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OZET

Kulaksiz 1 (2023). Cok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis suslarmin sekonder ilaglara
direnci ve direngle iliskili mutasyonlarin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Tipta Uzmanlik Tezi. Istanbul.

Tiiberkiiloz, hala diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. Mycobacterium tuberculosis kompleksinin neden oldugu bu enfeksiyon, her yil
milyonlarca insani etkilemekte, 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir. Cok ilaca
direncli (CID) ve yaygi ilaca direncli (YID) suslarin artis1, hastaligin tedavisini daha da
zorlagtirmaktadir.

Antitiiberkiiloz ilaglarin yaygin veya bilingsiz kullanimi, Covid-19 salgini siirecindeki
saglik sistemi aksakliklari, gd¢ hareketleri gibi sebeplerle CID suslarda ikincil ilaglara kars
direng tiiberkiilozun kontrolii ve tedavisi i¢in bir tehdit olusturmaktadir. Direncin tespitinde
molekiiler yontemlerin kullanimi, hizli ve giivenilir sonu¢ saglamalari nedeniyle
onerilmektedir.

Bu amagla calismada 51 CID Mycobacterium tuberculosis kompleksi susu dncelikle
tirlerine ayrilmis (GenoType MTBC, Hain Lifescience, Almanya) ve tim suslar
Mycobacterium tuberculosis/canettii olarak bulunmustur. Bu suslarin 44 (%86,2)’{iniin CID
oldugu belirlenmis (GenoType MTBDRplus) ve CID oldugu belirlenen 44 sus icin sekonder
ilaglara direng ve direngle iliskili mutasyon bolgeleri (GenoType MTBDRsl) saptanmustir. CID
oldugu belirlenen suglarda en sik saptanan mutasyon bolgeleri; rpoB S531L (41/44, %93,2) ve
katG S315T (37/44, %84) olarak belirlenmistir. ikincil ilaclara direngli bulunan 14 susun
(14/44, %31,8) sekizinde (%18,2) florokinolonlar i¢in en sik tespit edilen mutasyon bolgeleri
gyrA A90V (4/8, %50), kalan altisinda (%13,6) parenteral ilaglar icin rrs A1401G (4/6, %66,6)
olarak saptanmistir. Dort sus CID olmadig1 halde, ikincil ilaglara direngli bulunmustur.

Sonug olarak, Mycobacterium tuberculosis suslarinda ikincil ilaglara direng ve dirence
neden olan mutasyonlarin tanimlanmasi epidemiyolojik verilere 6nemli bir katki saglamistir.
Yapilan ¢aligmalarin sayist arttik¢a daha farkli mutasyon bdolgelerini belirlemek miimkiindiir.
Bu c¢aligmayla direng tespitinde molekiiler yontemlerin laboratuvar tani siireclerine

entegrasyonunun énemli oldugu da ortaya koyulmustur.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, CID, antitiiberkiiloz ila¢ direnci,
ikincil ilag¢ direnci, line probe assay, GenoType MTBC, GenoType MTBDRplus, GenoType
MTBDRs].
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ABSTRACT

Kulaksiz 1 (2023). Investigation of resistance of multi-drug resistant Mycobacterium
tuberculosis strains to secondary drugs and resistance-associated mutations. Istanbul
University, Istanbul Faculty of Medicine, Medical Microbiology Department. Specialization
Thesis in Medicine. Istanbul.

Tuberculosis still remains an important public health problem worldwide, affects
millions of people every year and is a significant cause of morbidity and mortality. The increase
in multidrug resistant (MDR) and extensively drug resistant (XDR) strains makes the treatment
of the disease more difficult.

Resistance to second-line drugs in MDR strains presents a major obstacle for the control
and treatment of tuberculosis. This resistance can occur due to various factors, such as the
widespread or inappropriate use of antituberculosis drugs, disruptions in the healthcare system
caused by the Covid-19 pandemic, and population movements and migration. Molecular
methods are recommended for determining drug resistance as they provide rapid and reliable
results.

In this study, species-level identification made for 51 MDR Mycobacterium
tuberculosis complex strains (GenoType MTBC, Hain Lifescience, Germany) and all strains
were found as Mycobacterium tuberculosis/canettii. Then 44 (86.2%) of these strains were
determined to be MDR (GenoType MTBDRplus) and resistance to second-line drugs and
mutation sites associated with resistance were detected (GenoType MTBDRsl) for those 44
strains determined to be MDR. The most common mutation sites determined in MDR strains
were rpoB S531L (41/44, 93.2%) and katG S315T (37/44, 84%). The most frequently detected
mutation sites for fluoroquinolones in eight (18.2%) of 14 strains (14/44, 31.8%) found
resistant to second-line drugs were gyrA A90V (4/8, 50%), in the remaining six (13.6%) rrs for
parenteral drugs was determined as A1401G (4/6, 66.6%). Despite not being MDR, four strains
were determined as resistant to second-line drugs.

In conclusion, the detection of resistance to second-line drugs and associated mutation
sites in Mycobacterium tuberculosis strains has made an important contribution to
epidemiological data. As the number of studies increases, it is possible to identify more
different mutation sites. With this study, it has also been demonstrated that the integration of
molecular methods into laboratory diagnostic processes is important in the detection of

resistance.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz (TB) yillar boyunca énemli bir halk saglig1 sorunu olmustur. Gliniimiizde
halen 6nemini korumakta olup, 2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 1,5 milyon insanin
oliimiine yol agmistir. Diinya saglik &rgiitii (DSO), 2015 yilinda “End TB” stratejisini
aciklamis ve kiiresel 6l¢ekte bu hastalikla miicadeleyi glindemine alarak belirli hedefler
cergevesinde tiiberkiilozu kontrol altina almay1 amaglamistir. insidansi ve TB kaynakli 6liim
oranini belli seviyelere diigiirmek, TB hastalarinin tedaviye ulagsmasini maddi agidan
kolaylastirmak bu hedefler arasindadir. As1 ¢alismalari, aktif ve latent TB enfeksiyonu i¢in
yeni ilag ve tedavi protokolleri, hasta basi uygulanabilen testlerin gelistirilmesi gibi
miicadelede kilit rol oynayacak araglarm 6nemi DSO tarafindan vurgulanmaktadir. Fakat
COVID-19 salgini, yillar boyunca kaydedilen ilerlemeyi tersine c¢evirmis ve kiiresel TB
hedefleri ¢ogunlukla sekteye ugramistir. Yeni tant alan TB vaka sayis1 2019 yilinda 7,1 milyon
iken, 2020 yilinda 5,8 milyona gerilemistir (1). Tan1 sayisindaki bu azalma, yaklasik 10 milyon
oldugu tahmin edilen yeni hasta sayisi diisiiniildiiglinde olduk¢a olumsuz bir durumdur. Her y1l
TB gelisen hasta sayisindaki diisiis ise Onceki yillara gore neredeyse durma noktasina gelmistir.
Bir diger olumsuz gelisme ise direngli TB tedavisi alan hasta sayisindaki %15, TB 6nleyici

tedavi alan hasta sayisindaki %21 azalmadir.

Diinya genelindeki tiiberkiilozlu hanelerin neredeyse yarist, aile gelirlerinin %20'sinden
daha yiiksek saglik maliyetleriyle kars1 karsiya kalmaktadir. Insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV), yetersiz beslenme, diyabet, tiitiin kullanim1 gibi sebeplerle bagisiklik sistemi zayiflamis
kisilerin hastalanma riski daha yiiksektir. Kiiresel olarak 2021 yilinda yetersiz beslenmeye
bagli 2.2 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi, alkol kullanimina bagli olarak 740.000 yeni
tiiberkiiloz vakasi ve sigara igmeye bagl olarak 690.000 yeni tiiberkiiloz vakasi meydana

gelmistir (2).

Ulkemizde toplam tiiberkiilozlu hasta sayis1 2005 yilinda 20.535 iken 2019 yilinda
11.401°e, 2020 yilinda ise 9 binin altina diismiistiir. insidans hiz1 2005 — 2020 yillar1 arasinda
yiiz binde 29,4’ten yiiz binde 10,6’ya diismiis, toplam olgu hiz1 ise %56,5 azalmistir (3). Ulusal
Tiiberkiiloz Kontrol Programi kapsaminda tiiberkiiloz ile miicadele ciddi sekilde

surdiirilmektedir.

Tiiberkiiloz kontroliindeki en 6nemli indeks, hastalarin tespit edilip etkin bir sekilde

tedavi edilmesidir. Antitiiberkiiloz ilaclara kars1 gelisen ve son yillarda artig gosteren direng,



bu miicadeledeki 6nemli zorluklardan biridir (4). Etkin bir tedavi i¢in hastadan izole edilen
bakterinin dogru tanimlanmasi ve uygulanacak tedavinin antitiiberkiiloz duyarlilik testi
sonucuna gore diizenlenmesi gerekir. Direng ve dirence neden olan mutasyonlarin belirlenmesi
yeni teknolojilerin gelistirilmesine katki saglarken, 6te yandan epidemiyolojik agidan ulusal ve

uluslararasi diizeyde deger tagimaktadir.

Bu ¢aligmada iilkemizde tiiberkiiloz hastaligina neden olan ¢ok ilaca direngli tiiberkiiloz
(CID) suslarinda ikincil ilaglara direnci ve bu dirence neden olan mutasyonlar1 tespit etmek;
birincil ila¢ direncine sebep olan mutasyonlarla ikincil ila¢ direncine sebep olan mutasyonlari
ve aralarinda olas1 baglant1 ve korelasyon olup olmadigint degerlendirmek, olas1 yaygin ilag

direncli (YID) suslarin varhgini arastirmak amaglanmustir.

Bu calisma ayni zamanda ikincil ilaglara diren¢ profilinin zaman igerisindeki
degisiminin degerlendirilmesine ve bu degisimin sebepleriyle ilgili yeni arastirmalar
yapilmasina onciiliik etmis olacak ve CID suslarm kompleks ici tiir diizeyinde tanimlanmasi

ile tlir-direng profili arasindaki iliskinin aydinlatilmasina da 151k tutacaktir.

2. GENEL BILGILER
2.1.  Tiiberkiilozun etimolojisi ve tarihgesi

"Tlberkiillerle karakterize hastalik" anlaminda bir isim olan "tiiberkiiloz" ilk olarak
1860'larda ortaya ¢ikmistir. Latince "tuberculum" yani "kiiclik sislik, sivilce" kelimesinin
kisaltilmig hali olan "tuber" ile, Yunanca kokenli "-osis" ekinin birlestirilmesiyle olusturulan
bu isim, akcigerlerde olusan tiiberkiillerle iliskilendirilerek kullanilmigtir. Baslangigta
tiiberkiillerle karakterize herhangi bir hastalig1 ifade etmek i¢in kullanilmig ancak 1882 yilinda
Alman bakteriyolog Robert Koch (1843-1910) tarafindan Mycobacterium tuberculosis’in (M.
tuberculosis) kesfiyle, yalnizca bu bakteri tarafindan olusturulan hastaligi tanimlamak i¢in

kullanilmaya baslanmistir (5).

Tiiberkiilozun tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Mycobacterium cinsinin 150 milyon
y1l kadar eski bir kkene sahip oldugu tahmin edilmektedir. M. ulcerans gibi bazi tiirlerin antik
zamanlarda enfeksiyon etkeni olduguna isaret eden veriler vardir (6). Modern M. tuberculosis

suslarinin ortak atasi ise ilk kez 15.000-20.000 y1l 6nce ortaya ¢ikmis olabilir (7). Tiiberkiilozla



iligkili ilk tarihi belirtiler, antik donemlerde Misir mumyalarinda tespit edilen iskelet
deformiteleri, Pott lezyonlari ve yazili kaynaklara dayandirilmaktadir (8). Ancak, Misir
papiriislerinde tiiberkiiloz lezyonlarina dair bir kanit bildirilmemistir. Tiiberkiilozu tanimlayan

ilk yazili belgeler, sirastyla MO 3300 ve 2300 yillarinda Hindistan ve Cin'de bulunmustur (9).

Antik Yunanistan'da tiiberkiiloz iyi bilinmekte ve “phtisis” ad1 verilmekteydi. Hipokrat,
phtisis’i 6zellikle geng yetiskinler i¢in 6liimciil bir hastalik olarak tanimlamis, semptomlarini
ve karakteristik akciger lezyonlarini dogru bir sekilde tarif etmistir. Isocrates, tiiberkiilozun
bulasici bir hastalik oldugunu belirten ilk yazar olmusken, Aristoteles domuzlarda ve dkiizlerde

ekstrapulmoner tuberkiiloz lezyonlarini (scrofula) “king’s evil” olarak adlandirmistir (10).

Roma Imparatorlugu déneminde Celso, Kapadokyali Aretaeus ve Caelius Aurelianus
gibi isimler, eserlerinde tiiberkiilozdan bahsetmislerdir. Ancak bu donemde hastaligin
ekstrapulmoner belirtileri olan skrofula, Pott hastalig1 ve tiiberkiiloz lupusu gibi farkli klinik
formlarinm ayni etiyolojiye sahip oldugu fark edilmemistir. Roma Imparatoru Marcus
Aurelius'un kisisel hekimi olan Galen ise, tiiberkiilozun belirtilerini tanimlamis ve hastaligin

tedavisi i¢in taze hava, siit ve deniz yolculuklarini 6nermistir (11).

Ibn-i Sina, El-Kanun fi't-Tib kitabinda yalnizca tiiberkiiloz i¢in iki béliim ayirmis ve
hastaligin etiyopatogenezi, ayirici tanist ve farmakoterapisini ayrintili sekilde ac¢iklamistir.
Hastaligin pre-enflamatuar, iilseratif ve son olarak kaverndz olmak iizere ili¢ agsamasini

tanimlamis, bulasici karakteristiginden bahsetmistir (12).

Bati Avrupa'da 18. ylizyilda, gencler arasinda daha yiiksek 6liim oranina sahip olan TB,
100.000 kisi bagina 900 6liimle bir salgin haline gelmistir. Bu nedenle, TB ayni zamanda
"genglik hirsiz1" olarak adlandirilmistir. Sanayi devrimi sirasinda, son derece kotii ¢alisma
kosullarinin, yetersiz havalandirilmis ve kalabalik konutlarin, hijyen eksikliginin, beslenme
yetersizliginin ve diger risk faktorlerinin hastalikla siki bir sekilde iliskili oldugu gézlenmis; o
donemlerde TB'li insanlarin agir1 anemik solgunlugu, 18. yiizyilda "beyaz veba" olarak
tammlanmustir (13). Ingiliz cerrah Percivall Pott 1779°da TB’nin sebep oldugu vertabra ¢okme
kirig1 ve spinal kord paralizisini “Pott hastaligi” olarak tanimlamustir (14). Iskog patolog
Matthew Baille, 1793'te kazeéz nekroza sebep olan "peynir benzeri" apseleri "tiiberkiiller"

olarak adlandirmistir (15).

Fransiz Theophile Laennac, 1819'da konsolidasyon, plorezi ve pulmoner kavitasyonu

TB’nin patognomonik belirtileri olarak tanimlamistir (14). i1k asamanin karakteristik belirtileri



olan tiiberkiillerin, ilk olarak akcigerlerde "miliyer" ("dar1 tanelerine benzeyen") formda ortaya
ciktiklarini, daha biiyiik tiiberkiillere ilerlemelerini, "kazedz" ("peynir benzeri") madde i¢eren
tiiberkiillerin parcalanarak igindeki piiyiin bosalmasini ve sonunda kavite ve ampiyem

olusturmalarini ayrintili bir sekilde tarif etmistir.

Sanatoryum tedavisi, tiiberkiiloza karsi ilk basarili tedavi yontemi olarak kayitlara
gecmistir. Bu yontemi ilk kez 1854 yilinda, kendi de TB hastaligindan muzdarip olan botanik
ogrencisi Hermann Brehmer, Himalaya Daglari'na yaptig1 bir seyahat sonrasinda iyilesme
siirecini rapor ettigi "Tiiberkiiloz Tedavi Edilebilir Bir Hastaliktir" adli doktora tezinde
aciklamistir. Ardindan bir kasabadaki ¢gam ormaninda hastalarin temiz hava ve iyi beslenme ile
tedavi oldugu ilk sanatoryumu kurarak sonraki ylizyillarda kurulacak sanatoryumlara dnciiliik

etmistir (16).

Unlii bilim insam1 Robert Koch, Paul Ehrlich'in nerdigi metilen mavisi yontemini
kullanarak, hayvan serumunda bakteriyi ilk kez mikroskopik olarak gézlemlemis, izole etmis
ve kiiltiirlinii yapmustir. Sonunda laboratuvar hayvanlarina bakteriyi enjekte ederek hastalig
yeniden olusturmus ve bu kesifleriyle tiiberkiilozun bulasici etiyolojisinin agiklanmasina

katkida bulunarak 1905 Nobel Tip Odiilii'ne layik gériilmiistiir (17).

Albert Calmette ve Camille Guérin viriilan bir Mycobacterium susunu (M. bovis) 20 yil
boyunca 230 defa pasajlayarak 1920°’li yillarda Bacile Calmette-Guerin (BCG) asisini
kesfetmislerdir (14).

Sultan II. Mahmud ve Sultan I. Abdiilmecid’in Sliimiine sebep olan TB ile miicadele
Osmanli’nin son doneminde biiyiik bir sorun haline gelmistir (18). “Veremle Miicadele
Osmanli Cemiyeti” adi altinda kurulan topluluk, Tiirkiye’de veremle miicadelenin Onciisii
olarak kabul edilmektedir. Ulkemizde tiiberkiiloz kontroliiniin ilk kurumlar1 1918’de kurulan
“Istanbul Verem Savasi1 Dernegi” ve “Ankara Verem Savasi Dernegi” gibi yapilar da toplumun
biitiin fertleri ile hastalikla miicadelede rol alinmasi gerekliliginin bir sonucudur. Verem savasi
dernekleri, verem savast dispanserleri, tiiberkiiloz hastaneleri/ pavyonlar1 on yillar ig¢inde
artmistir. Bunlarin sayisi artarken, 1930 yilindaki Umumi Hifzissthha Kanunu, tiiberkiiloz
hastalarinin izolasyonu ve bildiriminin mevzuatini olusturmustur. Ayn1 zamanda, 1947°de
verem egitim ve propaganda haftasinin baslamasi, 1948°de Ulusal Verem Savasi Dernegi
kurulmasi, 1950°1i y1llarda baslayan BCG as1 kampanyalari, 1960’11 yillarda baslayan kadastro

usulii rontgen taramalar1 1970’li yillarin ortalarna kadar siirdiiriilmiistiir. Hastalarin kayda



alinmas1 da 1960’11 yillarda baslamis, aylik veriler toplanarak yillik hale doniistlirilmistiir.
Hasta verilerinin 2005 yilindan itibaren bireysel olarak toplanmaya baslanmasi ile takip ve

filyasyon sistemi adina énemli bir gelisme saglanmistir (19).
2.2. Smflandirma ve Mikobakterilerin Genel Ozellikeri

2.2.1. Smiflandirma

Mycobacterium cinsi, Mycobacteriaceae ailesinin tek tiyesidir ve DNA’larinda yiiksek
guanin + sitozin (G+C) i¢eren ve hiicre duvarinda mikolik asit iceren Gordonia, Tsukamurella,

Nocardia, Rhodococcus ve Segniliparus cinsleriyle iliskilidir (20,21).

Mpycobacterium cinsinin farkli patojenik Ozellikleri nedeniyle tiir (veya kompleks)
diizeyinde dogru tanimlanmasi 6nemlidir. Bu nedenle mikobakterilerin kat1 besiyerinde {ireme
hizlar1 ve sar1 karotenoid pigmenti olusturma 6zelliklerine dayanan Runyon siniflandirmasi
kullanilmistir. Isiga maruz kaldiklarinda sar1 pigment olusturan (Runyon grup I,
Fotokromojenler), karanlik ortamda sar1 pigment olusturan (Runyon grup II,
Skotokromojenler), pigment olusturmayan (Runyon grup III, Non-fotokromojenler), ve 7
giinden daha kisa siirede, hizli tireyenler (Runyon grup IV) olmak iizere dort gruba ayrilarak

yapilan bu siiflandirma gilintimiizde 6nemini yitirmistir.
Simiflandirma (22):
Kingdom (Alem): Prokaryot (Bacteria)
Divisio (Bolim): Firmicutes
Classis (Sinif): Actinobacteria
Ordo (Takim): Actinomycetales
Familia (Aile): Mycobacteriaceae
Genus (Cins): Mycobacterium
Species (Tiir): Mycobacterium tuberculosis

Genetik olarak %99,97 - %99,99 oraninda benzeyen tiirler “kompleks” icinde
toplanmistir ve M. tuberculosis kompleksi olarak adlandirilmakta ve asagidaki tiirleri

kapsamaktadir (23-26):



e Mycobacterium tuberculosis
e  Mycobacterium bovis

e  Mycobacterium bovis BCG
e Mpycobacterium africanum

e Mycobacterium caprae

e Mycobacterium microti

e Mycobacterium canettii

e Mpycobacterium pinnipedii

e  Mycobacterium mungi

e  Mpycobacterium orygis

Cesitli memelilerde TB hastaligina neden olabilen M. orygis ve M.mungi, yapilan son
tiim genom dizileme c¢alismalari ile Mycobacterium tuberculosis kompleksine dahil edilmistir

(25,26).
2.2.2. Hiicre Duvan

Mikobakteriler de diger bakteriler gibi kimi zaman konak fizyolojisini ciddi sekilde
etkileyebilen yaglar ve glikolipitleri salgilarlar. Mikobakteriyel lipid ve glikanlar hiicre
duvarinin dayanikliligini artirir ve konak savunmasina kars1 agilmasi gii¢ bir bariyer saglar. Bu
lipitler arasinda en 6nemlilerinden biri olan mikolik asitler, mikobakterinin dig zarmndaki 60-
90 karbonluk uzun zincirli yag asitleridir. Arabinogalaktan tabakasina bagl olarak veya kapsiil
icerisinde serbest halde bulunabilirler. Bu bolge, icerdigi yiiksek lipit oranindan dolay1 oldukga
ozeldir ve “mikomembran” olarak da bilinir (27) (Sekil 2-1). Hiicre duvart mikobakterilerin
yavas lireme, deterjanlara, yaygin antibiyotiklere ve konak immiinitesine direnc, antijenite gibi
birtakim karakteristik 6zelliklerinden sorumludur. Ayrica yapisindaki kompleks lipit tabaka
anilin bazl klasik boyalarin gegisine imkan tanimadigi icin bakterinin Gram yontemi ile
boyanmasini zorlastirir (28). Asit-alkol ile dahi kolaylikla dekolorize olmazlar ve bu nedenle
“aside-alkole direncli” bakteriler olarak tanimlanirlar. Hizli ireyen mikobakteriler bu 6zelligini

tamamen veya kismen kaybedebilirler.

Mikobakteriler ¢omak seklinde, aerob ve spor olusturmayan bakterilerdir. Cogu
mikobakteri tiirli (M. leprae hari¢) yumurta sarisi veya oleik asit tarafindan saglanan yag
asitlerince zengin ortamda ireyebilir. Optimum iireme sicakligi tiirden tiire 30°C-45°C

arasinda degisebilir (29).
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Sekil 2-1: Mycobacterium tuberculosis’in hiicre duvar yapisi (30).

Mycobacterium tiirleri, giines 15181 gormedigi silirece dig ortamda haftalarca canli
kalabilir. Donma veya kuruma ile kolayca canliliklarini yitirmezler ancak sicaklik ve
ultraviyole (giines 1s181) ile canliligim1 kaybeder. Asitlere, bazlara ve bazi1 kimyasal
dezenfektanlara kars1 diger cogu sporsuz bakteriye gore daha direnglidirler. Dezenfeksiyon igin
orta diizey dezenfektanlar Onerilmektedir. Fenoller, klor ve alkol bazli dezenfektanlar,
tiiberkiiloz laboratuvarlarinda kullanim i¢in dncelikli olarak tavsiye edilen dezenfektanlardir.
Ayrica, etilen oksit ve formaldehit buhari ile %2 alkali glutaraldehit, %2 perasetik asit ve
stabilize hidrojen peroksit gibi dezenfektanlar da M. tuberculosis'e bakterisid etki gosterir (31).



Gilinlimiizde tanimlanmis 200°den fazla mikobakteri tiirii vardir ve birgogu saprofittir.
Mycobacterium leprae cilt lezyonlari ile karakterize kronik graniilomat6z bir hastalik tablosuna
sebep olur. Mycobacterium ulcerans, kisa zaman iginde hizli sekilde biiyiiyen iilsere
lezyonlarla karakterize nekrotizan cilt ve yumusak doku enfeksyionlarina sebep olur.
Mycobacterium avium-intracellulare (M. avium kompleksi veya MAC) ve diger tiiberkiiloz
dis1 mikobakteriler (TDM) genellikle akut immiin yetmezlik sendromu (AIDS) hastalarinda
veya diger bagisiklig1 baskilanmis kisilerde hastaliga sebep olur. Diger TDM’lerden bir¢ogu

insanda nadiren hastalik olusturur.

2.3. Epidemiyoloji

Diinya niifusunun yaklasik dortte birinin M. tuberculosis ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir, ancak ¢ogu kisi yeterli immiin yanit olusturarak TB hastaligina yakalanmaz. Her
y1l TB gelisen vakalarin yaklasik %90'1 yetiskindir ve hastalik oran1 erkeklerde kadinlardan
daha yiiksektir. Tedavi edilmedigi takdirde, TB hastaligindan 6liim orani yaklasik %50 gibi
yiiksek bir seviyededir (32).

Giliniimiizde kullanilan antitiiberkiiloz tedavi protokolii (4-6 ay siiren anti TB ilag
tedavisi) ile yaklasik %85 hasta iyilestirilebilir. Bulas, hastalanan insan sayist ve bunun
sonucunda TB kaynakli 6liimler; yoksulluk, yetersiz beslenme, HIV enfeksiyonu, sigara ve
diyabet gibi TB etkenlerine yonelik ¢cok sektorlii bir miidahale ile azaltilabilir. Bazi iilkeler, TB
hastaliginin yilda 100.000 kisi basina 10'dan az vaka ve 1'den az oliim ile azaldig diisiik yiik
tasiyan lilkeler olarak tanimlanmaktadir. Yeni bilimsel gelisme ve buluslar ile (6rnegin yeni bir
as1) diinya genelindeki TB insidansi bu diisiik yiik tasiyan iilkelerdeki seviyelere hizli bir
sekilde distirtilebilir (32) (Sekil 2-2).

Diinya Saglik Orgiitii, 1997 yilindan bu yana her yil kiiresel bir TB raporu
yayinlamaktadir. Raporun amaci, kiiresel taahhiitler, stratejiler ve hedefler baglaminda kiiresel,
bolgesel ve ulusal diizeyde TB salgini ve miicadelede ilerlemenin kapsamli ve giincel bir
degerlendirmesini saglamaktir. Rapor temel olarak Ulusal Saglik Bakanliklar'ndan DSO
aracilifiyla toplanan verilere dayanmaktadir. Diinya niifusunun ve TB vakalarinin %99'dan
fazlasina denk gelen 202 iilke ve bolge 2022 yilinda veri rapor etmistir. Covid-19 salgini
sirasinda DSO, diinya capindaki TB vaka bildirim verilerini %90'lik oranla kapsayan 100'den

fazla tilkeden siirekli olarak aylik veya ii¢ aylik donemsel veriler toplamistir (32).



Mycobacterium tuberculosis suslar1 ¢ok ilaca direncli (CID) olarak tanimlandiginda,
tedavi daha karmasik, daha pahali ve daha giictiir. Tedavide basar1 oran1 daha diisiiktiir ve niiks
durumunda kotii klinik sonuglar ortaya ¢ikar (33). Bu nedenlerle TB kontroliiniin
saglanmasinda CID-TB 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. Diinya genelinde 2020 y1linda CiD-
TB veya RIF direngli TB gelistigi tahmin edilen hasta sayis1 sabit ve 437.000 civarinda iken,
2021 yilinda bu say1 artarak 450.000°e cikmistir (32). Cok ilaca direngli tiiberkiilozun
laboratuvar dogrulamasinin yapilmadigi durumlarda uygulanacak yetersiz tedavi girisimi,

direngli suslarin toplumda yayilmasina ve direncin artmasina sebep olmaktadir.

Incidence per 100 000
- population per year

[ Jo-99

[ 10-49

[ 50-99

I 100-299

I 300-499

I =500

[] Nodata

[] Not applicable

Sekil 2-2: Diinya genelinde tahmini insidanslar (2021)(/100.000 kisi) (32).

Kiiresel olarak 2021 yilinda bakteriyolojik tam1 almis 2,4 milyon pulmoner TB
hastasinin %71’ine RIF duyarlilik testi yapilabilmistir. Direng testi yapilma oranlar1 2020’ deki
ile ayn1, 2019°dakine (%61) gore artmustir. Test edilenler arasinda 141,953 CID/RIF direncli
TB ve 25,038 énciil yaygin ilag direngli TB (Pre-YID-TB, en az bir florokinolona veya en az
bir parenteral ilaca direncli CID-TB) veya yaygin ilag direngli TB (YID-TB, en az bir
florokinolon + parenteral ilaca direncli veya florokinolon + bedakuilin veya florokinolon +
linezolide direngli CID-TB) (34) olmak iizere toplamda 166,991 direngli vaka tespit edilmistir.
Bu say1, 2020'deki toplam 156,982'ye kiyasla %6.4 artmistir (32). Diinya genelindeki YID-TB
vakalarinin artis egilimi ve tedaviye direncli TB’da levofloksasin veya moksifloksasinin
yaygin kullanimi, florokinolonlar i¢in antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilik testi (ADT)
yapilmasint zorunlu kilmistir (35). Ancak 2021 yilinda diinya genelinde yapilan

florokinolonlara duyarlilik testi oran1 %50’°de kalmistir. Bu oran YID-TB’nin artan egilimine
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bakildiginda oldukca diisiiktiir ve ilerleyen yillarda tedavi secim stratejisi igin bir risk

olusturmaktadir (32).
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Sekil 2-3: Tiirkiye’de 1960-2004 yillar1 arasinda yillara gore yeni olgu hizlar (3).

Ulkemizde 1950°li yillarda BCG as1 kampanyalar1 baslatilmis, ardindan 1970°1i yillarin
ortalarina kadar kadastro usulii rontgen taramalar1 ve hastalarin kayda alinmasi, verilerin
periyodik olarak diizenlenmesi ve analiz edilmesi ile yeni olgu hizinda ciddi bir diislis
saglanmistir (Sekil 2-3)(19). Son yillarda Suriye’deki i¢ savas dolayisiyla Tiirkiye’ye go¢ eden
iic milyondan fazla miilteci ve olumsuz yasam kosullar1 (36) ve Covid-19 pandemisinin de
ciddi olumsuz etkisi sebebiyle tiiberkiiloz yeniden giindeme gelmistir (37). Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2021 yili raporunda iilkemizde tahmini insidans hiz1 yiiz binde 18 ve tahmini
mortalite hiz1 yiiz binde 0,51 olarak bildirilmistir (38). Bu sonuclar son birkag yila ait verilerin
tizerindedir (Sekil 2-4). En son 2018 yilinda yayimlanan Verem Savasi1 Raporu’na gore 176
CID-TB olgusunun 8’i (%4,5) YID-TB olgusu olarak tespit edilmistir (3).

incidence, New and relapse TB cases HIV-negative TB mortality
notified, HIV-positive TB incidence

(Rate per 100 000 population per year)

(Rate per 100 000 population per year)

40 3
30 »
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10

0
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Sekil 2-4: Ulkemizin son 10 yila ait TB insidans verileri(sol), ve HIV-negatif TB mortalitesi (sag)
(38).
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2.4. Patogenez

Pulmoner TB, hem TB'nin en yaygin sekli, hem de bulasma mekanizmasidir. M.
tuberculosis yalnizca canli hiicreler i¢cinde hayatta kalabildigi ve ¢ogalmaya devam edebildigi
icin, solunum yoluna ve akcigere ulastiginda yasam dongiisiiniin basladig1 varsayilmaktadir.

Hava yolu ile bakteri arasindaki bu ilk karsilagmaya primer enfeksiyon da denir.

Mycobacterium tuberculosis, iginde 1-3 bakteri bulunan havada asili damlacik
cekirdekleri ile inhale edildikten sonra iist solunum yolunda hiicrelerle karsilasir ve ¢ogu
durumda distal akcigere gegerek alveolar bosluga ulasir. Mycobacterium tuberculosis canli
kalmak ve enfeksiyon olusturmak i¢in daha sonra mukozal veya alveolar epitelin dtesine geger,
iist ve alt hava yollarindan gegerken solunum yolunun baslangic yeri olan nazal mukoza
dokusunda veya bronsiyal mukoza dokusundaki epitel hiicrelerini enfekte edebilir (39).
Proksimal ve nispeten bilylik distal hava yollarin1 gegtikten sonra, konak ile bir sonraki

etkilesim alan1 alveol i¢inde gerceklesir.

Alveollere ulasan bakteri, ilk olarak alveolar makrofajlarla karsilasir. Alveolar
makrofajlara ek olarak, interstisyel boslukta bulunan dendritik hiicreler de etkilesime girebilir.
Bdylece, birincil enfeksiyon sirasinda alveollere ulasan M. tuberculosis, interstisyel dendritik
hiicrelerin yani sira, alveolar boslukta bulunan alveolar ve tip II alveolar epitel hiicreleri de
enfekte edebilir (39—41). Bu hiicreler, enfekte olduktan sonra yiiksek 6liim oranina sahiptir ve
enfeksiyonu kontrol etmede basarisiz olurlar. Alveolar epitel hiicrelerinin sayisi alveolar

makrofajlardan ¢ok daha fazla oldugundan, M. tuberculosis mukozay1 bu yolla gegebilir (42).

Mycobacterium tuberculosis ile enfekte olmus alveolar makrofajlar ve dendritik
hiicreler enfeksiyonun erken doneminde gorev alir ve adaptif bir immiin yanit baslatirlar.
Enfekte alveolar makrofajlar alveolar keseden interstisyel bosluga go¢ eder ve bazen buraya
yerlesebilir. Bazi durumlarda ise enfekte makrofajlar, enfekte dendritik hiicrelerle birlikte
enfeksiyonun ilerlemesini sinirlandiran T ve B hiicrelerini hazirlamak ve aktive etmek igin
akcigerden drene olan lenf nodlarina go¢ eder (43). Interstisyuma yerlesen interstisyel
makrofajlar, ilk fagositozdan kagan veya O0lmekte olan hiicrelerden agiga ¢ikan bakterileri
fagosite eder. Enfekte alveolar ve interstisyel makrofajlar, enfekte olmayan makrofajlar,
monositler, ndtrofiller ve enflamasyon sebebiyle bolgeye toplanan T hiicreleri ile karakteristik

graniilomu olusturur. Bununla birlikte, ¢ogu birincil enfeksiyon, ya bakterilerin tamamen yok
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edilmesi yoluyla geride sadece immiin hafiza birakarak, ya da stabil bir graniilom olusumu

yoluyla kontrol edilir (44,45).

Konak agisindan bakildiginda iyi bigimlenmis ve stabil bir graniillom enfeksiyonun
ilerlemesini sinirlar ve doku hasarimi kiigiik, iyi smirlanmig bir bolgeyle simirlandirir.
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte bireylerin ¢ogu bu asamadadir ve asemptomatir.
Bakteri acisindan bakildiginda, graniilom bakterilerin dinlenme durumunu korumasina olanak
tanir ve bu sayede bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmesini dnler. Boylece M. tuberculosis

dormant kalarak konak immiinitesinden izole olur.

Bazi enfekte kisilerde ya primer enfeksiyondan hemen sonra, ya da latent enfeksiyonun
"reaktivasyon"undan sonra, aktif enfeksiyona ilerleme goriilir ve bu durum genellikle
immiinsupresyon varsa gerceklesir. Bu asamada grantilomun yapisi degisir ve merkezi kisim
kimi zaman nekrotize olarak sivilagir, beyaz peynir benzeri bir kivama ulasir ve M.
tuberculosis’in iiremesini kolaylastirabilen “kazeum” olusur (kazeifikasyon nekrozu).
Mpycobacterium tuberculosis daha sonra viicudun diger bolgelerine lenfatik ve hematojen yolla
yayilabilir (46,47). Sonug olarak, ayn1 zamanda doku tahribatiyla da iliskili olan graniilom
stvilagsmast (48), tiiberkiilozun yeni konaklara hava yoluyla yayilmasinit kolaylagtirabilir
(49,50). Daha ileri asamada M. tuberculosis, solunum yollar1 noziseptif ndronlarini uyararak
hastaligin en karakteristik semptomlarindan biri olan kanli 6ksiiriglin olugsmasini saglar. Bu
devamli 6ksiiriik ile M. tuberculosis havada yayilarak yasam dongiisiinii yeni bir konakta tekrar

baslatir (49).

2.5. Laboratuvar Tanisi

Diger bakteri cinslerinden farkli bir karakteristige sahip olmasi, M. tuberculosis’nin
laboratuvar tanisim1 da Ozel kilmaktadir. Tanida altin standart kiiltiirde bakterinin izole

edilmesidir (19,51,52).
2.5.1. Ornek ahinmasi ve islenmesi

Tiiberkiiloz tanist i¢in laboratuvara gonderilen ornekler genellikle balgam, trakeal
aspirat, bronkoalveolar lavaj (BAL) gibi solunum yollar ile iligkili olsa da, aglik mide suyu

(AMS), idrar, plevral s1vi, beyin omurilik sivisi, eklem sivisi, biyopsi materyali, gibi 6rnekler
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de tanida kullanilir. Kan ve diski 6rnekleri genellikle yalnizca immiin yetmezlikli hastalarda
incelenir. Genel mikrobiyolojik drnek alma ve tasima kurallarma ek olarak kontaminasyon
potansiyeli tasidig i¢in 6rneklerin musluk suyu ile temasindan kaginilmalidir (53). Balgam ve
steril olmayan bolgelerden alinan orneklere N-asetil-L-sistein + %4 NaOH (NALC-NaOH)
yontemi uygulanarak 6rnegin mukoid yapist sivilastirilir ve diger birgok bakteri ve mantar
elimine edilir. Son asamada fosfat tamponu ile ortam nétralize edilir ve 6rnek santrifiijde
cevrilerek konsantrasyon islemi uygulanir. Bu sekilde 6n islem uygulanan o6rneklerdeki
sediment, direkt tan1 ve kiiltiir i¢in kullanilir. Beyin omurilik s1vis1 gibi steril bolgelerden alinan

ornekler ise dogrudan santrifiijde ¢evrilip direkt tan1 ve kiiltiir i¢in kullanilabilir (54).
2.5.2. Direkt Tam

Direkt tani, tiiberkiiloz tanisinda en hizli ve ucuz yontemdir. Siipheli hastalarda M.
tuberculosis tespit ihtimalini artirmak i¢in balgam, idrar ve AMS Orneklerinin 3 giin iist iiste
incelenmesi onerilir (55). Direkt tanida genellikle karbol fuksin temelli Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) ve Kinyoun olmak iizere iki yontem kullanilir ve EZN boyama ydntemi esnasinda lam
altindan uygulanan sicaklik ile boyanin hiicre duvarindan gegisi artirilir (sicak boyama).
Mikobakteriler fuksin gibi fenol bazli arilamid boyalarla kararli kompleksler olustururlar.
Hiicre duvarindaki mikolik asit, boyay1 ¢cok kuvvetli bagladigi i¢in asit alkol veya ¢ok kuvvetli
asitlerle muameleye ragmen boyay1 birakmaz. Bu nedenle Mycobacterium cinsi bakteriler,
aside-alkole direngli bakteriler olarak tanimlanir. Her iki boyama yonteminde de bakteriler

mavi zemin lizerinde kirmizi comaklar seklinde goriiliir (56,57).

Alternatif olarak mikobakteriler auramin ve rodamin gibi floresan boyalarla da
boyanabilirler. Bu yontem hem sicaklik uygulamasi gerektirmedigi, hem de ¢ok daha hizli
inceleme yapilabildigi i¢in daha avantajlidir ancak EZN’ye gore pahalidir; soguk boyama
yontemi olan Kinyoun yontemi ise EZN preparatlar ve florokrom yontemlerinden daha diisiik
bir bagsariya sahiptir (58). Tercih edilen yontemle boyanan preparatlar Tablo 2-1’e gore

degerlendirilir.
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Tablo 2-1: Direkt tamida karbol fuksin boyasi kullanilan

yontemlerde preparatlarin degerlendirmesi.

Rapor Bakteri sayisi/taranan alan

(x1000)
“Aside direncli bakteri goriilmedi.” 0/300 alan
“Siipheli sonug, tekrar 6rnek 1-2/300 alan
gonderilmesi uygundur.”

“Aside direncli bakteri goriildii” (1+) 1-9/100 alan
“Aside direncli bakteri goriildii” (2+) 1-9/10 alan
“Aside direncli bakteri goriildii” (3+) 1-9/1 alan
“Aside direncli bakteri goriildii” (4+) >9/1 alan

2.5.3. Kiiltiir

Kiltiir, hala tiiberkiiloz tanisinda altin standarttir. Giincel rehberler mikobakterilerin
kiiltiirli i¢in bir sivi ve bir kat1 olmak iizere en az iki farkli besiyeri kullanilmasini tavsiye

etmektedir (52,59). Kati1 besiyerleri icerigine gore tige ayrilir.

¢ Yumurta bazh besiyerleri

Biitiin yumurta veya yumurta sarisi, patates unu, tuzlar ve gliserol igeren kati
besiyerleridir. En yaygmn kullanilan1 Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri, bircok
mikobakterinin liremesi i¢in ideal ortam saglar, uzun raf Omriine ve tamponlama
kapasitesine  sahiptir.  Igerigindeki malasit yesili (anilin boya) diger
mikroorganizmalarin iiremesini bir miktar inhibe eder ve ekim yapilan 6rnek i¢indeki
mikobakteriler i¢in toksik olan maddeleri nétralize eder. (60). Yumurta bazli besiyerine
ekilen ornekler, emilinceye kadar kapaklar1 gevsek, besiyeri yiizeyi yukar1 bakacak
sekilde yatik pozisyonda 35-37°C’de bir hafta siiresince inkiibe edilir. Birinci hafta
sonunda kapaklar1 sikistirilarak dik konumda inkiibasyona devam edilir (61). Ilag
konsantrasyonlarinin ayarlanmastyla ilgili zorluklardan dolay1 bu besiyerleri ADT i¢in

tercih edilmez (51,57).
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e Agar bazh besiyerleri

Yumurta bazli  besiyerlerine gore kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalarin iiremesini daha iyi inhibe eden basarili bir kimyasal icerige
sahiptir, fakat raf dmriiniin cok daha kisa olmasi ve yiiksek maliyeti gibi dezavantajlar
vardir. Agar temelli besiyerleri, mikro kolonileri erken donemde hizli bir sekilde tespit
etmeye imkan taniyan kati besiyerleridir. Yumurta bazli besiyerlerinde 18-24 giinde
goriilebilen koloniler, ince dokiilmiis Midlebrook 7H11 besiyerlerinde 10-12 giin i¢inde
mikroskop yardimiyla gézlenebilir (62). Ayrica, antimikrobiyal ilag duyarlilik testleri
igin tercih edilirler (56,63).

e Selektif besiyerleri

Kontaminasyona neden olan organizmalarin iliremesinin engellenmesi i¢in
besiyerine antimikrobiyal ajanlar katilarak selektif besiyerleri elde edilebilir. Bunlara
ornek olarak penisilin ve nalidiksik asit iceren LJ Gruft besiyeri; sikloheksimid,
linkomisin ve nalidiksik asit igeren Mycobactosel LJ besiyeri; karbenisilin, polimiksin
B, trimetoprim laktat ve amfoterisin B i¢eren ve psddomonaslarin inhibisyonunda etkili

olan modifiye Mitchison 7H11 besiyeri sayilabilir (51,64).

Tiim kat1 besiyerleri, hizli {ireyen mikobakterilerin erken saptanabilmesi ve
kontamine kiiltiirlerin hemen uzaklastirilmas1 amaciyla inokiilasyondan 3-5 giin sonra
incelenir. Ardindan kontaminasyon ve lireme takibi a¢isindan ilk hafta iki kez, sonra

sekizinci haftaya dek en az haftada bir kez iireme acisindan kontrol edilir (61).

e Sivi besiyerleri

Mikobakteriye sivi ortamda lireme imkani saglayan bu besiyerleri, Middlebrook

7H9 ve Dubos tween albiimin gibi besiyerleridir.

S1v1 besiyeri temelli identifikasyon sistemlerinden biri olan BACTEC 460 TB,
1980’11 yillarin baginda kullanima girmis, hizli ve giivenilir tan1 saglamasi sebebiyle
altin standart olarak kabul gérmeye baglamistir (65). Zaman i¢inde daha hizli ve giivenli
bir kiiltiir sistem olan BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria growth indicator tube,
Becton Dickinson) siirekli olarak lireme monitdrizasyonu yapabilmesi ve radyometrik
olmamas1 gibi avantajlarla 6ne ¢ikmistir (66). Giinlimiizde kullanilan diger Modifiye

Middlebrook 7H9 besiyeri temelli kiiltiir sistemleri MB/BacT ALERT 3D
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(bioMérieux), Septi-Check (Roche) ve VersaTREK (Trek Diagnostic Systems)

sistemleridir.

2.5.4. Identifikasyon

2.54.1. Fenotipik identifikasyon Yontemleri

Mikobakteriler iireme hiz1 ve koloni morfolojileri ile diger birgok bakteriden
ayrilir. Bunun disinda iireme sicakliklari, pigment olusturmalar1 ve metabolizmalari ile
ilgili 6zellikleriyle gruplandirilir ve asagida belirtilen uygun biyokimyasal yontemlerle
tanimlanir. Bu yontemlerle identifikasyon 3-6 hafta ve daha uzun siirer (51). Bu nedenle

kullanimlar biiytik 6l¢iide terk edilmistir.
Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik (konvansiyonel) testler (67):

e Ureme hiz1

e Optimum iireme sicaklig1

e Koloni morfolojisi

e Pigmentasyon ve fotoreaktivite

e Niasin birikim testi

e Nitrat rediiksiyon testi

e Katalaz testi

e Tween 80 hidroliz testi

e Teliirit rediiksiyon testi

e Arilsiilfataz testi

e Ure hidrolizi testi

e p-nitro benzoik asit i¢eren besiyerinde lireme
e Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid ile inhibisyon
e Pirazinamidaz testi

e NaCl tolerans testi
2.54.2. Kromatografik Yontemler

Mikobakterilerin ayirt edici bilesenlerinin kromatografik ydntemler kullanilarak
incelenmesi esasina dayanir. Gaz-sivi kromatografisinde tiiberkiilostearik asit incelenir fakat

bu maddenin TDM ve aktinomigeslerde de olmasi bir dezavantajdir. Yiiksek performansli sivi
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kromatografisi (HPLC) ise, mikobakterilere ait hiicre duvari bilesenlerinden olan mikolik asit
esterlerinin tespit edildigi hizli ve giivenilir bir yéntemdir. Ozellikle kiiltiir dogrulamasi

amaciyla kullanilir (68).
2.5.4.3. Molekiiler Tam ve Identifikasyon Yéntemleri

Molekiiler yontemlerle klinik 6rnekten direkt tan1 veya identifikasyon, hizli tan1 i¢in
oldukca 6nem tasir ve bu yontemler niikleik asit amplifikasyon temeline dayanir (69). Hizli
tan1, hem tedavi stratejilerinin, hem de tiiberkiiloz kontrol yontemlerinin iyilestirilmesine katki

saglar.
e GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD)

Direkt oOrnekten Mycobacterium tuberculosis kompleksinin identifikasyonunda
kullanilan otomatize, kartus temelli bir gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
testidir. Ayn1 zamanda RIF’e direnci de tespit edebilmektedir. Preparat pozitif 6rneklerde %90
‘in lizerinde, negatif drneklerde ise %70’in iizerinde duyarliliga sahip, uygulanmasi oldukca
basit ve yaklasik 2 saat icinde tanimlama ve duyarlilik sonucu verebilen bir testtir (70,71).
Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) siipheli hastalar ve CID-TB insidansi yiiksek olan
bolgelerde DSO tarafindan dncelikli tan1 testi olarak kullanilmasi dnerilmektedir (72). Ayni
anda hem tani, hem identifikasyon, hem de RIF’e direncin degerlendirilmesinde kullanilan bir

sistemdir.

e Gen-Probe Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct (AMTD, Hologic
GenProbe, San Diego, CA, ABD)

Bu test mikobakteriye ait rRNA’y1 hedefleyen bir izotermal transkripsiyon aracili
amplifikasyon sistemidir. Balgam ve BAL gibi solunum yolu 6rneklerinden Mycobacterium
tuberculosis kompleksine ait rRNA hedeflerini iceren &rnekler hazirlanir. Izotermal
amplifikasyon reaksiyonlar1 kullanilarak belirli sicaklik kosullarinda ve 6zel enzimlerin
yardimiyla rRNA hedefleri DNA ara iirlinlerine doniistiiriiliir. DNA ara {iriinlerinin 6zel RNA
primerleri ile hibridize olmast ve RNA polimeraz enzimlerinin kullanilmasi ile RNA
amplikonlar1 elde edilir. Elde edilen RNA amplikonlari, akridinyum ester ile isaretlenmis M.
tuberculosis kompleksine 6zgiil DNA probu ile hibridize olur. Hibridizasyon sonucunda olusan

RNA-DNA kompleksleri, akridinyum ester ile floresans olusturur. Bu 1s1ma, 6zel bir detektor
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ile tespit edilir ve sonuglar analiz edilir. Eger 6rnek igerisinde M. tuberculosis kompleksine ait

rRNA hedefleri varsa, 1s1ma olusur ve test pozitif kabul edilir (73).

e cobas MTB (Roche Diagnostics, Isvicre)

cobas MTB, cobas 5800/6800/8800 sistemleri ile kullanilan otomatik, kalitatif in vitro
tani testidir. On islem (NALC-NaOH) yapilmis veya yapilmamis balgam ve BAL &rneklerinde
kullanilabilir ve M. tuberculosis kompleksi DNA'sinin gergek zamanli PZR ile dogrudan tespiti
icin kullanilir. Tiberkiiloz siiphesi olan ve antitiiberkiiloz tedavi almayan hastalardan alinan
orneklerle calisilmak iizere tasarlanmistir. 16S rRNA geni ve esx genleri icin ¢ift hedefli
amplifikasyon uygular. M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. africanum, M. bovis subsp. bovis,
M. canettii, M. caprae, M. microti, M. orygis, M. pinnipedii, M. suricattae tiirlerinin

identifikasyonunu yapabilir (74).
e GenoType MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)

GenoType testleri genel olarak ters hibridizasyon prensibine dayanir. Belli genlerin
spesifik bolgelerindeki belli mutasyonlar1 saptamaya yénelik testlerdir. Isaretli PZR
iriinlerinin bir strip tizerindeki oligoniikleotid problariyla hibridize oldugu yerde kolorimetrik

reaksiyonla saptanan bir ¢izgi olusur.

GenoType MTBC'nin ¢alisma prensibi, PZR ve gercek zamanli PZR gibi yiiksek
hassasiyete sahip molekiiler yontemlerine dayanir. Bu yontemler, M. tuberculosis
kompleksinin genetik materyalini cogaltmak ve belirli gen bolgelerini tespit etmek amaciyla
tasarlanmis spesifik primer ve prob adi verilen kisa niikleotid dizilerini kullanir. Genotip tayini
icin gereken genetik materyal hem kiiltiirden hem de dogrudan klinik 6rneklerden elde

edilebilir. Dolayistyla hem direkt tanida, hem de identifikasyonda tercih edilebilir.

Yontemde genellikle M. tuberculosis kompleksinin genetik yapisinda yer alan degisken
bolgeler hedef alinir. Bu degisken bolgeler, farkl tiir ve alt tiirlere 6zgii genetik farkliliklarin
bulundugu yerlerdir. Test, 6zellikle IS6110, katG, rpoB, inhA, ve embB gibi gen bolgelerini
inceler. Gergek zamanli PZR veya PZR ile bu bolgelerdeki 6zgiin niikleotid dizileri cogaltilir

ve varliklar1 tespit edilir.

Test sonuglari, tespit edilen niikleotid dizilerinin analiziyle elde edilir. Bu analiz, M.

tuberculosis'in spesifik genetik profiline dayanarak, farkl tiir ve alt tiirleri ayirt etmeyi saglar.
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Bu tiir ve alt tiirlerin belirlenmesi, etken susun ilaglara direng durumu, bulagsma paternleri ve

epidemiyolojik 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler saglar.

Serit {izerinde 13 adet reaksiyon bolgesi bulunur (Sekil 2-5). Sorunsuz sekilde yapilmis
bir testte M. tuberculosis kompleksi i¢in 1, 2 ve 3 numarali bantlarin mutlaka olusmasi beklenir.

Diger bantlardaki pozitiflikler kilavuz sablon ile degerlendirilerek tiir tanimlamasi yapilmis

olur.
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Sekil 2-5: GenoType MTBC tesine ait serit iizerindeki bolgeler (solda) ve tespit edilebilen
tiirler (sagda) (75).

e INNO-LiPA Mycobacteria v2 (Innogenetics, Gent, Belcika)

GenoType MTBC benzeri bir “line probe assay (LPA)”dir. Identifikasyon icin
kullanilan hedef bolge 16S rRNA’ya ait bolgeden daha spesifik olan “16S-23S rRNA internal
transcribed spacer (ITS)” bolgesidir ve buradaki niikleotid farkliliklarina dayanarak hem
Mycobacterium tuberculosis kompleksi, hem de M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M.
genavense, M. simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. celatum, M. avium/ M. intracellulare/M.
scrofulaceum kompleksi, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. malmoense ve M.

haemophilum gibi yavas iireyen mikobakterilerin identifikasyonunu saglar (76).
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e GenoType Mycobacterium CM ve GenoType Mycobacterium AS

GenoType MTBC ile tamamen ayni1 ¢aligma prensibi ile klinik dneme sahip TDM’lerin
tanimlanmasi i¢in kullanilan testlerdir. Yaklasik bes saat igerisinde sonug verir. GenoType
Mycobacterium CM, M. tuberculosis kompleksi ve en sik goriilen TDM’lere ait problar
icerirken GenoType Mycobacterium AS ise daha nadir goriilen tiirlere ait problart igerir

(77,78).

e Dongii Aracih Izotermal Amplifikasyon (“Loop-Mediated Isothermal
Amplification”, LAMP)

Mpycaobacterium tuberculosis kompleksinin hizli tanimlanmasi amaciyla son yillarda
gelistirilen etkili bir gen amplifikasyon yontemidir. Bu yontem, hizli, basit ve ytliksek 6zgiilligi
ile dikkat ¢eker. Diinya saglik orgiitii, semptomatik hastalarda veya dnceden tan1 almis preparat
negatif hasta Orneklerinde mikroskopi yerine kullabilecegini tavsiye etmis ancak bazi
endikasyonlar bildirmistir (79). LAMP reaksiyonu, belirli mikobakteriyel rRNA hedef
bolgeleri lizerinden calisir. Reaksiyon, iki tip uzama reaksiyonunun dongii bolgelerinde
tekrarlanmasiyla gergeklesir. En onemli Ozelliklerinden biri, sadece tek bir tiir enzim
kullanilmas1 ve amplifikasyon igleminin sabit bir sicaklikta gergeklestirilmesidir. Bu sayede
reaksiyon genellikle bir saat i¢inde tamamlanir ve katmanli (nested) PZR ile benzer bir
hassasiyete sahiptir. Sonuc¢lar UV altinda ¢iplak gozle degerlendirilebilir. Ayrica LAMP, farkli
gen bolgelerini hedef alir ve i¢ primerlerin temel karakteristigi, amplifikasyonun 6zgiilliigiiniin

diger yontemlere kiyasla ¢ok daha yiiksek olmasini saglar (80).
e BD ProbeTEC ET (Becton Dickinson, Maryland, ABD)

Tuberkiiloz siipheli hastalardan alinan solunum 6rnekleri i¢in direkt bir test olarak M.
tuberculosis kompleksinin tanimlanmast amaciyla kullanilir. Test sistemi, “strand
displacement amplification (SDA)” teknolojisini ve floresan enetji transferini (ET) kullanarak,
dekontamine edilmis ve NALC-NaOH ile islenmis solunum o6rneklerinden M. tuberculosis

kompleksinin dogrudan tespit edebilmektedir. (81).
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2.6.  Antitiiberkiiloz flaclar ve Antitiiberkiiloz Duyarhlik Testleri (ADT)

Antibiyotiklere direncli M. tuberculosis suslari, kiiresel tiiberkiiloz salgininin kontrol
altina alinmasindaki ilerlemeyi tehdit etmektedir. Mycobacterium tuberculosis, birgok
antibiyotige dogal direnglidir ve bu da tedavi i¢in kullanilabilecek antibiyotiklerin sayisini
sinirlamaktadir. Bu dogal direng, kalin, balmumu benzeri, hidrofobik bir hiicre duvari ve ilag
molekiillerini parcalayan enzimlerin varligi gibi bir dizi mekanizma tarafindan saglanir. M.
tuberculosis'e kars1 etkili olan ilaglara karsi direng, yatay olarak transfer edilen direng
belirleyicilerinin olmamast durumunda, kromozomal mutasyonlar yoluyla kazanilir. Bu
kromozomal mutasyonlar, ila¢ hedefinin degistirilmesi veya asir1 ifadesi yoluyla ilag direncini
saglayabilecegi gibi, pro-ilag aktivasyonunun dnlenmesi yoluyla da ila¢ direncini saglayabilir.
Dirence neden olan mutasyonlar, bakterinin uyum yeteneginde azalmaya yol acabilen ¢ok
yonlii etkilere sahip olabilir, 6rnegin in vitro iireme hizinda azalmaya neden olabilir. Dirence
neden olan mutasyonlar ile baglantili olmayan ikincil "telafi" mutasyonlari, direng
mutasyonuyla epistatik olarak etkilesime girerek uyum maliyetini azaltabilir. M.
tuberculosis'in genetik ¢esitliligi, diger patojen bakterilere gore diislik olsa da, susun genetik
arka planinin ilag direncinin evrimi iizerinde bir¢ok etkisi oldugu gosterilmistir. Direncin evrim
hiz1 ve ilag direnci mutasyonlarinin uyum maliyeti, genetik arka planin bir fonksiyonu olarak

degisebilir (82).
2.6.1.  Antitiiberkiiloz flaclar

o 1Izoniyazid

[k kez 1952 yilinda TB tedavisi i¢in kullanilan izoniyazid (INH), diger mikobakterilere
kars1 genellikle etkili olmasa da, M. tuberculosis’in etken oldugu tiiberkiilozun tedavisine 6zgii
ve cok etkili bir bakterisidal ilagtir. Yalnizca replikasyon esnasinda etki gosterir ve bu nedenle
oksijene bagimlidir. Diger antitiiberkiiloz ilaglara gore daha az toksiktir ve teorik olarak tiim
vahsi tip M. tuberculosis suglarina etkilidir. katG geni tarafindan kodlanan katalaz peroksidaz
enzimi INH’in oksidasyonunu saglar. Okside INH, NAD(H) molekiiliiniin nikotinamid
kismina kovalent olarak baglanarak INH-NAD(H) bilesiklerini olusturur. Bu bilesikler inhA
geni tarafindan kodlanan bir enoil-agill tasiyici protein rediiktaza baglanmak i¢in NAD(H)
iizerinde yarigmali inhibisyona sebep olur (83). NAD metabolizmasi bozulan ve mikolik asit
sentezi inhibe olan bakterinin hiicre dayaniklilif1 azalir. izoniyazid direngli organizmalarin

maruziyet sonrasi aside direngli boyanma 6zelligini kaybetmeleri bu durumu agiklar (84).
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Izoniyazid direncinde katG ve inhA genleri 6n planda olsa da, bunlarm haricinde alkil
hidroperoksit rediiktaz sentezinden sorumlu aspC promoter bdlgesindeki mutasyonlarin da

direncle iliskili oldugu bilinmektedir (85).

Yan etkileri yasa bagl hepatit, nadiren periferal néropati ve ates, dokiinti, artralji gibi

hipersensitivite reaksiyonlaridir (29).

e Rifampin

Rifampin (RIF), hem kazedz lezyonlardaki hiicre i¢i yavas replike olan bakterilere, hem
de kavitelerde aktif sekilde replikasyona devam eden bakterilere etkilidir. Lipofilik yapisindan
dolay1 mikobakteri hiicre duvarindan kolayalikla geger. rpoB geni tarafindan kodlanan DNA
bagimli RNA polimeraz beta alt {initesine baglanarak etkisini gdsterir (86). Diinya genelinde
antibiyotik direncine bagl tiim 6liimlerin yaklasik dortte biri RIF’e direncli M. tuberculosis
suslariyla olusan TB nedeniyle meydana gelmektedir (87). rpoB geninde meydana gelen bir
mutasyon, RNA polimeraz beta alt iinitesinde RIF’in baglanma afinitesini degistirecek bir
yapisal degisiklige neden olur ve diizgiin baglanma saglayamayan RIF, etkisiz hale gelir (88).
Rifampine direncli suslarin yaklasik %90-95’inde 7poB geninde mutasyonlarin bulundugu
gosterilmistir (89-91). Mycobacterium tuberculosis'te rifamisinlere direng biiyiik 6l¢iide rpoB
genindeki 81 baz ciftinden olusan “rifampin diren¢ belirleyici bolge (RRDR)” igindeki
mutasyonlarla iliskilidir (92-94). Bu bdlge, rpoB'nin 507 ila 533 kodonlarina karsilik gelir.
Ancak, M. tuberculosis'in yaklagik %5'inde rifampine direngli suslarda diren¢ mekanizmasi
bilinmemektedir, bu da hiicre duvar gegirgenliginin azaltilmasi1 veya pompalama sistemi
(efflux) aktivitesi gibi alternatif mekanizmalar1 diisiindiirmektedir (95). Ote yandan bazi
fenotiplerin RIF’e duyarli olmasina ragmen rpoB mutasyonuna sahip oldugu cesitli
caligmalarda gosterilmistir (90,96). Yani rpoB mutasyonu her zaman i¢in mutlak bir direng
anlamima gelmez. Bu celiski, RIF’e direng ile 7poB mutasyonlar1 arasindaki iligkinin daha

detayli arastirilmasi gerektigini gozler oniine sermektedir.

e Pirazinamid

Nikotinamidin bir sentetik derivesi olan pirazinamid (PRZ), 6zellikle INH ile kombine
edildiginde iiremekte olan veya latent formdaki M. tuberculosis’e karsi hizli bakterisidal etki
gosterir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da karacigerde hidrolize olarak
aktif metaboliti pirazinoik aside cevrilir. Urettigi pirazinamidaz enzimi disinda efflux gibi

cesitli mekanizmalarla M. tuberculosis’in direng kazandig1 diisiiniilmektedir (97). Bu enzimi
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kodlayan pncA genindeki mutasyonlar, suslarin ¢ogunda direngten sorumludur (98). Yan
etkileri hepatotoksisite, fotosensitivite ve dokiintiidiir. Hiperiirisemiye sebep olabildiginden gut
hastaliginda kullanilmas1 kontrendikedir. Ozellikle sigirlarda hastalik etkeni olan M.
tuberculosis kompleksi liyesi olan M. bovis, ayirt edici filogenetik 6zelligi olan tek niikleotid

polimorfizmi (C169G) sayesinde PRZ’ye dogal direnglidir (99).

e Etambutol

Genel olarak 1-5 pg/mL konsantrasyonu in vitro ortamda M. tuberculosis’in
inhibisyonu i¢in yererlidir. Yalnizca iiremekte olan bakterilere etkilidir. Arabinogalaktan
sentezini ve dolayistyla hiicre duvar sentezini engeller (100). Bakteriyostatik etki gosterir.
Direngli suslarin %70’inden arabinoziltransferaz sentezinden sorumlu olan 306 numarali
kodondaki embB geninde meydana gelen mutasyonlarin sorumlu oldugu gosterilmistir (101).
En sik bildirilen yan etkiler optik nérite bagli gorme kusurlaridir ve genellikle tedavi

kesildiginde diizelir.

e Aminoglikozidler: Streptomisin, Kanamisin, Amikasin ve Viomisin

Kanamisin (KAN)’in bir derivesi olan amikasin (AMK), mikobakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlara kars1 gentamisin ve tobramisinin aksine yiiksek etki giiciine sahip bir
aminoglikozittir. Temel etkisini bakterinin 30S ribozomal alt iinitesine baglanip protein
sentezini bozarak gosterir. Aminoglikozidlere capraz direng genellikle AMK ile tedavi sonrasi,
rrs geninde meydana gelen mutasyonlarla gerceklesir. Fakat streptomisin (STR) ve KAN
direnci, AMK ile ¢apraz dirence sebep olmaz. KAN direncli, AMK duyarli suslar eis promoter

bolge mutasyonlarina sahip olabilmektedir (102).

Streptomisine diren¢ ise rrs mutasyonundan ziyade temel olarak ribozomal protein
S12’yi kodlayan rpsL geninde veya bu proteinle iliskili 16S rRNA bdlgesinde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (103,104).

e Kapreomisin

Tedaviye direngli TB tedavisinin 6nemli antibiyotiklerinden olan kapreomisin (CAP),
Streptomyces mutabilis subsp. capreolus’tan izole edilmektedir. Etki mekanizmasi
aminoglikozidlere benzer sekilde translasyon inhibisyonudur. Bakterisidal olarak kabul edilse
de in vitro ortamda bakterisidal etkisi de gosterilmistir (105). 16S rRNA’y1 kodlayan rrs
genindeki veya tlyA genindeki mutasyonlar direngle iligkilidir (106).
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¢ Florokinolonlar

Ofloksasin (OFX), levofloksasin (LEV) ve moksifloksasine (MOX) duyarli ve direngli
M. tuberculosis suslarina kars1 iyi in vitro etki gdsterir ve bu nedenle CID-TB tedavisinde

kullanilmaktadir.

Florokinolonlar (FLK), bakteriyel topoizomeraz-2’ye baglanarak DNA sentezini inhibe
ederler. DNA giraz alt linitelerini kodlayan gyrA ve gyrB’deki mutasyonlar bakteriye direng
kazandirir. Baska antibiyotik grubu arasinda capraz direng goriilmese de FLK grubu
icerisindeki antibiyotikler arasinda bu durum goriilebilir. Bu nedenle tedavi diizenlenirken
herhangi bir FLK’a direnci olan bakterinin muhtemelen diger FLK {iyelerine de direng

kazanmig oldugu kabul edilmektedir (107).

e Bedakuilin

Diarilkinolin tlirevi bir antitiiberkiiloz ila¢ olan bedakuilin (BDK), 2005 yilinda
iretilmistir. Tiberkiiloz tedavisinde 40 yildan fazla bir aradan sonra iiretilen ilk ilagtir.

Mikobakteride ATP sentezini inhibe eder ve CID-TB tedavisinde kullanilmaktadir.

Her yeni ilag beraberinde direng gelisimi ile ilgili soru isaretlerini de getirmektedir.
ATP sentaz C alt tinitesini kodlayan a#pE genindeki mutasyonlar ve aminopeptidazi kodlayan

pepQ genindeki mutasyonlar BDK i¢in dirence neden olur.

Kazanilmis BDK direncine dolayli olarak sebep olan faktorlerden biri de FLK
direncidir. Bedakuilin aktivitesi tedavinin ilk glinlerinde zay1ftir ve etkisini gostermesi yaklagik
bir hafta siirer (108). Bu ilk giinlerde direngli mutantlarin secilmesini dnlemek igin yiiksek
bakterisidal etkiye sahip ve hizli etki gosteren ilaglara ihtiya¢ vardir. Bu gorev icin en uygun
ajan FLK olarak tercih edilmektedir (109). Son 15 yila ait FLK direnci olan CID/RIF direncli
suslarla enfekte TB vakalarinm oran1 %20,1°dir ve CID/RIF direngli M. tuberculosis suslarinim
ancak %50’si FLK direnci i¢in test edilmektedir (1). Tespit edilmeyen FLK direnci veya diisiik
diizey FLK direncinin oldugu durumlar, BDK direncli suslarin da se¢ilmesine yol acabilir. Bu
nedenle yavas etkili antitiiberkiiloz ilaclarla tedavide direng¢ gelisimini engellemek icin 6nce

kullanilacak hizli etkili ilaglara karst ADT yapilmasi dnerilmektedir(110).

Bedakuilin i¢in direng gelisimi ve sebep olan mutasyonlarin daha iyi anlasilmasi ile

ilgili caligmalar hala devam etmektedir.

Antitiiberkiiloz ilaclar, etki mekanizmalar1 ve molekiiler hedefe ait gen {iriinleri Tablo

2-2’de gosterilmistir.
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Tablo 2-2: Antitiiberkiiloz ilaclar, etki mekanizmalari ve molekiiler hedefe ait gen

iiriinleri.
Antlml!(roblyal Etki Mekanizmasi
Ajan
Amikasin Protein sentez inhibisyonu
Bedakuilin ATP sentaz i¢in proton pompasini
etkiler
Kapreomisin Protein sentez inhibisyonu
Etambutol hiicre duvan. argb}nogalaktan
sentez inhibisyonu
. . hiicre duvart mikolik asit sentez
Etiyonamid 1
inhibisyonu
Florokinolonlar DNA giraz inhibisyonu
Yag asidi uzamasini egellenmesi.
Izoniyazid Mikolik asit sentezinin
inhibisyonu
Kanamisin Protein sentez inhibisyonu
Sitoplazmanin asiditesini
Pirazinamid artirarak membran
gecirgenliginin bozulmasi
Rifampin RNA transkripsiyonu inhibisyonu
Streptomisin Protein sentez inhibisyonu

Molekiiler

Hedef
rrs

atpE

rrs
tlyA

embB

inhA
promoter

ethA
arA
B
katG
inhA

inhA
promoter
ahpC
promoter
ndh

rrs

eis
promoter

pncA

rpoB

rpsL

Gen Uriinii
16S rRNA
ATP sentaz

16S rRNA
rRNA metiltransferaz

Arabinoziltransferaz

inhA ekspresyonunu
diizenler
Flavoprotein
monooksijenaz
DNA giraz A alt
linitesi
DNA giraz B alt
linitesi
Katalaz peroksidaz
Enoil acil tastyici
protein rediiktaz
inhA ekspresyonunu
diizenler

ahpC ekspresyonunu
diizenler
NADH dehidrojenaz
16S rRNA
Kanamisine 6zgii bir
aminoglikozid
asetiltransferazin
ekspresyonunu
diizenler

Pirazinamidaz

RNA polimeraz {3 alt
linitesi
Ribozomal protein
S12
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2.6.2. Duyarhhk Yontemleri
2.6.2.1. Konvansiyonel Yontemler

Bu yontemler bakterinin belirli bir konsantrasyonda antitiiberkiiloz ilag igeren siv1 veya

kat1 besiyerlerindeki iiremelerini esas alir.

A. Fenotipik Yontemler

a. Agar Proporsiyon (Oranti) Yontemi

Canetti tarafindan 1960 yilinda gelistirilen bu yontem bir¢ok {iilkede standardize
yontem olarak kullanilmistir (111). Middlebrook 7H10 agar kullanilan bu yontemde ilaglar
agar difiizyon veya disk ellisyon yontemine uygun sekilde eklenebilir (54). Duyarlik testi i¢in
indirekt yontemde saf kiiltiir kullanilirken, direkt yontemde preparat pozitif 6rneklerin kendisi
kullanilir. Ug haftalik inkiibasyon sonucunda elde edilen direng yiizdesi, ilag iceren kadrandaki
koloni sayisinin, kontrol kadranindaki susun koloni sayisina boliinerek hesaplanir. Elde edilen
deger kritik proporsiyon degeri olan %]1'den biiyiik ise bu, susun o ilaca direncli oldugu
anlamia gelir. Test sonuglarinin yorumlanmasinda mikrokolonilerin varligi, gercek direncle
iliskili olabilecegi gibi, kimi zaman duyarli organizmalarin tiremelerinden de kaynaklanabilir.
Ozellikle direkt yontemle yapilan duyarlik testi sonuglarmin raporlanmadan 6nce

organizmanin 6n identifikasyonunun yapilmasi énemlidir (112).

b. BACTEC MGIT 960 Yontemi

Bu sistem 1995 yilindan beri kullanilmaktadir ve modifiye Middlebrook 7H9 besiyeri
icerir. Besiyerinin bulundugu tiip tabaninda rutenyum igerikli oksijen sensorii bulunmaktadir.
Aktif olarak iireyen organizmalar ¢Ozlinmiis oksijeni kullandiginda, azalan oksijen
konsantrasyonu fluoresans olusturur ve olusan floresans 0 — 999 arasinda sayisal bir degerle
ifade edilir. MGIT 960 sistemi tamamen otomatik bir sistem olup, mikroorganizmalarin
iiremesini siirekli olarak saat bas1 fluoresans tespiti yoluyla izler. Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan 2002°de M. tuberculosis kompleksinin streptomisin,
INH, RIF ve etambutol (SIRE) ve pirazinamide duyarlik testi i¢in onaylanmistir. Bir¢ok
calisma, MGIT 960 sisteminin birincil ilaglarin test edilmesi i¢in performansinin agar

proporsiyon yontemi ile esdeger oldugunu gostermistir (113—116).
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¢. VersaTREK Myco Yontemi

VersaTREK, mikobakterilerin liremesini ve varligimi siirekli olarak izleyen tam
otomatik bir sistemdir ve ayni zamanda M. tuberculosis kompleksinin birincil ilaglara
duyarliligini1 degerlendirebilir. Bu teknoloji, kapali tiipiin i¢indeki besiyerinin lizerindeki hava
boslugunda oksijen tiiketiminden dolayr meydana gelen basing degisikliklerini tespit ederek
caligir. Besiyeri olarak Middlebrook 7H9 ve iiremeyi desteklemek i¢in besiyeri i¢inde seliiloz

stingerler bulunur, boylece oksijene daha fazla ylizey alan1 saglanir.

Besiyerleri VersaTREK Myco duyarlilik sisteminde 35°C'de inkiibe edilir ve iireme
stirekli olarak her 24 dakikada bir otomatik olarak izlenir. Kontrol besiyerinde inokiilasyondan
3 ila 10 giin sonra tespit edilecek lireme varligi, testin gegerli oldugunu gosterir. Bu
degerlendirmeden sonraki en fazla 3 giin icerisinde iireme olan besiyerlerindeki bakteriler o

ilaca direngli kabul edilir.

VersaTREK Myco sistemi, diger test yontemleriyle iyi uyum gosterir ve tespit siireleri

hizlidir, boylece hizli ve giivenilir sonuglar saglar ve FDA tarafindan onaylanmustir.
d. TREK Sensititre MYCOTB MIC Plate Yontemi

Birincil ve ikincil ilaglar i¢in mikrobesiyeri i¢inde hazirlanan ilag diliisyonlar: ile
calisan, 96 kuyucuklu bir plak formatinda, FDA onay1 heniiz alinmamais olup, sadece arastirma
amagli kullanilan bir sistemdir. Tek bir minimum plak {izerinde 12 ilag¢ i¢in minimum inhibitor
konsantrasyonlar (MIK) test edilir ve sonuglar 10 ila 21 giin sonra alinir. Inokulum hazirlamak

icin kat1 besiyeri kullanimini gerektirdiginden sonuglarda gecikmeye neden olabilir (117).
e. Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Test edilecek her antitiiberkiiloz ilaca ait MIK degerlerinin her bir sus i¢in ayr1 ayri
tespit edildigi bir yontemdir. Mililitre basina belirli bir miktarda (Genellikle 2x103 veya 2x10%)
koloni olusturan birim (CFU/ml) igeren bakteri soliisyonu hazirlanir. Artan oranda ilag iceren
ve kontrol olarak ilag igermeyen besiyerlerine ekim yapilir. Inkiibasyon sonrasi iiremeler
degerlendirilir ve iireme olmayan besiyerine ait ilag konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul

edilir (118).



28
f. Nispi Diren¢ Yontemi

Temelde mutlak konsantrasyon yoOntemine benzer bir mekanizma kullanilir. M.
tuberculosis H37Rv susu ile birlikte ADT yapilan sus seri diliisyon yapilmis ilag
konsantrasyonlarmin oldugu besiyerlerine ekilir. ADT yapilan susa ait elde edilen MiK degeri,
standart M. tuberculosis susu i¢in saptanan MIK degerine oranlanarak karsilastirmali bir sonug

elde edilir ve bu sekilde direng durumu 6grenilir (63).

B. Genotipik Yontemler

Teknolojinin gelismesi ve yapilan arastirmalar sayesinde mikobakterilerde dirence
sebep olan birgok mutant gen tespit edilmistir ve giinlimiizde bu genler ¢ok ¢esitli yontemlerle

saptanabilmektedir (119).
a. Line Probe Yontemleri (Line Probe Assay, LPA)

Bu testler PZR ve ardindan ters hibridizasyon temelli “DNA strip” teknolojisinin
kullanildig:1 teknikler olarak gelistirilmistir. Hedeflenen diziler biyotinle isaretlenmis primerler
kullanilarak PZR ile ¢ogaltilir. Cogaltilmig PZR f{irlinleri, mutasyona 6zgii dizi pargalarini
kapsayan membran iizerine sabitlenmis problarla hibridize olur ve daha sonra enzim aracili
renklenme reaksiyonu ile sonug¢landirilir. Olusan bant paternleri, yorumlama ¢izelgesindeki
paternlerle karsilastirilarak gozle analiz edilebilir. Direncin belirlenmesi, 6zel bant paternlerine

dayanir.
e INNO-LiPA Rif.TB (Innogenetics, Gent, Belcika)

Identifikasyon béliimiinde (2.5.4.3) anlatilan INNO-LiPA Mycobacteria testinin rpoB
genindeki belli mutasyonlar: tespit etmeyi saglayan duyarlilik testi versiyonudur. Yontem

yalznica RIF direncini saptamak iizere tasarlanmistir.
e GenoType MTBDRplus ve MTBDRsl (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)

GenoType MTBDRplus testi DNA-STRIP teknolojisi temelinde olusturulan PZR
temelli, ters hibridizasyon testidir. Tiim prosediir ii¢ temel adimda tamamlanir. Ilk asamada

direkt klinik &rnek veya besiyerinde iiremis koloniden DNA izole edilir. ikinci asamada
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biyotinlenmis primerler ile multipleks PZR yapilir ve son asamada ters hibridizasyon saglanir.

Kimyasal denatiirasyon sonrasi tek zincirli amplikonlar bu problara baglanir (hibridizasyon).

Tamamlayic1 DNA ipliklerinin yiiksek diizeyde spesifik baglanmasi, tampon bilesimi
ve belirli bir sicakligin kombinasyonundan kaynaklanan kati1 kosullarla saglanir. Boylece
problar, incelenen gen bolgelerindeki birkag dizi varyasyonunu giivenilir bir sekilde ayirt eder.
Streptavidin ile konjuge alkalen fosfataz, streptavidin kismi araciligiyla amplikonlarin
biyotinine baglanir. Son olarak, alkalen fosfataz, sonradan eklenen substrat ile temas ettiginde
membran serit lizerinde goriiniir hale gelen ¢izgi seklinde renklenme olusturur. Kit iceriginde

bulunan bir sablon, elde edilen bantlanma modelinin kolay ve hizli yorumlanmasini saglar.

MTBDRplus testi ile RIF’e direncin tanimlanmasi, RNA polimerazin B-alt birimini
kodlayan rpoB geninin en yaygin mutasyonlarinin saptanmasiyla saglanir. Yiiksek diizey INH
direncini test etmek icin katalaz peroksidazi kodlayan katG geni incelenir ve diisiik diizey INH
direncini test etmek icin NADH enoil ACP rediiktaz1 kodlayan inhA geninin promoter bolgesi
analiz edilir (120).

MTBDRsl testinde florokinolonlara direncin tespiti DNA giraz A alt {initesini kodlayan
gyrA ve B alt linitesini kodlayan gyrB genlerinin en yaygin mutasyonlariin saptanmasiyla
saglanir. Parenteral ilaglardan KAN, AMK, CAP ve viomisin (VIO)’e direncin tespiti i¢cin 16S
rRNA’y1 kodlayan rrs geninin yaygin mutasyonlari, diisiik diizey kanamisin direncinin tespiti
icin ise kanamasine 6zgii bir aminoglikozid asetiltransferazin ekspresyonunu diizenleyen eis

promoter bdlgesinin mutasyonu saptanir.

Serit {lizerinde toplam 27 reaksiyon bolgesi bulunur. Bu bélgeler, bant numaralar1 ve

aciklamalari su sekildedir;

Conjugate Control (CC): Bu bolge konjugat baglanma ve substrat reaksiyonunun

etkinligini gosterir ve mutlaka bir ¢izgi olusmas1 beklenmektedir.

Amplification Control (AC): Test dogru bir sekilde gerceklestirildiginde, bir kontrol
amplikonu amplifikasyon kontrolii bolgesine baglanir. Bu bolge ayn1 zamanda degerlendirme
icin bir referans olarak kullanilir. Bant renklenme yogunlugu yaklasik olarak AC bdlgesi ile

ayni giigte veya daha giiglii olan bantlar pozitif kabul edilir.
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M. tuberculosis kompleksi bolgesi (TUB bandi): Bu bolge, M. tuberculosis
kompleksinin tim {iyelerinden olusan amplikonlarla hibridlesmektedir. Negatif ve
degerlendirilebilir bir direng deseni gelismedigi durumlarda, test edilen Ornekte

Mycobacterium tuberculosis kompleksinin olmadigi kabul edilir.

Lokus Kontrolleri (rpoB, katG, inhA, gyrA, gyrB, rrs, eis): Lokus kontrol bolgeleri,
ilgili lokusa 6zgii gen bolgesini tespit eder. Mutasyondan bagimsiz sekilde genin varliginin

kontrol edilmesini saglar.

Vahsi tip problar (WT bantlar1): ilgili genlerin en énemli direng bdlgelerini igerir. Bir
genin tiim vahsi tip problart pozitif oldugunda, incelenen bolgelerde tespit edilebilir bir
mutasyon olmadigi anlasilir. Bu, test edilen susun ilgili antibiyotige duyarli oldugunu gosterir.
Bir mutasyon durumunda, ilgili amplikon karsilik gelen vahsi tip proba baglanamaz. Boyle bir
durumda vahsi tip problardan en az birinin sinyalinin eksik olmasi, test edilen susun ilgili
antibiyotige direncli oldugunu gosterir. MTBDRplus VER2.0 kitinde sekiz tane rpoB, bir tane
katG ve iki tane inhA genine ait olmak tizere toplam 11 WT probu bulunur. MTBDRs] VER2.0
kitinde ise ii¢ tane gyrA, bir tane gyrB, iki tane rrs, ii¢ tane eis genine ait olmak iizere toplam
dokuz adet WT probu bulunur. Pozitif WT bandi, test edilen susun ilgili gen i¢in vahsi tip
oldugu, direng saglayacak bir mutasyonun olmadigi anlamina gelir. Aksine vahsi tip

deseninden sapmis her bant deseni, test edilen susun direngli oldugunu gostermektedir.

Mutasyon problart (MUT bantlar1): Her bir antitiiberkiiloz ilaca diren¢ saglayan en
yaygin mutant genler secilerek bunlara karsilik gelecek problar strip lizerine yerlestirilmistir.
MTBDRplus VER2.0 kitinde dort tane rpoB, iki tane katG ve dort tane inhA genine ait olmak
iizere toplam 10 MUT probu bulunur. MTBDRsI VER2.0 kitinde ise alt1 tane gyrA, iki tane
gyrB, iki tane rrs, bir tane eis genine ait olmak iizere toplam 11 adet MUT probu bulunur. Diger
problara gore, mutasyon problarimin pozitif sinyalleri daha diislik bir sinyal giiciine sahip
olabilir. Ornegin nadir durumlarda, 7poB MUT3 bandi pozitif oldugunda, 7poB WT8 bandinda
zay1f boyama tespit edilebilir ve bu negatif olarak kabul edilir.

Test sonuclar1 degerlendirilirken tizerindeki c¢esitli bolgelerde renkli bantlar olusan
seliiloz stripler, iiretici tarafindan saglanan sablon iizerine dogru sekilde yerlestirilerek
“Conjugate Control(CC)” ve “Amplification Control(AC)” bantlarinin varligi dogrulandiktan
sonra serit lizerinde olusan diger bantlarin hangi lokusa denk geldigi gézlemlenir. Bir susa ait

tim WT problar pozitif oldugunda (yani bantlar goriiniir hale geldiginde), arastirilan gen
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bolgelerinde tespit edilebilir herhangi bir mutasyon olmadig1 anlasilir. Mutasyon durumunda
ise ilgili amplikon, ona karsilik gelen WT probuna baglanmaz. Bdylece WT problarindan en
az bir tanesine ait negatiflik, ilgili antibiyotige kars1 bir direng varligini gosterir. Wild type
(WT) bant paterninden sapmalar, beraber oldugu MUT bantlar ile birlikte degerlendirilerek
bir direngle iligkilendirilmektedir.

rpoB problari ile elde edilen patern RIF’e direng,

katG ve inhA paterni INH’a direng,

gyrA ve gyrB paterni FLK’a direng,

rrs paterni parenteral ilaclara (KAN, AMK, CAP, VIO) direng,
eis paterni ise diisiik dlizey kanamisine direng

ile ilgili bir sonuca varilmasini saglar (Sekil 2-6).

----- _— Conju?a!e Control (CC)
----- ——— Amplification Control (AC)
----- ——— M. tuberculosis complex (TUB)

rpoB Locus Control (rfaBl
rpoB wild type probe 1 (rpoB WT1)
rpoB wild type probe 2 (rpoB WT2) :

rpoB wild type probe 3 [(poBWT3] | |
rpoBwild type probe 4 [rpoBWT4) | |
rpoBwild type probe 5 [rpoBWTS5) | |-
rpoBwild type probe 6 [poBWT6) | |
rpoB wild type probe 7 [(rpoBWT7) | |-
rpoB wild type probe 8 [rpoBWT8) | |
rpoB mutation probe 1 (rpoBMUT1) | -

Conjugate Control (CC)

Amplification Control (AC)

M. tuberculosis complex (TUB]

gyrA Locus Control [gyrA)

gyrA wild type probe 1 (gyrAWT1)
gyrA wild type probe 2 (gyrA WT2)
gyrA wild type probe 3 (gyrA WT3]
gyrA mutation probe 1 (gyrA MUT1)
gyrA mutation probe 2 (gyrA MUT2)
gyrA mutation probe 3A éyrA MUT3A)
gyrA mutation probe 3B (gyrA MUT3B)
gyrA mutation probe 3C (gyrA MUT3C)
gyrA mutation probe 3D (gyrA MUT3D)
gyrB Locus Control IgyrB?

Sekil 2-6: GenoType MTBDRplus (sol) ve MTBDRsl (sag) kitlerine ait stripler (120,121).

de 16S-23S rRNA bolgelerine odaklanmaktadir. Bu test, M. tuberculosis kompleksi iiyelerini

rpoB mutation probe 2A (rpoB MUT2A]
rpoB mutation probe 2B (rpoB MUT2B]
rpoB mutation probe 3 (rpoB MUT3)

katG Locus Control (katG)

katG wild type probe (katG WT)
katG mutation probe 1 (katG MUT1)
katG mutation probe 2 (katG MUT2)

inhA Locus Control [inhA)

inhA wild type probe 1 linhA WT1

inhA wild type probe 2 (inhAWT2

inhA mutation probe 1 (inhA MUT1)
inhA mutation probe 2 (inhA MUT2)
inhA mutation probe 3A (inhA MUT3A)
inhA mutation probe 3B [inhA MUT3B]
colored marker

gyrB wild type probe (gyrB WT)
gyrB mutation probe 1 (gyrB MUT1)
gyrB mutation probe 2 (gyrB MUT2)
rrs Locus Control [rrs]

rrs wild type probe 1 (rrs WT1)

rrs wild type probe 2 (rrs WT2)

rrs mutation probe 1 (rrs MUT1)
rrs mutation probe 2 (rrs MUT2)
eis Locus Control [eis]

eis wild type probe 1 (eis WT1)

eis wild type probe 2 (eis WT2]

eis wild type probe 3 [eis WT3]

eis mutation probe 1 [eis MUT1)

colored marker

Speed-oligo Mycobacteria (Vircel, Granada, ispanya)

Bir diger LPA testi olan Speed-oligo Mycobacteria, hedef olarak hem 16S rRNA hem
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(M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. caprae) ve 10 ek TDM (M. avium,
M. gordonae, M. interjectum, M. intracellulare, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum/M.
ulcerans, M. scrofulaceum ve M. xenopi) dahil olmak iizere 19 mikobakteri tiiriinii
tanimlayabilir. Speed-oligo Mycobacteria sistemi, diger testlere kiyasla sinirli bir tiir
tanimlama spektrumuna sahiptir ve birgok mikobakteri tiirinli kompleks veya grup diizeyinde
tanimlar. Yanlis tanimlama ile ilgili yayinlar mevcuttur ve hala duyarlilik 6zgilliik ile ilgili
caligmalar devam etmektedir (122,123). Speed-oligo Mycobacteria sistemi, solunum
orneklerinden direkt olarak kullanim i¢in de degerlendirilmis ve genel duyarliligit %76
(preparat pozitif orneklerden %93 ve preparat negatif drneklerden %56) ve 6zgilligi %99
olarak gosterilmistir. Caligma, testin 6zellikle preparat pozitif érneklerden mikobakterileri
tespit etmek ve M. tuberculosis kompleksi ile TDM arasinda ayrim yapmak i¢in kolay ve hizli

bir alternatif oldugunu sonucuna varmistir (124).
b. Gene Xpert MTB/RIF testi (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD)

GeneXpert MTB/RIF testi, M. tuberculosis ve RIF’e direnci tespit etmek igin bes
molekiiler prob kullanarak basit bir sekilde calisan kapali bir sistem olan “mikrofluid”
teknolojisini kullanir (125). Bu test ile RIF’e direngle ile ilgili yalanci pozitiflik bildiren
caligmalar oldugu i¢in, RIF’e duyarlilik sonucunun tekrarlayan oérneklerle veya bir fenotipik

ADT yontemi ile teyit edilmesi tavsiye edilmektedir (126).
c. cobas MTB-RIF/INH

cobas MTB-RIF/INH, cobas 5800/6800/8800 sistemleri ile kullanilan otomatik,
kalitatif in vitro tan testidir ve gercek zamanli PZR kullanir. Mycobacterium tuberculosis’in
rpoB genindeki rifampisin direnciyle iligkili mutasyonlari, katG ve inhA genlerindeki
izoniyazid direnciyle iligkili mutasyonlart dogrudan tespit etmek i¢in kullanilan gergek zamanl
PZR testidir. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz tanisina yardimci olmak i¢in tasarlanmistir. Preparat
pozitif orneklerde veya preparat negatif 6rneklerde on islem (NALC-NaOH) yapilmis veya
yapilmamis balgam ve BAL 6rneklerinde kullanilabilir (127).

d. Tiim Genom Dizileme Yontemi (Whole Genome Sequencing)

Nispeten kiiclik genom yapist geregi M. tuberculosis, dizileme i¢in olduk¢a uygundur.
Ozellikle filogenetik arastirmalarda, halk saghg uygulamalarinda, epidemiyolojik

arastirmalarda ve kapsamli filyasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Geleneksel genotipleme
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yontemleri ile kiyaslandiginda birden fazla susa ait tam genom analizini yapabilmesi, suslar
hakkinda ¢ok daha fazla bilgiye ulasilabilmesini saglar. Ayrica tiim genom verisi elde edildigi
icin sus ile ilgili dirence sebep olan mutasyonlarin tespiti de saglanmis olur. Geleneksel tant

yontemlerine gore ¢ok daha hizli sekilde sonug almay1 saglayan bir yontemdir (128).
2.6.2.2. Konvansiyonel Olmayan Yontemler
a. Mikroskobik Gozleme Dayal Ilac¢ Duyarhhk Yontemi (MODS)

Kiiltiire dayal1 bir duyarlilik yontemi olan MODS yo6nteminde her bir 6rnek i¢in 12 kuyucuk
kullanilir; bunlarin i¢inde, antitiiberkiiloz ilag igermeyen 4 kontrol kuyucugu ve INH, RIF,
etambutol ve streptomisinin diisiik ve yiiksek kontrasyonlarindan olusan toplam 8 ilag iceren
kuyucuk bulunur. Sonuglar her kuyucugun invert mikroskopla incelenmesiyle degerlendirilir.
Mycobacterium tuberculosis kompleksinin liremesi, “kord” ad1 verilen kiimelesmelerin varligi
ile belirlenir (129,130). Uremeyi ve birincil ilaglara direnci hizli tespit edebilmesi, 6zel bir
besiyeri ihtiyact olmamasi ve malzemelerin farkli tedarik¢ilerden ucuza temin edilebilmesi gibi
avantajlarina karsin plaklarin kullanimu ile ilgili glivenlik endiseleri, sinirli kaynaklara sahip
laboratuvarlarda invert mikroskop gibi araglarin maliyeti yiikseltmesi gibi nedenlerle kullanim1

kisitlanmaktadir (118).
b. Kolorimetrik Redoks Yontemleri

Uremenin tespiti i¢in redoks (indirgeme/oksidasyon) gostergelerinin kullanildig
yontemlerdir ve sivi veya kat1 besiyerleri kullanlabilir ve olusan renk degisikliklerine gore
direng belirlenir. S1v1 besiyerlerinin kullanilmasi, genellikle BACTEC MGIT 960 yontemiyle
benzer bir sonug siiresi saglar. Kolorimetrik redoks yontemi, BACTEC MGIT 960 olmayan
veya manuel MGIT ADT yontemini kullanmayan kaynakga sinirli ortamlarda igin iyi bir
alternatif olabilir. Besiyeri ve reaktiflerin ticari kit olmamas1 maliyetleri azaltabilmektedir

(131).
c. Nitrat Rediiktaz Yontemi

Nitrat rediiktaz, M. tuberculosis’te bulunan bir enzimdir ve bu yontem, bakterinin nitrat
rediiktaz aktivitesini tespit etmeye dayanir. Preparat pozitif solunum yolu o6rneklerinden
dogrudan veya kati1 besiyerinde iiremis olan M. tuberculosis kolonilerinden uygulanabilir.

Yontem, bakterinin nitrat tuzlarm nitrite doniistirme yetenegine dayanir. ilk olarak, drnek
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tizerine bir nitrat tuzu eklenir ve daha sonra bir reaktif (genellikle p-fenilendiamin) eklenir.
Eger bakteride nitrat rediiktaz aktivitesi mevcut ise (canli), nitrat tuzlari nitrite dontisecektir ve
bu da reaktifin renk degistirmesine neden olacaktir. Elde edilen renk degisikligi ile ilag
duyarlilig1 degerlendirilir (132,133).

d. Faj Temelli Yontemler

Fajlar, 6zel olarak tasarlanmig genetik yapiya sahip virlislerdir ve bakterilerin spesifik
bolgelerini taniyip enfekte edebilirler. Bu yontemde, klinik 6rneklerden veya kiiltiirlerden
alinan ornekler, fajlarla inkiibe edilir. Eger 6rneklerde M. tuberculosis varsa, fajlar tarafindan
enfekte edilirler, fajlar bakteri iginde ¢ogalmaya baslar ve belirli bir siire sonra gozle goriiliir
bir etki olusur. Faj-bazli yontemler, hizli ve spesifik bir tespit saglar ve bazi durumlarda
geleneksel kiiltiir yontemlerinden daha hizli sonuglar elde etmeye olanak tanir. Ancak, bu

yontemlerin kullanimi i¢in 6zel laboratuvar ekipmanlar1 ve teknik bilgi gerekebilir (134).

3. GEREC VE YONTEM
3.1.  Orneklerin secimi ve deney hazirhg

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan
09.09.2022 tarihinde Etik Kurul onay1 alindiktan sonra (16 sayilt etik kurul karari) ¢alismaya

baslanmustir.

Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvari’na (ITF) 2012-2022 yillar1 arasinda gelen hastalara ait cesitli drneklerden izole
edilen 14 ve Akdeniz Universitesi Verem Calismalar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
(AKVUAM) gonderilen 39 olmak iizere toplam 53 CID sus ¢alismaya dahil edilmistir.
AKVUAM’dan gelen suslar i¢in gereken resmi prosediir, biyolojik materyal transfer formu

doldurulup taraflarca imzalanarak belgelenmistir.

Tim klinik orneklerin kiiltlir ve duyarlilik deneyleri BACTEC™ MGIT 960

(Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton Dickinson) sistemi ile ger¢eklestirilmistir.
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Deney siirecinde yapilan tiim islemler gerekli biyogiivenlik 6nlemleri alinarak ve iyi
laboratuvar uygulamalar1 prensipleri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Kalite kontrol

amaciyla M. tuberculosis H37rv ATCC 27294 susu kullanilmistir.

Calismada ITF’de izole edilen suslarla calisilirken bu suslara ait MGIT besiyetleri
direkt olarak kullanilmistir. AKVUAM’da izole edilen ve LJ besiyerinde gonderilen suslar ise
37°C’de 2-3 hafta bekletilerek iireyen taze kiiltiirleri kullanilmistir.

Calismada iiretici talimatlara uygun sekilde:

e Her bir M. tuberculosis kompleksi susunu kompleks igi tiir diizeyinde tanimlamak

icin GenoType® MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya),

e Birincil ilaglar, yani izoniyazid ve rifampisine direnci ve bu direnclerden sorumlu
mutasyonlarin meydana geldigi gen bolgelerini belirlemek i¢in GenoType®

MTBDRplus VER 2.0 (Hain Lifescience, Nehren, Almanya),

e ikincil ilaglardan florokinolon ve aminoglikozid/siklik peptitlere (kanamisin,
amikasin, kapreomisin ve viomisin olmak tizere enjekte edilebilir antitiiberkiiloz
ilaglar) direnci ve bu direnglerden sorumlu mutasyonlarin meydana geldigi gen
bolgelerini belirlemek icin GenoType® MTBDRslI VER 2.0 (Hain Lifescience,
Nehren, Almanya)

olmak iizere ii¢ farkli ticari kit kullanilmigtir.

Her ii¢ kit de benzer prosediirlere sahip oldugu icin ve DNA izolasyonu,

Amplifikasyon ve Ters hibridizasyon adimlar1 sirasiyla uygulanmaigstir.
3.2. DNA izolasyonu

Izolasyon igin FluoroLyse (Hain Lifescience, Nehren, Almanya) niikleik asit izolasyon
kiti kullanilmigtir. Bu izolasyon kitinin igerigi lizis tamponu (F-LYS, Lysis Buffer) ve
notralizasyon tamponu (F-NB, Neutralization Buffer) olmak iizere iki tampon soliisyonundan

olusmaktadir. Uretici yonergesine uygun sekilde asagida belirtilen adimlar takip edilmistir:

1) Isleme alinacak ornek sayisma (analiz edilecek drnekler ve negatif kontrol
dahil) gore gereken soliisyon miktar1 belirlenmis ve bir tiip igerisinde stok

sollisyon hazirlanmaistir.
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2) MGIT besiyerlerinden alian 500 pl 6rnek, 1.5 ml'lik 6rnek tiipiine aktarilmis
ve tiip uygun sekilde kapatilmistir.

3) Ornek tiipleri 10.000 g’de 15 dakika santrifiijde cevrilmis ve siipernatant

atilmagtir.

4) Her oOrnek i¢in 100 pl F-LYS, pellet ile vortekslenerek yeniden silispanse

edilmisgtir.

5) Ornek tiipleri, kapali sekilde 95°C'deki 1s1 blogunda bes dakika boyunca inkiibe

edilmis ve ardindan kisa siireli gevrilmistir.

6) Daha sonra, Ornege 100 pl F-NB eklenerek bes saniye boyunca

vortekslenmistir.

7) Vorteksleme isleminden sonra, ornek tiipleri tam hizda bes dakika boyunca

santrifiijde ¢evrilmistir.

8) Elde edilen siipernatant iki farkli tiipe paylastirilmistir. Tiiplerden bir tanesi
PZR i¢in hemen kullanilmak iizere +4°C’de, digeri ise daha sonra ihtiyac olmasi

halinde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmuistir.

Her calismada, olas1 kontaminasyonu tespit etmek i¢in negatif kontrol kullanilmistir.
Negatif kontrol i¢cin 100 pl F-LY'S soliisyonu bos bir drnek tliptine alinmis ve normal drneklerle

ayni sekilde islenmistir.
Izolasyon isleminin ardindan amplifikasyon asamasina gegilmistir.
3.3.  Amplifikasyon

Amplifikasyon i¢in polimeraz enzimi ve primerler gibi gereken tiim reaktifler, her testin
kendi kit i¢eriginde sunulan ve yapilacak olan PZR i¢in optimize halde olan “AM-A” ve “AM-
B” karisimlar1 i¢inde verilmistir. Bu karigimlar -20°C’de saklandigr i¢in isleme baglamadan
once oda sicakliginda c¢oziindiiriilerek sivi hale gelmesi beklenmistir. Cozlilme sonrasinda,
AM-A ve AM-B tiipleri ¢evrilerek tiim igerigin tiip dibine ¢okmesi saglanip, tlip iceriginin
homojenize olmasi i¢in her bir tiip pipet kullanilarak karistirllmigtir. Temiz oda olarak
kullanilacak ayr1 bir bdlmede her bir PZR tiipiine agsagida belirtilen miktarlarda AM-A ve AM-

B ¢ozeltileri aktarilmistir. Ardindan tiiplerin kapaklari kapatilarak tizerlerine igine DNA izolat1
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eklenecek Ornegin numarasi yazilmistir. DNA izolatlarinin tliplere eklenmesi farkli bir

ortamda, kisisel koruyucu ekipmanlar ile biyogiivenlik kabini igerisinde yapilmistir.

Her bir 6rnek i¢in PZR tiipii icerigi son hacim 50 pl olacak sekilde:
—10 Wl AM-A

—35ul AM-B

— 5 ul DNA ¢ozeltisi

Tiiplerin kapaklarinin tam kapandigindan emin olunarak 1s1 bloguna (thermal cycler)
yerlestirilmistir. Toplam dongii sayis1 32 olacak sekilde, cihazda her {i¢ test i¢in de aym

amplifikasyon profili kullanilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Uygulanan amplifikasyon profili.

Dongii Sayis1 | Sicaklik (°C) Siire
On-PZR 1 dongii 95 15 dakika
95 30 saniye
PZR 10 dongii
65 2 dakika
95 25 saniye
PZR 20 dongi 50 40 saniye
70 40 saniye
Son Uzama 1 dongii 70 8 dakika
Isitma hizi: <2.2°C/saniye

Yaklasik 1 saat 46 dk siiren amplifikasyon sonrasi tiipler cihazdan ¢ikarilarak +4°C’de
saklanmig, uzun siire kullanilmayacak olan PZR fiirlinleri ise ihtiya¢ halinde daha sonra

kullanilmak tizere -20°C’lik ortama kaldirilmistir.
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Amplifikasyon isleminin tamamlanmasindan sonra hibridizasyon asamasina

gecilmigtir.
3.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon asamasinda her {i¢ test kitinde de bulunan ortak ¢ozeltiler ve kullanilan

cihazlar sunlardir:

e TwinCubator; GenoType testi i¢in kullanilan bir cihazdir. Hibridizasyon islemi i¢in
kontrol edilebilir 1sitma ve inkiibasyon kosullar1 saglar. TwinCubator, hassas sicaklik
kontrolii ve 1s1 dagilimmin homojen olmasiyla, prob ve hedef DNA arasindaki

hibridizasyon reaksiyonu i¢in ideal kosullar saglar.
e Spesifik probalarla kaplanmis membran seritleri (strip)
e Denatiirasyon ¢ozeltisi (DEN); <2% NaOH ve boya igerir.
e Hibridizasyon tamponu (HYB); <10% noniyonik tensid ve boya igerir.

® Yogun yikama ¢ozeltisi (STR); >25% kuaterner amonyum bilesigi, <1% noniyonik

tensid ve boya igerir.
e Durulama ¢ozeltisi (RIN); tampon, <1% NaCl, <1% noniyonik tensid igerir.
e Konjugat konsantresi (CON-C); streptavidin ile konjuge alkalen fosfataz ve boya igerir.
e Konjugat tamponu (CON-D); tampon, 1% blokaj reaktifi, <1% NaCl igerir.

e Substrat konsantresi (SUB-C); <70% dimetil siilfoksit, <10% 4-nitro mavi tetrazolium

kloriir, <10% 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat igerir.
e Substrat tamponu (SUB-D); tampon, <1% MgCl,, <1% NaCl igerir.

Oncelikle hibridizasyonda kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakligma getirilerek
TwinCubator calistirilmistir. HYB ve STR soliisyonlart su banyosunda 40°C'ye kadar
1sitilmistir. CON-C ve SUB-C konsantreleri uygun bir tiipe alinarak, ilgili tamponla (CON-C
icin CON-D, SUB-C i¢in SUB-D) gereken miktarlarda iyice karistirilmis ve oda sicakligina

getirilmistir (her bir serit i¢in, 1 ml tampona 10 pl konsantre eklenerek 1:100 oraninda
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seyreltilmistir). Boylelikle seyreltilmis konjugat ve seyreltilmis substrat ¢ozeltileri elde

edilmistir. Ardindan 12 kuyucuklu plastik plaklar kullanilmistir.

Y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Kullanilacak kuyucuklarin her birinin bir kosesine 20 pul DEN dagitilmistir.

DEN cozeltisine 20 pl amplifikasyon yapilmis 6rnek eklenmis, iyi karigtirmak igin
pipetle yukar1 ve asag1 hareket ettirilmis ve oda sicakliginda bes dakika boyunca inkiibe

edilmisgtir.

Bu sirada, kit igeriginde sunulan plastik penset kullanilarak seritler tiipten alinmis ve
bir kursun kalemle numaralandirilmistir. Seritlerle calisirken her zaman eldiven

kullanilmistir.

Her bir kuyucuga dikkatlice 1 ml 6nceden 1sitilmig HY B tamponu eklenmis ve plak elle
hafifce calkalanarak kuyucuk igerisindeki c¢o6zeltinin homojen bir renk almasi
saglanmistir. Bu asamada heniiz baglanma gerceklesmediginden olasi kontaminasyon

riskine kars1 komsu kuyucuklara herhangi bir sicrama olmamasina dikkat edilmistir.

Her bir kuyucuga bir serit yerlestirilmistir. Seritler tamamen ¢o6zelti ile kaplanmig ve
problarin bulundugu yiizii (renkli isaret bulunan tarafi) yukariya bakacak sekilde
yerlestirilmistir. Bu esnada ters donmiis olan seritler varsa penset kullanilarak
diizeltilmistir. Her kullanimdan sonra ¢apraz kontaminasyonu 6nlemek adina pensetin

temizlenmesine dikkat edilmistir.
Plak TwinCubator'e yerlestirilerek 45°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Her bir seride 1 ml yogun yikama ¢ozeltisi (STR) eklenmis ve TwinCubator'de 45°C'de
15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Bu adimdan sonraki adimlarda oda sicakliginda

calisilmistir.

Yogun yikama ¢ozeltisi (STR) tamamen dokiiliip plak ters ¢evrilmis ve kalan tiim sivi
bir emici kurutma kagidi lizerine emdirilerek kuyucuklardaki sivi bosaltilmistir. (Bu

adim diger tiim yikama adimlar1 i¢in benzer sekilde tekrarlanmistir.)

Her bir serit TwinCubator'de 1 ml RIN ile 1 dakika boyunca yikanmis, sonrasinda RIN

dokilmiistiir.
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10)Her bir seride baslangigta hazirlanan seyreltilmis konjugattan 1 ml eklenmis ve

TwinCubator'de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

11) Konjugat ¢ozeltisi bosaltilip her bir serit TwinCubator'de 1 ml durulama ¢6zeltisi (RIN)
ile iki kez 1 dakika, ardindan 1 ml distile su ile bir kez 1 dakika yikanmistir. (her

seferinde ¢ozelti dokiilmiistiir).

12)Her bir seride baslangicta hazirlanan seyreltilmis substrattan 1 ml eklenmis ve

calkalama yapmadan karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.

13) Reaksiyon bantlar serit {izerinde net bir sekilde goriiniir hale gelir gelmez, distile su ile
iki kez durulayarak reaksiyon durdurulmustur. (Bu siire ortalama 7-8 dakika siirmiistiir

fakat her seferinde degisebilmektedir)

14) Penset kullanarak seritler kuyucuklardan ¢ikarilmis ve kurutma kagidi arasina alinarak

kurumaya birakilmistir.
Bu islemlerin bitmesinin ardindan degerlendirme agamasina gegilmistir.
3.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Kullanilan ii¢ kitin de degerlendirme prosediirii benzerdir. Her {i¢ test i¢in de testin
sonunda, lizerinde bantlar olusan seritler kit igeriginde sunulan degerlendirme kagidindaki ilgili
ornege ait yere yapistirilmis, numaralandirilmis ve 1siktan korunacak sekilde saklanmistir.
Seritler yapistirilirken her kit icin belirtilmis referans kontrol bantlarinin degerlendirme
kagidindaki ilgili yerlere hizalandirilmasina dikkat edilmistir. Kit beraberinde sunulan kilavuz
sablon kart yardimiyla her serit ayr1 ayri1 degerlendirilerek pozitif bantlara ait reaksiyon

bolgeleri belirlenmis ve degerlendirme kagidindaki ilgili kutucuklara not edilmistir.

Oncelikle suslarm kompleks ici tiir diizeyinde tanimlanmasi amaciyla GenoType
MTBC testi yapilmis ve sonuglart degerlendirilmistir. Ilgili tiire ait spesifik proplarmn

bulundugu seritler degerlendirilmis ve pozitif bantlar not edilmistir.
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Ardindan RIF ve INH duyarliliklarin1 6grenmek i¢cin GenoType MTBDRplus, FLK ve
parenteral ila¢ duyarliliklarin1 6grenmek i¢in GenoType MTBDRsl testi yapilmis ve asagida
gosterilen sablonlar araciligiyla sonuglar degerlendirilmistir (Sekil 3-1). Eger bir gene ait WT
(vahsi tip) band1 olusmadiysa veya bir MUT bandi olustuysa, ilgili sus ilgili ilaca kars1 direngli
kabul edilmistir (Sekil 3-2, Sekil 3-3).

Evaluation Examples
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Sekil 3-1: GenoType MTBDRplus (iistte) ve GenoType MTBDRsl (altta) testlerinin
degerlendirilmesi (120,121).
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Sekil 3-2: Bir CID susa ait MTBDRplus test sonucu. (Carpa isareti WT bandinin

yoklugunu, yildiz isareti MUT bandi olusumunu gostermektedir.)
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Sekil 3-3: Duyarh bir susa ait MTBDRsl test sonucu.
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4. BULGULAR

Toplam 53 sus GenoType® MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya) kiti
kullanilarak tanimlanmustir. Iki susun ilgili prob bolgelerinde bant olusumu gozlenmediginden
bu suslarin Mycobacterium cinsi olmadigi sonucuna varilmis ve bu suslar direng ¢calismalarina
dahil edilmemistir. Elde edilen sonuglara gére M. tuberculosis kompleksi olan 51 susun 51

(%100)’1 de GenoType® MTBC ile M. tuberculosis/canettii olarak tanimlanmistir.

Calismaya dahil edilen suslarin tamaminin identifikasyon ve duyarlilik testleri MGIT

sistemi ile belirlenmistir ve bu bilgilere gére CID olduklari kabul edilmistir.

Tanimlama isleminin ardindan RIF ve INH’a direng profilinin ve bu direnglere neden
olan genetik mutasyon bolgelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan  GenoType®
MTBDRplus (Hain Lifescience, Nehren, Almanya) ile 51 susun dordiinde (%7,8) RIF veya
INH’a direngten herhangi biri tespit edilmemistir. Farkli olarak iki (%3,9) susta yalnizca RIF’e
direng, bir (%1,9) susta ise yalnizca INH’a diren¢ saptanmistir. Kalan 44 (%86,3) sus
INH+RIF’e direngli bulunmustur (CID).

Rifampine diren¢li bulunan suslarda mutasyon en sik 7poB S531L (41/44, %93,2)
olarak saptanmustir. Bir susta (1/44, %2,2) rpoB H526D mutasyonu tespit edilmis ve kalan iki
sus (2/44, %4,5) ise WT band1 bulunmamasi mutasyonu gosterdiginden RIF’e direncli olarak
kabul edilmistir (Tablo 4-1).

katG ve inhA genleri i¢cin WT bandinin kayb1 daima bir MUT band1 varligi ile birlikte
saptanmigtir. Bu sayede her direncli susa ait bir veya daha fazla mutasyon tespit edilebilmistir.
Cok ilaca direngli 44 sus i¢inde INH’a direng olusturan tiim mutasyonlar degerlendirildiginde
en sik mutasyonun (37/44, %84,1) katG S315T oldugu belirlenmistir. Her bir susun bant profili
incelendiginde 24 susta (%54,5) katG S315T, 13 susta (%29,5) katG S315T ile birlikte inhA
C-15T, bes susta (%11,4) inhA C-15T, iki susta (%4,5) inhA T-8A direng profili saptanmistir
(Tablo 4-2).
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Tablo 4-1: Rifampine direncle iliskili hedef gen ve mutasyon boélgeleri. (MTBDRplus)

Hedef gen Bant Profili Ilgili Kodonlar Mutasyon Bolgesi  Sus Sayisi
rpoB AWT7, MUT2B 526-529 H526D 1 (%2,2)
rpoB AWTS, MUT3 530-533 S531L 41 (%93,2)
rpoB AWT7 526-529 - 1 (%2,2)
rpoB AWTS 530-533 - 1 (%2,2)
Toplam CIiD sus n=44 (%100)

A: kayip bant

Tablo 4-2: Izoniyazide direngle iliskili hedef gen ve mutasyon bélgeleri. (MTBDRplus)

Hedef gen Bant Profili Tlgili Kodon veya Mutasyon Sus Sayisi
Niikleik Asit Pozisyonu Bolgesi

katG AWT, MUT1 315 S315T 24 (%54,5)
inhA AWTI1, MUT1 -15 C-15T 5(%]11,4)
inhA AWT2, MUT3B -8 T-8A 2 (%4.5)
katG AWT, MUT1 315 S315T

13 (%29,5)
inhA AWTI1, MUT1 -15 C-15T
Toplam CiD sus n=44 (%100)

A: kayip bant

MTBDRsI kiti ile suslarin sekonder ilaglardan FLK’a direnci degerlendirildiginde, 44

susun sekizinde (%18,2) direng saptanmistir. Bu dirence neden olan mutasyonlarin, suglarin

dordiinde (4/8, %50) gyrA A90V, birinde (1/8, %12,5) gyrA D94G oldugu belirlenmistir.
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Kalan tii¢ sus (3/8, %37,5), MUT bandi olusmamasina ragmen WT bandi kaybi dolayisiyla
direncli olarak kabul edilmistir. (Tablo 4-3).

Parenteral ilaglara diren¢ degerlendirildiginde toplam alt1 sus (6/44, %13,6), en az bir
parenteral ilaca (KAN, AMK, CAP, VIO) direngli bulunmustur. Bu suslarin dérdiinde (%66,6)
rrs genine ait WT1 bandi kaybi ile MUT1 bandi olugmasi (A1401G mutasyonu),
KAN/AMK/CAP’e direng olarak degerlendirilmistir. Bir susta (1/6, %16,6) sadece rrs WT1
band1 kaybi sebebiyle KAN/CAP/VIO’e direng saptanmustir. eis geni ile iligkili sadece bir susta
(1/6, %16,6) WT2 kaybi dolayisiyla diisiik diizey KAN direnci saptanmistir (Tablo 4-4).

Tiim suslar degerlendirildiginde 44 susun 14 (%31,8)’li onciil yaygin ilaca direngli
(Pre-YID) suslar olarak saptanmustir. Bu suslardan sekizi INH + RIF + FLK’a ve altis1 INH +

RIF + parenteral ilaca direncli bulunmustur.

Tablo 4-3: Florokinolonlara direnc ile iliskili hedef gen ve mutasyon bolgeleri.
(MTBDRsl)

Hedef gen Bant Profili Mutasyon Sus Sayisi
gyrA AWT2, MUT1 A90V 4 (%50)
gyrA AWT2 - 1 (%12,5)
gyrA AWT3, MUT3C D94G 1 (%12,5)
gyrA AWT3 - L (%]12.5)
gyrB AWT -

gyrB AWT - 1 (%12,5)
Toplam florokinolona direncli CiD sus n=8 (%100)

A: kayip bant

Tiim suslar ele alindiginda higbirinde heterodirenci diisiindiirecek sekilde WT bandi ve

ilgili kodona ait MUT bantlar1 birlikte olugsmamustir.
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Yedi sus MTBDRplus sonucuna gére CID olmadig: halde, dérdiinde MTBDRsl kiti ile

ikincil ilaglara direng saptanmistir. Bu dort sustan ikisi hem RIF hem INH’a duyarh

bulunmasina ragmen, birinde FLK digerinde KAN/AMK/CAP’e direng saptanmistir.

Rifampine direngli INH’a duyarli diger iki sus ise FLK’a direngli bulunmustur (Tablo 4-5).

Tablo 4-4: Parenteral ilaclara diren¢ saptanan suslarda hedef gen ve mutasyon bolgeleri.

(MTBDRsl)

Hedef gen

rrs

rrs

eis

Bant Profili

AWTI1, MUT1

AWTI1

AWT2

Mutasyon Direng Profili Sus Sayis1
A1401G KAN, AMK, CAP 4 (%66,6)
- KAN, CAP, VIO 1 (%16,6)
- Diisiik diizey KAN 1 (%16,6)

Toplam parenteral ilaglara direncli CID sus

A: kayip bant

n=6 (%100)

Tablo 4-5: CiD olmadig: halde ikincil ilaclara diren¢ saptanan suslar ve direncle iliskili
mutasyonlar. (MTBDRplus ve MTBDRsl)

Sus No.
17

22

24

26

RIF

Di

rpoB S531L
Di

rpoB S531L
Du

INH
Du

FLK

Di

gyrA D94N veya D94Y
Di

gyrA D94A

Du

Di
gyrA D94G

Du: Duyarl, Di: Direncli, ENJ: parenteral ilaclar

Di (KAN/AMK/CAP)
rrs A1401G
Du
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rpoB genine ait iki, gyrA’ya ait li¢, rrs’ye ait bir, eis’e ait bir adet olmak iizere, tim
suslarin toplam 7 (%13,7)’sinde MUT bandi olusmaksizin WT bandi kayb1 goriilmiistiir. Hicbir
susta ayn1 anda birden fazla ikincil ilaca diren¢ saptanmadigindan 44 CiD sus iginde yaygimn
ilaca direngli (YID) sus olmadig1 belirlenmistir. Deneyin akis semas1 Sekil 4-1, suslarin tiimiine
ait diren¢ sonuglar1 Tablo 4-6, MTBDRplus kiti ile ilgili sonuglar Tablo 4-7, MTBDRsl ile

ilgili sonuclar Tablo 4-8’de verilmistir.

MGIT ile CiD

N=53
Mycobacterium
Genotype MTBC Emd cinsi dl§l
M. tuberculosis/canettii
N = 51

Genotype MTBDRplus \

ciD CiD degil
N =44 N=7
Genotype MTBDRsl

Ik|n¢:|l direng C}ID‘ o.lm‘adl‘gl halge
14 ikincil direng
“ N=4

Sekil 4-1. Deneyin akis semasi.




Tablo 4-6. Suslarin tiimiinde MGIT, MTBDRplus ve MTBDRsl yontemleriyle elde

edilen direnc¢ sonuclari.
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Sus MGIT MTBDRplus MTBDRsl
S I R E INH RIF FLK KAC KCV KACV  LOWK
1 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
2 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
3 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Di
4 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
5 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
6 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
7 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
8 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
9 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
10 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
11 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
12 Du Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
13 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
14 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
15 Di Di Di Di Di Di Du Di Du Du Du
16 Di Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
17 Du Di Di Du Du Di Di Du Du Du Du
18 Di Di Di Di Di Di Du Di Du Du Du
19 Du Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
20 Du Di Di Du Di Di Di Du Du Du Du
21 Di Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
22 Du Di Di Du Du Di Di Du Du Du Du
23 Du Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
24 Du Di Di Du Du Du Du Di Du Du Du
25 Du Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du

KAC: KAN/AMK/CAP, KCV: KAN/CAP/VIO, KACV: KAN/AMK/CAP/VIO, LOWK: Diisiik diizey KAN, Di:

Direncli, Du: Duyarh.

Yesil fon: INH ve/veya RIF’e duyarh suslar (MTBDRplus ile).

Pembe fon: ikincil ilaglara direngli suslar.




Tablo 4-6: (devam)
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Sus MGIT MTBDRplus MTBDRsl
S I R E INH RIF FLK KAC KCV KACV  LOWK
26 Di Di Di Di Du Du Di Du Du Du Du
27 Di Di Di Di Du Du Du Du Du Du Du
28 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
29 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
30 Di Di Di Di Di Di Du Di Du Du Du
31 Di Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
32 Di Di Di Di Di Di Du Du Di Du Du
33 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
34 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
35 Di Di Di Di Du Du Du Du Du Du Du
36 Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
37 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
38 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
39 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
40 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
41 Du Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
42 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
43 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
44 Di Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
45 Du Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
46 Di Di Di Di Di Di Du Di Du Du Du
47 Di Di Di Du Di Du Du Du Du Du Du
48 Du Di Di Di Di Di Du Du Du Du Du
49 Du Di Di Di Di Di Di Du Du Du Du
50 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
51 Du Di Di Du Di Di Du Du Du Du Du
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PUSIIp

Tablo 4-7: Suslarin RIF ve INH’a direnc¢ profilleri (MTBDRplus).

HNI| T+ ++++++++++++++ 0+ 4+ 4+ + 0+ 1+
puUBIP
41d ++++++++++++++++++++++ 4+ 0+
gsinWpye v v e
VELNWPYw B v v 0 v 0 e
1NN ryut L T e I e T T O
anwWwww fg+ + v+ + + + + + + + ++ + 4+ 1 0 1 0 0 1 1
uamwuwr f+ + +++++++++++++++++++++ + +
TIM Pyl tor 4+ 4+ 0 0 e e+ + 4+ ++++ 4+
vy [+ ++ + +F F+F +F FF T
ZIAWOEY |0 1
inwoey |+ + ++++ ++ 1+ + + 1+ + + ++ 1+ + 4+ 4+ 4+ 1 + 1+
Moy f v v v o+ o+ 4+ 4+
oy )+ + ++++++++++++++++++ + + + + +
cilnfwgoads 1 + + + +++++++++++++++++ + + + 1+ +
gzinwgods f v v v 1 1
VZINWgods | 5t Nttt
TINWgods f v v v v 0 0 1 1
QIMgods | v v v v
[imgods §+ + + ++++++++++++++++++ + + + +
oimgods §+ +++++++++++++++++++++ + + +
Simgods §+ + + ++++++++++++ ++ 4+ ++++ + + +
ypimgods |+ + ++++++++++++++++++ + + + + +
cimgods §+ + + +++++++++++++++++++ + + +
umgods §f+ + + +++++++++++++++++++ + + +
Iamgods |1+ + + ++++++++++++++++ + + + + + +
gods f+ + ++++++++++++++++++++ + + +
L A N R s

“+”: bant olusumu/pozitif, “-”: kayip bant/negatif. izoniyazid ve/veya rifampine duyarh suslar yesil fon ile belirtilmistir.
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: (devamm)

Tablo 4-7

GI-HNI | ' ' +++++++ 1 ++++++++++++++++
T R i A e S R S S S S I S S R S A
aE1NN Pyu! T T N N N S RN T RN TR TN TR TR TR TR T TR T TR TR TN B S
VELAWRPYL |0 v 0 v 0
CUINWPYw v v 0 1 0 0
AWbyw | v v+ 14+ 10 4+ 0 o
umby |+ + + + ++++ ++++ A+ A+
UMbyur B+ + v+ v+ + v+ 4+ 00 0+ + + + + ++ ++ + + ++

wuw |+ +++++++++++++++++++++++++
LN o7y L T e I e e T R T R R R R I O
nwoey Lv v+ + v+ 4+ o+
Moy b+ + v+ v 4 a4+

oy |+ +++++++++++++++++++++++++
clnwgods | v v+ + 4+ 4+ A+ 4+ + 0+ o+ o+ A+ 4
gzinWgods f v v 1 4
VZlnWgods |5 " Nt e
TLAWgods | v v v v
gIMgods f+ 4+ 1 v 0 0 4+ 4+ 0 4+ 4
amgods |+ + + + + + ++++ v+ ++ 1+ ++++++++ + +
omgods |+ + ++++++++++++++++++++++++
camgods |+ + ++++++++++++++++++++++ ++
pimgods |+ + + 4+ ++++++++++++++++++++++
cemgodr l++++++++++++++++++++++++ ++
umgods |+ + + ++ 4+ ++++++++++++++++++++
umgods I+ + ++ ++++++++++++++++++++++

gt |+ + ++++++++++++++++++++++++

S ISR ZRART AR IR XAITILILSSTSR
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Suslarin ikincil ilaglara direnc profilleri (MTBDRsl).

.
.

Tablo 4-8

NV [9A9]-mo]
OIA/dVI/ )WV /NWA
OIA/dVI/NWI
dVO/IINV/NVYI

a4

TLAW s

E1M sPP

AN

TIM s

slo

CLNN S

TLAW S

M s

TLM S

S

LN g6
T1NIW g6

1M gMb

gib

AELNW b
JELNIW pAb
geLNIN Ab
VELNW pAD
LN bAD
TLNW b
ELM pAb
UM pAb

T1M b6

2204}

$ng

10
11

12
13

14
15
16

17
18
19

20
Direncle iliskili bantlar pembe fon ile belirtilmistir. “+”: bant olusumu/pozitif, “-”: kayip bant/negatif.
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: (devamm)

Tablo 4-8

NW) I9AS]|-MO]
OIA/dVI/ )WV /NWI
OIA/dVI/NWI
dVO/IIWV/NYI

a4

TLAW 2

E1M sPP

AN

TIM s

so

CLNIN S

TLAW S

[Ane)

TLM S

S

LN g6
T1NIW g6

1M gMb

gib

AELNW b
JELNIW pAb
geLNIN Ab
VELNW pAD
LN D
TLNW b
ELM pAb
UM pAb

T1M b6

2204}

$ng

21

22
23

24
25

26

27

28

29

30
31

32
33

34
35
36

37

38

39

40
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NV)I [9A9]-mo]
OIA/dVI/ )WV /NWA
OIA/dVI/NWI
dVO/IIWNV/NYI

a4

TLAW s

E1M sPP

AN

TIM s

so

CLNN S

TLAW S

M s

TLM S

S

LN g6
T1NIW g6

1M gMb

gib

(devam)

.
.

AELNW b
JELNIW pAb
geLNIN Ab
VELNW pAD
LN bAD
TLNW b
ELM pAb
UM pAb

T1M b6

2204}

Tablo 4-8

$ng

41

42
43

44
45

46

47

48

49

50
51
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5. TARTISMA

Mycobacterium tuberculosis kompleksi; Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mpycobacterium bovis BCG, Mycobacterium africanum, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium
mungi (25) ve Mycobacterium orygis (26) olmak iizere genetik olarak birbirine ¢ok benzeyen
kompleks tiyelerinden olusur. Afrika’nin bazi bolgeleri harig, diinya genelinde insanlarda hastalik
yapan en yaygin liyesi M. tuberculosis’dir. Afrika’da ise M. africanum goriilebilmektedir (135).
Bu tiirlerin konaklari, patojeniteleri, cografi dagilimlar1 ve ilag direngleri degisiklik

gosterebildiginden halk sagligina olan etkileri de farklidir (136).

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde kompleks igi tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili ¢esitli caligmalar
yapilmigtir. Bu ¢alismalardan birinde, Neonakis ve ark., 120 M. tuberculosis kompleksi susunu
GenoType MTBC kitiyle tanimlamis, 119 (%99,1)’unun M. tuberculosis oldugunu tespit etmis,

kalan bir susu ise M. bovis olarak tanimlamistir (137).

Richter ve ark., BACTEC MGIT sistemi ile izole edilen 75 M. tuberculosis kompleksi
susunu GenoType MTBC ile degerlendirmis, 71 (%94,6)’inin M. tuberculosis, ticiinlin (%4) M.
bovis subsp. bovis, bir susun ise (%]1,3) M. africanum subtip I oldugunu saptamislardir (138).

Addo ve ark., Gana’da yaptiklar1 calismada 165 M. tuberculosis kompleksi susunu
GenoType MTBC kiti kullanarak tiir diizeyinde tanimlamiglar ve 161 (%97,6) susun M.

tuberculosis, kalan dort susun ise (%2,4) M. africanum oldugunu bildirmislerdir (139).

Bayraktar ve ark., Istanbul’da 2007-2010 yillar1 arasinda izole ettikleri 188 M. tuberculosis
kompleksi susunu hsp65 PZR-“restriction fragment length polymorphism” (RFLP) yontemiyle
kompleks i¢i tiir diizeyinde M. tuberculosis, M. bovis ve M. caprae olarak tanimlamislardir.

Tanimlanan suslarin oranlari sirasiyla %94.1, %4.3 ve %1.6 olarak bulunmustur (140).

Oztiirk ve ark., Diizce’de yaptiklari calismada 2004 — 2014 yillari arasinda 220 hastadan
izole edilen M. tuberculosis kompleksi suslarint GenoType MTBC ile tiir diizeyinde tanimlayarak,
217 (%98,6)’sinin M. tuberculosis/M. canettii, li¢liiniin (%1,4) M. bovis oldugunu belirtmislerdir.
M. bovis olarak tanimlanan suglarin tamamai son {i¢ yila ait oldugunu, 2004 — 2011 yillar1 arasinda

izole edilen suslarin tamaminin ise M. tuberculosis/M. canettii oldugunu bildirmislerdir (141).
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Cavusoglu ve Yilmaz’in Izmir’de yaptig1 galismada 2009 — 2014 yillar1 arasinda izole
edilen 482 M. tuberculosis kompleksi susunun 13 (%2,7)’tinli GenoType MTBC ve

spoligotipleme ile M. bovis olarak tanimlanmistir (142).

Agacayak ve ark., Elazig’daki 44 M. tuberculosis kompleksi susunu PZR-RFLP
yontemiyle identifiye etmis, 34 susu (%77.3) M. tuberculosis, sekiz susu (%18.2) M. bovis, bir
susu (%2.3) M. microti ve bir susu (%2.3) M. africanum olarak tespit etmislerdir (143).

Bu ¢alismada CID olarak saptanan M. tuberculosis kompleksi suslarinin tamami (%100)
GenoType MTBC kiti ile M. tuberculosis/M. canettii olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar literatiir
ile uyumlu bulunmustur ancak yayinlarda da gorildiigii gibi tilkeler ve bdlgeler arasinda

farkliliklar mevcuttur.

Konvansiyonel yontemler tiim diinyada altin standart olarak kabul edilmektedir ancak
molekiiler yontemler de hizli tanida 6nemini korumaktadir. Bu nedenle molekiiler yontemlerin

konvansiyonel yontemlerle uyumunu gosteren bir¢ok calisma yapilmistir.

Anek-vorapong ve ark., BACTEC MGIT 960 yontemi kullanilarak INH’a direncli oldugu
saptanan 43 M. tuberculosis susunun 41(%95,3)’ini MTBDRplus ile INH’a direngli, ikisini (%4,6)
INH’a duyarli olarak saptamistir. Rifampine direncli 25 sugun tamami1 MTBDRplus ile de direngli
olarak tespit edilmistir (144).

Maningi ve ark., MGIT yontemiyle 97 M. tuberculosis susunun 53 (%54,6)’iini,
MTBDRplus ile 40 (%41,2)’1n1 CID olarak tanimlanmistir (145).

Abanda ve ark., MGIT ile CID olarak tanimlanan 49 susun 46 (%93,9)’sint MTBDRplus
ile CID olarak tanimlanmustir (146).

Meaza ve ark., yaptiklar1 calismada MGIT ile CID bulunan 28 susun 27 (%96,4)’si
MTBDRplus ile CID olarak saptanmustir (147).

Cauwelaert ve ark., L]’de %1 proporsiyon ydntemi ile CID olarak tanimladiklar1 40 susun

33’{inii (%82,5) MTBDRplus ile CID olarak bildirmislerdir (148).

Kebede ve ark., fenotipik ydntemle CID olarak belirlenen 49 susun 48’ini (%97,9)
MTBDRplus ile CIiD olarak tespit etmislerdir (149).
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Bu ¢alismada MGIT 960 ile CID oldugu belitlenen 51 susun 44 (%86,3)’iit MTBDRplus
ile CID olarak tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemler bu ¢alismada ve diger calismalarda da
goriildiigii gibi direncin saptanmasinda daha yiiksek duyarlilifa sahiptir ancak molekiiler

yontemler, 6zellikle riskli hastalarda hizli sonu¢ alma agisindan énemlidir.

Etkin bir tedavi i¢in hastadan izole edilen bakterinin dogru tanimlanmasi ve uygulanacak
tedavinin antitiiberkiiloz duyarlilik testi sonucuna gore diizenlenmesi gerekir. Direng ve dirence
neden olan mutasyonlarin belirlenmesi yeni teknolojilerin gelistirilmesine katki saglarken, ote

yandan epidemiyolojik acidan ulusal ve uluslararasi diizeyde deger tagimaktadir.

Son yillarda kullanim1 giderek yayginlagan molekiiler yontemler, antitliberkiiloz ilaglara
kars1 direncin hizli bir sekilde tespit edilmesini ve tedaviye hizla baglanmasini saglamaktadir. Bu
testler, mikobakterilere 6zgii niikleik asit dizisinin belirlenebilir seviyeye kadar cogaltilmasi

esasina dayanan niikleik asit amplifikasyonu temelli testlerdir (150).

Javed ve ark., Pakistan’da yaptig1 ¢calismada LJ besiyerinde %1 proporsiyon yontemi ile
belirledikleri 100 CID susunu MTBDRplus ile incelemisler, suslarin %66’sinda INH’a direncin
katG mutasyonu (en sik S315T) ile ilgili oldugunu belirlemisler, %34 {inde ise katG mutasyonuna
rastlamamislardir. On susta (%10) gézlenen inhA promoter bolge mutasyonlari ise C-15T (inhA

MUTTI, 10 sus) ve T-8C (inhA MUT3A, iki sus) olarak saptanmustir (151).

Abanda ve ark., 49 CID susta MTBDRplus ile tespit edilebilen mutasyonlari, poB S531L
(41/49, %83,7), katG S315T1 (30/49, %61,2), inhA C15T (17/49, %34,7) olarak bildirmislerdir.
Bir susta INH’a direng ayni1 anda iki farkli mutasyonla (katG S315T1 + inhA T8C) ortaya ¢ikmistir
(146).

Maningi ve ark.,, MTBDRplus ile yaptiklari calismada 97 M. tuberculosis susunu
degerlendirmisler, rpoB’de en sik S531L (46/97, %47,4) mutasyonunu saptamislardir. rpoB’de
goriilen diger mutasyonlar, D516V (27/97, %27,8), H526Y (7/97, %72,2), H526D (3/97,
%3,1)’dir. izoniyazide direngten sorumlu mutasyonlar incelendiginde katG S315T1 (32/97, %33),
inhA C15T (14/97, %14,4), katG T8A (8/97, %8,2) olarak bildirilmistir (145).

Alelign ve ark., 20 M. tuberculosis susunu MTBDRplus ile degerlendirmisler, INH’a
direnc¢li 20 susun 12’sinde (12/20, %60) WT band1 kayb1 ile katG MUT1 mutasyonu, ikisinde
(2/20, %10) WT band1 varlig ile birlikte katG MUT1 mutasyonu tespit etmisler ve bu durumu
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heterodireng olarak bildirmigler; inhA’da mutasyon tespit etmemislerdir. Rifampine direngli iki

susun ikisinde de MUT bandi olmaksizin rpoB WT7 kayb1 bildirmisglerdir (152).

Gashaw ve ark., Etiyopya’da yaptiklar1 calismada MTBDRplus ile degerlendirilen 95 M.
tuberculosis kompleksi susunun %6,3’linii (6/95) sadece RIF’e direngli, %2’sini (2/95) sadece
INH’a direncli ve %8,4’iinii (8/95) CID olarak tanimlamislardir. Rifampine direngli saptanan 14
sus icinde en sik direng paternini suslarin %71,4 (10/14)’iinde goriilen WTS8 band1 kayb1 olarak
tespit etmislerdir. Bu suslarin higbirinde MUT bandi olusumu saptanmamistir. Izoniyazide
direncli 12 susun %66,7’sinde (8/12) WT band1 kayb1 kaynakli katG mutasyonu belirlemis, iki
susta ise katG S315T1 mutasyonu tespit etmislerdir (153).

Bedewi ve ark., aktif tiiberkiiloz hastalarindan alindan 279 sus ile yaptiklar1 ¢calismada
MTBDRplus ile RIF’e direngli bulunan dokuz susun ii¢iinde (%33,3) rpoB S531L, ikisinde
(%22,2) H536Y mutasyonu saptamislardir. Kalan dort (%44,4) RIF’e direngli susta MUT band1
olusmadan sadece rpoB WT8 bandi kaybi gdzlenmistir. izoniyazide direngli suslarda goriilen
mutasyonlar katG S315T1 mutasyonu (22/25, %88) ve inhA C15T mutasyonu (2/25, %8) olarak
saptanmis, bir susta MUT band1 olugsmadan sadece inhA WT2 bandi kayb1 gézlenmistir (154).

Addo ve ark., M. tuberculosis kompleksi suslarin1t MTBDRplus ile degerlendirdikleri
calismada, 18 sus sadece INH’a direngli, iki sus sadece RIF’e direngli, 11 sus ise CID olarak
saptanmistir. Sadece RIF’e direngli suslardan bir tanesinde MUT band1 olusmadan WT8 kaybu,
digerinde ise WT kayb1 olmadan sadece MUT3 (S531L) mutasyonu gozlenmistir. Sadece INH’a
direncli suglarda goriilen mutasyonlar ise katG S315T1 (14/18, %77,8) ve inhA C15T (4/18,
%22,2) olarak saptanmistir. Cok ilaca direncli suslarda en sik goriilen mutasyonlar rpoB D516V
(6/11 %54,5), katG S315T1 (10/11, %90,9) ve inhA T8C (6/11, %54,5). rpoB geninde az sayida
goriilen diger mutasyonlar ise bir susta saptanan S531L (1/11, %9,1) ve {i¢ susta saptanan H526Y
(%27,3) mutasyonlaridir (139).

Cauwelaert ve ark., 297 balgam Orneginde MTBDRplus kullanarak direncle ilgili
mutasyon bolgelerini arastirmislardir. Rifampine direngli oldugu belirlenen 51 susun 28
(%60,8)’inde rpoB S531L mutasyonu, altisinda (%11,7) sadece WTS8 kaybi1 goriilmiis; ii¢ susta
(%5,9) rpoB H526Y mutasyonu saptanmustir. Bir susta (1/51, %1,9) iki mutasyon birlikte (rpoB
H526Y + rpoB S531L) goriilmiistiir. INH’a direngli oldugu belirlenen 59 susun 43 (%72,9)’linde
katG S315T mutasyonu, 12 (%20,3)’sinde inhA C15T promoter bdlge mutasyonu saptanmistir.
Iki susta (%3,4) katG WT bandi ile birlikte MUT1 bands, bir susta (%1,7) katG S315T ve inhA
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C15T mutasyonu birlikte goriilmiistiir. Ug susta (%5,1) INH’a direng, MUT band1 olmadan sadece
katG WT band1 kayb1 ile gozlenmistir. (148).

Meaza ve ark., CID suslarla yaptiklari alismada MTBDRplus ile degerlendirilen 35 sustan
27 (%77,1)’sinde rpoB S531L mutasyonu, 28 (%80) susta ise katG S315TL mutasyonu
bildirmislerdir. Bir susta (%2,8) inhA C15T ve A16G mutasyonlar birlikte saptanmustir (147).

Kebede ve ark., Etiyopya’da yaptiklar1 bir calismada MTBDRplus ile 49 susta saptanan
rpoB mutasyonlarini siklik sirasina gore S531L (40/49, %81,6), H526Y (4/49, %8,16) ve D516V
(1/49, %2) olarak belirlemislerdir. Ug susta (%6,2) MTBDRplus ile herhangi bir 7poB mutasyonu
saptamamislar fakat WT3, WT4 ve WT7 kayb1 nedeniyle RIF’e direncli olarak bildirmislerdir.
MTBDRplus ile INH’a direngli 52 6rnegin tamaminda (%100) S315T1 katG mutasyonu ile
birlikte katG 315 numarali kodonda WT kayb1 saptamislar, hicbir susta inhA promoter bdlge

mutasyonu tespit etmemislerdir (149).

Yildirim Servi ve Uzun yaptiklari calismada BACTEC 460 TB sistemiyle CID olarak
belirlenen 25 susa ait 7poB mutasyon profilini MTBDRplus ile incelemistir ve en sik S531L
(13725, %52), ardindan H526Y (4/25 %16), H526D (1/25 %4) ve D516V (1/25, %4)
mutasyonlarini saptamiglardir. Bir sus (1/25, %4) BACTEC 460 ile RIF’e direngli olmasina
ragmen MTBDRplus ile bir mutasyon tespit edilmemistir (155).

Singhal ve ark., 366 CID susuna ait mutasyonlart MTBDRplus ile degerlendirmisler, RIF’e
direngle ilgili poB geninde saptanan en yaygin mutasyonlart S531L (231/366, %63,1), D516V
(29/366, %7,9), H526Y (20/366, %5,5) olarak bildirmislerdir. Suslarin %20,7 (76/366)’sindeki
diren¢ herhangi bir MUT bandi olusmadan WT bandi kaybi1 ile meydana gelmis, dort susta ise
(4/366, %1,1) ¢ift mutasyon band1 saptanmustir. Izoniyazide direngle iliskili tespit edilen en yaygin
mutasyonlar katG S315T1 (337/366, %92,1) ve inhA CI15T (25/366, %6,8)’dir. katG
mutasyonlarindan 14 (14/356, %3,9)’1i, inhA mutasyonlarindan dordii (4/33, %12,1), MUT band1
olusmadan WT bandi kaybi seklinde tespit edilmistir (156).

Yildirim ve Uzun yaptiklari calismada 25 CID susun 14 (%56)’iinde katG S315T1, iigiinde
(%12) inhA C15T promoter bdlge mutasyonu saptamislardir (157).

Vietnam'da yapilan bir DNA dizileme c¢alismasinda RIF’e direngli suslarin %20,3'linde
kodon 490'de yeni mutasyonlar tespit edilmistir (158).
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Bu ¢aligmada CiD suslarda en sik karsilastigimiz mutasyon, diger ¢alismalarla uyumlu
olarak WT8 band1 kayb1 ve MUT3 band1 olusumuyla saptanan rpoB S531L mutasyonudur (41/44,
%93,2). Bir susta (1/44, %2,2) WT7 bandi kaybi1 ile beraber MUT2B bandi olusumu, rpoB H526D
mutasyonu oldugunu gostermistir. Izoniyazid direncine sebep olan tiim mutasyonlar ele
alindiginda en sik goriilen mutasyonlar katG S315T (37/44, %84) ve katG C-15T (18/44, %41)
olarak bulunmustur ve bu sonug¢ diger calismalarla uyumludur (159,160). Baz1 ¢alismalarda
bulunan farkli sonuglarin sebepleri; cografi olarak o bolgede hastaliga sebep olan direngli suslarin
iilkemizdeki suslardan farkli mutasyonlara sahip olmalari, hastalarin tedaviye uyumu, ¢alismalarin
yapildig1 zaman diliminin farkli olmasi nedeniyle direng profillerinin zaman i¢inde degismesi,
sadece en sik mutasyon goriilen hedef kodonlara ait problarin bulundugu bir sistemin kullanilmasi,
dolayisiyla farkli mutasyonlarin belirlenememesi sayilabilir. Ornegin iilkemizde yapilan iki farkls
calismada (142,161) kodon 490, 535, 504, 541, 553 ve 572 gibi bolgelerde mutasyonlar
bildirilmistir. Bu durum, Minh ve ark.’nin Vietnam’da yaptiklar1 ¢calisma ile desteklenmektedir
(158). GenoType MTBDRplus VER2.0’de RIF icin 505-529 arasindaki kodonlar haricindeki
lokuslara ait prob yoktur ve bu bolge disindaki mutasyonlar tespit edilememektedir. Ote yandan
INH direnci i¢in yalnizca katG ve inhA genlerine ait mutasyonlarla iligkili problar
bulundurmaktadir. Bu sebeple ahpC ve kasA gibi direng iligkili diger genlerde meydana gelen
mutasyonlar tespit edilememektedir. Birincil ilaglara direngle ilgili yukarida bahsedilen

caligmalarin sonuglari toplu sekilde Tablo 5-1°de gdsterilmistir.

Tablo 5-1: Birincil ila¢lara direncle ilgili tespit edilen mutasyonlar.

. Birincil ilaglara direncle iliskili en sik mutasyon bélgeleri
Yazar Ulke
rpoB katG inhA
Javed ve ark. Pakistan ; :katG S315T - %66 (66/100 GiD) :inhA C-15T - %10 (10/100 GiD)

Abandave ark. |Kamerun  irpoB S531L-%83,7 (41/49 CiD)  ikatG $315T - %61,2 (30/49 CID)  |inhA C15T - %34,7 (17/49 CiD)

Maningi ve ark. |Giney Afrika irpoB S531L - %47,4 (46/97) {katG S315T - %33 (32/97) linhA C15T - %14,4 (14/97)
; katG S315T - %60 (12/20)

Alelign ve ark. Etiyopya  irpoBWT7 @ - %100 (2/2) ikatG MUT1 + WT = heterodireng - {inhA’da mutasyon @
i %10 (2/20) i

ikatG WT @ - %66,7 (8/12)

Gashaw ve ark. Etiyopya ;rpoB WT8 & - %71,4 (10/14) :
| 1katG S315T - %16.6 (2/12)

Bedewive ark.  |Etiyopya  irpoB S531L- %33,3 (3/9) ikatG S315T - %88 (22/25) {inhA C15T - %8 (2/25)
Addo ve ark. Gana irpoB D516V - %54,5 (6/11) ikatG S315T - %90,9 (10/11) {inhAT8C - %54,5 (6/11)
ikatG $315T - %72,9 (43/59) |
Cauwelaert ve ark. |Madagaskar ;rpoB S531L - %60,8 (28/51) ;katG MUT1 + WT = heterodireng - ;inhA C15T - %20,3 (12/59)
: i%3,4 (2/20) i
Meaza ve ark. Etiyopya  irpoB S531L- %77,1(27/35 GiD)  ikatG S315T - %80 (28/35 ID) iinhA C15T + A16G - %2,8 (1/35 CID)
Kebede ve ark. |Etiyopya  irpoB S531L- %81,6 (40/49 GID)  ikatG S315T- %100 (52/52 GID) |
Yildinm S. ve Uzun [Tiirkiye irpoB S531L - %52 (13/25 CiD) :
Singhal ve ark. Hindistan  irpoB S531L- %63,1(231/366 CID) ikatG S315T - %92,1 (337/366 CID) {inhA C15T - %6,8 (25/366 CID)
Yildirim ve Uzun | Tiirkiye ikatG S315T - %56 (14/25) linhA C15T - %12 (3/25)

Tiirkiye rpoB S531L - %93,2 (41/44 CiD) katG S315T - %54,5 (24/44 GiD) inhA C15T - %6,8 (5/44 CiD)
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Kiiresel olarak endikasyon dis1 yaygin kullanimlarindan dolay1 ikincil ilaglara direng son
yillarda énemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle FLK’a direng artis gostermis, son 15 yilda
kiiresel olarak CID ve RIF’e direncli suslarla olusan TB’da FLK'a direncli suslarin yaygimligi
%?20,1 olarak bildirilmistir (1,162). Bu durum birincil ilaglara direncli suslarda ikincil ilaglara
duyarlilik testi yapilmasinin 6nemini gostermektedir. Diinya genelinde MTBDRsl ile ikincil

ilaglara direncin arastirildig ¢esitli calismalar vardir.

Chandak ve ark., Hindistan'da yaptiklar1 calismada MTRBDRplus ile CID oldugu
belirlenen 205 M. tuberculosis kompleksi susunun ikincil ilaglara direncini MTBDRsl ile
degerlendirmislerdir. Suslarin 109 (%53,2)"u ofloksasine direncli, 39 (%19)'u parenteral ilaglara
(AMK, KAN, CAP) direncli, 85 (%41,5)'i etambutole direngli saptanmus, 36 (%17,6) susu YID
olarak tanimlamislardir. gyrA geninde en sik goriilen mutasyonu D94G olarak bildirilmiglerdir
(45/109, %41,3). Uc (%2,7) susta D94H mutasyonu goriilmiistiir. Suslarm 11 (%5,4)'inde
heterodireng (MUT]1 ile birlikte WT band1 varligi) saptarken, parenteral ilaclara direngle iligkili
en sik rrs A1401G (24/39, %61,5) mutasyonu bildirmislerdir. Iki susta (2/39, %5,1) rrs G1484T
mutasyonu, dort susta (4/39, %10,3) MUT bandi olugsmadan rrs WT1 kayb1 tespit etmislerdir
(163).

Mujuni ve ark., 2017-2019 yillar1 arasinda Uganda Ulusal Tiiberkiiloz Referans
Laboratuvarinda toplanan RIF ve/veya INH’a direngli 20.508 M. tuberculosis susunu analiz
etmislerdir. Toplam 576 adet CID susu MTBDRsl V2.0 kullanarak degerlendirilmis, 42 (42/576,
%7,3)’sinde sadece FLK’a direng, 12 (12/576, %2,1)’sinde sadece parenteral ilaglara direng, kalan
14 (14/576, %2.,4) susta ise hem FLK hem parenteral ilaca diren¢ (YID) bildirmislerdir. Bu
calismada FLK’a direng ile iliskili en yaygin mutasyon gyrA D94G (%37) ve sadece bir susta
gyrB E540D olarak bildirilmistir. Parenteral ilaglara direngten sorumlu mutasyonlar s A1401G

(%77) ve eis C14T mutasyonlar1 olarak saptanmustir.

Lv ve ark., MTBDRplus ile CID olarak tespit ettikleri 10 susu MTBDRsl ile
degerlendirmisler, iki susta (2/10, %20) FLK’a ve etambutole diren¢ tespit ederek bu suslari
Pre-YID olarak tamimlamslardir, FLK’a direng ile iliskili mutasyonlar1 gyrA D94H (%10) ve
gvrA A90V (%10) olarak saptamislardir. Herhangi bir 77s mutasyonu bildirmemislerdir (164).

Jeong ve ark., daha 6nce LIJ besiyerinde proporsiyon ydntemi ile fenotipik olarak CID

oldugu belirlenen 40 susu MTBDRsl ile degerlendirmis, 30 (%75) susu FLK'a direngli bulmus ve
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direncle iliskili en sik saptanan mutasyonu gyrA D94G (20/40, %50) olarak bildirmislerdir. gyrA
geninde bildirdikleri diger mutasyonlar A90V (6/40, %15), S91P (2/40, %5), D94A (1/40, %2,5),
D94N/D94Y (1/40, %?2,5)’dir. Bir susta gyrA WT2 ve WT3 kayb1 (1/40, %2,5), bir susta gyrA
WT3 kayb1 %2,5 (1/40) saptamiglardir. Parenteral ilaclara direngli olan 29 (29/40, %72,5) susta
rrs A1401G (25/40, %62,5) ve rrs G1484T (2/40, %5) mutasyonlarini bildirmislerdir. Bir susta
(1/40, %2,5) parenteral ilaca diren¢ MUT bandi olugsmadan rrs WT1 ve WT2 bantlarinin kaybi ile
belirlemislerdir (165).

Zeng ve ark., Cin’de yaptiklar1 calismada MTBDRplus ile CID oldugunu tespit ettikleri
189 susu MTBDRsl ile degerlendirmislerdir. En sik goriilen mutasyonlart gyrA D94G (%48,2),
rrs A1401G (%76,2) ve rrs G1484T (%14,3) olarak bildirmislerdir. Florokinolonlara direnci
arastirtlan 162 susun besinde (%3,1) hem MUT hem WT bantlar1 gozleyerek bu durumu
heterodireng olarak degerlendirmislerdir. Fenotipik olarak LEV’e direngli olan 103 sustan 85’1
MTBDRsl ile FLK’a direngli saptamiglar ve mutasyonlart D94G (39/85, %45) ile D94B (12/85,
%14) olarak bildirmislerdir. Dort susta herhangi bir MUT bandi olusmadan WT band1 kayb1
bildirilmistir. Bes susta (5/59, %8,5) fenotipik olarak LEV duyarli olmasina ragmen MTBDRsl ile
diren¢ saptamiglardir. Parenteral ilaclara direng ile iliskili olarak AMK’e direng¢li suslarda
A1401G (16/20, %80), C1484T (5/20, %25) mutasyonlari, CAP’e direnc¢li suslarda A1401G
(15/18, %83), C1484T (4/18, %22,2) mutasyonlarini bildirmislerdir (166).

Sethi ve ark., 863 direngli susun (RIF’e direngli, INH’a direncli veya CID) ikincil ilaglara
direncini MTBDRsl ile incelemis, FLK’a direngli suslarda en sik goriilen mutasyonu gyrA D94G
(139/324, %42,9) olarak bildirmislerdir. Saptanan diger mutasyonlar gyrA A90V (58/324, %17,9)
ve gyrA D94A (30/324, 9%9,2), gyrA D94N/D94Y (22/324, %6,8), gyrA S91P (11/324, %3.,4) ve
gyrA D94H (3/324, %0,9) olarak belirlemiglerdir. Toplam sekiz (%2,4) susta iki farkli gyrA
mutasyonunu bir arada bildirmislerdir. Yirmi alt1 susta (26/324, %8) MUT band1 olusmadan yalniz
WT band1 kaybi tespit etmislerdir. Hi¢ bir susta gyrB geni ile iliskili MUT bandi olusumu
izlenmemis, 10 susta (10/324, %3,1) gyrB WT1 kayb1 tespit etmislerdir. Parenteral ilaglara
direnc¢li (7rs veya eis mutasyonu olan) suslar icerisinde ise rrs A1401G (44/73, %60,3), rrs

G1484T (4/73, %5,4) ve eis C-14T (10/73, %13,7) mutasyonlari bildirmislerdir (167).

Yadav ve ark., Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada CID suslari MTBDRsl ile
degerlendirmislerdir. Test edilen 415 susun 176’sinda (%42,4) gyrA mutasyonu tespit etmisler,
bu 176 susta belirlenen mutasyonlarin biiyiik kisminin (109/176, %61,9) 94 numarali kodonda
oldugunu tespit etmislerdir. Saptanan tekli mutasyonlari gyrA D94G (73/176, %41,5), gyrA D94A
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(13/176, %7,4), gyrA D94H (7/176, %3,9) ve gyrA D94N/D94Y (9/176, %5,1) olarak
bildirmislerdir. Diger gyrA mutasyonlari 90 numarali kodon (49/176, %27,8) ve 91 numarali
kodondadir (8/176, %4,5) ve bunlar gyrA A90V (42/176, %23,8) gyrA S91P (6/176, %3,4)
mutasyonlaridir. Bunlara ek olarak bes susta bildirilen ¢ift mutasyonlar MUT1 + MUT3B (2/176,
%1,1), MUT1 + MUT3C (1/176, %0,6) ve MUT2 + MUT3B (2/176, %]1,1)’dir. Dort susta
yalnizca WT bandi kaybi1 gozlemisler, bunlardan {i¢ tanesi WT2, bir tanesi WT3 olarak
bildirilmistir. gyrB genine ait herhangi bir mutasyon bildirilmemistir. Parenteral ilaglara direng ile
ilgili en sik saptanan mutasyon rrs A1401G (35/40, %87,5) olup bunlardan iki susta hem rrs WT
hem de MUT1 bantlar1 birlikte saptamislardir. Bir susta 7#s MUT2 (G1484T) mutasyonu tespit
etmisler, li¢ susta eis WT2 kaybu ile birlikte herhangi bir MUT bandi olusumu bildirmemislerdir
(168).

Bu ¢alismada MTBDRplus ile CID olarak belirlenen 44 sus MTBDRsl V2.0 kullanarak
degerlendirilmis, suslarin 14 (14/44 %31,8)’ii Pre-YID suslar olarak saptanmistir. Ikincil ilaclara
diren¢ saptanan suglarin 8 (8/14, %57,1)’1 FLK a direngli, kalan alt1 sus (6/14, %42,8) parenteral
ilaglara direngli bulunmustur. Mujuni ve Sethi’nin ¢aligmalart ile kiyaslandiginda bu ¢alismadaki
toplam FLK’a direngli sus orani daha diisiiktiir ve FLK’a direncli saptanan suslardan herhangi
birinde herhangi bir parenteral ilaca direng birlikteligi saptanmamistir. Ikincil ilaglara direncle

ilgili yukarida bahsedilen ¢alismalarin sonuglari toplu sekilde Tablo 5-2’de gosterilmistir.

Tablo 5-2: ikincil ilaclara direncle ilgili tespit edilen mutasyonlar.

.. En sik gyrA ve gyrB .
Yazar Ulke FLK'a direnc tegyrive gyl Parenteral ilaglara direng En sik rrs ve eis mutasyonlari YID
mutasyonlan
Chandak | . . [%53(109/205) igyrAD94G-%41,3(45/109) (%19 (39/205) irrs A1401G - %61,5 (24/39)  %17,6
ve ark. fndistan rrs WT @ - %10,3 (4/39) (36/205)
Mujunive | {%9,7 (56/576)  gyrA D94G - %37 {%4,5 (26/576) irrs A1401G - %77 (20/26)  |%2,4
ark. ganda igyrB E540D - %1,8 (1/56) § leis C-14T {(14/576)
) 1%20 (2/10) igyrA D94H - %10 s o :
Lvve ark. |Cin gyrA A0V - %10
Jeong ve Kore ;%75 (40/30) égyrA D94G - %50 (20/40) ;%72,5 (29/40) ;rrs A1401G - %62,5 (25/40)
ark. igyrAWT - %5 (2/40) irrs WT @ - %2,5 (1/40)
Zengve | %45 (85/189)  igyrAD94G - %45 (39/85) {AMK: %10,6 (20/189) irrs A1401G - %80 (16/20)
ark. § {gyrAWT @ - %4,7 (4/85) {CAP: %9,5 (18/189)
e i%37,5 (324/863) igyrA D94G - %43 (139/324)  i%8,4 (73/863) irrs A1401G - %60,3 (44/73)
e |Hindistan | GyrAWT 0-%8 (26/324) | eis C-14T-%13,7 (10/73)
: g igyrBWT 2 - %3,1(10/324) | g
Yadavve . . - %42,4(176/415) (gyrAD94G-%A1,5(73/176) (%9,6(40/415) irrs A1401G - %87,5 (35/40)
ark. indistan LgyrAWT o - %2,3 (4/176) § leis WT 2 - %7,5 (3/40)

%18,2 (8/44) gyrA A90V - %50 (4/8) %13,6 (6/44) rrs A1401G - %66,6 (4/6)
gyrB @ eis WT2 @ - %16,6 (1/6)

Turkiye
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Bu ¢alismanin sonuglarina gore ikincil ilag¢ direnci olan suslar arasinda eis mutasyonu
diistik orandadir (1/14, %7,1) ve bu WT2 bandinin kaybi seklinde olup herhangi bir MUT band1
olusumu tespit edilmemistir. Cesitli calismalarda bildirilen eis C-14T mutasyonuna bu ¢alismada
rastlanmamustir (169). Ayrica bu ¢alismada en sik saptanan gyrA mutasyonu A90V olarak tespit
edilmis, literatiirde sik¢a gyrA D94G olarak bildirilen ¢aligmalardan farkli bulunmustur. Bu
durum, tedavi protokollerinin ve yukarida sayilan nedenlerle direncin cografi olarak degisim
gosterebilecegini, her bolgenin ve lilkenin kendi diren¢ profili ve suslarina ait sik goriilen

mutasyonlart oldugunu gostermektedir.

Ikincil ilag direngli suslar icin DSO’niin y1llik raporlarindaki verilere ve literatiirdeki gesitli
caligmalara bakildiginda FLK’a ve parenteral ilaglara direncin birlikte bulunma orani, ayr1 ayri
bulunma oranindan genellikle daha diisiiktiir (162,169—171). Bu calismada herhangi bir susta

birden fazla ikincil ila¢ direnci saptanmamis olmasi bu genellemeyi desteklemektedir.

Calismamizin en ilging sonuglarindan biri MTBDRplus testi ile CID olmadig1 saptanan
yedi sustan dordiinde FLK’a direng, birinde ise KAN/AMK/CAP’e direng saptanmasidir. Yani
toplamda %57,1 (4/7) susta GenoType test sonuclarina gére CID olmamasima ragmen sekonder
ilag direnci saptanmistir. Bu oran alisilageldik M. tuberculosis direng profillerine gore farkli olup

dikkat ¢ekici bulunmustur.

TB ile miicadelede yeni ilag ¢caligmalar1 devam etse de direng gelisimi daima kargimiza bir
engel olarak c¢ikmaya devam etmektedir. M. tuberculosis, farkli mutasyonlar ve ¢esitli
mekanizmalar sayesinde antitiiberkiiloz ilaglara karsi diren¢ miicadelesini siirdiirmektedir. Bu
nedenle dirence neden olabilecek yeni mutasyon bolgelerinin tespit edilmesine yonelik giincel
molekiiler ¢alismalarin yapilmasi 6nemlidir. Bu son derece basarili bakterinin populasyon
biyolojisi iizerindeki yeni bir ilacin veya herhangi bir miidahalenin etkisini degerlendirmek igin,
ideal olarak tiirlin tiim filogenetik alanini temsil eden ¢ok sayida M. tuberculosis suslarinin

yapilacak yeni ¢aligmalara dahil edilmesi 6nemlidir (82).

Rifampine direngli suslarda rpoB S531L, INH’a direngli suslarda ise katG S315T1 ve inhA
CI5T promoter bolge mutasyonlarini izlemek tanisal ve epidemiyolojik ac¢idan degerlidir.
Tiiberkiiloz hastalarinda RIF ve INHa direngli M. tuberculosis’in hizli teshisi, tedavi rejimlerinin
hizla yeniden diizenlenmesini saglayarak uygun zamanda yapilacak enfeksiyon kontrol

miidahaleleri, CID bakterilerle olusacak TB’nin ilerleme ve yayilma riskini azaltabilir (159).
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Ikincil ilaglara diren¢ ve dirence neden olan mutasyon bélgeleri ile ilgili calismalarin
yapilmasi, yeni mutasyon bdlgelerinin tespit edilmesine, dolayisiyla var olan Kkitlerin
giincellenmesi ve yeni kitlerin gelistirilmesini saglayacaktir. Ornegin Vietnam’da yapilan bir
caligmada parenteral ilaglara direncin daha ¢ok eis geninde oldugu bulumus ve kitler bu gendeki
mutasyon bolgelerini de tespit edebilecek sekilde giincellenerek yeni ve daha etkili bir versiyonun
ortaya ¢ikmasini saglamistir (172). Bu calisma da bu amagla yapilmis calismalardan biridir. Bu
tip caligmalar yapilmaya devam ettik¢e epidemiyolojik verilere katk: saglanacak ve en 6nemlisi,
dirence neden olan olas1 yeni mutasyon bolgeleri tespit edilerek YID suslarin belirlenme sansi

artmis olacaktir.
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