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OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Coklu ilaca Direncli Mycobacterium tuberculosis
Izolatlarinin Birinci ve Ikinci Kusak Antitiiberkiiloz ilaclara Karsi Direnc
Mutasyonlarinin In House PCR Yontemi ile Karakterizasyonu ve Direnc Profillerinin

Karsilastirilmasi

Amag: Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB) &nemli bir halk sorunu olarak
giincelligini korumaktadir. Etkenin hizli tanisi ve direng durumunun belirlenmesi dogru tedavi
protokoliiniin olusturulmasinda kritik Onem tasimaktadir. Bu ¢alisma solunum yolu
orneklerinden izole edilen ve konvansiyonel ydntemler ile CID-MTB saptanan kokenlerde

birinci ve ikinci kusak ilaglara kars1 direng mutasyonlarinin belirlenmesi amaci ile yapilmistir.

Materyal ve Metot: Calismamiza Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi ve goniilliiliik esasina gore Atatlirk Goglis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim
Arastirma Hastanesi’nden Dr. Ismail Ceyhan’dan temin edilen 33 adet CID-MTB izolat1 dahil
edildi. Bu suglarin Lowenstein — Jensen besiyerine ekilerek, subkiiltiirii yapildiktan sonra, DNA
izolasyonu kaynatma yontemine gore yapildi. DNA izolatlar1 ¢aligma giiniine kadar -40 °C” de
bekletildi. Izoniyazid, rifampisin, kinolon ve aminoglikozid direncini belirlemek icin rpoB,

InhA, katG, gyrA, eis ve rrs bolgelerine 6zgiin primer dizileri kullanildi.

Bulgular: Incelenen 33 CID-TB izolatinda in-house PCR ydntemi ile rpoB, InhA, katG,
gyrA, eis ve rrs pozitiflik oran1 27 (% 81.8), 31 (% 93.9), 25 (% 75.7), 25 (%75.7), 20 (% 60.6)
ve 14 (% 42.4) olarak tespit edildi. Duyarli izolatlarda diren¢ mutasyonlari tespit edilmedi.

Sonug¢: Calismadan elde edilen verilere gore konvansiyonel ve molekiiler yontemler ile
CID-TB olarak tanimlanan izolatlarda florokinolon diren¢ mutasyonlarmin daha yiiksek

oldugu, in-house PCR yonteminin hizli direng tespitinde yararli bir yontem oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: CID-TB, Mutasyon, Mycobacterium tuberculosis, ilag direnci, PCR.



ABSTRACT

The Comparison of Resistance Profiles and Characterization of Resistance
Mutations by Molecular Methods of Resistance Mutations Aganist First-Line and
Second-Line Antituberculosis Drugs Of Multiple Drug Resistant Mycobacterium

Tuberculosis Strains Isolated From Clinical Specimens

Aim: Multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) is still an important public problem.
Rapid diagnosis of the agent and determination of resistance status are critical in establishing
the correct treatment protocol. This study was conducted with the aim of determining resistance
mutations against first and second generation drugs in strains isolated from respiratory tract

specimens and detected by conventional methods.

Material and method: Adiyaman University Medical Faculty Training and Research
Hospital and obtained from Dr. Ismail Ceyhan from Atatiirk Chest Diseases and Thoracic
Surgery Training and Research Hospital on a voluntary basis 33 MDR-MTB isolates were
included in this study. After the subculture of these strains in Léwenstein - Jensen medium,
DNA isolation was performed according to the boiling method. DNA isolates were kept at -40
OC until the working day. Primer sequences specific to rpoB, InhA, katG, gyrA, eis and rrs

regions were used to determine isoniazid, rifampicin, quinolone and aminoglycoside resistance.

Results: The positivity rate of rpoB, InhA, katG, gyrA, eis and rrs in 33 MDR-TB
isolates by in-house PCR method was 27 (81.8 %), 31 (93.9 %), 25 (75.7 %), 25 (75.7 %), 20

(60.6 %) and 14 (42.4 %). Resistance mutations were not detected in susceptible isolates.

Conclusion: According to the data obtained from the study, it was found that
fluoroquinolone resistance mutations were higher in isolates defined as MDR-TB by
conventional and molecular methods, and in-house PCR method was a useful method for rapid
resistance detection.

Key words: MDR-TB, Mutation, Mycobacterium tuberculosis, drug resistance, PCR.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

A: Adenin

AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome): Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu
AMS: Aglik Mide Suyu

ARB: Aside Direngli (Rezistan) Basil

Arg: Arjinin

ATP: Adenozin trifosfat

BAL: Bronkoalveolar Lavaj

BCG: Bacillus Calmette-Guerin

Bg: Baz cifti

BOS: Beyin Omurilik Sivisi

C:Sitozin

CDC (Central Diseases Control): Hastalik Korunma ve Kontrol Merkezi
Cfu (colony forming units): Koloni Olusturan Birim

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute):Klinik ve Laboratuvar Standart Enstitiisii
°C: Santigrat Derece

CID-TB: Coklu ilaca Direngli Tiiberkiiloz

DHK: Dekontaminasyon-Homojenizasyon-Konsantrasyon
ddNTP: di-deosiniikleotit tri-fosfat

DNA: Deoksiriboniikleikasit

dNTP: Deoksiniikleotit tri-fosfat

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EMB: Etambutol

EMA( European Medicines Agency): Avrupa Ilag¢ Dairesi
EZN: Ehrlich-Ziehl-Neelsen

FDA: Floresein diasetat

G:Guanin

g: Donme Hizi

GI: Ureme Indeksi (Growth Indeksi)

HIV: Human Immunodeficiency Virus

INH: izoniazid

IDT: ilag Duyarhlik Testi

KDBB: Kinolon Direncini Belirleyen Bolge



LAM: lipoarabinomannan (LAM)

LCR: Ligaz Zincir Reaksiyonu

Leu: Losin

LJ: Lowenstein — Jensen

Lys: Lizin

MGIT: Mycobacteria Growth Indicator Tube

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon

mM: Milimolar

pug: Mikrogram

MTB: Mycobacterium tuberculosis

MTBK: Mycobacterium tuberculosis kompleks

NAD: Nikotinamit Adenin Diniikleotit

NBD: Negatif belirleyicilik degeri

NTM: Nontuberculous mycobacteria

OADC: Oleik asit, Albumin, Dekstroz, Katalaz

PANTA: polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B
PAS: Para-aminosalisilik asit

PBD: Pozitif belirleyicilik degeri

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
PCR-SSCP (PCR-single strand confirmation polymorphism analysis): Tek Zincir
Konformasyon Polimorfizmi

POA: Pirazinoik asit

PPD (Piirified Protein Derivative): Saflastirilmis Protein Tiirevi
PVNA: Polimiksin B, Vankomisin, Nalidiksik asit ve Amfoterisin B
PZA: Pirazinamid

RD/CID-TB: Rifampisine Direncli/Cok ilaca Direncli Tiiberkiiloz
RIF: Rifampisin

RNA: Riboniikleik Asit

RRDR: Rifampin Resistance Determining Region

RRTB: Rifampisine Direngli (Rezistan) Tiiberkiiloz

SDA (Strand Displacement Amplification): Iplikcik Yer Degistirme Amplifikasyonu
SM: Streptomisin

Ser: Serin

TB: Tiiberkiiloz
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TCH: Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid
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1 GIRIS

Tiberkiiloz (TB) diger bir adi ile verem tek bir enfeksiyon ajaninin yol actig1 ve diinya
sagligini ciddi bir bicimde tehdit eden en dnemli dliimciil hastaliklardan biridir. Ulkemizde TB
endemik olarak goriilse de dogrudan goézetimli tedavi sisteminin (DGTS) tam olarak
uygulanamamasi, TB kontrol programlarina yeteri kadar biitce ayrilmamasi, hastalar tarafindan
tedavinin ihmal ve red edilmesi iilkemizde Cok Ilaca Direncli Tiiberkiiloz (CID-TB) oranini ve
dolayisiyla da Yaygin Ilaca Direngli Tiiberkiiloz (YID-TB) goriilme riskini arttirmaktadir.
Ayrica Dogu Avrupa iilkeleri, Giineydogu Asya iilkeleri ve baz1 Afrika iilkeleri gibi CID-TB
prevelansi yiiksek olan tilkelerden yapilan seyahat ve gogler nedeniyle artan anti-TB ilag direnci
onemli bir sorun haline gelmistir (1,2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2019 yili Kiiresel TB
Raporu’na gore; 2018 yilinda yaklasik olarak 10 milyon kisinin TB ile enfekte oldugu
bildirilmistir (3).

Bu raporda, yaklasik yarim milyon yeni rifampisin (RIF) direngli TB olgusu bulundugu
ve bunlarin %78inin ise CID-TB oldugu bildirilmistir. Tiirkiye Verem Savas Dernegi 2018
raporunda; izoniazid(INH) ve RIF icin ilag duyarlilik testi (IDT) yapilan 6.028 olgunun
200’iiniin (% 3.3) CID-TB oldugu bildirilmistir (4).

TB tedavi rejiminde ilk olarak birinci kusak ilaglar olan INH, RIF, pirazinamid (PZA)
ve etambutol (EMB) kullanilir. Ancak tilkemizde birinci kusak ilaglara karsi artan direng
oranlart nedeniyle anti-TB tedavisinin temelini INH, RIF, PZA ve EMB iceren 2 aylik yogun
bir baslangi¢ tedavisi olusturmaktadir. 4 aylik devam fazi i¢in ise INH ve RIF ile tedaviye
devam edilmektedir (5). Genellikle kaviter lezyonlar iginde bulunan ve bulastiriciliktan
sorumlu olan TB basili ¢ok hizli cogalir ve yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir. Bu grup i¢in
basta INH olmakla birlikte RIF ve streptomisin (SM) de anti-TB ilag¢ olarak kullanilir.
Makrofajlar ve inflamasyonlu bolgeler gibi genellikle asidik ortamlarda bulunan ve metabolik

aktivitesi ¢ok yavas, yar1 uyuyan TB basilleri igin ise PZA kullanilmaktadir (6).

TB’de ilag direnci 1990’11 yillarin basindan bu yana énemli bir sorun haline gelmistir.
Anti-TB ilag direncinin olusumundaki nedenler; tedavinin uyumsuzlugu, yetersiz tedavi
rejimleri, anti-TB ilag duyarlilik testlerinin yapilmamasi, ilag temininde sinirlilik veya
piyasadan recetesiz ilag alimi vb. olarak sayilabilir (7). CID-TB M.tuberculosis (MTB)’in
giinlimiizde mevcut en gliclii anti-TB ilaglardan olan INH ve RIF’a karsi direngli olmasi
durumudur ve klinik a¢idan énemlidir (2). CID-TB olan olgularda birinci kusak ilaglara ek

olarak ikinci kusak ilaglarin eklenmesi tedavinin uzamasina yol agmaktadir (8).
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Tedaviye eklenen ikinci kusak anti-TB ilaglarin gerek daha fazla toksik etkiye sahip
olmasi gerekse daha az etkili olmasi hastalarda birgok yan etki olusturmaktadir. Bununla
birlikte hasta uyumunu da olumsuz etkilemektedir (9). Yine ikinci kusak ilaglarin maliyetli

olusu hastalarin olumsuz etkilenmesine yol acan bir diger nedendir (10).

MTB’de ila¢ direnci, her antibiyotik i¢in farkli siklikta olmakla birlikte, birgok
mekanizma ile gelismektedir. Bu mekanizmalar enzim inaktivasyonu, permabilitede azalma,
antibiyotik hedefinde degisiklik, artan efluks mekanizmalar1 ve on ilaglar1 aktive eden

enzimlerin aktivitesinde azalma seklinde siralanabilir (11, 12).

Anti-TB ilag direncinin 6nlenebilmesinde direncin hizli ve dogru olarak saptanmasi son
derece Onemlidir (13). Bu nedenle yapilan galismalarda hastaya uygun anti-TB tedavi
protokoliiniin belirlenmesi i¢in direnci hizli ve dogru olarak saptayan niikleik asit tan1 testlerinin

varlig1 6nemli bir ihtiyactir (14).

Bu calisma ile konvansiyonel yontemlerle CID-TB saptanan MTB suslarinda INH, RIF,
Kinolon ve Aminoglikozid gibi birinci ve ikinci kusak anti-TB ilaglara ait rpoB, InhA, katG,
gyrA, eis ve rrs gen bdlgelerinin molekiiler bir yontem olan in-house polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ile belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

13



2 GENEL BILGILER

2.1 Tarihce

M. tuberculosis kompleks (MTBK) DNA benzerlikleri ve diger bakteriyolojik
ozelliklerine gore birbiri ile yakin iligkili Mycobacterium tiirlerini i¢eren bir gruptur. Bu grupta
M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. bovis M. pinnipedii, M. canetti ve M.
caprae olup, insanda ve bazi memelilerde kronik nekrotizan bir enfeksiyon hastalig1 olan ve
geemisi insanlik tarihi kadar eski olmasina karsin giiniimiizde hala 6nemli bir sorun olan TB’a

neden olmaktadir (15, 16).

Yillar boyunca semptomlarindan yola c¢ikarak TB hastalifina tiiketim hastaligi
anlaminda “Consumption”, beyaz Oliim, beyaz veba, Olimiin kaptani ve hiriltili nefes
anlamindaki Phytisis gibi bir¢ok isim verilmistir. Yapilan ¢alismalar TB’un Dogu Afrika’da
Afrika boynuzundan ilk insanlarin sigirlar1 ehlilestirmeleri ile birlikte ortaya ciktigini ve
buradan tiim diinyaya yayildigin1 desteklemektedir. M.O. 17.000°li yillara ait bizon kemikleri
iizerinde yapilan ¢alismalarda MTB varlig1 saptanmistir. Bu durum TB basilinin pleiostocene
(buzul) donemde sigirlar1 ve mastadonlari da enfekte ettiginin kanitidir (17, 18). Tarih 6ncesi
caglardan beri bilinen ve insanlik tarihi kadar eski bir ge¢mise sahip olan TB hakkinda ilk
bilgiler MO 3000 yilina ait Nil nehri kenarindaki Dra Abu-El Naga isimli kasabada yasamis
olan ve kanli balgam ¢ikararak dlen geng bir kizdan 6grenilmistir (19). MO 1000 yillarinda
yasamis olan rahip Nesperehan’in mumyasinda Pott hastaligina bagl vertebral degisiklikler
tespit edilmistir. Gliniimiizden 2,500 y1l 6nce Bodrum’un karsisindaki Kos adasinda yasamis
olan Hippocrates’in kitabinda TB’un daha ¢ok 18-35 yaslarindaki kisilerde goriildigi
yazilmistir (17, 18). Ayrica kisa bir siire 6nce mumya dokularinda mikroskobik olarak tipik TB

basilleri saptanmis ve MTB DNA’s1 ¢cogaltilmistir (19).

Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da zaman zaman ¢esitli TB epidemilerine rastlanilmistir.
18. ve 19. yilizyillarda Avrupa’nin %70°1 TB’a yakalanmis ve enfekte olanlarin 1/7 si 6lmiistiir
(20). Bu zaman diliminde Avrupa bu dalgalanmalari; niifus artisi, sosyoekonomik olaylar,
cocuk is¢i ¢alistirma, bagisiklik sistemi, sanayi devrimi ve en 6nemlisi de yokluk gibi sebeplere

dayandirmistir (21).

Fraccasaro 1546 yilinda yazmis oldugu “De Morbus Contagiosus” adli kitabinda bakteri
hakkinda bilimsel bilgi vermemis olsa da TB’un bulasici bir hastalik oldugunu acikga

belirtmistir. Padua Universitesinden Giovanni B. Morgagni (1682-1771) TB’un bulasict
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olduguna inandig: i¢in hastalar1 otopsi yapmak istememistir. Ayrica Giovanni B. Morgagni

TB’un kavite ve skar dokusuna neden oldugunu gésteren ilk hekimdir (22, 23).

1722 yilinda TB’a neden olan etkenleri “muhtesem kii¢iik canlilar ” olarak tanimlayan
Marten B. bulasmanin ise etkenlerin hastalarin nefesleri ile yayilarak saglam kisilerin viicuduna
girdigini belirtmistir. Hastali§in anlasilmasinda 1827 yilinda 6nemli bir adim atilmis olup
hastaligin insandan sigirlara, sigirlardan tavsana bulastirilarak TB’un bulasic1 bir hastalik
oldugu deneysel olarak da kanitlanmistir. Koch, TB basilini agar ve patates karisimindan olusan
bir besiyerinde iiretmis ve daha sonra bu basilleri Paul Erlich’ in gelistirdigi boyayr modifiye
edip 24 saatte boyayarak gostermis daha sonra TB etkeninin aside direngli basil “ARB”
oldugunu kanitlamistir. 1930°1u yillardan sonra TB ile ilgili gelismeler devam etmis ve Florence
Seibert old tiiberkiilini saflastirmay1 basararak elde edilen saflastirilmis protein tiirevinin (PPD)
ile enfeksiyonun olup olmadigi tespit etmistir. Fransiz asilli Calmette ve Guerin adli iki bilim
insaninin uzun siiren ¢alismalar sonucunda 1921 yilinda Fransa’da ilk TB asisin1 yani Bacillus
Calmette-Guerin (BCG)’i gelistirmesi devrim niteligi tasimis ve bu as1 Ikinci Diinya Savast

sonrasinda tiim diinyada yaygin olarak kullanilmistir (24-27).

19. yiizyilin sonlarma dogru Osmanli Imparatorlugunda da TB salgim biiyiik bir halk
saglig1 sorunu olmustur. Balkan Savaglar1 ve 1. Diinya Savasi sonrasi biiylik yoksulluk ¢eken
Anadolu halki bu salgina dayanamamis ve 1940’11 yillarin sonuna dogru en yiiksek diizeyde

seyreden hastalik yine bu yillarda 6liimlerin en baglica sebebi olarak yerini almistir (25).

1944 yilinda ABD’de ilk anti-TB ila¢ olan SM’nin kesfi ve daha sonra Isve¢’te para
amino salisik asit (PAS)’in bulunmasi ile TB tarihinde yeni bir donem baslamigtir. TB’un bu
ilaglarla tedavi edilmesinden kisa bir siire sonra diren¢ gelismis bu da bilim insanlarini yeni
ilaglar bulmaya zorlamistir. 1951 yilinda INH’1n kesfi ile sonraki yillarda kombine tedavi
protokolii uygulanmis ve TB 18-24 ayda tedavi edilebilir bir hastalik olmustur. INH’1n kesfini
PZA (1952), sikloserin (1952), etionamid (1956), RIF (1957), ve EMB’un (1962) kesfi
izlemistir (28).

Yasanan bu gelismelerden sonra TB ile ilgili calismalar hiz kazanmis ve endiistrilesmis
tilkelerde baslatilan TB’la miicadele programlari sayesinde hastaligin yayilmasi ve hastalia
bagli 6liimlerin biiylik cogunlugu azalmistir. Ayni yillarda iilkemizde de TB ile etkin miicadele

baslatilmis ve 1960 yilinda ¢ikarilan bir yasa ile Verem Savas Dispanserleri kurulmustur (25).

1970’11 yillarda gelismis {lilkelerde yapilan g¢alismalar sonucunda duyarli suslarin

azalmasi ve diren¢ gelisiminin durmasiyla birlikte TB kontrol programlarinda gevsemeler
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yasanmistir. Yine bu iilkelerde, ilaglarin hatali regete edilmesi ve regetesiz ilag kullanimi,
kontrolsiiz gogler, AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) hasta uyumsuzluguna bagl
kromozomal mutasyonlarmn birikimi CID-TB suslarmin klonal yayilimi neden olmustur (29,
30).

2.2 Epidemiyoloji
2.2.1 Diinyada Tiiberkiilozun Giincel Durumu

Diinyada TB tek bir enfeksiyon ajaninin yol actigi en dnemli 6liimciil hastaliklardan
biridir ve her y1l milyonlarca insan TB hastaligina yakalanmaya devam etmektedir. DSO’niin
yayimlanan son raporuna gore; 2018 yilinda kiiresel olarak yaklasik 10 milyon kisi TB
hastaligina yakalanmistir. Salgin hastaliklarin siddeti iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar
gostermektedir. 2018 yilinda gelir seviyesi en yiiksek olan {ilkelerde her 100.000 niifus i¢in
S'ten az, yiiksek TB yiikiine sahip olan 30 iilkede 150-400, Mozambik, Filipinler ve Giiney
Afrika’'nin da iginde bulundugu bazi iilkelerde 500’iin {izerinde yeni olguya rastlanmistir.

Kiiresel olarak ortalama olgu sayisi ise 100.000 kiside 130 olarak tespit edilmistir (3).

2000 yilinda HIV (-) olup TB’dan 6lenlerin sayisi 1,7 milyon iken, 2018 yilinda bu say1
azalarak 1,2 milyon olmustur. Yine ayni sekilde 2000 yilinda HIV (+) olan ve TB’dan 6len kisi
say1s1 610.000 iken 2018 yilinda bu say1 251.000 olarak tespit edilmistir.

TB olgulart cinsiyet ayirt etmeksizin biitiin iilkelerde ve biitiin yas gruplarinda
goriilmekle birlikte genel olarak yetigkin erkeklerde (>15) goriilmistiir. 2018 yilindaki
hastalarin % 57’si erkektir. Bu oran kadinlarda % 32, 15 yas alt1 gocuklarda ise % 11 olarak
tespit edilmistir. Tiim hastalarda HIV(+) oran1 ise % 8.6’dir. Cografik olarak 2018’deki TB
olgularinin ¢ogu Giineydogu Asya (% 44), Afrika (% 24), Bat1 Pasifik (% 18), Dogu Akdeniz
(% 8), Amerika (% 3) ve Avrupa’da (% 3) goriilmistiir (3).

Kiiresel toplamin 2/3’linii Hindistan basta olmak tizere Cin, Endonezya Filipinler,
Pakistan, Nijerya, Banglades ve Giiney Afrika olusturmaktadir. Bu iilkelerle birlikte 22 iilke
daha DSO’niin listesinin ilk 30 sirasinda goriilmekte olup bu vakalar diinyadaki vakalarin %

87’sini olusturmaktadir (3).

Anti-TB ilaglarin 1940’11 yillarda kullanima girmesi ile aliman olumlu sonuglar
sonucunda hastaligin eradike edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak bir¢ok mikroorganizmada

oldugu gibi MTB’nin de sonraki yillarda ilaca kars1 direng gelistirdigi goriilmiistiir (31).
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Tek ilaca direngli TB’da anti-TB ilaglardan yalnizca birine karsi direng olugsmasi s6z
konusudur. Genellikle bu ilag INH ya da SM’dir. CID-TB’de ise birinci kusak anti-TB
ilaglardan INH ve RIF’a kars1 olusan direngtir (1).

Mlaca direngli TB halk saglig: tehdidi olmaya devam etmektedir. 2018 yilinda yaklasik
yarmm milyon yeni RIF direngli TB olgusu saptanmistir. Bunlarin % 78’i ise CiD-TB’dir. CID-
TB’de kiiresel yiikiin en biiyiik payina sahip 3 iilke; Hindistan (% 27), Cin (% 14) ve Rusya
Federasyonu (% 9) olmustur. Kiiresel olarak yeni TB olgularinin %3.4’iinde ve daha 6nce
tedavi edilmis olgularin % 18’inde ¢ok ilaca direngli TB veya RIF direngli TB (MDR/RRTB)
vardir (3).

2.2.2 Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Tiirkiyede veremle miicadele Osmanli ve Cumhuriyet dénemlerinde devlet ve sivil
toplum kuruluslart olan Verem Savas Derneklerinin isbirligi ile yiritiilmustiir. Tirkiyede
verem savasindan bahsedildiginde ilk akla gelen kisi Dr. Besim Omer Pasa’dir. 8 Haziran
1918°de istanbul’da kurulan ve veremle savasin ilk drgiitlii kurumu olan Veremle Miicadele

Osmanli Cemiyeti’nin kurucularindan olup, ilk bagkanidir (16).

2017 yilinda verem savasi dispanserleri kayitlarina toplam 12.046 TB hastasi girmistir.
Toplam olgu hiz1 % 4.2 diisiis gostererek yiiz binde 15.6’dan yiiz binde 14.9’a gerilemistir.
Hastalarin 6.953°1 (% 57.7) erkek, 5.093’1 (% 42.3) kadindir. Olgu hiz1 erkeklerde yiiz binde
17.2 ve kadinlarda yiiz binde 12,6 dir. Olgu hizinin yas gruplarina dagilimi incelendiginde, 15-
24 yas grubundan baslayarak yiikseldigi, 65 ve iizeri yaslarda en yiiksek diizeye (yliz binde
33.3) ulastigr goriilmektedir. Toplam 12.046 hastada yeni olgularin oran1 % 92.2 (11.101) iken
onceden tedavi gdrmiis olgularin oran1 % 7.8°dir (945). Onceden tedavi gdrmiis olgularin
toplam hasta igindeki oranlari; % 6.0 (720) niiks, % 1.4 (168) tedaviyi terkten donen, % 0.4
(53) tedavi basarisizligindan gelen ve % 0.03 (4) kronik olgudur. Hastalarin % 60.9’u (7.332)
akciger tutulumu, % 33.9’u (4.078) akciger dist organ tutulumu, % 5.3’i (636) hem akciger
hem de akciger dis1 tutulum gostermistir. Akciger dis1t TB tespit edilen toplam 4.714 hastanin
(4.078+636) % 42.7°si (2.013) erkek, % 57.3’1 (2.701) kadindir. Akciger dis1 organ TB’u
olgularinda en sik ekstratorasik lenf bezleri (% 28.5) ve plevra (%23.4) tutulumu oldugu tespit
edilmigstir. 2017 yilinda akciger TB’u olan 7.968 hastada yapilan bakteriyolojik tetkikler
incelendiginde; mikroskopi yapilma orant % 93.2 (7.428), mikroskopi yapilanlar ic¢inde
mikroskopi pozitiflik oran1 % 57.3 (4.568); kiiltiir yapilma oran1 % 87.2 (6.948), kiiltiir
yapilanlar i¢inde kiiltiir pozitiflik oran1 % 81.0 (5.630); kiiltiir pozitif olgularda ilag duyarlilik
testi yapilma orani ise % 96.6 (5.438) bulunmustur. ila¢ duyarlilik testi yapilan toplam 5.891
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hastanin sonuglar1 incelendiginde; % 20.1’inde (1.187/5.891) en az bir ilaca direng saptanmuistir.
En yiiksek oranda direncin % 12.5 ile (734/5.891) izoniyazide kars1 gelistigi goriilmiistiir. INH
ve RIF icin (her ikisine) ilag duyarlilik testi yapilan 5.891 olgunun 191’inin (% 3.2) CiD- TB
oldugu tespit edilmistir. IDT yapilanlarda CID-TB orani yeni olgularda % 2.4 iken (128 olgu),
onceden tedavi gdrmiis olgularda % 11.3 (63 olgu) olarak saptanmustir. CID-TB olgularindan
2’si YID-TB’dir (1 yeni olgu, 1 niiks olgu) (4).

Tablo 1: Yillara Gore TB Insidans Hizlar1, 2005-2017(4)

YILLARA GORE TB OLGU HIZLARI, 2005-2017
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2.3 Mikobakterilerin Yapis1 ve Bakteriyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler 0,3-0,6 um eninde 1-14 um boyunda, aerop, kapsiilsiiz, sporsuz, bazen
hafif kivrik bazen de diiz sekilde bulunan comaklardir. Yavas lireyen mikobakterilerin ikiye
boliinme siiresi 18-24 saattir. Kolonilerin kat1 besiyerinde gozle goriiliir hale gelmesi hizh
iireyenlerde 7 giinden az, yavas lireyenlerde 7 giinden fazla olup klinik 6rneklerden primer
kiiltiirde iireme siiresi 8 hafta kadar siirebilmektedir. Mikobakterilerin liremesi i¢in gereken
optimum pH 6,5- 6,8 ve CO2 oran1 % 5-10’dur. Ureme ortami i¢in uygun sicaklik genellikle 37
°C olup tiirler aras1 30 °C- 45 °C arasinda degismektedir. Mikobakteriler canliliklarin1 +4°C’de
haftalarca, -70°C’de aylarca koruyabilen son derece dayanikli canlilardir. Mikobakterilerde
koloni morfolojisi S (smooth) ya da R (rough) pigmentli veya pigmentsiz olarak degisiklik
gostermektedir. Bazi tlirler hem 1sikta hem karanlikta pigment (skotokromojen)

olusturabilirken bazi tiirler sadece 1s1kta pigment (fotokromojen) olustururlar (32-36).
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Hiicre duvarlar lipit icerigi bakimindan zengin olan mikobakteriler alkol, asit, alkali ve
kuru ortama kars1 direng gosterirler. Mikobakteriler fenol i¢inde ¢ozdiiriilen bazik fuksinin
yogun eriyikleri ile boyandiklarinda, boya hiicre duvaria niifuz eder ve aldiklar1 boyayt %
3’liik asit alkolle renksizlestirme islemine ragmen birakmazlar. Ciinkii boya lipid tabakanin
altina ge¢mistir ve lipid asit-alkole direngli oldugundan igerideki boyaya ulasamaz (35).Bu
ozelliklerinden dolayr bu bakteriler aside direngli bakteriler (ARB) olarak da adlandirilirlar.
EZN veya Kinyoun boyama yonteminde asit-alkol ile renksizlestirme isleminden sonra metilen
mavisi zeminin boyanabilmesi i¢in zit boya olarak kullanilir. Sonu¢ olarak mikroskobik
incelemede TB basilleri mavi zeminde kirmizi gomakgiklar seklinde goriliirler. Tek tek, kiigiik
zincir veya birlesik demetler halinde goriintiilere sahip olabildigi gibi baz1 klinik 6rneklerde X,
V, L harfleri olusturacak bigimde de bulunabilirler (37).

Kompleks Lipoarabinomannanin
serbest lipitler Porin mannan kismi
Acil glikolipitler j \
- 1 \
\\ * | Lipoarabinomannanin
. # arabinan kismi

|
| i{ % |
Mikolik asitler ————2 yé

Pentaarabinosil
motif

Galaktan Lipoarabinomannanin

lipomannan kismi

Arabinan
Fosfodiester bagi -—

Peptidoglikan

ma membrani

o
Fosfotidilinozitol Transmembran Plazma membram ile
mannozidler proteinleri iligkili proteinler

Sekil 1: Mikobakterilerde Hiicre Duvar Yapisi (38)

Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi, gram pozitif veya gram negatif bakterilerin hiicre
duvarlarindan oldukga farkli kompleks bir yapi gostermektedir. Yapilan biyokimyasal
caligmalar mikobakteri hiicre duvar iskeletinin 3 makromolekiilden olustugunu ortaya
koymustur. Bu kompleks yapmin sahip oldugu en i¢ tabaka plazma membranidir.
Peptidoglikan, arabinogalaktan, oligogosakkarit iceren lipitler, mikolik asitler orta tabakanin
kor kismin1 olusturur. Bakteriye seklini veren, hiicre duvarina biitiinliik ve sertlik kazandiran
peptidoglikan yapi ise hiicre duvarinin en dis kisminda bulunmaktadir. Mikobakteriler disinda

benzer kor yapisina sahip canlilar Corynebacterium ve Nocardia’dir. Hiicre duvart mikolik
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asitler disinda ¢ok sayida polar ya da apolar yapida nonkovalent bagl lipit ve glikolipitler
icermektedir ve hiicre duvar agirligmin % 60’m1 olusturmaktadir. Okaryotik hiicrelerde bu
lipidler ve glikolipidlerin sayica fazlalig1 ve asimetrik dizilisleri hiicre duvar yapisina asiri

derecede hidrofobisite kazandirmaktadir (35, 36).

2.4 Mikobakterilerin Siniflandirilmasi
Mycobacterium cinsi (genus), Eubacteria iist aleminin (superregnum), Firmicutes
boliimiiniin (divisio), Actinomycetes sinifinin (classis), Mycobacteria takimindan (ordo),

Mycobacteriaceae ailesine (familia) dahil olup bu ailedeki tek cinstir (35).

DNA’larindaki yiiksek G+C igerigi (% 61-71) bakimindan diger mikolik asit lireten
Nocardia (% 64-72), Rhodococcus (% 63-73) ve Corynebacterium (% 51-59) cinsleri ile
benzerlik gosterirler. Dogada yaygin olarak bulunan mikobakterilerin ilk insanlarin sigirlari
evcillestirmesiyle bulastigi bildirilmektedir. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii,
Mycobacterium ulcerans ve Mycobacterium bovis BCG’nin yiiksek diizeyde DNA benzerlikleri
yoniiyle birbiriyle yakindan iliskili tirler ‘kompleks’ bashigi altinda gruplandirilir ve
tamimlanirlar. MTB disinda kalan mikobakteriler, atipik mikobakteriler, veya NTM
(nontuberculous mycobacteria) olarak adlandiriimaktadir. Son yillarda AIDS’in ortaya ¢ikmasi
MTBC dis1 mikobakterilerin klinik 6neminin anlasilmasina ve bu tiirler {izerinde ilginin

yogunlagmasina neden olmustur (39, 40).

2.5 Tiiberkiilozda Bulas

TB’un asil bulas sekli inhalasyon yolu olsa da nadiren deri yolu ile bulas da soz
konusudur. Hastalarin 6ksiirmesiyle, hapsirmasiyla ve konusmasiyla havaya bol miktarda basil
yiiklii akciger sekresyonlari damlacik seklinde yayilir. Parcalanan damlaciklarin i¢indeki
stvinin buharlagsmasi sonucu damlacik ¢ekirdekleri adi verilen daha kii¢lik parcaciklar olusur.
1-3 aras1 basil iceren ve 1-5 um biiyiikliigiinde olan bu parcaciklar havada saatlerce asili
kalabilmektedir. Hava yolu ile bulag bu parcaciklarin saglikli kisiler tarafindan solunmasi ve

parcaciklarin alveollere ulasarak enfeksiyon olusturmasidir (41, 42).

Organizma igerisine yerlesen damlacik c¢ekirdeklerinde bulunan basiller senelerce
dormant (inaktif durumunda) kalabilir. Bu donemde “latent” bir TB enfeksiyonu s6z konusu
olmakla birlikte hastaliga ait herhangi bir semptom bulunmamaktadir. Bu durum ise tiiberkiilin
deri testi veya T hiicre yanitinin in vitro olarak 6l¢iilmesiyle saptanabilir. Kiside bulastiricilik

olmazken basille enfekte kisilerin yagamlar1 boyunca aktif TB’a yakalanma olasilig1 % 10’dur.
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Bulastan sonraki ilk iki y1l igerisinde hastali§a yakalanma olasilig1 daha fazladir ve herhangi

bir nedenden dolayr immiinitenin baskilandigi durumlarda hastalik gelisebilir (43).

Saglikli kisilerde enfeksiyon olugsmasi ise kisinin akcigerlerine girmis olan basilin
viriilans etkisine ve bu basili fagosite eden makrofajlarin mikrobisidal etkisine baglidir. Basil
viicudun savunma sistemine karsi basarili oldugu takdirde makrofajlarin i¢cinde ortalama 25-32
saatte bir boliinerek ¢ogalir. Basil yavas ¢ogaldig1 ve bilinen bir ekzotoksin ve endotoksini
olmadigindan konakg¢i cevabi hemen olugsmaz. Bunun sonucu olarak basil yeterli hiicresel

immun cevap olusana kadar ¢ogalir ve basiller kaze6z dokular igerisinde diger odaklara ulasir

(44).
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Sekil 2: Tiiberkiilozun Sematik Evrimi (45)
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2.6 Tiiberkiiloz Tan1 Yontemleri

TB tanis1 balgam, bronkoalveolar lavaj (BAL) gibi solunum yolu 6rneklerinde veya
idrar, kan, steril viicut sivilari (plevra, periton, perikard, eklem vb.), BOS gibi viicut sivilarinda
ARB basil tespit edilerek konur. Son yillarda yeni molekiiler tan1 yontemleri gelismeye devam
etse de mikobakterilerin tanisinda, mikroskopi (ARB) ve Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde

kiltiir "altin standart" olarak 6nemini korumaktadir (46).

2.6.1 Orneklerin Ahnmasi ve Islenmesi

TB ¢esitli organ ve sistemleri etkileyebilen sistemik bir enfeksiyon hastaligi oldugundan
dolay1 tan1 koymak icin laboratuvara gonderilecek ornek c¢esidi, hastaligin etkiledigi organ
dikkate alinarak se¢ilmelidir (47). Bu hastaligin tanisinin konmasinda akciger veya akciger disi
olmak tizere ve florali veya steril alanlardan farkli tipte 6rneklerden faydalanilmaktadir (48).
Akciger TB’u siiphesinde balgam basil saptama oran1 yiiksek oldugundan dolay: tercih edilen
ilk ve en 6dnemli ornektir. Hastalardan 3 giin arka arkaya sabah alinan 6rneklerde basil aranir.
Hastalarin balgam ¢ikaramadigi durumlarda ise indiiklenmis balgam, BAL, endotrakeal aspirat,
cocuklarda ve indiikklenmis balgam ¢ikaramayan hastalarda ac¢lik mide suyu (AMS) gibi
ornekler de tan1 koymada kullanilabilir. Uriner sistem TB’unda en az ii¢ giin {ist iiste orta akim
idrarlar1 kullanilir. Yine etkilenen organ ve sistemler goz oniine alinarak BOS, periton, plevra,
eklem ve kemik iligi aspirasyonlari, doku biyopsi 6rnegi, kan ve diskr gibi steril ve steril
olmayan Ornekler de islenmek amaciyla alinabilir. Bu Ornekler TB’a neden olan
mikobakterilerin yan1 sira florada bulunan c¢ok sayida diger mikroorganizmalar1 da
icermektedir. Buna bagli olarak alman Orneklerden kiiltiire ekim yapildigi takdirde
mikobakterilerin ortalama tireme siireleri 15-20 giin oldugundan daha hizli {ireyen flora
bakterileri besiyerinin ylizeyini Orterek mikobakterilerin iiremesini ve goriinmesini
engellemektedir (49). Ayrica mikroskopide diger bakterilerin varlig1 ve basil azlig1 nedeniyle
tan1 koymak zorlagmaktadir. Bu nedenle, kiiltiir yapilmadan 6nce kontamine olan 6rneklerin
icerisindeki bakterileri ortadan kaldirmak ve Orneklerde bulunan mukoz-epitel arasina
gizlenmis basilleri ortaya ¢ikarmak ve basillerin 6rnek i¢cinde homojen dagilmasini saglamak

icin dekontaminasyon-homojenizasyon-konsantrasyon (DHK) islemleri yapilmaktadir (50-52).
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Orneklerin islenmesinde kullanilan baslica DHK yéntemler asagida verilmistir.

e NALC-NaOH yontemi

e NaOH (Petroff) yontemi

e Oksalik asit yontemi

o Zefiran-trisodyum fosfat yontemi

e Cetilpiridinyum Kklorid-sodyum klorid yontemi

o Siilfiirik asit yontemi

Dekontaminasyon islemi uzatildiginda mikobakteriler zarar goreceginden Olii basil
say1s1 artacaktir. Bu nedenle dekontaminasyon-homojenizasyon i¢in bu siire 15 dakikadan fazla
olmamalidir. islemler esnasinda kullanilan kimyasal maddeler nedeni ile asidik ya da alkali hale
gelen Ornekler fosfat tamponu ile nétralize edilerek pH 6,8’e¢ ayarlanir. Klinik 6rnekteki
mikobakterilerin liremesini ve izolasyonunu arttirmak amaciyla 3000 g’de 15 dakika siireyle

santrifiijleme iglemi yapilmaktadir (53, 54).

2.6.2 Aside Direncli Boyama (Mikroskopi)

TB basilinin mikroskopi ile saptanmasi TB hastaliginin tanisin1 koymada en ucuz, en
hizli ve ¢ok pratik bir yontemdir. MTB’un boéliinme siiresi ortalama 18 saattir. Kiiltiirii
yapildiktan sonra izole edilerek tan1 konmasi yaklasik 6-8 hafta siirmektedir. Bu nedenle
mikroskopi tani giliniimiize kadar Onemini korumustur. Hastalardan alinan o6rneklerden
hazirlanan prepatlarda farkli boyama yontemleri kullanildiktan sonra mikroskop ile
degerlendirilip tan1 konulmaktadir (47). Mikobakterilerin mikroskobik tanisinda kullanilan

boyama yontemleri;

e Karbolfuksin yontemleri
e Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)
e Kinyoun

e Florokrom (floresan) yontemleri (Auramin O, auramin-rhodamin)

EZN en yaygin kullanilan boyama yontemidir. EZN ve Kinyoun yontemlerinde birinci
boya olarak karbolfuksin, zit boya olarak da metilen mavisi kullanilir. Asit-alkol
dekolorizasyonuna ragmen karbolfuksin boyalarla boyanan basiller aldiklar1 karbolfuksini
birakmazlar. Bu nedenle aside direngli hiicreler mavi zeminde pembe-kirmizi renkte
goriiniirler. Florokrom boyamada hazirlanan preparatlar floresan izotiyosiyanat filtreli mavi

1sikta, koyu zemin {lizerinde parlak sar1 veya turuncu-kirmizi basiller seklinde goriiliir.
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Karbolfuksinle boyanmis preparatlara gore daha hizli taranmasini saglayan florokrom boyalar
da tanida kullanilmaktadir. Florokrom boyamada kiigiik objektiflerle biiyiik alanlar taranmasi
avantajiyla hasta sayisi fazla olan laboratuvarlarda kullanilmasi Onerilmektedir. Klinik
orneklerden teksif islemi ile preparatlar hazirlanirken personel ve ¢evre giivenligi agisindan
kesinlikle biyogiivenlik kabin i¢erisinde ¢alisilmalidir. Preparatlar boyandiktan sonra korunakli
bir bolgede kurutulmali basilin tespit isleminden sonra da canli kalabilecegi gbz Oniinde

bulundurulmalidir (48-50).

2.6.3 Besiyeri ve Kiiltiir

Kiiltiir yontemleri basillerin {iretilmesi, tanimlanmast ve ilag duyarlilik testleri gibi
cesitli  Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla kullanilmaktadir. TB’un kesin tanisinin
konulmasinda Kiiltiir “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Mikobakterilerin {iremesi i¢in
Ozel sartlar gerektiginden genel iiretim besiyerlerinde iiremezler bu nedenle de 0zgiin
besiyerlerine ihtiya¢ duyarlar. TB’un tanisinda kullanilacak kiiltiir yontemleri temel olarak kati
besiyerleri ve sivi besiyerleri olmak iizere iki tiptir. Kat1 6zellikteki besiyerleri biitiin yumurta
veya yumurta saris1 igeren yumurta bazli besiyerleri ve agar bazli besiyerleri olmak {izere ikiye
ayrilir. Basilin kolay iiremesi ve koloni seklinin korunmasi bakimindan LJ besiyeri tanida en
sik kullanilan yumurta bazl besiyeridir. Petragnani ve American Trudeau Society Medium gibi
besiyerleri de tercih edilen diger yumurta bazli besiyerleridir. Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook H11 ise agar bazli besiyerlerine 6rnektir (Tablo 2). Ayrica MTBK nin iiretilmesi
icin serum ve sigir albiimini ile zenginlestirilmis s1v1 besiyerleri kullanilir. Malasit yesili gibi
inhibitdrler veya ¢esitli antibiyotikler kontamine mikroorganizmalarin iiremesine engellemek
amaciyla besiyerlerine eklenebilir (55, 56).

Tablo 2: Mikobakterilerde Genel Uretim ve Selektif Besiyetleri (57)

Besiyeri Bilesenleri Inhibitor Ajanlar
Lowenstein-Jensen Tam yumurta, tuzlar, 0,025gr/100ml
gliserol, patates unu Malasit yesili
Petragnani Tam yumurta, yumurta 0,052gr/ 100ml gliserol
sarisi, Malasit yesili
tam siit, patates, patates unu,
Amerikan Toraks Dernegi ~ Koagiile taze yumurta sarist, Malasit yesili,
Besiyeri gliserol, patates unu 0,02 g /100 mi
Middlebrook 7H10 Bazi tuzlar, vitaminler,
kofaktorler, oleik asit, Malasit yesili,
albiimin, katalaz, gliserol, 0.0025g/ 100ml
dextroz
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Middlebrook 7H11 Bazi tuzlar, vitaminler,
kofaktorler, oleik asit, Malasit yesili,
albiimin, katalaz, gliserol, 0.0025g/100ml
dextroz, %0,1 kazein
hidrolizat Malasit yesili,

Modifiye Lowenstein-Jensen Tam yumurta, tuzlar, 0,025gr/100ml Malasit
gliserol, patates unu, yesili, 50U/ml penisilin,
5mg/100ml RNA 35mg/ml nalidiksik asit
Lowenstein-Jensen Tam yumurta, tuzlar, 0,025gr/100ml Malasit
gliserol, patates unu yesili,400pg/ml
siklohekzimid,
2pg/ml linkomisin, 35pug/ml
nalidiksik asit
Middlebrook 7H10 Tuzlar,vitaminler, 0,0025gr/100ml Malasit
kofaktorler, oleik asit, yesili,360pg/ml
alblimin, katalaz, gliserol, siklohekzimid,
glikoz 2 pg/ml linkomisin,
20pg/ml nalidiksik asit
Selektif 7H11, Tuzlar, vitaminler, 50pg/ml karbenisilin
(Mitchison’s besiyeri) kofaktorler oleik asit, 10pg/ml amfoterisin B
albiimin, katalaz, glikoz, 200U/ml polimiksin B,
kazein hidrolizat gliserol, 20ug/ml trimethoprim laktat

Mikobakteri kiiltiirii i¢in ticari olarak saglanabilen siv1 besiyerleri de mevcuttur.

MGIT (Becton Dickinson, Biosciences): Cihazsiz olarak mikobakterilerin liretilmesine
dayali olan bu yontem Modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri igermektedir. MGIT,
tiplin tabaninda gomiilii olan ve oksijen ile maskelenmis bir sensor igerir.
Mikrooorganizmalarin liremesine bagli olarak azalan oksijen sonucu aciga c¢ikan
floresan Wood lambas1 veya transilluminator yardimiyla tespit edilir. Manuel olarak
kullanilan bu sistem diisiik kapasiteli labaratuvarlarda tercih edilmektedir (58, 59).

MB Redox (Heipha Diagnostica Biotest): Antibiyotik karisimi ve renksiz tetrazolium
tuzu iceren modifiye Kirchner besiyeri (4 ml) i¢eren bu sistem siv1 bir ortam ile redoks
gOstergesini birlestiren bir sistemdir. Tetrazolium tuzu mikobakterilerin redoks sistemi
sayesinde, hiicre ylizeyinde graniiler formda biriken pembe, kirmizi ve menekse

renginde formazona indirgenir ve iireme sonucu olusan mikrokoloniler renkli partikiiller
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seklinde makroskobik olarak goriilebilir. Diislik kapasite ile ¢alisan laboratuvarlarda
tercih edilen manuel sistemdir (51, 60)

BACTEC 460TB (Becton Dickinson, Biosciences): Yar1 otomatize radyometriktik bir
sistem olan BACTEC TB zenginlestirilmis Middlebrook 7H12 siv1 besiyeri igerir. Bu
sistemde iclerinde 4 ml besiyeri bulunan ve toplam 10 ml kapasiteli 6zel BACTEC
siseleri bulunur. Islemden gecirilmis Ornekten 0,5 ml siseye eklenerek 35°C’de
inkiilbasyona birakilir. Besiyerinde bulunan ve 14C ile isaretli palmitik asit
mikobakteriler tarafindan kullanilir ve BACTEC sisesi igerisine 14CO2 salinir. Bu
sistemin esast mikobakteri liremesi sonucu ortama salinan 14CO2 miktarinin dl¢iimiine
dayanmaktadir. BACTEC 460 cihaz1 tarafindan sise igerisine salinan 14CO2 miktar1
Olciilerek radyoaktivite miktar1 kantitatif olarak O ile 999 arasinda bir degere ¢evrilir.
Bu sayilara “Growth Index”(GI; biiyiime endeksi) denir. Biiyiime endeksinde olusan
giinliik artis ile besiyerindeki liremenin miktar1 ve hizi dogru orantilidir. 10’un
iizerindeki biiylime endeksi pozitif kabul edilirken negatif 6rneklerin biiyiime endeksi
genellikle 5-6 civarindadir. Siseler her test edildiginde BACTEC cihazi tarafindan
besiyerine verilen % 5°lik taze COz lireme hizinin artmasini saglar. Bu ydntem
sayesinde ¢ok kiiciik miktarlardaki 14CO. bile saptanabildiginden mikobakterilerin
tiremesi ¢ok kisa bir zamanda belirlenmektedir. BACTEC 460 sistemiyle MTB’in
saptanma siiresi ortalama olarak 7-12 giin arasindadir. Bu sistemin dezavantajlari;
koloni morfolojisinin belirlenememesi, radyoaktif atik birikmesi ve pahali olmasidir.
Giiniimiizde ¢ok fazla tercih edilen bir yontem degildir (51, 61, 62).

MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize ve non-radyometrik olan
bu sistemde kullanilan tiiplerde Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri Ve dipte oksijene duyarl
floresan (rutenyum) madde gomiilii silikonlar bulunur. Besiyerlerine 6rnek ekimi
yapilmadan o6nce OADC (Oleik asit, si@ir Albumin, Dekstroz, Katalaz ) ve
PANTA(polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B) ilave
edilir. Daha sonra 7 ml kapasiteye sahip kiiltiir tiiplerine 0,5 ml 6rnek ekimi yapilir ve
37°C’de inkiibe edilir. Ekim yapildiktan sonraki giinden itibaren sistem her giin iireme
acisindan degerlendirilir. Besiyerinde herhangi bir tireme olmadiginda ortamda bulunan
oksijenden dolay1r floresan madde maskelenmektedir. Mikobakteri ve bagska
mikroorganizmalar iirediginde oksijenin azalmasi sonucu floresans olugsmakta ve olugan
floresans miktar1 lireme endeksi olarak degerlendirilmektedir. Herhangi bir igne veya

enjektore ihtiyag duyulmamasi, tam otomatize olmasi, radyoaktif madde icermemesi bu
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2.6.4

sistemin avantajlar1 arasinda yer alirken, yiiksek kontaminasyon oranit ve kan ile
floresansin maskelenmesi sistemin dezavantajlaridir (51, 61, 63).

BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, Biosciences): Tam otomatize olan bu sistemde
modifiye bir Middlebrook 7H9 besiyeri olan MY CO/F kullanilir. Besiyeri ortamindaki
floresan artig1 iireyen mikroorganizmalarin tiikettigi oksijen ile orantilidir. Ekim
yapmadan 6nce besiyerine PANTA ilave edilir. Bu sistemde floresan seviyesi ve iireme
bilgisayar destegi ile takip edilir (51, 64).

ESP II Kiiltiir Sistemi (Trek Diagnostics): Bu sistem; besiyeri sisesi igerisinde modifiye
Middlebrook 7H9, seliiloz siinger, gliserol ve kaziton iceren tam otomatize bir
sistemdir. Orneklerin ekimi yapilmadan &nce besiyerine Polimiksin B, Vankomisin,
Nalidiksik asit ve Amfoterisin B (PVNA) karigimi ilave edilir. ESP II kiiltiir sisteminde
her sisede mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu olusan gaz basincindaki
degisikliklerin dl¢iilmesiyle degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli olan bu sistemde
basingtaki degisiklik siirekli olarak goriintiilenebilir (65-67).

MB/BacT Sistemi (Organon Teknika, irlanda): Middlebrook 7H9 besiyeri MB/Bac T
siseleri, vakumlu, nitrojen, oksijen, CO2 icerir. PANTA ve 0zel biiylime faktorleri
iceren karisimin eklenmesiyle mikobakteriler i¢in uygun sartlarin olugsmasi saglanir.
Besiyerinin dip kisminda bulunan ve CO: varliginda koyu yesilden sartya donen
kolorimetrik bir sensor yardimiyla tiremeyi degerlendiren tam otomatize bir sistemdir.

Bilgisayar destegi ile de besiyerleri siirekli kontrol altinda tutulmaktadir (68).

Fenotipik Yontemler

Kiiltiirti yapilan mikobakterilerin tiir diizeyine kadar tanimlanabilmesi dogru tedavi ve

halk saglig1 bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir. 1950’lerden itibaren fenotipik 6zelliklerine

gore tanimlanan mikobakteriler i¢in geleneksel biyokimyasal testler kullanilmistir. Bu amagla

tireme hizi, oksijen kullanimi, koloni morfolojisi niasin birikimi, tiyofen-2-karboksilik asit

hidrazid (TCH) direnci, nitrat rediiktaz aktivitesi ve pirazinamidaz tretim ozellikleri

incelenmektedir (Tablo 3). Ancak mikobakterilerin yavas iiremesi ve koloni morfolojisindeki

belirsizlikler géz 6niine alindiginda sonuglarin giivenirliligi tartismaya yol agmaktadir (33).
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Tablo 3:Mycobacterium tuberculosis kompleks Tiirlerinin Koloni Morfolojileri ve
Biyokimyasal Ozellikleri (69)

Testler M. M.bovis M.bovis M.african  M.microti  M.canneti
tuberculosis BCG um
Morfoloji R R R R R S
Pirizamidaz + - - + + +
Niasin + - - +/- + -
Nitrat + - - +/- - +
kullanim
Ureaz +/- - + +/- +/- +
TCH Direngli Duyarh Duyarli Duyarl Duyarh Direngli
duyarhhg:
Oksijen Aeorobik Mikroaero  Aerobik Mikroaero  Mikroaero  Bilinmiyor
filik filik filik

Piruvat - + + - - -
kullanmasi

2.6.5 Molekiiler Yontemler

Molekiiler tiplendirme yontemlerinin kullanima girmesi MTB suslarinin daha kesin
olarak birbirinden ayirt edilmesini saglamigtir. 1983 yilina kadar 53 olarak bilinen mikobakteri
tiir sayist bu yontemler sayesinde bugiin 170’in iizerine ¢ikmistir. Tiir tespitinin yani sira,
hastaligin toplum i¢inde kiiresel ve yerel bulas ve yayilma dinamiklerinin daha ayrintili
anlagilmasini saglamistir. Genotipik yontemlerle yapilan ¢aligmalar sonucunda laboratuvardaki
capraz kontaminasyon ile reinfeksiyon ve reaktivasyon arasindaki farkin tespiti gibi

epidemiyolojik 6nemi olan bilgilere ulagilmistir (69).

Ideal bir molekiiler genotipleme ydnteminin, ayrim giicii yiiksek, ucuz, hizli, basit,
giivenilir, degerlendirilmesi ve yorumlanmasi kolay, tekrarlanabilir, {retilen verilerin
saklanmasi, laboratuvarlar aras1 paylasimi kolay olmalidir. Yontem susa 6zel, parmak izi

“fingerprint” olarak adlandirilan, genetik profili ortaya koyabilmelidir (70).

Ticari direkt amplifikasyon kitleri basta PCR ve transkripsiyon aracili amplifikasyon
(TMA) olmak tizere “strand displacement amplification” (SDA) ve ligaz zincir reaksiyonu

(LCR) gibi ¢esitli amplifikasyon yontemleri kullanilmaktadir (71).

2.7 1la¢ Duyarhlik Test Yontemleri
Hem tedavinin yonlendirilmesi hem de ilag¢ direncinin tanimlanmasinda MTBK igin
IDT son derece énemlidir. IDT sonuglar1 olmaksizin yapilan tedaviler, tedavide basarisizlik

oranini ve anti-TB ilaglara kars1 direng gelisimini arttirmaktadir (72, 73).

Amerika Birlesik Devletlerindeki Hastalik Korunma ve Kontrol Merkezi (Center of
Diseases Control-CDC) anti-TB ilaglara kars1 direngli mikobakterilerin olusmasini engellemek

amactyla MTBK in izole edildigi tiim hastalarda ilk izolata antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
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yapilmasint ve sonuglarmin saglik kuruluslarina bildirilmesi gerektigini onermektedir (2).
Ozellikle bu testlerin, tedavinin iiciincii ayinda hala yayma pozitif olan hastalarda ya da
tedaviye yanit yetersizligi olan hastalardan alinan sonraki klinik izolatlara da yapilmasi

onerilmektedir (74,75).

2.7.1 Fenotipik Yontemler
2.7.1.1 Klasik Kiiltiir Yontemleri

Orant1 (Proporsiyon) Yontemi:

MTBK izolatlarinda antimikrobiyal ilag duyarliligini saptamak i¢in kullanilan bu
yontem Klinik ve Laboratuvar Standart Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSIJ) tarafinca kabul edilmekle birlikte diinya genelinde en ¢ok kullanilan yontemlerden
biridir. Yapilan caligmalar sonunda anti-TB ilaglara direngli basil oram1 % 1 olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemde belirli bir ilag konsantrasyonunda (Kritik Konsantrasyon) direngli
olan mikroorganizmalarin orani tespit edilir. Koagiilasyondan once ila¢ eklenmis LJ ve
Middlebrook 7H10 besiyeri bu amagla kullanilmaktadir. Basiller ilagl ve ilag icermeyen
(kontrol) besiyerlerine ekilerek 3 hafta kadar inkiibasyona birakilmaktadir. Direng oranini % 1
olarak hesap etmek i¢in ilagl besiyerinde kullanilan bakteri miktar1 kontrol besiyerindekinden
100 kat fazladir. ilagh besiyerinde iireyen koloni sayisinin ilagsiz besiyerinde iireyen koloni
sayisina orant direngli basillerin oranin1 gostermektedir. Hesaplanan direng ylizdesi 1’den
biiyiik veya esitse o susun test edilen antibiyotige direngli oldugu 1’den kiiciik ise antibiyotige
duyarl olarak kabul edilmektedir (76).

Mutlak Konsantrasyon Yontemi:

Bu yontem; test edilen mikroorganizmaya karsi her ilactn Minimal Inhibitér
Konstrasyon (MIK) degerinin tespitine dayanmaktadir. Belirli miktarda antibiyotik eklenen ve
antibiyotiksiz besiyerlerine 2x10° veya 1x10* koloni olusturan birim/ml (cfu/ml) igeren
mikobakteri soliisyonu ekilir. Inokiiliim miktar1 100.000 basili gegmemelidir. 4 haftalik bir
inkiibasyon siiresinden sonra test degerlendirilebilir. Ilagl besiyerinde 20’°den fazla koloninin
gozlenmesi bakterinin o ilaca karsi direngli oldugu anlamini tasir. Ekim 6rneginin hassas bir
bi¢imde hazirlanmasi ve hata oraninin yiiksek olmasi yontemin dezavantajidir (76).

Diren¢ Oram Yontemi:

Direng oran1 yontemi; direnci bilinmeyen bir susun standart sus ile degerlendirilmesi
prensibine dayanir. Mikobakteriler farkli konsantrasyonlarda ila¢ iceren besiyerlerine ekilir.
Anti-TB ilaglarin tiimiine duyarli oldugu bilinen standart sus H37Rv’de ilagh ve ilagsiz besiyeri
iceren tiiplere ekilir. 37°C’de 4 hafta inkiibe edildikten sonra direnci bilinmeyen susun MIK
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degeri standart susun MIK degerine béliinerek direng oran1 hesaplanir. Bu oran > 8 ise sus

denenen ilaca direngli, <2 ise duyarl olarak kabul edilir (76).

2.7.1.2 Hizh Kiiltiir Yontemleri

Radyometrik Kiiltiir Sistemi(BACTEC 460-Becton Dickinson):

DSO ve CLSI’nin énerdigi bu sistemde Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri iceren siselere
ekilen mikobakteri 6rnekleri diizenli olarak 14CO; varlig1 yoniinden kontrol edilir. Agiga ¢ikan
14CO, iireme indeksi olarak cihaz tarafindan hesaplanir. GI degeri 500-800 aras1 bir degere
geldiginde duyarlilik testi yapilmalidir. Antibiyotik duyarlilig1 test edilecek olan ilaglar1 igeren
Middlebrook 7H9 besiyerlerine 0,1 ml iireyen susun bulundugu siseden ekim yapilir. Kontrol
bir besiyerinede ilagli besiyerindekinden yiizde biri oraninda ekim yapilir ve her iki besiyerinin
glinliik tireme indeksi 6l¢iilerek raporlanir. Bu yontemle birinci ve ikinci kusak anti-TB ilaglara
duyarlilik testleri yapilabilir ve 5-7 gilinde sonuglar alinir. Ancak is yiikii fazlaligi, direncgli
basillerin oraninin belirlenememesi ve radyoaktif atik icermesi yontemin dezavantajlaridir (77).

Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTECMGIT 960-Becton Dickinson):

Duyarlilik testi icin ilagl ve ilagsiz besiyerlerine ayni oranda bakteri ekimi yapilarak
besiyerlerindeki iireme karsilastirilir. llagsiz tiipte lireme gdzlenmesinden sonraki 48 saat icinde
ilagl tiiplerde iireme olursa bakterinin testi yapilan ilaca karsi direncli oldugu kabul edilir.
Bilgisayar destekli olmasi nedeniyle besiyerlerinin ayn1 anda gozlenmesi saglanir. Non-
radyometrik olmasi avantaji iken kontaminason oraninin yiiksek olmasi dezavantajidir (77).

Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi:

A. MB /BacT /ALERT MB (Organon, Teknika)

Bu sistemde mikobakteri tiremesi ve antibiyotik duyarhiliklarinin belirlenmesi
besiyerindeki CO: diizeyinin kolorimetrik olarak 6lgiilmesine dayanmaktadir. BacT/ALERT
MP siselerindeki renk degisiklikleri saptanarak veriler bilgisayarli sistemler tarafindan
degerlendirilir. INH, RIF, SM ve EMB i¢in ilag duyarlilik testleri yapilabilir (78).

B. Alamar Blue Oxidation-Reduction Indicator

Mikobakteriler ilagl ve kontrol besiyerlerine ekilerek tiim tiipler 35°C’de 2 hafta kadar
inkiibe edilir. Ilagh tiiplerde iiremenin olup olmadigini saptamak amaciyla kontrol tiipleri yedi
10. ve 14. giinlerde test edilmelidir. Test i¢in kontrol tiiptine 0.02 ml alamar blue soliisyonu ve
bir miktar tween 80 eklenerek 50 °C’de 2 saat siireyle inkiibe edilir. Bakteri iiremesi sonucunda
rengi pembeye donilisen alamar blue boyasi bir indikator olarak bu sistemde kullanilir. Renk
degisimini 6nleyecek ilacin konsantrasyonu ilacin MIK degeri olarak kabul edilir. Rengin
maviden pembeye dondiigii tliplerde tireme oldugu ve o tiiplerdeki ilaglara karsi bakterinin
direngli oldugu saptanir (79).
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Karbondioksit Olusumunu Tespit Eden Sistem: ESP Kiiltiir Sistemi I1:

Duyarlilik testi i¢in ilaclh ve ilagsiz besiyerlerine ayni oranda mikobakteri ekimi yapilir.
Periyodik araliklarla tireme agisindan degerlendirilip kontrol besiyerinde iireme zamani tespit
edilir. Kontrol besiyerinde pozitiflik goriildiigiinden itibaren ilaglh besiyerleri ii¢ giin daha takip
edilir. Ilagh besiyerindeki tespit zaman ile kontrol sisesindeki tespit zaman1 arasinda ii¢ giinden
az fark varsa sus direngli, ii¢ glinden daha uzunsa veya hig iireme yoksa sus duyarl olarak kabul
edilir (77).

E-Test:

E-test (Epsilometer test) yontemi primer anti-TB ilaglara karsi MIK degerlerini
belirlemede kullanilan bir yontemdir. Yiiksek konstarasyonda hazirlanan bakteri siispansiyonu
(MacFarland:3) OADC ile desteklenmis Middlebrook 7H11 agara ekilerek 37°C’de % 5-10
CO2’li ortamda 24 saat boyunca inkiibe edilir. Bu inkiibasyonu siiresinden sonra -20°C’de
saklanan E-test seritlerinin oda 1sisina gelmesi beklenir ve bir aplikatér yardimi ile besiyeri
yiizeyine (6lgekli kisim iistte olacak sekilde) yerlestirilir. Pahali olmasi ve inokiiliim miktarinin

fazla olmas1 dezavantajlar1 arasinda yer alirken MiK degerini vermesi avantajidir (76, 80).

2.7.1.3 Bakteri Varh@ina Dayanan Yontemler

Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi:

Bu yontemde ates boceginde bulunan ve 11k tiretiminden sorumlu olan lusiferaz genini
tastyan bakteri faji kullanilmaktadir. Mikobakteri varliginda bu fajlar kendilerine 6zgii
mikobakterileri enfekte ederler. Fajlarla enfekte olan mikobakterilerde faj ¢ogalmasi ve
lusiferaz geninin transkripsiyonuna bagli olarak fazla miktarda lusiferaz enzimi Tretilir.
Lusiferaz enziminin substrati olan lusiferinin ortama eklenmesiyle adenozin trifosfat (ATP)
varliginda kimyasal reaksiyon sonucu enzim lusiferini oksilusifenine doniistiiriir ve 151k olusur.
Bu yontemle yapilan duyarlilik testinde lusiferaz geni iceren mikobakteriler ilacl ve kontrol
besiyerlerine ekilerek bir giin boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda ortama
liisiferin eklenerek 1s1k iiretiminin olmas1 beklenir. ilagsiz ortamda mikobakterilerin iiremesi
sonucu lusiferaz geni ve ATP varliginda 151k olusur. Anti-TB ilaglara duyarh suslar ilagh
besiyerinde 151k olusturmazken direngli suslar 151k olugturmaya devam eder (81).

Biyoluminesans Yontemi:

Bu yontem yasayan tiim canlilarda ATP’nin varligi ve 6li hiicrelerde ise ATP’nin
yoklugu ile yapilan deneyler sonucu ATP’nin kiiltlirlerden ekstrakte edilmesi ve 6l¢iilmesi
prensibine dayanir. Biyoliiminesans testi ile duyarlilik tayinin yapilabilmesi i¢in anti-TB ilaglar
uygun konsantrasyonlarda besiyerine eklenir. Daha sonra mikobakteri kolonileri suspansiyon (
McFarland No:0.5) haline getirilerek ilagh tiiplere ekimi yapilir. Ilagsiz kontrol tiipleri ile
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birlikte 35°C’de 10 giin inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikobakteri kiiltiirinden 100
pl almarak 0,1 pl Tris tamponu ve EDTA ile karistirilir. Bu karisim bes dakika kadar
kaynatilarak oda sicakliginda sogumaya birakilir. Daha sonra {izerine ATP monitorize edici
madde eklenerek olusan 15181n siddeti luminometre ile dl¢iiliir. Olgiilen 151310 miktari {iretilen
hiicresel ATP miktari ile dogru orantilidir. Anti-TB ilaglara karsi duyarl olan suslar 151k iiretimi
yapamaz. Kontrol susa gore ATP aktivitesinin % 40 veya daha altina inmesi testi yapilan ilaca
karsi susun duyarli oldugunu gosterir. Sonuglar ortalama yedi giinde alinir (82).

Flow Sitometri Yontemi:

Yontem, canli MTB mikroorganizmalarinin, floresein diasetat (FDA) hidrolize etme
kabiliyetine ve boOylece olusan floresan mikobakterilerin flow sitometrik analiziyle
saptanmasina dayanir. Anti-TB ilaglara duyarli mikobakteriler FDA’y1 6nemli 6l¢iide daha az
hidrolize ederler. Ila¢ duyarlilik testi icin ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan anti-TB ilaclar
mikobakteri iceren Middlebrook 7H9 besiyerlerine eklenir. 24 saat sonra ilagh ve kontrol

besiyerlerine FDA eklenir ve olusan floresan dl¢iilerek degerlendirilir (83, 84).

2.7.2 Molekiiler Yontemler

Diinyada ilaca diren¢li MTB suslarinin artmasit ve ilag direncinin molekiiler
mekanizmasmin anlasilmasiyla birlikte ilag direncini hizli saptayan molekiiler yontemler
gelistirilmistir. Molekiiler yontemlerle direng¢ saptamak i¢in minimum {iremenin yeterli olmasi
konvansiyonel yontemlerle duyarlilik testlerini siiresini birka¢ haftadan yalnizca birkag saate
indirmistir (85). Molekiiler yontemlerle ila¢ direncinin hizli tespiti; uygun anti-TB ilaglarla
tedaviye erken bagslanmasi, tedavide basar1 elde edilmesi, yeni direngli suslarin ortaya
c¢ikmasinin engellenmesi ve TB’un kontrol altina alinmasi bakimindan biiyiik 6nem
tasimaktadir(85, 86). Anti-TB ilag¢ direncinde sik rastlanan mutasyonlar artik bilinmektedir.
Ornegin; mutasyonla iligkili RIF direncinin % 95°i, RIF direncini saptayan gen bolgesi, rpoB
geninin 81 bp’lik bir bdlgesinde bulundugu igin genotipik olarak RIF direncini saptamaya
uygundur. TB basilinin rpoB genindeki mutasyonlar, RIF direncinin % 95'inden fazlasindan
sorumludur (87). Yiiksek maliyetli olmas1 ve saptanan sessiz mutasyonlarin ila¢ direnciyle
iliskisinin bulunmamasi molekiiler yontemlerin dezavantajlarindandir (88). ilag direncinin
belirlenmesinde kullanilan molekiiler yontemlerin bircogu DNA eldesi, hedef DNA’nin

amplifikasyonu ve mutasyonlarin saptanmasi basamaklarindan olusmaktadir (86).

Kati faz hibridizasyon testleri (INNOLiPA RIF TB, GenoType MTBDR, microarray),
DNA dizi analizi, PCR tek zincir konformasyon polimorfizmi (PCR single strand confirmation

polymorphism analysis PCR-SSCP), heterodupleks analizi, “pyrosequencing”, mutasyona 6zgii
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primer ile amplifikasyon, “ger¢cek zamanli PCR” ve amplifikasyon iriiniin mutasyona 6zgii
restriksiyon enzimi ile analizi gibi islemler ile hedef gendeki degisimler saptanabilmektedir
(69).

2.7.2.1 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analiz yontemi mikobakterilerde tiim genom analizinin yani sira ilag direncine
neden olan mutasyonlarin (delesyon, insersiyon) saptanmasina olanak sagladigindan CLSI
tarafindan altin standart olarak kabul edilmektedir (89). Giiniimiizde DNA dizi analizi amaciyla
dideoksi ya da zincir sonlanma teknigi olarak da bilinen ‘Sanger-dideoksi’ yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontemde dizilemesi yapilacak olan DNA dizileri, primerler,
deoksiniikleotit trifosfat (ONTP)’ler ve DNA polimeraz | enzimin ek olarak deoksiribozun 3’
pozisyonunda OH grubuna sahip olmayan dideoksi niikleotid trifosfatlar1 (ddNTP) kullanilir.
DNA’nin sentezlenmesi dort deoksiribonukleotid trifosfat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
molekiiliiniin birbirine baglanmasiyla gerceklesir. Her niikleotid kendisinden bir 6nceki
niikleotidin 3' OH ucuna baglanir. Dideoksinukleotid trifosfat (ddNTP) ise 3' OH ucu

icermediginden DNA sentez zinciri durur ve zincirin son niikotidini olusturur (90).

DNA dizi analiz yontemleri manuel ve otomatize sistemlere uyarlanarak
yapilabilmektedir. Otomatik olarak yapilan DNA dizi analizlerinde reaksiyonda floresan veren
madde ile isaretli primer veya niikleotid kullanilarak baz diziliminin goriiniir hale gelmesi
saglanir. Manuel olarak yapilan DNA dizi analizinde tiipte olusan farkli uzunluktaki DNA
parcalar1 poliakrilamid jelde goriintiilenebilir (92).
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2.7.2.2 PCR-Line Probe Assay (LIPA)

Hizli RIF direncinin saptanmasi amaciyla gelistiren bu kitin temeli ters hibridizasyona
dayanmaktadir. LIPA yonteminde RIF direncinden sorumlu rpoB geninin biyotinle isaretlenmis
PCR iiriinleri denatiire edilerek nitroseliiloz serit lizerine yerlestirilmis 10 farkli 6zgil probla
hibridize edilmektedir. Olusan hibridler alkalen fosfatazla konjuge edilmis streptoavidin ve
kromojen substrat eklenerek saptanmaktadir. Genotype MTBDR (Hain Lifesience, Almanya),
ayn1 teknoloji ve test prensibine bagli olarak gelistirilen, RIF ve INH ilaglarina karsi olusan

mutasyonlari tespit edebilen bir tiriindiir (93, 94).

2.7.2.3 Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism SSCP) Analizi

Tek zincir konformasyon polimorfizmi tekniginde; ilag direncinden sorumlu olan gen
bolgesi PCR ile amplifiye edildikten sonra 1s1 yardimiyla denatiire edilir ve ¢ift iplikli DNA tek
iplikcikli hale getirilir. Denatiire olmus tek iplik¢ikler icerdikleri niikleotitlere gore farkli
sekillerde kivrilarak 6zgiin yapilar meydana getirirler. Elde edilen denatiire iirtinler ilaca duyarli
kontrol {irinlerle birlikte poliakrilamid jel elektroforezi yapilir. Elektroforez sirasinda zincirin
ozgil yapist jel gozeneklerinden gecis hizini etkilemesi nedeniyle, hastadan elde edilen izolatin
ilaca duyarli kontrol kokenden farkli sonu¢ vermesi o gende mutasyon oldugunu
gostermektedir. Bu yontemde goriintiilleme amaciyla radyoaktif madde kullanimi, deneyimli
personel gerektirmesi ve uygulamadaki zorluklar nedeniyle rutinde kullanilmamaktadir (86,
95).

2.7.2.4 GeneXpert MTB/RIF

GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD) test sistemi; bakteriyel lizis,
DNA ekstraksiyonu, yart kantitatif nested ger¢ek zamanli PCR temeline dayanan tek
kullanimlik plastik bir kartus i¢inde iki saatten az bir siire i¢erisinde saptayan bir sistemdir (96).
Klinik 6rneklerden TB tanisi ve RIF direncinin birlikte saptandigir bu sistem 2010 yilinda
yetiskinlerde akciger TB’unun tanisinda kullanilmak iizere DSO tarafindan dnerilmistir. 2013
yilindan itibaren ise ¢ocuklarda ve akciger dis1 TB’un tanisinda onerilmektedir. RIF direnci
biiyiik oranda rpoB geninin 81 bp’lik bdlgesindeki 5 gen mutasyonu ile olusur. Bu sistemde
RIF direncini belirlemede yiiksek ozgilliik i¢in bes 0zgiin prob ve ii¢ 0Ozel primer
kullanilmaktadir (97). MTBK’de RIF direngli olgularin neredeyse tamaminda INH direnci de

gozlendiginden bu yontem ¢ok ilaca direngli suslarin saptanmasinda 6nemlidir (96).
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2.7.25 Gergek Zamanh PCR (Real Time PCR)

Gergek zamanli PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak 6lciilmesine
olanak saglayan bir PCR ydntemidir (98). Ozgiil proplar veya ¢ift sarmalli DNA’ya baglanma
ozelligi gosteren boyalarin (SYBERGREEN, etidyum bromiir v.b.) PCR sirasinda olusan
irlinlere baglanmasiyla artan floresan miktariin saptanmasi prensibine dayanir.
Kontaminasyonun diisiik olmasi, kisa bir siirede islemlerin tamamlanmasi ve kantitatif sonug
vermesi, multipleks amplifikasyona ve mutasyon saptanmasina izin vermesi, test duyarliliginin
yiiksek olmasi, ¢cok daha az miktarlardaki iirliniin saptanabilmesi, elektroforez islemine bagimli

olmamasi ger¢cek zamanli PCR’nin avantajlarindandir (99).

Gergek zamanli PCR yonteminde; TagMan, Floresans rezonans enerji transferi (FRET)

ve molekiiler boncuk olmak {izere {i¢ farkli formatta hazirlanmis saptama problari

kullanilabilmektedir (91).

2.7.2.6 DNA Microarray

Son yillarda, kiigiik bir alanda ¢ok sayida oligoniikleotid probun yogun bir sekilde
bulundugu microrray’ler mikobakterilerin tanimlanmasina ve ¢ok sayida farkli mutasyonlarin
saptanmasina olanak saglamaktadir (100). Bu yontem, PCR sonucu elde edilen floresanla
isaretli amplikonlarin bir¢cok farkli oligoniikleotid prob iceren alanda kendisine uyan probla
hibridize olmasi temeline dayanmaktadir (91). Hibridize amplikonlarin yaydigi floresan
sinyaller daha sonra optik tarayici ile saptanarak bilgisayar ortaminda degerlendirilmektedir.
DNA microarray ile yapilan calismalarda RIF direngli izolatlarin % 95’1, INH direngli
izolatlarin ise % 80’den fazlasi kiiltiirlerde ve klinik orneklerden yaklasik 12 saat iginde
saptanmigtir. Bu yontem ile yapilan caligmalarda katG, inhA, rpoB ve gyrA genlerindeki
mutasyonlarin tespitinde DNA dizi analizi ile uyumlu sonuglar alinmistir ancak pahali bir
yontem olmasi ve ila¢ diren¢ mekanizmalarinin tam olarak anlasilamamasi nedeniyle sinirlt

sayida laboratuvarda uygulanmaktadir (85).

2.8 Tiiberkiiloz Tedavisinde Kullanilan ilaclar
TB tedavisinde kullanilan ilaglar; kabul edilebilir toksisite i¢eren ve en etkili olan primer
ilaglar (birinci kusak) ile genellikle primer ilaglara direng gelisimi veya hastalarin bu ilaglart
tolere edemedikleri durumlarda kullanilan sekonder ilaglar (ikinci kusak) olmak iizere iki
grupta siniflandirilirlar. Tkinci kusak ilaglar genel olarak daha maliyetli daha az etkili ve daha
fazla toksik etkiye sahiptir. Birinci kusak ilaglar arasinda basta INH olmak iizere RIF, SM,
EMB ve PZA yer alir ve TB’lu olan hastalarin biiyiik ¢ogunlugu bu ilaglar tedavi edilebilir.
Ikinci kusak ilaglar ise etionamid, PAS, viomisin, kapreomisin, kanamisin, amikasin, tiasetazon
35



(amitiazon), siprofloksasin, Levofloksasin ve sikloserin’dir. TB etkeni bakteriler bu ilaglara
karsi hizla direng gelistirdikleri i¢in ilaglar arasinda kombinasyon olusturularak kullanilir (101,
102).

Anti-TB ilaglarinin etki mekanizmalari; hiicre duvart inhibitorleri (INH-EMB-
etionamid, sikloserin), niikleik asit sentez inhibitorleri (RIF-kinolonlar), protein sentez
inhibitorleri (SM, kanamisin) ve membran enerji metabolizma inhibitdrleri (PZA) olarak
simiflandirilmaktadir (103).

Anti-TB ilaglarin etki mekanizmalarina bakildiginda giiniimiizde kullanilan ilaglarin
esas olarak aktif sekilde ¢ogalan basiller iizerinde etkili oldugu goriilmektedir. Halbuki bir basil
toplulugunda bulunan basiller farkli metabolik 6zelliklere sahip olabilmektedir. Mitchison, TB
basillerini farkli metabolik aktivitelerine gore 4 gruba ayirmistir.

A grubu basiller ( Aktif olarak biiyliyen organizmalar) cogunlukla INH tarafindan
oldiiriilen, kavite icinde bulunan ve hizla biiyiiyen bu grup genel olarak bulastiricilik ve ilag
direncinden sorumludur.

B grubu basiller ( Asit ortam basilleri ) Genellikle asitli ortamlarda bulunan (makrofaj
ici ve inflamasyon bolgeleri) c¢ogunlukla PZA tarafindan Oldiiriilen yar1 uyuyan
organizmalardir.

C grubu basiller ikinci biiytik basil grubu olup genellikle kazedz odaklarda bulunurlar.

RIF tarafindan etkisiz hale getirilen bu grup niikslerden sorumludur.

D grubu basiller metabolik aktivitesi olmayan, ilaglar tarafindan 6ldiiriilemeyen ve bir
giin metabolik aktivite kazanabilme potansiyeline sahip tamamen hareketsiz olan

organizmalardir (79, 104).

2.8.1 Birinci Kusak Anti-Tiiberkiiloz ilaclar

izoniazid:

1951 yilinda iki Cek bilim adamu tarafindan iiretilen ve hem aktif TB tedavisinde hem
de latent TB tedavisinde kullanilan en 6nemli birinci kusak ilaglardan biridir. Dormant basiller
{izerinde bakteriyostatik, hizli cogalan basiller {izerinde ise bakterisid etki yapar. MTB i¢in MIK
araligi 0.002-0.2 pg/ml arasinda olup yiiksek oranda aktif bir ilagtir. Kazedz lezyonlar ve
makrofajlara girebilmesi, kolay alinmasi, iyi absorbe olmasi ve maliyetinin ucuz olmasi
nedeniyle anti-TB ilaglar arasinda 6nemli bir yere sahiptir. INH MTBK disindaki bakterilere
karsi etkisizdir. Cok dar spektrumlu oldugundan anti-TB ilaglar arasinda en ideal olanidir.

INH’a maruz kalan mikobakterilerde ileri derecede morfolojik degisiklikler goériilmektedir.
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Mikobakterilerde aside dayaniklilik ortadan kalkar ve EZN boyasi ile boyanma 6zellikleri
kaybolur (101, 103, 105).

INH dar spektrumlu bir ilag olmasindan dolayr TB profilaksisinde ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Uzun yillardan bu yana kullanilmasina karsin ilacin bakteriyel hedefleri ve
aktivasyonu tam olarak agiklanamamaktadir. MTB kokenlerinde olusan INH direnci ile katalaz-
peroksidaz aktivitesindeki kayip arasinda olusan iliski uzun zamandir bilinmektedir. Buna gore
INH hiicre icine girdikten sonra bir peroksidazin etkisiyle izonikotinik asit ve hidrazine
dontistir. Sonuncu madde bakteride nikotinik asidin antimetaboliti olarak gérev yapar ve bir
koenzim A tiirliniin sentezini inhibe eder. Sonug¢ olarak hiicrede hidrojen peroksid yikimi
olamadigindan fazla miktarda biriken hidrojen peroksit letal etki yapar. INH direnci yiiksek
olan klinik izolatlarda (MIK >50pg/ml) katalaz-peroksidaz aktivitesinde gorevli katG geninde
kay1p (missense mutasyonlar), insersiyonlar (niikleotid ilavesi) ve kiiciik delesyonlar (niikleotid
kayb1) oldugu saptanmistir. Bu izolatlarda katG geninin tlimiiniin delesyona ugramasi ¢ok nadir
goriillen bir olaydir. INH’a direngli suslarda katG geninde en sik rastlanan degisiklik
315.kodonda Ser315Thr mutasyonudur. Direngli kokenlerin bazilarinda katG geninin 463.
kodonunda bulunan Arg463Leu mutasyonu saptanir ancak bu mutasyon tek basina katalaz-

peroksidaz mutasyonunu degistirmez (91, 107).

Etki mekanizmasi ile ilgili diisiiniilen bir diger durum INH’a maruz kalan MTB
kokenlerinde NAD miktarinin diismesi ve isaretli prekiirsor metabolitlerin mikolik asit yapisina
katiliminin azalmasidir. Bunu sebebi ise mikolik asit sentezinde 6nemli bir yeri olan C-24 asid
delta-5 desatiiraz enziminin INH tarafindan inhibasyonudur. Mikobakterilerin hiicre duvarinda
onemli bir yapitasi olan mikolik asid sentezinin bozulmasi ile birlikte hiicrenin yasamsal

fonksiyonlarinin durdugu diistiniilmektedir (91).

Rifampisin:

Streptomyces mediterranei’den izole edilen ve 1970’li yillarda kullanima giren bir
rifamisin tlirtidiir. INH ile birlikte kisa stireli tedavi rejimlerinde siklikla kullanilmaktadir. Hizla
cogalan ve dormant duruma ge¢mis mikobakteriler {izerinde etkili olup hiicre i¢cindeki ve hiicre
disindaki mikobakteriler tizerinde bakterisid etkisi yapar (102). RIF bakterinin RNA polimeraz
enziminin B-alt iinitesine baglanir ve transkripsiyonun baslamasimin engeller. RIF direngli
mikobakteri suslarinin neredeyse tamaminda (% 95) RNA polimeraz enziminin alt {initesini
kodlayan rpoB geni iizerindeki 507-533 kodonlar1 arasindaki 81 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda olan
rifampin resistance determining region (RRDR) veya hot spot denilen bolgede kayip (missense

mutasyonlar), insersiyonlar (niikleotit ilavesi) ve kiiciik delesyonlar (niikleotit kayb1) oldugu
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belirlenmistir. Ancak RIF direngli suslarin kii¢iik bir boliimiinde (% 4) RRDR bolgesinde higbir
mutasyona rastlanilmamistir. Bu suglarin bir kisminda rpoB geni iizerinde bulunan RRDR
bolgesi disinda kalan 7 farkli kodonda (146, 490, 505, 535, 541, 553, 572) mutasyon varligi
gosterilmis olup c¢ok az bir bolimiinde ise olusan direncin mekanizmasi heniiz
aciklanamamustir. RIF direngli kokenlerdeki mutasyonlar proteinlerin sifresi olan kodonlardaki
niikleotidlerinin birinde degisim olabilecegi gibi bir kodonda birden ¢ok niikleotid degisimi
seklinde veya birden ¢ok kodonu i¢ine alan ikili, tiglii hatta dortlii kodon mutasyonlari seklinde
de olabilmektedir. RIF direnci siklikla INH direnci ile birlikte goriilmektedir. Antibiyotikle
karsilasmamis suslarm kiiltiirlerinde direng orani yaklasik olarak 108 olarak tespit edilmistir.
Ancak INH + RIF i¢in bu oran107* kadardir. Bu mutasyonlarim biiyiik bir kisminin 526. ve 531.
amino asitleri arasinda oldugu varsayilmaktadir. Yapilan c¢alismalarda ¢esitli cografik
bolgelerde izole edilen suslarda mutasyonlar saptanmis ancak direncin derecesi ile iliskisi
bulunamamustir (101, 106, 108).

Pirazinamid:

Ik kez 1936 yilinda Dalmer ve Walter tarafindan sentezlenmesine ragmen kullanima
girmesi 1980 yilinda olmustur. Nikotinanamid’in sentetik pirazin analogudur. Tedavide
kullanima giresinden bu yana RIF, INH ve EMB ile birlikte TB tedavisin de vazgegilmez birinci
kusak ilaglardan biridir (5, 109). Diger anti-TB ilaglar tarafindan oldiiriilemeyen asidik
ortamdaki semi-dormant basil popiilasyonu iizerinde etkili oldugundan tedavi siiresini 12 aydan
6 aya kadar kisaltmakta egsiz bir rol oynamaktadir (110). PZA bir 6n ilag olup MTB’deki pncA
geni tarafindan kodlanan pyrazinamidase (PZase)/nikotinamidase enzimi ile aktif formu olan
pirazinoik aside (POA) doniisiir (5). Etki mekanizmasi pirazinamidin aktif kismi olan
pirazinoik asidin, membran enerjisini bozdugu ve MTB’de membran tasima fonksiyonunu
inhibe ettigi varsayilmaktadir (111).

Etambutol:

Etambutol (EMB) [dekstro-2,2 (etilendiimino) —di-1-biitanol] 1962 yilinda
poliaminlerin ve diaminlerin tiiberkiil basillerine kars1 aktivite gosterdigi gdézlemine
dayanilarak kesfedilen ve D-arabinoza yapisal olarak benzeyen sentetik bir bilesiktir. MTB ve
yavas lireyen NTM’ler tizerinde etkili oldugu bilinmektedir (112). EMB mikobakterilerin hiicre
duvarinda bulunan ve duvarin ana polisakkariti olan arabinogalaktanin sentezini inhibe ederek
etki eder. EMB arabinozun arabinogalaktan ve lipoarabinomannana (LAM) polimerize
olmasini saglayan araninozil transferaz enzimine miidahale ederek bu yapilarin hiicre duvaria
taginmasini engellemektedir. Araninozil transferaz enzimini kodlayan ve embCAB operonunda

yer alan embC embA ve embB genleridir. Yaklasik olarak % 65 oraninda benzerlik gosteren
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emb proteinlerinin 12 adet integral membran proteini oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
biyokimyasal ve genetik ¢alismalar embC’nin LAM sentezinde, embA ve embB’nin ise
arabinogalaktan sentezinde terminal heksaarabinofuranosid motifini olusturmada rol
oynadigini gostermistir. Bununla birlikte, EMB'nin EmbB’yi inhibe etme mekanizmasi hala
belirsizdir (113, 114). EMB direnci biiyiik oranda embCAB operonundaki mutasyonlardan
kaynaklandig belirtilmektedir. Ozellikle embB nin 306, 406 ve 497 kodonlarindaki “kanonik”
mutasyonlar emb direncinden sorumludur. embCAB ile ilgili yapilan ¢alismalar en sik goriilen
mutasyonlarin 306. kodondaki (ATG) aminoasit degisikligi sonucunda olustugu ve 5 farkli
mutasyonun 3 farkli aminoasidin kodlanmasina yol agtigini ortaya koymustur. (ATG)—(GTG)
mutasyonu sonucu valin, (ATG)—(CTG) mutasyonu sonucu 1osin ve (ATG)—(ATA),
(ATG)—=(ATA), (ATG)—(ATT) mutasyonlar1 sonucu izoldsin sentezlenir. Bu degisiklikler

sonucunda ise ilag-protein etkilesiminin degistigi ve sonug olarak da EMB direncinin olustugu
diistiniilmektedir (113).

Streptomisin:

SM 1944 yilinda Selman Waksman tarafindan Streptomyces griseus kiiltiirlerinden elde
edilmistir (102). Aminoglikozid grubundan bir anti-TB ilag olan SM, ribozomlarin ribozomal
S12 proteini ve 16SrRNA alt grubuna baglanarak ribozom fonksiyonlarin1 ve dolayisiyla da
protein sentezini bozarak etkisini gostermektedir (79). MTB'de SM direnci ile iliskili
mutasyonlar, 16S rRNA geninde (rrs) ve ribozomal protein S12'yi kodlayan rpsL geninde
tanimlanmistir. Birden fazla rRNA gen kopyasina sahip diger bakterilerin aksine, MTBK
iiyelerinin yalnizca bir kopyasi vardir. Bu nedenle, tek niikleotid degisiklikleri potansiyel olarak
antibiyotik direnci tiretebilir. rrs'deki nokta mutasyonlari, 530 ve 915 niikleotidleri etrafinda iki
bolgede kiimelenmistir. SM direnci {ireten nokta mutasyonlarinin ¢ogu rpsL'de meydana gelir.
En yaygin mutasyon, kodon 43'te bir Lys-Arg degisimi ile sonuglanan bir AAG-AGG
degisikligidir; daha az siklikla, bir AAG-ACG (Lys-Thr) degisikligide gozlenebilir (115).
2.8.2 Ikinci kusak Anti-Tiiberkiiloz ilaclar

Para-aminosalisilik asit:

PAS yalnizca MTB’e etkili ¢ok dar spektrumlu ikinci kusak anti-TB ilaglardan biridir
(101). PAS’1n folik asit biyosentezini ve demir alimini inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Folat
biyosentez yolunun enzim titanyum sentezini kodlayan tiA genindeki mutasyonlar, PAS-
direncli MTB klinik izolatlarinda tanimlanmistir, bu da PAS'in bir folat antagonisti olarak
hareket edebilecegini diisiindiirmektedir (116). PAS’a kars1 direng gelisimi STR ve RIF’a kars1
olana gore daha yavas ve zordur. Birlikte kullanildiginda bu ilaglara ve INH’a direng
gelismesini geciktirir. Bakteriyostatik etkili olan bu ilag STR ve INH gore ¢ok daha zayif
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etkilidir. Thr202Ala'nin, PAS direnciyle iliskili en yaygin mutasyon oldugu bildirilmistir, ancak
bu mutasyon ayni zamanda birkag PAS duyarli izolatta da tanimlanmustir (117).

Etionamid:

ETH mikobakteriler lizerinde bakterisidal etki yapan ve INH gibi izonikotinik asitten
tiretilmis ikinci kusak anti-TB ilaglardandir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir
ancak mikobakteriyel hiicre duvarinda mikolik asit sentezini inhibe ederek etki ettigi
diisiiniilmektedir (101). InhA mutasyonlarinin ilaca direncli MTB klinik izolatlarinda hem INH
hem de ETH'ye direng sagladig1 gosterilmistir (118). Ayrica ETH, INH’a yiiksek diren¢li MTB
suslarina kars1 etkili olmasina ragmen, sadece INH’a az direngli Suslara karsi daha az etkilidir
(119).

Kapreomisin:

Streptococcus capreolus ‘tan elde edilen ikinci kusak anti-TB ilaglardan biridir.
Aminoglikozidlerle benzer etki mekanizmasina sahip olmasina ragmen kapreomisinin
aminoglikozidleri tolere edemeyen CID-TB’li olgularda da kullamlabilecegi belirtilmektedir.
TB tedavisinde tek basina kullanildiginda direng gelisimi gosterir ve direncli olgularda diger
ilaglarla kombine olarak kullanilir. Kapreomisin, 70s ribozoma baglanarak protein
translasyonunu inhibe eder (108, 118).

Kanamisin:

Kanamisin Streptomyces kanamycetus’tan elde edilen ve bakteriyostatik etkisi olan
aminoglikozid grubu ilaglardandir. Amikasin ve kapreomisinle ayni grupta bulunan bu ilag
direngli suslarin ve NTM’lerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Parenteral
olarak kullanilmasi1 gereken bu ilaglarin farmakokinetikleri ve toksisiteleri benzerdir. Ototoksik
ve nefrotoksiktirler ve bu yilizden ayni gruptan ilaglarla kombine edilmemelidirler (102, 108).

Amikasin:

Amikasin ’de aminoglikozid grubu ilaglardan biridir. Amikasin, benzer farmakokinetik
ozelliklere ve dozajlara sahip yar1 sentetik bir kanamisin tiirevidir. Mikobakteri tiirlerine karsi
oldukga etkilidir ve genellikle NTM’lerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilir.
Yapilan ¢aligmalar yliksek amikasin ve kanamisin direncinin rrs geninin 1400. kodonunda
olusan mutasyonlarin sebep oldugunu ortaya ¢ikarmistir (91).

Sikloserin:

Sikloserin  Streptococcus orchidaceus’ tan elde edilen genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Bakteri hiicre duvari sentezinde kullanilan D-alanil, D-alanin sentetaz ve alanin
rasemaz’1t kompetatif olarak inhibe eder ve hiicre duvarinin 6énemli bir bileseninin olusumunu

engeller (102). Sikloserin, MTB’e kars1 sadece marjinal olarak aktiftir ve dncelikle MDR-TB
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tedavisinde kullanilir. Sikloserin kullanimi, zayif aktivitesi ve sik goriilen advers reaksiyonlari
nedeniyle sinirhidir (120). Siklosporin ve diger anti-TB ilaglar arasinda ¢apraz-direng yoktur
(101).

Tiasetazon:

Tiyosemikarbazon tiirevi olan tiasetazon ¢ok ucuz oldugundan dolay1 1960’11 yillardan
sonra gelismekte olan iilkelerde INH ile birlikte kullanilmistir. Zayif etkili bir anti-TB ilag olup
bakteriyostatik etkilidir. ETH ile benzer yapidadir ancak farmakokinetigi ve invitro etkinligi
konusundaki bilgiler smirlidir. Belirgin ve ciddi yan etkiler nedeniyle kullanimi azalmistir.
Ozellikle HIV pozitif hastalarda ciddi cilt reaksiyonlarina yol agmasi kullanimimi
siirlandirmistir. Tiyonamidlerle arasinda ¢apraz direng vardir (109).

Florokinolonlar:

DNA giraz enzimi tizerine etkili olan florokinolonlar TB tedavisinde kullanilan en etkili
anti-TB ilaglardandir (121, 122). DNA replikasyonu sirasinda gorev alan ve temel bir enzim
olan DNA giraz iizerinde etkili olan florokinolonlar TB basili iizerinde bakterisidal etki
gosterirler (123). DNA giraz enzimi; gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan, 2A ve 2B alt
tinitelerinden olusan tetramer yapisinda bir enzimdir (101). Levofloksasin, moksifloksasin ve
gatifloksasin TB basili iizerinde oldukga etkili olan florokinolonlardandir (124). Kinolon
direncini belirleyen bolge (KDDR), MTB dahil olmak {izere cogu bakteri tiiriinde florokinolon
direnci veren mutasyonlarin bildirildigi gyrA ve gyrB icindeki korunmus alanlardan olusur
(125). GyrA ve gyrB genlerinde mutasyon olusumu florokinolon grubu ilaglara direng
olusmasina neden olmaktadir. Siprofloksasin direncinin yiiksek olmasi gyrA genindeki 90.
kodon etrafindaki anlamsiz mutasyonlarla iliskili oldugu saptanmistir(108). Bakterilerde birkag
florokinolon diren¢ mekanizmasi vardir. Her ne kadar MTB‘deki birincil florokinolon direng
mekanizmasi, DNA giraz genlerinin QRDR'sindeki mutasyonlarla iligkili olsa da, florokinolon
direnci, artan florokinolon ¢ikisg1 veya DNA taklidiyle de saglanabilir (125, 126).

Bedaquiline

Bedaquiline (TMC207), 31 Aralik 2012'de FDA tarafindan TB tedavisinde kullanimi
onaylanan ilactir. Bedaquiline CID-TB’yi tedavi etmek i¢in ikinci asama etkililik ve giivenlilik
verileri temelinde onaylanmistir (127).

Bedaquiline'in benzersiz ve spesifik anti-mikobakteriyel aktivitesi, mikobakteriyel ATP
sentazin proton pompasinin inhibisyonundan kaynaklanir. ATP sentaz, M. tuberculosis'in ATP
sentezinde kritik bir enzimdir. Bedaquiline, mikobakteriyel ATP sentezinin oligomerik ve

proteolipik alt birimine baglanmasi, ATP sentezinin inhibisyonuna yol acar ve bu, daha sonra
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bakteriyel 6liimle sonuglanir. ATP sentaz alt birimini kodlayan gen, atpE olarak belirtilir ve

amino asit dizisi, iliskili olmayan M. tuberculosis izolatlarinda yiiksek oranda korunur (128).

Bedaquiline, 6zellikle CID-TB tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmis olan bir anti-
TB ilagtir. Cilinkii ilaca duyarli TB tedavisinde kullanilan birinci kusak ilaglardan olan rifamisin
tiirevi ilaclar, etkili birer sitokrom P-450 indiikleyicisidirler. Bedaquiline ise sitokrom P-450
tarafindan metabolize edilmektedir. Bu nedenle rifamisin tiirevi ilaglar bedaquiline ile beraber
kullanildiginda ilacin inaktive olmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla bedaquiline etkisi inhibe
olacagindan RIF tedavisi uygulanan hastalarda kullanilmamaktadir (129, 130).

Delamanid

OPC-67683 olarak da bilinen, delamanid yeni bir anti-TB ilagtir ve 2014’te Avrupa Ilag
Dairesi (EMA)’nden CiD-TB tedavisinde kullanilmak iizere onay almistir (129). 2018 yili
itibariyle faz 3 asamasinda olan ilag anti tiiberkiiloz etkinligi saptanmis bisiklik nitroimidazo
oksazol yapisindaki CG1 17341 kodlu bilesikten hareketle toksisiteyi diisiirmek ve de anti-TB

etkiyi artirmak amaciyla sentezlenmistir (131).

Etki mekanizmas1 tam olarak anlagilamamakla birlikte mikobakteriyel hiicrede duvar

sentezi i¢in gerekli olan mikolik asit biyosentezini inhibe etmektedir (132)

Delamanid direnci baslica mikobakteriyel F420 genlerinde ortaya ¢ikan mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Delamanid; CID-TB tedavisinde, AIDS’li hastalarda ve de latent

tiiberkiiloz enfeksiyonunun tedavisinde kullanilabilmektedir (133)

Linezolid
Linezolid, 2000 yilinda FDA’dan onay almis ve ozellikle cilt ve yumusak doku
enfeksiyonlar1, pndmoni ve bakteriemi tedavisinde kullanilan bir ilagtir (131). Oksazolidinon
antibiyotik smifinin bir iiyesi olan linezolid, bakteriyel 50S ribozomal alt biriminin 23S
ribozomal RNA (rRNA) boliimiinii baglayarak protein sentezini inhibe eder. Linezolid, ¢oklu
ilaca direngli (MDR) ve genis Olciide ilaca direngli (XDR) sugslar dahil olmak iizere
Mycobacterium tuberculosis'e karsi in vitro bakteriyostatik aktivite sergiler ve minimum

inhibitdr konsantrasyon mililitre basina 1 pg'den azdir (134).

2.9 Tiiberkiilozda Direnc¢

Anti-TB ilaglara direng, kiiresel saglik ve giivenlik i¢in bir tehdit olusturmakta ve son
yirmi yilda TB miicadelede kaydedilen ilerlemeye meydan okumaktadir (135). 2018 yilinda
yaklasik yarrm milyon yeni RIF direngli TB olgusu saptanmustir ve bunlarin % 78’i ise CiD-
TB’dir. Kiiresel olarak daha dnce tedavi edilmis olgularin % 18’inde CID-TB veya RIF direngli
TB (MDR/RRTB) oldugu agiklanmstir (3). Antimikobakteriyel ila¢ direnci, primer direng ya
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da sekonder direng olarak ortaya ¢ikabilir. Daha once antimikobakteriyel tedavi almayan
hastalarda ortaya ¢ikan tedavi primer diren¢ olarak adlandirilir. Primer direng¢ igin risk
faktorleri; CID-TB hastayla temas, direngli olgularin yiiksek oldugu yerlerde bulunmak
sayilabilir. Hatali tedavi veya tedaviye uyumsuzluk nedeniyle TB tedavisi goren hastalarda

ortaya ¢ikan dirence ise sekonder direng ya da kazanilmis direng denir (108).

MTB’de ila¢ direnci, rastgele, SNP’ler sonucu ve spontan kromozomal mutasyonlari
sonucu her antibiyotik icin farkli siklikta olusmaktadir. Plazmid veya transpozon aracigiyla
olusan horizontal gen transferine bagli direng bir¢cok bakteride goriilse de MTB’de bu tiir

transpozonlar goriilmez (91).

Spontan diren¢ oranlart INH 10° RIF 108 EM 10® ve SM 10° olarak
gergeklesmektedir. Kromozomlardaki direng bolgeleri birbirleriyle baglantili olmadiklarindan,
bakterinin iki ilaca birden spontan direng gelistirmesi, her bir ilag i¢in mevcut olan olasiliklarin
carpimina esittir. Direngli suslarin yayilmasi ancak direngli izolatlarla enfekte hastalarin

bulastiriciligr ile miimkiindiir ¢iinkii mikobakterilerde olusan direng aktarilabilir degildir (108).

2.9.1 Diinya’da Diren¢

Diinyadaki CID-TB ve YID-TB ile ilgili en 6nemli veri kaynagi DSO tarafindan yapilan
ilag direnci silirveyansi ¢alismalaridir. Diinyadaki birgok tilkede yiiriitiilen ilag¢ direng slirveyans
caligmalarinda ilag¢ direncinin durumu, yillar i¢indeki degisimi ile ila¢ direncine etki eden ¢esitli
nedenler arastirilmaktadir. Yiiriitiilen ¢aligsmalar sonucunda diinyadaki bir¢ok iilkede siirekli bir
ilag direnci siirveyans sistemi kurulmustur. Ilag direnci ile miicadelede en 6nemli nokta biitiin
orneklerin diizenli olarak IDT’nin yapilmasidir. Bazi durumlarda sadece dnceden tedavi
gormiis hastalarda IDT yapilmast istense de olanaklari olan iilkeler i¢in IDT nin kiiltiirde {ireme
saptanan her hasta i¢in rutinde ¢alisilmasi 6nerilmektedir. DSO’ye iiye 194 iilkeden 144’ii ilag
direnci verilerini toplayarak analiz etmektedir. Bu iilkelerden 72’si rutin IDT ile siirekli

siirveyans yaparken, 72 iilke hasta 6rneklemlerinde IDT yapmaktadir (136).

DSO’niin son raporunda 2018'de kiiresel olarak, yeni olgularin % 3.4'{i ve daha dnce
tedavi edilen olgularin % 18'i MDR / RR-TB idi. Genel olarak, 2018'de tahmini 484.000 MDR
/ RR-TB olgusu olmustur. Bu olgularin yarisin1 Hindistan (% 27) Cin, (% 14) ve Rusya
Federasyonu (% 9) olusturmaktadir. 2018'de MDR/RR-TB'den yaklasik 214.000 (133.000-
295.000) oliim meydana geldi. Eszamanli RIF direnci olmaksizin INH’a direng seviyelerine
iliskin veriler 2002—2018 déneminde 156 tilkede mevcuttur. Eszamanli RIF direnci olmaksizin

INH direncinin global ortalamalar1 yeni TB olgularinda % 7.2 ve daha 6nce tedavi edilmis TB
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olgularinda % 11.6 idi. Son 15 yilda, 128 iilke ve bes bolge, XDR-TB'ye sahip MDR-TB
olgularinin oranma iliskin siirekli gbzetim veya anketlerden temsili veriler rapor etmistir.
Verileri birlestirildiginde, XDR-TB'li MDR-TB olgularinin ortalama oram1 % 6.2'dir.
Ofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin dahil olmak {izere testin yapildigi herhangi bir

florokinolona direngli MDR / RR-TB olgularinin oran1 %2 0.8’dir (3).

2.9.2 Tiirkiye’de Direng

Tiirkiye her y1l diizenli olarak DSO’ye iilke verilerini raporlamakta ayrica iilkemizde
yillik Tiirkiye Tiiberkiiloz Raporu yayimlanmaktadir. Bu iki bilgi kaynagi tilkemizdeki TB
epidemiyolojisi hakkinda temel bilgileri saglamaktadir. Tiirkiye’de 2011 yilina kadar iilke veya
herhangi bir sehir 6rneklemi iizerinde hazirlanmis ilag direng siirveyans ¢aligmasi yoktu. 2011
yilinda ilk Ila¢ Direng Siirveyans calismas1 Ankara’da yapilmistir. Bir sonraki yil Ankara ve
Istanbul, 2013 yilinda ise Ankara ve istanbul dahil olmak iizere 27 sehir Ila¢ Direng Siirveyans

calismasina dahil olmustur (136).

Tablo 4: Yeni, Onceden Tedavi Gormiis ve Tiim Olgularda CID-TB Oranlari, 2005-

2017 (4)
Yil Yeni Olgular Onceden Tedavi Tiim Olgular
Gormiis Olgular

Say1 % Say1 % Say1 %
2005 101 3,1 90 17,7 191 51
2006 131 3,2 118 16,6 249 51
2007 120 2,9 120 15,5 240 4,9
2008 125 3,0 138 18,6 263 53
2009 99 2,7 123 20,5 222 51
2010 110 2,5 140 22,8 250 5,0
2011 116 2,7 146 24,3 262 54
2012 151 3,2 140 21,8 291 54
2013 123 2,5 105 17,8 228 4,1
2014 121 2,5 132 21,1 253 4,6
2015 127 2,5 103 17,8 230 4,1
2016 115 2,1 85 14,2 200 3,3
2017 128 2,4 63 11,3 191 3,2

2017 yilinda; IDT yapilan 5.891 hastanm % 20.1’inde (1.187/5.891) en az bir ilaca
diren¢ saptanmustir. En yiiksek oranda direncin % 12.5 ile (734/5.891) INH’a kars1 gelistigi
goriilmiistiir. INH ve RIF icin (her ikisine) IDT yapilan 5.891 olgunun 191’inin (% 3.2) CID-
TB oldugu goriilmiistiir. IDT yapilanlarda CID-TB oran1 yeni olgularda % 2.4 iken (128 olgu),
onceden tedavi gdrmiis olgularda % 11.3 (63 olgu) olarak tespit edilmistir. CID-TB
olgularindan 2’si YID-TB’dir (4).
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2.10 Korunma ve Kontrol

TB’da bulas kaynag: aktif TB hastalar1 oldugundan dolay1 bulagin 6nlenmesindeki en
onemli husus hastalara erken tan1 koymak ve en etkili tedavi rejimini uygulamaktir (137). TB
stiphesi olan her kiside balgam miimkiin olunan en kisa zamanda ARB yoniinden incelenmelidir

(138).

TB’da korunmada ii¢ yontem esas alinir. Ilk korunma yontemi aktif TB hastalarinin
etkin bir sekilde tedavi edilmesi ve bulas kaynaginin ortadan kaldirilmasidir. Tedavinin 14.
giinlinden itibaren balgamdaki basil sayisinin logaritmik azalisi ile birlikte 6kstiriik seyreklesir
ve ortadan kalkar bu durum bulastiricilik agisindan oldukg¢a énemlidir. ikinci korunma ydntemi
heniiz TB’la enfekte olmamis 6zellikle ¢cocukluk yas gruplarindaki bireylerin BCG asis1 ile
korunmasidir. Son olarak da TB basili ile karsilasmis fakat hastalanmamis kisilerde hastaligin
aktif hale gelmesinin engellenmesi amaciyla kisilere ilag¢ tedavisinin baglanmasidir. Bu durum

latent enfeksiyonun tedavisi veya kemoprofilaksi olarak adlandirilmaktadir (139).

TB insidansi, prevelansi, morbitide ve mortalitesinde azalma saglanmasi ve bu
azalmanin siirekli hale getirilerek hastaligin eradike edilmesi TB kontrolii olarak ifade

edilmektedir (140).
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3 MATERYAL VE METOT

3.1 Kaullanilan Cihaz, Gereg ve Soliisyonlar
o Otomatik Pipetler(isolab)
o Thermal Cycler(labnet)
o Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi(Major Science)
o Hassas Terazi (Bel)
o Vorteks (VSM)
o Santrifiij (Isolab)
o Inkiibator(termal)
o Otoklav (termal)
o Steril laminar akimli giivenlik kabini(Bilser Class II)
o Benmari (termal)
o Hotplate Stirrer(Benchmark)
o Mikroskop: (olympus)
o Derin Dondurucu(niive)
o Insineratdr(zenon)
o Buzdolabi (Argelik)
o Santrifiij (Isolab)
o UV goriintiileyici
o Cryovial Tiip 2 ml
o Cam boncuk
o PCRtiip 0,5mL -1,5 ml
o Pipet ucu 1-20-1000 pL
o % 95’lik etil alkol(sigma)
o Asetik asit(sigma)
o Agaroz (sigma)
o Tris-base (sigma)
o Borik asit (sigma)
o Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA sigma)
o Etidyum bromide
o Sodyum Hipoklorit
e TE Tamponu Stok Soliisyonu(1 M)



121,1 g Trisma-base 800 ml distile suda eritilerek pH 8 ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C’ de
15 dakika steril edildi.
e TBE Tamponu Stok Soliisyonu(10X)

108 g Trisma base, 55 gr Borik asit ve 7,5 gr EDTA igerisinde bir miktar su olan behere
konulur ve {izeri 1000 ml’ye tamamlanir. igerisine manyetik bir balik atilarak hotplate stirrer
yardimiyla homojen hale gelinceye kadar karistirilir ve otoklavlanir.

e Etidyum bromiir:

100 ml distile su i¢inde 0,5 g etidyum bromiir ¢oziilerek 15181 gecirmeyen koyu renk bir

sisede saklandi.

e Agaroz Jel
1,5 gr agaroz (Sigma) 100 ml 1xTBE buffer ile karistirilarak mikrodalga iginde eritilerek jel
hazirlanmustir. Stok soliisyondan 20 pl (0,5 pg/ml) etidyum bromiir ilave edilmistir. Uriinler
10x ylikleme tamponu 1x’e dilue edilerek jele yiiklenmistir.

e DNA belirtecinin hazirlanmast:
Uretici firmanin (MBI Fermentas) onerdigi sekilde 1 pl 174 DNA marker, 1 pl loading
buffer, 4 ul distile su karistirilarak hazirlanmistir.

e Orange G: 3 ml gliserol 25mg Orange G ve 7 ml distile su karistirilarak elde edilir.
3.2 Cahsma Grubu ve Ornekler

Calismamiza 2017-2018 yillar1 arasinda Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen ve goniilliilik esasina gore Atatiirk
Gogiis Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi’nden Dr. Ismail
Ceyhan’dan temin edilen 33 adet CID-MTB ve 10 adet duyarli izolat dahil edildi.
Konvansiyonel yontemlerle ilag duyarlilik testleri birinci kusak ilaglardan izoniazid i¢in 0,2
ug/ml, rifampisin i¢in 40 pg/ml, streptomisin i¢in 4 pg/ml ve etambutol i¢in 2 pg/ml ve ikinci
kusak ilaglardan ofloxacin i¢in 0,2 pg/ml, moxifloxacin i¢in 0,5 pg/ml, amikasin ve kanamisin
icin ise 40 pg/ml olacak sekilde calisilmistir. Her ilag duyarlilik testi i¢in pozitif kontrol olarak
H37RV kullanilmastir.

3.3 lizolatlarin Canlandirilmasi

Calismada degerlendirilecek orneklerin kiiltiir siispansiyonlarindan 200 pl alinarak LJ
besiyerine ekilerek subkiiltiirii yapildi. 37 °C’de 6-8 hafta boyunca inkibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresince hafta iki kez iireme kontrolleri yapildi. Ureyen kiiltiirlerden bakteri
slispansiyonu hazirlandi. DNA izolasyonu i¢in ayrilan siipansiyonlar ¢alisma giiniine kadar -40

0C’de sakland.
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Sekil 4: Lowenstein — Jensen Besiyerinde Ureme

3.4 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu kaynatma yontemine gore yapildi (141). Bu amagla 750 ul TE
tamponu (10mM Tris [pH:8,0] 1mM EDTA) igeren mikrosantrifij tiipti igerisine LJ
besiyerinden iiremis bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak siispansiyon haline getirildi.
Vorteks ile iyice karigtirildiktan sonra 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi
atildiktan sonra bu islem {i¢ kez tekrarlanarak yikama islemi gergeklestirildi. Bakteri ¢ozeltisi
tizerine son kez 250 ul TE tamponu eklenerek siispansiyon haline getirildi ve kaynar su
banyosunda 20 dakika bekletilerek bakterilerin pargalanip, DNA’sinin agiga ¢ikmasi saglandi.
Tiipler 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, bakteri artiklarinin ¢ékmesi saglandi. Kalip
DNA’y1 igeren iist siv1 alarak steril mikrosantrifiij tiipii igerisine konuldu. Ekstrakte edilen
DNA PCR ile amplifiye edilmek tizere -40 °C’de sakland.

3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RIF direnci i¢in rpoB, INH direnci i¢in katG ve inhA, forokinolon grubu ilag¢ direnci
icin gyrA aminoglikozid grubu direnci i¢in ise eis ve rrs gen bolgelerinin varligi in-house PCR
testi ile arastirildi. Her bir diren¢ genin tanimlamasinda kullanilan ileri ve geri primer dizileri

asagida belirtilmistir (tablo 5).
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Tablo 5: Calismada Kullanilan Primerler

Anneling

Hedef Gen Sekans derecesi Uzunluk
I: ACCGACGACATCGACCACTT
RIF (Rifampisin) rpoB 58 528
G: GGCGGTCAGGTACACGATCT
I: GAGCCCGATGAGGTCTATTG
katG 60 684
] G :GTCTCGGTGGATCAGCTTGT
INH (Izoniazid) .
I: CGCAGCCAGGGCCTCGCTG
inhA 60 246
G: CTCCGGTAACCAGGACTGA
. :TCGACTATGCGATGAGCGTG
FQs(Florokinolonlar)  gyrA G-GGTAGCACCGTCGGCTCTTG 60 415
Aminoglycosidesioye  rrs :GAGTTGGTGCGGCGTAAGAGC 60 464
: : G:GGGGCGTTTTCGTGGTGCTCC
lic peptides
(Aminoglikozidler/si sis  IGCGTAACGTCACGGCGAAATTC 50 567
klik peptidler) G:GTCAGCTCATGCAAGGTG

Testler 50 pL hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimi 28,8 uL distile su, 5 pL
10xPCR tamponu, 4 pL (2 mM) MgClz, 1 pL dNTP karisimi, 0,5 pL primer (I ve G), 0,2 pL

Taq DNA polymerase ve 10 pL template DNA icermektedir. Bu karigim sirastyla tiim primerler
icin yapildi. 94°C’de 1 dk. 60 °C 1 dk.(sadece rpoB primeri igin 58 °C), 72 °C 1 dk. olacak
sekilde 35 dongt halinde tekrarlandi. 72 °C 10 dk. bekletildikten sonra amplifikasyon

sonlandirildi.

3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri % 2’lik agarose jel elektroforezdee ethidium bromide varliginda 90 V’da

bir saat yiiriitiitidi. Elde edilen DNA bantlart UV transilliiminatorlii jel doékiimantasyon
sisteminde molekiil agirlik belirtegleri (100 bp DNA marker, Haelll QX174 DNA Marker ve
X174 DNA/Hinfl Marker) ile karsilastirilmali olarak degerlendirildi. Her ¢alismada pozitif
kontrol (HCTP H37 Ra) ve negatif kontrol kullanildi. KatG 684 bp, rpoB 528 bp, 1nhA 246 bp,
gyrA 415 bp rrs 464 bp ve eis igin ise 567 bp biiyiikligiindeki bantlar pozitif kabul edildi (Sekil

5),
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ebe(367)

D

(6B4bp) ( 4064bp) (528bp)
katG rs rs ol ol rpoll

Sekil 5: CID-MTB izolatlarinda PCR Testi ile Direng Gen Bolgelerinin Elektroforez
Gorlintiisti

A) InhA B) rpoB: C)gyrA D) eis E) katG, rrs, rpoB

(M: Marker GeneRuler 100 bp PlusDNA marker ve X174 DNA/Hinfl Marker, +:pozitif
kontrol, -: negatif kontrol)
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4 BULGULAR
Calismamizda, 2017-2018 yillar1 arasinda Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi 400

Yatakli Egitim ve Arastirma Hastanesi Tiiberkiiloz Laboratuvarina TB siiphesi ile rutin
olarak gonderilen klinik 6rneklerden (balgam, idrar, SVS, BAL, apse ve AMS vb)
soyutlanan 10 adet MTB izolat1 ile goniilliilik usiiline gore Ankara Atatiirk Gogiis
Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden Dr. Ismail
Ceyhan’dan temin edilen 33 adet CID-TB susu degerlendirildi (Tablo:6).

Tablo 6: CID-MTB Suslarmin LJ Besiyerinde Indirek Proporsiyon Yontemi ile
[lag Duyarlilik Test Sonuglari

Birinci Kusak ilaclar ikinci Kusak ilaclar
izolat No CiD-MTB Florokinolanlar Aminoglikozidler
izoniazid Rifampisin Ofloxacin Moxifloxacin Amikasin Kanamisin
1 R R S 8 S S
2 R R S S S S
3 R R S 8 S S
4 R R S S S S
5 R R S 8 S S
6 R R S S S S
7 R R S 8 S S
8 R R R S R R
9 R R S 8 S S
10 R R S S S S
11 R R S S S S
12 R R S S S S
13 R R R 8 S S
14 R R S S S S
15 R R S S S 8
16 R R S S S S
17 R R S S S S
18 R R S S S S
19 R R S S S S
20 R R S S S S
21 R R S S S S
22 R R S S S S
23 R R S 8 S S
24 R R S S S S
25 R R S S S S
26 R R S S S S
27 R R S S 8 S
28 R R S S S S
29 R R S S S S
30 R R S S S S
31 R R R S 8 S
33 R R S S S S
33 R R S S 8 S

R:Direngli S: Duyarh
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LJ besiyerinde indirekt proporsiyon yontemi ile birinci kusak ve ikinci kusak anti-
TB ilaglara kars1 33 adet MTB susunun direng profilleri ¢alisilmistir. Calismaya dahil
edilen tim suslarin birinci kusak ilaglardan INH ve RIF’a karsi direngli oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin ikinci kusak ilaglardan florokinolon grubunda ofloxacine direng
orani 3/33 (% 9.09) olarak saptanirken tiim izolatlar moxifloxacine duyarli bulunmustur.
Aminoglikozid grubunda yer alan ve enjekte edilebilen ilaglardan olan amikasin ve

kanamisine kars1 direng orani ise 1/33 (% 3.03) olarak tespit edilmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemlerle CID-MTB oldugu saptanan ve alt
kiiltiirli yapilan 33 izolatin in-house PCR ile tanimlanan rpoB, inhA, katG, gyrA, eis ve

rrs mutasyonel gen bolgelerine ait sonuglar Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Calismaya Dahil Edilen CID-MTB In House PCR Test Sonuglari

iZOLAT NO RPOB INHA KATG GYRA EiS RRS
1 S R R R R R
2 S R R S S S
3 R R R R R S
4 R R S S S R
5 R S S R R R
6 R R S R R R
7 R R R R R R
8 R R S R R R
9 R R R S S R
10 S R R S S S
11 R R R R S R
12 R R R R R R
13 R R S R S R
14 R S R R S R
15 R R R S S S
16 R R R S R S
17 S R R S S R
18 R R R R R R
19 S R R R S S
20 R R R R R R
21 R R R R R S
22 S R R R S S
23 R R R S S S
24 R R R R R S
25 R R S R R S
26 R R R R R S
27 R R R R R S
28 R R S R R S
29 R R R R R S
30 R R R R R S
31 R R R S S S
32 R R R R R S
33 R R S R R S
R: Direngli S:Duyarli
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Bu sonuglara gore incelenen 33 izolatin 27 (% 81.8)’sinde rpoB geni saptanmis
olup, 31 (% 93.9) izolatta inhA geni ve 25 (% 75.7) izolatta katG geni pozitifti. rpobB
geni negatif olan 6 izolatin inhA ve katG geni pozitifti. nhA negatif saptanan 2 izolat ile
katG negatif saptanan 8 izolatin rpoB geni pozitif bulundu. Calismamizda rpoB, inhA ve
katG duyarli saptanan  izolatlarin hi¢ birinde rpoB’nin mhA ve/veya katG
kombinasyonunda biri veya ikisi ile birlikte direngli izolat saptanmadi. InhA ve katG
negatif olan bir izolatta, rpoB pozitifti. Izolatlarin 18 (% 54.5) ise rpoB, katG ve mhA

direng genlerinin her ti¢iine birden pozitif bulundu.

Calismada kullandigimiz in-house PCR ve konvansiyonel ilag duyarlilik testine

ait karsilastirilmali sonuglar Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: CID-MTB Suslarinin LJ Besiyerinde Indirek Proporsiyon Yontemi ile
[lag Duyarlilik Test Sonuglar

Test Sonuclar

ila¢c Gruplan in-house PCR Konvansiyonel
iDT

Rifampisin (rpoB) 27/33 (% 81.8) 33/33 (% 100)
[zoniazid (inhA) 31/33 (% 93.9)

33/33 (% 100)
(katG) 25/33 (% 75.7)

3/33 (% 9.09)
FQ(gyrA) (Ofloxacin Moxifloxacin) 25/33 (% 75.7)
Aminoglikozidler (eis) 20/33 (% 60.6)

Amikasin 1/33 (% 3.03)
Kanamisin (rrs) 14/33 (%42.4)

*IDT: Ilag Duyarlilik Testi

Florokinolon grubu ilaglarda mutasyonel bolgeyi ifade eden gyrA gen bolgesi
pozitiflik oram1 % 75.7 (25/33) idi. Aminoglikozid grubunda mutasyonel direng
bolgelerini temsil eden eis gen bolgesi 33 izolatin 22 (% 60.6)’sinde ve rrs gen bolgesinin
ise 14 (% 42.4)’iinde pozitiflik saptandi. Calismamizda kontrol amagli kullanilan 10
birinci ve ikinci kusak ilaglara duyarli MTB izolatinda tiim gen bdlgeleri duyarli olarak

saptandi.
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Izolatlarin 21’inin rpoB gen bélgesi ile katG veya mhA bdlgelerinden birinde
pozitiflik saptandi. Bu izolatlarin gyrA gen bolgesi ile eis ve/veya rrs gen bolgelerinden

birinede direngli oldugu belirlendi.

Indirekt proporsiyon yontemine gore oflaksasin direngli 1 izolatta PCR ydntemi

ile gyrA mutasyonel gen bdlgesi saptanmadi.

Birinci ve ve ikinci kusak ilaglarda Lowenstein-Jensen besiyerinde indirekt
proporsiyon yontemi ile IDT altin standart olarak kabul edildiginde, PCR sonuglarimiz
Tablo: 9’da verilmistir. Her bir ilag i¢in in-house PCR testinin duyarlhlik, 6zgiilliik, pozitif
belirleyicilik degeri (PBD), negatif belirleyicilik degeri (NBD), ve iki test arasindaki
uyum degerleri Tablo 10°da gosterilmistir. Bu parametreler hesaplanirken 33 CID-MTB
ve kontrol olarak kullanilan 10 MTB izolat1 birlikte degerlendirilmistir

Tablo 9: PCR ve Konvansiyonel IDT Sonuglarinin Karsilastirilmasi

TEST KULTUR KULTUR
E%IENEN () () TOPLAM
BOLGESI PCR(+) PCR(-) PCR(+) PCR(-)
rpoB 27 6 - 10 43
mhA 31 2 - 10 43
katG 25 8 - 10 43
gyrA 1 2 23 17 43
eis 1 - 19 23 43
rrs 1 - 13 29 43
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Tablo 10: PCR Yénteminin Duyarlilik, Ozgiilliik, Pozitif ve Negatif
Belirleyicilik Degerleri

— ~ ~ v =

O O N N 2 S i
rpoB 27 10 - 6 81 100 100 62 86
inhA 31 10 - 2 93 100 100 83 95
katG 25 10 - 8 75 100 100 55 81
gyrA 1 17 23 2 33 42 4 89 41
eis 1 23 19 - 100 54 100 55
rrs 1 29 13 - 100 69 7 100 69

Duyarhlik=Gergek Pozitif Deger / Gergek Pozitif Degert Yalanci Negatif Deger
Ozgiilliik=Ger¢ek Negatif Deger/ Gergek Negatif Deger + Yalanci Pozitif Deger

Pozitif Belirleyicilik Degeri=Ger¢ek Pozitif Deger/ Gergek Pozitif Deger + Yalanci
Pozitif Deger
Negatif Belirleyicilik Degeri=Ger¢ek Negatif Deger / Gergek Negatif Deger +Yalanci
Negatif Deger

Testlerin Uyumu= Her iki Y6ntemde Pozitiflerin Toplami + Her Iki Yontemde
Negatiflerin Toplami / Toplam Ornek Sayisi

Bu sonuglara gore rifampisin direnci i¢in rpoB geni saptamada duyarlilik ve 6zgiilliik

oran strast ile % 81 ve % 100 idi. izoniazid direnci i¢in 1nhA ve katG geni saptamada

duyarlilik oran1 % 93 ve % 75 olarak bulundu. Her iki test arasindaki uyum orani rpoB,

mhA ve katG i¢in siras1 ile % 86, % 95 ve % 81 olarak bulundu. Ikinci kusak ilaglardan

florokinolon grubu direnci saptama genleri gyrA igin duyarlilik % 33 ve test uyumu %

41 idi. Aminoglikozid grubunda eis ve rrs genleri i¢in ise duyarlilik oranlari sirasi ile %

100 ve %100 olarak saptandi. Bu gruptaki test uyumu oranlari ise % 55 ve % 69 idi.
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5 TARTISMA

Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz diinyada ve iilkemizde gittik¢e artan 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. CID-TB; pahali, karmasik, miidahalesi zor olmasia ragmen tedavi
edilebilir bir hastaliktir. Tedavisinde birinci kusak ilaglar ile birlikte florokinolon ve
aminoglikozid grubu ilaglar kullanilmaktadir. Ancak CID-TB’nin ortaya ¢ikmasindan
itibaren bu ilaglara kars1 da direng gelistigi bildirilmistir (142-145). DSO’niin 2018 de
yayimladig1 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu’na gére CID-TB olgularmin % 8.5'inin YID-TB
oldugu tahmin edilmektedir (3). Yeni CID-TB olgularmin &niine gegilebilmesi i¢in bu
olgularin erken ve dogru tams: ile CID-TB tedavisinde birinci ve ikinci kusak ilag
duyarlilik testlerinin yapilmast kritik Onem tagimaktadir. Giiniimiizde bu amagla
kullanilan kiiltiire dayali yontemler ve molekiiler testler bulunmaktadir. Ancak geleneksel
ilag duyarlilik yontemlerinde (indirekt proporsiyon, mutlak konsantrasyon yontemi)
kullanilan kat1 veya sivi besiyerlerinde bakterinin {iretilmesine gerek duyuldugundan ve
mikobakterinin yavas iremesinden dolayr bu yontem ciddi gecikmelere neden
olmaktadir. Yapilan birgok c¢alismada ozellikle ikinci basamak ilaglar i¢in in vitro
testlerin uygulanmasinin zahmetli, yorumlanmasinin zor ve sinirli sayida merkezlerde
calisildig bildirilmistir. Bu nedenlerden dolay1 direncin tanimlanmasinda hizli molekiiler
saptama yontemleri 6nemli bir ihtiyag olmustur (146). Bu amagla kullanilan ticari
molekiiler testlerin (Xpert MTB/RIF, GenoType MTBDR/ MTB DRplus, dizi analizi)
pahali olmasi ve alt yap1 gerektirmesi sebebi ile direnci tanimlayacak hizli, pratik ve ucuz
testler tizerinde caligmalar devam etmektedir (147, 148). Calismamiz konvansiyonel
yontemler ile CID-MTB saptanan izolatlarda florokinolon ve aminoglikozid grubu
ilaglara kars1 diren¢ genlerinin varliginin in-house PCR yontemi ile saptanmasi ve

etkinliginin degerlendirilmesi amaci ile planlanmistir.

Calismamizda konvansiyonel yontemlerle CID-TB oldugu saptanan 33 izolatin 27
(% 81.8)’sinde rpoB, 31 (%93.9)’inde inhA ve 25 (% 75.7)’inde katGgen bolgesi pozitif
olarak saptandi. Yapilan calismalarda INH direncinde en sik nedenin katG mutasyonlari
olmasina ragmen caligmamizda InhA mutasyonunun daha fazla oldugu goézlendi (105,

149).

Oudghiri ve ark. 2018 yilinda Morocco’da yaptiklart calismada 703 MTB susunda
ilag direncini degerlendirilmislerdir. Birinci kusak ilaglara kars1 yapilan ilag duyarlilik
testi sonucunda 703 susun % 68.6's1 (482/703) RIF ve / veya INH direngli oldugu
anlagilmistir. Calismada kullanilan izolatlarin % 28.2'si (198/703) RIF mono-direngli, %
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27.6's1 (194/703) INH mono-direncli ve % 12.8'i (90/703) CID-TB olarak belirlenmistir.
CID-TB olarak belirlenen suslarin ikinci kusak ilaglara kars1 duyarlilik testleri yapilmis
ve 20/90 (% 22.2)’si florokinolon grubu ilaglara direngli, 2/90 (% 2.22)’si kanamisin
direngli, 3/90 (% 3.33) amikasin direngli olarak tespit edilmistir (150).

Gupta ve ark. 2020 yilinda Pekin’de yaptiklari calismada 76 MTB izolat1 Multiplex-
PCR ile degerlendirilmistir. izolatlarin 47 (% 61.8)’si RIF, 50 (% 65.7)'si INH'ye direncli
ve % 59.2 (45/76)’sinin ise CID-TB oldugu belirlenmistir (151).

Florokinolon direncinin global olarak arastirildigi ¢alismalarda mutasyonlarin %60
ile %90 arasinda 88. kodon ile 90. kodonda oldugu tespit edilmistir (152).
Florokinolonlara kars1i direng mekanizmasi, gyrA ve gyrB genlerindeki nokta
mutasyonlaridir ve DNA girazin iki alt birimini kodlar. Florokinolonlara direng saglayan
¢ogu mutasyon, gyrA geninde Kinolon Direnci Belirleme Bolgesi (KDBB) olarak
adlandirilan kisa bir segmentte meydana gelirken yapilan c¢aligmalar florokinolon
direncinde gyrB mutasyonlarinin daha az siklikla meydana geldigini gostermistir (152,
153). Calismamizda PCR testi ile 33 CID-TB izolatinda yapilan degerlendirmede gyrA
gen bolgesi % 75.7 (25/33) olarak saptandi. Florokinolon grubu ilaglar CID-TB ve YiD-
TB hastalarin tedavisinde temel dayanak noktasidir bununla birlikte florokinolon direnci
gittikce artma egiliminde olup Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol Programlarinin basarisini
engellemektedir (154). Florokinolon direng orani belirtilen iilkelerde mutasyonlarin
sikligi Sangay'a (% 76.0) benzer, ancak Rusya (% 83.0), Hindistan (% 81.0) ve
Tayland'dan (% 92.3) daha diisiik ve Fas (% 30.0) ve New York (% 67.0)’tan daha
yliksektir(155-160).

Li ve ark. tarafindan 2019 yilinda Cin’de yapilan bir ¢alismada 257 izolat
spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemi ile degerlendirilmis olup 170 (% 66.1)’inde INH
ve 152 (% 59.1)’sinde RIF direnci saptanmistir. Florokinolon grubu ilaglara direngli
izolat sayis1 97 (% 37.7) olarak bildirilmistir. Ayn1 zamanda 257 izolatin ofloxacin,
levofloxacin, kanamisin ve amikasin direnci sirasiyla 84 (% 32.7), 56 (% 21.7), 52(%
20.2) ve 18 (% 7.0 ) seklinde belirlenmistir (161).

Ramarkarishma ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi calismada 13 CID-TB
izolat1 degerlendirilmis ve bu izolatlarin eis bolgesindeki mutasyon 7/13 (% 53.9) olarak

yiiksek frekansta oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismadaki rrs mutasyonu 2/13 (% 15.4)
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olarak bildirilmistir (162). Calisgmamizda eis gen bolgesinde %60.6 olarak daha yiiksek

oranda tespit edilmistir.

Kateete ve ark. 2019 yilinda eSwatini, Somali ve Uganda da yaptiklar1 ¢alismada
38 CID-TB izolatinin %72.2’sinde gyrA ve gyrB mutasyonu saptamislardir. Ayrica,
rrs'de ilag direnci mutasyonlari ikinci kusak anti-TB enjekte edilebilir ilaca direngli MDR
izolatlarinin % 64.3'tinde meydana geldigi bildirilmistir (163). Calismamizda kullanilan
izolatlarm 20/33 (% 60.6) eis gen bolgesine 14/33 (% 42.4) rrs gen bolgesine direngli

oldugu tespit edildi. Bu ¢alisma sonuglari ¢aligmamiz sonuglari ile uyum igerisindedir.

CID-TB tedavisinde aminoglikozid grubu ilaglardan olan kanamisin, amikasin ve
kapreomisin, anahtar ilaglar olarak kabul edilmektedir. Bu ilaglara karsi artan direng
oranlar1 ve bunlar arasindaki olasi ¢apraz direng CID-TB tedavisinde énemli sorunlara
neden olmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda CID-TB olgularinda aminoglikozid
grubu ilaglarda gittik¢e artan bir direng oldugu bildirilmektedir (164, 165). Eis promoter
bolgesindeki mutasyonlarin biiylik dlglide KAN direnci ile iligkili oldugu yapilan
caligmalarla bildirilmistir. 16S rRNA bakteriyel alt birimini kodlayan rrs genindeki
mutasyonlarin KAN'a yiiksek diizeyde direng, AMK ve bazen CAP'e karsi ¢apraz direng
olusturdugu gésterilmistir(166).

Calismamizda degerlendirilen izolatlardan 21 (% 63.6)’i rpoB’ye pozitif olup, bu
izolatlarin 1nhA veya katG bolgelerinden birine ve ek olarak gyrA’ya da direncli olduklari
saptandi. Izolatlarm 18 (%54.5)’i ise rpoB, katG ve inhA direng genlerinin her iigiine
birden pozitif bulundu. Izolatlarm 21°i rpoB ve gyrA direngli olup; katG-inhA
bolgelerinden birine mutasyonel pozitif saptandi, ayn1 zamanda eis-rrs gen bolgelerinden
birinede direngli bulunarak YID-TB oldugu belirlendi

Konvansiyonel yontemlerle in-house PCR arasindaki bu farkliliklarin
konvansiyonel (fenotipik) yontemlerle tespit edilemeyecek kadar diisiik seviyeli olan
direncin molekiiler yontemlerle belirlenmesi ve LJ besiyerinde duyarlilik testlerinin
yapilmasini olumsuz sekilde etkileyen (6rnegin; antibiyotikleri baglayan yiiksek protein

icerigi gibi ) nedenler olabilecegi diistiniilmektedir.

Birinci ve ikinci kusak ilaglar i¢in Lowenstein-Jensen besiyerinde konvansiyonel
IDT altin standart olarak kabul edildiginde PCR testinin birinci kusak ilaglardan
rifampisin i¢in rpoB genini saptamadaki duyarliligi % 81 izoniazid i¢in inhA ve katG

saptamadaki duyarlilig1 % 93 ve % 75 olarak bulundu. PCR testinin ikinci kusak ilaglar
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grubunda bulunan florokinolon ve aminoglikozid direng genleri gyrA, eis ve rrs genlerini
belirlemedeki duyarlilik orani siras1 ile % 33, % 100, % 100 dii. Iki test arasindaki uyum
orani ise birinci kusak ilaglar i¢in % 81- 95 arasinda ve ikinci kusak ilaglar igin % 41-69

olarak bulundu.

Calismada elde ettigimiz sonuclara gore in-house PCR testinin direng saptamada
tek basma kullanilmasi dogru degildir. Direncin tanimlanmasinda konvansiyonel ilag
duyarlilik testlerine destekleyici veya On tarama testi olarak kullanilabilir. Ancak testin
iyi standardize edilmesi olduk¢a 6nemlidir.Rutin kullanimda degerlendirme i¢in daha

fazla sayida 6rnekle degerlendirilmesi gerekmektedir.
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi ile goniilliiliik

esasina gore Atatlirk Goglis Hastaliklari ve GoOglis Cerrahisi Egitim  Arastirma

Hastanesi’nden Dr. Ismail Ceyhan’dan temin edilen 33 adet CID-MTB ve 10 adet duyarli

izolat birinci ve ikinci kusak anti-TB ilaglara kars1 duyarliliklar1 yoniinden In-house PCR

yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda;

1.

Degerlendirilen 33 adet CID-TB izolatin florokinolon direnci ve aminoglikozid
direncinin yiiksek olmasi CID-TB’ye kars1 daha siki onlemlerin alinmasi ve
antibiyotik kullaniminin daha diizenli bir sekilde yapilmas1

Ozellikle ikinci kusak ilaglar kars1 direng oranlarinin yeteri kadar saptanmamasi
gercek direng oranlariin sakli kalmasina sebep olabilir. Bu baglamda iilkemizin
her bolgesinde her hasta icin standart bir yontemle ikinci kusak ilaglara karsi
direncin belirlenmesi ve ilag direnci ile ilgili genis datalarin olusturulmasi
Calismanmizda smrli sayida CID-TB  kullamildigindan dolayr daha genis
caligmalarin yapilmasi gerektigi

Calismamaizla ilgili sonuglarin DNA sekans analizi ile desteklenmesi gerektigi
GyrA gen bolgesi ile birlikte gyrB gen bdlgesindeki direng mutasyonlarinin
belirlenmesi florokinolon bdlgesine direncin daha dogru tanimlanmasinda

yardimc1 olacagi kanaatindeyiz.
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