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OZET

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu tiberkiiloz giinimiizde énemli bir halk saghg: sorunu
olmaya devam etmektedir. Bu hastaligin diinyada hala bu kadar 6nemli bir saglk sorunu olmasinin en
onemli nedeni, antimikobakteriyel ila¢ direncidir. M.tuberculosis izolatlarina kars! in vitro ve in vivo etkin-
likleri nedeniyle florokinolonlar 6zellikle cok ilaca direncli tiiberkiiloz tedavisinde Diinya Saglik Orgiitii ta-
rafindan alternatif olarak 6nerilmektedir. Antimikobakteriyel ajanlara karsi direncin hizli saptanmasi tiber-
killoz hastalarinin tedavisi agisindan cok énemlidir. Bu calismada tetrazolyum moru (TM) ve resazurin
(RES) testlerinin M.tuberculosis klinik izolatlarinin hizli tanimlanmasi ve siprofloksasin duyarliliklarinin be-
lirlenmesindeki etkinligi degerlendirilmistir. Calismaya, birinci secenek ilaglardan en az birine direncli ol-
dugu belirlenmis 30 M.tuberculosis klinik izolatina ek olarak M.tuberculosis H37Ra standart susu dahil edil-
mistir. Bu suslarin siprofloksasin duyarliiginin test edilmesi amaciyla TM ve RES testleri ile birlikte altin
standart oranti (proporsiyon) yéntemi uygulanmistir. inkiibe edilmekte olan test tiiplerine TM ve RES 5,
7,10 ve 12. giinlerde eklenmis ve testler dort set olacak sekilde yapilmistir. TM testinde saridan koyu mo-
ra her turlt renk degisikligi mikobakteriyel Greme olarak degerlendirilmistir. RES testi icin ise maviden
pembeye herhangi bir renk degisikligi bakteriyel Greme olarak kaydedilmistir. Mikobakteriyel Gireme ve
direncin saptanmasi icin gerekli stire, 30 M.tuberculosis klinik izolatinin 25 tanesi icin 7 giin olarak tespit
edilmistir. Ancak baslangi¢ inokuliim miktar disiik olan bes izolat icin mikobakteriyel tireme degeri 10

iletisim (Correspondence): Dog. Dr. Alpaslan Alp, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Sthhiye, 06100 Ankara, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 312 305 1562, E-posta (E-mail): aalp@hacettepe.edu.tr




Direngli Mycobacterium tuberculosis Izolatlarinda
Siprofloksasin Direncinin Saptanmasinda Tetrazolyum Moru ve
Resazurin Testlerinin Etkinliginin Degerlendiriimesi

ve 12. guinlerde saptanmistir. Siprofloksasin iceren tiliplerde g6zlenen herhangi bir renk degisikligi siprof-
loksasine direng olarak yorumlanmistir. Calisma sonucunda, TM ve RES testleriyle uygulanan siprofloksa-
sin duyarlilik testi sonuglari oranti ydntemi sonuglariyla tamamen uyumlu olarak bulunmustur. Calisma-
mizda, RES ve TM testlerinden elde edilen bulgular, bu yontemlerin diger ikinci secenek antimikobakte-
riyel ilaglara karsi duyarliigin belirlenmesinde de pratik ve hizli testler olarak kullanim alani bulabilecegi-
ne isaret etmektedir. Bu kolorimetrik testlerin 6zellikle distik gelir diizeyine sahip Ulkelerde yayginlastiril-
masi pahall tanisal sistemlere duyulan ihtiyaci da azaltacaktir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis; ilag direnci; tetrazolyum moru; resazurin.

ABSTRACT

Tuberculosis, caused by Mycobacterium tuberculosis, is still a serious public health concern. Antimy-
cobacterial drug resistance which is in an increasing trend worldwide aids to the importance of tuber-
culosis problem. Fluoroquinolones which exhibit in vitro and in vivo anti-mycobacterial activity, are be-
ing recommended by World Health Organization as alternative drugs particularly for the treatment of
multidrug resistant tuberculosis. Rapid detection of antimycobacterial resistance is of great importance
for the effective treatment of patients with tuberculosis. In this study, we evaluated the efficiency of tet-
razolium violet (TV) and resazurin (RES) assays in terms of rapid detection of bacterial growth and cip-
rofloxacin resistance in M.tuberculosis clinical isolates. Thirty M.tuberculosis isolates which were resistant
to at least one of the first-line anti-tuberculosis drugs were tested using TV and RES assays in addition to
gold standard agar proportion test. Standard strain M.tuberculosis H37Ra was also included in each run.
The tests were performed in four sets as TV and RES were added on day 5, 7, 10 and 12. For the TV as-
say, any change in colour from yellow to dark purple was recorded as bacterial growth. For the RES as-
say, any change in colour from blue to pink was recorded as bacterial growth. The optimal incubation
period for detection of growth and resistance was 7 days for 25 of 30 bacteria. However, results for five
isolates with low inoculum rates were detected on 10™ and 12 days. Any change in colour in drug con-
taining media was recorded as resistance to ciprofloxacin. All the susceptibility results were consistent
with those obtained from agar proportion method. As indicated by our results, TV and RES assays are
rapid and simple tests which could be used for detection of bacterial growth and ciprofloxacin resistan-
ce in M.tuberculosis clinical isolates. Widespread use of such colorimetric tests will help to minimize the
need of sophisticated expensive susceptibilty test systems particularly in low income countries.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; drug resistance; tetrazolium violet; resazurin.

GiRis

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2010 yilinda diinya genelinde ortalama 650.000 ok ila-
ca direngli yeni tiiberkiiloz (CID-TB) olgusu ve 50.000 yaygin ila¢ direngli yeni tiiberkiiloz
(YID-TB) olgusunun ortaya ciktigini belirtmektedir'-2. Mart 2011 itibariyle 58 farkl iilke
DSO’ye en az bir adet YID-TB olgusu bildirmistir>3. Ulkemizde de farkl merkezlerden ce-
sitli YID-TB olgu bildirimleri olmustur. izmir ve istanbul’da farkli merkezlerde yapilan aras-
tirmalarda bu bélgelerdeki YID-TB olgu sayisi 22-26 arasinda belirtilmektedir?. Her ne ka-
dar Ulkemizden bildirilen YiD-TB olgulari heniiz sinirli sayida olsa da, Glkesel CID-TB ve
YID-TB kontrolii icin giivenilir direng belirleme yontemlerine ihtiyag vardir.

DSO’niin “Stop TB” projesi de benzer sekilde global dlcekte tiiberkiiloz yiikiinii ve ol-
gu sayisini azaltmayi amaclamaktadir. Bu nedenle bilimsel gelismelerin isiginda yeni ilag-
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lar ve yeni tanisal yaklagimlar gelistirilmektedir'-2. Mycobacterium tuberculosis izolatlarina
karsi in vitro ve in vivo etkinlikleri nedeniyle florokinolonlar, 6zellikle CID-TB tedavisinde
DSO tarafindan alternatif olarak énerilmektedir. Bu nedenle son yillarda tiiberkiiloz te-
davisinde florokinolon etkinliginin ve direncinin saptanmasi calismalarina odaklanilimis-
tir>. M.tuberculosis suslarinin Giretilmesi ve ilag direncinin saptanmasinda kullanilan kon-
vansiyonel yontemler 3-6 hafta icinde sonug verebilmekte; hizli molekdiler testler ise dii-
siik gelir diizeyine sahip tilkelerde rutin kullanima girememektedir®. Bu nedenle M.tuber-
culosis ilag direncinin saptanmasinda tetrazolyum tuzlan’-8, resazurin®'°, malasit yesili'",
alamar mavisi'2 ve nitrat rediiksiyon'? testleri gibi ucuz, kolorimetrik saptamaya dayali
testler onerilmektedir. Bu testler tlberkiloz tedavisinde kullanilan birinci ve ikinci sira
ilaclara kargi direncin saptanmasinda umut vaad edicidir®. Ozellikle CID-TB tedavisinde
kullanilan ikinci sira ilaglara kargi duyarliigin saptanmasi icin disik maliyetli ve kolay
testlerin kullanima girmesi, YID-TB bulasinin 6niine gecilmesi ve (lkesel tiberkiiloz kont-
rol politikasi agisindan ¢ok onemlidir.

Bu calismada CID-TB tedavisinde kullanilan ikinci sira ilaglardan siprofloksasine kars
duyarliligin belirlenmesinde, oksidasyon ve rediiksiyon prensibine dayanan iki kolorimet-
rik yontem olan tetrazolyum moru (TM) ve resazurin (RES) testlerinin etkinligi arastiril-
mustir. Bu iki yontemden birincisi olan TM testinde kullanilan tetrazolyum tuzlan canh
hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimleriyle formazana donustirilmektedir. Klinik bir
ornekteki canli mikobakteri aktivitesi sonucu, oksitlenmis tetrazolyum tuzunun formaza-
na donisiimiini takiben saridan koyu mora renk degisimi gozlenir®'*. M.tuberculosis
ilag direncinin saptanmasinda yaygin olarak 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolyum bromiir (MTT) kullaniimaktadir’-®'*17_ Bu calismada daha énce bircok bas-
ka bakterinin canlihginin gosterilmesinde de kullanilmis olan farkh bir tetrazolyum tuzu
[2,5-diphenyl-3-(1-naphthyl): tetrazolyum klorir (TM)] kullanilmistir'®, ikinci yontemde
ise boya olarak alamar mavisinin bir yapitasi olarak tanimlanmig RES bilesigi kullaniimis-
tir. M.tuberculosis ila¢ direncinin saptanmasinda uzun zamandir kullanilan bu bilesik, ok-
sitlenmis haldeyken mavi olup, klinik 6érnekteki canli mikobakteriler tarafindan reduksi-
yona ugratildiinda renk degistirmekte ve pembeye donmektedir® 19151920 By calisma-
da M.tuberculosis klinik izolatlarinda siprofloksasin direncinin hizli saptanmasinda TM ve
RES kolorimetrik testlerinin etkinligi degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM
TM ve RES Testleri

TM testi, Abate ve arkadaslan?' ile Foongladda ve arkadaglari'® tarafindan tanimlanan
yéntemlerden; RES testi ise Palomino ve arkadaslarinca'® tanimlanan yéntemden modi-
fiye edildi. Deneylerde oranti yontemiyle tiiberkiiloz tedavisinde ilk secenek olan ilaglar-
dan en az birine direncli oldugu gosterilmis olan 30 M.tuberculosis izolati ve M.tubercu-
losis H37Ra sugu kullanildi. En uygun inkiibasyon siresinin belirlenebilmesi icin deneyler
dort diizenek olarak hazirlandi ve 5, 7, 10 ve 12. giinlerde kontrol edildi. Her bir izolat
icin Lowenstein-Jensen (L)) besiyerinde 3-4 hafta stresince inklbe edilen klttrlerden
toplanan bakteri kolonileri McFarland 2 bulanikliga ayarlanarak, %10 oleik asit-albumin-
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dekstroz-katalaz (OADC) ile zenginlestirilen Middlebrook 7H9 besiyerine inokiile edildi.
Her bir siispansiyondan alinan 1 ml hacmindeki 6rnekler steril tlplere aktarildi. Tupler-
deki son konsantrasyon 2 pug/ml olacak sekilde, 4 ug/ml siprofloksasin stok soltiisyonun-
dan 1’er ml eklendi ve boylece son inokulim miktari da McFarland 1 bulaniklik olarak
ayarlandi. TM testi icin hem kontrol hem de ilag iceren tlplere 100’er ul TM (Sigma-Ald-
rich; 30 mg/ml distile suda ¢6ziinmis) eklendi. Tim tlpler 37°C’de 4 saat inkiibasyona
birakildi. inktibasyon siresinin bitiminde 0.1N hidroklorik asit (HCL)/izopropanol iceren
50 pl formazan ¢oziict soliisyon tuplere eklendi; tlipler vortekslendi ve tekrar 37°C’de 1
saat inklibe edildi. Strenin sonunda tiiplerin rengindeki saridan koyu mora déniisim mi-
kobakteri Gremesi olarak degerlendirildi. RES testi ise TM testine benzer sekilde 100’er
RES’in (Sigma-Aldrich; 0.2 mg/ml distile suda ¢6ziinmus) tim tlplere damlatilarak
37°C’de bir gece inkiibasyonuyla gerceklestirildi. inkiibasyon suiresinin sonunda tipler-
de maviden pembeye renk degisimi mikobakteriyel Greme olarak yorumlandi. Tim so-
nuclar oranti yontemiyle elde edilen sonuclarla karsilastirildi.

Antimikobakteriyel Duyarhlik Testi

Antimikobakteriyel duyarlilik testleri, daha 6nce 6nerilen sekilde oranti yontemi kulla-
nilarak gerceklestirildi?2. Bu amacla %10 OADC ile zenginlestirilmis Middlebrook 7H10
agar (Difco, ABD) kullanildi. Otuz M.tuberculosis susu ve M.tuberculosis H37Ra ATCC
25177 standart susu birlikte test edildi. M.tuberculosis izolatlar siprofloksasin direnci icin
sinir degeri kabul edilen 2 pg/ml ilag iceren 7H10 Middlebrook besiyerine ve ilag icer-
meyen kontrol besiyerine inokiile edildi?3. Siprofloksasinli besiyerinde; siprofloksasin
icermeyen besiyerlerindeki tremeye kiyasla %1’in stlinde Gireme gosteren M.tuberculo-
sis suslar direncli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, iki test diizeneginde de bes giin icinde herhangi bir renk degisikligi
gozlemlenmemistir. Mikobakteriyel tiremeye bagh olarak hem kontrol tlplerinde hem
de direncli M.tuberculosis suglarini iceren siprofloksasinli tiiplerde renk degisikligi 7. giin-
de saptanmistir. Baglangi¢ inokulim miktarinin az oldugu bes izolatta 7. glinde az mik-
tarda renk degisikligi gozlenmistir. Direncli olan bu suslarda renk degisikligi, enzimatik
ve metabolik aktivitelerin artmasi sonucu 10. glinde tam olarak gerceklesmistir. Ayrica
12. giin sonuglartyla 10. giin sonuglari arasinda fark tespit edilmemistir.

Siprofloksasin iceren tiiplerde g6zlenen herhangi bir renk degisikligi, siprofloksasine
direng olarak yorumlanmig ve tiim sonuclar oranti yontemiyle elde edilen diren¢ sonug-
lariyla uyumlu bulunmustur. Bu uyum, TM ve RES testlerinin mikobakteriyel remenin
saptanmasi ve siprofloksasine direncin gosterilmesinde basarili testler oldugunu kanitlar
niteliktedir.

Calismamizda, formazan ¢6ziici sollisyon olarak kullanilan HCI etkisi de degerlendi-
rilmistir. Siprofloksasin icermeyen kontrol tiiplerinde ve direncli M.tuberculosis izolatlari-
nin dredigi ilach tiplerde, inkiibasyonun 4. saatinde HCI eklenmeksizin koyu mor renk
olustugu gozlenmistir. %0.1N HCI eklenmesini takiben M.tuberculosis izolatlarinin bir sa-
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at yeniden inklibasyonlari sonrasinda da herhangi bir renk degisikligi olusmamistir. Bu
sonug, TM testinde olusan formazanin ¢éziinmesinde ve renk degisiminde HCI'nin net
bir etkisi olmadigina isaret etmektedir.

TARTISMA

Diinya Saglk Orgiitii verilerine gére 2010 yilinda diinyada ortalama 1.4 milyon kisi-
nin tiiberkiiloz nedeniyle hayatini kaybettigi diisiiniilmektedir'. DSO, hem genel tiiber-
kiloz yikini hem de direncli olgu sayisini azaltmayi hedeflemektedir. Dolayisiyla, tiiber-
kiloz hastalarinin etkin tedavisi icin enfeksiyon ajanini ve ila¢ direncini saptayabilecek
hizl tani yontemlerinin kullanimi yayginlasmaktadir. Direncli M.tuberculosis suslarinin
hizh tespiti, bulasin oniini kesmek acisindan kritiktir.

Ulkemizde gerceklestirilen farkli calismalarda CID-TB orani arastinlmustir. Siriictioglu
ve arkadaslarinin?* calismasinda, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglardan herhangi
birine direng orani %21.1 olarak belirtilmistir. CID-TB orani Kocaeli’de yapilan bir ¢alig-
mada %S5 ve Trabzon’da yapilan bir baska calismada da %4.8 olarak bildirilmistir?>-2¢,
Durmaz ve arkadaslarinin?’ Malatya’da yaptiklari bir arastirmada ise, antimikobakteriyel
ilaglardan herhangi birine karsi direng orani %29 ve CiD-TB orani %4.5 olarak saptan-
mistir. Perincek ve arkadaslari?® CID-TB oranini %2.2 olarak bulmustur. Saglik Bakanli-
g'nin 2011 Verem Savas Raporunda yeni tiiberkiloz olgularindaki CID-TB orani %5.1
olarak belirtilmektedir?®. Tiirkiye’deki ilk YID-TB olgusu ise Ozkiitiik ve arkadaslari®° tara-
findan Manisa’dan bildirilmistir. YID-TB olgularinin kontrolii, CID-TB tedavisinde kullani-
lan ikinci sira ilaclara kargi hizli, glvenilir ve kesin sonug veren tani ve duyarlilik testleri-
nin kullanimina baghdir. Tiberkiloz tanisinda kullanilmak tGizere BACTEC, MGIT ve diger
hizli molekdler yontemler énerilmektedir; ancak tiiberkiloz insidansinin ve direngli olgu
sayisinin ¢ok yiksek oldugu dustik gelir diizeyine sahip Ulkelerde bu pahali sistemlerin
rutin uygulamaya sokulmasi miimkiin olamamaktadir'-¢. Ote yandan, M.tuberculosis ta-
nisi ve direncli suslarin belirlenmesi icin hiicresel cogalmaya bagl metabolik aktivitenin
olcimiine dayali, daha ucuz kolorimetrik yontemler de 6nerilmektedir. Bunlar arasinda
tetrazolyum tuzlan’-8, RES®'?, malasit yesili'!, alamar mavisi'2 ve nitrat rediiksiyon test-
leri sayilabilir'3.

Bizim bu calismamizda, M.tuberculosis klinik izolatlarinda CiD-TB tedavisinde kullani-
lan ilaclardan biri olan siprofloksasine karsi gelisen direncin saptanmasinda TM ve RES
testlerinin etkinligi arastiriimistir. Calismamizda, inkiibasyonun 7. gliniinde mikobakteri-
yel Greme, siprofloksasin duyarllik ve direng varligi basariyla tespit edilmistir. Baslangic
inokulim miktari dusik olan suslarda ise, inkiibasyonun 10. giine kadar uzatiimasi ge-
rekliligi ortaya konmustur. Calismamizda, M.tuberculosis ilag direncinin saptanmasinda
yaygin olarak kullanilan MTT yerine TM bilesiginin kullaniimasi tercih edilmistir. MTT tes-
ti, ekstra formazan ¢oziici tampon eklenmesini takiben bir saat daha inklbasyon peri-
yodu gerektirmekte olup’'®?, bizim kullandigimiz TM testinin sonuglari dért saat kadar
kisa stirede okunabilmekte ve ortamin koyu mor renge déniismesiyle formazan olusumu
gosterilebilmektedir. Bu test sistemi, formazanin gorinir hale gelmesini saglayan tam-
pon eklenmesi gerekliligini ortadan kaldirmakta ve testi kolay, tek basamakli bir yontem
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haline getirmektedir. Bu calismada hem TM hem de RES testi M.tuberculosis varliginin
gosterilmesi ve siprofloksasin direncinin saptanmasi agisindan hizli ve etkin testler olarak
bulunmustur. Bwanga ve arkadaslarinin®' CID M.tuberculosis oranini saptamak amaciyla
yaptiklari calismada da, RES testinin CiD-TB saptamadaki duyarliigi %86, dzgulligu
%92 ve testin referans yontemle uyumu %67 olarak bildirilmistir.

Duistk maliyetli bir yontem olarak rutin kullanima girebilecegi 6ne suriilen RES testi,
degerlendirme asamasinda ek sistemlere ihtiyac duyulmadigi icin3?, 6zellikle antimiko-
bakteriyel etkinligini in vitro kosullarda koruyamayan ve pH degisikliklerinden etkilendi-
gi icin duyarlilik belirlenmesinde sorun yasanan pirazinamid (PZA)’e karsi direncin sap-
tanmasinda da umut vaad edici olabilir. Campenerut ve arkadaslarn? yaptiklari calisma-
da, RES, mikrodiliisyon, mutlak konsantrasyon ve pirazinamidaz testlerinin etkinligini,
PZA duyarlihigini saptamak acisindan karsilastirmali olarak degerlendirmisler; sekizi PZA
direncli 34 M.tuberculosis susu ile yaptiklari calismada testlerin PZA direncini saptama su-
relerini sirasiyla 8, 20, 28 ve 7 giin olarak belirtmisler; RES testinin duyarlihk ve 6zgullu-
glnu absoli mikrodillisyon yontemiyle %100 uyumlu olarak bildirmislerdir. Ferrari ve ar-
kadaslarinin®* calismasinda da, BACTEC-MGIT 960 ile TM y&éntemi izoniyazid (INH), ri-
fampin (RIF), etambutol (EMB) ve streptomisin (STR) duyarliliklarini saptamak amaciyla
karsilastinimis; TM yonteminin antimikobakteriyel ila¢ duyarliigini saptamada BACTEC-
MGIT 960 ile uyum oranlarinin INH ve EMB icin %7100, RIF icin %99 ve STR icin %95.8
oldugu ifade edilmistir.

Literaturde ikinci sira antimikobakteriyel ilaclara duyarlilik saptanmasinda RES ve TM
testinin kullanildigi calismalara daha nadir rastlanmaktadir. Bunlardan genis olcekli bir
calisma olan Singh ve arkadaslarinin®> TM yéntemini gelistirmek (izere yaptiklari calis-
mada, M.tuberculosis H37Ra, M.smegmatis ve M.bovis BCG susunun birinci ve ikinci sira
toplam 10 farkh antimikobakteriyel ajana karsi duyarlihk profili aragtinlmistir. Arastirma-
cilar, mikrodilisyon, RES ve TM yontemleri arasinda uyumlu sonuglar bulmuslar; mena-
dion ile yaptiklari modifikasyon sonrasi TM yontemiyle en az 12 saat siiren test prosedu-
riniin M.smegmatis icin 20 dakikaya, M.tuberculosis/M.bovis BCG icin ise 40 dakikaya ka-
dar indigini rapor etmislerdir®>. Morcillo ve arkadaslar'® 101 CID-TB hastasindan izole
edilen birer M.tuberculosis susunun CiD-TB tedavisinde kullanilan ikinci sira ilaclara karsi
duyarlihgini test etmede oranti yontemiyle TM yontemini karsilastirmis ve yontemler
arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark olmadigini tespit etmislerdir. Ulkemizde ko-
lorimetrik yontemle birinci sira antimikobakteriyel ila¢c duyarlihginin test edildigi calisma
sayisi kisithdir. Coban ve arkadaslari®6, RES testiyle INH ve RIF diren¢ saptanma etkinligi-
ni, radyometrik BACTEC sistemiyle karsilastirdiklarinda RES testini %96 ve %100 uyum-
lu olarak belirtmislerdir.

Global ve bélgesel tiiberkiiloz kontroli icin, sireklilik arz eden direng siirveyansi olus-
turulmasi, CID ve YID M.tuberculosis suglarinin hizli tanisi ve duyarliliklarinin belirlenme-
si esasina dayanmaktadir. Ozellikle ulusal tiiberkiiloz kontrol programlarinin uygulanabil-
mesi, uygun ilacin etkin saglik politikasi dogrultusunda hizli bir sekilde temin edilmesiy-
le mimkidndir. Uygun ilacin temini ise hizli, maliyeti disiik ve konvansiyonel yontem-
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lerle yiiksek uyum gosteren testlerin gelistirilip yayginlasmasi sayesinde olasidir. TM tes-
ti ozellikle ikinci sira antimikobakteriyel ilaglara karsi direncin belirlenmesinde kullanil-
maktadir ve CiD M.tuberculosis suslarinin artista oldugu gelismekte olan Ulkelerde kulla-
nimi 6nerilmektedir4. Bircok farkli calismada tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan birinci si-
ra ilaglara karsi duyarliigin belirlenmesinde RES ve TM testi, kullanilan referans yontem-
lerle yiiksek derecede uyumlu ve dolayisiyla direncin saptanmasinda yeterli olarak belir-
tilmistir*37. Ancak RES testi, RES’in canli mikobakteriyel hiicreler tarafindan indirgenme-
si ve renginin pembeye donlsmesi icin ekstra bir gece inkiibasyon siirecine ihtiyac duy-
maktadir'®. Bu nedenle TM testi RES testine kiyasla dort saatte sonuclanmasi bakimin-
dan daha hizli bir testtir.

Bugtine kadar bircok arastirma grubu tiiberkiloz hizli tanisinin ve tiberkiloz tedavi-
sinde kullanilan ilaglara karsi direncin hizli belirlenmesi icin farkli kolorimetrik yontem-
ler 6ne stirmus ve bu sistemleri mikobakteriyel Greme acisindan standart yontemler ile
kargilastirmistir. Ornegin, Kocagéz ve arkadaslarinin3® gelistirdikleri, renk degisikligine
bagl olarak tremenin gozlendigi TK SLC besiyerinde, pozitif tiiplerde mikobakteriyel
lreme saptanmasi icin gereken suire 15.5 gtin olarak saptanmustir. Arastirmacilar, miko-
bakteriyel Gremenin bircok tiipte 10 ile 15. glinler arasinda, ortalama olarak da inku-
basyonun 12. giliniinde gozlendigini belirtmislerdir. Cahismada, TK hizli besiyeri kulla-
nilarak tlberkiloz tedavisinde kullanilan birinci sira ilaglara karsi duyarllk saptanma su-
resi ise ortalama 10.35 giin olarak verilmistir®®. Arastirmacilar TK besiyerlerinin kullani-
ma hazir, klinik 6rneklerin inokilasyonu icin kullanilan TK SLC besiyerlerininse bazi an-
timikrobiyalleri icerdigini belirtmislerdir. Besiyerlerinin kullanimindan 6énce herhangi bir
hazirlik asamasina gerek duyulmamasinin kontaminasyon riskini azalttigini belirten
arastirmacilar, kontaminasyon oranini LJ besiyerinde %5.33, TK SLC besiyerinde ise
%0.55 olarak kaydetmislerdir3®. Bizim calismamizda kullanilan tetrazolyum ve resazu-
rin maddeleri tiiberkiiloz sisteminden farkl olarak inkiibasyonun belirli glinlerinde sis-
teme eklenmekte ve renk degisimi sonrasi inkiibasyon sonlandiriimaktadir. Testte kulla-
nilan her iki indikator madde de mikobakteriler icin toksiktir. Toksisite nedeniyle, indi-
katorlerin eklenmesini takiben kulturler devam ettirilememis ve bu nedenle farkli giin-
lerde sonlandirilan birkag tiip hazirlanmustir. inkiibasyon sirasinda kapakl tiplerin agi-
lip bu maddelerin bakteri siispansiyonu lizerine eklenmesi kontaminasyon riskini artiran
bir unsurdur. Tim calisma boyunca biyoguvenlik kabininin kullaniimasi sayesinde kon-
taminasyon riski en aza indirilmistir.

Sorlozano ve arkadaslari*®, BACTEC MGIT, MB/BacT Alert 3D ve klasik L] kiiltiir yonte-
mini karsilastirdiklar calismalarinda, M.tuberculosis Giremesini sirasiyla 15.1, 20.2 ve 32.4
giin olarak saptamislardir. Lopez ve arkadaslari*C nitrat rediiktaz testi kullanarak arastirdik-
lart 325 M.tuberculosis izolatinin Gireme ve birinci sira tiiberkiiloz ilag direnci sonuglarinin
saptanma suresini sirasiyla 10 ve 14 giin olarak belirtmislerdir. Renk degisikligine dayali
bir baska M.tuberculosis hizli tani ydntemi olan nitrat rediiktaz testiyle tim sonuglarin or-
talama 10 glinde elde edilebildigini vurgulamislardir. Nitrat rediiktaz yontemini kullana-
rak dogrudan balgam 6rneklerinde mikobakteriyel iremeyi ve birinci sira ilag direncini de-
gerlendirdikleri calismada Visalakshi ve arkadaslar*', érneklerin biiyiik bir kisminda sonuc
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alinabilmesi icin 14 glin gerektigini belirtmislerdir. Yontemin duyarliligi ve 6zgullugi RIF
icin sirasiyla %94 ve %98; INH icinse sirasiyla %100 ve %98 olarak bulunmustur?'.

Tlberkiloz tedavisinde kullanilan ikinci sira ilaclara kargi duyarliligin belirlenmesinde
resazurin bazh hizli kolorimetrik yontemin kullanildigi ender calismalardan bir tanesi de
Martin ve arkadaslarinin*? calismasidir. Arastirmacilar, kolorimetrik redoks indikatér yon-
teminin YiD M.tuberculosis hizl tanisi ile birinci ve ikinci sira ilaglara karsi duyarliligin sap-
tanmasindaki etkinligini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, birinci sira ilaglardan RIF ve
INH’ye; ikinci sira ilaglardan ofloksasin, kanamisin ve kapreomisine karsi elde ettikleri du-
yarllik sonuglarini referans oranti yontemi ve hizl kolorimetrik testlerden BACTEC MGIT
960 ile karsilagtirmislardir. Bu calismada resazurin bazli indikator yontemle, 149 M.tuber-
culosis izolatinin duyarlilik sonucu sekiz glinde saptanabilmistir. Referans oranti yonte-
minden daha hizl olan bu testin, BACTEC MGIT 960 ile ayni zamanda sonug vermesi ve
bu sistemden daha ucuz bir ydntem olmasi nedeniyle disuk gelirli Glkeler icin uygun bir
test olabilecegi belirtilmistir*2. Chauca ve arkadaslar** indikatér olarak alamar mavisi
kullandiklari calismalarinda, M.tuberculosis suslarininin RIF ve INH’ye olan duyarlihgini
arastirmislardir. Arastirmacilar yedi glinde mikobakteriyel ila¢c duyarlliklarini saptamayi
hedeflemis, Greme kontroliinde renk degisimi olmamasi durumunda inkiibasyon suresi-
ni dokuz gline kadar uzatmiglardir. Bu sire icinde sonu¢ alinamadigi durumlarda testi
tekrar etmiglerdir. Calismada, yontemin duyarlihk ve 6zgulligu RIF icin sirasiyla %98 ve
%99; INH icinse sirasiyla %97 ve %97 olarak bulunmustur*?,

Gunimuzde M.tuberculosis hizli tanisinda ve duyarlilik saptanmasinda manuel ve oto-
matize bircok farkli tani ve duyarlilik saptama yontemi kullanilmaktadir. Farkli avantaj ve
dezavantajlara sahip olan bu yontemlere ek olarak calismamizda kullandigimiz TM ve
RES bazli yontemler, gelistiriimeye acik olmalarinin yani sira, pahali tani ve duyarllik sis-
temlerinin uygulanamadigi bolgelerde kullanimlari onerilen testlerdir. Bu calisma bilgi-
miz dahilinde literatiirde CiD-TB tedavisinde kullanilmakta olan siprofloksasine karsi du-
yarlihgin RES ve TM testleriyle karsilastirmali olarak saptandigi ilk calismadir. Calismami-
zin sonuclari, her iki kolorimetrik testin de M.tuberculosis klinik izolatlarinin ve siproflok-
sasin direncinin saptanmasi agisindan hizli, benzer kolorimetrik yontemlerle uyumlu,
onerilebilecek testler olduguna isaret etmektedir. Bu ve benzeri kolorimetrik testler diger
kinolon grubu ve ikinci sira ilaclar icin de farkli calismalarla 6zellikle duslk gelir diizeyi-
ne sahip ulkelerde yayginlastiriimalidir. Bu sayede pahali hizli tanisal sistemlere duyulan
ihtiyac da azalacaktir.
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