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TURKCE OZET

Amag: Calismamizin amaci, laboratuvarimizda izole edilen M. tuberculosis komplex
suslarinda gelisen antibiyotik direncine neden olan gen paternlerinin molekiiler

yontemlerle belirlenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza, 2004-2021 yillar1 arasinda identifiye edilmis ve
antibiyotik duyarliligi belirlenmis olan rifampisin direng¢li 21 M. tuberculosis
komplex susu dahil edildi. Bu suslarin Genotype MTBC kiti ile tiirline ve Genotype
MTBDR plus kiti ile rifampisin direncine neden olan gen paternine bakildi. Bunlarin
icinden rifampisin ve izoniazid direnci birlikte olan ¢oklu ilaca direngli 12 susa
Genotype MTBDR sl kiti ile ikinci nesil ilag direncine neden olan gen paternine
bakildi.

Bulgular ve sonu¢: Rifampisin direngli 21 izolat GenoType MTBC yontemi
degerlendirildiginde 19’u (%90,4) M. tuberculosis/canetti olarak sonuglandi, ikisi bu
test ile degerlendirilemedi. Bunlarin yedisi (%36,8) Genotype MTBDR plus ile
rifampisine direngli iken 12’si (%63,2) duyarli bulundu. Direngli olanlarin ise birinde
(%14,3) WT8 ve WT6 bantlarinda, birinde (%14,3) WT8 bandinda silinme
gozlenirken, birinde (%14,3) WT7 bandinda silinme ile rpoBMUT2A mutasyonu ve
dordiinde (%57,1) WT8 bandinda silinme ile rpoBMUT3 mutasyonu birlikte
goriildii. Suslarin 7’si (%36,8) Genotype MTBDR plus ile INH i¢in direngli iken
12’si (%63,2) duyarli oldugu goriildi. Direngli olanlarin ise besinde (%71,4)
katGWT bandinda silinme ile katGMUT1 mutasyonu ve ikisinde (%28,6) yalnizca
mhAMUT3B mutasyonu goriildii. Coklu ilaca direngli 10 M. tuberculosis izolatinin
GenoType MTBDR sl ver 2.0 yontemi ile dokuzunda genotipik olarak ikinci nesil
ilaglarin higbirine kars1 direng paterni gozlenmedi.  Bir sus bu test ile
degerlendirilemedi. Sonu¢ olarak fenotipik direng gozlenen suslarda her zaman
geotipik ilag direnci gozlenmeyebilir. Laboratuvarimizda rifampisin i¢in en sik
rastlan genotipik patern WT8 bandinda silinmeyle birlikte rpoBMUT3 olarak

belirlendi.

ANAHTAR SOZCUKLER: M. tuberculosis komplex, Rifampisin direnci,

[zoniazid direnci, Coklu ilaca direnc



ABSTRACT

Background: The aim of our study is to determine the gene patterns that cause
antibiotic resistance in M. tuberculosis complex strains isolated in our laboratory by

molecular methods.

Material and Method: In our study, 21 rifampicin-resistant M. tuberculosis
complex strains identified between 2004-2021 and antibiotic susceptibility were
determined were examined with the Genotype MTBC kit and the gene pattern
causing rifampicin resistance with the Genotype MTBDR plus kit. Among them, the
gene pattern causing second-generation drug resistance was examined with the
Genotype MTBDR sl kit on 12 multi-drug resistant strains with rifampicin and

isoniazid resistance together.

Results: When the GenoType MTBC method of 21 rifampicin-resistant isolates was
evaluated, 19 (90.4%) resulted as M. tuberculosis/canetti, two of which could not be
evaluated with this test. Seven of them (36.8%) were resistant to rifampicin with
Genotype MTBDR plus, while 12 (63.2%) were susceptible. In the resistant ones,
deletion was observed in the WT8/WT6 region in one (14.3%) and in the WT8
region in one (14.3%), while one (14.3%) was deleted in the WT7 region with the
rpoBMUT2A mutation and in four (57.1%) the WT8 region. deletion and
rpoBMUT3 mutation was observed. While 7 (36.8%) of the strains were resistant to
INH with Genotype MTBDR plus, 12 (63.2%) were found to be susceptible.
Deletion and katGMUT1 mutation in the katGWT region was observed in five
(71.4%) and InhAMUT3B mutation in two (28.6%) of the resistant ones.
Genotypically, no resistance pattern was observed against any of the second-
generation drugs in nine of the 10 multidrug-resistant M. tuberculosis isolates with
the GenoType MTBDR sl ver 2.0 method. One strain could not be evaluated with
this test. As a result, geotypic drug resistance may not always be observed in strains
with phenotypic resistance. In our laboratory, the most common genotypic pattern for
rifampicin was determined as rpoBMUT3 with deletion in the WT8 band.



KEYWORDS: M. tuberculosis complex, Rifampicin resistance, Isoniazid resistance,
Multidrug resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Mycobacterium tuberculosis bakterisinin neden oldugu tiiberkiiloz, diinya
capinda onemli ve yeniden dirilen bir saglik sorunudur. Son zamanlarda hastalik,
bagisiklik sistemini zayiflatarak gizli hastaligin yeniden aktivasyonuna izin veren
HIV'in yayilmasiyla daha da yayginlasti. Son otuz yilda, ilaca direngli TB
olusumunda da ¢arpici bir artis olmustur. TB i¢in yalnizca az sayida ilag onaylanmis
olsa da, bunlarin etki mekanizmalar1 ve farmakokinetigine iliskin giderek artan
calismalar, kapsamli kombinasyon c¢aligmalarinin temelini olusturmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii tahmini son yillarda tahmini yarim milyon vakanin ¢oklu ilaca direncli
tiiberkiiloz (CID-TB) oldugunu ve bunlarin %8,5'inin yaygin ilaca direngli TB (YID-
TB) oldugunu rapor etmistir.

Diinya niifusunun yaklasik iicte biri Mycobacterium tuberculosis ile
enfektedir ve bu mikroorganizmayi en basarili insan patojenlerinden biri yapar. Bu
durum, herhangi bir semptom olusturmadan, konakta uzun siire hayatta kalabilme
kabiliyetine ve bu asemptomatik bulasici olmayan faz ile klinik olarak belirgin bir
bulasici1 faz arasinda gecis yapabilme kabiliyetine atfedilebilir. Yoksulluk ve insan
immiin yetmezlik virtisi (HIV) kaynakli immiin yetmezlik ile yakin iligkisi, onu
diinyanin az gelismis bolgelerinde en énemli halk sagligi sorunlarindan biri haline
getirmektedir. Bununla birlikte, hastaligin seyrinde bulasict bir bireyi miimkiin
oldugunca erken donemde bulasict olmayan bir kisiye doniistiiren miidahaleler de
Oonemlidir.

M. tuberculosis izolatlarinin zamaninda ve dogru ilag duyarlilik testi
(DST), CID-TB suslarinin bulasmasin1 6nlemek i¢in hayati 6nem tagimaktadir. M.
tuberculosis'in yavas biiylimesi ve kati biyogiivenlik gereksinimleri, kiiltiire dayali
tekniklerle tam bir DST profilinin elde edilmesini haftalar veya aylar meselesi haline
getirir. M. tuberculosis ila¢ direnci, esas olarak birka¢ gendeki kromozomal
mutasyonlarla saglanir, bu da bu genleri siralayarak veya molekiiler hibridizasyonla
arastirarak ilag direncini tespit etmeyi miimkiin kilar. Direngle iligkili mutasyonlarin
tespiti icin gesitli ticari testler mevcuttur. Diinya Saghk Orgiitii, coklu ila¢ direncini
belirlemek amaciyla rifampisin (RIF) direncinin saptanmasi i¢in GenoType MTBDR
plus V2 (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)ve Xpert MTB/RIF testini (Cepheid,
Sunnyvale, CA, ABD) desteklemektedir.



Bu calismada, TB 6n tamis1 ile Diizce Universitesi Saglik Uygulama Ve
Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen klinik
orneklerde; M. tuberculosis komplex tanisi ve RIF direncinin belirlenmesinde
Genotype MTBDR plus testinin performansinin, boyali mikroskopik inceleme ve
altin  standart yontem olan kiiltiir yontemleriyle elde edilen sonuglarla

karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Tiiberkiiloz (TB) tarihi insanlik tarihi kadar eskiye dayanmaktadir ve
tiiberkiiloz hakkinda ilk bilgiler Milattan {i¢ bin y1l 6nce Nil nehri kenarindaki Dra
Abu-EI Naga isimli kasabada yasamis olan ve kanli balgam ¢ikararak 6len geng bir
kizdan Ogrenilmistir (1). Tiiberkiiloza 06zgli iskelet anormallikleri de Misir
mumyalarinda bulunmustur ve eski Misir sanati tarafindan da agikga tasvir edilmistir
(2). Pott apsesi denilen vertebra tiiberkiilozu Milattan 6nce binyilinda yasamis olan
rahip Nesperchan’in mumyasinda ortaya ¢ikarilmistir (1). Aceves-Avila ve
arkadaglarinn Meksika’da XVI. ylizyilda yasamis Amerikan Yerlilerime ait, 443
iskelette, romatizmal hastaliklar1 yoniinden yaptiklar1 aragtirmada 19 Pott hastalig

gormelerine kargin Gut goriilmemistir (3).

Klinik olarak tiiberkiiloz hastaligi, Roma Imparatorlugu déneminde hekimlik
yapmis olan Dr. Aretaus tarafindan, terleme ve aralikli ates ile birlikte genel
halsizligin eslik etmesi seklinde tariflenmistir (1). Yine, Roma déneminde hekimlik
yapmis olan Bergama’li Galen veremi ates, kanli oksiiriikk ve terleme belirtileri ile

giden ve az bulasici bir hastalik olarak nitelendirmistir (1).

Mikobakteriler 150 milyon yildan daha 6nce ortaya ¢ikmistir ve insanlarda
hastalik yapan diger patojenlere gore daha fazla can kaybina neden olduklar
bilinmektedir (4). Onceleri gdgebe yasarken, yerlesik hayata gecen insanlar ilk olarak
verem mikrobunu (Mycobacterium bovis) evlerinde baktiklari sigirlarindan almustir.
[k arastirmalarda sigirlarda tiiberkiiloz benzeri bir hastaliga neden olan M. bovis'in,
M. tuberculosis'in evrimsel onciisii oldugu varsayilmistir (5). Ancak bu hipotez M.
tuberculosis kompleksi (MTBC) genomunun DNA dizilimi ve diger molekiiler
yontemler ile karakterize edilerek ortaya ¢ikarilan yeni veriler nedeniyle artik siipheli
kabul edilmektedir. Bu ¢alismalar ile MTBC iiyeleri arasinda %99,9'dan fazla DNA
dizisi benzerligi gosterilmistir (6), ancak nadir esanlamli tek niikleotid
polimorfizmlerinin (sSNP) varligi, bu yakin iligkili bakteriler arasinda ayrim

yapilmasina olanak tanir. sSNP analizleri, M. bovis'in M. tuberculosis ile ayni



zamanda evrimlestigini (7) ve MTBC genomlarindaki delesyonlarin ve
insersiyonlarin dagilimina iliskin bir ¢aligma ise, her iki M. tuberculosis ve M. bovis

bakterilerinin M. canetti ile iliskili baska bir oncii tiirden olustugunu gostermistir (6).

Thomas Domandy ‘Beyaz Veba’ isimli kitabinda veremin ortaya ¢ikmasinda
sadece mikroorganizmanin varligi degil ayni zamanda kotii barinma kosullari,
yetersiz beslenme, asir1 niifus artisi, gocler ve hava Kirliliginin de katkis1 oldugunu

yazmaktadir (1).

Orta Cag Avrupa'sinda tiiberkiilozun yaygin oldugu Arkeolojik kanitlar ile
gosterilmistir. Orta Cag ve sonrasinda “King’s Evil” olarak bilinen lenf bezi
tiiberkiilozu ¢ok yaygindi (8). Fransa Krali Clovis’in 496 yilindaki tac giyme
toreninde skrofulali hastalara dokunan ilk Avrupa hiikiimdari oldugu biliniyor ve
nesiller boyunca kralin soyundan gelenlerin onun sifa giiciinii miras aldiklar
diisiiniilityordu. Hastaliktan etkilenen kisilerin kralin dokunusu ile iyilesebilecegine
inaniliyordu (9). Ingiltere Krali VI. Edward, Fransa Krali IX. Charles, tiiberkiiloz
hastaligindan 6len krallardir (9).

Tiiberkiiloz basilini ilk kez 1882 yilinda bir kasabada doktorluk yapan Robert
Koch, kendisine dogum giinii hediyesi olarak esinin verdigi mikroskopla gosterdi. Bu
mikroorganizmayr TB hastaligina yakalanmig biitlin hastalarda gosterdi ve
caligmalar1 sonucunda “Tiiberkiiloz bulasici, korunabilir ve 1iyilestirilebilir bir
hastaliktir* tezini yayinladi (1). Doktor ve Bakteriyolog olan Albert Calmette ve
Fransiz Pateur Enstitiisiindeki ~ Veteriner Calmille  Guerin, Dbirlikte bu
mikroorganizmaya karst as1 bulmaya yonelik arastirmalar yapmaya basladilar.
Amaglari, vereme karsi bagisiklik olusturacak viriilans1 diisiik bir mikobakteri
tiretmekti. Bir sigirdan elde ettikleri viriilan bir TB basilini (M. bovis) patates, sigir
safrast ve gliserinden olusan yapay bir kiiltiir ortamina ektiler. Bu bakteriyi yaklasik
20 senelik bir siire i¢erisinde 230 defa pasajladiktan sonra istedikleri sonuca vardilar.
Bilim ¢evreleri, bagisiklik yapma 6zelligi olan bu bakteriye Bacile Calmette-Guerin
(BCG) adin1 verdiler (10). BCG asis1 artik test edilmek i¢in hazirdi. As1 ilk defa 1921
yilinda Paris’te annesi akciger tliberkiilozundan 6len bir yenidogana uygulandi ve

cocukta bagisiklik saglanarak TB hastaligi gelismedi. Bundan sonraki yedi yilda 100



binden fazla ¢ocuk bu as1 ile agiland1 ve artik as1 Avrupa'da kolayca bulunabiliyordu

(10,11).

Tiiberkiilozun bulagic1 ve onemli bir hastalik oldugu 19. yilizyilda artik
bilinmekteydi. Doktor Herman Biggs, 1881 yilinda tiiberkiilozun bir halk sagligi
sorunu oldugunu sapmatasiyla birlikte 1889 yilinda tiiberkiiloz vaka bildiriminin
Oonemini vurguladi. 1894 yilinda Herman Biggs New York Sehri Yonetim Kurulu'nu
tiiberkiilozun bildirimi zorunlu bir hastalik olmas1 gerektigi konusunda ikna edebildi
ancak saglik uzmanlar1 1900°¢ kadar bu uygulamaya karsi ¢ikti (12-15). Aym
sekilde Domasevicius 1934 yilinda yayimnladigi makalesinde tiiberkiilozun bir birey
hastaligi ya da bir aile hastalii olmadigini, tiiberkiilozun genel popiilasyonun
hastalig1 oldugunu belirtti (16). Bu gelismelerden sonra XIX. yiizyilin sonlarinda ve
XX. ylizyilda veremli hastalarin izolasyonu disiiniilerek bunun i¢in daglik yerlerde

sanatoryumlar yapilmaya baslanmistir.

Tiiberkiiloz tarihinde yeni bir donem, 1940’larda Amerika Birlesik
Devletleri'nde streptomisinin (SM), Isve¢’te para-amino salisilik asit (PAS)’in
bulunmasi ile baslamistir. Tedavide kullanilan bu ilaglara zamanla direng
gelismesiyle yeni ilag arastirmalart baglamistir. Robizek ve Selikof 1952 yilinda
izoniazidin (INH) bulmasindan sonra 18-24 ay siiren {iglii kombine tedavi rejimi
sonucu TB tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir. 1954 yilinda pirazinamid
(PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF)

bulunmustur.

Kendi tarthimize baktigimizda tliberkiilozla ilgili kaynaklarda verem
hastaliginin Osmanli'da da 6nemli bir saglik sorunu oldugunu gériiyoruz. Sultan II.
Mahmut’un analigi Naksidil Sultan ve oglu Abdiillmecid’in veremden oldigii
bildirilmektedir (17). Osmanli’da verem ve kuduz hastaligi ile savas II. Abdiilhamit
tarafindan baglatilmistir. 1l. Abdiilhamid’in arzusu tizerine Cemiyet-i Tibbiye-i
Sahane tiiberkiiloz konusu iizerinde ¢alismaya yonelmistir. 1918 yilinda Prof. Dr.
Besim Omer Pasa tarafindan kurulan Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti
Tiirkiye’deki veremle miicadelenin oncii kurulusu kabul edilir (18). Bunu takiben
Behget Uz tarafindan 1923 yilinda izmir’de Verem Savas Dernegi kurulmus. 1925
yilinda Tevfik Saglam’in organize ettigi Milli Tirk Tip Kongresi'nde esas konu



olarak veremle savas giindeme girmistir. Istanbul’da verem savas dispanserlerinin

sayis1 hizla artmigtir (18).

2.2. Epidemiyoloji
2.2.1. Diinya’da Tiiberkiiloz Durumu

Tiiberkiiloz diinyada yaygin goriilen 6nemli bir bulasici hastaliktir ve
diinyada 6lime neden olan baslica 10 hastaliktan biridir. Tek basina 6liime neden
olan enfeksiyon etkeni olarak ilk sirada yer alir. Tiiberkiiloza M. tuberculosis basili
neden olur ve cogunlukla akcigerleri etkiler. Akciger tiiberkiilozu olan kisiler
oksiirdiigiinde, hapsirdiginda veya tiikiirdiigiinde tiiberkiiloz hava yoluyla yayilir. Bir

kisinin enfekte olmasi i¢in sadece birka¢ mikrop solumas yeterlidir (19).

1997'den beri her yil Diinya Saglk Orgiitii (WHO), kiiresel TB durumunun
giincel bir degerlendirmesini saptayan ve hastaligin Onlenmesi, teshisi ve
tedavisindeki ilerleme ve ¢abalar1 6zetleyen iilkesel, bolgesel ve kiiresel diizeyde TB
raporu yayinlamaktadir. Bu rapora gore her yil yaklasik 10 milyon kisi tiiberkiiloz
hastaligima yakalanmaktadir. Onlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik olmasina
ragmen, TB her yi1l 1,5 milyon insanin 6liimiine neden olmakta ve bu da onu diinyada

en sik 6liime neden olan bulasict hastalik yapmaktadir (19).

Diinya niifusunun yaklasik dortte birinin M. tuberculosis tarafindan enfekte
oldugu tahmin edilmektedir. Bu kisilerin sadece %5-15'inde aktif TB hastalig
gelismektedir. Geri kalanlarda hastalik olusturmadan TB enfeksiyonu vardir ve
bulastiric1 degillerdir. TB antibiyotik kullanimi ile tedavi edilebilir bir hastaliktir
(20). TB gelisen hastalarin %85°1 alt1 aylik ilag tedavi rejimi ile tedavi edilebilir ve

tedavi bulasiciligin 6nlenmesinde faydali olur (20).

Tiiberkiiloz tiim diinyada mevcuttur ancak yoksul iilkelerin hastaligi olarak
bilinmektedir ve tiiberkiiloza yakalanan insanlarin ¢ogu diisiik ve orta gelirli
iilkelerde yasamaktadir. Tiim TB hastalarinin yaklagik yarist su 8 iilkede
bulunmaktadir: Banglades, Cin, Hindistan, Endonezya, Nijerya, Pakistan, Filipinler
ve Giiney Afrika (Sekil 1) (19).
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Sekil 1. En az 100.00 TB vakasi olan iiklelerdeki tahmini TB insidansi, 2020 (WHO)
(19)

2020 Mart ayinda COVID-19 pandemisi patlamasiyla birlikte tiiberkiilozla
ilgili verilerde 6nemli degisikler goriilmiistiir. En belirgin etki, yeni TB tanist konan
ve rapor edilen kisi sayisindaki biiyiik kiiresel diisiis olmustur (Sekil 2). Yeni TB
vaka sayis1 2019'da 7,1 milyondan 2020'de 5,8 milyona kadar diismiistiir, veriler
%18'lik bir diistisle 2012 seviyesine geri donmiistiir ve bir onceki yila gore ¢ok
geride kalmistir. TB tami ve tedavisine erisimdeki bu azalma, TB nedenli 6lim
sayisinda artisa neden olmustur. 2020 yilinda en iyi ihtimalle tahmini, TB nedenli
6liim sayis1t HIV negatif insanlar arasinda 1,3 milyon (2019'da 1,2 milyon) ve HIV
pozitif insanlar arasinda 214.000’dir (2019'da 209.000). Oliim sayisindaki bu artis
verilerin 2017 diizeyine geri dondiigiinii gostermektedir. TB insidansindaki diisiis
onceki yillara gore durma noktasina kadar yavaslamistir. Bu etkilerin 2021 ve
2022'de ¢ok daha kotii olacagi tahmin edilmektedir (19).
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Sekil 2. TB tanist konan kisilerin vaka bildirimlerindeki egilimler, 20162020
(WHO) (19)

Ilaca direncli TB halk saglig tehditi olmaya devam etmektedir. Birinci basamak
ilaglardan en etkili olan izoniazid ve rifampisine karsi direng en biiyiik endise
kaynagidir. Her iki ilaca kars1 direng, ¢oklu ilaca direngli TB (CID-TB) olarak
tanimlanir. Hem CID-TB hem de sadece rifampisine direngli TB (RR-TB), ikinci
basamak ilaglarla tedavi gerektirir. Yaygn ilaca direngli TB (YID-TB), izoniazid ve
rifampisine, ayrica herhangi bir florokinolon ve enjekte edilebilir ikinci basamak
ilagtan yani amikasin, kanamisin veya kapreomisin en az birine direngli, nadir
goriilen bir CID-TB tiiriidiir.

2020'de diinyada, bakteriyolojik olarak dogrulanmis akciger TB hastaligi teshisi
konan kisilerin %71' (2,1/3 milyon) antibiyotik direnci i¢in test edilmistir. Ayni
oranlar 2018’de %51, 2019°da %61 seklindedir. Toplam 157.903 vakanin 132.222’i
CID/RR-TB ve 25.681°i YID-TB olarak tespit edilmistir. Bu, 2019'da ilaca direncli
tiiberkiiloz tespit edilen toplam 201.997 vaka sayisina gore biiyiik bir dististiir (%22)



ve yeni teshis edilen toplam vaka sayisinda benzer sekilde biiyiik diisiislerle tutarl
goriilmektedir (%18). Diinya’da 2020 yilinda CID/RR-TB tespit edilen 150.359 kisi
tedavi edilmistir. Kayith oldugu bildirilen CID/RR-TB'li tedavi edilen Kisilerin
kiimiilatif toplam sayis1 2018'den 2020'ye kadar 482.683 idi, bu 5 yilllik hedefin
sadece %32'sine denk gelmektedir (2018-2022 toplam 1,5 milyon hedef) (19).

Tiiberkiilozu Sonlandirma Stratejisinde Ongoriildiigii gibi 2035 yilina kadar
kiiresel bir halk sagligi tehdidi olan tiiberkiilozun sona erdirilemeyecegi tahmin
edilmektedir. Oregin, hedef 2015 ve 2020 arasinda TB insidansmi %20 azaltmak
iken, 2020 kiiresel TB raporu, bu donemde TB insidansinda sadece %9'luk bir
azalma oldugunu ve yillik olarak sadece yaklagik %2'lik bir azalma oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde, 2015 ve 2020 arasinda Oliim oranlarinda sadece
%141k bir azalma ile %35 olarak belirlenen o6liim azaltma hedeflerine

ulasilamamustir.
2.2.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz Durumu

Tiirkiye’de TB i¢in basarili bir verem savasi programi yiiriitiilmektedir.
Ulkemizdeki tiiberkiilozlu hasta sayist her yil azalmaya devam etmektedir.
Tiirkiye’de Verem Savas1 2020 Raporu’ndaki verilere gore 2005 yilinda 20.535 olan
toplam olgu sayisi, 2019 yilinda 11.401 olarak gerceklesmistir. Yillar i¢cinde niifusun
artmasina ragmen hasta sayis1 diismiis, toplam olgu hiz1 yliz binde 29,8’den 13,7’¢
gerilemistir (Sekil 3). Miilteci hastalarin gogle birlikte artisi da bu program iginde
basariyla ele alimmustir. Bu basarida hastalarin erken tanist ve tedavisi, hasta
temaslilarinin muayenesi ve hastalanma riski tagiyanlara koruyucu tedavi verilmesini
kapsayan biitiinliiklii bir programla calisan verem savas dispanserlerinin biiyiik

katkisi bulunmaktadir (22).
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Sekil 3. Tiirkiye’deki Yillara Gére TB Insidansi, 2005-2018 (21).

Ulkemizin cografik konumundan dolay1 ¢ok sayida gé¢ almasi TB verilerini
onemli derecede etkilemektedir. Yabanci lilke dogumlu TB hastalarinda %56,2 ile
Suriye dogumlular birinci sirada yer almaktadir. CID-TB olgularmin dogdugu iilke
dagilimma bakildiginda dogum yeri Tiirkiye olanlardan sonra en sik gorildigi

tilkeler Suriye, Azerbaycan ve Tiirkmenistan’dir.

flag duyarlilik testi (IDT) ¢alisilan olgularda toplam direng orani %19,2
olarak gergeklesmistir. IDT yapilanlarda CID-TB orani yeni olgularda %2,6 iken,
onceden tedavi gérmiis olgularda %9,9 olarak saptanmustir. 2018 yilindaki 176 CID-
TB olgusunun 8’1 (%4,5) YID-TB olgu olarak tespit edilmistir (Sekil 4) (21).
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Tablo 1. Tiirkiye’deki CID-TB ve YID-TB Olgu Dagilimi, 2005-2018 (21).

CiD-TB YID-TB* Toplam TB

il Saw Yiizde Saw Yiizde*™ | Olgu Sayis1

2005 191 0.9 - - 20.535
2006 249 1,2 - - 20.526
2007 240 1,2 - - 19.694
2008 263 1,4 - - 18.452
2009 222 1.3 - - 17.402
2010 250 1,5 3 1,2 16.551
2011 262 1,7 1 0.4 15.679
2012 291 2.0 6 2.1 14.691
2013 228 1,7 3 1,3 13.409
2014 253 1,9 2 0,8 13.378
2015 230 1.8 3 1,3 12.772
2016 200 1.6 9 45 12.417
2017 191 1.6 2 1.0 12.046
2018 176 1,5 8 45 11.786

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler hiicre duvar1 mikolik asitleri benzerligi sebebi ile
Actinomycetales takimi icerisinde yer alan Mycobacteriaceae ailesinin tek tyesidir
(Sekil 5). Mikobakteriler zorunlu aerobik, spor olusturmayan (M. marinum disinda),

hareketsiz, 0,2-0,6 um genisliginde, 1-10 pm uzunlugunda, ince, diiz basillerdir (22).
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Mikobakterilerin  hiicre duvar yapist diger bakterilerden farklidir.
Mikobakterilerin lipidden zengin komplex hiicre duvar yapisi bakterinin karakteristik
Ozelliklerinin biiyiik kismindan sorumludur. Hiicre duvari Gram boyamada kullanilan
basit anilin boyalar1 ile boyanmaz. Basiller bir kere boyandiklarinda asit soliisyonlar1
ile boyalarmi birakmazlar bu nedenle ‘aside direngli bakteriler (ARB)’ olarak
adlandirilirlar (23). ARB 6zelligi mikobakteriler disinda Nocardia, Rhodococccus,
Legionella micdadei, Isospora ve Cryptosporidium gibi mikroorganizmalarda da
bulunur. Ancak bu bakteriler mikobakterilere kiyasla daha kisa mikolik asit zincirine
sahiptirler ve daha az yogun boyanirlar. Bu nedenle bu tiirler kismi aside direncli
olarak da nitelendirilirler (24). Mikobakterilerin ikiye boliinme siireleri 18 saattir, bu
nedenle uygun sicaklikta kolonilerin goriilmeye baslamasi ortalama 2-60 giin

stirmektedir (23,25)

Actinomycatales

| |
Mycobacteriaceae Actinomycetaceae Streptomceteae
| |
M tuberculosis Mleprae Tiiberkilloz digt
complex mikobakieriler

M tuberculosis
M baviz

M microti
Mafricarum
M cametiii

Sekil 4. Mycobacterium bakterisinin taksonomik agaci (26).
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Mikobakterium cinsi, bir kismi saprofit bir kismi zorunlu parazit 70 civarinda
tir igerir. Mikobakteriler geleneksel olarak fenotipik karakterizasyonlarina gore
siniflandirilmistir ancak 1980 yillariin sonunda molekiiler yontemler gelistirildikge
genotipik ozelliklerine gore siniflandirilmaya baslanmistir (25).

Mikobakterilerin fenotipik smiflandirmasinda iireme hizlar1 ve koloni
morfolojileri kullanilir. Hizli ireyen mikobakterilerin kiiltiirii yapildiktan sonra yedi
giinden daha kisa siirede Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde kolonileri goriilmeye
baglar. Yavag lireyen mikobakterilerin kati besiyerinde kolonilerin olugsmasi igin
gereken siire yedi glinden fazladir. Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri
yoniinden birbirleriyle iliskili tiirler Mycobacterium tuberculosis komplex olarak
isimlendirilmistir. MTBC akcigerlerde goriilen ve tiiberkiil olarak adlandirilan
nodiiler lezyonlardan dolayi tiiberkiilozun zorunlu patojenleri ve etiyolojik ajanlaridir
(27). MTBC, M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. microti ve M. tuberculosis'ten
olusur.

Diger mikobakteriler tiiberkiilloz dis1 mikobakteriler ‘’nontuberculosis
mycobacteria (NTM)”’ olarak tanimlanmistir. Runyon tarafindan mikobakteriler
1950 yilinda koloni morfolojileri, pigment iiretimi ve lireme hizlar1 gibi 6zelliklere
gore fotokromojen, skotokromojen, nonkromojen ve hizli lireyenler olmak tizere 4
gruba ayrilmistir (28). Bu siniflandirma semasi dort gruptan olusur:

1. Yavas iireyen fotokromojenler: M.marinum, M.kansasii
2. Yavas lireyen skotokromojenler: M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae
3. Yavas tireyen nonkromojen mikobakteriler: M. avium kompleksi (MAC), M.

ulcerans, M. xenopi, M. malmoense, M. terrae, M. haemophilum, M.

genavense

4. Hizl iireyen mikobakteriler: M.chelonae, M.fortuitum, , M.abcessus

2.4. M. tuberculosis’in Hiicre Duvar Yapisi
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M. tuberculosis bilinen en karmasik yapili hiicre duvarina sahip bakteridir.
Biyokimyasal ¢alismalar ile mikobakteri hiicre duvar iskeletinin temel ii¢
makromolekiilden  olustugunu  g6stermistir.  Bunlar  peptidoglikan  (PG),
arabinogalaktan (AG) ve mikolik asitlerdir (MA). Hiicre duvari yapisi, ilk olarak
hiicre zar ile arasinda arasinda periplazmik bosluk bulunan PG tabaka ile kaplidir.
AG’den olusan tabaka PG’na kovalent olarak baglidir. Arabinan kalintilarinin ¢ogu
uzun, dallanan yag asitleri olan MA ile baglantilidir, hiicre duvarmin %60 1
olusturan MA hiicre duvarinin mumsu yapisini olusturur ve bu tabaka mikomembran
veya mikobakteriyel dis memran (MDM) olarak adlandirilir (29). MDM ayrica
glikolipidler, ftiyoserol dimikoserozat kord faktor, siilfolipidler ve fosfatidilinositol
mannozitler gibi ¢esitli serbest lipidler igerir, bunlarin bir¢ogu immunmodiilator
ozelliklere sahiptir ve viriilans faktorleri olarak kabul edilir. Hiicre duvar1 boyunca
devam eden ve ylizeyi kapsiil ile Ortiilii lipoarabinomannan (LAM) da ayni
ozelliklere sahiptir (30).

Mikobakteriyel hiicre duvar1 dig etkenlere karsi 6nemli bir bariyer olusturur.
Bu sayede M. tuberculosis’i dehidratasyon, osmoz, pH direnci ve makrofaj i¢erisinde
canli kalma 6zelligi kazandirir ve bir¢ok antibiyotige karsi direngli olmasini saglar
(31). Mikobakterilerin hiicre duvari, intrinsik antibiyotik direnci ve viriilansinda da
kilit rol oynar (32). Mikomembrandan salgi proteinlerinin taginmast i¢in Ozel
sekresyon sistemleri kullanilir (33) ve besinler gibi hidrofilik molekiillerin alimi
hiicre duvar1 ve membranda bulunan porinler tarafindan saglanir. Mikobakteri hiicre

duvar yapisi Sekil 5’de gosterilmistir (34).
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Sekil 5. M. tuberculosis'in hiicre duvari (35).

M. tuberculosis hiicre duvarmin yogun lipid yapisindan dolay: aside direngli
boyanir. Aside direngli basil olarak adlandirilmasinin nedeni hiicre duvarinin %95
etil alkol ve %3 hidroklorik asit tarafindan dekolarizasyona diren¢ gdstermesidir
(36). Aside direngli boyama yontemi Franz Ziehl ve Friedrich Neelsen tarafindan 19.

yiizyilin sonlarinda bulunmus ve zamanla gelistirilmistir (37).

2.5. M. tuberculosis viriilans faktorler

Mikobakteriyel patojenler, konak¢ida kolonizasyon, replikasyon ve hayatta
kalmasini saglayan gesitli mekanizmalar sayesinde hastaliga neden olmaktadir. Bu
nedenle mikobakteriyel viriilans faktorleri, tipik olarak, konakta genel olarak
yasamaya devam etmelerini saglayan bakteriyel genler veya hiicresel bilesenlerden

olusmaktadir (38).

2.5.1. Hiicre Duvar1 Komponentleri
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M. tuberculosis’ in antijenik Ozelliklerini belirleyen hiicre duvari yapilari
konagin immun cevabini modifiye ederek immiinsupresyon, makrofaj aktivasyonu,
graniilom olusumu, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi M.

tuberculosis’in hiicre i¢gi yasamasini saglayan fonksiyonlari diizenlerler (39).

2.5.2. Old Tiiberkiilin
Tiiberkiiloz basilinin kaynatilarak elde edilmis kiiltiir ekstraktidir. Onceleri
intradermal cilt testinde kullanilmis ancak sadece mikobakteriyel proteinleri

icermemesi nedeniyle saflagtirilarak cilt testinde kullanilmistir (40).

2.5.3. Saflastirilmis Protein Tiirevi (PPD)

Ik kez Seibert ve Glenn tarafindan (1941) yapay besiyerlerinde hazirlanmis
old tiiberkiilinin kollodyan membranlardan gecirilerek ve amonyum siilfatla
¢oktiiriilmesinden elde edilmistir. Tam saflastirilamamistir ve diger mikobakterilerle
infeksiyonda gapraz reaksiyon verebilir. DSO 0,1 ml soliisyonda 5TU (0,0001 mg
PPD-S proteini) dozunda PPD bulunmasini 6nermektedir (41).

2.5.4. Is1 Sok Proteinleri-HspX (65Kda, 38 Kda, 12 Kda)
Anoksik sartlarda iretilen separon benzeri proteinlerdir. Konakta Thl
cevabini indiikler ve koruyucu immiinite gelismesinden ve komplikasyonlardan

sorumlu oldugu diistiniilmektedir (42).

2.5.5. 65 kDa Protein
Konak hiicre i¢inde ¢ogalan basillerden salgilandigi ve gecikmis tip asir
duyarlilik reaksiyonu sonucu lezyonda kazeifikasyon ve likefaksiyon olusturdugu

bulunmustur. Immiinojenitesi yiiksek olan bir 1s1 sok proteinidir (41).

2.5.6. 19 kDa Lipoprotein

M. tuberculosis’in hiicre duvarinda bulunur. Ozellikle immiiniteyle ilgili cok
onemli rolleri vardir. Interferon gama (INFy) sentezini kodlayan genleri ve
makrofajlarin INFy reseptoriinil inhibe eder. Tiimdr nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve
IL-12 sentezini azaltarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe eder. Nitrojen ara
driinlerinin iiretimini, MHC-I’in antijen baglamasini inhibe eder. Monosit ve

makrofajlarin apopitozunda gérevlidir (42).
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2.5.7. ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture filtrat

protein)

M. tuberculosis genomunun RD1 bolgesi iizerine yapilan son calismalar,
bunun iki onemli salgi proteinini kodladigini gostermektedir, bunlar ESAT-6 ve
CFP-10 proteinleridir (43). ESAT-6 ve CFP-10 antijenleri fiizerinde yapilan
calismalar, hiicresel immiin yanitlarin giiclii uyaricilar1 olduklarini, ayni anda
hiimoral yanitlar tetikleyebildiklerini ve spesifik antikor diizeylerini 6énemli 6l¢iide
artirdiklarin1 ortaya koymustur (44). M. tuberculosis viriilans faktorii olan ESAT-6
fagozomal yirtilma, mikobakteriyel sitozolik translokasyon ve hiicreden hiicreye
yayilma dahil olmak {izere patogenezde bir¢ok isleve sahiptir (45).

Tiim MTBC’de bulunan ancak M. bovis BCG genomunda bulunmayan RD1,
biiytik bir viriilans faktorii olarak ESX-1 tip VII salgilama sistemini kodlar (46,47).
ESX-1'in aktivitesinde ESAT-6 proteininin aracilik ettigi gosterilmistir. ESX-1
sisteminin ayrica in vitro enfeksiyon deneylerinde tiim hiicreleri parcalayarak

makrofaj ve epitel hiicre nekrozuna neden oldugu bulunmustur (46,48).

2.5.8. Mikobakteriyel Lipidler

M. tuberculosis hiicre yilizeyinde ¢ok ¢esitli kompleks lipidler ve lipoglikanlar
bulunmasi bakimindan bakteriyel patojenler arasinda benzersizdir (49). Sahip oldugu
bu hiicre duvari lipidlerinin tiiberkiiloz basil i¢in viriilansda 6nemli bir rol oynadigi

bilinmektedir.

e Trehaloz-6,6 dimikolat (Kord faktor)

Tiiberkiiloz basilinin kiime olusturmasina saglayan onemli bir viriilans
faktoriidiir. Kord faktoriin yalnizca viriilan mikobakteriler olusturmaktadir. Kord
faktoriin adjuvan etkisi vardir ve komplemani alternatif yolla aktive eder. Dokularda
graniilom olusumunda etkilidir. PNL gog¢iinii inhibe eder. Konak hiicrede mitokondri

membranina tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyon hasarina neden olmaktadir
(40,41).

e Siilfolipidler (Siilfatidler)
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Siilftir iceren glikolipidlerdir. Kord faktore sinerjik etki yapar ve makrofaj
icinde fagozom-lizozom flizyonunu engelleyerek, basili lizozomal enzimlerin

etkisinden koruyarak makrofajlara kars1 direnci arttirdigi gosterilmistir (41).

e WaxD
Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvanmin etkisini arttirict 6zellige
sahiptir. Tumor siipresor Ozellige sahip olup, BCG asisinin bazi tiimorlerde

gerilemeye neden olan immiinoterapotik etkisinde roli vardir (41).

e Lipoarabinomannan

M. tuberculosis’ in major hiicre duvari lipoglikanidir. Lipoarabinomannanin
ti¢ tipi mevcuttur. Bunlar, ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagl),
fosfomyoinozitol bagli LAM ve AraLAM (arabinan terminaline mannoz bagh
olmayan). ManLAM yalnizca virulan mikobakterilerde bulunurken digerleri hizl
tireyen avirulan mikobakterilerde bulunmaktadir. ManLAM, monositleri inaktive
eden ve lenfositleri baskilayan bir sitokin olan TGF-f’nin ekspresyonunu indiikler ve
monositleri inaktive edici TNF-a’ nin ekspresyonunu inhibe eder. Ayrica
manLAM’1n insan periferik kan T hiicre kemotaksisini indiikledigine dair ¢aligmalar,

graniilamatdz yanitin baglamasinda manLAM’1n rolii olabilecegini diisiindiirmektedir

(40,50).

¢ Fosfatidil inozitol mannozid
Lipid yapisindadir ve hapten 6zelligi gosterir. Capraz koruyucu immiinitede

roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir (41).

2.5.9. Enzimler
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M. tuberculosis, enfeksiyon ve ¢ogalma siirecinde metabolizmasi i¢in ihtiyag
duydugu karbonhidratlar, aminoasitler, piirin-pirimidinler ve eser elementler gibi
esansiyel metabolitler ve kofaktorleri iliredigi konak ortamindan saglar. Ayrica
makrofajlardaki oksidatif strese karsi korunmak {izere antioksidan enzimler iiretirler.
Mutasyon c¢alismalart bu enzimlerin enfeksiyonun siirekliligi ve mikobakterinin
virulansi i¢in gerekliligini ortaya koymustur. Bu enzimlerden en 6nemlileri; izositrat
liyaz, lipaz/esteraz, acilCoA sentaz (FadD33) ve fosfolipaz C gibi lipid
metabolizmasi ile iligkili enzimler, isopropilmalat izomeraz, antranilat fosforibozil
transferaz, pyrolin-5- karboksilat rediiktaz ve 1-fosforibozil aminoimidazol-
siiksinokarboksamid sentaz gibi aminoasit ve pirolin sentezinde rol oynayan
enzimlerdir. Ayrica nitrat rediiktaz, katalaz-peroksidaz, alkil hidroperoksid rediiktaz,
demir ile giiclendirilmis siiperoksit dismutaz ve Cu, Zn ile gili¢lendirilmis siiperoksit

dismutaz gibi solunum enzimleri ile metal transferazlardir (51).

2.5.10. Transkrip Regiilatorleri

Genlerin transkripsiyonunu regiile eden regiilatorler, metabolizma, hiicre
duvar1 sentezi, boliinme ve virulans faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyerek
mikroorganizmanin bulundugu ortamda canliligini devam ettirmesini saglarlar. Bu
regiilatdrlerden, housekeeping genlerin ekspresyonunu diizenleyen sigma A, insanda
latent enfeksiyonlarin olusumunda metabolizmay1 bazal diizeye tasiyan Sigma F, dis
ortamdaki 1s1 artist veya dezenfektanlarin varligini algilayarak gen diizenlemeleri
yapan sigma E ve oksidatif strese cevap olarak ekspresyonu artan sigma H gibi sigma
faktorler ile virulans genlerinin ekspresyonunu diizenleyen ve makrofaj igerisinde
cogalma ile ilgili olarak diizenlenen cevap regiilatorleri ve diger transkripsiyonel
regiilatorlerin virulans ile iliskili olduklar1 yine mutasyon ve atenuasyon bazl

caligmalarla gosterilmistir (52).

2.6. Mycobacterium tuberculosis’de Patojenite
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Tiiberkiiloz hala tiim diinyada onde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya
devam etmektedir. HIV/AIDS pandemisi, gelismekte olan iilkelerdeki halk sagligi
sistemlerindeki bozulma ve tiiberkiilozun ¢oklu ilaca direngli formlarinin ortaya
cikmasi bu yayilmaya daha fazla katkida bulunmustur. TB bulasi aerosol yolla yani
canli basil igeren enfeksiydoz damlacik g¢ekirdeklerinin solunmasi ile gergeklesir.
Bulagsdaki etkili faktorler, kaynak vakanin basil yiikii, maruz kalmanin yakinligi ve
stiresidir (53). M. tuberculosis ile enfekte olan bireylerin ¢ogunda (~%90) hastalik
gelismemektedir. Diinya niifusunun tgte biri TB ile enfekte oldugu ve bunlarin
yalniz %15’inde aktif hastalik gelisecegi tahmin edilmektedir (54). M. tuberculosis'in
ilk olarak akcigerde dokuda bulunan alveolar makrofajlar ve dendritik hiicreler
tarafindan fagositoza ugradigi bilinmektedir (55). Akcigerde, fagozomlara
olgunlasan endositik kompartmanda bulunan mikobakteriler, alveolar makrofajlar
tarafindan yutulur. Basil tasiyan dendritik hiicreler, distal hava yollarindan drene
olan mediastinal lenf diigiimlerine giderek burada T hiicre yanitin1 baslatirlar (56).
Normal sartlar altinda fagozomlar lizozomlara birlesir ve fagozomal igerikler hiicre
ici bakterileri yok eden lizozomal hidrolazlara, reaktif oksijene ve nitrojen tiirlerine
maruz kalir. MTBC tiirleri, fagozom-lizozom flizyonunu inhibe ederek ve
fagolizozom igindeki asidik ortamlardan kagarak canliligimi  siirdiirecek
mekanizmalar gelistirmistir (57). M. tuberculosis’in daha sonra, enfekte hiicrelerin
lokal drenaj lenf diigiimlerine go¢ ettigi kisa bir smirsiz hiicre i¢i replikasyon
periyoduna maruz kaldig1 diisliniilmektedir. Bolgesel lenf diigiimiine ulastiktan
sonra, M. tuberculosis'in kan ile dolagima katilir ve burada yeni konakg1 hiicrelerle
karsilasarak onlar1 enfekte eder ve nihayetinde akcigerde ek bolgelerde yeniden
yerleserek enfeksiyona neden olur. Hiicresel bagisikligin aktiflenmesiyle birlikte,
lokal pro-inflamatuar yanitlar ile monositlerin ve lenfositlerin toplanmasina yol agar
(55), bunlar da graniilom olarak isimlendirilen organize hiicresel bir yap1 iginde M.
tuberculosis'i sinirlandiracak sekilde enfekte olmus makrofajlarin etrafinda toplanir
(Sekil 6). Graniilom, tiiberkiilozun tipik patolojik 6zelligidir ve M. tuberculosis'in
uzun siireli yavaglamig veya durdurulmus bir replikasyon durumunda kaldigina
inanilan bolgedir (58). Graniilomlarin, enfeksiyonu kontrol altina almak ve yayilmay1

onlemek i¢in immiinolojik ve fiziksel bir engel olusturdugu diisiiniilmektedir (58).
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Sekil 6. M. tuberculosis Patogenezi (59).
2.6.1. M. tuberculosis’de Dogal Bagisikhik

Hiicre i¢i patojen olan M. tuberculosis, bagisiklik sistemi ve Ozellikle
dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmesinden kaginmak igin ¢ok
sayida strateji gelistirmistir (60). M. tuberculosis enfeksiyonunda yer alan baslica
dogal bagisiklik hiicre tipleri arasinda makrofajlar, dentritik hiicreler, nétrofiller ve
NK hiicreleri bulunur. Bunlara ek olarak mukoza ile iliskili degismez T hiicreleri,
CD1 T lenfositler ve NK T hiicreleri gibi alisilmadik T hiicreleri de M. tuberculosis’e
kars1 konak savunmasinda ¢esitli hiicreler arasinda yer almaktadir (61-63). TB
enfeksiyonu sirasinda dogal bagigiklik aktivasyonu patojenin tanimasi ile
baslar. Fagositoz sirasinda, M. tuberculosis yiizeyindeki korunmus patojenle iligkili
molekiiler modelleri (PAMP), konak¢i hiicrelerdeki 6n hat tanima reseptorii
(PRR) sistemi tarafindan taninir. TLR'ler, NLR'ler, CLR'ler, CDI14 reseptorleri,
AIM2 ve AhR gibi ¢esitli PRR'lerin mikobakteriyel PAMP'leri tanidig1 gosterilmistir
(64-66). Bunlara ek olarak, yapilan g¢aligmalar ubiquitin sistemi gibi protein
modifikasyon sistemlerinin PRR sinyal aglarinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol

oynadigimi gostermektedir (67).

2.6.2. M. tuberculosis’de Kazanilmis Bagisiklik
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T lenfositlerin bagisiklik tepkisi, M. tuberculosis’in lenf digiimlerine
yayilldigi anda baglar, ancak uyarilmasi, dogal bagisiklik sisteminin erken
aktivasyonunda ile olmaktadir. Lenf diigimlerinin i¢inde, T lenfositleri, M.
tuberculosis antijenleri i¢in spesifik popiilasyonlarin aktivasyonu ve genislemesi
siirecinden gecer (68). Dentritik hiicreler ve CD4 * T lenfositler aracilig1 ile IFN-
y'nin yani sira IL-17 iiretimi gerceklestirilir (69). CD4 ™ hiicreleri tarafindan IFN-y
iretimi, M. tuberculosis enfeksiyonunun erken evrelerinde 6zellikle 6nemlidir. IFN-y
iiretimi tek basma enfeksiyonu kontrol etmekte yeterli olmaz ayrica IL-6, IL-1 ve
TNF-a gibi diger molekiillerinde ortama salinmasi ile birlikte savunma sistemi
giiclendirilir. Ayrica CCL5, CCL9, CXCL10 ve CCL2 kemokinleri, enfeksiyon
bolgesine diger bagisiklik hiicrelerini de ¢eker ve bunlarin iiretimi TNF-a ile
uyarilmasi ile gerceklesir (70).

Uzun bir sire CD4 T lenfositlerin farkli olarak CD8 T lenfositlerin
enfeksiyon ve TB hastaliginin kontroliinde higbir rolii olmadigi diisiiniilmiistiir.
CD8 T lenfositlerinin MHC smif I molekiilleri araciligiyla M. tuberculosis
antijenlerini tamidig1 ve 1iyi bilinen bir rolii olan IL-2, IFN-y ve TNF-a
tirettigi diigiiniildiigiinde M. tuberculosis enfeksiyonunu kontrol altina almak igin
aktif rolii oldugu goriilmektedir. Ayrica CD8 T lenfositleri, Fas (CD95) -Fas ligand
etkilesimi ile olmasa da, perforin ve graniilizin araciligiyla M. tuberculosis'e karsi
sitolitik bir etki gosterir (67,71). Bu dogrudan hiicreden hiicreye temas, bakteri ile
enfekte olmus hiicrenin apoptozunu belirler, M. tuberculosis’i dogal biiyiime
ortamindan yoksun birakir ve ayn1 zamanda bilinmeyen mekanizma ile canliligini
azaltir (72). Ote yandan CD8 T lenfositler, M. tuberculosis enfeksiyonunun
gelisimini destekleyen IL-10 ve TGF-f iiretir.

2.7. Tiiberkiiloz Genetigi
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Cok yakin zamana kadar, M. tuberculosis'in genetigi, organizma ile
calismadaki zorluklar ve uygun araglarin bulunmamasi nedeniyle ihmal edilen bir
konuydu. Son yillarda bu baslik altinda yazilan énemli bir kitap ile mikobakteriumla
ilgili genetik c¢alismalar hiz kazandi (73). Bunun nedeni, basta Gicquel ve Jacobs
laboratuvarlar1 tarafindan olmak {iizere bircok genetik yontemin gelistirilmesi ve
Genomik Arastirma Enstitusu ve Sanger-Pasteur Enstitiisii ile birlikte yiiriitiilen
tiberkiiloz H37Rv genomunun (74) ve ilgili mikobakterilerin tamamlanan ve

calismaya devam edilen DNA dizilimi ve agiklamalaridir (75).
2.7.1. M. tuberculosis komplex tiirlerinin filogenetik baglar:

M. tuberculosis komplex tiirleri arasindaki filogenetik baglar1 agiklamak igin
ilk defa Brosch ve ark. yiiz susta tiiberkiil basilinin genomundaki insersiyon ve
delesyon olaylarindan kaynaklanan 20 degisken bolgeyi analiz etmistir (74). M.
tuberculosis spesifik delesyon 1 (TbD1) varligina veya yokluguna gore bir M.
tuberculosis; eski TbD1 pozitif ve modern TbD1 negatif suslar olmak iizere iki gruba
ayrilir. Bu smiflandirma Streevatsan ve ark. ortaya c¢ikardigi ana genetik grupla
uyusmaktadir (7). MTBC’de farkililasmasinda ilk olusan iiye, 26 farkli gen
bolgesindeki delesyon nedeni ile M. canettii olmustur. RD9 bolgesindeki silinme,
evrimsel olarak TbD1 ortaya ¢ikmadan onceki mevecut MTBC’den ayrilan M.
africanum, M. microti ve M. bovis’i ifade eder (6). RD9, RD7, RD8 ve RD10 gen
bolgelerdindeki delesyon ile M. microti ayrilmigtir. M. bovis RD12, RD13 ve RD4
gen bolgelerindeki delesyonlar ile birkag tiirdeki viriilans 6zelliing kaybetmistir.
Bununla birlikte ateniie M. bovis BCG suslari, M. bovis’in RD1, RD2 ve RD14 gen

bolgelerindeki delesyonlar sonucu ortaya ¢ikmistir (6).
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Sekil 7. M. tuberculosis komplex tiirlerinin filogenetik baglari (6).

M. tuberculosis kompleksinde yer alan suslarin striktiirel genlerde,
ozelliklede oxyR, pncA, katG ve gyrA gen dizilerinde goriilen sinonim ve non
sinonim nokta mutasyonlarinda evrimsel gelisim ile ilgisi vardir. Arjomandzadegan
ve ark. (76) katG kodon 463 (katG463) ve gyrA kodon 95 (gyrA95)’deki dizi
polimorfizmi dikkate alarak M. tuberculosis kompleksi igerisinde yer alan basilleri 3
gruba ayirmislardir.

e Grup 1 igerisinde: katG463 CTG (Leu), gyrA95 ACC (Thr)
e Grup 2 igerisinde: katG463 CGG (Arg), gyrA95 ACC (Thr)
e Grup 3 igerisinde: katG463 CGG (Arg), gyrA95 AGC (Ser)

nokta mutasyonuna sahip suslar bu gruplara ayrilmistir.

2.7.2. M. tuberculosis genomunun tanima
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M. tuberculosis'in en iyi tanimlanmis susunun tam genom dizisi H37Rv
genomudur. Bu genom M. tuberculosis patojeninin biyolojisini anlamamiz ve yeni
profilaktik ve terapotik miidahalelerin anlasilmasina yardimci olmak igin belirlenmis
ve analiz edilmistir. M.tuberculosis H37Rv genomu, 4.411.529 baz cifti (bp) igerir,
yaklasik 4.000 gen igerir ve yiiksek oranda (%65,6) guanin (G) + sitozin (C)
icerigine sahiptir (Sekil 8) (74). M. tuberculosis genomu dizisi, bu bakterinin bazi
benzersiz Ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Kromozom halkasal yapidadir

ve Escherichia coli genomu ile yaklasik ayni biiyiikliiktedir (77).

M. tuberculosis’in  genomu 7 milyon bp’lik kromozomu olan M.
smegmatis gibi hizli ireyen ¢evresel mikobakteri tiirlerinden daha kisadir. Bu durum
hiicre i¢i ortamdaki genetik izolasyona ve hiicre i¢i ortamda gereksiz olan genlerin
kaybina baglanmaktadir. Genomundaki yiliksek G-C igerigini yansitacak sekilde M.
tuberculosis glisin, alanin, prolin ve arjininden zengin proteinler igerirken, A-T’den
zengin kodonlarin kodladigi lizin ve asparajin amino asitleri diisiik oranlarda
bulunmaktadir. Yiiksek G-C icerigi bakterinin aerobik yasam sekliyle iliskilidir.
Buna karsin, M. tuberculosis anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek metabolik

potansiyele sahiptir (6).

M. tuberculosis’i diger bakterilerden ayirt eden Onemli 6zelligi kodlama
kapasitesinin biiylik boliimiiniin lipoliz ve lipogenez ile ilgili enzimlerden ve
antijenik varyasyon saglayan glisinden zengin tekrarlayan protein ailelerinden
olusmasidir (74). igerdigi 200'den fazla genin %6's1 yag asitlerinin metabolizmasini
kodlayan enzimler olarak agiklanmistir. Yag asitlerini kullanan ¢ok sayida M.
tuberculosis enzimi bu patojenin yag asitlerinin ana karbon kaynagi oldugu enfekte

olmus konake¢1 dokularinda biiyiime yetenegi ile iliskili oldugu disiinilmektedir (74).
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Sekil 8. M. tuberculosis H37Rv kromozomunun dairesel haritasi (74).

2.8. M. tuberculosis Bulasma Yollar:

M. tuberculosis basili enfekte hastadan hava yolu ile saglam kisiye bulasir.
Balgaminda ARB pozitif olan, akciger ve larinks tiiberkiilozu olan hastalarin
bulastiriciligi en yiiksektir. ARB negatif olan hastalarin bulastirma riski ¢ok daha
azdir (78). Hasta ile uzun siireli yakin temas bulasma riskini artirmaktadir. Akcigerde
kavite oldugu durumda ve larinks tiiberkiilozunda, fazla oksiirmekle, hapsirmakla ve
Okstiriik yaratan iglemlerle tiiberkiiloz hastas1 daha fazla basil sagmaktadir (79).

Dogru ve etkili tedavi ile basil sayisi ve oOksiiriik sikligi hizla azalmaktadir
(80). Ortalama 2-3 haftada bulastiricilik sona ermektedir. Bu nedenle, tiiberkiilozla
enfekte hastayr hemen izolasyona almak ve etkin tedaviyi baslatmak énemlidir. Tlaca
direngli tiiberkiilozda etkili tedavi bulastiriciligi 6nlemek agisindan 6nemlidir, birinci
grup anti-TB ilaglariyla tedavi etkisiz kalirsa bulastiricilik devam edecektir (81).

Akciger disi tiiberkiilozun genellikle bulastirict olmadig1 bilinmektedir ancak
doku ile yapilan g¢alismalarda ve otopsi sirasinda aerosol olusturulursa bulasma

goriilebilmektedir (82).
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2.9. Tiiberkiiloz Klinigi
HIV enfeksiyonunun tanimlanmasindan 6nce TB olgularinin %80 inin
akcigerlerde smirli oldugu; HIV enfekte TB’li hastalarin ise iigte ikisinde hem

akciger hem de akciger dis1 ya da tek basma akciger disi tutulum olabilecegi
bildirilmektedir (83).

2.9.1. Akciger Tiiberkiilozu

Hastada baska nedenlerle aciklanamayan halsizlik, kilo kaybi, ates ve gece
terlemesi varsa TB mutlaka akla getirilmelidir. Akciger tiiberkiilozu olan bir hasta
tan1 konuluncaya kadar gelismis iilkelerde yaklasik 2-3 kisiye, gelismekte olan
iilkelerde ise 3-5 kisiye hastalig1 bulastirmis olacaktir. Bu sebeple 6zellikle akciger
tiiberkiilozu olan hastalarin dogru ve etkili tedavisine hizli bir sekilde baslamak hem
hastaligin yayilimini hem de hastada hastaligin ilerlemesini 6nlemek agisindan ¢ok
onemlidir (84,85).

Primer tiiberkiiloz, tiiberkiiloz basilinin ilk kez bulastig1 hastalarda ortaya
cikan tablodur. Genellikle ¢ocukluk c¢aglarinda meydana gelir, ilerleme
gostermedikce sessiz kalirlar. Akcigere yerlesen basil, plevranin hemen altinda
“Ghon odag1” adi1 verilen lezyon olusturur. Akcigerdeki tek odak ile bolgesel lenf
diigtimlerinde olusan odaklarin olusturdugu biitiine “Ghon kompleksi” adi verilir.
Tablo bu asamada stabil kalabilir, klinik belirti vermez veya lenf yollarina girerek
tiiberkiilozun tiim organlara yayilmasina neden olabilirler (22,86).

Primer progressif tiiberkiiloz, sosyoekonomik sorunlu toplumlarda ve
beslenme sorunlari olan ¢ocuklarda daha sik goriilen primer tiiberkiiloz odaginin
aktiflesmis formudur. Aktiflesme genellikle akcigerin tepe noktasinda baglar.
Ortasinda kazeéz nekroz bulunan bir lezyon ve bu nekroz ¢evresinde epiteloid
hiicreler ve Langhans dev hiicreleri bulunur; bu yapiya tiiberkiil adi verilir (22,86).
Primer tiiberkiilozun ilerleyici (progressif) nitelik kazanmasiyla olusan bu tablonun
ozellikleri hastanin viicut direncine ve basilin giiciine baglidir (86).

Sekonder tiiberkiiloz (reaktivasyon), iyilesme doneminde olan Onceden
gecirilmis bir tliberkiiloz hastaliginin alevlenmesi olgusudur. Reaktivasyon ya Ghon
odagmin aktiflesmesi ya da disaridan gelen giiclii bir basilden kokenli yeni bir

infeksiyonun sonucu olugsmaktadir (22,86).
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2.9.2. Akciger disi tiiberkiiloz

Tiiberkiiloz basilinin akciger disindaki tiim organ ve sistemleri tutabilme
yetenegine bagli gelismektedir. Viicutta sa¢ ve tirnaklar disinda her bolgede
gortlebilmektedir. Akciger dis1 tliberkiilloz vakalari tim tiiberkiiloz vakalarmin
yaklasik %15-25 kadarini olusturur. Akciger disi tiiberkiiloz kisilerde tek basina veya
akciger tutulumu ile birlikte goriilebilir (83).

Lenf nodu tiiberkiilozu; akciger dist tiiberkiiloz olgularinin %25’inden
fazlasin1 olusturur ve en sik goriilen formdur. Cogunlukla servikal bolgede agri
olmadan, sert ve biiyiik lenf nodiilii ele gelir. Kesin tan1 biyopsi ve kiiltiirde bakteri
tiretilmesi ile konur (83).

Plevra tiiberkiilozu; primer tiiberkiilozda plevranin tutulumu sik goriiliir ve
birka¢ basilin plevral bosluga geg¢mesi ile olusur. Bu bolgedeki mikobakteriyel
antijenlere karsi meydana gelen gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonu sz
konusudur. Tiiberkiiloz ampiyem ise pulmoner tiiberkiilozun daha seyrek goriilen bir
komplikasyonudur (83).

Ust hava yollarmin tiiberkiilozu; larinks tiiberkiilozu %85 oraninda akciger
tiiberkiillozunun bronkojen yayilimi sonucu ortaya ¢cikmaktadir. Larinks ve akciger
tiiberkiilozu birlikteligi %71- 100 oranlarinda bildirilmektedir. Balgam yaymasinda
ARB siklikla pozitif saptanir (83).

Genito-iiriner tiiberkiiloz; Tiim akciger disi tiiberkiiloz olgularmin %15’ini
olusturur. Genito-liriner sistemin herhangi bir yerini tutabilir. Siklikla hematojen
yayillima bagli olarak goriilir. Antibiyoterapiye cevap vermeyen idrar yolu
enfeksiyonlarinda tiriner tiiberkiiloz mutlaka akla getirilmelidir (83).

Vertebra tiiberkiilozu; kemik TB’lart iginde en sik goriilen formdur ve
hemotojen yayilim sonucu olusmaktadir. Tan1 ¢ogunlukla radyolojik yontemlerle
konur. Vertebra TB’u (Pott hastaligi ya da TB spondilit) siklikla iki ya da daha fazla
komsu omurga cismini tutar. ilerlemis hastalikta omurga cisimlerinin ¢okmesi kifoza
yol agar. Pott hastalig1 ilag tedavisine ¢ok iyi yanit verir, fakat agir olgularda cerrahi
tedavi gerekebilir (83).
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Tiiberkiiloz menenjit; santral sinir sistemi tiiberkiillozu akciger dis1
tiiberkiilozun % 5’ini olusturmaktadir. Lomber ponksiyon tanida temel dayanaktir.
Beyin omurilik sivis1 (BOS) kiiltiirleri %80 pozitiftir. Ilag tedavisine iyi yamit
vermekle birlikte tani atlandiginda tiiberkiilloz menenjitin 6liimciil olabilecegi
unutulmamalidir (83).

Gastro-intestinal sistem (GIS) tiiberkiilozu; GIS’in tim béliimlerinde
tiiberkiiloz goriilebilir. Terminal ileum ve c¢ekum en sik tutulan alanlardir.
Tiberkiiloz siiphesi olan olgularda parasentez siklikla genellikle yetersiz kaldigindan
laparoskopi ile biyopsi onerilmektedir (87).

Perikard tiiberkiilozu; siklikla diisiik tiiberkiiloz prevalansi olan iilkelerdeki
yasl kigilerin hastaligidir. Mortalitesi bazi durumlarda %40’a kadar yiikselir. Tanis1
perikardiyosentez ile konabilmektedir (83).

Miliyer tiiberkiiloz; siklikla bebek ve kiigiik ¢ocuklarin hastaligidir. Miliyer
tiiberkiiloz; lenfohematojen yayilim sonucu olusur. Kiiclik ve ayni boydaki
tiiberkiiller tiim akcigerlere yayilir. Tamisinda akciger grafisi goriiniimii tipiktir.
Yaklasik iigte birinde tabloya tiiberkiiloz menenjiti de eklenmektedir. Balgam

yaymast hastalarin %80’inde negatiftir. Tedaviye yanit iyidir (83).

2.10. Tiiberkiilozda Korunma ve Kontrol
Tiiberkiiloz kontrol stratejilerinin uygulanmasinda dort esas nokta vardir;
1. Basil kaynag olan aktif hastalarin erken tanisi ve tedavisi
2. Temasl taramalar1 ile latent TB enfeksiyonu gelistirenlerin saptanmasi ve
tedavisi
3. Yiiksek risk grubu olan topluluklarin belli araliklarla taranmasi

4. BCG asist

2.11. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan ilaclar
Tiiberkiiloz hastaligi 6 ila 9 ay boyunca gesitli ilag kombinasyonlar ile tedavi
edilebilir. Su anda ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan TB tedavisi igin onaylanmus
10 ilag bulunmaktadir (88). Onaylanmis ilaglar arasinda, tedavi rejimlerinin 6ziini
olusturan birinci basamak anti-TB ajanlar1 sunlardir:
o lzoniazid

e Rifampisin
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« Etambutol

 Pirazinamid

o Streptomisin

flaca direncli TB, en az bir birinci basamak anti-TB ilacina direng gelistigi

durumdur. Coklu ilaca direngli TB tanimi, INH ve RIF direncinin birlikte gortildigi
durumlarda kullanilir (89). CID-TB olgularinda DSO ikinci basamak anti-TB ilag
kullanimini 6nermektedir. Bunlar;

1. Florokinolonlar- Ofloksasin (OFX), levofloksasin (LEV), moksifloksasin
(MOX) ve siprofloksasin (CIP).

2. Enjekte edilebilir antitiiberkiiloz ilaglari- Kanamisin (KAN), amikasin
(AMK) ve kapreomisin (CAP).

3. Daha az etkili ikinci basamak antitiiberkiiloz ilaglari- Ethionamide
(ETH)/Prothionamide  (PTH), Sikloserin  (CS)/Terizidon (TZ), P-
aminosalisilik asit (PAS).

Yaygin ilaca direncli tiiberkiiloz (YID-TB)’de ise RIF ve INH direncine ek olarak bir
kinolona ve bir de ikinci basamak anti-TB ilaglarindan en az bir veya bir kagina

direng gostermesi s6z konusudur (89).
2.11.1. Primer anti-tiiberkiiloz ilaclar

e Izoniazid
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Izoniazid, 1952'de piyasaya siiriilmesinden bu yana tedavide en etkili ve
spesifik antitiiberkiiloz ilaglarindan biridir (90). Yirminci yiizyilin en 6nemli yiiz
ilacini inceleyen Amerikan Kimya Dernegi, INH'nin insanlik tarihindeki diger tiim
ilaglardan daha fazla hayat kurtarma potansiyeline sahip oldugunu belirtmistir
(91). INH, tedavinin ilk asamasinda gii¢lii bakterisidal aktivitesi nedeniyle birinci
basamak kombinasyon tedavisinin temel tasi olmaya devam
etmektedir (92). INH, nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD *) ile kendiliginden
reaksiyona giren bir izonikotinoil radikali olusturmak tizere katalaz-peroksidaz KatG
tarafindan  biyoaktif hale getirilen bir 6n ilagtir. Ortaya ¢ikan NAD-INH
eklentisi, mikobakterilerin kuru hiicre agirliginin %30'unu olusturan mikolik asitlerin
biyosentezi  i¢in  kofaktor = NADH'yi  kullanan bir  enoil  agcil-tastyici
protein rediiktaz olan InhA'nin rekabet¢i bir nanomolar inhibitoridir (93). INH
sadece biiyiimekte olan tliberkiiloz basillerine karsi aktiftir ve replike olmayan
basillere karsi veya anaerobik kosullar altinda aktif degildir. INH, mikobakteriyel
hiicreye pasif difiizyon yoluyla girer (94).

e Rifampisin

Rifampisin semisentetik N-metil-piperazin derivesidir ve 1957 yilinda S.
mediterranei’den izole edilmistir. Yarim yiizyildan fazla bir siiredir TB tedavisinde
kullanilan bir ilag olan RIF, TB'ye karst onemli bir birinci basamak ilag olmaya
devam etmektedir (95). Rifapentin, rifabutin, rifalazil ve rifasinna gibi gesitli RIF
analoglar1 veya tiirevleri kesfedilmis olsa da, RIF hala TB tedavisinde en yaygin
olarak kullanilan rifamisin tiirevidir (96). RIF M. tuberculosis'in RNA polimerazi
(RNAP)’na ile baglanarak RNA sentezi inhibisyonu ile protein sentezine miidahale
ederek bakterisidal etki saglar (97). RNAP sirasiyla rpoA, rpoB, rpoC ve rpoZ geni
tarafindan kodlanan a (iki kopya), B, B’ ve o olmak iizere bes alt birimden olusur
(98).

e Pirazinamid
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Pirazinamid, 1950'lerin basinda TB tedavisine dahil edilmistir ve su anda
hastaligt tedavi etmek icin standart birinci basamak rejimin bir pargasini
olusturmaktadir. PZA, nikotinamidin ~ bir  analogudur. PZA ayrica,
pncA geni tarafindan kodlanan pirazinamidaz/nikotinamidaz enzimi tarafindan aktif
formu olan pirazinoik aside doniistiiriilmesi gereken bir 6n ilagtir (99). Pirazinamidin
Onerilen etki mekanizmasi, pirazinamidin bakteriyel membran enerjisini bozan ve
membran tasmmmasini engelleyen pirazinoik aside doniistiiriilmesini igerir. PZA
bakteri hiicresine pasif diflizyonla girer ve pirazinoik aside doniistiiriildiikten sonra
zayif bir akis pompasiyla atilir. Asit kosullar1 altinda, protonlanmis pirazinoik asit,
verimsiz bir akis pompasi nedeniyle hiicrede yeniden emilir ve hiicre i¢inde birikerek

hiicresel hasara neden olur (100).

e Etambutol
Etambutol ilk olarak 1966'da TB tedavisinde kullanilmaya baslandi ve
hastalig1 tedavi etmek icin mevcut birinci basamak rejimin bir parcasidir. EMB
bakteriyostatik bir ilag olarak kabul edilir. EMB'min etki mekanizmasi,
mikobakteriyel hiicre duvarinda lipoarabinomannan ve arabinogalaktanin arabinan

bileseninin sentezinin inhibe ederek ¢ogalan basilleri durdurarak etki eder (101).

e Streptomisin
M. tuberculosis tedavisinde ilk bulunan ve parenteral kullanilan ilaglardandir.
Streptomyces griseus’dan izole edilmistir. Kesfedildigi 1940’11 yillardan giiniimiize
kadar araliksiz olarak tiiberkiiloz kemoterapisinin temel ilaglari arasinda yer almistir.
SM, ribozomun 30S alt iinitesine geri donilisiimsiiz baglanarak translasyonu inhibe

edip protein sentezini engelleyerek etki gostermektedir.
2.11.2. Sekonder Anti-TB llaglar

e Florokinololar
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Florokinolonlarin (FQ) etki mekanizmasi DNA giraz inhibisyonu ile DNA
sentezinin engelleyerek bakterisidal etki gosterirler. Ofloksasin, levofloksasin,
siprofloksasin ve moksifloksasin M. tuberculosis’e etkili kinolonlardir. Mevcut DSO
kilavuzlari, tedavi basarisizligi veya niiksetme ve 6liim riskinde azalma sagladigi igin
CID-TB tedavi rejimlerinde LEV veya MOX'un kullanilmasmi 6nermektedir
(102). FQ'lar ayrica birinci basamak ilaglara karsi asirt duyarlilik veya toksisite
(6zellikle hepatotoksisite) oldugunda ilaca duyarli TB'yi tedavi etmek i¢in kullanilir
(103). MOX ayrica ilaca duyarli TB'yi 4 ayda etkili bir sekilde tedavi eden ¢oklu ilag

rejiminin bir pargasidir (104).

e Aminoglikozidler ve Kapreomisin
“fkinci sira” enjekte edilebilir ilaglar olan amikasin, kanamisin ve/veya
kapreomisinin uygun kullanimi, CID-TB'nin etkin tedavisi ve YID-TB'nin énlenmesi
i¢in kritik 6neme sahiptir. Hem AMK hem de KAN, 30S ribozomal alt birimindeki
16S rRNA'ya baglanir ve protein sentezini inhibe eder. CAP’in MTB’deki etki
mekanizmasi iy1 anlagilmamistir, ancak translasyonu engelledigi ve mikobakteriyel

ribozomlarda fenilalanin sentezini engelledigi goriilmektedir (105).

e Sikloserin ve Terizidon
Sikloserin  kiigiik, suda ¢oOzlniir zayif bir asittir. TZ, iki sikloserin
molekiiliiniin bir 6n ilag gorevi goren tereftalaldehit ile kondenzasyon {tiriintidiir. CS,
D-Alanin'in dogal bir {iriin analogudur. Alanin rasemaz ve D-alanin-D-alanin ligazin
rekabetci bir inhibitoriidiir ve peptidoglikan sentezini bozar (106). CS giliniimiizde
primer anti-TB ilaglarla yanit alinamayan akciger veya akciger dist TB’nin
tedavisinde diger bakteriyostatik ilaglarla birlikte kullanilir (106).
e Para-aminosalisilik Asit
Para-aminosalisilik asit, para-aminobenzoik asidin yapisal analogudur. Para-
aminobenzoik asitin folik asite doniigiimiinii kompetitif olarak bloke ederek MTB
iizerinde bakteriyostatik etki gosterir. PAS’m giiniimiizde asil kullanim alan1 CID-
TB’dir. Ayrica iki yas altt c¢ocuklarin tiiberkiiloz enfeksiyonlarinin tedavi

kombinasyonlarinda yer alir (107,108).

e Tionamidler (Etionamid, Protionamid)
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Ethionamide ve  Prothionamide, nikotinamidin  sentetik  yapisal
analoglaridir. Her ikisi de mikobakteriyel mono-oksijenaz EthA tarafindan aktive
edilen 6n ilaglardir ve INH ile ayni enoil-asil rediiktaz enzimi inhA'y1 hedefleyerek

mikolik asit sentezini bozar (106).

e Kilofazimin
Klofazimin (CFZ) CID-TB tedavisimde yararli olabilecegi bildirilmis yari
sentetik bir riminofenazindir. Etki mekanizmasinin elektron tasinmasinin bozulmasi
ve reaktif oksijen tiirlerinin {retilmesi oldugu varsayillmistir. Potasyum alim
kanallarinin inhibisyonu yoluyla membran potansiyelinin bozulmasi da dahil olmak

tizere ek mekanizmalar da dnerilmistir (106).

e Linezolid
Linezolid 2000 yilindan beri ilaca direngli Gram pozitif enfeksiyonlar igin
kullanilmaktadir. Ribozomun 23S alt birimine baglanan ve baslama kompleksinin
olusumunu saglayan sentetik bir ribozomal translasyon inhibitériidiir. In vitro
calismalarda direncgli izolatlar da dahil olmak tizere farkli mikobakteri tiirleri
lizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Linezolidle basariyla tedavi edilen CID-TB
olgulart bildirilmistir. Direng, in vitro olarak 23S rRna'nin (rrs geni) peptidil

transferaz alanindaki nokta mutasyonlari ile iliskilidir (106).

e Bedakuilin
Bedakuilin, mikobakteriyel ATP sentazini inhibe ederek hem aktif olarak
¢ogalan hem de latent durumda olan mikobakteriler {izerinde etki eden sentetik bir
diarilkinolindir (109). In vitro olarak segilen atpE genindeki mutasyonlar acikca

yiiksek seviye direngle iligkilidir (106).

2.12. Antitiiberkiiloz ila¢ Direncleri

M. tuberculosis'te plazmitlerin olmamasi1 ve diisiik rekombinasyon siklig
nedeniyle ilag direnci esas olarak genetik mutasyonlar tarafindan olusturulur.
Direncin bakteriler arasinda genetik aktarimi da s6z konusu degildir. Dolayisiyla,
TB’li olgularda ¢oklu ila¢ kullanilmasi, diren¢ gelisiminin dnlenmesinde en 6nemli

faktorlerden birisidir.
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2.12.1. izoniazid direnci

Izoniazide direngli TB vakalarinin oram kiiresel olarak artmaktadir ve TB
tedavisinde onemli bir engel teskil etmektedir (110). INH direncinin mekanizmasinin
cok karmasik oldugu ve nispeten ¢ok sayida gende mutasyonlar igerdigi
bilinmektedir. Diinyanin farkli bélgelerinde yapilan ¢ok sayida ¢alismalar ile katG,
InhA, kasA, ndh, oxyR - ahpC intergenik bolgesindeki mutasyonlarin INH direncine
neden oldugu tespit edilmistir. Biitiin
genler arasinda katG genindeki mutasyonlar, INH direncine aracilik etmede ¢ok
belirgin bir rol oynar (111). KatG geninde en yaygin goriilen degisiklik, katG
proteininde S315T (AGC'den ACC'ye) olarak temsil edilen, kodon 315'te dogal
olarak olusan Serin ile Treonin'in ikamesi ile sonuglanan bir nokta mutasyonudur
(112). En yaygm S315T ikamesinin, INH'ye orta veya yiiksek diizeylerde direng ile
iliskili oldugu rapor edilmistir (113). Bu mutasyon ile CID-TB ve YID-TB'nin iletim
dinamikleri arasinda giiclii bir korelasyon oldugu daha 6nce rapor edilmistir (114).
Dirence neden olan genler arasinda inhA'daki mutasyonlar MTB'de diisiik seviyeli
INH direnci ile iliskilidir. inhA'nin diizenleyici bolgelerindeki, 6zellikle de C(— 15)T,
T(— 8)G/A, A(— 16)G'deki, inhA proteininin asirt ekspresyonuna yol agan
mutasyonlar, diisiik seviyeli INH direncinin en yaygin nedeni olarak gosterilmistir
(111). INH direnci ile ilgili yakin zamanda yapilan bir incelemede gézlemlenen tiim
fenotipik INH direncinin sirasiyla %64 ve % 19’nun  katG 315 ve inhA-15
mutasyonu ile iliskili oldugunu bildirmistir (115).

2.12.2. Rifampisin direnci
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Uzun siireli RIF tedavisi sonucu gelisen rifampisin direnci (RR), TB
kontroliinde 6nemli bir sorun haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin raporuna
gore 2019'da yaklasik yarim milyon kisi RIF direngli TB olarak bulunmustur (116).
RIF direnci ile ilgili mekanizma hala tam olarak a¢ik degildir. RIF direnci ile ilgili
mutasyonlar c¢ogunlukla rpoB geninde yer alan rifampin direncini belirleyen
bolgesinde (RRDR) meydana gelir (117). rpoB genindeki mutasyonlar, ilk olarak
Escherichia coli'de kesfedilen RR'nin birincil mekanizmasidir (118). Gendeki
mutasyonlar, 3 alt biriminde yapisal degisikliklere neden olup RIF'in RNAP'n f alt
birimine baglanmasini zorlastirarak veya tamamen engel olarak RIF direncine neden
olmaktadir (119). Caligmalar, RR-TB izolatlarmin yaklagik % 90-100"1iniin
rpoB mutasyonlarindan kaynaklandigini gostermistir (120). RR mutasyonlarinin
cogu, rpoBmin 81bp RRDR'sinde yogunluktadir ve S531L, H526Y, H526D ve
D516V en yaygin goriilen mutasyonlardir (121). Baz1 arastirmalar, bu mutasyonlarin
oraninin, farkli genetik ge¢mise sahip farkli M. tuberculosis suslarinda degisiklik
gosterdigini bulmustur; 6rnegin, S531L Almanya'da esas olarak soy 2'de (Pekin
genotipi) bulunur (122), D516V ise Rusya’da soy 4'te daha yiiksek bir orana sahiptir
(123).

2.12.3. Pirazinamid direnci
Pirazinamid direngli suslarda pirazinamidaz aktivitesinde kayip belirlenmistir.
Direngli suslarin  %72-94’tinde bu enzimi kodlayan pncA gen bolgesinde

mutasyonlar saptanmistir (124).

2.12.4. Etambutol direnci

Etambutol, arabinosiltransferaz enzimini inhibe eder ve mikobakteriyel hiicre
duvarinin biyosentezini engeller. Arabinosil transferaz, embC, embA ve embB'nin ii¢
genini  igeren embCAB lokusu  tarafindan  kodlanir  (125).  Bunlardan
embA ve embB genleri arabinogalaktan sentezine katkida bulunurken, embC,
lipoarabinomannan sentezi igin ayrilmisti. EMB’e karsi Dbilinen direng
mekanizmasi, yapilan ¢alismalarin ¢ogunda en yaygin olarak embB genindeki 306,

406 ve 487 kodonlarindaki mutasyonlarla iliskilendirilmistir.

2.12.5. Streptomisin direnci
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Streptomisin  direnci ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen
bolgesindeki ve 16S ribozomal RNA’y1 kodlayan rrs gen bolgesindeki mutasyonlar
sonucu goriilmektedir (126,127). rpsL gen bolgesinde en sik rastlanan mutasyon 43.
kodondaki AAG—AGG (Lys—Arg) degisimi, daha az rastlanilan ise AAG—ACG
(Lys—Thr) degisimi ile sonu¢lanan mutasyonlardir. rrs gen nokta mutasyonlari ise

530. ve 915. niikleotidlerin gevresinde kiimelenmistir (123).

2.12.6. Aminoglikozidler ve Kapreomisin direnci

Enjektabl ilaglarin patojen gen hedeflerine baglanmasini engelleyen veya
ilaglarin etki mekanizmasini degistiren ¢ogunlukla es anlamli olmayan tek niikleotid
polimorfizmleri, AMK, KAN ve CAP'ye kars1 ilag direnci ile
iligkilendirilmistir. Enjekte edilebilir ilaglara diren¢ c¢ogunlukla 16S rRNA'da
meydana gelir ve dirence neden olarak bilinen mutasyonlar rrs ve tlyA genlerinde
goriilmektedir. Bakterinin rrs geni, 16S rRNA'y1 kodlar ve tlyA, 16S rRNA'nin 44
sarmalindaki C1409 niikleotidini ve 23S rRNA'nin 69 sarmalindaki niikleotit
C1920'yi degistiren bir 2’-O-metiltransferazi kodlar (128). Direngli klinik MTB
suslarinda ozellikle 1401. niikleotidde (A1401G) adenin ve guanin bazlarinin yer
degistirmesi baskin olarak goriilmektedir (105).

2.12.7. Florokinolon Direnci

Moksifiloksasin ve diger florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerini inhibe eder, ancak MTB’deki tek hedef DNA girazdir. DNA giraz
tetramer yapisinda ikiser adet A ve B alt birimini igeren bir enzimdir ve alt birimler
sirastyla gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanir. Her iki gende florokinolon ile
DNA giraz enziminin birlesmesini saglayan korunmus bdlgeler yani “kinolon
direncini belirleyen bdlgeler” vardir. Hem gyrAhem de daha az yaygn
olarak gyrB genlerindeki mutasyonlar florokinolon direncinden sorumludur (106).
MTB’de kinolon direnci esas olarak gyrA gen bdlgesindeki mutasyonlara bagl

gelistigi ve mutasyonun en sik bu genin 94. kodonunda saptandigi gosterilmistir.
2.13. Tiiberkiilozun Mikrobiyolojik Tanis1

2.13.1. Orneklerin toplanmas: ve islenmesi
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Mikobakterilerin mikrobiyolojik tanisinin tam ve dogru olarak yapilabilmesi
icin klinik 6rnek uygun yerden, dogru zamanda ve yeterli miktarda alinmali, uygun
laboratuvar  kosullarinda islemlenmelidir.  Mikobakteriyoloji  laboratuvarina
gonderilen Orneklerin ¢ogunlugu solunum sistemi kaynakli (ekspektore veya
indiiklenmis balgam, aclik mide sivisi, bronkoalveoler lavaj, transtrakeal aspirasyon,
bronsial fircalama ve laringeal siiriintii 6rnekleri) olmakta, idrar, gastrik aspiratlar,
dokular, biyopsi ornekleri ile beyin omurilik sivisi, plevral ve perikardial aspiratlar
gibi normalde steril olan viicut sivilar1 diger 6rnekleri olusturmaktadir (129).

Mikobakteri siiphesi ile génderilen balgam 6rneklerinden yapilan kiiltiirler ilk
giin alinan 6rnek pozitif iken ertesi giin alinan 6rnek negatif ¢ikabilir. Bu nedenle,
mikobakterileri izolasyonu igin, 24 saat araliklarla ardisik ii¢ giin boyunca 6rnek
gonderilmelidir. Tiim 6rnekler olabildigince hizli olarak laboratuvara iletilip hemen
isleme alinmalidir (130).

Normal flora iceren klinik drnekler ile alinmalar1 ya da transport iglemleri
sirasinda sterilizasyon kurallarina uyulmadigi diisiiniilen klinik 6rneklere; organik
kalintilardan arindirmak, diger bakteri ve mantarlari elimine etmek ve mukusu
stvilagtirmak — amaciyla  dekontaminasyon-homojenizasyon islemi  uygulanir.
Dekontaminasyon ajani ile islemden sonra kullanilan asit veya alkali ortam nétralize
edilir ve karisim, mikobakterileri yogunlagtirmak amaciyla yiiksek hizda santrifiij
edilir. Mikobakteri kiiltiirii igin gonderilen beyin omurilik sivis1 (BOS), sinovyal sivi
ve normal Kosullarda steril olan diger viicut sivilar1 gibi orneklerin, islem Oncesi
dekontamine edilmesine gerek yoktur (129).

Gilinlimiizde rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan
yontem N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit (NALC-NaOH) yontemidir. Bu
yontemde; NALC mukus icindeki mikobakterilerin serbest kalmasini saglayan
mukolitik olarak, NaOH dekontaminant ve konsantrasyon soliisyonu olarak ve
sodyum sitrat klinik drnekte bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC’1n
inaktive olmasini énlemek amaciyla kullanilmaktadir. Ornegin hacmine esit miktarda
NALC-NaOH eklenip vorteks ile iyice karismasi saglandiktan sonra 15 dakika
beklenmektedir. Bu siire sonunda fosfat tamponu ile nétralizasyon saglanmaktadir.
Konsantre etmek amaciyla uygulanan santrifiij sonrasi elde edilen cokeltiden

preparatlar hazirlanmakta ve uygun besiyerlerine ekimleri yapilmaktadir (23).
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2.13.2. Mikroskobik degerlendirme
Mikobakterilerin hiicre duvarlar1 yiliksek lipid iceriginden dolayi, fuksin

boyasini baglama 6zelligine sahiptir, bu nedenle boya asit-alkol ile uzaklastirilamaz.
Mikobakterilerin aside direngli boyanma 6zelligi, karakteristik morfolojik 6zellikleri
ile birlikte enfeksiyonun erken tespiti ve tedavi izlemi i¢in degerli bir yardimcidir
(130). Mikroskopik degerlendirme en ucuz, kolay ve en sik kullanilan yontemdir.
Yaymada ARB saptanmasi, klinik Ornekte mikobakteri varligini gosteren ilk
bakteriyolojik kanittir. Mikroskobik incelemede, aside direncli bakteri goriilmesi igin
ornegin mililitresinde 5.000-10.000 basil bulunmasi gereklidir. Giiniimiizde halen
balgam ve diger klinik orneklerden yayma ile ARB aranmasi ve bunun kiiltiir ile
dogrulanmasi tiiberkiiloz tanisinda altin standarttir. Mikobakteriler i¢in baslica iki
farkl1 aside direngli boyama teknigi kullanilmaktadir (131).

Karbolfuksin boyama:

e Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)

¢ Kinyoun

Florokrom boyama:

e Auramine O

e Auramine-Rhodamine

Bu yontemin 6zgiilligii yiiksektir ancak ornegin tiirti ve kalitesi, i¢erdigi basil

sayist ve degerlendirme yapan kisilerin deneyiminden etkilendigi i¢in duyarlilig:
%20-85 arasindadir (132). Bir 6rnegi negatif sonuglandirmak igin 151k mikroskobu ile
100’1iik objektifte en az 300 alan, floresan mikroskop ile 40’lik objektifte en az 70
alan taranmalidir. Incelemede pozitiflik goriildiigii zaman M. tuberculosis olarak
sonuglandirilmamali, derecesi belirlenerek ARB pozitifligi olarak raporlanmalidir.

Yayma degerlendirmesi Tablo 2'te gosterildigi gibi yapilir (133).

Tablo 2. Yaymalarin degerlendirme kriterleri (133).
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Goriilen ARB sayisi

Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
x1000 x250 %400
Negatif 0 0 0

Siipheli; tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ =3/1 alan =90/1 alan =>36/1 alan

2.13.3. Kiiltiir yontemleri
Tiiberkiiloz enfeksiyonunun kesin tanisi basilin kiiltiirde iiretilmesi ile
konulur. Kiiltiir yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen mikobakterilerin tanisinda
halen altin standart olmaya devam etmektedir. Kiiltiir islemi sayesinde; tiir diizeyinde
tanimlama islemleri icin gerekli izolatlar elde edilebilir, bakterilerin canliliklari
dogrudan gosterilebilir ve ilag duyarlilik testleri yapilarak hastalar dogru tedavi
edilebilir. Cogaltilan izolatlar daha sonraki arastirmalar ic¢in saklanarak yeni
epidemiyolojik verilerin elde edilebilir olmasi da ¢ok Onemlidir. Aside direngli
basillerin kiiltiirde tretilebilmesi i¢in 6rnegin her mililitresinde 10-100 canli basil
olmas1 yeterlidir (67). Mikobakterilerin tiiremeleri i¢in 06zel besiyerlerine
gereksinimleri vardir. Bu besiyerleri kompleks yapida olup, kat1 ve sivi besiyerleri
olarak siniflandirilirlar.
Kat1 Besiyerleri
¢  Yumurta Bazli

» Lowenstein-Jensen (LJ)

» Petragnani

» American Thorasic Society

e Agar Bazh
» Middlebrook 7H10
» Middlebrook 7H11

Siv1 Besiyerleri

e Middlebrook 7H9
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e Dubos Tween alblimin

Mikobakterilerin primer izolasyonunda Centers for Disease Control (CDC)
klasik kati besiyerleri yaninda bir sivi besiyerinin birlikte kullanilmasini
onermektedir. Kat1 besiyeri olarak ilk izolasyonda yumurta bazli olan LJ besiyeri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yumurta bazli besiyerlerinin; iyi bir tampon
kapasitesine sahip olmalari, +4 C’de uzun raf Omiirlerine sahip olmalar1 ve ¢ogu
mikobakterinin iyi iiremesini desteklemeleri énemli avantajlaridir. Bunun yaninda
koloni olusumunun 18-24’lincii giinlerden 6nce saptanamamasi ve duyarlilik testleri
icin ilag konsantrasyon ayarinin yapilamamasi dezavantajlaridir. Yumurta bazl
besiyerlerinin opak goriiniimlii olmasina karsin, agar bazli besiyerler seffaftir. Agarh
besiyerlerine gére yumurtali besiyerlerinin hazirlanmasi1 daha zor ama daha ucuzdur
ve koloni morfolojisi daha tipiktir. O nedenle tiiberkiiloz prevalansi yiiksek olan
tilkelerde daha ¢ok yumurtali besiyerleri tercih edilmektedir. Duyarlilik testleri igin
agar bazli besiyerlerinde proporsiyon yontemi referans yontem olarak onerilmistir.
Ancak pahal1 ve raf dmiirlerinin nispeten kisa olmasi 6nemli dezavantajlaridir. Sivi
besiyerleri; mikobakterilerin primer izolasyonu, stok suslarin pasajlarinin yapilmasi,
ilag duyarlik testleri ve diger in vitro testler i¢in inokuliim hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Klasik yontemlerin disinda M.tuberculosis izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa
ve izolasyon oraninin ¢ok daha yiiksek oldugu hizli kiiltiir sistemleri de rutin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemlerde zengin igerikli besiyerleri kullanilarak hem
mikobakterilerin izolasyon sansi arttirtlmakta hem de mikobakterilerin iiremesi erken
donemde saglanmaktadir. Bu sistemler;

Cihaz ve bilgisayar ile degerlendirilip degerlendirilmemesine gore:
 Tam Otomatize Sistemler (BACTEC 9000 MB, BACTEC MGIT 960,
VersaTREK (Myco-ESP II), BacT/ALERT 3D, TK Kiiltiir Sistemi)
* Yar1 Otomatize Sistem (BACTEC 460TB)
* Manuel Sistemler (MGIT, MB redoks, Septi-Chek AFB)
Kullanilan tireme indikatorlerine (O2 kullanimi ve CO2 iiretimi) gore:
» Radyometrik Sistemler (BACTEC 460TB)
* Florometrik Sistemler (BACTEC MGIT 960, BACTEC 9000 MB)
* Kolorimetrik Sistemler (BacT/ALERT 3D, TK)
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Hizli kiltiir sistemlerinden BACTEC MGIT 960 sistemi, diinyada en yaygin
kullanilan otomatize kiiltiir sistemidir. “Mycobacteria Growth Indicator Tube”
(MGIT) olarak adlandirilan tiiplerin igerisinde 7 ml modifiye Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri ve dip kisminda silikona gomiilii oksijen ile bilesik halde floresan madde
(fenatrolin rutenyum klorid pentahidrat) bulunmaktadir. Kullanilan besiyerlerinde
mikobakteri veya diger mikroorganizmalar {rediginde oksijenin kullanilmasi
sonucunda UV i1sinina kars1 fluoresans olugsmakta ve olusan fluoresans miktar1 iireme
indeksi olarak  degerlendirilmektedir.  Sistem, iiremenin saptanmasi ve

monitdrizasyonuna ek olarak, anti-TB IDT’lerinin yapilmasma da imkan
tanimaktadir (134).

2.13.4. identifikasyon testleri

Tiiberkiiloz siiphesi ile gonderilen ARB pozitif tiim iiremelerde MTBC ve
TDM ayirimi yapilmalidir. Bu amagla fenotipik yontemler, genotipik yontemler,
immiinokromatografik yontemler kullanilmaktadir. Fenotipik yontemler bakterilerin
tireme hizina, lireme 1s1sina, koloni goriiniimiine, pigment {iretimine ve biyokimyasal
ozelliklerine dayali yontemlerdir. MTBC, 37 °C’de 14-28 giinliik inkiibasyondan
sonra LJ’de pigmentsiz, diizensiz, kuru, deve tiliyli rengi koloniler olusturur. Sivi
kiiltiirden EZN boyama yontemi ile ARB varligi ve MTBC lehine olan kord olusumu
incelenir. Kiiltiirde iireyen koloninin niasin birikimi, nitrat rediiksiyonu, katalaz
enziminin varlig1 ya da ortamda paranitrobenzoik asit varliginda basilin tircyememesi
gibi biyokimyasal 6zellikleri test edilerek MTBC’nin tanimlamasi yapilabilmektedir.
Ancak gilinlimiizde, fenotipik testlere alternatif olarak sivi/kati besiyerinden
calisilabilen, dakikalar i¢cinde sonu¢ veren, uygulanmasi daha kolay ve yiiksek
duyarliliga sahip olan BD MGIT TBc ID testi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontem, TB basiline 6zgli duvar antijeni olan MPT-64 antijeninin saptanmasina

dayanan immiinokromatografik bir testidir (134).

2.13.5. Molekiiler testler
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Fenotipik ve immiinokromatografik yontemlerin yani sira, hizli sonug
vermesinden dolayr Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve ters hibridizasyon gibi
molekiiler yontemler de identifikasyon amaciyla kullanilmaktadir. Bu yontemlerden
dogrudan klinik 6rnekten ya da tiremis kiiltiirden tanimlama yapan testler mevcuttur.
Dogrudan klinik Orneklerden, Ozellikle mikroskopide ARB pozitif pulmoner
orneklerden yiiksek duyarlilikla MTBC tanimlamasi ve rpoB gen bdlgesi aracilifiyla
da RIF direnci tespiti yapabilen GeneXpert MTB/RIF testi, WHO tarafindan
kullanim1 onaylanan ve &nerilen bir hasta basi testtir (20). Uremis kiiltiirden
tanimlama amaciyla PZR, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
Spoligotiplendirme, MIRU-VNTR (Variable Number Tandem Repeats of
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) gibi yontemler mevcuttur. Bunlarin
yant sira, ticari olarak temin edilebilen DNA prob hibridizasyon esasli iiriinler, DNA
dizi analizleri ve DNA mikroarray teknolojileri ile mikobakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmast hizli bir sekilde gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemlerden PCR
tabanli ters hibridizasyon (line prob assay) esasina dayanan GenoType MTBDR plus

testi, gliniimiizde en ¢ok kullanilan ticari molekiiler testlerden biridir (135).

2.13.6. Tla¢ duyarhlik test yontemleri

Coklu ilaca direngli TB suslarinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle MTBC
izolatlarinin hizli ve dogru antitiiberkiiloz duyarlilik testlerine gereksinim vardir.
Duyarlilik testi, her hastadan izole edilen ilk MTBC izolatina yapilmali ve eger
kiiltiir pozitifligi devam ediyorsa li¢ ay sonra tekrarlanmalidir. Baslangigta INH, RIF,
EMB ve PZA dahil tiim birincil ilaglar1 igermelidir (130).

M. tuberculosis komplex i¢in antitiiberkiiloz ilag duyarlilik testinde INH, RIF
ve EMB i¢in Middlebrook 7H10 besiyerinin kullanildig1 agar proporsiyon yontemi
referans kabul edilmektedir. PZA duyarlilik testi i¢in ise referans olarak BACTEC
460 TB sistemi kullanilmaktadir Bununla birlikte modifiye Middlebrook 7H9 sivi
besiyerinin kullanildigt BACTEC MGIT 960 hizli ticari sistemi yaygin olarak
kullanilmaktadir ve referans yontemle uyumlu sonuglar elde edildigi gosterilmistir
(54,136). Eger izolat rifampisin ya da birincil ilaglarin herhangi ikisine direngli ise
veya RIF ve INH ilaglarinin ikisine ayn1 anda direng goriildiiyse ikinci kusak ilaglar

test edilmelidir.
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e Agar proporsiyon yontemi

Yavas iireyen mikobakterilerin IDT’si ig¢in agar proporsiyon yontemi,
1960'arin  basinda G. Canetti tarafindan gelistirilmistir. Agar proporsiyon
yonteminde temel olarak 7H10 ve 7H11 agarli besiyeri kullanilir. Bu yontem dort
bolmeye ayrilmis petri kablarinda gerceklestirilir. Ureme kontrolii igin ilk bolmeye
antibiyotik koyulmaz diger ii¢ bélme test edilecek ilacin degisik konsantrasyonlarini
igerir. Agar proporsiyon yontemi ayni zamanda kagit disk ile de yapilabilir. Bu
durumda her bolmeye ila¢ icermeyen agarli besiyeri dagitilir ve belli miktarda
antibiyotik iceren kagit diskler ayr1 bolmelere yerlestirilir. Ug haftalik inkiibasyon
sonunda ila¢ iceren besiyerindeki koloni sayisinin, ila¢ icermeyen besiyerindeki

koloni sayisina orani direngli basillerin oranini gosterir (136).

e Otomatize ve yar1 otomatize hizh Kiiltiir yontemleri
Antitiiberkiiloz ilag duyarliliklarinin belirlenmesinde; BACTEC 460 TB,
BACTEC MGIT 960 ve VersaTREK hizli tani sistemleri FDA onayina sahiptir ve
CLSI tarafindan kullanimlar1 6nerilmektedir (136).

1. Radyometrik Proporsiyon Yontemi

M. tuberculosis komplex i¢in kullanilan ilk sivi bazli antimikrobiyal
duyarhilik testi, radyometrik proporsiyon yontemi ile ¢alisan BACTEC TB 460
sistemi olmustur. BACTEC TB 460 testinin esasi klasik yontemlerle ayni temele
dayanmaktadir. Bu yontemde 1-(14C) palmitik asit iceren 7H12 siv1 besiyerinden,
bakteri metabolizmasi1 sonucu salmin 14C’nin radyometrik olarak saptanmasina
dayanmaktadir (130). Ancak, radyoaktif madde kullanimi bu yontemin 6nemli bir

dezavantajidir. Bu yiizden iilkemizde ve diinyada artik kullanilmamaktadar.

2. Florometrik Proporsiyon Yontemi
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Florometrik proporsiyon yontemi esasina dayanan, tam otomatik MGIT 960
sistemi FDA tarafindan 2002 yilinda INH, RIF, EMB, PZA ve ikincil ilag SM’ye
karst MTBC’nin duyarlilik testi onaylanmistir (130). Modifiye Middlebrook 7H9 siv1
besiyeri kullanilir, tiiplerin dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal
kompleksi iceren silikon bulunur. Floresan bilesik, besiyerinde ¢dziinen oksijen
varligina duyarlidir. Aktif olarak solunum yapan mikroorganizmalar ¢oziinmiis
oksijeni kullandikga floresans a¢iga ¢ikar ve olusan floresans miktar1 365 nm UV
transiluminator yardimi ile saptanir (137).

MGIT ilag duyarlilik test seti, bir ila¢ icermeyen iireme kontrol tiipii ve ilag
iceren tiipleri kapsamaktadir. Ureme kontroliiniin {ireme indeksi (Growth index, GI)
4 ile 13 giin i¢inde 400’c ulastig1 zaman sistem testin tamamlandigini isaret eder.

Sonuglarin yorumlanmasinda; ila¢ iceren tiipte GI>100 ise izolat ilaca direngli,

GI<100 ise duyarl kabul edilir (130).

o Molekiiler yontemler

Ilaca direngli basillerin ortaya ¢ikmaya baslamasi ile birlikte, direng tespitinin
hizla yapilmasi ve dogru ilaglarla tedaviye baslanmasi gerekliligi 6nem kazanmustir.
Kiiltiire dayali yontemlerle IDT’lerin uzun siirmesinden dolay1, giiniimiizde kisa
sirede ve yliksek dogrulukta sonu¢ vermesi ve direngli iligkili mutasyonun
saptanmast amaciyla cesitli molekiiler yontemler gelistirilmistir. Bu ydntemler
pozitif kiiltiirleri veya ARB yayma pozitif 6rnekleri test etmek i¢in kullanilir.

Molekiiler yontemlerde prob temelli olanlar; molekiiler isaretlerin kullanildigi
GeneXpert MTB/RIF testi ve line problarin kullanildigt HAIN’in MTBDR plus ve
MTBDR sl testini igermektedir. Dizi analizine dayali olanlar ise Sanger dizilemesi ve
pirodizilemedir. Dizi analizine dayali yontemler ile vahsi tip izolatlarin ya da
mutantlarin dizileri elde edilirken prob temelli yontemler ile mutasyon olup olmadig1

tespit edilir (130).

1. Real-time PCR
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Real-time PZR, floresan boya ile isaretli prob teknolojileri sayesinde hasta
orneklerindeki MTBC varligim1 ve anti-TB ilaglara karsi gelisen mutasyonlari
saptamaktadir. Bu sistemde, MTBC’ye spesifik gen bolgeleri ve mutasyonlarin
goriilmesi beklenen ilag direng genleri PZR ile cogaltilir ve DNA’nin ¢ogalmasi
floresan boya ile isaretli DNA problarinin kullanilmas: ile saptanir. Mutasyon
saptama, kendi lizerine katlanabilen ve tavaya (beacon) benzer sekil olusturan, alici
ve verici floresan boyalarin ayni zincir {zerinde bulundugu problar ile
yapilabilmektedir. Ayrica mutant ve mutant olmayan diziye 6zgiil, Taq polimeraz
enzimi tarafindan pargalanan (Tagqman), floresan boyalarla isaretli problar ile de
mutasyonlar saptanabilmektedir (135,138,139).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan da kullanimi1 6nerilen bir molekiiler yéntem
olan GeneXpert MTB/RIF molekiiler temelli bir real-time PZR’dir ve prob ile hedef
dizi arasinda hibridizasyon gerceklestiginde floresan sinyal yayilimi olur. Bu
sistemde klinik 6rnek bir kartus igerisine konup lizerine iki karisim eklenir ve cihaza
yerlestirilir. Cihaz bu kartus igerisinde hem DNA saflastirmay1 ger¢eklestirir, hem de
real-time PZR yaparak, bir yandan MTB varligim1 saptarken diger yandan RIF
direncine yol agan mutasyonlar1 belirler. Bu yontemin avantajlari, yaklasik iki saat
gibi kisa bir siirede sonu¢ vermesi, hasta basinda basit bir sekilde uygulanabilir
olmasi ve kapali kartus sistemi sayesinde capraz reaksiyonlarin engellenmis
olmasidir. Dezavantajlar1 ise, 6zglin hedef boélge disindaki mutasyonlarin tespit
edilememesi (yalanci duyarlilik), hedef bolgesinde sessiz mutasyon bulunan suglarin

direngli olarak (yalanci direnglilik) bildirilmesi ve pahali olmasidir (135,140).

2. Ters Hibridizasyon Yontemi (PCR Tabanh Line Probe Assay)
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Ters hibridizasyon yonteminde mutasyon arastirilacak gen bdlgesine ait
dizileri igeren problar, bir nitroseliiloz kagit lizerine ¢izgiler halinde yapistirilmistir.
Problar igerisinde hem normal diziye, hem de mutant dizilere 6zgiil olanlar bulunur.
Hedef niikleik asit igeren DNA, biotin ile isaretli primerler ile amplifiye edilirler.
PZR f{riinleri, nitroseliiloz banttaki yakalayici problara hibridize edilir. Alkalin
fosfataz-streptavidin kompleksi igeren konjugat eklenir. Konjugat, bir 6nceki adimda
olusan komplekse baglanir. 5- bromo-4-chromo-3-indolfosfat ve Nitro Blue
Tetrazolium igceren kromojenik substrat eklenir. Substratin, konjugata baglanmasi ile
alkalin fosfataz enzimi aktivasyonu sonucunda nitroseliiloz bant iizerinde kromojenik
bant olusur. DNA’nin, normal veya mutant dizileri tasiyan problara baglanmasi
sonucunda kromojenik bant olusumuna gore ilag direncinin varlig1 saptanir
(135,140).

Hibridizasyon temelli testlerden INNO-LIPA MYCOBACTERIA V2
(Innogenetics, Belgika), sadece RIF direnci tespiti ile birlikte 16 tiir (MTBC+TDM)
tayini de yapabilmektedir. Bir diger test olan GenoType MTBDR plus (Hain
LifeScience GmbH, Almanya), MTBC tayini ile RIF ve INH direncini tespit ederken,
GenoType MTBDR sl kiti ise MTBC tayini yaninda sekonder ilaglar igin direng
tespiti yapabilmektedir. Bunlarin yaninda GenoType Mycobacterium CM/AS kiti ile
de 30 TDM tiir tayini yapilabilmektedir. Ters hibridizasyon yontemleri, ilag
direnglerini hizli ve dogru tespit edebilen yontemlerdir. En 6nemli kisitliliklari,
dirence sebep olan mutasyonlarla direng¢ olusturmayan sessiz mutasyonlarin
birbirinden ayirt edilememesi ve yeni gelisen mutasyonlarin tespit edilememesidir.
Bu testlerle yapilan farkli calismalar incelendiginde, testlerin duyarliliklarindaki
farkliliklar, INH ve RIF direncine yol acan mutasyonlarin bolgelere gore farklilik
gostermesiyle kismen agiklanabilir (135,141).

3. DNA dizi analizi
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DNA dizileme, dogrudan bakterinin genom dizilimi ortaya ¢ikarilarak
tanimlama yapilan bir yontemdir. Yeni nesil dizileme teknolojilerinin tek niikleotid
polimorfizmlerini, karsilastirmali genomikleri ve bulagsma dinamikleri ile ilgili ¢esitli
yonleri belirlemede de faydali oldugu bulunmustur (142). Bu teknikler,
mikobakteriyel suslarin tanimlanmasimi ve direng¢ analizini yapmakla birlikte,
filogenetik ve evrimsel 6zelliklerini belirlemede de molekiiler epidemiyoloji alaninda
da kolaylik saglar. Tiim genom dizileme yOnteminin Klinik mikrobiyoloji ve halk
sagliginda birbiriyle ortiisen iki ana kullanimi1 vardir:

1. ilaca direngli fenotipi tahmin etmek icin genotiplerin tanimlanmasi

2. Potansiyel salgin senaryolarinda bulasma zincirlerini tanimlayabilen
genetik iliskinin belirlenmesi

3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Saglik
Aragtirmalart Etik Kurulu’ndan 18.10.2021 tarih ve 2021/218 sayili kararla alinan
onay ve Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden saglanan destek

(proje no: 2022.04.01.1277) ile gerceklestirildi

Calismamizda Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarimiza 2004-2021 yillar
arasinda gonderilen klinik 6rneklerde izole edilen ve tamimlanan M. tuberculosis
komplex suslarindaki genel direng durumu incelenerek RIF direngli bulunan biitiin
izolatlar ayrildi. Bu izolatlarda GenoType MTBDR plus testi ile genotipik olarak RIF
direnci ve bu dirence neden olan gen paterni arastirildi. Daha sonra RIF direngli
izolatlar i¢indeki CID-TB suslar secildi ve bu izolatlara GenoType MTBDR sl testi
ile genotipik olarak ikinci nesil ilag direnglerine neden olan gen paterni incelendi. Bu
sekilde fenotipik olarak RIF direngli bulunan suslarin genotipik olarak direng
oranlar saptandi. Ayrica RR-TB’deki RIF direncine neden olan gen paterni ile CID-

TB’deki RIF direncine neden olan gen paterninin karsilastiriimasi yapildi

3.1.Gerecler

3.1.1. Kullanilan Besiyeri, Boya ve Kimyasallar
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1. Erlich- Ziehl-Neelsen Boyama kiti (Aside Direngli Boyama, ARB)
2. Lowenstein-Jensen Besiyeri (LJ) (Becton Dickinson, ABD)
3. Middlebrook 7H11 Agar (Becton Dickinson, ABD)

4. Mycobacteria Growth Indicator Tube BD (MGIT) (Becton Dickinson, New Jersey
-ABD)

3.1.2. PCR ve Ters Hibridizasyon testleri i¢cin kullanilan cihaz ve ekipmanlar

1. Thermal cycler (Bio Rad IQ5 — Anatolia geneworks)

2. Twincubator (Hain Lifescience, Nehren Almanya)

3. Geno Type MTBC (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)

4. Geno Type MTBDR plus (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)

5. Geno Type MTBDR sl VER 2.0 (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)

6. Siuf II giivenlik kabini (firma adi)

7. DNA ekstraksiyon kiti (GenoLyse veya GXT DNA/RNA Ekstraksiyon Kiti)

3.2. Calisma Suslari

Calismamiza, Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 Tiiberkiiloz Laboratuvarina 2004-2021 yillari
arasinda cesitli kliniklerden izole edilen MTBC kokenleri dahil edildi. Bu izolatlar
calisma yapilincaya kadar stok besiyerlerinde -20°C’de ve MGIT besiyerlerinde
+4°C’de saklandi. Fenotipik olarak rifampisine direnli oldugu saptanan toplam 21
MTBC susu ile 12 CID-TB susu molekiiler olarak incelendi. Calismaya alman biitiin
suglarm  GenoType MTBC testi ile MTBC alt tir tayini yapildi ve
GenoType MTBDR plus testi ile RIF direnci igin rpoB gen mutasyonu, Yiiksek
seviyeli INH direnci i¢in katG geni, diisiik seviyeli INH direnci i¢in inhA geninin
promotdr bolgesi analiz edildi. Bu izolatlarin icindeki 12 CID-TB susuna
Geno Type MTBDR sl VER 2.0 ile genotipik olarak ikinci basamak ilag direng
paternine bakildi.

Calismaya alman suslarin izole edildigi 6rnekler laboratuvarda asagida
tanimlanan islemler uygulanarak degerlendirildi. Mikobakteriyoloji Birimi’ne gelen
orneklerden, akciger drnekleri ve steril olmayan klinik 6rneklerin homojenizasyon ve
dekontaminasyonu N-asetil-L-sistein ve %@4’lik sodyum hidroksit kullanilarak

yapildi. Steril oldugu kabul edilen 6rneklere dekontaminasyon islemi uygulanmadi.
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Hazirlanan 6rnekler, kat1 besiyeri olarak LJ besiyeri (Becton Dickinson, ABD) ve
sivi besiyeri olarak MGIT (Becton Dickinson, ABD) kullanilarak iiretici
talimatlarina gore ekim yapildi. Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar EZN
yontemi ile boyanarak ARB varlig1 acisindan 151k mikroskobunda degerlendirildi. LY
besiyerlerinde iiremelerffsekiz hafta boyunca haftada bir kez kontrol edildi. Sivi
besiyerleri ise BACTEC MGIT 320 (Becton Dickinson, ABD) sistemi ile 37°C’de,
alt1 hafta siire ile inkiibe edildi. Bu siire sonunda iireme olmayan ornekler negatif
olarak degerlendirildi. Ureme olan besiyerlerinden EZN boyama ile hazirlanan
yayma preparatlarin mikroskopik incelemesinde ARB goriilmesi durumunda MTBC
ile tiiberkiiloz dis1 mikobakteri ayrimi amaciyla, MTBC’ye ait MPT64 antijenini
saptamaya yonelik bir test olan “TBC Identification Test” (Becton Dickinson, ABD)
Kiti uyguland1 ve iretici talimatlarina gore yorumlandi. MTBC olarak tanimlanan
izolatlarin ila¢ duyarliligt BACTEC MGIT 320 SIRE yontemi (Becton Dickinson,
ABD) ile fiiretici firma Onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Biitiin suslar
molekiiler ¢alisma yapilana kadar yagsiz siitlii stok besiyerinde sub kiiltiirleri
yapilarak -20°C’de saklandi. Es zamanali lireme saptanan pozitif MGIT tiipleride
+4°C°de saklandh.
Calismaya baslamadan suslar1 canlandirmak amaciyla saklanan pozitif
MGIT siselerinden ve siit stok besiyerlerinden LJ besiyerine ekim yapilarak 37°C’de
inkiibe edildi. Es zamanli olarak MGIT siv1 besiyerine ekim yapilarak BACTEC
MGIT 320 cihazina yerlestirildi. Haftalik iireme kontrolleri yapildi. Uremesi
gozlenen suslarin PZR islemi i¢in DNA izolasyonu yapildi.
M. tuberculosis komplex oldugu bilinen suslarin molekiiler diizeyde
incelemeleri asagidaki sirayla yapilmaistir;
1. Biitiin suslara GenoType MTBC testi ile komplex alt tiir tayini yapild.
2. Biitiin suslarin GenoType MTBDR plus testi ile RIF ve INH direng genleri
tespit edildi.
3. CID oldugu belirlenen suslara GenoType MTBDR sl VER 2.0 testi ile ikinci

jenerasyon ilag direng genleri tespit islemi yapildi.

3.3. GenoType MTBC (HAIN Lifescience, Germany)
GenoType MTBC testi, M. tuberculosis kompleksine ait tiirlerin/suslarin

ayrimi igin kiiltiirde iiretilmis mikobakterilerden yapilan kalitatif bir testtir.
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GenoType MTBC testi, M. tuberculosis kompleksine 6zgii 23S ribozomal
DNA pargasi, gyrB DNA dizisi polimorfizmlerine ve M. bovis BCG'nin RD1
silinmesine dayanir. Bu dizileri hedefleyen spesifik oligoniikleotitler, membran
seritleri tlizerinde hareketsiz hale getirilir. Bir multipleks PZR'den tiiretilen

amplikonlar, hibridizasyon sirasinda bu problarla reaksiyona girer (143).
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Sekil 9. GenoType MTBC stripleri (144).

Test Prosediirii Esaslar
GenoType MTBC testi, DNA strip teknolojisine dayanmaktadir. Tim

prosediir li¢ adima bdliindii:

1. Kiiltiirde tiretilmis materyalden DNA ekstraksiyonu
2. Biyotinle isaretlenmis primerler kullanilarak yapilan multipleks
amplifikasyon
3. Ters hibridizasyon
DNA Ekstraksiyonu

Lowenstein Jensen ve MGIT besiyerinde {iretilen mikobakteriler, DNA
ekstraksiyonu i¢in baglangic malzemesi olarak kullanildi. Calisma alaninin,
kontamine edici DNA'dan arinmis olmasina dikkate edildi.

Asagidaki hizli protokol kiiltiirde izole edilen mikobakterilerin DNA’lar
ekstraksiyonu i¢in kullanildi.

1. Ekstarksiyon i¢in s1v1 ve kati besiyerindeki izolatlar kulanildi.
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la. LJ besiyerinde iiremis bakteri kullanildiginda bir 6ze dolusu bakteri, 100
ul lys buffer (F-LYS) icerisinde ¢oziilerek vortekslendi.

1b. MGIT besiyerinde iireyen bakterileri kullanirken, dogrudan 1 ml 6rnek
almarak class II giivenlik kabininde bulunan aerosol onleyici rotorlu santrifiij ile
10000X g’de 15 dakika gevrildi. Siipernatant atilarak 6rnekler FluoroLyse Kitinin
icinden ¢ikan 100 pl lys buffer (F-LYS) ile ¢oziilerek vortekslendi.

2. Elde edilen bakteriler 95-100 derecede kaynayan su igerisinde 5 dk
bekletildi.

3. Santrifiij de kisa bir spin yapilarak kapakta olusan su buharlarinin vida
kapakli tiipiin dibine inmesi saglandi.

4. Fluoro Lyse kitinin iginden ¢ikan 100 pl notralizasyon buffer (F-NB)
eklendi ve vortekslendi.

5. En vyiiksek devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan kisimdan
(Stipernatant) 100 pl alindu.

Amplifikasyon (PZR)

Polimeraz ve primerler gibi amplifikasyon igin gerekli tiim reaktifler, A ve B
amplifikasyon karisimlarina (AM-A ve AM-B) dahil edilip ve bu test i¢in optimize
edildi. Reaktifler buzluktan ¢ikarilarak ¢oziildiikten sonra, AM-A ve AM-B'yi kisaca
spin yaparak yukart ve asagi dogru pipetleyerek dikkatlice karigmasi saglandi.
DNA’dan armdirilmis bir odada her o6rnek icin 45 pl amplifikasyon karisimi
hazirland1 ve DNA ornekleri ayr1 alanda eklendi. Her 6rnek igin;

— 10 ul AM-A

—35 ul AM-B

— 5 pl DNA solution

Final hacmi: 50 pl

Calisilacak 6rneklerin sayisi belirlendi. (analiz edilecek drnek sayisi + kontrol
ornekleri). Negatif kontrolde ornek yerine 5 ul izolasyon asamasinda beraber
yiiriitiilen negatif kontrol konuldu. Gerekli tiip sayis1 hazirlandi. Ornek sayisina gére
AM-A ve AM-B igeren bir ana karisim hazirlanarak dikkatlice karistirildi (vorteks
yapilmadi). Hazirlanan PZR tiiplerinin her birine 45 pl ilave edildi. Ayri bir ¢alisma
alaninda, 45 ul AM-A ve AM-B karisim igeren tiiplerin igerisine 5 pl DNA

ekstraksiyonu eklenerek, Thermal cycler cihazina yerlestirildi. Kite uygun PCR
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programi yiiklenerek amplifikasyon baglatildi. PCR programi ¢aligma siireci Tablo
3’da gosterildi.

Tablo 3. Genotype MTBC i¢in PCR ¢alisma dongiisii

Sicaklik (°C) 95°C 95°C  58°C 95°C 53°C 70°C 170°C

Siire 15 30 2 25 40 40 8

(dakika/saniye) dakika saniye dakika saniye saniye saniye dakika

Dongii sayisi PCR 10 20 PCR
Oncesi  dongil dongii sonrasi

Hibridizasyon

On islemler

Hibridizasyon igin bir ¢alkalamali su banyosu kullanildi.

e Su banyosunun 1s1s1 45+1 °C’ye ayarland1

e Hibridizasyon (HYB) ve Stringent (STR) soliisyonlar: kuru 1s1 blogunda 37-
45 °C’ye kadar 1s1tld1.

e Konjugat (CON-C) ve Substrat (SUB-C) +4 °C’de korunurken diger tiim
sollisyonlar oda 1s1sinda bekletilerek 1sitildi.

e Falkon tiipleri i¢inde CON-C ve SUB-C konsantreleri kendi sulandirma
soliisyonlar1 ile 1:100 oraninda sulandirildi.

** CON-C, CON-D ve

«+ SUB-C, SUB-D ile

Her bir strip i¢in; 10 ul konsantre + 1 ml (1000 ul) sulandirma soliisyonu

1. 20 pl denatiirasyon (DEN) soliisyonu her tray’in (striplerin yerlestirildigi
plak) 6rneklerin ¢alisilacagi kuyucuklarin koselerine pipetlendi.

2. 20 pl PZR ile ¢ogaltilmis Ornekler DEN soliisyonuna pipetlenerek
karistirtlip ve oda sicakliginda 5 dak. inkiibe edildi.

3. Tray’in 6rneklerin konuldugu kuyucuklarina dikkatlice 6nceden 1sitilmig 1
ml HYB soliisyonu konulup, homojen renk elde edilene kadar yavasca ¢alkalandi.

4. Stripler dikkatlice trayin kuyularina yerlestirildi.

5. Tray 6nceden hazirlanan su banyosunda 45 °C’de 30 dak. inkiibe edildi.
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6. HYB sollisyonu pasteur pipeti kullanilarak tamamen kuyucuklardan
bosaltildi.

7. Her bir kuyucuga 1 ml STR soliisyonu eklendi ve 15 dak. 45 °C’de
calkalanarak inkiibe edildi.

8. STR soliisyonu, kuyucuklardan tray atik kabina komple sekilde dokiilerek
bosaltild1 ve kuyucuklar i¢inde kalan bir miktar sivi da yine tray ters ¢evrilerek iist
ucu kurutma kagidina emdirilerek uzaklagtirildi.

NOT: Bu basamaktan itibaren oda sicakliginda calisildi.

9. Her bir kuyucuktaki strip iizerine 1 ml Rinse soliisyonu (RIN) eklenerek 1
dak. ¢alkalanarak yikandi. Daha sonra tray ters ¢evrilerek sivi dokiildii.

10. Kuyucuklardaki striplerin iizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmig CONC
eklendi ve 30 dak. ¢alkalamali olarak inkiibe edildi.

11. CON-C bosaltildi ve her strip 2 kez 1 ml RIN soliisyonu ile 1 kez de
distile su ile 1’er dakika ¢alkalanarak yikandi.

12. Her strip ilizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis Substrat soliisyonu
eklendi ve karanlikta, bantlarin olusmasia goére 3 - 20 dak. arasinda ¢alkalamadan
inkiibe edildi.

13. Bant olusma islemi, striplerin distile su ile iki kez yikanmas: ile
sonlandirildi.

14. Son olarak, stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidinin arasina

konularak kurutulup, degerlendirme asamasina gecildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi

Seritler degerlendirme sayfasina yapistirildi ve 1siktan koruyarak saklandi.
Daha sonra Kitle birlikte verilen degerlendirme sayfasina gore degerlendirildi. Bu
degerlendirme sayfasimi kullanirken CC ve UC bantlari, degerlendirme kartinda
bulunan CC ve UC gizgileriyle hizaland1 ve test seritinde olusan diger bantlar
degerlendirildi. Son siitundaki pozitif bantlarin varhigi not edildi. Yorumlama
tablosu yardimiyla tiirler belirlendi ve son siituna tespit edilen tiirlerin ad1 girildi. Her

seritte toplam 13 reaksiyon bolgesi vardi ve incelendi (Sekil 10).
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Sekil 10. GenoType MTBC testi i¢in degerlendirme seritleri (145).

Konjugat Kontrolii (CC): Bu bolgede, konjugat baglanmasinin ve substrat
reaksiyonunun etkinligini belgeleyen bir ¢izgi gelismelidir. Hibridizasyonun
gerceklesmis olmast bu bolge ile kontrol edilir ve bu bolgede bant olusmamasi

degerlendirmenin yapilamayacagini gosterir.

Universal Kontrol (UC): Bu bdlge, bilinen tiim mikobakterileri ve yiiksek G+C
icerigine sahip Gram-pozitif bakteri grubunun iiyelerini tespit eder. Eger bu bolge ve
konjugat kontrol bdlgesi boyasi pozitif ancak herhangi bir mikobakteriye 6zgii bant
bolgeleri olusmamis ise bu bakteri tlriinii tanimlamada farkli ydntemler

kullanilmalidir.

MTBC: Bu bolge, Mycobacterium tuberculosis kompleksinin tiim iiyelerinden

uiretilen amplikonlarla hibritlesir.

Diger bantlar: Olusan spesifik bantlar1 degerlendirme i¢in yorum tablosuna bakildi.
Bir seridin tiim bantlar1 ayni sinyal giiciinii gostermek zorunda degildi. Yalnizca,
yogunluklar1 Evrensel Kontrol bdlgesinin (UC) yogunlugu kadar veya ondan daha
giicli olan bantlar dikkate alindi. Cok miktarda amplikon kullanilmissa, ek bantlar

olusabilcegi gbz 6niinde bulunduruldu.

55



w
g 'E'
2= L] E‘
8 B L
=1 L (=
L of B n
E ay - i =
m = = o n
SE 3= 2 = 2 1
g2 zz § E »x 5
- U - | - s B
= -1 = = [da]
% =N 0= = = ¥ 2
TE == = = = —Ll— &
Conjugate Control (CC] 1- - - - — - — - - S— - S— - - - - - - - |
Universal Contral [LC) 2- S-S - - - - S - S - - ]
MTEC 3- - - — - - - — - - - - - - - — - - - - - T - - - - |
e - - S - - - - - - - - - - -~ ) - - - - - - - |,
- - - Tt - - -1 B
110 - - - -~ - - - - - - - - - . - - - - - B - - - - [}
= - -} - - -1 ]
R s T e B e B s, SIS, B e R e O
13- - - - s - 1 1-4 - - - - |
NS SHasmindg — na 5ta|*nng

Sekil 11. Geno Type Mycobacteria MTBC kiti ile calisilan mikobakteri bant
bolgeleri (145).

3.4. GenoType MTBDR plus (Hain Lifescience)

GenoType MTBDR plus testi, pulmoner hasta numunesinden ve Kkiiltiir
materyalinden hizli bir sonug alinmasini saglayan, bir nitroseliiloz membran tizerinde
ters hibridizasyon ile birlestirilmis multipleks polimeraz zincir reaksiyonuna dayali
bir line prob testidir. Bu test ile rpoB geninin en 6énemli mutasyonlarinin saptanmasi
ve RIF direncinin tanimlanmasi yapilir. Yine bu test ile yiiksek diizey INH direncini
test etmek icin katG geni incelenir. Aym sekilde diisiik seviyeli INH direncini test

etmek i¢in de inhA geninin promotor bolgesi analiz edilir.
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Sekil 12. GenoType MTBDR plus kiti ile ¢alisilan MTBC direng gen bolgeleri (146).

Prosediir Esaslarn

GenoType MTBDR plus kiti prosediirii, GenoType MTBC prosediir
esaslarinda anlatildigi gibidir. DNA ekstraksiyonu, hibridizasyon asamalar1 ayni

sekilde uygulandi. PZR ¢alisma asamalar1 ise asagidaki tabloda gosterildi sekildedir
(Tablo 4).

Tablo 4. Geno Type MTBDR plus i¢in PZR ¢alisma dongiisii

Sicaklik (C)  95°C  95°C  65°C 95°C 50°C 70°C 70°C

Siire 15 30 2 25 40 40 8

(dakika/saniye) dakika saniye dakika saniye saniye saniye dakika

Dongii sayisi PZR 10 20 PCR
oncesi  dongii dongii sonrasi

Sonug¢larin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi
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Kit icerisinde kitle birlikte verilen bir degerlendirme sayfasi bulunmaktadir.
Seritler degerlendirme sayfasina yapistirildi ve 1siktan koruyarak saklandi. Daha
sonra kitle birlikte verilen bu degerlendirme sayfasina gore sonuglar degerlendirildi.
Bu degerlendirme sayfasini kullanirken, CC ve AC bantlarin1 sayfadaki ilgili
cizgilerle hizalandi ve test seritinde olusan diger bantlar degerlendirildi. Direng
durumu varlig1 degerlendirme sayfasina gore belirlendi ve ilgili siituna not edildi.

Her seritte toplam 27 reaksiyon bolgesi vardi ve incelendi (Sekil 13).

Conjugate Control |CC
Amuplification Cantrol |AC
M. fubercufesis comiplex [TUB|

rpo Locus Caontrol [roe8)

rpol wild type probe 1 [rpol WT
rpod wild type probe 2 (ool WT )
rpol wild type probe 3 |rpo WT1
rood wild type probe & (ool WT 4)
rpod wild type probe 5 [rpoE WS
rpol wild type probe & [rpolS WTE

rpoE wild type probe 7 [rpol WT7)
rpol wild type probe 8 [rpol WTE,

rooé mutation probe 1 ercE‘I'-'ILl'H
rpof mutation probe 24 (ool MUTZA|
rpol mutation probe 28 |rpaB MUT2E
rpof mutation probe 3 [rpo& MUT3

kats Locus Controd [katGl
katy wild type probe |kat WT)

kahl mutation probe 1 [keelz MUTI
katF mutation probe 2 |kat’ MUTZ|

infedl Loous Conbrol (infedl

infud wild type probe 1 |imhd WT1)
infll wild type probe 2 |mhd WTZ]
anfeld mutation probe 1 |mhd MUTI|
anfedl mutation probe 2 |inhd MUT2|
anfell mautation probe 38 |ishd MUTIA
anfell mautation probe 38 [infd MUTIE|
colored marker

Sekil 13. GenoType MTBDR plus kiti degerlendirme igi seritteki gen bolgeleri
(147).

Konjugat Kontrolii (CC): Bu bolgede, konjugat baglanmasinin ve substrat

reaksiyonunun etkinligini belgeleyen bir ¢izgi gelismelidir.

Amplifikasyon Kontrolii (AC): Test dogru bir sekilde yapildiginda, amplifikasyon
kontrol bolgesine bir kontrol amplikonu baglanacaktir. Pozitif bir test sonucu olmasi
durumunda, amplifikasyon Kkontrol bolgesinin sinyali zayif olabilir veya hatta

tamamen kaybolabilir. Bu durumda, test dogru bir sekilde yapilmistir ve
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tekrarlanmasi gerekmez. Yalnizca CC ve AC bantlar1 gelistigimde, bu durum negatif
bir sonucu gosterir. Negatif bir test sonucu ise, eksik bir AC bandi, kurulum ve/veya
amplifikasyon reaksiyonunun performansi sirasindaki hatalar1 veya amplifikasyon
inhibitorlerinin varligimi gosterir. Bu durumda test sonucu gecerli degildir ve test

Ilgili numune ile tekrarlanmalidir.

M. tuberculosis kompleksi (TUB): Bu bdlge, M. tuberculosis kompleksinin tiim
tiyelerinden iretilen amplikonlarla hibridize olmaktadir. Bir diren¢ modeli
gelismemisken TUB bolgesi negatifse, test edilen numune M. tuberculosis
kompleksine ait bakteri icermez ve bu test degerlendirilemez. Nadir durumlarda, bir
direng modeli gelisirken TUB bolgesi negatif olabilir. Bu durumda, M. tuberculosis

kompleksine ait bir susun varligindan siiphelenilmeli ve test tekrarlanmalidir.

Lokus Kontrolleri (rpoB, katG ve inhA): Lokus kontrol bolgeleri, ilgili lokus igin
spesifik bir gen bolgesini tespit eder. Pozitif bir test sonucu olmasi durumunda lokus

kontrol bantlarinin sinyalleri zayif olabilir.

Wild tip bantlari: Wild tip (WT) bantlar, ilgili genlerin en 6nemli direng bolgelerini
icerir (Sekil 14). Tum wild tip bantlarin pozitif saptanmasi, incelenen gende
saptanabilir bir mutasyon olmadigini gosterir. Bu, test edilen susun ilgili antibiyotige
duyarl oldugunu gosterir. Bir mutasyon durumunda, ilgili amplikon karsilik gelen
proba baglanamaz ve wild tip bant olusmaz. Wild tip bantlar en az biri i¢in pozitiflik
olmamasi, test edilen susun ilgili antibiyotige direncini gdsterir. Bantlar
degerlendirilirken yogunluklari en az amplifikasyon kontrol bdolgesindeki (AC)
bantlar kadar kuvvetli bantlar dikkate alinir.

Mutasyon problari: Mutasyon bantlart en yaygin diren¢ mutasyonlarmdan
bazilarini tespit eder. Olusan diger bantlarla karsilastirildiginda, mutasyon problari
rpoB MUT2A ve MUT2B'nin pozitif sinyalleri daha diisiik bir sinyal giicii
gosterebilir. Nadir durumlarda, rpoB MUT3 bandi pozitif oldugunda, rpoB WT8
bandinda negatif olarak kabul edilecek zayif boyama tespit edilebilir.

Wild tip modelden sapan her model, test edilen susun bir direncini gosterir. rpoB
problari ile elde edilen bantlama modeli, test edilen susun RIF direnci, katG ve inhA

bantlama modeli hakkinda bir INH direnci hakkinda bir sonuca varilmasini saglar.
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| rooBWT2 | [ roofWTL | | rpofWTH |
| rpod WT1 | [ roeBWT3 || rpeBWTS | | rooBWTT | rooBWTE |

sos | |sem/s0e|siesn |51am|mE |s1a | |22 | E | E [523

|
| rpod MUT24 [H526Y)

rpoB MUT1 [D516V] rpoB MUTZE [H5260]
rpoB MUT3 [S531L

Sekil 14. Direng bolgeleri ve yaygin dirence aracilik eden mutasyonlar (147).

3.5. Geno Type MTBDR sl VER 2.0

Bu test M. tuberculosis kompleksinin tanimlanmasi ve ikinci nesil anti-TB
ilaglara kars1 direncin varligini belirler. Ayrica bu dirence neden olan gen bolgesini
tespit etmek amaciyla kullanilan ve DNA-serit teknolojisine dayanan bir yontemdir.

Ikinci basamak antitiiberkiiloz ilaclara direncin erken tespiti, CID-TB
yonetimi i¢in onemlidir. GenoType MTBDR sl siirim VER 2.0 hat prob tahlili,
florokinolonlarin (FLQ) ( gyrA ve gyrB genleri) ve ikinci basamak enjekte edilebilir
ilaglarin (SLID) ( rrs ve eis genleri ) direng saglayan mutasyonlarinin molekiiler
tespiti i¢in yeniden tasarlanmigtir (148).

GenoType MTBDR sl VER 1.0 ikinci basamak anti-TB ilaglara direnglerin
saptanmasi i¢in kullanilan ilk ticari niikleik asit testi idi. GenoType MTBDR sl'nin
ikinci versiyonu florokinolonlara karsi direncin yani sira enjekte edilebilir ilaglara

direngle ilgili mutasyonlarin saptanmasini da saglar.

Prosediir Esaslari

GenoType MTBDR sl VER 2.0 prosediirii, yukarida GenoType MTBDR
plus prosediir esaslarinda anlatildig1 gibidir. DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon ve

hibridizasyon asamalar1 ayn1 sekilde uygulanmustir.

Sonuc¢larin Degerlendirilmesi ve Yorumlanmasi

Kit igerisinde bir degerlendirme sayfasi bulunmaktadir. Bu degerlendirme
sayfasint kullanirken, olusturulan seritleri, CC ve AC bantlarim1 sayfadaki ilgili
cizgilerle hizaland1 ve test seritinde olusan diger bantlar degerlendirildi. Direng
durumunu belirlendi ve ilgili siituna not edildi. Her seritte toplam 27 reaksiyon

bolgesi vardi bu bolgeler incelendi (Sekil 15).
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Konjugat Kontrolii (CC): Bu bolgede, konjugat baglanmasinin ve substrat

reaksiyonunun etkinligini gosteren bir ¢izgi gelismelidir.

Amplifikasyon Kontrolii (AC): Test dogru bir sekilde yapildiginda, amplifikasyon
kontrol bolgesine bir kontrol amplikonu baglanacaktir. Yalnizca CC ve AC bantlar1
gelistirildiginde, bu negatif bir sonucu temsil eder. Negatif bir test sonucu olmasi
durumunda eksik bir AC bandi hatalar1 gosterir amplifikasyon kurulumu sirasinda
veya amplifikasyon inhibitorlerinin varligini gosterir. Bu durumda test sonucu

gecerli degildir ve ilgili numunenin tekrarlanmasi gerekir.

M. tuberculosis kompleksi (TUB): Bu bdlge, M. tuberculosis kompleksinin tiim
tiyelerinden iretilen amplikonlarla hibritlesir. TUB bdlgesi negatif ise, test edilen
numune M. tuberculosis kompleksine ait bakteri icermez ve bu izolatlar bu testicin

kullanilmaz.

Lokus Kontrolleri (gyrA, gyrB, rrs, eis): Lokus kontrol bolgeleri, ilgili lokus i¢in
spesifik gen bolgelerini tespit eder. Pozitif bir test sonucu olmasi durumunda, lokus

kontrol bantlarinin sinyalleri zayif olabilir.
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Conjugate Controd [CE)

Amplification Control AC]

M. fuberculesls complax [TUE)

gy Locus Contral gyl

v wild bype prote 1 [qrd WT1|
gy wilid bype proe 2 [aqprd WT2)|
A wilid bype proe 3 [mrd WT3|
gy matatan probe 1 [geed MUTH)
gy mastatan probe 2 [gyrd MUTZ|
O madtatan probe 347 g WUTIA]
gy matatan probe 28 [gyra MUTIE]
gyrA meitatan probs 30 I;|rr.-! MUT3LE
gy mastatan probe Eul_llg.r'ri. MUTA0|
— gy Lixfus Confdred gk
——— iy vakd typa probe gyrd WT)
——— iy mutatien probe 'F;rrL-'HUI1I
— qyref mutatien probe 2 gk WU
— v Locus Conbrel frrsi

s vk Type probe 1 |res W11

s wild Type probe 3 s WT2)

rrs mutatson probe 1 [res UTT)

s mtation probe 2 |ors MUTZ

et Locus Conirel feis)

o wild bype probe 1 |es WT1)

o wild type probe 2 |es WT2)

o wald bype probe 3 |es W3

ot madation probe 1 |ais MUT1|

— CONGIad Muli s T

Sekil 15. Geno Type MTBDR sl VER 2.0 kiti ile ¢alisilan MTBC direng gen
bolgeleri (149).

3.6. Istatistiksel Analiz

Analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago,
IL) 22 paket programinda degerlendirilmistir. Calismada kategorik veriler say1 (n),
yizde (%) degerleri, siirekli verilerde ise ortalamatstandart sapma (Ort+SS)
degerleri ile gosterilmistir. Gruplar arasi1 kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasinda
Pearson Ki-kare testi uygulanmistir. Analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarimiza 2004-2021 yillar
arasinda gonderilen klinik orneklerden izole edilen M. tuberculosis komplex
suslarindaki genel diren¢ durumu degerlendiridi. Antibiyotik duyarlilik testi yapilan
854 MTBC susunun 24’iiniin (%2,8) RIF direngli oldugu tespit edildi. Bu suslardan
14’{iniin (%]1,6) RIF+INH direnci birlikte goriilen CID-TB oldugu belirlendi.

Rifampisin direngli 24 MTBC susunun ti¢ii pasajlarla canlandirilamadigi i¢in
21’1 ¢alismaya alinmistir. MTBC suslariin izole edildikleri hastalarin 7’si (%33,3)
kadin ve 14’1 (%66,7) erkek olup, yas ortalamasi 45,0+17,1 (min=18-maks=77) yil
seklindedir (Tablo 5, Sekil 16).

Tablo 5. Rifampisin direngli MTBC suslarinin izole edildikleri hastalarin

demografik 6zellikleri.

Cinsiyet Sayi %

Kadin 7 33,3
Erkek 14 66,7
Toplam 21 100
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Cinsiyet

m Kadin = Erkek

Sekil 16. Rifampisin direngli MTBC suslariin izole edildikleri hastalarin cinsiyet

dagilimlar

Calismaya alian suslarin yillara gore dagilimi incelendiginde 2’sinin (%9,5)
2007 yilinda, 4’tiniin (%19) 2009 yilinda, 2’sinin (%9,5) 2010 yilinda, 2’sinin (%9,5)
2011 yilinda, 2’sinin (%9,5) 2012 yilinda, 2’sinin (%9,5) 2014 yilinda, 5’inin
(%23,8) 2016 yilinda ve 2’sinin (%9,5) 2021 yilinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 17).

Yil

w

N

[EEN

5
4
2 I 2 2 2 2 2

2007 2009 2010 2011 2012 2014 2016 2021

o

Sekil 17. Rifampisin direngli MTBC suslariin yillara gore dagilimi.
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Rifampisin direng¢li MTBC izole edilen hastalarin 12’sinde (%57,1) EZN

boyama ile pozitifligi var iken dokuzunda (%42,9) EZN boyamada mikroorganizma

saptanmamustir (Sekil 18).

Sekil 18. Rifampisin direngli MTBC suslarinin EZN pozitifligi.

EZN

M Pozitif M Negatif

%[DEGE

R]

%[DEGE
R]

Calismaya alinan rifampisin direngli MTBC suslarinin dokuzu (%42,9)

streptomisine direngli yedisi (%33,3) etambutola direncli saptanmistir. izolatlarin
dokuzu (%42,9) yalnizca RIF direngli iken, RIF+INH birlikte direng goriilen sus
sayist 12 (%57,1) olarak saptanmustir (Tablo 9).

Tablo 6. Rifampisin direngli MTBC suslarinin MGIT SIRE yontemiyle ilag

duyarlilik sonuglari.

Anti tiiberkiiloz ila¢  (n) Direncli

n %
Streptomisin (21) 9 42,9
Etambutol (21) 7 33,3
Yalnizca RIF direngli  (21) 9 42,9
RIF+INH direngli (21) 12 57,1
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GenoType MTBDR plus yontemi ile 21 MTBC susunun genotipik ilag
duyarhiliklart arastirildi. Duyarliligi arastirilan 2 sus bu testin degerlendirme

kriterlerine uymadigi i¢in yorumlanamadi. (Sekil 19).
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Sekil 19. GenoType MTBDR plus test sonuglari

Calismaya alman ve MGIT SIRE yontemiyle fenotipik olarak RIF direngli
saptanan 19 susun Genotype MTBDR plus kiti ile genotipik direng varlig1 arastirildi.
Bu suslarin yedisi (%36,8) RIF’e genotipik olarak direngli bulundu. Direngli olan bu
izolatlarin dordiinde (%57,1) WT8 bolgesinde silinme ve rpoBMUT3 mutasyonu
birlikte oldugu belirlendi. Diger izolatlarin ise birinde (%14,3) WT8 ve WT6
bantlarinda, birinde (%14,3) WT8 bandinda silinme tespit edildi. Bir (%14,3)
tanesinde WT7 bandinda silinme ve rpoB MUT2A mutasyonu birlikte oldugu

goriildil.

Arastirmaya alinan suslarin yedisi (%36,8) Genotype MTBDR plus Kiti ile
INH’a genotipik olarak direngli iken, 12’si (%63,2) duyarli olarak bulundu. Direngli
olanlarin besinde (%71,4) katG WT bandinda silinme ve katGMUT1 mutasyonu
birlikte olup, ikisinde (%28,6) inhA MUT3B mutasyonu goriildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Genotype MTBDR plus test sonuglari.

S %

MTBDR ila¢ adi/Diren¢ gen-mutasyon bolgesi b °
Genotype MTBDR-plus- Direngli 7 36,8
RIF Duyarli 12 63,2
WT8/WT6 1 14,3
N WT8 1 14,3
Pozitif WT bant WT7/ rppoBMUT2A 1 14,3
WT8/ rpoBMUT3 4 57,1
Genotype MTBDR-plus- Direngli ! 36.8
INH Duyarh 12 63,2
katGWT/ katGMUT1 5 71,4
Pozitif WT bant nhAMUT3B 2 28.6

Degerlendirebilen 19 kokenin sekizinde (%42,1) streptomisin direnci

saptand1, bunlarin ikisinde Genotype MTBDR plus ile genotipik olarak RIF direnci

gortildii. Streptomisin direnci olan kokenlerin tigiinde (%37,5) Genotype MTBDR

plus ile genotipik olarak INH direnci goriildii. Streptomisin direncinin varligi

acisindan genotipik olarak RIF ve INH test sonuclari arasinda anlamli farklilik

goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 8).
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Tablo 8. Genotype MTBDR plus test sonuglarinin MGIT ile Streptomisin sonucuna

gore karsilagtirilmasi.

Streptomisin Streptomisin p
Duyarhlik profilleri direncli duyarh
Say1 % Say1 %

Genotype Direngli 25 5 45,5 0,633
MTBDR-plus- Duyarli 6 75 6 54,5
RIF

WT8/WT6 - - 20 0,714

WTS8 - - 20

WT7/rpoBMU 1 50 - -
Pozitif WT bant T2A

WT8/rpoBMU 1 50 3 60,0

T3
Genotype Direngli 3 37,5 4 36,4 0,960
MTBDR-plus- Duyarl 5 62,5 7 63,6
INH

katGWT/ 2 66,7 3 75 0,809
Pozitif WT bant ~ katGMUT1

mhAMUT3B 1 33,3 1 25

"Kikare analizi yapilmigtir.

Izolatlarm alt1 (%31,5) tanesinde etambutol direnci saptandi ve bunlarin bir

tanesinde Genotype MTBDR plus kiti ile genotipik olarak RIF direnci goriildii.

Etambutol direnci olan alti kokenin iki tanesinde Genotype MTBDR plus ile

genotipik olarak INH direnci goriildii. Etambutol direncinin varligi agisindan test

sonuglart arasinda anlamli farklilik gériilmemistir (p>0,05)(Tablo 9).

68



Tablo 9. Genotype MTBDR plus test sonuglarinin MGIT ile Etambutol sonucuna

gore karsilastirilmasi

Etambutol Etambutol p
Duyarhhik profilleri direncli duyarh
Say1 % Say1 %
Genotype Direncli 1 16,7 6 46,2 0,333
MTBDR-plus- Direngli degil 5 83,3 7 53,8
RIF
Pozitif WT bant WT8/WT6 - - 1 16,7 0,831
WT8 - - 1 16,7
WT7/ - - 1 16,7
rpoBMUT2A
WT8/ 1 100 3 50
rpoBMUT3
Genotype Direngli 2 33,3 5 38,5 0,829
MTBDR-plus- Direngli degil 4 66,7 8 61,5
INH
Pozitif WT bant katGWT/ 1 50,0 4 80 0,427
katGMUT1
mhAMUT3B 1 50,0 1 20

"Kikare analizi yapilmistir.

Fenotipik olarak 19 kokenden sekiz tanesinde izole RIF direnci, 11 tanesinde
RIF+INH direnci belirlendi. 1Izole RIF direnci saptanan suslarinin iki tanesinde
Genotype MTBDR plus kiti ile genotipik olarak RIF direnci saptandi. Fenotipik
olarak RIF+INH direnci saptanan 11 kokenin bes tanesinde Genotype MTBDR plus
kiti ile genotipik olarak RIF direnci saptandi.

Fenotipik olarak izole RIF direnci olan sekiz kokenin birinde GenoType
MTBDR plus kiti ile genotipik olarak INH direnci saptandi. Fenotipik olarak
RIF+INH direnci olan 11 kokenin altisinda Genotype MTBDR plus kiti ile genotipik
olarak INH direnci goriilmiistiir. RIF ve INH direncinin varligi arasinda test

sonuglar1 agisindan anlamli farklilik gériilmemistir (p>0,05)(Tablo 10)
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Tablo 10. GenoType MTBDR plus test sonuglarinin MGIT-RIF+INH sonucuna gore
karsilastirilmasi

Yalmizca RIF RIF+INH p
Duyarhlik profilleri direnci direnci
Say1 % Say1 %
Genotype Direngli 2 25 5 45,5 0,633
MTBDR-plus- Duyarli 6 75 6 54,5
RIF
WT8/WT6 - - 1 20 0,714
WT8 1 50,0 0 0
WT7/ 0 - 1 20
Pozitif WT bant rpoBMUT2A
WT8/ 1 50 3 60
rpoBMUT3
Genotype Direngli 1 12,5 6 54,5 0,147
MTBDR-plus- Duyarli 7 87,5 5 45,5
INH
katGWT/ 1 100 4 66,7 0,495
Pozitif WT bant ~ katGMUT1
inhAMUT3B - - 2 33,3

“Kikare analizi yapilmistir.

Fenotipik olarak INH+RIF direngli olup teste dahil edilen 10 susun
dokuzunda Genotype MTBDR sl ver 2.0 yontemi genotipik olarak ikinci nesil
ilaglarin hicbirine karsi diren¢ saptanmadi. Bu kokenlerden bir tanesi ise testin

degerlendirme kriterlerine uymadigi i¢in yorumlanamadi. (Sekil 20).
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Sekil 20. Genotype MTBDR sl ver 2.0 test sonuglart.

[

Rifampisin direngli 21 izolat Genotype MTBC yontemi degerlendirildiginde
19°u (%90,4) M. tuberculosis/canetti olarak sonuglandi, ikisi bu testin yorumlama

kritelerine uymadigi i¢in degerlendirilemedi (Sekil 21) .
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Sekil 21. GenoType MTBC test sonuglari
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz her yil yaklagik 9 milyon insani enfekte eden ve yaklasik 2
milyon insanin Olimiine sebep olan ve Mycobacterium cinsi bakteriler tarafindan
olusturulan bir enfeksiyon hastaligidir. Bu hastaligin olusumundan %97-99 oraninda
M. tuberculosis sorumludur. Mycobacterium cinsinde yaklasik 250 tiir bulunmakta
olup insanlar agisindan en sik enfeksiyon etkeni olanlar M. tuberculosis kompleks
(MTBC) iginde yer alir.

Tiiberkiiloz mikrobiyolojik olarak tespit edildikten sonra ilag direncini test
etmek gereklidir. Boylece en etkili tedavi rejiminin en kisa siirede baglanmasi
amagclanmaktadir. ilaca direngli tiiberkiilozda etkili tedavi bulastiriciligi 6nlemek
acisindan onemlidir. Ilaclarla yapilan tedavi etkisiz olursa bulastiricilik devam
edecektir. M. tuberculosis’te klinik agidan ila¢ direnci primer ya da sekonder olarak
gelisebilir.

flaca direncli tiiberkiiloz diinyada ve iilkemizde 6nemli bir halk saghig
tehdidi olmaya devam etmektedir. Izoniazid ve rifampisin en etkili birinci basamak
ilaglardir ve ikisine karsi gelisen direng TB igin biiyiik endise kaynagidir. Her iKi
ilaca kars1 birlikte gelisen diren¢ CID-TB olarak tanimlanir. Tiiberkiiloz sagaltiminda
en giiclii antitliberkiiloz ila¢ rifampisindir. Rifampisine direncli kdkenlerin %90’dan
fazlasi ayni zamanda izoniazid direnci de tagimaktadir. Bu sebeple rifampisin
direncinin gosterilmesi CID-TB olgularinin tanis1 i¢in belirleyici olmaktadir. Hem
CID-TB hem de izole rifampisine direngli TB, ikinci nesil ilaclarla tedavi gerektirir.

Diinyada, ilk kez TB tanis1 konan vakalarin CID-TB ya da RR-TB olma orani
%3-4 arasinda, daha once TB tedavisi gorenlerde ise yaklasik %18-21 arasinda
oldugu gosterilmistir (19). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore yilda yaklasik
440.000 RR-TB / CID-TB vakasi ve 25.000 YID-TB vakasmin ortaya c¢ikti1 ve
bunlardan her yil 150.000 CID-TB vakasmmn 6ldiigii tahmin edilmektedir
(19). Tiirkiye verem savas raporuna gore IDT yapilan olgularda CID-TB orani yeni
olgularda %2,6 iken, onceden tedavi gormiis olgularda %9,9 olarak saptanmuistir.
2018 yilindaki 176 CID-TB olgusunun sekizi (%4,5) YID-TB olgu olarak tespit
edilmistir (21).
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Yazici ve ark. Akdeniz Universitesi’nde 974 MTBC izolatinin 68’inin (%7)
CID-TB oldugunu bildirilmistir (150). Yilmaz ve ark. Erzurum’da 419 MTBC
susunu degerlendirdikleri bir ¢calismada CID-TB oranini %3,6 olarak bulmuslar ve
sonuglarmi Tirkiye ortlamasi iginde degerlendirmislerdir. Ancak ayni calismada
bulduklar1 bu oranin ayni bolgede yapilan bir bagka ¢alismaya gore yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir (151). Calismamizda 854 MTBC izolatin1 degerlendirdik ve 24
(%2,8) RR-TB vakasinin 14’iiniin (%1,6) CID-TB oldugu goriildii. Diinya ve
iilkemizdeki oranlara gore laboratuvarimizdaki CID-TB tanis1 konma oranimnin daha
diisiik oldugu belirlendi.

Tiiberkiiloz genel olarak erkeklerde daha sik goriilen bir hastaliktir (19).
Ancak RR-TB ve CID-TB’nin gelismesinin cinsiyetler arasinda anlamli farki
olmadigin1 gosteren calismalar mevcuttur. McQuaid ve ark. yaptigi bir ¢alismada
106 iilkede CID-TB ve RR-TB gelistirmesi agisindan kadin erkek arasindaki farka
bakmislardir. Ad1 gecen calismada iilkelerin %81'inde her iki cinsiyetin de CID/RR-
TB riski altinda olduguna dair bir kanit olmadigi ve E/K risk orani 1,04 oldugunu
gostermisler. Erkeklerde TB gelisme siklign daha fazla olmasina ragmen CID-TB
gelisme siklig1 kadin ve erkekte benzer oldugu goriilmistiir (152). Miinir ve ark. 91
CID-TB’li hastayr dahil ettikleri ¢alismalarinda, 65 hastanin erkek ve 26 hastanin
kadin, %47,25 nin 11-25 yas arasinda oldugunu gostermisler (153). Soeroto ve ark.
CID prevalansmin yiiksek oldugu Endonezya’da yaptiklari calismada 492 vakayi
incelemisler ve <45 yasta CID-TB’nin daha sik goriildiigiinii tespit etmislerdir (154).
Liu ve ark. Cin’de 139 CID-TB vakasin1 demografik olarak incelemisler ve 99 unu
(%71,4) erkek, 40’11 (%28,6) kadin hasta ve ortalama yas1 51 (35.8-60.0) olarak
gostermisler. Ayn1 ¢alismada CID-TB 6rneklerinin yayma incelemesinde 138’inin

(%99,2) EZN pozitif, birinin (%0,7) negatif oldugunu gostermisler (155).
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Calismaya dahil ettigimiz 21 RR-TB susunun izole edildikleri hastalarin
yedisi (%33,3) kadin ve 14’14 (%66,7) erkek olup yas ortalamasi 45,0+17,1 yil
seklindedir. RR-TB olarak izole edilen 21 6rnegin 12’sinde (%57,1) EZN pozitifligi
saptanirken, dokuzunda (%42,9) EZN boyama sonucu negatif olarak belirlendi.
Arastirmamizda saptadigmiz 12 CID-TB susunun doérdii (%33,3) kadin, sekizi
(%66,7) erkek, ortalama yas 43 olarak bulunmustur. CID-TB’nin izole edildigi
orneklerin dokuzu (%75) EZN pozitif, ti¢ii (%25) EZN negatif olarak belirlendi.
Saptadigimiz verilerle literatiir kiyaslamasi yaptigimizda CID-TB goriilme yasinin
benzer oldugu gériilmiistiir. Ancak bulgularimiz CID-TB vakalarinin erkeklerde daha
sik izole edildigi goOstermistir. Arastirmamizda EZN pozitifliginin literatlir tarama
sonuclarina gore diisiik seviyede olmasi, mikroskobik degerlendirmenin bireysel
sonucu olarak kabul edilmistir.

Streptomisin, TB tedavisinde kullanilan ilk antibiyotiktir ve ayn1 zamanda M.
tuberculosis tarafindan ilk direng gelistirilen antitiiberkiiloz ilagtir. Streptomisinin
halen TB tedavisinde daha az kullanilmasina ragmen, SM’ye direngli suslar, diinya
capinda farkli M. tuberculosis soylar1 arasinda hala yaygin ve Avrupa dahil olmak
tizere diinyanin farkli yerlerinde sik olarak goriilmektedir (156). SM direncinin
CID/YID-TB gelisimine olas1 katkisin1 vurgulayan bir dizi calisma ile yiiksek CID
ve YID-TB yiikii olan ortamlarda daha sik ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Tiim genom
temelli bir ¢calisma, SM direncini TB'de CiD’in onciilerinden biri olarak gostermistir
(156). Islam ve ark. Giiney Cin’de yaptiklar1 bir calismada CID-TB izolatlarmin
%68,3"liniin SM’ye direngli oldugunu gostermislerdir (157). Al Mutairi ve ark.
yaptiklar1 bir ¢alismada 60 CID-TB susunun 40’ mi1 (%66,7) SM'ye direngli 20’sinin
(%33,3) duyarli oldugunu gostermistir (158).
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Yapilan bazi calismalarda rpoB'deki lle 1106Thr
polimorfizminin ve rpoA'daki gesitli polimorfizmin SM direnci ile uyumlu oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde rpoB ve rpoA'daki amino asit degisiklikleri ayrica RIF
direncinin gelismesinde rol oynadigi bildirilmektedir (159). Bu mutasyonlarin hem
SM hem de RIF direncinde etkili olabilmesi CID-TB izolatlar1 arasindaki yiiksek SM
direnci sikligin1 agiklayabilir (160). Yaptigimiz ¢alismada 21 RR-TB izolatinda
dokuzu (%42,9) SM direngli, 12’si (%57) SM duyarl: idi. rpoB gen paterni pozitif
olan yedi RR-TB susunun ikisinde (%28,5) SM direnci mevcut olup bu suslarin ikisi
de CID-TB idi. Tiim bu bilgiler 1518inda calismamizda elde ettigimiz bulgular ile
literatiire kiyasla SM direng oranin daha az oldugunu fakat yine de CID-TB ve RR-
TB’lerde SM direncinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Etambutol, birinci basamak antitiiberkiiloz tedavi rejiminin 6nemli bir
bilesenidir. Ayrica mycobacterium izolatlarina karst duyarliligi gosterildigi
durumlarda CID-TB tedavisi igin ikinci basamak tedavi rejimlerine dahil edilmesi
gereken 6nemli bir ilactir. Bununla birlikte 6zellikle CID-TB’de EMB direnci varlig
endise verici derecede yiiksektir. Cin'de yapilan bir calismada daha once tedavi
edilen vakalarda EMB direng¢ oran1 %17,2'ye kadar ¢iktig1 ve artis egiliminde oldugu
ve CID-TB vakalarmin %51,3-%66,7'sinin EMB'ye direncgli oldugu gdsterilmistir
(161).

Miinir ve ark. Pakistan’da 91 CID-TB izolatinda yaptig1 ¢alismada EMB
direncini 54 hasta da gostermislerdir (153). Rahman ve ark. Banglades’te CID-TB’de
EMB direncini arastirdiklar1 ¢alismalarinda %80’inin fenotipik olarak EMB’ye
direncli bulmuslardir (162). Yaptigimiz literatiir taramasinda iilkemizde CID-TB
kokenlerinde EMB direncini aragtiran ¢alismalarin varligina rastlanmamistir. Bu
yoniiyle bulgularimizin litertiire katkis1 anlamli kabul edilmistir.

Calismamiza dahil ettigimiz fenotipik olarak direngli 12 CID-TB susunun iicii
(%25) EMB direngli bulundu. Bu kdkenlerden rpoB direng geni paterni gosteren yedi
izolatmn ise bir tanesinde EMB direnci saptandi ve bu bir izolat aym zamanda CID-
TB idi. CID-TB kokenlerindeki EMB direnci arasindaki iliskiye baktigimizda

calismamizda EMB direnci literatiire gore daha diislik oranda bulunmustur.
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INH'ye direngli TB vakalarinin orani kiiresel olarak artmaktadir ve bu durum
TB tedavisinde 6nemli bir engel teskil etmektedir. INH direncinin mekanizmasinin
cok karmasik oldugu ve nispeten ¢ok sayida gende mutasyonlar igerdigi
bilinmektedir. Biitiin genler arasinda katG genindeki mutasyonlar, INH direncine
aracilik etmede ¢ok belirgin bir rol oynar (111). En yaygin goriilen S315T direng
paterninin, INH'ye orta veya yiiksek diizeylerde direng¢ ile iliskili oldugu
bildirilmistir (113). Bu mutasyon ile CID-TB ve YID-TB'nin iletim dinamikleri
arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu daha 6nce rapor edilmistir (114). INH direnci
lizerine yakin zamanda yapilan sistemik bir incelemede tim INH
direncinin sirastyla %64’ tiniin katG 315 ve % 19'unun inhA-15 mutasyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir (115).

Simdiye kadar duyarlilik testlerini arastiran ¢alismalar, her durumda fenotipik
ve genotipik testler arasinda tam bir uyum gostermemistir. Hazbon ve ark. genis bir
popiilasyonda yaptiklart bir ¢alismada fenotipik olarak INH direngli izolatlarin
yaklagik % 34'tinde herhangi bir genotipik direncin olmadigini bildirmistir (163).
Javed ve ark. Pakistan’da 53 CID-TB izolatinda yaptigi ¢alismada Genotype
MTBDR plus yontemi ile 38 (%71,7) izolatta INH'ye direng tespit
etmigler. Bunlardan biri hari¢ hepsinde (37/53; %69,8) katG geninde S315T (MUT1)
gen paterni saptamis olup, bunlarin 21’inde (%39,6) WT bandi silinmesi ek olarak
bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada dort (%7,5) izolat inhA promotoriinde mutasyona sahip
olup bunlarin tigiinde (%5,6) C-15T (MUT1-WT), birinde (%1,9) C-15T ve T-8C
(MUT1-MUT3A) olmak iizere iki patern tespit edilmistir (164). Saglik ve ark.
yaptiklart bir c¢aligmada 84 MTBC izolatin 14 (%16.6)’tinde INH direnci
saptamiglardir. Fenotipik olarak direncli bu izolatlarin sekizinde (%57,1) Genotype
MTBDR plus testi ile de genotipik olarak direng tespit etmislerdir. Genotipik olarak
INH'ye direngli izolatlarin tiimii katG MUT1 mutasyonuna ve WT bant silinmesiyle

olusan S315T1 gen paternine sahip oldugu bildirmislerdir (165).
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Calismamizda fenotipik olarak rifampisin direnci saptanan 19 MTBC susuna,
Genotype MTBDR plus yontemi ile RIF ve INH’a karsi genotipik direng varligi
arastirldi. Bunlarin 12’si fenotipik olarak CID-TB olarak tespit edildi ancak iki
kokenin diren¢ durumu yorumlama kriterlerine uymadigindan bu test ile
degerlendirilemedi. Fenotipik olarak coklu ilag direnci saptanan 10 susun INH
direncini inceledigimizde 6’sinda (%60) genotipik olarak da INH direnci goriildii.
Bunlarin doérdi (%40) katG WT bantinda silinme ve katG MUT1 gen mutasyonu
gosteren S315T1 gen paternine sahipti. izolatlardan kalan ikisinde (%20) nhA-
MUT3B gen mutasyonuna sahip T8-A gen paterni saptandi. Fenotipik olarak INH
direnci olmayan bir susta genotipik olarak katG gen bolgesinde INH direnci saptandi.
Arastirmamizda CID-TB suslarindaki hem fenotipik hemde genotipik INH direncinin
oranlar1 ve genotipik direncin ¢ogunlukla S315T1 paterni olarak goriilmesi literatiirle
uyumlu olarak degerlendirilmistir. Calismamizda bir susta fenotipik olarak direng
olmamasina ragmen genotipik olarak direng paterni gézlenmesi iki test arasindaki
uyumsuzlugu gostermesi agisindan onemlidir. Ayrica bu durum sessiz mutasyon
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Rifampisin ~ onemli bir birinci basamak anti tiiberkiiloz ilacidir.
Rifapentin , rifabutin, rifalazil ve rifasinna gibi birka¢ RIF analogu veya tiirevi
kesfedilmis olmasina ragmen RIF hala TB tedavisinde en yaygin olarak
kullanilan rifamisin tiridir. RIF direnci tedavi rejimini belirlemede ve TB'nin
prognozunun seyrinde Onemli bir faktérdiir. Bu nedenle rifampisin direng
mekanizmalarina daha fazla dikkat edilmektedir (96). Bununla birlikte, uzun siireli
RIF tedavisi ile RR-TB gelismesi, TB kontroliinde 6nemli bir sorun haline gelmistir.
Rifampisin direnci; TB tedavi basarisizligi, uzun siireli tedavi ve yeniden
tedavi oranlarinda artig gibi ciddi olumsuz sonuglara neden olabilir.

M. tuberculosis’de RIF ilag direncini saptamak i¢in baglica iki tip yontem
vardir. Biri kiiltiire dayali fenotipik IDT, digeri ise ilag direncine bagli mutasyonlarin
saptanmasma dayali genotipik IDT'dir. RIF direnci ile ilgili mutasyonlar
cogunlukla rpoB geninin rifampisin direncini belirleyen bolgesinde (RRDR) yer alir.
Bu da RIF'in genotipik bazli ilag duyarlilik testlerini uygulamada diger ilaglara gore
daha avantajli hale getirir. Rifampisine kars1 direngten sorumlu olan en yaygin

mutasyonlar rpoB geninin 516, 526 ve 531. kodonlarindaki mutasyonlardir.
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GeneXpert MTB/RIF ve Genotype MTBDR plus DSO tarafindan hizlh
genotipik RIF duyarlilik testleri olarak onaylanmis testlerdir (96). Bu testlerle RIF
direncine neden olan ilgili gen bolgesi hizli bir sekilde saptanabilmektedir. Ancak
fenotipik ila¢ direnci her zaman genotipik mutasyon oldugunu gdstermeyebilir.
Bazen de genotipik olarak direng var olup fenotipik olarak diren¢ olusmamis olabilir.

Diinyada yapilan ¢alismalara baktigimizda Campbell ve ark.’nin 2011 yilinda
314 klinik 6rnek ile yaptiklart ¢ok merkezli arastirmada fenotipik olarak RIF direncli
oldugu bilinen 174 susun %97’sinde ve fenotipik olarak RIF duyarli oldugu bilinen
140 susun ise %6,5’inde rpoB gen bdlgesinde mutasyon saptanmistir. Saptanan
mutasyonlar RRDR bolgesi olarak tanimlanan 507-533. kodonlar arasinda
bulunmustur (166).

Javed ve ark. Pakistan’da CID-TB’li toplam 53 kokende yaptiklari ¢alismada
Genotype MTBDR plus testi ile 42 (%79,2) izolatin genotipik olarak RIF direngli
oldugunu tespit etmislerdir. Bunlarin i¢inde en yaygin mutasyon, 34 (%64,1) izolatta
rpoMUT3 mutasyonu ile birlikte goriilen S531L paterni olarak saptanmis. Bu 34
izolatin 32’sinde (%60,3) WTS8 bandinda silinme, bir (%1,8) tanesinde WT3/WT4
bantlarinda silinme ve bir (%1,8) tanesinde de tim WT bantlarinda silinme olmus.
Diger izolatlardan besinde (%9,4) WT3/WT4 bandi silinmesi ile rpoMUT1
mutasyonu goriilmiis. Iki (%3,7) izolatta WT7 bandinda silinme bulunmus. Bir (
%1,8) izolat ise WT5/WT6 bandinda silinme ile farkli mutasyon paternleri tespit
edilmis (164).

Saglam ve ark. Uludag Universitesi’nde yapt181 bir calismada fenotipik olarak
RIF direngli toplam 13 susun 11’inde (%84,6) rpoB geninde mutasyon saptamislar
(167). Oztiirk ve ark. yaptigi calismada ise RIF direngli bulunan dért izolatin sadece
birinde rpoB gen bolgesinde direng gostermisler (168). Benzer sekilde Miinir ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada CID-TB’lerde RIF igin en yiiksek mutasyon rpoB geni
bolgesinde 531. kodonda bulundugunu tespit etmislerdir (153). Saglik ve ark. yaptigi
calismada RIF direngli yedi izolatin altist (%85,7) Genotype MTBDR plus ile
genotipik olarak direngli bulmuslar. Bunlardan {igiiniin rpoB gen bolgesinde WTS
bantinda silinme ve bu ti¢ taneden ikisinin ise hem WT5 bant silinmesi hemde rpoB
MUT3 mutasyonu ile S531L gen paternine sahip oldugunu, diger ii¢ izolatta ise rpoB
WT?2 bant silinmesi varligini bildirmislerdir (165).
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Calismamizda fenotipik olarak RIF’e direngli 19 izolatin yedisi (%36,8)
Genotype MTBDR plus testi ile de RiF’e genotipik olarak direngli saptanmistir.
Genotipik olarak RIF direnci belirlenen bu yedi izolatin altisinda (%85,7) WT8bant
bolgesinde silinme belirlenmistir. Bunlarin da dérdiinde (%57,1) rpoB MUT3 gen
bolgesinde mutasyon goriilmiis olup, bu durum 530-533. kodondaki S531L gen
paternine sahip oldugu bulunmustur. Bir (%14,2) izolatta WT8 ile birlikte WT6
bandinda silinme gozlenmistir. Genotipik olarak RIF direnci belirlenen yedi izolatin
birinde (%14,2) ise W7 bandinda silinme ile birlikte rpoB MUT2A gen bolgesinde
mutasyon gozlenmis olup 526-529. kodondaki H526Y gen paternine sahipti.
Ulkemizde ve diinyada yapilan gesitli ¢alismalarla kiyasladigimizda ¢alismamizda
saptadigimiz RIF direnci genotipik olarak daha diisiik bulunmusur. Buldugumuz
direncin en sik S531L bolgesinde saptanmasi literatiirle uyumlu olarak
degerlendirilmistir.

Calismamizdaki fenotipik olarak 10 CID-TB izolatinin besinde (%50)
genotipik olarak da RIF direnci gozlenmistir. Fenotipik olarak izole RR-TB’lerde
dokuz izolatin ikisinde (%22,2) ise genotipik direng goriilmiistiir. Bu durum CID-TB
izolatlardaki genotipik RIF direncinin, izole RR-TB’ye kiyasla daha c¢ok gen
mutasyonuna bagli olarak gelisebilecegini diistindiirtmiistiir.

Ilaca direngli TB'yi etkin bir sekilde kontrol etmek ve tedavi etmek icin ilag
direnci  mekanizmasimin arastirilmasi, hizli ve etkili tespit yOntemlerinin
gelistirilmesi 6nemlidir. Bu amagla 6zellikli olarak gen bolgesini tespit edecek
molekiiler yontemler gelistirilmistir. Halen GeneXpert MTB/RIF ve Genotype
MTBDR plus DSO tarafindan hizli genotipik RIF duyarlilik testleri olarak
onaylanmistir (169,170). Yapilan bir meta-analizde RR-TB tespiti igin bu
yontemlerin duyarliliginin ve 6zgiilliigiiniin %90"n {izerinde oldugunu gosterilmistir
(171,172). Bu yontemlerin en biiyiikk avantaji, M. tuberculosis patojenlerini ve RIF
duyarliligimi aym1 anda ve saatler iginde tespit ederek zamandan tasarruf
saglamasidir. Dirence yol acan RRDR mekanizmasi diginda hiicre duvari sentezinde
yer alan bir¢cok gen ve protein, RIF disa akis pompasi geninin RIF direnci ile iligkili
bulunmustur. Bahsedilen bu yontemlerin en biiylik dezavantaji ise RRDR disinda

kalan farkli mekanizmalarla olusan RIF direncini tespit edemeyecek olmasidir.
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Kat1 fazda ters hibridizasyon esasina dayanan Genotype MTBDR plus testi ile
CID-TB suslarnda RIF ve INH direnci arastirilmaktadir.  Genotype
MTBDR plus testi, MTBC’nin RIF ve INH direncine sebep olan rpoB'nin 81-bp
sicak nokta bolgesindeki, katG geninin kodon 315'indeki ve inhA promot6r
bolgesindeki mutasyonlart tespit etmektedir (173). Yapilan bir ¢alismada
mikroskopisi pozitif 536 balgam 6rnegi lizerinde RIF ve INH direncini arastirmada
Genotype MTBDR plus kitinin performansi geleneksel duyarlilik test yontemleriyle
karsilastirilmis, MTBDR plus ile 6rneklerin %97’sinde 1-2 giinde yorumlanabilir
sonuglar elde edildigi bildirilmistir (174). Ayn1 ¢alismada; Genotype MTBDR plus
testinin RIF ve INH direngli suslari saptamadaki duyarliligini sirasiyla %98,9 ve
%94,2; ozgilligini ise %99,4 ve %99,7 olarak bulunmustur. Cok ilaca direngli
suglar da ise %98,8 duyarlilik ve %100 Ozgiilliikle saptanabilmistir. Yontemin
mikroskopisi pozitif olan klinik o6rneklerde kullanilabilirligi ile ilgili bir
degerlendirmede de; INH direngli olanlarin %84,2’si ve RIF direngli olanlarin
%96,2’sinde dirence yol agan mutasyonlar dogru olarak saptanabilmistir (175).
Genotype MTBDR testi ile yapilan baska bir calismada; kiiltiirde iiretilmis M.
tuberculosis suslarindaki RIF ve INH direncine yol agan mutasyonlari saptamada
yontemin duyarliligi sirasiyla %99 ve %84 olarak bulunmus, bu sonuglarin dizi
analizi ile %2100 uyum gosterdigi belirtilmistir.

Hilleman ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, 125 susta Genotype MTBDR plus testi
ile altin standart olarak bilinen geleneksel testleri karsilastirmislar ve Genotype
MTBDR plus duyarliligini RIF icin %97,8, INH i¢in %92 olarak bulmuslardir. Bu
caligmada her iki testin 6zgilligiinii INH i¢in %100 olarak bildirmislerdir. (176).
Lacoma ve ark. Bactec 460 sistemiyle Genotype MTBDR plus yodntemini
karsilagtirmis, INH ve RIF duyarliligi sirasiyla %73 ve %91,7 olarak belirlemis ve
INH’deki yanlis negatifligin, cesitli izolatlarda direncin katG bolgesi disinda bir
bolgeden kaynaklanabilecegi bildirmiglerdir (177).
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Yaygin ilaca direngli MTBC suslari icin geleneksel IDT, kiiltiir ve birinci
basamak ilag testi ile baslayan ve ¢oklu ila¢ direnci durumunda daha fazla ilag testine
ilerleyen iki asamali bir prosediir sirayla gerceklestirilir. Ikinci basamak anti-TB ilag
direncini saptamak i¢in piyasada bulunan tek molekiiler test olan Genotype MTBDR
sI’yi degerlendirmek amaciyla yapilan sistematik bir incelemede, FQ'lara, amikasine
ve kapreomisine ilag direncini saptamada iyi bir dogruluga sahip oldugu ancak zayif
duyarlilik nedeniyle kanamisin ve etambutol i¢in uygun bir se¢im olmadig
gosterilmistir (178).

Ejo ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Genotype MTBDR sl yontemi ile 413 CiD-
TB hastasinin 389'u (%94,2) FQ'ya duyarli, yedisi (%]1,7) FQ'ya diren¢li bulunmus
ve 17'si (%4,1) degerlendirilememistir. Ikinci basamak enjekte edilebilir anti
tiiberkiiloz ilaglar i¢in 372’s1 (%90,1) duyarli, besi (%1,2) diren¢li bulunmus ve 36's1
(%8,7) degerlendirilememistir (179). Ulkemizde YID-TB aranmasi i¢in yapilan bir
calismada 44 CID-TB susunda ikisinin (% 4,5) yalmz siprofloksasine, birinin (%2,3)
de yalniz amikasine direngli oldugu bulunmustur (180).

Calismamizda fenotipik olarak 10 CID-TB susunun dokuzu Genotype
MTBDR sl testi ile ikinci nesil antitiiberkiiloz ilaglara duyarlt bulunmustur. Bir
koken ise bu testin yorumlama kriterlerine uymadigi icin degerlendirilememistir.
Ulkemizde YID-TB oraminin diisiik oldugunu (21) gbz oniine aldigimizda
sonuglarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ancak farkli iilkelerden yapilan
calismalarla karsilastirdigimizda ise belirledigimiz YID-TB orami daha diisiik
saptanmistir. Bu durumun iilkemizdeki tiiberkiiloz takip sisteminin daha verimli

oldugunu diisiindiirtmiistiir.
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MTBC genetik olarak olduk¢a homojen bir gruptan olusur. Bu grupta
insanlarda en sik tiiberkiiloz yapan tiir M. tuberculosis subsp. tuberculosis ve ikinci
sirada ise M. bovis subsp. bovis ile birlikte M. bovis subsp. caprae, M. canettii, M.
africanum, M. microti oldugu bilinmektedir (181). Tiiberkiiloza neden olan MTBC
soylarin ve alt soylariin dagilimi ve siklig1 diinyanin farkli yerlerinde degisiklik
gosterir. Diger MTBC iiyelerinden M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG),
cogunlukla bagisiklig1 baskilanmis bireylerde lokal veya yayilmis enfeksiyona neden
olabilen ve canli zayiflatilmis asilarda kullanilabilen bir kokendir. Shannon ve ark.
Hindistan’da 2018-2020 yillar1 arasinda 19 silipheli izolat iizerinde yaptiklari
multipleks PCR ¢alismasi sonucu bu izolatlarin 10'unu M.bovis BCG, dokuzunu
diger MTBC fiiyeleri olarak tamimlamislardir (182). M. canettii, Afrika boynuzu ile
temaslar1 oldugu bildirilen diizinelerce tiiberkiiloz hastasinda spesifik olarak teshis
edilen MTBC’nin tuhaf bir iiyesidir (183). Insanlarin M. africanum ile infeksiyonu
¢ok nadirdir. M. africanum Bat1 Afrika'ya 6zgiidiir ve soyu M. tuberculosis’e gore
filogenetik olarak daha eski kabul edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
2004-2013 yillar1 arasinda genotipik tanimlama yapilan 73.290 TB vakasinin 315’ine
(%0,4) M. africanum neden olmustur (184). M. microti ile infeksiyonlar insanlarda,
evcil ve serbest dolagan vahsi hayvanlarda giderek daha fazla rapor edilmektedir.
Ghielmetti ve ark. Bati Avusturya ve Giiney Almanya'dan serbest dolasan kizil
geyiklerde ti¢ M. microti infeksiyonu vakasi bildirilmistir (185). M. caprae, insan ve
hayvanlarda tiiberkiiloza neden olur ve insan TB vakalarinda ¢ok diisiik bir oranda
(%0,3) gortildigi bildirilmektedir. M. caprae, M. bovis ile epidemiyolojik olarak
benzer ozellikleri tagir ancak evrimsel olarak daha eski olmakla birlikte zoonotik

TB'in daha kiigiik bir ytikiinii olusturur ve esas olarak Avrupa iilkeleriyle sinirlidir
(186).
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Calismamiza dahil ettigimiz 19 MTBC izolatinin, Genotype MTBC testi ile
kokenleri incelenmis ve bunlarin tamami M. tuberculosis olarak saptanmustir.
Arastirmalar incelendiginde M. tuberculosis dist MTBC iiyelerinin insanda az
goriiliiyor olmasi, diinyanin farkli cografik bolgelerinde ve hayvanlarda ozellikli
olarak goriiliiyor olmasi, sonucumuzun iilkemiz ve bolgemiz ile uyumlu oldugunu
diistindiirmiistiir. Klinik olarak, TB'ye neden olan ajaninin erken tanimlanmasi
onemlidir ¢linkli intrinsik direng¢ i¢in bir belirte¢ olarak fayda saglayabilir veya
enfeksiyon kaynagi hakkinda klinisyeni yonlendirici olabilir Ornegin, M. bovis’te
pirazinamide intrinsik diren¢ genellikle olabilir ve enfeksiyon igin kaynak bir insan
degildir (187).

GenoType MTBC testi, MTBC iiyeleri olan M. tuberculosis/M. canettii, M.
africanum, M. microti, M. bovis subsp. bovis, M. bovis subsp. caprae ve M. bovis
BCG suslarin tiplendirmekte kullanilan ters hibridizasyon esasina dayali molekiiler
bir yontemdir. Bu test, tiiberkiiloza neden olan ajanlar1 ayirt etmek icin en eski ve
muhtemelen en yaygin kullanilan ticari testtir (188). Tiiberkiiloz tanisinda Genotype
MTBC testi ile geleneksel kiiltiir ydntemlerini karsilastiran bir ¢aligmanin
sonuglarina goére, Genotype MTBC'nin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif
prediktif  degerleri sirasiyla  %95,7, %100, %100 ve %99,1 olarak
gosterilmistir. GenoType MTBC'nin M. tuberculosis'in saptanmast igin  kiiltiir
yontemlerine faydali bir yardimci olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir (189).

Safianowska ve ark. GenoType MTBC testini degerlendirdikleri bir
caligmada, bu testin M. tuberculosis kompleksini kesin olarak tanidigini, HPLC
yontemine kiyasla GenoType MTBC testinin M. tuberculosis tiiriinii belirlemede
%100 uyumlu oldugunu ve klinik izolatlarda tiiberkiiloz mikobakterilerin tespitinde
HPLC'nin yerini alabilecegini gostermislerdir (190). Bulgularimiz ile MTBC
suglarinin tanimlanmasinda kullanilan Genotype MTBC testinin literatiir ile uyumlu

olarak degerlendirilmistir.

83



6. SONUCLAR

Calismamizda, Genotype MTBC, Genotype MTBDR plus ve Genotype
MTBDR sl testlerinin uygulanmasi ve yorumlanmasi kolay ve rutin bir tanisal
mikobakteriyoloji laboratuvarinin is akisina kolayca dahil edilebilen hizli bir yontem
oldugu goriilmistiir.

Diinya ve iilkemizdeki oranlara gére CID-TB tamist konma oraninin
laboratuvarimizda daha diisiik oldugu belirlendi

Saptadigimiz verilerle literatiir kiyaslamasi yaptigimizda CID-TB gériilme
yasinin benzer oldugu goriilmiistir. Ancak bulgularimiz CID-TB vakalarmin
erkeklerde daha sik izole edildigi gostermistir.

Arastirmamizda EZN pozitifliginin literatiire gore diisilk seviyede olmasi,
mikroskobik degerlendirmenin bireysel sonucu olarak kabul edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular ile SM direng oraninin literatiire gore
daha az oldugunu fakat yine de CID-TB ve RR-TB’lerde SM direncinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda {ilkemizde CID-TB kokenlerinde EMB
direncini aragtiran ¢aligmalarin varligina rastlanmamistir. Bu yoniiyle bulgularimizin
literatiire katkis1 anlamli kabul edilmistir. CID-TB kokenlerindeki EMB direncine
baktigimizda, calismamizda EMB direnci literatiire gore daha diisiik oranda
bulunmustur.

Arastirmamizda CID-TB suslarindaki hem fenotipik hemde genotipik INH
direncinin oranlari ve genotipik olarak diren¢ genlerinin ¢ogunlukla S315T1
paterniyle uyumlu olmasi literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Caligmamizda bir susta fenotipik olarak diren¢ olmamasina ragmen genotipik olarak
direng paterni gozlenmesi iki test arasindaki uyumsuzlgu gostermesi agisindan

onemlidir. Ayrica bu durum sessiz mutasyon olabilecegini diigiindiirmektedir.
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Ulkemizde ve diinyada yapilan cesitli calismalarla kiyasladigimizda
calismamizda saptadigimiz genotipi olarak RIF direnc¢ oram1 daha diisik
bulunmusur. Direncin en sik S531L bolgesinde saptanmasi literatiirle uyumlu olarak
degerlendirilmistir. Ayrica CID-TB izolatlardaki genotipik RIF direncinin, izole RR-
TB’ye kiyasla daha c¢ok gen mutasyonuna bagli olarak direng gelisebilecegini
diistindiirmiistiir.

Ulkemizde YID-TB oranmn diisiik oldugunu goz &niine aldigimizda
sonuglarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ancak farkli {ilkelerden yapilan
calismalarla karsilastirdigimizda ise belirledigimiz YID-TB orani1 daha diisiik
saptanmigtir. Bu durumun tlkmemizdeki tiiberkiiloz takip sisteminin daha verimli
oldugunu diisiindlirmiistiir.

Bulgularimiz sonucunda MTBC suslariin tanimlanmasinda kullandigimiz

Genotype MTBC testinin literatiir ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.
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