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Özet
Amaç: Mycobacterium tuberculosis güncel taný ve tedavisine raðmen hala önemli bir mortalite
ve morbidite nedenidir. Hastalarýn tedaviye uyumsuzluðu ve etkili olmayan ilaç kombinasyonlarý
giderek artan ilaç direncine yol açmaktadýr. Bu çalýþmada Mycobacterium tuberculosis kompleks
izolatlarýnýn Kayseri bölgesindeki ilaç direnç kalýbýnýn gösterilmesi amaçlandý.
Gereç ve Yöntemler: Mayýs 2005 ile Temmuz 2006 tarihleri arasýnda Erciyes Üniversitesi Týp
Fakültesi Hastaneleri�ne baþvuran tüberküloz ön tanýlý hastalara ait klinik örneklerden izole
edilen 33 Mycobacterium tuberculosis kompleks suþu çalýþmaya alýndý. Duyarlýlýk, agar orantýlama
yöntemiyle çalýþýldý.
Bulgular: Toplam 33 suþun ikisinde (% 6) izoniazid ve rifampisine birlikte direnç bulundu.
Streptomisin ve etambütole dirençli suþ bulunmadý. Bulunan direnç primer çok ilaca direnç
olarak kabul edildi
Sonuç: Bu çalýþmada bulunan direnç oraný, Kayseri bölgemizde agar orantýlama yöntemiyle
daha önce yapýlan çalýþmalardan düþük bulunmuþtur. Ancak çok ilaca dirençli suþ oraný fazladýr.
Daha fazla sayýda suþun dahil edildiði çok merkezli çalýþmalara ihtiyaç vardýr. Primer direnç
oranýn yüksek olmasý tüberküloz kontrol önlemlerinin ivedilikle gözden geçirilmesini
gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ýlaç direnci; Mycobacterium tuberculosis.

Abstract
Purpose: In spite of current diagnosis and treatment, Mycobacterium tuberculosis is still an
important cause of mortality and morbidity. Ineffective drug combinations and patient
incompliance lead to increasing drug resistance. This study was carried out to determine the
susceptibility patterns of Mycobacterium tuberculosis complex strains in Kayseri region.
Material and Methods: A total of 33 Mycobacterium tuberculosis complex strains, isolated
from the pre-diagnosed tuberculosis patients' clinical samples who had applied to the Hospitals
of University of Erciyes Medical Faculty from May 2005 to July 2006, were studied. Susceptibility
was tested by the agar proportion method.
Results: Two of all of 33 isolates were both resistant to isoniazide and rifampicin. There were
no resistance against streptomycin and ethambutol. These resistances were considered as
primary multi-drug resistance.
Conclusion: The resistance rate found in this study by the agar proportion was lower than
the previous studies performed in Kayseri region. However, multi-drug resistance rate was
higher. Multi-centre studies with larger numbers of Mycobacterium tuberculosis strains are
necessary. The control precautions of tuberculosis should be immediately revised due to high
primary resistance rates.

Key Words:Drug Resistance; Mycobacterium tuberculosis.

ARAÞTIRMALAR (Research Reports)

Submitted : March 05, 2008
Revised : September 11, 2008
Accepted : July 01, 2009

Investigation of Drug Susceptibility of Mycobacterium Tuberculosis
Complex Strains Isolated from Mycobacteriology Laboratory by Agar
Proportion

Yasemin Ay Altýntop
Specialist, M.D.
Department of Microbiology and Clinical Microbiology
Erciyes University Medical Faculty
yaltintop@erciyes.edu.tr

Duygu Perçin
Assoc. Prof., M.D.
Department of Microbiology and Clinical Microbiology
Erciyes University Medical Faculty
duygu.percin@hotmail.com

Corresponding Author:
Doç. Dr. Duygu Perçin,
Department of Microbiology and Clinical Microbiology
Faculty of Medicine, University of Erciyes
38039 Kayseri - Turkey

Telephone: +90- 352 4374937 - 23383
E- mail:  duygu.percin@hotmail.com

Mikobakteriyoloji Laboratuvarýnda Ýzole Edilen
Mycobacterium Tuberculosis Kompleks Suþlarýnýn
Agar Orantýlama Yöntemi ile Duyarlýlýklarýnýn
Araþtýrýlmasý

This research was supported by Erciyes University Research Found

Erciyes Týp Dergisi (Erciyes Medical Journal) 2009;31(3):226-230226



Giriþ

Tüberküloz baþta akciðer olmak üzere tüm organ ve
sistemleri tutabilen, tanýmlanmýþ tedavisi olmasýna raðmen
uygun tedavi edilmediðinde hayatý tehdit eden sekellerle
sonuçlanabilen bir hastalýktýr. Günümüzde dünya
nüfusunun 1/3�ünün tüberküloz basili ile infekte olduðu
tahmin edilmektedir. Basili taþýyan kiþilerin 30 milyonu
aktif tüberküloz hastasý olup, hastalýk her yýl yaklaþýk 3
milyon kiþinin ölümüne neden olmaktadýr (1). Ölüm ve
hastalýðýn görülme oranýnýn artýþý erken taný koymada
gecikme,  etkili tedavinin planlanmasý ve uygulanmasýnda
baþarýsýzlýktan kaynaklanmaktadýr.

Hastalýklarý Kontrol ve Önleme merkezi (Centers for
Diseases Control and Prevention, CDC), kültüründe
M.tuberculosis kompleks izole edilen, üç aylýk tedaviden
sonra yayma ve kültür pozitifliði devam eden ve tedaviye
klinik yanýtý olmayan bütün hastalara duyarlýlýk testi
yapýlmasýný önermektedir (2). Duyarlýlýk yöntemleri
arasýnda agar orantýlama yöntemi, Klinik Laboratuvar
Standartlar Enstitüsü (Clinical Laboratory Standards of
Institue, CLSI)  tarafýndan referans yöntem olarak kabul
edilip uygulanmasý tavsiye edilmiþtir (3). Bu çalýþmada;
Mycobacterium tuberculosis kompleks suþlarýnýn
tüberküloz tedavisinin dört temel ilacý olan  Streptomisin
(STR), Etambütol (ETM), Ýzoniyazid (ÝNH) ve
Rifampisine (RÝF) karþý duyarlýlýðýnýn agar orantýlama
yöntemiyle belirlenmesi ve Kayseri bölgesindeki
Mycobacterium tuberculosis kompleks suþlarýnýn duyarlýlýk
kalýbýnýn araþtýrýlmasý amaçlanmýþtýr.

Gereç ve Yöntem

Mayýs 2005 ile  Temmuz 2006 tarihleri arasýnda Erciyes
Üniversitesi Týp Fakültesi Hastaneleri�ne baþvuran
tüberküloz ön tanýlý hastalara ait klinik örneklerden izole
edilen 33 Mycobacterium tuberculosis kompleks suþu
çalýþmaya alýndý (Tablo I).

Bulgular

Agar orantýlama yöntemine göre suþlarýn duyarlýlýk ve
direnç durumu Tablo III�de gösterilmiþtir. Buna göre
suþlar arasýnda STR�e  ve ETM�e direnç bulunmazken
ÝNH�a  ve RÝF�e ayný anda  dirençli iki suþ bulunmuþtur.

Tablo I. Mycobacterium tuberculosis kompleks suþlarýnýn
izole edildiði klinik örnekler (n:33)

Örnek Sayý
 %

Balgam 8 24,3

BAL 5 15,1

Plevral mayi 4 12,1

BOS 6 18,1

Apse 3 9,1

Doku 3 9,1

Ýdrar  2 6,1

Periton mayi 1 3,05

Batýn içi mayi 1 3,05

Toplam 33 100

Erciyes Üniversitesi Týp Fakültesi Hastaneleri�nden
Mikobakteriyoloji Laboratuvarýna gönderilen klinik
örneklerden izole edilen mikobakteriler klasik yöntemlere
ek olarak NAP (P-Nitro-alfa- acetylamino-beta-
hydroxypropiophenone) testi yapýlarak Mycobacterium
tuberculosis kompleks olarak tanýmlandý. Bakterilerin
duyarlýlýðý CLSI  M24-A standardýnda altýn standart olarak
kabul edilen agar orantýlama yöntemiyle çalýþýldý.

Üreticilerin tavsiyelerine uygun miktarda Middlebrook
(M) 7H10 (GBL Rosmedia) besiyeri ve  distile su  konmuþ
halde otoklavlanan 200 mL�lik altý  agar besiyerine 20�þer
 mL zenginleþtirici Oleik asit, Albumin, Dekstroz, Katalaz
(OADC) (Becton Dickinson Diagnostic Instruments,
Sparks, MD)  eklendi. Devamýnda bir balon ayrýlarak
geride kalan beþ besi yerine  ÝNH için son konsantrasyonlarý
0,2 µg/mL  ve 1,0 µg/mL,   STR için 2,0  µg/mL, ETM
için  5,0 µg/mL ve RÝF için  1,0 µg/mL olacak miktarda
antitüberküloz ilaç eklendi (Tablo II).  Ayrýlan balondaki
besi yeri üreme ve kontaminasyon kontrolü için kullanýldý.
Toz þeklindeki antibiyotikler Ankara Refik Saydam
Hýfzýsýhha Merkezi Tüberküloz Referans ve Araþtýrma
Laboratuvarý�ndan elde edildi.

Katý besiyerinde üremiþ ortalama 2 haftalýk koloniler
kazýnarak  M 7H9 sývý besiyerinde emulsifiye edildi.  Sývý
besiyeri eklenerek süspansiyonun bulanýklýðý MacFarland
no 1�e ayarlanýp (yaklaþýk 107 CFU/mL) steril distile suyla
bu süspansiyonun 10-2 (1/100) ve 10-4 (1/10.000)
dilüsyonlarý hazýrlandý. Bu dilüsyonlar iki set besi yerine
0,1�er mL inokule edildi. Her bir petri plaðý ayrý bir CO2

geçirgen polietilen torbaya sarýlýp % 5-10 CO2 �li ortamda
3 hafta süreyle inkübe edildi. Üçüncü hafta sonunda üreme
yetersizse, test tekrar edildi. Üç haftadan önce kontrol
bölmesinde 50 koloni üzerinde üreme (+1 veya daha fazla)
görülünce test deðerlendirildi ve dirençli sonuçlar
kaydedildi. Fakat duyarlý sonuçlarý kaydetmek için üç
hafta beklendi. Ýlaç içeren besi yerindeki üreme oraný
kontrol besi yerindeki üremenin % 1�ine eþit veya daha
büyük ise sonucu dirençli; % 1�inden az ise duyarlý olarak
yorumlandý.
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ve direnç geliþimine neden olunmamasý için hasta ve
kültür odaklý duyarlýlýk çalýþmalarý yaparak infeksiyonu
sýnýrlandýrmak ve sonrasýnda yok etmeyi amaçlamalýdýr.

Mikobakteriyoloji laboratuvarýna gelen örneðin sayýsýndan
çok niteliði, istek kaðýdýnda beraberinde ilaç kullanýlýp
kullanýlmadýðý bilgisini içermesi önemlidir. Baylan ve
arkadaþlarý (4) beþ yýl içinde  gönderilen örnek sayýsýnda
her yýl artýþ olmasýna raðmen üreme oranlarýnda artýþ
olmadýðýný bulmuþlardýr. Klinik örneðin akciðer ya da
akciðer dýþý vücut bölgelerinden alýnmýþ olmasý üreyecek
etken ve direnci öngörmek açýsýndan faydalý olabilir. Bu
çalýþmada klinik örneklerin yaklaþýk % 60�ý akciðer
(balgam, BAL, plevral mayi, doku) kaynaklýdýr. Çalýþmaya
alýnan suþlar M. tuberculosis kompleks olarak tanýmlananlar
olduðu için örneklerin çoðunun akciðer kaynaklý olmasý
aslýnda klinik olarak da daha çok akciðer tüberkülozu ile
karþýlaþtýðýmýz gerçeðini doðrulamaktadýr.  Daha çok
M. tuberculosis kompleks dýþý mikobakterilerin etken
olduðu genitoüriner sistem tüberkülozunun göstergesi
olan idrar örneðinin oraný ise % 6�dýr.

Duyarlýlýk yöntemleri arasýnda agar orantýlama yöntemi
CLSI tarafýndan referans yöntem olarak kabul edilip
uygulanmasý tavsiye edilmiþtir (3). Bu yöntemi uygularken
Löwenstein Jensen (LJ), M 7H10 ya da 7H11 besi yerleri
kullanýlabilir. LJ besi yeri katýlaþtýrýlmasý sýrasýnda
uygulanan yüksek ýsý ve besi yerinin bol protein içeriði
nedeniyle antitüberküloz ilaçlarýn inaktive olmasýna neden
olabilmektedir. Bu nedenle ilaç konsantrasyonu ve etkinliði
açýsýndan agar orantýlama yönteminde LJ besi yerinin
kullanýlmasý önerilmemektedir (5). Middlebrook besiyeri
ilaç konsantrasyonunun standardizasyonu açýsýndan daha
kolay kullanýlabilir. Deðerlendirme yaparken de þeffaf
olduðu için mikrokoloniler daha çabuk görünür hale gelir.
Bu çalýþmada da M 7H10 besiyeri kullanýlmýþtýr.

Tablo III. Agar orantýlama yöntemine göre suþlarýn
duyarlýlýk ve direnç durumu

Standart yöntemle dirençli bulunan suþlarýn özellikleri
Tablo IV�de gösterilmiþtir. Suþlarýn retrospektif
irdelenmesinde hastalarýn ilk kez taný aldýðý ve örnek
alýndýðý sýrada antitüberküloz tedavi almadýðý bilgisine
ulaþýlmýþtýr.

Tartýþma

Tüberküloz, taný ve tedavi yöntemlerindeki ilerlemelere
raðmen sadece geliþmekte olan deðil geliþmiþ ülkelerde
de çözülmesi gereken bir halk saðlýðý sorunudur. Çözümün
ilk aþamasý tanýnýn hýzlý ve doðru konmasýyla tedavinin
ivedilikle baþlanmasýdýr. Böylece en büyük bulaþ kaynaðý
olan taný almamýþ, çevreye basil saçan infekte bireyler
daha çabuk kontrol altýna alýnmýþ olur. Çözümün ikinci
aþamasý ise verilen tedavinin uygunluðuna karar verilmesi
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Tablo II. Middlebrook 7H10 besiyerine eklenen  ilaçlarýn stok ve çalýþma konsantrasyonlarý.

SDS: Steril distile su, MET: Metanol, KK: Kritik konsantrasyon, ÝNH:Ýzoniazid, ETM:etambütol, RÝF: Rifampisin, STR:Streptomisin 

Ýlaç

0,2                                          0,2 (KK)ÝNH     SDS                  10.000                        200
1,0                                          1,0

ETM    SDS                   10.000                        1.000                           1,0                                          5,0 (KK)
RÝF      MET                  10.000                        1.000                            0,2                                          1,0 (KK)
STR     SDS                 10.000                        1.000                            0,4                                          2,0 (KK)

Çözücü 7H10 agar için
çalýþma
konsantrasyonu
(µg/mL)

200 mL 7H10 agara
çalýþma
konsantrasyonundan
eklenen miktar (mL)

Stok
konsantrasyon
(µg/mL)

7H10 agarda
ilacýn son
konsantrasyonu
(µg/mL)

Agar Orantýlama Duyarlý      Dirençli      Direnç  %

Streptomisin               33               0                 0
Ýzoniyazid                 31               2                 6
Rifampisin                 31               2                 6
Etambütol                  33               0                 0

Tablo IV. Dirençli Mycobacterium tuberculosis suþlarýnýn
özellikleri.

ÝNH:Ýzoniazid, ETM:etambütol, RÝF: Rifampisin, STR:Streptomisin

Suþ no Örnek

30 Balgam  STR     Duyarlý

32 Doku
(Akcier) R

Dirençli
Dirençli

33 Batýn içi
mayi R

Dirençli
Dirençli
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Çalýþmada antitüberküloz ilaçlara direnç  ÝNH ve RÝF
için % 6 olarak bulunmuþken STR ve ETM�ye direnç
bulunmamýþtýr. Özellikle antitüberküloz ilaç direnci
bulunan klinik örneklerin hastalarýnýn,  önceden tüberküloz
tanýsý almamýþ yeni hastalar olduðu öðrenildi. Böylece
ÝNH ve RÝF için çalýþmamýzda bulunan % 6�lýk direnç
�primer direnç� olarak yorumlandý. Çok ilaca direnç, en
az izoniazid ve rifampisine birlikte olmak üzere daha
fazla antitüberküloz ilaca dirençli suþ olarak tanýmlanýr.
Öyleyse bu izolatlar da çok ilaca dirençli suþlardýr.

Bölgemizde önceki yýllarda yapýlan duyarlýlýk
çalýþmalarýnda STR, ÝNH, RÝF ve ETM direnç oranlarý
sýrasýyla % 6,5-37,6, % 25,8, % 22,6-26.3 ve % 4,4-6,5
(6, 7) arasýnda bulunmuþtur. Bu çalýþmalarda direncin
çalýþmamýzdakinden fazla olmasý, örneklere göðüs
hastalýklarý hastanesi ve verem savaþ dispanserinden gelen,
önceden taný almýþ ve tedavide sorunu olan dirençli suþlarýn
da katýlmasý sonucudur.

Refik Saydam Hýfzýsýhha Merkezi Tüberküloz Referans
ve Araþtýrma Laboratuvarýna 1999-2002 yýllarý arasýnda
yedi bölge tüberküloz laboratuvarlarýndan gönderilen
toplam 505 M. tuberculosis kompleks suþunun
duyarlýlýklarý LJ orantýlama yöntemiyle çalýþýlmýþtýr. Ýlk
sýra antitüberküloz ilaçlara sýrasýyla STR, ÝNH, RÝF, ETM
için % 9,1, % 13,2, % 13,2 ve % 3,3 direnç oranlarýný
bulmuþlardýr (8). Yapýlan çalýþmalar, Türkiye�de tüberküloz
kökenlerine yüksek oranda çoklu direnç olduðunu
göstermektedir. Bu durum, tüberküloz olgularýnda direncin
araþtýrýlmasý ve tedavinin alýnacak sonuca göre
yönlendirilmesi gerektiðini ortaya koymaktadýr.  Primer
ilaç direncinin %5 ve daha düþük olduðu ülkelerde iyi bir
ulusal tüberküloz kontrol programýnýn uygulandýðý
söylenebilir, ancak %15 ve daha fazla primer ilaç direnci
varlýðý ile uygulanan programýn baþarýlý olmadýðýný ve
yeni bir  kontrol programýnýn uygulanmasý gerektiðini
göstermektedir (9).

Bu sonuçlara göre suþ sayýsý az olsa da ÝNH ve RÝF için
standart yöntemi kullanarak bulduðumuz oran ülke
genelinde bulunan dirençle uyumludur. STR ve ETM�de
ise direnç bulamamamýz, kýsýtlý popülasyonda çalýþmamýz
ve özellikle ETM için görülen direncin zaten az olmasýndan
kaynaklanabilir.

Mikobakteriyoloji Laboratuvarýnda Ýzole Edilen Mycobacterium Tuberculosis Kompleks Suþlarýnýn Agar Orantýlama Yöntemi ile Duyarlýlýklarýnýn Araþtýrýlmasý

Agar orantýlama yöntemi duyarlýlýk çalýþýlan her
mikobakteriyoloji laboratuvarý personelinin bilmesi gereken
bir yöntemdir. Uzun zaman almasý ve uðraþtýrýcý olmasýna
raðmen güvenilir ve standart sonuç vermektedir. Bu nedenle
rutin laboratuvar testi olarak kullanýlmasý çok örnek çalýþan
laboratuvarlar için uygun deðildir. Daha çok araþtýrma
amaçlý ve yeni, sývý bazlý, hýzlý duyarlýlýk sistemlerinin
doðrulamasýnda kullanýlmalýdýr.

Sonuç olarak bölgemizdeki ilaç direnç oranýnýn belirlenmesi
için daha geniþ katýlýmlý çalýþmalara ihtiyaç vardýr. Erciyes
Üniversitesi Hastanelerine daha çok ilk taný alan hastalar
baþvurduðu için direnç oraný düþük bulunmuþtur. Ancak
primer direnç oranýn bu hastalarda yüksek olmasý
tüberküloz kontrol önlemlerinin ivedilikle gözden
geçirilmesini gerektirmektedir.
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