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OzZET

M.TUBERCULOSIS ILAG DUYARLILIGININ LOWENSTEIN-JENSEN VE
MIDDLEBROOK 7H10  BESIYERINDE PROPORTION METOD iLE
KARSILASTIRMALI OLARAK ARASTIRILMASI

Ahmet Yilmaz COBAN, VYiiksek Lisans Tez
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Eyliil 1997

Insanligin en eski dertlerinden biri olan tiiberkiiloz, lilkemiz i¢in de biyiik bir problem
olarak giincelligini korumaktadir. Ozellikle direngli vakalann sayisindaki artis gelecek igin
biiyiik bir tehlike olugturmaktadir. Boyle bir tehlikenin varlifma ragmen hala rutin olarak
kullanilabilecek giivenli, ucuz ve standardize edilmig bir yontem mevcut degildir.

Calismada; Lowenstein-Jensen (LJ) ve Middlbrook 7H10 besiyenn kullanilarak
proportion metod ile 50 hastada kargilagtirmali duyarlilik testleri yapilmugtir. Tam hastalarda
tek, ikili, ti¢li ve dortli ilaca direng oranlan karsilagtirmali olarak arastirilmigtir.

Caligmada; toplam diren¢ oranlan LJ besiyeri test sonuglarinda daha yiiksek bulunmus
olup, en yiiksek oran %32 ile streptomisine karsi gdzlenmis, rifampisin direnci ise %26 olarak
bulunmugtur. Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglarina gore ise, daha diisiik direng oranlan
g6zlenmis olup, en yiiksek %8 ile etambutole karsi bulunmugtur. LT besiyeri test sonuglarina
gore, hastalarin %48’i tiim ilaglara duyarl: iken, Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglarina
gore tiim ilaglara duyarlihk %90 bulunmustur.

Sonug olarak; LJ ve Middlebrook 7H10 besiyeri arasinda anlamli bir fark bulunmugtur.
Ayrnica, ilkemizde oldugu gibi, bizim yaptigimuiz ¢aligmada da yiiksek antitiiberkiilo ilag direnci

gozlenmigtir.



ABSTRACT

THE COMPERATIVE INVESTIGATION OF THE M.TUBERCULOSIS DRUGS
RESISTANCE IN LOWENTEIN-JENSEN AND MIDDLEBROOK 7H10 MEDIUMS
BY THE PROPORTION METHOD

Ahmet Yilmaz COBAN, M.Sc. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, September 1997

Tuberculosis, one of the oldest problems of the humanity, is also a current problem for
our country. Especially, the increase in resistant cases is a risk for future. Although there is
such a danger, we still do not have safe, cheap, and standardized method which can be used
routinly.

In this study, the susceptibility tests were carried out in 50 patients by the proportion
method using Léwenstein-Jensen (LJ) and Middlebrook 7H10 mediums. Single, double, triplet
and quartet drug resistance ratios in all patients were investigated comperatively.

In this study, the total resistance ratios were found higher in LJ medium, the highest
ratio, 32%, was observed against streptomycin and the resistance against rifampicine was found
26%. According to the Middlebrook 7H10 medium test result, lower resistance ratios were
observed, the resistance against ethambutol was found 8%, being the highest. While according
to the LJ medium test result, 48% of the patients were resistant against all drugs, the resistance
against all drugs according to the Middlebrook 7H10 medium test result was found as 90%.

As a result, a significant difference was found between LJ and Middlebrook 7H10
mediums. In addition, a high antituberculous drugs resistance was observed in this study as it is

the case in our country.



GIRIS VE AMAG

Mikobakteri infeksiyonlan tim diinyada yaygin olarak bulunan, insan mortalite ve
morbiditesine dogrudan etkili infeksiyonlardir. Tiim diinyada 1.7 milyar kisinin M. uberculosis
ile infekte oldugu ve her yil 3 milyon kisinin tiiberkiilozdan 6ldiigii bilinmektedir. Tiberkiiloz
savaginda bagan, yeni tami ve antibiyotik duyarhilik yontemlerinin gelistiriimesine ve yeni
antimikobakteriyel ajanlanin bulunmasina baghdir (Badak, 1997; Yiice, 1997).

Son 40 yidir tiberkiloz tedavisinde kullanilmakta olan ilaglar, aktif tiiberkiilozlu
hastalann prognozunu kesin olarak diizeltmig, hatta 1980’lerin baginda kisa siireli
kemoterapinin devreye girmesi ile hastalifin tamamen ortadan kaldinlabilecegi iimidi
dogmugtur. Buna karsin, tiberkiiloz olgularinda beklenen azalma olmamis ve Amerika’da,
1985’ten 1990°a kadar bildirilen tiiberkiloz olgu sayisinda artis goriilmiistiir. Tiiberkiiloz
olgularindaki bu artma, evsizlik ve intravenéz ilag kullanimu gibi sosyal ve medikal problemlerin
yamsira Human Immunodeficiency Virus (HIV) epidemisi ile paralellik gostermektedir.
Bilindigi gibi HIV infeksiyonu, tiiberkiiloz savasinda oncelikle gerekli olan gecikmis tip agint
duyarlilik basta olmak tizere konak defansim ciddi sekilde bozan bir hastaliktir. HIV
infeksiyonlu hastalarda goriilen tiiberkiiloz, bir yandan iyi uygulanmayan tedavi rejimi sonucu
iyilesmemekte, 6te yandan direngli tiiberkiiloz basilleri ile olusan infeksiyonlar hizla yayilmakta
ve tiim diinyada sorun olmaya devam etmektedir (Vareldzis ve ark., 1994; Yiice,1994; Zhang,
ve Young, 1994).

Son yillarda Centers for Diseases Control (CDC), ozellikle New York’ta multidrug-
resistant tuberculosis (MDR-TB) olgularinda bityiik artma oldugunu, olgularin %80’inden
cogunu HIV ile infekte hastalarin olusturduguﬁu ve tliberkiiloz tedavisinde kullanilan en etkili
ilaglar olan izoniazid ile rifampisine karg1 direng gézlendigini bildirmektedir. Ayrica izolatlarn
¢ogu diger antitiiberkiiloz ilaglara da direngli bulunmustur. Iste son 3 yilda ozellikle HIV
nfeksiyonlu hastalarda giderek artan sikhkta MDR-TB olgularimin gériilmesi ve bunlarin da
%40 kadar olime sebep olmasi M. tuberculosis’te ilag etkisinin ve direncinin molekiiler
mekanizmasina yonelik aragtirmalan hizlandirmigtir (Yiice, 1994).

Ulkemiz de tiiberkilloz morbidite ve mortalitesinin diisik olmasmna karsin, direng
oranlan ilagla tedavinin bagladig: yillardan beri yitksektir. Ulkemizde ilaglar gok gelisigiizel, hig
bir disipline ve bilimsel bir kurala bagh olmadan kullanilmaktadir. Tiiberkiilozun uzun, diizenli,

yeterli siire ve dozda ilag alimim gerektirmesi hekimler ve kurumlar arasi ¢ok iyi bir isbirligini



gerekli kilmaktadir. Direngli vakalanin dogru tespiti de baganh bir kemoterapide dénemli bir
basamaktir (Ugan, 1994).

Mikobakteriyel ~duyarliik  testlerinin  yapilmasinda Loéwenstein-Jensen (L),
Middlebrook 7H10 ve 7HI11 besiyerleri kullanilir. LJ besiyeri, katilastirilmasi sirasinda
uygulanan 80°C 1s1 ve bol protein igerii nedeniyle antibiyotiklerin inaktivasyonuna neden
olabilir. Middlebrook 7HI10 besiyeri ise basit igerifi, kolay hazirlanmasi nedeniyle
mikobakteriyel duyarliik testleri igin daha avantajh olabilir. Ulkemizde mikobakteriyel
duyarlilik testlerinde LJ besiyerinin daha sik kullanildifi goriilmektedir (Kent ve Kubica, 1985;
Yiice ve ark., 1994; Arseven ve ark., 1995).

Son yillarda, M.tuberculosis’in ilag direncinin tespit edilmesine ydnelik birgok metod
gelistinlmigtir. Bu teknikler, ¢ok pahali olmalan ve kesin bir standardizasyon saglanamamasi
nedeniyle halen aragtrma asamasindadirlar. Bu konudaki galigmalar, daha ¢ok molekiiler
mekanizmalarin aydinlatlmasi ve direng genlerinin saptanmasi iizerinde yogZunlasmustir.
Yapilan ¢aligmalarin rutin laboratuvarlarda uygulanamamasi ve diger tekniklerin de standardize
olmamasi, M. tuberculosis’in . direngli izolatlanmin tespitini  gii¢lestirmektedir. Bunun
sonucunda, tiiberkilozlu hastalarda uygun tedavi rejiminin segilememesi tedavi basarisiu
dusurmekte ve direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Cahgmamuzda; direngli tiiberkiiloz olgularina artan ilgi ve direng tespitinin tedavideki
oneminden dolayl, rutinde kullamlmakta olan LJ besiyeri ile Middlrook 7H10 besiyerini
kargilagtinilmay1 ve bolgemiz tiiberkiiloz olgulanindaki ilag direncini aragtirmayr amagladik.



GENEL BILGILER

TUBERKULOZ BAKTERILERININ TARIHGESI

Insanbigin en eski sorunlanindan biri olan tiiberkiiloz, tedavi yontemlerindeki
ilerlemelere karsin, bugiin de biitiin diinyada, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde, yaygn olarak
bulunan infeksiyonlardan biridir (Bilgehan, 1994).

24 Mart 1882’de Robert Koch’un Berlin Fizyoloji Demnegi’nde tiiberkiiloz basilini
bildirigi, biitin diinyada ve yurdumuzda ¢abucak duyulmus ve daha sonraki ilerlemeler
yakindan izlenmistir. Ornegin, yurdumuzda Koch basilinin klinik érmeklerde en azindan 1885
yilindan beri arandig: bilinmektedir (Eraksoy, 1996).

Koch basilinin bulunusunu 1921°de Fransiz aragtirmacilar Albert Calmette ve Camille
Guerin’in tiberkuloz agisi olan BCG’yi gelistirmeleri izlemistir. 1944’de Selman Abraham
Waksman ve meslektasi Albert Schatz, New Jersey’deki Rutgers Universitesi’'nde ilk tiiberkiiloz
ilact olan streptomisini bulmustur. Bu nedenle 1944 yii tip tarihine “mucize yili” (annus
mirabilis) olarak gegcmistir (Eraksoy, 1996).

Bundan sonraki 6nemli gelismeler arasinda Gerhard Domagk tarafindan Almanya’da
tiosemikarbazonlarla yapilan ve daha sonra izoniazidin bulunmasina da yol agan 6ncu ¢aliyma
ile (ki 1zoniazid1 aymi1 zamanda New Jersey'de Dr. Herbert Fox da idantifiye etmugtir); 1946’da
Iskandinavyali Jorgen Lergen Lehmann tarafindan PAS’in bulunmas: sayilabilir (Eraksoy,
1996). '

Hastahgin bulasic: karakterde oldugu hakkindaki kuskular ilk defa 16. yiizyl baslaninda
Fracastorius tarafindan ilen sirnilmis, 1865’de Fransiz hekimi Villemin infekte matervalin
nokiilasyonu ile hastalig: hayvanlara gegirebilmis, Robert Koch 1884’de patolojik maddelerden
kultiirini yapmay1 basarmug ve bu kiiltir bakterileriyle deney hayvanlaninda tiberkiloz
olusturulabilecegini gostermistir. 1896’da sigir titberkiiloz basili M.bovis ayn bir tiir olarak 77
Smith tarafindan ortaya ¢ikanlmis, 1937’de tarla farelerinde fare tiiberkiiloz basili M.microti
Ingilizler tarafindan izole edilmistir. Robert Koch tiberkiiloz allerjisi, bu hastaliktaki ozel
immuniteyi ve tiiberkulini tarif ederek bu konudaki degerli caliymalarini yaymlamig ve boylece

hekimlikte yeni bir ¢gagin dncisi olmustur (Bilgehan, 1994).
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TUBERKULOZ BAKTERILERININ OZELLIKLERI

M.tuberculosis kompleks:
M.tuberculosis kompleks; M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis bacillus Calmette-Guerin
(BCG), M.africanum ve M.microti’den olusmaktadir (Lorian, 1996).

Gérinim:

Ince, bazen hafifce kivrik, ortalama 1-4 um uzunlugunda ve 0.3-0.6 pm eninde
hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiz, ¢omakciklardir. M.bovis’in boyu digerlerinden biraz daha
kisadir. Eski kiiltiirlerde ve uygunsuz kosullarda ureyen bakterilerin daha uzun, ipliksi ya da
daha kisa hatta koklara benzer degisik sekilleri ortaya gikabilmektedir. Balgam ve diger
materyallerden yapilan preparatlarda tek ya da ikili tglii gruplar halinde ve birbirlerine paralel
ya da uglanindan birbirlerine yaklasarak X, V, L, harfleni olusturacak bigimde bir arada
bulunabilirler. Besiyerlerindeki kultiirlerinden yapilan preparatlarda i1se ¢ogu kez biuyik
kiimeler olustururlar (Bilgehan, 1994).

Hiicre ve kimyasal yapilari:

Tiberkiiloz basillerinin hiicre yapisi temelde diger bakterilerin hiicre yapist gibidir.
Onemli aynmlar hiicre ¢eperinin yapist ile bu bakterilerin  kimyasal yapisindadir.
Mikobakterilerin sitoplazmik zarlanmin disginda diger gram olumlu bakterilerdeki gibi bir
peptidoglikan katmamn bulur.iurA Bunun disinda ise onunla baglantih olarak ist iste i¢ katman
gibi géninen ayn bir yap1 bulunmaktadir. Bu yapinin temelinde mikolik asit ile g¢evrili bir
arabinogalaktan polisakkarit yapist bulunur. Bunlann arasinda bakterinin virulansi ve boyanma
ozellikler1 ile ilgili oldugu bilinen maddeler vardir. Bu maddelerden birisi kord faktor (ip
faktori) olup bir trehaloso dimikolatdir. Bundan baska polianyonik glikolipidler (fosfolipidler
ve siilfolipidler) ve peptidoglikolipidler (vax-D) bulunur. Gornildigi gibi hiicre ¢eper
lipidlerden zengindir. Bu lipidlerin bakterinin boyanma o6zelliklerinde rolii vardir. Aynca bu

maddeler adjuvan (Freund adjuvan) 6zelliginde maddelerdir (Bilgehan, 1994).

Mikobakteriyel antijenler:
Mikobakterilerin fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerine gore farkhilik goésteren

¢ok sayida antyjenik yapisi mevcuttur. Mikobakteriyel antijenler, pek ¢ok lipid, protein ve

A )



polisakkaritten olusur. Antijenlerin sayisi tam olarak bilinmemektedir. Duyarh yontemlerle
simdiye kadar bilinenlerin sayisi yaklagik 90°dir. Mikobaktertyel antijenler, sitoplazma (solubl)
ve hiicre duvannda lipidlere baglh (insolubl) olarak bulunurlar (Durupinar, 1996).

Mikobakteriyel antijenlerin bazilan immiin sistemi baskilayici iglev gorirken, digerleni
graniilom olusumuna yol agma, makrofajlan aktive etme, konake¢: toksisitesi olusturma ve
adjuvan aktivite gosterme gibi 1§levlerde bulunmaktadirlar (Durupinar, 1996).

Son yillarda, immiinolojik tamimayr saglayan hiicrelerle, mikobakteriyel genlerin
klonlanmas: gibi tekniklerin geligtirilmesi, antijenlerin saflagtinimasi gahgmalarina biyiik katlka
saglamis ve mikobakteriler ile ilgili antijen ve antikorlann aynimi daha kolaylagmigtir. Bu
konudaki ¢aligmalar, tilberkilloz patogenezinin daha iyi anlagilmasi yami sira, tiiberkiloz
tamsinda daha duyarh yontemlerin gelistirilmesine ve tiiberkiiloza karsi ¢ok daha giiglii agilarin

bulunmasina yardime olacaktir (Durupinar, 1996).

MiIKOBAKTERILERIN iDANTIFIKASYON TESTLERI

Mikobakteriler, e§er mumkinse daima tirlere gore idantifiye edilmelidir. Kompleks
ismumn kullanilmas: (6rm: M.avium complex, M.terrae complex, M.tuberculosis complex),
klinik 6nemi az oldugu zaman diger turlerle birlikte kargilastinlarak tibbi 6nemi olan tirlerden
aynlmasina imkan verir. Yeni izolatlar veya bilinmeyen organizmalar sikiikla fotokromojen,
skotokromojen, nonfotoicromojen ve hizh gelisenler olarak adlandinbir ki, bu da izolatlarin
idantifikasyonuna yol gosterir. Ilk simflandirmada mikobakterilerin pigmentasyon ve gelisme
hizlan temel alindi. -Daha sonralart idantifikasyon testleri yapilarak mikobakterilerin

tiplendirilmesi yapilmaya baslanmistir (Isenberg, 1992).

Mikobakterilerin idantifikasyon testleri:
1- Anisulfataz testi,
2- Katalaz testi,
3- Gelisme hiz1 ve pigment olusumu,
4- Knistal violetsiz MacConkey agarda iireme,
5- Demir tutulumu,
6- Niasin toplanmasi,

7- Nitrat reditksiyonu,



8- Pirazinamidaz,

9- Sodyum klorid tolerans testi,

10- Tiyofen-2-karboksilik asit (T,H) ile gelisimin inhibisyonu,
11- Tellirit rediksiyonu,

12- Tween 80 hidrohz,

13- Ureaz: Wayne metodu (Koneman ve ark., 1992).

M.tuberculosis’in idantifikasyonu:

1-izolasyon igin optimal sicaklik ve geligimin hizi:

M.tuberculosis optimum 37°C’de gelisir. Koloniler yumurtali besiyerinde en erken
inokiilasyondan 12 giin sonra tespit edilebilmektedir. Ortalama gelisme siiresi 21 giindiir. 7H10
veya TH11 besiyeri kullamldiginda ve kiltiir petrileri giinliikk disseksiyon mikroskobu ile
tarandiginda 8-10 gun gibi daha kisa bir zamanda tespit edilebilir. Az rastlanan tirlerin tespiti
i¢in 6 hafta veya daha fazla zaman gerekmektedir (Koneman ve ark., 1992).

Gelisim hizimin  degerlendiriimesi igin, ¢ogu standart tiplerde veya petrilerdeki
nonselektif besiyerleri kullanilabilir. Petrilerdeki besiyerlert tercih edilir ¢inki, kolont

gehisimlen disseksiyon mikroskobu ile incelenebilir (Koneman ve ark., 1992).

2-Pigment olusumu:

Mikobakterilerin pigment dretimi ayiici tamda onemlidir. Skotokromojenlerde
karanlikta inkiibasyondan sonra renk olusmu gézlenir. Fotokromojenlerde ise yalmzca 1siga
maruz birakilinca renk gelisimi uyanbir. M. tuberculosis gogu pigmenti {iretmede yetersizdir.

Yalmzca 1gikta, hatta parlak isikta agik kahve renkli pigment olusturur (Koneman ve ark.,
1992).

3-Niasin toplanmasi:

M. tuberculosis ve diger birkag mikobakter tiiri serbest niasini, niasin riboniikleotide
geviremez. Boylece yumurtali besiyerinde su-solubl niasinin toplanmasi M. tuberculosis

idantifikasyonunda degerli ayirt edict bir 6zelliktir (Koneman ve ark., 1992).



4-Nitratlarin nitritlere rediiksiyonu:
M. tuberculosis ve diger birkag mikobakteri tiri nitratin nitrite rediiksiyonunu kataliz

eden nitrorediiktaz enzimi Uretir. Ayiracin ilavesinden sonra kirmizi renk olugmast nitrit

. varhgim gosterir ve test sonucu pbzitiftir (Koneman ve ark., 1992).

5-Katalaz aktivitesi:

Mikobakterilerin ¢ogu katalaz {retir; bununla birlikte, katalaz formlan farkhidir. Test
kiltirlen 68°C’de 20 dakika isitildifi zaman inaktive edilebilir. Boylece mikobakterilerin
isitmadan onceki ve sonraki katalaz Gretiminin kantitatif él¢timii ayinm testlerine yardimei olur.
Bu o6zellik genellikle M. tuberculosis’nin 1zoniazid-direngli suslanmin idantifikasyonunda
faydalidir. Isi-stabil katalaz testi yavas gelisen mikobakterilerin idantifikasyonunda ¢ok faydal

bulunmugtur. Katalaz testi semikantitatif olarak da degerlendinlebilir. Degerlendirmede

hidrojen peroksid kullanilir (Koneman ve ark., 1992).

6-Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (T,H) tarafindan gelisimin inhibisyonu:
Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (T,H) M. bovis’in gelisimini selektif inhibe eder, oysa
¢ogu diger mikobakteriler bu maddey: igeren besiyerlerinde gelisebilir. Bu 6zellik, M. bovis ve

diger benzerlennin M. tuberculosis’den ayinminda kullanmilir (Koneman ve ark., 1992).

Tablo 1. M.tuberculosis kompleks ayelerinin idantiﬁkasyon- testlen

Optimum  iireme| Pigmentasyon | Niasin| Nitrat Tween 80

IS1S1 ve siiresi Istk  Karanhk|testi | rediiksiyonu | hidrolizi
M.tuberculosis | 37°C, 12-15¢giin  |AK  |AK + + \
M.africanum |37°C, 3142 ¢giin_ |AK  |AK \ \ -
M.bovis 37°C, 2440 gin  |AK |AK \ - -

AK: agik kahverengi




Tablo 2. M.tuberculosis kompleks tyelerinin idantifikasyon testleri

Katalaz Arilsiilfataz | Ureaz | Pirazinamidaz | Demir
3 giin tutulumu
Semikantitatif | pH 7.0
68°C
M.tuberculosis <45 - - + + -
M.africanum >45 - -
M.bovis <45 - - + - -
Tablo 3. M tuberculosis kompleks tiyelerinin idantifikasyon testleri
Ureme
T.H 1ug/ml %35 NaCl 28°C MacConkey agar
M. tuberculosis + - -
M.africanum
M.bovis - - -

M.TUBERCULOSIS ILAG DIRENCI

Yiida 2-7 milyon olumle tuberkiiloz, diinyadaki infeksiyon hastaliklarindan oliimierin
basim gekmektedir. Infeksiyon ve miiteakip klinik hastaliklarla alakali olan durumlar asin
kalabaliklagma ve yoksukluk, HIV ile infekte olma, gogler ve damar igi (IV) ilag bagimliiiidir
(Zhang ve Young, 1994; Drobniewski, 1995). llag diren¢ oranlan, 1962’den 1985’e kadar
gelismekte olan tlkelerde diisiik oldugu halde son verilere gére direncin artmus olabilecegi ileri
sirilmektedir. Direngte goriilen ilk dusuk oran “National Tuberculosis Control Programmes’”
(NTP)'m ¢absmalanindaki bagar ile birlikte oldugu halde son verilerdeki artmaya eleman
yetersizlifi, yetersiz kaynak programlan veya HIV epidemilerinin etkileri neden olabilir
(Vareldzis ve ark., 1994; Yiice, 1994).

Tiuberkilozlu hastalar iginde

M.wberculosis’in  multi-drug resistance (MDR)

suslarindaki mevcut bir artisin yeni raporlan, ciddi genel bir kaygiya neden olmaktadir.

A}



Verilerin ¢ogu 5 yili askin bir suredir pozitif orneklerin toplandig: hastalardan ¢ikarimugtir
(Hanna ve ark., 1993).

itag direnci ile ilgili tanimlamalar:

Antitiiberkiiloz kemoterapi: Izoniazid (H), rifampisin (R) , streptomisin (S), pirazinamid
(Z), etambutol (E) ve tiasetazon gibi en gok kullanilan ilaglarla yapilan tedavidir. Ik 2 ay
H.R,Z ve buna eklenen dordiincii bir (S ve E gibi) ilaci takiben 4 ay siireyle H ve R
kullaniimasi WHO’nun tavsiye ettig1 kisa dénem tedawvi protokoliidiir. 4 ay H ve R kullamminin
alternatifi HE ya da tiasetazonun 6 ay kullanimidir (Vareldzis ve ark., 1994).

Vahgi sug: Daha once antitilberkiiloz ilagla karsilasmamis olan bir M. tuberculosis
kompleksidir (Vareldzis ve ark., 1994).

Dogal direngli suglar: Belli bir ilagla daha énceden karsilasmamis olmasina ragmen o ilaca
direngli suslardir. Dogal direngli basil tasiyan konak ve onun infeksiyon kaynag: ge¢miste
kemoterapi almamustir. Bu tip direncin 6rneklent M.bovis’in Z direnci ve tiasetazona direngh

M.africanum’dur (Vareldzis ve ark., 1994).

Inisiyal direng: Yeni bir tiberkiiloz hastasinda bir ya da daha fazla antitiberkiilo ilaca karst
direncin varlig1 olarak tamimlanir. Bu kategori, daha onceki tedavisi hakkinda bilgi vermekten
¢ekinen ya da gegmis tedawvi hikayes: yeterince sorgulanmayan ve bu nedenle agiga ¢ikmamig
kazamlmig direnci olan hastalan da kapsar. Inisiyal - diren¢ kronik hastalan kapsamaz
(Vareldzs ve ark., 1994).

Primer direng: Daha once tiberkiiloz kemoterapisi hig almamis olan bir tiiberkiloz
hastasinda bir ya da daha fazla ajana kars: ilag direncinin varlididir. Bunun nedeni, ilaca direngli
organizmalaria infekte olmus bagka bir hastadan infeksiyonun kapimasidir. Popiilasyon
icerisindeki direngli basilin sikligi onceden tedavi almamus hastalarda %]1’den bityiiktir
(Vareldzis ve ark., 1994; Lonan, 1996).

Kazanilmg direng: Verilen tedavi rejimine uymamak ya da yanliy regete sonucu tedavinin

seyri sirasinda bir ya da daha fazla ilaca direng olarak tanimlanir. Sekonder direng de denilir.
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Ilk izolasyonlaninda duyarh olan basiller, daha sonraki izolasyonlannda direngli olarak gézlenir.
Programatik agidan bu tip direncin yiiksekligi, mevcut NTP’nin fonksiyon gérmediginin bir

isaretidir (Vareldzis ve ark., 1994; Lorian, 1996).

Kronik hasta: Uygun irregiler tedavi sireglerinin basansizhga ugradigr hastadir. 5 yil
gecmesine karsin tedavi edilememis hastalan kapsar. Bir ya da daha fazla antitiiberkiiloz ilaca
kazamlmis diren¢ vardir. Alternatif olarak kontrol altinda verilén yeni bir tedavi rejiminin
sonunda yayma preparat pozitiflii devam eder (Vareldzis ve ark., 1994).

MDR: Birden fazla antitiiberkiiloz ilaca diren¢ vardir. Bu tip diren¢ hem primer hem de
sekonder olabilir. Ve genellikle HIV infeksiyonlu ya da kronik hastalarla iligkilidir. HIV

infeksiyonlu kisilerdeki MDR ciddi sorunlara yol agabilir ve kisa zamanda 6liimle sonuglanabilir
(Vareldzs ve ark., 1994).

ilag diren¢ mekanizmalari:

1950 ve 1960’larda tiiberkiiloz i¢in efektif tedavinin girisi ile gok gegmeden hastalifin
kontrol edilecegi ve hatta elimine edilecegi umutlar artmustir. Insidanstaki dramatik azalma
endistrilesmis tlkelerde basanlirken, M.tuberculosis diinyada infeksiyéz oliimlerin en buyiik
nedeni olarak kalmistir. Tiberkiloz insidansinda son zamanlardaki canlanma, bir dereceye
kadar HIV pandemilen, ilgili toplumian yeniden uyandird:i (Yce, 1994; Zhang ve Young,
1994).

Bashica M. tuberculosis, M.leprae, M.avium-intracellulare olmak tizere mikobakteriyel
patojenler yavas uremeleri, kalin hicre duvarlan ve kiltirlerinde tek tek hiicre
sispansiyonlarindan ziyade kiimeler olusturmalan nedeniyle bakteri genetikgilerine gok sayida
deneysel zorluk ¢ikanrlar. Bugiin M.tuberculosis ve M.leprae’nin genom yapilan ile ilgili
6nemli miktarda bilgi mevcuttur ve asil ¢aba bu organizmanin niikleotid dizilerini tayin etmek
i¢in yapilmaktadir (Zhang ve Young, 1994).

M.tuberculosis’te klinik agidan ilag direnci primer ya da sekonder olarak gelisir. Hig bir
tiilberkiiloz ilaci ile karsilagmadig: halde tilberkiloz basili topluluklan iginde dogal olarak her
10%-10® basilde bir oraninda tek bir ilaca direncli mutantlar bulunur. Tiberkiiloz basilinin

kromozomunda olusan mutasyonlar sonucu gelisen bu dirence mutasyonel direng denir (Yice,
1994).



Mutasyonel ila¢ direncinin tlag kullanimi ile ilgis1 yoktur, ¢linkii ilagzlarla karsilagmak
mutasyona yol agmaz. Eksik ya da uygunsuz ilag¢ kullanildifinda duyarh basillenn ortadan
kalkarak, direngli mutantlarin sayica artmasina bagh olarak gelisen direng sekonder ya da
kazanilmis direngtir. Bu sekilde direngli hastanin .basilleri ile infekte olmus ve hig ilag
kullanmamus kisilerde gérilen direng ise primer direng olarak bilinir (Yiice, 1994).

Rifampisin ve streptomisin igin direng mekanizmalan diger bakterilerde bulunanlara

benzer iken, H (Izoniazid) igin duyarliik ve direng M.tuberculosis’de farklidir (Zhang ve
Young, 1994).

Izoniazid direnci:

Izonikotinik asit hidrazid, tiiberkilloz tedavisine 1952’de giren sentetik bir
antimikrobiyal ajandir. Cok disiik MIC (0.02 mg/ml) degerlerinde bile M. tuberculosis’e karst
spesifitesi yiiksektir ve bakterisidal etkilidir. H’in 6zellikle mikolik asitlerin biyosentezini inhibe
ettigi ditsiiniilmektedir. Son ¢alismalarda, H’e karsi direngli izolatlarda iki mikobakteriyel
direng geni tespit etmistir (Zhang ve Young, 1994; Inderlied ve Salfinger, 1995).

a) Kat G: Cok uzun zamandan ber1 H’e kars1 direng gelisiminin siklikla katalaz ve peroksidaz
aktivitelerinin kaybu ile iligkili oldugu bilinmektedir. Son genetik delillerde de agik bir sekilde H
ile katalaz-peroksidaz enzimi arasinda bir iligki oldugu anlagilmistir. H etkisinde kat G’nin roli
heniiz tespit edilememistir ancak, ilacin hiicre iginde aktif bir araci tarafindan peroksidazla
degismesi onemli bir hipotezdir (Zhang ve Young, 1994; Inderlied ve Salfinger, 1995).

b) inhA: Benarje ve arkadaslari, DNA klonlarini direng genlerini transfer etme yeteneklen
yoniinden taramuglardir. Bir ¢ok kez kopyalanmis plazmid Gzerinde tek bir genin (inhd geni)
varliginda H direncinin arttidy bulunmustur. M.smegmatis ve M.bovis izolatlarinda inhA4
geninin dizi analizinde tek bir nokta mutasyonu gézlenmigtir. Butiin bu gozlemleri birarada ele
alirsak; inh4’min H i¢in bir hedef enzim kodladig1 kuvvetle disiniiliir. inh4 ile ilgili gok daha
ilging bir yon; H’e kars1 olan direncin etionamid’e karsi direngle bir arada olmasidir. Etionamuid
yapisal olarak H ile benzerligi olan antimikobakteriyel bir tlag olup, mikolik asit sentezini inhibe
ederek etki gosterdigi disinilmektedir. inhA4 tarafindan kodlanan enzim iki ilag igin de ortak

bir hedefi temsil edebilir (Zhang ve Young, 1994; Inderlied ve Salfinger, 1995).

Rifampisin (R) direnci:
Rifampin veya rifampisin 3,4-(metilpiperazinil-iminometilidin) rifamisin SV’dir.

1968’de etkili bir antitiiberkiiloz ajan olarak kullanima girmigtir. R, H’in yamsira bugiinki
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tiberkiiloz tedavisinin ana iskeletim olugturan geniy spektrumlu bir antibiyotiktir. RNA
polimeraz B-subuniti ile etkilesime girerek RNA sentezini inhibe etmektedir. B-subunitini
kodlayan kiigitk 7poB geni iginde olusan nokta mutasyonlann R’e direnci meydana getirir.
M.leprae ve M.tuberculosis’in R’e duyarl ve direngli suslarindan rpoB genlen kionlanmig ve
analize edilmigtir. R’e direngli izolatlarin yansinda tek bir nokta mutasyonu olup, 531
pozisyonda serin yerine losin aminoasiti gelmistic. rpoB’nin ikinci bolgesindeki mutasyonlar
E.coli’deki R direnci ile biraradadir (Telenti ve ark., 1993; Miller ve ark., 1994; Zhang ve
Young., 1994; Williams ve ark., 1994; Inderlied ve Salfinger, 1995).

Streptomisin (S) direnci:

S, bir aminosiklitoldiir ve tilberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullambr. Ilag 16S
rRNA’ya baglanir, translasyon diizenine engel olur ve bu suretle protein sentezini inhibe eder.
S direnci ile birlikte olan mutasyonlar 16S rRNA (rrs) ve ribozomal protein S12 (rpsl)’yi
kodlayan genlerde tespit edilmistir. Ribozomal protein S12, 16S rRNA’nin olusturdugu yapiyt
stabilize eder. rpsi’deki aminoasitin yer degistirmesi 16S rRNA’nin yapisina etki eder ve S
direncinden sorumludur. 16S rRNA’daki degisiklik, 16S rRNA ve S arasindaki etkilegimi bozar
ve bu yol direngle sonuglanir. 7rs’deki mutasyonlarin ¢ogu ribozomal protein S12 ile etkilestigi

530 bolgesindedir (Zhang ve Young, 1994; Inderlied ve Salfinger, 1995; Cooksey ve ark,,
1996; Meter ve ark., 1996; Sreevatsan ve ark., 1996).

Pirazinamid (PZA) direnci:

PZA, kisa surel tuberkiloz tedavisinde kullanilan birinci-kusak bir ilagtir. PZA’e direng
genellikle M.tuberculosis’deki pirazinamidaz (Pzase) aktivitesinin kaybi ile birliktedir. PZase,
PZA’i bakterisidal pirazinoik asite ¢evirir. M.ruberculosis PZase’ i kodlayan gen (pncA4) son
zamanlarda tespit edilmigti. Tum PZA-duyarh organizmalann pncA allellen benzerdir

(Inderlied ve Salfinger, 1995; Scorpio ve ark., 1997, Sreevatsan ve ark., 1997).

Etambutol (E) direnci:

E [dekstro-2,2-(etilendiimino)-di-1-butanol-dihidrokiorid], 1961’de tamimlanan etkali
sentetik bir 'antitﬁberkuloz bilesiktir. Arabinbgalaktan sentezinde spesifik bir etki noktas
gosterilmesine ragmen primer etki mekanizmast hiicre duvar sentezinin bakteriyostatik
inhibisyonudur. M. tuberculosis’de E direncine neden olan mutasyonlarin siklig: 10”’de birdir.

Forbes ve ark. (1965) E’un M.smegmatis’deki RNA sentezini inhibe ettigini rapor etmislerdir.
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Takayama ve ark. (1979) ise, E’'un M.smegmatis’in hiicre duvan ig:indeki' mikolik asitlerin
tasinmastm inhibe ettigini gostermislerdir (Rastogi ve Dawvid, 1994; Inderlied ve Salfinger,
1995).

Takayama ve Kilburn (1989), 3ug/ml E’un ilaca duyarh M smegmatis suslarinda,
arabinogalaktain D-arabinoz ¢okeltisi iindeki isaretli D-"C-glukozun tasinmasimi inhibe
ettigini fakat, ilaca direngli mutantlarda inhibe etmedigini gostermislerdir (Rastogi ve David,
1994).

ANTIMIKOBAKTERIYEL DUYARLILIK TESTLERI

Son 15 yilda 6zellikle HIV ile infekte hastalarda MDR-TB olgularinin hizla artmasi, bu
olgularin %40’'min Glmesi ve sagaltimin bagarisiz olmasi, hastane kaynakli bulaslarn
gozlenmesi, primer ve sekonder ilag direncinin artmas: tiiberkiiloz kontrol ¢abalanm sonugsuz
birakmakta ve tiberkiloz tiim insanbk igin biyik bir saglk sorunu olma 6zelligini
korumaktadir. [laglara duyarli mikobakteriler ile olusan hastaliklarda uygun ilag kombinasyonu
ile olgularin %88-98’nin sagaltilabilmesine karsin, MDR-TB olgularinda sagaltim biyiik sorun
olmaktadir (Yice, 1997).

Tiberkilloz savasinda basan, yeni tani ve antibiyottk duyarlilk ydntemlerinin
gelistirilmesine ve yeni antimikobaktenyel ajanlarin bulunmasina baghdir. M. tuberculosis’de
ilag direncinin molekiiler temelinin anlasiimasi, yent ve hizli duyarlilik testlerinin gelistiriimesine
yardimei olabilir. Bilindigi gibi, M. tuberculosis’de ilaglara karsi direng gelisimi, bakten
kromozomunda sponton olarak olusan gesitli mutasyonlarla ilgilidir ve aktarilamaz (Vareldzis
ve ark., 1994; Yice, 1997).

M.tuberculosis’de ilaglara karst duyarliigi saptamada 1960’lardan beri kullamlan
geleneksel yontemlere ek olarak, son 5-6 yilda kromozomal mutasyonlann saptanmasina

yonelik birgok yeni molekiiler yontem gelistinilmistir (Yuce, 1997).

Duyarlilik testinde kullanilan besiyerleri:

Mikobakteri tiirlerine bagh infeksiyonlarin mikrobiyolojik tamsinda kiltiinin mutlak
bir yeri vardir. Bunun nedeni, direkt mikroskobiden daha duyarli olmas: ve tir tayim ile
antimikrobiyal duyarlilik testlerine olanak saglamasidir. Bu yontemin duyarhligt %76,

ozgulliigit %100’ dir. Uzun sireli inkiibasyon gerektirmesi en dnemli olumsuz 6zelligi olmakla

L)
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birlikte, heniz gelistiriimekte olan testlerin givenilirhiliklen de kultur sonuglanyla
karsilagtirilarak degerlendirilmektedir (Arikan, 1996). Mikobakteri tirlerinin
izolasyonunda kullaniimakta olan birgok besiyeri vardir. Genellikle yumurtali besiyeri olarak

Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve agarli besiyeni olarak da Middlebrook 7HII bestyerine
' olmak iizere iki besiyerine ekim yaptmaktaysa da, 7H11 besiyerinin rutin kullamm i¢in LJ
besiyerinden daha bagarih oldugunu ve her iki besiyerine de ekim yapmanin gereksizligini 6ne
siiren arastincilar vardir. LT besiyerinin opak goninimi nedeniyle bu besiyerinde tiremenin fark
edilmesi daha zor ve bu nedenle inkiibasyon siiresi daha uzundur. Middlebrook 7H10 veya
7H11 besiyerinde ise kolonilerin gorilmesi daha kolaydir ve daha kisa siirede gergeklesir
(Arikan, 1996).

Middlebrook 7H11, igerdigi kazein hidrolizatin izoniazide direngli mikobakteri
suslaninin da iiremelerine yardimci olmast nedeniyle 7H10 besiyerinden tstiindir. M. bovis ilk
izolasyonda gliserollii ortamda zayif ureme gosterdiginden, ek olarak gliserolsiiz LJ besiyerine
de ekim yapilabilir. Bunun diginda LJ, 7H11, gikolata agar ve 7H9 siv1 besiyerin birlikte igeren

bifazik kiltiir sistemleri de mevcuttur. Bu sistemler, duyarli ve hizli tam agisindan deger tagir
(Ankan, 1996).

Yumurtali besiyerinin avantajlari:
1-Buzdolabinda birkag ay saklanabilir, taze yumurtadan hazirlanmalidir ve eger kapag: sikica
kapatilirsa buharlasmaya bagli kuruma minimumdur,
2-Hazirlanmasi sirasinda kontaminasyon oram diiguktur,

3-Cogu mikobakterilerin iiremesini kolaylastirir (Kent ve Kubica, 1985).

Yumurtali besiyerinin dezavantajlari:
1-Kontamine oldugunda genellikle besiyerinin tiim yuzeyini kaplar,
2-llag duyarliik testleri yumurtali besiyerinde ¢ok zordur. Ciinka temel ilag

konsantrasyonlarinda, ilag, yumurtamin fosfolipid gibi temel komponentleri ile iliski kurar veya

sicaklikla miktarian azalir (Kent ve Kubica, 1989).

Agarli besiyerinin avantajlar::

1-Kontaminasyon oram digiiktiir giinkii, kimyasal formulasyonun basit olmasi kontaminasyona

olanak vermemektedir,



I5

2-Genellikle temiz bir ortam olmast koloni morfolojisinin incelenmesine olanak venr.
Yumurtal besiyeri opak kontrastadir, 1§18a gecirgen agarli besiyeri bir disseksiyon mikroskobu
(30-60X) ile incelenebulir,

3-llag duyarhlik testlerinde performans iyidir. Ciinkii besiyeri formiilasyonu yumurtah
bestyerinden daha basittir,

4-Eger %10 atmosfer CO,’inde inkilbe edilirse, agarli besiyerindeki kiiltir inokiilasyonlarn
(Middlebrook 7H10-7H11) %99’u 3-4 hafta i¢inde pozitiflesir (Kent ve Kubica, 1985).

Agarli besiyerinin dezavantajlari:
1-Petrilerde bulunan besiyerlen plastik kaplarda saklanip nem kaybi geciktirilmezse, uzun siire
inkiibasyon ve saklamada kurumaya meyulilidir,
2-Besiyerinin giin 1s1gma maruz kalmast mikobakterilerin  gelisimini inhibe edecek
konsantrasyonda formaldehid salimmina neden olur,
3-Eger %0.1 L-aspartik asit, agarl besiyerinde gelisen M. ruberculosis’in yiiksek oranda niasin
olusturmasi durumunda ilave edilirse, ilaglarin aktivitesini degistirir,

4-Besiyerinin hazirlanmasinda 6zen gostermek gereklidir (Ozellikle aseptik zenginlestirici

ilavesi gibi) (Kent ve Kubica, 1985).

Ekim yapmak igin kullamlan materyal ¢ok kontamine olmadigi middetce selektf
besiyerine gerek yoktur ve dekontaminasyon islemi yeterlidir. Kontaminasyonun yogun oldugu
ornekler, selekuf 7H10, 7H11, veya LJ besiyerine de ekilebilir (Koneman ve ark., 1992;
Bilgehan, 1995; Ankan, 1996).

Kulturler, 3-6 hafta siireyle 37°C’de inkiibe edilir. Ilk 4-10 giin ortamda %5-10 CO,
olmasiin dremeyi hizlandirict etkisi varsa da bu, rutinde genellikle uygulanmaz.
M haemophilum, M.marinum veya M.ulcerans infeksiyonu siphesi varsa inkiibasyon sicakhig
30°C olmaldir. Ayrica M.haemophilum iremesi igin ortama ¢ikolata besiyert gibi demir
bilesikleri saglayacak bir kaynak eklenmesi gerekir. Ureme oldugunda koloniler, iireme hiz,
bayuklik, gorinim ve pigment olusumu agisindan degerlendinlerek, biyokimyasal testler ve
hizli yontemlerle tiir tayini yapilir (Arnkan, 1996).

Mikobakterilerin tretiminde kullanilan selektiv ve nonselektiv besiyerleri tablo 4 ve 5’de

sunuimustur.
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Tablo 4. Nonselektiv Mikobakteriyel [zolasyon Bestyerleri

Besiyeri Komponentleri Inhibitér Ajan

Lowenstein-Jensen |Koagiile tam yumurta, bazi tuzlar, | Malasit yesili, 0.025g/100ml
gliserol, patates unu

Middlebrook 7H10 |Bazi tuzlar, vitaminler, kofaktorler, | Malasit yesili, 0.0025g/100mi
oleik asit, albumin, katalaz, gliserol,

dekstroz

Tablo 5. Selektiv Mikobakteriyel [zolasyon Besiyerleri

Besiyeri Komponentler Inhibitor Ajanlar
Lowenstein-Jensen |Koagiile tam yumurta, bazi tuzlar, | Malagit yesili, 0.025 g/100ml
gliserol, patates unu Siklohekzimid, 400 pg/mi

Linkomisin, 2 pg/ml
Nalidiksik asit, 35 pg/ml
Middlebrook 7TH10 {Baz1 tuzlar, vitaminler, kofaktorler, | Malasit yesil:,0.0025 g/100ml
oletk asit, albumin, katalaz, gliserol, | Siklohekzimid, 360 ug/ml
glukoz Linkomisin, 2 pgml
Nalidiksik asit, 20 ug/ml

ANTIMIKOBAKTERIYEL DUYARLILIK TEST YONTEMLERI

Tuberkilloz tedawisi igin kullanilan antimikrobiyal ajanlara karst M.ruberculosis’in
duyarliligr rutin laboratuvar uygulamalannda dért metod ile 6lgtilar;
1-Orantt (proportion) metodu
2-Absolu konsantrasyon (MIC) metodu
3-Direng-oran metodu
4- Radyometrik metod (NCCLS document, 1994; Vareldzis ve ark., 1994; Lorian, 1996).
Orant1 ve radyometrik metodun performansi iyidir. Oranti metodu direkt ve indirekt test
i¢in kullanilabilir. Direkt testte, aside direngli basiller igin yayma preparat pozitif olan bir érnek
inokiiliim kaynag olarak kullanilir ve drnekler besiyeri ortamina direkt inokiile edilir. Indirekt
teste, M. tuberculosis’in saf bir kltiirii duyarhlik testi igin inokiiliim kaynag olarak kullandir.
Direkt testin avantaji, Ozellikle sire agisindan olup, indirekt teste gore 3-4 hafta once

sonuglanir. Direkt test. Bactec proseduru kullamilimi ile yapilabilmekte i1se de sonuglann
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dogrulugu tartismalidir. Agarli besiyerinde uygulanan direkt teste bir usmnlﬁéﬁ yoktur (Lorian,
1996).

Orant! (proportion) metod:

Bu metod i¢in basiller, biri ilag igeren, digeri icermeyen iki vasata inokiile edilir.
Inokiilim miktan dikkatle kontrol edilmelidir. Fazla yapilan inokiilasyon yanls dirence neden
olurken, inokiilasyonun az olmasi yanhs duyarlihga neden olabilir. Ilag igeren vasattaki koloni
sayisin, ila¢ igermeyen vasattaki koloni sayisina orani, direngli basillerin oranimi gosterir.
Belirli oranin altindaki sug duyarly, Gstindeki suslar ise direngli olarak degerlendirilir (NCCLS
document, 1994; Vareldzis ve ark., 1994; Lorian, 1996).

a) Direkt test: Orant (proportion) metodunun direkt test versiyonu aside direngli basil (asit-
fast basil) i¢in yayma preparat pozitif olan érnekler ile yapimahdir.

1- Materyal sindirim-dekontaminasyon isleminden gegirilir.

2- Preparat hazirlanir, florokrom veya karbolfuksin metodlardan biri kullanilarak boyamr ve
incelenir. 20 alanin herbirindek: basil sayist not edilir ve her alandaki basil miktarinin oﬁalmqasx

hesaplanir. Hazirlanan sispansiyonun homojen olmasina dikkat edilir (NCCLS document,
1994; Lorian, 1996).

Tablo 6. Duyarlilik test bestyerine inokiilasyon i¢in balgam konsantrasyonun diliisyonu

Diliisyonlar Aside direncli boyama Florokrom boyama
Andiliie, 1:100 <1 <10

1:10, 1:1000 1-10 10-100
1:100, 1:10000 >10 2100

3- Dort bolmeli petrilerin her bir bolmesine her bir diliisyonun {i¢ damlas: inokiile edilir.
Inokiiliimiin absorbsiyonu igin 1 saat petriler bekletilir. Eger hasta antitiiberkiilo ilag ile tedavi
almig ise, yayma preparat sonuglari 6nemsenmeyerek andiliie bir inokiilim kapsama alinir,
¢linkii, tedawi alan hastalarda incelenen aside direngli basiller canli olmayabilir.

4- Petnler CO-:-gecirgen polietilen kaplara yerlestirilir. %5-10 CO,’li ortamda 35-37°C’de
inkiibe edilir.

5- Petniler ¢ hafta sonra okunur (duyarlilk sonuglarnn 3 haftadan 6énce verilmez). Direngli
1izolatlarin kolonilert duyarlt izolatlarin kolonilerinden daha yavag gelisir. EZer gelisme

gorulmiyorsa, yavas gelismis mikrokolonilerin gosterilmest igin disseksiyon mikroskop (30X-
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60X biyiitme) ile petrinin her bir bolmesi incelenir; bununla birlikté, bu sonuglarn
yorumlanmasi dikkate alinmaz. Cinki ilaglarin bozulmasi mikrokolonilerin gérillmesine yol
acabilir. Sonuglarin derecesi, her bir dilisyonda su krtiterlere uygundur:

+3, +4 —> 100-200 koloni

+2 — 50-100 koloni

+1 -> 50°den az kolont

Kontrol petrilerinin bir veya daha fazlast 50-100 koloni igermelidir. Ciinkii, direngh
kolonilerin yiizdesi bu koloni sayisi temel alinarak hesaplanir. Eger kontrol petnide iireme
yetersiz ise test tekrarlanmalidir. Duyarhlik testt 3 haftada sonlandimlmahdir, ¢iinki duyarh
izolatlar 3 haftadan sonra tireme gosterebilir (NCCLS document, 1994; Lorian, 1996).

b) indirekt test: Klinik ¢rneklerden izolasyonu takiben, M. uberculosis’in saf kiltiirleri igin
uygulanir. Direkt testte oldugu gibi inokulimin hazirlanmasi, fazla veya az inokiiliimden
sakinilarak dikkatle hazirlanmalidir (Lorian, 1996).
1- Ilagsiz kat1 besiyeri yiizeyinden kazinan koloniler ile hazirlanr,
2- Bakteriyel kitle, igerisinde 8-9 adet cam veya plastik boncuk ve 3-4 ml Middlebrook 7H9
veya Tween-albumin sivi besiyen igeren vidah kapakl tiiplere aktanhr,
3- Birkag dakika bir vorteks mikser kullanilarak kanstinlip homojenize edilir (bu basamak bir
maske 1le biyolojik gﬁvenﬁk kabininde yapimaldir),
4- Kangim 30 dakika .kanstinlmadan dik tutulur. Buytk partikiillerin yerlesmesine ve
aerosollerin olusumunun azaltiimasina ¢alisilir. Vidali kapakli tiiplerin agz1 absoli alkol ile
silinir,
5- TH9 siv1 besiyeri kullanilarak bulaniklik McFarland 1 standardina ayarlanir. Siispansiyon
yaklagik olarak 10" CFU/ml basil igermektedir,
6- THY sivt besiyeri kullanilarak standardize siispansiyonun 107 ve 10 diliisyonlan hazirlanur.
Dilisyonlardan petrilenn her bir bélmesine bir damla (= 33ul) inokiile edilir,
7- Direkt test igin anlatildig: gibi test yuritulir (NCCLS document, 1994; Lonan, 1996).

Eger kiiltiir eski ise, ilagsiz 7H9 siv1 besiyerine bir miktar koloni aktarmak suretiyle
izolat subkiiltiire edilir (35°C’de 7 giin veya McFarland 1 standart bulaniklifina esit olana

kadar inkiibe edilmesi zorunludur) (NCCLS document, 1994; Lornan, 1996).
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Mutlak konsantrasyon (MIC) metodu:

Loéwenstein-Jensen besiyerinde iretilen izolatlar kullambr. 37°C’de inkiibe edilir. Ik
degerlendirme 2. hafta sonunda yapilir. Son degerlendirme 4. hafta sonunda yapilir. Ureme 4.
haftanin sonunda 20 veya daha fazla koloninin varhign olarak degerlendirilir. Bu teknig
kullanarak direncin tarifi, ilag igeren ortamlarda 20 veya daha fazla koloni geligmesidir
(NCCLS document, 1994; Vareldzis ve ark., 1994).

Direng-oran metodu:

Bu metodun uygulanmasi ve degerlendirilmesi digerleri ile aymdir. Ureme, 4 hafta
sonunda 20 veya daha fazla koloninin varlig: olarak tanimlanir. Direng orani, test ortamindaki
gelisimin  kontrol ortamindaki gelisime oram ile hesaplanir. 8 veya daha fazla bulunan oranlar

direngli, 2 veya daha az bulunan oranlar duyarh olarak yorumlamir (NCCLS document, 1994,
Vareldzis ve ark., 1994).

BACTEC yéntemi:

10 yih agkin siiredir yapilan gesitli diizenlemeler bu testi hizli ve glvenilir bir yontem

haline getirmugtir. NCCLS tarafindan standart bir yontem olarak kabul edilmektedir (Yiice,
1997).

Besiyeri olarak kullanilan Bactec 12B siseleri “C isaretli palmitik asit igerir. Ureyen
mikobakteriler bu substrati primer karbon ve. enerji kaynag: olarak kullanarak “CO, agia
¢ikanr. Metabolik son iriin olarak olusan '*CO, sivi besiyeri tizerindeki boslukta toplanir.
Bactec 460° aleti ile siselerde olusan radyoaktiviteyr Slger, her sisede ortaya gikan radyoaktivite
0-999 sinirlan iginde bir sayr olarak belirlenir. Bu sayilar dreme indeksi (GI, Growth Index)
olarak degerlendirilir. Olusan '“CO.’in oran ve miktan, iiremenin oran1 ve miktan ile dogrudan
orantilidir. Ornekler, bilinen yontemlerle dekontaminasyon ve konsantrasyon igleminden sonra
0.5 ml miktannda 12B siselerine ekilir; 37°C’de inkiibe edilir. Ortalama treme siiresi 7-12
glindur. Siseler 24 saatlik aralarda en az 4 giin GI yoéniinden kontrol edilir ve kontrol sigesinin
GI'i 30 olana kadar surdirilar. GI>10 ise 6rmek pozitif olarak kabul edilir. Kontrol GI 30
oldugunda, her sise igin bir onceki gline gore GI farki hesaplanir ve bu fark AGI olarak
degerlendinlir. Buna gore indirekt testte;

Kontrol AGI > ilagh AGI = duyarly
Kontrol AGI <ilagh AGI = direngli

Kontrol AGI = ilach AGI = sinurda (test tekrarlanmalidir)



direkt testte;
Kontrol AGI > ilagh AGI = duyarli
Kontrol AGI < ilagh AGI = direncli
- Kontrol AGI = ilagh AGI = direngli olarak yorumlanir.

Bu yontemde oncelikle 1. kusak tiiberkiiloz ilaglarina kars1 duyarlilik test edilebilir ve
sonuglar 3-5 giinde alinir. Bu yontemin en 6nemli dezavantajlan, direngli basillerin oranim
belirleyememest ve radyoaktif madde kullanilmasidir. Ancak sonuglann agar oranti
(proportion) metod ile %90 uyumlu olmast yamsira hizli ve giivenilir bir yéntem olmas: nedeni
ile NCCLS tarafindan standart bir yontem olarak Onerilmekte ve birgok merkezde

kullaniimaktadir (NCCLS document, 1994, Alp, 1996, Yiice, 1997).

MIKOBAKTERIYEL iLAC DIRENCiNiN SAPTANMASINDA YENi
YONTEMLER

M.tuberculosis’de ilaglara kars1 duyarliligi saptamada 1960’lardan beri kullanilan
geleneksek yontemlere ek olarak, son 5-6 yilda kromozomal mutasyonlarin saptanmasmna
yonelik bir ok yeni molekuler yontem gelistirilmistir. Bu yeni yontemleri iki grupta incelemek
mimkundiir:

1-Molekiiler yontemler,

2-Kiiltur veya baktert varligina dayali yontemler.

MOLEKULER YONTEMLER
M.tuberculosis’de ilag direnci; ilacin baglandigi hedef bélgede olusan mutasyonlar

sonucu olugmaktadir. Molekiiler yontemler, olusan mutasyonlarin saptanmasi esasina

dayanuriar.

a) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR):
Bu yontem DNA dizilerinin, diziye ¢zgu onciiller (primer) ve isiya dayanikli bir DNA

polimeraz enzimi kullanilarak ¢ogaltilmas: yontemidir. Ilag direncinden sorumlu gen bolgesi



PCR ile g¢ogaltildiktan sonra direkt dizi analizi yapilarak mutasyonlar saptanmaktadir (Yice,
1997)

Bu amagla PCR yonteminin gesitli modifikasyonlan kullanilmaktadir.

1) Single-tube heminested PCR: Nested PCR; iki set amplifikasyon Grinii kullanilarak
yapilir. Setlerden biri, digerinin amplifikasyon iiriiniin icinde hedeflenmigtir. Iki gesit nested
PCR yontemi vardir:

Diki tilp yontemi,

2)Tek tiip yontemi

Nested PCR, duyarlilig1 artirmak amaci ile tasarlanmistir. M. tuberculosis’de rifampisin
direncinden sorumliu olan gen bolgesi (rpoB) direkt olarak saptanabilir. Sonuglar kultir ile
paralellik gosterir ve aside direngli basil negatif Orneklerde de olumlu sonug alinabilir.
M tuberculosis varhg: ve antibiyotik duyarhiliini anda saptamak miimkiindiir. Cok duyarl ve

ozgul bir yontemdir (Yice, 1997).

2) Multipleks PCR: Bu yontemde 6rnekteki iki veya daha fazla hedef DNA sekanst, birden
¢ok prnmer kullanilarak aymi anda amplifiye edilir. Bu sekilde buyik DNA pargalan,
mutasyonlar yoniinden taninabilir (Yiice, 1997).

Multipleks PCR’in basarii olmasi i¢in bazi faktorlerin dikkate alinmasi gerekir. Bu
faktorler; a) primer setleri benzer annealing silarina sahip olmalidir, b) annealing 1s1 farklarma
dikkat edilmelidir. Primer setleri arasinda 10°C’lik annealing 1s1 farklan, ¢ok farkli miktarlarda

amplifiye drtinlerin eldesine neden olabilir veya amplifiye Grinler saptanamayabilir (Yice,
1997).

b) Rectriction fragment length polymorphism (RFLP):

Bu yontemde purifiye edilmis DNA, bir restriksiyon enzimi (RE) ile sindinlir ve olusan
parcalarin buyiiklik ve saysi kargilasunlir. Enzim, DNA’y1 genellikle 4-6 baz ¢iftinden olugmus
bir spesifik tanima bolgesi iginde degismez pozisyonda keser. Band dizilerindeki degisiklikler
RFLP olarak bilinirr RFLP; DNA’nin delesyonu, insersiyonu, yeni dizi diizenlenmesi veya
bazlarin yer degistirmesinden olusur. Bu pargalar genellikle 1000-20000 baz giftinden olusur.
Agaroz jelde elektroforez ile aynlir ve etidiyum bromit boyama ile gérulebilir (Pfaller, 1993;
Yice, 1997).
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RFLP yaygin olarak uygulanan duyarli ve kolay bir yontemdir. Aym anda bir ok 6rnek
cahsilabilir. Kaltir ve klinik drnekler ile ¢ahisilabilir. PCR 1le birlikte yapildiginda; once hedef
bolgenin amplifikasyonu yapilir, sonra RE ile sindinm ve elektroforez gergeklestirilir. PCR-
RFLP, RFLP’ye gore daha avantajhdir, ¢iinkii hem hedef bolge amplifiye edilerek genetik
'fa.rkhhklar kolaylikla saptanir hem de RFLP’de gézlenen niikleotit metilasyonu nedeni ile RE
inhibisyonu olmaz (Pfaller, 1993; Yice, 1997).

c) Single-strand conformation polymorphism (SSCP):

Bir DNA ip¢iginde olusan tek bir baz degisikligi, bu ip¢igin elektroforetik hareketini ve
yapisimt degistirebilir. Bu yontem, 100-600 baz ¢iftinden olusan tek zincir DNA'nin sekonder
yapisinda, tek bir baz degisikligi veya kaybi ile olusan konformasyonel degisikliklerin
nondenatiire jel elekiroforezi ile saptanmasi temeline dayamr. Bilinen sug ile mutant susglardan
DNA denatiirasyonu yapilarak iplikgiklerin birbirinden ayrilmas: saglanir. Daha sonra nétral
poliakrilamit jelde elektroforez yapilir. Vahsi tip ile mutant zincirlerin jeldeki hareketi farklidir.
Standart otoradyografik yontemlerle bantlar saptanir. Cok sayida ¢megin galisilabildigi basit,
hizli ve duyarli bir yontemdir. Sonuglar 48-72 saatte elde edilir. PCR-SSCP ile gerek kﬁltﬁr
gerekse aside direngli basil pozitif (3+, 4+) orneklerde M. tuberculosis suslarindaki mutasyonlar

hizh bir sekilde taranarak izoniazid, rifampisin, streptomisin, kinolon duyarliliklar saptanabilir
(Telent1 ve ark., 1993; Yiice, 1997).

d) Heterodupleks analiz:

Kontrol bir DNA ile normal tip DNA kargilastinlarak, bir gende mutasyon olup
olmadigimi gosteren hizli bir yontemdir Anutiberkiiloz ilaglara duyarlh bir kontrol
M. tuberculosis susu ile direngli oldugu disiniilen test susunun DNA’lan denatiire edildikten
sonra, bu urinler yeni bir tiiple renatire edilebilir. Birbirine uygunluk gosteren DNA dizileri
yeniden bir araya gelerek homodupleks meydana getirirken, mutasyonlann bulundugu DNA
dizilerinde tam olarak diizgiin sekilde birlesme olamayacag: igin heterodupleks olusacaktir. Bu
DNA pargalan nondenatiire poliakrilamit jelde elektroforez ile aynstinidiginda; homodupleks
ve heteroduplekslerin farkli hizda yiiridikler ve farkli dizeyde bantlar olusturduklan gozlenir.
Etidiyum bromit ile boyanan ve UV 15181 altinda incelenen jelde mutasyonlann saptanmasi
olanakhidir (Alp, 1996; Yiice 1997).

PCR-heterodupleks ile de mutasyon oldugu diisiniilen gen bolgesi duyarlt ve direnchi

suslardan PCR ile ayrt ayn ¢ogaltldiktan sonra aym islem yapilabilir. Bu yontemle aside
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direngli basil pozitif érnekte ayni anda M.tuberculosis varh@inin ve rifampisin direncinin 6 saat

iginde saptandig: bildiriimektedir (Alp, 1996, Yice 1997).

e) Dideoksi fingerprinting (ddF):

Amplifiye edilmis bir DNA (amplikon)’da niikleotit dizileri konusundaki bilgiler gesitli
molekiiler teknikler ile incelenebilir. Bu yontemler arasinda dizi spesifik oligoniikleotidlerin
kullanuldig: hibridizasyon teknigi ile nokta mutasyonlan saptanabilir. Restriksiyon endoniikleaz
ile spesifik bir dizide nokta mutasyonlann saptanabilir ve bu mutasyon spesifik bir primer
kullanularak PCR ile ¢ogaltilabilir. Tim bu yontemler yalnmizca iyl tamimlanmug bir kag
mutasyonu arastirmak igindir. Eger amplikon iginde ¢ok miktarda dizi ¢esitliligi (polimorfizm)
var ise, o zaman tiim DNA pargast konusunda dizi bilgisi verecek yontemler kullamilir.
Bunlardan biri de dideoksi DNA siralamasidir. Dideoksi dizi analizt (ddF);, konformasyonel
analiz yontemi olup amplikon i¢indeki nokta mutasyonlarinin durumu konusunda bilgi verir.
Bu yontemde DNA zincirlerinin konformasyonu nondenatiire jelde elektroforez ile arastinlir
(Yuce, 1997).

Analiz i¢in aside direngh basil pozitif balgam 6meklen ile aside direngh basil negatif
balgam veya diger Ornekler kullaniir. Dekontaminasyondan sonra PCR i¢in DNA
ekstraksiyonu yapilir. PCR igin ortama deoksintikleozit trifosfatlar ve dideoksi trifosfat konur.
PCR’1 takiben riintin analizi yapilir. PCR pozitif reaksiyon ¢rneklerine *?P isaretli primerler
kullanilarak ddF analizi ve jel elektroforezi uygulamir. Dideoksi dizi analizi mutasyonlarin
saptanmasinda en kesin yontem olup, sonuglarin yorumlanmasi SSCP’den daha kolaydir.
Rifampisin direngli M. tuberculosis suslart 2 giinde saptanabilir. DNA dizi analizi ile paralellik
gosterr (Yice, 1997).

f) Automated DNA sequencing:

Bakten tiirlerinin direkt genomik DNA baz dizilerinin karsilagtinlmasi, ikt susun benzer
mi yoksa farkh mi oldugunu kantitatif olarak saptayan en iyi yoldur. M. tuberculosis
izolatlarinda ilaglarin  baglandigi gen bolgelerindeki mutasyonlar, ilaglara direngten
sorumludur. Ornegin, streptomisin direncinden, ilacin baglandig: ribozomal protein S12 (rpsL
gen) veya 16S rRNA (rrs gen) genindeki degisiklikler sorumludur. Yine aym sekilde,
klantromisine direngte 23S rRNA (rr/ genj genindeki tek nokta mutasyonlannin sorumlu

oldugu saptanmistir. Bu gen bolgeleri PCR ile uygun primerler kullamlarak amplifiye
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edildikten sonra direkt DNA dizi analizleri yapilarak nokta mutasyonlénnm saptanmast
olasidir. Ornekler ya bir siv1 kiiltiirden veya Lowenstein-Jensen gibi kati besiyerinden alinabilir.
Alinan 6rnekte ilag direncinden sorumlu oldugu disintlen (rpoB, gyrd, katG, rpsL, rrs v.b.)
gen bolgeleri amplifiye edilebilir. Uriiniin dizi analizi, otomatik veya manuel olarak yapilir
(Yice, 1997).

Bu teknik pahali otomatik aygitlar gerektiren kompleks bir yontemdir. Altin standart
olarak kabul edilir. Sonuglar 48 saatte elde edilir. 300-500 baz ¢iftlik DNA parcalannin 24
saatte diz1 analizi yapilabilir (Musser ve ark., 1996; Yice, 1997).

g) Solid faz hibridizasyon:

Revers hibridizasyon prensibine dayali bir yontemdir. Isaretli hedef bélge PCR ile
amplifiye edilir. Onceden normal ve mutant tipe ait spesifik oligoniikleotid problarn
immobilize edildigi nitroseliloz membran stripler ile amplifiye iiriin denatiire edildikten sonra
hibridize edilir (Yuce, 1997).

Eger hbndizasyon olursa ortama eklenen substrat ve konjugat eklenmesi ile renklenme
gozlenecek ve herhangi bir mutasyon olmadigi anlagilacaktir. Hibridizasyonun olmadig:
bolgelerde ise mutasyon varh@ disiinilecektir. Hizli ve duyarh bir yontem olup sonuglar 48
saatte elde edilir. Aside direngli basil pozitif ve negatif 6rneklerde ve kiiltiirde ¢aligilabilir.
Radyoaktif degil kolorimetrik saptama yapilir. Klinik 6rneklerde aymi anda M.tuberculosis

varhgim ve rifampisin direncini saptayabilir. Ayni anda 50 kadar 6rnek ¢aligilabilir ve komplike

aygitlan gerektirmez (Yice, 1997).
KULTUR VEYA BAKTERI VARLIGINA DAYALI YONTEMLER:

a) Siv1 besiyen kullanilan kiltir yontemleri
e Radyometrik yontem (BACTEC®)
e Mikobakteri biiyiime indikator tiip yontemi (MGIT®)
¢ Kolorimetrik yontem (Alamar blue)
b) Kat1 bestyeri kullanilan kiiltiir yontemler:
e Modifiye agar-dilisyon yontemi (mikrokoloni saptama)
o E test1 (Epsilometer)
c¢) Bakteri varligina dayali yontemler

o Lusiferaz tagiyici faj yontem: (LPR)
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¢ Biyoluminesans yontem (hucresel ATP olgtimi)

e Flow sitometri yontemi
a) Sivi besiyeri kullanilan kiiltiir yéntemleri

BACTEC ydntemi: 10 yih askin stiredir yapilan gesitli diizenlemeler bu testi uzli ve giivenilir
bir yontem haline getirmigtir. NCCLS tarafindan standart bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Yice, 1997).

Mikobakteri biiyiime indikatér tiip yéntemi (MGIT®): Klinik 6rneklerden mikobakteri
izolasyonunu gergeklestirmede hizli ve duyarl bir yontemdir. Her MGIT® tiipii 4 ml modifiye
Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri ve %0.25 gliserol igerir. Tiipin dip kisminda ise oksijene duyarlh
bir floresan indikatér bulunur. Klinik ¢rnekler; iginde belli konsantrasyonlarda ilag igeren
titplerle birlikte ilagsiz kontrol tilplere de inokile edilir. Ureme olursa; iireyen bakteriler
okstjen: kullanacaklan i¢in, oksyene duyarli floresan indikatér 365 nm dalga boyunda UV 15181
altinda veya Wood lambasinda parlak portakal renginde floresans verir. llagh tiiplerde; duyarh
bakterler inhibe olacak, direngli bakteriler ise lireyerek floresan vereceklerdir. Olusan floresan
derecesi antibiyotiksiz negatif kontrol ve %0.4’liikk sodyum stilfit igeren poztif kontrol tiipler
ile karsilastinlarak degerlendinlir. Manuel ve non-invaziv bir yontem olup 5-6 giin gibi kisa bir

surede diremeyi saptar (Alp, 1996; Yiice, 1997).

Kolorimetrik yéntem (Alamar Blue): Alamar mavisi, iireme indikatorii olarak kullanilan
bir oksidasyon-reditksiyon boyasi olup bakterilerin tremesi sonucu rengi pembeye donugir.
Diger bakterilerin antibiyotik duyarhiikiarinda basan ile kullanilan bu testin M. fuberculosis ve
M. avium igin de kullanilabilecedi gosteriimistir (Alp, 1996; Yice, 1997).

Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde tretilen M. tuberculosis kiiltiriinden, McFarland 1’e
gbre bir siispansiyon hazirlanir ve buyyonda 1:5 oraminda sulandinbir. Test edilecek
antitiberkiiloz ilaglarin da sivi besiyerinde ¢ift kat sulandinmian yapilir. Dilie ilag igeren
tiplere, dilie edilmis kultir stspansiyonlarindan eklenir. Tuplerdeki son bakten
konsantrasyonu 6x10° CFU/ml’dir. Ayni sekilde g ilagsiz kontrol tipiine de ekim yapilir ve
tiim tilpler 35°C’de inkiibe edilir [lagh tiiplerin okunmaya hazir olup olmadigmn: anlamak igin
kontrol tiipleri 7.,10. ve 14 giinlerde test edilir Bunun i¢in kontrol tiipiine 0.02 ml Alamar

mavisi soliisyonu ile 0.05ml %35 Tween 20 veya Tween 80 eklenir ve 2 saat 50°C’de inkiibe

-
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edilir. Inkiibasyon sonunda tiipiin rengi maviden pembeye donerse, ilagh t;esiyerine de aym
maddeler eklenerek yine 2 saat 50°C’de inkube edilir. Renk degisimim oOnleyen ilag
konsantrasyonu MIC olarak degerlendirilir. Bu yontem hizli, kantitatif ve non-radyometrik bir
_ yontem olup sonuglar 7-10 giinde alinir. Yorumlar agar oranti (proportion) metod ile %97

oraninda uyumludur (Yajko ve ark., 1995; Alp, 1996; Collins ve Franzblau, 1997, Yiice,
1997).

b) Katr besiyeri kullanilan kiiltir yéntemleri

Modifiye agar-diliisyon yéntemi (mikrokoloni saptama): Middlebrook 7H11 agar ve
%10 OADC igeren kati bestyerinde mikrokoloni olusumunun gézlenmesi ile ilaglara karst hizl
duyarliik saptanabilir. Klinik ¢rneklerden hazirlanan inokiilim belli konsantrasyonlarda ilag
iceren ve kontrol i¢in ila¢ igermeyen ince dokilmis 7H11 agar besiyerine ekilir. Ekili plaklar
mikroskop altinda X40-X100 biiyitmede her iki giinde bir mikrokoloni olusumu yoniinden

kontrol edilir. Sonuglar 10-12 giinde elde edilir. Hizli, pratik ve ucuz bir yoéntemdir (Yice,
1997).

E testi (Epsilometer): Daha ¢ok hizli Greyen mikobakteriler igin kullaniimakta ise de, son
zamanlarda M. tuberculosis ve M.avium-intracellulare i¢in de kullanmilabilirligi gosteriimigtir.
Bu yontemde, besiyerinde idremus ve McFarland 3’e gore bulaniklig: ayarlanmis bakten
sispanstyonu agar yiizeyine yayilir. Uzerine, degisen oranlarda antimikobakteriyel ilag igeren
E test seritleri konur. Plaklar 5-7 giin sire ile 37°C’de inkiibe edilir. Uremenin kuvvetle inhibe
oldugu ¢izginin E test seridini kestigi nokta, MIC degerini verir. Uygulanmas: kolay, ucuz ve
tmit verici bir yontemdir (Koontz ve ark., 1994, Biehle ve ark., 1995; Alp, 1996, Wanger ve
Mills, 1996; Yiice, 1997).

c) Bakteri varligina dayanan yéntemler

Lusiferaz tagiyici faj yéntemi (LRP): Bu yontemde, ates boceginin lusiferaz genini
tasiyan bir mikobakteri faji kullamlmaktadir. Bilindign gibi, fajlar kendilerine 6zgi canh
bakterileri infekte ederler. Lusiferaz geni tastyan bir faj ile infekte olan mikobakterilerde
lusiferaz geninin transkripsiyonu ve faj ¢ogalmasi ile bol miktarda lusiferaz eksprese edilir.

Ortama lusiferaz enziminin substrati olan lusiferin eklendiginde, mikobakteri hiicre duvar ve

.
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membranini hizla gecen lusiferin, adenozin trifosfat (ATP) varlifinda lusiferazin katalize ettigi
bir kimyasal reaksiyon sonucunda oksilusiferine donusiir ve gtk olusur. Olusan ik bir
luminometre veya fotometre ile olgulebilir. Olusan 118in miktan fa) infeksiyonu ve hiicresel
ATP miktarina yani ortamdaki canli mikobakteri sayisina baglhdir. Antitiiberkiiloz ﬂaclara
duyarlh bakteriler 15tk olusturmaz iken direngli olanlar 151k olugturmaya devam eder (Cooksey
ve ark., 1993; Alp, 1996; Yuce, 1997).

Hizli bir yéntem olup fajla infeksiyondan bir kag dakika sonra i1k tiretimi saptanabilir
ve 2 saat iginde 1000 kat artis gdzlenir. Ozellikle yeni ilaglarin geligtirilmesinde biiyiik umutlar
veren bir yontemdir (Cooksey ve ark., 1993; Alp, 1996; Yiice, 1997).

Biyoluminesans ydéntem (hiicresel ATP 6lgimi): Yasayan tim canhlarda ATP
varligina dayanan bir yontem olup bakteriyel kiiltiirlerden ATP ekstraksiyonu ve olgiiimesi ile
yapilir. Uygun konsantrasyonlarda McFarland 0.5’e goére bulaniklign ayarlanmig
stispansiyondan ilagh tiiplere eklenir. Ilag icermeyen kontrol tiipleri ile birlikte 35°C’de 10 giin
inkiibe edilir. Daha sonra bu kiiltirlerden alinan bir miktar siv, 0.1 TRIS tamponu ve EDTA
igeren cam tiplerde 5 dakika kaynaularak hucreler pargalanir, oda sisinda sogutulur ve
tizerine ATP monitorize edici madde eklenerek itk Gretimi yoninden luminometre ile
incelenir. Olusan 151k miktari, hiicresel ATP ile dogru orantilidir. Ortamda ne kadar ¢ok canh
hiicre var ise 151k iretimi o kadar fazladir. Antimikobakteriyellere duyarl olanlar g1k iiretimi
yapamaz. ATP akuwvitesinin kontrol susuna gére %40 veya daha altina inmesi, o ilaca karst

duyarhlig1 gosterir. Sonuglar ortalama | haftada alinir (Alp, 1996; Yiice, 1997).

Flow Sitometri yéntemi: Flow sitometri, bir sivi akimu iginde tek tek gegmekte olan
hiicreler veya biyolojik partikiillerin, fizik ve kimyasal o6zelliklerini sensorler aracihigi ile
olgebilen bir yontemdir. Bu yontemde, M.tuberculosis’in floresein diasetat (FDA)’1 hidrolize
etmesi ve olusan floresent mikobakterilerin flow sitometrik analiz ile saptanmasi esastir. Cesitli
konsantrasyonlarda antitiiberkiiloz ilag igeren ve kontrol olarak ilag igermeyen Middlebrook
7THY sv1 besiyerinde 24-48 saat inkiibe edilen bakten kiiltiirine FDA eklenir ve canli
mikobakterilerin FDA’1 hidrolize etmesi sonucu olusan floresent mikobakteriler flow sitometri
ile saptanir. Antimikobakteriyel ajanlara duyarh mikobakteriler FDA’1 daha az hidrolize eder.
Bakten tremesi gerekmed:i: igin 24 saat gibi kisa siirede sonu¢ alimir (Norden ve ark., 1995;

Alp, 1996; Badak. 1997, Yiice, 1997).



MATERYAL METOD

M.tuberculosis suglarinin saglanmasi:

Duyarlilik testi yapilan M. tuberculosis susglarimn 14’ Ondokuz May:s Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvant Tiiberkiiloz Unitesi’ne gelen hastalardan elde edilen suglard:.
Suslann 34’4 ise Samsun Verem Savas Dernegi’nde takip edilen hastalardan elde edildi. 47’sini
balgamdan izole edilen ve 3’ani idrardan izole edilen suslar olugturdu. Duyarhilik testi

uygulanan suslar LJ besiyerinde tretildi.
Besiyerlerinin hazirlanmasi:

Léwenstein-Jensen (LJ) besiyerinin hazirlanmasi:
Besiyerinin igerigi;
a) Temel besiyeri:

Asparajin 3
KH,PO, 2
Magnezyum sitrat 0
Gliserol 12 ml
Saf su 600 ml
b) Malagit yesili:

2 g malasit yesili 18 ml saf su iginde entildikten sonra temel besiyerine eklendi.
Maddeler kanstirilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.
¢) Homojenize yumurta emiilsiyonu (1000 mi):

Yumurtalar (taze olmalarma dikkat edilmeli) 6nce sabunlu suda 15 dakika tutulup
temizlendi. Bol su ile durulandi. Sonra yumurtalar %70’lik etil alkol igerisine kondu ve 15
dakika bekletildi. Igerisinde cam boncuklar bulunan steril bir balona konularak elde galkalanip
homojenize edildi. Dort katlt steril gazl bezden siizildii ve temel besiyerine eklendi (Koneman
ve ark., 1992, Bilgehan, 1995). Bu islemden sonra besiyerlerine tablo 7’de belirtilen
miktarlarda test edilecek antibiyotikler eklendi.
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Tablo 7. M tberculosis duyarlilik testleri igin 7H10 agar ve Lowenstein-Jensen besiyerinde

antimikrobiyal ajanlann konsantrasyonlan

Konsantrasyonlar (ug/ml)
7H10 agar Liwenstein-Jensen
Izoniazid 0.2, 1.0 0.2, 1.0
Rifampin 1.0 40.0
Etambutol 2.0 2.0
Streptomisin 2.0, 10.0 4.0

Antibiryotikler eklendikten sonra besiyerleri, vidal: kapakh tiiplere yatik olarak dagitildi.
Esit miktarda kontrol i¢in antibiyotiksiz besiyerleri de hazirlandi. 3 giin ard arda birer defa
75°C’de 1 saat bekletilerek katilasurildi. Besiyerleri, kullanilana kadar agizlan parafilm ile iyice
kapatlarak (kurumalarimi 6nlemek igin) +4°C’de saklandi. En fazla ii¢ hafta bekleuldi ve 3
haftay1 gegen besiyerleri test i¢in kullanilmadi. Yerlerine yeni besiyerleri hazirlandi (Bilgehan,
1995).

Ekimler, besiyer1 ylizeyine hazirlanan inokilimden 150 ul otomatik mikropipet ile
yapildi. Besiyerieri 37°C’de %5 CO- igeren ortamda inokiliimiin absorbe edilmesi i¢in 24 saat
yatlk pozisyonda bekletildi. Inokiliimin absorbsiyonundan sonra besiyerlerinin  agz
kurumasimin 6nlenmesi igin parafilm ile sanldi. Besiyerleri tekrar 37°C’de %5 CO, igeren

ortamda 3 hafta inkiibe edildi. 3 hafta sonra sonuglar degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

Middlebrook 7H10 besiyerinin hazirlanmasi:

Besiyerinin igerigy,

Amonyum sulfat 05g
KI'IzPOq. 1.5 g
NazHP 04 1.5 g
Sodyum sitrat lg
Magnezyum stilfat 0.025¢g
CaCl, 0.0005 g
ZnSO, 0.001 g
CuSO, 0.001 g
L-Glutamik asit 05¢g
Ferrik amonyum sitrat 004g
Piridoksin 0.001 g
Biotin 0.0005 g
Malasit yesili 0.00025 g
Agar I5g
Saf'su 900 ml

pH: 6.6



Bu maddeleri igeren toz halde Middlebrook 7H10 besiyeri ticari olarak saglandi. Firma
tarafindan belirtilen oranlarda distile su ile hazirlanan besiyerinin 900 mi’sine 5 ml gliserol
eklendi ve otoklavda 121°C’de 15 dakikada steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 50°C’ye
kadar sogutulduktan sonra besiyerine yine firma tarafindan belirtilen oranda (900 ml’sine 100
ml olacak sekilde) OADC (oleik asit, sigir albumin V fraksiyonu, dekstroz, katalaz)
zenginlestirici sivi eklendi. Daha sonra tablo 7°de belirtilen oranlarda antibiyotik eklenerek
(50°C’ye sogutulduktan sonra) besiyerleri yatik olarak vidali kapakh tiiplere dagmild:i ve
kanlasmasi beklendi. Katlastiktan sonra besiyerlerinin agizlan parafilm ile iyice kapatlarak
plastik torbalarda, karanlikta ve +4°C’de saklandt (en fazla 3 hafta saklanabilir) (Bilgehan,
1995).

Ekimler, bestyeri ylzeyine hazirlanan inokiilimden 150 pl otomatik mikropipet ile
yapildi. Besiyerleri 37°C’de %5 CO. igeren ortamda inokiiliimiin absorbe edilmesi i¢in 24 saat
yatik pozisyonda bekletildi. Inokilimiin absorbsiyonundan sonra besiyerlerinin agz
kurumasiin 6nlenmesi igin parafilm ile sarildi. Besiyerleri tekrar 37°C’de %5 CO- igeren

ortamda 3 hafta inktibe edildi. 3 hafta sonra sonuglar degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin hazirlanmasi:

Besiyerinin igeng;y;

L-glutamik asitin sodyum tuzu 05g
Amonyum stlfat 05¢g
Sodyum sitrat 0.1g
Piridoksin I mg
Biotin 1 mg
NazHPO4 25 g
KHZP 04 1 g
Fernk amonyum sitrat 004 ¢
MgSO47H20 0.05 g
CaClz.?.HzO 0.5 mg
ZnS04.7H,0 1 mg
CuS0,.5H,0 1 mg
Saf'su 900 ml

Bu maddelen igeren toz haldeki Middlebrook 7H9 besiyeri ticari olarak saglandi.
Firmanin belirttig: oranda toz bestyen distile suda kanstirtlip, eritildi ve 900 ml igerisine 2 ml

gliéerol eklendi. 121°C’de 135 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan ¢ikanldiktan sonra

-
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- sogutulup igerisine 100 mi OADC (oletk asit, sigir albumin V fraksiyonu, dekstroz, katalaz)
zenginlestirici sivi eklendi (Bilgehan, 1995).

Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri, inokiilim ve diliisyonlann hazirlanmasinda kullanuldi.
Ayrica, yeterince koloni olmadiginda Middlebrook 7H9 sivi besiyerine 1-2 koloni inokiile
edildi. McFarland 1 standart bulanikhigy elde edilinceye kadar 37°C’de inkiibe edildi ve
inokilim kaynag: olarak kullanild: (Bilgehan, 1995).

Katalaz testi igin besiyeri hazirlanmasi ve semikantitatif katalaz testinin
uygulanmasi:

Yukanda anlatilan geleneksel metodlar ile hazirlanan antibiyotiksiz Lowenstein-Jensen
bestyerlen1 vidal: kapakl tiiplere dagitilarak dik konumda katlagtnldi. Saklanmas: antibiyotikli
bestyerlerinde oldugu gibidir (Jo Baron ve ark., 1994).

Kullamlan ayiracin hazirlanmasi:
%10 Tween 80 ayiract:

Tween 80 10ml

Saf su 90 ml

Stiperoksol:

%30 hidrojen peroksit

Tween-peroksid ayiract deney aninda taze olarak hazirlandi. 1 kistm %10’luk tween 80
aywraci, | kisim stiperoksol ayiract ile kanstinidi (Bilgehan, 1994).

Dik olarak katilastirilmig LJ besiyerlerine test edilecek. saf M. tuberculosis kolonilerinden
inokiilasyon yapild: ve 3 hafta 37°C’de inkiibe edildi. 3 hafta sonra geligen kolonilenn {izerine
Imi tween-peroksid ayiract damlatildi ve oda wsisinda S dakika bekletildi. Sonuglar 45 mm’nin

altinda ve tzerinde olarak not edildi ve 45Smm’nin {izerinde olanlar pozitif olarak kabul edild:

(Jo Baron ve ark., 1994).

Niasin toplanmasi testinin uygulanmasi:

Kullanilan stripler tican olarak Becton Dickinson® dan saglandi ve kullamilincaya kadar
2-8°C’de saklandi.
Testin yapilisi:
1-LJ besiyerinde iremis saf bir M.tuberculosis izolat test igin kullamildi. LJ besiyerinin

ylzeyine lml steril distile su ekiendi,
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2-Yauk pozisyonda 15-30 dakika oda isisinda bekletildi. Besiyeri lizerine salinan niasin svi
icenisinde ¢ozulda,

3-Sivinin 0.6ml’si alinarak steril bir vidali kapakli tiipe konuldu ve tizerine niasin strip (Becton
Dickinson®) dik olarak batiriids,

4-Oda 1sisinda 20 dakika bekletildi (bekleme sirasinda hafifge sallanarak kangtirildi),

5-20 dakika sonra tiip beyaz bir zemin ontine tutularak degerlendinidi,

6-Sivi kisimda san renk olusmasi pozitif olarak degerlendirildi. Eger sivi kisim berrak ise
negatif olarak degerlendirildi.

7-Stripler imha edilmeden dnce, %10’luk NaOH ile notralize edildi (Jo Baron ve ark., 1994).

Nitrat rediiksiyonu testinin uygulanmasi:

Kullamlan stripler ticari olarak Becton Dickinson® dan saglandi ve kullanilincaya kadar
2-8°C’de sakland.
Testin yapilist:
1-Steril bir vidal kapakl: tiipe | ml tuz solusyonu (serum fizyolojik) konuldu,
2-4 haftada tremis bir M. tuberculosis izolaundan birkag tane koloni alimp tuz solusyonu ic;iﬁde
emiilsiyon hazirlands,
3-Emiilsiyon igine nitrat strip (Becton Dickonson®) dik olarak batirilds,
4-Stripin sivi ile temast sagland: ancak galkalanmads,
S-Tipler 35°C’de 2 saat inkiibe edildi ve 1. saat sonunda tiipler yavas bir sekilde galkalamadan
kanistinldi,
6-2. saatin sonunda tipler 6 kez calkdarﬁadan alt-ust edilerek kanstinhp sivimin strip yuzeyine
temasi saglandi ve 10 dakika yatay pozisyonda bekletildi,
7- Stripin tepesinde mavi renk olusumunun goézlendigi tiipler pozitif olarak degerlendinldi,
negatif olanlarda ise renk degisimi gozlenmedi yani, nitroreditktaz enzimine sahip degildiler (Jo

Baron ve ark., 1994).

Inokiiliimiin hazirlanmasi:

Vidah kapakli tiiplere 3ml Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri konuldu. Besiyer igerisine 3-
4 adet steril cam boncuk atldi. Saf M. tuberculosis kiltirlerinden bol miktarda koloni éze ile
alinip boncuk igeren sivi besiyeri igerisine koyuldu. Daha sonra kolonileri pargalaylp homojen
bir siispansiyon saglamak i¢in 5-10 dakika vorteks ile kansunldi. Vorteksleme isleminden sonra

partikiillerin ¢okmest i¢in 10 dakika tipler dik bir sekilde bekletildi. Aynca, vortekslemeye
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bagh olugabilecek aerosoller ile bulagsmanin 6nlenmesi i¢in de tiplerin agz1 %70’lik alkol ile
silindi. Partikiillerin zerindek: siispansiyon tekrar sterii bir vidali kapakli tiipe alinarak
McFarland 1 standardina (10’ CFU/ml) ayarland:. Bu standart soliisyondan Middlebrook 7H9
siv1 besiyeri kullaularak 10 ve 10™ olmak tzere iki diliisyon hazirlandi. Duyarlilik testlerinde
hazirlanan bu iki dilisyon inokilim kaynag: olarak kullanildi (Kent ve Kubica, 1985; Bilgehan,
1995; Lonan, 1996).

Antibiyotik stok ¢bzeltilerinin hazirlanmasi:
Stok konsantrasyonlan ilacin etki ve safligi temel alinarak hazirlandi (Lornian, 1996).
Stok soliisyonlarin hazirlanmasinda su formuller kullamidi.
Agirhk (mg)= Volum (mL)
X Konsantrasyon (ug/mi) / etki (ug/ml)
Volim (mL)=
Agirlik (mg)
X etki (ng/mg)) / konsantrasyon (ug/mL) (NCCLS document, 1994,
Lonan, 1996).

Rifampisin, etambutol, izoniazid, streptomisin toz olarak Sigma®dan saglandi. Her bir
ilacin stok ¢ozeltisi, tartilan ilacin her mg’ina esit ml ¢éziicu ile hazirlandi. Cozici olarak,
rifampisin hari¢ digerlerinde steril distile su kullamldi. Rifampisin, bir miktar metanol ile
¢Ozuldikten sonra iizeri steril distile su ile tamamlandi. Daha sonra ilaglann tamamen
¢ozilmesim saglamak i¢in bir siire vorteks ile kanstinldi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden
besiyerlerine ilave edilecek miktarlar tablo 7’de gosterilmistir (NCCLS document, 1994,
Lonan, 1996).

Duyarlilik testinin (Oranti-Proportion Metod) uygulanmasi:

McFarland 1 standardina gére hazirlanan inokilimden 102 ve 10™ diliisyonlar
hazirlandi. Sirasi ile, bu dilie inokuliimlerden 150 ul, otomatik pipet ile ilagh Middlebrook
7H10 ve yine ilagh Lowenstein-Jensen besiyerine inokiile edildi. Kontrol olarakta her hasta igin
birer tane ilagsiz besiyerine inokiilasyon yapildi. [nokiilasyondan sonra besiyerleri 37°C’de %5
CO- igeren ortamda inokiiliimiin absorbe edilmesi i¢in 24 saat yatik pozisyonda bekletildi.
Inokiiliimin absorbsiyonundan sonra bestyerlerinin agzi, kurumamasi i¢in parafilm ile sanidi ve

besiyerlen yine, 37°C’de %3 CO- igeren ortamda inkube edildi. Bestyerlerinin kontrolii her

.
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hafta yapild:. Direngli basiller duyarlt basillere gore daha geg tredikleri igin L\/iiddlebrook 7H10
besiyerleri disseksiyon mikroskobu ile haftalik takip edildi. Sonuglar, 3 hafta sonra
degerlendirildi. 3 haftadan sonra besiyeri igerisindeki antibiyotik miktan azalmakta ve ozellikle
_ Middleebrook 7H10 besiyerinde mikrokoloni olusumu gézlenmektedir (mikrokoloniler
degerlendirmeye alinmadilar). Bu yiizden, 3 haftay1 gegen stirelerde yapilan degerlendirmeler

yanhs sonug eldesine neden olmaktadir (Kent ve Kubica, 1985; NCCLS document, 1994,
Bilgehan, 1995; Lonan, 1996).

Sonuglarin degerlendirilmesi:

Sonuglarin degerlendirilmesi, antibiyotiksiz kontrol besiyerlerindeki koloni sayilan ile,
antibiyotikli besiyerlerindeki koloni sayilarinin karsilastinimas: suretiyle yapildi. Antibiyotikh
ortamdaki ireme kontrole gore baskilanmamis ve koloni sayisi fazla ise direngli olarak
degerlendirildi. Koloni sayisi kontrole yakin veya az ise direng oram asagida verilen formiile
gore hesaplandu:

Antimikrobikli ortamdaki koloni sayisi - Antimikrobiksiz ortamdaki koloni sayist X 100
= Direng yiizdesi
Testte kullamlan suslarda hesaplanan direng yizdesi 1 veya daha fazia ise susun test

edilen antibiyotige diren¢li oldugu sonucuna vanld: (Kent ve Kubica, 1985; NCCLS document,

1994, Bilgehan, 1995, Lorian, 1996).
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Niasin toplanmasi testi sonuclari:
Ticari olarak saglanan stripler (Becton Dickinson®) ile yapilan niasin toplanmas: testi

tim suslarda pozitif bulunmugtur.

Nitrat rediksiyonu testi sonuglar::

Ticari olarak saglanan stripler (Becton Dickinson®) ile yapilan nitrat rediiksiyonu testi
tiim suslarda pozitif bulunmugtur.

Mikobakteriler i¢inde yalmzca M. tuberculosis niasin toplanmasi ve nitrat rediiksiyonu
testlerinin her ikisinde de pozitif sonug verir. Calismada; testlerin timinin pozitif olmast

duyarlilik testi uyguladifimiz suslann timiinin M. tuberculosis oldugunu desteklemistir.

Semikantitatif katalaz testi sonuglan:

Tium M.tuberculosis suslan katG genlerinin varlifi ile katalaz-peroksidaz enzimi
olustururlar. [zoniazide direngli M.tuberculosis suslan ise, katG genlerindeki mutasyonlar
nedeni ile katalaz-peroksidaz enzimi iretemezler. Calismada; duyarlilik testi uygulanan tiim
suglarin semikantitatif katalaz test sonuglan 45 mm’nin altinda bulunmustur.

Duyarlilik testlerinin sonuglar:

Bu ¢aligmada; tiberkiilloz hastalarindan izole edilen 30 M. ruberculosis susu
kullanilmis ve duyarhlik testleri karsilastiriimal olarak LJ ve Middlebrook 7H10 besiyerinde
yapilmistir. Tablo 8-9’de ¢aligma grubunu olugturan olgularin adi, soyadi, protokol no., yas,
cinsiyetleri ve duyarlilik test sonuglan sunulmustur.

Tablo 8-9’da gorilduga gibi, 50 olgunun LJ besiyeri test sonuglarina gére 7’sinde,
Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglanna gore ise 3’iinde iki veya daha fazla ilaca direng
(coklu ilag direnci) saptanmustir.
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Tablo 8. Tuberkiiloz olgularimin duyarhlik test sonuglan

Sira No Ad Protoko Yas Cinsiyet H R E

Soyad I No LJ M|LJ M|LJ] M{(LI M

1 S.C. 36585 35 E SiS|S|S{S{S|S|S
2 B.S. 36696 18 E SI1S|]SISIR]|]S|S}|S
3 E.C. 36660 25 E SIS|S|S|R}|S|S}|S
4 M.T. 36659 25 E SIS|SISI{R|SI|S]|S
5 K.C. 28076 65 E SIS|IR|S{R{SIR]|S
6 B.A. 29827 39 K S1S|S|SIR|S|S|S
7 RE. 4655 30 E S|1S{S|S}|S|S{S|S
8 B.M. 36721 46 E S|{S{S|Sj{S|SsSi{S}|SsS
9 K.IL 36701 44 E SiS|S|S}|Sisi{S|S
10 AQ. 32370 28 K S)]S|]S{SIiS}|]S|Si|S§
11 KK 37626 16 K Si1sS}|S|S{SiS{S|Ss
12 LO. 37665 30 E S|S|ISi{SIR|S|S!|S
13 NK. 37622 25 K S}1S|S|/Si{S)S}|S}|S
14 R.D. 37674 40 E SIR|{RIR|S|S!IS!{R
15 M.G. 37578 45 E S{S|{R[{S|{S]|]SiSI|S
16 R.E. 4445 30 K S{iSiS|SiSsS!IS}|S}tS
17 LE. 3450 35 E SIS}|{S|{S|{R|S|S}|S
18 NK 37622 25 K S{S|S|S|{S}|S|{S|S
19 R.E. 4445 30 K S{S|S|S|Si{S!{S]S
20 E.A. 37640 27 K S}1S}1S|{S}|S!I{S}|S|S
21 H.O. 35705 68 E R|S{S}|S{S}|S|SI|S
22 M.G. 37578 45 E SIS{R|S|S|S]S]|S
23 N.A. 3470 38 E Si1S|S|IS|SiSsSiISsS]|S
24 AA. 32491 24 E R{iS|R{S|{S|S!|!S!|S
25 E.B. 37655 55 K SIS|S|S{SjJSiS]S
26 KA. 37604 13 K S| S}IS}IS|]S|SI{S]S
27 1.0. 37665 30 E SiSIS|IS|R|S|S]|S
28 AB. 32254 25 E R|SIR|S|IRJS|{R]S
29 E.A 32613 27 E S{SIR{S|S}|S]S}|S
30 YA 37533 35 E SISIS|S|S{S]S]|S
31 AG. 78220 72 K S|S|SISIR|ISISIR
32 A.Q. 511954 31 E SIS S{S|S|S}|S!}|S
33 Y.K. 46776 20 K SIS|IS|IRIR|SI|SIR
34 CK. 572965 45 E S|S{S!S{S|{S|S|S
35 H.E. 49991 42 E S|{S{S|S{S|S}|R|S
36 M.G. 37523 44 E SIS R|S|S|S[{R]S
37 AA 37616 49 E SIS|IS|S|R|{S|S]|S
38 Y.A. 37533 35 E S1S{S|Ss}|S|Ss|S|S
39 MA. 37565 33 E SIS|IR|ISIR}|S|S]|S
40 E.A. 32613 27 E S1S|{S|S|S|SIS]S
41 HY. 29946 51 K S|{S|IR|[S|S}|S]S]|S
42 HK. 37489 36 E SIRIR|ISIRIRIRI|R
43 NK. 37622 25 K S|{S| S|S|]S|{Ss|[S]S
44 F.M. 37621 33 E SIS|IR{SI|R|S|S]|S
45 AA. 32491 24 E S]SIR|S|S]|]S}]S]|S

H:izoniazid, R:Rifampisin, S:Streptomisin, E:Etambutol

LJ.Lowenstein-Jensen, M:Middlebrook 7H10

S:Sensitiv (duyarlt), R:Resistant (direngli).
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Tablo 9. Tiberkiiloz olgulanimin duyarhlik test sonuglan

Sira Ne Ad Protoke Yas Cinsiyet H R R E
Soyad 1No LJ M|LJI M|LIM|LJ M
46 K.A 37604 13 K S|S{S{S|R|{S|[SI{S
47 H.S. 37561 65 E SIRIS|S|S]|S}|S|S
48 FM. 37621 33 E S| S!Si{S|]S|S{S|S
49 F.A 32254 24 E S|S|S|[S!S|S|S!S
50 1.C. 37595 31 E S!S |S{S|S|S[S]|S

H:Izoniazid, R:Rifampisin, S:Streptomisin, E:Etambutol
LJ:Léwenstein-Jensen, M:Middlebrook 7H10
S:Sensitiv (duyarlt), R:Resistant (direngli).

Tablo 8-9’da duyarhlik test sonuglan verilmistir. Tabloda LJ besiyeri test sonuglannda
elde edilen diren¢ oranlarinin, Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglarindan daha yiiksek
oldugu'dikkati cekmektedir.

Tablo 10-12°de tek, iki ve i ilaca diren¢ oranlan ayn olarak sunulmustur. Suslarda
tek ilaca direng oranlan LJ ve Midddiebrook 7H10 besiyerlerinde farklidir. L] besiyerinde
saptanan direng orani (%38), Middlebrook 7H10 besiyerinde saptanan direng oranindan (%4)
daha yitksek olup aralanindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p<0.001). En yiiksek direnc,
L] besiyerinde (%22) S’e karg1 gozlenmigtir (Tablo 10).

Tablo 11 ve 12°de aymt anda 2 ve 3 ilaca direng oranlan gorilmektedir. LI ve
Middlebrook 7H10 besiyerlerinde saptanan direng oranlan arasinda istatitiksel olarak anlan_lh

bir fark bulunmamistir (p>0.05). Aym anda 4 ilaca direng yalmz 1 susta ve LJ besiyerinde
saptanmistir (Tablo13).

Tablo 10. Tek bir ilaca direng durumu

Nlaglar Izoniazid | Rifampisin | Streptomisin | Etambutol | Toplam
(H) (R) (S) (E)

Lowenstein-Jensen 1 (%2) 6 (%12) 11 (%22) 1 (%2) 19 (%38)

Middlebrook 7H10 1 (%2) - - 1 (%2) 2 (%4)

H: [zoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol

n=50

t=4.52

p<0.001
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Tablo 11. iki ilaca diren¢ durumu

flaglar H+R H+S | R+S | R+E

S+E

H+E

Toplam

Lowenstein-Jensen 1(%2) - 2% [ 1(%2)

4 (%8)

Middlebrook 7H10 - - - 1(%2)

1(%2)

H: Izoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol
n=50

t=1.376

p>0.05

Tablo 12. Ug ilaca birden direng durumu

Daclar H+R+S | H+R+E H+S+E

R+S+E

Toplam

Lowenstein-Jensen - - -

2 (%4)

2 (%4)

Middlebrook 7H10 - 1(%2) 1(%2)

2 (%4)

H: Izoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol
=50

t=0

p>0.05

Tabio 13. Dért ilacin tiimiine direng durumu

Dlaclar

HAR+SHE

Lowenstein-Jensen

1(%2)

Middlebrook 7H10

H: [zoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol
n=50

Tuberkiiloz olgularindan izole edilen 50 sugun tim ilaglara duyarhilik durumu tablo
14’de sunulmustur. Tabloda da gérildugi gibi, LJ besiyeri test sonuglarina gore 24 (%48) sus
tim ilaglara duyarli iken, Middlebrook 7H10 besiyeri sonuglarnina gére 45 (%90) sus tiim

ilaglara duyarli bulunmugtur. iki besiyeri sonuglan arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir

(p<0.001).




Tablo 14. Tum ilaglara duyarlihk durumu

Tiim ilaclar (H+R+S+E) Duyarh

Lowenstein-Jensen 24 (%48)

Middlebrook 7H10 45 (%90)

H: Izoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol
n=50

t=541

p<0.001

M.tuberculosis suslanmin H, R, S ve E’e diren¢ durumlan tablo 15°da sunulmustur.
Galigmada; LJ besiyerinde yapilan duyarhlik testi sonucuna gére; en yiksek direng %32 oram
ile S’e kars1 gozlenmis, bunu R (%26), E (%10) ve H (%6) izlemistir. Middlebrook 7H10
besiyerinde yapilan yapilan duyarlilik testi sonucuna gore ise; en yiiksek direng %8 oram ile

E’e gézlenmis ve bunu, H (%6), R (%4) ve S (%2) direngleri izlemistir (Tablo15).

Tablo 15. Toplam ilag direnci durumu

Haclar H R S E
Lowenstein-Jensen 3 (%6) 13 (%26) 16 (%32) 5 (%10)
Middlebrook 7H10 3 (%6) 2 (%4) 1 (%2) 4 (%8)

H: izoniazid, R: Rifampisin, S: Streptomisin, E: Etambutol
n=50



TARTISMA

Tiiberkiiloz, insanlifin en eski dertlerinden biri olan, tedavi yontemlerindeki
ilerlemelere karsin, bugiin biitin diinyada 6zellikle az gelismis olan iilkelerde yaygin olarak
bulunan bir infeksiyondur. 1950 ve 1960’1 yillarda tiiberkiiloz i¢in efektif tedavinin girisi ile
¢ok gecmeden hastalifin kontrol edilecegi ve hatta elimine edilecegi umutlan artmustir.
Endistrilesmis iulkelerde insidansta azalma basanlirken, M.ruberculosis diinyada infeksiyoz
6liimlerin en bityitk nedeni olarak kalmigtir (Yiice, 1994; Zhang ve Young, 1994).

Son 15 yilda 6zellikle HIV ile infekte hastalarda MDR-TB olgularinin hizla artmast,
bu olgularin %40’ min 6lmesi ve sagaltimin basarisiz olmasi, hastane kaynakli bulaslarin
gozlenmesi, primer ve sekonder ilag direncinin artmasi gibi nedenler tiberkiloz kontrol
¢alismalanim sonugsuz birakmistir. Giniimiizde tuberkiiloz tiim insanlik igin biiyik bir saghk
sorunu olma 6zelligini korumaktadir. {laglara duyarli mikobakteriler ile olusan hastaliklarda
uygun ila¢ kombinasyonu ile olgularin %88-98’nin sagaltilabilmesine karsin, MDR-TB
olgularinda sagaltim biiyiik bir sorun olmaktadir (Yiice, 1994-1997; Vareldzis ve ark., 1994).

Tiberkiloz tanis1 klinik bulgular, radyolojik gériniim, tiiberkiilin deri testi sonucunun
degerlendirilmesi, klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlarda mikobakteri gorilmesi ve
besiyerinde iretilmesiyle mimkiin olmaktadir. Mikobakteriyel infeksiyonlarin laboratuvar
tanisinda kiltiir yontemleri uzun zaman (3-8 hafta) gerektirmelerine karsin bakterinin
kendisinin elde edilebilmesine ve duyarlilik testlerinin yapilmasina olanak saglarlar. Bu
nedenle uygulaﬁmalan gerekli olan tek yontemdirler (Kasimoglu, 1996; Badak, 1997).

Ulkemiz tiiberkiiloz yéniinden hiperendemik iilkeler grubuna girmektedir. Son yillarda
tiberkiiloz sikliginin artigt yaninda ¢oklu ilag direnci de 6nemli bir sorun olusturmaktadir.
Ancak tiiberkiiloz duyarlilik testlerinin standardizasyonundaki giglikler iilkemizdeki gercek
ilag direng oranlan konusunda kugkular yaratmaktadir (Otkun ve ark., 1997).

Tiberkiloz olgularinda primer ilag direnci; daha 6nce hi¢ antitiiberkiiloz tedavi
gormemis olgulardan izole edilen direngli suslarin varlig: olarak tanimlamr (Vareldzis, 1994).
Ulkeden ilkeye ve degisik sosyal gruplar arasinda farklihk gosterir. Gelismis itlkelerde
primer direng oranlan disiik iken, geligmekte olan iilkelerde daha yiksektir. Yetersiz ve
diizensiz tedaviler, sekonder ilag direnci yaninda bu basillerle infekte olan toplumlarda

primer ila¢ direncinde de artmaya neden olmaktadir (Yiice ve ark., 1994).
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Tiberkiiloz olgularinda inisiyal direng, yeni bir tiiberkiloz olgusunda bir ya da daha
fazla antitiiberkiilo ilaca kars1 direncin varhg olarak tamimlanir. Bu kategori, daha onceki
tedavisi hakkinda bilgi vermekten g¢ekinen ya da gegmis tedavi hikayesi yeterince
sorgulanmayan ve bu nedenle ag¢iga ¢ikmamis kazamimis direnci olan olgulan kapsar. Daha
once tiberkilloz kemoterapisi hig almamis olan bir tiberkiloz hastasinda gorilen direng,
primer direng olarak degerlendirilir. Uygun tedavinin basansizha ugradigi olgular kronik
olgu olarak; birden fazla antitiberkiilo ajana direngli olgular ise, MDR-TB olarak tammlanr
(Vareldzis ve ark., 1994).

M.tuberculosis’in M.tuberculosis kompleks’den ayinminda niasin toplanmasi ve nitrat
rediiksiyonu testleri kullamlir. M.tuberculosis’de kompleksin diger tyelerinden farkl olarak
aym anda her iki test de pozitiftir (Koneman ve ark., 1992). Bizim ¢aligmamizda da teste
alinan 50 susun niasin toplanmast ve nitrat rediiksiyonu testleri pozitif bulunmugtur.

Mikobakteri tirlerinin gogu katalaz enzimi iiretirler ve bu enzim M tuberculosis’in
cogu susu ve M.tuberculosis kompleks’in diger iyelerinde 1s1iya duyarhdir. Ancak, H-direngli
M.tuberculosis  suslarrmin  yaklastk  %70°i sicaklik-stabil katalaz enzimi retirler.
Semikantitatif katalaz testi ise, tiim mikobakterilerde olumlu olup, yalmzca M.tubercufosis’in
H’e direng kazanmis suglan ve bazi mikobakteriler katalaz olumsuzdurlar (Koneman ve ark,,
1992). Calismada; suslarn tiiminiin semikantitatif katalaz testi pozitif olarak bulunmustur ve
katalaz testi ile H-direnci arasinda bir iligki gozlenmemistir.

Caligmada; M. tuberculosis ilag duyarlilifini tespit etmede Lowenstein-Jensen (LJ) ve
Middlebrook 7H10 besiyerleri kullaniimigtir. Caligma sonucunda elde edilen veriler, tek, iki,
ic ve dort ilacin timime direngli suglar ve her bir ilaca direncli suslar olarak ayrn ayn
sunulmustur (Tdblo 10-15).

Calismada; LJ besiyerinde yapilan duyarhlik testleri sonucunda elde edilen tiim direng
oranlarimin beklenildigi gibi Middlebrook 7H10 besiyerinde elde edilen sonuglardan daha
yitksek oldugu gorilmiistir. LJ besiyeri katilagtinimasi swrasinda uygulanan 80°C 1s1
nedeniyle ilaglarin inaktive olmasina neden olabilmektedir. Ek olarak, besiyerinin bol protein
icerigi de antibiyotikierin baglanarak inaktive olmasina neden olabilir. Bu dezavantajlardan
dolayt mikobakteriyel duyarlilik testlerinde LJ besiyeri onerilmemektedir (Kent, 1985,
Lorian, 1996). Ulkemizde halen mikobakteriyel duyarlilik testlerinde LJ besiyerinin tercih
edildigi gorulmektedir (Yiice ve ark., 1994; Arseven ve ark., 1995). Calismamizda; duyarhlik
testlerinin her iki besiyerinde de karsilagtinlmali olarak yapilmasimin nedeni besiyerleri

arasindaki farki ortaya keymaktir.
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Calismamizda; LJ besiyerinde izoniazide %6, rifampisine %26, streptomisine %32 ve
etambutole %10 direng oranlart bulunmustur. Yice ve ark. 1994’de yaptiklan ¢aligmada;
izoniazide %9, etambutole %3, streptomisine %32 ve rifampisine %27 oraninda direng
saptamiglardir. Yice ve ark.’mn galigmalaninda, bizim bulgulanmiza benzer sekilde en
yiiksek direng streptomisine ve rifampisine kargi bulunmustur. Baysal ve ark.’nin yaptig1 bir
caligmada, en yiiksek direng (%66) rifampisine, en diigik direng ise (%12) etambutole kars:
gozlenmigtir. Yine aym g¢alismada izoniazide %22, streptomisine %50 oraminda direng
saptanmigtir. Arseven ve ark.’min 1995’te yaptif1 galismada ise en yiksek direng oranlan
(%29.6) izoniazide, (%23.3) streptomisine karsi bulunmusgtur. Diger ¢aligmalarda, izoniazide
%10-19, etambutole %1, streptomisine %8 ve rifampisine %1-12 arasinda degisen direng
oranlan saptanmgtir (Yice ve ark., 1944). Ulkemizde yapilan gesitli ¢aligmalarda saptanan
direng oranlan tablo 16’de 6zetlenmustir.

Tablo 16’de, etambutole 1988-90 yillan arasinda %3-14 arasinda bir direng saptandif
goriilmektedir. Bizim caliymamizda; L] besiyerinde etambutole benzer sekilde %10 direng
saptanmugtir. Tabloda goriildiigii gibi, en yitkksek direng streptomisine kargt saptanmig olup,
bizim c¢alismamizda da benzer sekilde streptomisine karsi bulunmustur. Rifampisin
direncinde de 1990’11 yillara dogru belirgin bir artiy gézlenmektedir. Bizim ¢aligmamizda da,

rifampisine direng oram %26 ile ikinci siray1 almaktadir.
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Tablo 16. Tiirkiye’de yapilan gesitli ¢aligmalarda saptanan toplam direng oranlari (%).

Yazar/Y1l H E S R
Ozgen
1956 23 53
1960 23 49
1964 30 57
Saygun
1968 9 5
1970 7 11
1972 12 9
Girsel ve ark.
1971 8 4
Saygun ve ark.
1976 10 4 5
1978 9 4 5
1980 5 17 8
Yiice ve ark.
1988 42 3 45 45
Osmanoglu ve ark.
1989 26 14 30 26
1989 39 11 30 41
Aysev
1992 9 4 17 9

Direng oranlan, ilkeden ﬁjkeye ve aym iilke igerisinde sosyo-ekonomik diizey ile
yakin iligki gostermektedir. Cesitli tilkelerde yapilan ¢aligmalarda elde edilen direng oranlan
tablo 17°de ozetlenmistir. Tabloda gérildiagt gibi, direng daha ¢ok gelismekte olan
iilkelerden kaynaklanmaktadir. Ornegin, en yiksek direng oranlan Kore’de saptanmuistir.
Hawaii gibi sosyo-ckonomik diizeyi yiiksek boélgelerde ise direng oranlan dugiiktiir. Tabloda,
ayrica rifampisin ve etambutol direncinin giderek arttigys goriilmektedir. izoniazid ve
streptomisin direnci ise yillara gére dalgalanmalar gostermektedir. Ortalama izoniazid direnci
%0.8-33, rifampisin direnci ise %0-14 arasinda degismektedir. Bizim ¢aliymamizda ise,
streptomisin direnci daha yﬁkSék (%32) bulunmaklia birlikte en az direng izoniazide (%6)
kars1 bulunmustur.



Tablo 17. Cesitli tilkelerde saptanan direng oranlan (%).

Yazar/Y11/Ulke H E S R
Steiner ve ark./1993/ABD
1961-64 6 3
1965-68 9 9
1969-72 15 1 13 0
1973-76 10 0 7 0
1977-80 4 0 2 4
Pien ve ark./1982/Hawaii
1977-1981 0.8 2 1 0
Carpenter ve ark./1982/ABD
Koreliler 33 13 22 5
ABD’liler 6 4 5 0
Carpenter ve ark./1983/ABD
Orta Amernika 7 4 8 10
ABD (Texas) 9 3 7 10
Barnes ve ark./1987/ABD
(Kokenleri farkli olan gégmenler)
Latin Amerika/Afrika/Asya 3 1 1
ABD/Avrupa/Kanada 11 0 14

Calismada; Middiebrook 7H10 besiyeri test sonuglarina gore, en yiiksek direng %8 ile
etambutole kargi saptanmugtir. [Zoniazid direnci ise her iki besiyerinde de esit olarak
bulunmustur. Badak ve ark., 1997°de Middiebrook 7H10 besiyeri kullanarak yaptiklan
calismada en yiiksek direnci (%9.6) rifampisine karsi bulmuslardir. Etambutol ve
streptomisine ise %3.2 oraninda diren¢ saptamislar, izoniazide karsi ise direng

gézlememislerdir.



SONUCLAR VE ONERILER

Cahgmamizda elde ettifimiz sonuglan su sekilde siralayabiliriz:

1- Idantifikasyon test sonuglarinda, ¢aligma kapsamina alinan tiim suglarin M. tuberculosis
oldugu saptanmugtir.

2- Caligmaya alinan SO susun izoniazid direnci ile semikantitatif katalaz testi arasinda bir iligki
saptanamamugtir.

3- Proportion metod kullanilarak her iki besiyerinde yapilan duyarhlik testleri sonuglar farkl
bulunmus olup, Lowenstein-Jensen besiyeri kullamlarak alinan test sonuglarma gore
antitiiberkiilo ilaglara diren¢ orani1 daha yiiksek bulunmugtur.

4- Ulkemizde yapilan dier c¢aligmalarla kargilastirildiginda sonuglar genel olarak uyumlu
bulunmustur. Bir ¢ok ¢aliymada farklh MIC degerlerinin kullanilmig olmasi kiyaslamay:

gliclestirse de galigmamizda da direng oranlan oldukga yiiksek bulunmugtur.

5- Tiberkiiloz tedavisi sirasinda, direng durumunun gergek gostergesi i¢in Lowenstein-Jensen
ve Midllebrook 7H10 bestyeri kullamlarak uygulanan proportion metod, sivi besiyerleri
(BACTEC®, BacTAlert® vs) ve Etest gibi yeni teknikler ile alnan sonuglar karsilastirmali
olarak incelenerek, bunlar arasindan en ucuz, en giivenli ve en kisa siirede sonug veren bir
test segilerek rutin olarak kullanilmasi 6nerilebilir.

6- Direng oranlarindaki artigin Onlenebilmesi, i¢in uygun tedaviler duyarlilik test sonuglan
dikkate alinarak secilmelidir.
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M.TUBERCULOSIS ILAGC DUYARLILIGININ LOWENSTEIN-JENSEN VE MIDDLEBROOK 7H10
BESIYERINDE PROPORTION METOD ILE KARSILASTIRMALI OLARAK ARASTIRILMASI

Ahmet Yilmaz GOBAN, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Eyliil 1997

insanligin en eski dertlerinden biri olan tiiberkiiloz, iilkemiz igin de biiyiik bir problem
olarak giincelligini korumaktadir. Ozellikle direngli vakalarin sayisindaki artig gelecek igin biiyiik
bir tehlike olugturmaktadir. Boyle bir tehlikenin varligina ragmen hala rutin olarak
kullanilabilecek giivenli, ucuz ve standardize edilmig bir yontem mevcut degildir.

Caligmada; Léwenstein-Jensen (LJ) ve Middlbrook 7H10 besiyeri kullanilarak proportion
metod ile 50 hastada kargilagtirmali duyarlilik testleri yapilmigtir. Tiim hastalarda tek, ikili, tiglii
ve dortlil ilaca direng oranlari kargilagtirmal olarak aragtiriimigtir.

Caligmada; toplam direng oranlari LJ besiyeri test sonuglarinda daha yiiksek bulunmusg
olup, en yiliksek oran %32 ile streptomisine kargi gézlenmis, rifampisin direnci ise %26 olarak
bulunmustur. Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglarina gére ise, daha diigiik direng oranlan
gbzlenmis olup, en yiiksek %8 ile etambutole kargi bulunmusgtur. LJ besiyeri test sonuglarina
gore, hastalarin %48’i tiim ilaglara duyarh iken, Middlebrook 7H10 besiyeri test sonuglarina gore
tiim ilaglara duyarlilik %90 bulunmusgtur.

Sonug olarak; LJ ve Middiebrook 7H10 besiyeri arasinda anlaml bir fark bulunmugtur.
Ayrica, lilkemizde oldugu gibi, bizim yaptigimiz galigmada da yiiksek antitiiberkiilo ila¢ direnci

g6zlenmistir.



ABSTRACT

THE COMPERATIVE INVESTIGATION OF THE M.TUBERCULOSIS DRUGS RESISTANCE IN
LOWENTEIN-JENSEN AND MIDDLEBROOK 7H10 MEDIUMS BY THE PROPORTION METHOD

Ahmet Yiimaz GOBAN, M.Sc. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, September 1997

Tuberculosis, one of the oldest problems of the humanity, is also a current problem for
our country. Especially, the increase in resistant cases is a risk for future. Although there is
such a danger, we still do not have safe, cheap, and standardized method which can be used
routinly.

In this study, the susceptibility tests were carried out in 50 patients by the proportion
method using Léwenstein-Jensen (LJ) and Middlebrook 7H10 mediums. Single, double, triplet
and quartet drug resistance ratios in all patients were investigated comperatively.

In this study, the total resistance ratios were found higher in LJ medium, the highest
ratio, 32%, was observed against streptomycin and the resistance against rifampicine was found
26%. According to the Middlebrook 7H10 medium test result, lower resistance ratios were
observed, the resistance against ethambutol was found 8%, being the highest. While according
to the LJ medium test result, 48% of the patients were resistant against all drugs, the resistance
against all drugs according to the Middlebrook 7H10 medium test result was found as 90%.

As a result, a significant difference was found between LJ and Middlebrook 7H10
mediums. In addition, a high antituberculous drugs resistance was observed in this study as it

is the case in our country.
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