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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS SUSLARINDA iLAC
DIRENCININ REAL-TIME PCR ILE HIZLI TESPIiTI ICIN ANYPLEX™ II
MTB/MDR/XDR KITININ DEGERLENDIRILMESI

EVALUATION OF THE ANYPLEX™ [I MTB/MDR/XDR KIT FOR RAPID DETECTION OF
DRUG RESISTANCE IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX STRAINS BY
REAL-TIME PCR
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OZET

Amag: Coklu ilag direncli (CID) Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) suslarinin, ikinci secenek anti-tiiberkiiloz (anti-
TB) ilaglara direng gelistirmesiyle yaygin ilag direngli (YID) suslarin ortaya cikisi en énemli insan saghgi tehditlerinden birini
olusturmaktadir. Bu sebeple ¢alismamizda, dogrudan klinik 6rnekler tizerinde uygulanabilen ve es zamanli olarak MTBK ve
mutasyonlar1 belirleyen multipleks gercek zamanli PCR testinin CID ve YID suslarnin hizh tamisindaki performansinin
aragtirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Calismaya iki grup dahil edildi: ardisik 44 MDR-MTBC izolati ve fenotipik olarak birinci se¢enek anti-TB
ilaglardan en az birine diren¢li MTBK tanist koyulan ardisik 50 ARB pozitif balgam &rnegi. Fenotipik olarak, MTBK'nin
tamimlanmasini takiben birinci ve ikinci secenek anti-TB ilaglari igin izolatlarin ilag duyarlilik testi (DST) sirasiyla BACTEC
MGIT 960 sistemi ve Lowenstein-Jensen agar proporsiyon (LJ-AP) yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Genotipik olarak ise,
multipleks Real-Time PCR yontemi ile bir Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection kit (Seegene) kullanarak biitiin 6rneklerde
ayni anda hem MTBK varlhig1, hem de CID ve YID yéniinden direng durumu arastirildi.

Bulgular: Fenotipik ve genotipik incelemelerin sonuglarmin gok uyumlu oldugu, CID tespitinde fenotipik ydntemlere gére real-
time PCR yonteminin duyarliliginin %80, 6zgiilliigiiniin de % 100 oldugu goriildi. Hem fenotipik hem de genotipk yontemle 44
CID-MTBK izolatindan ikisi (%4.5) én-YID-MTBK olarak tanimlandi. Bu iki 6n-YID sustan birinin ARB(-) olmas1 dikkat
gekiciydi. Ayrica, CID-MTBK izolatlarindan 18°i (%40.9)’i ARB(-) idi.

Sonug: Sonug olarak, Anyplex™ II MTB/MDR/XDR tespit kitini kullanan multipleks real-time PCR testinin, rutin olarak
kullanilan zaman alic1 fenotipik yontemlere kiyasla birkag saat iginde MTBC, MDR ve XDR'nin tespiti icin kullanish ve giivenilir
bir yontem oldugu kanaatine varildi. Ancak, CiD- ve YID-MTBK suslari ARB(+) 6rneklerinden oldugu kadar ARB(-)
orneklerinden de izole edilebilir ve tiim klinik orneklerin Multiplex Real-time PCR testi kullamilarak aragtirilmasi ¢ok
maliyetlidir. Dolayisiyla MTBK identifikasyonunun uygun maliyetli PCR bazli 6zgiil bir yontem kullanilarak yapilmasinin
ardindan MTBK pozitif 6rneklerde, ¢alismamizda kullanilan multipleks real-time PCR tespit kiti ile MTBK dogrulanmasi ve ilag
direncinin saptanmasi daha uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Agar Proporsiyon Duyarlilik Yéntemi, Coklu flag Direnci (CID), M. Tuberculosis Kompleks (MTBK),
Real-Time PCR, Yaygin lag Direnci (YID).

ABSTRACT

Objective: The occurrence of the extensively drug-resistant (XDR) strains by improving resistance to second-line anti-
tuberculosis (anti-TB) drugs of multidrug-resistant (MDR) Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains brings about
one of the most important human health threats. For this reason, our study aimed to investigate the performance of the multiplex
real-time PCR assay, which can be directly performed on clinical samples and simultaneously determines MTBC and the
mutations in rapid diagnosis of MDR and XDR strains.

Methods: The study enrolled two groups: the consecutive 44 MDR-MTBC isolates and the consecutive 50 ARB-positive sputum
samples phenotypically diagnosed as MTBC resistant to at least one first-line anti-TB drug. Phenotypically, after the identification
of MTBC, the drug susceptibility testing (DST) of the isolates for the first- and second-line anti-TB drugs was performed using
the BACTEC MGIT 960 system and Lowenstein-Jensen agar proportion (LJ-AP) method, respectively. Genotypically, MTBC
positivity and MDR and XDR status were simultaneously investigated by multiplex real-time PCR assay using the Anyplex™ II
MTB/MDR/XDR Detection kit (Seegene).

Results: The results of the phenotypic and genotypic investigations were very consistent. The sensitivity and specificity of the
real-time PCR assay in MDR detection were 80% and 100%, respectively, compared with phenotypic methods. Two (4.5%) of
the 44 MDR-MTBK isolates were identified as pre-XDR-MTBK by both phenotypic and genotypic methods. It was striking that
one of these two pre-XDR strains was ARB negative. Moreover, 18 (40.9%) of the MDR-MTBK isolates were ARB(-).
Conclusion: In conclusion, multiplex Real-Time PCR assay using the Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection kit was
suggested to be a usable and reliable method for the detection of MTBC, MDR and XDR in several hours compared with routinely
used time-consuming phenotypic methods. However, MDR- and XDR-MTBC strains can be isolated from ARB(+) as well as
ARB(-) samples, and investigation of all clinical samples using multiplex real-time PCR assay is very costly. Therefore, following
the MTBC identification using a specific cost-effective PCR-based method, confirmation of MTBC and detection of drug
resistance with the multiplex real-time PCR detection kit used in our study will be more convenient in the MTBC-positive
samples.

Keywords: Agar Proportion Susceptibility Method, Extensively Drug Resistance (XDR), Multidrug Resistance (MDR), M.
Tuberculosis Complex (MTBC), Real-Time PCR.
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GIRIS

Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK) iiyesi bakterilerin yol agtig1 tiiberkiiloz (TB) en eski
hastaliklardan biri olarak kabul edilen bulasici, nekrotizan, oliimciil bir hastaliktir. Etkin tedavi
seceneklerinin bulunmasina, iistelik asiyla korunulabilir bir hastalik olmasina karsin, morbidite ve
mortalitesi oldukga yiiksek olan bu hastalik diinya niifusunun yaklasik dortte birini enfekte etmekte ve
halk saghigm ciddi sekilde tehdit etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) 2022 Raporu'na gére
2021 yilinda 10.6 milyona yakin kisinin aktif hastaliga yakalandigi, yaklasik 1.4 milyon kisinin ise bu
hastaliktan 61diigii tahmin ediliyor. Ayrica, COVID-19 salgiminin tiiberkiiloz tanisina erisim, tedavi ve
tiiberkiiloz hastaliginin yiikii iizerinde zararl bir etkisi oldugu goriilmektedir. TB ile miicadelede 2019°a
kadar olan yillarda kaydedilen ilerleme yavasladi, durdu veya tersine dondii ve kiiresel TB hedefleri
yolundan sapti. Hem 2020 hem de 2021’de rapor edilen yeni TB tanis1 alan kisi sayisinda 2019 ile
karsilastirildiginda 6nemli bir azalma olmasi; aslinda teshis edilmemis, dolayisiyla da tedavi edilmemis
TB hastalarinin sayisinda bir artis oldugunun gostergesidir. Ayrica, TB’den O6len tahmini insan
sayisindaki artis yakin gelecekte bu hastaligin bir kez daha diinya ¢apinda tek bir bulasic1 ajandan
kaynaklanan &liimlerin 6nde gelen nedeni olacagmi ve COVID-19'un yerini alacagimi
diisiindlirmektedir. Temel TB hizmetlerine yonelik fonlarin artirilmasiyla desteklenen yogunlastirilmig
¢abalarin yani sira, COVID-19 salgininin TB iizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak ve tersine ¢evirmek
icin acilen arastirma yapilmasi gerekmektedir (World Health Organization [WHO], 2022).

Birgok iilkede “Acid-Resistant Bacilli” (ARB) terimi olarak da karsimiza ¢ikmakta olan boyama
TB teshisinde ilk asama olarak kullanilmaya devam etmektedir. MTBK tanisi igin kiiltiir ortaminda
izolasyon yontemleri altin standart kabul edilmektedir. ARB/kiiltiir pozitif olarak belirlenen hastalarin
tedavilerinde ise Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) onerdigi standart protokole gore ilk 6 ay siiren
kombine ilag tedvisinde rifampisin (RIF), izoniazid (INH), pirazinamid (PZA), streptomisin (STR) ve
etambutol (EMB) birinci segenek anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilaglar olarak kullanilmaktadir. Ancak
rifampisin ve izoniazidin her ikisine birden gelisen diren¢ Coklu Ilag Direnci (CID - MDR, multidrug-
resistant) olarak degerlendirilmektedir. CID-TB hastalarda ikinci secenek olarak tercih edilen
florokinolon (siprofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin ve b.) ile enjektabl (parenteral) olarak
kullanilan aminoglikozid (amikasin, kanamisin, kapreomisin) grubu ilaglara da direng gelistikce
bedaqulin ve linezolid gibi A grubu ilaglar kullanima sokuldu. Onceleri CiD’e ek olarak en az bir
florokinolon ve en az bir aminoglikozid direnci olanlar i¢in yaygin ilag direnci (YID — XDR, extensively
drug-resistant) tanimi kullanilirken, 2021 yilinda DSO bu tanimi degistirdi, ayrica én-YID tanimini
ekledi. Artik 6n-YID-TB; rifampisin direncine ek olarak ikinci secenek anti-TB ilaglari icinde yer alan
herhangi bir florokinolon ilaca kars1 direng gelistigini ifade etmekte, YID-TB ise; rifampisin direncine
ve herhangi bir florokinolon ilaca dirence ek olarak bedaqulin ve linezolidden en az birine karsi olan
direng gelistirmis TB’yi tammlamaktadir. CID-TB ve 6n-YID-TB igin yeni tamamen oral rejimler tedavi
siiresini 20 aydan 6 aya diisiirebilmektedir (WHO, 2022).

Tedavi oncesi TB'nin bakteriyolojik olarak dogrulanmasinin ardindan etken MTBK suslarinda
ilag direncinin tespiti igin kiiltiir yontemleri, hizli molekiiler testler veya DNA dizileme teknolojilerinin
kullanilmasi gerekir. DSO, ayrica ii¢ aylik tedaviden sonra yayma ve kiiltiir pozitifligi devam eden ve
tedaviye klinik cevap vermeyen biitiin hastalardan izole edilen suslara ilag duyarhilik testi (IDT)
yapilmasii onermektedir. Boylece, duyarliligin zamaninda ve sistematik ortaya konmasi ile; ilaca
direngli suslarin hizli tespiti, hastalarin etkin tedavisi ve CID-TB ve buna baglh olarak da YID-TB
yayiliminin engellenmesi ve 6lim oraninin azaltilmasi gergeklestirilecektir. Fakat duyarli yontemlerin
gelismis laboratuvar altyapisina gereksinim duymasi uygulamayi smirlamaktadir. CID-TB vakalarinin
tamaminda florokinolon direncinin arastirilmasi gerekirken DSO verilerine gore 2021'de bu testlerin
kiiresel kapsami ¢ok daha diisiik olup, %50'dir (WHO, 2022). On-YID ve YID tespiti igin kullanilan
DSO tarafindan onaylanan tek genotipik test olan GenoType MTBDRsl nisbeten yogun is giiciine
ihtiyag duymaktadir ve dogrudan klinik 6rneklerinde daha az giivenilir sonug¢ vermektedir. 2021 yilinda
gelistirilen ve degerlendirme asamasinda olan Xpert MTB/XDR ise 6n-YID/YID tespiti i¢in umut
vadetmektedir (Alagna, 2021; Katamba, 2023; Pillay, 2022). Rifampisin, izoniazid, florokinolon ve
aminoglikozid diren¢ tespiti icin tercih edilen bir diger genotipik test olan Anyplex™ II
MTB/MDR/XDR her ne kadar DSO tarafindan onaylanmasa da, dogrudan klinik érneklerde bagar ile
kullanilmistir (Causse ve ark., 2015; H. Helal ve ark., 2019; Igarashi ve ark., 2017).

Ulkemizde rutinde MTBK tanis1, birinci ve ikinci segenek anti-TB ilaclara kars1 gelisen direng
durumunun tespiti i¢in hizli ve giivenilir molekiiler yontemler kullanilmamakla beraber, bunlarin
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uygulanabilirligini aragtiran ¢caligmalar da yok denecek kadar azdir (Alp ve Saribas, 2019; Tekin ve ark.,
2017). Bu sebeple, calismamizin amact; CID-MTBK ve 6n-YID-MTBK suslarinin hizli tanisinda
mutasyonlari tespit etmeye yonelik amplifikasyon ve spesifik erime egrisi analizleri (Melting Curve) ile
ayirim giicline sahip multiplex Real-Time PCR yontemiyle Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection
kitinin hem kiiltiir izolatlarinda hem de balgam 6rneklerinde dogrudan etkinliginin arasrilmasi, ayrica
elde edilen fenotipik ve genotipik sonuclarin karsilastirilmasi seklinde belirlendi. Calismamizin
yapildigr déonemde Xpert MTB/XDR gibi dogrudan klinik 6rneklerde basariyla uygulanabilen diger
genotipik IDT’ler mevcut olmadigindan rutin kullanima oturtulmasi planlanan real-time PCR
yonteminin bu test ile degerlendirilip laboratuvarimizda rutin kullanima uygunlugu arastirildu.

GEREC VE YONTEMLER

Orneklerin Toplanmasi ve Islenmesi

Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi (THAUM) ve Bolge
Tiberkiilloz Laboratuvarinda gerceklestirdigimiz kesitsel ¢alismamizda; Adana ve c¢evre illerinde
(Antakya, Adiyaman, Gaziantep, Mersin, Osmaniye ve Kahramanmarag) bulunan 13’ii Verem Savasi
Dispanseri, altis1 da hastane olmak {izere toplam 19 merkezden gdnderilen balgam o6rnekleri ile bu
orneklerden izole edilen CID-MTBK suslar1 iki grup halinde incelendi.

Calismamizin ilk grubunu laboratuvarimizda 2012 Ocak-2014 Mart tarihlerinde izole edilen
toplam 44 CID-MTBK susu olusturdu. Bu grupta amacimiz hem genotipik yéntemin CID-MTBK
tespitindeki duyarliligimi 6lgmek hem de ikinci segenek ilag direnci tespit sansini artirmakti.

Ikinci ¢alisma grubuna ise laboratuvarimiza 2013 Eyliil-2014 Mart tarihlerinde gonderilen ve
mikroskopik inceleme sonucu ARB-pozitif bulunan ve BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD)
otomatize sisteminde yapilan kiiltiir ve fenotipik IDT sonugclarina gére birinci segenek anti-TB ilaglardan
en az birine direngli MTBK tespit edilen ardisik 50 balgam 6rnegi dahil edildi. Bu grupta amacimiz
genotipik yontemin dogrudan dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon islemleri (teksif)
yapilan balgam 6rneklerine uygulanabilirligini 6lgmekti. Bu amagla, bu &rnekler fenotipik IDT sonuglari
cikana kadar dogrudan 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine alinarak -20°C’de muhafaza edildi.

Fenotipik incelemeler

Kiiltiir Ortanunda Izolasyon ve MTBK Identifikasyonu

Rutin uygulamalarda yapildigi iizere balgam 6rneklerinin tamamina teksif iglemi i¢in N-asetil-L-sistein-
%4 NaOH- (NALC-NaOH) yontemi uygulandi. Orneklerden hazirlanan yayma preparatlarin
mikroskobik incelemesi igin ARB boyama karbol fuksin yontemi (Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)) ile
yapildi. Mikobakterilerin identifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen kiiltiir ortaminda
izolasyon i¢in hem MGIT 960 otomatize sistemi hem de Lowenstein-Jensen (LJ) agar besiyeri
kullanildi. LJ agara 0.3 ml ekim yapilan 6rnekler 6-8 hafta (ortalama 42 giin) boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. BACTEC MGIT 960 sisteminde kiiltiir i¢in ise BACTEC MGIT ¢ogalma destekleyicisi ve BBL
MGIT PANTA antibiyotik karigimi ile desteklenmis 7 mL’lik modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth
iceren Mikobakteri cogalma indikator tiip (MGIT)’lerine (Becton Dickinson, ABD) 0.5 ml ekim yapilan
ornekler 6-8 hafta (ortalama 42 giin) sonra tireme tespit edilene kadar 37°C’de inkiibe edildi.

Kiiltiirde izole edildikten sonra, MTBK tiirleri ile tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM) tiirlerinin
ayrimi1 icin ise NAP testi (Para Nitro Benzoik Asit reaktifi (p-NBA)) ve Immiinokromatografik TB Ag
MPT64 kart (Becton Dickinson, ABD) testi uygulandi ve sonuglar Tablo 1’de gosterildigi gibi
degerlendirildi.

Tablo 1. NAP ve immiinokromatografik TB Ag Mpt64 kart test sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi
Iimmiinokromatografik TB Ag Mpt64 Kart Test Sonucu

NAP Test Sonucu

Tek Cizgi iki Cizgi
Tek Tiipte Ureme Gegersiz MTBK
iki Tiipte Ureme TDM Koinfeksiyon (MTBK+TDM)
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Ila¢ Duyarhilik Testleri (IDT)

MTBK izolatlarinin birinci segenek anti-TB ilaglara duyarliliklart BACTEC MGIT 960 otomatize
sisteminde MGIT SIRE (Streptomycin, isoniazid, Rifampicin, Etambutol) kiti (Becton Dickinson, ABD)
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda test edildi.

Birinci gruptaki izolatlarin tamamu ile ikinci grupta CID-MTBK oldugu belirlenen izolatlarin
ikinci segenek anti-TB ilaglara duyarliliklar1 ise LJ agar proporsiyon (LJ-AP) yontemi ile test edildi.
Bunun i¢in florokinolon grubundan siprofloksasin, enjektabl (paranteral) ilaglardan da amikasin
kullanildi. LJ igerikleri eklenmis son karigim ikisi ilagl, ikisi ilagsiz 700’er ml olmak iizere dort kisma
ayrildi. Oncelikle iki kismu ilagsiz kontroller olarak kullanilmak iizere asagidaki sekilde hazirlandi. Her
burgu kapakli tiipe 6’sar ml olmak {izere dokiiliip 80°C’de 1 saat aralikli kontroller seklinde pastor
firninda pisirildi ve bu islem iki giin daha {ist Giste birer saat olmak kosuluyla tekrarlandi. Bu sekilde
kismen tindalizasyon yontemi gibi sterilizasyon islemi yapilmis oldu. Pisirmenin akabinde 6rneklerin
ekilmesinden 6nce buzdolabina kaldirildi.

Ilacli besiyerlerini hazirlamak icin, geri kalan iki kisimdan birine amikacin sulfate (AMK) (Sigma
Aldrich, Taufkirchen, Germany) son konsantrasyon 4 pg/ml olacak sekilde (700 ml’lik karisim igerisine
50 mg/ml olarak hazirlanmis AMK soliisyonundan 56 pl eklendi), digerine ise ciprofloxacin (CIP)
(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) son konsantrasyon 2 pg/ml olacak sekilde (700 ml igerisine 50
mg/ml olarak hazirlanmig CIP soliisyonundan 28 pl eklendi) eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde
dagilana kadar karistirildi. Bu karisimlar da 6’sar ml olmak tizere dokiiliip ilagsiz besiyerindeki gibi
sterilize edildikten sonar besiyerleri buzdolabina kaldirildi.

Antibiyotiksiz LJ besiyerine 1.0 McFarland standard bakteri siispansiyonu 10 ve 10* olacak
sekilde sulandirilarak 0.3’er ml seklinde tiim Orneklerin ekimleri yapildi. 37°C’de kiiltiirden ekim
yapildigi i¢in 2-3 hafta inkiibasyona birakildu.

Her iki antibiyotikli besiyerilerine 1.0 McFarland standard bakteri siispansiyonlar1 10 olacak
sekilde sulandirilarak 0.3’er ml seklinde tiim Orneklerin ekimleri yapildi. 37°C’de kiiltiirden ekim
yapildigi i¢in 2-3 hafta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda iiremeyi 100 kattan daha fazla
engelleyenler duyarli 100 kattan daha az engelleyenler direncli olarak yorumland: (iireme orani>%1;
direngli) (Satana ve ark., 2010).

Genotipik Inceleme
Genotipik inceleme i¢in spesifik erime egrisi (melting curve) ile direng analizi yapan CFX96 Real-Time
PCR cihazinda (Bio-Rad, California, USA) Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection Kit (Seegene,
SOUTH KOREA) kullanildi. Bu testle adindan da gortildigii gibi, 6rneklerde hem MTBK varligi hem de
CID’i arastirmak igin rifampicin ve isoniazidin her ikisine birden olan diren¢ durumuna ek olarak YID
tespiti i¢in de folorokinolon ve enjektabl ilaglarin kendi gruplari igerisindeki oncelikli nem arz eden
ortak nokta mutasyon (SNP) bolgeleri arastirildi.

Real-Time PCR cihazinda MTB/MDR/XDR kiti CID igin 18 rifampicin ve 7 isoniazid ilag direng
bolgesi tespit ederken, YID igin ise florokinolon grubundaki ilaglara kars1 7, enjektabl ilaglara kars1 da 6
direng bolgesi tespit edebilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Multipleks Real-Time PCR ile CID ve YID MTBK tespitinde kullanilan mutasyonlar.

Direng i nigili
Durumu Hlag Gen Mutasyon
L511P (CTG—CCG), Q513K (CAA—AAA), Q513L (CAA—CTA),
Q513P (CAA—CCA), 513-516 3 a.a eksikligi, D516V (GAC—GTC),
Rifampisin o D516Y (GAC—TAC), S522L (TCG—TTG), $522Q (TCG—CAG),
(18 mutasyon) P H526C (CAC—TGC), H526D (CAC—GAC), H526L (CAC—CTC),
cip H526N (CAC—AAC), H526R (CAC—CGC), H526Y (CAC—TAC),
S531L, (TCG—TTG), S531W (TCG—TGG), L533P (CTG—CCG)
L KatG $3151 (AGC—ATC), S315N (AGC—AAC), S315T (AGC—ACC),
(7110“;32“1 ) S315T (AGC—ACA)
mutasyon
Yo nha -15 (CT), -8 (TA), -8 (TC)
Florokinolon A0V (GCG—GTG), D94G (GAC—GGC), D94N (GAC—AACQ),
YiD Grubu ilaclar gyrA S91P(TCG—CCG), D94H (GAC—CAC), D94Y (GAC—TAC),
(7 mutasyon) D94A (GAC—GCC)
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Enjektabl  rrs 1401 (AG), 1402 (CT), 1484 (GT)

ila(;lar .
(6 mutasyon) 1S -37 (GT), -14 (CT), -10 (GA)

DNA Ekstrasyonu

Genotipik inceleme birinci grupta CID-MTBK izolatlarina uygulandigindan DNA ekstraksiyonu kiiltiir
ortaminda elde edilen bakteri kolonilerinden Mickle cihazi (The Mickle Laboratory Engineering CO.
LTD., Gomshall Surrey, UK) yardimiyla iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda mekanik olarak
gergeklestirildi.

Ikinci grupta ise genotipik inceleme dogrudan teksif edilmis balgam érneklerine uygulandigindan
bu orneklerden DNA ekstraksiyon islemi ¢alismada kullandigimiz Anyplex™ II MTB/MDR/XDR
Detection Kit ambalajinda bulunan ekstraksiyon soliisyonlar1 yardimu ile iiretici firmanin talimatlar
dogrultusunda uygulandi.

Real-Time PCR Amplifikasyonu
Real-Time PCR ydntemiyle MTB/MDR/XDR (MTBK/CID/YID) testinin protokoliine gére her &rnek
igin iki ayr1 miiltipleks reaksiyon gerceklestirildi. Birinci reaksiyonlara CID-MTBK tespiti igin
MTB/MDR primerleri eklenirken, ikinci reaksiyonlara YID-MTBK tespiti icin MTB/XDR primerleri
eklendi. Amplifikasyon asamalari iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 95°C’de 15 dakika ilk
denaturasyonu takiben 95°C’de 0.5 dakika denaturasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma (annealing) ve
72°C’de 0.5 dakika uzama (extension)’dan ibaret 50 dongii seklinde uygulandi. En son 55°C’de 0.5
dakika tutulduktan sonra 85°C’ye kadar her 5 saniyede bir 0.5°C artir1ld1.

Birinci ve ikinci gruptaki 6rneklerin tamami Real-Time PCR cihazi analiz sisteminde (Seegene
Viewer, South Korea) CID ve YID acisindan irdelenerek yorumlandi.

Istatistiksel Analiz

Fenotipik ve genotipik inceleme bulgular: gruplar da dikkate alimarak karsilastirildi. Istatistiksel analiz
icin Fisher Exact Ki Kare testi kullanildi1 ve karsilastirmalarda istatistiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak alind1
(SPSS 21.0 versiyonu, IBM Corporation, Armonk, NY, USA).

Etik Yonii
Bu calisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
onay1 ile gerceklestirildi (Karar No: 8 ve Tarih: 11.10. 2013).

Arastirmamin Simirhliklar
Arastirmamizi sinirlandiran en 6nemli durumlar biitge sebebiyle 6rnek sayisinin yiiksek olmamasi, ve test
sonuclarinin bagka genotipik IDT testi ile karsilagtirilamamasi idi.

BULGULAR

Fenotipik inceleme Bulgularinin Degerlendirilmesi

Birinci gruptaki CID-MTBK izole edilen 44 6rnekten 26°s1(%59.1) ARB pozitif bulunmusken, LJ agar
besiyerinde bu 6rneklerin 21’inde (%47.7), BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi ile de biri digindaki
hepsinde (% 97.7) iireme goriildii. ikinci grupta bu sayilar sirasiyla 16 (%32.0) ve 47 (%94.0) idi (Tablo
3). LJ besiyerindeki iireme orani ikinci grupta ¢ok diisiik goriilse de, iki kiiltlir yonteminde de gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirastyla p=0.142 ve p=0.620, Fisher exact Ki
kare testi).
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Tablo 3. Fenotipik Inceleme Sonuglarmin Gruplara Dagilimi

Fenotipik incelemeler * 1. Grup 2. Grup Toplam

Say1 (%) Sayt (%) Sayt (%)

ARB Poz ** 26 (59.1) 50 (100) 76 (80.9)

Neg 18 (40.9) 0 18 (19.1)

LJ Poz 21 (47.7) 16 (32.0) 37 (39.4)

Neg 23 (52.3) 34 (68.0) 57 (60.6)

MGIT Poz 43 (97.7) 47 (94.0) 90 (95.7)
Neg 1(2.3) 3(6.0) 4 (4.3)

MGIT SIRE STR R 27 (61.4) 11 (22.9) 38 (41.3)

S 17 (38.6) 37 (77.1) 54 (58.7)

INH R 44 (100) 11 (22.9) 55 (59.8)

S 0 37 (77.1) 37 (40.2)

RIF R 44 (100) 6 (12.5) 50 (54.3)

S 0 42 (87.5) 42 (45.7)

EMB R 12 (27.3) 4 (8.3) 16 (17.4)

S 32 (72.7) 44 (91.7) 76 (82.6)
LJ Agar CIP R 2 (4.5) 0 2 (4.0)

Proporsiyon S 42 (95.5) 6 (100) 48 (96.0)
AMK R 1(2.3) 0 1(2.0)

S 43 (97.7) 6 (100) 49 (98.0)

* ARB — Aside direngli boyama; LJ — Lowenstein-Jensen agar besiyeri; MGIT — Mikobakteri ¢ogalma indikator tiip; SIRE — Streptomycin,
Isoniazid, Rifampicin, Etambutol; STR — Streptomisin; INH — Izoniazid; RIF — Rifampisin; EMB — Etambutol; CIP — Siprofloksasin; AMK —
Amikasin.

** Poz — Pozitif, Neg — Negatif, R — Direngli, S — Duyarh.

Birinci grupta ARB pozitif 26 6rnekten 12’°sinde (% 46.2), ARB negatif 18 drnekten ise 9’unda
(% 50.0) LJ besiyerinde tireme tespit edilmisken, BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde ARB(-)
bir 6rnek diginda tamaminda lireme goriildii. Boylece, ARB pozitif ve negatif 6rnekler arasinda da LJ
ve MGIT pozitifligi agisindan fark bulunmadi (sirastyla p=1.000 ve p=0.409, Fisher exact Ki kare testi)
(Tablo 4).

Tablo 4. CID MTBK &rneklerinin mikroskopik inceleme ve kiiltiir sonuglarinin karsilastiriimasi.

Kiiltiir ARB(+) - 26 6rnek ARB(-) - 18 6rnek Ki Kare Testi
Say1 (%) Say1 (%)
LJ Poz 12 (46.2) 9 (50) p=1.000
Neg 14 (53.8) 9 (50)
MGIT Poz 26 (100) 17 (94.4) p=0.409
Neg 0 1

Kiiltiir sonras1t MTBK identifikasyonu i¢in yapilan NAP ve MPT64 testleri sonucunda yalniz
ikinci gruptaki bir 6rnekte TDM izole edildi, yine ayn1 gruptaki bir baska 6rnekte ne LJ, ne de MGIT
ile iireme goriilmedi. MTBK yoniinden kiiltiir negatif olan bu iki drnek fenotipik olarak IDT’de
degerlendirilemezken, molekiiler olarak multipleks Real-Time PCR ile arastirildi.

BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde SIRE kiti yardimi ile yapilan IDT sonucunda
streptomycin, isoniazid, rifampicin ve ethambutol i¢in diren¢ oranlar1 sirasiyla birinci grupta 27 (%
61.4), 44 (% 100), 44 (% 100) ve 12 (% 27.3), ikinci grupta da 11 (% 22.9), 11 (% 22.9), 6 (% 12.5) ve
4 (% 8.3) olarak bulundu (Tablo 3). Birinci grup CID-MTBK suslardan olusturulmus iken, ikinci
gruptaki rifampisine direncli 6 susun tamaminin izoniazide de direncli oldugu gériildii ve CID olarak
tamimland1. Ayrica, bu 6 CID sustan 5’i ayn1 zamanda streptomisine, 2’si de streptomisin ve etambutola
direngli idi.

Calismamizda CID MTBK suslarin ikinci secenek anti-TB ilaclara kars1 direng (mindr direng)
durumunun fenotipik incelenmesi i¢in kullandigimiz ve rutin tanida daha standardize edilmemis olan
LJ-AP yontemi ile florokinolon grubunu temsilen siprofloksasin, enjektabl ilaglar1 temsilen de amikasin
icin yapilan IDT sonucunda, birinci gruptaki CID suslardan ikisinin (% 4.5) yalmz siprofloksasine,
birinin (% 2.3) de yalmz amikasine direngli oldugu bulunmus iken, ikinci gruptaki 6 CID susun
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higbirinde mindr direng tespit edilmedi (Tablo 3). Boylece, fenotipik olarak YID (XDR) bulunamazken,
eski tamima gore ii¢ (%6.8) CID susumuz, yeni tanima gore de iki (%4.5) CID susumuz 6n-YID (pre-
XDR) olarak tanimland1. Goze carpan bir diger bulgu da bu 2 n-YID sustan birinin ARB negatif olmasi,
iistelik, bu &rnegin Eyliil 2013 tarihinden sonra gelmis olmas1 idi. Ayrica, toplam 44 CID-MTBK
izolatindan 181 (%40.9)’i (Eyliil 2013 tarihinden itibaren birinci grubumuza eklenen 10 CiD sustan 4°ii)
ARB negatif idi.

Multipleks Real-Time PCR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Birinci grubu olusturan 44 kiiltiir 6rneginden Mickle yontemiyle elde edilen DNA ekstraktlarinin
tamaminda MTBK bulunmusken, ikinci gruptaki 50 ARB pozitif islenmis balgam 6rmeginden kitteki
hazir ekstraksiyon protokoliine gore elde edilen DNA ekstraktlarindan 48’inde (% 96.0) MTBK varlig
tespit edildi (Tablo 5).

Ayni kit ile birinci gruptaki kiiltiir 6rneklerinin 37’sinde (% 84.1) isoniazid, 40’inda (% 90.9)
da rifampisin direncinden sorumlu nokta mutasyonu tespit edilmisken, ikinci grupta bu sonuglar
stirastyla 8 (% 16.0) ve 6 (% 12.0) olarak bulundu. Yine birinci gruptaki CiD suslardan ikisinde (% 4.5)
florokinolonlara, birinde (% 2.3) de enjektabl ilaclara karsi direngten sorumlu tutulan nokta mutasyonu
bulunmusken, ikinci gruptaki balgam 6rneklerinin hicbirinde ikinci segenek anti-TB ilag direnci tespit
edilemedi. Bdylece, Real-Time PCR yontemi ile CID olarak tanimladiginmz drnek sayisi birinci grupta
35 (% 79.5), ikinci grupta da 5 (% 10) iken, YID agisindan degerlendirmenin ise fenotipik ydntemin
sonucu ile tamamen uyumlu oldugu goriildii (Tablo 5 ve 6).

Tablo 5. Fenotipik inceleme ve Real-Time PCR sonuglarinin kargilastirilmasi ve gruplara dagilima.

Fenotipik Incelemeler
Ila¢ Duyarhlik Test (IDT)

ARB MTBK Sonug¢larma Goére Diren¢ Durumu**
Real- (Toplam (Toplam INH RIE CIP AMK
Time Grup* 94 &rnek: 94 ornek: (Toplam (Toplam (Toplam (Toplam
PCR Gl-44,G2-50) ~ GI-44, G2-50) 92 sus: 92 sus: 50 CID sus: 50 CID sus:
G1- 44, G2- 48) G1-44,G2-48) G1-44,G2-6) Gl1-44,G2-6)
Poz Neg Poz Neg R S R S R S R S

Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1
(%) (%) %) ) ) (%) (%) %) ) ") %) (%)
Poz 26(100) 18 (100) 44(100) 0  44(100) 0 44 (100) 0 2 (100) 42 (100) 1 (100) 43 (100)

Gl Neg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Poz 48(96) 0  47(97.9) 1(50) 11(100) 36 (97.3) 6(100) 41(97.6) O 6(100) O  6(100)
MTBK G2 Neg 2 (4) 0 1@l 1(60) 0 17 0 1(24 0 0 0 0
Toplam PO 74(974) 18(100) 91(98.9) 1(50) 55 (100) 36 (97.3) 50 (100) 41 (97.6) 2 (100) 48 (100) 1(100) 49 (100)
PM \eg 2(26) 0  1(L1) 1(G0) 0 127 0 1(24) 0 0 0 0
o1 R 20(16917(%4)37(841) 0 87(841) 0 37(841) 0  2(100) 35(833) 1 (100) 36 (83.7)
S 6(231) 1(56) 7(159) 0 7(159) 0 7(159) 0 0 7(167) 0 7(163)
N4 G2 R 89 0 8(167) 0 8(727) 0 5(833) 3(71) 0 5(833) 0 5(8323)
S 42(84) 0  40(83.3) 2(100) 3(27.3) 37(100) 1(167) 39(929) 0 1(167) O 1(16.7)
Toplam R 28368 17(94.4) 45(489) 0 45(818) 0 42(84) 3(71) 2(100) 40(333) 1(100) 41 (R.7)
S 48(632) 1(56) 47 (51.1) 2(100) 10(18.2) 37(100) 8(16) 39(929) 0 8(167) O  8(16.3)
o1 R 22(846) 18(100) 40(%09) 0 40(%0.9) 0 40(%0.9) 0  2(100) 38(%05) 1 (100) 39 (%0.7)
S 4154 0  4(91) 0 4(91) 0 4091 0 0 4@©5 0 4(9.3)
RIE o2 R 6@ 0 6(125) 0 6(45 0  6(100) 0 0 6(100) O  6(100)
S 44(88) 0  42(87.5) 2(100) 5(455) 37(100) O  42(100) O 0 0 0
Toolam R 28(368) 18(100) 46(50) 0 46(836) 0  46(92) 0  2(100) 44 (8L7) 1(100) 45 (9L8)
PlAM o 48(632) 0  46(50) 2(100) 9(16.4) 37(100) 4(8) 42(100) O 4(83) 0 4(8.2)
o1 R 18 166 2045 0 245 0 2(45 0 2(00) 0 0 2(@7)
S 25(96.2) 17(94.4) 42(955) 0 42(955) O  42(955) O 0  42(100) 1(100) 41 (95.3)
O o R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S 50(100) 0  48(100) 2 (100) 11(100) 37 (100) 6(100) 42(100) O 6(100) O  6(100)
toolam R 103 168 222 0 2@36) 0 2(4) 0 2(100) o0 0 2(41)
PlaM o 75 (98.7) 17 (94.4) 90 (97.8) 2 (100) 53 (96.4) 37 (100) 48 (96) 42 (100) O 48 (100) 1(100) 47 (95.9)
iniekt. 61 R 1G® 0 1@y 0 123 0 123 O 0 1(24) 1(1000 o0
rnjext. S 25(96.2) 18(100) 43(97.7) O 43(97.7) O 43(97.7) O  2(100) 41(97.6) O 43 (100)
Haglar -, R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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S 50(100) 0  48(100) 2 (100) 11(100) 37 (100) 6(100) 42(100) O 6(100) O 6 (100)
113 0 1(11) o0 1(18 O 1(2) 0 0 1(1) 1(100) ©

S 75(98.7) 18 (100) 91 (98.9) 2 (100) 54 (98.2) 37 (100) 49 (98) 42 (100) 2 (100) 47 (97.9) O 49 (100)

Poz 18(69.2) 17 (94.4) 35(795) 0 35(795) 0 35(795) 0  2(100) 33 (78.6) 1 (100) 34 (79.1)

Toplam

Gl

Neg 8(30.8) 1(56) 9(205) 0 9(205 0 9(05 0 0 9(14) 0 9(209)

. Poz 5 (10) 0 5(04 0 5@55 0 5(83) 0 0 5(833 0 5(833)
¢Ib G2 Neg 45(90) O  43(89.6) 2(100) 6 (54.5) 37(100) 1(167) 42(100) O 1(167) 0 1(16.7)
Toplam PO 2 (30.3) 17 (94.4) 40 (435) 0 40(727) O  40(80) O  2(100) 38 (79.2) 1(100) 39 (79.6)

Neg 53 (69.7) 1(5.6) 52 (56.5) 2 (100) 15 (27.3) 37(100) 10(20) 42(100) O 10(208) O 10(20.4)
* G1 - Birinci grup; G2 — Ikinci grup.

** Poz — Pozitif; Neg — Negatif; R — Direngli; S — Duyarls; ikinci segenek anti-TB ilaglara kars1 direnci tespit etmek igin fenotipik IDT’de
florokinolonlar1 temsilen ciprofloxacin, enjektabl ilaglari temsilen de amikacin kullanildi; INH — lIzoniazid; RIF — Rifampisin; CIP —
Siprofloksasin; AMK — Amikasin; FQ — Florokinolonlar.

Tablo 6. Fenotipik olarak CID MTBK tespit edilen suslarin Real-Time PCR ile CID MTBK agcisindan
degerlendirilmesi ve gruplara dagilimi.

Fenotipik inceleme Sonucu tespit edilen CID MTBK suslar
Real-Time PCR Sonucu Grup 1 Grup 2

Say1 (%) Say1 (%) Toplam
Pozitif 35 (79.5) 5 (83.3) 40 (80)
Negatif 9 (20.5) 1(16.7) 10 (20)
Toplam 44 6 50

Fenotipik inceleme ve Real-Time PCR Sonuclarinin Karsilastirilmasi

CID-MTBK izolatlarimin degerlendirildigi birinci grupta multipleks Real-Time PCR ile biitiin
orneklerde MTBK varlig1 tespit edildi. Kiiltiir ortaminda izolasyon altin standart kabul edildiginden,
sectigimiz molekiiler yontemin duyarliligi bu grup i¢in % 100 iken, her iki yontemle de negatif sonug
c¢ikmadigi i¢in Ozgilliigli hesaplanamadi. DNA ekstraksiyonu i¢in dogrudan islenmis balgam
orneklerinin kullanildig: ikinci grupta ise, fenotipik identifikasyon sonucunda TDM tanisi alan tek
ornekte molekiiler olarak da MTBK varlig1 gosterilemezken, kiiltiir negatif olan yine tek 6rnek Real-
Time PCR ile duyarli MTBK tanis1 aldi, kiiltiir pozitif ve tamamen duyarli 6rneklerden birinde
molekiiler olarak MTBK varlig1 tespit edilemedi. Bdylece, ikinci grup i¢in Real-Time PCR’in
duyarliligt % 97.9, 6zgiilliigii de % 50 olarak hesapland1 (Tablo 5).

Her iki grupta da molekiiler olarak direngli bulunan 6rneklerin tamamu fenotipik olarak da
direncli idi. Birinci gruptaki 44 CID MTBK sustan 4’iinde rifampisine, 7’sinde de izoniazide karsi
direngten sorumlu tutulan nokta mutasyonlar tespit edilemedi. Buna karsilik, ikinci grupta fenotipik
olarak CID MTBK tanis1 alan 6 érnegin tamami Real-Time PCR ile rifampicine, 5’i de isoniazide
direncli bulundu (Tablo 5). Diger taraftan isoniazid direnci ikinci grupta fenotipik olarak 11 Grnekte
bulunmusken, molekiiler olarak 8 Ornekte tespit edildi. Bdylece, IDT altin standart olarak kabul
edildiginden, multipleks Real-Time PCR yonteminin izoniazid direnci agisindan duyarliliginin ikinci
grupta % 72.7, kiiltiir pozitif toplam 92 6rnek i¢in ise % 81.8, 6zgiilliigliniin de hem ikinci grup, hem de
toplamda % 100 oldugu goriildii. Birinci grupta ne isoniazid, ne de rifampicine duyarli bir sus
olmadigindan her iki ilag agisindan 6zgiilliikk oran1 hesaplanamadi. Kullandigimiz molekiiler yontemin
rifampicin direnci agisindan ikinci gruptaki gerek duyarliligr gerekse 6zgiilliigiiniin % 100, toplamda ise
duyarliligmmin % 83.6, ozgilliginin de % 100 oldugu goriildii (Tablo 5). Ayrica, ikinci grup
orneklerinin toplanmaya baslandig: Eyliil 2013 tarihinden itibaren gelen ve fenotipik olarak CID MTBK
tespit edilen 6 ARB pozitif 6rnegin birinci grupta kiiltiir ekstraktlarinin, ikinci grupta ise balgam
ekstraktlarinin degerlendirildigi multipleks Real-Time PCR yontemi sonuglarmin her iki grupta da
tamamen uyumlu ¢iktig1 goriildii.

Bunlara ek olarak, birinci gruptaki 6rneklerden 3’iiniin ayn1 hastaya ait oldugu ve Haziran 2012,
Ekim 2012 ve Subat 2014 olmak tizere farkli tarihlerde alindig1 belirlendi. Bunlardan ilkinin ARB(-),
ikincisinin ARB(+), iigiinciisiiniin ise ARB(++) oldugu, ancak kiiltiir ve fenotipik IDT sonucunda her
{i¢linlin de izoniazid ve rifampisine diren¢li MTBK olarak tespit edilmesine ragmen, kiiltiir ekstraktlari
ile yapilan Multipleks Real-Time PCR sonucunda tigiinde de rifampicine direngli MTBK tespit edildigi,
isoniazid direncinden sorumlu mutasyon ise tespit edilemedigi goriildii. Hastanin li¢iincii 6rnegi, Eyliil
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2013 tarihinden sonra geldigi ve ARB pozitif oldugu i¢in ayn1 zamanda ikinci grupta da balgam ekstrakti
degerlendirildi ve genotipik inceleme sonucunun birinci gruptaki ile ayni oldugu belirlendi (Tablo 7).
Tablo 7. Ayni hastadan farkli tarihlerde alinan ii¢ 6rnegin fenotipik ve genotipik inceleme sonuglari.

Ornek Fenotipik inceleme Sonuclar: Real-Time PCR Sonuclar:
rne Py
ARB Kiiltiir ve IDT Grup1 Grup 2
1 ) Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direngli Yok
MTBK MTBK
Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direngli
2 ) MTBK MTBK Yok
3 (+4) Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direngli Rifampicine direngli
MTBK MTBK MTBK
TARTISMA

Mikobakteriler fizyolojik ve metabolik Ozellikleri sebebi ile {iretilmesi zor ve zaman alici
mikroorganizmalardir. Bu 6zellikleri, diger bakterilerden farkli olarak kiiltiir bazli1 yontemlerle yapilan
tan1 ve bagh olarak identifikasyon, ilag duyarlilik ve fenotipe dayali tiplendirilme yontemlerinin geri
doniisiinii geciktirir ve duyarliligini disiiriir. Son yillarda artan HIV insidansi ile paralel olarak
tiiberkiiloz epidemisindeki en énemli sorunlardan biri CID MTBK suslarmin popiilasyondaki artis idi.
Bu global artisin gelecekteki ilag direncliliginin yogunlugu konusunda endise yaratmasi yaninda,
ozellikle immiin sistemi zayiflamig kisilerde ¢evreden dogrudan bulas yolu ile veya kolonizasyon
sonucu ciddi enfeksiyonlara sebep olabilen TDM suslar1 da, MTBK’dan ayrimindaki zorluklar sebebi
ile yanlis tan1 ve tedavilere yol agmaktadirlar. Bu sebeplerle etken mikobakteri ve ila¢ direncinin
olabildigince hizli bir sekilde tanimlanmasi ve takiben etkili bir anti-TB tedaviye baslanmasi
infeksiyona bagli mortalitenin 6nlenmesinde ve infeksiyon yayiliminin azaltilmasinda biiylik 6nem
tagimaktadir. CDC tarafindan 2009 yilinda, molekidiler tani testlerinin tiiberkiiloz sliphesi olan hastalarda
en az bir klinik 6rnekte yayma sonucu beklenmeksizin kullanilmasi 6nerilmis olsa da, bu kararin yerel
ihtiyaglar ve ilgili resmi finansér saglik kuruluslarimin goriisleri alinarak verilmesi gerektigi
vurgulanmistir. Bu sebeple, diisiik insidansh gelismis iilkelerde molekiiler yontemler mikobakteriyel
identifikasyon ve direng tespitinde rutin kullanilmakta iken, Ulkemiz de dahil yiiksek insidansa sahip
olan birgok iilkede rutin mikobakteriyel tan1 algoritmasinda yer alamamaktadir. Kontrol ve engelleme
caligmalarinin basarisi igin en kritik nokta direngli suslarin toplumdaki hareketlerinin izlenmesi iken,
diren¢ yayiliminin engellenmesinde en 6nemli tehditlerden birisi, gogu TDM susunun birinci segenek
anti-TB ilaglara dogal direngli olmasi ve CID/YID MTBK suslarinin beklenenden daha hizh
yayilmasidir. (Lange ve ark., 2014; WHO, 2022).

Toplum igerisinde kontrolsiiz yayilim goésteren bu mikroorganizmalara karst yeni ilag
gelistirmenin zorluklarina karsilik anti-TB ilaglarin kullanimina bagli direng gelisimindeki artig sebebi
ile tedavide yasanan problemler, ilag direngliligi altinda yatan sebeplerin arastirilmasi, koruyucu
hekimligi yani “Dogrudan Goézetimli Tedavi” (DGT) ile ilag kullaniminin kontrol altina alinmasi, yeni
etkili as1 gelistirilmesi, mevcut kullanilan ilaglarin direng oranlariyla birlikte ilerde ne gibi direngler
geliseceginin izlenmesi ve epidemiyolojik yontemlerle mikroorganizmanin toplum igerisindeki yayilma
hareketlerinin irdelenerek tedbir alinmasi gibi yeni stratejilerin gelistirilmesine zorlamistir. Ancak
COVID-19 pandemisi TB’yi durdurma ve yok etme programlarinin isleyisini ciddi boyutta aksatti.
Tedavi basaris1, her ne kadar CID-TB igin yeni ilaglar gelistirilerek tiim oral rejimlerin kullanildig
ortamlarda yiikseltilse de, on-YID-TB ve YID-TB hastalarinda diisiik kalmaktadir. (Drobniewski ve
ark., 2007; Lange ve ark., 2014; Saderi ve ark., 2022; Stop TB Partnership and WHO, 2006; WHO,
2022).

Hastalar1 ilaca duyarli veya ilaca direngli olarak siniflandirmak i¢in kiiresel olarak en ¢ok tercih
edilen temel baslangic molekiiler testler yalnizca rifampisine direncin saptanmasina olanak taniryan
Xpert MTB/RIF ve Xpert MTB/RIF Ultra’dir. Daha kisa CID-TB tedavi rejimleri DSO Grup A
ilaglarina dayandigindan ve bedaquilin ve linezolid i¢in DSO onayli hizl1 testler mevcut olmadigindan,
izoniazid direnciyle birlikte en azindan florokinolonlara karsi direncin hizla tespit edilmesi ¢ok
onemlidir. Daha uzun tedavi rejimlerin kullanilmas1 durumunda, diger ilaglara (6mn., enjekte edilebilir
ilaglara ve etiyonamide) karsi direncin de hizli bir sekilde saptanmasi énemli olabilir. Bu amagla da
baslica hizli genotipik testler birinci segenek (rifampisin ve izoniazid) ve ikinci segenek (florokinolonlar,
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amikasin, kapreomisin ve kanamisin) ilaglar i¢in DSO tarafindan onaylanan GenoType MTBDR gibi
prob testleri (LPA'lar) ile izoniazid, etiyonamid, florokinolonlar ve aminoglikozidler (amikasin,
kapreomisin ve kanamisin) i¢in 2021 yilinda gelistirilen ve degerlendirme asamasinda olan Xpert
MTB/XDR’dir. Ancak DSO’nin yeni YID-MTBK tanimlamast ile birlikte bu yontemler de ne yazik ki
yetersiz kalmistir ve gelistirilmeye ihtiyaclar1 vardir (Alagna ve ark., 2021; WHO, 2022).

Ulkemizde, Tekin ve ark. (2017) Ankara’da 46 CID TB izolatinin florokinolon ve
aminoglikozid diren¢ durumlarinit Agar Proporsiyon, BACTEC MGIT 960 SL ve GenoType MTBDRsl
testleri ile inceledikleri ¢alisma sonucunda izolatlarin altisinda amikasin, dokuzunda da ofloksasin
direnci tespite etmis, bunlardan ikisinin YID TB oldugunu, izolatlarin tamaminin moksifloksasine
duyarli oldugunu ve her ii¢ testin sonu¢lariin uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Biz calismamizda farkl
olarak, ofloksasin ve moksifloksasin kullanmadik, bunun yerine ciprofloksasin direncini agar
proporsiyon ydntemiyle iki CID susumuzda tespit ettik. Real-Time PCR yontemiyle de ayni1 suslar 6n-
YID olarak saptandi. Xpert MTB/XDR testinin etkinligini 20212022 yillarinda inceleyen ¢alismalar
derleyen Pillay ve ark. (2022) bu testin; belirli genlerde sinirli sayida direng varyantin1 hedefledigi goz
oniine alindiginda farkli ortamlarda farkli performans gosterebilmekle birlikte, genel olarak izoniazid
ve florokinolon direncinin tespiti icin dogru sonuglar saglayacagi ve optimize edilmis bir tedavi
rejiminin secilmesine yardimci olabilecegi kanaatine varmuglardir. Katamba ve ark. (2023)’nin
Uganda’da yaptiklar giincel bir arastirma da bu ¢aligmalar1 desteklemistir. Aragtirmacilar rifampisine
ve/veya izoniazide direngli tiiberkiiloz hastalarindan elde edilen kiiltiir izolatlar1 ve balgam 6rneklerinde
Xpert MTB/XDR testini GenoType MTBDRsI testi ile karsilastirmis ve bu testin izoniazid ve
florokinolonlar i¢in duyarlilik ve 6zgilliigiiniin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Helal ve ark. (2019) Misir’da yapilan bir ¢calismada, MTB izolatarinin ilag direncini Resazurin
mikrotitre testi (REMA) ve Anyplex Il MTB/MDR/XDR kit kullanarak tespit etmeye ¢alismislar. 32
ilag direncli susta ve 18 duyarli susta; Isoniazid (INH), rifampisin (RIF), ofloksasin (OFX), and
kanamisin (KAN) ilaglarina kars1 direng durumunu bu iki yontem ile test etmisler. Altin standart olarak
bizimde calismamzda kullandigimiz gibi proporsiyon yontemini kullanmislar. Anyplex ile CID-TB
oranini %75 olarak tespit etmis buna karsin REMA yontemi ile bu oran1 %85 oraninda bulmuslar. Sonug
olarak; hizli fenotipik bir yontem olan REMA yo6nteminin ilag direngli TB tespit etmede Anyplex testine
gore daha tavsiye edilebilir seklinde yorumlamiglar. Japonya’da yapilan bir calismada Igarashi ve ark.
(2017), Mycobacterium tuberculosis kompleks iiyelerinin ve izoniazid, rifampisin, florokinolon ve
ikinci secenek enjektable ilaglara karsi direng durumunu tespit etmeyi hedef almislar. Caligmada 122
klinik izolat Anyplex II kit ile MTB/MDR, ayn1 zamanda 68 6rnek Anyplex II MTB/XDR varligi
acisindan test edilmis. Anyplex Il MTB/MDR ve MTB/XDR testlerinin sirasiyla duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlari; izoniazid direngliligi i¢in %68.8 ve %100, rifampisin %93.8 ve %100, levofloksasin %82.8 ve
%100, kanamisin %75.0 ve %100 ve MTB identifikasyonu i¢in %92.6 ve %100 olarak tespit edilmis.
Coklu ilaca direngli TB izolatlariin %61.8’1, yaygin ila¢ direngli TB izolatlarinin %64.7’si ve ilag
direncli MTK’lar yar1 otomatik bir sistem ile, ii¢ saat icinde dogrulanmis. Calismada, Anyplex II
kitlerinin MTB ve ila¢ direncini tespit etmede kullanilabilecegi sonucuna varilmis. Causse ve ark.
(2015), Ispanya’da gergeklestirilen calismada; Anyplex II MTB/CID/YID kit ile Mycobacterium
tuberculosis’i ve birinci ve ikinci se¢cenek anti-TB ilaglara diren¢ durumunu incelemis ve sonuglari
GenoTypew MTBDRplus ve GenoTypew MTBDRsl testleri ve fenotipik IDT’lerle karsilastirmuslar.
Sonug olarak; rifampisin i¢in, Anyplex Il MTB/CID/YID testi ile duyarlilik %97, 6zgiilliik %100 tespit
edilirken, MTBDRplus ile duyarlilik %100, 6zgiillik %100. izoniazid direnci ise MTBDRplus ile
duyarlilik %62, 6zgiilliik %98 iken, Anyplex yontemi ile duyarhilik %61, 6zgiilliik %98 tespit edilmistir.
Ikinci secenek ilaglarin bu tekniklere gére kiyasladiklarinda ise; kinolon direncinde Anyplex tekniginin
duyarlililg1 %95, 6zgilliigii %99, MTBDRsI yontemi ile ise duyarlilign %100, 6zgiilligi %99 olarak
tespit edilmistir. Her iki teknikle aminoglikozid direncinin 6zgiilligi %100 iken duyarlilik oranlar
Anyplex i¢in %100, MTBDRsl yontemi igin ise %88 olarak bulunmustur. Boylece, arastirmacilar
izoniazid direnci hari¢ diger direng tespit durumunda Anyplex II MTB/CID/YID testinin oldukca
kullanigh oldugunu bildirmislerdir.

Bu baglamda, bolgemizde izole edilen MTBK suslarinin birinci ve ikinci se¢enek anti-TB
ilaglara kars1 diren¢ durumunun rutin olarak uygulanan fenotipik testlerle ve Ulkemizde rutin tiiberkiiloz
tan1 algoritmasinda yeri olmayan multiplex Real-Time PCR yontemi ile belirlenmesini, elde edilen
fenotipik ve genotipik sonuglarin karsilastirilmasim hedef alan ve birinci grupta fenotipik olarak CiD
MTBK bulunan 44 kiiltiir 6rnegi, ikinci grupta ise ARB pozitif 50 balgam 6rnegi olmak iizere toplam
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94 ornegin degerlendirildigi bu calisma gerek yontem gerekse de grup se¢imi agisindan orijinal bir
calismadir.

Calismanizda, birinci gruptaki CID MTBK bulunan &rneklerde pozitiflik oranlart ARB igin %
59.1, LJ agar besiyeri i¢in % 47.7, BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi i¢in de % 97.7 idi. ARB
pozitif islenmis balgam 6rneklerinden olusturulan ikinci grupta ise pozitiflik oranlart L] igin % 32.0,
MGIT igin de % 94.0 idi. LJ besiyerindeki tireme orani ikinci grupta ¢ok diisiik goriilse de, gerek LJ
gerekse MGIT igin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica, ARB pozitif ve
negatif Ornekler arasinda da LJ pozitifligi acisindan fark bulunmadi. Kiiltiir sonrast MTBK
identifikasyonu i¢in yapilan NAP ve MPT64 testleri sonucunda yalniz ikinci gruptaki bir 6rnekte TDM
izole edildi, yine ayn1 gruptaki bir bagka ornekte ne LJ, ne de MGIT ile iireme goriilmedi. MTBK
yoniinden kiiltiir negatif olan bu iki érnek fenotipik olarak IDT’de degerlendirilemezken, genotipik
olarak multipleks Real-Time PCR ile arastirildi.

Ulkemizde Cetin ve ark. (2012)’min Isparta sehrinde klinik orneklerden 148’inden
konvansiyonel yontemlerle mikobakteri izole ettikleri bir ¢alismada, bu izolatlarin % 92.6’sim
(137/148) MGIT 960 sistemi ile, % 68.2°sini LJ besiyeri ile (101/148), % 31.8’ini (47/148) de yayma
orneginde EZN boyama ile ARB aranmasi yontemiyle pozitif bulmuslardir. Sonu¢ olarak MGIT 960
sisteminin klinik 6rneklerden mikobakteri izolasyonunda LJ kiiltiirline gore daha basarili oldugunu
gOsteren aragtirmacilar, bununla birlikte, az sayida da olsa LJ’de tireme gosteren ancak MGIT 960 ile
tespit edilemeyen 6rneklerin de bulunmasi sebebiyle klinik 6rneklerde mikobakteri aranmasinda en iyi
sonuglarin her iki yontemin birlikte kullanilmast ile alinacagii bildirmislerdir. Yine Ulkemizde yapilan
bagka bir ¢aligmada, Borekei ve ark. (2014) MGIT pozitif 60 klinik 6rnekten 29 (%48.3)’unun ARB ile,
44 (%73.3)’linlin de LJ kiiltiir yontemi ile pozitif sonu¢ verdigini; molekiiler yontemler olan Oligo- ve
PNA-FISH analizleri ile bir 6rnegin TDM olarak tiplendirildigini ve bunun fenotipik olarak
dogrulandigini, sonu¢ olarak da, rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda MGIT pozitif kiiltiir
orneklerinden mikobakteri tiirlerinin pahali yontemlere gereksinim olmaksizin, hizli ve dogru tanisi i¢in
molekiiler Oligo- ve PNA-FISH yontemlerinin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Her iki ¢alismanin
bulgularinin ¢alismamizla uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Birinci seg¢enek anti-TB ilaglara karsi direng durumunun fenotipik incelenmesi igin
mikobakteriyolojide rutin uygulanan BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde SIRE kiti yardimu ile
ikinci gruptaki rifampicine direngli 6 susun tamamu isoniazide de direngli bulundu ve CID olarak
tamimlandi. Calismamizda CID MTBK suslarin ikinci segenek anti-TB ilaglara kars1 direng durumunun
fenotipik olarak incelenmesi igin, rutin tanida daha standardize edilmemis olan, yine de diger IDT lere
gore daha giivenilir oldugu Ulkemizde de yapilan galismalarda gsterilmis olan LJ agarda proporsiyon
yontemi tercih edilmistir (Aslan ve ark., 2006; Satana ve ark., 2010). Bu yontemle florokinolon grubunu
temsilen ciprofloxacin, enjektabl ilaglar1 temsilen de amikacin i¢in yapilan IDT sonucunda, birinci
gruptaki CID suslardan ikisinin (% 4.5) yalmz ciprofloxacine, birinin (% 2.3) de yalniz amikacine
direngli oldugu bulunmus iken, ikinci gruptaki 6 CID susun higbirinde direng tespit edilmedi. Boylece,
fenotipik olarak YID (XDR) bulunamazken, iic CiD susumuz 6n-YID (pre-XDR) olarak tanimlandh.
Goze carpan bir diger bulgu da bu 3 n-YID sustan birinin ARB negatif olmasi ve daha da énemlisi bu
ornegin Eyliil 2013 tarihinden sonra gelmis olmasi idi. Ayrica, birinci gruptaki 34 CID susa ¢alismanin
basladig1 Eyliil 2013 tarihinden itibaren eklenen 10 CIiD sustan 4’iiniin ARB negatif, 6’sinin da ARB
pozitif oldugu gorildi. Bu sonuglar, ARB negatif balgam oOrneklerinin de genotipik olarak
incelenmesinin, dolayisiyla, CDC’nin de onerdigi gibi, hiperendemik boélgelerde ve/veya siipheli
olgularda ARB sonucu beklenmeksizin en az bir klinik 6rnekte giivenilir bir molekiiler yontemle erken
ve dogru tan1 konulmasmin CID/YID MTBK yayiliminin énlenmesinde ne kadar énemli oldugunu
ortaya koymaktadir. Ulkemizde ilk YID-TB vakalarini bildiren Ceyhan ve ark. (2014) Tiirkiye
genelinden 2010-2014 yillarin1 kapsayan 5 yil boyunca toplanan klinik 6rnekleri fenotipik yontemlerle
inceledikleri bir calisma sonucunda, 297 CiD MTBK susundan 37’sinde (% 12.5) 6n-YID, 8’inde
(%2.7) ise YID tespit etmislerdir.

Suslarin direng durumunun genetik yonden incelenmesi igin yeni bir multipleks Real-Time PCR
kiti yardimu ile 6rneklerde hem MTBK varlig1, hem de CID i¢in isoniazid ve rifampicin, YID igin de
florokinolonlar ve enjektabl ilaglara karsi direngten sorumlu tutulan muhtemel nokta mutasyonlarinin
varligiin arastirildigl ¢alismamizda, birinci grubu olusturan 44 kiiltiir 6rneginden Mickle yontemiyle
elde edilen DNA ekstraktlarinin tamaminda MTBK bulunmusken, ikinci gruptaki 50 ARB pozitif
islenmis balgam O&rneginden kitteki hazir ekstraksiyon protokoliine gore elde edilen DNA
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ckstraktlarindan 48’inde (% 96.0) MTBK varlig1 tespit edildi. Ayni kit ile CID olarak tammladigimiz
ornek sayis1 birinci grupta 35 (% 79.5), ikinci grupta da 5 (% 10) iken, birinci gruptaki CID suslardan
ikisinde (% 4.5) florokinolonlara, birinde (% 2.3) de enjektabl ilaglara karsi direngten sorumlu tutulan
nokta mutasyonu bulunmus, ikinci gruptaki balgam 6rneklerinin ise higbirinde ikinci secenek anti-TB
ilag direnci tespit edilemedi. Multipleks Real-Time PCR yontemi ile YID agisindan degerlendirmenin
ise fenotipik ydntemin sonucu ile tamamen uyumlu oldugu goriildii. Gikalo ve ark. (2012), 70 CID
MTBK susunda single-strand conformation polymorphism (SSCP) ve DNA dizi analizi ile eis promoter
ve rrs gen bolgelerindeki nokta mutasyonlarini taradiklar bir ¢aligmada, genotipik ve fenotipik inceleme
bulgularini karsilastirarak, enjektabl ila¢ direncinin molekiiler yontemlerle hizli tespitinde bu gen
bolgelerinin uygun ve giivenilebilir oldugunu bildirmislerdir. Bizim genotipik incelemede kullandigimiz
kit de bu 2 gen bélgesindeki muhtemel mutasyonlari tespit etmeye yonelik olsa da, Georghiou ve ark.
(2012) bunlarin disinda tlyA ve gidB gen bolgelerindeki muhtemel mutasyonlarin da enjektabl ilag
direncinden sorumlu olabileceginden bahsetmislerdir.

Kiiltiir ortaminda izolasyon altin standart kabul edildiginden, sectigimiz molekiiler yontemin
duyarliligi bu grup i¢in % 100 iken, her iki yontemle de negatif sonu¢ ¢ikmadigr igin 6zgilligi
hesaplanamadi. DNA ekstraksiyonu icin dogrudan islenmis balgam orneklerinin kullanildig: ikinci
grupta ise, fenotipik identifikasyon sonucunda TDM tanisi alan tek 6rnekte molekiiler olarak da MTBK
varlig1 gosterilemezken, kiiltiir negatif olan yine tek 6rnek Real-Time PCR ile duyarli MTBK tanisi aldi,
kiiltiir pozitif ve tamamen duyarli 6rneklerden birinde molekiiler olarak MTBK varligi tespit edilemedi.
Boylece, ikinci grup i¢in Real-Time PCR’1n duyarliligi % 97,9, 6zgiilliigii de % 50 olarak hesaplandi.
Fenotipik olarak TDM izole edilen, molekiiler olarak da gerek MTBK gerekse aradigimiz direngten
sorumlu bir mutasyon tespit edilemeyen bu balgam &rneginde Restiriksiyon Enzim Analiz (REA)
yontemi ile tiir diizeyinde genotipik identifikasyon icin hsp65 gen bolgesi spesifik TB11 ve TB12
primerleri yardimi ile amflifiye edilerek, BstEIl ve Haelll enzimleriyle kesildi ve M. abscessus grup
olarak tamimlandi (yayimlanmamus veri).

Her iki grupta genotipik olarak diren¢li bulunan 6rneklerin tamami fenotipik olarak da direngli
bulundular. Birinci gruptaki 44 CID MTBK sustan 4’iinde rifampicin, 7’sinde de isoniazid direncinden
sorumlu nokta mutasyonu tespit edilemedi. Buna karsilik, ikinci grupta fenotipik olarak CID MTBK
tanist alan 6 6rnegin tamami Real-Time PCR ile rifampicine, 5’1 de isoniazide direng¢li bulundu. Diger
taraftan isoniazid direnci ikinci grupta fenotipik olarak 11 6rnekte bulunmusken, molekiiler olarak 8
ornekte tespit edildi. Boylece, IDT altin standart olarak kabul edildiginden, multipleks Real-Time PCR
yonteminin isoniazid direnci agisindan duyarliliginin ikinci grupta % 72.7, kiiltiir pozitif toplam 92
ornek i¢in ise % 81.8, dzgiilliigiiniin de hem ikinci grup, hem de toplamda % 100 oldugu goriildii. Birinci
grupta ne isoniazid, ne de rifampicine duyarli bir sus olmadigindan her iki ilag agisindan 6zgiilliikk orani
hesaplanamadi. Kullandigimiz molekiiler yontemin rifampicin direnci agisindan ikinci gruptaki
duyarlilik ve ozgiilliigiin % 100, toplamda ise duyarliliginin % 83.6, 6zgiilligiiniin de % 100 oldugu
goriildii. Ayrica, ikinci grup 6rneklerinin toplanmaya baslandigi Eyliil 2013 tarihinden itibaren gelen ve
fenotipik olarak CID MTBK tespit edilen 6 ARB pozitif drnegin birinci grupta kiiltiir ekstraktlarmnin,
ikinci grupta ise balgam ekstraktlarinin degerlendirildigi multipleks Real-Time PCR yontemi
sonuclarinin her iki grupta da tamamen uyumlu ¢iktig1 goriildii. Calismada kullandigimiz kit ile toplam
10 ornekte isoniazid direncinin tespit edilememesi, daha belirlenmemis olan mutasyonlar, mabA ve
ahpC gibi bilinen farkli gen bolgelerindeki nokta mutasyonlari, veya genotipik olarak agiklanamayan
diren¢ mekanizmalart ile iliskilendirilebilir. Eski kiiltiir 6rneklerinde gerek isoniazid, gerekse rifampicin
direncinden sorumlu tutulan mutasyonlarin balgam 6rneklerine nazaran daha ¢ok gdzden kagirilmasina
sebep olarak, eski drneklerin pasajlanmalari sirasinda popiilasyondaki bazi tiirlerin, 6zellikle de direngli
suslarin canlandirilamamis olma veya ¢apraz kontaminasyon ihtimalleri diistiniilebilir. CDC tarafindan
da nerildigi gibi, CID MTBK siipheli olgularda 6zellikle rifampicin ve isoniazid direncinin molekiiler
yontemlerle tespiti igin ilk drneklerin (balgam, BAL ve b.) incelenmesi, erken taninin bilinen yararlari
ile beraber, bahsedilen muhtemel dezavantajlarin ortadan kalkmasina da yardimci olabilir (Drobniewski
ve ark., 2007; Folkvardsen ve ark., 2013; Lange ve ark., 2014; Laurenzo ve Mousa, 2011; Migliori ve
ark., 2012; Rodrigues ve ark., 2013).

Bunlara ek olarak, birinci gruptaki érneklerden 3’iiniin ayn1 hastaya ait oldugu ve Haziran 2012,
Ekim 2012 ve Subat 2014 olmak tizere farkli tarihlerde alindig1 belirlendi. Bunlardan ilkinin ARB(-),
ikincisinin ARB(+), iigiinciisiiniin ise ARB(++) oldugu, ancak kiiltiir ve fenotipik IDT sonucunda her
{i¢linlin de isoniazid ve rifampicine direnc¢li MTBK olarak tespit edilmesine ragmen, kiiltiir ekstraktlari
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ile yapilan Multipleks Real-Time PCR sonucunda igiinde de rifampicine diren¢li MTBK tespit edildigi,
isoniazid direncinden sorumlu mutasyon ise tespit edilemedigi goriildii. Hastanin {i¢iincii 6rnegi, Eyliil
2013 tarihinden sonra geldigi ve ARB pozitif oldugu i¢in ayn1 zamanda ikinci grupta da balgam ekstrakt1
degerlendirildi ve genotipik inceleme sonucunun birinci gruptaki ile ayni oldugu belirlendi. Bu bulgular
da yine yukarida bahsedildigi gibi, ARB sonucu beklenmeksizin dogrudan klinik 6rnegin genotipik
yontemlerle incelenmesinin ne kadar dogru olacagini desteklemektedir.

Birinci gruptaki eski 34 CID MTBK Kkiiltiir 6rneginden birinde fenotipik identifikasyon sonucu
MTBK-TDM koinfeksiyonu tespit edilmesi lizerine yeniden pasajlanarak MTBK izole edildi ve
calismada bu sus kullanildi. Dolayisiyla, bu susun fenotipik IDT incelemesi yeniden yapild: ve pasaji
oncesindeki gibi yine streptomycin, isoniazid ve rifampicine direngli bulundu. Eski 6rnegin kontamine
olma ihtimali de goz oniinde bulundurularak, farkli ilag¢ direnglerine sahip birden fazla MTBK susu
barindirabilecegi ve pasajlama sirasinda bu durumun degisebilecegi diisiiniildii. Bu sebeple, 6zellikle de
YID ihtimalini gézden kagirmamak icin, agar proporsiyon yontemi ile ciprofloxacin ve amikacin
duyarlilig1 gerek eski drnekte gerekse izole edilen CID MTBK susunda arastirild ve rneklerin ikisinde
de ikinci segenek ilag direnci tespit edilemedi. Kullandigimiz multipleks Real-Time PCR kiti 6rnekte
MTBK varligin1 ve MTBK suslarinda CID ve YID’den sorumlu tutulan nokta mutasyonlarini tespit
etmeye yonelik oldugundan, buna karsilik TDM ve mutasyonlarini tespit edemediginden 6tiirii, her iki
ornek de genotipik olarak incelendi ve ikisinde de CID MTBK tespit edildi, ikinci secenek ilag
direncinden sorumlu mutasyon ise bulunamadi (yayimlanmamus veri). Boylece, fenotipik ve genotipik
inceleme sonuglarinin uyumlu oldugu goriildii.

Cox ve ark. (2007) tedavi sirasinda ortaya ¢ikan diren¢ durumunu inceledikleri bir ¢alismada,
TB teshisi alan 382 hastadan 62’sinin tedaviye iyi yanit vermedigi ve tekrar test edildigi zaman MTBK
pozitif bulundugunu, tedavi dncesinde CID-TB olmayan hastalardan % 3.5’inde (11/314) tedavi
sirasinda CID-TB gelistigini, iyilesmeyen 62 hastadan 19’unda da yeni yada ek ilag direnci gelistigini
bildirmiglerdir. Farmer ve Kim (1998) ise, kar-zarar analizi yaptiklar1 bir ¢alisgma sonucunda, tek bir
CID-TB vakasimin &nlenmesinin bile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) saghk sistemini 250000
dolarlik maliyetten kurtardigini 6ngdrmiislerdir. Biitiin bunlarin yaninda tanidaki gecikmeye bagl geg
ve/veya yanlis TB tedavisi uygulamalarinin yol actigi direng gelisimi, 6zellikle de YID MTBK
insidansindaki artig da dikkate alindiginda, calismamizda kullandigimiz, MTBK tanis1 ve birinci/ikinci
secenek ilag direnci tespitini tek bir kit ile, DNA ekstraksiyonu da dahil, 4-5 saatte sonu¢landiran
multipleks Real-Time PCR yontemi gibi hizli, giivenilir, kolay uygulanabilen molekiiler yontemlerin
Ulkemizde rutin TB tam ve direng tayini algoritmasinda yer almasinin ne kadar énemli oldugu daha iyi
anlagilmaktadir. Dolayisiyla, toplum sagligi ¢ikarlari ile birlikte degerlendirildigi zaman, bu yontemlerin
beraberinde getirecegi ek maliyetin ¢ok 6nemsiz kalacagi diisiiniilmektedir.

SONUC

MTBK suslarinin bilinen direng mutasyonlarini tespite yonelik dizayn edilmis, hizli, yiiksek duyarlilik
ve ozgiilliige sahip olan, WHO ve CDC tarafindan da rutin tan1 algoritmasi igerisinde olmasi teklif edilen
Multiplex Real-Time PCR testi ile, dogrudan islenmis balgam 6rneginde CID, én-YID ve YID MTBK
tespitinin Ulkemiz i¢in de rasyonel ¢dziim olabilecegi gériildii. Mevcut rutin fenotipik incelemeler ile,
identifikasyon ve IDT igin gegecek siireleri de eklersek, ancak aylar sonra tanist miimkiin olabilen,
boylece ge¢ veya yanlis tedavi uygulamalarina yol agabilen, biitiin diinyada 6liim oranlarinda ciddi
artistan da sorumlu tutulan bu CID/YID MTBK infeksiyonlarinin gézetimi ve yonetiminde giderek artan
giic kayb1 disiiniildiiglinde, birkag saatte sonuglanan bu erken ve dogru molekiiler taninin beraberinde
getirecegi ek maliyetin Onemsiz kalacagi kanaatindeyiz. Ayrica, sadece ARB pozitif balgam
orneklerinin incelenmesi, ¢alismamiz sonuglarinda da goriildiigii {izere, ARB negatif CID MTBK
suslarinin gézden kagmasi ile sonuglanacagindan, gerek biitiin klinik 6rnekleri inceleyebilmek gerekse
maliyeti daha da disiirebilmek amaci ile, yine molekiiler bir yontemle MTBK-TDM identifikasyonu
yapildiktan sonra, MTBK tespit edilen orneklerde bu Real-Time PCR kiti ile direng tespiti uygun
olacaktir.
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