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Tiberkiloz tiim diinyada 6nemli bir halk saghdi sorunu olmaya devam etmektedir. Tiiberkilozun
tanisinda ve ilag direncinin belirlenmesinde kdltlr yontemleri halen altin standart olarak kabul edilmekte-
dir. Bu yontemlerin en 6nemli kisithligi sonuglanma siirelerinin uzun olmasidir. Siireyi kisaltmaya yonelik
olarak gelistirilen ticari kiltur sistemleri, 6zellikle gelismekte olan Glkeler icin ekonomik bir sorun olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle ucuz, hizli, kolay uygulanan ve objektif degerlendirilebilen testlere ihti-
yag¢ duyulmaktadir. Bu calismada; Mycobacterium tuberculosis kompleks izolatlarinda rifampisin (RIF) ve
izoniazid (INH) direncinin belirlenmesi icin kiltiire dayali yontemlere ek olarak, degerlendirme siirecini
hizlandirabilmek icin kapiller tiip yonteminin gelistirilmesi amaclanmistir. Calismaya mikobakteriyoloji
laboratuvari kiltir koleksiyonundan, daha énce BACTEC MGIT 960 (BD, ABD) sistemiyle birinci secenek
ilaclara duyarlilik testleri gerceklestirilmis ve stoklanmis olan izolatlardan 27 RIF direncli, 36 RIF duyarli
ve 30 INH direncli, 33 INH duyarh bakteri dahil edilmistir. Calismada kalite kontrol susu olarak H37Rv
standart susu ile RIF ve INH direncli oldugu bilinen bir dis kalite kontrol (IDT3) susu kullanilmistir. Yeni bir
test yontemi olarak RIF ve INH direncinin saptanmasinda kapiller tiip yontemi standart bir test olan BAC-
TEC MGIT 960 sistemiyle karsilastirilarak calisiimistir. RIF ve INH direnclerinin belirlenmesinde kapiller tiip
yontemiyle referans yonteme gore duyarlilik sirasiyla, %85 ve %80 olarak belirlenmis ancak calismalarin
6zgiilliik degerleri (sirasiyla %25 ve %45.5) iki ilag icin de disiik olmustur. Kapiller tiip yontemiyle diren-
cin saptanma siireleri 4-9 giin arasinda degismistir. Ozellikle cok ilaca direncli izolatlarin hizli tanimlanarak
tedaviye alinabilmeleri icin gelistirilen bu yontem her ne kadar 6zgiilligi ¢ok disiik olsa da kisa siirede
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Mycobacterium tuberculosis Kompleks izolatlarinda Rifampisin ve izoniyazid Direncinin
Belirlenmesi i¢in Yeni Bir Yontem: Kapiller Tip Yontemi

direncli suglari gorece yiiksek bir duyarlilik ile gostermesi yoniiyle umut vadedicidir. Calismanin daha
genis sayida orneklem ile surdirilmesi hatta dogrudan klinik érnekten yapilacak calismalarla yontemin
gelistirilmesinin yararl olacagi distinilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis; rifampisin direnci; izoniazid direnci; kapiller tiip yontemi.

ABSTRACT

Tuberculosis continues to be an important public health problem worldwide. Culture methods are still
considered the gold standard in the diagnosis of tuberculosis and the determination of drug resistance.
The most important limitation of these methods is their long turnaround time. Commercial culture sys-
tems developed to shorten the duration are emerging as an economic problem, especially for developing
countries. Therefore, cheap, fast, easy to apply and objectively evaluable tests are needed. In this study, in
addition to culture-based methods for determining RIF and INH resistance in Mycobacterium tuberculosis
complex isolates, it was aimed to develop the capillary tube method to accelerate the evaluation process.
The study included 27 RIF-resistant, 36 RIF -sensitive, 30 INH-resistant, and 33 INH-sensitive isolates
obtained from the mycobacteriology laboratory culture collection, for which susceptibility testing to first-
line drugs were previously performed using the BACTEC MGIT 960 system (BD, USA) and were stored.
H37Rv standard strain and an external quality control strain (IDT3) with known RIF and INH resistance
were used as quality control isolates in the study. As a new testing method, the capillary tube method for
detecting rifampicin and isoniazid resistance was compared to the standard BACTEC MGIT 960 system.
In the determination of RIF and INH resistance, the sensitivity of the capillary tube method compared
to the reference method was determined as 85% and 80%, respectively; however, the specificity values
(25% and 45.5%, respectively) for both drugs were found to be low in the studies. The time to detect re-
sistance with the capillary tube method varied between 4-9 days. Capillary tube method, which was de-
veloped especially for the rapid identification and treatment of multidrug-resistant isolates, is promising
in that it detects resistant strains in a short time with a relatively high sensitivity, although its specificity is
very low. It is thought that it would be beneficial to continue the study with a larger number of samples
and even improve the method with studies conducted directly from clinical samples.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; rifampicin resistance; isoniazid resistance; capillary tube method.

GiRiS

Tuberkiloz (TB), son 25 yildir kiiresel halk sagligi icin acil durum olarak kabul edilmek-
tedir'. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin 2023 yil raporunda, 2022 yilinda 10.6 milyon
insanin tberkiiloza yakalandigi ve 1.3 milyon insanin tiberkiloz nedeniyle 6ldigu tah-
min edilmektedir. Ayni raporda, tiiberkiilozun diinya capinda 6nde gelen 6lim neden-
leri arasinda 13. sirada oldugu ve koronaviris hastaligi 2019 [coronavirus disease 2019
(COVID-19)]'dan sonra [insan immunyetmezlik virisi (human immundeficiency virus
(HIV)/kazanilmig immiin yetmezlik sendromu (acquired immunedeficiency syndrome)
(AIDS)'in Ust sirasinda] ikinci 6nde gelen bulagici bir hastalik oldugu da belirtilmektedir?.

Hastaligin laboratuvar tanisinda kiltiire dayali testler halen altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ancak klasik kiltir yontemlerinin sonu¢lanmasi uzun zaman almakta, tica-
ri otomatize yontemler ise gorece yiiksek maliyet gerektirmektedir'>*#. Mikobakteriler
icin ilag duyarlilik testlerinde altin standart olarak kullanilan kiiltire dayali agar proporsi-
yon yontemi zaman alici ve zahmetlidir. BACTEC MGIT 960 sistemi (Becton Dickinson,
ABD)’yle duyarhlik testlerinin calisilabilmesi streci kolaylastirmis ve sonuclanma suresi
kisalmistir. Bununla birlikte BACTEC MGIT 960 sistemiyle de ilag direncinin saptanmasi
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12 gline kadar uzayabilmektedir. Ayrica gelismekte olan Ulkelerde maliyet de 6nemli bir
sorun olarak karsimiza cikmaktadir’”. Bu nedenle halen mikobakterilerin ila¢ direncinin
saptanmasinda; hizli, ucuz ve kolay uygulanabilir kiltiire dayali yontemlere gereksinim
devam etmektedir.

Cok ilaca direncli (CID) TB'nin diinya capinda artan oranlari géz éniine alindiginda
direncin belirlenmesinde hizli yéntemler hayati nem tagimaktadir. Ozellikle gelismekte
olan tlkeler basta olmak tizere kosullari kisitl olan laboratuvarlar icin altyapr gerektirme-
yen ve teknik olarak karmasik olmayan testlerin kullanimi DSO tarafindan da arastiril-
maktadir. Bu kapsamda ticari olmayan kdltiir ve duyarllk test yontemleri gelistiriimeye
calisiimaktadir®. Bunlardan, mikroskobik olarak gézlenen ilag duyarliligi [microscopically
observed drug susceptibility (MODS)], kolorimetrik redoks gosterge yontemleri [colo-
rimetric redox indicator methods (CRI)], ince tabaka agar yontemleri [thin-layer agar
methods (TLA)], nitrat rediiktaz testi [nitrate reductase assay (NRA)] ve mikobakteriyofaj
tabanl testler hizli ve ucuz olmalar bakimindan umut vadetmektedir®®. Bu testlerin DSO
tarafindan yapilan degerlendirmesinde CRI, MODS ve NRA'nin belirli kosullar altinda
kullanimi icin yeterli kanit oldugu kabul edilmektedir®. Bununla birlikte 6zellikle kosullari
kisitl olan laboratuvarlar icin CID-TB’nin saptanmasinda hizli ve ekonomik yéntemlere
gereksinim devam etmektedir.

Bu calismada, tiiberkiloz ilaglarina direncin saptanmasi icin farkli bir yontem olarak
kapiller tip yonteminin gelistiriimesi amaclanmistir. Bu amacla yapilan 6n calismalarda
sivi besiyeri iceren kapiller tiiplerde Mycobacterium tuberculosis kompleksin olusturdugu
kord yapisinin mikroskobik olarak gorulebilmesiyle kisa stirede saptanabildigi belirlenmis-
tir. Konvansiyonel kltir yontemiyle karsilastirildiginda kapiller tiip yontemiyle kisa stire-
de sonuc alinabilmesi bu yontemin ila¢ direncinin hizli belirlenmesinde de kullanilabile-
cegini dusiindirmustir. Ayrica ilk defa gelistirilecek olan bu yontemin ¢ok az miktarda
besiyeri gerektirmesi ve klasik agar proporsiyon yontemine gore daha kolay uygulanabilir
olmasi da ilag¢ direncinin belirlenmesinde avantaj saglayabilecektir. Bu calismada, ilk kez
kapiller tiip yéntemiyle CID-TB belirtecleri olan rifampisin (RIF) ve izoniazide (INH) diren-
cin belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, tibbi mikrobiyoloji anabilim dali arastirma laboratuvarinda Dokuz Eylil
Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 08.03.2021 ve
Karar No: 2021/08-37).

Orneklem

Mikobakteriyoloji laboratuvari kultir koleksiyonundan, daha 6énce BACTEC MGIT
960 sistemi ile birinci secenek ilaclara duyarlilk testleri gerceklestirildi ve stoklanmig olan
izolatlardan RIF ve INH direncli ve duyarl olan bakteriler arastirma icin secildi. Secilen
izolatlar tibbi mikrobiyoloji anabilim dali arastirma laboratuvarinda biyogtivenlik sinif 2
kabininde BACTEC MGIT besiyerlerine pasajlandi. Cihazda treme sinyali alinan tipler-
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den ARB boyama yapildi. ARB pozitif olan 6rneklerin BD MGIT TBc-tanimlama testiyle
M.tuberculosis kompleks izolatlari oldugu dogrulandi. Dogrulanan izolatlarin RIF ve INH
duyarliliklari BACTEC MGIT 960 sistemiyle tekrar arastirildi. Calismaya 27 RIF direncli, 36
RIF duyarl ve 30 INH direncli, 33 INH duyarli izolat dahil edildi. Calismada kalite kontrol
olarak H37Rv standart susu ile RIF ve INH direncli oldugu bilinen bir dis kalite kontrol
(IDT3) susu kullanildi.

Kapiller Tiip Yontemi
ilag soliisyonlarinin hazirlanmasi

RIF; 0.32 gr RIF (AFG Bioscience) 10 ml DMSO (Sigma Aldrich, ABD) icerisinde ¢6z-
dirulerek 32 pg/mL stok konsantrasyonu hazirlandi. Stok konsantrasyonun 10 ml’si, 10
ml distile suyla karistinlarak 16 pg/mL olarak 1. dilisyon elde edildi. Mikrokuyucuklara
300 pl sivi besiyeri + 300 pl inokidlum + 300 pl ilag calisma konsantrasyonu olmak Uze-
re finalde toplam 900 pl hacim bulunmaktaydi. The Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) standartlarina gore Middlebrook 7H10 icin belirlenmis RIF ve INH kritik
konsantrasyonu ve yiiksek konsantrasyonu olan final ila¢ konsantrasyonlarina (RIF 1 ug/
mL ve 4 ug/mL, INH 0.1 pg/mL ve 0.4 pg/mL) ulasmak icin eklenecek 300 pl ila¢ calisma
konsantrasyonu hesaplanarak stok konsantrasyondan uygun diltisyonlar hazirlandi®. Bu
calisma konsantrasyonlari RIF T ug/mLicin 3.2 ug/mL, RIF 4 pg/mL icin 12.8 pg/mL, INH
0.1 pg/mL icin 0.32 pg/mL ve INH 0.4 ug/mL icin 1.28 pug/mL olarak hesaplandi.

1 pg/mL RIF final konsantrasyon hazirligi: 1. dilisyondan 4 ml alinarak 16 ml distile
suyla kanstirilip 3.2 pg/mL calisma konsantrasyonu hazirlandi. Mikroplak kuyucugunda
calisma konsantrasyonundan 300 pl + sivi besiyeri 300 pl + inokiilum 300 pl eklendigin-
de final konsantrasyon 1.07 pg/mL olarak elde edildi.

4 pg/mL RIF final konsantrasyon hazirhdi: 1. dilisyondan 16 ml alinarak 4 ml distile
suyla karistirihp 12.8 pg/mL calisma konsantrasyonu hazirlandi. Mikroplak kuyucugunda
calisma konsantrasyonundan 300 pl + sivi besiyeri 300 pl + inokilum 300 pl eklendigin-
de final konsantrasyon 4.3 pg/mL olarak elde edildi. INH; 0.032 gr INH (Tokyo Chemi-
cal Industry Co.Ltd) 20 ml distile su icerisinde ¢oziilerek 1.6 pug/mL stok konsantrasyon
hazirland.

0.1 ug/mL INH final konsantrasyon hazirligi: Stok konsantrasyondan 4 ml alinarak 16
ml distile suyla karistirilip 0.32 pg/mL calisma konsantrasyonu hazirlandi. Mikroplak ku-
yucugunda calisma konsantrasyonundan 300 pl + sivi besiyeri 300 pl + inokiilum 300 pl
eklendiginde final konsantrasyon 0.107 ug/mL olarak elde edildi.

0.4 pg/mlL INH final konsantrasyon hazirldr: Stok konsantrasyondan 16 ml alinarak
4 ml distile suyla karigtirnthp 1.28 pg/mL calisma konsantrasyonu hazirlandi. Mikroplak
kuyucugunda calisma konsantrasyonundan 300 pl + sivi besiyeri 300 pl + inokilum 300
ul eklendiginde final konsantrasyon 0.43 pg/mL olarak elde edildi.
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Besiyeri

Calismada %10 OADC (Sigma Aldrich, ABD) iceren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
(DIFCO) kullanildi. Her izolat icin mikroplagin kuyucuklarina 300’er pl dagrtildi.

inokiilum hazirlanmasi

BACTEC MGIT 960 sisteminde treme sinyali alinmasindan sonra ¢ giin daha 37
°C’de inkiibe edilerek MGIT tipteki basil yogunlugu inokilum hazirlanmasi icin standart
kabul edildi. Ureme sinyali veren MGIT tiiplerinden 3-5. giinde 3 ml sivi, cam boncuk
iceren steril falkon tiipe alinarak vortekslendi. Vortekslenen tiipler 15 dakika beklendi ve
tlplerin Ust kismindan alinan 1 ml inokiilum, 4 ml Middlebrook 7H9 sivi besiyeriyle ka-
rnistirilarak 1/5 oraninda seyreltilerek calismada inokilum olarak kullanildi.

Test yontemi

Calismada 96 kuyucuklu diiz tabanli steril mikroplaklar kullanildi. Her izolat icin bir
ilagsiz ireme kontrol kuyucugu, 1 ve 4 pg/mL RIF iceren iki kuyucuk ve 0.1 ve 0.4 g/
mL INH iceren iki kuyucuk olmak iizere toplam bes kuyucuk kullanildi. ilag icerecek ku-
yucuklara daha once hazirlanan ila¢ ¢calisma konsantrasyonlarindan 300 pl eklendikten
sonra lizerine 300 pl sivi besiyeri ve inokiilum siispansiyonundan 300 ul eklendi. Ureme
kontrolu olarak kullanilacak ilagsiz kuyucuklara inokiilum 1/100 oraninda seyreltilerek ek-
lendi, ila¢ calisma konsantrasyonu yerine ise bu kuyucuga 300 pl steril distile su konuldu.

Bu hazirlanan mikroplak kuyucuklari kapiller tiipler icin kaynak olarak kullanildi.

Her izolatin her bir ila¢ direnc testi icin bir kontrol ve iki farkli ilag konsantrasyonu
olmak Uzere (g kapiller tiip, toplamda her izolat icin alti kapiller tiip (Isotherm Media
Diagnostics, 1.D-1.4-1.5 mm, O.D.-1.8-1.9 mm, length 75 mm) kullanildi (Sekil T).

Her bir kapiller tipe ilgili kuyucuklardan 30 pl pipetlendi. Tiplerin her iki ucu 6nce
sivi daha sonra kati parafinle kapatildi.

.

Sekil 1. Kapiller tiipler.
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Her izolata ait INH direncinin saptanmasi icin; kontrol kuyucugundan 1 numarali
kapiller tlip; 0.4 pg/mL INH iceren kuyucuktan 2 numarali kapiller tiip ve 0.1 ug/mL INH
iceren kuyucuktan 3 numarali kapiller tip hazirlandi. RIF icin de kontrol kuyucugundan
1 numaral kapiller tip; 4 pg/mL RIF iceren kuyucuktan 2 numarali kapiller tip ve 1 pug/
mL RIF iceren kuyucuktan 3 numaral kapiller tip hazirlandi. Hazirlanan kapiller tipler 37
°C’de inkuibasyona kaldirildi (Sekil 2).

Degerlendirme

inkiibasyonun birinci giiniinden itibaren kontrol ve ilac iceren tiipler her giin inver-
ted mikroskopta (40x biyltme) incelenerek kord faktor varligr arastinildi. Kontrol kapil-
ler tiipiinde tGremenin saptanip ilag iceren kapiller tiiplerde kontrolden daha az tireme
saptanmasi ilaca duyarli, kontrolden daha fazla Gremenin saptanmasi ise direncli olarak
degerlendirildi. iki haftalik siirede kontrol tiipiinde iireme saptanmamasi durumunda
veya kapiller tlipte kontaminasyon lehine bulaniklik tespit edilmesi durumunda test tek-
rar edildi (Sekil 3).

%10 OADC ile
Rifampisin icin zenginlestirilmis olan o > Q
iveri INH o/l (igimi) (UK 30 pl plaktaki her bir
Suslar 4pg/mL ve 1ug/mL 409 b:’“’e" WQQ O gbzden alinarak kapiller
MGIT BACTEC| | g O Q O tape ekiends
i . Lipe e ilag —
besiyerinde Izoniyazid igin Konsantrasyonlari ol o &‘
canlandirildi 0.4pg/mL ve 0.1pg/mL + RIF Jee/m) fg/my (UK OOO -
ilag konsantrasyonu Organizma O O O O ”
hazirlandi plaga eklendi .

/

|

Tnoutip (Tamal 1

2nolutip (T 1)

snolutip (T T 0
37°C'de inkiibasyon e

e = Tnolutip (T )
Kontrol tiipi ve ilag iceren tupler .
inverted mikroskopta (40x biiyiitmede) 2nolutip (T
kord fakt6r olusumu agisindan 3nolutip (T T 0
degerlendirildi

Sekil 2. Kapiller tiip yontemi.
INH: izoniyazid, RIF: Rifampisin, UK: Ureme kontrol.

Sekil 3. Kapiller tiip yontemiyle ilag direncinin belirlenmesi.
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Her glin yapilan degerlendirmelerin sonucunda goézle secilebilen tGremenin tiipler
arasinda 4-9 gin arasinda degistigi belirlendi. Bunun {izerine calismayi standardize ede-
bilmek icin tim tipler dokuzuncu glinde degerlendirildi. Her izolat icin tim testler (¢ set
halinde calisildi ve (g farkh arastirmaci tarafindan kor olarak degerlendirildi. Ayni izolat
icin iki uyumlu sonug kesin sonug olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizinde SPSS version 22.0 programlar kullanildi. Kapiller
tlp yontemiyle RIF ve INH direncinin belirlenmesinde BACTEC MGIT 960 sistemi sonug-
lari referans alinarak duyarlilik ve 6zgiillik hesaplandi. Degerlendirme yontemi mikros-
kobik gozleme dayali oldugu icin calismacilar arasindaki uyum Cohen’in kappa katsayisi
yéntemiyle hesaplandi'®.

BULGULAR

Calismaya alinan 126 izolat ve kalite kontrol suglarinin dokuzuncu glinde degerlen-
dirmeleri yapilmistir. Kalite kontrol olarak kullanilan iki sus degerlendirilmistir, H37Rv
standart susu her iki ilaca duyarl ve IDT3 susu da her iki ilaca direncli saptanmistir. Calis-
ma izolatlarinin sonuclari Tablo | ve Tablo Il’de gosterilmistir.

BACTEC MGIT 960 yonteminde RIF direncli olan 27 izolatin kapiller tiip yontemiyle
23 (%85)’u direncli, RIF duyarli 36 izolatin ise ancak 9 (%25)'u duyarl olarak saptan-
mistir. Arastirmacilarin yapmis olduklari degerlendirme sonuclari arasinda yapilan kappa
uyum testi RIF icin 0.794 olarak hesaplanmistir. RIF direncini saptamada kapiller tiip yon-
teminin duyarlihgr %85.2, 6zgulligu ise %25 olarak elde edilmistir. RIF icin iki yontemin
uyumlulugu %50.8 olarak hesaplanmustir.

Tablo I. Kapiller Tiip Yontemiyle Belirlenen Rifampisin Diren¢ Sonuglari
BACTEC MGIT 960

Kapiller Tiip RIF Direncli RIF Duyarh Toplam
RIF Direncli 23 27 50
RIF Duyarli 4 9 13
Toplam 27 36 63
RIF: Rifampisin.

Tablo II. Kapiller Tiip Yéntemiyle Belirlenen izoniyazid Diren¢ Sonuglari
BACTEC MGIT 960

Kapiller Tiip INH Direngli INH Duyarh Toplam
INH Direncli 24 18 42
INH Duyarh 6 15 21
Toplam 30 33 63
INH: izoniyazid.
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BACTEC MGIT 960 yonteminde INH direncli saptanan 30 izolatin 24 (%80)'U kapiller
tip yontemiyle direncli olarak bulunmustur. INH duyarli olan 33 izolatin ise 15 (%45.5)'i
kapiller tip yontemiyle duyarh olarak saptanmistir. INH icin yapilan degerlendirme so-
nuclari arasindaki Cohen’in kappa uyum testi 0.634 olarak belirlenmistir. Kapiller tip
yonteminin INH direncini saptama duyarlihgi %80, 6zglligu ise %45.5 olarak elde edil-
mistir. INH icin iki yontemin uyumlulugu %61.9 olarak hesaplanmustir.

TARTISMA

DSO tarafindan “End TB Stratejik Plani”na gére 2025 yilinda tiiberkiilozdan éliimlerin
2015 yilina gore %75 azaltlmig olmasi planlanmaktadir. Tuberkiiloz 2022 yilinda diin-
ya capinda tahmini 1.3 milyon kisinin 6limiine neden olmus, kiiresel olarak, 2022'de
yaklasik 410000 kisi (%95 Ul= 370000-450000) CiD-TB veya RIF-direncli tiiberkiiloza
yakalanmistir. Tani konulan ve tedaviye baglanan kisi sayisi cok daha diisiik olup ne ya-
zik ki tiim olgularin ancak %43’ tani alip tedaviye ulasabilmistir?. Bu nedenle &zellikle
CID-TB olgulari basta olmak iizere tiiberkiiloz olgularinda ilag direncinin hizli ve dogru
tanimlanmasi gerekliligi 6nemini korumaktadir.

Tuberkiloz tanisinda ve ilag direncinin belirlenmesinde konvansiyonel yontemler
halen altin standarttir. Kiltir yontemi icin kati ve sivi besiyerlerinin birlikte kullanimi
énerilmektedir. Ozellikle sivi otomatize ticari sistemlerin kullanima girmesiyle laboratu-
var tanist hizlanmis, ilag duyarlilhk testleri de kati besiyerinde yapilan agar proporsiyon
yontemine gore hizli ve daha kolay uygulanabilir olmustur. ilag direncinin saptanma-
sinda bircok ticari otomatize kiiltiir sistemi fenotipik olarak ve molekiiler yontemler de
genotipik olarak kullanimdadir''. Hizli ila¢ duyarlilik test (iDT) yéntemleri CiD-TB riskli
hastalari belirlemek icin temel tarama stratejilerinde birinci 6ncelikle yer almaktadir. RIF
direnci, CiD-TB icin giivenilir bir gosterge olarak kullanilmakta, saptandiginda mevcut
laboratuvar kapasitesine gére ek birinci ve ikinci secenek ilaclar icin iDT yapiimaktadir'?.
Tani ve IDT amaciyla kullanilan ticari olmayan yéntemler daha ucuz secenekler olarak
karsimiza ¢ikmakta olup, tGlkemizde ¢ok merkezli bir calismada bu amacla kristal viyo-
le dekolarizasyon testi (CVDA) M.tuberculosis suslarinda INH ve RIF direncini saptamak
icin kullanilmistir'3. Bu testler umut vadedici olmakla birlikte, DSO’de ticari olmayan
yontemlerde standardizasyon eksikligine dikkat cekmektedir®. Giiniimiizde tiiberkiiloz
insidansinin yiiksek oldugu dustik ve orta gelirli Glkelerde ticari yontemlerin kullanimi
sinirl olabilmekte, ucuz alternatif yontemler gelistiriimeye calsiimaktadir. Bu ¢alismada;
hizli ilag direncinin tespit edilebilmesi icin ekonomik bir secenek olabilecegi distincesiyle
kapiller tiip yontemi kullaniimistir.

Kapiller test yontemi RIF direncini %85 ve INH direncini %80 duyarllik ile saptamis
ve saptama suresinin 4-9 giin oldugu gozlenmistir. Ticari olmayan duyarllik testlerinden
kolorimetrik redoks indikator yontemlerinin degerlendirildigi bir metaanalizde iki ilag
icin de direnc oranlarinin %89-100 duyarlilikla saptanabildigi bildirilmektedir. Test siiresi
mikobakterilerin tiremesi sonrasi 7-14 giin olarak rapor edilmektedir'®. Test protokolii
standardize edilebilmistir. Ancak yogun bakteri suspansiyonu kullanimi nedeniyle

266 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Arslan N, Demiray Giirbiiz E, Ozkiitiik AA, Esen N.

biyoglvenlik diizeyi 3 kosullarinda uygulama gerektirmesi ve siirece de ek bir avantaj
saglamamasi bu yontemin ancak referans laboratuvar seviyesinde kullanilabilecegini
gostermektedir®.

Ticari olmayan yontemler icerisinde bu calismada kullanilan teste belki de en ¢ok ben-
zerlik gosteren yontem MODS’dur. Bu yontem sivi besiyeri iceren kapali mikroplaklarda
M.tuberculosis mikrokolonilerinin ve tipik kord olusumunun ters mikroskop kullanilarak
goézlemlenmesiyle gerceklestirilen bir testtir. DSO raporunda MODS ile RIF direncinin tes-
piti icin oldukga duyarli %98 ve INH icin de %91 duyarlilik ile sonug verdigi, biyoguvenlik
diizeyi 2 laboratuvarda calisilabilecegi bildirilmektedir. Gana’da yapilan bir calismada
testin sonuclanma siiresi 7-32 giin arasinda olup ortalama 13 giin olarak saptanmigtir'“.
Peru’da direkt drnekten yapilan bir calismada ise bu siire 7-10 giin olarak bildirilmistir'>.

MODS icin de DSO referans laboratuvar seviyesinde kullanim icin uygunluk belirtmis-
tir3 16,

Nitrat rediiktaz (NRA) testi de ticari olmayan yontemler icerisinde RIF ve INH diren-
cini yuksek bir duyarllik (%97) ile saptayan testler arasinda yer almaktadir. Brezilya'da
yapilan bir calismada testin sonu¢ verme suresinin ortalama 15 giin oldugu bildirilmek-
tedir'”. Ancak siire olarak konvansiyonel proporsiyon yéntemine gére bir avantaj sagla-
madigi belirtiimektedir. Calisma ortami olarak biyogtivenlik seviye 2 laboratuvarda biyo-
glivenlik kabininde islemlerin yapilmasi énerilmektedir. DSO bu yéntem icin de referans
laboratuvar seviyesinde kullanim icin uygunluk belirtmistir®,

Sonug olarak, DSO’niin referans laboratuvar diizeyinde kullanimina uygunluk belirt-
tigi ticari olmayan yontemlerden bu (g test RIF direncini belirlemede yiiksek duyarliliga
sahip olup, hiz agisindan bir avantaj saglamamaktadir. Kapiller tiip yontemini degerlen-
dirdigimizde ise RIF direncini belirlemede duyarlilik bu U¢ teste gore disiiktiir ancak stire
olarak daha hizlidir. Diinyada yaygin olarak kullanilan iDT’lerden L] besiyerinde propor-
siyon yontemi ucuz olmasina ragmen 4-6 hafta gibi uzun bir stireye ihtiya¢ gostermesi
dezavantajina sahiptir. Otomatize sivi besiyeri temelli testlerde klasik agar proporsiyon
yéntemine gore IDT siiresi daha kisalmakta, bu siire 10-12 giin arasinda degismekte-
dir'*18_ Ozellikle kosullari sinirli laboratuvarlar icin hizli ilag direnci saptayabilme amaciyla
denenen kapiller tlip yonteminin RIF ve INH direnci belirleme stiresi 4-9 gtin olarak sap-
tanmugtir. Kapiller tiip yonteminin sivi besiyerinde tireyen mikobakterilerin mikroskobik
olarak kisa stirede goriilebilmesi ve bu islem icin cok az miktarda besiyeri hacmine ihtiyac
duyulmasi gibi avantajlari mevcuttur. Arastirmacilar tarafindan gézle yapilan mikroskobik
degerlendirme kolay olarak tanimlanmis olup degerlendirme sonuclari istatistiksel olarak
onemli dlizeyde uyum gostermistir (0.794; 0.634). Bununla birlikte mikobakteri Gireme-
sinin gorilmesi agar besiyerlerine gore daha hizli olsa da BACTEC MGIT 960 sistemine
gore sure acisindan ek bir avantaj sunmamistir.

Sonug olarak, kapiller tiip yonteminin 6zgiin sivi besiyerinde treyen mikobakterilerin
kisa slirede saptanabilmesi, cok az miktarda besiyeri hacmine ihtiya¢c gostermesi ve ucuz
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maliyeti gibi avantajlar bulunmaktadir. Ancak bir tarama testi olarak kullanilabilmesi icin
yontemin duyarliliginin gelistiriimesine gereksinim duyulmaktadir. Bu amacla daha genis
sayida orneklem ve daha cok arastirmaciyla yontemin standardize edilmesi gerekmekte-
dir. Ulkemizde cok yiiksek olmasa da &zellikle CID-TB oranlari yiiksek olan iilkelerde RIF
direncinin hizl tespiti icin ucuz ve hizli bir yonteme duyulan gereksinim devam ettikce
yeni yontemlerin gelistiriimesine yonelik arastirmalar artacaktir.
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