Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2009; 43: 403-409

MiKOBAKTERILERIN MAJOR ANTITUBERKULOZ
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OZET

Bu calismada 100 adet Mycobacterium tuberculosis klinik izolatinin, tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan
4 major ilacin [streptomisin (STR), izoniazid (INH), rifampin (RIF) ve ethambutol (EMB)] kritik konsant-
rasyonlarindaki duyarlilik sonuclari tam otomatize BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Cockeysville,
Md.) sisteminde calisiimis ve radyometrik BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, Md.) sisteminde
elde edilen sonuglar ile karsilastiriimistir. BACTEC 460 TB ile uyumlu olmayan BACTEC MGIT 960 sonug-
lari tekrar cahgilmigstir. ilaglarin kritik konsantrasyonlarinda her iki sistem arasinda %2.25 uyumsuzluk sap-
tanmistir. Uyumsuz sonuglarin tekrar calisiimasindan sonra 2 sistem arasindaki uyumsuzliugun %71.25’e
indigi; uyumun %98.75’e ylkseldigi gézlenmistir. Calismamizda ¢ok blyiik hata saptanmazken; buyiik
hata orani 1. calismada %2.25 (STR 2, INH 4, RIF 2 ve EMB 1), 2. calismada ise %1.25 (INH 3, RIF 2)
olarak bulunmustur. BACTEC MGIT 960 sistemi, BACTEC 460 TB ile karsilastirildiginda; tim ilaglarda 6z-
gllligun %100, duyarliigin ise 1. calismada %95.6-98.9, 2. calismada %96.7-100 oranlarinda oldugu
saptanmistir. Sonug olarak, antitliberkiiloz duyarllik test sonuglarinda her iki sistem arasinda gortilen fark-
hliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, BACTEC MGIT 960 sisteminin, BACTEC 460 TB'nin alterna-
tifi olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, antitiiberktiloz ilaglar, biiyiik hata, ¢ok biiyiik hata.

ABSTRACT

The performance of the fully automated BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Cockeysville, Md.)
system for susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis to critical concentrations of 4 major
antituberculosis drugs [streptomycin (STR), isoniazid (INH), rifampin (RIF) and ethambutol (EMB)] was
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evaluated with 100 clinical isolates and compared to that of the radiometric BACTEC 460 TB (Becton
Dickinson, Sparks, Md.) system. The results of BACTEC 960 MGIT, which are not compatible with
BACTEC 460 TB, were re-evaluated according to the results obtained. The discordance was 2.25% at the
critical concentrations of both systems. After the reproducibility testing, the discordance between 2
systems reduced to 1.25% and the concordance increased to 98.75%. In our study, no very major error
was observed; major error was detected as 2.25% (STR 2, INH 4, RIF 2 and EMB 1) in the 1* trial, and
1.25% (INH 3, RIF 2) in the 2" trial. When BACTEC 460 TB has been compared with BACTEC 960 MGIT,
the overall specificity was 100% in all tests, the sensitivity was 95.6-98.9% in the initial testing, however,
the sensitivity changed to 96.7-100% after the reproducibility testing. It was concluded that there was
no statistically significant disconcordance between the two test systems. Thus BACTEC MGIT 960 might
be an alternative to BACTEC 460 TB for susceptibility testing of antituberculosis agents.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis drugs, major error, very major error.

GiRis

Tlberkiloz, tanisi ve tedavisi konusunda yeterli bilimsel bilgi bulunmasina ve tedavi
edilebilir bir hastalik olmasina karsin, tim dlinyada insan saghgini tehdit eden enfeksi-
yon hastaliklar arasinda 6nemini korumaktadir. Hastalarin tedavisi ve saglk calisanlari ile
toplum icin gerekli korunma 6nlemlerinin erken donemde alinabilmesi icin, mikobakte-
rilerin tiplendirilmesi ve antitiiberkiiloz ilaclara direncinin en kisa sirede tanimlanmasi
gerekmektedir. Duyarlilik testlerinde kullanilan agar proporsiyon yontemi, altin standart
olarak kabul edilmekle ancak sonuglarin raporlanmasi 3-4 hafta gibi uzun bir siire almak-
tadir. Radyometrik BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, Md.) ise mikobakterilerin
saptanmasi ve antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesinde yaklasik 20 yildir kullani-
lan, 3-15 glin gibi kisa siirede sonug verebilen hizli ve proporsiyon yontemi kadar du-
yarli bir sistemdir. Bu sistemin radyoaktif vasat icermesi ve bunlarin ortadan kaldirilma-
sinda yasanan sikintilar nedeniyle son yillarda “Mycobacteria Growth Indicator Tube
(MGIT)” 960 (Becton Dickinson, Cockeysville, Md.), BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Dur-
ham, NC) ya da “ESP Culture Sistem II"” (Trek Diagnostics, Inc., Westlake, Ohio) gibi rad-
yoaktif olmayan yeni sivi vasat iceren kiiltir sistemlerinin kullanimi yayginlasmigstir'=>.
BACTEC MGIT 960, radyoaktif madde icermemesine ek olarak, otomatize standart oku-
ma prosedirl ve calismalarda igne gibi personel icin risk olusturabilecek laboratuvar
malzemesine ihtiya¢ duyulmamasi acisindan avantajli olup son yillarda 6n plana ¢ikan
bir sistemdir.

Bu calismada, mikobakterilerin major ilaclarin kritik konsantrasyonlarindaki duyarhlik-
lari, BACTEC 960 MGIT sistemi ile calisilarak BACTEC 460 TB sisteminin sonuglari ile kar-
silastirimis ve BACTEC 960 MGIT sisteminin duyarllk ve 6zgilligu arastinilmistir.

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismada 65’i solunum, 35’ ise solunum digi 6rneklerden izole edilen 100 Mycobac-
terium tuberculosis klinik izolati test edildi. Mikobakterilerin tanimlanmasinda BACTEC
460 TB NAP testi kullanildi.
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inokiilum Hazirhig:

BACTEC MGIT 960 cihazinda inklbe edilen ve MGIT besiyerinde treyen suslarin du-
yarlilik testleri, cihaz pozitif sinyal verdikten sonraki 1-5 giin icerisinde yapildi. inokilum
islemi icin mikobakteriyel stispansiyon, pozitifligi takip eden 1-2 giinlerde sulandiriima-
dan; 3-5. gunlerde ise steril serum fizyolojik ile 1/5 sulandirlarak hazirlandi. Pozitiflik ve-
ren ve 5 guin icinde calisiimayan tiplerden yeni bir MGIT vasatina pasaj yapild.

MGIT Ureme Kontrol Siispansiyonu

Her izolat icin, pozitif MGIT 960 tiiptinden alinan 0.1 ml, 10 ml steril serum fizyolo-
jik ile sulandirlarak Greme kontroli (growth control; GC) tiipl hazirland.

ila¢ Soliisyonlari

Liyofilize halde bulunan streptomisin (STR), izoniazid (INH), rifampin (RIF) ve etham-
butol (EMB), BACTEC 460 TB ve BACTEC MGIT 960 sistemlerinde firmanin onerileri
dogrultusunda sulandirildi. Calismada STR, INH, RIF ve EMB icin BACTEC 460 TB siste-
minde sirasiyla; 2.0, 0.1, 2.0 ve 2.5 pg/ml; BACTEC MGIT 960 sisteminde ise 1.0, 0.1,
1.0, 5.0 pg/ml ilag konsantrasyonlari kullanildi.

BACTEC MGIT 960'ta Duyarlilik Testi

Duyarlilik calismasi Uretici firmanin onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Kontrol ve
ilach tlplerdeki Gremeler bilgisayar programindaki algoritma dogrultusunda otomatik
olarak takip edildi. BACTEC 460 TB ile uyumlu olmayan, BACTEC 960 MGIT sonuglari
tekrar calisildi ve sonuclardaki degisim degerlendirildi.

BACTEC 460 TB

Pozitif BACTEC MGIT 960 tiplerinden 0.5 ml 12B siselerine inokile edildi ve Gl
(growth index) > 500 olana kadar inkibe edildi. ilag duyarllik testleri kullanim proseduir-
lerine uygun olarak cahsildi (S. H. Siddiqi. Product and procedure manual, revision D,
for BACTEC 460 TB system, Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, Md.).

istatistiksel Degerlendirme

BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460 TB sistemlerinin karsilastirlmasinda McNemar Ki-
kare testi kullanildi. Calismada p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

ilaglarin kritik konsantrasyonlarinda her iki sistem arasinda %2.25 uyumsuzluk saptan-
mistir. Calisilan 100 izolatin 7’sinde; 400 ilacin 9 (STR 2, INH 4, RIF 2 ve EMB 1)’unda
uyumsuz sonuglar elde edilmistir (Tablo I). ilk caismada BACTEC 460 TB ile duyarli, BAC-
TEC 960 MGIT ile direncli bulunan 9 ilag tekrar calisildiinda 4 ilacta sonuglarin degisti-
gi; 5 ilacta (INH 3, RIF 2) ise degismedigi gorilmustdr.

BACTEC 460 TB ile kiyaslandiginda BACTEC MGIT 960 sisteminin 6zgulligindn
%7100, duyarlih@inin ise ilk calismada %95.6-98.9; uyumsuz sonuclarin tekrar caligilma-
sindan sonra ise %96.7-100 oldugu gozlenmistir.
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Tablo I. Calisilan 100 lzolatta Antitiiberkiiloz llag Duyarlilik Test Sonuglarinin Karsilastiriimasi

) Her iki sistem 460* duyarh 460 direncli Her iki sistem
llag (ug/ml) ile duyarh 960** direncli 960 duyarl ile direngli
STR (1.0) 84 (86)*** 2 (0)*** 0 14

INH (0.1) 86 (87) 4(3) 0 10

RIF (1.0) 88 (88) 2(2) 0 10

EMB (5.0) 95 (96) 1(0) 0 4

* BACTEC 460 TB.
** BACTEC 960 MGIT.
*** [kinci calismanin sonuclari.

Tablo Il. BACTEC 960 MGIT ve BACTEC 460 TB Sistemlerinin Karsilastirilmasi

ilag (ug/ml) Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%) PPD (%) NPD (%) p*
STR (1.0) 97.7 (100)** 100 100 87.5 (100)** > 0.05
INH (0.1) 95.6 (96.7) 100 100 71.4 (77) >0.05
RIF (1.0) 97.8 (97.8) 100 100 83.3 (83.7) > 0.05
EMB (5.0) 98.9 (100) 100 100 80 (100) >0.05
* Ki-kare.

** |kinci calismanin sonuglari.
PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.

Antitliberkiiloz duyarlilik test sonuglarinda her iki sistem arasindaki farkhhklarin istatis-
tiksel olarak anlamli olmadigi saptanmustir (Tablo II).

TARTISMA

Tlberkiloz hastalarinin tedavideki uyum oranlarinin diistik olmasi ya da etkin olma-
yan ilag kombinasyonlarinin tedavide uygulanmasi, giderek artan oranlarda direng soru-
nuna neden olmaktadir'. Klinisyenler icin yayma ve kiiltiir sonuglari nemli olmakla bir-
likte, tedavi yaklasimlarini, mikobakterilerin tiplendirilmesi ve duyarllik sonuglarinin en
kisa surede verilmesi belirlemektedir. Son yillarda M.tuberculosis enfeksiyonlarinin teda-
visinde kullanilan ilaclara karsi olusan direncin molekiiler mekanizmalari anlasilmis ve bu
amaca yonelik yeni molekuler uygulamalar gelistirilmistir. Bu yontemler ile gunler, haf-
talar stiren duyarlilik testleri 6 saat icinde tamamlanabilmektedir. Molekiiler testlerin so-
nuclanma sirelerindeki bu avantajlarina karsin, hedefledikleri gen bolgesi disinda kalan
ve dirence yol acan mutasyonlarin saptanamamasi, nadiren de dirence yol acmayan ses-
siz, notral mutasyonlardan kaynaklanan yanls pozitiflikler, bu yontemlerin laboratuvar
rutin uygulamalarinda kullanimini kisitlamaktadir®. Giiniimiizde fenotipik duyarlilik test-
leri olan agar proporsiyon yontemi ve radyometrik BACTEC 460 TB altin standart olarak
kullanilmaya devam edilmektedir. Agar proporsiyon yonteminde testlerin sonuglanma
siiresinin uzun olmasi; son 20 yildir tercih edilen BACTEC 460 TB’de ise radyoaktif atik-
lar olugmasi, manuel islemlerin fazla olmasi, bilgisayar programi ile otomatik olarak ta-
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kip edilememesi ve calisanlarin saghgi icin risk olusturabilecek enjektorlerin calismalarda
kullaniimasi BACTEC MGIT 960 gibi alternatif sistemlerin kullanimini yayginlastirmistir.

Laboratuvarlarda yeni bir test yontemine gecilecegi zaman, duyarli ya da direncli ol-
dugu 6nceden test edilmis izolatlar ile yapilacak karsilastirmali calismalarla cok buytk ha-
ta [very major error (VME): yanlis duyarh sonuglar] ile biyiik hata [major error (ME): yan-
lis direncli sonuclar] olup olmadiginin kontrol edilmesi gereklidir’. Yanls duyarl sonuc-
lar, hastalarin yetersiz tedavi edilmesi ve tedavide basarisizia neden olmaktadir®. Agar
proporsiyon yontemi ve BACTEC 460 TB sistemi, tiiberkuloz ile ilgili yapilacak duyarlilik
calismalarinda referans yéntem/sistem olarak kabul edilmekte ve kullanilmaktadir®”-1°,

Bu calismada, M.tuberculosis'in tedavisinde kullanilan 4 major ilacin kritik konsantras-
yonlarindaki duyarlilik sonuglari BACTEC MGIT 960 sisteminde calisiimis ve referans ola-
rak kullanilan BACTEC 460 TB sisteminde elde edilen sonuclar ile karsilagtiriimistir. Son
yillarda duyarlilik sonuglari agar proporsiyon ya da BACTEC 460 TB yontemleriyle karsi-
lastirilan yeni sistemlerde degisik oranlarda (%3.7-6.5) uyumsuzluklara rastlandigi bildi-
rilmektedir3->7-216, Scarparo ve arkadaslari®, agar proporsiyon yéntemi ile karsilastirildi-
ginda, BACTEC 460 TB ve BACTEC MGIT 960 sistemlerindeki hata oranlarinin istatistik-
sel acidan anlamli olmadigini; her iki sistemde de VME ve ME saptadiklarini (BACTEC
MGIT 960 sisteminde 8 VME, 10 ME; BACTEC 460 TB sisteminde ise 4 VME, 4 ME) bil-
dirmislerdir. Bu calismada BACTEC MGIT 960 da saptanan hatalar 6zellikle EMB ve STR
ilaclarinin kritik konsantrasyonlarinda daha fazla gériilmiistiir>. Bemer ve arkadaslarinin
calismasinda, BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460 TB sistemlerinde antitliberkdiloz ilag
duyarlilik sonuglarinin %93.5 uyumlu oldugu bulunmustur. Calismada 33 ME (7 INH, 1
RIF, 6 EMB, 19 STR), 1 VME (1 EMB) saptanmis; uyumsuz sonuglarin tekrar caligilmasin-
dan sonra VME saptanmazken, 22 ilacta (5 INH, 5 EMB, 12 STR) major hatanin devam
ettigi gézlenmistir?.

Walters ve Hanna''!, manuel MGIT ve agar proporsiyonda elde edilen duyarlilik sonug-
larini karsilagtirmislar; 117 izolatta 3 VME (2 INH, 1 RIF) saptamiglardir. Agar proporsiyon
yontemi kadar duyarli kabul edilen BACTEC 460 TB sisteminde de degisik oranlarda ME
bildiriimektedir>'213, Riisch-Gerdes ve arkadaslarinin'? yaptiklari cok merkezli calisma-
da, 441 M.tuberculosis izolatinda BACTEC 960 MGIT ve BACTEC 460 TM sistemleri kar-
silastinimis, 20 VME (3 INH, 4 RIF, 11 EMB, 2 STR), 7 ME (5 EMB, 2 STR) saptanmistir.
Bu uyumsuz sonuglar agar proporsiyon yontemi ile kontrol edildiginde, BACTEC 960
MGIT sisteminde 11 VME (1 INH, 3 RIF, 5 EMB, 2 STR), 4 ME (4 EMB); BACTEC 460 TM
sisteminde ise 3 VME (1 EMB, 2 STR), 9 ME (2 INH, 1 RIF, 6 EMB) oldugu gézlenmistir.
Ardito ve arkadaslari'®, 78 M.tuberculosis izolatinda BACTEC MGIT 960 sisteminde elde
edilen duyarlilik sonuglarini BACTEC 460 ile karsilastirmiglar; 9 ME (3 STR, 3 INH, 3 EMB)
saptamislardir. Agar proporsiyon yontemi ile kontrol edildiginde; BACTEC 460 TB ile
uyumsuz bulunan BACTEC MGIT 960 sistemindeki 5 sonucun agar proporsiyon ile
uyumlu oldugu, hatanin BACTEC 460 TB elde edilen sonuclardan kaynaklandig: anlasil-
mistir.
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Calismamizda BACTEC MGIT 960 ile direncli, BACTEC 460 TB ile duyarli saptanan 4
sustan 3’Ginde INH direncinin, kontrol calismasinda da devam ettigi gozlenmis, ancak bu
suslarda agar porsiyon ya da molekdler yontemler ile dogrulama yapilamamistir. Arastir-
mamizda antitiiberkiloz ila¢ duyarlilik testlerinde her iki sistemde major ilaclarin kritik
konsantrasyonlarinda %2.25 oraninda uyumsuzluk saptanmistir. Uyumsuz cikan ilaglarin
tekrar caligilmasindan sonra 2 sistem arasindaki uyumun %98.75’e ciktigr gorulmdastar.
Calismamizda VME saptanmazken, 1. calismada %2.25, 2. calismada ise %1.25 ME bu-
lunmustur. Saptadigimiz ME oranlari literatiirde belirtilen oranlar ile uyumlu olmakla bir-
likte, benzer calismalarda ME en sik EMB icin, bizim calismamizda ise INH icin belirlen-
mistir®12,

Sonug olarak, M.tuberculosis enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 4 major ilacin
(STR, INH, EMB, RIF) kritik konsantrasyonlarindaki duyarhlik sonuglarinin BACTEC 960
MGIT ve BACTEC 460 TB sistemleri ile karsilastirnldigi bu calismada, antittiberkiloz du-
yarllik test sonuglarinda her iki sistem arasinda goriilen farkliliklarin istatistiksel olarak an-
lamli olmadigi, BACTEC MGIT 960 sisteminin, BACTEC 460 TB’nin alternatifi olabilece-
gi kanaatine vanlmistir.
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