and 3 (2.89%) to streptomycin.
Six (5.76%) strains were resistant to two and four (3.84%) strains were resistant to
three drugs.

With agar proportion method, 66 (63.46%) of 104 strains were resistant to at
least one drug; being 25 (24.04%) of them resistant to isoniazid, 11 (10.58%) to
rifampicin, 27 (25.96%) to ethambutol and 3 (2.89%) to streptomycin. Seven
(6.72%) strains were resistant to two and five (4.81%) strains were resistant to
three drugs. There were no strain resistant to all of the four drugs with both
methods.

The overall agreement between the results obtained by the two methods was

97.8% (isoniazid 99%, rifampicin 100%, ethambutol 92.3% and streptomycin
100%).



The Kappa values were as follows: isoniazid 1.00, rifampicin 1.00, ethambutol
0.779, streptomycin 1.00 (P<0.0001). For isoniazid the sensitivity and specificity
were 100% and 98.7%, respectively. For rifampicin and streptomycin both
sensitivity and specificity were 100%. For ethambutol the sensitivity was 70.4%
and the specificity was 100%.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Bactec method, agar proportion

method, isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin
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GIRIS VE AMAG

insanoglunun en eski hastaliklarindan olan tiberkiloz, Mycobacterium
tuberculosis kompleks olarak tanimlanan bir grup mikobakteri (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum ve M. microti) tarafindan olusturulan, ¢ok degisik Kklinik
goriiniimlere sahip, kronik nekrotizan bakteriyel infeksiyondur. Hastaligin 6nde gelen
etkeni M. tuberculosis'dir (MTB). Hastalik tim organlari tutabilir, ancak ilk yerlestigi
organ (%85) akcigerler olup diger organlar sekonder olarak tutulur (1).

Bugiin dinya niifusunun %32'sinin tiberkiloz basili ile infekte oldugu, her yil
yaklasik 8 milyon kisinin tUberkiloz hastaligina yakalandigi ve yaklagik 2 milyon
insanin &ldugi bilinmektedir (2). Gelismis ve gelismekte olan tim Ulkeleri ilgilendiren
en 6nemli infeksiyon hastaliklarindan biri olmasina ragmen infekte kisilerin buytk
gogunlugu gelismekte olan tlkelerde bulunmaktadir (2,3).

Onlem alinmazsa 2004'de yillik 6lim rakamlari yilda 4 milyonu agacaktir (4). Son
yillarda, tim diinyada, ézellikle HIV pozitif ve bagigikigi baskilanmig diger hastalarin
artisina bagli olarak tuberkiiloz olgu sayisinda da artiglar olmustur (1-4). Tberkdloz
insidansinin artmastyla birlikte, ikinci sorun olarak goklu direngli tuberkiloz (MDR-tb)
ortaya ¢ikmistir (5).

Cok ilaca direngli kékenlerle olusan tiiberkiloz olgularinin artmasi, hatta bunlarin
hastane salginlarina neden olmasi, tiiberkiloz tanisinda duyarl ve hizii ydntemlere
oldugu gibi, mikobakterilerin tiir ve direng tayininde de daha hizl ve gtivenli sonuglar
veren testlere duyulan gereksinimi arttirmistir (4).

Nitekim Centers for Disease Control and Prevention (CDC) materyal laboratuvara
kabul edildikten sonra ortalama 28-30 glinde Mycobacterium tuberculosis kompleks
icin duyarlilik testlerinin sonuglanmasini 6nermektedir (6).

Tuberkiloz sadaltiminda basari 6zellikle iki kuralin yerine getiriimesi ile olasidir.
Bu kurallardan ilki, tim hastalardan elde edilen ilk ¢reklerden antibiyotik duyarlihik
testlerinin yapllimasi, ikincisi ise hastalik etkeni olan MTB'in spontan mutasyonlar
sonucu ortaya gikan ilaca direngli kokenlerinin olugmasini onlemek amaci ile
sagaltimda mutlaka en az iki ilacin birlikte kullanma zorunlulugudur (5). Sagaltimda

kullanilacak uygun ilag kombinasyonlarinin segimi igin standardize edilmis, hizli



sonug verebilen, dogru yorumlama kriterlerine sahip invitro duyarlilik yontemlerine
gereksinim vardir. Bu amagla butin dunyada yaygin olarak kullantlan iki yéntem
sunlardir (7);

1. Proporsiyon ydntemi, (Middlebrook veya Lowenstein Jensen (L-J) besiyeri
kullanilarak yapihir). The National Committe for Clinical Laboratory Standard
(NCCLSY)'in altin standart olarak kabul ettigi yontemdir (7).

2. Bactec 460 TB sistemininin kullanildi§i modifiye proporsiyon yéntemidir.

Biz de laboratuvarimizda Mycobacterium tuberculosis kompleks (TB kompleks)
izolatlarinin identifikasyon ve antibiyotik duyarlihigini saptamakta kullandigimiz
Bactec 460 TB sistemini antibiyotik duyarliiini, sistemin hizi, uygulama kolayhg, is
yuki ve guvenirligi ybniinden altin standart olarak kabul edilen 7H10 agar

proporsiyon yontemi ile karsilagtirmay amagladik.



GENEL BILGILER

2.1. TUBERKULOZUN TARIHGESI:

Yasi yaklastk 300 milyon yil olan tlberkilozun Kuzey Afrika'da ik insan
topluluklarinda sigir tiri olan M. bovis ile verem hastaligina neden oldugu
bilinmektedir. ik insan infeksiyonlarinin ¢ogunlukla infekte et yenilmesi ve kontamine
siit icilmesi ile olustugu bilinmektedir (8). Ayrica, bazi neolitik ve erken dénem Misir
buluntularinda, insan iskeletlerinde ve duvar resimlerindeki insan figlrlerinde, Spinal
Pott hastaliginin yol actigi deformiteleri andiran degisikliklerin olmast ve aside
direncgli basillere (ARB) rastlanmasi ilk ¢adlarda var olduguna yonelik Gnemli
gostergelerdir (8,9). Degisik zamanlarda dinyada epidemiler gértlmektedir. M.O
1500-750 yillar arasinda Nil Vadisinde, M.O 1500-50 yillarinda Eski Yunan'da, M.O
1500-250 vyillarinda Amerika'da, 1000-200 arasinda da Avrupa'da epidemiler
yapmistir (9). M.O 466-377 yillar arasinda yagayan Hipokrat ve o donemdeki
Yunanlilar, hastalarin giderek zayifladigini gorerek hastaliga “phthisis” adini
vermiglerdir. 16. yuzyilin sonunda Sylvius, “tlberkdl” kelimesini kullanmis ve
phthisis’in tiiberkuilerin erimesi sonucu olugtugunu savunmustur. “Tuberculosis”
kelimesi 1934’te hastaligin tanisinin sadece semptomlara ve patolojik bulgulara
dayandigi dénemde kullanilmistir (9). Tiberkiloz Gzerine ik galigmalar 1781-1826
yillari arasinda yagamis Laennec tarafindan yapifmistir (8).

Robert Koch 1882 yilinda bakteriyi mikroskopta gostermis, 1884'de Kklinik
orneklerde izole ettikten sonra saf kilttrini yapmis, deneysel olarak hayvanlarda
hastalik olusturmustur. Bitin bu gelismeleri, Koch’'un 1890°da old tuberkulin ile
hastaligin 6zel immunite ve allerjisini ortaya koymasi, 1921 yilinda Calmette ve
Guerin’in tiberkiloz asisi Bacillus Calmette Guerin (BCG)i geligtirmesi ve
tiiberkuloza kars! etkin bir ilag olan streptomisinin 1944 yilinda Waksman tarafindan
kesfi izlemistir (8,9).

1970'li yillarin ortalarindan itibaren tiiberkiloz tedavisi 18-24 aydan, 6-9 aya kadar
azaltilmis, son 20 yllda da Ozellikle molekiler biyoloji ve genetik muhendisligi
yontemleri ile hastaligin immunopatogenezi aydinlatiimig, yeni tani ydntemleri ve yeni

etkili ilaglarin gelisimi konusunda énemli Gmit verici gelismeler saglanmistir (9).



2.2. DUNYADA DURUM:

Streptomisinin ve ayni ylzyilin ikinci yarisinda tedavide etkili yeni ilaglarin
bulunmasi ile sanayilegsmis ulkelerde tuberkilozun morbidite ve mortalitesinde énemli
bir digls olmusgtur. Ancak 21. ytzyilin baginda hala tim dinyanin en énemli saglik
problemlerinden biri olmaya devam etmektedir. Dinya nifusunun %32’sini olusturan
yaklagik 2 milyar kiginin tuberkiloz basili ile infekte oldudu ve bunlarin blylk
¢ogunlugunun geligmekte olan Ulkelerde bulundugu bildiriimistir. Gelismis Ulkelerde
infekte bireylerin %80’i 50 yas ve Uzerinde yas gruplarinda iken, gelismekte olan
llkelerde infekte bireylerin %77'si 50 yas altindaki gruplardadir (9,10).

1993 yilinda Dinya Saghk Orgiti (DSO) dunyanin bir ¢ok bélgesinde
tiberkllozun kontrol diginda oldugunu ve 6nemli derecede ihmal edildigini ortaya
koyarak ve tuberkuloz kontroli konusunda acil durum ilan ederek Dogrudan
Gozetimli Tedavi Stratejisini (DGTS) baslatmigtir. Ancak tuberkiloz insidansinda
kayda deger bir azalma olmamisg, direngli vaka sayisinda artis olmustur (2,9,10).
Tuberkiloz sorunu buylk oranda yetersiz kontrol, kiiresel programlarin uygulandigi
Glneydogu Asya, Sahra alti Afrika, Dodu Afrika, Dogu Avrupa ve tlberkiioz ile
HIV’in birlikte bulundugu ulkelerden kaynaklanmaktadir. HIV ile infeksiyon, tiberkiloz
prevalansinin yiksek oldugu bélgelerden gég, sosyoekonomik kosullar kétl olan,
alkol ve uyusturucu kullanan insanlarin gogalmasi tlberklloz hastaligindaki artisin
nedenleri olarak sayilabilir (2,10-12).

Tuberkiloz insidansinin 1990’da yilzbinde 143 iken 2000 yilinda ylzbinde 163
olacagi tahmin edilmekteydi (13). Nitekim dlinyada her yil 8 milyon insan bu hastaliga
yakalanirken, 2 milyon kisi de bu hastaliktan dolayi dlmektedir. 1.7 milyar insanin
olusturdugu infeksiyon havuzuna, her yil 100-200 milyon kisinin eklendigi tahmin

edilmektedir (14).

2.3. TURKIYEDE DURUM:

Turkiye’de tlberkiloz endemik bir hastaliktir. 50 yildir uygulanan kontrol
programinin etkinligini dederlendirmede karsilagilan en blylk engel yeterli ve
guvenilir verilerin bulunmayisidir. DSO’niin 1999 raporunda yer alan bilgide:
Turkiye’'nin 1997 yih nifusu 62.774.000, yil iginde tani konan yeni tlberkiloz
hastalarinin sayisi 20.778, insidansi yizbinde 33,1'dir. Yine DSO'niin 2002 yili
raporuna gére Turkiye niifusu 66.668.000 tani konulan hasta sayisi 18.038, insidansi!
ylzbinde 27’dir. Bu rakamlar gergegi yansitmamaktadir. Nitekim Turkiye, DGTS



uygulanmayan bir Ulke olarak listelenmekte ve tedavi sonucu veremeyen, yani
degerlendirilemeyen bir tlke olarak kayitlara gegmektedir (2).

BCG asilarnin galismalarindan dolayi infeksiyon havuzunu saptamak zordur
ancak ylksek oldugu tahmin edilmektedir. Sosyal Sigortalar Kurumu Hastaneleri
(SSKH), tniversiteler ve devlet hastaneleri hastaligin tanisinin kondugu ve tedavinin
baglandigi yerlerdir. Hasta tedaviye Verem Savas Dispanserlerinin gbzetiminde
devam etmektedir. Ulkemizde tliberkilozlu hastalarin tedaviye uyumu konusunda
ciddi sorunlar yasanmaktadir. Ulke gapinda ilag direncini gésterecek bir calisma
yapllmamistir. Ancak 2001 yilinda farkii yedi bolge bildirimi yapilmistir. Buna gére tek
ilaca direng %13.5 iki, U¢ ve dort ilaca direng sirasiyla %3.26, 6.25, 2.89 olarak
saptanmigtir (15). Yapilan c¢alismalar sonucunda tliberkilozlu hastalar arasinda
primer direng (%14-29.4) ve sekonder direng ise (%37-66) oldukcga ylksek diizeyde
oldugu bildirilmigtir (1,2).

2.4. EPIDEMiYOLOJIK MODELLER:

MTB ile infekte olan insanlarin ¢ok az bir kisminda klinik olarak hastalik geligir.
MTB’nin konakgtsi ile beraber ¢gok uzun sireli evrim dénemi yasayabilmesi, basilin bu
sire boyunca konakgl htcrelerinde latent kalarak canhh@ini  sardirip ilk
infeksiyondan yillar sonra, uygun sartlar oldugunda yeniden canlanabilme yetenegine
baghdir. Bunun sonucunda basil 6zellikle insan topluluklarinda uzun sdre varligini
koruyabilmekte ve toplumda eradikasyonunda basarisiziiga yol agmaktadir.

Tuberkulozun gergeklesmesinde bazi faktorler rol oynar.

1. Bulagici nitelikteki bir akciger tuberkilozlu, yayma pozitif hasta ile karsilasan,
Purifiye Protein Turevleri (PPD) negatif temashlarin yaklasik %30’unda tliberkiloz
infeksiyonu olugur ve bu kigilerde klinik/radyolojik higbir belirti olmaksizin tiberkUlin
deri testi pozitiflesir, bu primer infeksiyondur.

2. Infekte kisilerin %5'inde infeksiyonu izleyen ilk 5 yil iginde hastalik geliserek,
primer tiberkuloz diye adlandirilan erken hastalik gelisebilir.

3. Primer infeksiyonu izleyen uzun bir ddneminden sonra, en az 5 yil sonra infekte
kisilerin %5'inde vicutta latent kalmig basillerin endojen veya ekzojen herhangi bir
nedenle yeniden aktive olmasina bagli olarak sekonder tiberkiloz diye adlandirilan
ge¢ hastalik gelisebilir (1,12,16-19).

Tuberkulozun primer infeksiyonu genellikle, ekzojen reinfeksiyon veya endojen
reaktivasyon seklinde gelisir. Ekzojen reinfeksiyon, baska bir infekte kisiden yeni bir



basilin alinmasidir. Endojen reaktivasyon ise, kiside latent kalmis basillerin
canlanarak infeksiyon kaynagi olmalandir. Dogumdan sonra herhangi bir zamanda
MTB ile primer infeksiyon gerceklesebilir. Primer infeksiyon, geneliikle aktif pulmoner
infeksiyonu olan bir kisinin 6ksurme, aksirma veya konusma gibi bir eylem sirasinda
ortama yaymig oldugu basillerin inhalasyonu ile gergeklesir. Buglniin gelismis
toplumlarinda primer infeksiyon ile tanismadan yaslanan bireyleri bulmak olasi iken,
gelismekte olan topluluklarda erken cocukluk ve okul ¢adi doénemleri, primer
infeksiyon odaginin olustugu dénemierdir. Primer infeksiyonu izleyen dénemde, %5-
10 siklikta progressif primer hastalik gelisir. Codu insanda primer infeksiyona karsi
etkin bir bagisik yanit geliserek basil ¢gogalmasi sinirlanir ve uzun sireli kismi bir
bagisiklik kazanilir. Yas ilerledikge, kazanilan bu bagisiklik giderek zayiflar, etkinligi
azalir, ekzojen reinfeksiyon veya endojen reaktivasyona bagh olarak tiiberkiiloz
geligme riski ortaya ¢ikar (19).

TUberklloz prevalansinin  ylksek oldudu toplumlarda, yetigkinlerdeki yeni
infeksiyonlarin ¢odu ekzojen reinfeksiyonlardir (19). Prevalansin disik oldugu
toplumlarda ise, endojen reaktivasyon daha sik gorultr (19). Erigkin tuberkilozlari
kaynagr ne olursa olsun, %50 siklikta ARB olumlu seyreder; yani balgam
érneklerinde tuberkiloz basili gérultr. Infeksiyonlar igin baglica kaynagi olusturan bu
olgularin saptanmasi, izolasyonu ve tam olarak sadaltiimasi, tlberkiloz basilinin
yayllmasinin Kkontrolinde 6nemlidir. ARB olumlu olan hastalarin tani konulduktan
sonra %50’'sinin 5 yil icinde O&ldikleri, %30'nun kendi kendilerine iyilestikleri,

%20'sinin ise hasta olarak yasamlarina devam ettikleri bildirilmistir (17,19,20).

2.5. BULASMA:

MTB infeksiyonlarinin hemen hepsi, kisiden kisiye basil tagiyan infekte
damlaciklarin inhalasyonu ile geger. Tuberkuloz, hava yolu ile gegen infeksiyonlarinin
klasik 6rnegidir. Diger gegis yollari da (GIS, Deri vb.) bildiriimistir, fakat oldukga
seyrektir (1,18). Hemen hemen tim &rneklerde tuberkiloz infeksiyonu, iginde canli
tiberkliloz basili igeren ve havada asil halde bulunan, yeterince kiiglk (1-5 um),
iclerinde 1-3 canli basil bulunduran, damlaciklarin solunum yolu ile alinmasi ve
bunlarin alveole yerlegsmesi ile gergeklesir (1,21). Bir hastanin bulagici olabilmesi igin
basilin havaya verilmesi ve burada aerosollerde asili kalmasi gerekir. O nedenle

akciger ve larinks tliberkilozlu hastalar bulastirict olarak kabul edilirler (1).



Cok sayida basil iceren daha buyuk bir partikile gore, tek bir basil igeren kiigik bir
damlacik ¢ekirdedi (0.5-3 u) daha bulastincidir (1) ¢lOnkl, blylk partiktller
infeksiyonun gerceklestidi yer olan alveollere ulagsamazlar. Mikrondan daha buytk
olanlar érnegin, 5-10 u blyaklugindekiler blyik hava yollarinda tutulurlar. Mukosilier
sistemle digariya atilirlar. 0.5 y’dan kiclk partikiller ise dlgllemezler, hava akimi ile
yer degdistirirler. Hava yolu digindaki bulagma bigimleri MTB igin seyrektir. M. bovis
infeksiyonlar, infekte inek sutinin icilmesi ile olusabilirler. Ancak sut ve st
Urtnlerinin pastérize edilerek kullaniimasinin yayginlagsmasi sonucunda bu bulas yolu

da giderek azalmistir (1,22).

2.6. PATOGENEZ:

MTB'in dnemli bir dzelligi fakltatif ve hicre igi bir bakteri olmasidir. Virlilansini
belirleyen baglica 0&zellik, monosit ve makrofajlar iginde Ureyebilmesidir.
Tuberkilozda en 6nemli bulas yolu inhalasyondur. Bulas sonrasi infeksiyon olusup
olusmamasi veya hastallk meydana gelip gelmemesi konagin direnci ile bakteriyel
virllansin arasindaki dengeye baglidir. Akciger tuberkllozunun patogenezi bes
asamali bir model ile anlatilabilir (1).

1. Basglangi¢ Evresi: MTB’nin alveole inhalasyonu ile baslar. Béylece alveolde
fibrin, az sayida polimorfonlikleer I6kosit ve makrofajdan olusan inflamatuar
reaksiyon olusur (21). Alveoliere ulagsan herhangi bir partikil gibi, basil tagiyan
damlaciklar da 6ncelikle bodlgesel makrofajlar tarafindan alinirlar. Bu makrofajlar
nonspesifik aktivasyon halindedirler, herhangi bir bagisik yanit olmaksizin infeksiyon
partikillerini yok edebilirler. Ancak, infeksiydz partikillerin sayisi ¢ok fazla ve
virllanslan da ylksek olursa, makrofajlar pargalanabilirler. Bu agsamada, hava yoluna
giren basiller makrofajlar tarafindan alinip yok edildiklerinde, konakgl organizmasi
infekte olmamig, bagisik yanit mekanizmalari da uyarnimamis olur. Eger basilin
¢ogalmak igin zamani olursa, bu noktay! “6nlenemeyen ¢odalma fazi” izler. Bu evre
birinci haftayi kapsar (1).

2. Basillerin Logaritmik Gogalma Evresi: Ikinci ve Uglncil haftalari kapsar.
Makrofaj igindeki basiller gunler veya haftalar iginde, makrofajlar pargalanana kadar
cogalirlar. Makrofajlar pargalanirken salinan basiller, hiicresel debris ve konakdan
salinan birgok kemotaktik faktér dolagimdaki inaktive monositleri lezyon bdlgesine

ceker. Kandan gelen bu yeni makrofajlar basillerin etrafinda toplanarak graniilom



olusumunu baglatacaktir. Basil yUkli makrofajlar lenfatikierle lenf bezlerine taginiriar.
Eder kontrol saglanamazsa lenfohematojen yayilim gergeklesir (1).

3. immun Yanitin Geligimi ve infeksiyon Kontrolu Evresi: Ugiincii haftadan
sonra baglar. Basilin solunmasindan 2-3 hafta sonra, konakta hem hticresel imminite
(HI) hem de gecikmis asirn duyarlilik (GAD) gelisir. Bu mekanizmalarin destegi ile
aktive olan makrofajlarda basillerin tremesi kontrol altina alinabilir. Bu evrede lezyon
bolgesindeki basil sayisi HI ile yok edilemeyecek kadar fazladir. GAD, basil yukli
makrofajlart ve bu arada gevre dokulari da harap ederek aktive olmamis makrofajlar
icindeki basillerin logaritmik Gremesini engeller (1). CD4 ve CD8 lenfositleri ile aktive
olmamig makrofajlar ortadan kaldirildikga, basillerin uzun stire canli olarak uykuda
kalabilecekleri kazedz nekroz alanlar ortaya ¢ikar. Mikobakterilerle CD8 lenfositler
arasindaki etkilesim, reaksiyonun yogunluguna gére koruyucu veya yikici olabilir
(23). Eger bu asamada infeksiyon engellenirse primer infeksiyon dénemi bitmis olur.
Bu dénemde PPD pozitiflesir (1).

4. HI ve GAD arasindaki kargilikli etkilesim evresi: immun sistemleri yeterli
kisilerde, granulomlarin ortasinda olusan kaze6z odaklardan kagan basiller, bu odagi
gevreleyen aktive edilmis makrofajlarca tutulacak ve yok edilecektir. Sonugta, ¢ok az
veya higbir doku hasarl olmadan basil gogalmasi durdurulabilecektir. Eger gevredeki
makrofajlarca fagosite edilen basiller bu hicrelerin iginde c¢ogaimaya devam
edebilirlerse, GAD yaniti tekrarlanacak ve makrofajlar o6ldirmeye devam
edebilecektir. GAD yaniti immun sistemi zayif kisilerde daha ytiksek aktivitededir,
kazedz nekroz 6n plandadir (1).

5. Likefaksiyon ve Kavite Olugsumu Evresi: HI ile primer infeksiyon
engellenemez ise, kazetz nekroz alanlarinin likefaksiyonu primer infeksiyon fazinin
hemen arakasindan gerceklesir, bu evre “progressif primer tlberktloz” adini alir.
Kaviter lezyonlarin ortaya ¢ikigi ile karakterize olan tiberkiloz patogenezinin bu son
asamasl, genellikle primer infeksiyondan veya hastaliktan yillar sonra endojen
reaktivasyonla veya ekzojen reinfeksiyonla gelisen sekonder tlberkillozda

gorulmektedir (1).

2.7. MIKOBAKTERILERIN MIKROBIYOLOJiSi:
2.7.1. TAKSONOMI: Mikobakteriler asit tiretme, benzer guanozin ve sitozin (G+C)
oranina sahip olma gibi Ozellikleri nedeniyle Corynebacterium, Nocardia ve

Mycobacteriumlar ayni grupta anilsalar da, sistematik Bergey's siniflamasina gére



Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsidir (24,25). Mikobakterilerin tir o6zellikleri
DNA/DNA homolojileri ve sayisal taksonomiye gére degerlendirildiginde, MTB ve
buna yatkinhk gbdsteren M. bovis, M. africanum, M. ulcerans ve M. microti ile birlikte
“Mycobacterium tuberculosis kompleksini” olustururlar (1,26).

Bovis 1986 yilinda saptanan sidir tberkilozu etkenidir, siklikla (%75-80) akciger
digi organ tlberkilozuna neden olur (24). Pastorizasyon igleminin yaygin
kullanilmasi sonrasinda, infeksiyon etkeni olarak gérilme sikligi oldukga azalmistir.
Attenue M. bovis sugu, agllama sonrasinda yaygin sistemik infeksiyon veya soguk
abse gibi bir komplikasyon gelistijinde cesitli 6érneklerden izole edilebilir, ancak
virtilan M. bovis gibi bulasici degildir. M. africanum, MTB ve M. bovis tirleri arasinda
ikisine de benzerlikler gbsteren bir bakteridir. Afrika’nin tropikal bélgelerinde insan
infeksiyonlarina rastlanmaktadir. M. ulcerans da 6zellikle Afrika ve Avustralya’da
rastlanabilen en gok alt ekstremiteleri tutan Ulseratif infeksiyonlar yapar (26).

MTB ve M. lepra digindaki mikobakteriler insanlarda bulagici infeksiyonlar
olugturmazlar. Bunlar genel olarak “Fakultatif, Non-ttiberkiloz, Firsatgl veya Atipik”
mikobakteriler olarak adlandirilirlar ve hastalik etkeni olmaksizin alt ve (st solunum
yollarinda kolonize olabildiklerinden ayrimlarinin yapilmasi zordur (26,27).

Bugtine kadar mikobakteri genusunun standart karakterine uyan 71 mikobakteri
tart vardir (22,24). Arnest Runyan, mikobakteri Ureme hizlan ve kati besiyerinde
olusturduklari koloni 6zelliklerine gére 4 ana grupta toplamistir. Bu siniflamada M.
tuberculosis ve M. bovis diginda, klinik 6rneklerden izole edilen diger mikobakteriler
yer almistir (26,28-30).

Grup I: Sadece 1sikta sari-portakal rengi pigment olusturan fotokromojenik
mikobakteriler (M. kansasi, M. marinum, M. simiae).

Grup II: Karanlikta portakal rengi veya kirmizi pigment olusturan skotokromojenik
mikobakteriler (M. scrofaleceum, M. xenopi, M. gordonea).

Grup lll: Nonfotokromojenik, yavas Ureyen, S tipi ve krem rengi kolonileri olan
mikobakteriler (M. avium-intracellulare).

Grup IV: 25 ve 37°C’de Uremeleri igin bir haftadan daha az bir slireye gereksinim
duyan c¢abuk treyen mikobakteriler (M. fortuitum-chelonae kompleks) icermektedir.

Runyan siniflamasindaki  mikobakteriler ~ “Atipik = mikobakteriler” olarak
adlandiriimiglarsa da son yillarda bu tlrlerin atipik olmadidi kabul edilmis ve bu grup
icin Mycobacteria Other Than Tuberculosis (MOTT) veya (non-tuberculosis

mycobacteria) terimleri kullanilmistir. Ancak bu terimlerin de mikobakteri turlerini
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tanimlamada yetersiz kaldigi gorulmustar. Klinik agidan dnemli gesitli mikobakteri
tirlerinin olusturdugu infeksiyonlarin tedavileri farkh oldugu igin tim mikobakterilerin
tur adlan ile belirtimeleri gerekmektedir. Klinik Mikrobiyoloji ydninden
mikobakterilerin daha uygun siniflandinimasi Wollinski tarafindan 1979 yilinda
yapiimig, Woods ve Washington tarafindan yeniden dizenlenmistir (24,26).
Tablo 1'de M. tuberculosis digindaki mikobakteriler gérilmektedir.

Tablo 1. M. tuberculosis digindaki mikobakteriler (26)

GRUP TUR

Insanlarda patojen olan tirler M. lepra

insanlarda potansiyel patojen | M.avium-intracellulare, M.kansasii, M.fortuitum-

olan tirler chelonae kompleks, M. xenopi

Insanlarda nadir hastalik
olusturan saprofit mikobakteriler:
1 - Yavas Ureyenler (>7 gun) 1- M. gordonae, M. asiaticum, M. terrae-triviale
kompleks, M. gastri, M. nonchromogenicum, M.
paratuberculosis

2- Orta sirede Ureyenler (7-10|2- M. flavescens
gln) 3- M. termoresistibile, M. smegmatis, M. vaccae,

3- Cabuk Ureyenler (<7 gun) M. parafortuitum kompleks, M. phlei.

2.7.2. MORFOLOJi:

MTB silindir seklinde, uclar yuvarlak, 0.3-0.6 ym eninde ve 1-4 um boyunda, diz
veya hafif kivrik ince basillerdir (24,31-33). Hareketsiz, sporsuz ve kapsulsuzdir.
Klinik érneklerden hazirlanan preparatlarda tek tek, kisa zincirler yapacak sekilde ug
uca veya dallanma gosterek durabilirler. Middlebrook 7H9 gibi 6zel sivi besiyerinde
treyenlerinden yapilan preparatlarda ise gruplar seklinde gorilurler. igerdikleri
polimetafosfat granillerine bagll olarak basil, kendisinden daha koyu boyanmis
boncuklu veya ince bantlar seklinde de gérulebilir (24,26,27).

2.7.3. INCE YAPI:

Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi Gram negatif yada Gram pozitif bakterilerin
hicre duvarlarindan oldukga farkh kompleks yapidadir. Bu kompleksde en i¢ tabaka
diger bakterilerde de goérilen plazma membranidir. Plazma membrani tipik olarak

protein ve fosfolipidlerden olusan ¢ift katmanli bir yapidadir (34).
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Duvarin orta tabakasi peptidoglikan, arabinogalaktan (AG), mikolik asitler,
agiltrehalozlar, oligosakkakrit iceren lipidler ve fosfatidilinozitoliin glikozil derivatlari
yer almaktadir. Bu yapilara antijenik 6zellige sahip glikoproteinler ile porin yapilarda
katilmaktadirlar (34).

Hlcre duvarinin en disinda agirlikhi olarak polisakkarit ve proteinler az miktarda
da lipidleri igeren kapsll yer almaktadir. Bu yapilar igerisinde alfa-1,4 glukan,
lipomannan (LM), lipoarabinomannan (LAM) ¢ok 6nemlidir (34). Hiicre duvarinin
%60'n1 olugturan lipidler baslica mikolik asitler, mumsu madde, fosfolipidler,
acgillenmis trehalozlardir (25).

CézUnmez nitelikteki (g makromolekil olan peptidoglikan, arabinogalaktan ve
mikolat, mikobakterilerde hicre duvarinin iskeletini olustururlar. Bu iskelet yapi ile
iligkili olan ¢ok sayida lipid ve glikolipid diginda proteinler de vardir. Bunlar,
mikobakteri tlrleri veya gruplar arasinda farklihk gdsterir ve ultrastriktirel
géranumleri de oldukga 6zeldir (35).

Hucre duvar yapilarindan pek ¢ogu, basilin virlilansinda ve patogenezinde énemli
rol oynar. Bu yapilar arasinda mikolil-arabinogalaktan-peptidoglikan kompleksi
(MAGP), LAM, LM, fosfatidilinositol mannosid (PIM), sulfatidler, trehaloz 6,86,
dimikolat (kord faktéri) ve dider agcillenmis trehalozlar, fenolik glikolipidier,
lipooligosakkaridler sayilabilir (35). Mikobakterilerin hiicre duvari Sekil 1'de

gorulmektedir (36).

Polipeptidler (or.PPD

e Serbest lipidler (ar: » G .
,/— mikozidler, kord fakti) = | Mikolik asitler D-arbinoz
Arabinoaalakt D-galaktoz

) rabinogalal an———l :

@ mikolat tabakasi _N-asetilglikoéamin,
Peptidoglikan T | N-asetimuramikasit
tabakasi !

D-glutamik asit
~"D-diuminopimelik. asit

. Stoplazmik membranlar L- ve D- alanin
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Kord faktér, mikolik asidin glikolipid derivesi olup MTB'nin dis yiizeyinde bulunur.
Adjuvan etkiye sahiptir ve granilom olusumunda rol alir (24). Siilfatidler glikolipid
yapisinda olup mikobakterilerin dig ylizeyinde bulunur. Bu maddeler fagolizozomlarin
olusumunu ve fagolizozomlarin igine Adenozin trifosfatin (ATP) girigini engelleyerek
fagolizozom igindeki pH deg@erinin 6.0'dan daha asagiya diusmesinin onler. Bu
sayede makrofaj icine fagosite edilen mikobakterinin makrofaj icinde canli kalmasi
sagdlanir. Mikobakterilerin sahip oldugu c¢éziinebilir bir ekzotoksin ve endotoksin
gosterilememistir (26).

Peptidoglikolipidler (Wax-D), Freund adjuvaninin etkisini artirici 6zellige sahiptir
(24).

En UnlG tiberkiloz antijeni tiberkulindir. Tuberkilin testinin, tuberkiloz tanisinda
kullanilabilecegi ileri stUrdimis ancak yeterince saf olmamasi nedeniyle,
uygulandiginda istenmeyen cesitli reaksiyonlara neden olmasi, Robert Koch’un
buldugu “old tuberkdlin”in saflagtinimis tiirevini PPD’yi bulmalarina neden olmustur
(24).

Baslica sitoplazmik proteinler isi sok proteinleri, Pho S, L-alanin dehidrogenaz
elongasyon faktérleridir. Immiinojen nitelikteki bu protein tim virtilan tiberkiloz basili
suglarinda saptanmistir. “Antijen 85 kompleksi” olarak tanimlanan, mikobakterilerin
salgiladigr baglica proteinlerin, bakteri yiizeyi ile de iligkili olabildigi bildirilmistir. Hiicre
digina salgilanan énemli bir diger protein stiperoksid dismutaz, aktif makrofajlar
tarafindan salgilanan stperoksid radikallerini etkisizlestirerek konakgi yanitini
zayiflatir (37). Antijen 5, antijen 6, antijen 60, antijen 65 kD saflagtirimis diger

mikobakteriyel antijenlerdir (24).

2.8. TANI:
TUberklloz hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun

korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle tlberkiloza yakalandi§i disinilen
hastalarin tanilarini kanitlayacak, duyarlh@i ve 6zgullugu yiksek, hizli sonug veren,
uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar yéntemlerinin ginlik kullanima
girmesi onemli bir gereksinimdir (38). DSO’niin kararina gére bir hastaya kesin
tuberklloz tanisi konabilmesi igin uygun sekilde alinan klinik &rnekte MTB’in
tretilmesi ile mimkun olur (39).

Tuberkilozun laboratuvar tanisindaki bagari; klinik 6rnegin uygunluguna baglidir.

Hastallk ¢ok gesitli organ ve dokulan tuttugu icin, materyal secimine &6zen
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gosterilmeli; normal flora Uyeleri ile kontamine &rnekler incelenirken, dikkatli
olunmalidir. Tiberkiloz tanisi igin &rneklerin alinma ve laboratuvara génderiimesi
kosullart vardir (22,26,40-42).

Balgam: Hastadan 5-10 ml kadar tkrik igermeyen sabah balgami alinmast tercih
edilir. Hasta egitiimeli ve eder balgam c¢ikaramiyorsa ekspektoranlarla yardimci
olunmalidir. Birbirini takip eden (¢ glinde Ug kez tekrarlamak izolasyon sansini artirir.

idrar: 50 ml sabah alinan orta idrar yeterlidir. Ug guinlik tekrar izolasyon sansini
artirir. 24 saatlik idrar 6rnegi kultur islemi igin uygun degildir.

Aclik Mide suyu (AMS): Tuberkiiloz tanisi igin uygun bir 6rnek degildir. Balgam
Glkaramayan, g¢ocuk hastalarda, iletisim kurulamayan hastalarda ve balgamini yutan
hastalarda tercih edilir. Sabah alinmalidir li¢ kez tekrarlama izolasyon sansini artirir.
4 saat icinde laboratuvarda incelemeye alinmali ya da %10 sodyum bikarbonatla
notralize edilmelidir (27).

Abse materyali: Derinin alkolle temizligi yapildiktan sonra steril enjektorle
materyal alinir, 7H9 sivi besiyeri iginde laboratuvara génderilir.

Kan: 5 ml kan Bactec 13A besiyerine direkt olarak ekilebilir. Sodyum polyanetal
sulfonat (SPS) igeren kan tlplerine 10 ml kan 6rnedi alinmas! 6nerilmektedir. EDTA
¢ok az miktarda dahi mikobakterilerin Gremesini inhibe ettigi igin kullanilmaz.

Biyopsi: Koruyucu ve fiksatif icermeyen steril kaplarda 1 g doku ornegi
incelenmelidir.

Bronkoalveoler Lavaj Sivisi (BAL): En az 5 ml érnek steril kaplara alinmalidr.

Deri lezyonu: Biyopsi 6regi lezyonun periferinden alinmalidir.

Gaita: AIDS'li hastalarda 6nem kazanir. Temiz bir kapall kapta génderilmelidir.

Beyin Omurilik Sivisi (BOS): En az 2 ml steril tiiplere alip génderilmelidir.

2.8.1. MIKOBAKTERILERIN BOYANMASI: Mikobakterilerin boyanmasi oldukga
zordur. Hucre duvarindaki uzun zincirli yag asitlerinin (mikolik asitler) olusturdugu
yogun lipid igerik, bakteriyolojide yaygin kullanilan gram boyasina kars! gecirgenligi
sinirlar (35). Gram boyamada genellikle silik boyanmig, boncuklu gram olumlu
basiller seklinde gorindrler. Bu silik boyanmalari nedeniyle mikobakterileri “hayalet
hucre” olarak tanimlayan arastirmacilar da olmustur (27).

Hicre duvarindaki mikolik asit rezidtileri, fuksin veya auramin O gibi anilin metan
boyalarla stabil bilesikler yaparlar ve asit-alkol veya giiglii minarel asitler ile
karsilagtiktan sonra dahi boyayi birakmazlar. Dekolorizasyon direnci seklinde
aciklanan bu Ozellikleri nedeniyle, mikobakteriler, “aside direngli bakteriler’ olarak
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tanimlanmaktadir (27). Genellikle iki ayri boyama yontemi kullanilir. Bunlardan biri
“fuksinli boyama”, digeri “floresan boyama” yéntemidir (24,26,31,33).

A. Karbol fuksinli boyama: Asidorezistan boyanin uygulanigina gore ikiye ayrilir.

a. Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi: Bu yontem sicak boyama yéntemidir.
Boyanin isitiimasi ile bakteriye penetrasyonu saglanir.

b.Kinyoun yontemi: Bu yontem soguk boyama yontemidir. EZN boyamasina gére
boyanin konsantrasyonu arttinimigtir. Bu yéntemde boyanin penetrasyonu igin 1sitma
islemi gerekmez.

B. Auramine-Rhodamine boyamasi: Bu boyama yonteminde auramine O boyasi
kullanilir. Auramine O boyast fiziksel ve kimyasal yoldan dogrudan lipitden zengin
hicre duvarina baglanarak organizmay gértintir hale getirir. Karbol fuksinli boyama
yonteminde mikobakterilerin mavi zemin Uzerinde kirmizi gomaklar seklinde
goralurken, fluokrom yonteminde kullanilan filtre sistemine gore sari-portakal rengi
fluoresans verirler. Boyall preparatta basil saptanabilmesi igin mililitrede 5.000-
10.000 basil bulunmasi gerekir. Incelemede 100x ile 300 saha taranmahdir. Bu
yaklasik 15 dakika strmektedir. Fluokrom boyamada inceleme floresan mikroskop ile
yapihir, ayni gun incelenmelidir ve inceleme suresi kisalmistir (42).

2.8.2 KLINIK ORNEKLERIN ISLENMESIi: Mikobakteriyel infeksiyonlarin tanisi
icin laboratuvara uygun gartlarda génderilen klinik 6rnekler, laboratuvar personeli ve
diger galisanlarin sagh§ agisindan biyolojik emniyet kabinlerinde galisilir.

Homojenizasyon ve Dekontaminasyon: Kontamine, kati yada yar kati
materyaller bu igleme tabii tutulur. Bu islemde 6rnekteki organik kalintilar kontaminan
bakteri ve mantarlar yok edilir ancak mikobakteriler zarar gérmemelidir. Ancak bu
islem sirasinda %10-20 kadar mikobakteri canliigini strdrebilmektedir. Bu ylizden
en az zarar verecek yontem segilmelidir. Bir gok yontem olsa da engok N-asetil-L-
sistein-NaOH yontemi tercih edilir. Tim yéntemlerde incelenecek 6rnegin bulundugu
thplere, drnegin bir kati olacak sekilde dekontaminasyon sollisyonu ilave edilir. 15-20
dakika oda isisinda bekletilir. Bu stre iginde tlpler ara sira el ile veya vorteks ile
calkalanir. Sure doldugunda tiplere pH 6.8'de fosfat tamponu ilave edilerek >3000
devirde santrifuj edilir. Klinik drnegin pseudomonas cinsinden bakteri ile kontamine
oldugu dusgunuliyorsa, oksalik asit tercih edilir. Normalde steril oldugu distniilen

Beyin-omurilik sivist, viicut sivilari ve kan gibi sivilara dekontaminasyon uygulanmaz

(40,42),
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2.8.3. MIKOBAKTERILERIN URETILMESINDE KULLANILAN BESIYERLERI:
Mikobakterilerin ikiye boélinmesi igin gerekli siure 16-18 saat kadardir ve izole
edilmeleri igin besiyerlerinin uzun sire inkiibe ediimesi gerekir. 35°C karanlikta %5-
10 CO2 li ortam mikobakteri Gremesini stimile eder (27). Optimal pH 6,8 olan kultur
ortaminda en iyi trer. Uygun sivi ve katl besiyerlerinde 7-21 glin gibi uzun strede
arerler .

Mikobakterilerin Gretildigi besi yerlerinin esasi genellikle “yumurta-patates” temeli
veya “serum agar” temeline dayanmaktadir. Yumurta igeren besiyerleri gliserol, tuz,
patates unu, sit gibi gesitli maddeleri, yumurtanin timi veya sarisi ile birlikte
ierirler. Bu besiyerlerinin goguna kontaminasyonu minimuma indirmek igin “Malasit
Yesili" veya diger anilin boyalari katilir (22,28).

Mikobakterileri Uretmek igin U¢ Grup Besiyeri Kullaniimaktadir:

1. Sentetik Besiyerleri: Long, Sauton ve Beck, Lookeman besiyerleridir.
Genellikle BCG asisi hazirlamada ve tuberkdlin elde edilmesinde kullaniiir.

2. Yari Sentetik Besiyerleri: Dubos, Youmans, Kirschner ve Middiebrook
besiyerleridir. Bol miktarda bakteri Gretmek igin kullanifir.

3. Organik Maddeler igeren Yumurtali Besiyerleri: Léwenstein-Jensen,
Petragnani, Trudeau, Dorset, Besredka ve American Thorasic Society besiyerleri
ornektir. Klinik érneklerde ilk izolasyonda kullanilir (31-33).

Tam yumurta yada yumurta sarisi igeren yumurta temelli besiyerleri arasinda
buglin en yaygin kullanilani L-J besiyeridir. Tipik koloni morfolojisi olusturmalari ve
daha bol Uremeleri nedeniyle ¢zellikle primer izolasyonda L-J besiyerlerinin
kullaniimasi dnerilir. Yumurta temelli besiyerlerinin opak gérinimli olmasina karsin,
agar temelli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra
mikroskop altinda incelenirse, olusan kolonileri gérmek mumkindir. Middlebrook
7H10 ve Middlebrook 7H11 en ¢ok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. Bunun
yani sira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin tremesini etkin bir sekilde
engellemek amactyla selektif besiyerleri olan, L-J Gruft, Mycobactosel L-J, Mitchison
selektif 7H11 de kullanilabilir (26,43).

Sivi besiyerleri iginde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,
mikobakterilerin stok suslarinin subkdltirlerinin yapilmasi, duyarlihk deneyleri ve
diger in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilir. Ayrica bakteri
sayisinin az oldugu steril bélgelerden alinan klinik érneklerde, bakteriyi gogaltmak ve
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dolayisiyla izolasyon sansini artirmak amaciyla da kullanilabilir. Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri, gogu hizl kiltur sisteminde temel besiyeri olarak kullaniimaktadir (27).

2.8.4. HIZLI TANI YONTEMLERI: Gunimizde birgok laboratuvarda,
konvansiyonel besiyerlerinin yani sira tiberkiloz basilinin izolasyon siresinin gok
daha kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha yiiksek oldugu hizl kultur sistemleri rutin
inceleme amaciyla kullanilmaktadir. Gogunda sivi besiyerleri kullanilmakla birlikte,
bifazik ve kati besiyerlerinin kullanildigi sistemler de mevcuttur ve bu sistemlerde gaz
basincindaki degisiklikler, CO, olusumu ve oksijen kullanimi florometrik veya
kolorimetrik olarak élgulur. Primer izolasyonda sivi besiyerlerine ilave olarak bir de
kati besiyerleri kullaniimasi CDC tarafindan onerilmistir ve bu kombinasyonla
mikobakterilerin izolasyon sansinin arttig bilinmektedir (44).

Bactec 460 TB sistemi: Izolasyon, idantifikasyon ve duyarhitk deneylerinin
uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir basari ile kullanilmaktadir. Sistemde
izolasyonun yani sira, TB kompleksi ile MOTT ayirimi yapilabilmekte ve TB
kompleksi kokenlerinin primer tuberkiloz ilaglara duyarli§i denenmektedir. Bactec
12B (Middlebrook 7H12) ve Bactec 13A (Midlebrook 7H13) olmak tizere iki tip
besiyeri igeren bu sistem; besiyerinde bulunan C* isaretli palmitik asitin kullanilmasi
ve metabolizma sonucu olusan CO, nin 0-999 sayisal degeri arasinda Buyime
indeksi (BI) olarak 6l¢iilmesi prensibi ile galismaktadir (44,45).

Bu yontemde P-nitro-alfa-asetil-amino-beta-hidroksipropionat (NAP) testi ile TB
komplekse ait mikobakterileri, inhibe edip, diger mikobakterileri hafif veya hig
inhibisyon gostermeyen 6zelliginden yaralanarak TB kompleksi identifiye edebiliriz.
NAP'dan etkilenenler CO, olusumunu etkiler ve Bi degerinde hicbir artig gérilmez
veya bir azalma seklinde gorulur. Bi'deki bu etki identifikasyon igin iyi bir aractir (40).

Myco-ESP IlI: Sellloz siunger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren bir
sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin Gremesi sonucu olusan gaz basincindaki
degigiklikler dlgulerek degerlendirme yapilir (44).

MB/Bac T: Besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensér igeren ve olusan CO,
duzeyini élgerek Uremeyi degerlendiren bir sistemdir (44).

Bactec 9000 MB: Besiyerlerindeki oksijen kullaniminin fluoresans ile belirlendigi
bir sistemdir (44).

Bactec MGIT 960: Sisteminde kullanilan tiiplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
ve dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi igeren silikon bulunur.
Klinik drnekler ekilmeden 6nce besiyerlerine oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz
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(OADC) ve polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin-B
(PANTA) ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir GUreme oldugunda
oksijenin kullanimina bagli olarak silikon tabakaya goénderilen UV iginina karst
fluoresans  olusmakta ve olusan fluoresans (ireme indeksi olarak
degerlendirilmektedir (44,45).

Septi-Check AFB: Sivi (Middlebrook 7H9) ve (g tip kati (L-J, Middiebrook 7H11,
Gukulatamsi agar) besiyerinin kullanildi§i bifazik bir kiltir sistemidir. Cukulatamsi
agar kontaminasyonu belirlemek amaciyla kullanilir (44,45).

MB Redoks: Cihaz gerektirmeyen bir sistemdir. Mikobakterilerin izolasyonu
amaciyla antibiyotik karigimi ve renksiz tetrazolium tuzu igeren modifiye Kirchner
besiyeri kullanilir (44).

Molekdiler Yéntemler: infeksiyon etkenleri, klasik yontemlerle saptanamayacak
kadar az oldugu zaman bunlarin gosteriimesinde en etkili yollardan biri de sadece
belirlenmek istenen etkende bulunan bir nikieik asit dizisini, saptanmasi mimkiin bir
duzeye ulagana dek gogaltmaktir. Bu yéntemlerden polimeraz zincir tepkimesi (PZR),
zincir 'aylrma ¢ogaltmasi (SDA), transkripsiyona bagh cogaltma (TMA), ligaz
zincirleme tepkimesi (LCR) tiiberkiloz tanisinda kullaniimaya baglamigtir (22).

Haberci Mikobakteriyofaj Yéntemi: Haberci mikobakteriyofaj, mikobakterileri
infekte edebilen ve basil igerisinde kolayca saptanabilen bir Griin olusturan viristir.
Tam mikobakterilerde ya da sadece MTB'de gogalabilen fajlar vardir. Ates béceginin
11k Gretmesinden sorumlu lusiferaz enzim geninin bu fajlara klonlanmasi ile infekte
edebilen basiller lusiferin eklendidinde 1sik olusturarak karanlik alanda kolayca
gorinir duruma gelirler (44,38). Ornekte 500-5000 kadar bakteri bulunmast tani igin
yeterli olur (38).

Gaz Sivi Kromatografisi: Hizli ve yararli bir tekniktir. TlUberkllostearik asiti
saptamada kullanilir. Tek sakincas tiiberkilostearik asitin sadece MTB de degil,
tuberkiloz digi mikobakterilerde olmasidir. Gok pahali sistem oldugundan rutinde
kullamimamaktadir (22).

Serolojik Testler: Klinik o¢rneklerde mikobakteri antijenlerinin immiinolojik
yontemlerle; Radioimmunoassay ve Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)
ile saptanmasidir. Caligmalarda olumlu sonuglar alinamamistir. Kullanimi kisitlayan
etken, Ozgulltklerinin diglk olmasidir. Bunun &nemli nedeni ise, gevrede yaygin
olarak bulunan MTB digindaki mikobakterilerin gapraz tepkimeye yol agan antijenleri

ile siklikla kargilagiimasidir. Serolojik tani, teknik agidan mimkiin gériinmektedir,
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ancak genellikle olumlu sonuglar, hastaligin ileri déneminde elde edilmektedir.
ELISA’nin akciger digi organ tlberkilozlu ve balgam g¢ikarmayan tlberkllozlu
hastalarda yararl olabilecegi diistnlimektedir (22,38).

Adenozin Deaminaz (ADA): Purin metabolizmasinda islevi olan bir enzimdir.
Plevra, periton, perikard ve beyin-omurilik sivilarinda ttiberkiloz bulundugu zaman
ADA duzeyinin yikselmis oldugu belirlenmistir. TUberklloz menenijit olgularinda, ADA
anlaml ¢lgtide artmig bulunurken, plevral sivi drneklerinde tiim olgularda boyle kesin
ayinm yapilabilmesini saglayan yeterli farklilik gdsterilememistir (38).

Tip tayinleri igin Ureme hizi, koloni morfolojisi, pigment ve biyokimyasal testler gibi
geleneksel yontemlerle, Bactec NAP, DNA prob, DNA hibridizasyon, mikolik asit
kaliplari gibi hizli yontemler kullaniimaktadir (24). Biyokimyasal testler daha gok
MTB'den bagka diger mikobakterilerin tespiti icin kullaniimaktadir. Bunlar; Niasin,
nitrat rediksiyon, katalaz, Tween-80'nin hidrolizi, telltritin rediksiyonu, %5 NaCl'e
tolerans, demir baglama, arilsulfataz, Greaz, Mac Conkey agarinda lUreme ve
pyrazinamidaz testleridir (22).

2.9. TEDAVI VE ANTITUBERKULOZ iLAGLARA DUYARLILIK DENEYLERI:

Taberklloza etkili bulunan ilaglar sayesinde, tiiberkiloz hastali§i yeni olgularda
basariyla tedavi edilebilir hale gelmistir. Tedavide iki temel amag vardir; Birincisi,
hastanin sagliina kavusturulmasi, ikincisi ise balgamda tuberklloz basilinin
¢tkarilmasinin sonlandirilarak bulasicihgr dnlemek ve béylece toplumu korumaktir
(5). Tuberkiloz tedavisinde en az iki ilag kullaniimalidir (5). Tedavide dnemli bir nokta
da hastalidin klinik olarak duzelmesinden sonra yeterli bir stire tedavinin devamidir
(5). Boylece metabolik olarak inaktif olan persistan tlberkiloz basillerinin yok
edilmesi mimkun olur. Tuberkuloz ilaglar iki grup altinda incelenmektedir (5,46).

1. Primer llaglar: izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid, etambutol (EMB)
ve streptomisin (STM) dir. Etambutol digindakiler bakterisittir.

2. Sekonder ilaglar: Sikloserin, ethionamid, kapreomisin, paraaminosalisilikasit,
aminoglikozidler, kinolonlar, klofazimin ve betalaktam antibiyotiklerdir.

Antimikrobiyal ilaglara direng primer veya sekonder olabilir. Primer direng, daha
6nce antimikrobiyal tedavi almayan hastalarda ortaya ¢ikar. Sekonder ilag direnci,
gegcmiste tuberkiloz tedavisi uygulanmis hastalarda ortaya gikar. Bu iki sekildeki
direncin yayginli§i buylk oranda, tlberkiloz tedavisinin uygunsuzluguna baghdir.
Yetersiz tedavi programlari direngli mikroorganizmalarin ortaya gikmasini sadlayarak,
tedavi ediimis hastalarda sekonder direng olusturur. Bu bakteriler sonra diger
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insanlara aktarilir ve hastalik ortaya gikarsa infekte kiside primer direncli basil ortaya
cikar (5).

Taberkulozun etkin bir sekilde tedavisi, uygun kemoterapi modellerinin segimi ve

uygun kombinasyonlarin yeterli sire kullanimina baghdir. Uygun ilaglarin segimi ise
standardize edilmig, hizlh ve dogru yorumlama yéntemlerine sahip invitro duyarlilik
yontemlerine dayanir. Diger bakteriler i¢in kullanilan disk diffiizyon teknikleri, bu
yavas Ureyen bakteriler i¢in uygun degildir.
Tedaviye baglamadan &nce direngli tiiberkiloza sahip bir hasta ile temas oykusi
bulunanlar, HIV infekte olup kaviter lezyonu olanlar, diigiik sosyoekonomik kosullarda
yasayanlar, yiuksek ilag direnci bulunan (primer isoniazid direnci %4'den fazla)
bdlgelerde olanlar mutlaka direng varligi yéniinden incelenmelidir (1).

Ayrica CDC; kulturinde MTB izole edilen her hastaya, (i¢ aylik bir tedaviden sonra
yayma ve kiltur pozitifligi devam eden veya tedaviye klinik yanitsizlik olan bitin
hastalara direng testi yapiimasini énermektedir (6). Bu amagla ¢ok sayida duyarhiik
testi yontemi gelistirilmistir.

2.9.1. ANTITUBERKULOZ ILAGLARA DIRENG MEKANIZMALARI: MTB'de
plazmidlere bagl direng tarif edilmemistir. Daha ziyade tek basamakii, rastgele,
spontan kromozomal mutasyonlar sonucu direng olugmaktadir. Bakteriler arasi
genetik aktarim sozkonusu degildir. llaca duyarli bakterilerin 6lmesiyle varolan
direngli mutantlar belirgin hale gelir. Spontan direng oranlari sirasiyla INH, RIF, EMB
ve STM igin sirasiyla 10°, 10, 10° ve 10°° olarak gergeklesmektedir. Kromozomlar
Uzerindeki direng bolgeleri birbiriyle baglantih olmadiklarindan, bakterinin iki ilaca
birden spontan direng gelistirmesi, olasiliklarin garpimina esittir. Ornegin INH+RIF
igin 107 dir. Diger taraftan ilerlemis kaviteli olgularda dahi toplam bakteri sayis|
ender olarak bu saylya erigir. Tiiberkiloz tedavisinde multipl ilaglarin kullanilmasi,
direng mutasyonlarina ¢ok az siklikla rastlanmasi ve duyarli bakterilere
naklediimemesi temeline dayanir. Dolayisiyla birden fazla ilag kullanilmasi direnci
onleyici en 6nemli faktrlerden birisidir (46). INH igin mikobakteriyel direng genleri
KatG, inhA, ahpC, RIF igin rpoB geni nokta mutasyonu, EMB igin embB mutasyonu,
STM igin rrs, rpsL’i kodlayan gende mutasyon, pirazinamid igin pncA geni tespit
edilmistir (22,46).
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2.9.2. ANTITUBERKULOZ ILAGLARA KARS! DUYARLILIK TESTLERININ
AMACI:

1. Kullanilacak antibiyotigin, mikroorganizmaya karg! etkisini ortaya gikarmaktir.

2 .Mikobakteri populasyonu iginde herhangi bir ilaca kars, ilagla hi¢ karsilasmadigi
halde dogal (mutasyonel) direngli olan bakteri sayisini ortaya gikarmaktir (6).

2.9.3. KLASIK ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI:

1. Mutlak konsantrasyon yodntemi: Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine,

2x10%-1x10* Colony Forming Unit (CFU)ml mikobakteri iceren inokulum ekilir.

(Inokulum miktari olarak mililitrede 100.000 basili gegmemelidir). ilagh besiyerinde 20
koloniden fazla olmasi o ilaca bakterinin direngli oldugunu gdésterir. Ekim érneginin bu
kadar hassas bir gekilde hazirlanmasi en énemli zorlugudur (6,47).

2. Direng orami yéntemi: llagh besiyeri igeren tiplerin bir sirasina da
antitiberkdloz ilaglarinin  hepsine duyarli oldugu bilinen standart kbéken M.
tuberculosis H37Rv ile inokule edilir. Bu yéntemle 10° CFU/mI'lik inokulum kullanilir
(6,38,47). Farkh dilusyonlarda ilag iceren besiyerlerine ekilen bakteriler igin ilaglarin
Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) saptanabilmektedir. Test edilen kdkenin, MIK
degeri, M. tuberculosis H37Rv'nin MIK degerinden 8 kat veya daha fazla yiksekse o
ilaca direngli oldugu kabul edilir.Yeterli metodolojik ¢alismalar yapiimadi§inda hata
orani yuksektir (6,47).

3. Disk metodu: 100mm caph dort kadranli plaklara OADC ekienmis 7H10
Middlebrook agar besiyeri 5ml olacak sekilde eklenir ve igerisine ilag iceren disk
eklenir. Kontrolli ise ilagsiz besiyerine ekim ile yapilir. Standart bir ydntemdir (47).

4. Proporsiyon yéntemi: Antitiberkuloz ilaglara karsi direngte %1 direng duzeyi
kriter olarak kabul edilir. ilagh besiyerinde (reyen kolonilerin sayisi kontrol
besiyerindeki, kolonilerin sayisi ile kargilastirilir. Belli bir ilaca direngli basillerin orani
hesaplanip, test edilen populasyona vylUzde olarak belirtilir. Bu test igin
koagulasyondan ¢nce ila¢ eklenmis L-J besiyeri, Middlebrook 7H10 veya 7H11 agar
kullanilabilir (47).

Agar proporsiyon ydntemi yavas Ureyen mikobakterilerin ilag duyarliliklarini
saptamak igin geligtirilen ve 1960°dan beri kullanilan bir yontemdir. Bu yéntem klasik
agar dilisyon yonteminin modifiye seklidir. Agar proporsiyon yéntemi mikobakterilerin
ilag duyarhliklarinin saptanmasinda kullanilan yéntemler arasinda CDC tarafindan

altin standart olarak kabul edilen bir ydntemdir (48).
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MTB'in ilag duyarlihgini saptamak igin gesitli konsantrasyonlarda, INH, RIF, EMB
ve STM igeren Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar besiyerleri hazirlanir ve beser
mililitrelik hacimlerde 4’e bolunmus plastik steril plakiarin (Felsen plaklari) her bir
bolmesine dokalar. Uzun yillar test edilmis, metodolojik galismalar yapiimis,
uluslararasi komitelerce onaylanmistir (48). Mutant bakteri proporsiyonunun kantitatif
olarak hesap edilmesini sagladigindan degerli bir ydntemdir. Agar proporsion yéntemi
direkt ve indirekt olmak tzere iki sekilde yapllir (47-49).

Direkt test: Dekontamine ve homojenize edilmis ve asidorezistan boyama
sonrasi basil saptanan klinik érnekler kullanilarak yapilir. Klinik érnek diliisyonlarinin
hazirlanmasi asagida Tablo 2'de gorilmektedir.

Tablo 2. Agar Proporsiyon Direkt Test Yonteminde Ornegin inokilasyon Diltisyonu
(47)

Ornegin Mikroskopi Bulgusu Ornegin inokiilasyon Diliisyonu
< 1 ARB/ her saha Dilue edilmemis veya 10~ dillisyonu
1-10 ARB/ her saha 107" dilusyonu veya 107 diliisyonu
> 10 ARBY/ her saha 10 dilisyonu veya 107 dilisyonu

indirekt Test:

Kiltiirde Gremis kokenlerden yapilir. indirekt testin yapildigi durumlar sunlardir;

a.Dekontamine edilmis klinik drneklerden hazirlanan preparatlarin asidorezistan
boya sonrasi basilin saptanmadigl, ancak kaltirde treme oldugu durumlarda,

b.Direkt testin reme kontroliinde yeterince treme (50-100 koloni) olmadig
durumlarda,

c.Referans kokenlerin duyarlilik testlerinin yapilmasinda bu testler kullanilir.

Primer izolasyon kulturde uretilmis bakteriden steril distile su ile 1.0 McFarland
bulanikliginda stispansiyon hazirlanir yada 7H9 sivi besiyerinde Uretilip bulanikhigr 1
McFarlanda ayarlanir. Hazirlanmig suspansiyondan 10, 103, 10° veya 102 10
dilusyonlar hazirlanir. Bu dilisyonlardan ilagsiz kontrol besiyerine ve ilagh besiyerine
ekim yapihr. EKim yapilmis plaklar %5-10 CO-'li ortamda 35-37°C de inkiibe edilerek
3-4 hafta sonra degerlendirilir. Dederlendirme sdyle yapiiir:

% direng=ilagh bdlmedeki koloni sayisi/kontrol béimesindeki koloni sayisi x 100.
Bu formille gére %1 ve uzeri g¢ikan degerler o koken icin diregli olarak

degerlendirmeye neden olur (47-49).
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Kontrol kékeni olarak kullanilan standart M. tuberculosis H37Rv kbdkeni de yine
orneklerle ayni dilisyona getirilerek bir bagka anibiyotikli plaga ekilir (47).

Bu yéntemde sonuglar Ui¢ hafta sonra elde edilir. E§er ¢ haftadan dénce kontrol
geyreginde koloniler tam olgunlagsmis ve antibiyotikli bdlgelerde bakteriler direng
gdstermis ise bu plaklar G¢ haftanin bitmesi beklenmeden rapor edilebilir (49).

Inkiibasyon siiresi sonunda Ureme olmamis geyreklerin kesin rapor edilebilmesi
icin 30X, 60X biyltmeler ile koloni mikroskobu kullanilarak incelenmesi gerekir (47).
Testin gegerli olabilmesi igin plaklardaki herhangi bir kontrol ¢eyregindeki
mikroorganizmanin en az 50-100 koloni kadar Gremesi gerekir. Eger 3 hafta sonunda
kontrol bélmesinde 50’den az koloni varsa test tekrar edilmelidir (47-49). Tablo 3'de
NCCLS'in 6nerdigi primer antitliberkiloz ilaglarin farkl besiyerindeki esdeger son ilag
konsantrasyonlari gérilmektedir .

Tablo 3. Primer antitiberktloz ilaglarin farkh besiyerlerindeki esdeder son ilag

konsantrasyonlari (zg/ml) (6)

ANTIBIYOTIK BACTEC 12B Léwenstein-Jensen M7H10
2.0 4.0 2.0
Streptomisin
6.0 - 10.0
Rifampisin 2.0 40.0 1.0
izoniazid 0.1 0.2 0.2
04 1.0 1.0
2.5 2.0 50
Etambutol
7.5 6.0 10.0

2.9.4. HIZLI ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI:

1. Radyometrik kiiltiir sistemi (Bactec 460 TB): Homojenizasyon ve
dekontaminasyon iglemlerinden gegcirilen klinik Orneklerden veya kiltur pozitif
ornekler, zenginlestirilmis 'C isaretli palmitik asit igeren Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri bulunan siselere (Middlebrook 7H12) ekim yapilir (6,40). Yag asidi kullaninca
“CO, ortaya cikar ve siseler periyodik olarak BACTEC 460 TB cihazina
yerlestirilerek '“CO, saptanmaya calisilir. Olusan “CO, miktari Bl olarak cihaz
tarafindan saptanir. Bir antitiberkiloz ilag besiyerine eklendiginde organizma duyarli
ise Uireme baski altina alinir. Bu kontrole kiyasla guinliik Bl de azalma veya ¢ok kiigik
artis seklinde saptanabilir. Organizma direngli ise ¢ok az veya hi¢ baskilanma
gorilmez. Direncin %1 oranini tayin etmek igin kontrol sigesinde kullanilan bakteri
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miktari ilagh sisedekinden 100 defa daha azdir. Birinci segenek antitiberkiloz
ilaglarin (INH, RIF, EMB, STM, pirazinamid) yan! sira bazi sekonder antitiberkiloz
ilag duyarlilik testleri de yapilabilmektedir (6,47).

Gunluk is yuku fazlaligi ve radyoaktivite igceren atiklarin olmasi dezavantajdir.
Geleneksel yontemlerle 21 ginde sonug alinirken, bu sistemde sonuclar 5-7 giinde
¢tkmaktadir (6).

Tuberklloz basillerinin duyarlilik testi direkt veya indirekt yontemle yapilabilir
(40,50).

Direkt test: Yayma pozitif islenmig hasta 6rnegi direkt olarak antibiyotikli ve
antibiyotiksiz besiyerlerine inokule edilir ve inklibasyona alinir. Mikobakteriler
kontrolde Ureyecek fakat duyarli olan ilag bulundugunda inhibe olacaktir. llag
duyarlilik testi ile beraber primer izolasyon sisesi pozitif olunca NAP ayirim testi
yapilir. Boylece identifikasyon ve duyarlilik test sonuglari genelde ayni zamanda
hazir olur. Oncelikle PANTA ilave edilmis bir 12B sigsesine islemlerden sonra
konsantre 6rnek ekilir. INH, RIF, EMB ve STM ihtiva eden dort 12B sisesi ile birlikte
kontrol igin bir 12B sigesi set halinde hazirlanip ilag duyarlilik testi yapihr. PANTA
ilavesi ilag testlerini etkilemez. Her ilag sisesine 0.1ml ve kontrol sisesine 1:100
dilisyon yerine 1:10 dilusyon kullanilir (0.9 ml diliisyon sivisina 0.1 ml), ¢unku
drnekte genellikle diisik sayida ARB bulunur. Bitiin ekim yapilmis siseler 37£1°C de
inkibe edilir. Bu siseler 1-3 gunde bir okunabilir. Yiksek derecede yayma pozitif
orneklerde her glin okuma tavsiye edilir. Direkt ila¢ duyarlilik sonuglari maksimum 3
hafta slire ile test edilmelidir. Bazi durumlarda primer izolasyon sisesi Ureme
gosterirken ilag kontrol sisesi Ureme gostermez. Kontrolde lreme olmadigi igin
indirekt duyarlilik testi yapilmalidir. NAP testi Bi 50 ye vardiktan sonra yapiimalidir.
NAP sonugclar hazir oldugunda ilag duyarlilik test sonucu rapor edilir (40).

Sonuglarin yorumu:

Kontrol sisesi ABI > ilach sisenin ABI = Duyarli

Kontrol sisesi ABI < ilagh sisenin ABI = Direngli

Kontrol sisesi ABI = ilagh sisenin ABI = Direngli (22)
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indirekt test: Primer izolasyon besiyerine tUreyen mikroorganizmalarin saf kiiltira
test edilir (40,47,50,51).

Agar bazhh (Midlebrook 7H10 veya 7H11) veya yumurta bazl kati besiyerinde
(Ureme saptandiktan sonra 4 haftadan uzun siire gegmemis killtirler), Middlebrook
7H9 sivi besiyeri (1-4 hafta arasinda Uremis) ve Bactec 12B besiyerinde (Bi>500)
tremis bakteriler kullanilir. Kati besiyerinde tireyen kolonilerin Diliisyon sivisi (DF) ile
bulanikligi, hafta sonu dahil olmayan program igin McFarland 0.5, giinlik program
icin McFarland 1.0’e ayarlanir. Kontrol sisesi igin ise standardize edilmis inokulum
sUspansiyonu DF ile 1:100 oraninda diltie edilir. INH, RIF, EMB ve STM ihtiva eden
dort 12B sisesi ile birlikte kontrol igin bir 12B sisesi set halinde hazirlanip ilag
duyarllik testi yapilir. Testler 35-37°C'de inkube edilir (40,47,51).

Sonuglar gunlik programda bir glin sonra baglamak kaydiyla her giin ayni saatte
okutulur en az 5 glnlik inkibasyon gerekir. Kontrol sisesinin Bi degeri > 30
oldugunda sonuglar yorumlanir. ikinci giinde Bl 30'u gegerse inokulum yogundur test
tekrar edilir. Kontrol sigesi 14 ginliik inktibasyon sonunda 30'a ulasmazsa test tekrar
edilir (51,48).

Sonuglar kontrol ile ilagh besiyerindeki ABI degerleri karsilastirilarak verilir.
Yorumlama:

Kontrol sisesi ABI > ilagli sigenin ABI = Duyarli

Kontrol sisesi ABI < ilagh sisenin ABI = Direngli

Kontrol sisesi ABI = ilagli sisenin ABi = Sinirda (test tekrarlanmalidir) (22, 47)

2. Floresan Kkiiltiir sistemi (BACTEC MGIT- 960): Middlebrook 7H9 iceren dip
kismi Ruthenium kompleksi bulunan silikon bir tabaka ile kapli tiipler kullaniimaktadir.
Tup iginde bulunan oksijen yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle tip dibine
gonderilen UV 1sinina karsi floresan 1sima olugmazken, oksijenin mikobakteri veya
kontamine mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak tiketilmesi ve CO, birikmesi
sonrasi tlp dibine génderilen UV 1gini ruthenium kompleksindeki degisiklik nedeniyle
floresan vermektedir. Saptanan floresan miktari lireme indeksi olarak ele alinmakta
ve kultir pozitifligi agisindan degerlendirilmektedir (6). MTB'nin ilag duyarliligi bu
yéntemle ortalama 5 (3-14) glinde tespit edilebilmektedir (48).

Duyarlilik testleri igin ilagli ve ilagsiz tiplere esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu
tuplerdeki Ureme karsilagtirilir. llagsiz tlipte (reme saptandiktan sonra, 48 saat

igerisinde ilagli bir tlpte lreme olursa, bakterinin o ilaca direngli oldugu kabul edilir.
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Surekli monitérizasyon ile 960 tipin ayni anda takibini saglamasi ve bilgisayar
verileri vermesi nedeniyle is yiki azdir. Kontaminasyon oranlan ytiksektir (6).
3. Kolorimetrik kiiltur sistemi:

A. MB/BacT/ALERT MB: Kolorimetrik olarak besiyerinde olusan CO, dizeyini
Olgerek mikobakteri tremesini degerlendirir. Radyoizotop icermez. Tam otomatiktir,
bilgisayar destegdi mevcuttur. Duyarlilik testi yapilabilmektedir. Testlerin sonuglanma
suresi BACTEC 460°dan daha uzundur. Etambutol i¢in duyarlihgr dusukttr (6).

B. Alamar Mavisi Oksidasyon-Rediiksiyon indikatori: Bakteri ilagh ve ilagsiz
Middlebrook besiyerine ekilerek 10-14 giin inklGibe edilir. Kontrol tlptne Alamar
Mavisi eklenip, 50°C'de 2 saat bekletilir (6). Rengin maviden pembeye dénmesi
Ureme oldugunu gosterir. MTB'in ilagh ve ilagsiz 7H9 sivi besiyerinde inokllasyonu
sonrasi, ortama alamar mavisi eklenerek kontrol ve ilag iceren besiyerlerindeki renk
degisimi kiyaslanir. Sonuglar 7-10 giin iginde elde edilir (48). Uremenin ne zaman
olacag! tam olarak tahmin edilemedidinden birden fazla kontrol tlipti hazirlanmasi ve
belli araliklarla bu tliplerde lireme arastirilmasi gerekmektedir (6).

4. Karbondioksit olugumunu saptayan sistem; ESP kiltiir sistemi 1l: Modifiye
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren siselerde mikobakterilerin olusturdugu gaz ve
olugsan basinci Olgerek Ureme degerlendiriimesi yapan tam otomatik, radyoaktif
olmayan, bilgisayar destekii bir sistemdir. Primer antitiberklloz ilaglar test
edilebilmektedir (6).

5. E-Test: Primer antitiiberkulloz ilaglara kargi MIK degerlerini belirlemek igin kolay
bir ydntemdir. Agik sistem oldugundan uygulama ve okunmasi sirasinda dikkatli
olunmasi gerekmektedir (6). Besiyerinde Uremis ve McFarland 3’e gore bulanikhi§
ayarlanmig bakteri suspansiyonu agar yiizeyine yayilir. Uzerine degisen oralarda
antimikobakteriyel ilag igeren E test seritleri konur. Plaklar 5-7 giin sure ile 37°C de
inkiibe edilir. Uremenin kuvvetle inhibe oldugu gizginin E test seridini kestigi nokta,
MIK degerini verir (22).

6. Lusiferaz tagiyici faj yontemi: Atesgbdcegi lusiferazi, lusiferin ve ATP
arasindaki reaksiyonu katalizleyerek foton olusturmasini saglar. Klonlanan lusiferaz
geni, mikobakteriyofajlar aracihgi ile MTB hicresine tasinabili. MTB’ nin ilag
duyarliligini tespit etmek igin, lusiferaz geni igeren mikobakteriler, ilagh ve ilagsiz
ortamlarda 24 saat inkiibe edilip, ortama lusiferrin ilave edilmistir. ilagsiz ortamda,
MTB aktif olarak uredigi igin, lusiferaz geninin ekspresyonuna ve ATP’ nin varli§ina

bagl olarak igik Gretecektir. llag tiremeyi baskiliyorsa isik tretimeyecektir (48).
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7. Biyoluminesans ydntemi (Hiicresel ATP o&lgiimi): Bu yontemin esasi,
yasayan hucrelerde ATP bulunmasi, 6lu hicrelerde ATP bulunmamasi prensibine
dayanir. MTB'in ilagh ve ilagsiz 7H9 sivi besiyerinde 10 glin inkiibasyonundan sonra
ortama ATP moniterize edici madde eklenir. Luminometre ile ilagl ve ilagsiz
besiyerindeki 6lgulen 1gik siddeti kiyaslanarak, ilag duyarliligi tespit edilir (48).

8. Molekiiler yéntemler: PZR, Rectriction fragment length polymorphism (RFLP),
Single-strand conformation polymorphism (SSCP), Heterodupleks analiz, dideoksi
fingerprinting (DDF), otomatize DNA dizi analizi ve Solid faz hibridizasyon gibi
yontemlerledireng saptanabilir (22).

PZR; DNA dizilerinin, diziye 6zgi onciler (primer) ve istya dayanikli bir DNA
polimeraz enzimi kullanilarak gogaltimasi yéntemidir. llag direncinden sorumiu gen
bolgesi PZR ile gogaltidiktan sonra direkt dizi analizi yapilarak mutasyonlar
saptanmaktadir. Nested PZR, multipleks PZR gibi sekilleri var (22).

RFLP; bu yontemde purifiye edilmis DNA, bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve
olusan pargalarin blylkliik ve sayisi karsilastirilir. Band dizilerindeki degisiklikler
RFLP olarak bilinir. RFLP; DNA'nin delesyonu, insersiyonu, yeni dizi diizenlenmesi
veya bazlarin yer degistirmesinden olusur. Genetik farkliliklar kolayca saptanabilir
(22).

SSCP; bir DNA iplikgiginde olusan tek bir baz degisikligi, bu iplikgigin elektroforetik
haraketini ve yapisini degistirebilir. Bu ydntem 100-600 baz giftinden olusan tek zincir
DNA'nin sekonder vyapisinda, tek bir baz degisikligi veya kaybi ile olusan
konformasyonel degisikliklerin nondenatlre jel elektroforezi ile saptanmasi temeline
dayanir (22).

Heterodupleks analizi; kontrol bir DNA ile normal tip DNA karsilastirilarak, bir
gende mutasyon olup olmadigint gésteren hizh bir yontemdir. M. tuberculosis susu ile
direncli oldugu dislnilen test susunun DNA'lari denattire edildikten sonra bu driinler
yeni bir tipte renatiire edilebilir. Birbirine uygunluk gosteren DNA dizileri yeniden bir
araya gelerek homodupleks meydana getirirken, mutasyonlarin bulundugu DNA
dizilerinde tam olarak diizglin bir sekilde birlesme olmayacag! igin heterodupleks
olusacaktir (22).

Otomatize DNA dizi analizi; bakteri turlerinin direkt genomik DNA baz dizilerinin

kargilagtirnlmasi, iki susun benzer mi yoksa farkll mi oldugunu kantitatif olarak

saptayan en iyi yoldur (22).
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9. Flovsitometri yéntemi: Flovsitometri, bir sivi akimi iginde tek tek gegmekte
olan hucreler veya biyolojik partikillerin, fizik ve kimyasal 6zelliklerini sensorler
araciligl ile olgebilen bir yontemdir. M. tuberculosis’in fluoresein diasetat (FDAY'|
hidrolize etmesi ve olugan floresan isaretli mikobakteriler flovsitometrik analiz ile
tespit edilir. Cesitli konsantrasyonlarda antitiiberkiiloz ilag igeren ve kontrol olarak ilag
icermeyen Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde 24-48 saat inkiibe edilen bakteri
kultdrine FDA eklenir ve canli mikobakterilerin FDA’I hidrolize etmesi sonucu
floresan isaretli mikobakteriler flovsitometri ile saptanir. Antimikobakteriyel ajaniara
duyarli mikobakteriler FDA'I daha az hidrolize eder. Bakteri tiremesi gerekmedigi icin
24 saat gibi kisa bir stirede sonug alinir (52,48).

2.9.5. ILAG DUYARLILIK TESTLERININ GELISTIRILMESINDE BAZ ALINAN
KRITERLER:

ilacin kritik konsantrasyonu: Bir ilacin farkli konsantrasyonlarmin tiberktiloz
basillerini invitro ortamda inhibe etme aktivitesiyle, hastalarin (in vivo) bu ilagla
yapilan kemoterapiye cevaplari arasindaki paralellik baz alinarak belirlenir (48).

ilaca mutant bakterilerin kritik proporsiyonu: Klinik ve bakteriyolojik galismalar
sonunda bir antitlberkiloz ilaca direngli bir basilin direncini belirleyen oran, basil
populasyonunun %1’i olarak belirlenmistir. Bir ilacin kritik konsantrasyonuna direncli
basil orani, kullanilan basil populasyonunun %7'ine esit veya %1’inden fazla ise bu
hastanin bu ilagla kemoterapiye cevap vermeyecegi seklinde yorumianir. Bir ilacin
kritik konsantrasyonu duyarlilik testinin yapilacagi besiyerinin gesidine ve ydéntemine
gore farklilik gosterir. Bunun nedeni su sekilde siralanabilir (48).

» Besiyeriiginde ilacin farkh sekilde absorbsiyonu

llacin bazi besiyeri komponentlerine baglanmasi

Besiyeri hazirlanmasi sirasinda ilacin inaktivasyonu

inklibasyon siiresi iginde antibiyotigin etkinligini yitirmesi

Besiyerinin Tween 80 icermesi
llag potensi: ilacin total agirhgi igindeki aktif ilacin mikrogram olarak miktarina o

ilacin gergek potensi denir.



MATERYAL VE METGD

Deney kokenleri; 2002-2003 yillari arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarina
gonderilen materyallerden elde edildi. Tuberkiloz 6n tanili hastalarin balgam, BOS,
AMS, BAL, idrar, abse, plevra mayii, perikard mayii gibi klinik érnekierinden, Bactec
sistemi ile soyutlanan 104 kokenin antibiyotik duyarlilik testi icin Bactec sistemi
(Becton Dickonson Microbology Systems, ABD.) ve NCCLS’in altin standart olarak
kabul ettigi proporsiyon (Middlebrook 7H10 agar besiyeri kullaniarak) ydntemi ile
saptanip iki yontem bulgulan karsilastirildi. Standart kéken olarak M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) ve M. tuberculosis ATCC 35838 kullanildi.

BACTEC YONTEMi:

Materyaller:

A-Besiyeri ve gozeltiler:

1. Bactec 12B besiyeri (20 ml'lik cam sisede 4 ml sivi besiyeri) (22-25°C). Not:
Her sise Bactec 460-TB cihazinda okutularak Bi 20 ye kadar olan indeks
kontaminasyon yok olarak kabul edilip test ¢aligmasina alindi. Bu indeks Gzerindeki
siseler kontamine kabul edilerek kullaniimadi.

2. Bactec dilusyon sivisi (DF) (22-25°C)

3. Antibiyotikler (EMB, INH, RIF ve STM'ni liyofilize formda igeren Bactec SIRE
kiti) (2-8°C)

4. Kanh agar plag!

B-Rutin Laboratuar malzemeleri

1. %70’lik alkol

2. Pamuk

3. Instlin enjektort

C-Cihazlar

1. Bactec 460 cihazi

2. CO, tanki

3. Vorteks karistirict

4. 37x1°C etlv
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5. Gulvenlik kabini

Bactec 12B mediumdan pozitif kiiltiir elde edilmesi:

Ornegin islenmesi: Her 6rnek 50 ml santrifilj tipline alindi ve esit miktarda
%4’lik NaOH ve %2.9'luk Na Sitratin esit hacimde karisimindan ilave edilerek 15-20
dakikada eritildi ve dekontamine edildi. Cok mukopurilan 6rneklere N-Asetil-L-Sistein
(NALC) 50-100 ug ilave edildi. 50 ml'e kadar pH 6.8 olan fosfat tampon ilave edilip
kanistirildi, 15-20 dk rpm 2000-3000 devirde santrifiij edildi. Ust kisim dékilip,
sedimente 1-2ml fosfat tampon eklenip, vortekslenerek slispansiyon haline getirildi.

Ornegin inokiilasyonu: Calisma éncesi test edilmis 12B sisesine 0.1 ml PANTA
ilave edildi. Sonra sabit igneli tuberkllin enjektord ile islenmis 6rmek 0.1-0.4 ml 12B
sisesine ilave edildi. Steril 6rnekler dekontamine edilmeden direkt olarak 12B
sigesine inokile edildi. Kan, BOS, kemik iligi gibi materyaller steril kabul edilip 13A
besiyerine direkt inokiile edildi. Ureme durumunda 12B besiyerine subkltir yapilarak
antibiyotik duyarliik testine alindi.

Aside direngli basilin saptanmasi: iglenen &rnedin Bactec ekimi yapildig
esnada bir lam Uzerine yayilarak kurumasi beklenip alevde tespiti yapildi. EZN
yontemi ile boyanarak preparatin kurumasi beklendi. Preparat Uzerine immersiyon
damlatilarak mikroskopta 100x buyltme ile incelendi. ARB agisindan pozitif yada
negatif olarak rapor edildi.

inkiibasyon ve liremenin saptanmasi: Ornekler 37+1°C’de inkiibe edilerek bir
giin ara ile test edildi. Bl degerleri takip edildi. Bl =10 olanlar pozitif olarak kabul edildi
ve ginlik takibe alindi. Ani Bl artislar (genellikle 999) kontaminasyon olabilecegi
ihtimali ile %5 kanli agar besiyerine ekildi. EJer kontaminasyon var ise
dekontaminasyona tabi tutuldu. Ayni sekilde 0.1 ml PANTA eklenen 12B sisesine
0.1-0.4 ml seklinde inokiile edidi. BI=100 oldugunda EZN boyama yéntemi ile ARB
aramak icin lamlar Uzerine bir miktar insan serumu ile bir miktar taberkllin enjektéri
ile 12B sisesinden cekilen drnek karigtirihp kurumaya birakildi. Alevde tespitten
sonra boyama yapildi. Hazirlanan preparat, immersiyon yagi damlatilarak 100x
objektifle incelendi. Preparat basil morfolojisi agisindan MOTT basillerinin M.
tuberculosis’'ten ayiriminda yardimci olabilir. Nitekim M. tuberculosis (M. bovis, M.
kansasii) ylanvari seritler ve kimeler olusturmus olarak go6zlenirken, diger
mikobakterilerin gevsek kiimeler veya tek hicre halinde gérilirler

NAP testi: TB komplekse ait mikobakterileri MOTT basillerinden ayirt etmek igin
NAP testi kullanildi. NAP, TB komplekse ait bakterileri inhibe ederek Uremelerini
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engeller. Bactec sisteminde, NAP testi igin igerisinde 5 ug/ml olan bir disk olan 6zel
bir sise vardir. Gunluk Bi 50-100 bulundugunda, Kkiltir asagidaki sekilde
sonlandirilarak 1 mi alinip NAP sisesine inokile edildi. Diger Bl degerleri igin NAP
testine alinirken dilisyon uygulandi.

50-100 dilisyon yapiimadi.

101-201 0.8 ml taze  12B sisesine

201400 0.6ml taze 12B sisesine

401-600 0.4 ml taze 12B sisesine

601-800 0.3ml taze 12B sisesine

801-900 0.2ml taze 12B sisesine

999'dan> 0.1 ml taze 12B sisesine alindi.

Dilisyon yapilan sise kontrol sisesi olarak kabul edildi. NAP testinin takibinde
asagidaki kriterler gdz éniine alind..

TB kompleks igin; Ekimden sonra Bi'de arka arkaya iki azalma. Ilk iki giinde
hafif, fakat belirgin artma olmamasi ve sonra Bi’'da artma olmamasi veya azalma.

MOTT basilleri igin; 4 gin iginde 400'Un tizerinde gunlik Bi artigi, hafif azalma
veya hi¢ artig olmamasi (ilk 1-3 glinde), sonra birbirini takip eden iki glinde belirgin
artis olmasi.

NAP testi ile TB kompleks olarak dederlendirilen érnekler duyarlilik testine alindi.

Bactec Duyarlilik testi:

Calisma prosediirii:

A. Antibiyotik soliisyonunun hazirlanmasi: Bactec SIRE kitinden INH, RIF,
EMB ve STM stok solusyonlari hazirlandi. (Cahsmada kullanilan ilag
konsantrasyonlari NCCLS'’in énerdigi konsantrasyonlardir.)

Izoniazid soliisyonu hazirlama: Liyofilize antibiyotik sisesi alkolli pamukla
silindikten sonra 5 ml steril deiyonize su eklenip tamamen ¢&ziinlinceye kadar
karigtinldi. Stok solUsyonlar insilin enjektérlerine 0.1 ml ¢ekilerek -20°C'de
maksimum 3 ay kadar saklandi. 12B sisesine eklendiginde 0.1 wg/ml son
konsantrasyon saglandi.

Rifampisin sollisyonu hazirlama: Liyofilize antibiyotik sisesi alkolll pamukla
silindikten sonra 5 ml steril deiyonize su eklenip tamamen ¢o6zlniinceye kadar

karigtinldi.  Stok solusyonlar insilin enjektorlerine 0.1 ml gekilerek -20°C’de
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maksimum 3 ay kadar saklandi. 12B sisesine eklendiginde 2 ug/ml son
konsantrasyon saglandi.

Etambutol sollisyonu hazirlama: Liyofilize antibiyotik sisesi alkolli pamukla
silindikten sonra 5 ml steril deiyonize su eklenip tamamen ¢6zlniinceye kadar
kanstirildi. Sonradan 10 ml steril deiyonize su eklenerek 1/3 dilisyonu yapildi. Stok
solUsyonlar instlin enjektorlerine 0.1 ml ¢ekilerek -20°C’de maksimum 3 ay kadar
saklandi. 12B sigesine eklendiginde 2.5 yg/ml son konsantrasyon saglandi.

Streptomisin sollisyonu hazirlama: Liyofilize antibiyotik sisesi alkolli pamukla
silindikten sonra 5 ml steril deiyonize su eklenip tamamen ¢6zinlinceye kadar
karistirildi. Sonradan 10 ml steril deiyonize su eklenerek 1/3 dillisyonu yapildi. Stok
solisyonlar insulin enjektdrlerine 0.1 ml gekilerek -20°C’de maksimum 3 ay kadar
saklandi. 12B sisesine eklendiginde 2 yg/ml son konsantrasyon saglandi.

Antibiyotik sollsyonlari oda istsinda eritildikten sonra kullanidi. Tekrar dondurup
kullanmak potens kaybina neden olacagindan bu uygulamadan kaginildi.

Duyarliltk testine alinan primer ilaglar ve son konsantrasyonlari Tablo 4'de
gorulmektedir.

Tablo 4: Duyarlilik testine alinan primer ilaglar ve son konsantrasyonlari

ILACLAR STOK SON
Izoniazid 4 ug/ml 0.1 pg/ml besiyeri
Rifampin 80 ug/mi 2.0 ug/ml besiyeri
Etambutol 300 pg/ml 2.5 ug/mi besiyeri
Streptomisin 240 ug/ml 2 ug/ml besiyeri

B. Bactec 12B siselerinin etiketlienmesi:

1. Her bir antibiyotik duyarlilik testi igin bes adet 12B sisesi ve bir adet dillisyon
sivisi sisesi hazirlandi.

2. TUm siselerin Uzerine hasta protokol numarasi yazildi.

3. Bes adet 12B sisesinin birine kontrol, dérdine ise galigilacak doért antibiyotigin
ismi yazildu.

C. Antibiyotik iceren besiyerlerinin hazirlanmasi:

Dort antibiyotigin her birinden 0.1 mi tiberkilin enjektériyle, her birinin Uzerinde

antibiyotigin ismi yazan dort ayri Bactec 12B sigesine eklendi.



32

D. inokulum hazirlanmasi:

1. Primer izolasyon sgisesi yada NAP kontroll olarak kullanilan siseler inokulum
olarak alindi

2. 500-800'e kadar yiikselen Bl'e sahip pozitif siseler ilag duyarlilik testi igin direkt

kullanild..
3. Bl 800'den fazla ise, 1 ml pozitif kiiltiire 1 ml DF sivisi ilave edilerek kaltur 1/2

oraninda sulandirildi. lyice vorteksle karigtirildiktan sonra duyarlilk testi igin
kullanitdi.

E. inokiilasyon ve inkiibasyon:

1. Test edilerek %5 CO.li ortam sagdlanmis dort adet antibiyotikli ve bir adet
antibiyotiksiz kontrol besiyeri siralandi.

2. Siseler %70 alkolll pamukia silinerek dezenfekte edildi.

3. Inokulum siispansiyonu (Bi>500 12B sisesi) iyice vortekslenip kanistirildiktan
sonra bir tlberkdilin enjektort ile 0.1 ml dilue edilmemis stispansiyonu ilag igeren dort
adet 12B sisesine inokule edildi.

4. DF ile 1:100 oranda diliie edilmis suspansiyondan 0.1 ml'yi kontrol sisesine
inokule edildi.

5. Alkollll pamukla dezenfekte edildi.

6. Siseler 35+1°C de karanlikta inklibe edildi

F. Sonuglarin okunmasi:

1.Pazartesi antibiyotik duyarliigi calisilan 6rneklere glnlik okuma programi
uygulandi.

2.Her glin yaklasik olarak ayni saatlerde okutuldu.

3.En az 4 gun okutuldu (5 giin inkiibasyon)

4 Kontrol sisesi Bl >30 oluncaya kadar takip edildi.

5.Kontrol sisesinin Bl degeri dort ginden once >30 olursa, sonuglari
yorumlamadan énce bir giin daha inkiibe edildi.

6.Kontrol gisesinin Bl degeri 14 gunliik inkiibasyondan sonra 30'a ulagmazsa test
tekrar edildi.

G. Yorumlama:

1. Kontrol ve ilag igeren siselerin, bir giin énceyle karsilagtirilarak Bi farklar (ABI)
hesap edildi.

2. Sonuglarin yorumu:
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Kontrol sisesi ABI > ilagh sisenin ABI = Duyarl

Kontrol sisesi ABI < ilagli sigenin ABI = Direngli

Kontrol sigesi ABI = ilagli sisenin ABI = Sinirda veya kismi direng (Sinirda sonuglar
s6z konusu oldugunda, siseleri ek olarak 2-3 gin daha okutarak, ek okumalarla
duyarh veya direngli yoninde bir trendin yakalanmasi saglandi.)

ilag duyarlilik test sonuglarindan érnekler: ila¢ duyarlilik test sonuglari Tablo
5'de gorulmektedir.
Tablo 5. ilag Duyarlilik Test Sonuglart

GUN/BI
1 2 3 4 ABI Sonuglar
Kontrol 3 10 23 46 +23
Streptomisin 52 82 79 76 -3 S
[zoniazid 41 92 215 581 +266 R
Rifampisin 29 78 181 476 +295 R
Etambutol 75 82 68 72 +4 S

Bactec 460 TB cihazinin kalite kontrolii: Standart olarak hazirlanmig radyoaktif
C ¢ozeltisinden (20 ml bikarbonat gozeltisi icinde 1uCi "C igerir) 0.2 ml alinarak, 10
ml 2N HCl iceren asit sisesine aktarilmistir. Miktari bilinen COy’in serbest kalmasi
icin, asit sisesi yaklagik 10 saniye galkalanmig ve bu siire sonunda Bactec cihazinda
“C0O, miktart kontrol edilmistir. Bi=50-60 degeri elde edildiginde 12B besiyerinin
kontrol iglemi gergeklestirilmistir. Bi=50-60 degeri elde edilmediginde yukaridaki

islem tekrarlanmigtir.

PROPORSIYON YONTEM::

Materyaller:

Besiyerleri ve ¢ozeltiler:

1. Middlebrook 7H10 agar besiyeri toz halinde(25°C).

2. Oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz (OADC) suplementi (2-8°C).
3. Albumin,dekstroz, katalaz (ADC) suplementi (2-8°C).

4. Gliserol (25°C).

5. Antibiyotik stok solusyonlari (Etambutol, izoniazid, rifampisin,streptomisin) (-

20°C).
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6. 7H9 Middlebrook besiyeri (2-8°C).

7. Dimetil sulfoksit (Rifampisin igin ¢dziict 25°C).

8. Steril distile su (25°C).

Rutin laboratuvar yéntemleri:

1. Dért kadranli steril plastik petri.

2. McFarland 1.0 bulaniklik standardi.

3. Farkli hacimlerde erlen, mezir ve steril serolojik pipetler.
4. Standart hacim damlatan dereceli steril plastik pastor pipetleri.
Cihazlar:

. Otomatik pipetleme cihazi.

. Bek ve 1s1 yayici tabla.

. Benmari.

. Vorteks karigtirici.

. %5-10 CO, 35-37°C etiiv.

. Glvenlik kabini.

~N O OB W N A

. Miknatish karigtirici.

Agar proporsiyon yénteminde kullanilan ilag diliisyonlarinin hazirlanmasi:

Bu calismada TB kompleks kdkenlerinin INH, RIF, EMB ve STMe Kkarsi
duyarliliklari test edildi.(Calismaya alinan ila¢g konsantrasyonlari NCCLS'in dnerdigi
konsantrasyonlardir.) Sigma firmasi tarafindan dretilen ve liyofilize toz halinde
ambalajlanmis ilaglar kullanildi (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Almanya). liaglarin
ambalaji agildiktan sonra geriye kalan toz i1sik almayacak sekilde ve oda sicakliginda
vakumlu desikator iginde saklandi. Bu yéntemde besiyeri olarak 7H10 agar besiyeri
kullanildi. Hazirlanan besiyeri dort esit bélmeye ayriimigs 90 mm ¢apli steril plastik
plaklara (Felsen plaklar) dokuldi. Stok antibiyotik solisyonu hazirlanirken; gereken
miktarin biraz fazlasi toz antibiyotik tartip, istenen antibiyotik konsantrasyonu elde
etmek igin gereken hacim hesaplanmasi dnerilmektedir.

Hacim (ml) = Agirlik (mg) x Potens (ug/g) / Istenilen konsantrasyon (ug/g).

Stok antibiyotik soliisyonlarinin saklama kogullari: 10.000 pg/ml sekilde
hazirlanan ilag solusyonlari hacmi 2 ml olan steril agzi kapakli plastik eppendorf

tlplerine bollinerek Uzeri etiketlenip -80°C'de maksimum 6 ay boyunca saklandi.
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Calismadan o6nce ilaglar -80°C’den alinip oda sicakhginda ¢bzinir ¢ozilmez
kullanildr. Calismadan artan ¢éziinmus ilaglar tekrar kullaniimadi.

1. izoniazid sollisyonunun hazirlanmasi: Potensi 1000 pg/g 100 mg (100.000
1g) INH 10 ml steril distile su iginde eritildi. Béylece mililitresinde 10.000 g INH olan
sollisyon elde edildi. Solisyon 0.22 mm’lik membran filtresinden gegirilerek sterilize
edildi. Mililitresinde 10.000 nug INH olan soliisyondan 1 ml alinarak 9 mi steril distile
su icinde eritilerek mililitresinde 1000 pg INH olan soliisyon elde edildi. Mililitresinde
1000 mg INH olan soliisyondan 1 ml alinarak 9 mi steril distile su iginde eritildi.
Béylece mililitresinde 100 xg INH olan soliisyon elde edilmis oldu.

100 wg/ml sollisyonundan 0.4 ml alinarak 55°C’ye kadar sogutulmus 200 ml
Middlebrook 7H10 agar besiyerine eklenip mililitresinde 0.2 ug INH olan besiyeri elde
edildi.

2. Rifampisin soliisyonunun hazirlanmasi: Potensi 1000 yg/g

100 mg (100.000 xg) RIF 10 ml steril dimethyl sulfokside (DMSO) iginde eritildi.
Boylece mililitresinde 10.000 xg RIF olan solisyon elde edildi. Solusyon 0.22 mm'’lik
membran filtresinden gegirilerek sterilize edildi. Mililitresinde 10.000 g RIF
sollisyondan 1 ml alinarak 9 ml steril distile su iginde eritilerek mililitrede 1000 ug RIF
olan sollisyon elde edildi.

Bu solUsyondan 0.2 ml alinarak 55°C’'ye kadar sogutulmug 200 ml besiyerine
eklendi. Boylece mililitresinde 1 ug RIF olan besiyeri elde edilmig oldu.

3. Etambutol solisyonunun hazirlanmasi: Potensi 1000 pg/g

100 mg (100.000 xg) EMB 10 ml steril distile su iginde eritildi. Boylece mililitrede
10.000 g EMB olan solisyon elde edildi. Solisyon 0.22 ym’lik membran filtresinden
gecirilerek sterilize edildi. Mililitresindesinde 10.000 ug EMB olan soliisyondan 1 mi
alinarak 9 ml distile steril su iginde eritildi ve ml'sinde 1000 g EMB olan sollsyon
elde edildi.

Bu sollisyondan 1 ml alinarak 55°C’ye kadar sogutulmus 200 ml besiyerine
eklendi. Boylece mililitresinde 5 ug EMB olan besiyeri elde edilmig oldu.

3. Streptomisin soliisyonu hazirlanmasi: Potensi=800 ng/g

125 mg dihidrostreptomisin-stlfat 10 ml steril distile su iginde eritildi. Boylece
10.000 ug/ml olan soltsyon elde edildi. Solisyon 0.22 ym’lik membran filtresinden
gecirilerek sterilize edildi 10.000 pg/ml’lik bu solisyondan 1 ml alinarak 9 mi steril

distile su tizerine eklendi ve 1000 xg/ml olan sollsyon elde edildi. 1000 yg/ml'lik bu
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solisyondan 0.4 ml alinarak 55°C’ye kadar sodutulmus 200 ml besiyerine eklendi.

Boylece mililitresinde 2 ug streptomisin olan besiyeri elde edildi.

Agar proporsiyon yénteminde kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi:

Ureme kontrolii besiyerlerinin hazirlanmasi: Agar proporsiyon yénteminde
besiyeri olarak dehidrate Middlebrook 7H10 agar kullanildi (Difco, Becton Dickinson
Microbiology Systems, ABD). 900 ml distile suya 19 gr dehidrate Middlebrook 7H10
agar besiyeri ve 5 ml gliserol ekienerek eritildi. Cam balon igine bir adet miknatis
¢ubugu atildi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika bekletilerek sterilize edildi. Sogumaya
birakilan besiyerinin sicakiiyi 50-55°C’ye geldiginde igine 100 ml steril Bacto
Middlebrook OADC (Difco) sivisindan eklendi. Miknatish karistiricida 2-3 dakika
karistirildi. Béylece antitiberkiloz igermeyen Middlebrqok 7H10 besiyeri elde edilmis
oldu. Ureme kontrolu amaciyla ekim yapilacak Felsen blaklarma bu besiyerinden 5’er
ml doklldu. Besiyeri dokilmius plaklar 1sik gegirmeyen poset icine konularak 2-

8°C’de en fazla 1 ay slreyle saklandi.

Antibiyotik igeren besiyerlerinin hazirlanmasi: Agar proporsiyon yonteminde
besiyeri olarak dehidrate Middlebrook 7H10 agar kullaniidi. 900 ml distile suya 19 g
dehidrate Middlebrook 7H10 agar besiyeri ve 5 ml gliserol eklenerek eritildi. 180’er
mililitrelik hacimlerde mezur yardimiyla 5 ayri erlenmayere dagitildi. Cam balonlarin
icine bir adet miknatis ¢ubudu atildi. Otoklavda 121°C’'de 15 dakika bekletilerek
sterilize edildi. Sojumaya birakilan besiyerinin sicakligi 50-55°C’ye geldi§inde her
erlenmayere 20 ml steril Bacto Middlebrook OADC sivisisindan ve Tablo 6'da
gosterilen dilisyonu hazirlanmis ilaglardan yine Tablo 6’da belirtilen miktarlarda
eklendi. Miknatisli karistiricida 2-3 dakika karigim saglandi. Boylece c¢esitli
konsantrasyonlarda antitiberkiloz ila¢ iceren Middlebrook 7H10 agar besiyeri elde
edilmig oldu. Bu besiyerlerinden Felsen plaklarinin her bir bélmesine 5’er ml olacak
sekilde dispenser yardimiyla dagitildi. Besiyeri dékulmis plaklar 1sik gegirmeyen

poset icine konup 2-8°C’de en fazla 1 ay sure ile saklandi.
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Tablo 6. Middlebrook 7H10 besiyerine eklenmek Uzere hazirlanan birinci segenek

dort antitiberklloz ilacin dilisyonlar, besiyerine eklenen miktarlan ve besiyeri

icindeki son konsantrasyonlari

ILACLAR llag 200ml 7H10 agar | Besiyerindeki son
konsantrasyonlari besiyerine ilag
(ng/ml) eklenecek ilag (ml) | konsantrasyonlar
(ng/ml)
|zoniazid 100 0.4 0.2
Rifampisin 1000 0.2 1
Etambutol 1000 1
Streptomisin 1000 04 2

inokiilim hazirlanmasi; Toz halde bulunan Middlebrook 7H9 brothdan (Difco) 4.7 g
tartihp cam balon igerisine konup, 2 ml gliserol eklendi ve 900 ml distile su ilave edilip
karigtinlarak erimesi saglandi. pH'I 6.8%0.2'e ayarlanip 121°C'de 10 dakika
otoklavlandi. 45°C’ye kadar sogumasi beklenip icine Bacto Midlebrook ADC (Difco)
sivisindan 100 ml eklendi. Miknatisli karistiricida iyice karismasi saglanarak
dispenser yardimiyla agzi vida kapakli tuplere 10 ml olacak sekilde dagitildi.
Kullanilincaya kadar 8°C’de muhafaza edildi. Bactec 460 TB sisteminde Bi 999
okuyan her 6rnek steril sartlarda 500 pl alinarak, ttp iginde bulunan 10 ml 7H9 broth
icine inokule edildi. Sonra 37°C’'de %5 CO-'li ortamda inklibe edildi. Her giin, giinde
iki defa olmak lzere vortekslenerek partikil olusumunun engellenmesi sagland..
Yaklagik 20-25 gunde 1 McFarland standardi saglandi.

Agar proporsiyon yéntemi inokiilasyonu: McFarland No:1 (107) bulanikligina
sahip bakteri sispansiyonu kullanilarak steril distile su ile steril agzi vida kapakli 50
mililitrelik tuplerde 1072, 10 diltisyonlari hazirlandi. Ureme kontrolii olarak kullaniimak
Uzere hazirlanan antitiberkiloz ilag eklenmemis Middlebrook 7H10 agar besiyeri
iceren ve 4 bolumli Felsen plaklarina dékiilmiis besiyerlerinin bir ¢eyredine 107
bakteri diliisyonundan diger ceyregine 10 bakteri dilisyonundan doppler yontemi ile
3'er damia (0.1 ml) bakteri stspansiyonu ekildi. Ayni sekilde hazirlanmis ancak
duyarhlk testinde kullanilacak antituberkiloz ilaglardan herhangi birini igeren
Middlebrook 7H10 agar besiyeri igeren plaklara da ayni yéntemle ekim yapildi. Sonug
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olarak bir tuberkiiloz kokeni igin 102 ve10™ dilusyonlarindan ayri ayri birer adet
ilagsiz Greme kontrol geyredi 4’er adet ilagl geyrede ekim yapilmis oldu (Tablo 7)
Tablo 7: Agar proporsiyon yénteminde inokilasyon igin konsantre edilen bakterilerin

dilisyonlari ve inokilasyon miktari

Kontrol geyregi llagh geyrek
McF: No:1’in 10 dilisyonu 0.1 mi 0.1 ml
McF: No:1’in 10™diltisyonu 0.1 mi 0.1 ml

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan plaklarin Gzerine 6rneklerin  protokol
numaralari, inokllasyon yapildi§i tarih, ilacin adi ve konsantrasyonu yazildiktan
sonra plaklarin etrafi parafilmle kapatilip, karanlkta 37°C’de ve %5 CO2'li ortamda 21
glin inktbe edildi.

Agar proporsiyon yonteminde test sonuglarinin okunmasi:

Haftada bir kez (Pazartesi) olmak Uzere U¢ hafta plaklar gbzlendi ve gerekli
oldugu durumlarda koloni mikroskobu ile kontrol edildi. llagsiz kontrol bélmesinde
Ureyen bakterinin koloni sayisi 50-150 koloni miktarina ulastiinda 21 gunliik sirenin
dolmasi bekilenmeden test degerlendirildi. Eder 21 gunliin sonunda kontrol
geyredinde Ureyen bakterinin koloni sayisi 50 koloniden az ise test gegersiz kabul
edilerek tekrarlandi

Agar proporsiyon yénteminde dederlendirme: llagsiz ve ilagh geyreklerde
tremis koloniler sayilip asagida belirtilen formil kullanilarak test edilen kékenin
kullanilan ilaca kargi olan duyarliligt saptandi.

Diren¢= Antibiyotikli ceyrekteki koloni sayisi/ Kontrol geyredindeki koloni sayist x
100. Eger bu oran %1 veya %1'in Uzerinde ise test edilen antitiberkiloz ilaca kars!

direngli olarak kabul edildi.

GALISMADA KULLANILAN MATERYALLERIN iCERIKLERI:

PANTA:

PolimiksinB = 50 O/ml

Amfoterisin B = 5 ug/ml

Nalidiksik Asit = 20 ug/ml
Trimetoprim = 5 ug/mi

Azlosilin = 10 ug/mi
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PANTA liyofilize halde bulunmaktadir. 2-8°C’de saklanir, 5 ml ¢bzicl sivi ile

¢ozildukten sonra 0.1 ml insulin enjektdrlerine gekilip -20°C’de saklandi.

%4’liik NaOH:

4 g toz haldeki NaOH 100 ml distile suda eritilip 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi.

%2.9’luk Na Sitrat:

2,9 g toz haldeki Na sitrat 100 ml distile suda eritilip 121°C de 15 dakika
otoklavianarak sterilize edildi.

Fosfat tampon soliisyonu:

pH 6.8 olacak sekilde steril sartlarda disodyum fosfat ve monopotasyum fosfat
solusyonu esit miktarda karistirilarak kullanildi.

Disodyum fosfat:

Toz haldeki 9.47 g disodyum fosfat 1000 ml distile suda eritilip 121°C de 15
dakika otoklavlanarak steril edildi.

Monopotasyum fosfat:

Toz haldeki 9.07 g monopotasyum fosfat 1000 ml distile suda 121°C de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi.

7H12 besiyeri igerigi:

7H9 Broth base %0.47
Kazein hidrolizat %0.10
Bovin serum albumin %0.5
Katalaz 192 Unite
4C-substrat 4 uci
Deiyonize su 4 ml

Son pH 6.8+0.2
13A besiyeri:

7H9 Broth base %0.47
Kazein hidrolizat %0.1
Polisorbat 80 %0.02
Sodyum polianethole sulfonat ~ %0.025
C-substrat 1440 Gnite

Deiyonize su 30 ml
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13 A besiyeri zenginlestiricisi: inek serum albumin %15.0

Deiyonize su 10 ml

Diliisyon Sivisi (DF):
%0.2 yag asidi bovin serum albumini ve %0.02 polisorbat 80'in distile veya

deiyonize suda eritilerek pH’si 6.8+0.2'ye ayarlanarak hazirlanir. Bu sivi 0.22 um
filtre kullanilarak sterilize edilir.

Middlebrook 7H 9 sivi besiyerinin igerigi:

L-glutamik asitin sodyum tuzu 05¢
Amonyum sulfat 05g¢g
Sodyum sitrat 0.1¢g
Pridoksin 1mg
Biotin 1 mg
NayHPO4 25¢g
KH2PO,4 19
Ferik amonyum sitrat 0.04 g
MgS04.7H,0O 0.05¢
CaCl,.2H,0 0.5 mg
ZnS04.7H0 1 mg
CuS04.5H,0 1 mg
Distile su 900 ml
ADC 100 ml
Gliserol 2ml

Middlebrook 7H10 agar besiyeri igerigi:

Amonyum siilfat 05¢
KH2PO4 1.5¢g
NaxHPO4 159
Sodyum Sitrat 19
Magnezyum sulfat 0.025¢g
CaCl, 0.0005 g
ZnS0Oy 0.001 g

CuSO, 0.001 g
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L-Glutamik asit 05¢g
Ferik amonyum sitrat 0.04 ¢
Piridoksin 0.001 ¢
Biotin 0.0005¢
Malasit yesili 0.00025 g
Agar 169
Distile su 900 mi
pH: 6.6

Gliserol 5 mi
OADC 100 ml

OADC: 100 ml’'sinde 0.05 g oleik asit, 5 g albumin, 2 g dekstroz, 0.85 g NaCl ve
0.004 g katalaz igerir. Cozelti 0.45 um por ¢apli membran fitreden stzlilerek steril
hale getirilir.

ADC: 100 ml'sinde 5 g albumin, 2 g dekstroz, 0.85 g NaCl ve 0.004 g katalaz
icerir. Cozelti 0.45 um por gaplt membran fitreden siizllerek steril hale getirilir.
McFarland 1 standardi: 9.9 ml saf H,SO4 + %1.175'lik 0.1 ml BaCl,.2H,0



BULGULAR

Bu calismada gesitli klinik érneklerden Bactec yontemi ile soyutlanan 104 TB
kompleks kakeninin birinci segenek antitiiberkiloz ilaglara (INH, RIF, EMB ve STM)
kars! duyarlilklari Bactec yontemi ve Agar proporsiyon yontemi ile kargilastirmali

olarak incelendi.
Bu calismada kullanilan 104 oérnedin 2'si (%1.92) infeksiyon hastaliklari, 8'i

(%7.69) pediatri, 86's1 (%82.70) gdgdls hastaliklari ve 8'i (%7.69) de diger kliniklerden

laboratuvarimiza gonderiimistir. Tablo 8'de orneklerin  génderildigi  klinikler

gorulmektedir.

Tablo 8. Orneklerin gonderildidi kliniklere gére dagilimi

SERVISLER ORNEK SAYIS| %
infeksiyon 2 1.92
Pediatri 8 7.69
Diger * T8 7.69
Gogus Hastaliklari 86 82.70

*: Dermatoloji, Kalp Damar Cerrahisi, Onkoloji, N&roloji

Orneklerin 73’0 (%70.44) balgam, 9'u (%8.90) bronkoalveolar lavaj mayii, 4'U
(%4.08) plevra mayi, 2'si (%1.92) perikard mayi, 3'ti (2.88) trakeal aspirat, 8'i (%7.94)
aclik mide suyu, 2’si (%1.92) beyin omurilik sivisi, 1'i (%0.96) idrar ve 1'ini (%0.96)
de abse materyali olusturmaktadir. Gesitli kliniklerden goénderilen érneklerin turlere

gore dagiimi Tablo 9'da gérilmektedir.
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Tablo 9. Orneklerin tirlere gére dagilimi

ORNEK TURU ORNEK SAYISI %
Balgam 73 70.44
Bronkoalveoler Lavaj 9 8.90
Plevra mayii 4 4.08
Perikard mayii 2 1.92
Trakeal Aspirat 3 2.88
Aglik mide suyu 8 7.94
Beyin omurilik sivisi 2 1.92
Idrar 1 0.96
Abse 1 0.96

Orneklerin EZN yéntemi ile saptanan ARB sonuglari ise, 38'inde (%36.54) pozitif,
66’sinda (%63.46) negatif olarak bulundu. Cesitli kliniklerden génderilen 6rneklerin
ARB sonuglari Tablo 10’da gérulmektedir.

Tablo 10. Orneklerin ARB sonuglari

ARB SONUCU SAYI %
ARB pozitif 38 36.5
ARB negatif 66 63.5

Toplam 104 100

Agar proporsiyon yonteminde; 104 kokenin 79'u  (%75.96) izoniazidin
0.2ug/ml'sine duyarli olarak bulunurken, 25 kdken (%24.04 ) izoniazidin ayni
konsantrasyonuna direngli olarak saptandi. Rifampisinin 1ug/ml'sine karsi, 93 kdken
(%89.42) duyarl iken 11 koken (%10.58) direngli olarak saptandi. Etambutoliin
5ug/mi'sine kargi, 77 koken (%74.04) duyali iken 27 kdken (%25.96) direngli olarak
saptandi. Streptomisinin 2ug/mi'sine karsi 101 kéken (%97.11) duyarl iken 3 koken

(%2.89) direngli olarak saptandi.

Tum kokenler iginde toplam 12 kékenin (%11.53) birden fazla ilaca dirence sahip
oldugu saptandi. Toplam 7 kokenin (%6.72) iki ilaca, 5 kbékenin (%4.81) ¢ ilaca
direngli oldugu saptanmistir. Dort ilaca birden direngli kbkene rastlanmamgtir. Agar
proporsiyon yonteminde saptanan dort antitiiberkiloz ilacin duyarli ve direngli

kokenlere etkinligi Tablo 11'de gériimektedir.



44

Tablo 11. Agar proporsiyon ydnteminde saptanan dért antitiiberkiloz ilacin duyarli ve

direngli kbkenlere etkinligi

ILACLAR Duyarli (%) Direngli (%)
Izoniazid (0.2 pg/ml) 79 (75.96) 25 (24.04)
Rifampisin (1 pg/ml) 93 (89.42) 11 (10.58)
Etambutol (5 pg/ml) 77 (74.04) 27 (25.96)

Streptomisin (2 pg/mil) 101 (97.11) 3 (2.89)

Bactec yonteminde; 104 kdkenin 78’i (%75) izoniazidin 0.1 ug/ml'sine karsi duyarli
iken, 26 koken (%25) izoniazidin ayni konsantrasyonuna kargi direngli olarak
saptandi. Rifampisinin 2 pg/mi’sine kargi 93 koken duyarl iken 11 koken (%10.58)
direngli olarak saptandi. Etambutoliin 2.5 pg/mi’'sine karsi 85 kdken duyarh iken 19
koken (%18.27) direngli olarak saptandi. Streptomisinin 2 pg/mi’sine karsi 101 kdken
duyarli iken 3 kdken (%2.89) direngli olarak saptandi.

Tum kokenler iginde toplam 10 kdkenin (%9.6) birden fazla ilag direncine sahip
oldugu saptandi. Toplam 6 k&kenin (%5.76) iki ilaca, 4 kdkenin (%3.84) (g ilaca
direngli oldugu saptandi. Dért ilaca birden direngli kdkene rastlanmadi. Bactec
yonteminde saptanan dort antituberkuloz ilacin duyarl ve direngli kbkenlere etkinligi

Tablo 12’de gdrulmektedir.
Tablo 12. Bactec ydnteminde saptanan dért antitiberkiloz ilacin duyarli ve direngli

kdkenlere etkinligi

ILAGLAR Duyarl (%) Direngli (%)
Izoniazid (0.1 pg/mi) 78 (75) 26 (25)

Rifampisin (2 pg/ml) 93 (89.42) 11 (10.58)

Etambutol (2.5 pg/mi) 85 (81.73) 19 (18.27)
Streptomisin (2 ug/ml) 101 (97.11) 3 (2.89)

Antibiyotik duyarliigi icin alinan kokenler takip eden ginlerde, her glin ayni
saatlerde olmak lizere Bactec 460 TB cihazinda okutuldu. Kontrol sisesinin Bl degeri
genelde 3-4. glinde 30’a ulasti. Dederlendirme bundan sonra yapildi. Ancak kontrol
Bl degeri 30'a yiikselmemis veya kontrol ABI ile ilagh ABI arasinda sinirda deger

saptanan kékenlerin takibi 2-3 giin fazla okutularak sonuca variidi.
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Agar proporsiyon yonteminde saptanan, g¢oklu direng gdsteren kdkenlerin ilag
kombinasyonlarina gére dagilimi Tablo 13'de gérilmektedir.
Tablo 13. Agar proporsiyon ydnteminde saptanan, ¢oklu direng gdsteren kékenlerin

ilag kombinasyonlarina gére dagihmi

ILAGLAR Koken sayisi %
INH+RIF+EMB 4 3.85
INH+RIF 1 0.96
INH+EMB 5 4.8
INH+RIF+STM 1 0.96
RIF+STM 1 0.96
TOPLAM 12 11.53

Bactec yonteminde saptanan, c¢oklu diren¢ gosteren kokenlerin ilag
kombinasyonlarina gére dagilimi Tablo 14’de goriimektedir.
Tablo 14. Bactec yodnteminde saptanan g¢oklu direng gosteren kokenlerin ilag

kombinasyonlarina gére dagilhmi

ILACLAR Koken Sayisi %
INH+RIF+EMB 3 2.88
INH+RIF 2 1.92
INH+EMB 3 2.88
INH+RIF+STM 1 0.96
RIF+STM 1 0.96
TOPLAM 10 9.6

Bu c¢alismada sonuglarin degerlendirimesinde metadolojik aragtirmalar
kullaniimigtir (Tablo 15). Bu tabloya gére sonuglar birgok farkli degerlendirmeye tabi
tutulabilir, ancak en sik kullanilan degerler sensitivite ve spesivitedir. Bu nedenle

calismamizin sonuglarini bildirirken bu degerler géz 6niine alinmistir (53).
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Tablo 15. llag duyarhlik sonuglarinin karsilastirilmasi

YENI TEST GEGCERLI (REFERANS) TEST
Hasta Saglam
Hasta A B
(dogru pozitifler) (yanlis pozitifler)
Saglam C D
(yanhs negatifler)  (dogru negatifler)
Toplam A+C B+D
(toplam hasta sayisi) (toplam saglam)

Sensitivite (duyarlilik): Gergekten hasta olan bireylerin test tarafindan hangi
oranda saptanabildigini belirten bir olasiliktir. Testin gercek hastalari ortaya
¢ikarmakta ne kadar duyarli oldugunu belirtir (Hasta diye nitelendirilen bu ¢alisma
icin direngli kékenlerdir).

Sensitivite = A/A + Cx100 = Yeni testin saptadi§i hastalar (dogru pozitifler) /
Toplam hasta sayisi (gegerli teste gére).

Spesitivite (6zgiilliik): Bir testin gergekten hasta olmayanlari (saglam) ayirabilme
yetenegini beliten orandir (Saglam diye nitelendirilen bu calisma igin duyarl
kdkenlerdir).

Spesitivite = D/B + Dx100 = Yeni testin saptadidi saglamlar (dogru negatifier) /
Toplam saglam sayisi (gegerli teste gére).

Bu galismada iki testin birbirine uyumlulugunu géstermek igin kullandigimiz diger
metodolojik dederler, tutarlilik (genel uyum, givenirlik) ve kappa sayisidir (54).

Tutarlilik (genel uyum): Iki testin elde ettigi sonuglarin birbiriyle ne 6lgiide
uyumlu oldugunu &lger.

Genel uyum (tutarllik) = A+D/A+B+C+D

Kappa Sayisi (x): Tutarhhdin hesaplamasinda kullanilan daha givenilir bir
yontem Kappa'dir. Goézlenen tutarlilik olasiligi ile beklenen tutarliik olasii§inin

farkinin degerlendiriimesi temeline dayanir.
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Kappa katsayisi degerledirme kriterleri:

0 <k < 0.20 Uyumluluk yok

0.20 < « < 0.40 Zayif dizeyde uyumluluk

0.40 <k < 0.60 Orta dizeyde uyumluluk

0.60 < x < 0.80 Cok iyi (yeterli) uyumluluk

0.80 <k < 1.00 Mikemmel dlizeyde uyumluluk

Izoniazidin Bactec ve agar proporsiyon ydntemlerinde kdkenler Gzerideki etkinligi

Tablo 16'da gorilmektedir.

Tablo 16. Izoniazidin Bactec ve agar proporsiyon yéntemlerinde kdkenler tizerideki

etkinligi
BACTEC AGAR PROPORSIYON TOPLAM
Direngli Duyarli
Direngli 25 1 26
Duyarli 0 78 78
TOPLAM 25 79 104

Sensitivite: %100

Spesitivite: %98.7
Genel uyum: %99

Kappa sayisi: 0.974
Rifampisinin Bactec ve agar proporsiyon yéntemierinde kdkenler tizerideki etkinligi

Tablo 17°de gorulmektedir.

Tablo 17. Rifampisinin Bactec ve agar proporsiyon yéntemlerinde kékenler tizerideki

etkinligi
BACTEC AGAR PROPORSIYON TOPLAM
Direngli Duyarli
Direngli 11 0 11
Duyarli 0 93 93
TOPLAM 11 93 104

Sensitivite: %100
Spesitivite: %100

Genel uyum: %100
Kappa sayisi: 1.00
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Etambutolin Bactec ve agar proporsiyon ydntemlerinde kdkenler Uzerideki

etkinligi Tablo 18'de gérulmektedir.
Tablo 18. Etambutoliin Bactec ve agar proporsiyon yontemlerinde kékenler (izerideki

etkinligi
BACTEC AGAR PROPORSIYON TOPLAM
Direngli Duyarli
Direngli 19 0 19
Duyarl 8 77 85
TOPLAM 27 77 104

Sensitivite: %70.4
Spesitivite: %100

Genel uyum: %92.3
Kappa sayisi: 0.779

Streptomisinin Bactec ve agar proporsiyon ydntemlerinde kokenler Uzerideki

etkinligi tablo 19°da goériimektedir.
Tablo 19. Streptomisinin Bactec ve agar proporsiyon yéntemlerinde ko&kenler

Uzerideki etkinligi

BACTEC AGAR PROPORSIYON TOPLAM
Direngli Duyarli
Direngli 3 0 3
Duyarli 0 101 101
TOPLAM 3 101 104

Sensitivite: %100
Spesitivite: %100
Genel uyum: %100
Kappa sayisi: 1.00

Agar proporsiyon yonteminde iki kdkenin kontrol besiyerinde Ureyen kolonileri
Resim 1'de gorulmektedir. Kontrol besiyerinin 1 ve 2 nolu ¢eyrekte bakteri

stispansiyonunun 107 dilisyonundan hazirlanan inokulumda treyen yogun koloniler

gorilirken, 3 ve 4 nolu ceyrekte ise ayni kdkenlerin 10 dilusyonundan hazirlanan

inokulumda Ureyen seyrek koloniler gérilmektedir.
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Resim 1. Agar proporsiyon yonteminde kontrol bdlmesinde treyen kolonilerin
gorandma

Agar proporsiyon yéteminde iki kokenin ilagh besiyerinde treyen kolonileri Resim
2'de gorulmektedir. INH'In 0.2 ug/ml konsantrasyonunda hazirlanmis ilach
besiyerinde iki kdkenin duyarlilik durumu: 1 ve 3 nolu geyrekte Gremis direngli koken

kolonileri goriliirken, 2 ve 4 nolu geyrekte Urememis duyarli kéken gérilmektedir.

Resim 2. Agar proporsiyon yonteminde ilagh besiyerinde dreyen kolonilerin
gorinimu
Tablo 20'de tlkemizde yapilan cesitli calismalarda saptanan birinci segenek

ilaglarin direng durumu goérilmektedir.
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Tablo 21'de Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
degisik yillarda Bactec yontemi ile saptanan birinci segenek ilaglara direng durumu
g6rilmektedir.

Tablo 21. Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda Bactec

yéntemi ile saptanan birinci segenek ilaglarin direng durumu

INH RIF EMB STM
(%) (%) (%) (%)
Balci ve ark. 33 18.6 15.9 8.7
(64)
264 drnek
Orhan ve ark. 13.9 2.9 3.48 1.99
(60)
201 6rnek
Korkmaz 25 10.58 18.27 2.89
104 6rnek

Tablo 22'de Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'nda
degisik yillarda Bactec yontemi ile saptanan ¢oklu ilag direng durumu goriimektedir.
Tablo 22. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’'nda Bactec
yontemi ile saptanan coklu ilag direng durumu

ki ilag direnci Ug ilag direnci Dért ilag direnci (%)
(%) (%)

Balci ve ark. (64) 10.6 11 0.8
1995-1999

Orhan ve ark. (60) 7.96 9.45 0.99
1998-2001

Korkmaz 5.76 3.84 _

2002-2003




TARTISMA

Tuberktloz uzun yillardir tedavi edilebilen bir hastalik olmasina ragmen halen
insanhg tehdit eden sadlik problemleri arasinda ¢n siralarda yer almaktadir. DSO
verileri dinya niifusunun 1/3'intin MTB ile infekte olup, su anda diinyada yakiasik 30
milyon tlberktlozlu olduguna, her yil 8 milyon yeni tiberklloz olgusunun ortaya
¢iktigina ve yilda yaklasik 3 milyon kiginin tiberkilozdan 6ldigline isaret etmektedir.
Dider yandan ABD'de yapilan tarama c¢aligmalarinin raporlari, ¢zellikle 1985'ten bu
yana birden g¢ok ilaca direngli MTB’'nin neden oldudu salginlardaki artisa dikkati
cekmektedir (48).

Taberkulozun en 6nemli bulas yolu, akciger tiberkilozu olan hastalarin balgam ile
¢ikardigi bakterilerin, saglikh kisiler tarafindan solunum yolu ile alinmasidir. Pulmoner
tiberkilozun tanisinda, hastanin Oyklsl, klinigi ve radyolojik bulgulart &nemli
gostergeler olmalarina karsin, kesin tani icin etkenin izolasyonu ve identifikasyonu
gereklidir. Bu amagla, Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilen tiberkiloz
slpheli 6rneklerin ARB agisindan hizla degerlendirilmesi, izolasyon, identifikasyon ve
antibiyotik duyarhhk testlerinin en kisa slre iginde yapilarak sonucun bildiriimesi,
infeksiyoz kisilerin olusturdugu bulas zincirinin bir halkadan kirlmasina 6nemili
katkida bulunmaktadir. Tiberkilozun yayiliminin 6énlenmesinde de bu basamagin
onemi blyuktir. Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlari, 6zellikle infeksiyon zincirinin
kirilmasi noktasinda blyuk bir sorumluluk tagimaktadir (55).

Bu calismaya alinan klinik érneklerin ¢cogunlugu (% 82.70) Gogus Hastaliklari
kliniginden laboratuvarimiza gonderilmistir. TUberkuloz basilinin  viicuda girisi
solunum yolu ile olmaktadir. Primer infeksiyonun akciderlerde olustugundan dolayi bu
sonug dogaldir.

Bu calismaya alinan 104 klinik ¢rnekten yapilan ARB arastirmasi sonucunda
%36.54 oraninda pozitiflik saptanmistir. Bu konuda c¢esitli calismalar yapiimis olup,
duyarhlik degerleri araliginin gok fazla (%22-80) olusu dikkat ¢cekmektedir (56,57). Bu
calismada alinan sonuglar da bu degerler arasinda bulunmustur. Duyarlihk
degerlerindeki araligin ¢ok fazla olusu, yayma duyarliigini etkilemesi nedeniyle,

ornegin cinsi, Ornekteki basil sayisi ile dekontaminasyon, konsantrasyon ve
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dekolorizasyon iglemleri, yayma kalinliklar, ve degerlendiren kisinin deneyimi gibi
kisisel faktdrlerle agiklanabilir.

Son 15 yilda 6zellikle HIV ile infekte hastalarda MDR-tb olgularinin hizla artmasi,
bu olgularin %40’ inin 6lmesi ve sadaltimin basarisiz olmasi, hastane kaynakli
bulaglarin gézlenmesi, primer ve sekonder ilag direncinin artmasi gibi nedenler
tiberktloz kontrol galismalarini sonugsuz birakmistir (58). Ginumiizde tuberkiloz
tum insanlik igin blylk bir saglk sorunu olma 6zelligini korumaktadir. llaglara duyarli
mikobakteriler ile olugan hastaliklarda uygun ilag kombinasyonu ile olgularin %88-
98'nin sagaltilabilmesine karsin, MDR-tb olgularinin sagaltimi biyik bir sorun
olmaktadir (58). Ulkemizde 1895'lerde basglayip 1970'li yillarin ortasina kadar yapilan
stki mucadele ile hastalik 6nemli dlglide azalmis, ancak daha sonra bu miicadelenin
gevsetilmesi ve ilag direnci nedeniyle tiiberkiloz micadelesi basarisizliga ugramistir
(2). Turkiye tuberkuloz ydnunden hiperendemik Ulkeler grubuna girmektedir. Son
yillarda tuberklloz sikliginin artigi yaninda ¢oklu ilag direnci de 6nemli bir sorun
olugturmaktadir (58). Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalarda su sonuglar alinmistir.

Arseven ve ark. (59) Dodu Karadeniz bélgesinde 1985-1990 yillar arasinda
balgam kultard pozitif 1388 hastanin ilag direncini L-J proporsiyon ydntemini
kullanarak arastirmiglardir. 252 olguda (%18.2) bir ilaca, 162 olguda (%11.7) iki ilaca,
95 olguda (%6.8) g ilaca ve 54 olguda (%3.9) dort ilaca birden direng bulmuslardir.
1388 olguda ilaglarin her birine karsi toplam direng oranlari, INH, RIF, EMB ve STM
icin sirasiyla %29.6, 17.1, 8.8 ve 23.3 olarak bulmuglardir. Ayni arastirmacilar 1994
yllinda 333 kiltlr pozitif tiberkllozlu hastada INH, RIF, EMB ve STM'e karsi ilag
direncini sirasiyla %34.8, 25.2, 10.5 ve 29.4 olarak belirlemiglerdir. Ayni grupta
herhangi bir ilaca karsi direng %45.6, bir ilaca direng %15, iki ilaca birden direng
%12.9, U¢ ilaca birden diren¢ %10.5 ve doért ilaca birden direng¢ %7.8 oraninda
bulunmustur.

Orhan ve ark. (60) 1998-2001 yillari arasinda Bactec TB sistemi ile 201 TB
kompleks koékeninin antimikobakteriyel duyarlilik testi sonucunda toplam 82 (%40.79)
direngli kéken saptamiglardir. Tek ilaca direng INH, RIF, EMB ve STM'de sirasiyla
%13.93, 2.98, 3.48 ve 1.99 olarak saptamiglardir. 16 kéken (%7.96) iki ilaca, 19
kdken (%9.45) ug ilaca ve 2 kdken %0.99 dért ilaca direng saptamiglardir.

Senylz ve ark. (61), 1990-2000 yillan arasinda Uretilen TB kompleks kdkenini,
antituberkdlotiklerin kritik ilag konsantrasyonlarina goére direncini, retrospektif olarak
328 kodken L-J proporsiyon, 1994'ten sonra ise 328 kéken radyometrik Bactec sistemi
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ile aragtirmiglardir. L-J proporsiyon ile test edilen 328 TB kompleksi mikobakteri
kokeninin 109°u (33.2) INH'e, 66'st (%20.1) RIF’'e 18 (%5.5) EMB'e ve 116'si
(%35.3) STM’e, Bactec TB sistem ile test edilen 328 TB kompleks k&keninin ise 65'i
(%19.8) INH'e, 70’1 (%21.3) RIF’e, 14’l (%4.2) EMB’e ve 31'i (%9.4) STM’e, direngli
bulunmustur.

Akgall ve ark. (62) agar proporsiyon ve E test yontemi ile kargilastirmali olarak
100 koken lzerinde yaptiklar duyarlilik testi sonucunda toplam 19 kdken (%19)
direngli olarak saptanmistir. ki ilaca direng orani %5, Uig ilaca direng orani %2 ve dort
ilaca direng orani %6 olarak bulmuslardir.

Kibar ve ark. (63) Ocak 2000-Kasim 2001 arasinda 354 MTB koken uzerinde
2000 yihnda Bactec 460 TB ve 2001 yilinda Bactec MGIT 960 sistemi kullanarak
antibiyotik duyarllik testi caligmiglardir. 94 kéken (%26.55) en az bir ilaca direngli
olarak bulunmustur. Total direng oranlar INH, RIF, EMB ve STM igin sirasiyla
%20.90, 9.03, 5.08 ve 7.62 olarak bulmuslardir. lki yada daha fazla direng orani
%10.73 olarak bulunmus. Kokenlerin %15.81'i tek ilaca, %6.49'u iki ilaca, %3.10'u Ug¢
ilaca, %1.12'si dort ilaca direngli olarak saptamiglardir. Tek ilaca direng INH, RIF,
EMB ve STM igin sirasiyla %10.45, 1.41, 0.84 ve 3.10'du. INH ve RIF’in ikisine
birden direngli kbken orant %7.34 olarak bulunmustur.

Balci ve ark. (64) 1995-1999 vyillar1 arasinda retrospektif olarak yayma pozitif
hastalarda Bactec 460 TB sistemi kullanarak izole ettikleri MTB'nin birinci grup
ilaglara duyarhhigini arastirmislardir. izole edilen 264 kokenin totalde 106 tanesini
(%40.2) direngli olarak bulmusglardir. Bunlardan 47 kdken (%17.8) bir ilaca direngli, 28
koken (%10.6) iki ilaca direngli,29 kéken (%11.0) U¢ ilaca direngli, 2 kdken (%0.8)
dort ilaca direngli olarak saptamiglardir. Toplam 52 kdken (%19.7) MDR-tb olarak
bulmuslardir. Bunlardan 20’si (%7.6) INH+RIF direncine sahipti. INH, RIF, EMB igin
tek ilag direnci sirastyla, %33, 18.6, 15.9 olarak bulunmustur. Bu galismada %8.7 ile
STM en dusik dirence sahip ilag olarak bulunmustur.

Hasgelik ve ark. (15) tarafindan Tiirkiye'de yedi merkezin katildi§i 1995-2000
yillari arasinda yapilan ¢alismada 2944 MTB kdkenin antibiyotik duyarliligini Bactec
yontemi ile galisiimiglardir. Bu calismaya Gaziantep Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari sonuglari da katimugtir. Yapilan ¢aligmada INH, RIF, EMB ve STM igin
direng ylzdeleri sirasiyla %8.1, 1.3, 1.6 ve 2.5 olarak bulunmustur. Coklu direngli
kdken sayist 498 (%16.99) olarak saptanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda iki ilaca
direng %3.26, (g ilaca direng %6.52 ve dort ilaca direng %2.89 olarak bulunmustur.
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Calismaya alinan kokenlerin  %10.09'u  Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi
Mikrobiyoloji Klinigi'ne aitti.

Bu galismada Bactec sistemi kullanilarak klinik érneklerden izole edilen 104 adet
TB kompleks kdkeninin birinci segenek ilaglara duyarlilik durumu ile Bactec ve agar
proporsiyon yontemlerine gore direngli kbkenlerin dagihmi sdyle bulunmustur: Agar
proporsiyon yéntemi ile toplam 66 kokenin (%63.46) en az bir ilaca direngli oldugu,
25 kokenin (%24.04) INH'e, 11 kdkenin (%10.5) RIF’e, 27 kdkenin (%25.96) EMB'e,
3 kokenin (%2.89) STM’e direngli oldugu saptandi. Toplam 7 kokenin (%6.72) iki
ilaca, 5 kdkenin (%4.81) ug¢ ilaca direngli oldugu saptanmistir. Bactec yontemi ile,
toplam 59 kékenin (%56.73) en az bir ilaca direngli oldugu, 26 kdkenin (%25) INH'e,
11 kokenin (%10.58) RIF’e, 19 kdkenin (%18.27) EMB’e, 3 kdkenin (%2.89) STM’e
direngli oldugu saptandi. Toplam 6 kdkenin (%5.76) iki ilaca, 4 kdkenin (%3.84) Ug¢
ilaca direncli oldugu saptandi. Her iki ydntemde de doért ilaca birden direngli kbkene
rastlanmamistir.

Ulkemizde Bactec yontemi kullanilarak yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglart
incelendiginde INH igin direng orani %8.1 ile %33 arasinda degdismektedir. Bu direng
degerleri RIF i¢in %1.3-%21.3 arasinda, EMB i¢in %1.6-%18.27 arasinda STM igin
%1.99-%9.4 arasinda degismektedir (15,60,61,63,64).

Bactec yontemi ile yapilan ¢aligmalarda genel olarak INH en yiiksek dirence sahip
olup, en dustk direng STM’e kargi saptanmigtir. Yapilan ¢alismalarda INH igin en
dusuk direng %8.1, RIF i¢in en dusuk direng %1.3, EMB i¢in en distk direng %1.6 ile
Hascelik ve ark. (15) tarafindan saptanmistir. STM igin en disik direng %1.99 ile
Orhan ve ark. (60) tarafindan saptanmigtir.

Bactec yontemi ile yapilan ¢alismalarda INH igin en yuksek direng %33 ile Balci
ve ark. (64), RIF igin en yiksek direng %21.3 ile Senylz ve ark. (61), EMB igin en
ylksek direng %18.27 ile bu galismada, STM igin en yiksek direng %9.4 ile Senylz
ve ark. (61) saptamiglardir.

Bactec yontemi ile yapilan ¢alismalarda iki ilag direnci en yiksek %10.6 ile Balci
ve ark. (64) tarafindan, en disik %3.26 ile Hasgelik ve ark. (15) tarafindan
saptanmustir. Ug ilag direnci %11 ile en yiksek Balci ve ark. (64), %3.10 ile en disik
Kibar ve ark. (63) tarafindan saptanmigtir. Dort ilag direnci bu c¢alismada hig
bulunmamasiyla en disik, en yiksek ise %2.89 ile Hasgelik ve ark. (15) tarafindan

saptanmistir.
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Bactec yontemi ile yapilan bu galismada INH, RIF, STM igin alinan sonuglar diger
caligmalarda alinan sonuglar arasinda bulunmustur. EMB icin saptanan direng
digerlerinden yilksek gikmistir. ki ilag ve Ug ilaca birden direng orani digerlerinden
alinan sonuglarla kiyaslandiginda orta seviyede yer almaktadir. Bu galismada dort
ilaca birden direngli k6ken bulunamamuistir.

Ulkemizde proporsiyon yoéntemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik sonuglari
karsilastirildiginda INH igin direng¢ oranlan en dustik %24.04 ve en yuksek %34.8
arasinda bulunmustur. Bu oranlar RIF igin %10.58-%25.2 arasinda, EMB igin %5.5-
%25.96 arasinda ve STM igin %2.89-%35.3 arasinda dedismektedir (59,61).

Proporsiyon yéntemi ile INH igin en diigiik direng %24.04 orani ile, RIF icin en
dustk direng %10.58 orani ile, STM igin en duslk direng %2.89 ile bu calismada
saptanmigtir. EMB igin en dusik direng %5.5 ile Senylz ve ark (61) tarafindan
saptanmistir.

Proporsiyon yéntemi ile en yiiksek INH direnci %34.8 ile, en ylksek RIF direnci
%25.2 ile Arseven ve ark. (59) tarafindan saptanmigtir. EMB igin en yiksek direng
%25.96 ile bu ¢aligmada saptanmistir. STM icin en yiiksek direng %34.3 ile Senyiiz
ve ark. (61) tarafindan bulunmustur.

Bu caligma diger proporsiyon ydntemi ile yapian galismalarla kiyaslandi§inda
INH, RIF ve STM igin alinan degerler en dusiuk, EMB igin alinan deger ise alinan
diger direng degerlerinin Ustunde ¢ikmistir. Iki ve (¢ ilaca birden direng diger
calismalardan alinan sonuglar ile kiyaslandiginda orta seviyededir. Dort ilaca birden
direng saptanmamasi dolayisiyla en dusik deger olmaktadir.

Yapilan galigmalarda toplam c¢oklu diren¢ orani %10.7-30.2 arasinda
degdismektedir (15,59,60,61,62,63,64). Bu c¢alismada c¢oklu direngli kdken orani
Bactec yontemi igcin %9.6 iken agar proporsiyon yontemi ile %11.53 olarak
saptanmigtir. Bu calisma diger yapilanlarla kiyaslandiginda bu degerler arasinda
bulunmustur.

Caligmalar farkli zaman dilimlerinde ve farkli bolgelerde yapilmistir. Ulke
genelinde gergek antitliberkilotik diren¢ oranini belilemek igin ¢ok katilimli ve
standardizasyonun saglanmis oldugu ydntemlerle calisilip sonucun bu deerlere
gore tartigilmasi gerektigi inancindayiz.

Antitiberkuloz ila¢ direnci, 6zellikle ¢ok ilaca direng, tlberkilozun kontrolini
saglamada ciddi problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Direngli kokenlerin

olugmasini dnlemek igin standart kombinasyon tedavisi ya da yeni tedavi rejimlerinin
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uygulanmasi O6nerilmektedir. Primer ilag direncinin %5 ve daha distk oldugu
tlkelerde iyi bir ulusal tiberkiloz kontrol programinin uygulandi§i séylenebilir, ancak
%15 ve daha fazla primer ila¢ direnci mevcut olmasi ile uygulanan programin basarili
olmadigini ve yeni bir kontrol programinin uygulanmasi gerektigini géstermektedir
(65).

Bu direng sonuglari, tilkemizde tiberkiiloz kékenlerine ylksek oranda goklu direng
oldugunu gostermektedir. Bu durum tiberkulloz olgularinda direncin arastirimasi ve
tedavinin alinacak sonuca gére yonlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
Nitekim bazi kaynaklarda primer INH direncinin ylksek (%4’den fazla) oldugu
bolgelerde mutlaka direng varliginin saptanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (1,49).
Ulkemizde uygulanan tuberkiloz kontrol programi, ¢ok buyuk oranda kiltir ve
antibiyogram sonucu olmadan tedaviye baglanmasi, hasta uyumundaki problemler ve
direng geligmig hastalarin aktif olarak basili topluma yaymasi gibi nedenlerden dolayi
direng oranlarinin dlkemizde yiuksek cikmasi dodaldir. Clinki aktif dénemdeki
hastanin slrekli basil sagtigini, mikobakterilerin mutasyonel direng gelistirdigini
varsayarsak ve de hastalarin tedavisindeki problemleri de igine katarsak direng
profilinin sirekli artacagini soyleyebiliriz. Sekonder ilaglarla tedavi maliyeti yiiksek
olup dlke ekonomisine zarar vermekte, hastaya ise yiiksek toksisiteye sahip
oldugundan dolay: zarar vermektedir. Bu nedenledir ki; primer segenek ilaglarin
Onemi gok buyuktar.

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvar’'ndan farkli yillarda
Bactec yontemi kullanilarak yapilmis olan ¢alismalarda alinan sonuglarda, INH igin
en yuksek direng Balct ve ark. (64) tarafindan en distk direng ise %13.9 ile Orhan ve
ark. (60) tarafindan bulunmustur. RIF igin en yiksek direng %18.6 ile Balci ve ark.
(64), en duguk direng %2.9 ile Orhan ve ark. (60) tarafindan bulunmustur. EMB igin
en ylUksek direng bu calismada %18.27 ile, en duslk direng %3.48 ile Orhan ve ark.
(60) tarafindan saptanmigtir. STM igin en yiiksek direng %8.7 ile Balci ve ark. (64)
tarafindan en duglk direng %1.99 ile Orhan ve ark. (60) tarafindan saptanmstir.
Yapilan galigmalar yillar itibariyla degerlendirildiginde tek ilag direncinin énce yiiksek
sonra azalma trendine girdigi ve tekrar artma egiliminde oldugu saptanmistir. iki ilaca
birden direng %10.6 ile Balci ve ark. (64) ile en yiksek, %5.76 ile en distk deger bu
¢alismada bulunmustur. Ug ilaca birden direng en yiiksek %11 ile Balci ve ark. (64)
tarafindan, en disuk direng bu galismada %3.84 ile saptanmistir. Dért ilaca birden
direng %0.99 ile Orhan ve ark. (60) tarafindan, bu galismada hig saptanmamasi ile
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en dislk oran olarak bulunmustur. Calismalar goklu direng oraniari agisindan
kargilastirildiginda azalma egiliminde oldugu saptanmstir.

Yaptigimiz klinik arastirmasinda, antibiyotik duyarlilik sonucu verilen hastalar
bulunduklar  bélgenin VSD’e ybnlendiriimekte, hastaya doértli ilag tedavisine
baslanmakta ve kontrole ¢adinlip tedavinin gidisi balgamda ARB poxzitifiigi ile takip
edilmektedir. Hastanin klinik durumu ve balgam ARB pozitifligindeki gidis ile hastada
direngli bir basil oldugu sdylenmekte ve bu hastanin Gégiis Hastaliklari Hastanesine
giderek ikinci grup ilaglarla tedavi almasi gerektigi sdylenmektedir. Bu uygulamalar
yapilirken herhangi bir kiltir ve direng galigmasi genelde olmamaktadir. Bizim
laboratuvarimizda tespit ettigimiz ¢oklu direngli vakalar VSD gézetiminde direkt
Gogls Hastaliklar Hastanesine bagvurmaktadirlar.

Gaziantep Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda alinan direng
sonuglarina gore, tekli ilag direncinin 1995-1999 yillarinda yitksek, 1998-2001
yillarinda dusme egilimine girdigi ve 2002-2003 yillarinda tekrar yiikselme egiliminde
oldugu saptanmistir. Bu sonuglar uygulanan tedavi stratejisi, hastanin tedaviye
uyumunda yasanan uyumsuzluk ve hastaligin izledigi bulagma yolunun ¢ok aktif
islemesi gibi nedenlerden dolayi ortaya gikmis olabilir. Coklu ilag direncinin ise yillar
itibariyla azalma egiliminde oldugu saptanmistir. Coklu direng tespit edilen hastalar,
tedavisi igin direkt olarak Gogls Hastaliklari Hastanesinde yapilmak tizere sevk
edilmeleri ve tedavide edinilen basari nedeniyle goklu ilag direncinde bir diisme
olmus olabilir. Nitekim Tahaoglu ve ark. (66) tarafindan 1992-1999 yillari arasinda
MDR-tb saptanan 158 hasta (izerinde yaptiklar galigmada 36 hastaya cerrahi tedavi
ve digerlerine tedavi ilaglarindan biri ofloksasin olan rejimle 24 ayda kiiltirde
negatiflesme sagladiklarini bildirmislerdir.

Artan ilag direnci etkin tedaviyi zorlastirmakta ve duyarhlik testlerinin yapiimasini
kaginilimaz hale getirmektedir. MTB yavag ¢ogalan bir organizma oldugu igin klasik
kdltir yontemleri ile duyarlilik testlerinin yapilmasi gigtiir ve zaman almaktadir. Bu
nedenle duyarlihk testlerinin sonuglar beklenmeden tedaviye baslanmakta ve
genellikle klinik yanit alinmazsa, duyarlihk testlerinin sonuglarina gére tedavi
degistirilmektedir. Duyarhlik testlerinin sonucunun alinmasi ne kadar gecikirse,
tedavinin ydnlendiriimesine katkist da o kadar az olur. Klasik kiiltiir ydntemlerine
dayall testler uzun strede sonug verdidi igin, 6nce hizl kultir sistemleri gelistirilmis,

sonra da ilag direncine neden olan mutasyonlari saptamaya yénelik genetik saptama
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yontemleri ortaya c¢ikmistir (67). Dinyada gesitli aragtirmacilarin yaptigi bazi

calismalar sunlardir;
Hoel ve Eng (68) 104 klinik &rnekten izole ettikleri MTB birinci segenek

antitberkuloz ilag direncini Bactec yontemi ile INH, EMB, STM igin L—J proporsion
yontemi, RIF igin 7H10 agar proporsiyon yéntemini kullanarak saptamiglardir. iki
yontem arasinda %97.4 uyum bulmuslardir. Bu uyum INH, RIF, EMB ve STM igin
sirastyla %95.2, 100, 96.2 ve 98.1 olarak saptanmistir. [ki yéntem karsilastiriidiginda
en ylksek uyum INH igin (0.2, 1 pg/ml), EMB igin (5 pg/ml), STM igin (5 ug/ml), RIF
icin (3.3 ve 10 pg/ml) de saglanmistir. Bactec RIF (2 ug/ml) ile agar proporsiyon
yontemi (1 ug/ml) arasindaki uyum iyi bulunmamuistir.

Fadda ve Roe (69) tarafindan ekstrapulmoner 6rneklerde izole edilen MTB
duyarliliklarini Bactec (INH:0.2, RIF:0.2, EMB:0.2, STM:4ug/ml) ile L-J proporsiyon
metodla (INH:0.2, 1 ug/ml, RIF:1, 2 pg/ml, EMB:5, 10 pg/ml, STM:2, 10 pg/ml) ile
kargilagtirma yapmiglardir. STM ve INH igin %95 uyum EMB ve RIF icin %100 uyum
bulmuslardir

Woodiey (70) taraflndanj 100 MTB'nin klinik izolatlarinda yapilan c¢alismada
Bactec (INH:0.2, RIF:1, 2, EMB:10, STM:4 pg/ml) ile 7H10 agar proporsiyon
(INH:0.2, RIF:1, 2, EMB:5, 10, STM:2,4,10 ug/ml) yéntemi kargilagtirilmistir. INH igin
uyumu duyarllarda 1.00, direnglilerde 0.94 bulmuslardir. RIF igin uyumu duyarli ve
direnglilerde 1.00 bulmuslardir. STM 2 pg/ml igin iki metod arasinda duyarliar
arasinda 0.99 uyum, direnglilerde 0.97 uyum bulmuslardir. Bactec (EMB:2.5 pg/ml)
ile agar proporsiyon (EMB:5 pg/ml) arasinda duyarl ve direngli kokenlerde 1.00
uyum bulmuslardir.

Lee ve Heifest (71) tarafindan yapilan galismada MTB’nin bes antitiiberkuloz ilaca
(INH, RIF, EMB, STM, ethionamid) karsi duyarlihigini gesitli konsantrasyonlar
kullanarak Bactec yéntemi ile 7H11 agar proporsiyon ydntemini kullanarak
kargilastirmiglardir. Caligma sonunda iki yéntem arasinda MIK degerleri farkli
bulunmustur. Bunun nedeni olarak da ilaglarin bu besiyerine baglanma, absorbsiyon
ve potensteki azalma ¢zelliklerinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Rastogi ve ark. (72) tarafindan yapilan galismada MTB’nin duyarliigini L-J, 7H10
agar, 7H11 agar ve Bactec yontemi kullanarak karsilastirmali olarak saptamislardir.
Bactec (INH:0.1, RIF:2, EMB:2.5, STM:2 pg/ml) ile 7H11 agar proporsiyon (INH:0.2,
RIF:1, EMB:7.5, STM:2 ug/ml) karsilagtirmiglardir. Bactec ve 7H11 agar proporsiyon



60

yontemleri kargilastiriidiginda INH igin sensitivitesi %100, spesitivite %98.5, RIF igin
sensitivite %100, spesitivite %100, EMB i¢gin sensitivite %100, spesitivite %96.0, STM
igin sensitivite %100, spesitivite %97.6 olarak saptamiglardir.

Siddigi ve ark. (73) tarafindan yapilan bir galismada 224 MTB izolatinin INH, RIF,
EMB, STM’e duyarlihk durumlari Bactec yéntemi ile saptanip iki klasik yontem (L-J ve
7H10 agar) ile karsilagtirmiglardir. Bactec (INH:0.2, RIF:2, EMB:2.5, 10, STM:2
pg/ml), 7H10 agar proporsiyon (INH:0.2, RIF:1, EMB:5, 10, STM:2, 10 ug/ml) ve L-J
proporsiyon (INH:0.2, RIF:40, EMB:2, Dihidrostreptomisin:4 ug/ml) kargilastinimistir.
Bulgu farkliligr en gok STM ve EMB’ de yasanmistir. Bactec EMB igin 2.5 pg/ml,
Middlebrook 7H10 agar 5 pg/ml, L-J 2 pg/ml birbirine benzer bulmuslardir. EMB
Bactec (10 pg/ml), 7H10 Agar (2, 10 pg/ml) ve L-J'den daha aktif bulmuslardir. STM
icin Bactec (STM:4 pg/ml) 7H10 agar (STM:10 pg/ml) den hafifge daha az aktif
bulmuslardir. INH:0.2 pg/ml Bactec ve 7H10 agar proporsiyon arasinda sadece %1.8
ayrilik saptamislardir. RIF icin Bactec ile agar proporsiyon arasinda %100 uyum
vardl. RIF igin Bactec ile L-J arasinda %1.8 ayrilik bulmuslardir.

Hawkins (74) tarafindan yapilan ¢alismada 104 MTB izolati Bactec ve 7H10 disk
metodu kullanilarak antitiiberkiloz direnci karsilastirmali olarak incelemisler. Bactec
(INH:0.2, 1,RIF:2, EMB:2.5, 10, STM:2, 6 ng/ml) ile 7H10 disk proporsiyon (INH:0.2,
1, RIF:1, 5, EMB:5, 10, STM:2, 10 ug/ml) duyarlilikiari karsilastirmislar. INH:0.2 ve 1
pg/ml'de iki yontem arasinda %90 uyum bulmusglardir. RIF:2 ve 1 pg/ml'de iki yontem
arasinda %97 uyum, EMB:2.5 ve 5 pg/ml'de iki yontem arasinda %90 uyum,
EMB:10pg/ml'de iki yéntem arasinda %98 uyum bulmuslardir. STM:2ug/ml'de ik
yontem arasinda %99-%100 uyum, STM:6 ve 10 pug/ml'de iki ydntem arasinda %96

uyum saptamisglardir.
Laszlo (75) tarafindan yapilan galismada 224 MTB izolatinda Bactec (INH:0.2,

RIF:2, EMB:2, 3, 10, STM:4 p/ml) ile L-J proporsiyon (INH:0.2, RIF:40, EMB:2,
STM:4 pg/mi) kargilagtirmiglar. EMB:2 pg/ml igin sensitivite %96, spesitivite %88
bulmuslardir. EMB:3 pg/mli igin sensitivite %96, spesitivite %93 bulmuslardir. EMB:10
pg/ml igin  sensitivite %35, spesitivite %99, RIF:2 pug/ml icin sensitivite %96,
spesitivite %99, INH:0.2 ug/ml igin sensitivite %98, spesitivite %99, STM: 4 pg/ml igin

sensitivite %85, spesitivite %97 bulmuslardir.



61

Suo ve ark. (76) Taiwan’li hastalardan izole edilen MTB kdékenierinin INH, RIF,
EMB, STM igin 7H10 agar, 7H11 agar proporsiyon ve Bactec yéntemini kullanarak
MIK degerlerini saptamak istemigledir. Calisma sonucunda Bactec MIK degerleri
agar proporsiyon yontemine gére bariz distk bulunmustur.

Bu galisma NCCLS'in 6nerdigi antibiyotik konsantrasyonlari kullanilarak yapilmis
olup, toplam 104 Klinik kéken ve 2 standart kokenden elde edilen sonuglara gére,
Bactec sistemi izoniazide karsi duyarlihgi test etmede 0.1 pg/ml ile agar proporsiyon
yonteminin 0.2 ug/ml'de kargilastiriidiginda genel uyum %99 olarak saptandi. Kappa
degeri 0.974 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %98.7 olarak saptandi. INH
icin bu konsantrasyonlarda agar proporsiyon yéntemi ile direngli olup Bactec ydntemi
ile duyarh bulunan 1 kéken saptandt.

Rifampisine kargl Bactec yontemi (2 pug/ml'de) ile agar proporsiyon yéntemi (1
pg/ml'de) ile kargilagtiriidiginda elde edilen sonuglarin hepsi agar proporsiyon
yontemi ile uyumluydu. Yontemler arasi genel uyum %100 olarak saptandi. Kappa
degeri 1.00 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %100 olarak bulundu.

Bu calismada etambutole karsi Bactec 2.5 ug/ml'de ve agar proporsiyon 5
pg/mli'de karsilastiriidiginda Bactec yontemi ile 19 direngli kdken saptanirken agar
proporsiyon yontemi ile 27 kdken saptanmistir. Toplam 8 kéken Bactec sistemi ile
duyarh bulunurken agar proporsiyon yontemi ile direngli bulunmustur. Yéntemler
arasi genel uyum %92.3 olarak saptand!. Kappa degeri 0.779 (P<0.0001), sensitivite:
%70.4, spesitivite: %100 olarak saptandi.

Bactec yontemi ile elde edilen streptomisin (2 pg/ml'de) sonuclari agar
proporsiyon yéntemi (2 pg/ml'de) ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglarin hepsi
proporsiyon yontemi ile uyumluydu. Yéntemler arasi genel uyum %100 olarak
saptandi. Kappa degderi 1.00 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %100 olarak
saptand.

Aragtirmacilarin yaptidi galismalar Bactec sisteminin yeni kullanima girdigi yillarda
yapiimis olup, Bactec ile proporsiyon (L-J, 7H10 agar, 7H11 agar ve disk) metodunu
genelde ayni ilag konsantrasyonlarini kullanarak karsilastirmislardir. izoniazid igin
yapilan caligmalarda iki yontem arasindaki uyumiuluk %90 ile %100 arasinda
dedismektedir (68-70,72-75). Bu calismada INH igin alinan sonug¢ bu aralikta
¢ikmistir. Rifampisin igin alinan sonuglar ise %97 ile %100 arasindadir (69,70,72-
75). Bu degerler bu ¢aligmayi desteklemektedir. Ancak Hoel ve Eng (68) yaptiklari
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galigmada RIF igin Bactec (2 pg/ml) ile 7H10 agar proporsiyon (1 ug/ml) arasinda
uyum bulunamadigini saptamiglardir. Bu ¢alismada RIF igin %100 uyum bulundu.
Etambutol igin yapilan ¢aligmalarda uyum %90 ile %100 arasinda bulunmustur (68-
70,72-75). Woodley (70) tarafindan yapilan ¢alismada EMB igin Bactec (2.5 ug/ml)
7H10 agar proporsiyon (5 pug/ml) arasinda duyarli ve rezistan kokenler arasinda 1.00
uyum bulmustur. Siddigi ve ark. (73) tarafindan yapilan galismada ise EMB igin
Bactec (2.5 ug/ml), 7H10 agar proporsiyon (5 ug/ml) ve L-J proporsiyon (2 ug/ml)
birbirine uygun bulunmustur. Bu ¢aligmada EMB igin genel uyum %92.3 olarak
saptanmigtir. Streptomisin igin yapilan ¢alismalarda uyum %95 ile %100 arasinda
degismektedir (68-70,72-75). Bu ¢ahsmada STM igin genel uyum %100 olarak
bulunmugtur.Bu g¢alismada NCCLS’in 6nerdidi STM igin esit konsantrasyonlar
kullanilmig olup, INH, RIF ve EMB igin farkli konsantrasyonlar kullanilmistir. Nitekim
Suo ve ark. (76) ile Lee ve Heifest (71) yaptiklari ¢alismalarda iki yéntem arasinda
kritik konsantrasyonlar arasinda fark olacabilecegini belirtmiglerdir.

Son yillarda Bactec sistemi yerine kullanilabilecek, en az bu yéntem kadar
guvenilir, hizli bagka bir sivi besiyeri igeren ve tercihan otomatik yeni bir sistemin
kullanima sokulma cabasi giderek hiz kazanmistir. Bu arayistaki en énemli neden
Bactec sisteminde kullanilan besiyerinin radyoaktif madde icermesi ve sisteme iliskin
atiklarin ortadan kaldinlmasi igin pahali ekipman gerektiren atik imha yéntemlerinin
kullaniimasindan dolayi testin birim maliyetinin yuksek olmasidir. Yeni besiyeri
arayiglari sonucunda gelistirilen ve gelismis ulkeler basta olmak tizere tum diinyada
gittikge yaygin olarak kullanilmaya baslayan ilk sivi besiyeri MGIT besiyeridir (77).
Ancak yapilan galigmalar sonunda kontaminasyon riskinin yiiksek oldugu
gosterilmistir (6). Yapilan bazi galismalarda EMB igin duyarliiginin distk oldugu
saptanmistir (78,79). MB/BacT/ALERT MB ile yapilan duyarlilik ¢aligsmalarinda ise,
testlerin sonuglanma siiresinin Bactec sistemine gére daha uzun oldugu ve EMB igin
duyarlthdinin dusuk oldugdu bilinmektedir (6).

Proporsion yéntemi altin standart ve referans yontem olmasina karsin zahmetli ve
is yukan( artirict bir yéntemdir. Bu yéntem ile MTB'in duyarliik paterninin ortaya
konulabilmesi igin 21 ginlik inkiibasyon suresine gereksinim vardir. Ayrica,
proporsiyon yoénteminde ilag dilusyonlan hazirlarken ilacin sterilizasyonu igin
membran filtrelerden gegirilmesi, kullanimdan arta kalan liyofilize toz halindeki ilacin
uygun kosullarda saklanamamasi ve ilacin besiyerine eklenirken uygun sicaklikta ve

konsantrasyonlarda eklenmemesi testte kullanilan ilacin potensini azaltmakta ve
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sonu¢ olarak test edilen kékenlerin duyarlilik paternlerinin yanlis saptanmasina
neden olmaktadir. Bu yontem referans ve altin standart bir yontem olarak kabul
ediimesine ve ucuz olmasina ragmen belirtilen bu zorluklardan dolayi tim diinyada
yaygin olarak kullanian rutin antitiberkiloz ilag duyarllik testi olma Ozelligini
kazanamamisgtir (77).

Gunimlzde yaygin olarak kullanilan Bactec ve agar proporsiyon ybntemleri
avantaj ve dezavatajlar yéniinden degerlendirildiklerinde; Bactec y&nteminin, zaman
yoniinden buytk bir ustinlige sahip oldugu agiktir. Bactec yéntemiyle ilag duyarlilik
sonuglari 4.2-6.9 glin arasinda rapor edilebilirken, klasik ydntemlerle bu siire 13.7-21
gune g¢ikmaktadir. Ayrica Bactec yontemi kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle de,
klasik yontemlere gore Ustinlik gosterir. Ancak radyoaktif materyale ihtiyag
gOstermesi, testin ikincil ilaglara adaptasyonunda kargilagilan bazi guglikler ve
maliyetin yiksek olmasi bu yéntemin dezavantajidir (48).

Bactec ybntemi, agar proporsiyon yontemi ile antibiyotik direncini saptama
agisindan karsilastirildiginda, izoniazid, rifampisin, etambutol ve streptomisinde
basari orani ylksek bulunmustur.

Bactec sistemi izolasyon slrecinin kisali§i, izolasyon sonrasinda antitiiberkiiloz
ilaglara duyarlilik galigilabilmesi kontaminasyon azhdi gibi nedenlerden dolayi rutin
laboratuvarlarda kullanilabilme kolayligi olan bir yéntemdir.

Sonug olarak, Bactec yéntemini birinci segenek antitiiberkiloz ilag (izoniazid,
rifampisin, etambutol ve streptomisin) i¢in duyarlilik testi olarak, agar proporsiyon
yontemine gore ig glicl az, hizl, dodru sonug veren ve bu sistemi kullanan

laboratuvarlarda rutin amagl kullanilabilecek, guvenilir bir ydntem olarak énerebiliriz.



SONUGCLAR

1. Bu galismaya alinan 104 klinik érnekten yapilan ARB arastirmasi sonucunda

%36.54 oraninda pozitiflik saptanmistir.

2. Bu galigmada Bactec sistemi kullanilarak klinik 6rneklerden izole edilen 104 adet
TB kompleks kékeninin birinci segenek ilaglara duyarlilik testi Bactec yontemi ve agar
proporsiyon yéntemine gdre aragtirid, direngli kdkenlerin dagilimi séyle bulundu:
Bactec yontemi ile, toplam 59 kdkenin (%56.73) en az bir ilaca direngli oldugu, 26
kokenin (%25) INH'e, 11 ktkenin (%10.58) RIF'e, 19 kokenin (%18.27) EMB'e, 3
kokenin (%2.89)STM'e direngli oldugu saptandi. Toplam 6 kdkenin (%5.76) iki ilaca,
4 kbkenin (%3.84) direngli oldugu saptandi. Agar proporsiyon yéntemi ile toplam 66
kokenin (%63.46) en az bir ilaca direngli oldugu, 25 kdkenin (%24.04) INHe, 11
kokenin (%10.5) RiF'e, 27 kokenin (%25.96) EMB'e, 3 kdkenin (%2.89) STM’e
direngli oldugu saptandi. Toplam 7 kdkenin (%6.72) iki ilaca, 5 kokenin (%4.81) (g
ilaca direngli oldugu saptanmigtir. Her iki yontemde de doért ilaca birden direncli
kdkene rastlanmamistir.

3. Bu galismada toplam 104 koken ve 2 standart kékenden elde edilen sonuglara
gore Bactec sistemi izoniazide karsi duyarlligi test etmede 0.1 pg/ml ile agar
proporsion yénteminin 0.2 pg/mi’de karsilastiridiginda genel uyum %98 olarak
saptand). Kappa degeri 0.974 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %98.7 olarak
saptandt. INH igin ayni konsantrasyonlarda agar proporsiyon yontemi ile direncli olup
Bactec ydntemi ile duyarli bulunan 1 kéken saptandi.

Rifampisine karst Bactec yontemi (2 pg/mi'de) ile agar proporsiyon yéntemi (1
png/mlde) ile karsiastirildiginda elde edilen sonuglarin hepsi agar proporsiyon
yontemi ile uyumluydu. Yéntemler arasi genel uyum %100 olarak saptandi. Kappa
degeri 1.00 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %100 olarak bulundu.

Bu galismada etambutole kargi Bactec 2.5 pg/mli'de ve agar proporsiyon 5
pg/mlide karsilastinldiinda Bactec yontemi ile 19 direncli kbken saptanirken agar
proporsiyon yontemi ile 27 kéken saptanmistir. Toplam 8 koken Bactec sistemi ile

duyarli bulunurken agar proporsiyon yontemi ile direngli bulunmustur. Yontemler
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aras| genel uyum %78 olarak saptandi. Kappa degeri 0.779 (P<0.0001), sensitivite:
%70.4, spesitivite: %100 olarak saptand..

Bactec yontemi ile elde edilen streptomisin (2 upg/mlP'de) sonuglari agar
proporsiyon yontemi (2 pg/ml’de) ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglarin hepsi
proporsiyon yéntemi ile uyumluydu. Yontemler arasi genel uyum %100 olarak
saptandi. Kappa degeri 1.00 (P<0.0001), sensitivite: %100, spesitivite: %100 olarak

saptandi.
4. Bactec yontemi, altin standart Agar proporsiyon yéntemi ile kargilastirildiginda

birinci segenek ilaglara direng ve duyarliigl saptamada genel uyumu gok iyi olarak

bulunmustur.
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