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OZET

Sertel Selale Deniz. Tiiberkiiloz tanisinda ve ¢ok ilaca direncin (MDR) belirlenmesinde
microscopic-observation drug susceptibility (MODS) yonteminin degeri. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji AD. Doktora Tezi.
Istanbul. 2015

Tiiberkiilozun kontrol altia almabilmesi icin Mycobacterium tuberculosis kompleksi
(MTBC) varligmm ve ilaglara duyarliligmin belirlenmesinde ucuz, hizh ve giivenilir
testlerin varligi ¢ok onemlidir.

Calismada MODS yonteminin direkt tan1 ve duyarhilik agisindan performansinin
belirlenmesi i¢in bu yontem konvansiyonel kiiltiir yontemleri (Lowenstein-Jensen [LJ]
kiiltiirti, MGIT 960 sistemi [Mikobakteri iireme indikator tiipleri: Mycobacteria Growth
Indicator Tube]) ve standart duyarlilik yontemi (MGIT sistemi) ile karsilastirilmistir.

Incelenen 331 balgam 6rneginden 71’inde (%21,45) MODS yontemiyle MTBC varlig
saptanmistir. MODS yonteminin MTBC suslarinin  saptanmasinda duyarhihigi ve
ozgilligi (%95 gliven araligr [GA]) swrasiyla %95,95 (%91,5-100) ve 98,83 (%97,5-
100) olarak bulunmus; preparati aside direngli bakteri (ARB) agisindan pozitif olan
orneklerde duyarhhiginm arttign (%98,55 [%95,7-100]) belirlenmistir. Isoniazide
direncin belirlenmesinde MODS yonteminin duyarlihigi ve ozgiilligi (%95 GA)
sirastyla %87,10 (%75,3-98,9) ve %100 (% 100-100), rifampisine direncin
belirlenmesinde sirasiyla %85,71 (%67,4-100) ve %96,49 (%91,7-100) ve ¢ok ilaca
direncli suslarm belirlenmesinde sirasityla %92,31 (%77,8-100) ve %96,55 (%91,9-100)
olarak bulunmustur. Medyan Kkiiltiir pozitifligi siiresi MGIT sistemi (8 giin) ve MODS
yontemi ile (8 giin) benzer bulunmusken, LJ kiiltiiriiniin pozitiflesmesi anlamh 6lgiide
daha uzun (20 giin) stirmiistiir (her iki karsilagtirma i¢in p=0,000). MODS yontemiyle
duyarhilik sonuglart MGIT sistemine kiyasla anlamli dl¢tide daha kisa siirede alinmigtir
(swrasiyla medyan 8 giin, 20 giin, p=0,000).

Bu calismadan elde edilen sonu¢lar MODS yonteminin tiiberkiilozun direkt tanisinda ve
suslarin isoniazide ve rifampisine duyarliliklarinm belirlenmesinde yiiksek perfomansa
sahip hizli ve ucuz bir yontem oldugunu ve kaynaklar1 kisith olan merkezler basta
olmak iizere laboratuvarlarda rutin olarak uygulanabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler : M. tuberculosis, ¢ok ilaca direncli tiiberkiiloz, ila¢ direnci,
isoniazid, rifampisin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31970
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ABSTRACT

Sertel Selale Deniz. The value of microscopic-observation drug susceptibility (MODS)
assay in the diagnosis of tuberculosis and detection of multidrug resistance (MDR).
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Microbiology.
Istanbul. 2015.

In control of tuberculosis, inexpensive, rapid, and reliable tests, detecting the presence
of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) and its drug susceptibility, are
crucial.

In this study the performance of the MODS assay in direct detection of MTBC and its
susceptibility to drugs was compared with conventional culture methods (Lowenstein-
Jensen [LJ] culture, Mycobacterial Growth Indicator Tube 960 [MGIT] system) and
standart drug susceptibility testing (MGIT system).

Of the 331 sputum samples 71 (%?21.45) yielded culture positive for MTBC by MODS
assay. Sensitivity and specificity (% 95 confidence interval) of MODS assay for
detection of MTBC strains were %9595 (%91.5-100) and 98.83 (%97.5-100)
respectively; the sensitivity of the assay was higher (%98.55 [%95.7-100]) in smear
positive specimens. MODS assay detected isoniazid, rifampicin and multi-drug resistant
isolates with %87.10 (%75.3-98.9), %85.71 (%67.4-100) and %92.31 (%77.8-100)
sensitivity and %100 (%100-100), %96.49 (%91.7-100) and %96.55 (%91.9-100)
specifity, respectively. Median time for culture positivity was similar for MGIT system
(8 days) and MODS assay (8 days) but was significantly longer with LJ culture (20
days) (p=0.000 for both comparisons). Median time to the availability of the
susceptibility results was significantly shorter with MODS assay (8 days) compared to
MGIT system (20 days) (p=0.000).

The findings of this study indicates that MODS assay is an inexpensive and rapid test
with good performance characteristics for direct diagnosis of tuberculosis and detection
of isoniazid and rifampicin resistance and can be applied routinely particularly in
resource limited settings.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, mutlti-drug resistant tuberculosis, drug
resistance, isoniazid, rifampicin.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiim diinyada bilinen en eski hastaliklardan biri tiiberkiilozdur. On sekizinci
yiizyillin sonlar1 ve 19. yiizyillda niifusun artmasi ve sehirlesmenin baslamasiyla
epidemilere yol acmistir. Hastaligin etkeni ve bulas yollarinin bulunmasi ve etkili
ilaclarin gelistrilmesiyle tiiberkiiloz gelismis iilkelerde biiyiik Ol¢iide kontrol altina
alinabilmis olsa da bir¢cok gelismekte olan iilkede mortalite ve morbidite 19. yiizyil
seviyelerinde kalmistir. Edinilmis immiin yetmezlik sendromu (AIDS: Acquired
Immune Deficiency Syndrome) pandemisi ve ¢ok ilaca direncli (CID) Mycobacterium
tuberculosis suglarinin yayilmasi kiiresel tiiberkiiloz (TB) yiikiinii arttirmistir. Kiiresel
olarak diinya niifusunun iigte biri infektedir ve 30 milyon kisi aktif TB hastasidir. TB
diinyadaki en oOliimciil bulasici hastaliklardan biridir ve major kiiresel halk saglig
problemi olarak tanimlanmaktadir, bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii (DSO) TB’nin
olmadig bir diinya vizyonuyla TB’yi durdurma stratejisi (Stop TB strategy)
olusturmustur [1,2,3,4].

Son 20 yilda TB vakalarinin azaltilmasinda 6nemli ilerleme kaydedilmistir. Tiim
diinyada TB insidansinda 2000-2013 yillar1 arasinda ortalama olarak her sene yaklagik
%]1,5 oraninda azalma gozlenmistir. TB prevalansi ve mortalitesi 1990 ve 2013 yillart
arasinda sirasiyla %41 ve %45 oraninda azalmistir. Bu timitlendirici gelismeye ragmen
kiiresel TB yiikii hala ¢ok yiiksektir ve 2015 yilina kadar hedeflenen %50’lik azalmanin
saglanabilmesi icin ilermenin hizlanmasi gerekmektedir. DSO “Kiiresel Tiiberkiiloz
2014 Raporu”na gore 2013 yilinda 9 milyon kiside TB gelistigi, 1,5 milyon kisinin TB
nedeni ile hayatin1 kaybettigi ve TB nedenli Oliimlerin 360.000’inin insan immiin
yetmezlik viriisi (HIV: Human Immunodeficiency Virus) ile infekte kisilerde
goriildiigii tahmin edilmektedir. DSO’ye 2013 yilinda, 5,7 milyonu yeni vaka ve 0,4
milyonu tedavi gormekte olan vaka olmak {iizere toplam 6,1 milyon TB vakasi
bildirilmistir. Bu da, 2013 yilinda gelistigi tahmin edilen 9 milyon TB vakasinin
yaklagik % 64’iiniin saptanabildigini ve sonu¢ olarak, tani1 konulamayan ya da tam
konulmus olsa da ulusal TB programlarina bildirilmeyen yaklasik 3 milyon vaka
oldugunu gostermektedir [5].

Alt1 DSO bolgesinin ikisinde (Amerika ve Bat1 Pasifik bolgeleri) TB hastalik

yiikiinde (insidans, prevalans ve mortalitede) azalma agisindan 2015 yili1 hedeflerine



ulagilmistir. Giiney Dogu Asya bolgesinde kaydedilen ilerlemenin 2015 yilina kadar
belirlenen hedeflere ulasilabilmesini saglayacak diizeyde oldugu diisiiniillmektedir.
Bununla birlikte, insidans, prevalans ve mortalitede azalma olsa da Afrika, Dogu
Akdeniz ve Avrupa bolgelerinde belirlenen hedeflere 2015 yilina kadar ulasilabilmesi
icin yeterli hizda ilerleme kaydedilemedigi belirtilmistir [5].

Insidans ve mortalitenin azalmasina ragmen, CID-TB (en az isoniazid [INH] ve
rifampisine [RiF’e] direncli suslarin neden olugu TB) ve yaygin ilac direncli (YiD)-TB
(INH, RIF ve en az bir florokinolona ve bir enjektabl ilaca direncli olan suslarin neden
oldugu TB), bu hastalifin kontrolii ve tedavisinde biiyiik bir sorun olusturmaktadir.
Kiiresel olarak 2013 yilinda 480.000 kiside CID-TB goriildiigii ve 210.000 kisinin CID-
TB nedeniyle hayati kaybettigi tahmin edilmektedir [5].

lla¢ duyarhlik deneyleri yeterli oranda yapilamadigindan 2013 yilinda kiiresel
olarak CID-TB vakalarmin %45’inin tespit edilebildigi, hastahk yiikii yiiksek olan
ilkelerin ¢cogunda ise bu oranin %30’un altinda kaldig: belirtilmistir. Mevcut durumda,
kiiresel olarak bildirilen yeni vakalarin %3,5’inin ve Onceden tedavi almis olan
vakalarin %20,5’inin CID-TB oldugu bildirilmistir. Tiim diinyada 2013 yilinda hemen
hemen 97.000 hastaya CID-TB tedavisi baslandig1 belirtilmistir. Kiiresel olarak CID-TB

tedavisi alan hastalarin sadece %48’inde tedavi basarili olmustur [5].

Hali hazirda bugiine kadar 100 iilkede YID-TB tespit edilmistir. Tiim diinyada
CID-TB’li hastalarin yaklasik %9 unun YID-TB oldugu tahmin edilmektedir. Kirk
iilkeden bildirilen 1269 YID-TB hastasinmn (2011 kohortu) sadece 284’iinde (%22)
tedavi basariyla tamamlanmistir, 438 hasta (%35) ise hayatim1 kaybetmistir. Kiiresel
olarak tani ve tedavideki yetersizlikler, TB yiikii yiliksek olan ¢cogu iilkedeki sosyal ve
ekonomik istikrarsizlik ve ila¢ direnci olan suslarin yayilliminin artmas: ilag direngli
TB’yi 21. ylizyiln en onemli saglik sorunlarindan biri yapmaktadir. Tan1 ve duyarhlik
deneylerinin hizh ve dogru olarak yapilmas1 ve sonrasinda uygun tedavinin baslatilmasi

TB kontrolii basarisindaki en 6nemli adimdir [5,6].

DSO tarafindan CID-TB'nin hizli tamisinda ticari sivi kiiltiir sistemleri ve
molekiiler line prob deneyleri altin standart olarak kabul edilmislerdir. Bununla birlikte,
teknik zorluk, maliyet ve gelismis laboratuvar altyapilarina gerek duymalar1 nedeniyle

kaynaklar1 kisith olan merkezlerde bu teknolojilerin kullanimi sinirhdir [7].



Son yillarda bir¢ok ticari olmayan kiiltiir ve ila¢ duyarhlik yOntemleri
gelistirilmis ve gelismis labortuvar alt yapilarina ve teknik uzmanliga sahip olmayan
merkezlerde kullanimlar1t amacglanmigtir. Birka¢ yontem hizli ve pahali olmayan
yontemler olarak basta umut vaat etmistir. Bunlardan en gelismis olanlar1 MODS,
kolorimetrik redoks indikatorii (CRI) yontemleri, ince tabaka agar (TLA) yontemleri,
nitrat rediiktaz deneyi (NRA) ve mikobakteriyofaj temelli deneylerdir. Bu yontemler
2009 yilinda DSO tarafindan degerlendirilmis ve yapilan bu degelerledirmede CRI
yontemleri, MODS ve NRA 'nin kullanimimi destekleyen yeterli kanit olduguna kanaat
getirilmistir [7].

MODS yo6ntemi ucuz ve yaygin olarak bulunan laboratuvar ekipmanlar ile
gerceklertirilebilecek hizli bir yontemdir. Bu yontemde ila¢ igeren ve icermeyen sivi
besiyerine hastalardan alinan 6rnekler direkt olarak inokiile edilmekte ve kiiltiirler erken
iireme veya mikrokoloni olusumu yoniinden mikroskopta incelenmektedir. M.
tuberculosis suslarinin sadece ilacsiz besiyerinde iiremesi pozitif kiiltiirii ifade ederken,
hem ilagsiz hem de ilagh besiyerinde iiremesi ilaca direnci gostermekte ve kiiltiir ile
duyarhilk sonuglar1 ayni anda almabilmektedir. MODS yOntemini inceleyen ve
konvansiyonel yontemlerle karsilastiran cesitli caligmalarda MODS'un klinik 6rneklerde
M. tuberculosis varhiginin ve ila¢ duyarlilifinin saptanmasinda konvansiyonel

yontemlere ucuz, ve hizli bir alternatif oldugu belirtilmistir [8-12].

Ulkemizde MODS yéntemini degerlendiren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle calismada TB siipheli hastalara ait balgam Ornekleri hem konvansiyonel
yontemler (MGIT 960 sistemi ve LJ kiiltiirii) hem de MODS yontemiyle incelenmis ve
sonuglar Kkarsilastirilarak, MODS yonteminin kiiltiir ve CID-TB tamisindaki degeri ve

rutin olarak uygulanabilirligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomycetes sinifi, Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae ailesinde yer
alan tek cins olan Mycobacterium cinsine dahil olan mikroorganizmalar ¢ok ince (0,2-
0,4 x 2-10 um), hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz comaklardir. Mikobakterilerin hiicre
duvari, diger bakterilerden farkl olarak N-asetilmuramik asit yerine N-glikolmuramik
asit igerir ve %60 oraninda mikolik asit olarak adlandirilan uzun zincirli, B
hidroksillenmis tek bir smf yag icerir. Cesitli polisakkarit ve peptidler iceren bu
kompleks, hiicre yiizeyinde balmumu 6zelliginde bir yapi olusturur ve bu yapi
mikobakterilerin giiclii hidrofobik 6zellik gostermesine neden olur. Bu hiicre duvari
yapisi nedeniyle mikobakteriler yaygin olarak kullanilan bazik anilin boyalar (Gram
boyama yonteminde kullanilanlar gibi) ile zor boyanirlar. Bununla birlikte 6zel
yontemler ile boyandiklarinda asit ve alkol kullanilsa bile kolay dekolorize edilemezler.
Hiicre duvar yapisina bagli bu énemli 6zelliklerinden dolayr mikobakteriler “aside ve
alkole direngli” olarak adlandirilirlar. Bu 6zellikleri sayesinde mikobakterileri diger

cinslerden ayirt etmek miimkiindiir [1,2,13,14].

Hiicre duvann bircok kimyasal dezenfektanin gecisini engelleyerek
mikobakterileri, kuvvetli asit ve bazlarin asindirici etkisine karst direncli kilar.
Mikobakteriler haricindeki diger mikroorganizmalar bu bilesiklerle muamele
edildiginde zarar goriirken, mikobakteriler bu bilesiklere direngli olma ozelligi
sayesinde balgam gibi klinik 6rneklerin dekontaminasyonu sirasinda daha az zarara
ugrar. Mikobakteriler ayn1 zamanda kuruluga da olduk¢a direnclidirler ancak, sicaklik
ve ultraviyole 1sinlarina duyarhidirlar. Hidrofobik hiicre yiizeyleri kiime yaparak
tiremelerine ve besin maddelerinin hiicre i¢cine yavas alinmasma neden oldugundan,
bircok mikobakteri tiirii 8 ila 24 saatte bir boliinerek yavas iirerler. Tiirler, iireme hizi,
optimal tireme sicakligl, pigment olusturma ve diger biyokimyasal testlerle birbirinden
ayrilir. Glinlimiizde hayvan deneyleri nadiren kullanilmakla birlikte, in vitro olarak

tiretilemediginden bu yontem Mycobacterium leprae i¢in uygundur [1,13-15].

Molekiiler teknikler sayesinde giliniimiizde 200’e yakm mikobakteri tiirii
tanmimlanmustir. Cogunlugu cevresel saprofitler olsa da bazilari insan ve hayvanlarda

firsat¢1 infeksiyonlar olusturabilir. Bununla birlikte, insanlarda mikobakterilerin neden



oldugu, zorunlu patojenlerce olusurulan iki hastalik bulunur: TB ve lepra. TB
hastaligima MTBC iiyeleri neden olur, lepra hastaliginda ise etken Mycobacterium

leprae ‘dir [2,14].

2.2, Tiiberkiiloz

TB solunum yoluyla bulasan bir hastaliktir ve infeksiyon etken organizmayi
tastyan damlacik ¢ekirdeklerinin inhalasyonuyla gerceklesir. Bunun yam sira insanlar,
TB’li ineklerin siitiinii tiikettikten sonra gastrointestinal yolla (pastorizasyon islemi
nedeniyle giiniimiizde yaygin degildir) veya nadiren, biitiinligli bozulmus deri yoluyla
da infekte olabilirler. Tek bir Oksiiriik ile 3000 kadar infekte damlacik olusabilmekte ve
duyarli bireylerde 10’dan az sayida mikroorganizma pulmoner infeksiyon
olusturabilmektedir. Bu nedenle infeksiyon kapma olasihg hastalikli Kisinin
balgaminda bulunan mikroorganizma sayisi, Oksiirikk sikligi ve verimliligi, temasin
yakinligl ve temas alaninin yeterli oranda havalandirilip havalandirilmasina baghdir.
Epidemiyolojik veriler, genellikle insanlarda infeksiyon olugmasi i¢in diisiik dozlardan

ziyade yiisek dozlar veya uzun siireli maruziyet gerektigini gostermistir [15].
Primer tiiberkiiloz:

M. tuberculosis intraseliller bir patojendir ve infeksiyon olusturmasmdaki
basaris1 fagositlerin 6ldiirme mekanizmalarindan kagma yetenegine baghdir. Primer TB,
TB etkeni bakteriyi iceren damlacigin inhalasyonunun ardindan periferal solunum yolu
alveollerine (¢cogunlukla orta ve alt loblar) dagildig: ilk infeksiyondur. Etken bakteriler
burada alveolar makrofajlarca taninir ve fagosite edilirler. Boylelikle makrofajlar ile,
glinler i¢inde ¢oziimlenebilecek veya yillarca siirebilecek, iki cepheli bir savas baglamis
olur. Ik cephe makrofajin sindirim mekanizmalaridir. M. tuberculosis fagozomun
asidifikasyonunu engelleme yetenegine sahiptir, bu da asidik pH gereksinimi duyan
lizozom enzimlerinin etkisini azaltir. Bdylece mikroorganizmalar aktive olmamis
makrofajlarin sitoplazmasinda serbestce cogalabilirler. Ikinci cephe TH; yamtinn
tetiklenmesidir. Bu siire¢c mikobakterilerin sindirilmesi ve bilesenlerinin hiicre
yiizeyinde sunulmasiyla baslar ve makrofajlarin sitokinler ile aktive edilmesiyle
sonlanir. Infeksiyonun kisa ve uzun vadeli sonuclari makrofaj aktivasyon siirecinin M.

tuberculosis suglarinin hiicre i¢indeki iistiinliigii ile miicadelesine baghdir [15-20].

Infeksiyonun erken safhalarinda, M. tuberculosis tasiyan makrofajlar lenfatik

kanallar araciligityla hiler lenf nodiillerine ulasir ve burada ek bir infeksiyon odagi



olusur. Buradan bakteriler karaciger, dalak, bobrek, kemik, beyin, meninksler veya
akcigerlerin diger bolgeleri gibi cesitli dokulara yayilir. Infeksiyonun ilk odag: ile
birlikte genislemis hiler lenf nodiilleri primer kompleksi olusturur. Infekte inegin siitii
icilmisse primer kompleks bademcikler ve servikal nodiilleri veya bagirsaklar ve de
mezenterik lenf nodiillerini kapsar. Benzer bir sekilde bolgesel lenf nodiillerinin
katilimiyla primer odak deri de olabilir. Tiiberkiilozun bu nadir tipi anatomi uzmanlari,

patologlar ve kasaplar gibi et ile ugrasan kisilerde goriilen bir meslek hastaligidir [2,15].

Primer lezyonda M. tuberculosis hiicreleri ¢ogalirken makrofajlar ve dendritik
hiicreler sitokinler (tiimor nekroz faktor, interlokin-12, interferon gamma [IFN-y])
salarak T hiicreleri ve diger inflamatuvar hiicreleri infeksiyon bolgesine ¢ekerler. CD4
T hiicreleri, miiteakip 3-9 hafta boyunca makrofajlarin primer aktivatoriiniin IFN-y
oldugu TH; tipi immiin yanit1 baslatir. Bu haftalar boyunca bakteriler ¢cogalip, ayni
zamanda gecikmis tip asir1 duyarliik yaniti olusturmak icin gerekli miktarda
mikobakteriyel proteinler olusturabilirler. Gecikmis tip asirt duyarhlik yaniti siirece
yikic1 bir unsur ekler ve TB’de hasarin bilinen tek nedenidir. Mikobakteriyel proteinlere
spesifik gecikmis tip duyarlilik yanit1 kalir ve bu yanit tiiberkiilin deri testinin temelini

olusturur [15,17,19].

Graniilom denilen mikroskopik bir yapida TH; ve gecikmis tip duyarlilik
yanitlarinin  karisimi meydana gelir. Graniilom lenfositler, makrofajlar, epitileoid
hiicreler (aktive makrofajlar), fibroblastlar ve ¢ok cekirdekli dev hiicrelerden olusur.
Graniilom biiyiidiikce hipersensitivite reaksiyonunun yikici dogasi nekroza neden olur.
Biiyiik lezyonlar, merkezindeki materyalin peynirimsi yar1 kat1 yapisi nedeniyle kazedz

nekroz olarak tanimlanir [15,17,19].

Aktive makrofajlar TB etkeni bakterilerin ¢cogalmasini inhibe ederler fakat hiicre
icindeki bakterileri oldiirme yetenekleri kisitlidir. Graniilom i¢indeki metabolik olarak
cok aktif olan makrofajlar oksijeni (O,) tiiketirler ve sonucunda lezyoun ortasinda
meydana gelen anoksi ve asidoz bakterilerin ¢ogunu Oldiiriir. Graniilom olusumu
genellikle primer infeksiyonu smirlanmasi icin yeterlidir: lezyon pasif hale gelir,
etrafindaki fibroblastlar kalin bir yara dokusu olusturur, bu doku kalsifiye de olabilir.
Bakteri yiiklii makrofajlarin sitotoksik T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler aracili

apoptozu (programli hiicre 6liimii) koruyucu bagisikliga katkida bulunur [2,17,20].



Vakalarm az bir kisminda infeksiyon odaklarindan biri ilerler ve progresif lokal
lezyonlar, menenjit, plevra iltihabi, bobrek hastali§i, omurga ve diger kemik ve
eklemlerin hastalig1 dahil primer hastaligin ciddi belirtileri ortaya ¢ikar. Odak icerigini
bir damara bosaltirsa, bakteriler tiim viicuda yayilir ve ¢ok sayida graniilom olusur. Bu

form milier TB olarak bilinir [2].

Primer TB ya asemptomatiktir ya da sadece ates ve halsizlikle kendini gosterir.
Akciger grafisinde, akcigerlerin orta bolgelerinde infiltrasyon ve hilus etrafinda
genislemis lenf nodiilleri goriilebilir. Bu lenf nodiilleri fibrinlesir ve bazen de kalsifiye
olur, bu gerceklestiginde grafide karakteristik bir goriintii (Ghon kompleksi) ortaya
cikar [15].

Post primer tiiberkiiloz:

Dormant odaklarin reaktivasyonu veya eksojen reinfeksiyon, primer hastaliktan
farklidir (Bkz Tablo 2-1). Tam olarak bilinmeyen sebeplerle reaktivasyon veya
reinfeksiyon tiiberkiilozu akcigerlerin iist loblarinda gelisme egilimi gosterir. Graniilom
olugma siirecleri aynidir fakat reaksiyonun nekrotik unsuru yaygin doku yikimina ve
tilberkiillom denilen genis kazeasyon bolgelerinin olusmasma neden olur. Aktive
makrofajlardan serbestlesen proteazlar kazedz materyali yumusatir ve sivilastirir; timor
nekroz faktor ve diger immiinolojik aracilarin asir1 miktarda iiretilmesiyle hastalik icin

karakteristik olan tilkenme ve ates meydana gelir [2,17,19].

Tablo 2-1. Primer ve post primer tiiberkiilozun temel farkhihklari.

Ozellik Primer Post primer

Lokal lezyon Kiiciik Genis
Lenfatik tutulum Var Minimal
Kavite olusumu Nadir Sik

LTSV GO S B Negatif (baslangicta) Pozitif
Infektivite* Nadir Stk

Bolge Akcigerin herhangi bir bolgesi Apikal Bolge
Lokal yayilhim Nadir Sik

* Pulmoner vakalar

Tiiberkiilomun i¢ kismi asidik ve anoksiktir ve az sayida canli bakteri icerir.
Bununla birlikte zamanla genisleyen lezyon brons duvarini asindirir ve sivilagmis
bilesenler brons i¢ine bosaltilir, boylelikle iyi havalandiridmis bir kavite olusur. Kavite
olustugunda yiiksek miktarda mikroorganizma balgama gecer ve hasta acik ve

infeksiyoz bir vaka haline gelir. Post primer tiiberkiilozda, organizmalarin lenf



nodiillerine ve diger organlara yayilmasi nadir goriiliir. Bunun yerine infeksiyon
brongsiyal agac boyunca yayilir ve akcigerlerin daha alt bolgelerinde ve bazen de trakea,
larinks ve agizda sekonder lezyonlar gelisir. Balgamdaki mikroorganizmalarin
yutulmasi1 bagirsaklarda lezyon olusumasina yol acgar. Sekonder lezyonlar renal
tilberkiiloz vakalarinda mesane ve epididimde de olusabilir. Post primer kutanoz
tiiberkiiloz (lupus vulgaris) genelikle yiiz ve boyunu etkiler. Tedavi edilmezse biiyiik
yara ve deformite olusmasma neden olur. Cogu lupus vulgaris vakasinda etken M.

bovis’tir ve giinimiizde gelismis lilkelerde nadiren goriiliir [2,17,19].
Reaktivasyon tiiberkiilozu:

Immiin yamt M. tuberculosis ’in hiicre icinde ¢ogalmasmi durdurusa primer
infeksiyon ilerlemez. Bakterilerin ¢ogalmasi durur, lezyon fibroz olusumu ile iyilesir ve
mikroorganizmalar yavasca Oliir. Bu siire¢ diger bircok infeksiydz organizmada da
goriiliir ve infeksiyon bu sekilde sonlanir, ancak TB’de oksijen ve besin yoklugunda
mikroorganizmalarin bazilar1 6lmez ve dormant (uyku hali) duruma gecer. Bu degisime
neden olan spesifik faktorler bilinmemektedir fakat M. tuberculosis ‘in hiicre duvarinda
yer alan balmumu benzeri yapmin bu kosullar altinda bakterilerin hayatta kalmasina
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu organizmalar akcigerlerde ve diger bolgelerde
aylar, yillar ve hatta dekatlar boyunca varhklarini siirdiirerek tekrar aktive olmayi
beklerler. Primer infeksiyondan sonra ¢ogu kiside orijinal popiilasyonun tamamen yok
olmas1 veya reaktivasyon i¢in gereken kosullarin olusmamasi nedeniyle reaktivasyon

hi¢bir zaman gerceklesmez [15,17,19].

Her ne kadar mikobakteriye ait faktorler (resiisitasyonu tesvik edici faktor)
tanimlanmis olsa da bu dormant odaklarin reaktivasyon mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Genellikle bagisiklik sisteminin zayiflamasi sorumlu tutulmaktadir.
Yeni odaklar genellikle oksijen basinci nispeten yiiksek, aerop M. tuberculosis ’in
tiremesi acisindan elverisli olan viicut bolgelerinde (en yaygin olarak akcigerlerin iist
bolgeleri) bulunur. Nekroz siklikla kii¢iik bir bronsun duvarinda yer alir ve nekrotik
materyal buradan brons icine bosaltilir, bu da pulmoner kavite olusumu ve bronsiyal

yayilim ile sonuclanir. Siklikla kii¢iik kan damarlar1 da hasara ugrar [15,19].

Primer infeksiyondan sonra iyilesen kisilerin yaklasik %10’unda yasamlarmin
bir noktasinda klinik hastalik (sekonder TB) gelisir. Batili iilkelerde dormant

lezyonlarm reaktivasyonu siklikla 50 yas Ustii kisilerde goriiliir ve erkeklerde daha



yaygindir. Reaktivasyon malniitrisyon, diyabet, ilerlemis yas ve kisinin hayatinda
meydana gelen dramatik degisiklikler nedeniyle bagisiklik sisteminin baskilanmasiyla
iligkilidir. TB’nin yaygin oldugu bélgelerde reaktivasyon, daha sik geng¢ eriskinlerde
ergenlik ve hamileligin eslik ettigi immiinsiipresyon nedeniyle goriiliir. Son zamanlarda
primer TB’nin ilerlemesi ve reaktivasyonu, daha genc¢ eriskinlerde AIDS’in bir

komplikasyonu olarak artmustir [15].

Insanda TB hastaligina MTBC iiyeleri neden olur. MTBC tek bir tiiriin genetik
olarak birbirine cok yakin (> %95 DNA-DNA homolojisi gosteren) varyantlarindan
olusan bir gruptur. Bu kompleksin iiyeleri asagida siralanmustir [2,14,21,22].

» M. tuberculosis: Insanlarda TB’nin en sik goriilen etkenidir.

M. bovis: Sigirlar ve insanlar dahil bircok diger memelide TB’nin baslica

etkenidir.

* M. africanum: Insan ve sigir tiplerinin ara formudur. Insan tiiberkiilozuna
neden olur ve esas olarak ekvatoral Afrika’da bulunur. Tip 1 Bati1 Afrika’da
daha yaygindir ve M. bovis ile ortak bircok o6zelligi bulunur; tip 2 ise
agirlikli olarak Dogu Afrika kokenlidir ve M. tuberculosis ’e daha ¢ok

benzer.

» M. caprae: Kegilerden izole edilmistir ve veteriner cerrahlarda az sayida TB

vakasina neden olmustur.

» M. pinnipedii: Fok baliklarinda nadir goriilen patojendir ve mesleki olarak

fok baliklari ile birlikte olan insanlarda ¢ok seyrek olarak TB’ye neden olur.

» M. microti: Tarla faresi ve diger kiiciik memelilerde ¢ok nadir karsilasilan
bir patojendir ve insanlarda atteniiedir. Bununla birlikte hem bagisiklik
sistemi saglam hem de baskmnlanmis insanlarda TB nedeni olarak

tanimlanmustir.

» M. canettii: Kompleksin ¢ok nadir goriilen ve genetik olarak primitif bir
tiyesidir.

* M. mungi: Kompleksin en yeni iiyesidir, banth firavun farelerinden izole

edilmistir.
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2.2.1. Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz hala tiim diinyada onemli bir saglik sorunudur. DSO “Kiiresel
Tiiberkiiloz 2014 Raporu”na gore diinya genelinde tiiberkiiloz insidans, prevalans ve
mortalite oranlar1 diigsmektedir; bununla birlikte kiiresel tiiberkiiloz yiikii halen ¢ok
yiiksektir. Bu rapora gore, 2013 yilinda 9 milyon kiside TB gelistigi, 1,5 milyon kiginin
TB nedeni ile hayatin1 kaybettigi ve TB nedenli 6liimlerin 360.000’inin HIV (+)
kisilerde goriildiigii tahmin edilmektedir. DSO’ye 2013 yilinda 5,7 milyonu yeni vaka
ve 0,4 milyonu tedavi gormekte olan vaka olmak iizere toplam 6,1 milyon TB vakasi
bildirilmistir. Bu da, 2013 yilinda gelistigi tahmin edilen 9 milyon TB vakasinin
yaklasik % 64’lniin saptanabildigini ve sonug¢ olarak, tam1 konulamayan ya da tani
konulmus olsa da ulusal TB programlarina bildirilmeyen yaklasgik 3 milyon vaka

oldugunu gostermektedir [5].

Iki bin on ii¢ yilinda TB gelistigi tahmin edilen 9 milyon kisinin yarisdan
fazlas1 (%56) Giiney Dogu Asya ve Bat1 Pasifik bolgelerinde bulunmaktadir. Vakalarin
yaklagik dortte biri ise Afrika bolgesinde goriilmiistiir, bu bolge ayni zamanda
popiilasyona gore en yiiksek vaka ve oliim oranlarina sahiptir. Toplam vakalarin % 24

ve %11 ‘i sirasiyla Hindistan ve Cin’de ortaya ¢ikmustir [5].

TB vakalar1 ve TB nedenli oliimlerin yaklasik %60’1 erkeklerde goriilmekle
birlikte kadmlar arasinda da hastahk yiikii ¢cok yiiksektir. Iki bin on ii¢ yilinda 510.000
kadinin TB nedeniyle hayatim1 kaybettigi tahmin edilmektedir. TB nedeniyle olen
kadinlarmm iicte birinden fazlasmin HIV (+) oldugu belirtilmistir. HIV (-) ¢ocuklarda
2013 yilinda 550.000 (aralik, 470.000-640.000) TB vakas1 ve 80.000 (aralik, 64.000-
97.000) TB nedenli 6liim goriildiigi tahmin edilmektedir [5].

Iki bin on ii¢ y1linda TB gelisen 9 milyon kisinin 1,1 milyonunun (%13) HIV (+)
oldugu tahmin edilmektedir. HIV (+) TB vakalarinin ve HIV (+) kisilerde goriilen TB

nedenli 6liimlerin beste dordii Afrika bolgesinde goriilmektedir [5].

Yeni vakalarim % 3,5’inin ve Onceden tedavi gormekte olan vakalarin ise
%?20,5’inin CID-TB oldugu; ortalama olarak CID-TB vakalarinm %9 unun da YiD-TB
oldugu tahmin edilmektedir. Bildirilen tiim TB vakalarmnm (6,1 milyon) hepsine
duyarlilik testlerinin yapilmis olmasi durumunda 2013 yilinda 300.000 CID-TB
vakasinmn saptanmis olacag: belirtilmistir. CID-TB oldugu tahmin edilen 300.000
vakanin 136.000°1 saptanmis ve bildirilmistir. Bu da yaklasik olarak her iki vakadan
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birinin (%45) tespit edildigini gostermektedir, 2009 yilinda bu oranin alt1 da bir oldugu
diisiiniildiigiinde direncli TB vakalarinin saptanmasinda ilerleme kaydedildigi

goriilmektedir [5].

Tedavi basar1 oran1 2013 yilinda yiiksek seyretmis, tiim yeni vakalarin yaklagik
% 86’sinda tedavi basarili olmustur. Her ne kadar Avrupa bolgesinde tedavi basari
oraninda 2011 yilmdan bu yana ilerleme kaydedilmisse de 2012 yilinda %75 ile

ortalamanin altinda kalmastir [5].

Iki bin on ii¢ yilinda toplam 97.000 hastaya CID-TB tedavisi baslanmustir ve
2009 yili ile karsilastirildiginda 2013 yihnda CID-TB tedavisi baslanan hasta sayisinda
3 kat artis oldugu goriilmektedir. CID-TB tedavisi sonuglar ile ilgili en giincel veriler
2011 yilinda tedavisi baslanan hastalara aittir. Kiiresel basar1 oraninin %48 oldugu
belirtilmistir. CID-TB vyiikii yiiksek olan 27 iilkenin besinde (Etiyopya, Kazakistan,

Myanmar, Pakistan ve Viyetnam) tedavide >%70’lik basar1 orani elde edilmistir [5].

Ulkemizdeki TB verilerine bakacak olursak, DSO’niin 2014 yilinda yayimladig
raporunda 2013 yih icin mortalite HIV (-) vakalarda 100.000 kiside 0,42 (0,24-0,65),
HIV (+) vakalarda 100.000 kiside 0,01 (0,01-0,02); prevalans HIV (+) vakalar dahil
100.000 kiside 23 (11-39); insidans, HIV (+) vakalar dahil 100.000°de 20 (19-22), HIV
(+) TB insidansmm ise 100.000’de 0,1 (0,1-0,1) oldugu belirtilmistir. ki bin on iic
yilinda toplam 13.409 vaka bildirildigi ve bunlarm 239’unun 6nceden tedavi gormiis
oldugu, 818’inde ise relaps goriildiigii belirtilmistir. Bildirilen 12.352 yeni vakanin
4.561’inin ekstrapulmoner vaka oldugu belirtilmistir. Toplam 13.170 yeni ve relaps
goriilen vaka oldugu bu vakalarm 581’inin (%4) 15 yas alti ¢ocuklarda goriildiigii ve
erkek/kadm oranmin 1,4 oldugu belirlenmistir. CID-TB oran1 yeni vakalarda %2,5 (2,1-
3), onceden tedavi gormiis vakalarda ise %18 (15-21) olarak bulunmustur. TB
hastalarinin 8.787’inin HIV durumunun bilindigi ve HIV (+) hasta sayisinin 32 oldugu
belirtilmistir. Tedavi basar1 oran1 2012 yilinda tedavisi baslanan yeni vakalarda %88,
onceden tedavi gormiis olan vakalarda %66, HIV (+) vakalarda ise %51 olarak
bulunmustur. ikinci secenek ilaglar ile tedavisi 2011 yilinda baslanan RiF’e direncli
TB/CID-TB vakalarmin %66’sinda ve YID-TB vakalarmin tiimiinde (%100) tedavi
basarili olmustur. TB mortalitesi ve prevalansmin yillar icindeki degisim grafikleri

sekil-2.1°de verilmistir [23].
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2.2.2. Laboratuvar Tamsi
TB’nin kesin tanis1 etken mikroorganizmanin kiiltiir besiyerinde iiretilmesiyle

yapilir.

2.2.2.1. Orneklerin toplanmas ve islenmesi:
Aside direngli bakteriler (ARB’ler) viicuttaki hemen her doku ve organi infekte
edebilirler. Organizmanin basaril bir sekilde izole edilmesi alinan drnegin kalitesine ve

mikobakteriyoloji laboratuvarinda kullanilan yontemlerin duyarhligina baghidir [13,14].
Balgam ornekleri

Pulmoner TB tanis1 i¢cin balgam veya indiiklenmis balgam 6rnekleri tercih edilir.
Birbirini izleyen ii¢ giin boyunca sabah balgami alinmalidir. Tikiirik ve nazal
sekresyonlar alinmamalidir ve hastalarin bu siirecte oral antiseptik kullanmalari
onerilmektedir. Hasta kendiliginden balgam cikartamiyorsa aerosol ile indiiklenmis
balgam 6rnegi alinir. Indiiklenmis balgam talimatlar1 uygulayabilen ayaktan hastalardan
allmmalidir. On ml balgam O©rnegi almmali ve Ornekler hemen laboratuvara
ulastirilmalidir. Hemen isleme alinamayacak ornekler buzdolabinda bekletilmelidir

[13,14].

Bronsiyal aspiratlar, bronkoalveolar lavaj ornekleri, ince igne aspiratlari ve

akciger biyopsi 6rnekleri

Balgam c¢ikartamayan bazi hastalarda invaziv tekniklerin uygulanmasi
gerekebilir. Capraz kontaminasyonun onlenmesi icin bronkoskopun temizlenmesine
0zel onem gOsterilmesi gerekir. Ayrica, cevresel mikobakteriler icerebileceginden
bronkoskop musluk suyu ile temas etmemelidir. ince igne aspirasyonu ve acik akciger

biyopsisi tan1 konulmasi zor olan vakalarda uygulanabilir [13,14].
Gastrik lavaj sivis1 (Aclik mide suyu)

Gastrik lavaj, gece boyunca balgammi yutan hastalarda tercih edilir. Bu
prosediiriin kullanimi, koma halindeki veya bunamis, yatan hastalar, 3 yasindan kiiciik
cocuklar ve aerosol indiiksiyonuyla balgam ¢ikaramayan hastalar ile sinirhdir. Uyku
sirasinda yutulan balgamlarin toplanabilmesi i¢in 6rneklerin sabah erkenden a¢ karnina
alinmasi onerilmektedir. Ust iiste ii¢c giin boyunca 5-10 ml 6rnek almmalidir. Ornekler
dort saat icerisinde islenemeyecek ise laboratuvar, icerisinde 100 mg sodyum karbonat

bulunan steril, tek kullanimlik kaplar temin etmelidir. Uzun siireli aside maruziyet
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mikobakterilere zarar verdigi icin notralize edilmemis Ornekler kabul edilmemelidir

[13,14].
idrar 6rnekleri

Birbirini izleyen ii¢ giin boyunca orta akim sabah idrar1 alinmalidir. Gece
boyunca mikobakteriler mesanede biriktigi i¢in en iyi sonug¢ sabah toplanan ilk idrardan
alnir. Genellikle kiiltiir i¢in en az 40 ml idrar 6rnegi gereklidir. Diisiik hacimli veya 24
saatlik idrar Ornekleri kabul edilmemelidir. Kateterizasyon, sadece orta akim idrar

ornegi alinamadiginda uygulanmahdir [13,14].
Viicut sivilar:

Aspirasyon ile veya cerrahi prosediirler sirasmda miimkiin oldugunca ¢ok viicut
stvis1 (Orn., beyin omurilik sivist [BOS], plevra, periton, perikard sivisi veya sinoviyal
s1v1) aseptik olarak toplanmalidir. Bazi viicut sivilar1 (6rn. BOS ve periton diyaliz sivisi)
cok az sayida mikobakteri icerebileceginden izolasyon oranini arrtirmak i¢in diger

stvilardan daha fazla miktarda (6rn. BOS i¢in > Sml) 6rnek alinmasi 6nerilir [13,14].
Doku (lenf nodu, deri ve diger biyopsi ornekleri)

Miimkiinse en az 1 g doku aseptik olarak steril bir kaba alinmahdir. Doku
parcasi tuzlu su veya baska sivilar i¢cine alinmamali ya da gazli beze sarilmamalidir.
Kutanéz iilserlerde biyopsi érnegi lezyonun periferinden alimmalidir ve hem 30 °C hem
de 37 °C “de inkiibe edilmelidir. Cok kiiciik biyopsi 6rnekleri az miktarda steril tuzlu su

ile nemlendirilebilir.

Kontamine oldugu diisiiniilen biiyilk doku parcalart steril bistiiri ve makas
yardimiyla kiiciik parcalara ayrilmalidir sonrasinda az miktarda steril tuzlu su veya
%0,2 sigir albumini ile steril doku Ogiitiiclisii ile homojenize edilmelidir. Bu
siispansiyon daha sonra balgam Ornegi gibi islenmelidir. Eger steril olup olmadi&
bilinmiyorsa homojenize edilmis doku 6rneginin yarisi direkt sivi veya kati besiyerine
ekilmeli diger yaris1 ise balgam 6rnegi gibi islenmelidir. Doku 6rnegi aseptik kosullarda
allmmigsa ve kontamine olmadigi diisiiniiliiyorsa dekontamine edilmeden islenebilir

[13,14].
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Yara, deri lezyonlar ve aspiratlar

Bir deri lezyonu veya yaradan alinan ornegin kiiltiirii yapilacaksa en iyi ornek
toplama yontemi aspirasyondur. Miimkiin oldugunca ¢ok ornek aseptik olarak aspire
edilmelidir. Aspirasyondan once deri alkol ile temizlenmelidir. Hacim aspirasyon i¢in
yeterli degilse cerahat ve eksiidalar ekiivyon ¢ubugu ile almip transport besiyerine
konulmaldir, kuru ekiivyon ¢ubuklar1 kabul edilmemelidir. Bununla birlikte ekiivyon
cubuguna almman 6rnekten yapilan kiiltiirden elde edilecek negatif sonug giivenilir kabul

edilmediginden bu durum kiiltiir raporunda belirtilmelidir [13,14].
Kan ornekleri

[mmiin sistemi baskilanmis hastalarda, ozellikle de HIV ile infekte kisilerde,
dissemine mikobakteri infeksiyonlar1 goriilebilir. Bu infeksiyonlarmn ¢ogunda etken
Mycobacterium avium kompleksi (MAC) tiyeleridir. Kan 6rnegi ekim i¢in laboratuvara
gonderilecekse antikoagiilan olarak sodyum poliyanetilen siilfat, heparin veya sitrat
kullanilabilir. Etilendiamin tetraasetik asit iceren tiiplere alinmis veya pihtilasmis kan
ornekleri kabul edilmemelidir. Kan 6rneginin direkt kat1 besiyerine ekilmesi onerilmez.

Kan 6rnegi hemen isleme alinamayacaksa oda sicakliginda saklanmalhdir [13,14].
Diski o6rnekleri

Disk1 orneklerinden aside direngli boyama ve/veya Kkiiltiir, dissemine MAC
infeksiyonu gelisme riski olan AIDS’li hastalar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu
uygulamanmn klinik yarar1 tartismali olsa da preparat ve/veya Kkiiltiir pozitifligini
genellikle disseminasyon izlemektedir. Digk1 6neklerinin konulacag kaplar, temiz, kuru
ve balmumu icermeyen kaplar olmali ve koruyucu veya sulandirici madde

icermemelidir. Idrarla kontaminasyondan kagmilmalidir [13,14].
Orneklerin islenmesi

Steril  olmayan  klinik  Orneklerden = ARB’lerin izole edilmesinde,
dekontaminasyon-homojenizasyon ve konsantrasyon adimlarmi iceren birkag yontem
kullanilir. Steril bolgelerden aliman ornekler besiyerine direkt olarak veya konsantre

edildikten sonra ekilir [13,14].
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Kontamine ornekler

Mikobakteri kiiltlirii icin gonderilen Orneklerin cogu organik kalinti (miisin
gibi), doku, serum ve organizmalar ile kontamine diger proteindz materyalleri icerir.
Buna en tipik Ornek balgamdir. Laboratuvarlarda bu Ornekler, hizh {ireyip
mikobakterilerin iiremesini baskilayabilecek mikroorganizmalarm o©ldiiriilmesi veya
sayisimin azaltilmas: ve mikobakterilerin musin ve/veya hiicrelerden salinmasini
saglayacak sekilde islenmelidir. Dekontaminasyon isleminden sonra mikobakterilerin

izolasyon sansin1 arttirmak icin drnekler konsantre (genellikle santrifiij ile) edilir.

Sik kullanilan dekontaminasyon-homojenizasyon yontemleri arasinda sodyum
hidroksit (NaOH) yontemi, N-asetil-L-sistein-NaOH (NALC-NaOH) yontemi, Zefiran-
trisodyum-fosfat yontemi yer alir. Bir diger yontem olan oksalik asit yontemi, Gram
negatif comak, Ozellikle Pseudomonas ve Proteus tirlerini, iceren Orneklerin
islenmesinde c¢ok yararlidir. NaOH sik kullanilan bir dekontaminant ve ayni zamanda
mukolitiktir. Bir klinik ornegi sivilastirmak icin NALC, ditiyotretiol (sputolizin) ve
enzimler gibi cesitli maddeler kullanilabilir. Bu maddelerin hi¢ biri bakterileri inhibe
etmez. Bircok yontemde sivilastirma (organizmalarin miisin veya hiicrelerden
salinmasi) islemi, kapal1 bir kapta bulunan 6rnegin vorteks tipi bir karistirict ile giiclii
sekilde karigtirilmasiyla yapilir. Karistirildiktan sonra kap 15 dakika bekletilerek olusan
aerosollerin ¢okmesi beklenir. Bu islem sonunda tiipe pH 6,8 fosfat tamponu eklenerek
dekontaminasyon islemi durdurulur ve notralizasyon asamasi baglatilir. Tiim bu
islemlerin laboratuvar giivenlik protokollerine uyularak biyogiivenlik kabinlerinde
yapilmasi son derece Onemlidir. Homojenizasyon-dekontaminasyon ve notralizasyon

sonrasinda ornekler > 3000 x g’de santrifiij edilerek konsantre edilirler [13,14].

Solunum yolu oOrnekleri disinda pek cok diger 6rnek de normal flora igerir.
Orneklerin islenmesiyle ile ilgili zel durumlar asagida verilmistir.
— Aerosol ile indiiklenmis balgam 6rnegi, balgam 6rnegi gibi islenmelidir.

— Gastrik lavaj ornekleri alindiktan sonra 4 saat icerisinde islenmeli veya %10
sodyum karbonat ile notralize edilmeli ve balgam Orneginde oldugu gibi

islenene kadar buzdolabinda bekletilmelidir.
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— Aspirat 0rnegi 10 mlI'nin lizerinde ve sulu goriinlimli ise, balgam
orneklerinde yapildigi gibi, 6rnek santrifiij edilip sedimenti isleme alinabilir

[13,14].
Steril ornekler

Aseptik olarak alinan doku veya viicut sivilarina genellikle homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemleri uygulanmaz. Kontamine oldugu belirlenen Ornekler

dekontamine edilmelidir.

BOS ornekleri aseptik kosullarda islenmeli ve yeterli miktarda gelmisse santrifiij
edilmelidir. Siipernatan atilmali, sediment preparat yapilmadan ve besiyerine ekilmeden
once vortekslenmelidir. Miktar1 yetersizse BOS oOrneginden direkt preparat ve kiiltiir

yapilmalidir.

Plevra sivist steril antikoagiilan tiiplere alinmalidir. Eger sivi pihtilagirsa esit
miktarda sputolizin ile sivilastirilip iyice karigtirilmalidir Eklem sivisi ve diger steril

eksitidalar aseptik olarak direkt besiyerine ekilebilir [13,14].

2.2.2.2. Aside direncli boyama

ARB’lerin saptanmasinda bazik fuksin boyasi ve florokrom boyasi kullanilan ii¢
boyama yontemi vardir: Ehrlich Ziehl-Neelsen (EZN), Kinyoun ve florokrom. Klinik
orneklerden yapilan preparatlarda ARB goriilmesi TB icin sadece tahmini tan1 olarak
degelendirilmelidir, ciinkii boyama yontemleri M. tuberculosis suslarint spesifik olarak
tanimlamaz. Bununla birlikte kaliteli Ornekten diizgiin bir sekilde hazirlanan
preparatlarda yalanci pozitiflik orani oldukg¢a diisiiktiir. Fakat, preparatlarda ARB
saptanmasi i¢in konsantre edilmis klinik 6érnegin ml’ sinde en az 10* ARB bulunmalidir

[13].

2.2.2.3. Kiiltiir

Kiiltir yontemi uygulandiginda ml’sinde 10'-10% canli bakteri bulunan klinik
orneklerde bile mikobakterileri izole etmek miimkiindiir. Mikobakteri izolasyonu icin
secici ve secici olmayan besiyerleri kullanilabilir. Secici besiyerleri, diger bakterilerin
ve mantarlarin tiremesini inhibe etmek amaciyla bir veya daha fazla antimikrobiyal
icerir. Mikobakterilerin ilk izolasyon siirecini hizlandirmak i¢in sivi besiyerleri tercih
edilmektedir. Kiiltirden mikobakteri izolasyonunu optimize etmek i¢in farkli tipte

besiyerlerinin (en azindan bir kati besiyeri ve bir sivi besiyeri) kombine edilerek
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kullanilmast oOnerilir. Klinik orneklerden mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan

besiyerleri Tablo 2-2’de verilmistir [13,14, 24-28].

Tablo 2-2. Klinik 6rneklerden mikobakterilerin izolasyonu icin kullanilan besiyerleri.

KATI

Agar temelli

Middlebrook 7H10 (7H10)
Middlebrook 7H11 (7H11)
Yumurta temelli

LJ

Petragnani

American Trudeau Society
Selektif besiyerleri
LJ Gruft

Mycobactosel LJ
Mitchison’s selektif 7H11

SIVI
Middlebrook 7H9 buyyon (7H9)

Dubos tween albumin

Kat1 besiyerleri karakteristik koloni morfolojisinin goriilmesini saglamalari,
inokuliim miktar1 az olsa bile iireme goriilmesi ve kontaminasyon oranlarinin diisiik
olmas1 sebebiyle Onerilmektedir. Yumurta temelli besiyerlerinin raf omrii uzundur
(buzdolabinda aylarca saklanabilir), tamponlama kapasiteleri yiiksektir ve c¢ogu
mikobakterinin iiremesini desteklerler. Ayrica, bu besiyerleri ile inokiilumda veya
ortamda bulunan, mikobakteriler icin toksik olabilecek maddeler de notralize edilir.
Fakat bu besiyerlerinin, kullanilan yumurtalarin kalitesine baglh olarak seriler arasinda
farkhihk goriilebilmesi, kalintilarin kolonilerden zor ayirt edilmesi ve ilag duyarlihk
deneylerinde dogru ve tutarl ila¢ konsantrasyonlarinin saglanmasinda giicliik ¢ekilmesi
gibi dezavantajlar1 bulunur. Agar temelli besiyerleri yumurta temelli olanlardan
kimyasal olarak daha iyi tanimlanmistir. Agar temelli besiyerleri seffaftir ve boylelikle
mikrokoloniler mikroskop altinda inokiilum kalintilarindan kolaylikla ayirt edilebilir.
Koloniler agar temelli besiyerlerinde 10-12 giin icerisinde goriilebilir, yumurta temelli

besiyerleri i¢in bu siire 18-24 giindiir. Agar temelli besiyerleri duyarhilik deneyleri i¢cin
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kullanilabilir. Bununla birlikte bu besiyerleri pahalidir ve raf dmiirleri nispeten kisadir
(buzdolabinda saklama siiresi bir ay). Agar temelli besiyerlerinin hazirlanmasi,
inkiibasyonu ve saklanmasi dikkat gerektirir, ciinkii 151 ve 1518a asir1 maruziyet
mikobakteriler icin toksik bir madde olan formaldehitin a¢iga ¢cikmasma neden olabilir

[13,14].

Kiiltiirler yiiksek nem ve %5-10 CO, varliginda karanlik ortamda 35 °C’de
inkiibe edilmeli ve koloni olusumu yoniinden haftada bir kontrol edilmelidir. Ureme
goriildiigiinde farkhi yontemlerle identifikasyon islemi uygulanarak bakteriler tiir
diizeyinde tamimlanmalidir. Sekiz haftalik inkiibasyondan sonra iireme goriilmeyen

kiiltiirler negatif olarak rapor edilmelidir [13,14].

Sivi besiyerleri mikobakterilerin izolasyon siiresini yaklasik 10 giine indirir.
Mikobakterilerin saptanmasi ve iiretilmesi i¢in sivi besiyeri kullanilan cesitli sistemler
mevcuttur, bunlardan en sik kullanilanlar1 Tablo 2-3’de verilmistir. Sivi besiyerinde
tireme saptandiginda ARB varligmi teyit etmek i¢in kiiltiirden preparat hazirlanip aside

direncli boyama yontemleri ile boyanir ve kati besiyerine pasaj alinir.

Kontaminasyondan siipheleniliyorsa Gram boyama yontemi de uygulanabilir [13,14].

Tablo 2-3. Mikobakterilerin izolasyonunda sik kullanilan s1v1 besiyeri iceren sistemler.

Sistem

Temel prensip

Septi-Chek AFB
sistemi
(BD Biosciences)

MGIT 960
(BD, Biosciences)

BacT/Alert
Bac T) Sistemi
(bioMerieux)
BACTEC 9000 MB
(BD Biosciences)
ESP Kiiltiir Sistemi
II

(Trek
Systems)

(MB/

Diagnostic

Modifiye 7H9 buyyon ile ¢ikolata, yumurta temelli ve modifiye
7H11 agar iceren ii¢ bolmeli kanattan olusan bifazik Kkiiltiir
sistemidir. Sise diizenli olarak cevrilerek kati besiyelerine
mokiilasyon saglanir.

Kiiltiir siseleri 7H9 buyyon ve silikon sensor igcin gomiilii
floresan madde icerir. Ureme ultraviyole 1sik kullanilarak
saptanir. O, sensorden floresan c¢ikismi azaltir, boylelikle
besiyerinde iireyen mikroroganizmalarca O, tiiketildiginde
floresan 1s1ma artar. Cihaz iiremeyi floresan sensorii araciligiyla
O, tiiketimini izleyerek saptar.

Mikoorganizmalar modifiye 7H9 buyyona ekilir. Cihaz tiremeyi
her sisede bulunan kolorimetrik CO, sensorii araciligiyla CO,
iretimini izleyerek saptar.

Mikoorganizmalar modifiye 7H9 buyyona ekilir. Cihaz tiremeyi
floresan sensorii aracilifiyla O, tiikketimini izleyerek saptar.
Mikroorganizmalar zenginlestirilmis 7H9 buyyona ekilir.
Kiiltiiriin yiizey alam seliiloz bir siinger ile arttirilmistir. Ureyen
mikroorganizmalarca O, tiiketilmesi ve gaz liretilmesi basing
degisikliklerine neden olur. Cihaz {iremeyi, basing
degisikliklerini izleyerek saptar.




20

Bunlarm yani sra MODS ve TLA gibi konvansiyonel olmayan Kkiiltiir
yontemleri de bulunmaktadir. MODS, ilag iceren ve icermeyen siv1 besiyerlerine klinik
orneklerin inokiilasyonunu takiben mikrokoloni ve tipik kord olusumunun invert
mikroskop ile gdzlenmesine dayanan bir yontemdir [7]. Bu yontemde ila¢ iceren ve
icermeyen s1v1 besiyerine hastalardan alinan ornekler direkt olarak inokiile edilmekte ve
kiiltiirler erken {ireme veya mikrokoloni olusumu yo6niinden mikroskopta
incelenmektedir. M. tuberculosis suglarinin sadece ilagsiz besiyerinde iiremesi pozitif
kiiltiirti ifade ederken, hem ilacsiz hem de ilagli besiyerinde iiremesi ilaca direnci
gostermekte ve kiiltiir ile duyarlilik sonuglar1 ayni anda alinabilmektedir [8].

TLA, ila¢ iceren ve icermeyen kati besiyerlerine Orneklerin inokiilasyonunu takiben

mikrokoloni olusumunun mikroskopik olarak incelendigi bir direkt yontemdir [7].

2.2.2.4. identifikasyon

Kullanilan izolasyon yontemlerinden bagimsiz olarak kati veya sivi
besiyerlerinde iireyen mikroorganizmalar ilk olarak aside direngli boyama
yontemlerinden biri ile boyanmahidir ve ARB olduklart kanitlanmahdir. Mikobakteriler
genellikle ilk basta iireme hizi ve pigment olusturma o6zelliklerine gore gruplandirilr,
sonrasinda bu Ozelliklerinden yola c¢ikarak identifikasyon i¢in uygulanacak Kkilit
biyokimyasal testler secilir. Ancak biyokimyasal yollarla yapilan identifikasyon
islemleri olduk¢a uzun siirelidir, ii¢c hafta gibi bir siireye gereksinim vardir. Bununla
birlikte maalesef farkl tiirlerin biyokimyasal profilleri ve morfolojik 6zellikleri birbiri
ile cakisabilmektedir (Tablo2-4) ya da susun 6zellikleri degisebilir. Benzer bir sekilde
suslar arasinda farklilik goriilebilir ve tanimlanmak istenen susun 6zelikleri tiir i¢in tipik
susun Ozellikleri ile aynm olmayabilir. Bu durum, o6zellikle heniiz karakteristik bir
fenotipin belirlenmedigi 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA) sekanslarma gore yeni
tanimlanan tiirler i¢in gecerlidir. Mikobakerilerin identifikasyonu ic¢in alternatif
laboratuvar yontemleri mevcuttur ve bunlar arasinda kromatografik yontemler, niikleik
asit problar1 ve niikleik asit sekanslama kullanilarak yapilan genetik arastirmalar yer alir

[13,29].
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Fenotipik testler

Mikobakterilerin, 6zellikle de tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (TDM’lerin),
tamimlanmasinda  kullanilan konvansiyonel yoOntemler (fenotipik testler) {ireme
parametreleri ve biyokimyasal Ozelliklerine dayanir. Bu testlerin tiimii uzun siire

gerektirir ve kiilfetlidir ve siklikla kesin sonu¢ alinamaz.

Mikobakteriler ilk ©Once iireme hizi ve sicakligt ve pigment olusturma
ozelliklerine gore altgruplara ayrilip, sonrasinda tiir veya kompleks diizeyinde
tanimlanmalidir. Bu amagla, ilk yapilan gruplandirmaya gore secilen biyokimyasal
testler uygulanir. Mikobakterilerin tanisinda kullanilan biyokimyasal testler asagida

siralanmustir [13,29].
— Niasin testi
— Nitrat rediiksiyon testi
— Katalaz testi
— Tiyofen-2-karboksilik asid hidrazid (T2H) ile tiremenin inhibe edilmesi
— Pirazinamidaz testi
— Tween 80 hidroliz testi
— Aurilsiilfataz testi
— Tellurit rediiksiyonu
—  Ureaz testi
— Sodyum kloriir (NaCl) tolerans deneyi
— Demir alim1

— Mac Conkey agarda iireme
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Tablo 2-4. Klinik 6rneklerden izole edilen ve kiiltiirde iiretilebilen mikobakteri tiirlerinin ayirt edici ozellikleri

£ P = =
o = = 5 — ’a N
5 . 2 = e 3 . S :
—~ = — N
= 50 % % 2 2 EE I - g 2 3 g
5 Es E £ | £ £3 . = =z Oy & g
5 L = f2 < 3iz & % £z 2: % -
] 22 3 £ g =E E 2< 8 g S ZE g g 5=
£ E 28 = &0 3 awm = g G E ol 0 2 T 2 =5
<] Sz M = 3 wn = M = £ R S ;] 50

M. tuberculosis 37 R N (100) +(95) + +(97) <45(89) —(1) +68 —/+(36) —(0) -(0) +(64) +

<45 —/+ ND

|

|
+
|

M. bovis BCG 37 R N(100) -

g
g
g

<45

+
+

M. canettii 37 Sm N (100) —

g
g
g

M. caprae Sm N (100) — 4

Nonkromojenler

<45

I+
|
+
|
|
|
+

M. intracellulare 35-37 Smt/R N

|
+
|

(98
o
+
+

M. malmonese Sm N (88) -(0) - <45(99) —/+ +(99) +(74) -(0) -(0) -(9)

>45 ND ND +

w
~
+

Smt N

+
+

M. genavense

<45 ND

%)
o
=

N

+

M. ulcerans

<

+(100)  =(56)  —/+
(33)

oY)
=
=

M. triviale N (100) -0 + +(89) >45 +(100)  + (100) —(25)

(100)

[9%]
(9}
m

M. branderi Sm N (100) — ND - - ND ND — -

[9%]
(9,

M. triplex Sm N(100) —(0) +(100) +(100) >45 +(100) - (0) ND —(0) — (O +(100) +

(100) (50)
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= = “= 2 £ o ) 3
E % 7 g‘ § —_ g 3 g %\3 g > s 2
£ g 2 2 E 22 S = = < . S 5 W ] g
5 T s %7 §%: : & z3 Y& £ £z
= Eg Eg 2 £ c% £ 3@ 3 £ EZ Z: Z_ 3 S 5
2 5 25038 8 £ B £% usE 3 s 3 =% wg T§ ¢ E%
©) = o5 M E - Z =z AR nEE M = = = 2 S < 5 i) -
Kromojenler
M. kansasii 35 Sm/SR/ P (96) -4 + +(99) >45(93) +(91)  +(99) —/+ -(0) -(0) —/+ -
R 31 49)
M. marinum 30 Sm/SR/ P (100) —/+ + - (0) <45 -30) +O97) —/+ -(0) - + (83) +
R 21 39) [+@1)*
M. avium 35-37 Sm/R S - + - <45 + - + - - - +
M. intracellulare 35-37 Sm/R S - + - <45 e - + - - - +
M. simiae 37 Sm P (90) + + -(28) >45093) +95) -9 +(82) -(0) -(0) + +
(63)
M. asiaticum 37 Sm P (86) -0 + A ®)) >45(95) +(95) +(95) —(20) -(0) -(0) —(10) -
M. xenopi 42 Sm N/S° - + - <45 —/+ - ND -(0) + - ND
M. gordonae 37 Sm S (99) -0 + -(1) >45(90) +(96) +(100) -(29) -(0) v vQal -+
M. scrofulaceum 37 Sm S (97) -(0) + -(5) >45(84)  +(94) -(2) +(64) - (0) \" \% +
M. szulgai 37 Sm/R S/P (93) -0 + +(100) >45(98) +(93) -/+49) +(53) -(0) - +(72) +
M. flavescens 37 Sm S (100) -0 + +(92) >45(94)  +(100) + (100) —/+ +(62) -(0) +(72) +
(44)
M. parmense 37 Sm S — + - <45 + + — - - + ND
M. kubicae 37 Sm S ND ND - > 45 ND - ND ND - (20) - ND
M. palustre 37-42 Sm S/P ND ND V(54) <45 ND + (100) ND ND V(46) +(100) +(100)
M. lentiflavun 35 Sm S - ND - +(V) +(V) - ND ND - - +(V)
M. interjectum 35 Sm S - ND - v + - ND ND v + +
M. bohemicum 37-40 Sm S — ND - <45 + — ND - — Zayif —
M. tusciae 30 R S = + + = +(10gin) ND = = + ND
M. heckeshornense 35 Sm S - ND - - + - ND - - - -
Hizh iireyenler
M. fortuitum grubu 28-30 Sf/Rf N (100) - + + >45 + \'% + + + + +
M. chelonae 28-30 Sm/R N (100) —/+ + - >45 A% A% + - + + +
M. abscessus 28-30 Sm/R N - — >45 \% \'% + + + +
M. smegmatis 28-30 R/Sm S (50) - + + >45 + + + + -

22 ve 23 numaral1 kaynaklardan degistirilerek alinmistir. Art1 ve eksi isaretleri sirasiyla 6zelligin varligim ve yoklugunu gosterir. ND, Belirlenemedi; SK, semikantitatif; V, degisken; + genellikle var; -
/+ genellikle yok. Test edilen suglarin pozitif ylizdesi parantez icinde verilmistir ve test sonucu bu yiizdelere baglidir.

R, piiriizlii; Sm, diiz; SR, orta piiriizlii; Smt, diiz ve transparan; Rt, piiriizlii ve ince veya transparan; Sf, diiz ve filament6z uzantilar1 olan; Rf, piiriizlii ve filamentdz uzantilari olan

" P, fotokromojenik; S, skotokromojenik; N, nonkromojenik (M. szulgai 37 °C’de skotokromojenik ve 24°C’de fotokromojeniktir; M. palustre 37 °C’de skotokromojeniktir, ve 42 °C’de bu suglarin
%85’1 fotokromojeniktir)

¢ Ureme faktorii olarak hemin gerekir

414. giindeki arilsiilfataz reaksiyonu pozitiftir

¢ Geng Kkiiltiirler nonkromojenk olabilir veya zamanla artan hafif soluk bir pigmenti vardir
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Kromatografik yontemler

Mikolik asit analizi. Mikobakterilerin identifikasyonu i¢in mikobakteriyel
lipidlerin analiz edildigi kromatografik yontemler arasinda, ince tabaka kromotografi,
gaz-sivi kromatografi (GLC), kapiller gaz kromatografisi yontemleri ve yiiksek
performansli s1v1 kromatografi (HPLC) yer almaktadr.

HPLC yontemi ile biiyiik hiicresel metabolitler ve  bilesenler
ayristiridabilmektedir. Mikobakterilerin  hiicre duvarinda bulunan mikolik asit
esterlerinin HPLC ile analizinin bircok mikobakteri tiiriiniin tanimlanmasinda hizli ve
giivenilir oldugu gosterilmistir. Uzun zincirli mikolik asitler HPLC ile GLC’den daha
iyl aynstirilir, ciinkii bu asitler GLC yonetminde uygulanan yiiksek sicakliklara
duyarhdir. HPLC paternleri tiir veya grup diizeyinde gorsel veya matematiksel olarak

tanimlanabilmektedir ve identifikasyon icin sadece birkag saat gerekir [13,29].

MPT64 antijeni saptanmasi. BD MGIT TBc Identifikasyon Testi (TBc ID)
(Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD), pozitif MGIT besiyerlerinde
MTBC antijeninin kalitatif olarak saptanmasinda kullanilan hizli immiinokromatografik
bir testtir. TBc ID ile MTBC iiyelerinden M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum ve M.
microtii suslar1 tanimlanabilmektedir. Bu test ile kiiltiir sirasinda MTBC hiicrelerinden
salman mikobakteriyel protein fraksiyonu MPT64 tespit edilir. Ornekler test cihazina
eklendiginde, MPT64 antijeni, test stripinde goriinen partikiillere konjuge olmus
MPT64 antikorlarina baglanir. Antijen-konjugat kompleksi, test stripi {iizerinden
reaksiyon alanina ilerler ve membrana uygulanan ikinci bir 6zel MPT64 antikoru
tarafindan yakalanir. Ornekte MPT64 antijeni varsa, etiketli koloidal altin partikiilleri
tarafindan bir renk reaksiyonu olusur ve pembe ile kirmizi renklerde bir ¢izgi olarak

goriiliir [30].
Molekiiler yontemler

Mycobacterium cinsinden mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in iyi
tanmimlanmis ve ucuz konvansiyonel yontemler olsa da bu yontemler zaman alic1 ve
zahmetlidir, ayn1 zamanda siklikla kesin sonu¢ alinamaz. Mikobakterilerin
identifikasyonunda molekiiler yontemlerin kullanilmaya baslanmasi identifikasyon

stiresinin kisalmasini ve daha kesin sonuglar elde edilmesini saglamigtir [13].
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Klinik 6rneklerden spesifik niikleik asit sekanslari polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve ilgili teknikler ile cogaltilabilmektedir. Kapali sistemlerin ve tiire spesifik 16S
ribozomal RNA’larin  amplifikasyonunda izotermal tekniklerin kullanilmaya
baslanmasiyla baslangigta karsilagilan diisiik duyarlilik, yalanci pozitif reaksiyonlar ve

capraz kontaminasyon sorunlarinin iistesinden gelinebilmistir [2] .

DNA hibridizasyonu. DNA hibridizasyonu kati1 veya sivi besiyerinde iiretilen,
yaygin goriilen bazi mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
Mikobakteriyel rRNA sekanslarma spesifik isaretlenmis (0rn. akridinium esteri ile)
DNA problar ticari olarak (GenProbe, San Diego, ABD) mevcuttur. Mikobakterilerden
sonikasyon veya 1s1 aracihigiyla rRNA’lar aciga cikartilir. Elde edilen rRNA ile spesifik
DNA probunun reaksiyona girmesi ve stabil bir DNA-RNA hibridi olusmas1 saglanir.
Hibridlenmemis DNA problar1 kimyasal olarak ayristirilir. Kemiliiminesansi ortaya
cikarmak icin alkalin hidrojen peroksit soliisyonu eklendiginde sadece hibride bagh
akridinium esterleri 151k yayar ve yayilan 151k miktar1 hibridlenmis prob sayisi ile direkt

olarak iligkilidir. Olusan 151k, kemiliiminometre ile Sl¢iiliir [13].

Amplifikasyon ve ters hibridizasyon ile amplifikasyon. Ticari veya in-house
niikleik asit amplifikasyon testleri siv1 kiiltiirde (MGIT gibi) iiretilen MTBC’ lerin erken
identifikasyonunda bagarili bir sekilde kullanilmaktadir. INNO-LIPA Mycobacteria;
(Innogenetics, Ghent, Belgika) ve Genotype Mycobacterium CM/AS (Hain Lifesciences
GmbH, Nehrin, Almanya) bu yontemle ¢ahisan kitlerdir [13,31].

Amplifikasyon ve restriksiyon enzim analizi veya DNA sekanslama.
Mikobakterilerin PCR temelli sekanslama ile tanimlanmasi, mikobakteriyel DNA’nin
gen spesifik primerler ile PCR amplifikasyonu ve amplikonlarin sekanslanmasmdan
olusur. Mikroorganizma, niikleotid sekansi referans sekanslar ile karsilastirilarak
tanimlanir. Bu yaklasimda en sik kullanilan hedef tiim bakteri tiirlerinde bulunan 16S
rRNA’y1 kodlayan gendir. Bu bolge hem korunmus, hem de degisken bolgeleri
icerdiginden identifikasyon i¢in ideal bir hedeftir [13].

Identifikasyon icin yaygm olarak kullanilan bir difer ticari olmayan yaklasim
yiiksek diizeyde korunmus bir bolgenin (hsp65 geni gibi) PCR ile ¢ogaltilip, PCR iiriinii
tizerinde restriksiyon enzim analizi yapilmasidir. Restriksiyon enzimleri ile muamelenin
ardindan parcalanan iriinler jel elektroforezi ile ayristirilir. Restriksiyon fragman

paternleri tiire spesifiktir ve bu sayede bircok TDM tiirii ayirt edilebilir [13].
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DNA mikroarray. Cok sayida DNA sekansinin tek bir hibridizasyon basamag:
ile hizl1 bir sekilde incelenmesi i¢in DNA mikroarray cazip bir yontemdir. Bu yaklagim
es zamanli olarak mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda ve RIF direncine yol acan
mutasyonlarin saptanmasinda kullanilir. Bakteri kolonilerinden elde edilen floresan
isaretli PCR amplikonlar1 niikleotid problar iceren DNA arrayler ile hibridize edilir.
Bagli amplikonlar floresan bir sinyal yayarlar ve bu sinyal bir tarayici ile saptanir. Bu
yaklagim ile 82 iinik 16S rRNA sekansi 54 mikobakteri tiiriiniin ayirt edilmesini saglar,
ayrica (RIF direncine yol agan) rpoB gen mutasyonlarini iceren 54 sekans da bulunur

[13].

Gergek zamanli PCR. GeneXpert sisteminde kullanilmak {izere tasarlanan Xpert
MTB/RIF (Cepheid, ABD) deneyi, yar1 kantitatif, nested, gercek zamanli PCR
deneyidir. Xpert MTB/RIF deneyi ile ARB pozitif veya ARB negatif balgam
orneklerinde ya da balgam 6rneklerinden elde edilen konsantre sedimentte MTBC DNA
varhg ve rpoB geninde RIF direnci ile iliskili mutasyonlar belirlenmektedir. Bu
deneyin TB siiphesi olan ve tedavisi baslamamis olan hastalara ait Orneklere
uygulanmas1 Onerilir. TB tedavisi gormekte olan hastalara ait 6rneklerden MTBC

varhgmin veya RIF direncinin belirlenmesi icin kullanilmas1 onaylanmamustir [32-35].

2.2.3. Antimikobakteriyel ilaclar ve duyarhlk deneyleri

Mikobakteriler, lipidlerce zengin hiicre duvarlarinin gecirgen olmayan yapisi
nedeniyle bircok antimikrobiyal ilaca dogal olarak direnclidir. Bununla birlikte TB
tedavisinde etkili oldugu gosterilen ilaclar da mevcuttur. TB tedavisinde kullanilan
ilaclar birinci se¢enek ve ikinci segenek ilaglar olarak ayrilir. Birinci segenek ilaclar,
etkinligi uzun siireli klinik deneyim ile desteklenen ve yan etkileri ile basa cikilabilen
ilaclardir. ikinci secenek ilaclar, daha az tercih edilen, toksik etkileri yiiksek ve ilk

secenek ilaclara direng¢ goriilmesi durumunda kullanilan ilaglardir [2].
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2.2.3.1. Antimikobakteriyel ilaclar

2.2.3.2. Birinci secenek antimikobakteriyel ilaclar

Isoniazid (INH)

Isoniazid, klinik etkinliginin gosterildigi 1952 yilndan beri en yaygin kullanilan
antimikobakteriyel ila¢ olmustur. Bir piridin halkas1 ve hidrazid grubundan olusan INH,
yapisal olarak etionamid ve pirazinamid ile iligkili olan bir nikotinamid analogudur.
Belirgin bakterisidal etkisi sayesinde, son 20 yilda artan siklikta INH direnci
bildirilmesine ragmen, ilk secenek anti-TB tedavi rejimlerinin onemli bir bilesenidir

[36,37].

Isoniazid konak hiicrelere hizla penetre olup M. tuberculosis *in hiicre zarmdan
diffiize olur. INH bir 6n ilactir ve M. tuberculosis "e ait katalaz peroksidaz enzimi KatG
tarafindan oksidatif aktivasyona gereksinim duyar. Her ne kadar INH’m aktif
metabolitlerinin niikleik asit, fosfolipid sentezi ve nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) metabolizmas1 dahil bircok esansiyel hiicresel yol izini inhibe ettigi
gosterilmisse de ilacin bakterisidal etksinden sorumlu olan inhibe ettigi bashca yol izi
mikolik asit sentezidir. Ilacin aktif formu, yag asidi uzamasinda gerekli olan
mikobakterilerin yag asit sentaz II sisteminin bir bileseni olan NADH- bagimli enoil
acil tasiyic1 protein (ACP) rediiktaz InhA’ya sikica baglanir. INH direkt InhA ile
etkilesime girmez. X-1s1n1 kristallografi ve kiitle spektrofotometresi verileri ilacin aktif
formunun InhA’nm aktif bolgesinde bulunan NAD’n nikotinamid halkasina kovalent
baglar ile baglandigin1 ve NADH’1n InhA’dan ayrilmasina neden oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte INH'mn M. tuberculosis hiicreleri iizerindeki bakterisidal etkisinin

mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamaistir [36,37,38].

Isoniazid en yaygmn olarak kullanilan anti-tiiberkiiloz ila¢c oldugundan klinik
suslar arasinda INH’a direnc diger herhangi bir ilactan daha sik rastlanmaktadir. INH’a
direncli suslarda en sik katG geninde mutasyonlara rastlanilmaktadir (vakalarin %50-
80’inde). Bu gendeki mutasyon katalaz peroksidazin 6n ilact aktive etme yetenegini
azaltmaktadir. Mutasyon tipine ve KatG enzim fonksiyonunun ne dereceye kadar
korunduguna bagl olarak INH m minimum inhibitér konsantrasyonlar: (MIK) 0,2 ila

256 mg/L araliginda degisir [36,37].

Isoniazide diren¢ inhA genindeki mutasyonlar sonucu da ortaya cikabilir, bu

gendeki mutasyonlar genellikle diisiik seviye dirence (MiK=0,2-1 mg/l) neden olurlar.
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Bu gendeki mutasyonlar INH direncine ek olarak yapisal olarak iliskili oldugu ikinci

secenek ilac etionamide kars1 dirence de neden olur 136,37}.

Nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenazi kodlayan ndh genindeki
mutasyonlar M. smegmatis suslarmda INH ve etionamid direncine neden olmaktadir ve
katG veya inhA genlerinde mutasyon bulunmayan INH’a direngli klinik M. tuberculosis
suslarinda saptanmustir. Dahasi kasA ve ahpC genlerindeki mutasyonlarda INH’a direng
ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, INH’a direncli tiim klinik suslarin 4’te birinde
yukarida bahsedilen genlerin hicbirinde mutasyon bulunmamaktadir, bu da INH’a

dirence neden olan alternatif mekanizmalarin varhgmna isaret etmektedir [36,37].
Rifampisin (RIF)

Rifampisin genis spektrumlu bir antibiyotiktir ve TB tedavisinde en yaygin
kullanim1 olan rifamisindir Rifamisinler Amycolatopsis mediterrranei’den ilk kez 1957
yilinda izole edilmistir. Bu ilaclarin standart anti-TB tedavi rejimlerine eklenmeleri
tedavi sitiresinin 18 aydan 9 aya indirilmesini miimkiin kilmistir. Her ne kadar
rifamisinlerin erken bakterisidal etkisi INH’dan diisiik olsa da, rifamisinler TB
kemoterapisindeki en giiclii sterilizan ilaglardir ve tedavi siiresince persistan

mikobakterileri 6ldiirmeye devam ederler [36-38].

Rifampisin, lipofilik profili sayesinde M. tuberculosis hiicre zarindan kolaylikla
diffiize olur. Bakterisidal etkisinden bakteriyel DNA bagimli RNA polimeraza yiiksek

afiniteyle baglanarak transkripsiyonu inhibe etme yetenegi sorumludur [36-38].

M. tuberculosis *de INH’a tekli direng nispeten yaygimn olsa da, tek basma RIF
direnci nadir goriiliir ve RIF’e direngli suslarin %90’ ndan fazlasi ayn1 zamanda INH’a
da direnclidir. M. tuberculosis suslarmda RiF’e diren¢ 10 7 ila 10 8 organizmada bir
goriilmektedir ve en yaygin olarak RNA polimerazin B alt iinitesini kodlayan rpoB
geninde tekli nokta mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Bununla birlikte RIF’e direncli
suslarin kiiciik bir kisminda (< %5) rpoB geninde herhangi bir mutasyona rastlanmaz,
bu da RIF permeabilitesinde degisme veya difer RNA polimeraz alt iinitelerindeki

mutasyonlar gibi alternatif diren¢ mekanizmalarinin varligina isaret etmektedir [36-38].
Etambutol

Etambutoliin anti-TB etkisi ilk kez 1961 yilinda bildirilmistir ve su anda kisa
siireli duyarli TB tedavisinde INH, RIF ve pirazinamid ile birlikte kullanilmaktadir.
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INH gibi etambutol de baslica aktif olarak cogalan mikobakterileri 6ldiiriir ve sterilizan
etkisi ¢ok zayfitir.

Etambutoliin  etkiledigi primer yol izinin hiicre duvari arabinan
polimerizasyonun inhibisyonu yoluyla arabinogalaktan biyosentezi oldugu One
stiriilmektedir. Aym1 zamanda etambutoliin RNA metabolizmasi, hiicre duvarina mikolik
asitlerin tasimnmasi, fosfolipid sentezi ve spermidin biyosentezi gibi bir¢ok diger yolizini
de inhibe ettigi bildirilmistir [36-38].

Pirazinamid

Pirazinamidin 1952 yilindaki kesfinden ve TB vakalarmin tedavisinde rutin
olarak kullanilmaya baslanmasindan beri kabul edilebilir relaps oranlarinin elde
edilmesi icin gerekli tedavi siiresi 9-12 aydan 6 aya diismiistiir. Her ne kadar
bakterisidal etkisi RIF ve INH’dan diisiik olsa da sterilizan etkisinin giiclii olmas1 ve

tedavi siiresini kisaltma potansiyeli pirazinamidin asidik ortamlarda bulunan yari

dormant mikobakterileri hedef alma yetenegine dayandirilmistir [36,37].

Pirazinamid pirazin-2-karboksilik asidin amid tiirevidir ve nikotinamid
analogudur. Anti-TB etkisinin bundan 60 yil 6nce tanimlanmis olmasinda ragmen etki
mekanizmasi iyi bilinmemektedir. Sterilizan etkisinin tedavinin ilk iki ayiyla sinirh
kalmasi nedeniyle pirazinamidin infeksiyonun erken infalamatuvar evrelerinde
akcigerlerdeki asidik boliimlerde bulunan mikobakterilere karsi etki ettigi One
stiriilmiistiir. Pirazinamid TB etkeni mikobakterilere pasif olarak ve ATP bagimh
tastyic1 sistem araciiiyla girer. Ilag M. tuberculosis ’e 6zgii olan etkisiz bir efluks
sistemi sayesinde hiice icerisinde birikir. Pirazinamid INH gibi bir 6n ilagtir ve aktif
formu olan pirazinoik aside pirazinamidaz enzimi araciliflyla donstiiriilmesi
gerekmektedir. Ilacin hiicre icerisine ahnmas1 ve pirazinoik asidin hiicre igerisinde
birikmesi ekstraseliiler pH asidik oldugunda artar. Pirazinamidin anti-TB etkisi asidik
pH’larda esansiyel membran tagima fonksiyonlari1 icin gerekli proton itici giiciin
pirazinoik asit tarafindan bozulmasina dayandirilmkatadir. Bununla birlikte olasi

spesifik hiicresel hedeflere yonelik arastirmalar devam etmektedir [36,37].
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ikinci secenek antimikobakteriyel ilaclar
Aminoglikozitler

Streptomisin 1940’11 yillarin baslarmda bulunmustur. Her ne kadar INH, RIF ve
pirazinamide dordiincii ila¢ olarak streptomisin veya etambutol eklenmesinde relaps
oranlart benzer bulunmussa da streptomisinin oral emiliminin zayif olmasi nedeniyle
parenteral uygulama gereksinimi ve aminoglikozitlerin toksisite profili nedeniyle ilk
secenek anti-TB tedavisinde etambutol kullanimi tercih edilmistir. Kayda deger
antimikobakteriyel etkisi olan diger aminoglikozitler arasinda kanamisin ve amikasin
yer alir. Aminoglikozitler su anda ikinci secenek ilaclar olarak ve baslica CID-TB

tedavisinde kullanilmaktadir.

Diger bakterilerde oldugu gibi aminoglikozitler mikobakterilerde 30S ribozomal
alt iiniteye baglanarak etki ederler. Bu baglanma polipeptid sentezini etkileyerek

translasyonun inhibe edilmesiyle sonuglanir [36,37].
Florokinolonlar

Florokinolonlar (moksifloksasin, gatifloksasin, sparfloksasin, levofloksasin,
ofloksasin ve siprofloksasin) M. tuberculosis suslarina karsi ¢ok etkili olan bakterisidal
antibiyotiklerdir ve TB tedavisinde ikinci secenek ilaglar olarak kullanilirlar. Yeni nesil
florokinolonlarin (moksifloksasin, gatifloksasin) TB tedavisinin siiresinin kisaltilmasi

amacuyla ilk secenek ilaclar olarak kullanimlar1 klinik olarak degerlendirilmektedir.

Florokinolonlar DNA {izerinde giraz ve topoizomeraz IV ile {i¢li kompleks
olusturup replikasyon catalimin ve transkripsiyon komplekslerinin hareketini
engelleyerek antibakteriyel etki gosterirler. Diger bir¢ok bakteri tiiriiniin aksine M.
tuberculosis ’de topoizomeraz IV bulunmaz, fakat DNA girazin A ve B alt iinitelerini

kodlayan gryA ve gryB genleri mevcuttur [36,37].

Makrolidler

Makrolidler genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve antibakteriyel etkilerini
bakteriyel 50S ribozom alt iinitesine baglanip RNA bagimli protein sentezini inhibe
ederek gosterirler. Bu ilaclarin yabani tip M. tuberculosis suslaria kars1 smirl etkisi
bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan calismalarda  makrolidlerin  diger
antibiyotiklerle kombine edilmesinin sinerjistik etki gOsterdigi bildirildiginden

makrolidlerin TB tedavisindeki muhtemel rolii aktif bir arastirma konusudur [36,37].
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Etionamid

Etionamid, INH ile yapisal olarak benzeyen bir sentetik bilesiktir. Etionamid bir
on ilagtir ve monooksigenaz EthA ile aktive edilmesi gerekir. INH ile benzer sekilde
etionamid ACP rediiktaz InhA’ya baglanarak mikolik asit sentezini inhibe eder. Yiiksek
seviye etionamid direnci (MiK >50 mg/L) olan M. tuberculosis suslarmin yaklasik
3’linde ethA veya inhA genlerinde mutasyon bulunmaktadir. Yakin zamanda baska
olas1 diren¢ mekanizmalar1 da tanimlanmistir. mshA delesyon mutantlarinda mikotiyol
biyosentezinin defektif oldugu ve ilag aktivasyonun kusurlu olmasi sonucunda

etionamid direnci goriildiigi belirtilmistir [36,37].
Rifabutin ve Rifapentin

Bir spiropiperidil rifamisin olan rifabutin ve bir siklopenil rifamisin olan
rifapentin M. tuberculosis ’e karst giicli in vitro aktivite gosterir. Rifabutin ayni
zamanda MAC iiyelerine kars1 da ¢ok etkindir ve HIV ile infekte hastalarda profilaktik
olarak kullanildiginda dissemine MAC hastaligi insidansmni diisiirdiigi gosterilmistir.
Her iki ilacin da etki mekanizmasi ve diren¢ mekanizmasi RIiF ile identik olsa da RiF’e
direncli olan M. tuberculosis suglarinin yaklasik %30’u rifabutin ve rifapentine

duyarlidir. Bu durum, rpoB geninde belirli spesifik mutasyonlar ile iliskilidir [36].
Kapreomisin

Kapreomisin Streptomyces caeolus’dan izole edilen bir makrosiklik polipeptid
antibiyotiktir. Kapreomisin, streptomisin ve kanamsin gibi 16S rRNA’daki ribozomal
yapilart modifiye ederek protein sentezinin inhibe eder. M. tuberculosis ’de kapreomisin
ve kanamisin direnci 16S rRNA’y1 kodlayan rss genindeki mutasyonlar ile

iliskilendirilmistir [36,37].
Sikloserin

Sikloserin bir d-alanin analogudur ve d-alanin rasemaz ve d-alanin:d-alanin ligaz

enzimlerinin inhibe ederek peptidoglikan sentezini engeler [37,58].
Paraaminosalisilik asit (PAS)

Paraaminosalisilik asitin folik asit biyosentezi ve demir alimmi inhibe ettigi
diisiiniilmektedir. Folat biyosentezinde timidilat sentaz enzimini kodlayan thyA

genindeki mutasyonlar PAS’a direncli klinik M. tuberculosis suslarinda tanimlanmastir,
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bu da PAS’1n folat antagonisiti olarak rol oynadigmi 6ne siirmiistiir. Bununla birlikte,
incelenen PAS’a direnc¢li suslarin sadece 1/3’iinden biraz daha fazlasinda thyA’da
mutasyon bulunmasi PAS’a dirence yol agan ek mekanizmalarin varligma isaret

etmektedir [36,37].

Yakin zamanda TB tedavisinde kullanilmak iizere birkag yeni ilac
gelistirilmistir. Cogunlukla bu ilaclarin etki mekanizmasi klasik anti-TB ilaglarinkinden
farkl olsa da rutin kullanima alinmadan once bile bu yeni ilaglarin bazilarmna direngli

suglar tanimlanmistir [37].

Bu yeni ilaglar arasinda nitroimidazoller (PA-824, OPC-67683), bedakuilin
(TMC207, R207910 veya J bilesigi de denen bir diarilkinolon), SQ109, fenotiazinler,
oksazolidinonlar (linezolid, PNU-100480, AZD5847), benzotiazinonlar yer almaktadir
[37].

2.2.4. Duyarhlik deneyleri

Tiim hastalarda, izole edilen ilk M. tuberculosis susuna in vitro ila¢ duyarhlik
deneyleri yapilmalidir. Hizl1 lireyen aerob veya fakiiltatif anaerob bakterilerde siklikla
kullanilan yontemler bir¢ok mikobakteri tiirii icin uygun degildir. Mikobakterilerin
antimikrobiyallere ~ duyarliligin1  saptamak i¢in  kabul  gérmiis  yOntemler
mikroorganizmalarin tek bir ilac1 belirlenmis konsantrasyonda iceren kati veya sivi

besiyerinde liremesine dayanir [13,36].

Duyarhilik deneyleri direkt veya indirekt yontemler ile yapilabilir. Direkt
yontemde mikroskopta 100 x immersiyon alaninda 50’den fazla ARB iceren preparat
pozitif klinik orneklerin konsantratlart inokiilum olarak kullanilir, indirekt yontem de
ise inokiilum kaynag kiiltiirde iiretilen bakterilerdir. Her ne kadar direkt yontem daha
hizl1 sonu¢ alinmasini saglasa da, bu yontem tam olarak standardize edilmemistir ve

kontaminasyon goriilebilir, bu nedenle indirekt yontem daha c¢ok tercih edilir [13].

M. tuberculosis’de ilag direnci, ilacin kritik konsantrasyonuna (KK’sma) gore
belirlenir. Bir ilacin KK’si1, test edilen bakteri popiilasyonunun %]1’inden fazlasinin

tiremesini inhibe eden (%99) ila¢ miktar1 olarak tanimlanir [13,39].

M. tuberculosis suslarinin ¢esitli antimikobakteriyel ilaglara duyarliliginin
belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan dort konvansiyonel (standart) yontem

mevcuttur: agar proporsiyon, agar proporsiyon yonteminin prensiplerinin sivi
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besiyerinde uygulandigi ve Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI)
kilavuzlarinda yer alan ticari sistemler (MGIT 960 ve Versa TREK sistemleri), mutlak

konsantrasyon ve nispi direng [13,39].
A. Konvansiyonel yontemler
1. Fenotipik Yontemler
a. Agar proporsiyon yontemi:

Agar proporsiyon yontemi yavas lireyen mikobakterilerin ilaglara duyarliliginin
belirlenmesi i¢in 1960’11 yillarin baslarinda gelistirilmistir. Bu yontem daha sonrasinda
modifiye ve standardize edilmistir ve pirazinamid hari¢ diger ilaclara MTBC suslarinin
duyarlihginin belirlenmesinde standart yontem olarak kabul edilmistir. Bu yontemde,
denenen her ila¢ i¢in standardize inokiilumun farkh diliisyonlari, kontrol ve ila¢ iceren
kat1 besiyerlerine inokiile edilir. Degerlendirme i¢in ila¢ icermeyen kontrol besiyerinde
ayri, sayilabilen en az 50 koloni gézlenmelidir, aksi halde deney gecersiz sayilmali ve
tekrar edilmelidir. Ilac iceren besiyerindeki koloni olusturan birim (cfu) says1, kontrol
besiyeri ile karsilastirildiktan sonra bu say1 yiizde olarak ifade edilir. Ila¢ iceren
besiyerinde, kontrol besiyerinde iireyen koloni sayisinin %1’ inden fazlasimin tiremesi o

ilaca kars1 direnci ifade eder [13,36,39,40].
b. MGIT 960 sistemi:

MGIT 960 sistemi ile yapilan duyarlilik deneyleri, agar proporsiyon yonteminin
stv1 besiyeri iceren sistemde uygulanmasi esasina dayanir. Dort-13 giinde sonlanan
kalitatif bir testtir. Test, izole edilen M. tuberculosis suslarmm ilagh ve ilagsiz
tiiplerdeki iiremelerinin karsilagtirilmasi esasina dayanir. MGIT 960 cihaz tiiplerdeki
floresans artigmi siirekli olarak izler. Cihaz yardimyla ilagh ve ilagsiz tiiplerdeki
floresans analizleri karsilastirilarak duyarhlik sonuglari belirlenir. Cihaz otomatik olarak

bu sonuglart yorumlar ve mikroorganizmay1 denenen ilaca duyarl ya da direngli olarak

bildirir [36].
c. VersaTREK sistemi:

VersaTREK (6nceden ESP II kiiltiir sistemi olarak adlandirilmaktaydr)
sisteminin prensibi s1v1 besiyerlerinde kapak ile besiyeri arasinda kalan {ist katmandaki
gaz basincinda meydana gelen degisikliklerin saptanmasma dayanir. ila¢ icermeyen

kontrol tiipiindeki iireme zamanina gore belirlenen inkiibasyon periyodu sonunda,
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denenen susun ilaca duyarh olup olmadigi belirlenir. Kontrol tiipiinde iireme oldugunda
saptama zamam hesaplanir. ilag iceren tiipler, kontrol tiipii pozitiflestikten sonraki 3 giin
boyunca izlenir. Ilag iceren tiiplerde kontrol tiipiiyle ayni giinde veya sonraki 3 giin
icerisinde iireme olmasi susun ilaca direncli, ila¢ iceren tiiplerde lireme olmamasi veya
kontrolden 3 giinden fazla bir siire sonra pozitiflesmesi susun ilaca duyarli oldugunu

gosterir [36].
d. Mutlak konsantrasyon yontemi:

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine, mI’sinde 2x10° veya 1x10* cfu
mikobakteri iceren inokulum ekilerek uygulanan bir yontemdir ve ilach besiyerinde 20
cfu’den daha fazla koloni olusumu bakterinin o ilaca direncli oldugunu gosterir. Bu
yontemle farkli ila¢ konsantrasyonlar1 ile calisilarak denenen ilacin MIK degerleri

saptanabilir [13,40,41].
e. Nispi diren¢ yontemi:

Bu yontemde test edilen mikroorganizma ile standart susun (H37Rv) direnci
karsilastirilir. Tlacin 2 kat seri diliisyonlarmi iceren besiyerlerine, her iki susun standart
inokiilumlar1 paralel olarak inokiile edilir. Direng, test edilen ilacin denenen susa karsi
MIK degerinin, standart susa karst MiK degerine orani olarak ifade edilir. Oranm 2
veya daha altinda olmas1 duyarlilig1 8 veya daha iistiinde olmasi ise direnci ifade eder

[13,40,42].
2. Genotipik yontemler:

M. tuberculosis varhgmin ve INH ve/veya RIF direncinin saptanmasi igin

birtakim molekiiler deneyler tasarlanmistir [32].

a. Line-prob yontemleri. Bu deneyler, mikobakteri suslarindan veya direkt
olarak klinik Orneklerden DNA ekstraksiyonu, PCR ile niikleik asit sekanslarinin
amplifikasyonu, strip iizerine sabitlenmis oligoniikleotid problar ile isaretlenmis PCR
tirtinlerinin hibridizasyonu ve problarin bulundugu bélgelerde c¢izgilerin goriilmesini

saglayan kolorimetrik olusumu iceren cesitli basamaklar icermektedir [32,43].

[lk line-prob yontemi olan INNO-LIPA Rif TB (Innogenetics NV, Belgika) ile
MTBC varlif1 ve es zamanh olarak rpoB bolgesinde RIF direnci ile iliskili mutasyonlar
saptanmaktadir. INNO-LIPA Rif TB ile gerceklestirilen klinik degerlendirmelerin

sonuclart bu yontemin RIF direncini dogru olarak tespit edebildigini, ancak baz
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degerlendirmeler deneyin MTBC’nin saptanmasinda duyarliligmm diisiik oldugunu
gostermistir. Bir meta analizde yaymmlanan 14 calismanin 12’sinde deney Kkiiltiirde
iiretilen suslar ile yapildiginda RIF direncini saptamada duyarhliginin > %95,
0zgiilliigiiniin ise %100 oldugu gosterilmis, bununla birlikte deneyin direkt olarak klinik
orneklere uygulandigi 4 c¢alismada ozgilliigiinin %100, duyarliliginin  %80-100
arasinda oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak bu deneyin kiiltiirde izole edilen suslarin
RiF’e direncini belirlemede yiiksek ozgiilliik ve duyarhliga sahip oldugu, ancak yontem
direkt klinik orneklere uygulandiginda duyarliliginin daha diisiik oldugu belirtilmistir
[32,43,44].

Ikinci line-prob yontemi olan GenoType MTBDR (Hain LifeScience, Almanya)
testi, daha sonra GenoType MTBDRplus ismiyle daha fazla sayida rpoB ve katG
mutasyonunu, ayrica diisiik diizey INH direncini tespit edebilmek icin inhA geninde
mutasyonlar1 saptayabilecek sekilde modifiye edilmistir. Her ne kadar bu yeni test ile
yapilan 2 degerlendirmede INH direncini saptamada gelisme gozlenmisse de, diger 3
degerlendirmede INH’a direnci saptama oranmin (6zellikle diisiik diizeyde direncli
suslarda) suboptimal diizeyde kaldig belirtilmistir. GenoType MTBDR ve GenoType
MTBDRplus deneyleri ile yapilan ¢ahgmalara ait veriler toplandiginda RIF direncini
saptamada duyarhilik ve 6zgiilliikleri sirasiyla %98 ve %99; INH direncini saptamada
duyarhibk ve ozgiilliikleri %84 ve %100 olarak bulunmustur. Bu sonuclar her iki
yontemin de RiF’e direnci saptamada oldukca basarih oldugunu; ancak INH’a direnci
saptamada ozgiilliikleri yiiksek olsa da duyarliliklarinin tatmin edici diizeyde olmadigim
gostermektedir. Yontemin versiyonuna (eski veya yeni) ve Ornegin tipine gore yapilan
gruplandirilmis analizde deneylerin 0zgiilliigiinde bir fark goriilmemis fakat tek basina
GenoType MTBDRplus deneyi ile yapilan calismalara ait sonuglar toplandiginda
yontemin INH direncini saptamada duyarliligmin %96’ya kadar ¢iktig1 ve bu yontemin

INH’a direncin saptanmasinda da oldukca basarili oldugu belirtilmistir [32,43,45].

b. Oligoniikleotid microarray. Oligoniikleotid microarray teknolojisi birden
cok genetik sekansin es zamanli olarak saptanmasina olanak tanimaktadir. Bu teknoloji,
mikroorganizmalarin saptanmasi i¢in korunmus bolgeler ve/veya ilag direncine yol acan
mutasyonlarin saptanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Bu testlerden biri olan TB-Biochip
(Engelhardt Institute of Molecular Biology, Rusya) sisteminin M. tuberculosis ’in RIF e

direncini belirlemedeki performans: degerlendirmistir. Microarrayi konvansiyonel
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antibiyotik duyarhlik deneyleri ile karsilastiran kiiciik bir calismada, deneyin RiF’e

direncin belirlenmesindeki duyarlilig1 %80 olarak bulunmustur [32].

c. Gercek zamanh PCR

Xpert MTB/RIF deneyinde kullanilan primerler rpoB geninin 81 baz ciftinden
olusan merkez bolgesini cogaltir. Problar, korunmus yabani tip sekanslar ile RiF direnci

ile iliskili mutasyonlarin ayirt edilmesini saglar.

GeneXpert sisteminde kendinden kapali calisan bir PCR cihazi, bilgisayar,
barkod okuyucu ve testlerin caligtirilmasi ve sonuglarin gosterilmesi icin Onceden
yiiklenmis bir yazilim bulunur. Cihazin kendinden kapali olmasi ve laboratuvar
olanaklar1 agisindan daha az sofistike alt yapiya gereksinim duymasi nedeniyle sistemin
diger molekiiler testlere oranla avantaji yiiksektir. GeneXpert sisteminde Orneklerin
hazirlanmast ve PCR islemleri tek bir Kkartusta birlestirilmis ve tamamen
otomatiklestirilmistir. Tek kullanimlik bu kartuslar bakterilerin pargalanmasi, niikleik
asit ekstraksiyonu, amplifikasyonu ve amplikonlarin saptanmasi i¢cin gerekli tiim
ayraglari igerdiginden ornekler arasmnda capraz kontaminasyon riski bulunmamaktadir.
Xpert MTB/RIF deneyindeki tek manuel basamak balgam 6rnegine bakterisidal tampon
eklenmesi ve akabinde iiriin bilgilerinde belirtilen hacimde Ornegin kartusa
aktarilmasidir. Xpert MTB/RIF kartusu GeneExpert cihazina yerlestirilir ve sonuclar iki

saat icerisinde alinir [32-34].

Xpert MTB/RIF deneyinin pulmoner TB tamis1i ve RIF direncinin
belirlenmesinde kullanimi DSO tarafindan incelenmistir ve pulmoner TB vakalarinda
RIF direncini saptamada duyarliig %95 (%95 Gi, %90-97), ozgiilliigii %98 (%95 Gi,
%97-99) olarak bulunmustur [35,46].

B. Konvansiyonel olmayan yontemler

Son yillarda bircok konvansiyonel olmayan kiiltiir ve ila¢ duyarhiligi test
yontemleri gelistirilmis ve gelismis labortuvar alt yapilarina ve teknik uzmanhga sahip
olmayan merkezlerde kullanimlar1 amaclanmistir. Birka¢ yontem hizli ve pahal
olmayan yoOntemler olarak basta umut vaat etmistir. Bunlardan en gelismis olanlari
MODS, TLA, NRA, mikobakteriyofaj temelli yontemler, resazurin, alamar mavisi, 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolyum bromiir (MTT) ve 2,3-Bis(2-
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metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum  (XTT) gibi  CRI  yOntemleridir
[7,8,9,47,48]
1. fla¢ duyarhliginin mikroskopik gézlemi (MODS):

Ilag iceren ve igermeyen sivi besiyerlerine klinik orneklerin inokiilasyonunu

takiben mikrokoloni ve tipik kord olusumunun invert mikroskop ile gozlenmesine
dayanan bir yontemdir.
MODS, direkt veya indirekt olarak uygulanabilir. DSO’niin 2009 yihnda yaptig
degerlendirmede hem direkt hem de indirekt test olarak kullanimi incelenmistir ve
MODS yonteminin RiF’e direnci saptamada yiiksek duyarhilik (%98; %95 GA %95-
%99) ve ozgiilliige (%99; %95 GA %96-%100), INH icin biraz daha diisiik olmakla
beraber yine yiiksek duyarlilifa (%91; %95 GA %87-%95) sahip oldugu belirlenmistir
[7].

Ilaca direncli TB’nin hizli tamisinda MODS yontemini degerlendiren meta
analizde yontemin RIF’e direncin belirlenmesinde duyarhlik ve 6zgiilliigiiniin sirasiyla
%98,0 (%95 GA 94,5-99,3) ve %99,4 (%95 GA 95,7-99,9) oldugu bulunmus; INH’a
direncin belirlenmesinde 0,1 pg/ml konsantrasyonda kullanildiginda duyarlilik ve
ozgilligi %97,7 (%95 GA 94,1-99,1) ve %95,8 (%95 GA 88,1-98,6) olarak
bulunmusken 0,4 ug/ml konsantrasyonda kullanildiginda duyarhliginin %90,0 (%95
GA 84,5-93,7)’a diistiigii fakat ozgiilliigiiniin %98,6 (%95 GA 96,9-99,4)’ya yiikseldigi

belirlenmistir [8].

Cok ilaca direncli tiiberkiilozda direkt duyarhilik testlerinin karsilastirildigi bir
meta analizde, MODS yoOnteminin M. tuberculosis suslarinda direncin saptanmasinda
duyarlilik ve ozgiillik oranlari sirasiyla RIF icin sirasiyla %96 ve %96, INH igin
strastyla %92 ve %96, olarak bulunmustur [9].

Lowenstein-Jensen besiyerinde yapilan konvansiyonel indirekt proporsiyon ilag¢
duyarhilik deneyleri ile karsilastirildiginda MODS daha fazla is yiikiine, ek olarak invert
mikroskop varligma ve elde edimesi daha zor olabilecek sarf malzemeye ihtiyac
duymaktadir. Sivi besiyerinde yapilan konvansiyonel indirekt proporsiyon ilag
duyarhilik deneyleri ile karsilastirildiginda ise MODS yontemi ek is yiikiine, daha az
ekipmana ve kolaylikla elde edilebilecek sarf malzemeye ihtiya¢ duymaktadir.

MODS yontemi standardize edilmistir. P-nitrobenzoik asit (PNB) iceren kuyucuk

eklenerek revize edilen MODS yoOnteminin biyogiivenlik riskinin kati besiyerinde
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yapilan konvansiyonel kiiltiir ile benzer oldugu dolayisiyla da biyogiivenlik seviye 2
Onlemlerine gerek duydugu belirlenmistir.

MODS yontemi referans laboratuvar seviyesinde kullanilmak i¢in uygun bulunmustur;
diisiik seviyeli laboratuvarlarin seviyesinin yiikseltilmesi veya merkez laboratuvar

haricinde uygulanmasi 6nerilmemektedir [7].

2. Kolorimetrik redoks indikator (CRI) yontemleri:
Kolorimetrik redoks indikator yontemleri indirekt testlerdir ve M. tuberculosis

suslarmin anti-TB ilaglarma in vitro ortamda maruz birakilmasinin ardindan
mikroplaklardaki sivi besiyerlerine renkli indikator eklenip, iireme varliginda renkli
indikatoriin rediiklenmesi prensibine dayanir. Kiiltiirde iireyen M. tuberculosis suslari
ile yapildigindan sivi besiyeri kullanilarak yapilan konvansiyonel fenotipik yontemler
veya genotipik yontemler ile kiyaslandiginda CID-TB’nin tani siiresini kisaltmaz [7].

Kolorimetrik redoks indikatdr yontemlerinde farkli indikatorler kullanilmaktadir
bunlar arasinda tetrazolium tuzlar1t MTT ve XTT ve redoks indikatorleri alamar mavisi
ve resazurin yer alir. RIF’e direncin saptanmasinda farkli indikatorler kullanilarak
yapilan CRI yontemleri incelendiginde deneylerin duyarlilik ve ozgiilliigii indikator
olarak alamar mavisi kullanildiginda swrasiyla %89-%100 ve %97-%100; resazurin
kullanildiginda sirasiyla %92-%100 ve %98-100; MTT kullanildiginda sirasiyla %94-
%100 ve %99-%100 oldugu belirlenmistir. Benzer bir sekilde INH’a direncin
saptanmasinda farkl indikatorler kullamilarak yapilan CRI yontemleri incelendiginde
deneylerin duyarlilik ve oOzgiilliigii indikator olarak alamar mavisi kullanildiginda
sirastyla %94-%100 ve %89-%100; resazurin kullanildiginda sirasiyla %93-%100 ve
%96-%100; MTT kullamildiginda swrasiyla  %92-%100 ve %88-%100 oldugu
belirlenmistir [49-51].

Bu yontemler 2009 yilinda DSO tarafindan degerlendirilmistir ve RiF’e ve INH’a
direncin saptanmasinda yiiksek duyarhliga (RIF icin: %98; %95 GA %96-%99; INH
icin: %97; %95 GA %96-%98) ve ozgiilliige (RIF icin: %99; %95 GA %97-%99; INH
icin: %98; %95 GA %97-%99) sahip oldugu gosterilmistir [7].

[laglara duyarhligin saptanmasi igin LJ besiyerinde yapilan konvansiyonel indirekt
proporsiyon deneyleri ile karsilastirildiginda, CRI yontemleri ek is yiikiine, benzer
ekipmana fakat temin edilmesi zor olabilecek ek sarf malzemelerine ihtiyac

duymaktadir. S1v1 besiyerinde yapilan konvansiyonel indirekt proporsiyon yontemi ile
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karsilastirildiginda ise CRI yontemleri benzer is yiikiine, daha az ekipmana ve
kolaylikla elde edilebilecek sarf malzemeye ihtiyac duymaktadir.

CRI yontemleri referans laboratuvart seviyesinde kullanilmak i¢in uygun bulunmustur;
diisiik seviyeli laboratuvarlarin seviyesinin yiikseltilmesi veya merkez laboratuvar
haricinde uygulanmasi 6nerilmemektedir [7]

3. Nitrat rediiktaz deneyi (NRA):

M. tuberculosis suglarinin nitrati nitrite indirgemesinin renkli bir reaksiyon ile
gosterilmesine dayanan direkt ve/veya indirekt bir yontemdir. NRA preparat pozitif
balgam orneklerinde direkt olarak veya konvansiyonel kat1 kiiltiir besiyerinde tireyen M.
tuberculosis suglart ile indirekt olarak uygulanabilir. Dolayisiyla NRA indirekt test
olarak kullanildiginda kati besiyeri kullanilarak yapilan konvansiyonel fenotipik ilac
duyarlhilik deneylerinden (kat1 besiyerinde uygulanan) daha hizli degildir [7].

Nitrat rediiktaz deneyinin performansinin degerlendirildigi ¢aligmalarda bu
yontemin INH’a ve RiF’e direnci saptamasinda duyarliligmin ve dzgiilliigiiniin yiiksek
oldugu gosterilmistir [47,52,53].

Kombine kullaniminin (direkt ve indirekt) dogruluk verilert NRA’nin hem RiF’e
hem de INH’a direncin saptanmasinda yiiksek duyarlilik (sirasiyla, %97; %95 GA %95-
%98 %9T; %95 GA %95-%98) ve ozgiilliige (swrasiyla %100; %95 GA %99-%100,
%99; %95 GA %99-%100) sahip oldugunu gostermistir [7].

Nitrat rediiktaz deneyinde kullanilan aywraclar patent korumasinda degildir ve
nispeten ucuzdur. LJ besiyerinde yapilan konvansiyonel indirekt proporsiyon ilag
duyarlihig deneyleri ile karsilastirildiginda NRA benzer is yiikiine ve benzer ekipmana
ithtiya¢ duymaktadir ve ek sarf malzemesi gerektirmemektedir. Sivi besiyerinde yapilan
konvansyonel indirekt proporsiyon yontemiyle karsilastirildiginda ise NRA daha az is
yiikiine, ekipmana ve sarf malzemesine ihtiya¢c duymaktadir [7].

Nitrat rediiktaz deneyi prosediirleri standardize edilmistir. NRA’da kat1 kiiltiir
besiyeri kullanilmaktadir ve bu nedenle kati besiyeri ile yapilan konvansiyonel kiiltiir
yontemleri ile biyogiivenlik gereksinimleri benzerdir (biyogiivenlik seviye 2); bununla
birlikte NRA ayraglarinin eklenmesi tiiplerin diizenli olarak a¢ilmasmi gerektirmekte bu
da aerosol olusumu agisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir ve dolayisiyla islemlerin

uygun biyogiivenlik kabinlerinde yapilmasi gerekmektedir [7].

Nitrat rediiktaz deneyi referans laboratuvari seviyesinde kullanilmak i¢cin uygun

bulunmustur; diisiikk seviyeli laboratuvarlarin seviyesinin yiikseltilmesi veya merkez
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laboratuvar haricinde uygulanmasi sadece bu laboratuvarlarm kati besiyeri kullanilan

kiiltiir yontemlerinde uzmanlastig1 gosterilirse diisiiniilebilir [7].

4. ince tabaka agar (TLA) yontemi:
Ince tabaka agar yontemi, ilag iceren ve icermeyen kati besiyerlerine 6rneklerin
mokiilasyonunu takiben mikrokoloni olusumunun mikroskopik olarak incelendigi bir

direkt yontemdir [7].

5. Faj temelli deneyler:

Bu yontemde klinik ornekler ve Kkiiltiirde canli M. tuberculosis varhgni
saptamak i¢in bakteriyofajlar kullanilir [7].

Bu yontemler 2009 yilinda DSO tarafindan degerlendirilmistir. Yapilan bu
degelerledirmede, TLA veya faj temelli deneylerin kullanimi i¢in veriler yetersiz
bulunmusken; CRI yontemleri, MODS ve NRA 'mm kullanimimni destekleyen yeterli

kanit olduguna kanaat getirilmistir [7].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Malzeme ve Cihaz listesi

3.1.1. Cihazlar

1.

2.

8.

9.

Sinif II biyogiivenlik kabini (HB 2448; Heraeus Instruments Hanau, Almanya)
BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD)
Hassas tart1

Buzdolab1

Otoklav

Vorteks

Sogutmali santrifiij (Megafuge 1.0R; Heraeus Instruments Hanau, Almanya)
Etiiv

Isik mikroskobu (CH-BI45-2; Olympus Life Science Hamburg, Almanya)

10. Invert 151k mikroskobu (TMS; Nikon Co. Japonya)

11. Otomatik pipet (200 ul, 1000 ul)

12. Cok kanalli otomatik pipet (5-50 ul)

3.1.2. Malzemeler

Kimyasal malzemeler:

l.

MGIT besiyeri ve supleman kiti (BD 245122 + BD245124; Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, ABD)

BBL Lowenstein-Jensen besiyeri (BD 221116; Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD, ABD)

BD MGIT TBc Identifikasyon Testi (BD 245159; Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD, ABD)

GenoType Mycobacterium CM/AS kiti (Hain LifeScience, Nehren)

Middlebrook 7H9 buyyon dehidrate baz (BD Difco 271310; Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, ABD)
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6. Middlebrook OADC (BD 211886; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,
ABD)

7. 1isoniazid (I3377 ; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)

8. Rifampisin (R3501; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)

9. Gliserol (G5516; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)

10. Tripton (T9410; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)

11. PANTA (BD 245114; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, ABD)
12. Dimetil siilfoksit (DMSO) (D8418 ; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)

13. NaOH kristalleri (RM1183; Himedia Laboratories Pvt. Ltd. Mumbai, Hindistan)

14. Sodyum fosfat dibazik, anhidréz (Na,HPO,) (1.04873.1000; Merck Darmstadt,
Almanya)

15. Potasyum fosfat monobazik, kristal (KH,PO,4) (04243; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, ABD)

16. Tiibekiilosidal dezenfektan

Sarf malzemeler

1. Otomatik pipet ucu, filtreli ( 5-50 pl)

2. Otomatik pipet ucu, filtrelli (100 -1000 ul)

3. Mikrosantrifiij tiipii (2 ml)

4. Siringa tipi filtre ( 0,2 um porlu)

5. Steril siringa (1 ml, 10 ml)

6. Steril burgu kapakli santrifiij tiipii (15 ml, 50 ml)
7. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plag: (steril, kapaklr)
8. Santrifiij tiiplerinin yerlestirilecegi stant

9. Kilitli poset

10. Eldiven

11. Maske
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Calisma kapsamimnda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na 01.04.2014 ile
01.09.2014 tarihleri arasmnda gelen ve rastgele secilen 274 ve Yedikule GOogiis
Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastrma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarr’na 01.09.2014 ile 15.12.2014 tarihleri arasinda gelen preparat pozitif 57

olmak tizere toplam 331 balgam 6rnegi incelenmistir.

Calismanin tiim asamalar1 simf II biyogiivenlik kabini igerisinde yapilmistir.
Kalite kontrol amaciyla M. tuberculosis H37Rv (tim primer ilaglara duyarh sus), M.
tuberculosis ATCC 35822 (INH’a direncli sus) ve M. tuberculosis ATCC 35838 (RiF’e

direncli sug) standart suslar1 kullanilmistir.

3.2. Orneklerin kabulu ve islenmesi
Tek kullanimlik, steril, vidali kapakli balgam kaplarinda gelen 6rnekler kabul
edilmistir. Tiikiiriik icerigi fazla olan 6rnekler reddedilmistir. Ornekler isleme alinana

kadar buzdolabinda (2-8 0C) bekletilmistir [14,54].

Mikobakteri haricindeki bakterilerin dekontamine edilmesi ve ornekteki mukus
ve organik kalintilarin sivilastirilmasi i¢in balgam o©rnekleri dekontaminasyon ve
homojenizasyon islemlerine tabi tutulmustur. Bu islemlerden sonra mikobakterilerin

izole edilme olasiligin1 arttirmak icin konsantrasyon islemi uy gulanmistir [14].

Dekontaminasyon-homojenizasyon islemi i¢in balgam 6rnegi 50 ml’lik steril,
dibi konik polipropilen tiiplere aktarildiktan sonra esit miktarda (1:1 oraninda) %4’liikk
NaOH ile karistirilms, tiipiin kapagi sikica kapatildiktan sonra 6rnek sivi hale gelene
kadar (15-30 saniye) vortekslenmistir. Sonrasinda tiipler oda 1sisinda 15 dakika
bekletildikten sonra, tiipiin 45 ml isaret cizgisine kadar fosfat tamponu (pH 6,8)
eklenerek dekontaminasyon islemi sonlandirilmis ve notralizasyon asamasi

baslatilmastir [14,54].

Dekontamine ve homojenize edilen ornekler 3000 x g’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra iist sivi dikkatlice tiiberkiilosidal dezenfektan iceren atik kutusuna
dokiilmiistiir. Sedimentten steril 6ze ile 10 ul alinarak yayma preparat hazirlandiktan
sonra iizerine toplam hacim 2,5 ml olacak sekilde fosfat tamponu (pH 6,8) eklenmistir.
Fosfat tamponu ile tekrar siispanse edilen sediment (balgam konsantrati) kiiltiir

islemlerinde kullanilmstir [14,54].
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3.3. Aside direncli boyama

Mikroskopik inceleme amaciyla her hasta Ornegi icin 1 adet preparat
hazirlanmistir. Lam iizerinde 1 x 2 cm’lik dikdortgen bir alana bir damla BOS buyyon
damlatilmis ve sedimentten steril 6ze ile 10 pl almarak dairesel hareketler ile alana
yayilmistir. Hazirlanan preparat oda sicakhiginda giivenlik kabini icerisinde kurumaya

birakilmistir. Lamlar alevde tespit edilerek EZN yontemiyle boyanmustir [14,54].

EZN boyama: Lam karbolfuksin ile kaplanip alttan yavasga, kaynamayacak
ancak duman c¢ikmasi saglanana kadar (yaklasik 3 dakika boyunca) isitilmis ve
soguduktan sonra boya su ile akitilmis sonrasinda % 3 asit alkolle (%3 HCI) dekolorize
edildikten sonra tekrar su ile yikanmistir. Zit boyama i¢in lamin iizeri metilen mavisi ile
kaplanmig ve 1 dakika beklendikten sonra su ile yikanmistir. Lam havada kurutulduktan
sonra boyanan preparatlar x 100’lik objektifde (toplam 1000 kat biiyiitme) 151k
mikroskobunda incelenmistir [54].

EZN yontemiyle boyanan preparatlar incelendikten sonra ARB sayis1 asagidaki
tabloya gore kantitatif olarak degerlendirilmistir [14].

Tablo 3-1. Mikroskopik incelemede goriillen ARB’lerin kantitatif olarak degerlendirilmesi.

Goriilen ARB (ARB sayisi/inceleme alan) Sonug
0 Negatif
1-2/300 alan Stipheli
1-9/100 alan 1+
1-9/10 alan 2+
1-9/1 alan 3+
>9/ 1 alan 4+
3.4. Kiiltiir
Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemleri sonucunda

hazirlanan balgam ornekleri LJ ve MGIT sistemi besiyerlerine ekilmistir ve MODS
yontemiyle incelenmek iizere hiicre kiiltiir plaklarina inokiile edilmistir. Bu boliimde LJ
ve MGIT besiyerine yapilan ekimlerinden bahsedilmistir MODS yontemi ayr1 bir baslhik

altinda anlatilmistir.
LJ kiiltiirii

Hazirlanan konsantre balgamdan 1 ml’lik steril enjektor araciigiyla 0,2 ml
almarak LJ besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan LJ besiyerleri 37 °C’de 1 gece
yatik konumda bekletilmis, ertesi giin dik konuma getirilerek 42 giine kadar 37°C’de
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inkiibe edilmistir. LJ besiyerleri tireme agisindan haftada bir kez makroskobik olarak
kontrol edilmistir. Ureme goriilmesi halinde preparat hazirlanip, EZN yontemiyle

boyanmis ve ARB varlig1 yoniinden incelenmistir [54].
MGIT 960 sistemi ile kiiltiir

MGIT 960 sisteminde, modifiye Middlebrook 7H9 buyyon igeren MGIT
besiyerleri (7 ml) ile MGIT 960 supleman kiti kullanilmaktadir. MGIT besiyerleri ile
birlikte verilen supleman Kkiti igerisinde, OADC i¢ceren MGIT iireme destegi (15 ml) ve
liyofilize halde polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin
(PANTA) iceren BBL MGIT PANTA antibiyotik karistmi bulunmaktadir. MGIT {ireme
destegi sisesinden, steril enjektor araciigr ile 15 ml almarak BBL MGIT PANTA
icerisine eklenmis, bu karisimdan 0,8 ml alinarak MGIT besiyerlerine ilave edildikten
sonra konsantre balgamdan 0,5 ml inokiile edilmistir. Ekim yapilan MGIT besiyerleri
tizerlerindeki barkod okutularak MGIT 960 cihazma yiiklenmistir. MGIT 960 cihaz1
icerisindeki besiyerleri 37 °C’de inkiibe edilmektedir ve cihaz, icerisindeki foto
dedektorleriyle floresan 1s1ma seviyesini otomatik olarak 60 dakikada bir oOlcerek
iiremeyi kontrol etmektedir. Ureme oldugunda, cihaz sesli uyar1 vermekte ve iiremenin
oldugu (pozitif) besiyerlerinin yer aldigi cekmece iizerinde yer alan “+” isaretinin 15181
yanmaktadir. Ureme saptanan cekmece acilip cihazin kullanim kilavuzunda belirtildigi
sekilde pozitif besiyerleri ¢ikartilmis ve EZN yontemi ile boyama yapilarak ARB varlig
kanitlanmig ve {iireyen bakterinin MTBC oldugunun teyit edilmesi icin identifiye
edilmistir (Bkz. 3.4. Identifikasyon). Cihaza yiiklendikten sonra en az 42 giin boyunca
tireme saptanmamasi durumunda cihaz sesli uyar1 vermekte ve iireme goriilmeyen

9

(negatif) besiyerlerinin yer aldigi ¢ekmece iizerinde yer alan isaretinin 15181
yanmaktadir. Negatif besiyerleri cihazin kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde
cikartilmis, makroskopik olarak incelendikten sonra iireme olmadigina kanaat getirilen

besiyerleri otoklavlanip atilmistir [54-56].

3.5. identifikasyon
LJ besiyerinde iireyen kolonilerin morfolojileri makroskopik olarak ve
kolonilerden hazirlanan preparatlar EZN yontemiyle boyanarak mikroskopik olarak

incelenmistir (Bkz. 3.2. Aside direncli boyama).

Pozitif MGIT besiyerleri makroskopik olarak incelenmistir. Sivi besiyerinde

tireyen MTBC suglart graniiller halinde goriinmektedir ve bulaniklik olusturmamaktadir.
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Kontaminasyona neden olan mikroorganizmalar ise bulaniklik olusturmaktadir.
Besiyerleri makroskopik olarak incelenirken bu parametrelere dikkat edilmistir.
Besiyerinde iireyen mikroorganizmanin ARB olup olmadiginin ve kord olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi icin besiyerlerinden preparat hazirlanip EZN yontemiyle
boyanmistir. Kontaminasyon varliginin ya da yoklugunun belirlenmesi i¢in ise kanh
agara ekim yapilmistir. Ekim yapilan kanh agar besiyerleri 37 °C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. EZN yontemi ile boyanan preparatlar incelendiginde, preparattaki ARB’lerin
kordonlar seklinde goriinmesi durumunda mevcut mikobakteri susunun kord faktor

olusturdugu kabul edilmistir [54].

EZN preparatinda aside direncli bakteri goriilmeyen ve 72 saatte kanli agarda
tiremesi olan MGIT besiyerlerinde kontaminasyon oldugu kabul edilmistir ve bu
besiyerleri otoklavlanip atilmistir. EZN preparatinda ARB/kord goriilen ve/veya kanh
agarda iireme olmayan besiyerlerine BD MGIT TBc Identifikasyon Testi (TBc ID)
uygulanmustir [54].

MGIT besiyerinde pozitif sonu¢ alindiktan sonraki 10 giin icinde kiiltiir
orneklerine TBc ID deneyi uygulanmistir. Oda sicakligma getirilmis TBc ID test
kartlar1 deneyden hemen once folyo torbasindan cikartilmis ve diiz bir yiizeye
yerlestirilmistir. Test edilecek pozitif MGIT besiyeri tersine dondiiriilerek ve
vortekslenerek iyice karistirlmistir. MGIT besiyerinden steril bir pipet ucu kullanilarak
100 pL. alinmis ve uygun sekilde etiketlenmis test kartinin 6rnek kuyusuna (gozyasi
damlas: ile gosterilen alan) konulmustur. Zamanlayic1 15 dakikaya kurulup sonug 15.

dakikada okunmus ve kaydedilmistir [30].

TBc ID deneyi negatif ¢ikan ornekler tiir tayini i¢in GenoType Mycobacterium
CM kiti ve gerekirse (GenoType Mycobacterium CM Kkiti ile sonu¢ almamadiginda)

GenoType Mycobacterium AS Kiti ile incelenmistir.

3.6. MGIT 960 sistemi ile duyarhihk deneyi

MTBC olarak tanimlanmis suslarin streptomisin, INH, RIF ve etambutole
duyarliliklar1 tireme saptandiktan sonraki 5 giin icerisinde MGIT 960 SIRE
(streptomisin, INH, RIF, etambutol) kiti (SIRE kiti) kullanilarak MGIT 960 sistemi ile
arastrlmistir. MODS yonteminde sadece INH ve RIF duyarliifi arastirildigindan,
calsma kapsaminda MGIT 960 sistemiyle yapilan antimikobakteriyel duyarlilik

deneylerinin sadece INH ve RiF’e ait sonuglar1 degerlendirmeye dahil edilmistir.
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Antibiyotik soliisyonlarimin hazirlanmasi:

SIRE kiti icerisinde liyofilize halde streptomisin, INH, RIF ve etambutol
bulunmaktadir. Liyofilize antibiyotik siselerinin her birine 4 ml steril distile su
eklenerek 83 pg/ml streptomisin, 8,3 pg/ml INH, 83 ug/ ml RIF ve 415 ug/ml

etambutol iceren antibiyotik soliisyonlar1 elde edilmistir [54,57].
Duyarhlik deneyi icin MGIT besiyerlerinin hazirlanmasi:

Antimikobakteriyel ilaclara duyarhlig: arastirilacak her bir sus icin 5 adet MGIT
besiyeri kullanilmis, birinci besiyeri kontrol diger besiyerleri test edilecek antibiyotikler
olmak iizere uygun sekilde isaretlenmistir. Aseptik kosullarda her bir besiyerine SIRE
kiti igerisinden ¢ikan SIRE iireme desteginden 0,8 ml eklenmistir. Sonrasinda her
besiyerine ayr1 ayri hazirlanan antibiyotik soliisyonlarindan aseptik kosullarda 100’er ul

eklenmis, kontrol besiyerine hic¢bir antibiyotik eklenmemistir [54,57].
Inokiilumun hazirlanmas::

Duyarlilik deneylerinde primer kiiltiir kullanilmistir. Duyarlilik deneyleri iireme
saptandiktan sonraki 2 giin icerisinde yapiliyorsa pozitif sonu¢ veren MGIT besiyeri
direkt kullanilmistir. Duyarhlik deneyleri tireme saptandiktan sonraki 3-5. giinde
yapiliyorsa, pozitif MGIT besiyerinden 1 ml alinarak 4 ml steril fizyolojik tuzlu su

iceren tiipe eklenip 1:5 oraninda sulandirilmistir [54,57].
Ekim islemi ve MGIT besiyerlerinin cihaza yiiklenmesi:

Pozitif MGIT besiyeri veya sulandirilmis (1:5 oraninda) MGIT besiyeri iyice
kanistirllmis ve her biri farkhh antibiyotik iceren besiyerlerine 0,5’er ml inokiile

edilmistir. Besiyerleri 3-4 kere bas asagi ¢evrilerek iyice karistirilmistir.

Kontrol besiyerinin hazirlanmas: i¢in pozitif MGIT besiyeri veya sulandirilmis
(1:5 oraninda) MGIT besiyerinden 0,1 ml alinip 10 ml steril fizyolojik tuzlu su iceren
tiipe eklenerek siispansiyon 1:100 oraninda sulandirimistir. Sulandirilmig (1:100
oraninda) siispansiyondan 0,5 ml alinip kontrol besiyerine eklenmistir. Besiyeri 3-4 kere

bas asagi cevrilerek iyice karigtirilmastir.

Besiyerleri barkodlu 5°li tasiyicilara soldan saga kontrol, streptomisin, INH, RIF
ve etambutol tiipleri olacak sekilde yerlestirilmistir. Besli tasiyici, iizerindeki barkod

okutularak cihaza yerlestirilmistir [54,57].
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3.7. MODS yontemi

Besiyeri stogunun hazirlanmasi:

- Cam balon joje igerisinde 900 ml steril distile suya 3,1 ml gliserol ve 1,25 g
tripton ve 5,9 g Middlebrook 7H9 buyyon dehidrate baz eklenip tamamen ¢oziilene
kadar siirekli olarak karistirilmistir.

- 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

- Soguduktan sonra steril tiipler icine Orneklerin hazirlanmasi icin 4,5 ml,
antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in ise 10,8 ml olacak sekilde dagitilmistir.

- Besiyerleri, kontaminasyon kontrolii i¢cin 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

- Kullanilincaya kadar 2-8 °C’de saklanmus, bir ay sonunda kullanilmayan
besiyerleri atilmistir [58,59].

Not: Her bir balgam 6rnegi i¢in 4,5 ml 7H9 besiyeri kullanilmistir.

Antibiyotik stok soliisyonlarimin hazirlanmasi:

- INH stok soliisyonu (8 mg/ml) 20 mg INH 2,5 ml steril distile suda tamamen
coziindiiriilerek hazirlanmis, por ¢cap1 0,2 um olan sirmga tipi filtre ile filtre edildikten
sonra -20 °C'de 6 aya kadar saklanmustir. RiF (8 mg/ml) stok soliisyonu i¢in 20 mg RiF
1,25 ml DMSO igerisinde tamamen ¢oziindiiriilmiis, lizerine 1,25 ml steril distile su
eklenmis ve por ¢ap1 0,2 um olan siringa tipi filtre ile filtre edildikten sonra -20 °C'de 6
aya kadar saklanmustir [58,59].

Calisma soliisyonlarinmin hazrlanmasi:

Besiyeri ¢calisma soliisyonu:

- Saklanan soliisyonlardan isleme alinacak her bir balgam 6rnegi i¢in 1 tiip (4,5
ml) ve her bir plak icin negatif kontrol siitiinuna konulmak iizere ek olarak 1 tiip, pozitif
kontrol i¢in ise ek olarak 3 tiip 7H9 besyeri kullanilmistir.

- Antibiyotik soliisyonunun hazirlanmasi icin ise 1-2 tiip 10,8 ml’lik 7H9 besiyeri
kullanilmastir.

- 4,5 ml 7H9 besiyeri iceren tiiplere 0,5 ml OADC, 10,8 ml 7H9 besiyeri iceren
tiiplere ise 1,2 ml OADC eklenmistir.

- Pozitif kontrol i¢cin 5 ml (4,5 ml besiyeri + 0,5 ml OADC) 7TH9-OADC iceren 3
tiip ve antibiyotik soliisyonu hazirlanmasi i¢in 12 ml (10,8 ml besiyeri+ 1,2 ml OADC)
7TH9-OADC igeren tiipler ayrilmustir.

- 5 ml 7H9-OADC iceren Ornek tiipleri ve negatif kontrol tiiplerine 0,1 ml
PANTA eklenmistir (7H9-OADC-PANTA, toplam hacim 5,1 ml).
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Not: PANTA iceren besiyeri balgam Ornekleri ve negatif kontroller i¢cin PANTA
icermeyen besiyeri pozitif kontroller ve antibiyotik soliisyonu hazirlanmasi igin
kullanidmstir [58,59].

Antibiyotik ¢alisma soliisyonlarimin hazirlanmast ( Sekil.3-1):

Antibiyotik caligma soliisyonlar1 stok soliisyonlardan (8 mg/ml) c¢alisma
gliniinde hazirlanmistir. Calisma soliisyonlarmin elde edilmesi icin gerekli sulandirimlar
24 kuyucuklu mikroplakta yapilmistir. Bu plagin bos kalan siitunlar1 pozitif kontrol
amaciyla standart suslarin inokiilasyonunda kullanilmistir.

Plagin 1C ve 1D kuyucuklarina 1’er ml 7H9-OADC besiyeri eklenmistir.

Plagin 2. siitununa (2A, 2B, 2C ve 2D kuyucuklar1) 2’ser ml 7H9-OADC
besiyeri eklenmistir.

INH stok soliisyonunun eklenecegi kuyucuktan (1C) 5 ul besiyeri gekilip atilmis, INH
stok soliisyonundan (8 mg/ml) 5 ul eklenmis ve pipetleme yapilarak iyice
karistirilmistir (40u g/ml INH stok 2).

RIF stok soliisyonunun eklenecegi kuyucuktan (1D) 12,5 ul besiyeri cekilip
atilmis, RIF stok soliisyonundan (8 mg/ml) 12,5 pl eklenmis ve pipetleme yapilarak
iyice karistirilmustir (100 pg/ml RIF stok 2)

Plagin 2C ve 2D kuyucuklarindan 200 pl besiyeri cekilip atilmustir.

Plagin 1C kuyucugundan (40 ug/ml INH stok 2) 200 ul ahnip 1800 ul besiyeri
iceren 2C kuyucuguna eklenmis ve pipetleme yapilarak iyice karistirdmistir (4ug/ml
INH ¢ahisma soliisyonu)

Plagin 1D kuyucugundan (100 pg/ml RIF stok 2) 200 ul alinip 1800 ul besiyeri
iceren 2C kuyucuguna eklenmis ve pipetleme yapilarak iyice karnstirilmistir (10 pg/ml
RIF calisma soliisyonu) [58,59].
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1} 1. siitunun C ve D
kuyucuklarma 1 ml 2. siitunun
tim kuyucuklarma 2 ml 7H3-
OQADC eklenmistir

A - llacsiz besiyeri

B - ilacsiz besiyeri

YOO
BHBHOO-
OO0O0:-
QOO0
OO0O0:r
OO0O0:

2) 5 ul TH9-OADC atlhp — ( yami C - INH
5 pl INH stok soliisyonu eklenmistir. g 200 pi
3) 12,5 pl TH9-OADC atlp — [ 100 D - RIF
12,5 I RIF stok soliisyonu eklenmigtir. pg/ml 200 i

Stok 2 Cahsma

soliisvonlan
Pozitif kontroller icin

kullamlmistir

4) 2C ve 2D kuyucuklarmndan 200 pl
TH9-OADC atilp ilgili karyucuklara
INH (1C) ve RIF (1D) stok 2
soliisyonlarmndan 200 'er pl
eldenmistir.

Sekil 3-1.Antibiyotik calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Balgam Ornegi ve plaklarin hazirlanmasi:

- Balgam ornekleri dekontamine-homojenize edildikten sonra 3000 x g’de 15
dakika santrifiijde ¢evrilmistir. Ust s1v1 dikkatlice tiiberkiilosidal dezenfektan iceren atik
kutusuna dokiilmiistiir. Tiipte kalan pellet iizerine toplam hacim 2 ml olacak sekilde
7TH9-OADC-PANTA besiyeri eklenmis ve 1 ml’si ayrilip yedek olarak 2-8 °C de
saklanmistir. Geriye kalan 1 ml konsantre balgamdan tiipte kalan 7H9-OADC-
PANTA’ya eklenmis iyice karstirilmistir. Bu siispansiyon (son Ornek siispansiyonu)
plaklara ekilmek iizere kullanilmistir (Sekil 3-2).

- Bir plakta 5 balgam 6rnegi incelenmistir.

- Cok kanalli pipetin 4 ucu ile 7H9-OADC ve antibiyotik ¢alisma soliisyonu
iceren kuyucuklardan (antibiyotik diliisyon plagmin 2. siitunu) 100 pl alinmis ve tiim

stitunlara koyulmustur [58,59].
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5.1 ml TH9-OADC-PANTA

4.5ml TH9
0.5ml QADC 4.1ml 7H9-OADC-PANTA

0.1ml PANTA 4% 900 pl + 500 pl atik

4

Son rnek siispansivonu
plaklara inokiile
edilmistir.

000 Q00
000 000
000 000
000 000

Fill to
2ml

3

Geriye kalan 1 ml
balgam konsantrati
vedek olarak 2-8 °C'de

saklanmistir

2

1 Balgam konsantarmdan 1 m almms
ve tiipte kalan TH9-OADC-PANTA
Pellet iizerine toplam hacim 2 ml besiverine eklenmistir.

olacak sekilde TH9-OADC-PANTA

eklenmis ivice kanstinlnstir.
(balgam konsantrati)

Sekil 3-2. Son érnek siispansiyonlarimin hazirlanmasi

Ornek siispansiyonlarinin plaklara inokiilasyonu:

- Her bir 6rnek i¢in 24 kuyucuklu plagin bir siitunu kullanilmistir. Siitundaki her
kuyucuga 900 ul son 6rnek siispansiyonun ilave edilmistir.

- Ukiincii siitun harig tiim siitunlara rnek siispansiyonlarindan ilave edilmistir.

- Uciincii siituna 6rnek siispansiyonlarindan eklenmemis 7H9-OADC-PANTA
besiyerinden 900 ul koyulmustur, bu siitun negatif kontrol olarak kullanilmustir.

- Plagin kapagi kapatildiktan sonra kilitli posete almmis ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir [58,59].
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A- Tlacsiz Besiyeri

B- ilacsiz Besiyeri

C- INH iceren Besiyeri

D- RIF iceren Besiyeri

-@O 0+
_dOJO/OX
~ @O0
-@O 0
-@O OO0

— @O0~

Son ornek siispansivonlar: (Her bir siifun
ayri bir drnege ait siispansiyon icermektedir)

Sekil 3-3. Plaklardaki kuyucuklarn icerigi.
INH: Isoniazid, NK: Negatif kontrol, RiF: Rifampisin.

Pozitif kontrol suslarimin plaklara inokiilasyonu:

- Pozitif kontrol olarak kullanilacak standart suslarin (Bkz. Kalite kontrol) taze
pasajlarindan McFarland 1’e es deger bulaniklikta siispansiyonlar hazirlanmistir.

- Her bir standart sus i¢in hazirlanan siispansiyonlardan 5’er pl almarak 5 ml 7H9-
OADC besiyerine eklenmistir.

- Capraz kontaminasyonun onlenmesi i¢in pozitif kontrol siispansiyonlar1 ayr1 bir
plaga inokiile edilmistir.

- Pozitif kontrol siispansiyonlari, antibiyotik diliisyon plaginin bos siitunlarina
inokiile edilmistir.

- Ornek siispansiyonlartyla ayni sekilde, her bir kontrol susu i¢in bir siitun
kullanilmis, siitunun 4 kuyucuguna pozitif kontrol siispaniyonundan 900 ul eklenmistir.
- Plagin kapag: kapatildiktan sonra kilitli posete almms ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir [58,59].

Plaklarin degerlendirilmesi:

- Plaklar 5. giinde incelenmeye baglanmuistir.

Not: Erken mikobakteri tiremesi kiigiik, kivrik virgiil veya spiral (5-9. giinler) seklinde
goriilmekte, sonrasinda kord olusumu gézlenmektedir.

- Besinci giinde tireme goriilemeyen plaklar 14. giine kadar hergiin veya giin asir1
incelenmigtir. 14. giinden sonra, 15-21. giinler arasinda inceleme 2-3 giinde bir

yapilmistir. Plaklar invert mikroskopta 10x’luk objektif ile incelenmistir [58,59].
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- Her iki ila¢ icermeyen kuyucukta 2 veya daha fazla cfu goriilmesi, pozitif kiiltiir
olarak tanimlanmustr.

- flac icermeyen kuyucuklarm sadece birinde iireme goriilmesi veya her iki
kuyucukta sadece 1 cfu goriilmesi durumunda sonug belirsiz olarak kabul edilmis ve
yedek orneklerden tekrar calisiimistir.

- Kiiltiiriin ilag icermeyen 2 kuyucukta da pozitif oldugu giin, ila¢ iceren
kuyucuklar da incelenmistir.

- flac iceren kuyucuklarda 2 veya daha fazla cfu goriilmesi, susun o ilaca karsi
direncli oldugunu gostermistir.

- Bakteri veya mantarlarla kontaminasyon s6z konusu oldugunda, yedek
orneklerden tekrar calisilmistir.

- Yirmi birinci gline kadar iireme goriilmemesi negatif kiiltiir olarak
tanimlanmustir.

- Yirmi bir giiniin sonunda plaklar otoklavda steril edilip atilmistir.

MODS yonteminde ek identifikaston deneyleri yapilmamaistir, invert mikroskopta kord
olusumu gozlenen oOrnekler MTBC varligi acisindan pozitif olarak kaydedilmistir

[58,59].

Tablo 3-2. MODS yonteminde Kkiiltiir sonuclarinin degerlendirilmesi

A kuyucugu B kuyucugu Sonuc¢

+ + Pozitif

- - Negatif

+ K Kontamine
K + Kontamine
- K Kontamine
K - Kontamine
K K Kontamine
+/— K Kontamine
K +/— Kontamine
+ - Belirsiz

= + Belirsiz

+ +/— Belirsiz
+/- + Belirsiz

- +/— Belirsiz
+/- - Belirsiz
+/— +/— Belirsiz

+: kuyucukta >2 cfu +/—: kuyucukta 1 cfu

—: kuyucukta lireme yok K: Mikobakteri iiremesi yok ve kontaminasyon var
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Tablo 3-3. MODS yonteminde duyarhilik deneyi sonuclarinin degerlendirilmesi.

C kuyucugu D kuyucugu Sonug¢
0,4 pg/ml iINH 1,0 pg/ml RiF
+ + CID

- INH’a ve RIF’e duyarh

+ - INH’a direngli RiF’e duyarh

+ K INH’a direngli RiF duyarlihig: belirsiz
+ +/— INH’a direngli RIF duyarlilig1 belirsiz
- + INH’a duyarli RIF e direngli

K + INH’a duyarliligs belirsiz RIF’e direngli
+/— + INH’a duyarhiligs belirsiz RiF’e direncli

+: kuyucukta >2 cfu; —: kuyucukta iireme yok; +/—: kuyucukta 1 cfu; CID: ¢ok ilaca diengli;
INH: isoniazid; K: Mikobakteri iiremesi yok ve kontaminasyon var; RIF: rifampisin

Kalite kontrolii:

- Her plakta negatif kontrol bulunmaktadir. Negatif kontrol siitununda herhangi
bir koloni bulunmas1 kontaminasyon olarak nitelendirilmis ve tiim plak atilip 6rnekler
yeniden calisilmistir.

- Pozitif kontroller ayr1 bir plakta yer almaktadir. Siitunlardan birine tamamen
duyarli standart M. tuberculosis H37Rv susu, diger siitunlara INH’a direncli M.
tuberculosis ATCC 35822 susu ve RiF’e direngli M. tuberculosis ATCC 35838 susu
inokiile edilmistir.

- llagc icermeyen besiyerlerinde tiim suslarin iiremesi gerekmektedir. Ilac
konsantrasyonlarmin dogru oldugu INH veya RIF iceren besiyerinde duyarli susun
iirememesi, fakat INH’a direngli  susun INH, RiF’e diren¢li susun ise RIF
kuyucuklarinda iiremesiyle anlasilmistir.

- Pozitif kontrol suslarmin beklendigi sekilde tirememesi durumunda, ayni giin

hazirlanan tiim plaklar tekrarlanmigstir [58,59].

3.8. Sonuclarin elde edilme siirelerinin belirlenmesi

MGIT sistemiyle Kkiiltiir  pozitifligi  siiresi Orneklerin  ekildigi MGIT
besiyerlerinin cihaza yiiklenmesinden, cihazin besiyerlerinde iireme saptadigi giine
kadar gecen siire olarak tammlanmstir. Ureme saptandiktan sonra yapilan
identifikasyon testlerinin sonu¢lanma siiresi kiiltiir pozitifligi siiresine eklenmemistir.
MGIT sistemiyle yapilan indirekt duyarlilik deneyi siiresi, ireyen susun kontrol ve test
edilen antimikobakteriyel ilaglar1 iceren MGIT besiyerlerine ekilip cihaza

yiiklenmesinden cihazin duyarhilik sonucunu cikartmasina kadar gecen siire olarak
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tanimlanmistir. MGIT sistemiyle ilaglara duyarhilik sonucunun elde edilme siiresi,

kiiltiir pozitifligi siiresine duyarlilik deneyi siiresi eklenerek hesaplanmustir.

LJ kiiltiriinde kiltiir pozitifligi siiresi, drneklerin LJ besiyerine ekilmesinden
haftalik olarak yapilan makroskopik incelemede besiyerinde iireme saptanmasina kadar

gecen siire olarak tanimlanmugtir.

MODS yonteminde kiiltiir pozitifligi stiresi, orneklerin hiicre kiiltiir plaklarina
ekilmesinden invert mikroskopta kord olusturarak iireyen (ya da erken safhalarda
kiigiik, kivrik virgiil veya spiral seklinde tireyen) mikroorganizmalarin gozlenmesine
kadar gecen siire olarak tamimlanmistir. Plaklar 5. giinden itibaren okunmaya
baslandigindan MODS yontemiyle kiiltiir sonucunun 5. giinden ©Once elde edilme
ihtimali bulunmamaktadir. MODS yonteminde ilagsiz besiyeri igeren kuyucuklarda
iireme goriildiigii giin, INH ve RIF eklenmis kuyucuklar da incelenmis ve boylelikle

kiiltiir sonucu ile ilaglara duyarhlik sonucu es zamanh olarak elde edilmistir.

3.9. Istatistiksel analiz

Calismanin biyoistatistiksel ¢oziimlemesinde, ele alman Olgiitler medyan, ortalama,
standart sapma, frekans ve ylizde degerleri ile tantmlanmustir.

Gruplar arasi frekans ve yiizdelerin kiyaslanmasinda Ki-kare ve Fisher kesin olasilik
testi kullanilmistir.

Tanm1 uyumlarin1 denetlemek i¢in, iki yontemin uyum diizeyinin degerlendirmesinde
kappa katsayisi, bagint1 irdelemesi i¢in ise kendall tau-b katsayis1 kullanilmistir.

Normal dagihima sahip degisken ortalamalarinin karsilagtirilmasi i¢in, iki grup
kiyaslamasinda t testi kullanilmustir.

Gerekli ise (denek sayis1 ve homojenlik denetlemesine bagh olarak) bagimsiz iki grup
kiyaslamasi i¢cin nonparametrik “Mann-Whitney U” ve bagiml iki grup kiyaslamasi i¢in
“Wilcoxon testi ” yontemleri uygun deney kurgularinda kullanilmistir.

Yorumlamalarda anlamlilik smir1 p=0.05 alinmustir.

Biyoistatistiksel analizlerde SPSS (Siiriim:17.5) paket programi kullanilmaistir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda incelenen 331 balgam 6rneginin 241 hastaya ait oldugu
belirlenmistir. Balgam 6rneklerinden yapilan preparatlarda 331 ornegin 74’iiniin ARB

pozitif (%22,36), 257 sinin ARB negatif (%77,64) oldugu bulunmustur.

4.1. Kiiltiir sonuclar

ARB pozitif 74 Ornegin 70’inde (%94,59) ve ARB negatif 257 Ornegin
dokuzunda (%3,5) olmak iizere toplam 331 Ornegin 79’unda (%23,87) Kkiiltiir
yontemlerinden en az biriyle mikobakteri varlig1 saptanmistir. ARB pozitif 6rneklerin
birinde ve ARB negatif 6rneklerin 14’iinde olmak iizere, toplam 331 6rnegin 15 inde

(%4,53) s1v1 kiiltiir yontemlerinden en az birinde kontaminasyon saptanmustir.

MGIT 960 sistemi ile, ARB pozitif 74 ornegin 70’inde (%94,59) ve ARB
negatif 257 ornegin dokuzunda (%3.,5) olmak iizere toplam 331 6rnegin 79’undan
(%23,87) pozitif sonu¢ almmistir (Tablo 4-1). Tiimii ARB negatif 6rneklerde olmak
tizere incelenen 331 6rnegin dokuzunda (%2,72) MGIT kiiltiiriinde kontaminasyon

saptanmistir.

ARB pozitif 74 6rnegin 63’iinde (%85,14) ve ARB negatif 257 6rnegin besinde
(%1,95) olmak iizere toplam 331 Ornegin 68’inde (%?20,54) LJ kiiltiiri pozitif
bulunmustur (Tablo 4-1).

MODS yontemi ile, ARB pozitif 74 6rnegin 69’unda (%93,24) ve ARB negatif
257 ornegin besinde (%1,95) olmak iizere toplam 331 Ornegin 74’iinde (%22,36)
MODS kiiltiirti pozitif bulunmustur (Tablo 4-1) . MODS yonteminde, biri ARB pozitif,
sekizi ARB negatif orneklerde olmak iizere incelenen 331 6rnegin dokuzunda (%?2,72)
kontaminasyon saptanmistir. MODS yonteminde, invert mikroskop ile yapilan
incelemelerde, erken safhalarda (5-9. giin) kiiciik, kivrik virgiil veya spiral seklinde,
ileri safhalarda (>9. giin) kord olusturarak iireyen mikroorganizmalar sekil 4-1-4-7’de
goriilmektedir.

Tablo 4-1. ARB pozitif ve negatif 6rneklerde Kkiiltiir sonu¢larinin dagilim

MGIT (+) | MGIT (-) | LJ (+) | LJ (=) | MODS (+) | MODS (-) | Toplam

ARB (+) | 70 4 63 11 69 5 74

ARB (-) | 9 248 5 252 5 252 257

Toplam | 79 252 68 263 74 257 331
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Sekil 4-1. iki farkh 6rnekten yapilan (her bir resim ayn bir 6rnek) MODS Kiiltiiriiniin
yedinci giiniinde MTBC Kkolonilerinin invert mikroskopta goriiniimii (x100
biiyiitme).
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Sekil 4-2. MODS Kkiiltiiriiniin sekizinci giiniilnde MTBC Kkolonilerinin invert mikroskopta
goriiniimii (x100 biiyiitme).

Sekil 4-3. MODS Kkiiltiiriiniin dokuzuncu giiniinde MTBC kolonilerinin invert
mikroskopta goriiniimii (x100 biiyiitme).
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Sekil 4-4. MODS Kkiiltiiriiniin 10. giiniinde MTBC kolonilerinin invert mikroskopta
goriiniimii (x100 biiyiitme).
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Sekil 4-5. MODS Kkiiltiiriiniin 11. giiniinde MTBC kolonilerinin invert mikroskopta
goriiniimii (x100 biiyiitme).
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Sekil 4-6. Uc farkh 6rnekten yapilan (her bir resim ayr1 bir 6rnek)MODS Kiiltiiriiniin 14.
giiniinde MTBC kolonilerinin invert mikroskopta goriiniimii (x100 biiyiitme).
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Sekil 4-7. MODS Kkiiltiiriiniin 21. giiniinde MTBC kolonilerinin invert mikroskopta
goriiniimii (x100 biiyiitme).

Tim kiiltiir yontemleri bir arada degerlendirildiginde, preparati ve kiiltiirii
pozitif olan 70 6rnekten izole edilen mikobakteri suslarinin 69’unun (%98,57) MTBC,
birinin (%1,43) TDM oldugu bulunmustur. GenoType Mycobacterium CM deneyi ile
tireyen TDM M. abscessus olarak tanimlanmistir. Preparati negatif ancak kiiltiirii pozitif
olan dokuz oOrnekten izole edilen mikobakteri suslarinin besinin (%55,56) MTBC,
dordiiniin (%44,44) TDM oldugu belirlenmistir. GenoType Mycobacterium CM deneyi
ile TDM’lerin birinin M. fortuitum, ikisinin M. abscessus oldugu belirlenmis, birinin
tirii saptanamamustir. Tirii saptanamayan sus i¢in GenoType Mycobacterium AS
deneyi uygulanmis bu deney ile de tiirli saptanamamistir (Mycobacterium spp. olarak
belirtilmistir) . Sonug olarak 69°’u ARB pozitif ve besi ARB negatif drneklerde olmak
tizere toplamda 331 6rnegin 74’linde (%22,36) MTBC, 1’1 ARB pozitif ve dordii ARB
negatif orneklerde olmak iizere toplamda 331 6rnegin besinde (%1,51) TDM varlig
saptanmustir (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2. ARB pozitif ve negatif 6rneklerden izole edilen mikobakterilerin dagilim

MTBC | TDM | Toplam
ARB (+) [ 69 1 70
ARB (-) |5 4 9
Toplam | 74 5 79

Tek basina MGIT Kkiiltiirii degerlendirildiginde, preparat ve Kkiiltiir pozitif
bulunan, 70 Ornegin 69’unda (%98,57) iireyen mikobakterinin MTBC (Tablo 4-3),
birinde (%1,43) TDM (M. abscessus) oldugu bulunmustur. Preparat1 negatif ancak,
kiiltiirti pozitif dokuz 6rnegin besinde (%55,56) iireyen mikobakterinin MTBC (Tablo
4-4), dordiinde (%44,44) TDM (biri M. fortuitum, ikisi M. abscessus, biri
Mycobacterium spp.) oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak MGIT Kkiiltiirii ile 69°’u ARB
pozitif ve besi ARB negatif 6rneklerde olmak iizere toplamda 331 Ornegin 74’{inde
(%22,36) MTBC (Tablo 4-5); biri ARB pozitif ve dordii ARB negatif 6rneklerde olmak

izere toplamda 331 6rnegin besinde (%1,51) TDM varlig1 saptanmustir.

Tablo 4-3. ARB pozitif balgam érneklerinde MGIT Kkiiltiirii sonuclar

ARB pozitif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MGIT (+) |69 1 70
MGIT(-) |0 4 4
Toplam 69 5 74

Tablo 4-4. ARB negatif balgam 6rneklerinde MGIT Kkiiltiirii sonuclan

ARB negatif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MGIT (+) 5 4 9
MGIT (-) 0 248 248
Toplam 5 252 257
Tablo 4-5. Tiim balgam 6rneklerinde MGIT Kkiiltiirii sonuclari
MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MGIT (+) | 74 5 79
MGIT (-) | O 252 252
Toplam 74 257 331
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Tek basma LJ kiiltiirii degerlendirildiginde preparat1 ve kiiltiirii pozitif bulunan
63 ornegin 62’ sinde (%98,41) MTBC (Tablo 4-6), birinde (%1,59) TDM (M. abscessus)
tiredigi belirlenmistir. Preparati negatif ancak kiiltiirii pozitif bulunan bes Ornegin
ikisinde (%40) MTBC (Tablo 4-7), iiciinde (%60) TDM (ikisi M. abscessus, biri M.
Sfortuitum) iiredigi belirlenmistir. Sonug olarak LJ kiiltiirti ile 62’si ARB pozitif ve ikisi
ARB negatif 6rneklerde olmak iizere toplamda 331 6rnegin 64’iinde (%19,34) MTBC
(Tablo 4-8), biri ARB pozitif ve iicli ARB negatif érneklerde olmak tizere toplamda 331
ornegin dordiinde (%1,21) TDM varhig1 saptanmistir.

Tablo 4-6. ARB pozitif balgam érneklerinde LJ kiiltiirii sonuclari

ARB pozitif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
L) (+) 62 1 63
L) (-) 7 4 11
Toplam 69 5 74

Tablo 4-7. ARB negatif balgam 6rneklerinde LJ Kkiiltiirii sonuclarn

ARB negatif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
L) (+) 2 3 5
LJ (-) 3 249 252
Toplam 5 252 257
Tablo 4-8. Tiim balgam orneklerinde LJ kiiltiirii sonuglari
MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
LJ(+) |64 4 68
LJ(-) |10 253 263
Toplam | 74 257 331

Tek basma MODS yontemi degerlendirildiginde, preparati ve Kkiiltiirii pozitif
bulunan, 69 6rnegin 68’inde (%98,55) MTBC (Tablo 4-9), birinde (%1,45) TDM (M.
abscessus) Uredigi belirlenmistir. Preparati negatif ancak kiiltiirii pozitif bulunan bes
ornegin lciinde (%60) MTBC (Tablo 4-10) , ikisinde (%40) TDM (ikisi de M.
abscessus) tiredigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak MODS yontemi ile 68’1 ARB pozitif ve
tici ARB negatif orneklerde olmak iizere toplamda 331 6rnegin 71’inde (%21,45)
MTBC (Tablo 4-11), biri ARB pozitif ve ikisi ARB negatif drneklerde olmak iizere
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toplamda 331 Ornegin ligiinde (%0,91) ireyen mikobakterinin TDM oldugu

saptanmuistir.

Tablo 4-9. ARB pozitif balgam érneklerinde MODS kiiltiirii sonuclan

ARB pozitif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MODS (+) |68 1 69
MODS (-) |1 4 5
Toplam 69 5 74

Tablo 4-10. ARB negatif balgam 6rneklerinde MODS Kkiiltiirii sonuglan

ARB negatif | MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MODS (+) |3 2 5
MODS (-) |2 250 252
Toplam 5 252 257

Tablo 4-11.Tiim balgam orneklerinde MODS Kkiiltiirii sonuclar

MTBC (+) | MTBC (-) | Toplam
MODS (+) | 71 3 74
MODS (-) | 3 254 257
Toplam 74 257 331

MGIT 960 sistemiyle MTBC varlig1 saptanan 74 ornegin ii¢iinde (%4,05) (biri
ARB pozitif, ikisi ARB negatif 06rnek) MODS yontemiyle MTBC varlig
saptanamamustir ancak bu orneklerin ait oldugu hastalarin diger balgam Orneklerinde
MODS yontemiyle MTBC varligi saptanmistir. MODS yontemiyle MTBC varlig
saptanamayan ARB negatif iki ornekten biri MGIT cihazmnda 21. giinde, digeri 30.
giinde iiremistir. Ayrica pozitif MGIT besiyerinden yapilan preparatta kord varlig
goriilememistir. Bu iki 6rnekte MODS yontemiyle MTBC varliginin saptanamamasinin
nedeni, ornekte ¢ok az sayida mikobakteri bulunmasi ve MODS kiiltiiriiniin 21 giinliik
inceleme siiresi boyunca kord olusmamasi seklinde degerlendirilmistir. Bu bulgu, 21
giinden daha fazla siirede iireyen mikobakterilerin bu yontemle saptanamayacagini

ortaya ¢ikarmigtir.
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MODS yontemiyle pozitif olarak kaydedilen 74 drnegin ii¢iinde (%4,05) tireyen
mikobakterinin TDM (M. abscessus) oldugu belirlenmistir. Bu 6rneklerin pozitif MGIT
besiyerlerinden yapilan preparatlarinda da kord varligi gozlenmistir. Bu bulgu MODS
kiiltiirii ile TB’nin mikrobiyolojik tamisinda kord olusturan TDM’lerin yalanci

pozitiflige yol acabilecegini ortaya koymustur.

Sonu¢ olarak MODS yontemiyle incelenen 331 balgam Orneginden iigiinde
(%0,91) yalanci negatif ve iiciinde (%0,91) yalanci pozitif sonuc elde edilmistir. Bu
veriler 1518inda balgam Orneklerinden MTBC varligini saptamada MODS y6nteminin
duyarhihg, ozgilliigii, pozitif tahmin ettirici degeri (PPV) ve negatif tahmin ettirici
degeri (NPV) swrasiyla %95,95, %98,83, %95,95, ve %98,83 olarak bulunmustur.
Referans yontem ile karsilagtirildifinda MODS yonteminin tanisal dogrulugunun
%98,19 (kappa degeri 0,948) oldugu belirlenmistir (Tablo 4-12).

Tablo 4-12. Balgam 6rneklerinden MTBC’nin izole edilmesinde MODS yonteminin degeri

Duyarhhk Ozgiilliik PPV NPV Dogruluk
(%95 GA) (%95 GA) (%95 GA) (%95 GA) (%95 GA)
%95.,95 %98,83 %95,95 %98,83 %98,19
(91,5-100) (97,5-100) (91,5-100) (97,5-100) (96,75-99,62)

Preparat sonuclarina (ARB pozitif veya negatif) gére MODS kiiltiiriiniin
duyarliligi, 6zgiilliigi, PPV’si ve NPV’si degerlendirildiginde, ARB pozitif drneklerde
MODS yonteminin duyarliigi ve PPV’sinin %98,55’e¢ yiikseldigl, ozgilligi ve
NPV’sinin %80,00’e diistiigii belirlenmis; ARB negatif 6rneklerde ise duyarliligi ve
PPV’sinin %60,00’a distiigi, ozgilligi ve NPV’sinin ise %99,21°e yiikseldigi
bulunmustur. MODS yonteminin tanisal dogrulugu degerlendirildiginde ARB pozitif
orneklerde hafif bir diistis (%97,30, kappa degeri 0,786), ARB negatif drneklerde ise
hafif bir yilikselme (%98,44, kappa degeri 0,592) gozlenmistir (Tablo 4-13). Bununla
birlikte calismada, ARB pozitif orneklerde sadece bir ornekte yalanci pozitif sonuc
almmasina ragmen yontemin 6zgiilligii ve NPV’sinde; ARB negatif orneklerde sadece
iki ornekte yalanci negatif sonu¢ alinmasina ragmen yontemin duyarliligi ve PPV’sinde
belirgin Olciide azalma goriilmesi ARB pozitif 6rneklerde kiiltiir negatifligi oraninin
(referans yontem MGIT 960 sistemi ile %6,75); ARB negatif 6rneklerde ise kiiltiir
pozitifligi oranmin (referans yontem MGIT 960 sistemi ile % 1,95) diisiik olmasiyla
aciklanabilir. Bu nedenle ARB pozitif orneklerde yontemin ozgiilliigii ve NP V’sinin,
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ARB negatif orneklerde ise yontemin duyarhligi ve PPV’sinin daha fazla Ornekle

calisildiginda degerlendirilmesi uy gun bulunmustur.

Tablo 4-13. ARB porzitif ve ARB negatif balgam 6rneklerinde MODS yonteminin degeri

ARB porzitif ARB negatif
Duyarhlik (%95 GA) %98,55 (95,7-100) %60,00 (17,1-100)
Ozgiilliik (% 95 GA) %80,00 (44,9-100) %99,21 (98,1-100)
PPV (%95 GA) %98,55 (95,7-100) %60,00 (17,1-100)
NPV (%95 GA) %80,00 (44,9-100) %99,21 (98,1-100)
Dogruluk (%95 GA) %97,30 (93,6-100) %98,44 (96,93-99,96)

4.2. Duyarhlik sonuclari
MGIT 960 sistemiyle 79 ornekte kiiltiir sonucu pozitif bulunmus, 79 6rnegin

74’tinde MTBC iiredigi saptanmusti. MGIT 960 sistemiyle 74 MTBC susunun
antimikobakteriyel ilaclara duyarhlbklar1 arastirilmis ve 74 susun 31’inin (%41,89)
INH’a, 14’iiniin (%18,92) RiF’e ve 13’iiniin (%17,57) hem INH’a hem de RiF’e (CID)
direncli oldugu saptanmstir (Tablo 4-14).

MODS yontemiyle 74 ornekte kiiltiir sonucu pozitif bulunmustur, 74 6rnegin
71’inde MTBC iiredigi belirlenmistir. MODS yontemiyle saptanan 71 MTBC susunun
antimikobakteriyel ilaglara duyarhiliklar1 incelenmis ve 27’sinin (%38,03) INH’a,
14’iiniin (%19,72) RiF’e ve 14’iiniin (%19,72) her iki ilaca da direncli (CID) oldugu
saptanmustir (Tablo 4-16).

Tablo 4-14. MGIT ve MODS yontemiyle izole edilen MTBC suslarinin duyarhlik sonuglan
INH-S INH-R RiF-S RiF-R CiD(-) CiD#)

MGIT (n=74) 43 31 60 14 61 13
MODS (n=71) 44 27 57 14 57 14

R: direngli, S: duyarh

MODS yontemiyle kiiltiir sonucu pozitif bulunan 74 6rnegin iiciinde TDM (M.
abscessus) iiredigi belirlenmis ve bu ii¢c susun iicii de bu yontemle CID olarak
tanimlanmustir. Bu nedenle calismada MODS yOnteminin mutlaka bir identifikasyon

yontemiyle kombine edilmesi gerektigi de saptanmustir.

MTBC varliginin hem MODS yontemiyle hem de MGIT sistemiyle saptandigi

orneklerde (n=71) iireyen suslarin ilaglara duyarlilik sonuglar karsilastirilmastir.
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llac duyarhlik deneylerinde denenen mikroorganizmanin aslinda “direngli”
oldugu bir ilaca “duyarl’” olarak bildirilmesi “cok biiytik hata (very major
discrepancy)”, aslinda “duyarl’” oldugu bir ilaca “direncli” olarak bildirilmesi “biiyiik
hata (major discrepancy)”, aslinda “orta deredece duyarl’” oldugu bir ilaca “duyarl”
veya “direncli” olarak bildirilmesi ise “kiiciik hata (minor discrepancy)” olarak

siniflandirilir [60].

INH’a duyarliligin belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemiyle elde edilen
sonuclar arasinda dort susta uyumsuzluk gozlenmistir (Tablo 4-15). INH’a direncli
bulunan dért sus MODS yéntemiyle duyarli bulunmus ve MODS yonteminin INH’a

duyarlihgin belirlenmesinde ¢ok biiyiik hata oram %35,63 olarak hesaplanmustir.

Tablo 4-15 . INH’a duyarlihigin belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemi sonu¢larinin

karsilastiriimasi
INH MGIT-R | MGIT-S | Toplam
MODS - R | 27 0 27
MODS -S (4 40 44
Toplam 31 40 71

RiF’e duyarlihgmn belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemiyle elde edilen
sonuglar arasinda dort susta uyumsuzluk gozlenmistir (Tablo 4-16). MGIT sistemiyle
RiF’e direncli oldugu bulunan iki sus MODS yontemiyle duyarli; MGIT sistemiyle
RiF’e duyarh oldugu bulunan iki sus ise MODS yontemiyle direngli bulunmustur.
MODS yé6nteminin RIF’e duyarhiligiin belirlenmesinde ¢ok biiyiik hata oram ve biiyiik

hata oram %?2,82 olarak hesaplanmigstir.

Tablo 4-16. RiF’e duyarhhgm belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemi sonuclarinin

karsilastirilmasi
RIF MGIT-R | MGIT-S | Toplam
MODS-R | 12 2 14
MODS-S |2 55 57
Toplam 14 57 71

CID suslarinin belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemiyle elde edilen
sonuglar arasinda ii¢ susta uyumsuzluk gdzlenmistir (Tablo 4-17). MGIT 960 sistemiyle
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CID oldugu saptanan bir sus MODS yontemiyle saptanamamis, MODS yontemiyle CID
olarak kaydedilen iki susun ise MGIT 960 sistemiyle CID olmadig saptanmustir.

Tablo 4-17. CID suslarinin belirlenmesinde MGIT ve MODS yontemlerine ait sonuclarin

karsilagtirlimasi
CiD MGIT-P | MGIT-N | Toplam
MODS-P |12 2 14
MODS-N |1 56 57
Toplam 13 58 71

P: pozitif, N: negatif

MODS kiiltiiri MTBC acisindan pozitif olarak kaydedilen fakat yapilan
identifikasyon testlerinde M. abscessus oldugu belirlenen ii¢ sus MODS yontemiyle
CID olarak tammlanmustir. Calismamizda elde edilen bu bulgu basta kord olusturanlar
olmak iizere TDM’lerin MODS yo6ntemi ile TB ve CID-TB tanisinda yalanci pozitiflige
neden olabilecegini gostermesi agisindan onemlidir. Bu sorunun Onlenebilmesi icin
MODS yonteminde ilacsiz besiyeri iceren kuyucuklardan birine PNB eklenerek
MTBC’lerin TDM’lerden ayirt edilmesinin saglanmas1 Onerilmistir [7]. Bu ¢alismada
TB ve CID-TB tanisinda yalanci pozitif sonuclar ciddi sorunlar dogurabileceginden
TB’nin mikrobiyolojik tanismda tek bagina MODS yontemi kullanilacaksa, ya yukarida
belirtildigi gibi yontemin Ozgiilliiglinii arttirabilecek  degisiklikler yapilmasi
(kuyucuklardan birine PNB eklenmesi) ya da MODS yontemi ile almman sonuglarin,
ucuz ve hizh ek identifikasyon deneyleri ile dogrulanmasi (6rn. MPT64 antijeni tayini)

gerektigi ortaya ¢cikmustir.

MGIT 960 sisteminde yapilan indirekt duyarlilik deneyi sonuglari referans
olarak alindiginda MODS yonteminin MTBC suslarinda INH ve RIF direncini
belirlemedeki duyarliligi, 6zgiilliigii, PPV’si ve NPV’si INH igin sirasiyla %87,10,
%100,%100, ve %90,91, RIF igin swrasiyla %85,7, %96,49, %85,71 ve %96,49 olarak
bulunmustur. MODS yénteminin ilaglara duyarhligin belirlenmesinde dogrulugu INH
ve RIF icin sirasiyla %94,37 (kappa degeri 0,884) ve %94,37 (kappa degeri 0,822)
olarak bulunmustur. CID suslarm saptanmasmda MODS yoénteminin duyarlilig,
ozgiilligii, PPV’si ve NPV’si swrasiyla %92,31, %96,55, %85,71 ve %98,25 olarak
bulunmus dogrulugunun ise %95,77 (kappa degeri 0,863) oldugu belirlenmistir (Tablo
4-18).



Tablo 4-18. INH'a ve RiF'e duyarlhiligin belirlenmesinde ve CiD suslarimin
tanimlanmasinda MODS yonteminin degeri
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INH RIiF CiD
Duyarhilik (%95 GA) %87,10 %85,71 %92,31
(75,3-98.,9) (67,4-100) (77.,8-100)
Ozgiilliik (% 95 GA) %100 %96,49 %96,55
(100-100) (91,7-100) (91,9-100)
PPV (%95 GA) %100 %85,71 %85,71
(100-100) (67,4-100) (67,38-100)
NPV (%95 GA) %90,91 %96,49 %98,25
(82,4-99,4) (91,7-100) (94,9-100)
Dogruluk (%95 GA) %94,37 %94,37 %95,77
(89-99,73) (89-99,73) (91,1-100)

ARB negatif orneklerde hem MODS yontemiyle hem de MGIT 960 sistemiyle
MTBC varlig: saptanan ii¢ 6rnek bulunmaktadir. Bu ii¢c 6rnekten izole edilen suslarin
duyarhliklar1 karsilastirilmistir ve her iki yontemle de bir susun hem INH’a hem de
RiF’e direncli (CID), iki susun ise her iki ilaca duyarli oldugu tespit edilmistir. ARB
negatif balgam 6rneklerinde MODS yonteminin INH’a ve RIF’e direnci ve CID suslari
saptamadaki duyarhilii, ozgiilligii, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu %100 olarak
bulunmustur. Bununla birlikle ARB negatif 6rneklerde degerlendirme sadece ii¢ 6rnekte
yapilabilmistir. MODS yonteminin ARB negatif 6rneklerde INH’a ve RIF’ e duyarliligin
belirlenmesinde ve CID suslarin saptanmasindaki performansmin daha fazla 6rnekle

calisildiginda degerlendirilmesi uy gun bulunmustur.

ARB pozitif drneklerde hem MODS yontemiyle hem de MGIT 960 sistemiyle
68 ornekte MTBC varlig saptanmistir. Orneklerde iireyen 68 susun MODS yontemiyle
26’smin (%38,24) INH’a, 13’iiniin (%19,12) RiF’e ve 13’iiniin (%19,12) her iki ilaca
da direncli (CID) oldugu belirlenmistir. MGIT 960 sistemiyle ise 30 unun (%44,12)
INH’a, 13’iiniin (%19,12) RiF’e, 12’sinin (%17,65) her iki ilaca da direngli (CID)
oldugu belirlenmistir. MGIT 960 sisteminde yapilan indirekt duyarlilik deneyi sonuclari
referans olarak alindiginda, MODS yonteminin ARB pozitif balgam Orneklerinde
ilaclara direnci belirlemedeki duyarlihgi, ozgiilliigii, PPV’si ve NPV’si INH icin
sirastyla %86,67, %100, %100 ve %90,48, RIiF icin sirasiyla %84,62, %96,36, %84,62
ve %96,36 olarak bulunmustur. ARB pozitif drneklerde MODS yo6nteminin ilaglara
duyarlilig1 belirlemedeki dogrulugunun INH’i¢in %94,12 (kappa degeri 0,879), RIF icin
%94,11(kappa degeri 0,810) oldugu bulunmustur. CID suslarin saptanmasinda MODS
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yonteminin duyarliligy, 6zgiilliigii, PPV’si ve NPV’si sirasiyla %91,67, %96,43, %84,62

ve %98,18 olarak bulunmustur ve dogrulugunun %95,59 (kappa degeri 0,853) oldugu
belirlenmistir (Tablo 4-19).

Tablo 4-19. iNH'a ve RiF'e duyarhihgin belirlenmesinde ve CiD suslarimin

tammlanmasinda ARB pozitif 6rnekler icin MODS yonteminin degeri

INH RIF CiD

Duyarhlik %86,67 (74,5-98,8)  %84,62 (65-100) %91,67 (76-100)
(%95 GA)

Ozgiillik %100 (100-100) %96,36 (91,4-100) %96,43 (91,6-100)
(%95 GA)

PPV %100 (100-100) %84,62 (65-100) %84,62 (65-100)
(%95 GA)

NPV %90,48 (81,6-99,4)  %96,36 (91,4-100) %98,18 (94,7-100)
(%95 GA)

Dogruluk  %94,12 (88,53-99,71) %94,12 (88,53-99,71) %95,59 (90,71-100)
(%95 GA)

4.3. Sonuclarin elde edilme siiresi

MGIT, MODS ve LJ Kkiiltiirlerinde medyan kiiltiir pozitifligi siiresi tiim

orneklerde, ARB negatif ve ARB pozitif orneklerde ayri ayr1 hesaplanmistir:

tiim orneklerde sirasiyla 8 giin (¢eyrek degerler genisligi [IQR] 6-10,5 giin), 8 giin
(IQR 6-11 giin) ve 20 giin (IQR 15-21) olarak,

ARB negatif 6rneklerde sirasiyla 17 giin (IQR 14-25,5 giin), 12 giin (IQR 10-15,5
glin) ve 17,5 giin (IQR 16-28 giin) olarak,

ARB pozitif 6rneklerde ise sirasiyla 8 giin (IQR 6-9 giin), 7,5 giin (IQR 6-11 giin)
ve 20 giin (IQR 15-21 giin) olarak bulunmustur.

Duyarhlik sonuglart MGIT 960 sistemiyle yapilan indirekt duyarlilik deneyinde
medyan 20 giinde (IQR 18-23 giin), MODS yontemiyle yapilan direkt duyarlilik
deneyinde medyan 8 giinde (IQR 6-11 giin) elde edilmistir.

Yapilan karsilastirmalarda MODS yontemi ve MGIT 960 sistemi ile Kkiiltiir
pozitifligi siiresinde anlamli bir farklilik gézlenmezken (p=0,969), MODS yontemi
ve MGIT 960 sistemi ile kiiltiir pozitifligi LJ kiiltiiriine kiyasla anlamli dlgiide
(p=0,000) daha kisa siirede elde edilmistir.

Duyarlilik sonuglart MODS yontemi ile MGIT 960 sisteminden anlamli dl¢iide
(p=0,000) daha kisa siirede elde edilmistir.
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5. TARTISMA

M. tuberculosis 'de ila¢ direnci giderek artan bir sorun haline gelmistir ve bu
nedenle direncin saptanmasi i¢in hizli, ucuz ve kolay tekniklere ihtiya¢ da artmaktadir.
CID ve YID M. tuberculosis suslariyla infekte hastalarmn tedavisi giictiir ve uzun zaman
alir, dahas1 bu hastalarin infeksiy6z periyodlar1 daha uzun siirmektedir. Bu nedenle
CID-TB ve YID-TB’nin yayiliminin engellenmesi icin bu vakalarm zamaninda
tanimlanmasi ilk ve en 6nemli adimdir. ila¢ direncinin saptanmasinda bircok yontem
vardir ancak ¢ogunun uzun zaman almasi veya pahali olmasi ya da uygulamasmin zor
olmasi ve deneyim gerektirmesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir [8].

MODS yontemi ucuz ve yaygin olarak bulunan laboratuvar ekipmanlarn ile
gerceklertirilebilecek hizli bir yontemdir. Bu yontemde ila¢ igeren ve icermeyen sivi
besiyerine hastalardan alinan 6rnekler inokiile edilmekte ve kiiltiirler erken lireme veya
mikrokoloni olusumu ag¢isindan mikroskopta incelenmektedir. Boylelikle bu yontemle
hem orneklerde M. tuberculosis, varhgi hem de INH’a ve RIF e duyarliliklar1 ayn1 anda
ve hizli bir sekilde belirlenmektedir. MODS yontemini diger kiiltiir yontemleri ve
duyarhilbk yoOntemleriyle karsilastiran c¢esitli c¢alismalar yapilmus ve sonuclari

yaymlanmistir [8-12,61-72].

Arias ve ark.[12] pulmoner TB siiphesi olan hastalardan alman solunum yolu
orneklerinde M. tuberculosis varhgmin saptanmasmda MODS yOnteminin
performansin1 degerlendiren prospektif bir calisma gerceklestirmistir. Hastalardan
alman tiim Ornekler mikroskopik olarak incelenmis, LJ besiyerine ekilmis ve MODS
yontemiyle degerlendirilmistir. Orneklerin bir kisminm ayni zamanda MGIT 960
sistemi ile kiiltiirli yapilmistir. Caligma kapsaminda 854 hastaya ait 1639 Ornek
incelenmistir. Ornek bazinda degerlendirildiginde, MODS yonteminin duyarlihig %96,5
(%95 GA, 95,1-97,5), ozgilligi %92,6 (%95 GA, 91,6-93,3), PPV’si %90,2 (%95 GA,
89,0-91,2), NPV’si  %97,4 (%95 GA, 96,4-98,1) olarak belirlenmis, LJ kiiltiirii ve
MODS yonteminin uyumu %94,2 (%95 GA, 93,1-95,1) olarak bulunmustur. Kontamine
kiiltiir oran1t MODS yonteminde LJ kiiltiiriine kiyasla daha diisiik bulunmustur (sirasiyla
%3,8 vs %5,8, p<0,01).

Reddy ve ark [61] HIV ile infekte hastalarda profilaktik INH tedavisi éncesinde

TB varliginin belirlenmesi icin MODS yonteminin etkinligi ve hizini degerlendirmisler
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ve mevcut tarama testleri ile karsilastirmiglardir. Calismada iki adet balgam Ornegi
veren 435 HIV (+) hastanin 27’sinde (%6,2) MODS yontemiyle, 22’sinde (%5,1) LJ
kiiltiirii 1le M. tuberculosis varh@ saptanmisti. MODS yontemi ve LJ kiiltiiriiniin
duyarlihig sonuglar ornek bazinda degerlendirildiginde sirasiyla %95 (%95 GA %85-
99) ve %73 (%95 GA %57-85), hasta bazinda degerlendirildiginde sirasiyla %100
(%87-100) ve %81 (%62-94) olarak bulunmustur (p=0,07, McNemar testi). MODS
kiiltiiriinde orneklerin 65’inde (%7,3) kontaminasyon goriilmiis, LJ kiiltiirlerinde ise

orneklerin 192’sinde (%22) kontaminasyon goriilmiistiir (p<0,001).

Shiferaw ve ark. [62] balgam orneklerinden es zamanh olarak M. tuberculosis
varhgmm ve INH’a ve RiF’e duyarliligm belirlenmesinde MODS  yontemini
degerlendirmistir. Balgam Ornekleri preparatt ARB acisindan pozitif bulunan 262
hastadan alimmis (her hastadan 1 balgam 0©rnegi) ve MODS yontemiyle
(254/262;%96,9) LJ kiiltiirtinden (247/262; %94,3) anlamli 6lciide (p=0,016) daha fazla
ornekte M. tuberculosis varlig1 saptandig bildirilmistir. MODS Kkiiltiirlerinin 1’inde

(%0,1) ve LJ kiiltiirlerinin 4’{inde (%1,5) kontaminasyon goriilmiistiir.

Moore ve ark. [11] MODS yo6nteminin performansini ii¢ farkli popiilasyonda
(TB siiphesi olan hastalar, daha onceden taranmus TB veya CID-TB riski yiiksek olan
hastalar ve HIV ile infekte hastalar) degerlendirmistir. Calismada MODS yontemi
otomatize mikobakteri kiiltiirii (MB/Bac T sistemi) ve LJ kiiltiirii ile karsilastirilmigtir.
Her ii¢ kiiltiir yontemiyle de izole edilen tiim suslarin M. tuberculosis oldugu
spoligotiplendirme ve/veya PCR yoOntemleri ile dogrulanmustir. Kiiltiirii yapilan 3760
balgam orneginden 401’inde (%10,7) M. tuberculosis varh@ saptanmistir. Balgam
orneklerinde M. tuberculosis varhgnm saptanmasinda MODS yonteminin duyarliligt
%97,8, referans olarak kullanilan otomatize mikobakteri kiiltiri ve LJ kiltiiriiniin
duyarliligi ise sirastyla %89,0 ve %84,0 olarak bulunmustur (p<0,001). MODS y6ntemi
ve referans yontemlerin duyarliligi arasindaki bu fark tiim hasta gruplarinda
gozlenmigtir. MODS yontemi, otomatize mikobakteri kiiltiirii ve LIJ kiiltiiriiniin
ozgilliigi swrasiyla %99,6, %99.,9 ve %100 olarak bulunmustur. Incelenen 3760 balgam
orneginin 739’unda (%20) en az bir yontemde kontaminasyon goriildiigli, her iic
yontemle de kontaminasyon goriilen Ornek sayisiin ise 63 (%1,7) oldugu

belirlenmistir. Kontaminasyon goriilen 6érnek orant MODS yontemi i¢in %8,1 (%95
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GA, 7,2-9,0), otomatize mikobakteri kiiltiirii i¢in %4.,4 (%95 GA, 3,8-5,3) ve LJ kiiltiiri
icin % 14,2 (%95 GA, 13,1-15,3) olarak bulunmustur.

Ha ve ark. [63] HIV (+) hastalarda TB’nin erken tanisinda MODS yontemini
degerlendirmistir. TB siipheli 307 HIV (+) hastadan toplanan 738 balgam Ornegi
preparat hazirlanarak ve MGIT 960 sistemi ve MODS yoOntemiyle kiiltiir yapilarak
incelenmistir. Hasta bazinda degerlendirildiginde MODS yonteminin duyarhligy,
ozgilligi, PPV’si ve NPV’si sirastyla %87,0 (%95 GA %82,3-93,1) %93,0, (%95 GA
%85,3-97,4), %97,0 (%95 GA %93,6-98,9) ve %73,8 (%95 GA %64,5-81,9); drnek
bazinda degerlendirildiginde sirasiyla %81,0 (% 95 GA %76,3-85,7),%97 (%95 GA
%94,8-99,3), %98,6 (%95 GA %97,5-99,7) ve %66,4 (%95 GA %58,5-74,4) olarak
bulunmustur. MODS kiiltiiriinde bakteri/mantarlar ile kontaminasyon orant %1,1 iken

MGIT kiiltiirtinde bu oran %?2,6 olarak bulunmustur.

Coronel ve ark. [64] devam eden TB tedavisinin MODS y6nteminin performansi
tizerine etkisini degerlendirmek icin yaptiklar1 calismada, ilk secenek TB tedavisi
basarisiz olan hastalar1 secmislerdir. Bu calismada ilk secenek TB tedavisi basarisiz
olan 264 TB hastasindan aliman balgam 6rneklerinin (her hastadan 1 balgam 6rnegi) LJ
ve MODS yontemleriyle kiiltiirii yapilmistir. LJ ve MODS yontemleriyle 6rneklerin
93’tinde (%35,23) kiiltiir pozitif, 154’ tinde (%58,33) kiiltiir negatif bulunmus; 17’ sinde
(%6,44) ise iki yontemle uyumsuz sonug¢ alinmistir. TB tedavisi devam eden hastalarda
MODS ve LJ yontemlerinin %96,0 (kappa degeri 0,92) oraninda uyumlu oldugu
belirlenmistir. LJ kiiltiirii ile karsilastirildiginda TB tanisinda MODS yonteminin
duyarhihg, ozgiilliigii, PPV’si ve NPV’si sirastyla %93,0, %98,0, %96,9 ve %95,5

olarak bulunmustur.

Ha ve ark. [65] TB’nin erken tanisinda MODS yontemini degerlendirmistir. TB
stipheli 709 hastadan alinan balgam orneklerinin (her hastadan 1 balgam 6rnegi) MODS
yontemi, LJ besiyeri ve MGIT 960 sistemi ile kiiltiirleri yapilmistir. MODS yontemiyle
kord goriilen ve pozitif olarak tanimlanan 3 6rnekte TDM oldugu belirlenmistir. TB
tanisnda MODS yonteminin duyarliligy, 6zgiilliigii PPV’si ve NPV’si sirasiyla %89,0
(%95 GA %85,4-91,9), %92,3 (%95 GA %88,9-94,9), %92,7 (%95 GA %89,5-91,5) ve
% 88,3 (%95 GA %84,5-91,5) olarak bulunmustur.

Makamure ve ark. [66] HIV prevalansi yiiksek bolgelerde yasayan CID-TB
siipheli hastalarda MODS yontemini degerlendirmistir. MODS Kkiiltiiriiniin tanisal
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dogrulugu, referans yontemler olarak LJ kiiltiirii ve manuel MGIT sistemi ile; MODS
yontemi ile yapilan direkt duyarhlik deneyinin dogrulugu ise referans yontem olarak
mutlak konsantrasyon yontemi (indirekt) ile karsilastirarak degerlendirmistir. Calismada
ilaca diren¢li TB siipheli 99 hastadan alinan 138 balgam Ornegi incelenmistir. HIV
durumu bilinen hastalarin %66 ‘smin (39/59) HIV (+) oldugu, hastalarin %86’sinin
onceden TB tedavisi almis oldugu ve hastalarm %80 inin Orneklerin toplanma
zamaninda TB tedavisi géormekte oldugu belirtilmistir. MODS yo6nteminin orneklerde
M. tuberculosis varligin1 saptamadaki duyarliligt %85 (%95 GA, %69-95), 6zgiilligi
%93 (%95 GA, %84-98) olarak bulunmus ve yontemin tanisal dogrulugunun HIV
infeksiyonu durumu ile anlamlhi Ol¢iide degismedigi belirlenmistir. Kontaminasyon
oranlar1 (sonrasinda basarili bir sekilde dekontamine edilen Ornekler dahil) MODS
yontemi (9/138, %6,5), manuel MGIT (15/138, %10,9) ve LJ kiiltiiriinde (8/138, %35,8)

benzer bulunmustur (p=0,81).

Caviedes ve ark [10] MODS yo6ntemini, cesitli kiiltiir yontemleri (manuel
MGIT, LJ ve mikroagar 7H11 kiiltiirii) ve PCR yontemi ile karsilastirmistir. Calismada
incelenen 172 balgam 6rneginden 98’1 (%57) en az bir standart kiiltiir yontemi (manuel
MGIT, LJ veya mikroagar 7H11) ile MTBC agisindan pozitif bulunmustur. Tiim pozitif
orneklerde MTBC varhigi PCR deneyi ile dogrulanmistir. Balgam oOrneklerinde M.
tuberculosis varhgmin saptanmasinda MODS, manuel MGIT, LJ ve mikroagar 7H11
kiiltiirii ve PCR deneyinin duyarhlign swrasiyla %92, %93, %76, %78 ve %90 olarak
bulunmustur. Kontaminasyon oranlart MODS, manuel MGIT, LJ ve mikroagar 7H11

kiiltiirlerinde swrasiyla %2, %4, %1 ve %1 olarak belirlenmistir.

Shah ve ark [67] MODS yonteminin tanisal dogrulugunu belirlemek icin bu
yontemi kat1 (7H11 agar) ve sivi (MGIT 960) kiiltiir yontemleriyle karsilastirmis ve
MODS yonteminin duyarlik ve 6zgiilliigiinii sirasiyla %85 (%95 GA, %78-92) ve %97
(%95 GA, %95-99) olarak bulmuslardir. Calismaya dahil edilen hastalarin %78’ inin
HIV (+) oldugu ve MODS yonteminin performansinin hastalarin HIV ile infekte olup
olmamalartyla degismedigini belirlemislerdir (HIV ile infekte olan ve olmayan
hastalarda MODS yonteminin duyarhlik ve ozgiilliigii sirasiyla %88 vs %90 ve %97 vs
%100 olarak bulunmustur). Calismada MODS kiiltiiriilerinde kontaminasyon

goriilmemistir.
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Lazarus ve ark [68], MODS yontemini konvansiyonel kiiltiir (LJ kiiltiirii) ve ilag
duyarhilik deneyleri (%1 proporsiyon yontemi) ile karsilastirmak amaciyla prospektif bir
calisma gerceklestirmistir. Caligma kapsamimda 302 balgam 6rnegi incelenmistir. Her
iki yontemle (LJ ve MODS) 160 (%52,98) ornekte M. tuberculosis varh@ saptanmis,
118 (%39,07) 6rnek ise her iki yontemle de kiiltiir negatif bulunmustur. Tek basma
MODS kiiltiirii ile 14 (%4,63) ornekte, tek basma LJ kiiltiiriiyle 10 (%3,31) Ornekte
daha M. tuberculosis varhgl saptanmistir. LJ kiiltiirii ile yapilan karsilastirmalarda
MODS yonteminin duyarlilift %94,12 (%95 GA %91,46-96,77), ozgilligi %89,39
(%95 GA %85,92-92,87), PPV’si %91,95 (%95 GA 88,89-95,02) ve NPV’si %92,19
(%95 GA %89,16-95,21) olarak belirlenmistir. Kontaminasyon oranlart MODS

kiiltiirtinde %7, LJ kiiltiiriinde ise %5 olarak bulunmustur.

TB tanisinda MODS yontemini degerlendiren caligmalarda genel olarak
yontemin duyarlilig1r %80’in iizerinde ve 6zgiilliigii %90’ 1n iizerinde bulunmustur. Tiim
orneklere (hem ARB negatif hem ARB pozitif) ait veriler degerlendirildiginde
cabsmamizda da yukarida detaylari verilen calismalara benzer sekilde balgam
orneklerinde MTBC varhginin saptanmasinda MODS kiiltiirtiniin duyarliligr (%95,95),
ozgilligi (%98,83), negatif (%98,83) ve pozitif (%95,95) tahmin ettirici degerleri
yiiksek bulunmustur. Calismamizda toplam iic ornekte (biri ARB pozitif, ikisi ARB
negatif) MODS yontemiyle MTBC varligi saptanamamistir ancak bu Orneklerin ait
oldugu hastalarin diger balgam oOrneklerinde MODS yontemiyle ile MTBC varlig
saptanmistir. MODS yontemiyle MTBC varlig1 saptanamayan ARB negatif iki ornekten
biri MGIT cihazinda 21. giinde, digeri 30. giinde uremistir. Ayrica pozitif MGIT
besiyerinden yapilan preparatta kord varhigr goriilememistir. Bu iki drnekte MODS
yontemiyle MTBC varliginin saptanamamasinin nedeni, Ornekte cok az sayida
mikobakteri bulunmasi ve 21 giinlik inceleme siiresinde kord olusumunun

gozlenebilecegi diizeyde iireme olmamasi seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda MODS kiiltiirii pozitif bulunan ii¢ drnekte, yapilan identifikasyon
deneyleri sonucunda TDM (M. abscessus) tiredigi belirlenmistir. Bu 6rneklerin pozitif
MGIT besiyerinden yapilan preparatlarinda da kord varhigi gozlenmistir. Bu bulgu
MODS kiiltiirii ile TB’nin mikrobiyolojik tanisinda kord olusturan TDM’lerin yalanci

pozitiflige yol acabilecegini ortaya koymustur.
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TB tamisinda MODS Kkiiltiiriinii  standart kiiltiir yontemleriyle karsilagtiran

calismalar ve bu calismaya ait veriler Tablo 5-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 5-1. TB tanisinda MODS kiiltiiriinii standart kiiltiir yontemleriyle karsilastiran
calismalara ait veriler

Kaynak Referans yontem Duyarhhk Ozgiilliik PPV NPV
(%) (%) (%) (%)
Arias ve ark. 2007 LJ kltiirii 96,5 92,6 90,2 97.4
[12]
Reddy ve ark. LJ kiltiirii 95 VMD VMD VMD
2010 [61]
Moore ve ark. MB/Bac T otomatize 97,8 99,6 97,0 99,7
2006 [11] kiiltir, LT kiiltiirii
Ha ve ark. 2010 Yayma preparat, MGIT 81,0 97,0 98.6 66,4
[63] 960 kiiltiirii
Coronel ve ark LJ kiilturii 93,0 98,0 96,9 95,5
2013[64]
Ha ve ark 2012 LJ kiiltirii, MGIT 960 89,0 923 92,7 88,3
[65] kiilturii
Makamure ve ark LJ kiltiiri, manuel 85,00 93,00 88,00 92,00
2013 [66] MGIT kiiltiirii
Shah ve ark 2011 7HI1 agar kiltiri 85,00 97,00 88,00 96,00
[67] MGIT 960 kiiltiirti
Lazarus ve ark LJ kiltiirii 94,12 89,39 91,95 92,19
2012 [68]
Bu ¢alisma LJ kiiltiirii, MGIT 960 95,95 98,83 95,95 98,83
kiiltiirii
VMD: veri mevcut degil
Preparat sonucunun MODS Kkiiltiiriiniin =~ performanst  lizerine  etkisi

incelendiginde, beklendigi gibi MODS Kkiiltiiriiniin duyarliligt ARB negatif orneklerde
genel olarak daha diisik, ARB pozitif orneklerde ise genel olarak daha yiiksek

bulunmustur.

Arias ve arkadaglarinin ¢alismasinda [12] pulmoner TB’li 357 hastanin 83’{ine
(%?23,25) ait tiim Orneklerin ARB negatif oldugu ve ARB negatif 83 TB vakasmin
MODS yontemiyle 75’inin (%90,4) saptandigi belirtilmistir. Hasta bazinda yapilan
degerlendirmede ARB negatif TB vakalarinda MODS yonteminin ozgiilliigii, PPV’si ve
NPV’si srasiyla %94,0 (%95 GA, %92,0-95,5), %90,1 (%95 GA, %87,0-92,7) ve
%84.,9 (%95 GA, %83,2-86,3) olarak bulunmustur. Preparat sonuclarina bakilmaksizin
yapilan degelendirmede TB vakalarmi saptamada MODS yonteminin duyarhiligr (hasta
bazinda) %97,5 iken ARB negatif orneklerde duyarliliginin (hasta bazinda) %90,4’e
diistiigii belirlenmistir.
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Shah ve arkadaslarinin caligmasinda [67] incelenen balgam Orneklerinin
470’inin ARB negatif oldugu belirtilmistir. ARB negatif 50 Ornegin kiiltiirii pozitif
bulunmus ve bu Orneklerin 14’iinde (%28) MODS yontemiyle MTBC varlig
saptanamamustir. ARB negatif 6rneklerde MODS Kkiiltiiriiniin duyarlih@ ve 6zgiilliigi
sirastyla %72 (%95 GA, %60-84) ve %97 (%95 GA, %95-99) olarak bulunmustur.
MODS yonteminin duyarliliginin, preparat sonucuna bakilmaksizin degerlendirildiginde
%85 iken ARB negatif Orneklerde yapilan degerlendirmede %72’ye diistiigi
ozgiilliigiinde ise bir fark (her iki degerlendirmede de %97) gozlenmedigi belirlenmistir.

Ha ve arkadaslarinin ¢alismasinda [63], 122 hastadan alinan 315 6rnegin ARB
negatif oldugu belirlenmistir. Bu 122 hastann 15’inin (%12,29) sadece MGIT
yontemiyle, 40’ min (%32,79) hem MGIT hem de MODS yontemiyle kiiltiirii pozitif
bulunmustur. MODS yoOntemiyle, Kkiiltiirii pozitif olan 55 hastanin 40’1 (%73)
saptanabilmistir. Bu calismadan alinan verilerin sunuldugu meta analizde [69] hasta
bazinda sunulan veriler degerlendirildiginde MODS yonteminin duyarlilign ve
ozgilligi swrasiyla %73 (%95 GA %59-84) ve %100 (%95 GA %95-100) olarak
bulunmustur. MODS yonteminin duyarliliginin, preparat sonucuna bakilmaksizin
degerlendirildiginde %87 iken ARB negatif 6rneklerde yapilan degerlendirmede %73 e
diistiigli; ozgiilliigliniin ise %93 iken %100’e ¢ikt1ig1 belirlenmistir.

Coronel ve arkadaglarinin [64] calismasinda ilk secenek TB tedavisi basarisiz
olan 264 hastadan birer balgam 6rnegi alinmis, alinan 6rneklerden hazirlanan yayma
preparatlar auramin yontemiyle boyanmus ve 123’4 (%46,6) ARB negatif olarak
bulunmustur. ARB negatif 123 6rnegin 20’sinin (%16,3) LJ ve/veya MODS kiiltiirii
pozitif bulunmus, geriye kalan Orneklerin (n=103) her iki kiiltiirlerinde de iireme
olmamistir. Calismada sunulan veriler kullanilarak yapilan hesaplamada MODS
yonteminin ARB negatif orneklerde TB tanisinda duyarliligi, 6zgiilliigii, PPV’si ve
NPV’si (%95GA) swrastyla, %75 (%56,02-93,98), %100 (%100-100), %100 (%100-
100) ve %95,37 (%91,41- 99,33) olarak bulunmustur. Bu ¢alismada MODS kiiltiiriiniin
duyarlihginin preparat sonucuna bakilmaksizin degerlendirildiginde %93 iken ARB
negatif Orneklerde %75’e diistiigli; oOzgiilliginiin ise %98’den %100’e ciktig

belirlenmistir.

Walusimbi ve arkadaglar1 [69] tarafindan 2013 yilinda yayimlanan meta analizde

yayma preparati negatif pulmoner tiiberkiiloz vakalarinin saptanmasinda GeneXpert,
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MODS ve DSO’niin 2007 yili algoritmasinin performansi degerlendirilmistir. Meta
analizde MODS yontemini degerlendiren 5 ¢alismaya ait veriler toplanmis ve MODS
yonteminin preparati negatif pulmoner TB vakalarinin saptanmasinda duyarliligi ve

ozgiilligi sirasiyla % 73 ve % 91 olarak bulunmustur.

Calismamizda da benzer bir sekilde ARB negatif orneklerde negatif kiiltiir orani
yikksek oldugundan, MODS yonteminin 0Ozgiilligi (%98,83’ten %99,21°e) ve
NPV’sinde (%98.,83’ten %99,21°e) hafif bir yiikselme gozlenmis, bununla birlikte
sadece iki Ornekte yalanci negatif sonu¢ alinmasma ragmen duyarliligi ve PPV’sinde
belirgin bir diisiis (her iki deger icin de %95,95’ten %60’°a) gdze carpmustir. Bunun
nedeni calisma kapsaminda incelenen ARB negatif 257 Ornegin referans yOntemle
sadece besinde (%1,95) MTBC varliginin saptanmis olmasidir. Bu calismada ARB
negatif orneklerde kiiltiir pozitifligi oran1 ¢cok diisiik oldugundan, yontemin duyarhlig
ve PPV’sine iliskin istatiksel olarak anlamli bir degerlendirme yapmak miimkiin
olmamistir, bu durum yapilan hesaplamalarda bu iki deger icin %95 GA’nmn genis
olmasiyla da (her iki deger icin %95 GA, %17,1-100) goriilmektedir. ARB negatif
orneklere ait verilerin degerlendirildigi calismalarm sonuglart ve bu caligmaya ait
sonuglar Tablo 5-2’de verilmistir.

Tablo 5-2. TB tanisinda MODS kiiltiiriiniit ARB negatif 6rnekler icin degerlendiren
calismalara ait veriler

Kaynak Referans yontem Duyarhhk Ozgﬁllﬁk PPV NPV
(%) (%) (%) (%)

Arias ve ark [12]  LJ Kkiiltiirii, MGIT 960 904" 94,0° 90,1° 84,9°
kiiltiirii

Ha ve ark. 2010° MGIT 960 kiiltiirii 73 100* VMD VMD

[63]

Shah ve ark. 2011 7H11 agar kiiltirt MGIT 72 97 74 97

[67] 960 kiiltiirii

Coronel ver ark. LJ kiiltiirii 75 100 100 95,37

2013 [64]°

Walusimbi ve ark. LJ/7H10 agar/ BACTEC 73 91 VMD  VMD

2013 [69]* 460/ MGIT 960 kiiltiirii

Bu calisma LI kiltiri, MGIT 960 60 99,21 60 99,21
kaltiira

* Veriler hasta bazinda yapilan degerlendirmenin sonucudur. ® Veriler 69 nolu kaynaktan
almmigtir. © Calismada ARB negatif orneklere iliskin sunulan veriler kullanilarak

yapilan hesaplamanin sonucu verilmistir. d Kaynak bir meta analizdir.



79

Shah ve arkadaglarinin calismasinda [67] 64 ARB pozitif ornegin 63’linde
(%98,44) kiiltiir pozitif bulunmustur. Kiiltiir pozitif 6rneklerin 3’4 (%4,76) MODS
yontemiyle saptanamamustir. Bu caliymada MODS Kkiiltiiriiniin duyarliligi preparat
sonucuna bakilmaksizin degerlendirildiginde %85 (%95 GA, %78-92) iken ARB pozitif
orneklerde %95 (%95 GA, %90-100)’e ¢iktig belirtilmistir.

Coronel ve arkadaglarinin [64] calismasinda ilk secenek TB tedavisi basarisiz
olan 264 hastadan birer balgam 6rnegi alinmis, alinan 6rneklerden hazirlanan yayma
preparatlar auramin yontemiyle boyanmis ve 141’inin (%53,41) ARB pozitif oldugu
belirlenmistir. ARB pozitif olan 141 6rnegin 78’ inin (%55,32) hem LJ hem de MODS
kiiltiiri pozitif bulunmus, 51’inin (%36,2) kiiltiiriinde her iki yontemle de iireme
goriillmemistir. ARB pozitif orneklerde TB tanmisinda MODS yonteminin duyarhlig,
ozgiilliigi, PPV’si ve NPV’si preparatta gorillen ARB sayisina gore ARB 1+ Ornekler
icin sirasiyla %79,3, %95,2, %92,0 ve %87,0; ARB 2+ ornekler i¢in sirasiyla % 92,9,
%81,8, %92,9 ve %81,8; ARB 3+ ornekler i¢in sirasiyla %100, %100, %100 ve %100
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada preparatta goriilen ARB sayismin artmasiyla MODS
yonteminin duyarliligr da artmistir (ARB 14 O6rneklerde %79,3 iken ARB 2+ Orneklerde
%92,9’a ve ARB 3+ 6rneklerde %100’e ¢ikmistir).

Calismamizda da benzer bir sekilde ARB pozitif 6rneklerde kiiltiir pozitifligi
orant yiiksek oldugundan MODS Kkiiltiiriiniin duyarliligt (%95,95’ten %98,55’e) ve
PPV’si (%95,95’ten %98,55’e) yiikselmistir, bununla birlikte ARB pozitif tek bir
ornekte yalanci pozitif sonu¢ alinmasina ragmen ozgilligi (% 98,83’ten %80’e) ve
NPV’si (% 98,83’ten %80’e) belirgin Olclide diigmiistir. Bunun nedeni caligma
kapsaminda incelenen ARB pozitif 74 Ornegin referans yontemle sadece besinde
(%6,75) kiiltiir sonucunun negatif bulunmus olmasidir. Bu calisjmada ARB pozitif
orneklerde kiiltiir negatifligi oran1 diisiik oldugundan yontemin 6zgiilliigii ve NPV’sine
iliskin istatiksel olarak anlamli bir degerlendirme yapmak miimkiin olmamistir, bu
durum yapilan hesaplamalarda bu iki deger icin %95 GA’nin genis olmastyla da (her iki
deger icin %95 GA, %44,9-100) goriilmektedir. ARB pozitif 6rneklere ait verilerin
degerlendirildigi calismanin sonuglar1 ve bu cahismaya ait sonuglar Tablo 5-3’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 5-3. TB tanmisinda MODS kiiltiiriinii ARB pozitif 6rnekler icin degerlendiren
calismalara ait veriler

Kaynak Referans yontem Duyarhlhik Ozgiillik PPV NPV
(%) (%) (%) (%)

Shah ve ark 7HI1 agar kiltiri, 95 VMD 100 VMD

2011[67] MGIT 960 kiiltiirii

Coronel ve ark LJ kiiltiirii 79,3-100 95,2-100  92,0-100  87,0-100

2013 [64]°

Bu calisma LJ Kkiiltiirii, MGIT 960 98,55 80,00 98,55 80,00

kiiltiirii

* Calismada ARB pozitif 6rneklerde sonuglar preparatlardaki ARB sayisma gore ayri
ayri verilmistir. Bu nedenle tabloda veriler ARB pozitif 6rnekler i¢in verilen en diisiikk

ve en yliksek degerlerin araligi olarak belirtilmistir. VMD: veri mevcut degil.

MODS yénteminde balgam 6rnekleri hem ilagsiz hem de INH ve RIF iceren
kuyucuklara inokiile edildiginden es zamanli olarak duyarliklik sonuclart da elde
edilmektedir. MODS yo6nteminin ilaglara duyarliligin belirlenmesindeki ve CID-TB
tanisindaki performansini inceleyen c¢alismalar ve bu calismalardaki sonuglarin
kullanildig1 birka¢ meta analiz yayimlanmistir. Meta analizlerde MODS yontemi
haricinde fenotipik ve genotipik diger duyarlilik deneyleri de incelenmistir, bu tez
projesinin konusu MODS yo6nteminin degerlendirilmesi oldugundan asagida sadece bu

meta analizlerdeki MODS yontemine iliskin sonuglar verilmistir.

Mello ve ark.[70] ilaca diren¢li pulmoner TB siipheli hastalarda MODS
yonteminin ilaca direnci saptamadaki performansini degerlendirmistir. Referans olarak
LJ besiyerinde yapilan indirekt agar proporsiyon yontemi kullanilmistir. Ilaca direncli
TB riski olan 351 hastadan alinan Orneklerin 180’inde hem MODS hem de LJ
kiiltirtinde M. tuberculosis varhgl saptanmustir. L] besiyerinde yapilan indirekt agar
proporsiyon yontemiyle 69 susun (%38,3) CID oldugu belirlenmis, MODS y6ntemiyle
CID M. tuberculosis suslarinmn  %95,7 sinin (66/69) dogru olarak tammladig
belirtilmistir. L.J besiyerinde yapilan indirekt agar proporsiyon ile karsilastirildiginda
MODS yoénteminin (6rnekler sulandirimaksizin inokiile edildiginde) INH’a direnci
belirlemede duyarlihigi, ozgilliigii, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu sirastyla %96,7 ( %95
GA, 92,1-98,8), %78,4 (%95, GA %73,5-80,6), %82,4 (%95 GA %78,4-84,2), %95,8
(% 95 GA %89,9-98.5) ve %87,8 (%95 GA %83,0-89,9); RIF’e direnci belirlemede
duyarlihg, ozgiilliigii, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu sirasiyla %96,0 ( %95 GA %90,3—
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98.,6), %82,9 (% 95 GA %78,8-84,7), %80,0 (%95 GA %75,2-82,1), %96,7 (%95 GA
9%91,9-98,8) ve %88,3 (%95 GA %83,6-90,5) olarak bulunmustur.

Ejigu ve ark. [71] M. tuberculosis suslarmin INH’a ve RiF’e duyarliliginin
belirlenmesinde MODS yontemi ve MGIT 960 sistemini karsilagtirmistir. Bu calismada
MODS yo6ntemiyle yapilan direkt duyarlilik deneyinin sonuglarmin otomatize MGIT
960 sistemi ile yapilan indirekt duyarlilik deneyinin sonuglar ile karsilastirilmasi ve her
iki yontemle duyarlilik sonuclarmin elde edilme siiresinin belirlenmesi amag¢lanmastir.
MODS yonteminin ilaglara direncin belirlenmesindeki duyarliligy, 6zgiilliigi, PPV’si,
NPV’si ve dogrulugu 0,1 pg/ml INH icin sirasiyla %97,0, %92,0, %94,1, %95.8 ve
%94.8; 0,4 ng/ml INH icin swrasiyla %93,8, %96,0, %96,8, %92,3 ve %94,7; RIF icin
strastyla %95,0, %100, %100, %97,4 ve %98,3 olarak bulunmustur. CID-TB tanisinda
MODS yonteminin duyarlilifi, ozgilliigii, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu sirasiyla
%95.,0, %100, %100, %97,4 ve %98,3 olarak belirlenmistir.

Shiferaw ve ark [62] INH’a ve RiF’e duyarliifin belirlenmesinde MODS
yontemini 7H10 besiyerinde yapilan agar prororsiyon yontemi ile karsilagtirmistir.
Calisma kapsaminda ARB pozitif 262 balgam 6rnegi incelenmis, INHa duyarlilik 246,
RiF’e duyarlilik 247 sus icin belirlenmistir. Referans olarak kullanilan indirekt agar
proporsiyon yontemiyle karsilastirildiginda INH’a ve RiF’e direncin belirlenmesinde ve
CID-TB tamisnda MODS yénteminin duyarlihg, 6zgiilliigi, PPV’si ve NPV’si ve
dogrulugu 0,1 pg/ml INH icin swrastyla, %94,3, %96,9, %89,3, %98,4 ve %96.4;
0,4ug/ml INH icin swrastyla %89,6, %98,5, %93.5, %97,5 ve %96,7, RIF icin sirasiyla
%92.,3, %99,5, %96,0, %99,1 ve %98,8; CID-TB icin sirastyla %92,0, %99,5, %95.8,
%99,1 ve %98,8 olarak bulunmustur.

Moore ve ark [11] antimikobakteriyel ilaclara duyarhligin belirlenmesinde
MODS yo6ntemini indirekt proporsiyon yontemi ile kargilastirmigtir. MODS yontemi ve
referans duyarlilik deneyi (proporsiyon yontemi) sonuglar1 arasinda RIF icin %100,
INH i¢in %96,7 ve RIiF ile birlikte INH (CID) icin %98,8 oraninda uyum goriilmiistiir
(kappa degerleri sirasiyla 1,0, 0,89 ve 0,93).

Coronel ve ark [64] devam eden TB tedavisinin MODS yonteminin performansi
iizerine etkisini degerlendirmistir. i1k secenek TB tedavisi basarisiz olan 264 hastadan
alman balgam (her hastadan bir balgam ©6rnegi) orneklerinden izole edilen suslarin

indirekt agar proprosyon yontemi ile INH ve RiF’e duyarliliklar1 Peru ulusal referans
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laboratuvarinda belirlenmis ve MODS yoOntemiyle yapilan direkt duyarlilik deneyi
sonuclar1 ile karsilastirilmisti. MODS yonteminin INH’a direncin belirlenmesinde
duyarhihg, ozgilliigi, PPV’si ve NPV’si srasiyla %97,4, %93.8, %98,7 ve %88,2;
RiF’e direncin belirlenmesinde duyarlilifi, ozgiilliigii, PPV’si ve NPV’si sirasiyla
%90,5, %100, %100 ve %74,1 olarak bulunmustur. MODS yoOnteminin referans
yontemle ilaclara duyarhligm belirlenmesinde uyum orami INH icin %96,8 (kappa
0,89), RIF icin %92,6 (kappa 0,80) olarak belirlenmistir. MODS yo6nteminin CiD—

TB’nin saptanmasmdaki duyarhiligi %95,8 olarak belirlenmistir.

Ha ve ark. [65] CID-TB tanisinda hizli, direkt ila¢ duyarlihk testi olarak MODS
yontemini degerlendirmistir. MGIT veya LJ Kkiiltiiriinde izole edilen suslara, LJ
besiyerinde proporsiyon yontemiyle indirekt duyarhlik deneyi uygulanmistir. Duyarlilik
sonuglarmda MODS (0,4 ug/ml INH ve 1 pg/ml RIF ) yontemi ve proporsiyon yéntemi
(0,2 ug/ml INH, 40 ug/ml RIF) arasinda fark olmasi durumunda multipleks allel
spesifik PCR yapilmigtir. Hem MODS y06ntemiyle yapilan direkt duyarlilik deneyi hem
de LJ besiyerinde yapilan indirekt duyarlilik deneyi sonuglart 300 Ornek ic¢in
belirlenmistir. INH’a ve RiF’e direngli suslarin saptanmasmnda MODS yo6nteminin
duyarhligi, 6zgiilliigii, PPV’si ve NPV’si INH icin sirasiyla %72,6 (%95 GA %59,8-
83,1), %97,9 (%95 G:% 95,2- 99,3), %90,0 (%95 GA %78,2-96,7) ve %93,2 (%95 GA
%89,3-95,9); RIF i¢in sirasiyla %72,7 (%95 GA %39,0-93,9), %99,7 (%95 GA %98,1-
99,9), %889 (%95 GA %51,8-99,7) ve %989 (%95 GA %97,5-99,9) olarak
bulunmustur. MODS yo6nteminin ilaca direnci saptamada duyarhiligmin diisiik olmasi
orneklerdeki bakteri yiikiiniin az olmas1 ve INH konsantrasyonunun yiiksek olmasiyla
aciklanmistir. MODS yonteminin CID suslarin saptanmasinda duyarhilig, 6zgiilliigii,
PPV’si ve NPV’si sirasiyla %77,8 (%95 GA %39,9- 97,1), %99,7 (%95 GA %98,1-
99.9), %87,5 (%95 GA %47,3-99,6) ve %99,3 (%95 GA %97,5-99,9) olarak
bulunmustur. CID-TB tamisinda MODS yo6nteminin referans yontem ile uyum orani ise
%99,0 (kappa: 0,8, p<0,001) olarak bulunmustur. MODS yo6ntemi ile yapilan duyarlilik
deneyinin CID-TB i¢in PPV’sinin diisiik olmasi ¢alisma popiilasyonun CiD-TB
oraninin diisiik olmasima baglanmistir. MODS y6ntemiyle kord goriilen ve pozitif olarak
tanimlanan 3 ornekte TDM oldugu belirlenmis, bu suslardan hi¢biri CID olarak
tanimlanmamuistir.

Makamure ve ark [66] HIV prevelans: yiiksek bolgelerde yasayan CID-TB
siipheli hastalarda MODS yontemi ile yapilan direkt duyarhilik deneyi sonuglarini
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referans yontem olarak indirekt mutlak konsantrasyon yontemiyle karsilagtirmistir.
MODS yonteminin INH’a ve RiF’e direnci ve CID-TB’yi saptamadaki duyarlilig
sirastyla %88 (%95 GA, %68-97) ,%96 (%95 GA, %79-100) ve %91 (%95 GA, %72-
99), ozgiilligi ise swrastyla %89 (%95 GA, %52-100), %89 (%95 GA, %52-100) ve
%90 (%95 GA, %56-100) olarak bulunmustur.

Caviedes ve ark [10] INH’a ve RIF’e duyarhiligin belirlenmesinde direkt MODS
yontemini indirekt mikro kuyucuk alamar mavisi (MABA) deneyi ile karsilagtirmistir.
Duyarlilik sonuclar1 88 hastadan alman ornekler icin belirlenmis ve bu 88 hastanin
33’iiniin (%37,5) anti-TB tedavisi gormekte oldugu belirtilmisti. INH’a ve RiF’e
duyarlihgin belirlenmesinde iki yontem arasinda %89 oraninda uyum gozlenmistir.

Shah ve ark [67] MODS yonteminin INH’a ve RiF’e direnci belirlemedeki
performansini, referans yontem olarak indirekt agar proporsiyon yontemi ile
karsilastirilarak degerlendirmis ve yontemin INH’a ve RIF’e direnci belirlemedeki
duyarliligin1 %100 ve 6zgiilligiinii ise siwrastyla %92 (%95 GA %85-99) ve %87 (%95
GA %78-96) olarak bulunmuslardir. MODS yonteminin CID-TB vakalarmi %100
duyarlilik (%95 GA, %68-100) ve %94 oOzgillikle (%95 GA %82-98) saptadig
belirlenmistir.

Lazarus ve ark [68], MODS yontemini konvansiyonel ila¢ duyarlilik deneyi ile
karsilastirmistir. MODS ve LJ kiiltiirii pozitif bulunan 160 6rnekten izole edilen suslarin
INH’a ve RiF’e duyarlikliklar1 LJ besiyerinde %1 proporsiyon yontemiyle arastirilmis
ve sonuglar MODS yontemi ile belirlenen duyarlilik sonuglan ile karsilagtirilmastir.
INH’a ve RIF’e duyarhligin belirlenmesinde MODS yontemi ve LJ besiyerinde yapilan
proporsiyon yénteminin uyumu INH i¢in %90,8, RIF icin %91,5 olarak bulunmustur.

Ilaca direngli TB’nin hizh tanissnda MODS ve TLA y6ntemini degerlendiren bir
meta analizde [8], kabul edilebilir bir referans yontem ile karsilastirarak MODS
yontemini degerlendiren 9 calisma incelenmistir. MODS yontemini degerlendiren 9
calismanin 2’sinde MABA deneyi, 1’inde MGIT 960 sistemi ile yapilan duyarlilik
deneyi ve 6’simnda proporsiyon deneyi referans yontem olarak kullanilmistir. MODS
yonteminin RIF’e direncin belirlenmesinde duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin sirastyla %98,0
(%95 GA 94,5-99,3) ve %99,4 (%95 GA 95,7-99,9) oldugu bulunmus; INH’a direncin
belirlenmesinde 0,1 pg/ml konsantrasyonda kullanildiginda duyarhhk ve ozgiilliik
%97,7 (%095 GA 94,1-99,1) ve %95,8 (%95 GA 88,1-98,6) olarak bulunmusken 0,4
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pg/ml konsantrasyonda kullamildiginda duyarliigmm %90,0 (%95 GA 84,5-93,7)’a
diistiigii fakat 6zgiilliigiiniin %98,6 (%95 GA 96,9-99.4)’ya yiikseldigi belirlenmistir.

CID-TB tanisinda direkt duyarlilik testlerinin karsilastirildigi bir baska meta
analizde, M. tuberculosis suslarinda RIF ve INH’a direncin saptanmasinda 4 direkt
testin (iki fenotipik test: NRA, MODS ve iki ticari genotipik test: Genotype MTBDR ve
Genotype MTBDR plus) duyarlilik ve 6zgiilliigii ve sonu¢ alinma siiresi konvansiyonel
indirekt yontemler ile karsilastirilmistir. Meta analiz kapsaminda 18 c¢alisma
incelenmistir (4'i NRA, 6'st1 MODS, 31 Genotype MTBDR ve 5'i Genotype
MTBDRplus'a ait). Veriler toplandiginda MODS yonteminin INH’a ve RIF’e direncin
saptanmasinda duyarliligr ve ozgiilligli swrasiyla%92 ve %96; %96 ve %96 olarak

bulunmustur [9].

Birinci secenek ve ikinci secenek antimikobakteriyel ilaglara duyarhligin
belirlenmesinde kullanilan fenotipik duyarlilik testlerinin tamisal dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini arastiran bir meta analizde ticari ve ticari olmayan fenotipik
duyarlilik testleri ile yapilan calismalar incelenmistir. INH’a duyarlilifin
belirlenmesinde direkt test olarak MODS (KK 0,1pg/ml) yonteminin duyarhiligi %94,4
(%95 GA 90,1-96,9) ve ozgilligi %91,8 (%95 GA, 82,9-96,2) olarak bulunmustur.
RiF’e duyarhligin belirlenmesinde direkt test olarak kullanilan MODS (KK 1pg/ml)
yonteminin duyarliligi ve ozgiilliigi sirastyla %97,9 (%95 GA, 85,3-99,7) ve %98,8
(%95 GA, 90,8-99,8) olarak bulunmustur. Ayrica, MODS y6nteminin INH’a ve RiF’e
duyarliligr belirlemede dogrulugunun sirastyla %92,9 (%95 GA, 88,9-96,8) ve %97,5
(%95 GA, 94,9-100) oldugu belirlenmistir [47].

flaca direncli TB tamisinda RIF direncinin belirlenmesinde kullanilan hizh
testlerin performansmnin irdelendigi bir sistematik derlemede genotipik testlerden
INNO-LIPA Rif TB, Genotype MTBDR, Genotype MTBDRplus ve fenotipk testlerden
NRA, MODS ve CRI yontemleri ile yapilan c¢aligmalar incelenmisti. MODS,
yonteminin duyarliligi (%95 GA) ve ozgiilliigii (%95 GA) swrasiyla % 98,1 (93,2-99,5)
ve %99,2 (94,7-99,9) olarak bulunmustur. RIF direnci prevalansi <% 30 oldugunda
testin negatif tahmin ettirici degerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
RIF direnci prevalansi < %5 oldugunda PPV’sinin belirgin lciide azaldig1 belirtilmistir
[72].
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Hem referans yontem olan MGIT 960 sistemiyle, hem de MODS yo6ntemiyle
MTBC varhig1 saptanan suslara ait duyarlilik sonuglar karsilastirildiginda calismamizda
INH’a ve RiF’e direncin belirlenmesinde ve CID-TB tanisinda MODS yonteminin
duyarliligi, ozgilligii, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu yukarida detaylar1 verilen
calismalara benzer bir sekilde yliksek bulunmustur (Tablo 5-4).

Tablo 5-4. INH’a ve RiF’e direncin belirlenmesinde ve CID-TB tamsinda MODS

yonteminin degerini gosteren calisma verileri

Referans . Duyarlilk| Ozgiilliik| PPV | NPV | Dogruluk/uyum
Ramak | yontem e @ @ @) [(%) %)
INH (01146 7 784|824 [958 |87.8
Mello  ve Agar proporsiyon g/l
ark. 2007| .57 RIF ]
170] (indirekt) ug/mi) 96,0 82,9 80,0 96,7 |88,3
CID 95,0 100 100 |97.4 [98.3
INH 84,6 99,6 98,2 1964 |VMD
Moore ve|Proporsiyon (0.Aug/ml)
ark. 2006 yontemi RIF
[11] (indirekt) (lug/ml) 100 100 100 |100 |VMD
CiD 88,6 100 100 |98,7 |VMD
Coronel | Agar proporsiyon|INH 974 93,8 98,7 [88,2 |VMD
ve ark.| yontemi .
INH 72,6 97,9 90,0 193,2 |VMD
Agar proporsiyon| (0-41g/ml)
Ha ve ark yontemi RIF
2012 [63] (indirekt) (Iug/ml) 72,7 99,7 88,9 98,9 |VMD
CciD 77,8 99,7 87,5 (99,3 |VMD
Lazarus . INH VMD VMD VMD| VMD|90,8
ve ark. U _ PToporstyon—
2012 [68] (indirekt) RIF VMD VMD | VMD|VMD|91,5
INH
88 89 9% |73 |VMD
Makamure| Mutlak (0,4 g/ml)
ve ark| konsantrasyon RIF VMD
2013 [66] |(indirekt) (1pg/ml) %6 89 % |89
CciD 91 90 9 |82 |VMD
INH
100 92 69 [100 |VMD
Shah  ve Agar proporsiyon 0.4y ghml)
ark 2011] .50 RIF
[17] (indirekt) (Iug/ml) 100 87 50 |100 |VMD
CciD 100 93 64 100
Shiferaw | Agar proporsiyon [INH (0,1 |94,3 96,9 89,3 |98,4 (964
ve ark. (indirekt) pug/ml)
2007 [62] INH (0,4 (89,6 98,5 93,5 (97,5 96,7
pg/ml)
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RIF 92,3 99,5 96,0 199,1 (98,8
CiD 92,0 99,5 95,8 99,1 (98,8
Ejigu ve |MGIT 960 INH (0,1 97,0 92,0 94,1 95,8 (94,8
ark. 2008 | (indirekt) pug/ml)
[71] INH 04 [93.8 96,0 96,8 92,3 94,7
pg/ml)
RIF 95,0 100 100 974 |983
(1pg/ml)
CiD 95,0 100 100 97,4 (98,3
Minion ve] MABA, MGIT|INH (0,1]97,7 95,8 VMD| VMD|VMD
ark 2010960, proporsiyon|pg/ml)
[8]° yontemi INH  (0,4]90,0 98.6 VMD| VMD|VMD
Hg/ml)
RIF (1]98,0 99.4 VMD| VMD|VMD
veya 2
pHg/ml)
Bwanga |LJ/Agar INH 92,0 96,0 VMD| VMD | VMD
ve ark| proporsiyon RIF 96,0 96,0 VMD| VMD | VMD
2009 [9]* |yontemi
(indirekt), MGIT
960 (indirekt),
MABA (indirekt)
Horne ve|LJ/Agar INH (0,1|94,4 91,8 VMD| VMD|92,9
ark. 2013|proporsiyon pug/ml)
(471 yontemi, Bactec| RiF 97,9 98,8 VMD| VMD|97,5
460 (1pg/ml)
Arentz ve|LJ/Agar RIF 98,1 99,2 VMD| VMD|VMD
ark  2013|proporsiyon
[72]* yontemi  (direkt
ve indirekt),
Bactec 460
(direkt)
INH 8709  |100 100 90,90(9436
(0,4p g/ml)
Bu MGIT 960 L iF
1 indirekt 85,71 96,49 85,71/96,49(94,36
calisma | (indirekt) (lug/ml)
CiD 92,30 96,55 85,71(98,24195,77

* Belirtilen ¢alismalar meta analizdir.

MODS yo6nteminin

ilaclara duyarliligin  belirlenmesindeki ve CID-TB

tanisindaki performansini  ARB negatif Orneklerde degerlendiren bir calismaya

rastlanilmamistir. Calismamizda hem MGIT sistemi hem de MODS yontemiyle ARB

negatif li¢ 6rnekte kiiltiir pozitif bulunmustur. Bu ii¢ 6rnekten tireyen MTBC suslarinin

MODS yoéntemi ve MGIT 960 sistemi ile yapilan duyarlilik deneylerinde INH’a ve
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RiF’e duyarhlik sonuglar1 %100 uyumlu bulunmustur. Fakat degerlendirme sadece iig

ornek iizerinde yapilabildiginden bu sonucun anlamlilig tartigmalidir.

MODS yonteminin direkt duyarlilik deneyi olarak performansint ARB pozitif
orneklerde arastiran cahsmalarda calismamiza benzer sekilde MODS yonteminin
duyarlihg, 6zgiilligi, PPV’si, NPV’si ve dogrulugu yiiksek bulunmustur (Tablo 5-5).

Tablo 5-5. ARB pozitif 6rneklerde INH’a ve RiF’e direncin belirlenmesinde ve CID-TB
tanmisinda MODS yonteminin degerini gosteren calisma verileri

Kaynak Referans flac Duyarhhik Ogzgiillik PPV NPV Dogruluk
yontem (%) (%) (%) (%) (%)
Ejigu ve ark. MGIT 960 INH(©,1 970 92,0 94,1 958 948
2008 [71]  (indirekt) ug/ml)
INH©O4 938 96,0 96,8 923 947
pg/ml)
RIF 95,0 100 100 974 983
(1pg/ml)
CiD 95,0 100 100 974 983
Shiferaw ve ~Agar INH(©,1 943 96,9 89,3 984 964
ark. 2007 proporsiyon ug/ml)
[62] (indirekt)
INH@04 896 98,5 935 975 96,7
pg/ml)
RIF 92,3 99,5 96,0 99,1 988
CiD 92,0 99,5 958 99,1 988
Bu calisma  MGIT 960 INH 86,66 100 100 90,47 94,11
(indirekt) (0,4 g/ml)
RIF 84,61 96,36 84,61 96,36 94,11
(Ipug/ml)
CiD 91,66 91,66 84,61 98,18 95,58

MODS kiiltiri MTBC acisindan pozitif olarak kaydedilen fakat yapilan
identifikasyon testlerinde M. abscessus oldugu belirlenen 3 sus MODS yontemiyle CID
olarak tanimlanmugtir. Calismamizda elde edilen bu bulgu basta kord olusturanlar olmak
lizere TDM’lerin MODS yontemi ile TB ve CID-TB tanisinda yalanci pozitiflige neden
olabilecegini gostermesi acisindan onemlidir. Bu sorunun Onlenebilmesi icin MODS
yonteminde ilacgsiz besiyeri iceren kuyucuklardan birine PNB eklenerek MTBC’lerin
TDM'’lerden ayirt edilmesinin saglanmasi énerilmistir [7,67]. TB ve CID-TB tamisinda
yalanci pozitif sonuglar ciddi sorunlar dogurabileceginden, bu calismada, TB’nin
mikrobiyolojik tanisinda tek basmma MODS yontemi kullanilacaksa, ya yukarida
belirtildigi gibi yontemin Ozgiilligiinii arttirabilecek  degisiklikler yapilmasi
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(kuyucuklardan birine PNB eklenmesi) ya da MODS yontemi ile almman sonuclarin,
ucuz ve hizh ek identifikasyon deneyleri ile dogrulanmasi (6rn. MPT64 antijeni tayini)

gerektigi ortaya ¢cikmustir.

Pulmoner TB siiphesi olan hastalardan alinan solunum yolu orneklerinde M.
tuberculosis varhgnin saptanmasinda MODS yonteminin performanisini degerlendiren
Arias ve ark. [12] hem LJ kiiltiiriinde hem de MODS yontemiyle M. tuberculosis
varliginin saptandigi 657 ornekte medyan kiiltiir pozitifligi siiresinin LJ kiiltiirii ile 21
giin (IQR, 17-25 giin), MODS yontemiyle 7 giin (IQR 5-10 giin) (p<0,01) oldugunu
belirtmistir. Calismada orneklerin bir kisminin MGIT 960 sistemi ile de kiiltiirii
yapilmistir. LJ kiiltiirii, MGIT 960 sistemi ve MODS yontemiyle M. tuberculosis
varliginin saptandigi 64 dérnekte medyan kiiltiir pozitifligi siiresi MODS yontemi (7 giin;
IQR, 7-10 giin) ve MGIT 960 sisteminde (8 giin; IQR, 6-11,5 giin) benzer bulunmustur
(p=0,16), LJ kiiltiirtinde (24,5 giin; IQR, 20-27,5 giin) ise bu siirenin belirgin dlciide

daha uzun oldugu belirlenmistir.

HIV (+) hastalarda MODS yonteminin LJ kiiltiirii ile karsilastirildigr Reddy ve
arkadaslarinin calismasinda [61] kiiltiir pozitifligi stiresi (medyan) MODS yontemiyle 8
giin (IQR 7-10 giin) ve LJ kiiltiirii ile 26 giin (IQR 21-33 giin) olarak bulunmustur
(p<0,001, Wilcoxon testi). Herhangi bir mikrobiyolojik test ile pozitif bulunan
hastalarin hepsinde 21 giin icerisinde, %96’sinda 14 giin icerisinde MODS yontemiyle
kiiltiir pozitif bulundugu bildirilmistir.

Moore ve arkadaslarinin ¢alismasinda [11] kiiltiirde M. tuberculosis suslarinin
saptanma (kiiltiir pozitifligi) siiresi (medyan) MODS yontemi, otomatize mikobakteri

kiiltiirii ve LJ kiiltiirii i¢in sirasiyla 7 giin, 13 giin ve 26 giin olarak bulunmustur.

Ha ve ark [63] HIV (+) hastalardan alinan ornekleri kiiltiir yontemi olarak
MODS yontemi ve MGIT 960 sistemi ile incelemistir. MODS ve MGIT kiiltiirii ile
medyan saptama siiresi sirasiyla 8 giin (IQR 6-10 giin) ve 11 giin (IQR 8-10 giin) olarak

bulunmustur.

Makamure ve arkadaslarinin ¢alismasinda [66] kiiltiiriin pozitiflesme siiresinin
(medyan) MODS yonteminde (7 giin, IQR 7-15 giin) manuel MGIT (12 giin, IQR 6-16
giin) ve LJ (28 giin, IQR 21-35 giin) yontemlerine kiyasla anlamh dl¢iide (p<0,001)

daha kisa oldugu bulunmustur.
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Caviedes ve arkadaslarmin calismasmda [10] kiiltiir yontemleriyle medyan
saptama siiresi MODS, manuel MGIT, LJ ve mikroagar 7H11 i¢in swrasiyla 9 giin (4-31
glin), 10 giin (4-39 giin), 24 giin (6-59 giin) ve 14,5 giin (4-28 giin) olarak bulunmus,
MODS yonteminin diger kiiltiir yontemlerinden anlamli 6l¢iide daha hizli oldugu
belirtilmistir (p< 0,05).

Shah ve arkadaslarmin ¢alismasinda [67] medyan kiiltiir pozitifligi siiresinin
MODS Kkiiltiirii ile [9 giin (IQR 6-12giin)], MGIT [16 giin IQR 12-48 giin)] ve 7H11
agar kiiltiiriine [29 giin IQR 20-41 giin)] kiyasla anlamli dl¢iide daha kisa oldugu

belirlenmistir (tiim ikili karsilagtirmalar i¢in p< 0,001).

Lazarus ve arkadaslarmin ¢alismasinda [68], ortalama kiiltiir pozitifligi siiresi

MODS kiiltiiriinde 9 giin, LJ kiiltiiriinde ise 21 giin olarak bulunmustur.

MODS yontemiyle kiiltiir pozitifligi siiresinin standart sivi ve kati kiiltiir
yontemleriyle karsilastirildigl ¢calismalarda MODS yontemiyle benzer veya daha kisa
stirede sonug elde edildigi belirlenmistir. Yapilan calismalarda medyan kiiltiir pozitifligi
stiresi MODS yontemi i¢in 7-9 giin olarak bulunmusken, referans sivi kiiltiir yontemleri
icin 8-16 giin, referans kat1 kiiltiir yontemleri i¢in ise 21-29 giin olarak bulunmustur.
Calismamizda da medyan Kkiiltiir pozitifligi siiresinin diger ¢aligmalarla uyumlu olarak
MODS, MGIT ve LJ Kkiiltiirleri i¢in swasiyla 8 giin, 8 giin ve 20 giin oldugu
belirlenmistir (Tablo 5-6).

Tablo 5-6.MODS ve referans kiiltiir yontemlerinde kiiltiir pozitifligi siiresinin
karsilagtinlldig1 cahsmalara ait veriler

Kaynak Kiiltiir yontemleri Kiiltiir pozitifligi siiresi (medyan)
Arias ve ark. 2007 [12] MODS 7 giin
MGIT 8 giin
LJ 21 giin
Reddy ve ark. 2010 [61] MODS 8 giin
LJ 26 giin
Moore ve ark 2006 [11] MODS 7 glin
MBBacT 13 giin
LJ 26 giin
Ha ve ark 2010 [63] MODS 8 giin
MGIT 960 11 giin
Shiferaw ve ark 2007 [62] MODS 9 giin
Makamure ve ark 2013 [66] | MODS 7 giin
Manuel MGIT 12 giin
LJ 28 giin
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Shah ve ark 2011 [67] MODS 9 giin
MGIT 960 16 giin
7H11 agar 29 giin

Bu calisma MODS 8 giin
MGIT 960 8 giin
L 20 giin

MODS yonteminin konvansiyonel fenotipik duyarlilik testlerine kiyasla en

onemli avantaji hizli olmasidir.

Bir meta analizde, yontemlerin sonu¢ verme siireleri karsilastirilmig, molekiiler
testler 1-2 giin igerisinde tamamlanirken, fenotipik testlerle (ortalama 23 giin)
konvansiyonel testlerden (2 ay) ¢ok daha hizli sonu¢ alindigi; MODS yontemiyle ise

sonuglarm ¢ogunun 7-14 giin icerisinde belirlendigi bildirilmistir [9].

MGIT 960 sistemi ve MODS yonteminin karsilastirildigi Ejigu ve arkadaslarinin
calismasinda [71], MODS yonteminde ARB pozitif drnekler hiicre kiiltiir plaklarma
inokiile edilmis ve kiiltiir ve duyarlilik sonuglar1 es zamanli olarak elde edildiginden
duyarlik sonuclart kiiltiir pozitifliginin goriildiigii giin kaydedilmistir. MGIT 960
sisteminde ise ARB pozitif ornekler LJ besiyerine ekildikten sonra LJ besiyerinde
treyen suslar kullanilarak indirekt duyarhlik deneyi yapilmistir ve sonu¢ alma siiresi
MGIT besiyerlerinin cihaza yiiklenme tarihinden cihazin duyarlilik sonucunu verdigi
tarihe kadar gecen siire olarak tanimlanmistir. MGIT 960 sistemi ile sonu¢ alinma
siiresine LJ besiyerindeki primer izolasyon siiresi (3-4 hafta) eklenmemistir. MODS
yontemiyle yapilan direkt duyarhilik deneyinin sonuclarinin medyan 9 giinde, MGIT
960 sistemiyle yapilan indirekt duyarhlik deneyinin sonuclarmin ise medyan 8 giinde

elde edildigi belirtilmistir.

Moore ve arkadaslarinin ¢alismasinda [11] duyarlilik sonuclarmin elde edilme
stiresi (medyan) MODS yontemi, MB/Bac T sistemi ve LJ besiyerinde yapilan

proporsiyon yontemi i¢in sirastyla 7 giin, 22 giin ve 68 giin olarak bulunmustur.

Ha ve arkadaslarnin calismasinda [65] duyarhlik sonuc¢larmin MODS
yontemiyle 9 giinde (medyan), LJ besiyerinde yapilan indirekt proporsiyon yontemiyle

ise 53 glinde (medyan) alindig1 belirlenmistir.

Shah ve arkadaslarinin ¢alismasinda [67] CID-TB vakalar1t MODS yéntemiyle
medyan 7 giin (IQR 6-9 giin), indirekt agar proporsiyon yontemiyle medyan 70 giin
(IQR 49-96 giin) icerisinde saptandigi belirtilmistir (p< 0,001).
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Lazarus ve arkadaglarmm [68] calismasinda duyarlilik sonuglarmm MODS
yontemiyle ortalama 9 giinde, LJ besiyerinde yapilan proporsiyon yontemiyle ise

ortalama 42 giinde elde edildigi belirlenmistir.

Yapilan calismalarda MODS yo6ntemiyle yapilan direkt duyarliblk deneyi
sonuglarmin, duyarlilik sonuglar1 kiiltiir pozitifliginin goriildigii giin kaydedildiginde
medyan 7-9 giin icerisinde elde edildigi belirlenmistir. Referans olarak kullanilan
standart fenotipik indirekt duyarhilik deneylerinde ise primer izolasyon siiresi dikkate
alindiginda, duyarlilik sonuglarinin medyan 21- 71 giinde elde edildigi saptanmustir.
Calismamizda duyarlilik sonuglart MGIT 960 sistemiyle yapilan indirekt duyarlilik
deneyinde medyan 20 giinde, MODS yontemiyle yapilan direkt duyarlilik deneyinde
medyan 8 giinde elde edilmistir ( Tablo 5-7).

Tablo 5-7.MODS ve referans indirekt duyarlilik deneylerinde sonuclarin elde edilme
siirelerini karsilastiran caliyma verileri.*

Kaynak Yontem Sonuclarin elde edilme siiresi
(medyan)

Moore ve ark. 2006 [ MODS (direkt) 7 giin
[11]

MBBacT (indirekt) 22 giin

LJ- proporsiyon (indirekt) 68 giin
Ha ve ark. 2012 [65] MODS (direkt) 9 giin

LJ proporsiyon (indirekt) 53 giin
Makamure ve ark | MODS (direkt) 7 giin
2013 [66] Mutlak konsantrasyon (indirekt) 71 giin
Shah ve ark 2011 [67] | MODS (direkt) 7 giin

Agar proporsiyon (indirekt) 70 giin
Bu calisma MODS (direkt) 8 giin

MGIT 960 (indirekt) 20 giin

*Indirekt duyarlilik deneylerinin elde edilme siiresi hesaplanirken primer izolasyon
stiresinin hesaba katildig1 ve sonuclarmm medyan siire olarak veildigi caligmalara ait

veriler sunulmustur.

Sonug¢ olarak bu ¢aligmanin sonuglari, MODS yonteminin hem M. tuberculosis
varligmin hem de CID suslarin saptanmasinda konvansiyonel yontemlere hizli bir
alternatif oldugunu ve kaynaklar1 kisitli olan merkezler basta olmak iizere rutin olarak

uygulanabilecegini gostermistir.




92

KAYNAKLAR

. Harvey RA, Champe PA editorler. Mikrobiyoloji. Cev editor Ang O. Istanbul:
Nobel Tip Kitabevleri; 2006.

. Grange JM. Mycobacterium Tuberculosis; Leprosy. Icinde Greenwood D, Barer
M, Slack R, Irving W editorler. Medical Microbiology. A Guide to Microbial
Infections: Pathogenesis, Immunity, Laboratory Diagnosis and Control. 8 th ed.
Cin: Churchill, Livingstone, Elsiever; 2012. pp 211-21.

. WHO. Stop TB Partnership. The Stop TB Strategy. Building On And
Enchancing Dots to Meet the TB-related Millenium Development Goals
(Internette) 2006. Erisim 24.06.2014,
http://www.who.int/tb/publications/2006/who_htm_tb_2006_368.pdf.

. World Bank. Independent FEvaluation Group. The Stop Tuberculosis
Partnership. Global Program Review (Internette) 2009. Erisim 17.11.2014,
http://ieg.worldbank.org/Data/reports/stop_tb.pdf

. WHO. Global Tuberculosis Report 2014 (Internette) 2014. Erisim 14.11.2014,
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/137094/1/9789241564809_eng.pdf?ua=
1

. Glinther G. Multidrug-resistant and extensively drug-resistant tuberculosis: a
review of current concepts and future challenges. Clin Med. 2014;14(3):279-85.

. WHO. Noncommercial culture and drug-susceptibility testing methods for
screening patients at risk for multidrug-resistant tuberculosis: policiy statement
(Internette) 2011. Erisim 09.01.2014,
http://whqlibdoc.who.int/publications/2011/9789241501620_eng.pdf

. Minion J, Leung E, Menzies D, Pai M. Microscopic-observation drug
susceptibility and thin layer agar assays for the detection of drug resistant
tuberculosis: a systematic review and meta-analysis. Lancet Infect Dis 2010;10:
688-98.

. Bwanga F,Hoffner S, Haile M, Joloba ML. Direct susceptibility testing for multi
drug resistant tuberculosis: A meta-analysis. BMC Infectious Diseases 2009;9

:67-82.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

93

Caviedes L ve ark. Rapid, efficient detection and drug susceptibility testing of
mycobacterium tuberculosis in sputum by microscopic observation of broth
cultures. J Clin microbiol 2000;38(3):1203-8.

Moore DAJ ve ark. Microscopic-Observation Drug-Susceptibility assay for the
diagnosis of TB. N Engl J Med 2006; 355(15): 1539-50.

Arias M ve ark. Clinical Evaluation of the Microscopic-Observation Drug-
Susceptibility assay for detection of tuberculosis Clinical Infectious Diseases
2007; 44:674-80.

Forbes BA, Sahm DF, Weissfeld AS editorler. Bailey and Scott's Diagnostic
Microbiology. 12 th ed. Missouri: Mosby Elsevier; 2007.

Pfyffer GE. Mycobacterium: General characteristics, laboratory detection, and
staining procedures. I¢inde Murray PR, Baron EJ editorler. Manual of Clinical
Microbiology. 9th ed. Washington, DC: ASM Press; 2007. pp. 543-72.

Ryan KJ, Ray CG editorler. Sherris Medical Microbiology. 5th ed. New York,
McGraw Hill Medical; 2010.

Glickman MS, Jacobs WR. Microbial pathogenesis of Mycobacterium
tuberculosis: Dawn of a discipline. Cell 2001;104:477-85.

Smith 1. Mycobacterium tuberculosis pathogenesis and molecular determinants
of virulence. Clin Microbiol Rev 2003;16:463-96.

BoseDasgupta S, Pieters J. Striking the right balance determines TB or not TB.
Front.Immunol. 2014;5:455. doi:10.3389/fimmu.2014.00455.

Zuniga J, Torres Garcia D, Santos Mendoza T, Rodriguez TS, Granados J, Yunis
EJ. Cellular and humoral mechanisms involved in the control of tuberculosis.
Clin Develop Immunol 2012. doi:10.1155/2012/193923

Pieters J. Mycobacterium tuberculosis and the macrophage: maintaining a
balance. Cell Host & Microbe.2008 doi 10.1016/j.chom.2008.05.006

Alexander KA ve ark. Novel Mycobacterium tuberculosis complex pathogen, M.
Mungi. Emerg Infect Dis 2010;16:1296-9.

Van Ingen J ve ark. Characterization of Mycobacterium orygis as M.
Tuberculosis complex subspecies. Emerg Infect Dis 2012;18:653-55.

WHO. Tuberculosis country profiles- Turkey (Internette) 2014. Erisim
18.11.2014,
https://extranet.who.int/sree/Reports?op=Replet&name=%2FWHO_HQ_Report



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

94

$%2FG2%2FPROD%2FEXT%2FTBCountryProfile&ISO2=TR&LAN=EN&ou
ttype=pdf

Gifford D, McKinley F, Hunter CA. A comparative study of methods of
1solating Mycobacterium Tuberculosis. Am J Pub Health 1951;41: 164-7.
Thacker TC, Robbe-Austerman S, Harris B, Van Palmer M, Waters WR.
Isolation of mycobacteria from clinical samples collected in the United States
from 2004 to 2011. BMC Vet Res 2013;9:100-10.

Liu PI ve ark. Comparison of three culture media for isolation of Mycobacterium
tuberculosis: a 6-year study. Appl Microbiol 1973;26:880-3.

Becton, Dickinson and Company. BBL Mycobactosel L] medium (Internette)
2006. Erisim 17.03.2015,
https://www.bd.com/ds/technicalCenter/inserts/LL007477 %2808 %29%?281006%
29.pdf

Remel. Dubos polysorbate 80 albunim broth (internette) 2014. Erisim
17.03.2015,

http://www.thermoscientific.com/content/dam/tfs/SDG/MB D/MBD%20Docume
nts/Instructions%20For%20Use/Prepared%20Media/IFU60854.pdf

Vincent V, Gutierrez MC. Mycobacterium: Laboratory characteristics of slowly
growing mycobacteria. Icinde Murray PR, Baron EJ editorler. Manual of
Clinical Microbiology. 9th ed. Washington, DC: ASM Press; 2007. pp. 573-88.
Becton, Dickinson and Company. MGIT TBc Identifitacion Test (Internette)
2010. Erisim 17.03.2015, https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=11394.

Hain Lifesicence GmbH. GenoType Mycobacterium CM/AS (internette). Erisim
17.03.2015, http://www.hain-
lifescience.de/uploadfiles/file/produkte/mikrobiologie/mykobakterien/MYCCM
AS_eng.pdf

Wilson ML. Recent advances in the laboratory detection of Mycobacterium
tuberculosis complex and drug resistance.CID 2011;52(11):1350-5.

Cepheid AB. Xpert MTB/RIF (internette) 2012. Erisim 05.12.2014,
http://www.ipaqt.org/wp-
content/uploads/2013/02/Xpert_mtb_rif_product_insert.pdf

Boehme CC ve ark. Rapid molecular detection of tuberculosis and rifampin

resistance. N Engl J Med 2010;363:1005-15.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

95

WHO. Stop TB Partnership. Automated real-time nucleic acid amplification
technology for rapid and simultaneous detection of tuberculosis and rifampicin
resistance: Xpert MTB/RIF assay for the diagnosis of pulmonary and
extrapulmonary TB in adults and children. Policy update (Internette) 2013.
Erisim 08.12.2014,
http://www.stoptb.org/wg/gli/assets/documents/WHO%?20Policy %20 Statement
%200n%20Xpert%20MTB-

RIF%?202013%20pre %20publication%2022102013.pdf

Woods GL, Warren NG, Inderlied CB. Susceptibility test methods:
Mpycobacteria, Nocardia and other Actinomycetes. icinde Murray PR, Baron EJ
editorler. Manual of Clinical Microbiology. 9th ed. Washington, DC: ASM
Press; 2007. pp. 1223-36.

Kolya AS, Karakouss PC. Old and new tb drugs: Mechanisms of action and
resistance. Iginde Cardona PJ editor. Understanding Tuberculosis - New
Approaches to Fighting Against Drug Resistance. Rijeka, Hirvatistan: InTech
(Internette) 2012. Erisim 16.08.2014,
http://www.intechopen.com/books/understanding-tuberculosis-new-approaches-
to-fighting-against-drugresistance/old-and-new-tb-drugs-mechanisms-of-action-
and-resistance

Bryskier A, Grosset J. Antituberculosis Agents. Icinde Bryskier A editor.
Antimicrobial Agents. Washington DC: ASM Press 2005. pp. 1088-123.

CLSI. Susceptibility Testing of Mycobacteria, Nocardiae, and Other Aerobic
Actinomyctes; Approved Standard-Second edition. CLSI document M24-A2.
Wayne PA: Clinical and Laboratory Standards Institue; 2011.

Drobniewski F, Riisch Gerdes S, Hoffner S. Antimicrobial susceptibility testing
of Mycobacterium tuberculosis (EUCAST document E.DEF 8.1) Report of the
Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility Testing of Mycobacterium
tuberculosis of the European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID). Clin Microbiol Infect 2007; 13: 1144-56.

Van Klingeren B, Dessens Kroon M, van der Laan T, Kremer K, van Soolingen

D. Drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis complex by use of



42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

96

a high-thoughput, reproducible, absolute concentration method. J Clin Microbiol
2007; 45(8):2662-70.

Acharya S, Ghimire P, Khadka DK, Nepali S. Comparision of proportion and
resistance ratio methods for drug susceptibility testing of Mycobacterium
tuberculosis isolated from patients attending national tuberculosis centre, Nepal.
SAARC J. Tuber Lung Dis HIV/AIDS 2008;1:1-8

WHO. Molecular line probe assays for rapid screening of patients at risk of
multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) (internette) 2008. Erisim
04.12.2014, http://www.who.int/tb/features_archive/policy_statement.pdf
Morgan M, Kalantri S, Flores L, Pai M. A commercial line probe assay for the
rapid detection of rifampicin resistance in Mycobacterium tuberculosis: a
systematic review and meta-analysis. BMC Infectious Diseases 2005;5:62-71.
Yadav RN ve ark. Comparative evaluation of GenoType MTBDRplus line probe
assay with solid culture method in early diagnosis of multidrug resistant
tuberculosis (MDR-TB) at a tertiary care centre in India. PLoS ONE 2013; 8(9):
€72036. doi:10.1371/journal.pone.0072036.

Steingart KR, Schiller I, Horne DJ, Pai M, Boehme CC, Dendukuri N. Xpert®
MTB/RIF assay for pulmonary tuberculosis and rifampicin resistance in adults.
Cochrane Database of Systematic Reviews 2014, Issue 1. Art. No.: CD009593.
doi:10.1002/14651858.CD009593.pub3.

Arentz M, Sorensen Bess, Horne DJ, Walson JL. Systematic review of the
performance of rapid rifampicin resistance testing for drug-resistant
tuberculosis. PLoS ONE 2013; 8(10): e76533.
doi:10.1371/journal.pone.0076533.

Martin A. Systematic review and meta-analysis of data on colorimetric redox
indicator methods (CRI) for rapid diagnosis of drug resistant tuberculosis.
(Internette) 2009, Temmuz Erisim 17.03.2015,
http://www.stoptb.org/wg/gli/assets/documents/EGM%20Non-
commercial%?20culture %20methods%20SR %20CRI.pdf

Martin A, Portaels F, Palomino JC. Colorimetric redox-indicator methods for the
rapid detection of multidrug resistance in Mycobacterium tuberculosis: a

systematic review and meta-analysis. J Antimicrob Chemother 2007;59:175-83.



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

97

Coban AY, Cihan CC, Uzun M, Akgiines A, Cetinkaya E, Durupmar B. Rapid
susceptibility test for Mycobacterium tuberculosis to isoniazid and rifampin with
resazurin method in screw cap tubes. J Chemother 2006;18:140-3.

Coban AY, Uzun M. Rapid detection of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis using the malachite green decolourisation assay. Mem Inst
Oswaldo Cruz 2013;108:1021-3.

Coban AY, Uzun M, Akgiines, A, Durupmar B. Comparative evaluation of the
microplate nitrate reductase assay and the rezasurin microtitre assay for the rapid
detection of multidrug resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates.
Mem Inst Oswaldo Cruz 2012;107:578-81.

Coban AY, Tanriverdi Cayc1 Y, Deveci A, Akgiines A, Uzun M, Durupimar B.
A rapid detection of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis by a nitrate
reductase assay on blood agar. Mem Inst Oswaldo Cruz 2011;106: 378-80.
WHO. GLI: Mycobacteriology laboratory manual. (Internette) 2014, Nisan
Erisim 17.03.2015,
http://www.stoptb.org/wg/gli/assets/documents/gli_mycobacteriology_lab_manu
al_web.pdf

Becton, Dickinson and Company. BBL MGIT (Internette) 2013, Temmuz
Erisim 17.03.2015, https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=18341

Becton, Dickinson and Company. BACTEC MGIT 960 System User’s Manual
(MA-0117-A).

Becton, Dickinson and Company. BBL MGIT AST SIRE System (Internette)
2010, Temmuz Erisim 17.03.2015,
https://www.bd.com/resource.aspx7IDX=21371

Universidad Peruana Cayetano Heredia. MODS user guide v12.114082008
(Internette) 2008, Erisim 16.04.2013,
http://www.modsperu.org/MODS_user_guide.pdf

Brady MF, Coronel J, Gilman RH, Moore DAJ. The MODS method for
diagnosis of tuberculosis and multidrug resistant tuberculosis. J. Vis. Exp. 2008;
18: €845, doi: 10.3791/845.

FDA. CDRH. Class II special controls guidance document: antimicrobial
susceptibility test (AST) systems; guidance for industry and FDA (Internette)



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

98

2007. Rockville, MD: FDA. Erisim 17.03.2015,
http://www.fda.gov/cdrh/oivd/guidance/631.html

Reddy KP ve ark. MODS for tuberculosis screening prior to 1soniazid preventive
therapy in HIV-infected persons. Clin Infect Dis. 2010; 50: 988-96.

Shiferaw G ve ark. Evaluation of microscopic observation drug susceptibility
assay for detection of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis. J Clin
Microbiol 2007; 45:1093-7.

Ha ve ark. Diagnosis of pulmonary tuberculosis in HIV-positive patients by
microscopic observation drug susceptibility assay. J Clin Microbiol
2010;48:4573-9.

Coronel J ve ark. Validation of microscopic observation drug susceptibility
testing for rapid, direct rifampicin and isoniazid drug susceptibility testing in
patients receiving tuberculosis treatment. Clin Microbiol Infect 2014; 20:536-41.
Ha ve ark. Evaluation of microscopic observation drug susceptibility assay for
diagnosis of multidrugresistant tuberculosis in VietNam. BMC Infectious
Diseases 2012; 12:49-60

Makamure B ve ark. Microscopic-observation drug-susceptibility assay for the
diagnosis of drug-resistant tuberculosis in Harare, Zimbabwe. PLoS ONE 2013;
8(2): €55872. doi:10.1371/journal.pone.0055872.

Shah NS ve ark. Rapid diagnosis of tuberculosis and multidrug resistance by the
microscopic-observation drug-susceptibility assay. Am J Respir Crit Care Med
2011;183:1427-33.

Lazarus RP, Kalaiselvan S, John KR, Michael JS. Evaluation of the microscopic
observational drug susceptibility assay for rapid and efficient diagnosis of multi-
drug resistant tuberculosis. Indian J Med Microbiol 2012;30:64-8.

Walusimbi S, Bwanga F, De Costa A, Haile M, Joloba M, Hoffner S. Meta-
analysis to compare the accuracy of GeneXpert, MODS and the WHO 2007
algorithm for diagnosis of smear-negative pulmonary tuberculosis. BMC
Infectious Diseases 2013; 13:507-20.

Mello FCQ ve ark. Clinical evaluation of the microscopic observation drug

susceptibility assay for detection of Mycobacterium tuberculosis resistance to

1soniazid or rifampin. J Clin Microbiol 2007;45:3387-9.



99

71. Ejigu GS, Woldeamanuel Y, Shah NS, Gebyehu M, Sellasie A, Lemma E.
Microscopic-observation drug susceptibility assay provides rapid and reliable
identification of MDR-TB. Int J Tuberc Lung Dis 2008;12: 332-7.

72. Arentz M, Sorensen Bess, Horne DJ, Walson JL. Systematic review of the
performance of rapid rifampicin resistance testing for drug-resistant
tuberculosis. PLoS ONE 2013; 8 (10): e76533.
doi:10.1371/journal.pone.0076533.



100

ETIiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
iISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi: 84 Tarih : 29.01.2013
Konu : Prof.Dr. Meltem UZUN

Sayn Prof.Dr. Meltem UZUN
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal

ilgi :Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dahnin 28/12/2012 tarih ve 1311 sayih yazisi

Sorumlu arastinciligini Gstiendiginiz ve Doktora Ogrencisi Deniz Sertel SELALE'nin yOratecegi
2013/49 dosya numarali "Tuberkoloz tanisinda gok ilaca direncin (MDR) belirlenmesinde microskopic-
observation drug suscebitibility (MODS) yonteminin dederi.” baghkl tez ¢aligmasi kurulumuzun 18/01/2013
tarihli 02 sayili toplantisinda etik yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

" Wil
Prof.Dr. .u.;éaz%sm

istanbul Tip F itgsi Kiinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkam

Eki: Tutanak



ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

101

BASVURU BILGILERI

ARASTIRMANIN ACIK ADI

"Tuberkiiloz tanisinda ¢ok ilaca direncin
belirlenmesinde microskopic-observation
suscebtibility (MODS) yénteminin degeri.”

(MDR)
drug

ARASTIRMA PROTOKOL
Kobpu

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADISOYADI

Prof.Dr. Meltem UZUN

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

Tibbi Mikrobiyoloji

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji

DESTEKLEYICI

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI

ARASTIRMANIN FAZI

FAZ 1 a
FAZ2 [
FAZ 3 O
FAZ 4 O

Yeni Bir Endikasyon 0

ARASTIRMANIN TORU Yuksek Doz Aragtirmasi U
Diger ise belirtiniz : Deneysel
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ QOK MERKEZLI ULUSAL | ULUSLARARASI
MERKEZLER L] g ] O

Sayfa 1



102

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

Tstanbal Univessites: Istanbul Tip Fakalicsi T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda gorevli Prof.Dr. Meltem UZUN ‘nin sorumiulugunda ve Dokiora Ofrencisi
Deniz Sertel SELALEnin yorstecei yukanda bilgileri verilen aragtirma bagvurs dosyass ile ilgilibelgeler aragrmanm gerekge, amag, yaklagim ve yontemien

Belge Adu Tarihi Versiyon Numarasi Dili
ﬁ ARASTIRMA PROTOKOLD 140172013 Tirkee ™ Ingilizee ] Diger(]
L "~ BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU | m Torkge B Ingilizee (1 Diger]
o [oLGURAPOR FORMU . Torkee [ Ingilizce 0 Diger(]
ARASTIRMA BROSURO 0 Tarkee U Ingilizee [1  Diger[]
Belge Adi O Aciklama
TORKGE ETIKET ORNEGI O
SIGORTA O
ARASTIRMA BUTCESI u
g BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU a
E HASTA KARTI/GUNLUKLERI
- AN O
% YILLIK BILDIRIM O
g SONUG RAPORU O
E GUVENLILIK BILDIRIMLERI C
2 DIGER: P ‘Anabilm Dali Bagkanhgindan Usi Yazi ve Akademik Kurul Karari, Lierator
= Kayna, Sorumiuluk Paylagim Beigesi, Olgu Rapor Formu, ligii Elemantann
3 Bilgilendiriidigine Dair Belge, CV, CD
Karar No:I2 Tarih: 18012013
-
3 |

| verilmigtic

dikkatc almarak mcelenmiy, gergeklegirilmesinde ctik ve bilimsel sakinca bulunmadima toplantiya katilan Eiik Kurul 0ye @m saysmm salt goguniugu ile karar

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU

CALISMA ESASI 19.08.2011 taribii, 28030 sayih Resmi yayinlanan Klioik Aragtrmatar H Yonctmelik
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
Araynrma ile -

Unvan/AdvSoyad: Uzmanlik Alam . Kurumu Clnsiyet igki * Katihm t:.:
Prof. Dr.A. Yeg ORESIN | Famaroibye - | staeblTp RksedlEX Jem [x0 [ED [um [em [0D |~
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji S Baghan Vardmmesm) EQd [km |ED |uw |cwm |00 W\A =
Prof. Dr. Ahmet GOL Istanbut Tip Fakdites! em [x0 [e0 [um Jem [0 [l
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Maroloji Istanbul Tip Fakoitest em [x0 |e0 [um |em | nerpBY
Dr. Sevda OZEL Biyoistatistik m"’,mw““"" e0 |km |50 |wm |em [u0] G

* Araghirma e lgid
= Toplantds Bulunma

Bu karar arastirma projesinin etik agidan degerlendirme sonucunu bildirmektedir. Klinik ilag aragtirmas: projeleri icin, etik kurulu
onay: sonrasinda, Klinik Arastrmalar Hakkinda Ybnetmeligin S/a maddesi gereinee, Saghk Bakanhina da basverulmas: ve gerekli

iznin alinmas) gerekmektedir.

Sayfa 2



103

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Deniz Soyadi Sertel Selale
Dog.Yeri |Ankara Dog.Tar. 07.03.1985
Uyrugu T.C. TC Kim No | 19177550904
Email dnzsertel@yahoo.com Tel 0212 504 39 06
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili

Doktora

I LU. Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik
YUl.LIS. |\ fikrobiyoloji Anabilim Dals 2008
Lisans L.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2005
Lise Antalya Anadolu Lisesi 2001
Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Klinik Arastirma Uzman Neutec ArGe San. ve Tic. A.S. 2009-2014

2. -

3. -
Yabanci | Okudugunu " " KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konugma® | Yazma Puam Puam
Ingilizece |Cok iyi Cok iyi Iyi 96,25
*Cok 1iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Saysal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam (22.04.2007) 77,078 80,428 84,770

(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
MS Office Cok iyi
Adobe Acrobat Reader Cok iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalar)/Odiilleri

Nakipoglu Y, Giimiis D, Sertel Selale D, Kiiciiker Ang M. In vitro Susceptibility of

Enterococcus Strains to High Level Aminoglycoside and Heavy Metals. Mikrobiyol
Bull (SCI-Expanded). 2009;43(4):545-51




104

Giimiis D, Sertel Selale D, Nakipoglu Y, Kiiciiker Ang M. Vankomisine Direngli
Enterokoklarin Izolasyonunda Degisik Besiyerlerinin Arastirilmasi. Tiirk Mikrobiyol
Cem Derg 41(4):162-167, 2011

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri): Sinema, tiyatro



