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Yavas Ureyen Mycobacterium

tuberculosis, Mycobacterium kansasii
turlerinin antimikrobiyal duyarlik testleri Gg¢
nedenden dolayr 6nemlidir:

a. Sonuglar tedavi girisim rehberi
olarak kullanilabilir.

b. Tedaviye basarili yanit vermeyen

hastada ilag direncinin
onaylanmasi agisindan  degerli
olabilir.

c. Toplumdaki primer ve edinilmis ilag
direnci hakkinda bilgi edinilebilir.
Yavas Ureyen mikobakterilerin
duyarhdini 6lgcmekte kullanilan en yaygin

yontem modifiye orantilama ydntemidir.
Klasik

olarak Ug ilag duyarlilik yontemi vardir.

mikobakteriyolojide  genel

1. Rasyo yontemi ( Mitchisson 1957)

2. Absoli konsantrasyon yontemi
(Meissner 1961)
3. Modifiye orantilama yontemi

(Canetti- Rist- Grosset 1963)
Modifiye orantilama yontemi, ¢ogu
yavas Ureyen mikobakteriler i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu

yontem  hizli  Ureyen

mikobakteriler igin kullaniimamalidir.

ilke
Modifiye orantilama yonteminde, test
edilecek tuberklloz basilinin standardize
antitiberkiloz ilag

slispansiyonu, iceren

agara vel/veya (L.J. besiyerine) ve ayni
zamanda antitiberklloz ila¢ icermeyen bir
kontrol agarina ve/veya (L.J. besiyerine)
ekilir.

3-4 hafta 37 °C’de bekletildikten sonra
ilagc iceren besiyeri ile, ilag icermeyen
besiyerindeki treme karsilastirilir. Uremenin
miktarina baglh olarak organizma duyarl
veya direngli olarak siniflandirilir.

Duyarlilik testi dogrudan (direkt) veya
dolaylh (indirekt) ydntem ile yapilabilir.

Dogrudan ydntemde dekontamine
edilmis, yogunlastinimis yayma-pozitif érnek
dogrudan antitliberkuloz ilag iceren
besiyerine ekilir.

Dolayli ydontemde ise primer izolasyon
besiyerinde Ureyen saf organizma kultirQ
kullanilir.

Proporsiyon yéntemi bugin i¢in yaygin
kullanilan bir yéntemdir. Basitlestiriimis sekli
bltin dinyada kullaniimaktadir.

Esasi, deneyde kullanilan canl basil
sayisinin bilinmesi ve sus igindeki direngli

basil oraninin saptanmasidir.
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Bu teknikte, ekim ozellik gosterir.
Siklikla iki dilusyon yapilir (10° ve 10° ),
bunlardan  biri, tlpler Uzerine (105)
sayllabilecek oranda basil dismesini saglar.
ilagsiz tuipler tzerindeki koloni sayisi, ekilen
canl basillerin tim sayisini, ilagh tuplerdeki
koloni sayisi ise, yalniz susta bulunan
direncli basillerin toplamini gosterir.

Bu basillerin ilagsiz tiplerdeki koloni
sayisina oranl bize, susun direng orantisini
verir.

Bu ydntemin gecerli olmasi igin:

a. Once belirlenmis iki basil dilusyonu

kullaniimasi

b. Sayilabilecek  miktarda  koloni

vermesi
c. Degisik suslarda yapilan cegitli
deneylerin her zaman ayni direngli
basil oranini géstermesine baglidir.
Gergekten de 10°

normal olarak 50-200 koloni elde

dilusyonunda

edilmektedir.
Defalarca yapilan deneyler direngli
basil oraninin degismedigini
gOstermistir.

Belirli bir ylzdenin Ustl, susu direncli

olarak kabul etmenize yeterli
olmaktadir.
Malzemeler
A. Besiyeri ve saklama kosullar
1. Lowenstein- Jensen

besiyeri (2°-8°)

2. 1000 pg olarak hazirlanan
antimikrobiyal stok
solusyonu (-20° C ve Ustl
Isida)

a. lizoniazid (INH)
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b. Streptomisin
(SM)
Rifampisin (RF)
d. Etambutol
(EMB)
e. Pirazinamid
(PZA)
3. Dimetil  sulfoksit veya
metanol(  rifampisin  ve
etionamid igin ¢ozlcl 25°
C)
4. Steril distile su (25° C)
ilaglar koagulasyondan énce katilir ( =
16 x 200 mm c¢apinda 7 ml besiyeri igeren
kalin, darbeye dayanikli, kapakli deney
tupleri).
B. Gerecgler
1. Sterii = 16x 200 mm
capinda kapakl, datanikh
cam tlpler
2. 1.0 Mc Farland bulaniklik
standard: tip
3. Cam boncuk ( 3 mm
¢apinda) yeteri kadar.
1 adet 2 It erlenmeyer
1 adet 1 It erlenmeyer
6 adet 500 mrlik balon. 2
adet 6 It'lik balon. 50 ml'lik
balonlar.

7. Manyetik karistirici veya

calkalayici

8. 1 adet 100 mllik Oolgekli
mezur.

9. 1 adet 500 mllik olgekli
mezur.

10. 1,5 ve 10 mllik steril

serolojik pipet ve pipet

pompasi veya ayarlanabilir
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otomatik pipet ve steril

uglari

11. Steril cam veya
polypropylene tpler
(13x100 mm, 17x100 mm)

12. Sterii 6ze (3 ~mm),
dispozibl steril 6zeler

13. Eldiven steril

14. Maske

15. Huni- Tllbent (gazh bez)

steril.

C. Donanim

1.

o g bk~ w N

Biyolojik guvenlik kabini
sinif i

Otomatik pipetler
Karisgtirici

Vorteks

36 = 1° C inkubator
Koagulatér (78°- 80° ) tup
kalibina uygun (aral Gursel

tipl vbg).

besiyerine

Tablo 1: Kati besiyerinde  (LJ)
mikobakteriyel kolonilerin lremesinin
belirlenmesi

Koloni Sayisi Sonug

0-50 Gergek Sayi

50-100 1+

100-200 2+

200-500 3+

Yogun Greme 4+

Kalite kontrol:

A. Besiyerinin sterilite kontroli

1. Her besiyeri dokuildiginde,
tiplerin %10’unu 36° C'de (COy)
48 saat bekletin.

2. inkiibasyonu takiben bakteriyel
ve fungal bulagmayi kontrol edin.
Egder birden cok besiyerine bulas
varsa hazirlanmis  besiyerlerini

atiniz.

Yontem

Tdm ekim hazirlik ve basamaklari ve

ekimler  biyolojik  guvenlik

kabininde yapilmahdir.

Ekime hazirlanma.

Dogrudan ydntem (yayma pozitif
primer drnekten)

a. Ornekten diliisyon
hazirlayin, konsantre
Ornekten saf su le
sulandirildiginda 20
alanda bir aside direngli
basil rastlanacak sekilde
sulandirin.

Dolayli yéntem ( kati besiyerindeki

uremeden)
a. Dogrudan inokulasyon
slispansiyonu- 3-5

koloniden Ornek  alin
(besiyeri almamaya dikkat
edilir).

Vortekslenir (1-2 dk)

Bulanikhgr  Mc  Farland 1.0
standardina gelinceye kadar steril
saf su ilave ederek ANA

SUSPANSIYON hazirlanir.
Bu ana suspansiyondan direng
testinde kullanilacak dilusyonlar

hazirlanir.
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Tablo 2: inokulasyon hazirhg igin

test organizmalarin sulandiriimasi

Test Steril | Olusan

organizmasi |Saf Su | suspansiyon

(Ana

suspansiyon)

1 9 10”

10"den 1 9 10

10“den 1 9 10~

107 den 1 9 10

Veya

Ana Steril | Olusan

suspansiyon |saf su | suspansiyon

1.0 ml 9.0 ml | 1/10mg/ml’lik
107

10"den 0.1 ml [9.0 ml | 1/1000
mg/ml'lik 107

10~den 0.1 ml [ 9.0 ml | 1/100.000
mg/ml'lik 107

Her dilusyonda pipet degistiriimeli, her

dilusyon vortekslenmelidir.
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Ekimlerin yapilmasi:

1. 10°

(1/1000)

ve 10°

(1/100000) dilusyonlardan

a.

Kontrol olarak ilagsiz

L.J besiyerlerine 0.2 ml

ekiniz

b. llagh L.J
besiyerlerine 0.2 ml ekilir
C. Ekilen tipler
basillerin yuzeye
yayilabilmesi icin etlve

yatik olarak konulur. 36 +

1° Cde 3-4 haftalk
inkubasyondan sonra
okunur.
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Sonuglarin degerlendirilmesi:

1.

10° ve 10 lik dilusyonlara
mutlaka ekilmelidir.

En az 10° dilusyonlardan
kontrol ekimleri yapilabilir ve
sonuglar ona gore
degerlendirilir.

Degerlendirme iki dnemli tanima gore

yapilir:

a. KRITIK

KONSANTRASYON (KK):
ilag-metod-besiyeri
etkilesimleri sonucu
ulagiimis, standardize
edilmis bir kavramdir. Belli

bir oranda veya miktarda

uremesine izin  verilen
konsantrasyondur.

b. KRITIK
PROPORSIYON (KP):
Kritik konsantrasyonda

Uremesine izin verilen basil

populasyonu oranidir.
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Tablo 3: L.J. besiyeri icin KK ve KP oranlar (bagka besiyerleri i¢cin bu degerler

degisik olabilir)

ilag Kritik Konsantrasyon (KK)ug Kritik Proporsiyon (KP) %
isoniazid (INH) 0.2 1.0
Rifampisin (RF) 40 1.0
Streptomisin (SM) 4 10.0
Pirazinamid (PZA) 100.0 10.0
Etambutol (EMB) 2.0 1.0
PROPORSIYON METODUNU b. Bu sayimlara goére direngli

DEGERLENDIRME: Konsantrasyon esas
olarak sayilabilecek ( <100) koloni elde
etme esasina dayanir.
indirekt testlerde bu dilusyon 10°
olabilecegi gibi 107 de olabilir.
Degerlendirme 3 basamakta yapilir:
a. Degisik tlplerdeki koloniler

sayilir

basil orani saptanir

c. Cikan sonuglarin her biri ilag
igin saptanmis olan kritik
proporsiyon (KP) ile
karsilastinp o ilaca karsi
duyarh yada direngli

olduguna karar verilir.

Ornek 1: indirek (dolayli) Proporsiyon yontemi INH test

Sulandirma llagsiz | Kontrol tiiplerdeki | ilagh tiipler pg/ml

koloni 0.1 0.2 1.0
(1/1000) 107 0 0 0 0 80 koloni
(1/100.000) 10® 30 38 35 4 1 koloni

Not: sus INH’ya direnclidir

Ornek aciklamasi:

0.2 mllik ekimde, ilagsiz kontrol
tipindeki koloni adedi ortalamasi
(30+38)/2=34 cfu

( colony forming unit) saptamaya gore
10° dilusyonda kontrol tipte ortalama 34
koloni UGremistir.

flacli (INH) iceren tiiplere
bakildiginda: 0.1 yg/ml INH iceren tupte 35
koloni var ise ilagsiz tlpteki koloni sayisi ile

benzerlik gdstermekte, bu konsantrasyonda
susun %100 direncli oldugu anlasilir.

0.2 ug/ml INH igeren tipte, 4 koloni
gorulmektedir. 4/34 = %12 +. Bu bize
yapilan deneylerde %12 direngli sus
bulundugunu géstermektedir. Diger yandan
KP (kritik diren¢ esigini) gosteren tabloya
baktigimizda 0.2 pg/ml'de %1 ve fazlasinin
diren¢ gosterdigine gore, elimizdeki susun
INH'a direncli oldugunu sdyleyebiliriz.

Sonug direngli verilmelidir.
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Ornek 2: INH igin

Engin Seber

Sulandirma llagsiz ilagh tiipler ug/ml
(Kontrol tiipleri) 0.1 0.2 1.0
107 4 4+ ++ 80
10° 100 80 1 0

10 sulandirmada her bir tlpe ekilen
bakteri adedi (100+80)/c= 90 cfu dur.
10 sulandirmada her bir tiipe ekilen

bakteri sayisi hesaplanirsa: 10 sulandirma

KK’daki (kritik konsantrasyon) 80 cfu, 9.000
sayisinin % kagidir? Basit bir oranti ile
80/9.000 x 100 = %0.88 bulunur. % 0.88,
INH icin KP %1’den kiguk (%0.88< %1)

107 sulandirmanin 100 katidir. O halde 107 oldugu icin sus INHa  duyarhdir
sulandirmada 90x100=9.000 bakteri olup
Ornek 3: Rifampisin (RF) igin
Sulandirma llagsiz ilagh tiipler ug/ml
(Kontrol tiipleri) 10 20 40
107 4+ +++ ++ + 65
10° 100 92 76 0 0

100 = 0.67). 0.67< %1 oldugundan sus

Rifampisine duyarlidir.

Rifampisinde Kritik Konsantrasyon
(KK) 40, Kritik Proporsiyon (KP) %1
oldugundan, ((100 + 92)2 = 96 cfu, 65/96 x

Ornek 4: Streptomisin (SM) igin

Sulandirma llagsiz ilagh tiipler ug/ml
(Kontrol tupleri) 2 4

107 +++ +++ +++ 0,7

10° 32 26 18 0

97/2900x100=%3.34’U KKa
Ancak 3.34<%10 (KP)

oldugu igin sus ilaca duyarhdir.

10 kontroller (32 + 26)/2 = 29 cfu,
10 tiplere (29x100)=2900’er basil

bunlarin

direnclidir.
ekilmis ve
Ornek 5: Etambutol (EMB) igin

Sulandirma llagsiz ilagh tiipler ug/ml

(Kontrol tiipleri) 1.0 2.0 4
107 ++ ++ ++ 80
10° 12 18 0 0 0
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10° sulandirmada her bir tiipe ekilen
bakteri adedi (12+18)/2=15 cfu, 10
sulandirmada 80 bakteri vardir.

Antituberkiiloz ilacin segimi

Rutin kullanimda 5 birincil ilag direng

testlerine alinir. Bunlardan Pirazinamid’den

Tablo4: Kullanilan ilag konsantrasyonlari

Etambutolde KK 2.0, KP %1 oldugundan
80/15=5.33, 5.33>%1 sus Etambutole
direnclidir.

(PZA) pH uyumsuzlugu nedeni ile saglikli

sonug alinmasi gugtar.

ilag pg/mi pg/mi pg/mi
isoniazid (INH) 0.1 0.2 1.0
Streptomisin (SM) 20 4.0 8.0
Etambutol (EMB) 1.0 2.0 4.0
Rifampisin (RF) 10.0 20.0 40.0

Antitiberkiiloz ilaglar igin

c¢ozuciiler
Birincil
Etambutol.............. Steril Saf Su
INH...cooiiieiieiiis Steril Saf Su
Streptomisin........... Steril Saf Su
Rifampisin.............. Dimeti Sulfoksit

veya Metanol

ikincil
Kapreomisin........... Steril Saf Su
Sikloserin................ Steril Saf Su
Etionamid................ Dimetil Sulfoksit
Kanamisin............... Steril Saf Su

Batin ilaglarda tartilacak miktar
dikkatle hesaplanmalidir. ilacin miktari ile
potens’i (etkisi) farkli olabilir. Potensi %100
olan ilaglar i¢in ayni miktar tartilir. Potensi
%96 olan ilag igin ise (0.960),
100/0.960=104.166 mg. tartmak gerekir.




ILAC KONSANTRASYONLARIN
HAZIRLANMASI
Isoniazid (INH)
A solusyonu:100 mg INH etken
madde 10 cc steril saf su icinde eritilir.

(10.000 pg/ml).

Engin Seber

B solusyonu: 0.1 ml A solusyonu 9.9
ml steril saf su icine konularak 100

pg/ml
solusyonu uygun sulandirmalar igin

ilac orani elde edilir. ilag

asagidaki gibi hazirlanir:

INH icin konsantrasyon

500 ml L.J. besiyeri i¢in eklenmesi gerekli B

Hg/ml solusyon miktari (ml)
0.1 i¢in 0.5
0.2igin 1.0
1.0 igin 5.0

Streptomisin (SM)

Dihidro-streptomisin sulfat
(C21H41N7O45) kullaniimasi gerekir.
Bulunmadiginda ticaretteki streptomisin

sulfat (C,1H39N7O12) kullanmaktayiz.

A solusyonu: 1 gr streptomisin 10 ml
saf suda eritilir (100.000 pg/ml)

B solusyonu: 0.1 ml A solusyonu 9.9
ml steril saf su icine katilarak 1000 ug/mi

ilag orani elde edilir.

Streptomisin (SM) i¢in konsantrasyon (pug/ml)

500 ml L.J. besiyeri i¢gin eklenmesi gerekli B

solusyon miktari (ml)

1.0

2.0

4.0

Etambutol (EMB)
A solusyonu : 100 mg etken madde

10 ml steril saf su iginde eritilir (10.000
pg/ml).

B solusyonu: 1.0 ml A solusyonu 9.0
ml steril saf su i¢ine konularak 1000 pg/ml

ilag orani elde edilir.

Etambutol (EMB) i¢in konsantrasyon (ug/ml)

500 ml L.J. besiyeri i¢gin eklenmesi gerekli B

solusyon miktari (ml)

0.5

1.0

2.0




Rifampisin (RIF)
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A solusyonu: 10 mg rifampisin 10 ml metanolde eritilir. Bu eriyikten dogrudan:

Rifampisin (RIF) i¢in konsantrasyon (ug/ml)

500 ml L.J. besiyeri i¢in eklenmesi gerekli B

solusyon miktari (ml)

10 0.5
20 1.0
40 2.0

Lowenstein (L.J) besiyerinin hazirlanmasi:

A.Tuz solusyonu

Monopotasyum fosfat....... 2400 mg

Magnezyum sulfat............. 240 mg
Magnezyum sitrat.............. 600 mg
L- Asparajin...........ccccuueee 3600 mg
Gliserin......ccocccvviiiieeieien, 12 ml
Saf SU..coiiiiiiiieieee 600 ml

B. Yumurtanin hazirlanmasi:

1. 25 adet temiz, taze iri boy yumurta
alinir. Sabunlu su ile iyice fircalanarak
temizlenir.

2. Yumurtalar genis bir kap i¢inde varsa
U.V. Lamba altinda 60-120 dk steril
edilir. Sonra 5-6 It'lik agzi lastikli steril
bir balona steril huni yardimi ile kirillarak
konur. Homogenize oluncaya kadar
kuvvetlice ¢alkalanir veya vortekslenir.
3. Tuz solusyonu (A), temiz steril bir
tilbent veya gazl bez ile stzllir, %2’lik
malasit yesilinden 25-30 ml ilave
edilerek Ana L.J. besiyeri elde edilir.
4. Hazirlanacak ilagh besiyerine gore
uygun orani saglayacak miktarda ilag
¢cozeltileri balon jojelere hazirlanir.
Uzerine ana L.J. besiyerinden istenen
konsantrasyonu saglayacak miktarda

konur.Uzerleri etiketlenmis (RIF 20,

Yandaki maddeler bir balona konulup
benmaride eritilir. Sonra 115° C'de
20 dk steril edilir.

INH1, SM4 vb.) steril tlplere dagitilir.
Ornek: 0.2ug/ml INH'li L.J. besiyeri
hazirlayacak olalim:

Ana L.J. BESIYERI'nin 500 ml'si
steril ayri bir balon joje icine konur ve
Uzeri yazilarak isaretlenir. Uzerine 100
pg/mllik INH ¢ozeltisinden 1.0 ml’si
ilave edilerek tuplere dagitilir.

5. Koagulatérde 78-80° C'de 1 saat
koaglle edilir. 18-24 saat 37° C'de
sterilite  kontrolu yapildiktan sonra

sogutucu’da (2-8° C) saklanir.

Basitlestiriimis proporsiyon
yontemi: Kisaltilmis pratik bir tekniktir.
Besiyeri ve degerlendirme klasik
proporsiyon yontemindeki gibidir.

Farklar::

a. Yalniz indirekt test yapilabilir.




b. Her ilag icin bir konsantrasyon
kullanilir.

c. Ekim standart 6ze ile yapilir.

Yontem:

Ureyen suslardan 1 6ze dolusu
alinarak 1 ml saf su konulmus boncuklu
balona ilave edilir. 20-30 sn. iyice
calkalanarak karnistirilir (Vortex’ lenir). Bir
sure blylk partikillerin  dibe ¢dkmesi

beklenir. Ustte kalan sividan 50 g alinarak
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ekim yapilir. Ttplerin agzi kapatilarak 37°C
lik etiivde 28 glin enkibe edilir.

Okuma:

Genellikle 28. ve 40. ginlerde iki
okuma vyapilir. Dikkatli sekilde ilacl ve
ilagsiz tuplerdeki koloniler sayilir. Ekilen
basil miktari bulunur, sustaki mevcut
direncli basillerin orani kolayca hesaplanir.

Bu oran bilinen kritik proporsiyon
(tabloda gosterilmigtir) ile karsilastiriir ve

susun direncli veya duyarli olup olmadigi

10 ml saf su igceren balona ilave edilir. rapor edilir.

Karigtirilir (Vortex’ lenir) yeni karisim 10

bakteri icermektedir.
102 karigimdan 10 ml saf su bulunan

balona 50 ug ilave edilerek 10 soliisyon

elde edilir.
10 solisyondan 1. kontrol

besiyerine ve o6nceden hazirlanan ilagl

tiplere 0,2 ml ekim yapilr. 10

solisyondan 2. kontrol besiyerine 0,2ml
ilag Kritik Konsantrasyon (K.K.) Kiritik Proporsiyon (K.P.)
INH 0,2ug/ml - (1) %1,0
SM 4.0pg/ml - (8,0) %10,0
EMB 2.0ug/ml - (2.5-5) %1.0
RF 40.0pg/ml - (20 —40) %1,0
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