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OZET

Coklu ila¢ direncli (CID) Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)
suslarimin, ikinci se¢enek anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilaglara da direnc¢
gelistirmesiyle yaygin ilac direncli (YID) suslarin ortaya cikisi en 6nemli insan
saghg1 tehditlerinden birini olusturmaktadir. Bu sebeple, arastirmamizda
bolgemizde izole edilen MTBK suslarinin birinci ve ikinci secenek ila¢ duyarhhk
paterninin degerlendirilmesi, CID ve YID suslarin hizh tamisinda mutasyonlari
tespit etmeye yonelik multipleks Real-Time PCR yonteminin kullanilmasi, boylece
elde edilen fenotipik ve genotipik sonu¢larin karsilastirilmasi amaglandi.

CU THAUM ve Bilge Tiiberkiiloz laboratuvarmna goénderilen Kklinik
ornekler CID MTBK susunun izole edildigi 44 kiiltiir 6rnegi ve ARB pozitif 50
balgam oOrneginden olusan iki grup halinde incelendi. Fenotipik olarak, MTBK
identifikasyonunu takiben suslarin birinci ve ikinci secenek anti-TB ilaclara direnc
paternleri BACTEC MGIT 960 sistemi ve Lowenstein Jensen agar proporsiyon
duyarhlik (APD) yontemleri ile belirlendi. Genotipik olarak ise, multipleks Real-
Time PCR yontemi ile yeni bir Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection kit
(Seegene) kullanarak biitiin 6rneklerde ayn1 anda hem MTBK varhgi, hem de CiD
ve YID yéniinden diren¢ durumu ortaya ¢ikarild.

Calisma sonucunda, fenotipik ve genotipik inceleme sonu¢larmin cok
uyumlu oldugu, CiD tespitinde fenotipik yontemlere gore kullandigimiz molekiiler
yontemin duyarhhgimmin %80, ozgiilliigiiniin de % 100 oldugu goriildii. Ayrica,
MTBK suslarimiz icerisinde YiD bulunamazken, her iki yontemle de, ikisi
florokinolonlara, biri de injektabl ilaclara direncli olmak iizere toplam ii¢ on-YiD
MTBK tespit edildi.

Sonuc olarak, yeni multipleks Real-Time PCR yonteminin MTBK, CiD ve

YID tespitinde kullamlabilir ve giivenilir bir yontem oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Agar proporsiyon duyarlilik yéntemi, Coklu Ilag Direnci

(CID), M.tuberculosis kompleks (MTBK), Real-Time PCR, Yaygin ila¢ Direnci (YID)
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ABSTRACT

Occurence of the Extensively Drug-Resistant (XDR) strains by improving
resistance also to second-line anti-tuberculosis (anti-TB) drugs of multidrug-
resistant (MDR) Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains brings
about one the of most important human health threats. For this reason, our
research aimed to determine the first- and second-line anti-TB drug resistance
status of MTBC strains isolated from our region, to use the Multiplex-Real Time
PCR assay which determines the mutations for rapid diagnosis of MDR and XDR
strains, thus to compare the phenotypic and genotypic results obtained.

Clinical samples sent to the CU THAUM and the Regional Laboratory for
Tuberculosis were investigated in two different groups consisting of the 44 MDR-
MTBC-positive culture specimens and 50 ARB-positive sputum samples.
Phenotypically, subsequent to identification of MTBC the first- and second-line
anti-TB drug resistance patterns of the isolates were determined by BACTEC
MGIT 960 system and Lowenstein Jensen agar proportion susceptibility methods.
Wherease genotypically, both existence of MTBC and resistance patterns in terms
of MDR and XDR status were simultaneously revealed by multiplex Real-Time
PCR assay using the novel Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection kit (Seegene).

As a result of the study, it was observed that results of the phenotypic and
genotypic investigations were very consistent, and sensitivity and specifity of the
Real-Time PCR assay in MDR detection was 80 % and 100 %, respectively
comparing with phenotypic methods. In addition, while XDR cannot detected
among MTBC strains, three pre-XDR MTBC strains, two fluoroquinolone-
resistant and one injectable drug-resistant, were detected by using both these
methods.

In conclusion, it was suggested that the new multiplex Real-Time PCR assay

is usable and reliable method for detection of MTBK, MDR and XDR.
Key Words: Agar proportion susceptibility method, Extensively Drug

Resistance (XDR), Multidrug Resistance (MDR), M.tuberculosis complex (MTBC),
Real-Time PCR
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1. GIRIS ve AMAC

En eski hastaliklardan biri olarak kabul edilen ve simdiye kadar dokuz bakteri
tiri  belirlenen Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK)’nin yol agtig1
Tiberkiiloz (TB), etkin tedavi seceneklerinin bulunmasina, {istelik korunulabilir bir
hastalik olmasma karsin; morbidite ve mortalitesi oldukca yiiksek, insanlarda ve
hayvanlarda infeksiyon yapan, hala diinyada en yaygin, bulasici, nekrotizan, 6liimciil
hastaliklardan biri olmaya devam etmekte ve yilda ii¢c milyonu agkin kisi bu hastaliktan
otiirli hayatini kaybetmektedir'™.

Diinya niifusunun {i¢te biri MTBK ile infektedir. Her yil, % 85°1 gelismekte olan
22 iilkeden olmak iizere; Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2013 verilerine gére 2012
yilinda yaklasik olarak 12 milyon prevelans 8,6 milyon insidans (yeni vaka) ve 1,3
milyon tiiberkiilozdan &liim oldugu hesaplanmistir. Oliimlerin 320.000’{i HIV pozitif
tiiberkiiloz hastalaridir. 510.000 ¢oklu ilag direngli tiiberkiiloz (CID-TB) ve yine ¢ogu
bu iilkelere mensup, iiretkenlik donemindeki geng yetiskinler arasindan olmak {izere
yaklasik olarak 2-3 milyon hasta bu global pandemide kaybedilmektedir®”.

MTBK infeksiyonlar1 diinyadaki biitiin hastaliklarin ytlizde 2,5'unu ve onlenebilir
Olimlerin ise yiizde 26'sin1  olusturmaktadir. Tiberkilloz HIV ~ (Human
Immunodeficiency Virus-insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisii) /AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome-Kazanilmis Bagisik Yetmezlik Sendromu)’ten sonra erigkinlerde
en ¢ok dliime neden olan infeksiyon hastalig1 olarak 6nemini korumaktadir. Diinyadaki
HIV/AIDS salgmi, kotii ekonomik sartlar, sinir Gtesi gogler ve tiiberkiiloz kontrol
programlarinin ihmal edilmesi, az gelismis iilkelerin yaninda bir¢ok gelismis iilkede de
tiiberkiilozun 6nemli bir saglik problemi olarak varligini siirdiirmesine sebep olmustur.
Oliim oranmin ve bulasin azaltilmasi igin ise erken tani sarttir, fakat duyarli yontemlerin
gelismis laboratuvar altyapisina gereksinim duyulmasi uygulamay1 sinirlamaktadir.

Birgok tilkede Acid-Resistant Bacilli (ARB) yada son déonemde Acid-Alcohol
Resistant Bacilli (AARB) terimi olarakta karsimiza ¢ikmakta olan boyama; MTBK’i
teshis etmede ilk asama olarak kullanilmaya devam etmektedir. MTBK tanisi i¢in kiiltiir
ortaminda izolasyon ydntemleri altin standart kabul edilmektedir®.

ARB/kiiltiir pozitif olarak belirlenen hastalarin tedavilerinde ise Diinya Saglik
Orgiitii’niin (DSO) &nerdigi standart protokole gore ilk 6 ay siiren kombine ilag



kullanimini birinci segenek/primer (major) anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilaglar; rifampisin
(RIF), izoniazid (INH), pirazinamid (PZA), streptomisin (STR) ve etambutol (EMB)
olusturmakta ancak RIF ve INH’in herikisine birden gelisen diren¢ Coklu Ila¢ Direnci
(CID) /Multidrug-Resistant (MDR-TB) olarak degerlendirilmekte ve bu durum siklilikla
klinik ve bakteriyolojik kiir saglanamamasi olarak sonuglanmaktadir. Diger taraftan bu
suslarda ikinci secenek/sekonder (mindr) ilaglara karsi da direng gelisimi provoke
edilmekte ve bunun sonucunda bir florokinolon (ciprofloxacin, levofloxacin,
moxifloxacin ve b.) ile bir enjektable (parenteral) (amikacin, kanamycin, kapreomycin)
ilaca birden direngli Yaygn Ila¢ Direngliligi (YID) /Extensively Drug-Resistant (XDR-
TB) olarak tanimlanan ‘tiim anti-TB ilaglara direncli’ suslarin ortaya ¢ikisi ve bu suslar
ile olusan infeksiyonlarin klasik tiiberkiilloza gore ¢ok daha malign ve mortal
seyretmesi, bu hastalig1 “yeniden nem kazanan” global bir tehdit haline getirmistir”®.
Yapilan arastirmalarda CID-TB %8.32 ve YID-TB prevalansi ise %0.68 dir. Bu
sebeple tedavi Oncesi etken M.tuberculosis suslarinda ilag direng profillerinin tespiti,
coklu ila¢ direngli tanimina uyan suslarda primer veya sekonder direncin bilinmesi
gerek bu olgularda kiiriin saglanmas1 gerekse CiD suslarin yayilimlari ile YID suslara
doniistimlerinin engellenmesinde son derece 6nemlidir. Bu tedavi protokolleri MTBK
suslarinin sebep oldugu tiiberkiiloz vakalarinin tedavisi i¢in yeterlidir. Ancak hastalarin
ilag uyumsuzluklari, ilacin tedariki ile tan1 ve tedavi merkezlerine ulasimdaki giicliikler,
yanlis receteleme, HIV’li hastalarda tiiberkiiloz dis1 immun yetmezlik sendromuna bagl
diger sebeplerle hastanelere sik bagvuru ve immun yetmezlik sebebi ile savunma
mekanizmalarinin kullanilan ilaglara, bakteri eradikasyonunda yardimci olmamasi ve
laboratuvar tanidaki gecikme ve hatalar MTBK suslar1 arasinda birinci se¢enek ilaglara
kars1 direng gelisimine sebep olmus ve klasik tedavi protokollerinin basarisini olumsuz
yonde etkilemistir. DSO bu gerekceleri de dikkate alarak tiiberkiiloz kontrol
programlarinin gézden gecirilmesi, Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi/ Directly
observed therapy strategies (DGTS-Arti veya DOTS-Plus) uygulamalar ile dogru
hastaya dogru ilag uygulamasimin ve hizli tan1 yontemlerinin yayginlastirilarak her
hastaya ve siipheli temasliya ulasilmasi ve izole edilen suslarda diren¢ tayinide
yapilarak tedavi protokollerinin modifiye edilmesi sart1 ile 2025 yilinda tiim diinyada

tiiberkiilozun kontrol altma alinabilmesini 6n gdrmiistiir®'°.



Bu baglamda CDC (Centers for Diseases Control and Prevention), CID-TB ve
YID-TB suslariin yayilmasinim dnlenmesi igin, direngli suslara kars1 daha etkili yeni anti-
TB ajanlarin gelistirilmesinin yanisira yiiksek insidansa sahip yoksul iilkelerde ucuz, hizli
ve yiiksek duyarlilikta yeni tan1 yontemlerinin gelistirilmesine ve birinci ve ikinci segenek
ilaclarin duyarlilik testleri yapilarak kullanilmasinin énemine dikkat ¢ekmistir. CDC;

o Kiltiiriinde MTBK izole edilen hastalarin tamamindan,

e Uc aylik tedaviden sonra yayma ve kiiltiir pozitifligi devam eden,

e Tedaviye klinik cevap vermeyen biitiin hastalardan izole edilen suslara duyarlilik
testi yapilmasini 6nermektedir’.

Boylece duyarliligin zamaninda ve sistematik ortaya konmasi ile;

e [laca direngli suslarin hizli yakalanmasi,

¢ Hastalarin etkin tedavisi ve

e CID-TB ve buna bagh olarakta YID-TB yayiliminin azaltilmasi, uygun halk saglhg
Olciilerinin belirlemesi gergeklestirilecektir.

Ulkemizde rutinde MTBK tanisi, birinci ve ikinci secenek anti-TB ilaclara kars1
gelisen diren¢ durumunun tespiti i¢in hizli ve giivenilir molekiiler yontemler
kullanilmamakla beraber bunlarin uygulanabilirligini arastiran bir calisma da
bulunmamasi sebebiyle ¢alismamizin amaci; bolgemizde izole edilen MTBK suslarinin
birinci ve ikinci anti-TB ila¢ duyarlilik paterninin degerlendirilmesi, CID ve YID
suslarin hizli tanisinda mutasyonlar1 tespit etmeye yonelik amplifikasyon ve spesifik
erime egrisi analizleri (Melting Curve) ile ayirim giiciine sahip multiplex Real-Time
PCR kullanilmasi, ayrica elde edilen fenotipik ve genotipik sonuglarin karsilastirilmasi
seklinde belirlendi.

Bunun i¢in Bolgemizde bulunan 19 merkezden tiiberkiiloz siipheli kisilerden
alinan ve rutin olarak degerlendirmek amaciyla, CU THAUM ve Bélge Tiiberkiiloz
laboratuvarina gonderilen klinik orneklerden izole edilen M.tuberculosis suslarinin
birinci ve ikinci anti-TB ilaglara direng paterni BACTEC MGIT 7ml tiip ve Lowenstein
Jensen agar proporsiyon duyarlilik (APD) yontemleri kullanilarak belirlenecek ve
ozellikle CID ve YID olarak tespit edilen suglarin CFX96 Real-Time PCR (Bio-Rad
California, USA) cihazi kullanilarak genetik yonden direng paterni ortaya ¢ikarildi.

Bu calisma ile rutin kullanima oturtulmasi planlanan Real-Time PCR ile agar

proporsiyon yontemi karsilagtirilarak yontemlerin spesifite ve sensitivite oranlari



degerlendirilip laboratuvarimizda rutin kullanima uygunlugu arastirildi. Bu yontemler
kiyaslandiginda geleneksel yontemlerin gerek zaman gerekse is giicli bakimindan ne
gibi problemlere yol acabilecegi ve Multiplex-PCR’1 da kullanarak bu problemlerin

nasil bertaraf edilebilecegi hususu iizerinde duruldu.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiiloz Hastahiginin Tarihgesi
2.1.1. Diinya’da Tiiberkiiloz

Tiiberkiilozun belli bagl 10 tarihi stirece ayrildig1 goriilebilir.

2.1.1.1. Tiiberkiiloz Basilinin Kesfi (1882)

Tarih Oncesi c¢aglardan beri bilinen ve insanlik tarihi kadar eski bir ge¢mise
sahip olan tiiberkiiloz, Nikiforuk’un “Mahserin Dért Athsi. Salgin ve Bulasici
Hastaliklarin  Tarihi” isimli kitabina giren ve zengin-fakir, koyli-kentli ayirimi
yapmaksizin toplumun her kesimini kiran bir hastaliktir. Cok bulasict ve kisa
inkubasyon donemli viral hastaliklarin aksine uzun inkubasyon devri olan ve minimal
infeksiyoz bir hastaliktir''.

Ug yiiz milyon yildan beri soyunu siirdiiren verem basili, doganin her yerinde,
ornegin sularda, otlaklarda, toprakta, camurda havada bulunur. Arkeolojik calismalar
Avrupa’da sigirlarin ehlilestirilmesinin 9000 y1l 6nce basladigini, insanlarin soguk iklim
sartlar1 sebebiyle 1sinabilme ve korunma amaciyla ehlilestirdikleri hayvanlari ev ve
ahirlarda barindirdiklar1 biliniyor. Ayn1 ortami paylasan insanlar ve hayvanlar yiiziinden
aslinda sigirlarin basili insanlarda patojenite yapabilmek i¢in mutasyon gecirerek
Mycobacterium humanusa déniismiis oldugu hipotezi ortaya atilmisti'.

TB basilinin genomu aciga ciktiktan sonra anlasildi ki, M. tuberculosis, M.
bovis’ten mutasyon sonucu gelisen bir bakteri degil, ancak, her iki bakteri de ortak bir
atadan mutasyonlarla farklilasmus iki tiirdiir'>.

Sigir tipi mikobakteri Onceleri insanlarda lenf bezi ve kemik veremine yol
acarken, sonradan akcigerde tahribat yapan ve Oksiiriikle bulagan bir hastalik yapar hale
gelmistir'®.

Arkeolojik arastirmalarda insan iskeletlerinde, veremin izleri gdsterilmistir.
Milattan bin y1l 6nce yasamis olan rahip Nesperehan’in mumyasinda Pott hastaligina

bagl vertebral degisiklikler tespit edilmistir'®.



Hipokrat tiiberkiilozun daha ¢ok 18-35 yaslar1 arasindaki insanlarda
gorildigiinii yazmustir'. M.S. II. yiizyilda yasamis olan Eski Roma’nm inlii hekimi
Kapadokyali Areteus, “Veremin en onemli belirtileri kanli balgam ve kronik okstiriiktiir,
sesleri kisik, boyunlart hafif biikiik ve sert; parmaklar: silindirik fakat eklemleri sis,
viicutlart iyice eridigi icin kemikleri belirginlesmistir. Tirnaklari egri, yassilagmis ve
kirdgandir. Burun keskin ve silindirik, yanaklar: belirgin bir sekilde pembelesmis,
gozler iyice ¢ukura c¢ekilmis olmasina ragmen parlakligini kaybetmemistir. Yiizleri
kadavra giiliisii halini almis. Kol ve bacak kaslart erimistir. Kadinlarin sadece meme
baslart kalmis. Kaburgalarin basladigi ve sonlandigi yerler ve eklemler net bir sekilde
seciliyor. Skapulalar kus kanadi halini almis” seklinde aktarmugtir'>'°,

Verem tarihi hakkinda arastirma yapanlar, M.O. ve M.S.’ki asirlarda hastaligin
Nil vadisinde, Yunanistan’da, Amerika’da, Kuzey Amerika’nin Yeni Ingiltere yoresinde
ve Avrupa’da bes epidemik yilikselme ve azalma seklinde dalgalanmalar yaptigini
ortaya cikarmiglardir. Bu epidemilerde birka¢ on yil hastalik en yiiksek seviyeye
ulagsmis ve sonradan ani olarak diismiistiir. Bu tiir dalgalanmalarin olusmasinda,
bagisiklik sisteminin, sosyo-ekonomik olaylarin ve hastaligin dogal seyrinin etkisi
olmustur'®. Niifus artis1, yoksulluk, gocler ve sanayi devriminin veremin artisinda etkisi
biliniyordu. Tiiberkiilozun sosyal yoniinii ve sanayi ekolojisinin énemini ilk kez ortaya
¢ikaran Rene Dubos isimli ¢evre bilimeisidir'®.

Kirsal alanda yasayan Kizilderililer Buffalo denilen yabani sigirlardaki atipik
mikobakterilerin sagladigi bagisiklik yiiziinden tiiberkiiloza yakalanmadiklar1 halde
Avrupa’dan gelen beyazlarin tasidiklar1 hakiki verem mikrobu ile karsilasinca kisa
siirede hastalanarak agir kayiplar vermislerdir'*'>'°.

Tiiberkiiloz basilinin bulunma serefi Robert Koch’a nasip olmustur. Koch
bakteriyolojik caligmalarin1 insanlart eriterek oOldiirdigii i¢cin “Tiiketim hastaligt”
anlamimdaki “Consumption”, dlenlerin ¢ogu soluk yiizlii oldugu i¢in “Beyaz Oliim”
veya “Beyaz Veba” (White Death;, White Plaque) ve en dnemli 6liim sebebi oldugu i¢in
de “Oliimiin Kaptam” (Captain of the death) gibi isimlerinden dolay1 tiiberkiiloza

1718 Once titberkiiloz basilini balgamda bulan Koch, daha sonra

yoneltmistir
Laennec’in tiiberkiil diye tarif ettigi dokuda basili tespit etti ve son olarakta tiiberkiiloz
basilini saglikli hayvanlara enjekte ederek onlarda tiiberkiiloz hastaligini1 gelistirdi.

Robert Koch’un oOnerilerini dikkate alan Sir Robert Philip Edinburg’ta ilk verem



dispanserini kurdu. Bu goriis Almanya, Belgika ve Fransa’da da benimsenerek oralarda
da dispanserler ve tliberkiilozlu hastalara bakim yerleri agildi. Koch’a Nobel Tip 6diili
ise 6liimiinden 5 yil dnce 1905 yilinda gelmistir'>'®.,

Wurzburg Universitesinin Fizik Profesorii Konrad Roentgen’in x 1simnlarimni
bulmasinin ardindan gelistirilen radyolojik goriintiilleme teknikleriyle de akciger

tiiberkiilozunun erken teshisinde 6nemli rol oynamlst1r19’20.

2.1.1.2. As1(1921)

Koch’un tiiberkiiloz basilini bulmasi bir¢ok aragtiriciyr hastalia karsi asi
gelistirmek i¢in caligmaya yonlendirdi. Bunlardan en onemlileri Bacille Calmette-
Guerin (BCQG) asisin1 bulan bakteriyolog Leon Charles Albert Calmette ve veteriner
Jean Marie Camille Guerin isimli iki Fransiz bilim adamidir. 24 yil siiresince birlikte
calisan Calmette ve Guerin birlikte verem asis1 lizerinde galigti. Bu silire zarfinda
Calmette’nin dikkatini ¢eken bir olay vardi. Lenf bezi tiiberkiilozu gecirenlerde
progressif akciger tiliberkiilozunun ender goriilmesi (Marfan kanunu). Bu olaydan
esinlenerek tiiberkiiloz basiline karsi spesifik immunitenin stimule edilebilecegini
diisiindii. 13 yil boyunca tam 230 kiiltiir yaptilar. Elde edilen basiller kobaylara,
sigirlara, tavsanlara, ve atlara zerk edildi fakat onlarda verem gelismedi. Bu asiya kisa
ad1 BCG olan “Bacille Calmette-Guerin” ad1 uygun goriildii. Verem asis1 ilk kez 18
Temmuz 1921 giinii Paris’teki Charite hastanesinde saglikli cocuk dogurup veremden
Olen kadiin bebegine oral yolla bir doz BCG verilmesiyle gergeklesmistir. Cocukta
higbir yan etki goriilmeyip verem de gelismemistir. Sonradan BCG asis1 deri altina ve
icine zerk seklinde de kullanilmis olup netice olumlu olunca Lille sehrindeki Pasteur

Enstitiisiinde BCG iiretimine baslanllmlstlrm.

2.1.1.3. Kemoterapi (1940)

Tiiberkiiloz tarihinde 1940’larin ortasinda ABD’de Streptomycin (STR) ve
Isveg’te Para-amino salisilik asitin (PAS) bulunmas: ile yeni bir dénem basladi.
[laglarin tek basina kullanilmasindan dolay1 bir ayda olusan direng gelisimi nce biiyiik
hayal kiriklig1 yaratmis ancak bu durum yeni ilag bulma c¢abalarina ivme kazandirmistir.
Izoniazid (INH)’in 1952 yilinda Robizek ve Selikof (ABD’de) tarafindan

bulunmasindan sonra ¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine tedavinin uygulanarak



tiiberkiiloz alt1 ayda tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir. Daha sonra 1954
yilinda Pirazinamid (PZA), 1962 yilinda Etambutol (EMB) ve 1966 yilinda da
Rifampicin (RIF) bulunmustur. Yetmisli yillara gelindiginde bati iilkelerinde tiiberkiiloz
sorununun artik bittigi diistintiliyordu. Ancak 1985 yilindan itibaren bu {ilkelerde
tiiberkiiloz insidansinin ilk kez artmaya baslamasiyla hastaligin yeniden ortaya ¢ikmasi

saskinlik yaratm1§t1r21.

2.1.1.4. HIV ve Tiiberkiiloz (1980)

Tiiberkiiloz ve HIV infeksiyonu hiicresel bagisiklik ile iligkilidir. HIV
infeksiyonu seyri sirasinda CD4 + T lenfosit sayisinda azalma goriiliir. Bu sebepten
dolayr M. tuberculosis’e karst bagisiklik azalmis olacaktir. HIV infeksiyonu aktif
tiiberkiiloz gelisme riskini artirmaktadir. HIV negatif olgularda tiim yasam boyunca
tiiberkiiloz gelisme riski %10’ken HIV pozitif olgularda yillik tiiberkiiloz gelisme riski

%10’dur. HIV verem hastaligini yeniden énem kazanan hastaliklar arasma tagimistir™.

2.1.1.5. CiD (1990)

Diinya Saglk Orgiiti (DSO) ve Uluslararas1 Tiiberkiiloz ve Akciger
Hastaliklarina Kars1 Birlik’in (IU-ATLD) 1994 yilinda bagslattiklar1 ilag direng paterni
izleme programiin 72 iilkeyi kapsayan sonuglar1 yaymlanmistir. Buna gore direncli
tiiberkiiloz her kitada ve hemen her iilkede bulunmaktadir. CiD TB oraninin %3ten daha
fazla oldugu bolgeler "sicak bolgeler (Hotspots)" olarak tanimlanmaktadir. Estonya,
Cin’in Henan Bélgesi, Latvia, Ivanova ve Tomsk sicak bolgelerdir. DSO’ne gore yeni
CID TB olgularmin %70’i yalmzca 10 iilkede bulunmaktadir ve CID TB halen kiiresel

bir sorun olmaktan ¢ok yerel bir sorundur®.

2.1.1.6. DSO’niin Acil Durum ilam ve Dogrudan Gozetimli Tedavi
Stratejileri (DGTS) (1993)

Kayitlarin yetersizligi nedeniyle 1950°1i yillar 6ncesindeki durum hakkinda
yeterince veri yoktur. DSO tarafindan 6nerilen ve erken tani, tedavi ve asilamay1 dneren
tiiberkiiloz kontrol programlari 1960’lardan sonra uygulanmaya baslanmistir. 1960
yilinda ¢ikan bir yasa ile verem savas dispanserleri kurulmustur’’.Bu miicadele

tilkemizde de hastaligin kontrol altina alinmasini saglamistir. Ancak bu ¢alismalarin



sonuglarma karst duyulan asir1 giliven, toplumlarda yoksulluk ve sefaletin artmasi,

kontrolsiiz gd¢ler verem hastaligini yeniden 6nem kazanan hastaliklar arasina tasimistir.

2.1.1.7. YID (2005)

Tedavi segeneklerinin sinirli olusu ve hasta ilag uyumsuzlugu, CID ve YID
suslarin ortaya cikisina sebep olarak pandeminin boyutlar1 daha da biyiimiistiir™. YID
tanimu ilk olarak Kasim 2005 tarihinde kullanilmistir. 24 Mart 2006 tarihinde Diinya
Saglhk Orgiitii (DSO) ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ndeki Hastalik Kontrol
Merkezleri [Centers for Disease Control and Prevention (CDC)] tarafindan yapilan
tanim, CID-TB’ye ek olarak ikinci grup TB ilaglarindan ti¢iine daha diren¢ olmastydi®.
Bu tanim birakilmistir. 9-10 Ekim 2006 tarihinde DSO bir Goérev Grubu olusturarak
bugiin kabul edilen tanimi, CID’ye ek olarak bir kinolon ve bir enjeksiyonla verilen
ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin) direng olmas tanimimi kabul etmistir**.

YID-TB, ikinci grup ilag tedavilerinin k&tii uygulanmasimnm bir iiriiniidiir.
Ozellikle CID-TB tedavisinde, etkili tedavi rejimi olusturmamak, tedaviyi diizenli
kullanmamak, ilaclarin bir kismin1 kullanmak, tedaviyi erken kesmek gibi nedenlerle,
kinolon ve enjeksiyonla verilen ilaglara da diren¢ gelismektedir. Bunun sonucunda
“tedavisi olanaksiz” hastalik ortaya ¢ikmaktadir™*.

Tiiberkiiloz (TB)’un ila¢ tedavisi 1940’11 yillarin sonunda baslamistir. Tedavi ile
birlikte, tedavide kullanilan ilaglara da direnc gelismeye baslamistir. ilag direnci,
Mycobacterium  tuberculosis’in  genlerindeki  mutasyonlar sonucunda ortaya
cikmaktadir. Bu mutasyonlar, ¢ok diisiik oranlarda ortaya ¢ikmaktadir. Bir bakteri igin
bir hiicre bolinmesindeki mutasyonlarin rifampicin i¢in 3.32 x 10” ve isoniazid igin
2.56 x 10 oldugu gosterilmistir. Tedavinin yeterli sayida ila¢ icermemesi ve diizensiz
olmas1 gibi nedenlerle bu diisiik orandaki direncli suslar secilerek hakim sus haline
gelmekte ve hastanin o ilaglara direngli olmasina yol agmaktadir. Direngli basillerin
belirgin oranlara ¢ikmasindan sonra, bu hastanin bulastirdig: kisiler de ayni ilaglara
direngli hale gelmektedir®.

Diinya genelinde ulus-iistii TB laboratuvarlari (UORL) ag1 ile yapilan ilag
duyarlilik testi (IDT) ¢alismalari ii¢ ayr1 rapor ile yayimlanmistir. Diinya Saglik Orgiitii
2013 raporuna gore; 2012 yilinda Diinya capinda 450.000 yeni CID-TB vakasi



goriilmiis 92 iilke tarafindan rapor edilen CID-TB vakalarinin ortalama % 9.6’s1 YID-
TB vakalarin olusturmaktadir®®?’ (Sekil 2.1).

MDR-TB prevalence new cases
. <%

0 3-6%

0 6%

[ Noestimate

L ] XDR-TA reported

Sekil 2.1. YID-TB vakalarr®".

Kirmiziyla isaretlenmis iilkelerde en az bir YID vakasi bulunmaktadir. Bu iilkeler; Arjantin,
Ermenistan, Banglades, Brezilya, Sili, Cek Cumbhuriyeti, Ekvador, Fransa (1 vakasi ithal),
Amerika’nin Georgia eyaleti, Almanya, italya, Giiney Kore, Letonya, Meksika, Peru, Portekiz,
Rusya, Giiney Afrika, Ispanya, Tayland, Birlesik Krallik ve Amerika.

2.1.1.8. Stop-TB Stratejisi (2006)

Basaril1 bir tliberkiiloz kontrol programiyla birlikte bulaslarin 6nlenebilmesi ve
mortalitenin azaltilabilmesi i¢in tedavi basarisi ve direng gelisimi énemlidir. Bunlari
etkileyen iki 6nemli faktor; hasta uyumu ve ilag direncidir. Tiiberkiiloz kontroliinde
istenen basartyr saglamak ig¢in DSO; Diinya niifusunun %55’ini ve diinyadaki
tiiberkiiloz vakalarint %27’sini igeren 148 {ilkede Dogrudan Gozetimli Tedavi
Stratejileri-Art1 (DGTS-Art1) veya Directly Observed Therapy Strategies- Plus (DOTS-

Plus) uygulamasini baslatmistir™.

2.1.1.9 Expand-TB Projesi (2009)

DSO tarafindan hayata gegirilen Expand-TB (Expanding Access to New
Diagnostics for TB) projesi 2009 yilinda diisiik ve orta gelirli 27 iilkede CID-TB riski
altinda bulunan hastalarin teshisine hizli bir sekilde ulasmak icin baslatilmistir.
Projenin; anti-TB ilaglarin maliyetini azaltmak, CID-TB’nin kontroliinii gelistirmek, 27
iilkede TB control programiyla 100 TB laboratuvarini destekleyerek biitiinlesik bir

kontrol programi olusturmak seklinde 3 hedefi vardir®.
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2.1.1.10. TB’nin Kontrol Altina Alinmasinin Hedefi (2025)

Tiiberkiiloz kontrol programlar1 1s18inda TB kontrol calismalar1 da hiz
kazanmigtir. 1900’1l yillarin baslarinda endiistrilesmis tilkelerde baslatilan tiiberkiilozla
miicadele programlar1 sayesinde 2025 yilina kadar hastaligin yayilmasi ve hastaliga
bagli Oliimlerin 6nemli Ol¢iide azaltilmasi ve salginlarin kontrol altina alinmasi

hedeflenmistir®'°.

2.1.2. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Tiirkiye’de yilda yaklasik 13-14 bin yeni tiiberkiiloz hastasi ortaya ¢ikmaktadir.
Yeni tespit edilen tiiberkiiloz hasta sayisi her yil yaklasik %6 oraninda azalmaktadir.
2005-2006 yillarinda Tiirkiye genelinde yaklasik 21.000 tiiberkiiloz vakas1 varken 2012
yilinda kayith toplam tiiberkiiloz vaka sayis1 14.691’e diigmiistiir. Hastalarin %59’u
erkek, %41°1 kadindir. Hastalarin %64’linde akciger tiiberkiilozu varken, %36’sinda
akciger disindaki organlar (lenf bezleri, plevra, kemik, bobrek, beyin vb.) tutulmustur.

Hastalarin %1,8’1 ise yabanci iilke dogumlu hastadir° (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 DSO’ye gore tiiberkiiloz vaka SaylSl30.

Vaka/Yil 2002 2008 2009 2010 2011 2012
Yerli Vaka 18.043 17.425 16.594 15.700 14.852 14.430
Tiberkiiloz
Yabanci Vaka 0 175 163 179 202 261
Toplam 18.043 17.600 16.757 15.879 15.054 14.691

Diinya ve dogal olarak Tiirkiye genelinde tiiberkiilozla ilgili en 6nemli tehlike
hastalarin ilaglarin1 diizenli kullanmamalar1 veya tedavilerini yarim birakmalari
sonucunda gelisen ilag direncidir. Bu vakalar birinci segenek verem ilaglarina
direnclidir ve tedavileri ancak ikinci se¢enek tiiberkiiloz ilaglar1 ile miimkiindiir. Bu da
tedavi basarisin1 azaltmakta ve tedavi maliyetini arttirmaktadir.

DSO, iilkelerdeki tiiberkiilozlu hasta sayisimi tahmin ederken teknik bir terimi
olan "olgu bulma orani"mi kullanmaktadir ve Tiirkiye i¢in bu oran %85 olarak
belirlenmistir. Baska bir ifadeyle DSO, 2011 yilinda Tiirkiye'de var olan hastalarin
yiizde 15'inin kayitlarda yer almadigini tahmin etmektedir®*~’,

Tiirkiye’de 2012 yilinda tespit edilen vakalarin %2’si ¢ok ilaca direngli

tiiberkiiloz hastasidir. Tiiberkiiloz vakalarinin 6zellikle de bulastiriciligi en fazla olan

yayma pozitif vakalarin basari ile tedavi edilmesi tiiberkiiloz kontroliinde en 6nemli
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hususlardan birisidir. Tirkiye’nin, 2011 yili yeni yayma pozitif vakalarda tedavi
basaris1 %90’dir. Bu oran Diinya Saglik Orgiitii Avrupa Bélgesi’nde ise %66 dir".

DSO “Kiiresel Tiiberkiiloz 2013 Raporu’na gore diinya genelinde tiiberkiiloz
insidans, prevalans ve mortalite hizlar1 diismektedir. Buna ragmen kiiresel tiiberkiiloz
yiikii halen ¢ok yiiksektir. Bu rapora gore, 2012 yilinda 12 milyon prevelans 8,6 milyon
insidans (yeni vaka) ve 1,3 milyon tiiberkiilozdan &liim oldugu bildirilmistir. Oliimlerin
320.000°4 HIV pozitif tiiberkiiloz hastalaridir. Ayrica Diinya’daki tiiberkiiloz

vakalarinin yaklasik %40°1 Hindistan ve Cin’de bulunmaktadir’.

2.2. Epidemiyoloji

Yirminci yiizyilin ilk yarisinda kontrol altina alinmaya baslanan TB hastaligi,
tedavi alaninda saglanan onemli basarilara ragmen, son 10 yilda 6liimiin en Onemli
sebeplerinden birisi olarak tekrar ortaya ¢ikmistir. DSO tahminlerine gére 13-14 milyon
yillik yeni TB vakas1 goriilmekte, yani haftada 79.000, giinde 11.000 den fazla her saat
bast 2000 yeni vaka tiiberkiilozlular arasina katilmaktadir. Vakalarin % 80'inden
fazlasin1 15-49 arasinda, iiretkenlik yasindaki hastalar olusturmaktadir. Kiiresel bir
salgin olmasima ragmen, TB’den yoksul iilkeler daha fazla etkilenmektedir ve bu
iilkelerde TB % 98 oraninda 6liimle sonu¢lanmaktadir™”.

Diinya niifusunun biiyiik ¢ogunlugunu (% 86) diisiik ekonomi kaynakl tilkeler
olusturmakta ve tiim tiiberkiiloz olgularinin %95’ini olusturmaktadir. TB diinyada
ozellikle Bat1 Afrika iilkelerinde yaygin goriilmektedir. Bu yiiksek insidansin bolgede
goriilen HIV epidemisine bagli olduguna inanilmaktadir. Endiistrilesmis iilkelerde de
HIV’li gen¢ yetiskinler problemin kaynagmi olusturmaktadir’™®® (Sekil 2.2). Diger
taraftan, hi¢ anti-TB ajanla karsilasmamis sokak tipi bir basile gore ilaclardan bir veya
bir kagina kars1 standart ilag konsantrasyonlarinda nispi olarak duyarlilik kayb1 gosteren
direngli suslarin oransal artisi, morbiditenin yani sira mortalite yoniinden de TB
epidemisinin bir diger irkiitiicii yoniidiir. CID-TB de mortalite %50-80’e kadar
cikmaktadir. Diger taraftan bu tiir suslarin sebep oldugu infeksiyonlarda ayrica tani ile
Olim arasindaki siire de kisalmis, 4 ila 16 hafta arasina kadar diismiistiir. Bu hizli 6lim
siireci tan1 i¢in ne kadar ¢cabuk davranilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Gecikmis
tan1 ve tedavi, ozellikle yatan hastalar arasinda veya cezaevleri gibi kapali toplumlarda

CID-TB insidansi1 ve TB’ye bagli mortalite riskini artirict faktdrdiir. Sonug olarak
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CID-TB suslardaki oransal artis, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde genel olarak TB

insidansin1 da artirmis ve kontrol programlarimi zaafa ugratmistir. Bu iilkelerde CID-TB

oranlar1 % 48’lere kadar ¢cikmustir®*.

B ot applicable

Sekil 2.2. 2011 yilinda tahmin edilen TB insidansi® .

TB’nin tekrar diinyanin giindemine girmesinde etkili olan en énemli faktér CID
suslarin oranindaki artigdir. Cin’in Beijing bolgesinden orjin aldig1 ve daha sonra tiim
diinyaya yayildig1 tahmin edilen W genotipinin ¢oklu ila¢ direncine sahip oldugunun
belirlenmesi epidemiyolojik ¢aligmalarin bu yone kaymasina neden olmustur®>~>~".

HIV infeksiyonu ABD gibi gelismis iilkelerde tiiberkiillozun daha geng
hastalarda rastlanmasi, reaktivasyona gore primer tiiberkiilloz olgularinin artmasi ve
coklu ilaca direngli tliberkiiloz sayisinda artis gibi tliberkiiloz epidemiyolojisinde 6nemli
degisimlere neden olmustur. Amerika ve Afrika’dan sonra Giiney Dogu Asya ve Eski
Sovyetler Birligi iilkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artis gostermistir® >

(Sekil 2.2 ve 2.3).

Vom0

Sekil 2.3. Ulkelere gére TB olgularinda HIV testi uygulamasi (HIV durumu bilinen TB
hastalarinin yiizdesi)27.
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2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Tiiberkiilloza neden olan mikroorganizma prokaryot (bakteri) kingdomu,
firmicutes phylumu actinobacteria classinin Actinomycetales ordosu iginde yer alan
Mycobacteriaceae familyasinin Mycobacterium cinsine ait Mycobacterium tuberculosis
tiiriidiir*'.Genellikle hiicre ici yerlesim gosterip, hiicresel immiin cevap ve geg tipte
hipersensitivite reaksiyonu sonucu graniilomatoz tipte infeksiyonlara neden olurlar™.

Mikobakteriler katalaz aktifligi gosteren (bazi tiirleri), aerop, sporsuz,
hareketsiz, kapsiilsiiz, aside direngli, silindirik, hafif kivrik veya diizgiin sekilde kord
olusturabilen, 0.3-0.6 um eninde, 1.0-10 pm boyunda ince basillerdir. Boliinme siireleri
12-18 saat olup yavas iireyen, pleomorfik ¢omaklardir. Optimum iireme sartlar1 5-6 pH
ve %5-10 COy’dir. 37°C {ireme icin uygun bir sicaklik olmasina karsin bu sicaklik
tiirden tiire degismektedir. Uygun sartlar altinda 10-15 giinde koloniler gozle goriilmeye
baslar®. M. tuberculosis ve M. bovis 2 haftadan ¢ok, M. avium ve M. xenopi, M.
kansasii, M. marinum, M. ulcerans 1 haftadan ¢ok, M. fortuitum, M. chelonae tiirleri ise
1 haftadan daha az bir siirede iireme gosterebilirler** (Cizelge 2.2).

Ailenin tek genusu Mpycobacterium’lardir. Bu genus igerisinde yer alan
mikroorganizmalar ¢ok farkli 6zelliklere sahiptir. Bazi mikobakteriler toprak ve suda
vinilylklorid ve phenanthrene gibi recalsitran organik bilesikleri degrade ederek,
steroidler ve diisiik alkalenlerin optikal aktif oksidlerini iiretirlerken, bazilar1 da yiiksek
vertabrali hayvanlarda Oliimle sonlanabilen hastaliklara neden olan intraselliiler
patojenlerdir. Insanlarda infeksiyon olusturan tiirleri ile mikobakteriler tiim diinyada
6nlenebilir 6liimlerin en 6nemli sebepleri arasinda yer alan tiiberkiiloza neden olurlar®'.

Guanin ve sitozin (G+C) (%62-70) oraninin yiiksek olmasi ile mikolik asit
iceren diger Dbakterilere; Nocardia (%60-69), Rhodococcus (%59-69), ve
Corynebacterium’lara (%51-59) benzerler. Mikobakterilerle ilgili yapilan caligsmalar
M.tuberculosis, B.bovis ve M.lepra tiirlerinin gen analizlerinin yapilmasindan sonra hiz
kazanmis, bakterinin fizyolojik biyokimyasal antijenik ve genetik 6zellikleri hakkindaki
bilgilerimiz daha da berraklasmig, bu bilgilerin 1s1¢inda yeni profilaksi ve tedavi
calismalart hiz kazanmistir. Yapilan gen analizleri Mikobakterilerin genomunun
B.subtulis ve E.coli gibi kolay ve hizli {ireyen bakterilere gére daha kii¢iik oldugunu
gostermistir. M.tuberculosis H37Rv susunun gen biiyiikliigii 4.411.529 bp olup yaklasik
olarak 3.986 proteini kodlamaktadir*'.
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Cizelge 2.2. Mikobakterilerin genel 6zellikleri*.

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Ureme o
Dereceleri * | Koloni 5| 3 2| o £
o = < S| = =
C = g ~ R S|l o = 9
=S8 N|=|2lE=l=|N| = z
= S| S| S|e|l5|EIE|= =
Tiirler =l 5 2| E g 5| = 3 i S 5| N|E
AL R REE
= | 5 |Z| ¢ = © El=| &|*|R
45(37(3124| B | & ZlelS|&|S|EIZ |85 2 s
- | & % © E ZElw < g £
SRR TR e
=
M. tuberculosis -YYY|-|RY| - |+ |--]-]-]- _;_ S U R I
M. bovis - Y -| R N T e _;_ S R R R R
M. kansasii Y Y|YI|SRY F' | - |- |+ |+|+]|+ _;_ S I R
M. marinum T O*|O|S/R| F T e _;_ - - _;_ -+
M. ulcerans -l-1Y|-|R - - -]+ - - - - |-
M. simiae Y S F |+ |-|-|+|+|-|+]|-]-]- + |+
M. scrofulaceum Y|Y|S [SK|-|-|-]|+|+]- _;_ - l-ID|- |+ T
M. szulgai Y|V |Y[SRISWF| - |- |+ |+ |+ |- |-|p|-|+]+
M. gordonae Y|Y|Y|S |Sk|[-]|-|-|+|+|+]|-|-|-|D|-]-]"
M. xenopi Y|Y S |Sk |- |- |-]-[+]- _;_ -|l-|+]-|-|D
. . + + -
M. avium-intracellulare | |'Y _|SR - Sl ] i |- +
M. gastri Y Y[SR| - |-|-|-|-|-1]+ _;_ e
+
M. malmoense Y|Y|Y|S S R N T A R e B R B A D |+
M. haemophylum Y| R - - --1-]- S U (R P T R (e
M. nonchromogenicum Y Y[SR| - |-|-|+|+|+|+|-|-]|-]-|D]|-|D
M. terrae Y Y|SR| - |- |-|+|+|+|+]|-]-]-]-|D|-|D
M. triviale (0] Y| R | - |- |-|+]|+]|+]|+]|-]+]- _;_ -|-|D
M. fortuitum - C3 C|S/R| - -|l- |+ |+ |+ D+ |+ |+ |+ |+]+]|+
M. chelonae C C|SR| - |D|-|-|+[(DID|+|D|-|+]|+]|+]|+
M phlei C|C C| R | Sk 4 [+ [+ |+ [+ |+]-]-
M. smegmatis C|C C|SR| - +l+ |+ |+ |+ |+ ]+]-]-
M. vaccae C C| S | Sk + |+ |+ |+ [+ |D]|+]|-]|-
Aciklamalar: a- 1 Y: bulundugu sicaklik derecesinde yavas iireyenler, 2 O: bulundugu sicaklik

derecesinde orta hizda iireyenler, 3 C: bulundugu sicaklik derecesinde cabuk iireyenler. b- 1 S: smooth-

diiz koloni, 2 S/R:

smooth-diiz rough-diizensiz olusturanlar. c-

1 f: fotokromojenler, 2 Sk:

skotokromojenler. + olumlu, — olumsuz, +- genellikle olumlu, -+ genellikle olumsuz, D; degisken.
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2.3.1. Mikobakterilerde Hiicre Duvar Yapisi ve Bilesenleri

Mikobakterilerin duvar yapisi da temelde diger bakteriler gibidir. N-
asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitin polimeri olan peptidoglikan (miirein)
iskeleti olusturur. Mikobakterilerde daha spesifik olan, lipopoliksakkarit yan
zincirlerdir. Lipopolisakkaritler, arabinose ve galaktozdan olusan dalli bir polisakkarit
olan arabinogalaktan'dan yapilmistir. Arabinogalaktan, mikobakteri’lerin yani sira
Corynebacterium'de ve Nocardialar’da da bulunur. Arabinogalaktan, peptidoglikan'a
fosfodiester kopriileri ile baglidir. Arabinogalaktanlarin yan zincirlerindeki {i¢ arabinase
birimlerine mikolik asit diye adlandirilan bir grup uzun zincirli yag asitleri kovalent
baglarla baglanirlar. Yaklasik 70 karbon atomu i¢eren bu yag asitleri hiicre duvarinin
kalinligindan ve bir 6l¢iide de hiicrenin aside direngli olmasindan sorumludurlar®*,

Mikobakterilerin dis tabakasinda ise polisakkarit ve proteinlerden az miktarda da
lipidlerden olusan yapi yer almaktadir. Bu yapilar igerisinde alfa-1,4 glukan, bir
arabinomannan ve mannan igeren igeren lipomannan ve lipoarabinomannan gibi
kapsiiler polisakkaridler son derece 6nem arz eder. Mikobakterilerin hiicre duvarinda
gram negatif bakterilerde olan porin proteinleri de bulunur***’ (Sekil 2.4).

Hiicre duvarmin dis tabakasinda yukarda s6z edilenlerin diginda daha bir ¢ok
kompleks molekiiller bulunmaktadir. Bunlarin arasinda M. tuberculosis ile infekte
edilmis makrofaj kiiltiirlerinde fagolizozom fiizyonunu engelledigi i¢in virulansta rol
oynadig diisiiniilen siilfatidler ve sulfated acyl trehalose'lar vardir*®®. Eskiden sadece
virulan suslara 6zgii oldugu diisiiniilen, bir trehalose dimyecolate olan "cord faktdrii'niin
bilitin  mikobakteri  tiirlerinde  oldugu  gosterilmistir. En  dis  tabaka,
peptidoglikolipidlerden ya da phenol-phtiocerol glycoside'lerden olusan ve
"mycosides'ler olarak adlandirilan bir yapidir®

Hiicre duvari, kuvvetli tiiberkiilin benzeri reaksiyon veren proteinler ve peptidler
de igerir. Hiicre duvarinin kalinligindan ve ¢ok miktarda lipid igermesinden (hiicre
duvarmmin  %70'ini  lipidler olusturur) dolayr hidrofilik molekiillere kars
impermeabilitesi E.coli'den hatta P.aeruginosa'dan gok daha fazladir*.

Gliserol ya da isoniazid gibi kiiclik hidrofilik molekiiller, Gram-negatif
bakterilerdeki porlar gibi goérev yapan duvar proteinlerine baglanarak penetre olurlar.
Buna karsin makrolidler ve Rifampin gibi hidrofobik molekiiller ise hiicre duvari

lipidlerinde ¢o6ziinerek hiicre igine girerler48.
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Sekil 2.4. Mikobakterilerde hiicre duvar yapisi*.

2.4. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

Mikobakterilerin yaklasik 150’ye yakin tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler igerisinde
aktif TB’ye neden olan tiirler MTBK olarak adlandirilirken, TB’ye neden olmayan
tiirler ise tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) olarak adlandirilirlar**%>" (Sekil 2.5).

Actinomycetales
] [ 1
Mycobacteriaceae ‘.T_ﬂ:etaceae Streptomycetaceae
\
Mycobacterium Nocardia }n;myce; Streptomyces
TB Lepra NTMinf. S, griseus (Streptomycinin kaynag)
lM. leprae S. mediterranei (rifampicinin kaynagi)

M. tuberculosis kompleks
(MTBE) Uveleri Fotokromojen (M. kansasii,

M. marinum, M. simiae)
1. M. tuberculosis Skotokromojen (M. scrofulaceum,

M. szulgai)
1. M. bovis (M. bovisBCG) Nonkromojen (M. avium,

M. intracellulare, M. xenopi, M. ulcerans)
3. M. africannm
4. M. pinnipedn Hizh II:Tr\eyen]er
5. M. caprae 1. M. abscessus
6. M. canerti 1. M. fortuitum
7. M. mucrott 3 M. chelonae
8. M. mungi 4. M. peregrinum
9. M. orygis

Sekil 2.5. Mikobakterilerin sematik siniflandirilmasi.
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2.4.1. Mycobacterium tuberculosis Kompleks (MTBK) Uyeleri
MTBK M. tuberculosis, M. bovis (M. bovis BCG), M. africanum, M. pinnipedii,
M. caprae, M. canettii, M. microti, M. mungi, M. orygis olmak iizere 9 tlirden

44,46,50-52
olugmaktadir***¢0,

2.4.1.1. Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)

Insanda tiiberkiiloz hastaliginin etkeni olarak en sik izole edilen mikobakteri tiirii
olan M. Tuberculosis aerobik, hareketsiz, spor olusturmayan, 0,2-0,6 x 1-10 um
boyutlarinda, hafif kivrimli veya diiz bir basildir. Tiiberkiiloz basilinin kendine has
ozellikleri olan yavas lireme hizi ve bilinen bir¢ok ilaca direngli olmasinin temelinde,
hiicre duvar1 gegirgenliginin az olmasi yatmaktadir. Gegirgenligin az olmasinda zengin
lipid iceriginin yanisira, hiicre duvarinda bulunan gecis kanallarinin diger bakterilere
gére daha az olmasi da rol oynamaktadir™*>*,

Tiiberkiiloz basilini diger bakterilerden ayiran diger bir 6zelligi de, 6zel cevre
sartlarina adaptasyon yeteneginin daha fazla olmasidir. Bu adaptasyon yetenegi
bakterinin aerobik sartlarda agirlikli olarak karbohidrat kullanmasini saglarken,
mikroaerofilik sartlarda lipid kullanimi 6n plana ¢ikar. Ortamda bulunan magnezyum ve
demir miktarinin fazla olmasi, bu molekiillerin artmis kullanimi1 sonucunda tiiberkiiloz
basilinin virulansinin artmasini saglar. Tiberkiiloz basili tarafindan ortama salinan
hidrofilik peptidler ¢evredeki demir molekiillerini toplar. Toplanan demir molekiilleri,
hiicre duvarinda bulunan ve mikobaktin adi verilen hidrofobik yapilar tarafindan
sitoplazmaya tasinir. Tiiberkiiloz basili aerobik solunumda son elektron alicisi olarak
oksijeni kullanir. Bu nedenle akcigerler, 6zellikle de {ist loplar, tiiberkiiloz basilinin en
iyi iireyebildigi viicut bolgeleridir. tireme igin karbondioksit de gereklidir ve o6zellikle

kiiltiir ortaminda %5-10 karbondioksit bulunmasi daha iyi tireme saglar>.

2.4.1.2. Mycobacterium bovis (M. bovis (M. bovis BCG))

M.bovis ’in insanlar i¢in en Onemli bulas kaynagi kontamine, pastorize
edilmemis siit tiiketimi olmakla birlikte infekte hayvanlar ile direkt temas veya hasta
ciftlik hayvanlarinin ¢ikarttig1 infeksiy6z aerosollerin inhalasyonu ile de bulas

gdzlenmektedir. Insandan insana bulas ¢ok nadir olmakla birlikte, dzellikle immiin
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siiprese kimseler arasinda bu yolla bulas dogrulanmistir’®.

Bir¢cok olguda
M.bovis’in klinik ve patolojik ozellikleri M.tuberculosis infeksiyonundan ayirt
edilememektedir. Bu nedenle bu hastalarda M.bovis’in insidansi bilinmemekte,

koruma ve tedavi stratejileri de sekillenememektedir’®*.

2.4.1.3. Mycobacterium africanum (M. africanum)

Insan TB etkeni bu heterojen grup ilk olarak 1968 yilinda Afrika'da Senegalli bir
hastadan izole edilmistir. M. africanum fenotipik Ozellikleri dikkate alinarak M.
tuberculosis ve M. bovis arasina yerlestirilmistir. M. africanum subtip I (Bat1 Afrika) ve
subtip II (Dogu Afrika) olmak lizere ikiye boliinmistiir. M. africanum insan konakli
patojendir, M. Tuberculosis’den daha diisiik oranda izole edilir. Mikroaerofilik ortamda
iyi Urerler. Nitrat1 indirgeyemezler. T2H varliginda iireyemezler. Pirazinamidaz

aktiviteleri pozitiftir'>®.

2.4.1.4. Mycobacterium pinnipedii (M. pinnipedii)

Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBK) iiyelerinden biri de adina
anlamin1 veren ozellikle ylizgecayaklilar da bulunan Mycobacterium pinnipedii’dir. Bu
mikroorganizma ilk olarak Avustralya denizaslanlar1 ve fok baliklarinda gozlenen
tiiberkiiloz vakalarindan izole edilmistir. Daha sonra Giliney Amerika'da ayni
hayvanlardan ele ge¢mistir. Fok baliklarindan izole edilen suglar sodyum piruvat igeren
besiyerinde lireme gostermistir. Ziehl-Neelsen boyamada gevsek kord formasyonu ve

pirazinamid duyarliligi ile M. bovis den farklihk gostermektedir®'.

2.4.1.5. Mycobacterium caprae (M. caprae)

M. caprae ilk olarak Ispanya’da kegilerden izole edilmistir. MTBK nin diger
tiyelerinden farkliliklar gosterir. Pirazinamid duyarliligi gibi biyokimyasal ve
epidemiyolojik Ozellikleri disinda gen (pncA, oxyR, katG ve gyrA) polimorfizm

kombinasyonlar1 ile MTBK nin siradisi bir ﬁyesidir”’“.

2.4.1.6. Mycobacterium canettii (M. canettii)

M. canettii ilk olarak 1969 yilinda Fransiz bir ¢iftgciden izole edilmistir. M.

canettii neden oldugu bilinen tiim TB olgularin Afrika boynuzu ile baglantili oldugu
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goriilmistir. M. tuberculosis 'in olduk¢a nadir goriilen varyantidir. M.canettii izolatlar
diizgiin, yuvarlak ve parlak goriiniimlii kolonileri bulunur. Diger mikobakteriler ile ayni
16S rRNA dizilerine sahiptir. M. canettii suslar1 arasinda house-keeping gen
polimorfizmi, koloni morfolojisi, hiicre duvarinin lipid igerigi gibi bir¢ok agidan
farkliliklar tespit edilmistir. Diizglin koloni fenotipi stabil degildir, diizensiz koloni

morfolojisine déniisebilir’>*".

2.4.1.7. Mycobacterium microti (M. microti)

M.microti Wells tarafindan 1937 yilinda tarla farelerinde kesfedilmistir.
Ozellikle kiiciik kemirgenlerde bulunur, ancak kedilerde, domuzlar ve lamalarda
infeksiyon olusturdugu goézlenmistir. M. microti ¢iftlik ve ev hayvanlarinda infeksiyon
olusturmaktadir. Insanlarda patojen olmadig1 bilinen M. microti’ nin son zamanlarda
cok nadir de olsa insanlarda infeksiyonu bildirilmistir. Insandan insana bulas ihtimali de
oldukca diisiiktiir. Geleneksel yumurtali kati1 besiyerinde zayif iireme gosterirler. Sivi

kiiltiir tekniklerinde daha hizli ve bol miktarda iirerler’>®".

2.4.1.8. Mycobacterium mungi (M. mungi)
MTBK tiiyelerine 2010 yilinda dahil olan M. mungi genellikle Afrika’nin orta ve
dogu bolgelerinde bulunan ve firavun faresi olarak bilinen adim1 Mungos mungo’dan

alan bir tiirdiir. Onceki 7 tiir kadar patojen olmadig: diistiniilmektedir®.

2.4.1.9. Mycobacterium orygis (M. orygis)
Son olarak MTBK iiyeleri igerisinde 2012 yilinda yerini alan M. orygis

hayvanlarda ve insanlarda izole edildigi gosterilmistir®.

2.5. M.tuberculosis’de Antijenik Yap1 ve Virulans Faktorleri

M.tuberculosis’in sahip oldugu graniilom olusturma, makrofaj aktivasyonu,
immiinosiipresyon, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi degisik
ozellik ve etkileri bulunan proteinler, lipidler ve polisakkaritler immiinojenik 6zellik

gdstermektedir®.
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2.5.1. Old Tuberkiilin (OT)

Onceleri interdermal cilt testlerinde kullanmilan, ilk kez Koch tarafindan elde
edilmis tliberkiiloz basillerinin kiiltiir ekstrakt: olarak bilinen OT, sadece mikobakteriyel
proteinler icermemesi nedeniyle saflastirilmasina gerek duyulmus ve PPD’nin

gelisimine olanak saglamistir®*®

2.5.2 Saflastirilmis Protein Derivesi (Purified Protein Derivative-PPD)

[lk kez Seibert ve Glenn tarafindan tamimlanan, OT’ye kollodyon
membranlardan siizdliirme ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilme gibi islemler uygulandiktan
sonra elde edilmis daha saf bir iiriindiir. Diger mikobakterilerle capraz reaksiyon
vermesi ve tamamen saflastirilamamasi gibi dezavantajlarina ragmen immiinodiagnostik
onemi hala mevcuttur. DSO tarafindan kullanimi kabul edilen deri test maddesidir
ancak PPD testi kisinin aktif tiiberkiilozlu olup olmadigindan cok tiiberkiiloz bakterileri

ile karsilasip karsilasmadigini gésterir“'“.

2.5.3. Is1 Sok Proteinleri-HspX (65Kda, 38 Kda, 12 Kda)
Saperon benzeri proteinler olup konagin Thl cevap olusturmasi ve koruyucu
immunite gelistirmesini saglar. Farkli ¢esitleri olup tiiberkiiloz basilinin dormant fazda

hayatta kalmasi, apoptozdan korunmasini saglar®*®’.

2.5.4. 65 kDa Protein

Saflastirilmis proteinler arasinda en ilgi ¢eken antijendir. Is1 sok proteinlerine
cok benzer 6zellik gosterip yiiksek derecede immunojeniktir. Konak hiicrede salindigi
zaman kazeifikasyon nekrozu ve otoimmiin reaksiyonlara yol agtigt ve ayrica bu

antijene karst olusan antikorlar ve duyarli T hiicrelerinin varoldugu gosterilmistir®’.

2.5.5. 19 kDa Lipoprotein

Hiicre duvart proteinidir. MHC-I’in antijen baglantisint ve nitrojen ara
tirtinlerinin liretimini inhibe etme gibi islevlerinin yani sira tiimor nekrozis faktor alfa
(TNF-a) ve IL-12 sentezini azaltmaktadir. IL-12 sentezinin azalmasi T lenfosit
aktivasyonunu inhibe eder. Buna ek olarak interferon gama (INFy) sentezini kodlayan

genleri ve makrofajlarin INFy reseptdriinii inhibe eder®.
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2.5.6. ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture filtrat
protein)

ESAT-6 RDI1 bolgesinden kodlanmaktadir. T hiicreleri iiretimi ve INFy
salimmmini indiikler. Bu proteinlere karsi olusan INF cevabini, T hiicre sayisini

gostererek in vitro 6lgebilen kitler yapilmistir®,

2.6. Mikobakteriyel Lipidler

2.6.1. Lipoarabinomannan

M. tuberculosis’in hiicre duvar yapisinda bulunan lipoarabinomannan (LAM)
konagin tirozin fosfatimi etkinlestirir. Eger 6lii M. tuberculosis’in fagositozu sirasinda
TK aracilig1 ile sfingozin kinaz etkinlesirse, LAM aracilig1 ile tirozin fosfat uyarilarak

sfingozin kinazin durdurulmasima neden olmaktadir®.

2.6.2. WaxD

Freud’s adjuvaninin etkisini arttiran, peptidoglikolipid yapisindadir®.

2.6.3. Trehaloz-6,6 Dimikolat (Kord Faktor)

Tiberkiiloz basillerinin kiime olusturmasimi sagladigi i¢in ayni zamanda kord
faktorii olarakta bilinen 6nemli bir virulans faktoriidiir. Alternatif kompleman yolunu
aktive etme, polimorfniikleer 16kosit gociinii engelleme gibi 6zelliklerinin yani sira
graniilom olusumunda da rol oynar. Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak

solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol agar®™"".

2.6.4. Siilfolipidler (Siilfatidler)
Iceriginde siilfir bulunan glikolipidlerdir. Makrofajlarda meydana gelen
fagozom-lizozom flizyonunu engeller, bakteriyi lizozom enzimlerinden korur ve kord

faktodriiniin toksik etkisini arttirir®’°,

2.6.5. Fosfatidil inozitol Mannozid (PIM)
Capraz koruyucu immiinitede rolii oldugu diisiliniilen, lipid yapida olup esasen

hapten 6zellige sahiptir®"°.
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2.7. Tiuiberkiiloz Basillerinin Metabolik Aktiviteleri
Mitchison tiiberkiiloz basillerini metabolik aktivitelerine goére 4 gruba

aylrrmstlr71 .

2.7.1. A Grubu Basiller (Siirekli Cogalan Basiller)
Kavite i¢inde bulunan, hizla ¢ogalan en biiylik basil grubudur. Bulastiriciliktan,
diren¢ gelisiminden sorumludurlar. Bu grup {izerine en etkili ila¢ isoniaziddir. Ayrica

rifampicin ve streptomycinin de zayif etkisi vardir’""">.

2.7.2. B Grubu Basiller (Asit Ortam Basilleri)
Makrofaj i¢inde ve inflamasyon alanlar1 gibi asit ortamlarda bulunan metabolik

aktivitesi zayiflamus basillerdir. Bu grup iizerine en etkili ilag pirazinamiddir’"’>,

2.7.3. C Grubu Basiller (Aralikh Cogalan Basiller)
Kaze6z odaklarda bulunan ikinci biiyiik basil grubudur. Metabolik aktiviteleri
zayiftir, zaman zaman cogalirlar. Niikslerden sorumludurlar. Bu grup iizerine en etkili

ilag rifampicindir’""?,

2.7.4. D Grubu Basiller (Dormant Basiller, Persistan Basiller)
Metabolik aktivitesi olmayan ancak bir giin metabolik aktivite kazanabilme

potansiyeli olan basillerdir. Bu grup iizerine etkili ilag yoktur’"’?,

2.8. Tiiberkiilozda Klinik Tablo, immunoloji ve Patogenez

2.8.1. Klinik Tablolar

Tiiberkiillozda semptomlar sinsi bir baglangic gosterir. Primer tliberkiilozda
gelisen primer lezyon ve hiler adenopati genellikle semptom ve bulgu olusturmaz. En
stk goriilen semptomlar ates, Oksiiriik, kilo kaybi ve gece terlemesidir. Ancak bu
semptomlar daha ¢ok biiylik ¢ocuk eriskinlerde goriiliir. Kiigiik ¢ocuklarda ise 2-4
haftadan daha uzun siiren kilo alamama, 2-3 ay ve daha uzun siiren kuvvet kaybi,
terleme, Oksiirilk, wheezing, bir haftadan daha uzun siiren aciklanamayan ates ve
effiizyon bulgular1 goriilebilir. Asir1 duyarlilik reaksiyonu nedeni ile infeksiyonunun 3-

8. haftalarinda eritema nodozum goriilebilir. Sekonder tiiberkiilozda ise en sik goriilen
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semptomlar; istahsizlik, yorgunluk, kilo kaybi, 6gleden sonralar1 c¢ikan ates, gece
terlemeleridir. Bu semptomlar yavas gelisir, hasta tarafindan iyi tolere edilir ve
genellikle onemsenmez. Solunum sistemi ile ilgili semptomlar hastaligin ilerledigini

gosterir””.

2.8.1.1. Primer Tiiberkiiloz

Bulastiric1 6zellikte balgam yaymasi pozitif tiiberkiilozlu hasta ile karsilasan
M.tuberculosis ile daha once karsilagmamig PPD negatif bireylerin %30’unda klinik ve
radyolojik bulgu olmamasina ramen PPD pozitiflesir. Alveollere ulasan damlaciklar ile
tasian M. tuberculosis, konagin ilk savunma mekanizmasini yenerek hayatta kalir ise;
akciger parankiminde pnOmoni odagi (Ghon odagi), komsu hiler lenf bezinde
graniilomatdz inflamasyon ve bu iki olusum arasindaki lenfanjit ile karakterize primer
kompleksin (Ranke kompleksi) meydana gelmesine neden olur. Primer infeksiyon da
denilen bu siire¢ hiicresel immiin yanit gelisimiyle durdurulur ise, hastalik olusmadan
olay sonlanir. Eger konagin immiin yanit1 yetersiz kalirsa primer odak ve ilgili lenf
bezindeki inflamasyon ilerler, primer tiiberkiilloz meydana gelir. Bakteriler immiin
sistem hiicreleri tarafindan tamamen yok edilemeyip yillarca canliligini koruyarak

sessiz (dormant) kalirlar®.

2.8.1.2. Miliyer Tiiberkiiloz

Primer infeksiyon sirasinda kazedz bir odagin damara agilmasi veya erken
hematojen yayilimi sirasinda damarlara yerlesen basillerin kana karigmasi milier
tiiberkiilozun gelismesine neden olur. Dort yas altindaki c¢ocuklarda immiin sistem

zay1flig1 nedeni ile primer infeksiyonun erken komplikasyonu olarak goriilebilir®.

2.8.1.3. Sekonder Tiiberkiiloz
Primer infeksiyon sonrasi latent halde kalan basillerin ¢ogalmaya baslamasi ile
ve/veya basil yayan aktif tliberkiilozlu bir hastadan viriilan bir basil almasiyla sekonder

tiiberkiiloz gelisebilir®.
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2.8.1.3.1 Endojen Reaktivasyon

Primer infeksiyon sirasinda akcigerin apikal-subapikal bolgelerine yerlesen
(Simon odag1) ve latent halde kalan basillerin hayatin herhangi bir doneminde hiicresel
immiin yanitta meydana gelen siipresyon nedeniyle aktif hale ge¢mesi ile meydana

. 65,74
gelir®’*,

2.8.1.3.2. Ekzojen Reinfeksiyon
Onceden primer infeksiyon gegirmis bireyin, basil yayan aktif tiibekiilozlu bir

hastadan ¢ok sayida viriilan basil almast ile meydana gelir®’*"

2.8.1.4. Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz
Tiiberkiillozun akciger disinda ki odaklarda (plevra, perikard, kemik, bobrek,

genital, gastrointestinal, merkezi sinir sistemi) meydana gelmesi durumudur’.

2.8.2 Konagin Savunma Mekanizmasi ve Immun Cevap

Tiiberkiiloz, ¢ok sayida antijene ve farkli viriilans faktorii iceren M. tuberculosis
basili ile birlikte konagin mononiiklear fagositleri ve T lenfositlerine bagli olarak
gelisen kronik graniilomatéz bir infeksiyon hastaligi olarak tanimlanmaktadir.
Infeksiyon veya hastaligin olusup olusmamasi, konagm direnci ile basilin virulansi
arasindaki dengeye baghdir. Tiiberkiiloza kars1 yanitta dogal ve kazanilmis immunite

rol oynamaktadir’®””,

2.8.2.1. Dogal Immun Cevap

M.tuberculosis basilleri alveollere ulastiginda dogal savunma yollartyla yok
edilebilir ya da ¢ogalip klinik goriinimler olustururlar. Konagin dogal savunmasinda
USY fiziksel engeli, fagositoz, inflamatuar hiicreler ve sitokinleri, mast hiicreleri

dentritik hiicreler rol oynamaktadir.

2.8.2.2. Tiiberkiilozda immiinoloji
Tiiberkiilozda immun yanit, baslica iki hiicreye bagl olarak zincirleme seyreden
bir seri etkilesimler sonucu gelisir. Bu immun yanit T lenfositler, makrofajlar ve

bunlardan salinan sitokinlerle olusur. Inhalasyon yoluyla alman ve alveollere ulasan
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mikobakteri alveoler makrofajlarca fagosite edilir’®. Fakat cok sayida basil ile
infeksiyon veya basilin virulans 6zelligi makrofajlarin basili tahrip etme Ozelligini
sinirlamaktadir. Aktive olmamis makrofaj icinde basil kolayca g¢ogalarak hiicrenin
erimesine yol acabilmektedir. Ac¢iga c¢ikmis olan mikobakteriler, inflamatuar cevap
nedeniyle lezyon bolgesine gelmis olan diger monositer serideki hiicreleri de infekte
ederler. Infekte makrofajlarin bazilar1 bolgesel lenf bezlerine giderek immun yaniti
baslatirlar. Konagin tiiberkiiloz infeksiyonunu kontrol etme yetenegi, etkin bir hiicresel
immun cevap olusturmasina baglhdir’.

Hiicresel immunitede antijeni spesifik olarak taniyan hiicreler T lenfositlerdir.
Bu sistemin effektor hiicreleri ise makrofajlardir®®. infeksiyon zengin bir antikor yaniti
olusturmakla birlikte, hiimoral immunitenin konak¢1 savunmasinda anlamli bir katkisi
yoktur Makrofajlarin sindirme ve yok etme etkisinden kurtulabilen basiller (virulan
basiller) fagozomlarda cogalmaya baslarlar’® Alveoler makrofajlar, TNF-a
serbestlestirir, bu makrofajin kendisini uyarir, otokrin bir aktiflesme olayidir.
Sonrasinda CD4+, CD8+ ve gama/delta T hiicrelerini olay yerine ¢eken ve uyaran IL-1
ve IL-12 salgilarlar®'. Alveol makrofaji ayni zamanda, kanda bulunan gesitli hiicrelerin
yerel endotele tutunmasina neden olan ¢esitli kemokinler serbestlestirir. Alveol igindeki
basil antijenik yapilarindan bazilari, makrofajlarin sitoplazmasinda bulunan major doku
uygunluk kompleksine (MHC/ Major Histo-Compatibility Complex) baglanirlar. Bu
bilesik yap1 makrofaj yiizeyine taginir>"*""%2,

Olusan immunolojik cevapta basilin ¢esitli antijenlerine kars1 spesifik reseptorler
tastyan T lenfositler vardir. Hiicresel immunite (HI) ve gec tip asir1 duyarlilik (GAD),
tiiberkiiloz patogenezinde konaga ait temel immunulojik olaylardir. Tiiberkiiloz
basilleri, bu immun yanitlar gelisene dek konak dokularma hasar vermezler. Hiicresel
immunite, mikrobik antijen varliginda lokal olarak sitokin olusturabilen genis bir
spesifik Thl lenfosit populasyonuyla karakterize olan yararli bir konake¢ir yaniti
biciminde tanimlanabilir. Sitokinler, kan akimindan lezyona monosit/makrofajlar
cekerler ve onlart aktive ederler. IFN-y ve TNF-a en 6nemli makrofaj aktive edici
sitokinlerdir. Aktive makrofajlar reaktif oksijen liriinleri, lizozomal enzimler ve diger
faktorleri tireten fagosite edici hiicreler olduklar1 i¢in tiiberkiildeki basilleri yok
edebilirler. IFN-y’nin makrofajlardaki IL-2 reseptorlerini uyarmasindan sonra T

lenfositlerden salinan IL-2 makrofajlarin mikrobisidal etkilerini arttirir. GAD
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konak¢iin doku hasar1 yapan bir yanit1 olup, i¢inde tiiberkiiloz basili ¢ogalan inaktif
makrofajlart ve komsu dokular1 harap eden bir siire¢ olarak degerlendirilebilir.
GAD’dan sorumlu hiicreler Thl ve Th2 sitokin kaliplarina gore siniflandirilmislardir.
HI ve GAD’1n her ikisi de ayn1 immunolojik mekanizmada rol oynamasina karsin, GAD

konaket i¢in zararl olabilmekte, Hi ise yararli olmaktadir® ™® (Sekil 2.6).

-
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Sekil 2.6. Mycobacterium tuberculosis infeksiyonunun seyri (3 agamasi)

2.9. Tiiberkiiloz flaclarimin Etki Mekanizmalar1 ve Anti-TB ilaclar

Tiiberkiiloz ilaclarmin etki mekanizmalarini 4 grupta incelemek miimkiindiir:

1) Hiicre duvari inhibitdrleri (isoniazid, etambutol, etionamid, sikloserin),

2) Niikleik asit sentez inhibitorleri (rifampicin, kinolonlar),

3) Protein sentez inhibitdrleri (streptomycin, kanamisin),

4) Membran enerji metabolizma inhibitorleri (pirazinamid).

Etki mekanizmalarindan da anlasildig1 gibi giiniimiizde kullanmakta oldugumuz
ilaglar esas olarak aktif olarak ¢ogalmakta olan basiller {izerine etkilidir. Oysa bir

tiiberkiiloz basil toplulugunda bulunan basiller farkli metabolik 6zellikler gosterebilir™.

2.9.1. Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan Anti-TB flaclar
Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar birinci ve ikinci segenek olmak tizere

iki gruba ayrilir (Cizelge 2.3).

2.9.1.1. Birinci Secenek Anti-TB ilaclar
Tiirkiye’de  tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan birinci segenek ilaglar

streptomycin (STR), isoniazid (INH), rifampicin (RIF) ve etambutol (EMB)’diir. DSO
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bu major 4 ilaca ek olarak pirazinamid (PZA) ile tedavi seceneklerini de

ongormektedir’™”.

Cizelge 2.3. Tiiberkiiloz tedavisinde kullamlan anti-TB ilaglar®”.

Birinci secenek (Primer, Major) ilaclar Ikinci secenek (Sekonder, Minér) ilaglar
Sikloserin
Streptomycin (STR) p-Aminosalisilik asid
Isoniazid (INH) Etionamid, Protionamid,
Rifampin (RIF) Tiasetazon
Rifabutin Amikasin, Kanamisin,
Rifapentin (RPT) Kapreomisin
Etambutol (EMB) Levofloksasin
Pirazinamid (PZA) Gatifloksasin
Moksifloksasin

2.9.1.1.1 Streptomycin (STR)

Streptomycin, S. griseus bakterisinden elde edilen bakterisidal (bakterisit) etkili
bir aminoglikozittir’. Streptomycin bakteri ribozomuna baglanarak protein sentezini
inhibe eder. Ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL genindeki mutasyonlar (% 60) ve
16S rRNA’y1 kodlayan rrs genindeki mutasyonlar (< %10) Streptomycin direncinden
sorumludur. En sik goriilen 7psL genindeki Lys 43 Arg mutasyonu olup daha nadiren
Lys 43 Thr mutasyonu da goriilmektedir. Bu gende ayrica Lys 88 Arg veya Lys 88 Gln
mutasyonlar1 da belirlenmistir. Bu gendeki mutasyonlar yiiksek MIK degerli
Streptomycin direncinden sorumlu bulunmustur. Streptomycin direncinden sorumlu
diger mutasyonlar rrs geninin 530 halkasi ve 915 boélgesinde bulunmaktadir. 530
halkasinda C 491 T, C 512 T, C 516 T, A 513 C, A 513 T niikleotid degisiklikleri
goriilmiistiir. 915 bolgesinde ise C 903 A, C 903 G, A 904 G niikleotid degisiklikleri
siktir. Streptomycine karsi diisiik degerli MIK direncinin, hiicre zarinda olusan
degisiklikler ~sonucu ilacin hiicre igine girisinin azalmasiyla olabilecegi

diisiiniilmektedir’* (Cizelge 2.3 ve 2.4).

2.9.1.1.2. izoniazid (INH)

Sentetik yapida ve ¢ogalan basiller {izerine bakterisit etkili bir ilag¢ olan izoniazid
bir 6n ilagtir ve katalaz-peroksidaz enzimiyle aktive olur. Katalaz-peroksidaz enzimini
kodlayan katG genindeki mutasyonlar % 60-70 oraninda isoniazide kars1 yiiksek MIK

90,91

degerli direngten sorumludur™"". En sik goriilen Ser 315 Thr mutasyonudur (% 40).

KatG geninde siklikla tespit edilen Arg 463 Leu mutasyonunun polimorfizm oldugu,
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Cin, Rusya ve baz1 Asya lilkelerinde isoniazide duyarli izolatlarda da bulundugu
gosterilmistir. Mikolik asit biyosentezinde rol alan iki genden enoyl-ACP (acyl carrier
protein) reduktaz enzimini kodlayan inhA geni (< %10) ve yag asidi uzamasinda 6nemli
olan beta ketoagil ACP sentaz enzimini kodlayan kasA genindeki mutasyonlar da
isoniazid direncinden sorumlu tutulmustur. Ancak kas4 geninde mutasyon bulunan
izolatlarda ayn1 zamanda katG veya inhA genlerinde de mutasyon bulundugundan bu
genin isoniazid direnciyle iligkisi siiphelidir’. Oksidatif strese kars: hiicresel cevaptan
sorumlu alkil-hidroperoksid reduktaz enzimini kodlayan ahpC genindeki mutasyonlarin
da (~ %10) direngten sorumlu oldugu diislinlilmiis, ancak bu mutasyona da katG

genindeki mutasyonlarin eslik edebildigi goriilmiistir’**(Cizelge 2.3 ve 2.4).

2.9.1.1.3. Rifampicin (RIF)

Rifampicin R. Mediterranei bakterisinden {iretilen yarisentetik, (semisentetik)
bakterisidal etkili bir ilactir’®. Bu ilagc DNA’ya bagimli RNA polimerazin beta alt
initesine baglanip RNA sentezini inhibe ederek etkisini gosterir. Yaklasik 500 mg
rifampicine direngli MTBK kokenlerinin % 96’sinda rifampicin direncinden, RNA
polimerazin beta alt iinitesini kodlayan »poB geninin 81 bp’lik bdlgesindeki (27 kodon,
507- 533) mutasyonlarin sorumlu oldugu gdsterilmistir. En sik goriilen ve yiiksek MiK
degerli direngten sorumlu mutasyonlar 526 ve 531. kodonlarindadir (% 65- 86). Diisiik
MIK degerli rifampicin direnci 511, 516, 518 ve 522. kodonlardaki mutasyonlarla
iligkili bulunmustur. En sik Ser 531 Leu (% 42) ve His 526 Tyr (% 23) mutasyonlari
belirlenmistir’(Cizelge 2.3 ve 2.4).

2.9.1.1.4.Etambutol (EMB)

Etambutol, sentetik yapida, bakteriostatik etkili bir ilagtir. Etambutol
arabinogalaktan ve lipoarabinomannan sentezinde rol alan arabinozil transferaz
enzimiyle etkileserek MTBK’ in hiicre duvari sentezini bozar. Arabinozil transferaz
enzimini kodlayan embABC geninde meydana gelen mutasyonlar % 70 oraninda
etambutol direncinden sorumludur. Ozellikle en sik goriilen mutasyonlar % 60 oraninda
embB geninin 306. kodonundaki Met aminoasidindeki degisiklige baglidir. Yiiksek
MIK degerli etambutol direnciyle Met 306 Ile mutasyonundan ziyade Met 306 Leu, Met
306 Val mutasyonlar iliskili bulunmusgtur’"*? (Cizelge 2.3 ve 2.4).
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Cizelge 2.4. Birinci segenek anti-TB ilag mutasyonlari®.

. Birinci Secenek Anti-TB ila¢c Mutasyonlar
Ilaglar
Gen Bolgeleri Kodonlar:
1- Ribozomal protein Lys 43 Arg, Lys 43 Thr, Lys 88 Arg, Lys 88 Gln,
subunit 12 rpsL 43 AAG—AGG, 88 AAG—AGG, AAG—CAG.
491C —T, 512C—T, 516C—-T, 513 A—C,
Streptomycin . 513A—T, 903C—A, 903C—G, 904A—G,
(STR) 2- 16 s ribozomal RNA (rrs) 189 G—A, 426 G—T, 483 A—T, 485 A—G,
491 C—T, 496 G—T, 795 C—T, 870 C—T,
907 A—C, 1238 T—C.
3- Aminoglycoside
phosphotransferase geni (s#rA)
1- Enoyl-ACP (acyl carrier protein)
reduktaz enzimini kodlayan inhA4 15 C-T
Ser315Thr, Arg463Leu, 249 CGC—TGC,
2- Katalaz-peroksidaz enzimini 275 ACC—TCC, 307 GGA—GAA,
e 311 GAC—GAG, 315 AGC—ACC, AGC—ACA
Isoniazid kodlayan katG 318 GAGGT A: 328 TGG—TGC, ’
(INH) 331 AGT—TGT, 727 GCC—GAC.
3- Beta ketoacil ACP sentaz
enzimini kodlayan kasA
4- Alkil—hi@roperoksid rediiktaz 139 CT -32G—A, -10C—T.
enzimini kodlayan aipC
Ser 531 Leu (% 42), His 526 Tyr (% 23)
469 GAG—-TCG, 509 AGC—CAG,
510 CAG—AAG, 511 CTG—CCQG,
513 CAA—AAA, CAA—CCA,
1- RNA polimerazin beta 516 GAC—GTC, GAC—TAC, GAC—GAG,
Rifampicin alt linitesini kodlayan 522 TCG—-TTG, TCG—CAG, 524 TTG—-TCG,
(RIF) rpoB geninin 81 bp’lik 526 CAC—-TAC, CAC—GAC, CAC—CGC,
bolgesindeki 27 kodon CAC—-TGC, CAC—AAC,
(507-533) 528 CGC—CCT, 530 CTG—GCT,
531 TCG—TTG, TCG—TGG, TCG—CCQG,
TCG—GCG, TCG—-TTC,
533 CTG—CCC, CTG—GCG, CTG—CCQG,
561 ATC—GTC, 572 ATC—HTTC.
Etambutol 1- Ara.bil.lo.zil transferaz . X[;g_o)%l%%l: 24;2}3_03}%1” i(}%fgféfTA’
(EMB) enzimini kodlayan embABC geni ATG—ATT. 406 GGC—GAC, GGC—GCC.
Pirazinamid |1- Pirazinamidaz enzimini \pncA geninin 3-17, 61-85 ve 132-142 kodonlar
(PZA) kodlayan pncA geni arasinda ii¢ bdlgesinde
2.9.1.1.5. Pirazinamid (PZA)

PZA nikotinamidin yapisal anologudur. Antitliberkiiloz ajan olarak énemi 1952
yilinda fark edilen ve 1980’11 yillarda kisa siireli tedavi protokollerinin yaratilmasinda
etkili olan PZA, asidik sartlarda makrofaj icindeki diisiik metabolik aktivite gdsteren
semi-dorman durumdaki tiiberkiiloz basillerine etkilidir. PZA ve INH nikotinamid
tiirevi olmakla birlikte, etki mekanizmalar1 farklidir. Ancak INH ve RIF ile giiclii sinerji

yaratir. PZA bir On ilag olup, mikobakterilerin PZA’ya duyarlilig1 spesifik
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Pirazinaminidaz (Pzaze)’in varligina baglidir. PZA fagolizozomlarin asidik ortaminda
tiiberkiiloz basilinin iirettigi Pzaze ile aktif sekli olan pirazinoik aside doniigserek etkili
oldugu disiiniilmektedir. Nitekim bu enzim aktivitesine sahip olmayan diger
mikobakteriler mesela M bovis, PZA’ya kars1 intrinsik direng gosterir. Makrofaj
fagolizozomlarinda pH 5.5°de aktif hale geger. pH 5.5°de MIK 1650 ug/ml iken, pH
6.0’da 100 pg/ml olup, nétr pH’da etkili degildir. Pirazinamidin etkinligini pH disinda
bakteri sayisi, demir, efluks, enerji inhibitorleri ve oksijen miktarindaki azalma belirler.
PZA’ya kars1 direng kolay gelisir, ancak diger ilaglarla ¢apraz direng gelisimi sz
konusu degildir. Diren¢ gelisiminde nikotinamidaz aktivitesindeki azalma sorumlu
tutulmaktadir. PZA’ya direngli kokenlerin % 72-94’linde pirazinamidaz enzimini
kodlayan pncA geninde cesitli tipte mutasyonlarin oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarin
cok fazla degiskenlik gdstermesi ve gen boyunca dagilmis olmasi pncA disindaki direng
genlerinde goriilmeyen bir durumdur. Buna karsin mutasyonlar (3-17, 61-85 ve 132-142
kodonlar arasinda pncA geninin ii¢  bolgesinde) belli bir kiimelesme

gostermektedir’(Cizelge 2.3 ve 2.4).

2.9.1.2. ikinci Secenek Anti-TB flaclar

MTBK tedavisinde birinci secenek ilaglara 6zellikle de rifampicin ve isoniazid
direncliliginin birlikte oldugu durumlarda ikinci se¢enek ilaglar kullanilir. Ayrica ikinci
secenek ilaclar MOTT (Mycobacterium Other Than Tuberculosis) (NTM)) tedavisinde

de kullanilir””’.

2.9.1.2.1. Para-amino Salisilik Asit (PAS)

Sadece M. tuberculosis’e etkili, ¢ok dar spektrumlu bir ilagtir. PAS,
paraaminobenzoik asidin yapisal analogudur ve para-aminobenzoik asidin folik aside
konversiyonunu kompetitif olarak bloke ederek M. tuberculosis iizerinde bakteriyostatik
etki yapabilir. STR ve INH’e gore ¢ok daha zayif etkilidir. Bu ilaca kars1 mikobakteride
direng gelismesi, STR ve RIF’e karsi olana goére daha ge¢ ve giic olur. Birlikte
kullanildiginda bu ilaglara ve isoniazide direng gelismesini geciktirir. Gilinlimiizde, 2
yasin altindaki c¢ocuklarda tiiberkiilozun kombine tedavisinde kullanilir. Bunlarda
EMB’nin gorme ile ilgili toksik etkisinin basladigini tespit etmek zor veya olanaksiz

oldugundan onun yerine PAS kullanmak gerekir’’ (Cizelge 2.5).
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2.9.1.2.2. Etionamid

Sadece oral olarak kullanilan etionamid ikinci sira bir ajandir, primer ilaglar
etkili olmadiginda veya kontrendike oldugunda diger ilaglarla birlikte kullanilir.
Etionamid isoniazid gibi izonikotinik asitten iiretilmistir ve bakterisidal etkilidir. Gergek
etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, INH’deki gibi mikobakteriyel hiicre duvarinda

mikolik asid sentezini inhibe ederek etki ettigi diisiiniilmektedir’’.

2.9.1.2.3. Protionamid
Etionamid gibi bir INH tiirevi olup farmakolojik 6zellikleri etionamide benzer.
Etki ve yan etki etionamidle aynidir ve her iki ilag da INH’ye direngli mikobakteriler

iizerine etkili olabilir. Etionamid ve protionamid arasinda ¢apraz direng goriiliir’.

2.9.1.2.4. Sikloserin

Sikloserin Streptococcus orchidaceus tarafindan iretilen genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. D-alanin’in analogudur, ve alanin rakemaz ve D-alanil-D-alanin sentaz’in
hareketini kompetitif olarak inhibe eder. Bu enzimler hiicre duvarinin prekiirsorlerini
inhibe ederler ve bunlarin inhibisyonu hiicre biiyiimesinde gerilemeye ve biiyiik
olasilikla lizis yolu ile hiicre oliimiine neden olmaktadir. Tiiberkiiloz tedavisi ig¢in

kullamldiginda diger efektif ilaglarla birlikte verilmelidir®”.

2.9.1.2.5. Tiasetazon

Cok ucuz oldugundan gelismekte olan iilkelerde isoniazid ile birlikte ¢ok yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. In vitro etkinligi ve farmakokinetigi konusundaki bilgiler
siirhdir. Ilag adrenal glandlarda konsantre olur ve akciger iginde bakteriyostatik
konsantrasyonlara ulagir. Tiasetazonun belirgin yan etkileri ve 6nemli toksisitesi vardir.
Bu ila¢ etionamid ile benzer yapidadir ve bulanti, kusma, abdominal rahatsizlik ve
istahsizlik dahil benzer bir yan etki profili vardir. En 6nemli yan etkileri 6ldiiriicii

eritema multiforme ve toksik epidermal nekrozisdir”’.
2.9.1.2.6. Kanamisin

Kanamisin kendisi gibi aminoglikozit olan amikasin ve kapreomisinle pek cok

acidan benzer Ozellikler gdstermektedir. Sadece direngli mikroorganizmalarin ya da
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tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (TDM) sebep oldugu hastaligin tedavisinde kullanilan
ve parenteral olarak verilmesi gereken bu ilaglar benzer farmakokinetiklere ve
toksisiteye sahiptirler. Potansiyel olarak ototoksik ve nefrotoksik olduklarindan, bu
gruptan iki ila¢ bir arada kullanilmamalidir ve Streptomycin ile kombine edilmemesi
gereklidir. Tiberkiilozlu hastalarin kii¢iikk gruplart giinlik 1 gr kanamisin ile tedavi
edilmislerdir. Sik goriilen toksik etkileri néromiiskiiler paralizi, solunum depresyonu,

. . . . .. . 97
agraniilositozis, anaflaksi ve nefrotoksisitedir”'.

2.9.1.2.7. Amikasin
Bir aminoglikozit olan amikasin bir¢ok mikobakteri tiiriine karsi oldukga aktiftir.

TDM infeksiyonlarmin tedavisinde de énemli bir ilag olabilir’.

2.9.1.2.8. Kapreomisin

Streptococcus capreolus tarafindan olusturulan antimikobakteriyel bir siklik
peptid olan kapreomisin hem in vitro hem de deneysel tiiberkiilozda etkilidir. Tek
basina verildiginde kapreomisine karst bakteriyel direng gelisir; bu mikroorganizmalar
50 kanamisin ve neomisin ile ¢apraz direng¢ gosterirler. Kapreomisin bakterisidal ajanlar
tolere edilemediginde veya direncli mikroorganizma varliginda diger antitiiberkiiloz

ilaclarla kombine edilerek kullanilir”’.

2.9.1.2.9. Viomisin
Bir¢ok direngli tiiberkiiloz suslara karsi etkilidir. Kapreomisin ve viomisine

kars1 ¢apraz direng siklikla olugsmaktadir’’.

2.9.1.2.10. Florokinolonlar

DNA giraz inhibisyonu yapan florokinolonlar bakterisidal etki gosterirler. DNA
giraz inhibisyonu DNA replikasyonunda ve protein sentezinde yetersizlige yol agar.
Diger antitiiberkiiloz ilaglarla etkilesimi dnemlidir. RIF gibi RNA ve protein sentez
inhibitorleri kinolonlarin bakterisidal etkisini azaltabilirler. Genis spektrumlu bir
florokinolon olan moksifloksasinin rifampicine benzer in vitro aktivite gosterdigi
bulunmustur. Ofloksasin ve siprofloksasin arasinda tam g¢apraz diren¢ vardir, in vitro

siprofloksasin ile moksifloksasin ve gatifloksasin arasinda da c¢apraz direng oldugu

33



gosterilmistir. Levofloksasinin izomeri olan ofloksasine gore 2 kat daha etkili oldugu

diisiiniiliir. Nadiren alerjik reaksiyonlar, diare, fotosensitivite, ylikselmis karaciger

fonksiyon testleri ve periferik ndropati goriilebilir. Bobrek yetmezliginde siprofloksasin,

ofloksasin ve levofloksasinin doz ayarlamas1 gerekir, bu gereklilik moksifloksasin i¢in

meveut degildir’’ (Cizelge 2.5 ve 2.6).

Cizelge 2.5. ikinci Segenek Anti-TB ilag Mutasyonlar1®”

ilaclar ikinci Secenek Anti-TB ila¢ Mutasyonlar
injectable | pnikasin eis promoter, rrs geninde: A 1400 G, 1401 G & 1484 T
(paranteral) . . .
Kapreomisin Haemolysin #/yA geninde.
Ciprofloksasin
. Oflaksasin DNA giraz enzimi gyrA geni tarafindan kodlanan iki A alt ve
Florokinolon . . o ..
(kinolonlar) Levofloksasin gyrB geni tarafindan kodlanan iki B alt birimden olusur.
Gatifloksasin GyrA genindeki Ser 95 Thr kodonlar1.
Moksifloksasin

Cizelge 2.6. DSO’niin CiD TB igin 6nerdigi tedavi rejimleri®

Baslangic Faz idame Faz1
Duyarhihk
testleri sonucn . - ”
Lla¢ Siire Tlac Siire
Kanamisin'+Etionamid+ ; : ;
: Sret ‘ +Flor 2 :
Yok Florokinolon+Pirazinamid= Enaz 6ay Etl?fla1md Florokinolon | 1715 ay
+Pirazinamid+Etambutol
Etambutol
Streptomisin’+Etionamid + - s :
INH+RIF Florokinolon+Pirazinamid= En az 6 ay E“?Pa?md F lorokinalon: | 35_siay
+Pirazinamid+Etambutol
Etambutol
= ... | Parenteral ilag* +Florokinolon+ AT AR %
Tiim birinci swra G ¥ A Parenteral ila¢ haric aym
: i . | Oralila¢ (PAS, Etionamid. En az 6 ay : ] 18ay
ilaclara direncli ST ilaglar
Sikloserin)
Rezerv ilaclara
ait test sonuclan | Test sonuclarna gore kisisel tedavi
var

Aciklamalar:

Florokinolon(Ofloksasin.Ciprofloksasin)
*:Parenteral {lag(Amikasin.Kanamisin.Kapreomisin)

1.Amikasin veya Kapreomisin secilebilir Kanamisin ile Amikasin arasinda capraz direnc vardir. Eger bu ilaglardan biri daha énce
kullamldiysa ya da direncten siiphe ediliyorsa Kapreomisin sec¢ilmelidir.

2.Streptomisin direnci saptanirsa, Kanamisin, Amikasin . Kapreomisin ile degistirilir.

2.9.1.3. Tiiberkiiloz’da fla¢ Diren¢ Tammlar
2.9.1.3.1. Yeni Olguda Ila¢ Direnci

Bir aydan daha kisa siire tedavi gormiis ya da hi¢ tedavi gérmemis hastadaki ilag

direncidir. Bu tanim daha 6nce “primer ilag¢ direnci” olarak adlandiriliyordu.

34



2.9.1.3.2. Tedavi Gérmiis Olguda Ila¢ Direnci
Bir aydan daha uzun siire tedavi gérmiis hastadaki ila¢ direncidir. Bu ilag
direnci, ilk tedaviden Once varsa “primer”, eger baslangicta yok ve tedavi sonras1 gelisti

ise “sekonder” ilag direnci olabilir.

2.9.1.3.3. Cok ilaca Direncli Tiiberkiiloz (CID-TB) [multi-drug resistant
tuberculosis (CID-TB)]
Izoniazid ve rifampicine direncli TB’dir. Bu iki ilaca ek primer ilaglardan baska

ilag direnci de olabilir.

2.9.1.3.4. Yaygin Ila¢ Direncli Tiiberkiiloz (YID-TB) [extensive drug
resistant tuberculosis (XDR-TB)]

Izoniazid ve rifampicinin her ikisine birden, bunlara ek olarak da bir kinolona ve
parenteral kullanilan ilaglardan (kanamisin, kapreomisin, amikasin) birisine direng

olmasi olarak tanimlanmaktadir.

2.10. Tiiberkiiloz Tam1 Yontemleri

2.10.1. Mycobacterium tuberculosis’in Mikrobiyolojik Tanis1

Aktif tiiberkiiloz solunum yolu 6rneklerinde veya diger viicut sivilarinda M.
tuberculosis tespit edilerek tan1 konur. Her ne kadar yeni molekiiler tan1 yontemleri
gelistirilmis olsa da mikobakterium tanisinda, mikroskopi (ARB) ve Lowenstein-Jensen
(LJ) besiyerinde kiiltiir “’altin standart’” olarak kullanilmaktadir. Ayrica tedavinin
etkinligini izlemek ve aktif tiiberkiilozun ¢evreye bulagini engellemek i¢in kisa siirede

sonug veren yontemlere ihtiyag vardir®’.

2.10.1.1. Fenotipik Yontemler

2.10.1.1.1. Mikroskopi

Aside direngli organizmalar olan mikobakteriler i¢in basica iki boyama teknigi
gelistirilmigtir. Basiller Karbolfuksin yonteminde (Ziehl-Neelsen, Kinyoun) kirmizi
renkte, Florokrom yonteminde ( auramin O, auramain-rhodamin) ise sari-oranj renkte
floresan verir sekilde goriiliir. Aside direngli boyama, mikobakterilerin lipidden zengin

hiicre duvarlarinin primer boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asid alkolle
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muameleden sonra boyali kalmasi esasina dayanmaktadir. Bu nedenle mikroorganizma
aside direngli basil olarak adlandirilmaktadir. Yayma duyarlilign % 22-80 arasinda
degismektedir. Direk mikroskobi ile goriilebilmesi i¢in, balgamin her ml’ de 5000-
10000 basil bulunmasi gereklidir.

Degerlendirme yapilirken 300 mikroskop sahasi tarandiktan sonra hig¢ basil
goriilmezse negatif denmelidir. Alanlar taranirken 1-2 basil siipheli, 100 alanda 1-9
basil goriilmesi (+), 10 alanda 1-9 basil goriilmesi (++), her alanda 1-9 basil goriilmesi

(+++), her alanda 10 ve iizeri basil goriilmesi (++++) olarak yorumlanmaktadir™.

2.10.1.1.2. Kiiltiir Ortaminda Izolasyon Yéntemleri

Kiiltlir yontemleri tiiberkiiloz tanisinda altin standart olarak devam etmektedir.
Mikobakteriyel kiiltiir yontemleri kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri olmak iizere ikiye
ayrilmistir. Kat1 besiyerleri agar ver yumurta bazli iki ¢esiti bulunmaktadir. Petragani ve
American Trudeau Society gibi kat1 besiyerleri disinda giinlimiizde en yaygin kullanilan
kat1 besiyeri, Lowensterin-Jensen (LJ)’dir. igeriginde patates unu, gliserol, tuz, yumurta
bulunmasiyla kontaminasyonu engellerken ayni zamanda tiiberkiiloz bakterisi i¢in
uygun ireme sartlarin1 saglar. En cok tercih edilen agar bazli besiyerleri ise
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11°dir. Sivi besiyerlerinin, MB Redox,
BACTEC 460TB, BACTEC MGIT 960, BACTEC 900 MB, ESPII, MB/BacT ALERT
3D gibi ¢esitleri bulunmaktadir. MB Redox genellikle diisiik kapasiteli laboratuarlarda
tercih edilen manuel bir sistemdir. Mikobakterilerin izolasyonu amaciyla modifiye
Kirchner besiyeri kullanilir. Igerisinde tetrazolium tuzu bulunmasi mikobakterilerin
redoks sistemi sayesinde yiizeylerinde biriken pembekirmizi renklerinde formazona

indirgenir. Ureme sonucu olusan renkli mikrokoloniler makroskobik olarak gérﬁliir46.

2.10.1.1.2.1. Iimmiinokromatografik TB Ag MPT64 Kart Testi ve NAP Testi
Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel yontemler; direkt
mikroskopik olarak ARB inceleme, kat1 veya sivi besiyerinde iireme ve biyokimyasal
testleri igermektedir. Klasik tan1 yontemleri halen 6nemini korumakla birlikte, etkenin
tretilmesi, tanimlanmasi ve ila¢ duyarliliginin belirlenmesinin ge¢ ve giic olmasi
nedeniyle daha duyarli ve hizli yontemlere gereksinim vardir. Bu amagcla gelistirilen

immiinokromatografik yontemler de hizli tan1 secenekleri arasinda yer almaktadir.
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Immiinokromatografik bir yontem olan SD Bioline Ag MPT64 Rapid ticari kiti
(Standard Diagnostics, Kore) Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) suslarina
0zgil MPT64 proteininin, monoklonal MPT64 antikorlar1 kullanilarak belirlenmesi
esasina dayanir. MPT64, M. tuberculosis, Mycobacterium africanum ve Mycobacterium
bovis’i de i¢ine alan MTC iiyelerine ait 23 kDa agirliginda bir membran proteini olup,
kiltlir filtratlar1 ve biyopsi materyallerinde yliksek diizeyde bulunmaktadir. Yapilan
calismalar, TB Ag MPT64 testinin, MTK ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (NTM)’in
ayirmminda kullanilabilecek basarili ve hizli bir yontem oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla bu yontem, kiiltiirde tiretilen MTC suslarinin erken tanimlanmasina ve
tedavinin gecikmemesine olanak saglamaktadr'®'%*!1%

Kiiltlir ortaminda izole edilen koloniler karsilagtirmali bir metod olan p-nitro-a-

asetilamino-B-hidroksi-propiofen (NAP) testi de immiinokromatografik TB Ag MPT64
kart testi ile MTBK ile TDM identifikasyonu yapilir.

2.10.1.1.3. Antibiyotik Duyarhhk Yontemleri
Klasik mikobakteriyolojide genel olarak {i¢ ila¢ duyarlilik yontemi vardir.
1. Absolute konsantrasyon yontemi (Meissner 1961-MIC’da (minimum
inhibitér konsantrasyonu) etkili)
2. Rasyo (ratio) yontemi (Mitchison 1957)
3. Proporsiyon yontemi (Canetti- Rist- Grosset 1963)

2.10.1.1.3.1. Mutlak (Absolute) Konsantrasyon Yontemi

Mutlak konsantrasyon yontemi kati yada sivi besiyerlerinde minimum inhibitor
konsantrasyonunu belirlemede kullanilan bir yontemdir. Kat1 besiyerlerinde bu yontem
oldukg¢a kolay standartize edilebilir. Direng 20 koloniden diisiik konsantrasyonlarda bile
tanimlanabilir. Ilag konsantrasyonlar1 ve 6zellikle inokiiliim miktar1 ata suslar referans
almarak dikkatlice standartize edilmelidir. Inokiilim miktarindaki ¢esitlilik bu

yontemdeki hatanin baslica kaynagidir'**.

2.10.1.1.3.2. Rasyo (Ratio) Yontemi

Bu yontem absolute konsantrasyon yonteminin gelismis bir halidir. Kontrol

edilen izolatlardan bir izolat i¢cin MIC degerindeki farkliliklar ilag¢ iceren besiyerinin
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farkl serilerinde test edilebilir. Sayet bu yontemle duyarlilik oran1 2 yada daha az ise
yada 8 veya daha fazla ise sirasiyla tamamen duyarli yada hayli yiiksek direnclilik
durumundan soz edilebilir. Orta yada diisiik direnclilik oranini tam olarak 6l¢mek
zordur. Inokiiliim miktarinmn standartize edilmesi gereklidir fakat kritik konsantrasyon

duyarli izolatlarla direk mukayese edildiginden dolay1 belirlemeye ihtiyag yoktur'®*.

2.10.1.1.3.3. Proporsiyon Yontemi
Proporsiyon yontemi liremenin 100 kat inhibe edildigi durumun izlendigi bir
yontemdir. BACTEC MGIT 960 SIRE ve LJ agarda proporsiyon yontemleri bu

prensibe dayanmaktadir'®*.

2.10.1.2. Molekiiler Yontemler

2.10.1.2.1. IS6110-PCR-RFLP(Restriction fragment length polymorphism)
M. tuberculosis 0 ile 25 arasinda kopya sayilarinda tekrarlayan yerlesim dizilimi(IS)
bolgeleri icerir. Bu yerlesim dizilimlerinin farkli ¢esitleri bulunmaktadir; IS6110,
IS8110, IS1547 ve IS-like’tir ve en yaygin kullanilani1 IS6110’dur. RFLP altin standart
olarak kabul edilmektedir. Burada DNA’da bulunan IS6110 bdlgeleri Pvull restriksiyon
endoniikleazi ile kesilmekte, daha sonra DNA fragmentleri jel elektroforezi ile ayrilir ve
ardindan jelde bulunan DNA’lar southern blotting teknigi ile naylon membrana taginir.
DNA membrana hibridize olduktan sonra IS6110 prob ve kemiliiminesan kit aracilig1
ile goriilir hale getirilir. Meydana gelen 1s1ma film iizerine aktarilip yorumlamasi
yapilir'.

Yiiksek ayrim giiciine sahip olmasinin yani sira, yogun miktarda koloni ve DNA
ihtiyaci, uzun zaman almasi ve emek istemesi RFLP’nin dezavantajlaridir. Kopya sayisi
5 ve altinda olan suglarda yetersiz ayrim giici bu ydntemin spoligotiplendirme,

MIRUVNTR ve SNPs yéntemleriyle kombine edilerek avantaja doniistiiriilebilir*.

2.10.1.2.2. Spoligotyping (Spacer oligonucleotide typing)

MTK DR lokusu CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats-diizenli kiimelenmis spacer arasi kisa palindromik tekrarlar) ailesi tiyesidir™.
Kromozomal DR lokusunda bulunan polimorfizmi gostermeye dayali bir yontemdir.

DR’leri hedef alan primerler kullanilarak bu lokuslarin arasindaki farkli spacerlar

38



(ayiricr yerler) amplifiye edilmektedir. Aplikon, membranda bagli bulunan ve DR’ler
arasinda yerlesmis olan farkli spacer bolgelere karsilik gelen 43 cesit oligoniikleotit
probla hibridize edilmektedir. Spacerlarin varligi veya yoklugu dijital ortamda
gosterilir. Meydana gelen goriintli membranin {ist yilizeyinde kareler halindedir.
Spacerlar suslar arasinda farklilik gosterir ve suslar spoligotipleme patternleri sayesinde
ayirtedilmektedir. Basit, hizl1 ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bu yontem, IS6110°dan
sonra en yaygin olarak kullanilan metottur. IS6110’a goére avantaj1 diisiik kopya sayilt

suslarda ayrim giiciiniin yiiksek olmasidir*.

2.10.1.2.3. MIRU-VNTR (Mycobacterial interspersed repetitive
unitvariable number of tandem repeat)

MIRU-VNTR yontemi degisik sayilarda sirali tekrarlar(variable numbers of
tandem repeats) igeren, M. tuberculosis tiplendirmesi i¢in efektif, spesivitesi yliksek ve
laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirliginden dolay1 standardize edilmis hizli bir
yontemdir. M. tuberculosis genomunda 41 farkli degisebilen sirali tekrarlar (variable
tandem repeats) tanimlanmig ve bunlara mycobacterial interspersed repetitive units
(MIRUs) adi verilmistir. Bu lokuslar1 i¢ine alan komsu bdlgeleri taniyan primerler
kullanimiyla yapilan PCR sonucu sirali tekrarlarin sayisi1 ve bu sirali tekrarlarin her iki
yaninda yerlesmis olan DNA segmentlerinin biiytikliiklerini belirlemektedir. Bu metot
ile sus tiplendirmede ilk 12 lokus MIRU-VNTR metodu kullanilmis ve daha sonra 15 ve
24 lokustan olusan standart MIRU-VNTR formatlar1 gelistirilmistir.

MTK i¢in duyarli ve spesifik olan bu yontem IS6110 RFLP ve spoligotipleme ile
karsilagtirildiginda, daha yiiksek miktarda ayirici profil olusturmaktadir. European
Union Concerted Action Meeting’e gore tiibekiiloz kontrolii ve epidemiyolojisi i¢in

yeni teknikler MIRU bazli metotlardir™

2.10.1.2.4. Real-Time PCR

Konvansiyonel PCR’in avantajlari: olduk¢a duyarli, ucuz, ve protokol
standardize edildikten sonra uygulanmasi kolaydir. Duyarlik ve 6zgiilliigii artirmak icin
“nested PCR” ya da “hot-start PCR”, RNA c¢ogaltmak i¢in “RT-PCR”, ¢ok sayida
mikroorganizmay1 ayni tiipte tespit etmek i¢in “multipleks PCR”, genel infeksiyon

varligint tespit etmek igin “broad-range PCR” gibi modifikasyonlar yapmak
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miimkiindiir'®. Konvansiyonel PCR’1n dezavantajlari ise zaman alic1 olmasi, yogun
emek istemesi, 6zgllliigiiniin disik kontaminasyon riskinin ise yiiksek olmasi, ¢ok
sayida ornek ¢alismak i¢in uygun olmamasi ve saglikli kantitasyon yapmanin miimkiin
olamamasi seklinde siralanabilir.

Real-Time PCR’1n avantajlari: dongiilerin hizli uygulanmasi ve tespitin floresan
Olclimii yardimiyla es zamanli yapilabilmesi nedeniyle toplam test siiresi kisaltilmasi,
bu vasita ile harcanan emek azalmistir. Ayrica ¢ogaltma ve 6rnegin varligini tespit etme
ayni tiip i¢inde gerceklestiginden dolay1 kontaminasyon riski de azaltilmistir. Kapasitesi
artirllmig cihazlarla ¢cok sayida Ornek g¢aligmak miimkiin hale gelmistir. Kullanilan
problar yardimiyla 6zgiilliik oldukga artirilmistir. “Log faz analizi” ile kantitasyon daha
saglikli ve daha genis bir aralikta yapilabilmektedir. Rekabet nedeniyle ucuzlamistir.
Real-Time PCR’in dezavantajlar1 ise teknik donanmim, alt yapi, beceri ve tecriibe
gerektiriyor olmasi, yiiksek ekipmana ihtiya¢c duyulmasi, ayn1 ve farkli laboratuarlar
arasinda sonuglar arasi fakliliklarda standardizasyon probleminin yasanmasi seklinde
degerlendirilebilir.

Konvansiyonel PCR’in dezavantajlarinin ortadan kaldirmak igin 1990’larin
ikinci yarisinda gesitli teknolojik ilerlemeler kaydedilmistir. Elektroforez asamasinin
ortadan kaldirilarak islem siiresinin kisaltilmasi ve PCR’1n kapal1 bir sistem i¢inde daha
az kontaminasyon riskine maruz birakilmas1 amaciyla yar1 otomatize “Cobas Amplicor”
sistemi  gelistirilmis ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir'”. Bu sistemde cihaz icinde isaretli primerler ile
gerceklestirilen PCR sonrasi ¢ogaltilan {iriinler ELISA formatiyla saptanmaktadir.
Konvansiyonel PCR ve PCR+ELISA formatlarinda yapilan kantitasyon “end-point
kantitasyon” seklindedir. Bu yontem ilk Ornekteki mikroorganizma miktarini tespit
etmekte ¢ok saghkli bir yaklasim degildir. Saglikli kantitasyon yapmak,
kontaminasyonu en aza indirgemek, hizla sonuca ulagsmak, 6zgiilliigii yiikseltmek ve
cok sayida klinik 6rnegi calisabilmek icin real-time PCR formati gelistirilmistirlos.

Real-time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis
gosteren floresan sinyalinin 6lgiilmesiyle, {iriinleri tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin
kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metotdur'®. DNA’nin
cogaltimmi ve Gen anlatimmnin analizini degistiren bu metot ile geleneksel PCR

yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. Birgok isimlendirilme yapilan bu teknoloji
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yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi

cesitli adlarla da isimlendirilmektedir'®’

.PCR c¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve
monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢cogaltma yontemidir. Sicaklik dongiileri ve
floresan okunmasi ayni cihaz i¢inde ve aymi tlip i¢inde gerceklesmektedir. Boylece
hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire i¢cinde tespit edilebilmektedir.
Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma isleminin, hem de ¢ogaltilan iirlinleri tespit etme
isleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir yontem haline getirmistir. Ayrica
tiipler agilmadan test tamamlandig1 i¢in kontaminasyon riski de azalmaktadir. Real-time
PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen {irtin varliginin tespit edilmesi ¢esitli
sekillerde yapilabilir:

Bunlardan biri 6zgiil olmayan bir yontem olan ¢ift zincirli DNA boyalarinin
kullanilmasidir. Bu amagla en sik kullanilan boya SYBR Green I’dir. Primerlerin
baglanmasinmi takiben gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve buna bagli olarak
yayilan floresans miktarinda artis gozlenir. Elde edilen floresansin istenen hedef
bolgenin amplifikasyonuyla m1 gergeklestigi, yoksa non-spesifik bir iiriin mii oldugunu
anlayabilmek ic¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir. Cogaltilan hedefin
0zgil olarak tespit edilmesi amaciyla isaretli problar kullanilir. Prob formatlar1 arasinda
en siklikla FRET (Fluorescens Resonance Energy Transfer), Tagman ve ‘“Molecular
Beacons” yer almaktadir'®.

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan
alanlarini olusturmaktadir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini
belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP (single
nucleotide  polymorphism/tek  niikleotid  polimorfizm)  analizi, kromozom
bozukluklarmnn tespiti gibi calismalarda da kullanim alanlari mevecuttur'®.

Bugiin bir¢cok arastirma ve tani laboratuvarlarinda kullanilan real-time PCR

cihazlart mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasiteleri, eksitasyon-

emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari ile ayrilirlar.
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2.10.1.2.4.1. Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi SYBR Green I

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I” yontemi
kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan cogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak “real-time” PCR
cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanl olarak artar. “SYBR Green I en
fazla kullanilan boya ¢esitidir ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga
boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiiclik oluguna baglanan boya 30
amplifikasyon déngiisii sonrasi yalmzca aktivitesinin % 6’sim kaybeder' .

Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler
ve “SYBR Green I” boyas1 bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii cok
az bir floresan 151ma yapar. Primerler baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift
zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baglar. Baslangigtaki dongii boyunca
sinyal zayiftir; irlin miktar arttik¢a floresan miktar1 hizla artar ve bu artis “real-time”

cihazinin monitériinden izlenebilir'® (Sekil 2.7).

“SYBR Green™ boya DA Cift iplikli oldu-
Sunda DMNAYvya badlanalkilir.

DrAmin ikl Zincin birbirinden aynidinda “SYBR
CGreen” boyva serbest hale gecer

® S
D

Polimerizasyvon tamamilanchanda “SYBR Green™
boya ciff iplikli DNAya badlanir ve floresan 1isima
W ar.

Sekil 2.7. Sybr Green yontemi.

Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler
ile ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak verir. Floresan isaretli problara
ihtiyag gostermedigi i¢cin maliyeti ucuzdur. Bunun yani1 sira yontemin dezavantajlar1 da
vardir. Istenmeyen PCR fiiriinlerin ¢ogalmasi ile yine floresan agiga ¢ikacagindan her

zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigin1 isaret etmez yanlis pozitif sonug¢ almak
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miimkiindiir. Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile
baglanmalar1 sonucunda “primer dimer”leri olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA
bolgelerinin olusumu ile floresan 1sima gozlenebilir. Cogaltilan DNA’nin istenilen
hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek i¢cin DNA’larin erime egrisi analizleri
(“melting curve”, “dissociation”) yapilmasi gerekmektedir. Erime egrisi analizi
yapilmak istendiginde cihaz PCR tiiplerini yavasca 1sitmaya baslar. Cift zincirli DNA
birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature= Tm) floresan boya serbest
kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her bir DNA’nin belirli bir erime sicakligi
(Tm) derecesi vardir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA parcalarinin uzunluguna ve
icerdigi GC/AT oranina baghdir. Spesifik olmayan iiriinlerin ¢ogalmasinda (primer
dimer’lerinde) aradigimiz DNA parcasinin Tm derecesi arasinda farklilik olacaktir. Tm
derecesinin farkli olmasi1 her iirliniin kendine 0zgii uzunlugu ve gen dizisi
icermesindendir. Bu yiizden Tm sicaklig1 her {iriin i¢in 6zeldir. Cogunlukla bu yontemle
bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak istendiginde yontem giivenilir bir sekilde

kullanilabilir'® (Sekil 2.7).

2.10.1.2.4.2. Ozgiil Belirleme Sistemi

DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen bdlgesi 6zel bir bolge ise bu bolgenin
tespit edilmesinde floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda “TaqMan”
prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon prob ve “Scorpion” primer

gibi floresan isaretli problar kullanilarak yapilan yontemler gelmektedir.

2.10.1.2.4.2.1. “TaqMan Probe” Yontemi

“TagMan probe” yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual labeled probe”
veya “5' nuclease probe” olarak da adlandirilmaktadir. “TagMan® probe” yontemi
cogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli
bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-
FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6- karboksitetrametil-rodamin= TAMRA). 3’ ugtaki
baskilayict  TAMRA boyast 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini
engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglanma durumunda bile floresan sinyal dl¢iimii
diisiiktiir. Cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi iizerinde primerler baglanma

bolgeleri arasinda “Taq Man” problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan

43



yeni zincir olugmaya baslar. Probun baglh oldugu bélgeye gelindiginde Taqg DNA
polimeraz enzimi 5'—3 niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gecen
FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iiriin
¢ogalimi arttik¢a floresan da ona bagh olarak artmaya devam eder''°.

“TagMan probe” yonteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de
ulasilabildiginden arastiricilar i¢in avantaj saglar. Bu yontem standart bir protokolii,
kolay dizayni1 ve ¢ok az bir optimizasyonla gerceklestigi i¢in hem allelik diskriminasyon

hem de ekspresyon profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir.

2.10.1.2.4.2.2. Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekiiler boncuk yontemi hem yapist hem de ¢alisma prensibi ile “TagMan
probe” ve “SYBR Green I”” yonteminden ¢ok farklidir.

Sa¢ tokasi seklindeki yapinin yuvarlak u¢ kismi c¢ogaltilacak DNA ile
komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda 2
adet florokrom boya igermektedir. Bunlardan baskilayict florofor diger boyanin
floresansin1 engeller. Molekiiler boncuk probu soliisyon icerisinde serbest halde iken
1sima yapmaz. Cogaltilmak istenilen DNA bolgesi PCR ile ¢cogalmaya basladiginda
prob hedef DNA dizisine gore dizayn edildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda
konformasyonu degisir ve diiz, ¢ift zincirli hale gecer. Ciinkii bu yap1 termodinamik
olarak sa¢ tokasi seklinden daha kararlidir. Molekiiler boncuk hedef niikleik asit dizisi
ile hibridize olur olmaz boncuk molekiiliiniin yapisi degistiginden ve boyalarda
birbirlerinden uzaklastigindan floresan miktar1 artar. Bu teknikte olusan floresanin
6l¢iimiine dayanmaktadir'"”.

Molekiiler boncuk yonteminin en fazla kullanildig1 alanlar; genetik tarama, SNP
caligsmalari, farmakogenetik ¢alismalardir. Bu yontemde prob dizayni ¢ok dnemlidir ve
optimal sartlar saglanmadiginda 6zellikle uygun sicaklik bulunamamigsa probun sag
tokas1 seklindeki yapis1 degismeyeceginden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile

floresan 1s1ma elde edilemeyebilir''".

2.10.1.2.4.2.3. Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler” PCR cihazinda kullanilmak tizere

gelistirilmistir.
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Iki farkli prob dizayn edilmistir. 3’ ucunda floresans isaretli boya (donor), 5'
ucunda alic1 boya (acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef
niikleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya
transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince

olusan iiriin miktari ile dogru olarak artar' ',

2.10.2. Mycobacterium tuberculosis’in Radyolojik Tamsi

Reaktivasyon  tiiberkiillozunun  radyografik  bulgulari,  infeksiyonun
baslangicindan itibaren iki yil igerisinde ortaya ¢ikar. Primer tiiberkiilozun radyolojik
ozelliklerine benzer. Ayirt edici bulgular; {ist loblar1 tercih etmesi, lenfadenopati
(LAP)’1n olmamasi ve kavitasyona meyil olmasidir. Radyografik olarak;

1. Parankimal hastalik ve kavitasyon

2. Hava yolu hastalig1

3. Plevral hastalik

4. Komplikasyonlar seklinde incelenir®.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmas ve islenmesi

Bolgemizde izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)
suslarinin birinci ve ikinci segenek anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilag¢ duyarlilik paterninin
degerlendirilmesi, Coklu Ila¢ Direncli (CID) ve Yaygin Ila¢ Direncli (YID) suslarin
hizli tanisinda mutasyonlar1 tespit etmeye yoOnelik amplifikasyon ve spesifik erime
egrisi analizleri (Melting Curve) ile ayirim giiciine sahip multipleks Real-Time PCR
kullanilmasi, ayrica elde edilen fenotipik ve genotipik sonuglarin karsilastirilmasini
hedef alan bu caligmaya, 2012 Ocak - 2014 Mart tarihlerinde CU THAUM ve Bolge

Tiiberkiiloz Laboratuvarina gonderilen toplam 94 balgam 6rnegi dahil edildi.

3.1.1. Ornek Gruplar

Adana ve gevre illerinde (Antakya, Adiyaman, Gaziantep, Mersin, Osmaniye ve
Kahramanmaras) bulunan 13’4 Verem Savagi Dispanseri (Anamur, Ceyhan,
Cifteminare, Elbistan, Iskenderun, Islahiye, Karsiyaka, Kilis, Kozan, Nizip, Osmaniye,
Silitke ve Tarsus), altis1 da hastane (Adana Gogilis Hastaliklar1 Hastanesi, Cukurova
Devlet Hastanesi, Adana Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ceyhan Devlet
Hastanesi, Tarsus Devlet Hastanesi ve 6zel Adana Ortadogu Hastanesi) olmak {izere
toplam 19 merkezden gonderilen balgam Ornekleri arasindan titizlikle secilen bu
ornekler iki grupta incelenerek gruplar arasindaki farkliliklarin fenotipik ve genotipik

yansimalar1 da derinlemesine irdelenmistir.

3.1.1.1. Birinci Grup

Laboratuvarimiza 2012 Ocak - 2013 Eyliil tarihlerinde génderilmis olan 6rnekler
arasindan p-nitro-a-asetilamino-f-hidroksi-propiofen (NAP) ve immiinokromatografik
TB Ag MPT64 kart testleri sonucu MTBK tespit edilen suslardan BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) otomatize sisteminde yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonucunda CID olarak bulunmus olan 34 susa ek olarak 2013 Eyliilden &rnek
toplanmasinin sonlandig1 2014 Mart tarihine kadar gelen ardisik 6rnekler arasindan ayni

sistemle CID MTBK olarak tespit edilen 10 sus calismamizin ilk grubunu
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olusturmustur. Bu 34 susun MTBK identifikasyonunu teyit etmek i¢cin MGIT tiiplerine
asagidaki anlatildigr sekilde tekrardan MPT64 ve NAP testi yapildi. MGIT
besiyerlerinden MTBK izole edilemedigi durumlarda ise LJ besiyerine pasajlanarak
yeniden MTBK izole edilmeye calisildi.

Bu grubun molekiiler incelemesi i¢in Mickle cihazi (The Mickle lab.
Engeneering CO. LTD. Gomshall Surrey, UK) yardimiyla mekanik DNA ekstraksiyonu

yapildi ve bunun i¢in kiiltiir ortaminda iiretilen bakteriler kullanildi.

3.1.1.2. ikinci Grup

Laboratuvarimiza 2013 Eyliil-2014 Ocak tarihlerinde gonderilen ve
mikroskopik inceleme sonucu ARB (acid-resistant-bacilli)-pozitif bulunan balgam
orneklerinden BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde yapilan antibiyotik duyarlilik
testi sonucuna gore birinci segenek anti-TB ilaglardan en az birine direng tespit edilen
ornekler toplandi. 2014 Ocak tarihinden sonra gelen ARB-pozitif ardisik 6rneklerle de
bu say1 50’ye tamamlanmistir. Bu siire¢ tez doneminde 2014 Ocak—2014 Mart tarihleri
arasini kapsamistir. Bu drneklere dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon
islemleri akabinde kiiltiir islemi yapilip geriye kalan ornekler dogrudan 1,5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak MTB Real-Time PCR ekstraksiyon protokoliine gore

genetik aragtirmasi yapilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemi

Mikobakteri tilirlerinin ge¢ ve giic iiredikleri g6z oniine alindiginda hizli tireyen
diger bakterilerin elemine edilmesinin aciliyeti dekontaminasyon—homojenizasyon
konsantrasyon isleminde bir adim daha 6ne ¢ikmaktadir.

2013 Eylil sonrasinda gelen Orneklerin tamami dekontaminasyon—

homojenizasyon ve konsantrasyon iglemine tabi tutularak islenmistir.

3.1.2.1. Dekontaminasyon—-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemine
Hazirhk

N-asetil-L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) i¢in gerekli malzemeler;

NaOH 40 gr

Trisodyum sitrat dihidrat (Na;CsHsO7—2H,0) 14,5 gr
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Distile su 11t
Icerikler homojen hale gelene kadar karistirildi Karisim 120°C’°de 30 dakika

otoklavlandi. Siselere boliiniip buzdolabinda saklandi.

Fosfat tamponu (PBS) i¢in gerekli malzemeler;

Disodyum fosfat (Na,HPOj) 23,11 gr
Monopotasyum fosfat (KH,PO4) 18,16 gr
Distile su 41t

icerikler homojen hale gelene kadar karistirildi. Karisimm PH’s1 6,8 e ayarlanip

120°C’de 30 dakika otoklavlandi. Siselere boliiniip buzdolabinda saklandi.

3.1.2.2. Dekontaminasyon—-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemi
Uygulanisi

Birinci gruba ilave edilen 6rnekler ve ikinci grup orneklerin tamamina N-asetil-
L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) yontemi kullanilarak dekontaminasyon—
homojenizasyon ve konsantrasyon islemleri uygulandi. Bu islemler icin sirasiyla su
yontemler baz alindi:

1- Falkon tiipiinde gelmis olan 6rnege kendi miktar1 kadar NALC-NaOH
karisimi eklenip 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde vortekslendi. Daha sonra oda 1sisinda
15 dakika bekletildi bu siirenin asilmamasina azami 6zen gosterildi. Bu islemle diger
bakterilerin elemine edilmesi ve sayet varsa mikobakterilerin balgamin yogun yapist
icerisinde agiga ¢ikmasi saglandi. (dekontaminasyon islemi) Dekontaminasyon islemini
takiben yapilacak her islemde asepsi-antisepsi kurallarina uyulmaya 6zen gosterildi.

2- Sonra falkon tiipiiniin 45-50 ml c¢izgisine kadar 0,067 M fosfat tamponu
(PBS) (pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimiyla alt {ist edildi. Bu ¢ozelti asit-baz
dengesini sagladi. (homojenizasyon islemi)

3- Daha sonra bu karisgim 3000 g’de 15 dakika santrifiij (Eppendorf Sogutmali
Micro santriifiij cihazinda, GERMANY) edildi (konsantrasyon iglemi).

4- Santrifiyj akabinde siipernatant kisim dokiiliip dipte kalan pellet tizerine kendi
miktar1 kadar tekrar PBS tampon ¢d6zeltisi eklendi ve pipetaj isleminden sonra 0,8 ml

Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik, Trimethoprim, Azlosilin asit-(PANTA) Supplement
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eklenmis MGIT tiiptine 0,5 ml, Lowenstein-Jensen (LJ) agara (Becton Dickinson, ABD)

ise 0,3 ml oraninda rutin olarak islenen kiiltiir ekimleri yapildi.

3.2. Fenotipik incelemeler

Calisma sirasinda (2013 Eyliil-2014 Mart) gelen 6rnekler rutin uygulamalarda
yapildig1 iizere dogrudan ve teksif sonrast mikroskopik olarak inceledikten sonra
mikobakterilerin identifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen kiiltiir ortaminda
izolasyon i¢in LJ besiyeri ve MGIT 960 otomatize sistemi kullanildi. Kiiltiirde izole
edildikten sonra, MTBK tiirleri ve tiiberkiiloz dig1 mikobakteri (TDM) tiirlerinin ayrimi
i¢in ise NAP testi (Para Nitro Benzoik Asit reaktifi (p-NBA)) ve Immiinokromatografik
TB Ag MPT64 kart testleri kullanildi.

3.2.1. Orneklerin Mikroskopik Incelenmesi

Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar karbol fuksin yontemi (Ehrlich-Ziehl-
Neelsen (EZN)) ile boyandiktan sonra mikroskopik olarak mikobakteriler incelendi. Bu
inceleme gelen Orneklere hicbir iglem yapilmaksizin dogrudan (direkt ARB boyama) ve
dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon igleminden sonra (teksif sonrasi
ARB boyama) olmak tizere iki agsamada yapildi.

Ayrica, kiiltiir ortaminda {iiretilen kolonilerin morfolojik incelemesi icin de bu

boyama yontemi kullanildi.

3.2.1.1. Karbol fuksin yontemi (Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN))

Mikobakteriler hiicre duvar yapilarinda bulunan %70 yag asitleri oraniyla
boyanmalari diger bakterilere nazaran daha giictiir. Bu sebeple EZN adi verilen en eski
boyama yontemiyle asit-alkol karisimina direncli sekilde boyanirlar. Asit-alkole direngli
mikroorganizmalar 151k mikroskopunda mavi zemin lizerinde pembe-kirmizi renkte
basiller seklinde goriiliirler.

Calismamizin ikinci grubunu olusturmak icin, gelen Orneklerden yayma
preparatlar hazirlanarak EZN yontemiyle boyamalar1 yapildi ve mikroskopta mavi
zemin lizerinde pembe-kirmizi basillerin goriilmesi sonucu ARB-pozitif olarak
degerlendirildi.

EZN boyama yontemi olarak;
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1- Karbol Fuksin
2- Asit-Alkol
3- Metilen Mavisi kullanilir.

3.2.1.1.1. EZN Boyasiin Hazirlanmsi

Karbol Fuksin boyasi icerikleri

Bazik fuksin (karbol fuksin) 1 gr
Fenol kristalize Segr
Saf etil alkol 10 ml
Saf su 100 ml

%3’liik Asit-Alkol icerikleri
Hidroklorik Asit (HCL) 3 ml
%95’lik Etil alkol 97 ml

Metilen Mavisi icerikleri

Metilen mavisi 2 gr
Borax (sodyum tetra borat kristalize) S5er
Saf su 100 ml
3.2.1.1.2. EZN Boyama islemi (ARB/AARB Boyama)

Yayma sonrasi havada kurumaya birakilan preparatlara atesle fiksasyon
isleminden sonra karbol fuksin damlatildi ve 3-4 dakika bekletildi. Bu islem esnasinda
preparatlarin altindan atesle kaynamayacak sekilde iizerinden buhar ¢ikana kadar fikse
edildi. Bu sekilde bakteri porlarinin acilip karbol fuksinin hiicre igine alinmasi
saglanmis oldu. Daha sonra preparatlar cesme suyuyla yikandi. Uzerine asit-alkol
karigtmi dokiildii ve 2 dakika beklenildi. Hiicre duvar yapisinda %70 yagasiti
bulunduran Mikobakteri tiirleri asit-alkole direngli olduklari i¢in bu esnada karbol
fuksini hiicre igerisine alip geri birakmazken diger bakterilerin ise bu boyayi
birakmalar1 ve ardindaki yikama isleminden sonra zit boya olan metilen mavisi
boyasiyla da kontaminasyon olarak niteledigimiz bu bakterilerin boyanmasi saglandi.

Metilen mavisiyle boyama islemi 30-45 saniye arasinda tutuldu. Bu islemden sonra da
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her islemden sonra oldugu gibi ¢esme suyuyla yikama islemi uygulandi ve hava da
kurumaya birakilan preparatlar kuruduktan sonra 100’liik objektifte immersiyon yagi

(sedir yag1) yardimiyla incelendi.

3.2.2. Kiiltiir Ortaminda Izolasyon

Calismamizin birinci grubunun ikinci kismima ve ikinci grubun tamamina
dekontaminasyon—-homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerinden sonra kiiltiir
islemleri yapildi. Bunun i¢in mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanilan LJ agar besiyeri ve 7 mL’lik modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth iceren
BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi kullanildi.

Kiiltlir ortaminda izole edilen koloniler karsilagtirmali bir metod olan p-nitro-a-
asetilamino-B-hidroksi-propiofen (NAP) testi ve immiinokromatografik TB Ag MPT64
kart testleri uygulanarak MTBK ile TDM identifikasyonu yapildi. Miks infeksiyon
tespit edildigi durumlarda yeniden pasajlanarak MTBK suslar1 elde edildi.

3.2.2.1. Lowenstein-Jensen (LJ) Agarda Kiiltiir

Dekontaminasyon—-homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerinden sonra
rutinde ilk kiltiir yontemi olan LJ agar igerisinde 0,3 ml oraninda ekim yapilan 6rnekler
daha sonra 6-8 hafta (ortalama 42 giin) boyunca 37°C de inkiibe edildi. Ureme tespit
edilen LJ’lerle MGIT’lar arasindaki en biiyiik fark ise agarli besiyerlerinin hemen
hepsinde ortak Ozellik olan bakterilerin kromatik o6zelliklerini yansitmalaridir sivi

besiyerlerinde ise cogunlukla bu miimkiin olamamaktadir.

3.2.2.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kiiltiir

Dekontaminasyon—-homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerinden sonra
ornekler 0,5 ml oraninda rutinde ikinci kiiltiir yontemi olan MGIT a ekildikten 6-8 hafta
(ortalama 42 giin) sonra iireme tespit edilene kadar 37 °C de inkiibe edildi. 42 giiniin
sonunda pozitif sonu¢ vermeyen ornekler negatif kabul edilip, MGIT EPICENTER
sisteminde pozitif sonu¢ veren Orneklere ise Tiiberkiiloz kompleksi (MTB) ile
tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (TDM) ayrimi i¢in p-nitro-a-asetilamino-B-hidroksi-

propiofen (NAP) testi ve immiinokromatografik TB Ag MPT64 kart testi uygulandi.
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3.2.2.2.1. BACTEC MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) 960
Sistemi

Sistem baslica 3 ana baslikta incelenebilir:

1- MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)

2-BACTEC MGIT Growth Supplement (BACTEC MGIT Cogalma
Destekleyicisi)

3- MGIT PANTA antibiotic mixture (BBL MGIT PANTA antibiyotik karigim
destekli) (Becton Dickinson, ABD)

3.2.2.2.1.1. MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)

MGIT; Mikobakter Cogalma Indikatér Tiipii, 7 mL’lik modifiye edilmis
Middlebrook 7H9 Broth bazi igerir. Oleik asit, Albumin, Dekstroz, Katalaz (OADC) ile
zenginlestirilen ve Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik, Trimethoprim, Azlosilin
asit (PANTA) antibiyotik karigimi igeren tam besiyeri, mikobakterlerin kiiltivasyonunda

en sik kullanilan siv1 besiyerlerinden birisidir. (Becton Dickinson, ABD)

3.2.2.2.1.2. BACTEC MGIT Growth Supplement (BACTEC MGIT
Cogalma Destekleyicisi)

BACTEC MGIT Cogalma Destegi 15 mL Middlebrook OADC ile
zenginlestirilmistir. (Becton Dickinson, ABD)

3.2.2.2.1.3. MGIT PANTA Antibiotic Mixture (BBL MGIT PANTA
antibiyotik karisim destekli)

BACTEC MGIT broth bazinin klinik 6rnekle inokiilasyondan énce BACTEC
MGIT Cogalma Destekleyicisi/BBL MGIT Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik,
Trimethoprim, Azlosilin asit (PANTA) antibiyotik karisimi ile desteklenmesiyle

kontaminasyon azaltilmaktadir. (Becton Dickinson, ABD)

3.2.2.3. NAP Testi (Para Nitro Benzoik Asit Reaktifi (p-NBA)) Yorumu ve
Hazirlams1
BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde 42 giine kadar inkiibe edilmis ve bu

siire sonrasinda pozitiflik vermis 6rneklerin ARB islemleri sonrasinda pembe-kirmizi
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basillerin goriilmesi iizerine MTBK tiirleri ile TDM’lerin ayirt edilebilmesi i¢cin NAP
testi uygulandi. Kolonilerin MGIT besiyerinden elde edilemedigi durumlarda ise LJ
agarda lremis koloniler kullanilarak temin edildi. Bu sistemde Growth Control (GC)
MGIT tiipiiniin Growth Unit’i (GU) 400’e ulasinca (bu sonug¢ en fazla 12 giin i¢inde
gergeklesir) pozitiflik sinyali veren oOrnekler degerlendirilmeye alindi. Bu testin
sonucuna gore yorumu ise; NAP test tiipiiniin GU< 10 ise hassas olmasi goz Oniine
alarak, bu miktardan kii¢iik iireme konsantrasyonun MTBK olarak degerlendirilirken,
bu degerden yiiksek konsantrasyon degeri ise direncli yani TDM seklinde yapildi
(Cizelge 3.1.).

500 mcg/ml konsantrasyonunda p-NBA hazirlanisi;

Bir tiipte 1 ml HCL 5 ml distile su i¢inde ¢oziindii.

Farkl: bir tlipte de 0,5 gr NaOH 5 ml distile su i¢inde ¢6ziindii.

1- Oncelikle 80 ml distile su icine 4 gr p-NBA ve 1 gr NaOH pargaciklart
eklendi. Soliisyon iyice ¢oziildiikten sonra rengin sar1 olmasi beklendi.

2- pH indikatorii olarak kullanilacak 1 damla Phenolphthalein damlatildi. Rengin
pembeye donmesi beklendi.

3- Renk tekrar sar1 oluncaya kadar (pH nétr) dnceden hazirlanmig olan diliie
HCL’den 3-4 damla damlatildi. HCL’yi damlattiktan sonra olusan beyaz ¢okelti (tuz
cOzeltisi) yok oluncaya kadar karistirildi. Karistirildigi halde beyaz pargalarin
kaybolmamasi1 ise ortamin fazla asidik oldugunu gosterdi. Bunun iizerine dilue
NaOH’den birka¢ damla daha damlatildi ve tekrar karistirildi. Fazla NaOH eklendigi
durumda da rengin tekrar pembeye dondiigli goriildii. Final soliisyon berrak sar1 renge
gelene kadar igleme devam edildi ve berrak sar1 olunca isleme son verildi.

4- Son olarak son hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.

5- Hazirlanan soliisyon kiiciik siselere boliinerek 120°C’de 10 dk otoklavlanda.

2 -8°C de 2 ay stabil bir sekilde kullanildi.

3.2.2.3.1. NAP Testinin Uygulanis1

1- Iki MGIT tiipiiniin birincisi Growth Control (GC) ikincisi NAP tiipii
olarak barkotland1 ve hasta kaydi yapildi.

2- GC ve NAP tiipleri igerisine Growth Supplement+tMGIT PANTA

Antibiyotigi (¢ozlilmiis) karisimindan 0,5 er ml eklendi.
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3- NAP tiipii igerisine 0,1 ml p-NBA reaktifi eklendi.

4- ARB boyanmis basillerin bulundugu MGIT Tiipiinden 1/4 oraninda
steril distile su ile sulandirilip hazirlanmis siispansiyonundan her iki tiipe 0,5 ml
ekim yapild1.

5- ikili barkod tastyicilarina GC tiipii sola, NAP sisesi saga yerlestirildi.

6- Barkod okutularak cihaza yerlestirildi.

7- 12 giiniin sonunda yorumlamaya geg¢ildi.

3.2.2.4. Immiinokromatografik TB Ag MPT64 Kart Testi

MTBK tiirlerinin hiicre yapisinda bulunan 23 kDa agirligindaki proteinleri
emdirilmis olan MPT64 kart (Becton Dickinson, ABD ) testine MGIT Kkiiltiir ortaminda
tireyen mikobakteri kolonilerinden 0,1 ml alinip teste eklendi ve 15 dakika bekletildi.
Bu siirenin sonunda sadece kontrol ¢izgisinin ¢ikmasi tiiberkiiloz disit TDM tiirlerinin
varhi@imi gosterirken, kontrol ¢izgisiyle beraber TB ¢izgisindeki ufak bir belirti ise
MTBK tiirlerinin varliginin olabilecegini gosterdi (Sekil 3.1). Kolonilerin MGIT
besiyerinden elde edilemedigi durumlarda ise LJ agarda liremis koloniler kullanilarak

temin edildi (Cizelge 3.1).

ekil 3.1 Mpt64 kart testi: TB pozitif

Cizelge: 3.1. P-nitro-a-asetilamino-f-hidroksi-propiofen (NAP) test sonucu ve immiinokromatografik TB
Ag Mpt64 kart test sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi.

P-Nitro-a-Asetilamino-p-Hidroksi- immiinokromatograﬁk TB Ag Mpt64 Kart Test Sonucu
Propiofen (NAP) Test Sonucu Tek Cizgi (I) iki Cizgi (IT)
Tek Tiip (I) Gegersiz MTBK
iki Tiip (IT) TDM Koinfeksiyon

54




3.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri (ADT)

Rutinde MGIT besiyerinden elde edilen kolonilerle yapilan ADT leri, 6rneklerin
MGIT tan elde edilemedigi durumlarda LJ agardan saglanarak uygulandi.

Bunun i¢in her 6rnege ayr bir falkon tlipti alinip 4 ml steril distile su eklendi ve
LJ agarda iiremis kolonilerden 3-4 koloni alinarak iyice ezildi. Bunun ardindan MGIT
antibiyotik duyarlilik testinde uygulanan islemler sirasiyla gerceklestirilerek ADT
yapilmis oldu.

Birinci grubun Eyliil 2013 tarihinden 6nce gelen 6rneklerine BACTEC MGIT
960 otomazite sisteminde uygulanan ADT’leri birinci grubun ikinci kismi ve ikinci
grubun tamami i¢in de ayni sekilde uygulanmis olup birinci segenek ilaglara karsi
diren¢ durumuna bakildi.

Her iki gruptaki suslarin ikinci secenek ilaglara karsi diren¢ durumu LJ agar

proporsiyon yontemi ile aragtirildi.

3.2.3.1. Birinci Secenek flaclara Karsi Diren¢ Durumunun BACTEC MGIT
960 Otomatize Sistemi ile Tespiti

Birinci grubun 2013 Eyliil aymna kadar olan kismu CID-MTBK suslarindan
olustugu i¢in bu tarihten sonra gelen ve ikinci grup 6rneklerin tamamina MGIT SIRE
(Streptomycin, Isoniazid, Rifampicin, Etambutol) kiti (Becton Dickinson, ABD)
antibiyotik duyarlilik testi uygulandi.

3.2.3.1.1. Antibiyotik Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Antibiyotikler MGIT SIRE kiti i¢inde liyofilize halde iiretici firma tarafindan
saglandi. Liyofilize halde bulunan bu ilag siseleri sulandirilarak stok soliisyonlar
hazirland1 (Cizelge 3.1). Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su eklendi
ve tamamen c¢oOziinene kadar karistirildi. Daha sonra sulandirilmis her bir ilag

sisesindeki antibiyotikler insiilin ignelerine ¢ekilerek stoklandi.

3.2.3.1.2. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz MGIT Tiiplerinin Hazirlanmasi
MGIT antibiyotik duyarlhlik testi baslica 4 asamadan gegilerek hazirlandi;
1- Her hasta 6rnegi i¢in 5 adet MGIT tiipii alind1 ve lizerleri yazildi. (Hasta

barkotlariyla beraber Kontrol tiipiine K, ila¢ eklenecek olan tiiplere ise sirasiyla
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Streptomycin (S), Isoniazid (I), Rifampicin (R) ve Etambutol (E) olacak sekilde).
Kontrol tiipiiniin sulandirilmasi i¢in 6rnek sayisi kadar falkon tiiptine 10 ml steril
edilmis distile su ¢ekildi.

2- Her tiipe aseptik sartlarda 0,8 ml BACTEC MGIT 960 SIRE Supplement
(Oleic acid, dextros, catalase, bovine albumin, polyoxethylene stearate) eklendi.

3- Dort SIRE tiipiiniin her birine aseptik kosullar altinda, firma Onerileri
dogrultusunda sulandirilmis liyofilize ilag soliisyonlarindan bir mikropipet yardimiyla
100 pL eklendi (Cizelge 3.2). Kontrol tiipiine ise antibiyotik eklenmedi.

4- Daha sonra MGIT tiipiiniin preparat yayma sonucu ARB’de pozitif olarak
yorumlanmis olan hasta 6rnegi alt st edilip 2,1 ml ¢ekildi ve 0,1 ml’si 10 ml steril
distile su eklenerek sulandirilmak {izere hazirlanan falkon tiipiine eklendi. Geriye kalan
2 ml ise 0,5’er ml olmak iizere antibiyotik eklenmis MGIT tiiplerine konuldu. 0,1 ml
eklenerek sulandirilmig falkon tiiptinden 0,5 ml alinarak kontrol tiipline eklendi.
BACTEC MGIT 960 sistemine yerlestirildi ve 12. giiniin sonunda grafik yorumuyla
beraber ila¢ direncliligi tespit edildi.

Cizelge 3.2. MGIT tiiplerine eklenen ila¢ konsantrasyonlari.

) Liyofilize Sulandirim MGIT Tiiplerine Son

Hla¢ Antibiyotik Sonrasinda Eklenmesi Konsantrasyon
Iceren Flakon Konsantrasyon Gereken Voliim

MGIT SM 332 ug 83 ug/ml 100 pl 1.0 pg/ml

MGIT INH 332 g 8.3 pg/ml 100 pl 0.1 pg/ml

MGIT RIF 332 ug 83 ug/ml 100 pl 1.0 pg/ml

MGIT EMB 1660 pg 415 pg/ml 100 pl 5.0 pg/ml

3.2.3.2. ikinci Secenek Anti-TB ilaglara Karsi Ila¢ Direncinin LJ Agar
Proporsiyon Yontemi ile Tespiti

BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi ile CID-MTBK ¢ikan birinci grup
orneklerinin tamam (38 6rnek) ve aymi sistemle CID-MTBK bulunan ikinci grup
orneklerin (6 Ornek) ikinci se¢enek ilaglara duyarliliklarini incelenmek iizere LJ agar
proporsiyon ydntemi yapildi. ikinci segenek ilaglarda florokinolon (kinolon) grubundan

siprofloksasine, injektable (paranteral) ilaglardan da amikasine diren¢ oranlarina

bakildi.

3.2.3.2.1. LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

1. LJ besiyerinin tuz igerikleri
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Monopotasyum fosfat (KH2PO4) 2.4 gr

Magnezyum siilfat 0.24 gr
Magnezyum sitrat 0.6 gr
Asparajin tuzlari 3.6 gr

2. Tuzlar steril bir erlenmayer igerisine alindi ve iizerine 600 ml distile su ilave
edildi.

3. Tuzlarin ¢oziilmesi i¢in 121 °C’deki otoklavda 15 dk bekletilip daha sonra
oda sicakliginda sogumaya birakildi.

4. Taze, iri boy 25 adet yumurtanin dis kabugu iyice fircalanarak temizlendi.

5. Yumurtalar alkol veya UV lambas1 yardimiyla 1 gece boyunca steril edildi.

6. Yumurtalar steril bir balona tek tek tiim sekilde kirilip homojen hale gelinceye
kadar karistirildi.

7. Daha 6nceden hazirlanmis tuz karisimina 6nceden otoklavlanip sogutulmus
12 ml gliserol ilave edildi.

8. Hazirlanmis olan soliisyona % 2’lik malasit yesilinden 50 ml ilave edildi.
(modifiye edilmistir)

9. Onceden hazirlanmis olan yumurta karisim steril bir bezden gegirilerek filtre
edildi ve hazirlanmis olan soliisyona 1000 ml ilave edildi ve ¢alkalanarak karistirildi.

10. Hazirlanan karisimin yani besiyerinin pH degeri 6.8-7 civarinda olmasina
dikkat edildi.

11. Hazirlanan karigimin bir kismi kontrol besiyeri olarak ilagsiz sekilde steril
tiiplere 6’sar ml dokiildii.

12. Kalan besiyerine ilaglar belirlenen miktarlarda ilave edildi ve {izeri
etiketlenmis tiiplere 6’sar ml seklinde dokiildii.

13. Bu tiiplerin hepsi yatik bir sekilde koagiilatore (pastér firinina) konuldu.
80°C’de 1 saat koagiile edildi. Bu pisirme ve ayni zamanda sterilizasyon islemi 3 giin
iist liste tekrarlandi. (antibiyotiksiz besiyerleri i¢in)

14. 18-24 saat 37 °C’de sterilite kontrolii yapildiktan sonra ekim yapilincaya
kadar 2 -8 °C’de buzdolabinda saklanir.
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3.2.3.2.2. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerinin Dokiim islemi ve
flac Konsantrasyonlari

LJ igerikleri eklenmis son karisim ikisi ilagl, ikisi ilagsiz 700’er ml olmak iizere
4 kisma ayrildi. Oncelikle iki kismu ilagsiz kontroller olarak kullanilmak iizere asagidaki
sekilde hazirlandi. Her burgu kapakli tiipe 6’sar ml olmak tizere dokiiliip 80°C’de 1 saat
aralikli kontroller seklinde pastor firininda pisirildi ve bu islem 2 giin daha {iist iiste 1’er
saat olmak kosuluyla tekrarlandi. Bu sekilde kismen tindalizasyon yontemi gibi
sterilizasyon iglemi yapilmis oldu. Pisirmenin akabinde orneklerin ekilmesinden 6nce
buzdolabina kaldirildu.

Geri kalan iki kisimdan birine son konsantrasyon 4 pg/ml olacak sekilde
amikacin sulfate (AMK) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) ve digerine ise 2 pg/ml
olacak sekilde ciprofloxacin (CIP) (Sigma Aldrich,Taufkirchen, Germany) eklenerek
ilach besiyerleri agagidaki sekilde hazirlandi.

700 mI’lik karisim igerisine 50 mg/ml olarak hazirlanmis AMK soliisyonundan
56l eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar karistirildi. Bu karisim
da 6’sar ml olmak iizere dokiiliip 80°C’de 1 saat aralikli kontroller seklinde pisirildi. Bu
islem ilacsiz besiyerindeki gibi iist iiste pisirme seklinde tekrarlandi. AMK’nin, M.
tuberculosis’e karst minimal inhibitér konsantrasyonu 2 pg/ml ve altinda hassas, 4
pg/ml’de orta derecede hassas, 8 pg/ml’de orta derecede direngli, 16 pg/ml ve iizerinde
direngli olarak belirtilmektedir®'.

Dordiincii kisim olarak ayrilan 700 ml igerisine 50 mg/ml olarak hazirlanmig
Ciprofloxacin (CIP) soliisyonundan 28ul antibiyotik konsantrasyonu eklenerek
besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar karistirildi. AMK eklenmis besiyerinin
pisirimi isleminde ki gibi pisirilip besiyerleri buzdolabina kaldirildi.

3.2.3.2.3. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerine Ekim Islemi

Antibiyotiksiz LJ besiyerine Mcfarland 1 bakteri siispansiyonu 102 ve 107
olacak sekilde sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tiim 6rneklerin ekimleri yapildi. 37
°C’de kiiltiirden ekim yapildigi i¢in 2-3 hafta inkiibasyona birakildi.

Her iki antibiyotikli besiyerilerine Mcfarland 1 bakteri siispansiyonlar1 107
olacak sekilde sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tiim 6rneklerin ekimleri yapildi. 37

°C’de kiiltiirden ekim yapildigi i¢in 2-3 hafta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
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iremeyi 100 kattan daha fazla engelleyenler duyarli 100 kattan daha az engelleyenler

direngli olarak yorumlandi'" (iireme orami %1; direngli).

3.3. Genotipik inceleme

Fenotipik incelemelerle MTBK olarak tespit edilmis olan birinci grup
orneklerinin ve direk gelen drnekten isleme tabi tutulan ikinci grup 6rneklerin CID ve
YiID’e kars1 direng durumlarini genetik yénden tespit etmek i¢in multipleks Real-Time

PCR (CFX96 Real-Time PCR Bio-Rad California, USA) yontemi kullanilda.

3.3.1. Real-Time PCR

Genotipik inceleme i¢in spesifik erime egrisi (melting curve) ile direng analizi
yapan Real Time PCR cihazinda MTB/MDR/XDR (MTBK/CID/YID) detection kit
(Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection Kit Seegene/SOUTH KOREA) kullanildi.
CID’i arastirmak igin rifampicin ve isoniazidin her ikisine birden olan diren¢ durumuna ek
olarakta folorokinolon ve injektabl ilaglarin kendi gruplart igerisindeki oncelikli dnem
arzeden ortak nokta mutasyon (SNP) bolgelerine bakildi. Boylelikle rifampicin ve
isoniazid direngliligine ek olarak bir folorokinolon ve bir injektabl ilacin direncliligi
bulunan suslar ise YID olarak belirlendi.

Real-Time PCR cihazinda MTB/MDR/XDR kiti CID igin 7 isoniazid, 18
rifampicin ilag direng bolgesi tespit ederken, YID icin ise florokinolon grubundaki ilaglarin

7’sini injektabl ilaglarinda 6’sini tespit edebilmistir (Cizelge 3.3.).

3.3.1.1. DNA Ekstrasyonu

Birinci grup Ornekleri i¢in DNA ekstraksiyonu Kkiiltiir ortaminda {iretilen
bakterilerle saglanarak Mickle cihazinda mekanik ekstraksiyon protokolii uygulandi.
Ikinci grup drneklerin ise (direk ARB-pozitif balgamdan) Real-Time PCR ekstrasyon
protokolii kullanilarak bakteriyel DNA’s1 elde edildi.

3.3.1.1.1 Real-Time PCR I¢in Mickle Ekstraksiyon

Birinci grup orneklerden kati ve sivi kiiltiir ortaminda {iretilen koloniler Real-
Time PCR’da degerlendirilmek iizere Mickle cihazinda asagidaki sekilde ekstrakte
edildi (Sekil 3.2). Ekstraksiyon isleminde, MGIT besiyerinden elde edilen kolonilerle
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yapilan ADT’leri, Orneklerin MGIT’tan elde edilemedigi durumlarda LJ agardan
saglanarak uygulandi.

LJ besiyerinde tiretilip fenotipik olarak MTBK oldugu belirlenen koloniler 4 ml
steril distile su igerisinde silispanse edilerek, LJ besiyerlerinin degerlendirilemedigi hasta
orneklerinde ise fenotipik olarak MTBK teshisi alan MGIT kiiltiir tiipleri dogrudan
kullamildi. islemler asagidaki gibi uygulandu:

1- Bakteri siispansiyonlar1 3000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

2- 1,5’luk mikrosantrifiij tiiplere hasta barkot kayitlari yapildi.

3- Santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kisminin bir boliimii dokildii.

4- Daha sonra pastor pipetiyle pellet kismindan 0,5 ml alinip ilgili hasta
barkotun oldugu mikrosantrifiij tlipiine eklendi.

5- Onceden 80 °C’ye getirilmis 1s1 blogunda 30 dakika bekletildi.

6- Sonra ornekler 12700 rpm’de (15000 g (Eppendorf Sogutmali Micro santriifiij
cihazinda, GERMANY)) 15 dakika santrifiij edilip tisteki siv1 dikkatle dokiildii.

7- Kalan pellet tizerine 500ul Tris-EDTA (TE) Buffer eklendi ve pipetaj islemi
yapildu.

8- 12700 rpm (15000 g) 15 dakika santrifiij edilip listeki s1v1 dikkatle dokiildii.

9- Pellet lizerine 250u] TE Buffer eklendi ve pipetaj yapildi.

10- Pipetaj akabinde 100-150 hacimde cam boncuk eklenip 2 dakika Mickle
cihazinda mekanik isleme tabi tutuldu.

11- 12700 rpm’de (15000 g) 15 dakika santrifiij edildi.

12- Santrifiij islemi akabinde iistte ki stvi DNA olarak alindi.

13- -20 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.2. Mickle cihazi.
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3.3.1.1.2. MTB Real-Time PCR Ekstraksiyon Protokolii

Ikinci grup 6rneklerinden ARB-pozitif érneklere direk balgamdan ekstraksiyon
islemi ¢alismada kullandigimiz Anyplex™ II MTB/MDR/XDR Detection Kit ambalajinda
bulunan ekstraksiyon soliisyonlart yardimi ile kullanici talimatlarina gore uygulandi.

Ekstraksiyon iglemi igin sirasiyla su yollar izlendi:

1- Ornege 1 ml distile su eklenip ve 15000 g’de (13000 rpm) 5 dakika santrifiij
edildi. Pipet yardimiyla siipernatant kismi atildi.

2- Geriye kalan pellet kismina ekstraksiyon protokolii icerisinde yer alan DNA
Extraction Solution’dan 100 pl eklenip ve 30 saniye vortekslendi.

3- Karisim 1s1 blogunda 100°C’de 20 dakika bekletildi.

4- Daha sonra 15000 g’de (13000 rpm) 5 dakika santrifiij edildi.

5- Santrifiij isleminden sonra siipernatant kissm DNA olarak alindi ve her 6rnek
calismasi i¢in 5 pl kullanilmak iizere -20°C’de muhataza edildi.

Hem Mikle cihaziyla ekstrasyon islemi hemde Real-Time PCR ekstrasyon
islemleri sonrasinda Real-Time PCR cihazinda genotipik olarak ilag¢ duyarlilik testine

gecildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. CFX96 Real Time PCR cihazi.

3.3.1.2. Real-Time PCR Amplifikasyon

Birinci ve ikinci grup Orneklerin ekstrasyonlar1 yapildiktan sonra Real-Time
PCR’in MTB/MDR/XDR (MTBK/CID/YID) protokoliine gére her érnek igin 2 tiip
hazirlandi. Birinci tiipe 6rnegi CID acisindan incelemek iizere MTB/MDR primerleri

eklenirken, ikinci tiipe YID acisindan incelenmek iizere MTB/XDR primerleri Cizelge

3.3 deki gibi eklendi.
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Amplifikasyon asamalar1 ise asagidaki gibi uygulandi:

1. 95 °C’de 15 dakika (ilk denaturasyon) 1 dongii
2. 95 °C’de 0,5 dakika (denaturasyon)
60 °C’de 1 dakika (baglanma (annealing)) 50 déngii
72 °C’de 0,5 dakika (uzama (extension))
3. 55°C’de 0,5 dakika 1 dongii

4. 55-85°C’de her 5 saniyede bir 0,5 °C artiriliyor (Melting Curve) (5 sn/0,5 °C)

Cizelge 3.3. MTB/MDR/XDR amplifikasyon karisimi protokolii

icerik Hacim
gert MTB/MDR Protokolii MTB/XDR Protokolii

4x MTB/MDR 5l ;

4x MTB/XDR - 5l

4x PCR Master Mix(MM) 5l 5l

RNase- Free Water 5ul Sl

Ornek DNA 5ul 5ul
TOTAL 20 pl 20 pl

3.4. Elde Edilen Sonuclarin Yorumlanmas: ve Istatistiksel Analiz

Birinci ve ikinci gruptaki orneklerin tamami Real-Time PCR cihazi analiz
sisteminde (Seegene Viewer, South Korea) CID ve YID agisindan irdelenmis oldu
(Cizelge 3.4). Fenotipik ve genotipik inceleme bulgular1 gruplar da dikkate alinarak
karsilastirildi. Istatistiksel analiz icin Fisher Exact Test Ki Kare kullamldi ve
karsilagtirmalarda istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alind1 (SPSS 21.0 versiyonu,

IBM).

Cizelge 3.4. Multipleks Real-Time PCR ile CID ve YID MTBK tespitinde kullanilan mutasyonlar.

g:::ﬁm Ila¢ l(l}g;ll: Mutasyon
L511P (CTG—CCG), Q513K (CAA—AAA), Q513L (CAA—CTA),
Q513P (CAA—CCA), 513-516 3 a.a eksikligi, D516V (GAC—GTC),
RIF rpoB D516Y (GAC—TAC), S522L (TCG—TTG), S522Q (TCG—CAQG),
(18 mutasyon) H526C (CAC—TGC), H526D (CAC—GAC), H526L (CAC—CTC),
CciD H526N (CAC—AAC), H526R (CAC—CGC), H526Y (CAC—TACQ),
S531L, (TCG—TTG), S531W (TCG—TGG), L533P (CTG—CCG)
INH KatG S3151 (AGC—ATC), S315N (AGC—AACQ), S315T (AGC—ACC),
(7 mutasyon) S315T (AGC—ACA)
InhA -15 (CT), -8 (TA), -8 (TC)
FQ A90V (GCG—GTG), D94G (GAC—GGC), D94N (GAC—AACQC),
. (7 mutasyon) gyrA S91P(TCG—CCG), D94H (GAC—CAC), D94Y (GAC—TACQ),
YID D9%4A (GAC—GCCO)
Injectable rrs 1401 (AG), 1402 (CT), 1484 (GT)
(6 mutasyon) | eis -37 (GT), -14 (CT), -10 (GA)
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4. BULGULAR

Bolgemizde izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)
suslarinin birinci ve ikinci se¢enek anti-TB ilaglara kars1 diren¢ durumunun rutin olarak
uygulanan fenotipik testlerle ve Ulkemizde rutin tiiberkiiloz tam algoritmasinda yeri
olmayan multiplex Real-Time PCR yontemi ile belirlenmesini, ayrica elde edilen
fenotipik ve genotipik sonuglarin karsilastirilmasini hedef alan bu ¢alismada, birinci
grupta fenotipik olarak CID (MDR) bulunan 44 kiiltiir 6rnegi, ikinci grupta ise ARB

pozitif 50 balgam 6rnegi olmak {izere toplam 94 6rnek degerlendirildi.

4.1. Fenotipik inceleme Bulgularinin Degerlendirilmesi

Birinci gruptaki 44 ornekten 26’sinin (% 59.1) ARB pozitif oldugu goriildii.
Birinci gruptaki Orneklerin 21’inde (% 47.7) LJ agar besiyerinde iireme varken,
BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi ile biri disindaki hepsinde (% 97.7) iireme
goriildii. Ikinci grupta bu sayilar sirastyla 16 (% 32.0) ve 47 (% 94.0) idi (Cizelge 4.1).
LJ besiyerindeki tireme orani ikinci grupta ¢ok diisiik goriilse de, gerek LJ gerekse
MGIT icin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sirasiyla

p=0.142 ve p=0.620, Fisher exact Ki kare testi).

Cizelge 4.1. Fenotipik inceleme sonuglarinin gruplara dagilimi.

R 1. Gru 2. Gru Toplam
Fenotipik Incelemeler Sayi ("/E))) Sayi ((;:) Sayll) (%)
ARB Poz 26 (59.1) 50 (100) 76 (80.9)

Neg 18 (40.9) 0 18 (19.1)
LJ Poz 21 (47.7) 16 (32.0) 37 (39.4)
Neg 23 (52.3) 34 (68.0) 57 (60.6)
Poz 43 (97.7) 47 (94.0) 90 (95.7)
MGIT Neg 1(2.3) 3(6.0) 4(4.3)
STR R 27 (61.4) 11(22.9) 38 (41.3)
S 17 (38.6) 37 (77.1) 54 (58.7)
INH R 44 (100) 11(22.9) 55 (59.8)
S 0 37 (77.1) 37 (40.2)
MGIT SIRE ap R 44 (100) 6(12.5) 50 (54.3)
S 0 42 (87.5) 42 (45.7)
EMB R 12 (27.3) 4(8.3) 16 (17.4)
S 32 (72.7) 44 (91.7) 76 (82.6)
CIP R 2 (4.5) 0 2 (4.0)
LJ Agar S 42 (95.5) 6 (100) 48 (96.0)
Proporsiyon R 1(2.3) 0 1(2.0)
AMK S 43 (97.7) 6 (100) 49 (98.0)
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Birinci grupta ARB pozitif 26 ornekten 12°sinde (% 46.2), ARB negatif 18
ornekten ise 9’unda (% 50.0) LJ besiyerinde iireme tespit edilmisken, BACTEC MGIT
960 otomatize sisteminde ARB(-) bir 6rnek disinda tamaminda iireme goriildii. Boylece,
ARB pozitif ve negatif o6rnekler arasinda da LJ ve MGIT pozitifligi agisindan fark
bulunmadi (sirastyla p=1.000 ve p=0.409, Fisher exact Ki kare testi) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. CID MTBK &rneklerinin mikroskopik inceleme ve kiiltiir sonuglarinin karsilastirilmast.

Kiiltiir ARB(+) - 26 6rnek ARB(-) - 18 6rnek Ki Kare Testi
Say1 (%) Say1 (%)
LJ Poz 12 (46.2) 9 (50) p=1.000
Neg 14 (53.8) 9 (50)
MGIT Poz 26 (100) 17 (944 p=0.409
Neg 0 1

Kiiltiir sonras1t MTBK identifikasyonu i¢in yapilan NAP ve MPT64 testleri
sonucunda yalniz ikinci gruptaki bir 6rnekte TDM izole edildi, yine ayni1 gruptaki bir
baska ornekte ne LJ, ne de MGIT ile lireme goriilmedi. MTBK yoniinden kiiltiir negatif
olan bu iki Ornek fenotipik olarak ADT’de degerlendirilemezken, molekiiler olarak
multipleks Real-Time PCR ile arastirildi.

Birinci secenek anti-TB ilaglara karsi diren¢ durumunun fenotipik incelenmesi
icin mikobakteriyolojide rutin uygulanan BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde
SIRE kiti yardimi ile streptomycin, isoniazid, rifampicin ve ethambutol i¢in yapilan
ADT sonucunda direngli bulunan 6rnek sayilar birinci grupta sirasiyla 27 (% 61.4), 44
(% 100), 44 (% 100) ve 12 (% 27.3), ikinci grupta da 11 (% 22.9), 11 (% 22.9), 6 (%
12.5) ve 4 (% 8.3) olarak bulundu (Cizelge 4.1). Birinci grup CID MTBK suslardan
olusturulmus iken, ikinci gruptaki rifampicine direngli 6 susun tamaminin isoniazide de
direngli oldugu gériildii ve CID olarak tanimlandi. Ayrica, bu 6 CID sustan 5’i aym
zamanda streptomycine, 2’si de streptomycin ve ethambutola direncli idi.

Calismamizda CID MTBK suslarin ikinci secenek anti-TB ilaclara karsi direnc
(mindr direng) durumunun fenotipik incelenmesi i¢in kullandigimiz ve rutin tanida daha
standardize edilmemis olan LJ agarda proporsiyon yontemi ile florokinolon grubunu
temsilen ciprofloxacin, injektabl ilaglar1 temsilen de amikacin i¢in yapilan ADT
sonucunda, birinci gruptaki CID suslardan ikisinin (% 4.5) yalniz ciprofloxacine, birinin
(% 2.3) de yalmz amikacine direncli oldugu bulunmus iken, ikinci gruptaki 6 CID susun
higbirinde minér direng tespit edilmedi (Cizelge 4.1). Boylece, fenotipik olarak YID
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(XDR) bulunamazken, ii¢ CID susumuz 6n-YID (pre-XDR) olarak tanimlandi. Goze
carpan bir diger bulgu da bu 3 &n-YID sustan birinin ARB negatif olmasi, iistelik, bu
ornegin Eyliil 2013 tarihinden sonra gelmis olmas1 idi. Ayrica, birinci gruptaki 34 CID
susa ¢alismanin basladig1 Eyliil 2013 tarihinden itibaren eklenen 10 CID sustan 4’iiniin
ARB negatif, 6’sinin da ARB pozitif oldugu gorildii.

4.2. Multipleks Real-Time PCR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Susglarin direng durumunun genetik yonden incelenmesi i¢in yeni bir multipleks
Real-Time PCR kiti yardimi ile 6rneklerde hem MTBK varligi, hem de CID igin
isoniazid ve rifampicin, YID i¢in de florokinolonlar ve injektabl ilaglara kars1 direngten
sorumlu tutulan muhtemel nokta mutasyonlarinin varliginin arastirildigi ¢alismamizda,
birinci grubu olusturan 44 kiiltiir 6rneginden Mickle yontemiyle elde edilen DNA
ekstraktlarinin tamaminda MTBK bulunmusken, ikinci gruptaki 50 ARB pozitif
islenmis balgam Orneginden kitteki hazir ekstraksiyon protokoliine gore elde edilen
DNA ekstraktlarindan 48’inde (% 96.0) MTBK varligi tespit edildi (Cizelge 4.3).

Ayni kit ile birinci gruptaki kiiltiir 6rneklerinin 37’sinde (% 84.1) isoniazide,
40’mda (% 90.9) da rifampicin direncinden sorumlu nokta mutasyonu tespit edilmisken,
ikinci grupta bu sonuglar sirasiyla 8 (% 16.0) ve 6 (% 12.0) olarak bulundu. Yine birinci
gruptaki CID suslardan ikisinde (% 4.5) florokinolonlara, birinde (% 2.3) de injektabl
ilaglara kars1 direngten sorumlu tutulan nokta mutasyonu bulunmusken, ikinci gruptaki
balgam oOrneklerinin higcbirinde ikinci se¢enek anti-TB ilag direnci tespit edilemedi.
Boylece, Real-Time PCR yontemi ile CID olarak tanimladigimiz 6rnek sayis1 birinci
grupta 35 (% 79.5), ikinci grupta da 5 (% 10) iken, YID agisindan degerlendirmenin ise

fenotipik yontemin sonucu ile tamamen uyumlu oldugu goriildi (Cizelge 4.3 ve 4.4).

4.3. Fenotipik Inceleme ve Real-Time PCR Sonuclariin Karsilastiriimasi

CID MTBK pozitif kiiltiir érneklerinden olusturulan ve molekiiler inceleme igin
kiiltiirden ekstrakte edilen DNA 6rneklerinin degerlendirildigi birinci grupta multipleks
Real-Time PCR ile biitiin 6rneklerde MTBK varlig1 tespit edildi. Kiiltiir ortaminda
izolasyon altin standart kabul edildiginden, sectigimiz molekiiler yontemin duyarliligi
bu grup i¢in % 100 iken, her iki yontemle de negatif sonu¢ ¢ikmadig: i¢in 6zgulliigi

hesaplanamadi. DNA ekstraksiyonu i¢in dogrudan islenmis balgam O&rneklerinin
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kullanildig1 ikinci grupta ise, fenotipik identifikasyon sonucunda TDM tanisi alan tek

ornekte molekiiler olarakta MTBK varlig1 gosterilemezken, kiiltiir negatif olan yine tek

ornek Real-Time PCR ile duyarlt MTBK tanis1 aldi, kiiltiir pozitif ve tamamen duyarl

orneklerden birinde molekiiler olarak MTBK varlig: tespit edilemedi. Boylece, ikinci

grup i¢in Real-Time PCR’mn duyarlilig1 % 97.9, 6zgiilliigii de % 50 olarak hesaplandi
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Fenotipik inceleme ve Real-Time PCR sonuglarinin karsilastirilmasi ve gruplara dagilimi.

Fenotipik incelemeler

Antibiyotik Duyarhlik Test (ADT)
ARB MTBK Sonuclaria Gore Diren¢ Durumu®
Real- (Toplam (Toplam INH RIF CIP AMK
Time |Grup® 94 brnek: 94 brnek: (Toplam (Toplam (Toplam (Toplam
PCR Gl-44, G2- 50) [Gl- 44, G2- 50) 92 sus: 92 sus: 50 CiD sus: 50 CiD sus:
Gl1-44, G2-48) | G1-44, G2-48) | G1-44,G2-6) | G1- 44, G2-6)
Poz Neg Poz Neg R S R S R S R S
Say1 Say1 Say1 | Say1 | Sayi Say1 Say1 Say1r | Sayr | Say1 | Sayr | Sayi
(%) (%) ) | ) | B (%) (%) ) | O | o | C0) | B
1 Poz[26 (100)[18 (100)[44 (100)[ 0 [44(100)] 0 [44(100)] 0 [2(100)42 (100)[[ (100)[43 (100)
Neg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Poz| 48 96) | 0 |47(97.9)[1 (50) |11 (100)[36 (97.3)| 6 (100) l41 (97.6)| 0 [6(100)| 0 |6 (100)
MTBKIG2 (| 5@ 0o |1tenlieso]l o l1en]| o |1eal o 0 0 0
Toptam POZ[74 974) 18 (100)[91 (98.9) 1 (50) [55 (100)[36 (97.3)|50 (100) 41 (97.6)[2 (100) 48 (100) 1 (100) 49 (100)
PlaMinel 22601 0 |1anl1ise] o l1en| o 1ee] o 0 0 0
i R PO6o)I7Oaaf7EaD 0 BT@AD 0 P7EAD[ 0 (10035 331 (100)36 (83.7)
s |63 1667059 o |7a59] o [|7a59] o 0 |7067n| 0 70163
NH g2 R [806 0 [8a6n 0 [8727) 0 [5@3) 30| 0 [5@E3)[ 0 5833
s |46 o Jo@3.3)2000)]327.3)[37 000106739929 o [1aen| o |1a67
ToolamR |28 G617 04445 (48.9) 0 s818) 0 [42(84) | 3(7.1) [2(100)40 (83.3)[1 (100)41 (83.7)
PlaMg 148 (63.2) 1(5.6) |47 (51.1)2 (100)]10 (18.2)/37 100)| 8 (16) 39 92.9)] o |8en| o [8(16.3)
1 R [2G46[18(100)0(90.9) 0 [40(90.9) 0 [H0 (0.9 0 [2(100)38 (0.5 (10039 (90.7)
s [40549] o 40| o |40.n] o 40| o 0 14095 ]| 0 |4093)
RIF |Gz R |60 0 J6a25)] 0 f645 0 [6(100)| 0 0 |6(100)| 0 |[6(100)
s [4488)| o0 |J4287.5)2 1005 @45.5 (37 (100)] 0 |42(100)| o 0 0 0
Toolam R P8 G689/ 18 (100)[ 46 (50) | 0 [46(83.6) 0 [46(52)| 0  [2(100)44 OL7[1 (100)45 (91.8)
PlAMs 148 63.2) 0 |46 (50) 2 100)|9 16.4) 37 100)| 4(8) 4200 0 |4@83)| o |4@82
i R |1G®[1Go 265 0 [2@a5] 0 [26¢5 ] o [paow) o 0 | 2@&7)
s 5 96.2)17 94442955 0 |42955] o 2955 o 0 |42100)|1 (100)}41 (95.3)
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FQ G2 g [s0000) o [48(100)2 10011 (100)37 (100)] 6 (100) |42 (100)] 0 |6100)| 0 |6(100)
TootamR | 103 [ 166 [2@2 | 0 2660 | 0 2(4) 0 [zaooy o 0 |21
Pl 175 (98.7)17 (94.4)[90 (97.8)12 (100)[53 (96.4) 37 (100)| 48 (96) |42 100)] 0 |48 (100)|1 (100)|47 (95.9)
i R [1G®[ 0 [tey[ o [tey)][ o [1e3] o 0 | 124 [1(100) 0
) s 56218 (100043977 0 43971 0 43977 0 (100041 (97.6| 0 |43 (100)
Injekt. a2 R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ilaclar s [50100)) 0 |48 100)[2 (100)| 11 (100)|37 (100)| 6 (100) |42 (100)] 0 |6 (100)| 0 |6(100)
Tootam® |10 | 0 [tan| o |1as | o 1Q2) 0 0 | 12D [t@aoo) o
PIAMIS 175 (98.7)| 18 (100)[91 (98.9)12 (100))54 (98.2) 37 (100)| 49 (98) |42 (100)|2 (100)}47 97.9)] 0 |49 (100)
1 P8 @217 045795 0 pS(795) 0 P5(95)] 0 [(100)33 (78.6)1 (100)34 (79.1)
Negl 8 (30.8)| 1(5.6) [9205)] 0 |9205] o [9205] o 0 |9c1a| o |92209
. Poz| 5(10) | 0 [5(104)] 0 [5@55] 0 [5(833)] 0 0 |5@33)| 0 [5(833)
CID G2 Golus00) | 0 |3 89.6)2 (1006 (54.5) 37 (100)| 1 (16.7) 142 100)] 0 |167)]| 0 |1(167)
Tonlam PO%P3 G017 G4.4)[40 @35) 0 [0 727 0 [4080) [ 0 [2(100)38 (7901 (100)39 (79.6)
PAMIN 53 (69.7)| 1(5.6) [52 (56.5)2 100)15 27.3) 37 100)| 10 20) |42 100)] 0 |10 20.8)] 0 |10 (20.9)
* G1 — Birinci grup; G2 — Ikinci grup.

® R — Direngli; S — Duyarly; ikinci secenek anti-TB ilaglara kars1 direnci tespit etmek i¢in fenotipik
ADT’de florokinolonlar1 temsilen ciprofloxacin, injektabl ilaglari temsilen de amikacin kullanildi.
INH - Isoniazid, RIF — Rifampicin, CIP — Ciprofloxacin, AMK — Amikacin, FQ — Florokinolonlar.

66



Cizelge 4.4. Fenotipik olarak CID MTBK tespit edilen suslarin Real-Time PCR ile CiD MTBK agisindan
degerlendirilmesi ve gruplara dagilim.

Fenotipik inceleme Sonucu tespit edilen CiD MTBK suslar
Real-Time PCR Sonucu Grup 1 Grup 2 Toplam
Say1 (%) Say1 (%)
Pozitif 35 (79.5) 5(83.3) 40 (30)
Negatif 9.(20.5) 1(16.7) 10 (20)
Toplam 44 6 50

Gerek birinci gerekse de ikinci grupta molekiiler olarak diren¢li bulunan
orneklerin tamamu fenotipik olarakta direncli bulundular. Birinci gruptaki 44 CID
MTBK sustan 4’iinde rifampicine, 7’sinde de isoniazide kars1 direngten sorumlu tutulan
nokta mutasyonlar tespit edilemedi. Buna karsilik, ikinci grupta fenotipik olarak CIiD
MTBK tanisi alan 6 6rnegin tamami Real-Time PCR ile rifampicine, 5’1 de isoniazide
direncli bulundu (Cizelge 4.3). Diger taraftan isoniazid direnci ikinci grupta fenotipik
olarak 11 6rnekte bulunmusken, molekiiler olarak 8 drnekte tespit edildi. Boylece, ADT
altin standart olarak kabul edildiginden, multipleks Real-Time PCR yonteminin
isoniazid direnci acisindan duyarliliginin ikinei grupta % 72.7, kiiltiir pozitif toplam 92
ornek icin ise % 81.8, ozgilligiiniin de hem ikinci grup, hem de toplamda % 100
oldugu goriildii. Birinci grupta ne isoniazid, ne de rifampicine duyarli bir sus
olmadigindan her iki ila¢ agisindan Ozgiillik orani hesaplanamadi. Kullandigimiz
molekiiler yontemin rifampicin direnci agisindan ikinci gruptaki gerek duyarliligi
gerekse Ozgilliigiiniin % 100, toplamda ise duyarliliginin % 83.6, 6zgiilliigiiniin de %
100 oldugu goriildii (Cizelge 4.3). Ayrica, ¢alismanin bagladigi Eyliil 2013 tarihinden
itibaren gelen ve fenotipik olarak CID MTBK tespit edilen 6 ARB pozitif drnegin
birinci grupta kiiltiir ekstraktlarinin, ikinci grupta ise balgam ekstraktlarinin
degerlendirildigi multipleks Real-Time PCR ydntemi sonuglarmin her iki grupta da
tamamen uyumlu ¢iktig1 goriildii.

Bunlara ek olarak, birinci gruptaki érneklerden 3’iiniin ayni hastaya ait oldugu
ve Haziran 2012, Ekim 2012 ve Subat 2014 olmak {izere farkli tarihlerde alindigi
belirlendi. Bunlardan ilkinin ARB(-), ikincisinin ARB(+), {i¢ilinciisiiniin ise ARB(++)
oldugu, ancak Kkiiltiir ve fenotipik ADT sonucunda her ii¢liniin de isoniazid ve
rifampicine direngli MTBK olarak tespit edilmesine ragmen, kiiltiir ekstraktlart ile
yapilan Multipleks Real-Time PCR sonucunda tigiinde de rifampicine direngli MTBK
tespit edildigi, isoniazid direncinden sorumlu mutasyon ise tespit edilemedigi goriildii.

Hastanin tigiincii 6rnegi, Eyliil 2013 tarihinden sonra geldigi ve ARB pozitif oldugu i¢in
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aynm1 zamanda ikinci grupta da balgam ekstrakti degerlendirildi ve genotipik inceleme

sonucunun birinci gruptaki ile ayni oldugu belirlendi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Ayni hastadan farkli tarihlerde alinan ii¢ 6rnegin fenotipik ve genotipik inceleme sonuglart.

Fenotipik inceleme Sonuclar

Real-Time PCR Sonugclar1

Ornek 7\ 2B Kiiltiir ve ADT Grup 1 Grup 2
1 “) Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direncli Yok
MTBK MTBK
Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direncli
2 ™ MTBK MTBK Yok
3 (+4) Isoniazid ve Rifampicine direngli Rifampicine direngli Rifampicine direngli
MTBK MTBK MTBK
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S. TARTISMA

Mikobakteriler fizyolojik ve metabolik 6zellikleri sebebi ile iiretilmesi zor ve
zaman alict mikroorganizmalardir. Bu 06zellikleri, diger bakterilerden farkli olarak
kiiltiir bazl1 yontemlerle yapilan tan1 ve baglh olarak identifikasyon, ila¢ duyarlilik ve
fenotipe dayali tiplendirilme yontemlerinin geri doniislinii geciktirir ve duyarliliini
diistirtir. Son yillarda artan HIV insidansi ile paralel olarak tiiberkiiloz epidemisindeki
en dnemli sorunlardan biri CID MTBK suslarmin popiilasyondaki artisidir. Bu global
artisin gelecekteki ilag direncliliginin yogunlugu konusunda endise yaratmasi yaninda,
ozellikle immiin sistemi zayiflamis kisilerde ¢evreden dogrudan bulas yolu ile veya
kolonizasyon sonucu ciddi enfeksiyonlara sebep olabilen TDM suslar1 da, MTBK’dan
ayrimindaki zorluklar sebebi ile yanlis tam1 ve tedavilere yol agmaktadirlar. Bu
sebeplerle etken mikobakteri ve ilag direncinin olabildigince hizli bir sekilde
tanimlanmas1 ve takiben etkili bir anti-TB tedaviye baslanmasi infeksiyona baglh
mortalitenin 6nlenmesinde ve infeksiyon yayilimmin azaltilmasinda biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ulkemizde mikobakteriyel identifikasyonda oldugu gibi anti-TB ilaglara
diren¢ paterninin belirlenmesinde de rutin olarak kullanilan fenotipik yontemler zor ve
zaman alicidir®™'"°.CDC tarafindan 2009 yilinda, molekiiler tani testlerinin tiiberkiiloz
stiphesi olan hastalarda en az bir klinik Ornekte yayma sonucu beklenmeksizin
kullanilmas1 6nerilmis olsa da, bu kararin yerel ihtiyaclar ve ilgili resmi finansor saglik
kuruluglarinin goriisleri alinarak verilmesi gerektigi vurgulanmistir. Bu sebeple, diisiik
insidansh gelismis iilkelerde molekiiler yontemler mikobakteriyel identifikasyon ve
direng tespitinde rutin kullanilmakta iken, Ulkemiz de dahil yiiksek insidansa sahip olan
birgok iilkede rutin mikobakteriyel tan1 algoritmasinda yer alamamaktadir'".

Kontrol ve engelleme ¢alismalarinin basarisi igin en kritik nokta direngli suslarin
toplumdaki hareketlerinin izlenmesi iken, diren¢ yayiliminin engellenmesinde en
onemli tehditlerden birisi, ¢ogu TDM susunun birinci segenek anti-TB ilaglara dogal
direncli olmas1 ve CID/YID MTBK suslarinin beklenenden daha hizli yayilmasidir.
Daha o6nce o ilag ile hi¢ karsilasmamis olan vahsi veya sokak tipi mikobakterilerin
duyarli oldugu standard ila¢ konsantrasyonunda iireyebilen basiller o ilaca kars1 direngli
basiller olarak kabul edilir. DSO’niin tanimlamasina gore, M. tuberculosis suslarinda

CID; birinci segenek olarak kullanilan Rifampicin ve Isoniazid ilaglarmin her ikisine
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birden direngli olma durumu, YID ise; CiD’e ek olarak, bir florokinolon grubu
antibiyotik (ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin ve b.) ile ikinci secenek anti-TB
ilag olarak kullanilan injektabl ilaglarin (amikacin, kanamycin, kapreomycin) bir veya
daha fazlasina direncin beraber goriilmesi durumudur'".

Toplum igerisinde kontrolsiiz yayilim gosteren bu mikroorganizmalara karsi
yeni ilag gelistirmenin zorluklarina karsilik anti-TB ilaglarin kullanimina baglh direng
gelisimindeki artis sebebi ile tedavide yasanan problemler, ilag direncliligi altinda yatan
sebeplerin aragtirilmasi, koruyucu hekimligi yani “Dogrudan Gozetimli Tedavi” (DGT)
ile ila¢ kullaniminin kontrol altina alinmasi, yeni etkili as1 gelistirilmesi, mevcut
kullanilan ilaglarin diren¢ oranlariyla birlikte ilerde ne gibi direncler geliseceginin
izlenmesi ve epidemiyolojik yontemlerle mikroorganizmanin toplum igerisindeki
yayilma hareketlerinin irdelenerek tedbir alinmasi gibi yeni stratejilerin gelistirilmesine
zorlamgtir™ %1011,

Bu baglamda, bolgemizde izole edilen MTBK suslarinin birinci ve ikinci
secenek anti-TB ilaclara karsi direng durumunun rutin olarak uygulanan fenotipik
testlerle ve Ulkemizde rutin tiiberkiiloz tam algoritmasinda yeri olmayan multiplex
Real-Time PCR yontemi ile belirlenmesini, ayrica elde edilen fenotipik ve genotipik
sonuglarin karsilastirilmasini hedef alan ve birinci grupta fenotipik olarak CID MTBK
bulunan 44 kiiltiir 6rnegi, ikinci grupta ise ARB pozitif 50 balgam 6rnegi olmak iizere
toplam 94 ornegin degerlendirildigi bu ¢alisma gerek yontem gerekse de grup sec¢imi
acisindan orijinal bir ¢alismadir.

Calismamizda, birinci gruptaki CID MTBK bulunan &rneklerde pozitiflik
oranlart ARB i¢in % 59.1, LJ agar besiyeri i¢in % 47.7, BACTEC MGIT 960 otomatize
sistemi i¢in de % 97.7 idi. ARB pozitif islenmis balgam 6rneklerinden olusturulan
ikinci grupta ise pozitiflik oranlar1 LJ i¢in % 32.0, MGIT i¢in de % 94.0 idi. LJ
besiyerindeki ireme orani ikinci grupta ¢ok diisiik goriilse de, gerek LJ gerekse MGIT
icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica, ARB pozitif ve
negatif ornekler arasinda da LJ pozitifligi agisindan fark bulunmadi. Kiiltiir sonrasi
MTBK identifikasyonu icin yapilan NAP ve MPT64 testleri sonucunda yalniz ikinci
gruptaki bir 6rnekte TDM izole edildi, yine ayn1 gruptaki bir baska 6rnekte ne LJ, ne de
MGIT ile tireme goriilmedi. MTBK yoniinden kiiltiir negatif olan bu iki 6rnek fenotipik
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olarak ADT’de degerlendirilemezken, genotipik olarak multipleks Real-Time PCR ile
arastirildi.

Ulkemizde Cetin ES ve ark.’nin Isparta sehrinde klinik &rneklerden 148’inden
konvansiyonel yontemlerle mikobakteri izole ettikleri bir ¢calismada, bu izolatlarin %
92.6’sin1 (137/148) MGIT 960 sistemi ile, % 68.2°sini LJ besiyeri ile (101/148), %
31.8’ini (47/148) de yayma orneginde EZN boyama ile ARB aranmasi yontemiyle
pozitif bulmuslardir. Sonug olarak MGIT 960 sisteminin klinik 6rneklerden mikobakteri
izolasyonunda LJ kiiltiiriine gore daha basarili oldugunu gosteren arastirmacilar,
bununla birlikte, az sayida da olsa LJ’de lireme gosteren ancak MGIT 960 ile tespit
edilemeyen Orneklerin de bulunmasi sebebiyle klinik orneklerde mikobakteri
aranmasinda en iyi sonuclarin her iki yontemin birlikte kullanilmasi ile alinacagini
bildirmislerdir''®. Yine Ulkemizde yapilan baska bir ¢alismada, Bérek¢i G ve ark.
MGIT pozitif 60 klinik 6rnekten 29 (%48.3)’'unun ARB ile, 44 (%73.3)’iiniin de LJ
kiiltiir yontemi ile pozitif sonug¢ verdigini; molekiiler yontemler olan Oligo- ve PNA-
FISH analizleri ile bir 6rnegin TDM olarak tiplendirildigini ve bunun fenotipik olarak
dogrulandigini, sonug¢ olarak da, rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda MGIT
pozitif kiiltiir Orneklerinden mikobakteri tiirlerinin pahali yOntemlere gereksinim
olmaksizin, hizli ve dogru tanisi i¢in molekiiler Oligo- ve PNA-FISH yontemlerinin
kullanilabilecegini bildirmislerdir''’. Her iki ¢aligmanin bulgularinin ¢alismamizla
uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Birinci seg¢enek anti-TB ilaglara karst diren¢ durumunun fenotipik incelenmesi
icin mikobakteriyolojide rutin uygulanan BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde
SIRE kiti yardimu ile ikinci gruptaki rifampicine direngli 6 susun tamami isoniazide de
direncli bulundu ve CID olarak tanimlandi. Calismanizda CID MTBK suslarin ikinci
secenek anti-TB ilaglara karsi direng durumunun fenotipik olarak incelenmesi i¢in, rutin
tanida daha standardize edilmemis olan, yine de diger ADT’lere gore daha gilivenilir
oldugu Ulkemizde de yapilan galigmalarda gosterilmis olan LJ agarda proporsiyon

yontemi tercih edilmistir''®

. Bu yontemle florokinolon grubunu temsilen ciprofloxacin,
injektabl ilaglar1 temsilen de amikacin i¢in yapilan ADT sonucunda, birinci gruptaki
CID suslardan ikisinin (% 4.5) yalmiz ciprofloxacine, birinin (% 2.3) de yalniz
amikacine direncli oldugu bulunmus iken, ikinci gruptaki 6 CID susun hicbirinde direng

tespit edilmedi. Boylece, fenotipik olarak YID (XDR) bulunamazken, ii¢c CID susumuz
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on-YID (pre-XDR) olarak tamimlandi. Gdze ¢arpan bir diger bulgu da bu 3 6n-YID
sustan birinin ARB negatif olmasi ve daha da 6nemlisi bu 6rnegin Eyliil 2013 tarihinden
sonra gelmis olmasi idi. Ayrica, birinci gruptaki 34 CID susa ¢alismanin basladig: Eyliil
2013 tarihinden itibaren eklenen 10 CID sustan 4’iiniin ARB negatif, 6’sinin da ARB
pozitif oldugu goriildii. Bu sonucglar, ARB negatif balgam oOrneklerinin de genotipik
olarak incelenmesinin, dolayisiyla, CDC’nin de 6nerdigi gibi, hiperendemik bolgelerde
ve/veya slipheli olgularda ARB sonucu beklenmeksizin en az bir klinik 6rnekte
giivenilir bir molekiiler yéntemle erken ve dogru tan1 konulmasinin CiD/YID MTBK
yayilimimin dnlenmesinde ne kadar énemli oldugunu ortaya koymaktadir. Ulkemizde ilk
YID-TB vakalarimi 2010 yilinda bildiren Ceyhan I ve ark.’lar1, Tiirkiye genelinden 5 yil
boyunca toplanan klinik Ornekleri fenotipik yontemlerle inceledikleri bir calisma
sonucunda, 297 CID MTBK susundan 37’sinde (% 12.5) 6n-YID, 8’inde (%2.7) ise
YiD tespit etmislerdir' .

Suslarin direng durumunun genetik yonden incelenmesi i¢in yeni bir multipleks
Real-Time PCR kiti yardimi ile érneklerde hem MTBK varligi, hem de CID igin
isoniazid ve rifampicin, YID igin de florokinolonlar ve injektabl ilaglara kars1 direngten
sorumlu tutulan muhtemel nokta mutasyonlarinin varliginin arastirildigi ¢calismamizda,
birinci grubu olusturan 44 kiiltiir 6rneginden Mickle yontemiyle elde edilen DNA
ekstraktlarinin tamaminda MTBK bulunmusken, ikinci gruptaki 50 ARB pozitif
islenmis balgam orneginden kitteki hazir ekstraksiyon protokoliine gore elde edilen
DNA ekstraktlarindan 48’inde (% 96.0) MTBK varhig: tespit edildi. Aym kit ile CID
olarak tanimladigimiz 6rnek sayis1 birinci grupta 35 (% 79.5), ikinci grupta da 5 (% 10)
iken, birinci gruptaki CiD suslardan ikisinde (% 4.5) florokinolonlara, birinde (% 2.3)
de injektabl ilaclara kars1 direncten sorumlu tutulan nokta mutasyonu bulunmus, ikinci
gruptaki balgam Orneklerinin ise higbirinde ikinci secenek anti-TB ilag direnci tespit
edilemedi. Multipleks Real-Time PCR y&ntemi ile YID acisindan degerlendirmenin ise
fenotipik yontemin sonucu ile tamamen uyumlu oldugu goriildi. Gikalo MB ve ark., 70
CID MTBK susunda single-strand conformation polymorphism (SSCP) ve DNA dizi
analizi ile eis promoter ve rrs gen bolgelerindeki nokta mutasyonlarini taradiklart bir
calismada, genotipik ve fenotipik inceleme bulgularini karsilastirarak, injektabl ilag
direncinin molekiiler yontemlerle hizli tespitinde bu gen bolgelerinin uygun ve

giivenilebilir oldugunu bildirmislerdir'*’. Bizim genotipik incelemede kullandigimuz kit
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de bu 2 gen bolgesindeki muhtemel mutasyonlar1 tespit etmeye yonelik olsa da,
Georghiou SB ve ark. bunlarin disinda tly4 ve gidB gen bolgelerindeki muhtemel
mutasyonlarin da injektabl ilag direncinden sorumlu olabileceginden bahsetmislerdir'?'.

Kiiltiir ortaminda izolasyon altin standart kabul edildiginden, sectigimiz
molekiiler yontemin duyarliligt bu grup i¢in % 100 iken, her iki yontemle de negatif
sonu¢ c¢ikmadigi i¢in Ozgiilliigli hesaplanamadi. DNA ekstraksiyonu i¢in dogrudan
islenmis balgam Orneklerinin kullanildig: ikinci grupta ise, fenotipik identifikasyon
sonucunda TDM tanis1 alan tek Ornekte molekiiler olarak da MTBK varligi
gosterilemezken, kiiltlir negatif olan yine tek 6rnek Real-Time PCR ile duyarli MTBK
tanis1 aldi, kiiltiir pozitif ve tamamen duyarli 6rneklerden birinde molekiiler olarak
MTBK varlig: tespit edilemedi. Boylece, ikinci grup i¢in Real-Time PCR’1n duyarlilig:
% 97,9, ozgiilliigii de % 50 olarak hesaplandi. Fenotipik olarak TDM izole edilen,
molekiiler olarak da gerek MTBK gerekse aradigimiz direngten sorumlu bir mutasyon
tespit edilemeyen bu balgam 6rneginde Restiriksiyon Enzim Analiz (REA) yontemi ile
tiir diizeyinde genotipik identifikasyon icin Asp65 gen bolgesi spesifik TB11 ve TB12
primerleri yardimi ile amflifiye edilerek, BstEIl ve Haelll enzimleriyle kesildi ve M.
abscessus olarak tanimlandi (yayimlanmamis veri).

Her iki grupta genotipik olarak direngli bulunan 6rneklerin tamami fenotipik
olarak da direncli bulundular. Birinci gruptaki 44 CID MTBK sustan 4’{inde rifampicin,
7’sinde de isoniazid direncinden sorumlu nokta mutasyonu tespit edilemedi. Buna
karsilik, ikinci grupta fenotipik olarak CID MTBK tanisi alan 6 drnegin tamami Real-
Time PCR ile rifampicine, 5’1 de isoniazide direng¢li bulundu. Diger taraftan isoniazid
direnci ikinci grupta fenotipik olarak 11 6rnekte bulunmusken, molekiiler olarak 8
ornekte tespit edildi. Boylece, ADT altin standart olarak kabul edildiginden, multipleks
Real-Time PCR yonteminin isoniazid direnci agisindan duyarliliginin ikinci grupta %
72.7, kiltiir pozitif toplam 92 6rnek icin ise % 81.8, 6zgiilliigiiniin de hem ikinci grup,
hem de toplamda % 100 oldugu goriildii. Birinci grupta ne isoniazid, ne de rifampicine
duyarli bir sus olmadigindan her iki ila¢ agisindan 6zgiillik oranit hesaplanamadi.
Kullandigimiz molekiiler yontemin rifampicin direnci agisindan ikinci gruptaki
duyarlilik ve 6zgiilliigiin % 100, toplamda ise duyarliliginin % 83.6, 6zgiilliigliniin de %
100 oldugu goriildii. Ayrica, calismanin basladig1 Eyliil 2013 tarihinden itibaren gelen
ve fenotipik olarak CID MTBK tespit edilen 6 ARB pozitif drnegin birinci grupta kiiltiir

73



ekstraktlariin, ikinci grupta ise balgam ekstraktlarinin degerlendirildigi multipleks
Real-Time PCR yontemi sonuglarinin her iki grupta da tamamen uyumlu c¢iktigi
goriildii. Caligmada kullandigimiz kit ile toplam 10 6rnekte isoniazid direncinin tespit
edilememesi, daha belirlenmemis olan mutasyonlar, mabA ve ahpC gibi bilinen farklh
gen bolgelerindeki nokta mutasyonlari, veya genotipik olarak agiklanamayan direng
mekanizmalar ile iliskilendirilebilir. Eski kiiltiir 6rneklerinde gerek isoniazid, gerekse
rifampicin direncinden sorumlu tutulan mutasyonlarin balgam 6rneklerine nazaran daha
cok gozden kacirilmasina sebep olarak, eski Orneklerin pasajlanmalart sirasinda
popiilasyondaki bazi tiirlerin, 6zellikle de direngli suglarin canlandirilamamis olma veya
capraz kontaminasyon ihtimalleri diisiiniilebilir. CDC tarafindan da 6nerildigi gibi, CID
MTBK siipheli olgularda o6zellikle rifampicin ve isoniazid direncinin molekiiler
yontemlerle tespiti i¢in ilk orneklerin (balgam, BAL ve b.) incelenmesi, erken taninin
bilinen yararlar ile beraber, bahsedilen muhtemel dezavantajlarin ortadan kalkmasina
da yardimei olabilir'®*!'>122-12,

Bunlara ek olarak, birinci gruptaki 6rneklerden 3’iiniin ayni hastaya ait oldugu
ve Haziran 2012, Ekim 2012 ve Subat 2014 olmak {izere farkli tarihlerde alindigi
belirlendi. Bunlardan ilkinin ARB(-), ikincisinin ARB(+), {igiinciisliniin ise ARB(++)
oldugu, ancak kiiltir ve fenotipik ADT sonucunda her iigiiniin de isoniazid ve
rifampicine direncli MTBK olarak tespit edilmesine ragmen, kiiltlir ekstraktlar1 ile
yapilan Multipleks Real-Time PCR sonucunda ii¢linde de rifampicine direngli MTBK
tespit edildigi, isoniazid direncinden sorumlu mutasyon ise tespit edilemedigi goriildii.
Hastanin ti¢lincii 6rnegi, Eyliil 2013 tarihinden sonra geldigi ve ARB pozitif oldugu i¢in
ayni zamanda ikinci grupta da balgam ekstrakti degerlendirildi ve genotipik inceleme
sonucunun birinci gruptaki ile ayni oldugu belirlendi. Bu bulgular da yine yukarida
bahsedildigi gibi, ARB sonucu beklenmeksizin dogrudan klinik Ornegin genotipik
yontemlerle incelenmesinin ne kadar dogru olacagini desteklemektedir.

Birinci gruptaki eski 34 CID MTBK Kkiiltiir drneginden birinde fenotipik
identifikasyon sonucu MTBK-TDM koinfeksiyonu tespit edilmesi iizerine yeniden
pasajlanarak MTBK izole edildi ve ¢alismada bu sus kullanildi. Dolayisiyla, bu susun
fenotipik ADT incelemesi yeniden yapildi ve pasaji dncesindeki gibi yine streptomycin,
isoniazid ve rifampicine direngli bulundu. Eski 6rnegin kontamine olma ihtimali de g6z

oniinde bulundurularak, farkli ilag direnglerine sahip birden fazla MTBK susu
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barindirabilecegi ve pasajlama sirasinda bu durumun degisebilecegi diisiiniildii. Bu
sebeple, dzellikle de YID ihtimalini gézden kagirmamak igin, agar proporsiyon ydntemi
ile ciprofloxacin ve amikacin duyarlili1 gerek eski drnekte gerekse izole edilen CID
MTBK susunda arastirildi ve 6rneklerin ikisinde de ikinci segenek ila¢ direnci tespit
edilemedi. Kullandigimiz multipleks Real-Time PCR kiti 6rnekte MTBK varligini ve
MTBK suslarinda CID ve YID’den sorumlu tutulan nokta mutasyonlarini tespit etmeye
yonelik oldugundan, buna karsilik TDM ve mutasyonlarini tespit edemediginden Gtiiri,
her iki 6rnek de genotipik olarak incelendi ve ikisinde de CID MTBK tespit edildi,
ikinci segenek ilag direncinden sorumlu mutasyon ise bulunamadi (yayimlanmamis
bulgu). Boylece, fenotipik ve genotipik inceleme sonuglarinin uyumlu oldugu goriildii.
Cox HS ve ark.’lar1, tedavi sirasinda ortaya ¢ikan diren¢ durumunu inceledikleri
bir caligmada, TB teshisi alan 382 hastadan 62’sinin tedaviye iyi yanit vermedigi ve
tekrar test edildigi zaman MTBK pozitif bulundugunu, tedavi oncesinde CID-TB
olmayan hastalardan % 3.5’inde (11/314) tedavi swrasinda CID-TB gelistigini,
iyilesmeyen 62 hastadan 19’unda da yeni yada ek ilag direnci gelistigini
bildirmislerdir'?. Farmer P ve Kim JY ise, kar-zarar analizi yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda, tek bir CID-TB vakasmin 6nlenmesinin bile Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) saglik sistemini 250000 dolarlik maliyetten kurtardigim ongérmiislerdir'®’.
Biitiin bunlarin yaninda tanidaki gecikmeye bagli ge¢ ve/veya yanlis TB tedavisi
uygulamalarinin yol agtig1 direng gelisimi, 6zellikle de YID MTBK insidansindaki artis
da dikkate alindiginda, calismamizda kullandigimiz, MTBK tanist ve birinci/ikinci
secenek ilag direnci tespitini tek bir kit ile, DNA ekstraksiyonu da dahil, 4-5 saatte
sonuglandiran multipleks Real-Time PCR yontemi gibi hizli, giivenilir, kolay
uygulanabilen molekiiler yontemlerin Ulkemizde rutin TB tan1 ve direng tayini
algoritmasinda yer almasinin ne kadar 6nemli oldugu daha iyi anlasilmaktadir.
Dolayisiyla, toplum sagligi ¢ikarlari ile birlikte degerlendirildigi zaman, bu yontemlerin

beraberinde getirecegi ek maliyetin ¢cok dnemsiz kalacag: diistintilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bolgemizde izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)
suslarinin birinci ve ikinci se¢enek anti-TB ilaglara kars1 diren¢ durumunun rutin olarak
uygulanan fenotipik testlerle ve Ulkemizde rutin tiiberkiiloz tam algoritmasinda yeri
olmayan multiplex Real-Time PCR yoOntemi ile belirlenmesi, ayrica elde edilen
fenotipik ve genotipik sonuclarin karsilagtirllmasi amaci ile planlanan bu c¢alisma

sonunda;

1. Adana ve gevre illerden toplanan ve CID MTBK izole edilen 44 &rnekten
26’sin1n (% 59.1) ARB pozitif bulundugu, 21’inde (% 47.7) LJ agar besiyerinde,
43’linde (% 97.7) de BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde iireme oldugu,

2. ARB pozitif ve negatif ornekler arasinda kiiltiir ortaminda (gerek LJ gerekse
MGIT) izolasyon ac¢isindan fark bulunmadigi,

3. Multipleks Real-Time PCR kiti ile MTBK varlig1 tespit edilemeyen iki ARB
pozitif balgam Orneginden birinin fenotipik identifikasyon sonucunda TDM,
digerinin ise duyarli MTBK tanisi aldig, yine ARB pozitif balgam
orneklerinden kiiltiir ortaminda mikobakteri liretilemeyen tek Ornegin ise
molekiiler olarak duyarlit MTBK tanist aldigi, bundan 6tiirii, altin standart kabul
edilen fenotipik identifikasyon ile karsilastirildiginda toplam 94 6rnek agisindan
Multipleks Real-Time PCR yonteminin duyarliliginin % 98.9, 6zgiilliigliniin ise
% 50.0 oldugu,

4. CID MTBK suslarimiz igerisinde fenotipik ve genotipik olarak YID
bulunmadig1, ancak her iki yontemle de, ikisi florokinolonlara, biri de injektabl
ilaglara direngli olmak iizere toplam 3 &n-YID (pre-XDR) MTBK tespit edildigi,

5. Fenotipik ve genotipik inceleme sonuglarinin ¢ok uyumlu oldugu, 6zellikle de
CID tespitinde fenotipik yontemlere gore kullandigimiz genotipik ydntemin
duyarliliginin %80, 6zgiilliigiiniin de % 100 oldugu,

6. Kullandigimiz multipleks Real-Time PCR yontemi sonucunda gerek MTBK
varlig1 gerekse de direnc tespiti i¢in 6rnek se¢imi acisindan ARB pozitif islenmis
balgam ornekleri ile CID MTBK oldugu tespit edilen pozitif kiiltiir drnekleri

arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 gosterilmistir.
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Sonug olarak, MTBK suslarinin bilinen diren¢ mutasyonlarini tespite yonelik
dizayn edilmis, hizli, yiiksek duyarlibik ve ozgiilliige sahip olan, WHO ve CDC
tarafindan da rutin tan1 algoritmasi igerisinde olmasi teklif edilen Multiplex Real-Time
PCR testi ile, dogrudan islenmis balgam orneginde CID, én-YID ve YID MTBK
tespitinin Ulkemiz icin de rasyonel ¢oziim olabilecegi goriilmiistiir. Mevcut rutin
fenotipik incelemeler ile, identifikasyon ve ADT icin gegecek siireleri de eklersek,
ancak aylar sonra tanisi miimkiin olabilen, bdylece ge¢ veya yanlis tedavi
uygulamalarina yol agabilen, biitiin diinyada 6liim oranlarinda ciddi artistan da sorumlu
tutulan bu CID/YID MTBK infeksiyonlarinin gozetimi ve ydnetiminde giderek artan
giic kayb1 diisiiniildiiglinde, birka¢ saatte sonuglanan bu erken ve dogru molekiiler
taninin beraberinde getirecegi ek maliyetin dnemsiz kalacagi kanaatindeyiz. Ayrica,
sadece ARB pozitif balgam orneklerinin incelenmesi, ¢alismamiz sonuglarinda da
goriildiigii iizere, ARB negatif CID MTBK suslarnin gozden kagmasi ile
sonuclanacagindan, gerek biitlin klinik 6rnekleri inceleyebilmek gerekse maliyeti daha
da diisiirebilmek amaci ile, yine molekiiler bir yontemle MTBK-TDM identifikasyonu
yapildiktan sonra, MTBK tespit edilen 6rneklerde bu Real-Time PCR kiti ile direng

tespiti uygun olacaktir.
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