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OZET

Ozcatalkaya, N.E.. Bedakulin’in Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilere Kars1 in vitro
Etkinliginin Arastirilmas1. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi

Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2023.

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri kaynakli enfeksiyonlar Diinya ¢apinda gilinden giine
artis gostermektedir. Tedavi edilebilir bir hastalik olmasina karsin ¢oklu ila¢ kullanima,
dogal veya kazanilmis direng, Mycobacterium tuberculosis kompleksi ile ayriminin
dogru yapilamamasi gibi nedenlerden dolay1 tedavi rejimleri uzun siirebilmekte ve
bazen basarisizlikla sonuglanabilmektedir. Bu sorunlar neticesinde karsilagilabilecek
diren¢ nedeniyle yeni ilaglarin kesfedilmesi son derece 6nem tasimaktadir. Andries ve
arkadaslarinin 2005 yilinda kesfettikleri bedakulinin, ¢ogul ilag¢ direncli M. tuberculosis
ve tliberkiiloz dis1 mikobakteri suslarinda etkili oldugu yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir. Calismamizda iilkemizde heniiz kullanima girmemis olan bedakulinin
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Mikobakteriyoloji laboratuvarina ve Istanbul Diizen Laboratuvari’na rutin inceleme
amactyla gonderilmis 6rneklerden izole edilen tiiberkiiloz dis1 mikobakteri suslarina
etkisinin arastirilmast amaglanmistir. Calismaya 14 farkli tiirdeki 58 hizli ve 45 yavag
sus dahil edilmistir. Mikrodiliisyon ydntemi ile bedakulinin MIK araligi 0.008-16 pg/ml
olarak kilavuzlarda belirtildigi sekliyle uygulanmistir. Yavas lireyen suglarin tamaminin
bedakuline duyarli oldugu (MIK <0.008 pg/ml) saptanmistir. Hizli iireyen suslarin
16’s1n1n ise direngli (MIK > 0.25 pg/ml) oldugu belirlenmis, direngli suslarin yedisinin
M. fortuitum, besinin M. abscessus, Uglniin M. chelonae ve birinin M. elephantis
oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak bedakulinin tiiberkiiloz dis1 mikobakteri suslarina

kars1 oldukca yiiksek aktivitesi oldugu saptanmistir.

Anahtar  Kelimeler: Bedakulin, Tiberkiiloz, Tiberkiiloz Dis Mikobakteri,
Mikrodiliisyon, Antitliberkiiloz Duyarlilik Testi

Bu calisma, Istanbul Universitesi, Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 38096
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ABSTRACT

Ozcatalkaya, N.E.. Research of /n vitro Activity of Bedaquiline in Nontuberculous
Mycobacteria, Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical
Microbiology. Master’s Thesis. Istanbul. 2023,

The incidence of Nontuberculous mycobacteria related infections has been rise in all
over the world. Despite being a treatable disease, treatment regimens can be prolonged
and sometimes result in failure due to the use of multiple drugs, natural or acquired
resistance, and the inability to differentiate from the Mycobacterium tuberculosis
complex. Due to the potential for resistance that may be encountered thus, discovery of
new drugs are highly important. Bedaquiline has been discovered by Andries and his
team in 2005, and is promising drug to be used with the cases of multiple drug resistant
M. tuberculosis and nontuberculous mycobacterial infections. In our study, it was aimed
to investigate the effect of bedaquiline, which has not yet been introduced in our
country, on non-tuberculous mycobacterial strains isolated from samples sent for
routine examination to the Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine,
Department of Medical Microbiology, Mycobacteriology laboratory and Istanbul Duzen
Laboratory. The study included 58 rapid and 45 slow strains from 14 different species.
The microdilution method was applied with a MIC range of 0.008-16 ug/ml, as stated in
the guidelines. It was determined that all slow-growing strains may be sensitive to
bedaquiline (MIC <0.25ng/ml), while 16 of the rapid-growing strains may be resistant
(MIC >0.25pg/ml). Of the potentially resistant strains, seven were identified as M.
fortuitum, five as M. abscessus, three as M. chelonae, and one as M. elephantis. In
conclusion, it was observed that bedaquiline has a high activity against non-tuberculous

mycobacterial strains.

Key Words: Bedaquiline, Tuberculosis, Nontuberculous Mycobacteria, Microdilution,
Antimicrobial Susceptibility Testing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 38096



1. GIRIS VE AMAC

Tiiberkiiloz disi mikobakteriler (TDM) c¢ok cesitli ortamlarda yasayabilen
mikroorganizmalardir. Yapilan arastirmalar ve bildirilen olgular, TDM kaynakli

enfeksiyonlarin giinden giline artmakta oldugunu gostermektedir [1,2].

TDM’ler, Mycobacterium tuberculosis kompleksi suslarindan (MTBC) farkli olarak
cesitli ekosistemlerde yasamlarini silirdiirebilmekte ve dogal ya da kazanilmis ilag
direnci gosterebilmektedir [3]. Mikobakteri enfeksiyonlarinin tedavisi uzun siireli ve
coklu kombine ilag kullanimii gerektirmekte, MTBC’nin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavi protokolii ile TDM bakteri enfeksiyonlarmin tedavi protokolleri birbirinden farkl
olmasi nedeniyle, TDM ve M. tuberculosis kompleksi ayriminin yapilmasi Onem
tagimaktadir. Tiir tayini yapilmadigi takdirde, TDM’lerle enfekte hastalarda tedavi
basarisizlig1 ortaya ¢ikmakta, bu durum hem hastaya faydasi olmayan ilaglarin gereksiz
yere kullanilmasina hem de hastanede kalis siiresinin uzamasindan dolayr onemli

ekonomik kayiplara yol agmaktadir [4,5].

TDM suslarinin gostermis oldugu direng nedeniyle farkli ilaclarin kesfedilmesi son
derece Onemlidir. Andries ve arkadaslarinin 2005 yilinda kesfettigi ve “Sirturo” ticari
adiyla piyasada yerini alan “Bedakulin”, diger antitiiberkiilloz ilaglariyla
karsilastirildiginda farkli bir mekanizma ile etkisini gostermektedir. Mikobakteriyel
ATP sentezinin inhibisyonu yoluyla etki gosteren bedakulin, ilk olarak direncli MTBC
suslarina karst umut verici bir ila¢ olarak kullanilmistir. Bedakulinin, dogal ve
kazanilmis dirence sahip TDM'’ler iizerindeki etkinliginin varhigi da in vitro

calismalarda gosterilmistir [6,7].

Calismamizda iilkemizde heniiz kullanima girmemis olan bedakulinin Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dali,
Mikobakteriyoloji laboratuvarina ve Istanbul Diizen Laboratuvari’na rutin inceleme
amactyla gonderilmis 6rneklerden izole edilen TDM suslarina etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Tiberkiiloz Nedir?

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis (MTB) ad1 verilen bakterinin etken
oldugu, ¢cogunlukla akcigerleri etkileyen, Diinya capinda 6liimlere neden olan ve tedavi
edilebilen bir hastaliktir [8]. Koronaviriis (COVID-19) pandemisine kadar TB’nin, tekli
enfeksiyoz etken kaynakli oliimler siralamasinda HIV-AIDS’den de daha iist sirada
oldugu bildirilmektedir [9].

Tiiberkiilozun anlagilmasi, 19. ylizyilin baglarinda Fransiz bir tip doktoru olan
Theophile Laennec’in g¢alismalar1 sayesinde baslamistir. Daha sonras 1865 yilinda
Fransiz bir tip doktoru olan Jean-Antoine Villemin Mycobacterium tuberculosis
enfeksiyonunun bulasiciligini géstermistir. Robert Koch ise 1882 yilinda , tiiberkiilozun
etiyolojik ajaniin tiiberkiil basili oldugunu belirtmis ve bu ¢aligmasi ile 1905 yilinda
Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii’nii kazanmistir [10].

2.2. Mikobakteriler
2.2.1. Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mycobacterium cinsi, Actinomycetales takimi icinde Mycobacteriaceae ailesi,
icinde yer almaktadir (Tablo 2.1.) [11]. Mycobacterium cinsi i¢inde %99.9 DNA
homolojisi ile M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti. M. canettii, M.
caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. orygis ve Dassie basilleri
Mycobacterium tuberculosis kompleksi ad1 altinda yer almaktadir. Mycobacterium cinsi
icinde MTBC disinda tiiberkiiloz dig1 mikobakteri ve M. lepra tiirleri de yer almaktadir
[12].



Tablo 2.1. Mikobakterilerin siniflandirilmasi [11,12].

Domain Bacteria

Phylum Actinobacteria

Class Actinobacteria

Order Actinomycetales

Family Mycobacteriaceae

Genus Mycobacterium

Species M. tuberculosis kompleksi
TDM
M.leprae

M. tuberculosis, tipik mikobakteri hiicre duvar yapisina sahiptir. Bu 6zel hiicre
duvar yapisi sayesinde Gram negatif ya da Gram pozitif olarak siniflandirilamaz. Ziehl-
Neelsen olarak adlandirilan aside direngli boyama teknigi ile boyandiklart zaman
bakteriler asit alkolle dekolorizasyon islemi ile yapilari icine aldiklar1 boyay1 geri
vermeyerek mavi zeminde kirmizi ¢omaklar seklinde goriiniirler ve bu sekildeki

goriintimleri ile aside direncli olarak tanimlanirlar [13].

2.2.2. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

M.tuberculosis, aerobik, spor olusturmayan ve hareketsiz bir basildir. Gram- pozitif
gibi boyanmasina ragmen Gram- negatif bakteriler gibi hiicre duvar yapisinda ikincil bir
dis membran barmdirmaktadir. Bu membran yapisinda uzun zincirli dallanmis yiiksek
molekiil agirlikli lipidler ve mikolik asitler bulunur. Sitoplazmik membran disindaki
membran, arabinogalaktana bagli peptidoglikan iceren bir yapi ile mikolik asitlere
baglanir (Sekil 2.1.) [14].

Antimikrobiyallere gec¢irgenligin az olmasi gibi bircok dnemli 6zellige ek olarak
hiicre duvar1 lipoarabinomannan, siilfolipidler gibi immiinmodiilatér molekiiller
icermektedir. Virulansta Oonemli rol oynayan kord faktorii, M. tuberculosis’in sivi
kiiltiirde uzun, yilan benzeri yapilar olusturmasina yardimci olmaktadir (Tablo 2.2.). Bu
kompleks hiicre duvar yapisi ayn1 zamanda birgok antitiiberkiiloz ilacin da hedefi olarak

yer almaktadir [14].



Membran ) ) ]
Proteinleri Protein Lipopolisakkarit

Lipid A

Dis Membran

Mikolik Asit

Lipoprotein

Arabinogalaktan

Peptidoglikan

Lipid Bilayer

Fosfolipidler

Sekil 2.1. M. tuberculosis hiicre duvar yapisi [15]. M. tuberculosis’in lipid bakimindan zengin hiicre
duvar yapisinin gosterimi. Hiicre duvar1 peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik asit ve
lipoarabinomannan i¢ermektedir.

Hiicre duvarinda barindirdiklar: yiiksek lipid icerigi, bakteri hiicre duvarina
hidrofobik bir ortam olusturur. Bu nedenle biiylime hizlar1 diger bakterilere gore
yavagstir. Sahip olduklari hidrofobik bariyer nedeniyle kiimelesme egilimi gosterirler ve
bu da besinlerin hiicre igerisine girisini zorlastirir. Yaklagik 15-20 saat siirebilen
bolinme stireleri nedeniyle gozle goriilebilir kolonilerin  olusumu 3-8 hafta
stirebilmektedir [13].

Tiiberkiiloz, hasta bireylerin hapsirma, tiikiirme, Okstirme gibi refleksleriyle
damlacik yoluyla insandan insana bulagir. Aktif tiiberkiiloz vakalarinda semptomlar geg
goriilebilmektedir. Bu da tedaviye baslamada gecikme ve diger insanlara bulasin 6nemli
bir nedenidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), TB tedavi edilebilen ve hatta 6nlenebilen bir
hastalik oldugundan, hasta bireylerin %85’inin 6 ayhk ila¢ tedavisi ile iyilesme
gosterdigini, ancak uygun tedavi almadiklari durumlarda TB pozitif- HIV negatif
bireylerin %45’i ve TB pozitif -HIV pozitif bireylerin tamamia yakinin ise

Olebilecegini belirtmektedir [8,9].



2.2.3. Virulans Faktorleri ve Patogenez

2.2.3.1. Virulans Faktorleri

Virulans, genellikle bir patojenin hastalik olusturma yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Mikobakteriler i¢in virlilans, konak hiicrelerde varligin1 koruma ve
makrofajlarin  antimikrobiyal aktivitelerine karst koyabilme yetenekleri olarak
tanimlanir [16].

M. tuberculosis, diger bakterilerde oldugu gibi klasik virulans faktorlerine
(toksinler vb.) sahip degildir. Buna karsin mikobakterilerde virulans ile iligkili oldugu
bilinen bir¢ok gen tanimlanmistir (Tablo 2.2.).

MTB virulans1 genel olarak transmisyon ile iligkilidir. Bu nedenle virulansini {i¢
sekilde degerlendirmek miimkiindiir [16].

1- Bakterinin konak immiin yanit karsisinda sagkalim yetenegi,

2- Akciger hasari olusturma kapasitesi,

3- Yeni bir konaga basarili bir sekilde gegis.

Mikolik asitler, glikolipidler, lipomannan, lipoarabinomannan (LAM), sulfolipidler,
trehalose-6,6’- dimikolat bilesenlerinin bol miktarda bulundugu essiz hiicre duvar yapisi
sayesinde mikobakteri, konak hiicre iceresinde olduk¢a avantajlidir. Etken olan patojen,
yag asit metabolizmasin1 konak hiicredeki kosullara goére diizenlemektedir. Ayrica
mikobakteri hiicre duvarinin lipid profilinin, konak immiin yanitlarin1 diizenleyebildigi,
dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi fagositik hiicreler, sitokin, inflamatuar faktorlerin
liretimini baskilayabilme ya da arttirabilme yeteneginde oldugunu gosteren ¢aligmalar

da bulunmaktadir [15].



Tablo 2.2. MTB i¢cin 6nemli olan baz1 virulans faktorleri ve genleri.

VIiRULANS FAKTORLERI

GOREVi

Lipidler

Lipoarabinomannan (LAM)

*Bakteriyel tutunma ve makrofajlar tarafindan fagositoz

*Fagozom olgunlagmasinin ve fagolizozomal flizyonun inhibisyonu
*[FNy transkripsiyonunun engellenmesi, antioksidatif savunma ve
protein kinaz C aktivitesinin inhibisyonu

*Th1 sitokin ekspresonunun downregulasyonu

*]L-10 {iretiminin artig1 ve dendritik hiicrelerin olgunlagsmasinin
engellenmesi [17]

Lipomannan (LM)

*]L-12 {iretiminin artig1 ve makrofajlarda apoptoz [17].

Fosfatidilinositol
mannositler(PIMs)

*QGraniilom olusumu ve korunumu.
*Makrofajlarda TNF, IL12 tiretiminin inhibisyonu [17].

Trehalose-6,6 "-dimikolat(TDM)

*Kord faktorii olarak da bilinen TDM, mikobakteriyel hiicre
duvarinda en ¢ok bulunan toksik lipiddir [16].

*Fagolizozomun asidifikasyonunun engellenmesi, fagozomlarin geg
olgunlasmasi, fagolizozom fiizyonu [17].

*QGraniillom olusumu ve korunumu (Genellikle TNF a ve IL-6"nin
arttirilmig tiretimi ile iligkilidir).

*Mitokondriyal membran hasari ve oksidatif fosforilasyon.

* Apoptoza girig ve timiis atrofisi [17].

Phthiocerol dimycocerosate
(PDIM) ve phenolic glycolipids
(PGL)

*PDIM ve PGL, mikobakteriyel yiizeyine nonkovalent baglt
lipidlerdir. Major virulans faktorleri arasinda yer almaktadirlar. Akut
fazda bakteriyel duplikasyon igin gerekli olan molekiillerdir. PDIM,
deterjanlara karsi mikobakteriyel direng ve hiicre duvarinin kalinligt
ve gecirgenligi ile iliskilidir [16].

*Hiicre i¢i bakteriyel sagkalim (nitrojen ara iiriinlere kars: bakteriyel
koruma).

*Makrofajlar tarafindan fagositoz ve bakteriyel tutunma.
*Immiinsiipresyon (pro inflamatuar iiriinlerin salmimi).

*Fagozom membraninin yirtilmasi ve devaminda gelen apoptoz [17].

*Molekiiler taginim, hiicre duvar1 homeostasisi ve besin alimi ile

Lipoproteinler iligkilidir [16].

LpgH *imn.lliin sistem taraf'lndan taninma, DC olgunlagsmasinin tetiklenmesi,
otofaji ve TLR-2 aktivasyonu [16].

Mpt83 *Konak hiicre tutunmasi [16].

LprG *P27 olarak da bilinir. TLR-2 ligandidir. MHCII makrofajlarinda

antijen liretiminin engellenmesi [16].

Salgi Sistemleri, Proteinler,
Enzimler

Twin-arginine transporter (TAT

transporter)

*Hiicre duvari biyogenezi ve -Laktam antibiyotiklere direng [17]




VIiRULANS FAKTORLERI

GOREVi

The ESX transporter

*Sitoplazmik membranda bulunur, mikobakteriyel hiicre duvarindan
proteinlerin giris-cikisi ile iliskilidir [16].

® ESAT-6 ailesi

*T- Hiicre olgunlagmas1 (IFN y salinimz1)

*Gecikmis tipte duyarlilik

*ROS down regulasyonu ve makrofajlardaki lipopolisakkarit
indiiklenmis niiklear faktor kB aktivitesi

*Makrofajlarda TLR-2 aracili sinyallesmenin engellenmesi
*Makrofajarin apoptozu

*Makrofajlarmn, kirmizi kan hiicrelerinin ve pndmositlerin por
olusumu ile sitolizi

*Fagolizozomdan sitoplazmaya bakteriyel translokasyon [17]

® ESX-1

*Konak hiicre membranini pargalama [16,18].
*Fagozomdan kacis [19].

® [ESX-3

*Cinko ve demirin hiicre i¢ine alimi ile iliskilidir. ESX3- tarafindan
tiretilen heterodimerik yapidaki molekiiller makrofaj fagazom
olgunlagmasini engeller, bu da makrofajlar ve DC hiicrelerinin CD++
aktivasyonunu engellemektedir [16].

® ESX-5

*Yalnizca yavas iireyen mikobakterilerde bulunur. PPE ve PE ile
iliskilidir.
*Hiicre duvarinin biitiinliigliniin korunmasini saglar [16].

® Pipdve SapM

*Fagozomun normal isleyisini ve olgunlasarak aktif fagolizozom
olugumunun engellenmesi (Fagozom tutulumu) [16,19].

*Makrofaj varliginda granulom olusumu, asit direnci, vakuol

PE-PPE asidifikasyonu, apoptoza giris, proinflamatuar sitokin salinimi ile
bakteriyel sag kalim igin 6nemlidir [16,19].
Tip I NADH dehydrogenaz *Konak makrofaj apoptozunun dnlenmesi i¢in dnemlidir [16]
(NDH-1)
*Fagozom olgunlagmasini 6nleyerek hiicre igcinde MTB nin hiicre igi
SecA?2 biiylimesi i¢in gereklidir. Bu nedenle konak makrofaj apoptozunu

engellemek icin 6nemlidir [16].

Katalaz Peroksidaz

*Bakteriyi ROS hasarindan korumak i¢in gerekli olan enzimdir.
Hidrojen peroksitin par¢alanmasi i¢in kullanilmaktadir. TB
patogenezinde 6nemli bir yere sahiptir. Fagositlerde NADPH oksidaz
tarafindan liretilen peroksitin bakteriye zarar vermeyen bilesenlere
doniismesi igin gereklidir [19].

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

*Siiperoksit radikallerinin detoksifiye edilmesi i¢in iretilen bir
metallo proteindir [16].

Protein Kinazlar

*MTB genomu, 6karyot benzeri 11 tane serin threonin protein kinaz
kodlamaktadir. Bu pkn genleri ¢evresel adaptasyon, farklilagma,
hiicre boliinmesi gibi fonksiyonlarda rol oynamaktadir [19].

pknE

*Nitrat stresi altinda bakterinin apoptoza gidisinin engellenmesi,
hiicre i¢i sagkalim [16].




2.2.3.2. Patogenez

Tiiberkiiloz enfeksiyonu, genellikle akcigerleri etkilemekte ve spesifik olmayan
inflamatuar yanitlarla seyretmektedir. Bu spesifik olmayan inflamatuar yanitlari
graniilomatdz reaksiyon takip etmekte ve mikobakterinin viicut icerisinde yayilimini
kisitlamaktadir [20].

Enfeksiyon, mikobakterilerin inhalasyonu ile baslar. Alveollere ulasan mikobakteri,
burada alveolar makrofajlarca fagosite edilir (Sekil 2.2.-1) [21]. Konak makrofajlarina
girigin baslangic asamalarinda, M. tuberculosis ve diger hiicre i¢i patojenler fagozom
olarak adlandirilan endositik vakuollerce tutulur. Fagozomlarin olgunlasmasi normal
dongiisiinde devam ederse, yani fagozom-lizozom flizyonu gergeklesirse, bu bakteriler
asidik pH, reaktif oksijen tiirleri (ROS), lizozomal enzimler, toksik peptidlerin
bulundugu olumsuz kosullara maruz kalabilir. Konak makrofajlar1 tarafindan yaratilan
bu olumsuz kosullar, konagin temel antimikrobiyal yanitidir. Mikobakteriler bu
olumsuz kosullara, sahip oldugu virulans faktorleri ile kars1 koymaktadir [22].

Mikobakterinin =~ fagozomlarca  tutulumu, inflamatuar yanit olusumunu
tetiklemektedir. Artan bakteri populasyonuna karsi, ortamda komsu damarlardan
mononiikleer hiicrelerin fagozomlara gecisi so6z konusudur (Sekil 2.2.). Bu hiicreler
daha sonrasinda “granulom” adi verilen yapilar1 olusturur. Baglangicta olusan graniilom
yapisinda; makrofajlar, monositler ve nétrofiller bulunurken, makrofajlarin ¢ok
cekirdekli dev hiicreler, kopiiksii makrofajlar ve epiteloid makrofajlar gibi 6zellesmis
hiicre tiplerine farklilagsmasi ile g¢esitlenir. Kazanilmis immiin yanitin gelisimi ve
lenfositlerin graniilloma gegcisi ile graniilom daha organize ve katmanli bir yap1 kazanir
[21].

Lenfositlerle cevrili olan graniilom, yapiin ¢eperlerini daha belirgin hale getiren
fibroz bir kese ile kaplanir. Bakteriler bu evrede dormant halde kalmaktadir. Olusan
graniilomun biytikliigii ile ters orantili olarak bakteriler konak tarafindan kolayca
oldiiriilebilir. Ancak graniilom ne kadar biiyiikse bakterinin dormant halde kalabilecegi
ve yillar sonra yeniden aktive olabilecegi kosullar olusana dek yasamini siirdiirebilecegi
bir ortam kazanilmis olur. Makrofajlarin c¢esitli hiicrelere farklilastigi bu evrede
kopiiksii makrofajlarin sayist da artar. Kopiiksii makrofajlarin sayisindaki artis ile
kazedz merkez olusur. Kazeéz merkez, graniillom igerisindeki bakterinin kendisi igin

uygun ortamla birlikte ¢ogaldigi bolgedir [21].



Tiiberkiiloz enfeksiyonunun latent ya da aktif olmasmna gore iki farkli durumla
karsilagilir. Latent tiiberkiiloz enfeksiyonunda bakteri canli ancak hastalik yapmayacak
sekilde varligini stirdiiriir. Konagin immiinsiipresyonu gibi durumda tekrar ortaya ¢ikma
thtimali s6z konusudur. Latent tiiberkiiloz enfeksiyonunda tiiberkiilin deri testi pozitif
olmasina karsin konak klinik bir belirti gostermez. Primer (aktif) tiiberkiiloz
enfeksiyonunda ise fibroz kese yirtilir ve kaze6z merkezde ¢ogalan bakteri lenf ve kan

yoluyla konagin uzak bolgelerine yayilim gosterir (Sekil 2.2.) [23].
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L 1 Witakin: alvaokar

makrofaj makrofajlar

\JI, Mycobacterium

Infekte makrofaj képlksi makrofaj

Vo A

u -
S

Sekil 2.2. Tiiberkiiloz patogenezi. Tiiberkiil basilleri inhale edildikten sonra alveolar makrofajlar
tarafindan fagosite edilir, ancak canliliklarini korur (1). inflamatuar yamit ile enfekte hiicrelerin alt
epitelyumu istilas1 tetiklenir, ayn1 zamanda dolasimdan monositlerin alinmasina neden olur (2).
Infeksiyon bélgesinde asir1 damarlanma gériiliir. Graniilomlardaki makrofajlar, lipid damlaciklarla dolu
epitelioid hiicreler, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler ve kopiiksii hiicreler olmak iizere farklilagir (3).
Makrofajlarin disinda yer alan hiicre disi matriks bileseninden fibroz tabaka olusumu ile graniilom
kalinlagabilir (4). Kalinlagan graniilom ile gercek tiiberkiil sekillenir. Lenfositler ve makrofajlarla ¢evrili
graniilom igerisinde kazedz merkez olusur. Hastaligin seyri ilerledikge vaskulerite azalir, nekroz artar (5).
Nekrozun artist ve kazedz merkez icinde bakterilerin ¢ogalmasi ile tiiberkiilde erime baslar. Bakteri,

bronslar ve diger solunum sistemlerine yayilir (6) [21,23].
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2.3. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler

Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler, tiiberkiiloza neden olan M. tuberculosis ve lepra
etkeni olan M. leprae disindaki diger mikobakterilerdir. Altta yatan akciger
hastaliklarina sahip olan ya da immiin siiprese bireyler TDM enfeksiyonu i¢in riskli
gruptadirlar. TDM’ler, Robert Koch’un 1882 yilinda tiiberkiiloza neden olan ajanin M.
tuberculosis oldugunu belirlemesinden yillar sonra tanimlanmistir. Giintimiizde ise hali
hazirda tanimlanmis olan 150°den fazla Mycobacterium tiirii bulunmakta ve daha fazlasi
da kesfedilmeyi beklemektedir. Kiiltiir teknikleri ve 16S rRNA genindeki farkliliklarin
saptandigi molekiiler yontemlerin gelismesiyle birlikte tlirler arasinda kesin ayrim
yapilabilmekte ve tamimlanan tiirlerin sayisinda hizli artis  goriilmektedir.
Mikobakteriyel 16S rRNA’sinda niikleotid uzantilari, Mycobacterium tiirleri arasinda
stkca karsilasilan ve tiire Ozgli degiskenlik ile karakterize edilen coklu degisken
bolgelere sahiptir [24,25].

Toprak, dogal su kaynaklari vb gibi cesitli ortamlarda yasamlarimi siirdiirebilen
TDM, elimine edilmesi zor olan, biyofilm olusturarak hayatta kalabilen, lipid
bakimindan zengin hiicre duvar yapisi ve aerosolizasyonla birlikte bir¢cok antibiyotik ve
dezenfektana karsi direng gosterebilme yetenegine sahip bakterilerdir [26]. Cesitli
sicaklikta ¢evresel kosullarda yasayabilen ve antibiyotik direngli olan bu mikobakteriler
kolayca gozden kacabilmekte, tan1 ve tedaviyi gii¢lestirebilmektedir [27].

Tiiberkiilloz, semptom gosteren hastalarin M. tuberculosis basili igeren
damlaciklarint sagmast ve saglikli bireylerin bu damlaciklar1 solumasiyla yayilim
gosterirken, TDM’lerde durum bdyle degildir. TDM’ler ¢evre kaynakli aerosoller
araciligi ile yayilmaktadir. Bu aerosollerin inhalasyonu ile hem MTB hem de TDM’ler
akcigerde alveolar makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir. Inhalasyon sonrasinda
akcigerlere ve oradan da dolagima gecerek farkli enfeksiyon bolgesine yerlesmekte,
cesitli bagisiklik hiicrelerinin etkisi ile graniilom olusumu gerceklestirmektedir.
Tiiberkiiloz ve TDM’lerin patogenezi ortak hiicresel ve molekiiler olaylar1 paylassa da

aralarinda klinik agidan farkliliklar bulundurmaktadir [28].
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Tiiberkiilozun endemik oldugu iilkelerde TDM enfeksiyonlarinin dogru tespitinin
yapilamamasi, Oksliriik, ates, kilo kaybi, halsizlik gibi tiiberkiiloz semptomlar1 olan
vakalarin yanlig teshisine yol agmaktadir. Bu durum, TDM vakalarinin gereksiz yere
uzun, pahali ve potansiyel olarak toksik TB tedavisine neden olabilmektedir. TDM
tedavi protokoliindeki farkliliklar nedeniyle TB ve TDM enfeksiyonlarinin ayrimi ve

dogru tanimlanmasi 6nem tasimaktadir [29].

2.3.1. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

TDM’lerin kesfinden sonra ¢ok sayida siniflandirma yontemi Onerilmis, ancak
Ernest Runyon tarafindan 1959 yilinda yapilan smiflandirma halen giiniimiizde
gecerliligini korumaktadir [25,30]. Buna gére TDM’ler fotokromojen, skotokromojen,
nonkromojen ve hizli lireyen olarak dort grupta siniflandirilmaktadir (Tablo 2.3.) [24].
Ancak bu dort gruplu smiflandirma disinda yavas ve hizli iireyenler olarak iki grup

altinda siniflandirma da yapilmaktadir.

Tablo 2.3. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Stmiflandirilmasi [13,30].

SINIF MIKROORGANIZMA ACIKLAMA
Fotokromojen Mycobacterium asiaticum Isik varliginda
Mycobacterium kansasii pigment {ireten
Mycobacterium marinum tirlerdir. Karanlikta
Mycobacterium simiae pigment {iretmezler.
Skotokromojen | Mycobacterium flavescens
Mycobacterium gordonae Karanlikta tirerken
Mycobacterium pigment {iretirler.
scrofulaceum
Mycobacterium szulgai
Nonkromojen Mycobacterium avium Mycobacterium
complex nonchromogenicum
Mycobacterium celatum Mycobacterium shimoidei Pigmentsiz ya da
Mycobacterium Mycobacterium terrae hafif pigmentli
haemophilum Mycobacterium trivale kolonilerdir.
Mycobacterium gastri Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium genavense Mycobacterium xenopi
Mycobacterium malmoense
Hizh Biiyiiyenler | Mycobacterium abscessus Mycobacterium
Mycobacterium fortuitum mucogenicum
group Mycobacterium phlei
Mycobacterium chelonae Mycobacterium smegmatis
group Mycobacterium vaccae
Mycobacterium
immunogenum
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2.3.2. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerde Virulans

Tiiberkiiloz Di1s1 Mikobakteriler, toprak ve su gibi farkli ortamlarda yasamlarin
sirdlirebilen, koloni olusturabilen ve insan saghigi icin tehdit edici olan
mikroorganizmalardir. TDM’lerin farkli ortamlarda hayatta kalabilme, farkli koloni
morfolojileri, kayma hareketi ile biyofilm olusturma gibi essiz birgok yetenegi
virulansinda, insan konagi enfekte edebilme yeteneginde Onemli rol oynamaktadir

(Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde virulans ve rol oynayan bazi genler.

Virulans Faktorleri | Ozellikleri

*Oldukea hidrofobik ve gecirgen olmayan mikobakteriyel hiicre duvar yapisi,
Mikobakteriyel Dis | TDM’lerin ekstrem kosullara direng ve sagkalimi igin gerekli olan 6nemli bir
Membran yapidir [31].

*ESX protein salgi sisteminde yer almaktadir. M. abscessus 'un hayvan
ESX-3 enfeksiyon modellerinde de sagkalimini destekler [32].

*Dehidrataz, mikolik asit metabolizmasinda rol aldig: diistiniilmektedir [32].
MAB 4780

*Plazma membranindan glikolipidlerin tasiniminda rol oynayan membran
MmpL8 permeaz [32].

*Protein-Omannoziltransferaz, mikobakteriyel hiicre duvarindaki lipoproteinlerin
glikozilasyonundan sorumludur. Apmt B-laktam ve yiliksek molekiil agirlikl

Pmt antibiyotiklere duyarliliginda, hiicre duvar gegirgenliginde ve hiicre i¢i
sagkalimda 6nemli rol oynamaktadir [32,33].

*Cok sayida bakteriyel patojenin virulansinda yer alan fosfolipazdir. Okaryotik

PlcC hiicre lizizini indiikler ve M. abscessus’un hiicre i¢i sagkalimini destekler [32].
*Membran bagimli ATPazdir. Makrofaj enfeksiyonu sirasinda transkripsiyonal
MgtC ve translasyonal diizenlemeler ile magnezyumca zayif ortamda optimal iiremenin

saglanmasinda gorev alir [32,34].

mmpA, mmpB *Hiicre membranindan tagimada gorev alan porindir [32].

*Mikolakton, mikobakteri tiirlerinden izole edilen ilk toksin ve ayni zamanda
patojenik mikobakteri tiirlerinden izole edilen ilk kompleks poliketiddir.
Mycolactone Dermonekrotik ve immiin baskilayict aktiviteleri bulunan bir virulans faktoriidiir
[31,35].

*Karakteristik yavas iireme ve TDM metabolizmasi farkli kosullara uyum
saglama, antimikrobiyallere ve dezenfektanlara diren¢ ayni zamanda
anaerobiyotik ortam, aglik, diisiik pH, yiiksek sicaklik ve osmotik stres gibi
cevresel stres faktorlerine direncte 6nemli rol oynamaktadir. Mikobakterinin bu
Yavas Ureme asir1 stresli kogullara uyum saglamasi genel olarak hiicrenin dormant duruma
girigi, yani metabolizmasini yavasglatarak hiicreyi yasamini tehdit edecek
kosullardan korumasi ile karakterizedir [31].
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Virulans Faktorleri

Ozellikleri

Biyofilm olusturma ve
Quorum-Sensing

TDM, Quorum -sensing benzeri mekanizmalar sayesinde, temel olarak
hiicre yiizey hidrofobisitesine bagli olarak biyofilm benzeri yapilar
olusturma yetenegine sahiptir. TDM’nin kat1 yiizeylere yayilimi, M.
avium, M. abscessus ve M. smegmatis gibi tiirlerde biyofilm olusumunda
6nemli rol oynayan glikolipidlerce saglanmaktadir. Yag asitleri ucu ile
TDM glikolipidleri arasindaki hidrofobik etkilesimler ve hidrofobik
yiizeyin varligi, mikobakterinin yayilim ve tutunmasini saglar. M.
abscessus, M. aurum, M. avium, M. gordonae, M. haemophilum, M.
intracellulare, M. marinum, M. shimoidei, M. terrae, ve M. ulcerans gibi
tiirlerin sudaki biyofilm yiizeylerinden izole edildigi bilinmektedir.
Biyofilm olugumunda direkt ya da indirekt olarak Quorum- sensing
mekanizmasinin da rol aldig: diisiiniilmektedir [31,36,37].

MmpL4b

*M. abscessus ylizeyinde yer alan glikopeptidolipid taginimin
kolaylagtirmada gorev alan membran bagli proteindir [32].

LuxR

*Quorum- sensing benzeri mekanizmada gorev alir [36].

MAB 3168c geni

*MAB_3168 geni varliginda M. abscessus™un R tipi koloni olugturdugu
bunun da biyofilm olugturma yetenegine daha yatkin olan bagh
mikrokoloni olusturma ile karakterize edildigi ve daha yiiksek virulans
gosterdigi yapilan ¢aligmalar sonucu goriilmiistiir. Genin baskilanmasi
durumunda ise R tipi koloniden S tipi koloniye gecis gézlenmistir
[31,32,37].

Transkripsiyonal
Diizenleme

*Mikobakterilerin transkripsiyonel aginin sigma (o) faktorii olarak
isimlendirilen kodlama yapmayan diizenleyiciler tarafindan
olusturuldugu disiiniilmektedir. Her faktoriin sagkalim igin major stres
yanit faktorii, duragan faz diizenlenmesi, aglik diizenlenmesi, pH stresi
altinda sag kalim, farkli sicakliklar ve oksidatif stres altinda tireme gibi
cesitli rollerinin oldugu diisiniilmektedir. Bu gibi ¢ok sayida o faktorii
varligy, ¢esitli cevresel kosullar i¢in transkripsiyonal adaptasyona olanak
saglar [31].

Antimikrobiyal Diren¢

*D1s membran hidrofobisitesi ve gecirgen olmayisi, mikobakteriye
antimikrobiyal diren¢ 6zelligi kazandirmaktadir. Bu nedenle TDM az
sayida antimikrobiyale duyarhidir [31].

Efflux Pumps

* Antimikrobiyallerin hiicre icinde birikimini Onleyerek dogal ve
kazanilmis dirence katki saglar. TDM’ler igin efflux pompalarinin bes
farkli iist aileden olustugu bildirilmektedir [31]: ABC siiper ailesi, major
facilitator siiperailesi (MFS), kiigiik c¢ogul ila¢ direnci siiper ailesi
(SMR), direng- nodiilasyon- hiicre boliinmesi (RND) siiper ailesi, ¢ogul
ilag direnci ve toksik bilesik ekstriizyonu (MATE).

Protozoa-Mikobakteri
Simbiyozu

*TDM’ler amip gibi protozoalarca fagosite edildikten sonra hayatta
kalabilme ve endosimbiyozla iireme yetenegine sahiptir [31].

eccB4 (ESX-4 ailesinde
yer almaktadir)

*M. abscessus 'un amip ve makrofajlar tarafindan fagositozunun
engellenmesi ile sagkalimini saglar. Fagozom-sitozol iletisiminde rol
oynamaktadir [32].

PtpA, PtpB ve SapM

*Bu ti¢ fosfatazin M. marinum’un amip igerisinde hiicre i¢i replikasyonu
ile dolayistyla vakuol asidifikasyonu ve vakuol icerisinden konak
sitozoliine kag1s ile iligkili oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda
gbzlemlenmistir [31,38].
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2.4. Tam Yontemleri

Tiiberkiiloz tanisi i¢in kapsamli bir yaklagim gereklidir. Genel olarak tiiberkiiloz
tanisi i¢in 5 asamali bir siire¢ izlenmektedir;

I- Anamnez

2- Fiziksel muayene

3- Radyografi

4- M. tuberculosis enfeksiyon tani testi

5- Laboratuvar tanisi [39].

2.4.1. Laboratuvar Tamsi ve Identifikasyonu

Tiiberkiiloz, enfeksiyoz bir hastalik oldugundan kesin tani mikrobiyolojik olarak
yapilmaktadir. Mikrobiyolojik laboratuvar tanisi, mikobakterinin saptanmasi,
izolasyonu, izolatlarin mikobakteriyel tiir ya da kompleks diizeyinde identifikasyonu ve
organizmanin antimikobakteriyel duyarliliginin tanimlanmasi asamalarini igermektedir
[40].

Mikobakteriyel enfeksiyonlar lokalize ya da sistemik olabilmektedir. Enfeksiyonun
bu c¢esitliligi nedeniyle viicut salgilari, sizintilar1 ya da dokular1 dahil ¢ok g¢esitli
ornekler laboratuvar analizlerinde kullanilabilmektedir. Laboratuvar analizinin kalitesi
ve dogrulugu, 6rnegin kalitesi ile dogru orantilidir. Bu da 6rnegin dogru alinmasi, dogru
etiketlenmesi, laboratuvara hizli ve uygun saklama/tasima yoOntemleri kullanilarak
iletilmesi ile iliskilidir [41].

Griffith ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 calismalarinda; TDM’ler i¢in
kiiltiir isleminde hem kat1 hem s1v1 besiyeri kullanilmasi, 6zel iireme kosullarina ihtiyag
duyan tiirler i¢in gerekli sartlarin saglanmasi ve TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerektigini bildirmistir. Ticari DNA problari ve yliksek performansli sivi kromotografisi
(HPLC) gibi yontemler hizli iireyen tiirlerde tercih edilebilmektedir. Bazi TDM
izolatlar1 i¢in in vitro antimikrobiyal duyarlilik, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
restriksiyon endoniikleaz testleri (PRA) gibi ek identifikasyon testlerine ihtiyac
olabilmektedir [5].
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2.4.1.1. Mikroskopi

Mikobakteriyel enfeksiyonun ilk tanisi, laboratuvara gelen Orneklerin yayma
preparat yapilarak aside direnc¢li boyama teknigi kullanilarak incelenmesi ile gerceklesir.
Mikroskopi, aside direngli basil (ARB) goriilmesi i¢in en hizli, en ucuz ve en kolay
yontemdir. Aside direncli boyama i¢in Ziehl-Neelsen ve Kinyoun metodunun yer aldigi
karbolfuksin veya auramine-O boyasinin kullanildigr florokrom yontemleri tercih
edilmektedir [40,41].

Aside direngli boyama teknigi ile boyanmis yayma preparatlarda ARB saptanmasi
klinik 6rnekte mikobakterinin varliginin ilk bakteriyolojik kanit1 niteligindedir. Ayrica
izole edilen basil sayisinin tahmini kantitatif degerinin belirtilmesi hastanin enfeksiyon
derecesini degerlendirmede klinik ve epidemiyolojik olarak 6nem tagimaktadir [40].

Mikroskopide boyama teknigine gore 151k mikroskobu ya da floresan mikroskop
kullanilabilmektedir. Yayma preparat, direkt klinik 6rnekten ya da kontsantre edilmis
ornekden hazirlanabilmektedir. CLSI- M48 kilavuzuna gore en iyi yayma preparat
dekontamine edilmis ve santrifiij kullanilarak konsantre edilmis Orneklerden
hazirlanmaktadir [41].

Laboratuvar hatalari, Ornegin uzun siireli dekontaminasyonu, kiltiiriin kisa
inkiibasyon siiresi, yayma preparatlarin ¢apraz kontaminasyonu, su ya da kullanilan
boyalarin ARB ile kontamine olmasi gibi sorunlar, yayma pozitif- kiiltiir negatif test
sonuclarina neden olabilmektedir. Bu nedenle laboratuvarda yanlis pozitif ya da yanlis

negatif sonuclara dikkat edilmelidir [40].

2.4.1.2. Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri- Molekiiler Yontemler

Niikleik asit testleri (NAT), spesifik bir niikleik asit dizisini saptamak i¢in yapilan
deneylerdir. Genel olarak NAT’lar, patojen mikroorganizmanin tiir ya da alt tiiriinii
saptamak ve tanimlamak amagli kullanilir (Tablo 2.5.). Antijen ya da antikor temelli
testler daha uzun siire gerektirdiginden, genetik materyalin saptandigi NAT lar, hizli ve
erken tantya yardimci testlerdir. Ozellikle genetik materyal miktarinin az oldugu klinik
orneklerde NAT kullanilarak genetik materyal miktar1 amplifikasyon ile ¢ogaltilir ve
bdylece etken olan mikroorganizma daha kolay saptanmis olur. Bu nedenle bu testler

Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT) olarak adlandirilir [42].
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NAAT’lar temel olarak hizli bir sekilde tiiberkiilloz tam1 ve direng tespitini
saglamaktadir. Direng testleri ile hastada etken olan susun direngli ya da duyarl
oldugunun tespiti hizli bir sekilde yapilarak, ilag¢ tedavisi diizenlenebilir. NAAT larin
ARB yayma preparatlara kiyasla duyarlilik ve o6zgilliigliniin daha yiiksek olmasi,

semptomu olmayan ya da yayma negatif hastalarda erken taniya olanak saglar [41].

Tablo 2.5. Tamida kullanilan niikleik asit amplifikasyon temelli testler.

TEKNIK TEST ACIKLAMA

COBAS Klinik 6rneklerde MTBC DNA’sin1 saptamay1 saglayan TagMan problari
TagMan MTB | kullanilarak yapilan 16S rRNA amplifikasyon testidir [43].

Real-Time PCR < Minimal kullanict miidahalesi ile MTB ve rifampisin direncini saptamay1
pert

saglayan otomatize Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) temellidir.
MTB/RIF

GeneXpert isimli bir cihaz araciligi ile test gergeklestirilir [42,43].

Thermalcycler ihtiyac1 olmadan niikleik asit amplifikasyonu gerceklestirilir.
Loop-mediated Spesifik, etkin ve izotermal kosullarda oldukga hizli tasarlanmis 4 set
Isothermal primer ve zincir degisimi aktivitesi i¢in DNA polimeraz kullanilarak az
TB-LAMP
amplification miktardaki DNA kopyasi ¢ogaltilir. Cogaltilan iiriinlerin saptanmasit gorsel
(LAMP) olarak yapilir. Direkt reaksiyon tiipii igerisinde ultraviyole lamba

kullanilarak reaksiyon izlenir [42,43].

PCR fiirlinlerinin ters hibridizasyonu ile tamamlayiciliga dayali prob temelli
bir metottur. Coklu mikobakteriyel tiirlerinin yiiksek hassasiyetle hizli
tanisina olanak saglar [28]. LPA MTBC DNA’sin1 saptayabilen ve direng
Line Probe Assay | GenoType profilini belirleyebilen DNA strip temelli bir testtir. Wild-type DNA
(LPA) MTBDR plus dizisinin ya da antitiiberkiiloz ilaglarina direngle iligkili mutasyonlarin
hedeflendigi spesifik MTBC genom pargasii hedefleyen problar,
amplifikasyon {irlinlerine baglanarak strip iizerinde renk degisimlerinin

gbzlenmesine olanak saglayan bir testtir [42,43].

Idrar numunesinin kullamldigt LAM testi, diisiik hassasiyet ve ozgiilliigii
sebebiyle tiim popiilasyonlarda tani amagli tercih edilmemektedir. LAM
testi, HIV ile koenfekte bireylerde tani i¢in kullanilabilmektedir [39,48].
Test temel olarak idrar numunesinde mikobakteriyel lipoarabinomannan
Lateral Flow Alere LAM L . o
antijeninin  saptanmasina dayanmaktadir. Idrar Orneginin alinmasi,
saklanmasinin kolay olmasi ve hasta baginda uygulamaya olanak saglamasi
testin avantajidir. Sonuglar strip iizerindeki renk degisimi ile goriilen

¢izgilerin yorumlanmasi ile belirlenir [42,44].
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2.4.1.3. Kiiltiir ve Identifikasyon

Tiiberkiilozun tanis1 igin kiiltiir, altin standarttir [39]. Klinik o6rnekler uygun
homojenizasyon ve dekontaminasyon islemlerinden sonra besiyerine ekilir.

Kiiltiir islemi;

1- Mikroskopi yontemine gore daha hassas oldugu i¢cin 10 CFU/mL gibi az miktarda
bakteri iceren drnekte bile saptama yapilabilir,

2- Kesin tiir tayini ve ila¢ duyarlilik testinin yapilabilmesi i¢in mikroorganizmanin elde
edilmesine olanak saglar,

3- Ureyen mikroorganizmanim genotip tayini, hastalar arasinda epidemiyolojik iliskinin
belirlenmesi ya da laboratuvarda ¢apraz kontaminasyonun saptanmasina olanak saglar
[40].

Kiiltir islemlerinde kullanilabilecek bircok farkli igerige sahip besiyeri
bulunmaktadir. Kullanilacak besiyerleri kat1 ve sivi olabilecegi gibi, selektif veya
nonselektif olarak da ayrilabilmektedir. CLSI M48 kilavuzunda sivi besiyerinin kati
besiyerine gore daha hizli ve kesin sonu¢ verdigi belirtilmekte, bu nedenle diinya
capinda genellikle sivi besiyeri kiiltiir amacli tercih edilmektedir [41]. Buna karsin kati
besiyeri, sivi besiyerine gore; koloni morfolojisini inceleme, karisik mikobakteriyel
enfeksiyonlarin tespitini saglama gibi avantajlar barindirmaktadir. Bu nedenle hem sivi
hem de kat1 besiyerinin kiiltiir isleminde birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir [29,41].

Kati besiyerleri bircok mikobakteri tiiriiniin liremesini destekleyici niteliktedir.
Genellikle yumurta temelli ve agar temelli olmak iizere iki ¢esit kati besiyeri
kullanilmakta ve bu besiyerleri buzdolabi 1sisinda saklanmaktadir [41].

Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri, en sik tercih edilen yumurta temelli besiyeridir.
Icerigindeki malasit yesili sayesinde bakteriyel ve fungal kontaminasyonu engelleyen
secici bir besiyeridir. LJ besiyeri, MTBC ve diger mikobakterilerin iiremesini tesvik
edici 6zellige sahip olsa da birgok TDM tiiriiniin {iretilmesi i¢in siklikla tercih edilen bir

besiyeri degildir [41].
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Agar temelli besiyerleri arasinda Middlebrook 7H10 agar ve 7H11 agar en sik
kullanilan besiyerlerdir. Agar temelli besiyeri, seffaf olmasi, koloni sayimina ve koloni
morfolojisini gézlemlemeye izin vermesi, yumurta temelli besiyerine kiyasla daha kisa
stirede etkeni iiretebilmesi gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Ancak LJ besiyerine gore daha
pahali, s1v1 besiyerine gore daha yavas iireme siiresi, laboratuvarda hazirlamada zorluk
gibi birgok dezavantaji da bulunmaktadir [41].

Kat1 besiyerinde mikobakteriyel lireme gozlemlendiginde, dlglilen koloni sayisi
CLSI M48 rehberinde belirlenen kriterlere gore raporlanmalidir. Sivi besiyerlerinde
tireme, kati besiyerlerindeki lireme gibi gézlemlenemeyecegi i¢in sivi besiyerlerindeki
tireme ve antimikrobiyal direng, MGIT gibi otomatize kiiltiir sistemleri ile belirlenerek
raporlanmaktadir [40,41].

Ureyen kiiltiir 6rneginde TDM- MTBC ayrimu, tiir tayini ve ilag duyarlilik testleri
yapilarak hasta i¢cin uygun tani ve tedavi yontemleri belirlenmelidir. Mycobacterium
cinsi, 80’den fazla tlir barindirmaktadir. TDM- MTBC ayriminin dogru yapilmasi
klinikte tedavi agisindan olduk¢a Onemlidir. Mikobakterilerin identifikasyonu igin
kullanilan yoOntemler zaman i¢inde hizla gelisim gostermekte ve uzun siireli
biyokimyasal testlere gore daha hizli sonu¢ veren Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS),
hibridizasyon, dizileme gibi yontemler tercih edilmektedir[45].

MALDI-TOF-MS, kat1 besiyerinde iireyen bakterilerin tiire 0zgii protein
profillerinin saptanmasi ile tanimlama yapilmasim1 saglar. Lazer atislari, pleyt
tizerindeki matriks materyaline gomiili olan Ornege ait ribozomal proteinlerinin
salinmasina neden olur. Elektrik akimi igerisinde iyonlar kiitlesine ve elektrik yiikiine
gore hizla hareket eder. Bu hareket, daha ileri ayrimin yapilmasina ve salinan
proteinlerin ugus siirelerinde farklilik olugsmasina neden olur. Salinan proteinler ugus
sonunda vakumlu tiipiin list kismina ulasir ve bu kisimda ugus siiresi ve polipeptidlerin
kiitlesi hesaplanir. Giivenilir bir yontem olmasina karsin potansiyel hatalardan kaginmak
amaciyla identifikasyonu yapilacak mikroorganizmanin biiyiime hizi, koloni morfolojisi,
pigmentasyon gibi fiziksel ozelliklerinin MALDI-TOF MS sonucu ile paralellik
gostermesine dikkat edilmelidir [45].

Mikobakteri tiirlerinin sayisindaki artis, kesin tiir tayinine elverigli problarin
yetersiz olumasi gibi sorunlar nedeniyle amplifikasyon sonrasi DNA dizileme

identifikasyon i¢in en kesin ve kapsamli bir yontem olarak yer almaktadir. Dizileme i¢in
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kullanilacak olan niikleik asit kaynagi olarak bakteri kolonileri ya da siv1 kiiltiirden elde
edilen bakteri pelletleri kullanilabilmektedir [46]. Secilen bolge ilk olarak PCR ile
cogaltilir, daha sonrasinda geleneksel Sanger dizileme yoOntemi ile niikleotid dizisi
tanimlanir. CLSI M48’e gore 16S rRNA dizisinin, mikobakteriyel identifikasyon i¢in en
net bilgi veren bolge oldugu belirtilmektedir. Tiim 16S rRNA geni, 1500 baz cifti (bg)
uzunlugunda oldugundan tiim geni dizilemek yerine, en ¢ok degiskenlik gosteren bolge
olan ilk 500 bg¢’lik bolgenin dizilenmesi tercih edilmekte ve mikobakterinin
identifikasyonu gerceklestirilmektedir. Ancak M. marinum/ M. ulcerans;, M. kansasii/ M.
gastri; M. genavense/ M. simiae gibi baz1 TDM’lerin tiir tayininde bu bolge benzerlik
gosterdiginden identifikasyon giiclesmektedir. Bu nedenle Asp65 geni, 23S-16S rRNA
ya da rpoB geni gibi diger gen bolgeleri dizileme amaciyla siklikla kullanilmaktadir
[41,46].

Kromatografi, mikolik asitlerin karbon uzunluguna ve yiiklerine goére ayriminin
yapildigi bir testtir. Mikobakteri hiicre duvari mikolik asitleri tiirler arasinda
kompozisyon olarak degiskenlik gosterdiginden kromatografi tercih edilen
yontemlerden  biridir.  Thin- Layer Chromatography (TLC), Gas-Liquid
Chromatography (GLC) ve High Performance Liquid Chromatography (HPLC) olmak
tizere farkli gesitleri bulunmaktadir. HPLC, yakin iligkili tiirlerin, 6zellikle TDM’lerin
identifikasyonu i¢in yetersiz kalmaktadir [46].

Kiiltliri yapilan 6rnekte, tireme goriilmesi sonucunda spesifik problar kullanilarak
identifikasyon yapilabilir. Kat1 besiyerinde iireyen koloni ya da iireme gdzlenen sivi
besiyerinden 100ul kullanilarak hedef niikleik asidin izolasyonu gergeklestirilir.
Kemilliiminesans boya olan akridinyum ester isaretli tek zincirli DNA problari, bakteri
hiicresinde bol miktarda bulundugu i¢in PCR ile ¢ogaltmaya gereksinim duyulmaksizin,
dogrudan komplementer rRNA hedefleri ile birleserek bir hibrit olusturur. Hibrit
olusturmayan bilesenler ortamdan uzaklagtirilarak luminometre yardimi ile ortamdaki
DNA:RNA hibritleri saptanir. Ancak otomatize olmamasi, her prob i¢in test isleminin
tekrarlanmasi, MTBC igerisindeki tiirler arasinda kesin ayrimin yapilamamasi gibi

dezavantajlar icerdigi i¢in ¢ok tercih edilen bir yontem olarak gériilmemektedir [41].
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2.5. Tedavi Yontemleri

Tiiberkiiloz enfeksiyonu, DSO standartlarina gore izoniazid, rifampisin, etambutol
ve pirazinamid olmak {lizere “birincil grup” olarak adlandirilan dort antimikrobiyal
ilacin kombine kullanimini iceren uzun siireli bir tedavi gerektirmektedir. Ancak
bakterinin kullanilan ilaglara karsi diren¢ kazanmasi durumunda, bu standart ilaglarla
tedaviye yanit almamamaktadir. Ilaca direngli tiiberkiiloz vakalarinda tedavide siireg
daha uzun ve daha kompleks ge¢gmektedir [8,47].

Izoniazid, 1952 yilinda kesfedildigi tarihten bu yana kullanilmakta olan en etkili ve
spesifik antitiiberkiiloz ilaglarindan birisidir. Hizli boliinen bakterilere karsi yiiksek
bakterisidal etkisi bulunmaktadir. izoniazid bakteri hiicre duvarinda mikolik asit
sentezini inhibe etmektedir [48,49].

Rifampisin, 1972 yilinda kesfedilmis giiclii ve etkili antitiiberkiiloz ilaclardan
birisidir. Mikobakteriyel genlerin transkripsiyonundan sorumlu olan RNA polimerazin 3
alt birimine baglanarak bakteriyel transkripsiyon aktivitesini inhibe eder. Bu nedenle
mikobakteriyel protein sentez yolagi sekteye ugramis olur [48].

Pirazinamid kisa siireli kemoterapide ve c¢ogul ilag direncli tiiberkiiloz (CID-TB)
vakalarinda kullanilan 6nemli bir ilk segenek antitiiberkiiloz ilagtir. Onemli ve kendine
has bir mekanizma ile diisiik pH’l1 orta asidik ortamda etkisini gostermektedir [48,51].

Etambutol, arabinozil transferazlari inhibe ederek bakteri hiicre duvar sentezini
engelleme yolu ile etkisini gdstermektedir. Mycobacterium cinsindeki aktif olarak
boliinen tiim mikroorganizmalar {izerinde etki gosterdigi bilinmektedir [48,50].

[lag direncinin belirlenmesinde, kiiltiir temelli yontemler, molekiiler yontemler ya
da sekanslama teknolojisi gibi yontemler kullanilabilmektedir. DSO tarafindan 2006
yilinda yayimlanan “The Stop MDR-TB Strategies Building on and enhancing DOTS to
meet the TB-related Millennium Development Goals” isimli kilavuzda, CID-TB
vakalarin1 6nleme ve kontrol altina almaya yonelik kilit eylemler, onerilen tedavi
yaklagimlari, kalite garantili birincil ve ikincil anti TB ilaglarin giivenli bir sekilde
tedarik edilmesini, hastalar ve saglik profesyonelleri tarafindan dogru kullanimini
vurgulamaktadir. Bu baglamda CID-TB tedavisinde kullanilan ilaglarm ilk “modern”

kategorizasyonu yapilmistir [52,53].
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Ilag direncinin tespit edildigi durumda 9-20 ay arasinda degisen siire boyunca
ikincil grup ilaglar olarak adlandirilan, DSO tarafindan ii¢ gruba ayrilan bir dizi ilag ile
kontrollii ve uzun siireli bir tedaviye gecis yapilir.

e Grup A: Levofloksasin, moksifloksasin, bedakulin, linezolid,

e Grup B: Klofazimin, sikloserin,

e Grup C: Etambutol, pirazinamid, delamanid, imipenem, amikasin, ethionamid ve

para-aminosalisilik asit [9,54].

Levofloksasin/moksifloksasin, florokinolon olarak smiflandirilan ikincil grup
antitliberkiiloz ilaglardir. Florokinolonlar M. tuberculosis’in DNA giraz enzimi
inhibisyonuyla bakterisidal ve sterilize edici etki gosterir. Bu ikili etki, maliyet
uygunlugu ve etkili tedavi agisindan siklikla tercih edilmektedir [48,55,56].

Bedakulin, 2005 yilinda Andries ve arkadaslari tarafindan kesfedilmis ve “Sirturo”
ticari adi ile satisa sunulmustur [6]. Bedakulin, diger antitiiberkiiloz ilaglarindan farkli
olarak ATP sentezinin inhibisyonu yoluyla etki etmektedir [57]. Bu ozelligi ile
piyasadaki diger antitiiberkiiloz ilaglarindan farkli olarak sadece ilaca duyarh
tiiberkiilozun yan1 sira CID-TB tedavisinde de kullanilan bir ilagtir [58].

Linezolid, oksalidion olarak smiflandirilan bakteriyel ribozomlarin 70S baslangic
kompleksine baglanarak protein sentezini inhibe eden bir antibiyotiktir. Klinik
kullanimda insan mitokondrilerine de baglanarak protein sentezini inhibe edebildigi i¢in
toksik etkiye sahiptir. Birgok Gram pozitif bakteri ve CID-TB suslarma oldukea giiclii
bir sekilde etki ettiginden tercih edilmektedir [59].

Tiirkiye’de tiiberkiiloz kontrolii, tanis1 ve tedavisi i¢in 1998, 2003, 2011 ve 2019
yillarinda tan1 ve tedavi rehberleri yaymlanmistir. 2019 yilinda yayinlanan “Tiiberkiiloz
Tan1 ve Tedavi Rehberi’ne goére “tiiberkiiloz hastaligmin tedavisi i¢in baslangicta
hastanin kilosuna goére belirlenen uygun dozda dort standart ila¢ kullanimi”
onerilmektedir. Baglangic doneminin ardindan kilavuzlarda belirtilen kosullara
uygunluk durumuna gore “idame doz donemine” gecis yapilir. Bu donemde ise yine
DSO tarafindan birincil ilag olarak adlandirilan izoniazid ve rifampisin kullanilmaktadir.
Doénemlerin seyrine gore uygulanmasi gereken standart doza klinisyen karar

vermektedir [44].
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Tiirkiye’de CID-TB hastalarmin  1990°l1 yillardan beri tedavi edildigi, yani
Tirkiye’de ilag direnci vakalariyla en az 30 yildir karst karsiya kalindigi
bildirilmektedir. Gelisen direngle birlikte hastalarda TB pozitiflik ve dolayisiyla
bulastiricilik uzun siire devam etmektedir. Bu durumda ise T.C. Saglik Bakanligi, DSO

standartlarinca belirtilen ikincil grup ilaglarin kullanimini1 6nermektedir [44].

2.5.1. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Tedavisi

Son yillarda Diinya c¢apinda M. avium kompleks, M. kansasii ve M. abscessus
kaynakli solunum yolu enfeksiyonlar1 dahil olmak iizere TDM iligkili hastaliklarin
sayisinda onemli derecede bir artig goriilmektedir [3]. Bu artisin sebebi, semptomlarin
erken fark edilmesi, saptama tekniklerindeki gelismelerin yani sira duyarli bireylerin
sayisindaki artis ve aym1 zamanda TDM’lerin biyofilm olusturarak cesitli ortam
kosullarinda hayatta kalabilmesi olarak goriilmektedir. Biyofilm olusturma gibi
ozelliklerine ek olarak TDM’lerin kalin hiicre duvar yapilar1 sayesinde ilag alimini
kisitlama, diger bakterilerde oldugu gibi efflux pompalari olusturma (6rnegin
M.smegmatis) Ozellikleri nedeniyle TDM’lerde antimikrobiyal diren¢ ile siklikla
karsilasilmaktadir [60].

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin neden oldugu akciger hastaliklarinin tanisi, tireme
ozelliklerine gore degiskenlik gbsteren bir zaman dilimi gerektirmektedir. Bu siirecte M.
tuberculosis ya da diger ARB’lerle karistirilabileceginden yanlis tan1 konabilmektedir.
Bu gibi durumlar tanimin ge¢ konmasi ve dolayisiyla tedavinin ge¢ baslamasina neden
olmaktadir [4]. Tan1 koymadaki bu zorluk nedeniyle 2007 yilinda Amerikan Toraks
Cemiyeti (ATS) ve Amerikan Enfeksiy6z Hastaliklar Cemiyeti (IDSA) tarafindan TDM

enfeksiyonu tani ve tedavi rehberi olusturulmustur [5].
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarina gére TDM’lerin
tir tayini ve antimikrobiyal duyarlilik testleri yapildiktan sonra uygun ilag
kullanilmalidir. ATS ve IDSA rehberlerine gére TDM tedavisi i¢in kullanimi uygun
olan ilaglar; Izoniazid, Etambutol, Rifampin, Rifabutin, Streptomisin, Amikasin,
Tobramisin, Azitromisin, Klaritromisin, Siprofloksasin, Ofloksasin, Moksifloksasin,
Sefoksitin, Tetrasiklinler, Sulfonamidler, Linezolid, Imipenem olarak bildirilmistir.
Ancak genel itibariyle bakildiginda bu ilaglar en sik karsilagilan TDM tiirleri (6rnegin M.
abscessus, M. kansasii ve M.xenopi) i¢in ve genellikle makrolid temelli ¢oklu ilag

rejimleri olarak onerilmektedir [5].

2.6. Epidemiyoloji

2.6.1. Diinya’da Tiiberkiiloz Durumu

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2021 Tiiberkiiloz raporuna gére COVID-19 pandemisiyle
birlikte yeni tani konan ve raporlanan tiiberkiilozlu bireylerin sayisinda dramatik bir
diisiis bildirilmistir (Sekil 2.3.). Tiiberkiilozlu bireylerin sayisinda 2017 ile 2019 yillar1
arasinda genis bir artig gorlilmekteyken, 2019-2020 yillar1 arasinda %18’lik bir
azalmayla 7.1 milyondan 5.8 milyon hastaya diisiis goriilmektedir [9].

7.3
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Sekil 2.3. 2016-2020 yillar1 arasinda Diinya capinda tiiberkiiloz tanis1 konan bireylerin bildirimi.
(Diinya Saglik Orgiitii 2021 Global Tiiberkiiloz Raporu’ndan alinmistir) [9].
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2019 ve 2020 yillar1 arasinda tiiberkiiloz tanisindaki bu diisiisiin, TB tan1 ve tedavi
hizmetlerinde arz-talep iliskilerindeki aksamanin da bir gostergesi oldugu
diisiiniilmektedir. DSO raporuna gore, saglik sistemlerinin hizmet sunmaya devam
edebilme kapasitesinin azalmasi, karantina, kisitlamalar ve buna bagli olarak hareketin
kisith olmasi, saglik kuruluslarma gitme risklerine iliskin endiseler gibi nedenler bu
aksamalara 0rnek olarak verilebilir ve bunlar da COVID-19 déneminde TB vakalarinin

azalmasi arasindaki iliskinin nedenlerini olusturabilmektedir [9].

Number of
incident cases

100 DOO

South Africa P 27

Sekil 2.4. En az 100 000 vaka barindiran iilkeler icin tahmini 2020 TB insidansi. (Diinya Saghk
Orgiitii 2021 Global Tiiberkiiloz Raporu’ndan ahnmstir) [9].

Tiiberkiiloz, yasa ve cinsiyete bakmaksizin herkesi etkileyebilmektedir. Cografi
olarak 2020 yilinda DSO’niin verilerine gore en ¢ok tiiberkiiloz vakasinm goriildiigii
ilkeler; Giliney-Dogu Asya (%43), Afrika (%25), Bat1 Pasifik (%18), Dogu Akdeniz
(%8.3), Amerika (%3) ve Avrupa (%3) olarak siralanmaktadir. Tiberkiilozun en sik
goriildiigl 30 iilke Diinya c¢apinda agiklanan vakalarin %86’sin1 olusturmakla birlikte,
bu iilkelerin 8 tanesi [Hindistan (%26), Cin (%8.5), Endonezya (%38.4), Filipinler (%06),
Pakistan (%5.8), Nijerya (%4.6), Banglades (%3.6) ve Giliney Afrika (%3.3)] global
vakalarin 2/3’sini olugturmaktadir (Sekil 2.4.) [9].
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! Data not available
I Not applicable

Sekil 2.5. Diinya’da Cogul ila¢ Direcli/ Rifampisin direncli TB (CID/RR-TB) tams1 ve bildirimi
[61].

2018 yilinda tiiberkiiloz tanis1i konmus olan bireylerin  %50’sinin, 2019
yilinda %61’inin ve 2020 yilinda %71 inin rifampisin direnci gdstermekte oldugu
belirtilmektedir (Sekil 2.5). Global CID/RR-TB insidansi ile 2020 yilinda tedavi goren
kisi sayis1 arasindaki global farkin %70’ini olusturan 10 iilke (Cin, Demokratik Kongo
Cumbhuriyeti, Hindistan, Endonezya, Nijerya, Pakistan, Filipinler, Rusya Federasyonu,

Gliney Afrika ve Vietnam) bulunmaktadir [9, 61].

2.6.2. Diinya’da Tuberkiiloz Dis1 Mikobakteriler

TDM insidans ve prevalansi, diinya capinda bir¢cok tlilkede hizli bir sekilde
artmaktadir. Bu artisin daha ¢ok yash bireyler ve altta yatan bronsektazi hastalarinda
oldugu bildirilmektedir. Prevalanstaki bu artisin diger bir nedeni olarak; ¢evresel, konak

ve mikroorganizma gibi ¢oklu faktorlerden kaynaklandigindan bahsetmek miimkiindiir

[1].
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ABD ve Kanada’da TDM vaka sayilarinda 1990’11 yillarin ortalarindan beri ciddi
bir artis oldugu, TDM prevalansindaki bu artisin aynt zamanda Avustralya, Asya ve
Avrupa’da yapilan caligmalarda da goriildigi bildirilmistir [62]. Kuzey Amerika,
Avrupa ve Asya’daki calismalar, son 20 yil icerisinde TDM vakalarindaki artistan
bahsetmektedir. Amerika’da tahmini TDM prevalansi, 1980’lerin basinda 100.000
kiside 2.4 vaka iken 2013 yilindaki artig ile her 100.000 kiside 15.2 vaka olarak
aciklanmistir [27]. Kanada’da da vaka sayisinda benzer artiglar bildirilmistir. British
Columbia Center For Disease Control tarafindan Subat 2022 tarihinde yayinlanan
kilavuzda, pulmoner TDM izolatlarinin sayisinin 2006 yilinda her 100.000’de 10.47°den,
2013 yilinda 11.92’ye ulastig1 ifade edilmistir [63].

Schildkraut ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklari bir calismaya gore bes Avrupa
iilkesi igin (Birlesik Krallik, Ispanya, Italya, Fransa ve Almanya) pulmoner TDM
prevalansimin her 100.000°de 6.2, Japonya icin ise her 100.000’de 24.9 oldugu
gozlemlenmistir [64].

1991-2014 yillar1 arasinda Iran, Liibnan, Suudi Arabistan, Kuveyt, Umman ve
Tiirkiye dahil olmak iizere alt1 Orta Dogu iilkesinden toplanan 1560 TDM vakasinda
983 vaka ile Iran ve hemen ardindan 370 vaka ile Tiirkiye’den bahsetmek miimkiindiir.
Tiirkiye’de en sik izole edilen tiirler arasinda; M. avium kompleks, M. gordonae, M.
Sfortuitum, ve M. abscessus yer almaktadir [65].

TDM enfeksiyonu, 6zellikle sosyoekonomik olarak diisiik iilkelerde epidemiyolojik
verilerin siirli olmasi gibi nedenlerle bir¢ok iilkede fark edilebilirlik agisindan zorludur.

Ancak buna ragmen Diinya ¢apinda TDM vakalarinin artisindan bahsedilmektedir.

2.6.3. Tiirkiye’de Tiiberkiilozun Durumu

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 Tirkiye’de Verem Savast 2020 Raporu’na
gore 2005-2018 yillar1 arasinda Tiirkiye’de raporlanan yeni tiiberkiiloz vakalarinin
insidansinda ciddi bir diisiis goriilmektedir (Sekil 2.6.) [66]. Ancak bu diisiisiin yan1 sira
DSO Global Tiiberkiiloz 2021 Raporuna gére Tiirkiye’de 2010-2020 yillar1 arasinda
cogul ila¢ direncli yeni tliberkiiloz vakalarinda artis dikkat ¢gekmektedir (Sekil 2.7.) [9].
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Sekil 2.6. Tiirkiye’de 2005-2018 yillar1 arasinda TB insidansi [66].

Turkiye’de raporlanan TB vakalarinin yillara gore dagilimi
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Sekil 2.7. Tiirkiye’de raporlanan yeni vaka sayisi ve rifampisin direncli yeni vaka yiizdesi [9].
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2.7. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerde Antimikrobiyal Diren¢

Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin ila¢ duyarhiliginin belirlenmesinde Onerilen
standart metod sivi mikrodiliisyon yontemidir. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) klinisyene, enfeksiyon etkeni mikroorganizmayi inhibe etmek icin gerekli olan
antimikrobiyal ajanin konsantrasyonu hakkinda bilgi verir. Testin tekrarlanabilirligini
saglamak ve degisken sonuclar1 6nlemek adina diliisyon metodu standardize edilmeli,

dikkatli ve kontrollii bir bigcimde uygulanmalidir [67].

2.7.1. Mikrodiliisyon

CLSI tarafindan TDM’ler i¢in Onerilen standart duyarlilik yontemidir. Birden fazla
izolatin birden fazla antimikrobiyal ilaca karst etkinliginin arastirilmasi amaciyla
oldukea sik kullanilan bir metottur. Mikrodiliisyon; temel olarak steril, tek kullanimlik,
U tipi mikro kuyucuklu, kapakli pleytler kullanilarak, hedeflenen son ilag
konsantrasyonun iki kat1 sulandirim yapilarak hazirlanmis antimikrobiyal ilag ile bakteri

slispansiyonunun bir araya getirilmesi esasina dayanan bir yontemdir [68].

2.7.2. Agar Disk Eliisyonu

CLSI rehberine bakildiginda agar disk eliisyonu eskiden kullanish bir yontem
olarak goriilmekteydi. Bu yontemde; erimis agar igerisine belirli miktarda ticari
antimikrobiyal disklerin ilave edilerek katilagsmasi esasina dayali doku kiiltiirii pleytleri
kullanilmaktadir. Duyarliligin ~ yorumlanmast MTBC izolatlar1 i¢in kullanilan
proporsiyon metotlarina benzemektedir. Giiniimiizde hala kullanilabiliyor olsa da
inokulumun kontrol edilmesi ya da bazi antimikrobiyaller i¢in “end point” degerinin
okunmasindaki zorluklar gibi nedenlerden dolayr hizli iireyen TDM’ler igin

onerilmemektedir [69].
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2.7.3. Agar Disk Difiizyonu

Test edilecek organizma siispansiyonu hazirlanir. Hazirlanan siispansiyon Oleik
Asit Dextrose Catslase (OADC) eklendikten sonra Petri kutularina dokiilmiis ve
katilasmis Katyon Ayarli Miiller Hinton Agar iizerine yayilir. Devaminda ticari
antimikrobiyal diskler yerlestirilir. Inkiibasyona birakildiktan sonra zone ¢izgilerine
gbre yorum yapilir. Uygulama kolaylig1 gibi avantajlarinin yani sira zone ¢izgilerinin

inhibisyona ugramasi gibi dezavantajlar1 da icermektedir [69].

2.7.4. E-test

E-test yontemi, bir MIK elde edebilmek icin agar disk difiizyon metodunun
kolayligin1 antimikrobiyal konsantre gradient kullanimi ile birlestirir. Petri kutusunda
katilasmis agar besiyerine disk difiizyonu yoOntemine benzer sekilde bakteri
stispansiyonu inokiile edilir ve E-test stripi agar yiizeyine yerlestirilir. Zone ¢izgilerinin

karsilig1 olan stripteki ilag konsantrasyonlaria goére yorumlama yapilir [69].

2.8. Direncli Suslara Kars1 Gelistirilmekte Olan Tlaclar

Halk sagligi uygulamalarimin yetersiz olmasi, semptomlarin bireyler arasinda
degiskenlik gostermesi, hastalik tanisinin ge¢ konmasi, hastalik yonetiminin bireyler
arasinda hatta iilkeler arasinda degiskenlik gostermesi, tedavi siirecinin uzunlugu, ilag
direng testlerinin uygun olmayan sekilde yapilmasi veya hi¢ yapilmamasi gibi sebepler
tiiberkiilozun Onlenmesi ve tedavisini zorlagtiran 6nemli nedenler arasinda yer alir.
Bunlara ek olarak direngli mikobakteri suslarinin sayisindaki artis ve TDM’lerin dogal
olarak ¢oklu antimikrobiyallere sahip oldugu diren¢ nedeniyle hastalarin tedavisi uzun
stirebilmekte ve tedavi bazen basarisiz olabilmektedir. Bu nedenle yeni ilaglarin kesfi

onem tasimaktadir (Tablo 2.7) [21].
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Tablo 2.7. Gelistirilmekte olan antitiiberkiiloz ilaclari.

KLINIiK
DURUM

ILAC

SINIF

ACIKLAMA

Faz 1

BVL-GSKO098

Amido piperidine

Tiiberkiiloz tedavisinde ethionamid ve
prothionamid ile oral yoldan kombine
kullanim amactyla gelistirilmistir.
Ethionamidin biyoaktivasyon yolag: {izerinde
stimiile edici etkiye sahiptir bu da

ethionamidin etkinligini arttirmaktadir [70].

TBAJ-587

Diarilgiuinoline

Ayni smifta yer aldigi bedakulinden farkl
olarak M. tuberculosis iizeride gelistirilmis
etkiye sahiptir. Ayrica bedakuline kiyasla
hayvan modelleri iizerinde daha etkili, daha
giivenli ve farmatokinetik agidan daha da
stabil oldugu bilinmektedir. ATP sentazin
inhibisyonu ile M. tuberculosis enerji
metabolizmasini hedeflemektedir [71].

TBAJ-876

Diarilquinoline

Bedakulin analogudur. Bedakuline kiyasla
daha stabil ve daha giivenilir oldugu
diigiiniilmektedir [72].

TBI-223

Oxazolidinone

Linezolid ile karsilastirildiginda  benzer
aktiviteye sahiptir ancak klinik Oncesi
calismalarda daha giivenilir ve gelistirilmis
metabolik ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir [73].

Macozinone
(PBTZ-169)

Benzothiazinone

Hiicre duvar sentezini inhibe edici aktiviteye
sahiptir [73].

Pyrifazimine

Riminophenazine

Klofazimin analogudur. Klofazimine kiyasla
ciltte daha az renk degisimine neden olur.
Ayrica bakterisidal aktivitesinin in vitro’da
MTB ve TDM’ler iizerinde daha fazla oldugu
bilinmektedir. Mekanizmasi tam
aydinlatilamamis olmakla birlikte oksidatif
fosforilasyon  yolaginda rol  oynadigi
diigiiniilmektedir [74].

Faz 2

Delpazolid

Oxazolidinone

Protein sentezi inhibisyonu yoluyla etki eden
oral yolla kullanilan bir ilactir. Gram +
bakteriler, TB ve M. abcessus lzerinde
etkilidir [73].

Sutezolid

Oxazolidinone

Protein sentezi inhibisyonu yoluyla etki eden
diren¢ i¢in oldukga yiiksek etkiye sahip bir
ilagtir. Farelerle yapilan bir ¢alismada
linezolide kiyasla daha yiiksek etkiye sahip
oldugu kesfedilmistir. Diger birincil ilaglarla
kullanildiginda toksik etkinin daha az oldugu
diigiiniilmektedir [75].

Sudapyridine
(WX-081)

Diarilquinoline

Bedakulin analogudur [76].

BTZ-043

Benzothiazinone

Esansiyel mikobakteri hiicre duvar sentezi
enzimi olan DprEl inhibisyonu ile etki
etmektedir [73].

TBA-7371

Azaindole

Imidazopyridine analogudur. M. tuberculosis
DprEl enziminin nonkovalent inhibitoriidiir
[77].
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KLINIK
DURUM

iLAC

SINIF ACIKLAMA

Faz 2

OPC-167832

BTZ-043,TBA-7371 gibi  hiicre  duvar
sentezini DprEl enzimini inhibe ederek
engellemektedir [73].

3,4-dihidrokarbostil
tiirevi

GSK-656

Losil tRNA sentetaz inhibitéri olan ve bor

Oxaborole barindiran bir ilagtir [73].

SQ-109

Etambutol analogudur. Hiicre duvar sentezini
ve kinon biyosentezi enzimleri olan MenA ve
MenG’yi de inhibe ederek bakteriyel solunum
ve elektron transferini etkilemektedir [73].

Etilendiamin

Telacebec

M. tuberculosis’in hiicresel solunumu igin
terminal oksijen rediiksiyonunu katalizleyen
iki oksidazdan biri olan bcc:aa3’i inhibe
etmektedir [78].

Imidazopyridine
amide

SPR-720

DNA giraz GyrB ve Topoizomeraz IV
parC’yi inhibe ederek DNA sentezini engeller
[73].

Benzimidazole

Faz 3

TB-Practecal

ZeNix

Simplici-TB

Truncate TB

STREAM 2

Bedakulin, pretomanid, delamanid, linezolid, moxifloksasin,
pirazinamid, klofazimin ilaglarinin farkli kombinasyonlariyla farkli
siireler kullanimini igeren genellikle 4-6 aylik rejimlerdir. Uzun
siiren tiiberkilloz tedavisini kisaltmak, direngli tiiberkiiloz
vakalarinda kullanilmak iizere kisa siiren tedavi rejimleri gelistirmek
amaciyla klinik ¢alismalar1 devam etmektedir [79,80].

Onaylana
nlar

Bedaquiline

Bedakulin, diarilkinolin sinifinin ilk iyesi
olan mikobakteriyel ATP sentaz proton
pompast inhibitoriidiir. ABD’de kullanim
onaymi 2012 yilinda MDR-TB hastalariyla
gerceklestirilen Faz2b calismasi ile almigtir
[80].

Diarilquinoline

Delamanid

Delamanid, mikolik asit sentezini inhibe eden
serbest radikaller ireten rediiktif MTB
metabolizmasini  hedefleyen nitroimidazol
sinifi bir 6n ilagtir [80].

Nitroimidazole

Pretomanid

Pretomanid, mikobakteri hiicresi igersinde
nitrorediiksiyon ile mikolik asit sentezini
inhibe eden bir nitroimidazol smifi 6n ilagtir.
Delamanid ile kimyasal ve farmakolojik
yapilar farklilik gdstermektedir [80].

Nitroimidazole
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2.9. Bedakulin

Ilag direncli tiiberkiiloz vakalari hizla arttigindan, farkli mekanizmalarla etki
gosteren yeni ilaglarin kesfi glinden giine 6nem kazanmaktadir. Bu ilaglardan biri olan
bedakulin, 2005 yilinda Koen Andries ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmis ve Sirturo
ticari adi ile satisa sunulmustur [6]. Bedakulin, diger antitiiberkiiloz ilaglarindan farkl
bir mekanizmayla, ATP sentezinin gergeklesmesi i¢in mikobakteriyel ATP sentaz
kompleksinin doniisiimiinden sorumlu olan membran bagimli C halkasini hedefleyerek
ATP sentezini inhibe ederek etkisini gosterir (Sekil 2.8.) [57].

F1F0-ATP sentaz; membrana gomiilii olan ve transmembran elektrokimyasal iyon
gradientini kullanarak ADP-ATP doniigiimiinii saglayan bir makromolekiiler protein
kompleksidir. F tipi ATP sentazin membran bagimli FO bdlgesi, donme hareketini
saglayan C alt birimlerinin identik kopyalarini igererek kum saati sekilli silindirik bir
santral por olusturur. Membran boyunca iyonlarin gegcisiyle birlikte F1 bagindaki
katalitik olarak aktif bolgeler harekete gegirilerek ATP olusumu saglanmais olur [57].

Bedakulinin direkt mekanizmasinda C halkas1 ve € alt birimi hedeflenmektedir. C
halkasina baglanma, C halkasinin doniisiinii ve dolayisiyla ATP sentezini katalitik FO
bolgesini inhibe ederek engeller. Altbirim €’na baglanma ise alt birim i¢inde aminoasit

agina miidahale edilmesine neden olur. Bu miidahale, C halkasinin doniisiini

engellemektedir.
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Periplasmic side

1
e

Sekil: 2.8. Bedakulinin etki mekanizmasinin sematik gosterimi [81].

Bedakulin temel olarak mikobakteriyel ATP sentaz enziminin proton pompasi
inhibitérii olarak etki etmektedir. Insan hiicreleri dahil olmak iizere diger Okaryotik
hiicrelere kiyasla mikobakteriyel ATP sentaza daha spesifik oldugu yapilan ¢aligmalar
sonucunda gézlemlenmistir [6,82,83].

Bedakulinin, son 40 yil i¢inde U.S. Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan onaylanan tek TB ilact olarak, TDM’lerden M.avium ve M. abscessus
tirlerinin klinik izolatlarina kars1 0.02 - 0.15uM arasinda susa bagli olarak degisen
minimal inhibisyon konsantrasyon degerine sahip oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda
bulunmustur [83,84].

Bedakulin’in 1. ve 2. faz ¢alismalar1 sirasinda birincil grup ilaclara karsi direngli
olan suslara kars1 oldukca giiclii etki gosterdigi bildirilmistir. Diacon ve arkadaslarinin
2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; bes ilach ikincil grup ilaglar ile kombinasyon
halinde kullaniminda bedakulinin, yeni tan1 konmus, yayma pozitif, CID-TB
hastalarinda balgam kiiltiirii doniisiimiinii kisalttigt ve 8 hafta sonra negatif balgam
kiiltiirii olan hastalarin oranin1 énemli bir dlglide (%9’°dan %48’e) arttirdig1 goriilmiistiir.
Bu calismayla birlikte CID-TB hastalarmin tedavisi icin bedakulin kullanimmm umut
verici oldugu goriilmiis ve bedakulin, 31 Aralik 2012 tarihinde FDA tarafindan CiD-TB

tedavisinde “Sirturo” ticari adiyla kullanim onayini almistir [83,85].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun 30/07/2021
tarih ve 15 sayill kurul karan ile Etik kurul onaymni almigtir. Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda ve Diizen
Laboratuvari’nda izole edilmis ve MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmis olan 103
adet TDM susu retrospektif olarak calisma kapsamina alinmistir. Kullanilacak olan
suslar ilk olarak %10 OADC ve 9%0.2 gliserol eklenmis Middlebrook 7H9 Broth
besiyerinee pasajlanarak 7-28 giin boyunca 37°C’de etiivde (Memmert marka) inkiibe
edilmistir. Ureyen suslarin bedakuline karsi duyarlilhigi CLSI M24, CLSI M24 3.baski
ve CLSI M62 kilavuzlarina gore mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir [67,86,87]

Kalite kontrol amaciyla ATCC 29213 Staphylococcus aureus ve siprofloksasin
isimli antibiyotik kullanilmistir [87].

3.1. Kullanilan Malzemeler

TDM’lerin yeniden canlandirilmasinda Middlebrook 7H9 Broth (Difco
Laboratories, Detroit, USA) toz besiyeri kullanilmuigtir.

3.1.1. Middlebrook 7H9 Broth Besiyeri
1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formiil

Monopotasyum Fosfat 20¢g
Disodyum Fosfat 15¢g
Monosodyum Glutamat 05¢g
Sodyum Sitrat 0.1g
Amonyum Siilfat 05¢g
Piridoksin 0.001 g
Ferrik Amonyum Sitrat 0.04 g
Magnezyum Siilfat 0.05¢g
Cinko Siilfat 0.001 g
Bakar Siilfat 0.001 g
Biyotin 0.5 mg

Kalsiyum Kloriir 0.5 mg
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Besiyeri ticari firmanin onerileri dogrultusunda 900ml distile su iginde 4.7 g
(Radwag markal1 tart1) toz olarak ¢ozlindiiriilmiis ve lizerine 2ml gliserol ilave edilerek
120°C’de otoklavda (HIYARAMA markal1) 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri
45°C’ye sogutulduktan sonra iizerine aseptik kosullarda 100 ml Middlebrook OADC
zenginlestirici (BBL, Becton Dickinson and Company Sparks, USA) ilave edilerek
kullanima hazir hale getirilmistir.

TDM’lerin mikrodiliisyon yontemi ile ila¢ duyarlilik deneylerinde Katyon Ayarl
Mueller Hinton Broth (KAMHB; BBL, Becton Dickinson and Company Sparks, USA)

besiyeri kullanilmistir.

3.1.2. Katyon Ayarh Mueller Hinton Broth Besiyeri

1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formiil

Sigir Eti Ekstrakti 30g
Kazein Asit Hidrolizati 175¢g
Nisasta 1.15¢g
pH 7.3 +/-0.1

Besiyeri ticari firmanin Onerileri dogrultusunda 1000ml distile su i¢inde 22 g toz
olarak ¢oziindiiriilmiis ve 120°C’de otoklavda 15 dakika sterilize edilerek kullanima
hazir halde +4°C’de saklanmustir.

TDM’lerin mikrodiliisyon yontemi ile ilag duyarlilik deneylerinde Minimal
Inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesinde kolorimetrik ydntem tercih
edilmis ve “Resazurin sodyum tuzu (SIGMA-Aldrich Chem, USA)” canli hiicreyi
belirleyen indikator boya olarak deneylerde kullanilmigtir [88].

3.1.3. Resazurin Sodyum Tuzu (%0.02)

1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formiil

Resazurin Sodyum Tuzu 02¢g
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Resazurin sodyum tuzu hassas terazide (LIBROR AEG 120 marka, Shimadzu
Corporation) 0.2 g olarak tartilmig 100 ml steril distile su i¢inde ¢oziindiiriilerek, 0.2um
por c¢apli seliloz asetat membran igeren enjektdr filtresinden (Orange
Scientific,GyroDisc CA) filtre edilerek steril hale getirilmis ve iizerine 900 ml steril

distile su ilave edilerek kullanima hazir halde +4°C’de saklanmustir.

3.1.4. ilaclarin Hazirlamsi

Ilaglarin duyarlilik deneylerinde CLSI M24 3.baski kilavuzunda bildirilmis olan

formiile gore (3-1) ilag konsantrasyon hesaplamasinin yapilmasi gereklidir [86].

3-1

Hacim (ml) x Konsantrasyon (pg/ml)
Agirlik (mg)=

Ilag saflig1 (potensi; pg/mg)

Bedakulin ticari toz hammadde olarak DC Chemicals firmasindan temin edilmistir.
Bedakulinin TDM’ler i¢in mikrodiliisyon yontemi ile ila¢ duyarlilik deneyinde
16-0.008ug/mL konsantrasyon araligi kullanilmigtir [89]. CLSI M24 A2 kilavuzuna
gore; mikrodiliisyon yonteminde ilacin hazirlanacak konsantrasyonu, baglangic
konsantrasyonun 2 kati olacak sekilde hazirlanmalidir. Bedakulinin baslangi¢
konsantrasyonu 16 pg/mL oldugu i¢in ilacin hazirlanmasi gereken konsantrasyon 64
ng/mL olmalidir. Ancak bu miktar tartim hatalarina neden olabilecek kadar kiiciik bir
deger oldugu icin hazirlanmasi gereken konsantrasyonun (64 pg/mL) 100 kat1 olacak
sekilde (6400 pg = 0.0064g) tartim yapilmistir. Tartimi yapilan ilag, ¢oziiclisii olan
1000ul DMSO (Dimetil Siilfoksit) (Biomatik Company) ile sulandirilarak 6400
ng/mL’lik stok ilag soliisyonu elde edilmis ve -20°C’de saklanmistir [67,86,87]. Deney
asamasinda stok ila¢ konsantrasyonu 1/100 oraninda KAMHB besiyeri ile sulandirilarak
kullanilmustir.

Mikrodiliisyon yonteminde deney kosullarinin dogrulugunu gostermek i¢in ATCC
29213 Staphylococcus aureus standart susu kullanilmis, ayrica bu standart susun
standardize edilmis MIiK degerleri mevcut olan siprofloksasin (SIGMA-Aldrich Chem,
USA) kullanilmistir [67,86,94].
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3.2. Mikrodiliisyon Yontemi

TDM’lerin mikrodiliisyon ile duyarlilik deneyinde KAMHB siv1 besiyeri ve steril,
tek kullanimlik, U tipi 96 kuyucuklu pleyt kullanilmistir. Bir pleytte 3 farklh TDM
susunun MIK degeri belirlenmistir. Baslangicta pleytin tiim kuyucuklarma 12 kanalli
mikropipet (Eppendorf, Hamburg/Germany. Research Plus 12 kanall1 mikropipet) ile
100’er ul KAMHB s1v1 besiyeri dagitilmistir.

Bedakulin icin 16-0.008pug/ml konsantrasyon araligi kullanilmistir. Bu nedenle
hazirlanan stok ila¢g konsantrasyonu 1/100 olarak KAMHB ile sulandirilarak
64png/mL’lik kullanim konsantrasyonu elde edilmistir. Pleytin 1 siitunundaki A, C, E
kuyucuklarma 100’er pl bedakulin, G kuyucuguna ise DMSO’in KAMHB besiyeri ile
1/100 sulandirilmis formu, DMSO kontrolii olarak, DMSO’nun bakteri iiremesine
etkisinin varligini test etmek amaci ile ilave edilmistir.

Pleytin A, C, E ve G kuyucuklaria ¢ok kanalli mikropipet ile 1-12 yoniinde seri
diliisyon uygulanmis ve 12. kuyucuktan sonra son 100 pl’lik hacim disariya atilmistir.
Pleyt iizerinde uygulanan seri diliisyon ile ilacin 32-0.016 pg/ml konsantrasyon araligi
elde edilmistir. KAMHB besiyerine pasaj yapilarak liremenin gergeklestigi hizli iireyen
TDM siispansiyonundan temiz bir cam tiip igerisine %0.85’1ik steril tuzlu su ile
MacFarland 0.5 bulaniklik ayarma gore bakteri slispansiyonu hazirlanmistir. Hizl
ireyen TDM suslar1 icin, 10mL KAMHB igerisine 50ul sus ilave edilerek
mikrodiliisyon icin bakteri slispansiyonu hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanmig bakteri
stispansiyonundan 100’er pl, 6rnegin A ve B serisindeki 1-12 numarali kuyucuklara
ilave edilmistir. A serisi bedakulin konsantrasyonlarini i¢erirken, B serisi o susun pozitif
kontrolii olarak yer almistir. Pleyt igine 100 pl sus ilavesi sonrasinda bedakulinin
16-0.008ug/ml konsantrasyon araligi elde edilmistir. Ayn1 pleyt iginde C, D ve E, F
yatay serisi i¢in farkli suslar inokiile edilmistir. G yatay serisi ise DMSO kontrolii ve H
yatay serisi sadece besiyeri igerdigi icin negatif kontrol olarak kullanilmistir. Islemi

tamamlanan pleytlerin kapaklar1 kapatilarak selofan bant ile bantlanmis ve 36°C°de hizli

iireyen TDM i¢in 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 30 pl resazurin
eklenen pleytdeki maviden pembeye degisen renklenme 24 saat sonunda
yorumlanmistir. Ayni islem, yavag iireyen TDM suslari i¢in de uygulanmais, hizli iireyen
TDM’den farkli olarak, yavas iireyen TDM’ler i¢in %5 OADC iceren KAMHB besiyeri

kullanilmis ve pleytler ayni 1s1 derecesinde 10-14 giin inkiibe edilmistir. Ancak yavas
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ireten TDM’ler icin deneyler iki kez tekrarlanmasina ragmen %5 OADC igeren
KAMHB besiyeri ile sonu¢ alinamamistir. Bu durumda literatiir aragtirmasi yapilarak
boyle bir durumda Middlebrook 7H9 Broth besiyerinin kullanilabilecegini bildiren
arastirmalarin [90-93] Onerileri dogrultusunda yavas iireyenler i¢in %10 OADC igeren
Middlebrook 7H9 besiyeri ile kullanilmistir. Inkiibasyonun 12. giiniinde 30 pl resazurin
eklenen pleytdeki maviden pembeye degisen renklenme 24-48 saatlik inkiibasyon
sonunda yorumlanmastir.

Deney kosullariin uygunlugunun test edilmesi amaciyla, pleyt igerisine bedakulin
ve Orneklerin yani sira standart kontrol olarak kullanilan ATCC 29213 Staphylococcus
aureus ve konsantrasyon araligi 8-0.004 pg/mL olarak belirlenen siprofloksasin
kullanilmigtir. Mikrodiliisyon yontemi yukarida anlatildigi sekilde yapilmig, ancak
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak uygulanmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 30 pl

resazurin eklenen pleytler yaklagik 1saatlik siire sonunda yorumlanmaistir [86,87].

Sekil 3.1. Bedakulin’in in vitro aktivitesinin test edilmesi i¢in pleyt diizeni. A1-A12 ; C1-C12 ve
E1-E12 kuyucuklarinda bedakuline karsi ii¢ farkli sus mikrodiliisyon ¢aligmasina alinmistir. B1-B12;
D1-D12 ve F1-F12 kuyucuklarinda ise bu ii¢ farkli susun pozitif kontrolleri yer almaktadir. G1-G12
kuyucuklar1 arasinda deney kosullarinin uygunlugunun test edilmesi amacryla DMSO pozitif ve H1-H12
kuyucuklar1 arasinda ise negatif kontrol bulunmaktadir. Kullanilan MIK arahgi pleyt iizerinde

belirtilmistir.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’nda ve Diizen Laboratuvari’nda izole edilmis ve MALDI-TOF MS yontemi ile
tanimlanmis olan 103 adet TDM susu retrospektif olarak ¢alisma kapsamina alinmistir.
Suglarin dagilimi tablo 4.1°de gosterilmigtir. Kalite kontrol ve deney kosullarinin
uygunlugunun gosterilmesi amaciyla standart sus olarak ATCC 29213 S.aureus ve

antibiyotik olarak siprofloksasin kullanilmistir.

Tablo 4.1. TDM’lerin tiir diizeyinde dagilimi.

TDM Grubu TDM Say1
M. fortuitum 28
~ M. abscessus 21
=
—
Z M. chelonae 3
=
> . .
§ % M. peregrinium 3
=
M. elephantis 1
(==
I~
N M. neoaurum 1
=
M. farcinogenes 1
M. lentiflavum 16
5 M. gordonae 8
[
E M. avium 6
>
E o M. intracellulare 4
= E
o M. simiae 4
<
<>,1 M. chimaera 4
>~
M. kansasii 3

TOPLAM 103
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Calismamizda TDM suglarinin bedakuline kars1 duyarliligi mikrodiliisyon yontemi
ile kolorimetrik olarak belirlenmistir. Kullanilan 14 farkli tiirdeki 103 adet TDM
susunun bedakulin’e kars1 aktivitesi tablo 4.2.’de yer almaktadir.

Kalite kontrol ve deney kosullarinin uygunlugunun gosterilmesi amaciyla
kullanilan ATCC 29213 S.aureus bakterisinin siprofloksasin igin verdigi MIK degeri
0.5 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu standart sus ve siprofloksasin i¢in CLSI M62
kilavuzunda bildirilen kalite kontrol MIK araligi 0.12-0.5 pg/mL olup, elde edilen
sonu¢ kilavuzda bildirilen deger ile paralellik gostermis ve deney kosullarinin uygun
oldugu saptanmustir.

Bedakulin’in kullanilan 14 farkli tiirdeki 103 adet TDM suslarma kars1 etkisi Tablo
4.1°de yer almaktadir. DSO’niin 2022 yilinda yayinladigi “Optimized broth
microdilution plate methodology for drug susceptibility testing of Mycobacterium
tuberculosis complex” isimli kilavuz [94] ve EUCAST 1n bedakulin i¢in 2019 yilinda
yayinladig1 yonergeye gore MTBC i¢in Onerilen kritik konsantrasyon degeri 0.25 mg/L
olarak bildirilmis ve MIK degerinin <0.25 mg/L i¢in duyarli, >0.25 mg/L igin ise
direncli olarak yorumlanmasi gerektigi ifade edilmistir. Literatiirde TDM ile ilgili
bildirilen kritik konsantrasyon/ MIK breakpoint degeri bulunmadig1 igin, bedakulinin
TDM’lere karsi etkisinin degerlendirilmesinde MTBC igin dnerilen kritik konsantrasyon
degerleri kullanilmistir. Caligmamizda bedakulin i¢in test edilen tiim yavas iireyen
TDM suslarinin MIK degerinin < 0.008 pg/ml oldugu saptanmistir. Hizli iireyen TDM
suslarinda da benzerlik bulundugu goriilmiistiir. Ancak hizli tireyen TDM’lerden M.
Sortuitum (7/28), M. abscessus (5/21) ve M. chelonae (3/3) suslarinda MIK degerinin
>16 pg/mL oldugu saptanmustir. M. elephantis ise bedakuline karsi 4 pg/mL degerinde
MIK géstermistir (Tablo.4.2).
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Tablo 4.2. Bedakulin’in 58 Hizli iireyen ve 45 Yavas iireyen Tiiberkiiloz Dis1
Mikobakteri’ye karsit MiK degerleri.

Bedakuline kars1 MiK degerleri (ug/mL)

Tiirler Say1 (n)
>16 8 4 2 1 05 025 0.125 0.06 0.03 0.015 <0.008

M. fortuitum 28 7 21
E M. abscessus 21 5 1 4 2 9
L% M. chelonae 3 3
E M. peregrinium 3 3
2 M. elephantis 1 1
5 M. neoaurum 1 1
= M. farcinogenes 1 1

M. lentiflavum 16 16
5 M. gordonae 8 8
é M. avium 6 6
= Mintracellulare 4 4
:Zk M. simiae 4 4
< M. chimaera 4 4
g M. kansasii 3 3

MTBC grubunda bedakuline igin kilavuzlarin énerdigi kritik konsantrasyon/ MIK
breakpoint degeri >0.25 mg/L {lizerinde direncli olarak kabul edildigi i¢in, calismamizda
TDM’lerde >0.25 pg/ml iizerinde MIK veren suslar bedakuline kars1 direngli olarak
kabul edilmistir (Tablo.4.3). Bedakuline karsi yavas iireyen TDM’lerin tamami
(45; %100) duyarli bulunurken, hizli tireyen TDM’lerin 42’si (%72.4) duyarl, 16’s1

(%27.6) ise kilavuzlara gore direngli olarak yorumlanmaistir.
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Tablo 4.3. TDM’lerin bedakuline kars1 gosterdigi duyarhlik oranlari.

. . MIK kritik noktalari(ug/mL)
Mikroorganizma
Say1 (%) Duyarh <0.25 pg/mL Direncli >0.25 pg/mL
Say1 (%) Say1 (%)
Hizli Ureyen TDM 42 (72.4) 16 (27.6)
58 (56.3)
Yavas Ureyen TDM 45 (100) -
45 (43.7)
TOPLAM 87 (84.5) 16 (15.5)
103 (100)

Yapilan ¢alismalarda, MIK50 ve MIK90 degerlerinin gercek sonuglari
yansitabilmesi i¢in ¢aligma gruplarinin biiyiik sayida 6rnek igermesi gerektigini (>30
ornek), daha az 6rnek iceren gruplarda MIK50 ve MIK90 degerlerinin hesaplanmasinda,
ornek sayisinmn azh@ nedeniyle MIK degerlerinin orantisiz dagilim gdsterdigini
bildirilmistir [95]. Buna gore, yaptigimiz ¢alismada bazi suslarin MIK50 ve MIK90
degerleri arasinda orantisiz dagilim goriilmektedir. Bu durum az sayida Ornek
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Sonug olarak M. fortuitum ve M. abscessus igin

hesaplanan MIK90 degerleri gergegi tam anlamiyla yansitmamaktadir (Tablo 4.4.).



Tablo 4.4. Bedakulin’in TDM’ye karsi MIK 50 ve MiK 90 degerleri.
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Tiirler Say1(n) MIK ARALIGI (ug/mL) MIK 50 MIK 90
M. fortuitum 28 0.008 16
E M. abscessus 21 0.015 16
: M. chelonae 3 16 -
==
(SES) M. peregrinium 3 0.008 -
~ K
N M. elephantis 1 - -
~
= M. neoaurum 1 - -
M. farcinogenes 1 - -
16 pg/mL - 0.008 png/mL
= M. lentiflavum 16 0.008 0.008
S M. gordonae 8 0.008  0.008
§ M. avium 6 0.008 0.008
§ M. chimaera 4* 0.008 -
:a M. intracellulare 0.008 -
§ M. simiae 0.008 -
N
M. kansasii 0.008 -

*Sus say1s1 >5 olanlar i¢in MIK 50 ve MIK 90; 3 ve 5 aras1 olanlar i¢in yalnizca MIK 50 hesaplanmistir.

Sus sayis1 <3 olanlar igin ise MiK 50 ve MIK 90 degerleri hesaplanmamustir.
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5. TARTISMA

Tiiberkiiloz disi mikobakteriler, Diinya capinda farkli kosullar altinda her tiirli
ortamda yasamimi siirdiirebilen mikroorganizmalardir. Insanlarda viicudun her
bolgesinde  enfeksiyona  olusturabilme  potansiyeline  sahiptir  [96]. Bu
mikroorganizmalar, ¢ok ¢esitli cevresel kosullarda yasayabilmesi, standart bakteriyel
kiiltiir ortaminda iiretilememesi, cesitli antibiyotik/dezenfektanlara karsi direnci ve
sahip olduklar1 6nemli virulans faktorleri ile canliligint siirdiirebilmektedir [27].

TDM’lerin tedavisinin dogru bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in dogru tan1 son derece
onemlidir. Dogru tani testlerinin yapilamamasi, 6zellikle tiiberkiilozun yaygin oldugu
iilkelerde TDM’nin M. tuberculosis ile ayrimini zorlastirmaktadir. Bu nedenle,
TDM’lerin tanisinda, Amerikan Toraks Cemiyeti ve Amerikan Enfeksiyoz Hastaliklar
Cemiyeti’nin 2007 yilinda yayinladiklar1 rehbere gore anamnez, radyografi ve
mikrobiyolojik testlerin birlesimi 6énem tagimaktadir [5]. Klinik tani, balgamdan alinan
en az iki pozitif kiiltiir varligi, bronkoskopik yikama/ lavaj ile bir pozitif kiiltiir ya da
TDM i¢in bir pozitif kiiltir igeren transbronsiyal / akciger biyopsisi ile
dogrulanabilmektedir [5]. Aside direngli boyama, 6rnekte mikobakteri varligint dogrular
niteliktedir ancak tek basina M. tuberculosis ve TDM ayrimi i¢in yetersizdir [5,46].

TDM’lerin tanisinda altin standart kiiltiir olarak belirtilmektedir. Kiiltiir i¢in kat1 ya
da siv1 kiiltiir ortamlart tercih edilebilmektedir. Sivi besiyerleri, en ¢ok tercih edilen
sistemler arasinda yer almaktadir. Sivi kiiltiir sistemlerinin yani sira katr kiiltiir
sistemleri de tercih edilmektedir. Onerilen kati besiyerleri genellikle Lowenstein-
Jensen gibi yumurta temelli ya da Middlebrook 7H10, 7H11 gibi agar temellidir. Agar
temelli kat1 besiyerleri ayni zamanda antimikrobiyal duyarlilik testlerinde de
kullanilmaktadir [5]. Yapilan calismalar sivi kiiltiir sistemlerinin daha hassas ve
TDM’lerin  saptanmasindaki  gecikmeyi en aza indirdigini ancak diger
mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyona daha ag¢ik oldugunu gostermektedir
[39,41,97].

TDM’lerin gosterdigi antimikrobiyal diren¢ profilleri tiirden tiire farklilik

gosterebildiginden dolay: kesin tiir tayini ve ilag duyarlilik testlerinin yapilmasi uygun
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tedavinin secilmesi Onemli rol oynamaktadir. CLSI M24-A2 ve ATS-IDSA
kilavuzlarina gore antimikrobiyal direng saptanmasinda en uygun yontemin broth
mikrodiliisyon oldugu belirtilmistir [5,67]. TDM’lerin tedavisi amaciyla standartlara
gore cogunlukla uzun siireli ve ¢oklu kombinasyonlarla antimikrobiyal kullanimi
onerilmektedir. TDM’ler, sahip olduklari kalin ve gecirgen olmayan hiicre duvar yapisi,
biyofilm ve graniilom olusturmalar1 gibi virulans faktorleri sayesinde dogal olarak
antimikrobiyallere direng gdsterdikleri gibi kazanilmig diren¢ mekanizmalar1 yoluyla da
antimikrobiyallere diren¢ gosterebilmektedir. Bu gibi mekanizmalarin varligi genellikle
TDM enfeksiyonlarinin tedavisinde uzamis antibiyorik rejimlerinin uygulanmasi ile
iliskilendirilmektedir [3].

Diinya c¢apinda TDM olgu sayisindaki artis ve bununla dogrudan iliskili olan
TDM’lerdeki dogal ve kazanilmis diren¢ sorunu nedeniyle hali hazirda kullanilmakta
olan antibiyotiklere olan duyarliligin azalmis olmasi, yeni ve etkin ilag modellerinin
tasarlanip uygulanmasina olan gerekliligi bir kez daha ortaya koymaktadir. Diarilkinolin
siifinda yer alan Bedakulin bu ilaglardan biri olarak klinik kullanimda yerini almistir.
Kullanimda olan diger antitiiberkiiloz ilaglarindan farkli olarak bedakulin,
mikobakteriyel ATP sentezinin inhibisyonu yoluyla etkisini gostermektedir. Diacon ve
arkadaslar1 2009 yilinda yaptiklar1 faz 2 ¢alismasinda bedakulinin, birincil grup olarak
adlandirilan ilaglara kars1 direncli olan suglarda oldukea yiiksek bir etkinlik gosterdigini
bildirmistir [83,85]. Andries ve arkadaslar1 2005 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda M.
fortuitum, M. abscessus, M. kansasii gibi TDM suslar1 lizerinde de bedakulinin

aktivitesinin var oldugunu ifade etmistir [6].

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr’nda ve Diizen Laboratuvari’nda izole edilmis ve MALDI-TOF MS yontemi ile
tanimlanmis olan 103 adet TDM susunun bedakuline karsi in vitro aktivitesi
aragtirtlmistir. EUCAST tarafindan 2019 yilinda yayinlanan kilavuza gore, bedakulin
icin mikrodiliisyon yénteminde kullanilacak olan MIK araligi 0.008-16 pg/ml olarak
bildirilmis ve ¢alismamizda bu MIK aralig1 kullanilmistir. Bedakulinin TDM’lere kars1
etkinliginin arastirldigi diger c¢alismalarda da bu MIK araligmnm kullanildig
goriilmistiir [7, 89, 98, 99].

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2022 yilinda ve EUCAST 1n bedakulin igin 2019 yilinda
yayinladig1 yonergeye gore MTBC i¢in Onerilen kritik konsantrasyon 0.25 mg/L olarak
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bildirilmis ve MIK degeri <0.25 mg/L i¢in duyarli, >0.25 mg/L i¢in ise direncli olarak
yorumlanmasi gerektigi ifade edilmistir [89,94]. Calismamizda, TDM ile ilgili bildirilen
kritik konsantrasyon/ MIK breakpoint degeri bulunmadigi icin MTBC igin &nerilen
kritik konsantrasyon degerleri kullanilmistir. Calismamizda bedakuline karsi test edilen
tiim yavas iireyen TDM suslarin MIK degerinin < 0.008 pg/mL’nin altinda oldugu
saptanmistir. Hizli iireyen TDM susglarinda da benzerlik bulundugu goriilmiistiir. Yu ve
arkadaslarinin  [7] 2019 yilinda yaptiklari ¢aligma ile kendi c¢aligmamiz
karsilastirildiginda, yavas iireyen TDM’ler i¢in sonuglarimiz ile uyumluluk bulundugu
ve MIK degerlerinin <0.008 pg/mL oldugu gériilmiistiir. Calismamizda, hizli iireyen
TDM’lerden M. fortuitum (7/28), M. abscessus (5/21) ve M. chelonae (3/3) suslarinda
MIK degerinin >16 pg/mL oldugu saptanmistir. M. elephantis ise bedakuline kars1 4
ng/mL degerinde MIK gdstermistir. Yu ve arkadaslarmin [7] hizli iireyen TDM’ler ile
aldiklar1 sonu¢ calismamizla uyumlu olup, ayni tiir TDM suslarinda >0.25 pg/mLMIK
degeri bildirmistir.

Martin ve arkadaslarinin 2019 yilinda yavas iireyen TDM’lerle yaptiklari
calismalarinda suslarin bedakuline karsi duyarli oldugu bildirmistir [90]. Destefano ve
arkadaslarinin 2018’de yavas lireyen TDM’lerle yaptiklart ¢aligmalarinda, calismamizla
benzer MIK sonuglar bildirmistir [98]. Sonug olarak ¢alisma kapsaminda yavas iireyen
TDM’lerle elde ettigimiz MIK degerleri diger calismalarla paralellik gdstermistir
[90,98].

Bedakuline kars1 yavas tireyen TDM’lerin tamamu (41; %100) duyarli bulunurken,
hizli tireyen TDM’lerin 42°si (%72.8) duyarli, 16’s1 (%27.2) ise kilavuzlara gore
direngli olarak yorumlanmustir.

CLSI M24 A2 kilavuzunda, mikrodiliisyon yonteminde hizli lireyen suslar icin
Katyon Ayarli Miieller Hinton Broth (KAMHB) ve yavas lireyen suslar icin %5
OADC+ KAMHB besiyerinin kullanimi1 onerilmistir. Ancak yaptigimiz ¢aligmalarda
yavag lUreyen suslarda sonug¢ alinamamis ve konu ile ilgili literatiir arastirmasi
yapilmistir. Yapilan arastirmada o6zellikle yavas lireyen TDM’ler i¢in mikrodiliisyon
yonteminde KAMHB yerine Middlebrook 7H9 besiyerinin tercih edildiginin goriilmesi
lizerine c¢aligmamizda yavas iireyen TDM’ler icin Middlebrook 7H9 besiyeri
kullanilmistir. Calismamizda yavag tireyen TDM’ler i¢in Middlebrook 7H9 besiyeri
kullanildiginda sonuglarin KAMHB’den daha net olarak gozlemlendigi sonucuna

varilmig ve bu goézlemimiz diger ¢aligmalarla da dogrulanmistir [90,91,92,93].
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Bedakuline kars1 direng gelisiminin, diinya ¢apinda yaygin goriilen TDM’lerden M.
avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. abscessus, M. flavescens, M. massiliense ve M.
fortuitum suslarinda atpE, pepQ ve nmpT5 genlerinde mutasyon ile baglantili oldugunu
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [99,100,101,102].

Sonug olarak, bedakulinin yavag ilireyen TDM’ler lizerinde in vitro aktivitesinin
hizli iireyenlere kiyasla umut verici oldugu, hizli iireyen TDM suslarinda saptanan
direncin molekiiler diizeyde gen arastirmasi yapilmasim gerektirdigi ve bdylece hizl
tireyen TDM’lerin bedakuline karsi diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilabilecegi

distiniilmektedir.
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