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OZET

Bu calismada, Mycobacterium tuberculosis suslarinin izoniazid (INH), rifampisin (RIF), streptomisin
(STR) ve etambutol (ETM)’e karsi duyarliliklarinin saptanmasinda, Middlebrook 7H10 agar yerine, daha
ekonomik olmasi nedeniyle cikolatali agarin kullaniimasi ve sonuglarin BACTEC 460 TB (Becton Dickin-
son, Sparks, MD, ABD) sisteminin sonuglari referans kabul edilerek karsilastirlmasi amaglanmustir. Calis-
maya 25 M. tuberculosis klinik izolati alinmis ve malasit yesili eklenmis cikolatali agarda duyarllik yonte-
mi, NCCLS'nin 6nerdigi proporsiyon yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Calismamizda, cikolatali
agarda elde edilen sonuglarla BACTEC 460 TB sisteminin sonuglari karsilastirildiginda, her iki yontem ara-
sindaki uyum INH ve RIF icin %88, STR icin %84, ETM icin %72 olarak saptanmistir. Cikolatali agarda
duyarlilik yonteminin 6zgillik, duyarliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise sirasiyla; INH icin
%82.3, %100, %72.7, %100; RIF icin %78.5, %100, %78.5, %100; STR icin %83.3, %84.2, %94.1,
%62.5; ETM icin %25, %94.1, %72.7, %66.6 olarak belirlenmistir. Tiim izolatlarda sonuglar 21. glinde
elde edilmistir. Sonug olarak bu 6n ¢alisma, M. tuberculosis’in duyarllik testi icin cikolatali agarin kullani-
labilecegini diisiindiirmekle birlikte, daha fazla izolatla ileri calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, antitiberkiiloz ilag, ¢ikolatali agar, duyarllik testi.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of chocolate agar as an alternative medium instead of
Middlebrook 7H10 agar, for the susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis strains against isoni-
azid (INH), rifampicin (RIF), streptomycin (STR) and ethambutol (ETM). The susceptibility results obta-
ined by chocolate agar were compared with the results of BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks,
MD, USA) system which was accepted as the reference method. A total of 25 M. tuberculosis clinical iso-
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lates were included to the study and susceptibility testing was performed on malachite green added-
chocolate agar with some modifications of proportion method recommended by NCCLS. In our study
when comparing the results obtained by chocolate agar with the results of BACTEC 460 TB system, the
concordance rates for INH, STR, RIF and ETM were found as 88%, 88%, 84% and 72%, respectively. The
specificity, sensitivity, positive and negative predictive values of susceptibility testing on chocolate agar
have been detected as 82.3%, 100%, 72.7% and 100% for INH; 78.5%, 100%, 78.5% and 100% for
RIF; 83.3%, 84.2%, 94.1% and 62.5% for STR; 25%, 94.1%, 72.7% and 66.6% for ETM, respectively.
The results of the susceptibility testing performed on chocolate agar were obtained on the 21 day of
incubation for all isolates. In conclusion, the data from our study suggested that chocolate agar can be
used as an alternative medium for the susceptibility testing of M. tuberculosis, however, further studies
with more isolates are needed for the standardisation of the method.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis drugs, chocolate agar, susceptibility testing.

GIRis

Gunumizde hala ciddi bir halk saghgr sorunu olmaya devam eden tuiberkiloz ile mu-
cadelede, etkenin hizla saptanarak antibiyotik duyarllik sonuclarinin belirlenmesi en
onemli basamaktir. Bu basamak, ¢ok ilaca direncli tiberkiloz (CID-TB) olgularinin yay!-
limini 6nlemede 6nemli bir yere sahiptir'*. Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin anti-
tlberkiloz ilaclara kargi duyarliliginin arastiriimasi amaciyla cesitli yontemler ve farkli be-
siyerleri denenmektedir. Drancourt ve arkadaslari®, M. tuberculosis suslarinin kanl agar-
da 1-2 hafta icinde pigmentsiz, R tipi, kiiciik koloniler olusturduklarini géstermistir. Co-
ban ve arkadaslari® ise ilk kez, proporsiyon yénteminde Middlebrook 7H10 agar yerine
kanh agar kullanarak M. tuberculosis izolatlarinin izoniazid (INF) ve rifampisin (RIF) du-
yarhliklarinda giivenli sonuglarin alinabilecegini bildirmistir.

Bu calismada, malasit yesili eklenmis cikolatali agarda proporsiyon yontemi ile, klinik
M. tuberculosis izolatlarinin INH, RIF, streptomisin (STR) ve etambutol (ETM)’e duyarllk-
lari saptanarak, BACTEC 460 TB sisteminin sonugclaryla karsilastirilmasi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Samsun Gogls Hastaliklari Hastanesi, Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda
klinik 6rneklerden izole edilen 25 M. tuberculosis susu dahil edildi. Calismada Sigma’dan
satin alinan INH, RIF STR ve ETM kullanildi. INH, STR ve ETM distile su, RIF metanol ile
belirli oranlarda ¢ozllerek stok soliisyonlar hazirlandi. INH, STR ve ETM filtre ile steril
edildi ve kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Cikolatali agar, “Blood Agar Based Medium” (Oxoid, Ingiltere) kullanilarak Uretici fir-
manin tarifine gére hazirlandi. Zengin bir besiyeri olan cikolatali agarda kontaminasyon
riskinin yuksek oldugu dikkate alinarak, besiyerine kontaminasyonu engellemek icin
Middlebrook 7H10 agar icin tavsiye edilen oranda (%0.0025) malasit yesili (Merck, Al-
manya) eklendi. ilag son konsantrasyonlari; INH icin 0.2 ug/mL, RIF icin 1 ug/mL, STR i¢in
2 ug/mL ve ETM icin 5 ug/mL%” olarak hazirlanan cikolatali agar, kapakl tiiplere yaklasik
5 mL olacak sekilde dagitildi ve yatik olarak katilasmaya birakildi. Bunlara ek olarak, her-
hangi bir antibiyotik icermeyen malasit yesilli cikolatali agar kontrol besiyeri olarak hazir-
landi. Hazirlanan besiyerleri katilastiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
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izolatlarin antibiyotik duyarhliklari BACTEC 460 TB sistemi ile tespit edildi. Cikolatali
agarda duyarllik yontemi NCCLS’in 6nerdigi proporsiyon yontemi modifiye edilerek ya-
pildi’. Modifikasyonun temelini, Middlebrook 7H10 agar yerine malasit yesili eklenmis
cikolatali agarin kullaniimasi olusturmaktaydi.

Lowenstein-Jensen (L)) besiyerinde yeni Gremis M. tuberculosis suslarina ait koloniler ali-
narak, 3-4 mL 7H9 buyyon ve dort-bes steril cam boncuk iceren falkon tiiplerine aktaril-
di. Koloniler vortekslenerek homojen hale getirildi. Olusan siipernatan 1 McFarland’a
ayarlandi ve 7H9 buyyon ile 100 kat sulandirilarak her sus icin inokulim hazirland. ino-
kulimlerden 100’er pl, antibiyotik iceren ve icermeyen (kontrol) cikolatali agar besiyerle-
rine ekildi. Besiyerleri 37°C’de inkiibasyona birakildi. ilk hafta kontaminasyon kontrolii
icin iki glinde bir kontrol edildi. Daha sonra 14. ve 21. glinlerdeki tremelere bakilarak so-
nuglar kaydedildi. ilach besiyerindeki koloni sayisinin, ilag icermeyen besiyerindeki koloni
sayisina orani %1’den biiyiik oldugunda, izolat direncli olarak rapor edildi®”.

BULGULAR

Calismamizda, cikolatali agarda elde edilen sonuclarla BACTEC 460 TB sisteminin so-
nuclarinin kargilastirimasi Tablo 1'de sunulmustur. Toplam 25 susun hicbirinde 14. giinde
treme goriilmezken, 21. glinde tim suglardan sonug¢ alinmistir. BACTEC 460 TB sistemi-
nin sonuclari referans kabul edildiginde, cikolatali agarda her antibiyotik icin elde edilen so-
nugclarin uyumu Tablo I'de; cikolatali agarda antitiiberkuloz duyarlilik yonteminin 6zgillik,
duyarllik, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise Tablo II'de gorilmektedir.

Tablo I. M. tuberculosis izolatlari ile Cikolatali Agar ve BACTEC 460 TB Sisteminde Alinan Sonuglarin
Karsilastinilmasi (n= 25)

Cikolatal agar BACTEC 460 TB sistemi sonuglari

Antitiiberkiiloz ilag sonuglari Direncli Duyarh Uyum (%)

INH Direncli 14 0 88
Duyarli 3 8

RIF Direncli 11 0 88
Duyarli 3 11

STR Direncli 5 3 84
Duyarli 1 16

ETM Direncli 2 1 72
Duyarl 6 16

INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, STR: Streptomisin, ETM: Etambutol.

Tablo Il. Cikolatali Agarda Antitiiberkiiloz Duyarlilik Yonteminin Validite Degerleri

ilag Ozgiilliik (%) Duyarlilik (%) PPV (%) NPV (%)
INH 82.3 100 72.7 100
RIF 78.5 100 78.5 100
STR 83.3 84.2 94.1 62.5
ETM 25 94.1 72.7 66.6

INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, STR: Streptomisin, ETM: Etambutol, PPV: Pozitif prediktif deger, NPV: Negatif prediktif deger.
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TARTISMA

Gunumiizde M. tuberculosis suslarinin antitliberkiloz ilaglara duyarliliginin belirlen-
mesinde, Middlebrook 7H10 agarda proporsiyon metodu, BACTEC 460 TB sistemi ve
MGIT 960 yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Bunlardan BACTEC 460 TB ve MGIT
960 sistemleri hizli yontemler olmakla birlikte, pahali olmalari dezavantaj olusturmakta-
dir. Middlebrook 7H10 agarda proporsiyon metodu, BACTEC 460 TB ve MGIT 960 sis-
temlerine gore daha ekonomiktir; ancak sonug alma stiresi digerlerinden daha uzun ol-
maktadir'. Bu sebeplerden dolayl M. tuberculosis'in ucuz ve kolay elde edilebilir besi-
yerlerinde Uretilmesi ve antitiiberkiloz ilaglara duyarliliklarinin belirlenmesi icin cesitli ca-
hsmalar yapiimistir. Cikolatali agar da, ucuz ve kolay elde edilebilir bir besiyeri oldugu
icin bircok laboratuvarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Kilicturgay ve arkadaslari® ile Ar-
vand ve arkadaslarinin® yaptiklari calismalarda, M. tuberculosis'in kanl agarda tredigi
gosterilmistir. Coban ve arkadaslan® da calismalarinda, kanli agari INH ve RIF duyarligi-
ni belirlemede kullanmis ve INH icin 6zgulligu %71.4, duyarlihgr %100, RIF icin ise du-
yarlilik ve 6zgiilligii %100 olarak tespit etmistir. Coban ve arkadaslarinin'® yapmis ol-
duklari bagka bir calismada, INH, RIF, STR ve ETM’nin duyarlilig kanli agarda arastiriimis
ve uyum orani INH icin %91.1, STR icin %97, RIF ve ETM icin ise %100 olarak saptan-
mustir. Yine bu calismada suslarin cogunun (22/34) sonuclari 14. giinde elde edilmistir'®.
Coban ve arkadaslar'' konu ile ilgili diger calismalarinda, 50 M. tuberculosis klinik izola-
tinin duyarliidini kanli agar kullanarak arastirmislar, INH ve RIF icin %100, STR icin %92,
ETM icin %96 uyum bulmuslardir. Arastiricilar bu ¢alismada da sonuglarini 14. giinde el-
de ettiklerini belirtmislerdir'".

Sunulan bu 6n calismada, M. tuberculosis klinik izolatlarinin duyarliigi cikolatah agar
kullanilarak arastiriimis ve alinan sonuglarin BACTEC 460 TB sistemi ile uyum oranlari
INH ve RIF icin %88, STR icin %84, ETM icin %72 olarak saptanmistir (Tablo I). Calisma-
mizda 6zgillik, duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise sirasiyla; INH icin
%82.3, %100, %72.7, %100; RIF icin %78.5, %100, %78.5, %100; STR icin %83.3,
%84.2, %94.1, %62.5, ETM icin %25, %94.1, %72.7, %66.6 olarak belirlenmistir (Tab-
lo ). Tum izolatlar icin sonuglar 21. glinde elde edilmistir. Sonug olarak, M. tuberculosis
suslarinin antimikrobiyal duyarlihginin belirlenmesinde, cikolatali agar alternatif ve eko-
nomik bir besiyeri olarak kullanilabilir gériinmekle birlikte, konu ile ilgili daha ¢ok sayida
izolatin arastinldigr genis kapsamli calismalara ihtiyag vardir.
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