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OZET

Diinyanin pek cok yerinde ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis insidansindaki artig, tiiberkiilozun tanist ve ilag
direncinin kisa siirede g0sterilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla ¢ok sayida yeni yontem denenmektedir. Mevcut
yontemlerin bircogu cogul ilag direnci icin marker antibiyotik olarak kabul edilen rifampisin direncini saptamaya yoneliktir.
Dogrudan klinik 6rnek veya kiiltiirde iiretilmis olan basillerdeki rifampisin direncini saptamak icin kullamilmakta olan bu
molekiiler yontemlerde 6zgiilliik ve duyarlilik oldukea yiiksektir. Ancak, uygulanmakta olan yontemler kompleks, yogun labo-
ratuvar islemleri, egitimli personel ve donanimli alt yap1 gerektirmektedir. Ayrica bu testlerle sonug alinabilmesi icin klinik
orneklerin kabuliinden itibaren saatler ve hatta 1-2 giin siiren iglem gerekmektedir. Siireyi kisaltan ve kolay uygulanabilen
molekiiler test gelistirme ¢abalart devam etmis ve cok yakin gecmiste yeni bir sistem gelistirilebilmistir. Gelistirilmis olan
“Xpert MTB/Rif” sistemi, dogrudan hasta materyaline uygulanabilen semi kantitatif, gercek zamanli bir nested polimeraz
zincir reaksiyon yontemidir. Bu sistemle M.tuberculosis kompleks ve rifampisin direnci tek bir testle, 2 saatten kisa bir siirede
saptanabilmektedir. Klinik ornekler iizerindeki sonuglart heniiz yeni yayinlanmaya baslams olan sistem hakkinda kesin yar-
Quya varmak igin erkendir. Ancak, mevcut bulgular, sistemin tiiberkiilozun tani ve rifampisin direncinin belirlemesinde arzu
edileni verecek gibi goriilmektedir.

Anahtar sozciikler: ilag direnci, molekiiler metot, Mycobacterium tuberculosis, rifampisin direnci
SUMMARY

Molecular Methods for Detection of Drug Resistance in Mycobacterium tuberculosis Strains:
Current Developments

An increase in the incidence of drug resistant Mycobacterium tuberculosis in several parts of the word has created a
critical need for rapid diagnosis of tuberculosis and identification of drug-resistant cases. Many new approches have been
applied for these purposes. Most of the current methods have focussed to detect rifampicin resistance as a surrogate for multi-
drug resistance. The sensitivity and specificity of these methods for detection rifampicin resistance in direct clinical specimens
and tubercle bacilli growing in culture are considerable high. However, current methods are complex, labor-intensive and
require trained personals and infrastructure. Furthermore, these methods required time ranged from hours to 1 to 2 days from
receiving the clinical sepcimens to getting results. Attemps for reducing time and developing a simple-to-use system have
developed and in near past a new method could be developed. The new developed Xpert MTB/Rif system is a semi-quantitative,
nested real-time polymerase chain reaction that can be used in direct clinical specimens. M.tuberculosis complex and rifampi-
cin resistance can be detected in 2 hours by this method. The results of this method on clinical specimens have currently been
published yet. It is too eary to make exact decision on the method. However, the present data shows that this system will pro-
vide desirable results for tuberculosis diagnosis and identification of rifampicin resistance.

Keywords: drug resistance, moleculer methods, Mycobacterium tuberculosis, rifampicin resistance

Uygun olmayan ilag tedavisi, dogal olarak
oldukca diisiik oranlarda (10°-10%) bulunan
direngli basil popiilasyonunda artisa ve sonugta
tedavi dozundan etkilenmeyen direngli bakteri-
lerin popiilasyona hakim duruma gelmesine yol
a¢maktadir®. Cogul ilaca direncli suslar yanin-

da yaygin ilaca direngli (extensively drug
resistant=XDR) Mycobacterium tuberculosis susla-
rinin da giderek artmasi tiiberkiilozun kontrolii-
nii daha da problemli hale getirmektedir.
Kromozomal spontane mutasyonla olusan
direncli basil sayisiin artmasmi engellemek,
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etkili antibiyotiklerin en uygun kombinasyonla-
rinin, gereken siirede kullanilmasiyla miimkiin
olmaktadir. Uygun antibiyotik se¢iminde &nem-
li asama ilag direncinin dogru ve kisa siirede
saptanmasidir. Ulkemiz ve tiiberkiiloz insidan-
sinin yiiksek oldugu tilkelerdeki énemli sorun-
lardan biri direng belirleme testlerinin diizenli
olarak yapilamamasi veya test sonuglarmin
uzunsiirede alinmasidir. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) iin 6n gordiigii kosul-
lar; 1) tedaviye baslamadan 6nce her hastaya ait
ilk M.tuberculosis izolat1 igin, 2) 2-3 aylik tedavi-
ye ragmen kiiltlirli pozitif olan hastalarda veya
klinik olarak tedaviye yanit gézlenemeyenlerde
birinci secenek ilaglara karsi duyarlilik testi
yapilmasidir. Direncin miimkiin oldugunca
erkenden saptanmasi amaglanmali, klinik 6rnek
laboratuvara geldiginden itibaren 15-30 giin
icerisinde veya kiiltlir pozitifliginden itibaren
7-14 giin igerisinde duyarlilik test sonuglar
verilmelidir®. Avrupa’daki tiiberkiiloz labora-
tuvarlarinin modernizasyonu ile ilgili calismalar
kapsaminda yapilan 6neride ise; kiiltiir pozitifli-
gini takiben tireyen susun M.tuberculosis komp-
leks tanimi ve rifampisine direncinin 1-2 giin
icerisinde belirlenmesidir. Ayrica, mikroskopisi
pozitif balgam orneklerinin % 90’dan fazlasin-
dan molekiiler yontemlerle M.tuberculosis tani-
minin yapilmasi ve rifampisin (RIF) direncinin
belirlenmesi 6nerilmektedir.

Tiiberkiiloz basillerinin antitiiberkiiloz
ilaglara duyarhliklarinin saptanmasinda direng
orani, mutlak konsantrasyon ve proporsiyon
yontemleri gibi geleneksek fenotipik yontemler
uzun siireden beri kullanilmaktadir. Bunlardan
ilk ikisi standardizasyon zorlugu, emek yogun
islem gerektirmeleri ve hata oranlarinin yiiksek
olmasi1 nedeniyle smirli merkezlerde calisilabil-
mistir. Proporsiyon yontemi; kat1 ve siv1 besiyer-
leri igin gerekli standardizasyon calismalari
yapimis ve giivenilirligi onaylanmis referans
bir yontemdir®. En 6énemli dezavantaji kiiltiir-
deki {iremeden sonra otomatize sivi besiyerle-
rinde yapilan duyarlilik testlerinin 7-12 giin,
Lowenstein-Jensen gibi kat1 besiyerlerinde yapi-
lan testlerin ise 21-42 giin kadar siirede
sonuglanabilmesidir®+2.

Geleneksel duyarlilik testlerinde yasanan
stire sikintisin1 gidermek amaciyla yeni fenoti-
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pik yontemlere yonelme olmustur. Faj bazl
yontemler, kolorimetrik yontemler, nitrat rediik-
taz testi ve mikroskobik goézleme dayali ilag
duyarlilik “(microscopic-observation drug-
susceptibility=MODS)” deneyi yeni gelistiril-
mis, hizli sonug verebilen fenotipik yontem-
lerdendir®®. Faj-amplifikasyon testi ve lusife-
raz raportor mikobakteriyofaj, tiiberkiiloz basil-
lerinde ila¢ direncini kisa siirede saptamak ama-
cyla gelistirilmis faj-bazli yontemlerdir. Genelde
faj deneyleri 2-3 giinde tamamlanmaktadir®*?.
Lusiferaz raportor mikobakteriyofaj yontemiyle
BACTEC TB-460 sonuglar: arasinda major ilagla-
ra direnci belirlemede % 98’in lizerinde uyum
saptanmustir®?. RIF ve izoniazid (INH) direnci-
ni belirlemede ise yéntemin duyarliligi % 100
olarak bulunmustur®. Nitrat rediiktaz aktivi-
tesini belirlemeye dayali kolorimetrik deneme-
ler giinimtizde de devam etmektedir. Bu yilin
basinda yayinlanmis olan bir ¢alismada; yonte-
min 6zgiilliikk ve duyarliligimin oldukga iyi (2
% 94) oldugu ancak sonug almabilmesi i¢in orta-
lama 14 giin gerektigi belirtilmistir®”.

Direncin saptanmasinda kullanilan molekiiler
yontemler

M.tuberculosis’de ilag direncinin molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasindan sonra, diren-
cin erken saptanmasina yonelik molekiiler yon-
temleri kullanma calismalar1 baglamigtir®143138),
Klasik yontemlerde haftalar stiren duyarlilik
testlerinin molekiiler yontemlerle kisa siirede
alimabilmesi hedeflenmistir. Direngten sorumlu
mutasyonlar: taramak i¢in kullanilan molekiiler
yontemler; uygun antibiyotiklerle erkenden
tedaviye baslanmasina, tedavinin basarili olma-
sina ve tiiberkiilozun kontrol altina alinmasima
biiyiik katki saglayacaktir. Bu yontemlerden bir
kisminda kiiltiire gerek kalmadan, dogrudan
klinik 6rnek {izerinden yapilan uygulamayla
diren¢ ortaya konulabilmektedir®?430333%,
Molekiiler yontemlerle en iyi sonug RIF direnci-
ni belirlemede alinmakta; streptomisin, izonia-
zid ve siprofloksasine direngli suslarin sirasiyla
% 40, % 10-15 ve % 25 kadar1 bu ydntemlerle
saptanamamaktadir®™. Molekiiler yontemlerin
major dezavantajlary; yiiksek maliyet, klinik ola-
rak dirence yol acan bakteri toplulugu igindeki
direngli suglarin duyarlilara oraninin kesin ola-



rak belirlenememesi, saptanan mutasyonlarin
(sessiz mutasyonlar) her zaman ilag direnciyle
iligkili olmamasidir™.

Kullanilan molekiiler yéntemlerin ¢ogun-
da li¢ ana asama vardir: 1) Klinik 6rneklerden
niikleik asitin ekstraksiyonu, 2) Gendeki direng-
ten sorumlu spesifik bolgenin amplifikasyonu,
3) Cogaltilan gen bdlgesi tizerindeki mutasyon-
larin saptanmasi®. Bu asamalardaki islemler
kisaltilabildigi 6l¢lide uygulanan testin sonug
verme siiresi erken olabilmektedir. Yontemlerin
¢ogunda zaman kaybinin, ¢ogaltilan genlerdeki
direngle iliskili mutasyonlarin gosterilmesi asa-
masinda yasanmaktadir. Bu asamada birgok
yontem kullanilmaktadir. Kat1 faz hibridizasyon
testleri (INNO-LiPA RIF TB, GenoType MTBDR,
microarray), DNA dizi analizi, polymerase chain
reaction single-strand confirmation polymorp-
hism analysis (PCR-SSCP), heterodupleks anali-
zi, pyrosequencing, mutasyona 6zgii primer ile
amplifikasyon, gercek zamanli-polimeraz zincir
reaksiyonu ve amplifikasyon iiriiniin mutasyo-
na 0zgii restriksiyon enzimle analizi gibi islem-
lerle hedef gendeki degisimler saptanabilmekte
dir(9,1l,16,22,24,27,35).

DNA dizi analizi referans yontemdir. Bu
yontemle bilinen mutasyonlar yaninda, énceden
bilinmeyen mutasyonlar da saptanabilmektedir.
Genelde o6zgiilliilk ve duyarliligi tam olarak
bulunmaktadir®. Ancak, geleneksel DNA
sekanslama isleminin 1-2 giin igerisinde sonug
vermesi ve fazla maniiplasyon islemlerinin
olmasi nedeniyle rutin uygulanan bir ydntem
degildir™*). Cogunlukla diger molekiiler test
sonugclarini dogrulama ve arastirmalar igin kul-
lanilmaktadir. Geleneksel sekanslamada yasa-
nan sikintilar, “pyrosequencing” uygulamasiyla
onemli dlglide giderilmistir. Real Time-PCR ve
“pyrosequencing” yodntemleri kombine olarak
kullanildig1 bir sistemde; dogrudan klinik 6rnek-
ler igerisinde M.tuberculosis kompleks varligi ve
rpoB geninin 81 bazlik bolgesindeki mutasyon-
lar 48 saat icerisinde arastirilabilmektedir. Bu
sistem kullanilarak yapilmis olan bir arastirma-
da; kiiltiir altin standart olarak kabul edildigin-
de RT-PCR yo6nteminin duyarhilik, &zgiilliik,
pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla
% 88.5, % 100, % 100 ve % 96.9; aside direngli
bakteri (ARB) pozitif 6rnekler i¢in % 99.6, % 100,
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% 100 ve % 97.7 ve ARB negatif 6rnekler i¢in
% 75.4, % 99.9, % 98 ve % 98.4 olarak kaydedil-
migtir. RT-PCR pozitif 148 klinik 6rnekte rpoB
geni pyrosequencing y&ntemiyle aragtirildigin-
da; yontemin konvansiyonel test sonuglariyla
uyumu % 98.6 olarak saptanmigtir®.

Kati fazda ters hibridizasyon esasina daya-
nan yontemin Inno-Line Probe Assay (Inno-
LiPA Rif TB) ve GenoType MTBDR/MTBDR
plus olmak iizere iki ticari kiti bulunmaktadir.
Mikroskopisi pozitif 536 balgam 6rnegi {izerin-
de RIF ve INH direncini arastirmada “GenoType
MTBDRplus” kitinin performans: geleneksel
duyarhilik test yontemleriyle karsilagtirilms,
MTBDRplus ile rneklerin % 97’sinde 1-2 giinde
yorumlanabilir sonuglar alinabilmistir®. Aymni
calismada; MTBDRplus testinin RIF ve INH
direngli suslari saptamadaki duyarlilig1 sirasiyla
% 98.9 ve % 94.2; 6zgullugii ise % 99.4 ve % 99.7
olarak bulunmustur. Cogul ilaca direncli (CID)
suslar, % 98.8 duyarlilik ve % 100 ozgiilliikle
saptanabilmistir. GenoType MTBDR testi ile
yapilan c¢alismalarda; kiiltiirde tiretilmis
M. tuberculosis suslarindaki RIF ve INH direnci-
ne yol acan mutasyonlari saptamada yontemin
duyarhilig: sirasiyla % 99 ve % 84 olarak bulun-
mus, bu sonuglarin dizi analizi ile % 100 uyum
gosterdigi belirtilmistir. Yontemin mikroskopisi
pozitif olan klinik 6rneklerde kullanilabilirligi
ile ilgili degerlendirmede; INH direngli olanla-
rin % 84.2’si ve RIF direngli olanlarin % 96.2’sinde
dirence yol acan mutasyonlar dogru olarak
saptanabilmistir®. Inno-LiPA Rif.TB ile fenoti-
pik duyarlilik test sonuglari arasinda % 90.2
oraninda uyum saptanmistir®. Kiiltirtiinde
M.tuberculosis tiremis klinik Orneklerde Inno-
LiPA testinin rifampisin direngli suslar1 sapta-
madaki duyarlihigr % 95, ozgilligi % 99.6,
pozitif prediktif degeri % 92.7, negatif prediktif
degeri % 99.7 ve sonuglar arasimdaki uyum % 99.1
olarak bildirilmigtir(®.

Macroarray yontemlerinde RIF direncin-
den sorumlu rpoB mutasyonlar: yaninda yiiksek
diizey INH direncine yol acan katG geninin 315.
kodondaki mutasyonlar (Ser315Thr) da
tanimlanabilmektedir®~?. Bu yontemlerin RIF
ve INH direncini belirlemede fenotipik yontem-
lerle uyum oranlar: sirasiyla % 95.4 ve % 90.4
olarak bulunmustur®.



Kat1 faz hibridizasyon yontemleri temel
molekiiler calismalarm uygulandig: alt yap ola-
naklar1 simirli laboratuvarlarda bile kolayca
uygulanabilen duyarli ve 6zgiil yontemlerdir.
Onemli dezavantajlar bilinen majér mutasyon-
lar icin tasarlandiklarindan yeni mutasyonlari
saptayamamalar1 ve ayrica amplifikasyondan
sonraki asamalarda yogun is yiikii ve zaman
kaybinin olmasidur.

Kati faz hibridizasyon esash diger bir yon-
tem DNA microarray’dir. Cok sayida farkli
mutasyonlarin incelenmesine olanak saglamak-
tadir. DNA microarray ile yapilan ¢alismalarda
katG, inhA, rpoB, rpsL ve gyrA genlerindeki
mutasyonlarmn belirlenmesinde dizi analizi ile
uyumlu sonuglar alinmistir®®. Bu yontemle RIF
direncli suslarin % 95’i, INH direncli suslarin
% 80’den fazlas1 klinik 6rnekler ve kiiltiirlerde
12 saat icinde saptanabilmistir®. Yontemin en
onemli avantaji klinik 6rnekten bakterinin sap-
tanmasi, tiir tayini, ila¢ direncinin arastirilmasi
ve viriilans geninin ayn1 anda belirlenmesine
olanak vermesidir. Dezavantaji ise pahali ve
ilaglarin bir¢ogunun direnciyle ilgili mekaniz-
malarin tam olarak bilinmemesi nedeniyle
heniiz beklenen diizeyin altinda, sinirh sayida
laboratuvarda uygulama olanag bulmasi-
dir. Yeni gelistirilmis olan “CombiChip
Mycobacteria Drug Resistance detection DNA
chip” yontemiyle INH ve RIF direngli suslarin
dogru olarak belirlenme oranlar sirasiyla % 84
ve % 100; ozgiilliik ise sirasiyla % 100 ve % 95.3
olarak saptanmigtir®.

Miiltipleks alel spesifik PZR (MAS-PZR)
yonteminde rpoB genindeki 516, 526 ve 531.
kodonlar: ve ayrica katG genindeki 315. kodon-
daki mutasyonlar, alel spesifik primerler yardi-
miyla arastirnlmaktadir®*?). MAS-PZR rpoB
geninin 531 ve 516. kodonlarindaki mutasyonla-
11 belirlemede dizi analizi ile % 100 uyumlu
bulunmusgtur®®. Buna kargmn 526. kodondaki
mutasyonu saptamada yontemin duyarliligi
diistikttir. KatG geninin 315. kodonundaki
mutasyonu saptamada dizi analiziyle % 94
uyum gozlenmistir®. Diger bir calismada MAS-
PZR yo6ntemiyle INH, RIF ve etambutol (EMB)
direncinden sorumlu mutasyonlar arastirilmis;
yontemin duyarhilik ve 6zgtilltigii INH icin % 81
ve % 97.5, RIF ic¢in % 93 ve % 98.9, EMB i¢in
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% 54.5 ve % 68 olarak kaydedilmistir®.

M.tuberculosis genomunun herhangi bir
lokasyonundaki genotipe 6zgii mutasyonlar ve
diren¢ olusumundan sorumlu mutasyonlarin
ayni anda saptanmasina olanak veren bir “miil-
tipleks ligasyon-prob amplifikasyon” (MLPA)
yontemi denenmistir. Bu yontemle RIF direngli
suslarin % 71’inde, INH direngli suslarin ise
% 80’inde direngle ilgili mutasyonlar dogru ola-
rak saptanabilmistir®.

Yeni gelistirilmis miiltipleks “PCR single-
strand conformation polymorphism” (PCR-
SSCP) yonteminin duyarliligi INH igin % 80, RIF
icin % 81.8; dzgiilliik ise sirasiyla % 100 ve % 92
olarak bulunmus, yéntemin CID suslarin sapta-
mada maliyet etkin oldugu vurgulanmistir®®.
Bu yilin basinda yayinlanmis olan bir calismada;
RIF direnci ve CID belirlemede “heteroduplex-
PCR” yonteminin kiiltiir sonuglariyla % 98
uyum gosterdigi belirtilmektedir®.

Molekiiler yontemlerde gelinen nokta

Yukarda bahsedilen yontemlerin hemen
hepsinde 6rnek hazirlama, niikleik asit ekstrak-
siyonu, amplifikasyon ve sonu¢ gozlemleme
islemleri ayr1 birer basamak olarak yapilmakta-
dir. Bu agsamalar, bir taraftan zaman kaybi diger
taraftan da is yiikiinde artis ve bazen de gerek-
siz maliyet artisina neden olmaktadir. Teknolojik
gelismelere paralel olarak tiiberkiiloz basillerin-
de tan1 ve direnci belirlemede kullanilan mole-
kiiler testlerde de ¢nemli ilerlemeler kaydedil-
migtir. En 6nemli ilerleme amplifikasyon ve
sonug gozleme islemlerinin es zamanli olarak
yapilabildigi “Gergek zamanl (Real-time) poli-
meraz zincir reaksiyon (PZR)” yontemlerinin
uygulamaya girmesidir. Amplifikasyon ve ana-
liz islemlerinin kapali tek tiip icinde yapildig1
bu yéntem, DNA izolasyonunu takiben 1.5-2
saat igerisinde tamamlanmakta, rifampisin veya
RIF+INH direncinin arastirilmasinda kullanilab
ilmektedir®17.183336),

Ticari olarak gelistirilmis olan bir gercek
zamanli PZR yontemi (Cepheid GeneXpert®
System, Sunnyvale, CA), tiim teknolojik gelis-
meleri icerisinde bulundurmaktadir. Yeni gelis-
tirilmis olan “Xpert MTB/Rif” sisteminde dog-
rudan hasta materyalinden semi kantitatif nes-
ted gercek zamanli-PZR yontemiyle, M.tubercu-



losis kompleks ve rifampisin direnci tek bir test-
le, 2 saatten kisa bir siirede saptanabilmektedir.
Xpert MTB/RIF testi igerisinde bulan primerler
rpoB geni lizerinde bulunan 81 baz ciftlik “core”
bolgesini amplifiye etmek, molekiiler “beacons”
problar1 ise biitlin RIF direngli suslarin %
95-98’inde gozlenen mutasyonlar1 saptamak
tzere tasarlanmistir. Problarin 6zel tasarimi
(overlappig molecular beacons) sayesinde RIF
direncine yol acan 23 farkli mutasyonun arasti-
rilmasi miimkiin olabilmektedir. Sistemde, el
degmeden balgamin islenmesi ve gercek
zamanli-PZR sistemi kombine edilmistir. DNA
izolasyonu, amplifikasyon ve mutasyon sapta-
ma islemlerinin timi tek bir kartus igerisinde
gerceklesmektedir. Sistemin analitik limiti 4.5
M.tuberculosis DNA genom/reaksiyon veya kli-
nik drnegin ml’sinde 131 CFU/ml’dir. RIF diren-
cinden yaygin olarak sorumlu olan 23 farkh
mutasyonun test edildigi calismanin sonuglari,
mutasyonlarm % 100 duyarlilikla saptandigini
gostermistir. Az sayida (107) klinik 6rnek {ize-
rinde yapilan ¢alismada; ARB pozitif ve kiiltiir
pozitif 6rneklerde duyarlilik % 100 (29/29), ARB
negatif, L] pozitif 6rneklerde duyarlilik % 84.6
(33/39), ARB negatif, Lowenstein-Jensen ve siv1
besiyeri pozitif érnekler igin % 71.7 saptanmis-
tir. M.tuberculosis, kiiltiir negatif 25 drnegin hig-
birinde gosterilmemistir. Onceden tedavi gor-
miis kiiltiir ve mikroskopi pozitif 64 tiiberkiiloz
hasta 6rneginin 63’ (% 98.4) ve RIF direncli 9
Ornegin hepsi bu yeni yontemle 2 saatten az bir
siirede saptanabilmis, duyarli 55 0&rnegin
54’tinde (% 98.2) RIF direnci kisa stirede elimine
edilebilmistir®. Yontemin kolay, hizli ve bilinen
mutasyonlar1 saptamada yiiksek duyarliliga
sahip oldugu vurgulanmigtir. Test icin gereken
tiim reaktifler kapali bir kartusta bulundugun-
dan &rnekler arasi ¢apraz kontaminasyon ihti-
mali bulunmamaktadir. Sistemde internal kont-
rol vardir. Uretici firmanmn &nerileri dogrultu-
sunda pulmoner tiiberkiiloz siiphesi olan anti-
tiberkiiloz tedavisi almamis yeni hastalar, 7
giinden az tedavi almis olanlar ve son 2 ay igeri-
sinde tedavi gormemis hastalar, bu test ile
degerlendirilebilmektedir. Biitiin bu olumlu
yonlerine karsin, klinik Ornekler {izerindeki
denemeleri gosteren yaymnlar hentiz yeni ortaya
¢ikmaya baslanmistir ve test hakkinda kesin
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yargtya varmak icin erkendir. Ancak 6n dene-
meler, bu yeni sistemin tiiberkiilozun tam ve
RIF direncinin belirlemesinde arzu edileni vere-
cek gibi goriilmektedir.
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