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Moycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) Uyeleri, tiiberkiiloz (TB) hastaligi etkenidir. Klinik MTBK
izolatlarinda saptanan rifampisin direnci, cok ilaca direncli tiiberkiiloz (CID-TB) olgularinin énemli bir
gostergesidir. Bu calismada, rifampisine direncli MTBK izolatlarinin ilag duyarliigini belirlemede Sensititre
MycoTB plak yonteminin, rutin kullanima uygun olup olmadiginin degerlendirilmesi amaclanmustir. Ca-
lismaya, Xpert MTBC/RIF (Cepheid, ABD) test sonucu pozitif rifampisine direncli 100 MTBK izolati dahil
edilmistir. Hasta ornekleri, homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi uygulandiktan sonra aside direncli
boyamanin ardindan Xpert MTBC/RIF testine alinmistir. Rifampisine direncli klinik 6rnekler, MGIT BAC-
TEC 960 (Becton Dickinson, ABD) sisteminde kdltlirii yapilarak aside direncli bakteri (ARB) arastiriimistir.
Kilturden izole edilen ARB ve kord faktor pozitif bakterilere kart testi (MPB64, Capilla TB-Neo, Tauns La-
boratories, Inc., Numazu, Japonya) uygulanmis ve MTBK olarak saptanan izolatlarin Lowenstein-Jensen
proporsiyon yontemi (LJPY) ve Sensititre MycoTB plak (Trek Diagnostic Systems, Cleveland, OH, ABD) yon-
temiyle anti-TB ila¢ duyarlilik testleri calisiimistir. Yontemler arasinda karsilastirma yapmak amaciyla testler
ayni anda galisiimistir. LJPY, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan daha énce tarif edildigi gibi, Sensititre MycoTB
testi ise dUretici firmanin tanimladigi sekilde calisiimis ve degerlendirilmistir. LJPY’de izoniazid, rifampisin,
rifabutin, etambutol, ofloksasin, moksifloksasin, streptomisin, amikasin, kanamisin, sikloserin, etionamid
ve p-aminosalisilik asit icin final konsantrasyonlar sirasiyla; 0.2 ug/ml, 40.0 pg/ml, 20.0 pug/ml, 2.0 pg/mi,
2.0 pg/ml, 1.0 pg/mL, 4.0 ug/ml, 30.0 pg/ml, 30.0 pug/ml, 40.0 pug/ml, 40.0 ug/ml ve 1.0 pg/ml olacak
sekilde hazirlanmustir. Sensititre MycoTB plak yonteminde tiim ilaclar icin 14. glinde, LJPY’de ise 28. ve 42.
glinlerde sonug¢ alinmistir. Calismada, Sensititre MycoTB testinin duyarlilik ve 6zguilliik oranlari ile iki test
arasindaki kategorik uyum hesaplanmistir. Sensititre MycoTB plak yonteminin duyarlihdi ve 6zgilliginin
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siraslyla %84.4-100 ve %95.6-100 araliginda oldugu bulunmustur. Bu calismada test edilen ilaclar icin iki
yontem arasindaki kategorik uyum %92-100 olarak saptanmistir. Etambutoliin en disik duyarlilik (%84.4)
ve dzgiilliik (%95.6) degerlerine sahip ilac oldugu tespit edilmistir. izoniazid, ofloksasin, streptomisin, kana-
misin, etionamid ve p-aminosalisilik asit duyarliliklarinin sirasiyla %98.8, %90.0, %94.3, %87.5, %91.7 ve
%95.6; rifampisin, rifabutin, moksifloksasin, amikasin, sikloserin duyarliliklarinin ise hepsinde %100 oldugu
saptanmigtir. izoniazid, rifampisin, rifabutin, ofloksasin, moksifloksasin, amikasin, kanamisin ve sikloserinin
ozgullikleri %100, streptomisin, etionamid ve p-aminosalisilik asidin 6zgulliikleri ise sirasiyla %96.9, %97.4
ve %98.9 olarak bulunmustur. Test edilen tiim ilaclarda kategorik uyum, etambutol (%92) hari¢ %96-100
arasinda saptanmustir. Maliyetinin yiiksek olmasina ragmen inkiibasyon siiresinin kisa olmasi, kolay uygula-
nabilmesi, birinci ve ikinci secenek anti-TB ilaclarin duyarliliklarinin ayni anda test edilebilmesi, ilaglarin mi-
nimum inhibitor konsantrasyonu degerlerinin saptanabilmesi, raf dmrinin uzun olmasi, yiiksek duyarlilik,
6zglilliik ve kategorik uyum oranlari nedeniyle Sensititre MycoTB yénteminin, is yiikii ve CiD-TB olgulari
fazla laboratuvarlarda kullanilabilecek etkili bir yontem oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: ilac duyarlilik testi; Mycobacterium tuberculosis kompleks; Léwenstein-jensen propor-
siyon yéntemi; Sensititre MycoTB plak yontemi.

ABSTRACT

Members of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) are the causative agents of tuberculosis
(TB). Rifampin resistance in the clinical isolates of MTBC is an important indicator for multidrug resistant-TB
(MDR-TB) cases. In this study, it was aimed to evaluate whether the Sensititre MycoTB plaque method is su-
itable for the routine use in determining drug susceptibility of rifampin resistant MTBC strains. Xpert MTBC/
RIF positive rifampin resistant 100 MTBC isolates were included in the study. Xpert MTBC/RIF (Cepheid,
USA) test were performed after the samples were processed by homogenization and decontamination and
acid-fast staining. Rifampin resistant clinical samples were cultured in automated MGIT/BACTEC 960 (Bec-
ton Dickinson, USA) system and acid fast bacteria (AFB) were investigated. The anti-TB drug susceptibility
tests of all culture positive AFB and cord factor identified as MTBC by using a cart test (MPB64, Capilla
TB-Neo, Tauns Laboratories, Inc., Numazu, Japan) were performed with the Lowenstein-Jensen proportion
method (LJPM) and Sensititre MycoTB (Trek Diagnostic Systems, Cleveland, OH, USA) methods. For the
comparison of the methods used, the tests were performed simultaneously. The standard LJPM was per-
formed according to the previously described procedures by World Health Organization and the Sensititre
MycoTB plate method was performed as defined by the manufacturer. The final concentrations of isoniazi-
de, rifampin, rifabutin, ethambutol, ofloxacin, moxifloxacin amikacin, kanamycin, cycloserine, ethionamide
and p-aminosalicylic acid in Lowenstein-Jensen media for L|JPM were 0.2 pg/ml, 40.0 pg/ml, 20.0 pg/ml,
2.0 pg/ml, 2.0 pg/ml, 1.0 ug/ml, 4.0 pug/ml, 30.0 ug/ml, 30.0 pg/ml, 40.0 pg/ml, 40.0 ug/ml and 1.0 pg/
ml, respectively. The results were obtained in 14 days for all of the drugs in the Sensititre MycoTB plate met-
hod and in 28-42 days in the LJPM. In this study, the sensitivity and specificity percentages of the Sensititre
MycoTB method and the categorical agreement between the two methods were calculated. The sensitivity
and specificity percentages of the Sensititre MycoTB plate method were between 84.4-100% and 95.6-
100%, respectively. The categorical agreements between the two methods were 92-100% for the drugs
tested in the study. Ethambutol was found to have the lowest sensitivity (84.4%) and specificity (95.6%).
The sensitivities of isoniazide, ofloxacin, streptomycin, kanamycin, ethionamide and p-aminosalicylic acid
were 98.8%, 90.0%, 94.3%, 87.5%, 91.7% and 95.6%, respectively, while rifampicin, rifabutin, moxiflo-
xacin, amikacin, cycloserine were calculated as 100%. The specificities of isoniazid, rifampicin, rifabutin,
ofloxacin, moxifloxacin, amikacin, kanamycin, and cycloserine were found to be 100%, streptomycin,
ethionamide and p-aminosalicylic specificity were 96.9%, 97.4% and 98.9% respectively. The categorical
agreement was 96-100% in all tested drugs except ethambutol (92%). As a result, although the cost is
high, owing to the short incubation period, easy to perform, the possibility for evaluating both first and
second line anti-TB drugs simultaneously, determination of minimum inhibitory concentration values of
the drugs, long shelf life, high sensitivity, specificity and the categorical agreement values, the Sensititre
MycoTB method was determined as an effective method that can be used especially in laboratories where
the workload and the MDR-TB cases are high.

Keywords: Drug susceptibility test; Mycobacterium tuberculosis complex; Léwenstein-Jensen proportion
method; Sensititre MycoTB plate method.
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GiRis

Tiberkiiloz (TB) 6nemli bir halk saghgi problemi olmaya devam etmektedir'. Myco-
bacterium tuberculosis kompleks (MTBK) turleri, basta akciger olmak lizere bir cok organ
ve dokuda TB hastaligini olusturabilmektedir?. Diinya Saglk Orgiiti (DSO), 2017 yi-
linda diinyada 10 milyon yeni TB hastasi bildirmistir. Bu raporda ayrica 558.000 rifam-
pisine direncli olgunun yaklasik %80’inin, en azindan izoniazid ve rifampisine birlikte
direncli olarak tanimlanan, yeni cok ilaca direncli TB (CiD-TB) oldugu belirtilmektedir.
CiD-TB olgularinin tedavi basarisinin diisiik oldugu, ancak %55 civarinda kaldigi tahmin
edilmektedir’.

TB olgularinin tani ve tedavisinde cabalar artarak devam etmektedir'3. TB tedavi-
sinde rifampisin, izoniazid, etambutol ve pirazinamid birinci secenek, ofloksasin, mok-
sifloksasin, amikasin, streptomisin, p-aminosalisik asit, etionamid, sikloserin, kanamisin
ise ikinci secenek ilaclar olarak verilmektedir. Klasik TB tedavisi, birinci secenek ilaclarla
saglanmakta, ancak 6zellikle CiD-TB olgularinda ikinci secenek ilaclar kritik deger tasi-
maktadir’. Bu nedenle TB tanisi alan olgularda bakterinin tanimlanmasi ve tanimlanan
bakterinin miimkiinse en hizli yontemle anti-TB ila¢ duyarliiginin saptanmasi 6nem
kazanmaktadir®=.

Ulusal Tiiberkiiloz Tani ve Tedavi Rehberi, CID-TB olgularina hizla tani konulmasin,
rifampisin direnci saptanan izolatlarin birinci ve ikinci secenek anti-TB ila¢ duyarlilik test-
lerinin caligiimasini 6nermektedir®. Son yillarda Xpert MTBC/RIF sistemi, klinik rnekler-
den hem MTBK’y1 hem de rifampisin direncini dakikalar icinde saptayabilen gercek-za-
manli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) mekanizmasina dayanan ticari molekiiler bir
yontem olarak kullaniimaya baglanmistir®.

Anti-TB ila¢ duyarlilik testlerinde ilk kez standart Lowenstein-Jensen proporsiyon yon-
temi (LJPY), Canetti ve arkadaslari’-® tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra gelistirilen
agar plak yéntemi (APY), altin standart yéntem olarak kabul edilmistir’. Ancak bu yén-
temlerin zaman alici ve rutinde uygulama zorluklarinin bulunmasi nedeniyle alternatif
yeni ve hizli duyarlilik yéntemlerine olan ihtiyag artmistir'®!!. Sensititre MycoTB, bu
amacla gelistirilen ticari duyarlilik test yontemlerinden biridir.

Sensititre MycoTB plaklari, birinci secenek ilaclardan izoniazid, rifampisin, etambutol
ve ikinci secenek ilaglardan ofloksasin, moksifloksasin, streptomisin, etionamid, rifabu-
tin, amikasin, kanamisin, sikloserin ve p-aminosalisik asit olmak lizere 12 liyofilize anti-
TB ilacin kath dilisyonlarini iceren 96 kuyucuktan olusmaktadir. Plakta ayrica pozitif
kontrol amaciyla iki ilagcsiz kuyucuk bulunmaktadir (Sekil 1). Pirazinamid, asidik test
kosullarina gereksinim duydugu icin test plaklarinda yer almamaktadir'®. Ayrica, Sen-
sititre MycoTB plak yonteminin heniiz “Food and Drug Administration (FDA)” onayi
olmadigindan, sadece calisma amacli kullaniimakta oldugu dikkate alinmalidir. Bu ca-
lismada, MTBK izolatlarinin ila¢ duyarliliklarinin saptanmasinda DSO tarafindan valide
edilen standardize LJPY ile Sensititre MycoTB plak yonteminin uyumunun ve Sensititre
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
32 8 16 16 | 32 16 | 64 40 | 256 | 4 40 32

g | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
16 4 8 8 16 8 32 20 | 128 | 2 20 16

C | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
8 2 4 4 8 4 16 10 | 64 1 10 8

D | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
4 1 2 2 4 2 8 5 32 | 0.5 5 4

E | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
2 0.5 1 1 2 1 4 25| 16 |0.25| 2.5 2

F | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
1 0.25] 0.5 | 0.5 1 0.5 2 1.2 8 1012 1.2 1

G | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | KAN | EMB
0.5 |0.12]0.25|0.25| 0.5 |0.25| 1 0.6 4 |0.06| 06 | 0.5

b | OFL | MXF | RIF | AMI | STR | RFB | PAS | ETH | CYC | INH | pos | pOs
0.25 | 0.06 | 0.12 |0.120.25 |0.12]| 0.5 | 0.3 | 2 [0.03

Sekil 1. Sensititre MycoTB plaginda antibiyotikler ve konsantrasyonlarinin (tg/ml) sematik gosteri-
mi (OFL: Ofloksasin, MXF: Moksifloksasin, RIF: Rifampisin, AMI: Amikasin, STR: Streptomisin, RFB:
Rifabutin, PAS: p-aminosalisik asit, ETH: Etionamid, CYC: Sikloserin, INH: izoniazid, KAN: Kanamisin,
EMB: Etambutol, POS: Pozitif kontrol).

MycoTB plak yonteminin LJPY’nin yerine kullanilabilecek kadar etkin bir yontem olup
olmadiginin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya rifampisine direncli 100 MTBK izolati dahil edildi. Hasta 6rnekleri, homo-
jenizasyon ve dekontaminasyon islemi uygulandiktan sonra aside direncli boyamanin
ardindan Xpert MTBC/RIF (Cepheid ABD) testine alindl. Test, Uretici firmanin onerilerine
uygun olarak calisildi. Rifampisin direnci bulunan klinik érneklerin BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sisteminde kiiltiirii yapildi. izole edilen bakterilerin kord fak-
toru olusturup olusturmadiklar ve aside direncli bakteri (ARB) ozellikleri arastirildi. ARB
ve kord faktor pozitif bakterilere, kart testi (MPB64, Capilla TB-Neo, Tauns Laboratories,
Inc., Numazu, Japonya) uygulandi. Kart test ile MTBK olarak tanimlanan bakterilere LJPY
ve Sensititre MycoTB (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH, ABD) plak yontemiyle
ayni anda anti-TB ilag duyarlik testi uygulandi.

LJPY icin 6nce anti-TB ilaclarin stok cozeltileri hazirlandi. ilaglarin, rifampisin ve ri-
fabutin (saf etil alkolde) ile ofloksasin ve moksifloksasin (0.1 M NaOH c¢ozeltide) harig
steril distile su icinde ¢oziilerek (A) ¢ozeltileri elde edildi. izoniazid, rifampisin, rifabu-
tin, ofloksasin, moksifloksasin ve streptomisin icin final konsantrasyonlari olusturmaya
uygun calisma (B) ¢ozeltileri hazirlandi. Her bir ilacin (A/B) ¢ozeltilerinden final kon-
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santrasyon olusturacak miktarlari, L) besiyerlerine ilave edildi ve 17 x 110 mm burgu
kapakli polistren tiplere 6-7 ml miktarinda paylastirildi. Daha sonra bu tipler, 11 £
0.5 derece yatik vaziyette 85°C’de 40-45 dakika pisirildi. LJPY'de izoniazid (0.2 pg/
ml), rifampisin (40.0 pg/ml), rifabutin (20.0 ug/ml), etambutol (2.0 ug/ml), ofloksasin
(2.0 pg/ml),moksifloksasin (1.0 ug/ml), streptomisin (4.0 pg/ml), amikasin (30.0 ug/
ml), kanamisin (30.0 ug/ml), sikloserin (40.0 ug/ml) ve etionamid (40.0 pg/ml) ve
p-aminosalisilik asit (1.0 ug/ml) ilag konsantrasyonlari kullanildi.

Her iki test icin calismaya en fazla bes haftalik taze kiltirler alindi. Calismaya basla-
madan once kdltirlerin kontaminasyon kontroli icin %5 koyun kanli agar (KKA) plak-
larina ekimleri yapildi. KKA besiyerleri, 36 + 1°C’de etlivde 24 saat inkiibe edilip ireme
goOzlenmeyenler calismaya dahil edildi. LJPY icin standardize bakteri stispansiyonu hazir-
landi. Bu siispansiyondan 100 kat sulandirma ile 102 ve 10"*liik iki diliisyon daha yapil-
di. 10"%lik diliisyondan bir kontrol ve ilach besiyerlerine, 10-*liik diliisyondan ise sadece
kontrol amaciyla Léwenstein-Jensen besiyerine 100’er pl ekildi. Tupler, 36 + 1°C’'de
inkiibe edildi. ilach Léwenstein-Jensen besiyerlerinin kalite kontrolleri, Ulusal Tiiberkiiloz
Tani Rehberine uygun olarak H37Rv (ATCC 27294) susu ile yapildi. Sonuglar, 28. ve 42.
glinlerde degerlendirildi. 10™Iiik kontrol tiipiinde 50 cfu’dan fazla iireme olan testler
gecerli olarak kabul edildi. Degerlendirme, 10™liik kontrol tiipiine gére ilagh tiiplerdeki
bakteri Gremeleri karsilastirilarak yapildi. Kontrol tiiplinden daha az Greme iceren ilach
tupler, duyarh kabul edildi.

Sensititre MycoTB yonteminde calisma oncesi kit icinde kullanima hazir bulunan li-
yofilize antibiyotikli plak, oleik asit-albumin-dekstroz-katalaz (OADC) icerikli 7H9 sivi
besiyeri ve cam boncuk iceren Sensititre saline tween sivilarinin oda sicakhgina gelme-
leri icin yaklasik 30 dakika beklendi. MGIT besiyerinde tremis taze kiltirden 1-2 ml,
enjektorle Sensititre saline tween sivisi icine alindi ve 30 saniye vortekslendi. Tirbidite,
McFarland 0.5’e uygun olacak sekilde ayarlandi ve ¢okmesi icin 15 dakika beklendi. Bu
bakteri sispansiyonundan 100 pl, 11 ml’lik 7H9 sivi besiyerine eklenip 30 saniye vor-
tekslendi. Daha sonra bakteri ekilmis bu sivi besiyerinden 100 pl, coklu pipet yardimiyla
Sensititre MycoTB plagindaki her cukurcuga ekim yapildi. Plak tizerine kendinden yapis-
kanh ozel seffaf plastik yapistirildi ve tlberkulosit dezenfektanla temizlendi. Plaklar, st
uste ikiserli olarak kilitli sizdirmaz plastik posete konularak 36 + 1°C’de aerobik kosullara
sahip etlivde inkiibe edildi. Diren¢ belirlenmesinde izoniazid icin > 0.25 pug/ml, rifampi-
sinicin > 1.0 pg/ml, rifabutin icin > 0.5 ug/ml, etambutol icin > 4.0 ug/ml, streptomisin
icin > 2.0 pg/ml, amikasin icin > 4.0 yg/ml, kanamisin icin > 5.0 ug/ml, ofloksasin icin
> 2.0 pg/ml, moksifloksasin icin > 1.0 ug/ml, sikloserin icin > 32.0 pg/ml, etionamid
icin > 5.0 pg/ml ve p-aminosalisilik asit icin > 1.0 ug/ml degerleri esas alindi. Yedinci ve
14. glnlerde treme kontroll yapildi. Kontrol kuyucuklarinda yeterli Gremenin oldugu
14. giinde sonuclar okundu. Ureme kontrolii, iireticinin kilavuzda belirttigi sekilde ku-
yucuklarin dibinde bulaniklik veya ¢okeltinin bulunmasi durumuna goére manuel olarak
degerlendirildi. Plaklarin manuel olarak kontrol edilmesi asamasinda yaniimayi engelle-
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mek amaciyla okumalar, 6nce egitim almis bir teknisyen, daha sonra ayni giin deneyimli
uzman tarafindan homojen beyaz LED isik altinda yapildi. Ureme olmayan kuyucuklar,
seffaf olarak kaldi ve minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK), Giremenin gériilmedigi
en duslk antibiyotik konsantrasyonu olarak kaydedildi.

Sensititre MycoTB plak yonteminde tiim ilaclar icin 14 giinde sonug alindi. LJPY’de ilk
okuma 28. glinde yapildi ve kontrol tiipiinde yeterli ireme saptanan testler sonuclandi-
rildi. Geri kalan tiplerin inkiibasyonuna devam edildi ve L|PY’de tiim testler 42. glinde
tamamlandi.

Veri analizinde, 22.0 IBM SPSS paket programi kullanildi. Sensititre MycoTB plak yon-
teminin 6zgulliik, duyarlilik ve LJPY ile kategorik uyum ytizdeleri hesaplandi. Sonuglar,
%95 glven araliginda degerlendirilip p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli olarak
kabul edildi.

BULGULAR

izolatlarin tamaminda her iki yéntemle de rifampisin direnci saptanmustir. Sensititre
MycoTB yontemi ile rifampisin direnci saptananlarin %82 (n= 82)’sinin ayni zamanda
izoniazide de direncli oldugu gorulmustir. Tek basina rifampisin direnci saptanmamis-
tir. izolatlarin 83’iinde rifabutin, 27’sinde etambutol, 9’unda ofloksasin, 6’sinda moksif-
loksasin, 33’Unde streptomisin, 4’linde amikasin, 7’sinde kanamisin, 9'unda sikloserin,
20’sinde etionamid ve 22'sinde p-aminosalisilik asit direnci saptanmistir. Test edilen 100
MTBK izolatinin 17'sinde izoniazid, rifampisin, streptomisin ve etambutole, 11’inde izo-
niazid, rifampisin ve streptomisine, 10’unda izoniazid, rifampisin ve etambutole birlikte
direnc saptanmustir. Uc izolatta rifampisin ve izoniazid ile birlikte ofloksasin, 1 izolatta ise
kanamisin direnci saptanmistir. Tek basina etambutol ve rifabutin direnci saptanmamis-
tir. Etionamid, kanamisin, streptomisin, p-aminosalisilik asit ve sikloserinde diger ilaclarla
birlikte ve/veya tek ilag direnci gézlenmistir. izolatlarin 82’sinin CiD-TB izolati, 4’iiniin
pre-YID-TB oldugu belirlenmistir. Calismamizda YiD-TB saptanmamustir.

LJPY esas alindiginda, LJPY'nin direncli, Sensititre MycoTB plak yonteminin duyarh
(yalanci duyarli) olarak saptadigi sonuglar, tip-Il hata (¢cok biyik hata) olarak tanimlan-
mis olup 13 farkli izolatta tip-Il hata saptanmistir. Tip-ll hata, etambutol icin 5, etiona-
mid ve streptomisin icin 2’ser, izoniazid, ofloksasin, kanamisin ve p-aminosalisilik asit
icin 1’er izolatta gorilmustdr.

LJPY'nin duyarli, Sensititre MycoTB plak yonteminin direncli (yalanci direncli) sap-
tadigr sonuclar, tip-l1 hata (blylk hata) olarak tanimlanmis olup 8 farkl izolatta tip-I
hata bulunmustur. Tip-l hata saptanan ilaclarin dagihmi; etambutolde 3, etionamidde
2, streptomisinde 2 ve p-aminosalisilik asitte 1 izolat olarak gozlenmistir.

Sensititre MycoTB plak yontemiyle elde edilen MiK degerleri dikkate alindiginda izo-
niazid, ofloksasin, moksifloksasin ve streptomisinin LJPY’deki kritik konsantrasyonlarinin
ayni oldugu, etambutol, p-aminosalisik asit ve sikloserinde farkli oldugu belirlenmistir.
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Tablo I. Léwenstein-Jensen Proporsiyon Yontemi (LJPY) Kritik Konsantrasyonlari ve Sensititre MycoTB
Plak Yéntemi Konsantrasyon Araliginin Karsilastirimasi
Sensititre MycoTB Sensititre MycoTB plak yontemiyle
. plak yontemi saptanan konsantrasyon aralig ve
llaglar LJPY’de KK (ug/ml) konsantrasyon araligi LJPY’de KK’ye en yakin degerleri
INH 0.2 0.03-4.0 0.25 (< 0.03-4)
RIF 40.0 0.12-16.0 UD (2.0-16)
RFB 20.0* 0.12-16.0 UD (< 0.12-16)
EMB 2.0 0.5-32.0 5 (0.5-32)
OFL 2.0 0.25-32.0 2 (0.25-4)
MXF 1.0* 0.06-8.0 1.0 (0.06-4)
STR 4.0 0.25-32.0 4 (0.25-32)
AMI 30.0 0.12-16.0 UD (0.12-4)
KAN 30.0 0.6-40.0 uD (0.6-10)
CYC 40.0 2.0-256.0 32 (4.0-32)
ETH 40.0 0.3-40.0 UD (< 0.3-40)
PAS 1.0 0.5-64.0 2 (0.5-8)
INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, RFB: Rifabutin, EMB: Etambutol, OFL: Ofloksasin, MXF: Moksifloksasin,
STR: Streptomisin, AMI: Amikasin, KAN: Kanamisin, CYC: Sikloserin, ETH: Etionamid, PAS: p-aminosalisik asit,
UD: Uygun degil.
* LJPY icin gegici kritik konsantrasyon.

Rifampisin, rifabutin, amikasin, kanamisin ve etionamidde MiK degerlerine karsilik gelen
degerler uygun bulunmamistir. Tablo I'de LJPY’nin kritik konsantrasyonlari, Sensititre
MycoTB ile saptanan ila¢ MiK deger araliklari ve LJPY’ye karsilik gelen konsantrasyonlari
goOsterilmistir.

Sensititre MycoTB plak yontemin duyarliigi %84.4-100 ve 6zgulligi %95.6-100, iki
yontem arasindaki kategorik uyum %92.0-100 araliginda saptanmistir. Etambutoliin en
distk duyarhhk (%84.4) ve 6zglllik (%95.6) degerlerine sahip ila¢ oldugu gorilmis-
tur. izoniazid, ofloksasin, streptomisin, kanamisin, etionamid ve p-aminosalisilik asidin
duyarhhklari, sirasiyla %98.8, %90.0, %94.3, %87.5, %91.7 ve %95.6 iken, rifampisin,
rifabutin, moksifloksasin, amikasin ve sikloserinin %100 olarak hesap edilmistir. izonia-
zid, rifampisin, rifabutin, ofloksasin, moksifloksasin, amikasin, kanamisin ve sikloserinin
ozgulliikleri %100, streptomisin, etionamid ve p-aminosalisilik asidin 6zgullikleri ise si-
rastyla %96.9, %97.4 ve %98.9 olarak bulunmustur. Test edilen tim ilaglarda kategorik
uyum etambutol (%92) hari¢, %96-100 arasinda saptanmistir. Calisma sonucunda izo-
latlarin 82’sinin her iki ydntemle de CiD-TB olduklari bulunmustur. Sonuclar Tablo Il’de
sunulmustur.
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TARTISMA

Diinyada yaklasik 10 milyon TB olgusunun bulundugu tahmin edilmektedir. Hastalik
nedeniyle en az 300.000'i HIV/AIDS’li olmak Uzere 1.6 milyon kisi hayatini kaybetmek-
tedir. CiD-TB olgularina en kisa siirede tani konulmasi ve uygun ilaglarla tedavi edilmesi,
hastaligin kontrol altina alinmasi agisindan cok énemlidir. Ciinkii CID-TB, sadece HIV/
AIDS birlikteliginde degil, tim TB olgularinda morbidite ve mortaliteyi 6nemli Ol¢lide
arttirmakta, tedavi sliresini uzatmakta, maliyetlerin ve ila¢ yan etkisinin artmasina neden
olmaktadir'. Bu nedenle TB olgularindan izole edilen MTBK izolatlarinin hizli, kolay ve
standart yontemlerle laboratuvar tanisi ve ilag duyarhliklarinin yapilmasina olan ihtiyag
giderek artmaktadir>'% Ulusal Tiiberkiiloz Tani ve Tedavi Rehberinde &zellikle CiD-TB
olgularinin hizli tanisi ve tedavisinin 6nemi vurgulanmaktadir®. Altin standart olarak ka-
bul edilen APY uygulanmasi zor, zaman alici ve ¢cogu kez tekrarlanmasi gerektiginden
rutin kullamima uygun bulunmamuistir'®. LJPY, DSO tarafindan tarif edilen standart bir
yontemdir®”811, Ancak en énemli dezavantaj, 4-6 hafta gibi cok gec siirede sonuglan-
masidir®!!. Sensititre MycoTB plak ydntemi ise pirazinamid haric, birinci ve ikinci se-
cenek anti-TB ilaclarin duyarliliklarini birlikte test edebilmesi, kolay uygulanabilmesi ve
degerlendirilebilmesi ve sonug alma siresinin kisa olmasi gibi avantajlari bakimindan son
yillarda caligiimaya baglanmigtir'®-4,

Calismamizda LJPY’de rifabutin ve moksifloksasin hari¢, daha once onerilen kritik kon-
santrasyonlar kullanilmistir>. Bu iki ilag icin Léwenstein-Jensen’de kritik konsantrasyon
belirlenmemistir. Bu nedenle literatiir arastiriimig moksifloksasin icin Yu ve arkadaglarinin
yaptiklari calismadaki kritik konsantrasyona yakin bir deger olarak 1.0 pug/ml’nin, rifa-
butin icin ise yine ayni calismada saptanan degerin (20 pg/ml) calsiimasi uygun bulun-
mustur''. Anti-TB ila¢ direncinin belirlenmesinde Sensititre MycoTB plak testi icin Lee ve
arkadaslarinin calismasi'?, LJPY icin ise rifabutin ve moksifloksasin haric daha énce verilen
kritik konsantrasyonlar esas alinmistir®.

Calismamizda Sensititre MycoTB plak yontemi 14, LJPY ise 42 gilinde tamamlanmustir.
Lee ve arkadaslarinin yaptigi calismada'? Sensititre MycoTB plak yénteminde sonucla-
rin alinmasi icin gereken ortalama siirenin 10 gin oldugu saptanmistir. Calismamizda
LJPY’de testlerin %68'i 28 glinde sonu¢lanmis; ancak yontem 42. giinde tamamlanmugtir.
Buna gore, Sensititre MycoTB plak yonteminde testin sonuclanmasi icin gereken siirenin
daha kisa oldugu gorilmustdr.

Calismamizda Sensititre MycoTB plak yontemin duyarliliginin %84.4-100, 6zgulligu-
nin %95.6-100, yontemler arasindaki kategorik uyumun ise %92-100 araliginda oldugu
saptanmistir. Etambutoliin en dislk duyarlilik (%84.4) ve 6zgiillik (%95.6) degerlerine
sahip ilag oldugu gorilmustir. Caismamizda duyarllik, en yiksek rifampisin, rifabutin,
moksifloksasin, amikasin ve sikloserin (%100)'de, en dusuk etambutol (%84.4)'de bu-
lunmustur. izoniazid, ofloksasin, streptomisin, kanamisin, etionamid ve p-aminosalisilik
asidin duyarhliklari ise sirasiyla %98.8, %90.0, %94.3, %87.5, %91.7 ve %95.6. olarak
saptanmistir. Altin standart APY ile Sensititre MycoTB plak yonteminin karsilastinldigi ca-
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lismalarda bu oran, Varici-Balci ve arkadaslari'® tarafindan %86-100, Hall ve arkadaslari’3
tarafindan %93.2-100, Xia ve arkadaslar' tarafindan %71.4-100, Lee ve arkadaslari'?
tarafindan ise %18.2-100 olarak bulunmustur. Etambutoliin duyarliigini, Yu ve arkadas-
lan'" %64.6, Varici-Balci ve arkadaslar'® %88.9, Xia ve arkadaslari'* %100, Lee ve arka-
daslari'? %64.3 olarak bildirmislerdir. Varici-Balci ve arkadaslan'®, Sensititre MycoTB plak
yonteminde duyarlihdi, birinci secenek ilaclar arasinda en ytiksek izoniazid ve rifampisin
(%100)’de, en dislik etambutol (%89)'de bulmusken, ikinci secenek ilaglar arasinda eti-
onamid (%86) haric tiimiinde %7100 olarak saptamislardir. Hall ve arkadaslar'®, duyarlili-
g1 birinci secenek ilaglar icin en ylksek rifampisin (%99)’de, en distk izoniazid (%93)de;
ikinci secenek ilaclar icin en yiiksek sikloserin, kanamisin ve rifabutin (%100)’de, en disiik
p-aminosalisilik asit (%94)'te saptamigslardir. Lee ve arkadaslari'? yéntemin duyarliigini
en ylksek izoniazid ve ofloksasin (%100)'de, en dustik sikloserin (%18)'de bulmuglardir.
Yu ve arkadaslar'', bu yéntemin duyarlii@ini en yiiksek rifampisin (%98) ve sikloserin
(%100)'de, en disuk etambutol (%65) ve p-aminosalisilik asit (%93)'te saptamuglardir.
Xia ve arkadaslan' yontemin duyarliigini en diisiik sikloserin (%71.4)’de bulmuslardir.
Calismamizin duyarlilik bulgularinin, Yu ve arkadaslarinin'’ etambutol, Lee ve arkadas-
larinin'? etambutol ve sikloserin, Xia ve arkadaslarinin' sikloserin icin saptadiklari haric,
arastirmacilarin'®' verilerine yakin veya ayni oldugu belirlenmistir.

Calismamizda 6zguillik etambutol (%95.6), streptomisin (%96.9), etionamid (%97.4)
ve p-aminosalisilik asit (%98.9) haric diger ilaclarda %100 bulunmustur. Degisik calisma-
larda arastirmacilar bu orani sirasiyla %94.9-100, %93.2-100, %79.5-100, %90-100 ve
%84.3-100 olarak bulduklarini bildirmislerdir'®'4, Sensititre MycoTB plak yénteminde
saptadigimiz 6zgiilliik oranlari, Lee ve arkadaslarinin'' etambutol (%79.5), Xia ve arka-
daslarinin' rifabutin (%84.3) icin bildirdikleri haric, arastirmacilarin'®' verilerine uygun
bulunmustur. Duyarhlik ve 6zgulliikle ilgili arastirmalar arasindaki farkhliklar, izolat sayilari
ve ila¢ konsantrasyonlari ile yontemsel farkliliklardan kaynaklanmig olabilir. Ayrica kulla-
nilan izolatlarin direng 6zellikleri ve secilmis 6rnekler olmalari da farklihginin bir diger
nedeni olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda Sensititre MycoTB plak yonteminin LJPY ile kategorik uyumunun, etam-
butol (%92) hari¢, %96-100 araliginda oldugu gériilmiistiir. Varici-Balci ve arkadaslari'®,
Sensititre MycoTB plak yonteminin APY ile uyumunun birinci secenek anti-TB ilaglar icin
%96-99, ikinci secenek anti-TB ilaclar icin %95-100 arasinda degistigini ifade etmislerdir.
Diger calismalarda Sensititre MycoTB plak yonteminin uyumlari, test edilen konsantras-
yonlar icin sirasiyla %86.5-99.2, %79.7-99.1, %94.3-100 ve %91.2-100 araliklarinda bu-
lunmustur''4, Bulgularimizin diger calismalarla uyumlu oldugu degerlendirilmistir' %14,

CID-TB hastalarinda tedavi basarisi 65nemli élciide diisiiktiir. Rifampisin direnci, CiD-
TB varliginin bir géstergesi olarak DSO tarafindan izlenmektedir'. Calismamizda sadece
rifampisin direngli suslar kullanilmis ve 82 izolatin CID-TB oldugu saptanmustir. Bu verinin
DSO bildirisinde yer alan tahmini degere (%79), yakin oldugu diisiiniilmistiir. Calisma-
mizda dért pre-YiD-TB izolati tespit edilmis, YID-TB izolati ise saptanmamustir. Ancak uy-
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gun sekilde tedavi edilmeyen hastalarda YiD-TB izolatlarinin gelisme riski bulunmaktadir.
CID-TB direncine ek olarak herhangi bir florokinolona veya aminoglikozide karsi direnc
olmasi pre-YiD-TB, herhangi bir florokinolona ve aminoglikozide direng olmasi ise YiD-TB
olarak tanimlanmaktadir. Hastalarda pre-YiD-TB/YID-TB izolatinin varligi tedavi basarisi
acisindan biiyiik nem tagimaktadir®>10,

LJPY’de ilach tiipler ayri ayri hazirlanmaktadir. Besiyeri ve ilagli besiyerlerinin hazirlanma-
si ve kalite kontroll, zaman alici, zahmetli ve 6zel dikkat gerektiren islemlerdir'>. Sensititre
MycoTB plak yonteminde, birinci ve ikinci secenek ilaclarin duyarliliklari, ayni anda bakil-
makta ve plaklar, hazir liyofilize ilaclar icermektedir. Gerek APY’de ilacli agar plaklarinin'®,
gerekse LJPY’de ilagh L) besiyerlerinin®'> raf émiirleri kisitl iken Sensititre MycoTB plaklari
oda sicakhiginda 24 aya kadar saklanabilmektedir. Ayrica DSO tarafindan valide edilen LJPY
ile sadece duyarl veya direncli olarak kalitatif sonug¢ alinabilirken Sensititre MycoTB plak

yoéntemi ile antibiyotiklerin MiK konsantrasyonlari (kantitatif) elde edilebilmektedir.

Sensititre MycoTB plak yonteminin en 6nemli dezavantajinin, birinci secenek ilaglar-
dan pirazinamid duyarliiginin test edilememesi olarak gorulmustdr. Ayrica guincel plak
maliyetinin de 470 TL gibi yiksek olmasi, testin kisitlayici bir faktori olarak degerlendiril-
mistir. Buna karsilik, Sensititre MycoTB plak yonteminin, sonug alma siiresinin kisa olmasi,
duyarlilik, 6zgullik ve kategorik uyum oranlarinin yiiksek olmasi, birinci ve ikinci secenek
ilaclarin birlikte calisilabilmesi ve ilaglarin MiK degerlerinin saptanabilmesi, uygulama ko-
layhgi, raf omriiniin uzun olmasi gibi bircok avantaja sahip oldugu degerlendirilmistir. Bu
nedenle, Sensititre MycoTB plak yonteminin, ozellikle is ylkiintn fazla oldugu laboratu-
varlarda, ozellikle rifampisine direncli izolatlarin anti-TB ila¢ duyarliiginin belirlenmesinde
kullanilabilecek etkin bir ydontem oldugu sonucuna varilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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