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OZET
Van yoresinde izole edilen Mycobacterium tuberculosis suslarinin dort farkli yontemle antimikobakteriyel ajanlara duyarlilik tespiti

Giris: Bu calismada; hastanemiz mikobakteriyoloji laboratuvarina gonderilen hasta érneklerinden soyutlanan, 58 Mycobacterium
tuberculosis complex susunun ii¢ farkli sistem ve agar proporsiyon yontemiyle majér antitiiberkiiloz ilaglar olan streptomisin, izoni-
azid (INH), rifampisin (RIF) ve etambutol (ETM) duyarhliklarini tespit etmek ve bu (g sistemin uygulanabilirligini, hizlarini, 6zguilliik
ve duyarliliklarini karsilastirmak amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Bu amagla; mikobakteriyoloji laboratuvarina basvuran hastalardan izole edilen 60 sustan, 58 (%96.6)'i klasik
yontemlerle M. tuberculosis complex olarak adlandirilmistir. Bu suslara Manuel MGIT AST SIRE sistemi, BacT/ALERT 3D sistemi
MB/BacT SIRE kiti, TK anti-TB kiti ve Middlebrook 7H10 besiyerinde agar proporsiyon yontemleri kullanilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda; agar proporsiyon yéntemi ile Van ilindeki direng profili degerlendirildiginde, INH direng oraninin %12
oldugu, bunu % 1.7 oraniyla INH + RIF ve % 1.7 oraniyla INH + SM direnclerinin izledigi tespit edilmistir. Calismaya alinan sistemler

direng ve duyarliik saptamada tiim ilaglar icin % 100 duyarlliga

sahip bulunmuslardir. INH icin 6zgiillikleri TK anti-TB sisteminde
%98, MGIT sisteminde %96 ve MB/BacT sisteminde ise %95
olarak tespit edilmistir. Ug sistem de, coklu ilag direncinde %100
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Sonug: Sonuclar tlke genelinde yapilan ¢alismalara gére degerlendirildiginde ortalama bir degerdedir. Fakat tiiberkiiloz tedavisinde
en tehlikeli diren¢ kalibr olarak bilinen INH + RIF direncinin varligi yéremizde yetersiz tedavi programlarinin uygulandigina isaret
etmektedir. Sonucta, i¢ sistem de rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlari igin, duyarlilik tespitinde kullanilabilecek hizli ve giivenilir
yontemlerdir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, agar proporsiyon, TK, MGIT, MB/BacT

SUMMARY

Mycobacterium tuberculosis strains isolated from Van region four different sensitivity detection method antimycobacterial agents
Introduction: The purpose of this study is detecting the susceptibility rates of 58 Mycobacterium tuberculosis complex strains which
were isolated from patient specimens sent to our mycobacteriology laboratory, for major anti-tuberculosis drugs like streptomycin,
isoniazid, ritampicin and ethambutol with three different systems and agar proportion method and compare the accessibility, speed,
specificity and sensitivity of these three systems.

Materials and Methods: With this purpose, 58 (96.6%) strains out of 60 which were isolated from the patients attended to the
mycobacteriology laboratory were identified as M. tuberculosis complex with conventional methods. These strains susceptibilities to
four major anti-tuberculosis drugs were detected with Manuel MGIT AST SIRE system, BacT/ALERT 3D system MB/BacT SIRE, TK
anti-TB system and compared with reference method in Middlebrook 7H10 media.

Results: As a result, INH resistance in Van province with agar proportion method was detected as 12%, followed by INH + RIF
resistance of 1.7% and INH + SM resistance of 1.7%. These result compared with other studies conducted country wide are in
median range. The systems included in our study were determined to have 100% sensitivity for all of the drugs for detecting resist-
ance and sensitivity rates. Specificities for INH for TK anti-TB, MGIT and MB/BacT were detected as 98%, 96% and 95% respec-
tively. Multidrug resistance rates were detected in 100% sensitivity and specificity with all of the three systems. Only MB/BacT sys-
tem gave a false negative RIF resistance for 1 strain. Fastest system according to resistance determination times is found to be the
MGIT system.

Conclusion: However, presence of INH + RIF resistance pattern, indicates inadequate treatment programs in our region. As a result
these three systems are fast and reliable systems for antimicrobial susceptibility testing of Mycobacterium spp. to be used in routine
mycobacteriology laboratories.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, agar proportion, TK, MCIT, MB/BacT

GIRiS Ancak bu toplumlarda eksik ya da hatali bildirimler,
diizensiz kayitlar ve standardize olmayan laboratuvar
sonugclari gibi nedenlerle direng prevalanslari gercegi
yansitmamaktadir. Aslinda ilag direnci verilerine en
cok gereksinim duyulan, direng verilerinin en az
oldugu bu topluluklardir (4). Uzun sureli ve ¢oklu
antibiyotik tedavisi gerektiren tiiberkiilozun tani kon-

duktan sonra en kisa zamanda ve dogru antibiyotik

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin verilerine gore 2011
yilinda tiim diinyada 8.7 milyon yeni tani almig olgu
bulunmaktadir ve 1.4 milyon insan bu nedenle haya-
tini kaybetmistir (1). Ulkemizde ise 15.183'(i yeni
olgu olmak lizere, 2010 yilinda toplam 16.551 kayit-
[ tiberkiloz olgusu bulunmaktadir (2).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention; CDC) ve DSO tara-
findan tuberkilozun baslangi¢ tedavisinde primer
ilaclarin kombine kullanimi 6nerilmektedir. Bununla
birlikte antitiberkiiloz ilag direnci 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Primer antitiberkiiloz ilaglardan en
azindan izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF) direnci
gosteren izolatlar cok ilaca direncli (CID) olarak
tanimlanmakta ve 2010 yili i¢in diinyanin ¢ogu bdl-
gesinde %5’ten daha az oranda saptandigi bildiril-
mektedir. Ulkemizde de farkli zaman ve bolgelerde
yapilan yayilarda CID tiiberkiiloz izolatlarinin oran
(CID-MTC) %4-6 arasinda degismektedir (3).

Yeterli tlberkiiloz kontrol programi uygulanmayan,
tiberkiloz orani ve tedavi uyumsuzlugu vyiksek
oranda bulunan az gelismis yoksul toplumlarda yiik-
sek oranda ilag direnci bulundugu bilinmektedir.

kombinasyonuyla tedaviye baslanmasi, gliniimizde
coklu antibiyotik direncli suslariyla biylk bir prob-
lem olan bu hastaligin etkili tedavisinde 6nemlidir.
Bundan dolayi duyarlilik ve tani testlerinin hizli ve
dogru bir sekilde sonuclandiriimasi gerekmektedir.
Agar ve yumurta bazl ve iclerine antibiyotik diskleri
veya belirli oranlarda antibiyotik konsantreleri ekle-
nerek yapilan tiiberkiiloz antibiyotik duyarlilik testle-
ri stirelerinin uzun olmasi yeni arayiglari da berabe-
rinde getirmistir (5).

Biz de bu galismada Van yoresinde tespit edilen
Mycobacterium tuberculosis complex kokenlerinin,
tedavide ilk secilecek ilaclar olan doért major antitii-
berkiloz ilaca karsi direng profillerini ortaya koymak
ve rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda uygula-
nan hizli ve glvenilir ticari yontemleri agar proporsi-
yon yontemiyle karsilastirmayi amacladik.
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MATERYAL ve METOD

Laboratuvarimiza tuberkiloz 6n tanili hastalardan,
kilttr istemiyle gonderilmis klinik 6rneklerden (bal-
gam, mide aclk suyu, idrar, beyin omurilik sivisi,
trakeal aspirat vb.) soyutlanan 60 sus calismaya alin-
di. Bu suglardan Niasin testi pozitif, nitrat rediiksiyo-
nu pozitif, i1stya stabil katalaz test negatif, pigment
Uretimi negatif, 37°C'de tireme hizi yavas olan ve TK
PNB (Salubris AS.; Turkiye) besiyerinde treyen 58
izolat M. tuberculosis complex olarak tanimlandi ve
calismaya alindi. Calismada kontrol kokeni olarak M.
tuberculosis ATCC H37Rv susu kullanildi.

Calismaya alinan 58 sug ve kontrol susunun strepto-
misin (SM), INH, RIF, etambutol (EMB)’e karsi duyar-
liliklart Manuel MGIT AST SIRE sistemi (Becton
Dickonson and Company-USA), BacT/ALERT 3D sis-
temi MB/BacT ve SIRE kiti (bioMérieux SA-Fransa),
TK anti-TB & PNB KIT (Salubris A.S; Turkiye) ve altin
standart olarak kabul edilen agar proporsiyon (orantr)
yontemleri kullanilarak test edildi. Sistemlerde kulla-
nilan antibiyotiklerin dozlari Tablo 1'de verilmistir.

BacT/ALERT® 3D Sistemi

Bu ¢alismada; antibiyotik bulunan sise pozitif bulun-
maz veya direkt kontrolden daha biyiik ve proporsi-
yonel kontrolden daha biyik saptama zamanina
sahipse, mikobakteri duyarli olarak raporlandi.
Antibiyotik bulunan sise, direkt kontrole esit veya
daha buyiik ancak proporsiyonel kontrole esit veya
daha az pozitif saptama zamanina sahipse mikobak-
teri o antimikobakteriyele direncli olarak raporlandi.
On bes giin iginde direkt kontrol ve/veya proporsiyo-
nel kontrol sisesi pozitif sonu¢ vermezse test iptal
edilerek tekrarlandi.

BBL MGIT AST SIRE Sistemi

Bu ¢alismada; ekimi takiben tglincl glinden itibaren
tipler giinliik olarak 365 nm uzun dalga boyunda uv
transliminatorlit MGIT okuyucuda okutuldu. Kontrol
MGIT tlpl pozitif oldugunda, ilagli MGIT tiplerinin
sonugclari degerlendirildi. Kontrol MGIT tiipii negatif
ise tekrar inkiibe edilmeye devam edildi. Kontrol
MGIT tiipl 12 giin boyunca takip edildi. Eger 12. giin

sonunda hala negatifse test tekrar edildi. ilagli MGIT
tlpd, kontrol tiplnin floresan vermesinden itibaren
iki giin gectigi halde hala floresan vermiyorsa negatif
(duyarli) olarak raporlandi. Bunun tersine ilag iceren
MGIT tiipd, kontrol tipinin floresan vermesi esna-
sinda veya floresandan itibaren iki giin iginde flore-
san veriyorsa pozitif (direncli) olarak rapor edildi.

TK ANTI-TB & PNB KiT

Bu calismada; Test, TK Medium® tiipii sariya dondii-
gl zaman degerlendirmeye alindi. Bir susa ait TK
Medium tiipi sartya dondigl zaman, igerilerinde
antimikobakteriyel ilag bulunan tiiplerden rengi sari-
ya donen yani Gremenin pozitif oldugu tiip hangi
antimikobakteriyale aitse o sus, o antimikobakteriya-
le direngli olarak, rengi kirmizi kalmis tiplerdeki
antimikobakteriyallere ise duyarl olarak raporlandi.

AGAR PROPORSIYON (ORANTI) YONTEMI
Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyerleri her biri 200 mL’lik olacak sekilde 8 balon
joje icinde hazirlandi. Her bir 200 mL’lik 7H10 agar
besiyerinin hazirlanmasi icin; bir cam balon joje
icine, 180 mL distile su, 3.8 g 7H10 agar besiyeri ve 1
mL gliserol eklenerek isi kaynag tizerinde eritildi (ire-
tici firmanin 6nerdigi sekilde). Otoklavda 121°C’de 15
dakika streyle sterilize edildi.

Daha sonra 50-55°C’lik su banyosunda sogumaya
birakildi. Besiyerlerinin sicakligi 50-55°C’ye indigin-
de iglerine zenginlestirici olarak 20 mL OADC (oleik
asit, albumin, dekstroz ve katalaz) karisimi eklendi.

ilag Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun ¢ozi-
cller ile (streptomisin, izoniazid ve etambutol igin
distile su, rifampisin icin metanol) 10.000 pg/mL’lik
(en az 1000 pg/mL olmal) stok soliisyonlari hazirlan-
di. Stok soliisyonlar hazirlanirken gerekli miktar anti-
biyotikler tGzerinde belirtilen potens (% veya pg/mg)
dikkate alinarak su formiile gére hesaplandi:

Agirlik (mg) = Hacim (mL) x istenilen konsantrasyon
(pg/mL) / Potens (ug/mg)

Tablo 1. Sistemler ve kullanilan antibiyotik dozlari

izoniazid Streptomisin Etambutol Rifampisin
Agar proporsiyon 0.2 pg/mL 2.0 pg/mL 2.0 pg/mL 5 pg/mL 1 pg/mL
MGIT AST SIRE 0.1 pg/mL 0.8 ug/mL 3.5 ug/mL 1 pg/mL
BACT-ALERT 0.1 pg/mL 1.0 pg/mL 5 pg/mL 1 pg/mL
TK-TB 0.2 pg/mL 2.0 pg/mL 30 pg/mL 1 pg/mL
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Streptomisin Soliisyonunun Hazirlanmasi
Potensi= 800 mg/g

125 mg streptomisin silfat 10 mL distile su icinde
eritildi. Boylece 10.000 pg/mL olan sollsyon elde
edildi. Soliisyon 0.22 pm por ¢apli membran filtrele-
rinden gecirilerek sterilize edildi. Steril edilen 10.000
pg/mL’lik stok solisyondan, 1T mL alinarak 9 mL steril
distile su tizerine eklendi. Boylece 1000 pg/mL’lik bir
soliisyon elde edilmis oldu. Bu solisyondan 0.4 mL
alinarak 55°C’ye sogutulmus tizeri antibiyotik ismiy-
le etiketlenmis 200 mL besiyerine eklendi. Boylece
son konsantrasyonu 2 pg/mL olan streptomisinli besi-
yeri elde edilmis oldu.

1000 pg/mL’lik stok solisyondan 2 mL alinarak,
55°C’ye sogutulmus izeri antibiyotik ismiyle etiket-
lenmis 200 mL besiyerine eklendi ve son konstrasyo-
nu 10 pg/mL olan streptomisinli besiyeri elde edilmis
oldu.

izoniazid (INH) Soliisyonunun Hazirlanmasi
Potensi= 1000 mg/g

100 mg (100.000 pg) izoniazid 10 mL distile su igin-
de ¢ozdurildi. Boylece 10.000 pg/mL INH sollsyo-
nu elde edildi. Sollsyon 0.22 pm’lik membran filtre-
sinden gecirilerek sterilize edildi. Steril 10.000 pg/
mL’lik stok soliisyondan 1 mL alinarak 9 mL distile su
ile karistirildi ve 1000 pg/mL’lik bir soltisyondan da
1 mL alinip 9 mL distile su ile karistirildiginda, 100
pg/mL’lik stok soliisyon elde edildi. 100 pg/mL’lik
stok sollisyondan 0.4 mL alinarak 55°C’ye sogutul-
mus 200 mL Middlebrook 7H10 agar besiyerine
eklenerek, mililitresinde 0.2 pg INH olacak sekilde
besiyeri elde edilmis oldu.

100 pg/mL’lik stok soliisyondan 2 mL alinarak,
55°C'ye sogutulmus 200 mL Middlebrook 7H10 agar
besiyerine eklenerek, mililitresinde 1 pg INH olan
besiyeri elde edilmis oldu.

Rifampisin Soliisyonunun hazirlanmasi
Potensi= 1000 mg/g

100 mg rifampisin 10 mL metanol iginde eritildi.
Boylece 10.000 pg/ml rifampisin sollisyonu elde
edildi. Soliisyon 0.22 pum’lik membran filtresinden
gecirilerek sterilize edildi. Steril 10.000 pg/mL’lik
stok soliisyondan 1 mL alinarak, 9 mL distile su ile
karistirildi ve boylece mililitresinde 1000 pg rifampi-
sin bulunan bir soliisyon olusturuldu.

Bu sollisyondan 0.2 mL alinarak, 55°C'ye sogutul-
mus 200 mL Middlebrook 7H10 agar besiyerine
eklenerek, mililitresinde 1 pg rifampisin bulunan bir
besiyeri elde edilmis oldu.

Etambutol Soliisyonunun Hazirlanmasi
Potensi= 1000 mg/g

100 mg (100.000 pg) etambutol, 10 mL steril distile
su icinde ¢ozdurildi. Boylece 10.000 pg/mL etam-
butol soliisyonu elde edildi. Soliisyon 0.22 pm’lik
membran filtresinden gecirilerek sterilize edildi.
10.000 pg/mL’lik sollisyonundan 1 mL alinarak 9 mL
distile su ile karistirilarak mililitresinde 1000 pg
etambutol olan sollsyon elde edildi.

Bu soliisyondan 1.2 mL alinarak sogutulmus 200 mL
besiyerine eklendi. Boylece 6 pg/mL’lik etambutollu
besiyeri elde edildi.

Bu sekilde hazirlanan ilag stok soliisyonlari agzi
kapali ependorf tiiplerinde 2 mL’lik hacimlere boli-
nerek -80°C’de alti ay boyunca saklanabilmektedir.
Calismadan 6nce oda isisinda ¢ozdiirtilmeleri gere-
kir.

Hazirlanan ilagh ve ilagsiz besiyerleri, daha 6nceden
hazirlanmig ve etiketlenmis dort bolmeli steril plastik
petri plaklarina (Felsen plaklar) her bélmeye 5 mL
olacak sekilde Tablo 2'de belirtilen diizende dokildu.
Dokilen besiyerleri direkt isiktan korunarak, kapakla-
r yari acik sekilde biyogtivenlik sinif 2 kabin iginde
kurumaya birakildi. Daha sonra deliksiz plastik torba-
lara konularak +4°C'de saklandi.

Mikobakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Calismaya alinan Lowenstein-Jensen besiyerinde
tretilmis M. tuberculosis complex olarak isimlendi-
rilmis kokenler steril tek kullanimlik plastik 6zeler
yardimiyla bol miktarda (besiyerinden almamaya
dikkat edilerek) toplandi. iginde 8-10 adet cam bon-
cuk ve 5-6 mL Middlebrook 7H9 broth bulunan
hasta isimleri ile etiketlenmis steril cam tuplerdeki

Tablo 2. Middlebrook 7H10 agar ile agar proporsiyon
yonteminde ilacli ve ilagsiz besiyerlerinin dort bolmeli petri

plaklarina (Felsen plaklari) dokilme diizeni ve ilaglarin
konsantrasyonlari

Plaklar Bolme
1 1 ilagsiz (kontrol)
izoniazid 0.2 pg/mL

Streptomisin 2 pg/mL

Antibiyotik icerikleri

Rifampisin 1 pg/mL
ilagsiz (kontrol)
izoniazid 1 pg/mL
Streptomisin 10 pg/mL
Etambutol 5 pg/mL

N
AW N = A W N
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sivi besiyerine emulsifiye edildi. 1-2 dakika sireyle
tipler vortekslendi. Biylk partikillerin ¢okmesi ve
olusan aerosollerin azalmasi icin 20 dakika sireyle
tip bekletildi. Stipernatant, steril pastor pipeti yardi-
miyla etiketlenmis bos bir steril cam tiipe alindi.
Gerektiginde sivi besiyeri ekleyerek stispansiyonun
bulanikligi McFarland No: 1’e ayarlandi (yaklasik
107 CFU/mL).

Daha sonra steril distile suyla etiketlenmis bos steril
cam tiiplerde bu stspansiyonun 10-2 (1/100) ve 10-4
(1/10.000) dilisyonlart hazirland.

inokiilasyon ve inkiibasyon

Calismaya alinan her bir M. tuberculosis complex
icin; iki set test besiyeri (1 ve 2 nolu plaklarin her
birinden ikiser tane) oda isisina getirildi. Plak ylzey-
lerinin kuru olmasina dikkat edildi. Petri plaklari
hasta kdltir numarasi ve dilisyon oranlarini gostere-
cek sekilde (setlerden biri 10-2, digeri 10-4) isaretlen-
di. Once 1 nolu setin her bir bélmesine 6nceden
hazirlanmig olan 10-2 basil dilisyonundan steril
olgekli pastor pipeti kullanilarak, 0.1’er mL inokiile
edildi. Sonra 2 nolu set icin ayni islem 10-4 diltsyon
ile tekrarlandi. inokiilumun saf olup olmadigini kont-
rol etmek amaciyla diliie edilmemis stispansiyondan
1-2 damla, bir adet kanl agar besiyerine ekildi.
inokiilumun besiyerlerine absorbe olmasi icin, ino-
kiile edilen plaklar agarli tarafi agagida olacak sekilde
oda 1sisinda kabin icinde yaklasik 1 saat stireyle bek-
letildi. Daha sonra her bir petri plagi CO, gecirgen
torbalara konularak 36°C'de inkiibasyona birakild.

Bu calismada; inkiibasyonun ilk yedi gliniinde konta-
minant bakteri varligi agisindan kanli agarlar incelen-
di. Kontaminasyon saptanilan testler iptal edilerek,
tekrarlandi. Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz
kontrol bolmeleri i¢ hafta boyunca her hafta incelen-
di. Ugiincii hafta sonunda tireme yetersizse, test tek-
rar edildi. Uc¢ haftadan 6nce kontrol kadraninda
sayilabilir diizeyde 50’den fazla koloni (+1 veya daha
fazla) saptanmasi halinde plaklar degerlendirilmeye
alindi. inkiibasyon sonunda tiim kadranlardaki kolo-
niler sayilarak Tablo 2’ye gore kantite edildi. “Direng
orant (%)= ilagh bolmedeki koloni sayisi x 100 / kont-
rol bolmesindeki koloni sayisi” formill uygulanarak
direng orani %1 olan sonuclar direngli; < %1 tespit
edilenler ise duyarli olarak raporlandi. Karsilastirma
yapilirken ayni dilisyonlardaki Gremeler kullanildi ve
degerlendirmede, kontrol bélmelerindeki koloni sayi-
si 4+ olan dilisyonlar degerlendirmeye alindi. Bu
durumda tiim antitiiberkiiloz ilaclara duyarlilik tespit
edildiyse sonug raporlandi. Fakat tek bir antitiiberki-
loz ilaca direng goriilmesi durumunda test yogun
inokiilum stphesiyle iptal edilerek tekrarland.
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Kalite Kontrol

Calismada kullanilan tim sistemler tim ilaclara
duyarl oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) kalite kontrol susu ile kontrol edildi.

istatistiksel Yorum

Sistemlerin direng ve duyarlilik tespitlerindeki 6zgiil-
lik, duyarlilik ve genel uyumlari agar proporsiyon
yontemiyle karsilastirilarak kappa istatigi ile deger-
lendirilmistir. Kappa degerlerine gore uyum:

0.81-1.00 deger araliginda mitkemmel
0.61-0.80 deger araliginda glicli
0.41-0.60 deger araliginda belirgin
0.10-0.40 deger arahiginda zayf

< 0.10 deger araliginda ise uyum yok olarak yorum-
lanmistir (6).

ila(;larln duyarhlik zamani (giin) olarak sistemler ara-
sinda fark olup olmadigi ise tek yonlii varyant analizi
(One-ONAVA) kullanilarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Tuberkiloz on tanih, farkl hastalardan kultir iste-
miyle mikobakteriyoloji laboratuvarimiza gonderil-
mis ve L) besiyerlerinde Uretilmis 60 sustan 58 tanesi
(%96.6) M. tuberculosis complex olarak tanimlandi
ve ¢alismaya alindi. Elli sekiz susun 47 (%81)'si bal-
gam, 11 (%19)'i ise akciger disi tiiberkiiloz 6rnekle-
rinden (3 lenf drenaji, 2 beyin omurilik sivisi, 2
plevral mayi, 2 idrar, 2 mide aclik sivisi) izole edildi.
Hastalarin 48'i yeni olgu olup 10'u daha 6nce tedavi
almis hastalardi.

Calismaya alinan 58 susun 49 (%84.5)'u agar propor-
siyon yontemiyle tim antitiiberkiloz ilaglara duyarli
olarak bulunurken, diger sistemlerde bu sayi sirasiyla
Manuel MGIT'da 47 (%81), MB/BacT’da 45 (%77.6),
TK anti-TB’de 48 (%82.8) olarak tespit edildi. Agar
proporsiyon yontemiyle INH'nin 0.2 g/mL'lik kon-
santrasyonuna 7 (%12) susta direng saptanmis ve bu
7 sus INH'ye dustik diizey direncli olarak kabul edil-
mistir. Yiksek diizey INH direnci ise tespit edilme-
mistir. Diger sistemlerde de ayni 7 sus INH direngli
bulunmustur. Manuel MGIT AST SIRE sistemi, bu 7
susun disinda 2 (%15.5) susta, MB/BacT 3 (%17.3)
susta, TK anti-TB ise 1 (%13.8) susta daha tek basina
INH direnci saptamistir. Agar proporsiyon yontemiy-
le streptomisine ve izoniazide direncgli 1 (%1.7) sus
saptanmis ve bu sug tim sistemler tarafindan tespit
edilmistir. Manuel MGIT, MB/BacT, TK anti-TB ve
agar proporsiyon yontemiyle RIF‘a, 1 (%1.7) susta
direng saptanirken bu sus ayni zamanda INH direnci
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de tagimaktadir. Bu direng¢ disinda MB/BacT sistemi
tek basina 1 susta RIF direnci tespit etmistir (Tablo 3).

Daha o6nce tedavi almis 10 hastadan birinde INH
direnci tespit edilirken, diger 9 hastanin izolati tim
antittiberkiloz ilaglara duyarl bulunmustur.

Sistemlerin diren¢ ve duyarlilik tespit etmedeki
ozgulltk, duyarlilik ve genel uyumlari agar proporsi-
yon yontemiyle karsilastirilarak hesaplanmistir. Tablo
4'te sistemlerin agar proporsiyon yontemine gore
direng tespit etmede 6zg(illik, duyarlilik genel uyum-
lari ve kappa degerleri goriilmektedir.

Bu dogrultuda; MGIT AST SIRE sistemiyle 58 susun
47'sinde tim major antitiiberkiloz ilaglara duyarlilik
tespit edilmistir. Agar proporsiyon yontemiyle karsi-
lastinldiklarinda 6zgullik, duyarlilk ve genel uyumu
sirastyla %96, %100 ve %97 olarak hesaplanmustir.
Kappa degeri 0.87 olarak bulunmus ve duyarlilik
saptamada sistem mitkemmel uyumlu olarak yorum-
lanmistir. MGIT AST SIRE sistemi agar proporsiyonla
tespit edilen tek basina INH direncgli 7 susu dogru
olarak tespit etmis fakat 2 INH duyarh susu direncli
olarak raporlamistir. Buna gore 6zgtllik, duyarhilik
ve genel uyumu sirayla %96, %100, %96 bulunmus-
tur. Kappa degeri 0.81'dir. Tek basina SM, RIF ve
EMB’ye direng tespit edilmemis ve sistem duyarlilik
tespiti agisindan agar proporsiyonla tam olarak
(%100) uyumlu bulunmustur. Coklu direng icin de
durum aynidir. Bir susta INH + RIF ve bir susta da
INH + streptomisin (SM) direnci tespit edilmis ve
agar proporsiyonla tam uyum gostermistir (%100).

BacT/ALERT 3D sistemi MB/BacT SIRE kiti ile 58
susun 45'inde tim major antitliberkiloz ilaglara
duyarlilik tespit edilmis ve o6zgillik, duyarlihk ve
genel uyumlari referans yontem olan agar proporsi-
yonla karsilastinilarak sirasiyla %92, %100 ve %93
olarak bulunmustur. Hesaplanan kappa degeri 0.78
dir ve gii¢li bir uyumdan bahsedilir.

Buna gore agar proporsiyon yontemiyle INH'ye
direng saptanan 7 sus sistem tarafindan tespit edilmis
fakat INH duyarli 3 sus sistem tarafindan yanlis
direncli olarak raporlanmistir. INH duyarlilik tespi-
tinde sistemin ozgullik, duyarlilik, genel uyum ve
kappa degerleri sirasiyla %94, %100, %95, 0.84
olarak hesaplanmistir. Agar proporsiyon yontemiyle
tek basina RIF direnci saptanmamigken BacT/ALERT
3D sistemi, MB/BacT SIRE kitiyle 1 susta yanhs
direng tespit edilmistir. RIF igin sirasiyla 6zgtillik
%98, duyarhlik %100, genel uyum %98 hesaplanmig
kappa degeri 0.91 olarak bulunmustur. EMB, SM ve
coklu ilag direnci icin tim degerler %100'ddr.

TK anti-TB sistemiyle duyarlilik saptamada 6zgillik,
duyarlilik ve genel uyum sirasiyla %98, %100, %98
ve kapa degeri 0.93 hesaplanmis ve mikemmel
uyuma sahip bulunmustur.

Ayrica IHN icin %98 6zgiillik, %100 duyarhlik ve
%98 genel uyuma sahip olup kappa degeri 0.91'dir.
Diger ilaglar igin degerler %100'ddr.

ilaglarin duyarliligini tespit etme zamani (giin) olarak
sistemler arasinda fark olup olmadigini belirlemek
amaciyla; tek yonli varyans analizi (One-ANOVA)
yapilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda; ilag-
larin duyarliligini tespit etme zamani bakimindan her
lc sistem arasindaki fark istatistik olarak anlamli
bulunmustur (p< 0.01) (Tablo 5).

Buna gore MGIT sistemiyle ortalama 5 giinde (min 3;
maks 7), TK anti-TB sistemiyle ortalama 11.7 giinde
(min 7; maks 20), MB/BacT sistemiyle ortalama 13.6
glinde (min 8; maks 22) duyarliliklar tespit edilmistir.

TARTISMA

Giinlimiizde tiiberkiloz tedavisinde kullanilan primer
antitiiberkiiloz ilaglar, INH, RIF, SM, ETM ve pirazina-
middir. Tiberkilozda etkenin kisa stirede taninmasi,
ilag direncinin saptanmasi ve ilaglarin uygun dozlar-
da uygulanmasi son derece 6nemlidir. Bu nedenle
klasik laboratuvar tani yéntemleri yaninda hizli sonug
veren, duyarlihgr ve 6zgulligi yiksek, kolay uygula-
nabilir yeni kiltir yontemleri ile molekiler biyoloji
teknikleri gelistirilmektedir. Antitiiberkiiloz ilaclara
karsi direng gelisimini saptamak i¢in M. tuberculosis
kokenlerinin antitiberkiloz ilaglara duyarhliklarinin
belirlenmesinde, DSO tarafindan sivi (7H12 besiyeri
kullanilan ticari sistemler) ve kati [proporsiyon yonte-
mi (Middlebrook 7H10/7H11 agar veya Lowenstein-
Jensen: L))] bazli yontemler 6nerilmektedir (7).

Calismaya toplam 58 M. tuberculosis complex susu
alinmis olup, bu suglardan 48'i yeni olgulardan, 10'u
ise daha 6nce tedavi almis olgulardan izole edilmistir
ve bu 10'u sadece birinde INH direncine rastlanmis-
tir. Bu sayilarin bolgemizdeki primer ve sekonder
direng oranlarini dogru yansitmayacagi distniilerek
primer ve sekonder direng seklinde bir degerlendir-
meye gidilmemistir.

Aslan ve arkadaslari, Baylan ve arkadaslari, Durmaz
ve arkadaslari, Yayli ve arkadaglari, Karadag ve arka-
daglari, Orhan ve arkadaslari ile Tansel ve arkadasla-
rinin yaptiklari calismalarda INH direngleri sirasiyla
%14.3, %7.9, %10.22, %9.3, %8, %13.93, %9 sek-
linde olup, bizim ¢alismamizda oldugu gibi tekli INH
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direngleri diger direnglere gore yiiksektir (8-14). Bu
calismada ikili ilag direncinde INH ile birlikte RIF'e
ve SM’ye direng tespit edilmistir. Bu durumda RIF ve
SM’ye %1.7’lik bir direng s6z konusudur. iki ilaca
direng orani ise %3.4'tlir. EMB direnci ise yoktur.
Durmaz ve arkadaglarinin, Yayli ve arkadaglarinin,
Senol ve arkadaslarinin yaptiklari calismalarda ¢oklu
ilag direnci sirasiyla %2.26, %2.7, %2 bulunmustur
(10,11,15). Cahsilan sus sayisi, gercek direng duru-
munu gostermek icin yetersiz olsa da saptanan ilag
direng oranlari, tedaviye dogru yon vermek adina,
ilag duyarlilik testi calismalarinin yapilmasi gerektigi-
ni gostermesi bakimindan 6nemlidir. Calismada sap-
tanan %12 oraninda bir INH direnci goz ardi edilme-
melidir. Yoresel, primer INH direncinin %4'iin
tstiinde olmasi durumunda en az dort antitliberkiiloz
ilagla tedaviye baslanmasi ilkesi nedeniyle, bu deger
bolgemizdeki tedavi secenegini yonlendirmesi agi-
sindan da ayri bir 6neme sahiptir (16).

Yurt disinda ise 1997 yilinda MGIT sistemiyle INH ve
RIF duyarhligr tzerine ¢ahisilmis ve BACTEC 460
sistemi ile kargilastirilmasi yapilmistir. Calisma sonu-
cunda genel uyum INH igin %97.3, RIF icin %100
bulunmustur (17). Bu calismada MGIT sisteminin
genel uyumu INH igin %96 bulunmustur.

1999 yilinda Avrupa’da yapilan ¢ok merkezli bir ¢alis-
mada ise MGIT sistemi yine BACTEC 460 TB sistemiy-
le karsilastirilmis, uyumsuz sonuclar proporsiyon yon-
temiyle tekrar analiz edilmistir (18). Calisma sonucun-
da INH, RIF ve SM icin genel uyum %99 bulunmustur.
3.75 pg/mL'lik konsantrasyonda calisildiginda EMB
icin dogruluk seviyesi %98 olarak tespit edilmistir.

2000-2001 yilinda Avrupa ve Amerika’da yapilan
calismalarda MGIT AST SIRE sistemi agar proporsi-
yon metoduyla karsilastiriimig ve dort major anti-
tiiberkiloza duyarlilik tespitinde genel uyumda
%95.3 ile %100 arasinda degerler tespit edilmistir
(19-21). Bu calismada ise manuel MGIT sisteminin
dort major antitliberkiiloza duyarlilik tespitinde genel
uyumu %97, INH’de 6zgiilliik ve duyarlilik sirasiyla
%94 ve %100 olarak tespit edilmistir. Calismada,
EMB’ye karsi direncli sus bulunmadigindan MGIT
sisteminin EMB direncini saptamadaki basarisi deger-
lendirilememistir.

Manuel MGIT sistemiyle yapilan galisma sayisi sinir-
lidir. Tam otomatize bir sistem olan MGIT 960 siste-
mi bu sistemin yerini almis goriinmektedir. Manuel
MGIT sistemi, 6zellikle MDR-TB suslarinin hizli tes-
pitinde referans sistem BACTEC 460 sistemi kadar
glvenilir oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(17,19,21). Bu galismada da diger bir referans yon-

tem olan agar proporsiyonla duyarlilik genel uyumu
ve Ozellikle INH direncinde glcli bir uyum soz
konusudur.

Wing Wai Yew, Steena Ching Wa Tong'un 2001
yilinda yaptiklart MB/BacT sistemiyle agar proporsi-
yon yonteminin karsilastirilmali ¢alismasinda, iki
metod arasinda genel uyum SM (1 pg/mL) igin %99,
INH (1 pg/mL) icin %95.2, RIF (1 pg/mL) icinse %100
olarak bulunmustur (22). 2006 yilinda BacT/ALERT
3D sistemiyle DSO ait 80 sus kullanilarak yapilan bir
calismada, INH (0.09 mg/L) icin duyarliik %100,
ozglillik %95, EMB (1.8 mg/L) icinse sirasiyla %100
ve %98 bulunmustur (21). Yapilan bu iki calismada
ve bu galismada INH igin duyarlilik %100 bulunmus-
tur. Calismada antibiyotiklere direng sayisi az oldugu
icin karsilastirma yapmak dogru bulunmamuistir.

Duyarlilik tespit zamanlarina bakildiginda MGIT sis-
temi en hizli sistem olarak gorilmektedir. MB/BacT
sisteminde ortalama siire 13.6 giin olarak tespit edil-
mistir. Bu slre uzun gibi gorlinse de; c¢alismada,
indirekt inokllum (L) besiyerinde tretilmis suslardan
1.0 McFarland hazirlanarak) kullanildigindan, MB/
BacT calisma prosediir geregi olarak hazirlanan 1.0
McFarland’lik inokiilum, cihaza ylklenmis ve Greme
tespitinden sonra suslar duyarlilik testine tabii tutul-
muslardir. Cihazin ortalama Gretim zamani 8.55 giin
(min 3-maks 20 giin) olarak bulunmustur. MB/BacT
sisteminin ortalama tespit zamaninin yiiksek ¢ikmasi
buna baglanabilir. Tim sistemler indirekt inokilum
ile calisildigindan bu siire MB/BacT sisteminde
duyarhlik tespit zamaninin icinde degerlendirilmistir.

Sonug olarak ¢alismada; standart ve referans yontem
olan agar proporsiyon yontemiyle, tekli ilag direnci
olarak sadece INH'ye karsi direng tespit edilmis olup,
tim sistemler %100 duyarlilikla (gercek direnclileri
tespit etme yetenegi) INH direncini tespit etmislerdir.
Agar proporsiyon yontemiyle bir susta INH + RIF
(MDR) ve bir susta da INH + SM direnci tespit edil-
mis, tim sistemler tarafindan bu suslar %100 duyar-
lihk ve %100 6zgtllikle bulunmuglardir. Her g sis-
temin de, yapilan diger calismalarda belirtildigi gibi,
major antitliberkiiloz ilaglar olan INH, SM, EMB ve
RIF icin duyarlilik tespitinde, rutin mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinda kullanilabilecek; is glici az, hizli
ve glivenilir ydntemler oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde toplumun tiimiinii yansitan, givenilir,
standardize edilmis direng raporlari bulunmamakla
birlikte, degisik merkezlerden bildirilen raporlar
direng sorununun kiigimsenmeyecek boyutta oldu-
gunu gostermektedir.
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Bu calismalarin isiginda, etkili tiberkiloz tedavisinin
saglanabilmesi icin llke genelinde, tlke gergekleriy-
le baglantili olarak hizh, glvenilir, standardize edil-
mis hem izolasyon-identifikasyon, hem de duyarlilik
testlerinin yapilabildigi sistemlerin mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinda kullanima girmesi gerektigi anla-
silmaktadir.
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