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0z

Tiiberkiiloz (TB), diinya genelinde enfeksiyon kaynakli hastaliklar arasinda 6liimiin énde gelen nedenlerinden biri olan
bulasici bir hastaliktir. TB’nin epidemiyolojik dagiimina goére, yiiksek oranda TB basili ile enfekte hastalarin bulundugu
tilkelerin biiyiik bir béliimii orta ve diisiik gelirli iilkelerdir. Bu nedenle ¢alismada diisiik gelirli tilkelerde ve laboratuvarlarda
TB ve ¢ok ilaca direngli (CiD)-TB izolatlarinin ilag duyarlilik testleri igin kolayca kullanilabilecek yeni bir besiyeri olan AYC.2.2
agar besiyerinin klinik izolatlarla etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada Mycobacterium tuberculosis ATCC
27294 (H37Rv, tim ilaglara duyarli), ATCC 35822 (izoniazid direngli), ATCC 35838 (rifampisin direngli), ATCC 35820
(streptomisin direngli) ve ATCC 35837 (etambutol direngli) referans suslar ve 34 klinik izolat test edilmistir. Calismadaki tiim
anti-TB ilaglar ve izolatlar igin kullanilan referans yéntem ve AYC.2.2 agar kullanilarak yapilan agar proporsiyon metodu
arasinda duyarllik, ézgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve uyum hesaplanmistir. izoniazid ve
rifampisin igin tiim degerler %100 bulunmustur. Etambutol icin duyarlilik %100, 6zgiilliik %88.23, PPD %89.47, NPD %100,
uyum %94 olarak hesaplanmistir. Streptomisin icin duyarliik %100, 6zgiilliik %77.77, PPD %80, NPD %100, uyum %88
bulunmustur. M. tuberculosis ATCC suslari klinik izolatlarin degerlendirilmesine dahil edilmemis ve bunlardaki uyum %100
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére, sivi otomatize sistemlere oranla lreme siiresi dezavantaj olmasina ragmen,
AYC.2.2. agar duyarhhk sonuglarinin belirlenmesinde otomatik sistemler kadar etkili bir sekilde kullanilabilmistir. Maliyetinin
diisiik olmasi ve hazirlanmasinin kolay olmasi en biyiik avantajlarindandir. Ancak, rutin kullanima ge¢meden dnce ¢ok
merkezli ¢calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: AYC.2.2 agar, besiyeri, birinci segenek anti-tiiberkiiloz ilaglar, CID-TB, ilag duyarliik testi, Mycobacterium
tuberculosis

ABSTRACT

Evaluation of Drug Susceptibility Testing of Mycobacterium tuberculosis Isolates Against First Line
Antituberculosis Drugs With a New Agar Medium

Tuberculosis (TB) is an infectious disease that is one of the leading causes of death among infectious diseases worldwide.
According to the epidemiologic distribution of TB, most countries with a high proportion of patients infected with TB bacilli
are middle- and low-income countries. Therefore, the study aimed to evaluate the effectiveness of AYC.2.2 agar medium, a
new medium that can be easily used for drug susceptibility testing of TB and multidrug-resistant. TB isolates, with clinical
isolates in low-income countries and laboratories. Mycobacterium tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv, susceptible to all drugs),
ATCC 35822 (isoniazid-resistant), ATCC 35838 (rifampicin resistant), ATCC 35820 (streptomycin resistant), and ATCC 35837
(ethambutol resistant) reference strains and 34 clinical isolates were tested. Sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value (NPV), and concordance were calculated between the reference method and the agar
proportion method using AYC 2.2 agar for all anti-TB drugs and isolates in the study. For isoniazid and rifampicin, all values
were 100%. For ethambutol, sensitivity was 100%, specificity 88.23%, PPV 89.47%, NPV 100%, and concordance %94. For
streptomycin, sensitivity was 100%, specificity 77.77%, PPV 80%, NPV 100%, and concordance %88. M. tuberculosis ATCC
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strains were not included in the evaluation of clinical isolates, and the agreement was 100%. According to the results
obtained, AYC.2.2. agar could be used as effectively as automated systems in determining susceptibility results, despite the
disadvantage of growth time compared to broth automated systems. Its low cost and easy preparation are among its
biggest advantages. However, further multicenter studies are needed before routine use.

Keywords: AYC.2.2 agar, drug susceptibility test, first line anti-tuberculosis drugs, MDR-TB, medium, Mycobacterium
tuberculosis

GiRis

Tuberkiiloz (TB), bulasici tek bir ajan nedeniyle en sik gorilen 6liim nedeni olup diinya nifusunun
yaklasik doértte biri TB basili ile enfektedir. 2020 yilinda 9.9 milyon kisi Mycobacterium tuberculosis’in (MTB)
etkeni oldugu solunum yoluyla bulasan bu hastaliga yakalanirken, 1.3 milyon kisi ise bu hastalik yiziinden
hayatini kaybetmistir(lz). TB, devam eden yiiksek insidans, prevalans ve mortalite nedeniyle hala énemli bir halk
saghgl sorunu olmaya devam etmektedir. 2020 yilinda akciger TB tanisi konan bireylerin 132222’si ¢ok ilaca
direngli (CID)-TB, 25681’i yaygin ilaca direngli (YiD)-TB olup toplamda 157903 ilaca direncli vaka tespit
edilmi§tir(12). “End TB” stratejisi, herhangi bir TB tlrune sahip her yastan kisilerin erken tanisini ve hizli tedavisini
gerektirmektedir(g). Bunun igin, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 6nerilen hizli taniya erisimin ve ilaca
duyarlilik testlerine evrensel erisimin saglanmasi esastir. Kiiltiire dayali fenotipik ilag duyarlilik testleri (iDT) su
anda ilag direncinin tespiti icin altin standartair. MTB icin fenotipik iDT, her bir anti-TB ajan ve test ydntemi icin
spesifik olan, tek bir kritik konsantrasyonun test edilmesine dayanmaktadlr(lo).

Son on yilda MTB enfeksiyonu olan hastalarin erken belirlenmesi, bu sorun icin geriye kalan en etkili
strateji olmustur. Ote yandan, hastalar arasinda ilaca direngli suslarin tespitinde artan bir oran bulunmaktadir.
Bu durum, IDT’ nin yanlis belirlenmesi ve hastaya uygun olmayan ilag kullanimi ile ilgili olabilir. Yeni gelismelerin
yardimiyla primer ve latent TB enfeksiyonlu hastalarin tespit edilmesi, bu durumu agiklamak icin daha az
olasidir. IDT yaparak etkili tedavi uygulamak, CiD-TB suslarinin artmasini énlemenin temel stratejisidir. TB’nin
son epidemiyolojik dagilimlari incelendiginde, yiiksek oranda basil ile enfekte hastalarin bulundugu (lkelerin
blylk bir béliminiin orta ve disuk gelirli Glkeler oldugu gérﬂlmektedir(ll). TB igin ticari olarak mevcut hizli test
sistemleri bulunsa da bu tlr sistemlerin iyi bir altyapi ve is glicii gerektirmesi ana dezavantajlaridir. Ayrica, ticari
olarak mevcut sistemlerin pahali olmasi 6nemli bir sorundur. Bu Ulkelerin birgogu sinirh kaynaklarla
yonetildiginden, bu teknolojilerin uygulanabilirligi belirsizdir.

Coban® tarafindan MTB izolatlarinin ilag duyarliliginin belirlenmesi amaciyla gelistirilen AYC.2.2 agar
besiyeri kolay kullanimi ve diisiik maliyeti sebebiyle bir¢ok laboratuvar igin tercih sebebi olabilir.

Bu nedenle calismada disiik gelirli tilkelerde ve laboratuvarlarda TB ve CID-TB izolatlarinin iDT igin
kolayca kullanilabilecek yeni bir besiyeri olan AYC.2.2 agar besiyerinin klinik izolatlarla etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmigtir.

GEREG VE YONTEM

Calismada yapilan tim islemler, Sinif 1I-B biyogivenlik kabini (DemAir, Ankara, Tiirkiye) icerisinde ve
uygun kisisel koruyucu ekipmanlar (3M™ Versaflo™, TR-300+ ile TR3712N filtreler) kullanilarak biyogtvenlik
seviyesi 3 olan laboratuvarda gercgeklestirildi.

Bakteriyel izolatlar

Calismada M. tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv, tim ilaglara duyarl), ATCC 35822 (izoniazid direngli),
ATCC 35838 (rifampisin direngli), ATCC 35820 (streptomisin direncli) ve ATCC 35837 (etambutol direngli) suslar
ve daha 6nce fenotipik ve genotipik duyarlilik sonuglari referans yoéntem olarak kabul edilen BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile belirlenmis Akdeniz Universitesi Verem Calismalari Uygulama ve Arastirma
Merkezi (AKVUAM) kiiltiir koleksiyonundan secilen klinik MTB izolatlari test edildi.
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Anti-TB ilaglarin Hazirlanmasi

Calismada test edilen birinci segcenek anti- TB ajanlar olan izoniazid (INH), rifampisin (RIF), streptomisin
(STM) ve etambutol (EMB) ticari olarak toz formda satin alindi (Sigma- Aldrich, Almanya). C6ézicli olarak INH,
STM, ve EMB igin steril distile su; RIF i¢cin metanol kullanilarak her bir ajanin 4096 pg/ml konsantrasyonda stok
soliisyonlari hazirlandi. Hazirlanan anti-TB ajanlar membran filtreden gecirilerek steril edildi ve kullanilacagi
zamana kadar -80°C'de saklandi.
Besiyerinin Hazirlanmasi

AYC.2.2 agar (PCT/TR2018/0508849) daha once Coban(s) tarafindan belirtilen sekilde hazirlandi.
Besiyeri 50°C'ye sogutulup ortama %5 inaktive edilmis koyun serumu (Sigma-Aldrich, AlImanya) eklendi. Birinci
secenek anti-TB ilaglar, besiyeri icerisine son konsantrasyonlari INH igin 0.2ug/ml, RIF i¢in 1 pug/ml, EMB igin 4
pg/ml ve STR igin 2 pg/ml olacak sekilde eklenerek vida kapakli steril tiplere 5 ml besiyeri olacak sekilde
dagltlldl(lo). Tupler yatik pozisyonda isik almayan ortamda oda sicakliginda katilagmaya birakildi. Benzer sekilde
anti-TB ilag icermeyen lreme kontrol tlpleri de hazirlanarak kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi. Antibiyotik
etkinliginin azalmasini engellemek i¢in antibiyotikli besiyerlerinin kullanim siresinin 1 ayl gegmemesine 6zen
gosterildi.

Bakteri inokulumlarinin Hazirlanmasi

Galismaya alinan izolatlarin Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde Gremis taze kiltiirlerinden inokulumlar
hazirlandi. icerisinde 8-10 adet steril cam boncuk ve 3-5 ml serum fizyolojik iceren tiiplere taze kiiltiirden
koloniler aktarildiktan sonra tiplerin agzi sikica kapatilip parafilm ile sarildi. Tum tipler yaklasik 1 dk 2500 rpm
de vorteks (Onilab MX-S, Bio Laboratories Pte Ltd., ABD) ile karistirihp ardindan aerosollerin ve biyik
partikillerin ¢okmesi icin dik konumda yaklasik 30-60 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
Ustteki sivi alinarak baska bir tlpe aktarildi ve McFarland densitometresi ile (BIOSAN Medical-Biological
Research & Technologies, Riga, Letonya) McFarland no 1 bulanikliginda bakteri stispansiyonlari hazirlandi™.
AYC.2.2 Agarda Proporsiyon Yéntemin Uygulanmasi

McFarland no. 1 bulanikhginda hazirlanan bakteri inokulumlari 1:100 oraninda seyreltilerek 100 ul
olacak sekilde test tiiplerine ve etken madde icermeyen {ireme kontrol tiiplerine inokiile edildi. inokiilasyon
sonrasl tum besiyerleri 37°C'de %5 CO, iceren ortamda inkibasyona birakildi. Besiyerleri kontaminasyon
kontrolii icin ilk hafta her lg glinde bir, daha sonrasinda haftada bir incelendi. 21 giinlik inklibasyon siiresinin
sonunda, ireme kontrol tiipiinde yeterli ireme olan tipler icin calisma sonuglandirildi (Tablo 1). ilag duyarlilik
sonuglari %1 oranti ydntemine gore degerlendirildi(l’m),
istatistiksel Analiz

AYC.2.2 agar ile yapilan ilag duyarliik yontemi sonuglari referans yéntem olan BACTEC MGIT 960
sonuglari ile karsilastirildi. Her iki yontem arasinda duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif
prediktif deger (NPD) ve uyum hesaplandl(s).

BULGULAR

Calismada bes M. tuberculosis ATCC susu ve 34 klinik M. tuberculosis izolatinin IDT AYC.2.2 agar besiyeri
kullanilarak agar proporsiyon metodu ile yapildi. Kiltir koleksiyonundan segilen izolatlarin 15’i birinci secenek
anti-TB ilaclara duyarli (iNH>/RiF°/EMB®/STM®), 19 izolat ise direngli (CiD-TB) idi.

M. tuberculosis ATCC suglari klinik izolatlardan ayri olarak degerlendirildi ve uyum %100 olarak bulundu
(Sekil 1). Proporsiyon metoduyla, calisilan 34 klinik izolattan 19'u CiD-TB olarak bulundu. ki izolat, STM ve EMB
icin referans yontemle duyarli bulunurken proporsiyon metodunda direncli bulundu. Farkh iki izolat ise
proporsiyon yoéntemiyle referans yontem sonuglarindan farkli olarak STM direngli olarak saptandi. Birinci
secenek anti-TB ilaglara duyarli oldugu bilinen 14 izolat her iki yonteme goére de ilaglara duyarh bulundu. Test
edilen suslarin duyarhlik profilleri fenotipik olarak karsilastirilarak Tablo 1'de verildi.

Calismada, klinik izolatlarda INH ve RIF igin duyarhhk, 6zglllik, PPD, NPD ve uyum %100 olarak
hesaplandi. Duyarhlik, 6zgillik, PPD, NPD ve uyum sirasiyla EMB igin %100, %88.23, %89.47 ve %94; STM igin
ise %100, %77.77, %80, %88 olarak bulundu. Tiim sonuglar Tablo 2’de gosterildi.
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Sekil 1. Mycobacterium tuberculosis ATCC suslarinin AYC.2.2 agar besiyerinde Greme goriintuleri.

n na ave
M. tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) M. tuberculosis ATCC 35822 (INH-R) M. tuberculosis ATCC 35838 (RIF-R)

C-STR
M. tuberculosis ATCC 35820 (STR-R)

M. tuberculosis ATCC 35837 (EMB-R)

INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, STM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis klinik izolatlarinda referans yontem ve AYC.2.2 agar proporsiyon yontemi

ile elde edilen duyarlilik sonuglari.

Referans Yontem

AYC2.2

ST™M INH RIF EMB STM INH RIF EMB

izolatlar

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27
28

29
30
31

32
33

34
INH: Izoniazid, RIF: Rifampisin, STM: Streptomisin, EMB: Etambutol

(Uyumsuz sonuglar kirmizi ile isaretlenmistir.)
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Tablo 2. Klinik Mycobacterium tuberculosis izolatlarinda referans yontem (MGIT) ve AYC2.2 agar proporsiyon
yontemiyle elde edilen duyarlilik sonuglarinin karsilastiriimasi.

Birinci AYC.2.2. Referans Duyarlilik Ozgiilliik % PPD NPD Uyum

segenek anti- Agar metot % % % %

TB ilaglar proporsiyon R S

STM R 16 4 100 77.77 80 100 88
S 0 14

INH R 19 0 100 100 100 100 100
S 0 15

RIF R 19 0 100 100 100 100 100
S 0 15

EMB R 17 2 100 88.23 89.47 100 94
S 0 15

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deder, STM: Streptomisin, INH: izoniazid, RIF: Rifampisin, EMB: Etambutol
TARTISMA

TB basilinin en belirgin 6zelliklerinden biri, anti-TB ilaglara hizla direng gelistirmesidir. 1960'li yillardan
bu yana DSO tarafindan yayinlanan raporlar incelendiginde birinci secenek anti-TB ilaglara artan direng sorunu
tedavi basamaklarini gijglestirmektedir(lz). Yeni ilag stratejileri ve tanida gelistirilen teknolojilere ragmen ilag
duyarhlik testlerinin uygulanmasi diisiik ve orta gelirli Glkeler ile kiiclik laboratuvarlar icin hala bir sorun teskil
etmektedir. Bununla beraber TB hastaligi daha ¢ok gida ve hijyen kosullarinin yetersiz ve ekonomik imkanlarin
kisith oldugu bu ulkelerde yayglndlrm.

TB tanisinda sivi besiyeri temelli otomatize sistemlerin kullanimi 6zellikle ekstra pulmoner 6rneklerde
onem tasir. Bununla beraber rutin laboratuvarlar kati besiyeri ortamina da ekim yaparak taniyi doérular(s). Sivi
otomatize sistemlerin kati besiyerinde Uretilerek tespite karsi en bilylk avantaji siiredir. Ancak, otomatize
sistemler maaliyet yliksekligi sebebiyle her laboratuvarin kullanimina uygun degildir.

TB basilinin Uretilmesinde bir¢ok laboratuvar tarafindan kullanilan kati besiyerleri genellikle LJ besiyeridir.
Ancak LJ besiyerinin yumurta bazli olmasi ve pisirilerek katilastirilmasi hazirlamadaki en temel sorunlardir.

Bununla beraber yapilan bazi ¢alismalar mikrobiyolojide yaygin kullanima sahip kanli agar besiyerinin
de mikobakterilerin lretilmesinde kullanilabilecegini gt’)stermektedir(z). Kanli agar besiyerinin renginin saydam
olmamasi sebebiyle basil gériintilerinin net olmamasi tanisal bir sorun olabilir. Bu sebeple Coban® tarafindan
gelistirilen AYC 2.2 agar besiyeri igerdigi koyun serumuyla hem ortami zenginlestirmis hem de saydam gorintiisi
ile basillerin gorinirligiini ararmistir (Sekil 1). Ozellikle CiD-TB tanimlanmasinda IDT’de biyiik avantaj
saélamaktadlr(4). Rutin kullanimda O6nerilen Middlebrook 7H10 ve 11 agar saydam olmalariyla avantaj
saglamakla beraber icerigine zenginlestirici olarak %10 oleik asit, alblimin, dekstroz, katalaz (OADC) eklenmesi
gereklidir. OADC son derece pahali bir zenginlestirici ortamdir. AYC 2.2 agar icerisinde ise zenginlestirici olarak
¢ok daha ucuz olan koyun serumunun kullanilmasi bir baska avantajidir.

AYC 2.2 agar besiyeri ile L besiyeri karsilastirildiginda Ureme sirelerinde farklilik olmadigi
gésterilmi§tir(2). Bu nedenle hazirlanma kolayligi sebebiyle L) yerine tercih edilebilir.

AYC 2.2 agar besiyeri ile yapilan bir bagka ¢alisma anti-TB ilaglarin kritik konsantrasyonlarini belirlemeye
yoneliktir. Calisma sonucunda elde edilen veriler 7H10 agar icin CLSI tavsiyesine gore sinir degerlerinin AYC.2.2
agar ve AYC.2.1 sivi besiyeri i¢in de kullanilabilecegi sonucuna varm|§t1r(5).

Calismamizda birinci se¢enek anti-TB ilaglarin referans yontem olarak énerilen, sivi otomatize sistem
olan BACTEC MGIT 960 ile ¢alisilan ila¢ duyarliik sonuglariyla AYC 2.2 agar kullanilarak yapilan proporsiyon
metot ila¢ duyarlilik sonuglari karsilastiriimistir. Elde edilen sonuglar INH ve RIF igin ilag duyarlihk sonuglarinda
%100 uyum gostermistir. Buna ragmen STM duyarlilik sonuglarinda dort izolat icin, EMB duyarlilik sonuglarinda
iki izolat icin referans yéntemden farkh olarak AYC 2.2 agar proporsiyon metodunda sonuglar duyarli yerine
direngli olarak bulunmustur. Sivi otomatize sistemler ve agar proporsiyon metodu gibi referans yontemlerle
yapilan calismalar incelendiginde bakterinin dogasi geregi farkh duyarllik sonuclari elde edilebildigi

g(’erImU§tUr(4).
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Sonug olarak, ¢alismamizda MTB ATCC suglari ve test edilen klinik izolatlarda referans yontemle
karsilastirildiginda elde edilen yiiksek uyum, AYC.2.2 agar'in kiiltiir ve iDT i¢in umut vadeden bir ortam oldugunu
gostermektedir. Calismamizdaki izolat sayisinin diisiik olmasi zayif ydoniimizdir. Bu sebeple AYC.2.2 agar'in rutin
kullanima ge¢gmeden 6nce daha fazla ilag duyarlilik analizi i¢in ¢ok merkezli ¢calismalarina ve daha fazla sayida
izolatla galismalarina ihtiyaci vardir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢cikar catismasi bildirilmemistir.
Finansal Destek: Bu ¢alismanin bir kismi, Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu tarafindan lisansiistu
arastirma projelerini destekleme programi kapsaminda finanse edilmistir (N0:1919B011903228).
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