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Antitiberkiloz ila¢ direncinin slrveyansi
tuberklloz kontrol programlarinin basarisini
degerlendirmede o6nemli bir ydntemdir.
Duyarliik sonuglari  olmaksizin  yapilan
tiberkuloz tedavileri, tedavi basarisizhig
riskini ve antitiberkiloz ilaglarina karsi
direng gelisimini arttirmaktadir.

CDC (Centers for Disease Control and
Prevention)  kultirinde  Mycobacterium
tuberculosis izole edilen her hastaya, Ug¢
aylik bir tedaviden sonra yayma ve kultir
pozitifligi devam eden veya tedaviye klinik
yanitsizlik olan bitin hastalara direng testi
yapilmasini  énermektedir (7). Ayrica
direngli tlberklloza sahip bir hasta ile
temas Oykusu bulunanlar, HIV ile infekte
olup kaviter lezyonlari olanlar, disuk
sosyoekonomik  kosullarda  yasayanlar,
yiuksek ilag direnci bulunan (primer
izoniazid direni % 4’den fazla) bolgelerde
olanlar tedaviye baslamadan 6nce mutlaka
diren¢ varligi yoninden incelenmelidir (5).
CDC, materyal  laboratuvara  kabul
edildikten sonra ortalama 28-30 glinde

M. tuberculosis kompleks icin duyarlilik
testlerinin  sonuglanmasini  dnermektedir
(14). Bu amagla ¢ok sayida duyarlilik testi
yontemleri gelistiriimektedir.

Antitiiberkiiloz ilaglara Kargi Duyarhhk
Testlerinin Amaci:
1-Kullanilacak antibiyotigin,
mikroorganizmaya karsi etkisini ortaya
ctkarmaktir (3).

2-Mikobakteri populasyonu i¢inde herhangi
bir ilaca karsi, ilagla hi¢ karsilasmadigi
halde dogal (mutasyonel) direngli olan
bakteri sayisini ortaya ¢ikarmaktir (3).
Antitiiberkiiloz ilaglara Kargi Duyarhhk
Testlerinin Temeli:

1-Mutlak Konsantrasyon Yéntemi:
Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine,
2x10%1x10* cfu / ml mikobakteri iceren
inokulum ekilir. inokulum miktari olarak
100.000 basili gegmemelidir (8). ilagl
besiyerinde 20 koloniden fazla olmasi o
ilaca bakterinin direngli oldugunu gbésterir.
Yeterli metodolojik calismalar
yapilmadigindan hata orani yuksektir. Ekim
orneginin bu kadar hassas bir gsekilde
hazirlanmasi en 6nemli zorlugudur (3).
2-Direng¢ Orani Yontemi:

ilagh besi yeri iceren tiiplerin bir sirasina da
antitiberklloz ilaglarin  hepsine duyarli
oldugu bilinen

M. tuberculosis H37Ryv ile inokule edilir. Bu

yontemde 10° cfu / ml'lik inokulum kullanilir

(8).



Farkli dilisyonlarda ilag iceren besiyerlerine
ekilen bakteriler igin ilaglarin minimal
inhibitdr konsantrasyonu (MIK)
saptanabilmektedir.Test edilen susun MiK
degeri, M. tuberculosis H37Rv’'nin MIK
degerinden 8 kat veya daha fazla yiksekse
o ilaca direngli oldugu kabul edilir.
Degerlendirilmesi zordur, yeterli metodolojik
calismalar yapilmadigindan hata orani
yuksektir (3).

3-Proporsiyon Yoéntemi:

Antitiberkiloz ilaglara direngli basil orani,
yapilan g¢alismalar sonucunda genel olarak
% 1 duzeyi kriter alinarak ayarlanir.
Direncin % 1 oranini tayin etmek igin
kontrol besiyerinde kullanilan  bakteri
miktari ilagl besiyerindekinden 100 defa
daha azdir. llagh besiyerinde (reyen
kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki
kolonilerin sayisiyla karsilastinilir. Belli bir
ilaca direngli basillerin orani hesaplanip,
test edilen popllasyona yiizdesi olarak
belirtilir. Bu test icin koagulasyondan 6nce
ilag eklenmis Loweinstein Jensen (LJ)
besiyeri, Middlebrook 7H10 kullanilabilir (3).
ilagsiz kontrol besiyerinde 200-300 koloni
olusturan ekim &rnegdi, bu yéntem igin en
uygun olanidir. Bu yogunlukta basil iceren
ornegin elde edilebilmesi igin énce kiltlirde
Uretilmis  bakteriden 1.0 Mc Farland
bulanikhginda  slspansiyon  hazirlanir.
Hazirlanmis homojen siispansiyondan 107,
107, 10° veya 107, 10™ ‘lik diliisyonlar
hazirlanmaktadir. Bu dilisyonlardan ilagsiz
kontrol besiyerine ve ilagh besiyerine ekim
yapilir. Ekim yapilmig tlpler 3—-4 hafta
inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
sayllir. Test edilen sus belli bir antibiyotige

karsl % 1 veya daha ylksek oranda direngli
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ise sonug direngli; % 1’in altindaki oranlarda
direncliyse sonu¢ duyarli olarak yorumlanir
(8). Bu yodntem indirekt olarak primer
kultirde Uremis bakteriden veya direkt
olarak mikroskobide aside direngli bakteri
gérilen hasta materyalinden yapilabilir (3,
8). Onceki testlerde oldugu gibi 100.000
basilden daha az ekilmesi gerekmez. Uzun
yillar test edilmis, metodolojik calismalar
yapilmis,
onaylanmistir. Mutant bakteri

uluslararasi komitelerce
proporsiyonunun kantitatif olarak hesap
edilmesini  sagladigindan  degerli  bir
yontemdir (3). Tablo 1 ‘de primer
antitliberkuloz ilaglarin farkli
besiyerlerindeki esdeger son ilag
konsantrasyonlari gérilmektedir (3, 8).

Hizli Duyarhilik Testleri

1-Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC
460- Becton Dickinson):

Homojenizasyon ve  dekontaminasyon
islemlerinden gegirilen klinik Orneklerden,
zenginlestiriimis 14C isaretli palmitik asit
iceren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
bulunan siselere (Middlebrook 7H12) ekim
yapilir (8, 4). Yag asiti kullanilinca 14 CO,
ortaya c¢ikar ve siseler periyodik olarak
BACTEC 460 cihazina yerlestirilerek 14
CO, saptanmaya cgalisilir. Olusan 14CO,
miktari Greme indeksi (Gl) olarak cihaz
tarafindan saptanir. Gl: 500 olunca
duyarlilik testi yapilir (4). Bir antitiberkiloz
ilac besiyerine eklendiginde organizma
duyarl ise Ureme baski altina alinir. Bu
kontrole kiyasla gunlik Ureme indeksinde
azalma veya c¢ok kuglk artis seklinde
saptanabilir. Organizma direncliyse ¢cok az
veya hi¢ baskilanma goérilmez. Direncin %

1 oranini tayin etmek icin kontrol sisesinde



Klasik Antibiyotik Duyarhlik Test Yontemleri

kullanilan bakteri miktari ilagli sisedekinden
100 defa daha azdir. Dinya Saglik
Orgitiinin - standart olarak énerdigi  bir
sistemdir. Primer antitiberklloz ilaglarin
yani sira bazi sekonder antitiberkiloz
ilaclarin duyarlilik testleri de
yapilabilmektedir (10) (Tablo 2). Gunlik is
yuktu fazlahdr ve radyoaktivite iceren
atiklarinin olmasi dezavantajidir.
Geleneksel yontemlerle ortalama 21 ginde
sonug¢ alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7
ginde ¢ikmaktadir.

2-Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC-
MGIT 960- Becton Dickinson):
Middlebrook  7H9 iceren dip kismi
ruthenium kompleksi bulunan silikon bir
tabaka ile kaph tupler kullaniimaktadir. Tip
icinde bulunan oksijen yogunlugunun fazla
olmasi nedeniyle tip dibine gbénderilen UV
Isinina karsi floresan 1sima olusmazken,
oksijenin mikobakteri veya kontaminan
mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak
tiketiimesi ve CO, birikmesi sonrasi tip
dibine gdnderilen UV isini ruthenium
degisiklik

floresan vermektedir. Saptanan floresan

kompleksindeki nedeniyle
miktar1 Ureme indeksi olarak ele alinmakta

ve kaltar pozitifligi agisindan
degerlendiriimektedir (9).

Duyarlihk testi icin ilagsiz ve ilagh tiplere
esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu
tiplerdeki Greme karsilastirilir. ilagsiz tiipte
Ureme saptandiktan sonra 48 saat
icerisinde ilagli bir tlpte Ureme olursa,
bakterinin o ilaca diren¢li oldugu kabul
edilir. Ureme orani ve saptama zamani
BACTEC 460 ile aynidir. Rayoizotop
kullanilmamasi avantajidir. Surekli

monitorizasyon ile 960 tipin ayni anda

takibini saglamasi ve bilgisayar verileri
vermesi nedeniyle is yukl daha azdir.
Kontaminasyon oranlari yiksektir (9). Bazi
calismalarda etambutol icin duyarliiginin
disuk oldugu bildirilmistir (15, 6).

Pirazinamid ve kanamisin i¢in bu ydntem

denenmis ve iyi sonuglar alinmistir (11, 1).

3-Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi :

A) MB /BacT /ALERT MB (Organon,
Teknika)

Kolorimetrik olarak besiyerinde olusan CO,
dlzeyini Olcerek mikobakteri Uremesini
degerlendirir. Radyoizotop icermez. Tam
otomatiktir, bilgisayar destedi mevcuttur.
Duyarlilik testi yapilabilmektedir. Testlerin
sonuglanma siiresi BACTEC 460’dan daha
uzundur. Etambutol i¢in duyarliigi duguktar
(2).

B) Alamar Blue Oxidation-Reduction
Indicator (Accumed)

Bakteri ilagch ve ilagsiz Middlebrook
besiyerlerine ekilerek 10-14 gin inkube
edilir. Kontrol tipune alamar mavisi eklenip,
50 °C’de 2 saat bekletilir. Rengin maviden
pembeye dbénmesi dreme  oldugunu
gosterir. Ureme saptanmigsa ayni islem
ilach tiplere uygulanir. Pembeye dénmenin
goérualduga  tiplerde Ureme oldugu, o
tiplerdeki ilaglara kargi bakterinin direngli
oldugu saptanir. Uremenin ne zaman
olacagi tam olarak tahmin edilemediginden
birden fazla kontrol tlpl hazirlanmasi ve
belli araliklarla bu tuplerde Ureme
arastiriimasi gerekmektedir.

4- Karbondioksit Olusumunu Saptayan
Sistem; ESP Culture System |l

(Accumed):
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Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
iceren siselerde mikobakterilerin
olusturdugu gaz ve olusan basinci 6lgerek
Ureme  degerlendirmesi  yapan, tam
otomatik, radyoaktif olmayan, bilgisayar
destekli bir sistemdir. Primer antitliberkiloz
ilaclar test edilebilmektedir (12).

5- E Test (AB BIODISK):

Primer antitiberkuloz ilaglara karsi MIK
degerlerini  belirlemek icin kolay bir
yontemdir.

Acik  sistem  oldugundan

uygulama ve okunmasi sirasinda dikatli
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olunmasi gerekmektedir. Ulkemizden
yapilan bir ¢calismada E test ile 7H11 agar
proporsiyon metodu arasinda uyum
isoniazid,
etambutol i¢in sirasiyla %83.1, % 78.8, %

847, % 80.5 olarak saptanmis olup

rifampisin, streptomisin,

sonuglandirma siresi
E test igin 7 giin, agar proporsiyon igin 21

glin olarak bulunmustur (13).

Tablo 1. Primer antitliberkiloz ilaglarin farkli besiyerlerindeki esdeger son ilag

konsantrasyonlari (ug / ml)

Antibiyotik BACTEC 12B LJ M7H10
Streptomisin 2.0 4.0 2.0
6.0 - 10.0
Rifampisin 2.0 40.0 1.0
isoniazid 0.1 0.2 0.2
0.4 1.0 1.0
Etambutol 25 20 5.0
7.5 6.0 10.0
Pirazinamid 100 100 25.0
50.0

Tablo 2. Sekonder antitiiberkdiloz ilaglarin farkli iki besiyerindeki ilag konsantrasyonlari (ug / ml)

ilag BACTEC 12B M7H10
Kapreomisin 1.25 10.0
Sikloserin - -
Ethionamid 1.25 5.0
Kanamisin 5.0 5.0
Amikasin 1.0 4.0
Klofazimin 0.5 1.0
Ofloksasin 20 20
Rifabutin 0.5 1.0
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