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TESEKKUR
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OZET

Amac: Tiberkiiloz (TB) giinlimiizde kiiresel bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir. TB kontrol programlarit i¢in ilaca direncin hizli tespiti kritik ©nem
tasimaktadir. Bu calismada ¢ok ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis (CID-TB)
izolatlarinin primer anti-TB ila¢ duyarliliginin belirlenmesi igin disk temelli yeni bir

yontemin gelistirilmesi amaglandi.

Yontem: Toplamda 4 tanesi referans (M. tuberculosis H37Rv, ATCC-35838, ATCC-
35820, ATCC-35837) 3 tanesi klinik (2 adet duyarli, 1 adet CID-TB) olmak iizere 7 M.
tuberculosis susu kullanildi. Suslar yeni gelistirilen disk temelli yontemde nitrat
rediiktaz testi (NRT) ve rezasurin testi ile birlikte uygulandi. Ila¢ duyarlilik sonuglari

referans yontem olarak agar proporsiyon test sonuglari ile karsilastirildi.

Bulgular: Her iki kolorimetrik test sonuglari ile agar proporsiyon sonuglari
karsilastirildiginda 6zgiilliik, duyarlilik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif
deger (NPD) ve uyum %2100 saptandi. Ilag¢ duyarlilik sonuglar1 agar proporsiyon yontem
ile tim suslar i¢in inkiibasyonun 21. giiniinde, rezasurin testi ile inkiibasyonun 9.

giiniinde ve NRT ile 5-7 giinde sonuglandi.

Sonug¢: Disk temelli yeni gelistirilen ilag duyarlilik yontemi kolorimetrik testlerle
birlikte uygulandigindan mevcut yontemlere kiyasla daha hizli sonug vermektedir.
Antibiyotik stabilitesini korumada disk temelli olmasindan 6tiirii diger yontemlerden
daha avantajlidir. Yontem uygulanma agisindan kolay ve pratiktir. Performansinin

degerlendirilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, ilag duyarlilik testi, antibiyotik diski,
CiD-TB



ABSTRACT

Objective: Tuberculosis (TB) continues to be a global public health problem today.
Rapid detection of drug resistance is critical for TB control programs. In this study, it
was aimed to develop a new disc-based method for the determination of primary anti-TB
drug susceptibility of multidrug resistant Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB)
isolates.

Method: A total of 7 M. tuberculosis strains were used, of which 4 reference (M.
tuberculosis H37Rv, ATCC-35838, ATCC-35820, ATCC-35837) and 3 clinical isolate
(2 susceptible, 1 MDR-TB). Strains were applied in the newly developed disc-based
method together with nitrate reductase assay (NRA) and resazurin assay. Drug
susceptibility results were compared with the agar proportion test results as a reference

method.

Results: Specificity, sensitivity, positive predictive value (PPV), negative predictive
value (NPV) and agreement were found as 100% between both colorimetric test results
and agar proportion results. Drug susceptibility results were obtained on the 21st day of
incubation for all strains by the agar proportion method, on the 9th day of incubation

with the resazurin test, and at 5-7 days with NRA.

Conclusion: The newly developed disc-based drug sensitivity method gives faster
results compared to existing methods, since it is applied together with colorimetric tests.
It is more advantageous than other methods because it is disc-based in maintaining
antibiotic stability. The method is easy and practical in terms of implementation. More

studies are needed to evaluate its performance.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, drug susceptibility test, antibiotic disc, MDR-
TB,
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1. GIRIS

Mycobacterium tuberculosis ’in neden oldugu, insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olan
tiiberkiiloz (TB) ¢ok ilaca direngli (CID-TB) ve yaygin ilaca direngli (YID-TB) suslarin
sayisindaki artis nedeniyle giiniimiizde hala ciddiyetini korumaktadir. TB kontrol ve
onleme ¢aligmalari i¢in direngli suslar 6nemli bir sorundur (Palomino ve ark., 2008).
“TB’yi Bitirme Stratejisi (End TB)” stratejisi, herhangi bir TB tiirine sahip her yastan
bireyin erken tanisini ve hizli tedavisini savunmaktadir. Bu durum ancak Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan 6nerilen hizl tantya ve ilag duyarlilik testlerine evrensel erisim
ile miimkiin olacaktir. Su anda DSO molekiiler tekniklerdeki ilerlemelere ragmen kiiltiir
temelli yontemleri “altin standart” olarak kabul etmektedir (WHO, 2018) Kiiltiir temelli
yontemler, proporsiyon (orant1) yontemi, mutlak konsantrasyon ve direng-oran yontemi
olmak lizere temelde ii¢ geleneksel yontemi kapsamaktadir. Proporsiyon yontemi bunlar
icerisinde en yaygin kullanilan1 olup, testin sonuglanmasi igin 3-4 hafta kadar uzun
inkiibasyon stiresi gerektirmektedir. Bunlara alternatif olarak ortaya ¢ikan MGIT 960
(Becton-Dickinson, ABD) gibi otomatize sivi kiiltiir sistemleri ise daha kisa siirede
sonu¢ vermelerine ragmen cihaz kullanimi gerektirdiginden maliyeti yiliksektir (Asmar

ve Drancourt, 2015; Canetti ve ark., 1963).

Bu c¢alismada bir donem M. tuberculosis’in ve ¢ogunlukla hizli biiyliyen
mikobakterilerin ila¢ duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan “agar disk eliisyon” ve
cogunlukla gram negatif basillerin kolistin minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK)nun belirlenmesinde kullanilan “sivi disk eliisyon” ydntemlerinin birtakim
modifikasyonlarini igeren disk temelli yeni bir ilag duyarlilik yonteminin gelistirilmesi
amaglandi. Gelistirilen yeni yontem, M. tuberculosis suslariin, TB tedavisinin 6nemli
bilesenleri olan izoniazid (INH), rifampisin (RIF), streptomisin (STR) ve etambutol
(EMB) antibiyotiklerinin DSO tarafindan ©6nerilen kritik konsantrasyonlarma gore
hazirlanan antibiyotik diskleri ile 7H9 siv1 besiyerinde test edilmesini igermektedir. Bu
calisma, hizli kolorimetrik testler olan nitrat rediiktaz testi (NRT) ve rezasurin testi ile
birlikte uygulanan disk temelli yeni yontemin ilag duyarlilik sonuglarinin agar
proporsiyon yontemi ile karsilagtirilmast ve performans degerlendirmesinden

olusmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi

Tarihsel yolculugu epey uzun siiren, yaklasik 3 milyon yil 6ncesinden giiniimiize kadar
ulagsmay1 basaran antik patojen Mycobacterium tuberculosis, tarihteki en oliimciil
hastaliklardan biri olarak kayitlara gegen TB etkenidir. TB hastaligindan tek basina
sorumlu olmayan bu basil Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) olarak
isimlendirilen bir grup mikobakteriyel ajan icerisinden en basarili insan patojenidir
(Gutierrez ve ark., 2005). Mikobakterium cinsinin yaklagik 150 milyondan daha uzun bir
stire Once ortaya c¢iktigi disiinilirken (Hayman, 1984), diisik mutasyon oraninin
katkilartyla modern molekiiler teknikler sayesinde MT nin ilk atasinin 3 milyon y1l 6nce
Dogu Afrika'daki ilk hominidleri enfekte ederek giliniimiize kadar ulastigi tahmin
edilmektedir (Daniel, 2006; Gutierrez ve ark., 2005). Paleopatoloji alanindaki
ilerlemelerle birlikte, MT’ nin Avrupa'da ve Kolomb oncesi Amerika'da insanlarla ilk
olarak milattan énce (MO) 2500-1500'de, Misirda ise ilk olarak MO 3700°de karsilastig
bilinmektedir (Kapur ve ark., 1994). TB basilinin Misirdaki tarihsel yolculugunun MO
2400’li yillarda basladigi mumyalarda spesifik Pott lezyonlarna rastlanilmasi ve bu
iskelet bozulmalarinin antik Misir sanatinda gosterilmesiyle kanitlanmigtir (Zimmerman,
1979). Ilerleyen zamanlarda da mumya dokularindan TB basilinin DNA’smin
bulunmasiyla mevcut kanitlar gii¢lendirilmistir (Crubézy ve ark., 1998). Bunun aksine
Misirin yazili kaynaklarinda TB hastalig1 agik¢a belirtilmemekle birlikte papiriislerde bu
hastaliktan hi¢ s6z edilmemektedir. Dolayisiyla yazili kaynaklar sinirhi kalmistir (Cave
ve Demonstrator, 1939). Tarihte veba disinda ¢ok az hastalik giiniimiize yazili imza
birakmay1 basarabilmistir. TB’de bu hastaliklardan birisidir (Barbier ve Wirth, 2016).
TB’yi tasvir eden ilk yazili metinlerden Hindistan'daki 3300 yil dncesine Cin'deki ise
2300 y1l dncesine dayanmaktadir (Brown, 1941). MO 460-370 yillarinda yasamus,
Antik Yunan diinyasinin 6nemli isimlerinden olan Hipokrat da “Aforizmalar” ve
“Epidemik” adli eserlerinde TB’nin klinik O6zelliklerine yer vermistir. Eserlerinde

hastaligin yaygin olarak 18-35 yas arasi gen¢ yetiskinlerde goriildiigiinden, kis



aylarindan ziyade yaz ve sonbaharda ortaya c¢ikmasiyla diger solunum yolu
enfeksiyonlarindan ayrildigindan bahsetmektedir. TB’nin siklikla hastanin Sliimiiyle
sonuglandig1 da Hipokrat’in vurguladigi konulardandir ( Daniel ve Iversen, 2015a).
Hastaligin siddetinin disardan hastayr “tiiketiyor” gibi goriinmesinden dolay1 tarihsel
siiregte TB yerine “psithisis pulmonaris”, “beyaz veba”, tikketim (consumption)” gibi
isimler kullanilmistir (Prabhu ve Singh, 2019). 1834 yilinda Johann Lukas Schonlein’in
Onerisi iizerine, hastalifin her formunda tiiberkiillere rastlanmasindan Otiiri
“Tlberkiiloz” ismi literatiire girmistir. TB’nin bulasici bir hastalik olduguyla ilgili ilk
aciklamalar 16. ylizyilda Girolamo Fracastoro tarafindan yapilmistir. 1679’da Sylvius de
la Boe TB’nin akcigerleri nasil etkiledigini, patolojik ve anatomik 6zelliklerine vurgu
yaparak “Opera Medica” adli eserinde agiklamustir (Barberis ve ark., 2017). 1720 yilinda
TB "miithis derecede kiiciik canlilarin" neden oldugu bir hastalik seklinde Benjamin
Marten tarafindan tanimlanmis ve bulasin gergeklesebilmesi icin hasta bireylerle yakin
temas olmasi gerektigi bildirilmistir. Marten, basilin viicuda girdikten sonra lezyonlara
yol agmasina neden olan “¢ok kii¢iik canlilar” dan kaynaklanmis olabilecegini tahmin
eden ilk kisiydi ve bu varsayimlarini “yeni bir tliketim teorisi” adli eserinde agikca
belirtmistir. (Doetsch, 1978). 1779 yilinda akciger disinda bagirsak ve karaciger gibi
diger organlarda da tiiberkiillere rastlanmasiyla omurilik ¢okmesiyle karakterize edilen
bir TB enfeksiyonu olan Pott hastaligi tanimlanmistir (Sternbach, 1996). 1865 yilinda
TB’nin hastaliga yatkin kisilerde kendiliginden ortaya ¢iktigina inanilan bir donemde
Fransiz askeri cerrah Jeon-Antoine Villemin, TB’nin bulasici bir hastalik oldugunu
kanitlayan ilk deneyleri gergeklestirmistir. Villemin, TB basilinin Koch tarafindan
tanimlanmasindan 17 yil 6nce basilin enfekte kadavra dokusundan tavsana, inekten
tavsana ve tavsandan tavsana bulasabilecegini yaptig1 denemelerle gostermistir (Daniel,
2015b).

Bundan sonraki dénem modern bakteriyolojinin kurucusu Robert Koch ve onun TB
basilini kesfine giden yoldaki caligmalarin1 kapsamaktadir. Bu calismalar igerisinde
basilin boyanmasi ve kati kiiltiirde izolasyonu iki onemli yenilik olarak literatiire
gecmistir. (Petrie, 1943). Koch, mevcut boyama yontemlerinin TB basilini boyamada
yetersiz kaldigini belirterek metilen mavisi ve karsit boya olarak vesuvin kullanarak

modifiye edilmis bir yontemle basili mikroskop altinda gézlemlemeyi basarmustir.
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Ardindan Paul Erlich ile birlikte boyama protokolii {izerinde c¢aligmaya devam
etmiglerdir. (Cambau ve Drancourt, 2014). Koch, patates ve agar i¢eren kat1 besiyerlerini
kullanarak saf bakteri kiiltlirleri elde etmek igin yeni yontemler iizerinde c¢alismustir.
Aslinda basilin izolasyonunda kullanmadan 6nce de bu kat1 besiyerlerini tanimlamistir
ve besiyerlerini temelde inek veya koyun serumu kullanarak zenginlestirmistir (Koch,
2018a). TB basilini izole eden, besiyerinde kiiltiriinii gegeklestiren ve patojeni yeniden
laboratuvar hayvanlarina bulastirarak hasta etmeyi basaran Koch, bu basarili sonuglarini
24 Mart 1882°de Berlin Fizyoloji Dernegine sunmustur. Ardindan hastaligin etiyolojisini
anlatan, TB ile miicadelede 6nemli katkilar1 olan “Die Aetiologie der Tuberculose” adli
eserini yaymlamistir (Koch, 2018b). Koch, TB basilinin kesfi ve bununla ilgili
arastirmalarindan Gtiirii 1905 yilinda tip alaninda Nobel 6diiliine layik goriilmiistiir
(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1905/koch/facts/, Erisim tarihi: 14 Haziran
2023). TB basilinin ilk izolatlar1 ise giiniimiizde Londrada Hunterian Miizesi'nde

sergilenmektedir (Brierley, 2005).

Kesiften sonraki donemde ise TB ile miicadeleye yonelik 6nemli gelismeler yasanmistir.
Bunlardan en 6nemlisi Bacillus Calmette-Guerin (BCG) asis1 olmustur. Leon Charles
Albert Calmette ve Camille Guerin 1908 ile 1921 yillar1 arasinda, Mycobacterium bovis
susunun 200'den fazla kez alt kiiltiiriinli yaparak seri pasajlar gergeklestirmislerdir. Sus,
safrali, gliserinli ve patatesli bir besiyerinde 3 haftada bir yeniden kiiltiire edilerek 11 y1l
boyunca pasajlanmistir. Sonug itibariyle basilin viriilansini kaybetmesini saglayarak
TB'ye karsi BCG asisin1 gelistirmislerdir (Lange ve ark., 2022). 1943 yilinda Selman
Waksman tarafindan TB’ye karsi ilk etkili bulunan antibiyotik streptomisin
kesfedilmistir. Bu olay da beraberinde Waksmana 1952 yilinda Nobel 6diiliinii
kazandirmistir (Sakula, 1988). ilerleyen yillarda diger anti-TB ilaclar kesfedilmis ve
kesfedilen antibiyotiklerin tek basina kullanilinca dirence neden olabilecegi anlagilinca

kombine antibiyotik uygulamalar1 denenmistir.

Gilinlimiizde ise hala 6nemli bir kiiresel halk saglig1 sorunu olmaya devam eden TB’nin
eradikasyonu igin DSO tarafindan stratejiler gelistirilmekte ve bunlara paralel olarak
ulusal eylem planlar1 uygulanmaktadir. DSO’niin iiye devletleri ve Birlesmis milletler

(BM), 2014 yilindan bu yana BM siirdiirtilebilir kalkinma hedefleri dogrultusunda TB’yi



bitirme stratejisini (End TB) uygulamaya koyarak, tim yillarin en 6liimciil patojeni olan
M. tuberculosis’i yeryiiziinden eradike etmeyi amaglamaktadir. TB’yi bitirme stratejisi,
2030 yilina kadar TB insidansin1 %80, TB kaynakli 6liimleri %90 oraninda azaltmay1 ve
TB’den etkilenen aileler i¢in katastrofik maliyetleri %100 oraninda ortadan kaldirmay1
hedeflemektedir (https://www.who.int/teams/global-tuberculosis-programme/the-end-tb-

strategy, Erisim tarihi: 14 Haziran 2023).

2.2. Diinyada ve Tiirkiye’de Tiiberkiilozun Epidemiyolojisi

M. tuberculosis, gegmisten giiniimiize kadar toplum sagliginin en 6liimciil ajanlarindan
biri olmaya devam etmektedir. DSO’nun 2022 yilinda yaymladig1 rapora gore 2021
yilinda diinyada 10.6 milyon kisi TB basili ile enfekte olmus ve 1.6 milyon kisi TB
nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Hindistan, Endonezya, Myanmar ve Filipinler 6liimlerin
en fazla goriildiigi iilkeler arasinda yerini almaktadir. 2019 yilinda 1.4 milyon, 2020
yilinda 1.5 milyon olan bu sayidaki artis 2017’ye geri doniildiigiinii gostermektedir
(WHO, 2022a). Geride biraktigimiz son 3 yilda, COVID-19 pandemisinin TB’nin tani
ve tedavisine erisimi lizerindeki olumsuz etkisi hala devam ettigi i¢in bu etki kiiresel TB
hedeflerinde kaydedilen ilerlemenin de tersine donmesine neden olmustur (Comella-del-
Barrio ve ark., 2021). 21. yiizyilin 6nemli bir sorunu olan antimikrobiyal direng de
bunlara ilave olarak TB tedavisinde yeni ilerlemeler kaydedilmesini daha da
zorlastirmigtir {laca direngli vaka sayist 2020 yilinda 156,982 iken 2021 yilinda
%6,4°liik bir artisla 166, 991° e (CID-TB ve YID-TB vaka toplami) yiikselmistir (WHO,
2022a). 84.8 milyon niifusa sahip iilkemizde 2021 yilinda yaklasik 15,000 kisi TB
hastaligina yakalanirken, 970 kisi TB nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Yeni TB
vakalarmin ise %2.4’tiniin CID-TB oldugu bilinmektedir. Hasta bireylerin
tedavilerindeki basar1 orani ise 2020 yilina gore %81 olarak bildirilmistir (WHO, 2022a)

2019 yilinda diinya capinda 6nde gelen 6liim nedenleri siralamasinda 13. sirada yerini
alip tek bir enfeksiy6z ajandan kaynaklanan en Onemli O6liim nedeni olan TB
hastaliginin, 2020 ve 2021 yillarinda COVID-19’dan sonra ikinci sirada yer alacagi
ongoriiler arasindadir (WHO, 2022a).



2.3. M. tuberculosis’in Bakteriyolojik Ozellikleri

M. tuberculosis basilinin yaklasik 1-10 um boy uzunluguna (genellikle 3-5 um) ve 0.2-
0.6 um genigligine sahip oldugu tahmin edilmektedir. Isik mikroskobu altinda tipik
formu olarak diiz veya hafif kivrimli ¢ubuk (basil) formunda goériinmektedir. Yayma
yapilan kiiltlirlin siiresine ve ortam kosullarina bagli olarak kokobasil formunda da
gortilebilir (Barrera, 2007). Aerobik solunum yapan TB basili, oksijence zengin akciger
dokular1 gibi bolgelerde hiicre igi patojen olarak gelisimi siirdiirmektedir. Hareketsiz ve
spor olusturmayan TB basili yaklasik 18-24 saate bir ikiye boliinerek jenerasyon siiresini
tamamlamaktadir. /n vitro kiiltiir ortaminda ise yaklasik 10-14 giin icerisinde gozle
goriilebilir biiyiikliikte deve tiiyii renginde, morfolojik olarak “R” (rough: kaba, piiriizlii)
koloni tipinde kuru ve piirtiiklii koloniler olusturmaktadirlar (Sekil 2.1). Lipitce zengin
hiicre duvar1 basile hidrofobik 6zellik kazandirarak kiimelenmeye meyilli hale
getirmektedir. Ayn1 zamanda bazi bilesenlere karsi gegirgenligini de azaltmaktadir
(Gordon ve Parish, 2018;
Https://tbcindia.gov.in/WriteReadData/I892s/6995271860Training%20manual%20M%2
Otuberculosis%20C%20DST.pdf, Erisim tarihi: 14 Haziran 2023).

Sekil 2.1. Lowenstein-Jensen (LJ) (soldaki) ve AYC.2.2 agar (sagdaki) besiyerindeki M.

tuberculosis H37Rv kolonileri


https://tbcindia.gov.in/WriteReadData/l892s/6995271860Training%20manual%20M%20tuberculosis%20C%20DST.pdf
https://tbcindia.gov.in/WriteReadData/l892s/6995271860Training%20manual%20M%20tuberculosis%20C%20DST.pdf

M. tuberculosis bir¢ok ilag i¢in potansiyel hedef olan lipit agisindan zengin kompleks bir
hiicre duvarma sahiptir. Hiicre duvar1 arabinogalaktan, lipoarabinomannan ve
lipomannanlari i¢eren lipopolisakkaritlerden, kalin bir peptidoglikan tabakasindan ve
mikolik asitler, glikolipidler ve fitiyoserol dimikoserosatlardan olusan bir dis zar
icermektedir(Vilchéze, 2020).

TB basilleri hiicre duvarindaki yiiksek lipit i¢eriginden Otiirii kristal viyoleyi tutamadigi
icin gram Ozelliklerinden bahsedilmez. Ancak gram pozitif bakterilerle daha yakindan
iligkili olduklar1 disiintilmektedir (Barrera, 2007). M. tuberculosis karbol fuksin
yontemleriyle (Kinyoun ve Erlich Ziehl-Neelsen-EZN) veya florokrom (Auramin-
Rhodamin) yontemleriyle boyanabilmektedir. Bir kere boyandigi zaman asit ve alkol
gibi renksizlestirici kimyasallarla boyay1r birakmazlar. Bu yiizden de ‘“aside-direngli
basil” olarak tanimlanirlar (Pfyffer, 2015).

2.4. Mikobakterilerin Taksonomisi

Mikobakteriler, bakteriler aleminin Actinobacteria siifinin Actinomycetales takiminda
yer alan Micobacteriaceae ailesinin tyeleridir (Tablo 2.1)
(https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=96
3806#null, Erigim tarihi: 14 Haziran 2023). Mikobakterium cinsi M. tuberculosis ve M.
leprae gibi baslica insan patojenlerini, firsat¢i patojenler olan M. abscessus ve M. avium
gibi tiiberkiiloz dis1 mikobakterileri (TDM) iceren 190°dan fazla tiirii kapsamaktadir.
(Meehan ve ark., 2021). TB hastaligindan sorumlu olan MTBK, M. tuberculosis, M.
africanum (insana adapte olan tiirler) M. bovis, M. caprae, M. orygis, M. microti, M.
mungi, M. suricattae, M. pinnipedii, sempanze basili ve Dassie basili (diger hayvanlara
adapte olan tiirler) olmak {izere 11 ayn tiir ya da ekotip igermektedir (Soler-Camargo ve
ark., 2022). Genetik agidan, bu kompleksin tiim iiyeleri, niikleotid diizeyinde %99,9
benzerlige ve aymi 16S rRNA dizilerine sahip olmalar1 sebebiyle yiiksek oranda
korunmustur. Genetik yakinliklarina ragmen kompleks iiyelerinin konak tercihleri,
patojenitesi ve cografi dagilimlari birbirinden farklik gostermektedir (Bajaj ve ark.,
2021). Konak tercihlerine bakildiginda M. tuberculosis ve M. africanum siklikla
insanlardan, M. bovis sigirlardan, M. caprae kegilerden, M. microti tarla farelerinden ve

7



diger kemirgenlerden, M. pinnipedii deniz memelilerinden, M. mungi firavun
farelerinden, M. orygis antilop tiirlerinden, M. suricattae mirketlerden izole edilmektedir
(Clarke ve ark., 2016; Riojas ve ark., 2018).

Tablo 2.1 M. tuberculosis’in taksonomik smifi

Alem Bacteria
Alt Alem Posibacteria
Simif Actinobacteria
Alt Simf Actinobacteridae
Takim Actinomycetales

Alt takim Corynebacterineae

Aile Mycobacteriaceae
Cins Mycobacterium

Tiir Mycobacterium tuberculosis

Yakin zamanda yapilan filogenomik ve karsilastirmali genomik analizler neticesinde
Gupta ve ark tarafindan mikobakterium cinsinin bes yeni cinse bdliinmesiyle
mikobakteri taksonomisinde revizyon yapilmasi onerilmistir. Bu bes yeni cinsin dordii
mycolicibacterium, mycolicibacter, mycolicibacillus ve mycobacteroidesi igeren
TDM’den, bir tanesi ise diizeltilmis bir mycobacterium cinsinden olusmaktadir (Gupta
ve ark., 2018). TB basilinin taksonomisiyle ilgili olarak onerilen bir diger 6nemli
yaklasim ise MTBK iiyelerinin tek bir tiirli temsil edebilecek kadar birbirleriyle yakin
iligkili oldugudur. Yapilan analizler, MTBK iyelerinin ayr1 birer tir olarak
siniflandirmak icin yeterli gesitlilik gosteremedigini bunlarin tek bir genotiir olarak
degerlendirilmesinin daha uygun olacagini gostermektedir. Yani daha 6nce adi gegen
tiirlere karsilik gelen filogenetik gruplarin, artik varyantlar olarak yeniden diizenlenmesi

gerekmektedir(Garcia-Betancur ve ark., 2012; Riojas ve ark., 2018).



2.5. M. tuberculosis’in Genomik Ozellikleri

TB’nin dogasiin anlasilmasina biiyiik katkilar sunan en 6nemli gelisme 1998 yilinda iyi
bilinen laboratuvar referans susu M. tuberculosis H37Rv’nin tam genom dizisinin
tanimlanmasidir. M. tuberculosis genomu 4.411.529 baz ¢ifti uzunlugunda olup yaklasik
4000 gen kodlamaktadir. O zamanlarda dizilenen en biiyiik ikinci mikrobiyal genom
olma 0zelligi tasimaktadir. Genomda 3,924 acik okuma g¢ergevesi bulunmaktadir. Bu da
genomun potansiyel kodlama kapasitesinin %91 oldugunu gostermektedir (Cole ve ark.,
1998). 200°den fazla gen yag asidi metabolizmasinda gorev alan enzimleri
kodlamaktadir (Tablo 2.2). Bu genlerden 100 tanesinin yag asitlerinin oksidasyonunda
gorev aldigi tahmin edilmektedir. E. coli'de yag asidi metabolizmasinda 50 enzim,
Streptomyces coelicolor’da yag asidi bozunmasinda 59 enzim gorev almaktadir. M.
tuberculosis’de yag asidi metabolizmasiyla iliskili ¢ok sayida enzim bulunmasi
patojenin yag asitlerini esas karbon kaynagi olarak kullandig1 durumlarda enfekte konak

dokularindaki basilin biiyiime yetenegi ile iliskilendirilmektedir (Smith, 2003).

Tablo 2.2. M. tuberculosis genlerinin siniflandirilmas: (Lew ve ark, 2011)

ISLEV Gen sayis1 Gen sayis1  Gen sayisi
(1998) (2002) (2010)

Lipid metabolizmasi 225 233 247

Bilgi yolaklari 207 229 241

Hiicre duvari ve hiicre siire¢leri 516 708 773
Kararli RNA'lar 50 50 71

IS elementleri ve bakteriyofajlar 137 149 147
PE ve PPE proteinleri 167 170 168

Ara metabolizma ve solunum 877 894 923
Diizenleyici proteinler 188 189 195
Viriilans, detoksifikasyon ve adaptasyon 91 99 228

Korunmus varsayimsal islev 910 1051 1081
Fonksiyonu bilinmeyen proteinler 606 272 16




Genomun %65.6’1ik kism1 G+C igeriginden olusmaktadir. > %80 gibi ¢ok yiliksek G+C
icerigine sahip Pro-Glu (PE) ve Pro-Pro-Glu (PPE) ¢oklu gen ailesine ait bir bolge
oldukca dikkat ¢cekmektedir. Total genom kapasitesinin 6nemli bir kismini olusturan bu
bolge, farkli ortamlarda mikobakterilerin hayatta kalmasi ve ¢ogalabilmesi i¢in kritik

Oonem tasimaktadir (Marri ve ark., 2006; Barrera, 2007).

Yatay gen transferi, mikroorganizmalarin evriminde ve genomlarinin sekillenmesinde
onemli bir rol iistlenmektedir. M. smegmatis ve M. canetti suslarinin kendi aralarinda
DNA transferi gergeklestirebildigi  bilinmektedir. Aymi sekilde TB etkeni
mikobakterilerde de suslar arasinda DNA transferi hakkinda birka¢ bilgi mevcuttur.
Ancak M. tuberculosis suslar1 arasinda yatay gen aktarimina dair herhangi bir kanit
mevcut degildir (Madacki ve ark., 2021).

2.6. M. tuberculosis’in Patogenezi ve Bulas Mekanizmasi

Tek rezervuari insan oldugu bilinen TB basili, basta akcigerler olmak tizere merkezi
sinir sistemi, iskelet sistemi ve birgok i¢ organi etkileyebilmektedir. Basiller aktif TB’ye
sahip bireylerden havaya sagilan aerosoller ile toplum igerisinde yayilmaktadir.
(Churchyard ve ark., 2017). Saglikli bireylerde enfeksiyonun baslamasi i¢in bulagicilikta
kritik oneme sahip olan enfeksiyoz partikiiller araciligiyla yaklagik 1-5 TB basilinin
solunmas1 yeterlidir (Balasubramanian ve ark., 1994). Akcigerlere dogru ilerleyen
basiller alveollere ulastiktan sonra ilk olarak adaptif immiin sistem elemanlarinin
aktivasyonunda onemli rol oynayan makrofajlar ve dentritik hiicreler tarafindan yutulur.
Bu enfekte hiicrelerden salinan tehlike sinyalleriyle enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda
diger immiin sistem hiicreleri bir araya toplanir ve adaptif bagisiklik sistemi ile birlikte
TB basilinin gogalmasi ve yayilmasi engellenir (Rahlwes ve ark., 2023). Immiin sistem
graniilom adi verilen ¢ogunlugunu makrofajlarin olusturdugu hiicre kiimesi igerisinde
basilleri muhafaza ederek enfeksiyonun yayilmasini onler. Enfekte olan bireylerin
%90’1inda bu sekilde bagisiklik yaniti olusmaktadir. Bagisiklik tepkisinden bu sekilde
kagmay1 basaran basiller latent enfeksiyonu temsil etmektedir ve hastaligin
asemptomatik seyretmesine neden olmaktadir (Luo ve ark., 2019; Rahlwes ve ark.,
2023). Latent sekilde enfekte olan bu bireylerde bagisiklik sisteminin baskilanmasi
durumunda hastalik yeniden niiksedebilir ve insanin Omrii boyunca bu olasiligin
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gerceklesme ihtimali %5-15" dir. Aktif TB vakalarinin en biiylik rezervuari olarak
goriilen latent form diinya niifusunun 4’ de 1’ine karsilik gelmekle birlikte, hastaligin

eradikasyonu i¢in de sorun teskil etmektedir (Sekil 2.2) (Kiazyk ve Ball, 2017).
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Sekil 2.2. M. tuberculosis’in patogenezi ve bulas mekanizmasi

2.7. TB Enfeksiyonu i¢in Testler

TB enfeksiyon testleri, TB hastalariyla zaman geg¢irmis, ayni ortamda bulunmus kisiler,
TB agisindan yiiksek riskli ortamlarda yasayan ve calisan kisiler i¢in uygulanilmasi
onerilmektedir (https://www.cdc.gov/tb/topic/testing/whobetested.htm, Erisim Tarihi:6
Haziran 2023). Enfeksiyonun tanisi igin herhangi bir altin standart test olmamakla
beraber “tiiberkiilin deri testi (TDT)” ve “interferon gama salinim testi (IGRA)” olmak
tizere iki farkli test mevcuttur (WHO, 2021). M. tuberculosis’in antijenlerine karsi
gelisen immiin yanitlar1 Olglilmesini temel alan bu serolojik testler, konvansiyonel

yontemlere kiyasla daha kolay uygulanabilmektedir (Steingart ve ark., 2012).
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2.7.1 Tiiberkiilin Deri Testi (TDT)

Mantoux testi olarak da bilinen bu enfeksiyon testi, TB basilinden elde edilen
antijenlerin bir karisimi olan piirifiye edilmis protein tiirevini (PPD)’nin intradermal
enjeksiyonunu igermektedir. Enjeksiyon sonucunda gecikmis tipte asir1 duyarlilik
reaksiyonunun meydana gelmesi ve enjeksiyon bolgesinde 48-72 saat igerisinde sertlik
olusumuyla karakterize edilir. Ardindan olusan sertlik milimetre cinsinden o&l¢iiliir.
Enjeksiyon sonras1 tekrardan klinik ziyareti ve oOnerilen zaman dilimi igerisinde
sonuglarin okunmasini gerektirir (WHO, 2021). Bu enfeksiyon testinin, BCG ve TDM
ile capraz reaksiyon gosterebilme ihtimali, PPD’nin soguk zincir gerektiren iiriin olmasi,
enjeksiyon sonrasi sertligin yorumlanmasi igin egitimli teknisyen ihtiyaci testin

dezavantajlar1 arasinda sayilabilir (Hamada ve ark., 2021; Yang ve ark., 2012).
2.7.2 interferon Gama Salimim Testi IGRA)

IGRA enfeksiyon testleri, TB basiline spesifik olan “erken salgi antijenik hedef 6 kDa
proteini (ESAT-6)” ve “kiiltiir filtrat proteini 10 (CFP-10)” antijenleri ile uyarilmasi
sonucu T-hiicreleri tarafindan salinan interferongamma (IFN-y) miktarina bakarak
hiicresel immiin yanitin1 Olgen kan testleridir. BCG ve bazi1 birkag istisna disinda
TDM’den etkilenmemesiyle TDT’den ayrilmaktadir (WHO, 2021). QuantiFERON-TB
Gold Tiip (QFT-GIT) (QIAGEN, Avustralya) ve T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec.,
Ingiltere) testleri 2011 yilinda DSO tarafindan performanslari incelenmis testlerdir. Son
zamanlarda yeni nesil olan QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-Plus), QFT-GIT'in
yerine ge¢mistir. Hem T-SPOT.TB hem de QFT-Plus, laboratuvar altyapis1 gerektirir ve
TDT’ye kiyasla daha maliyetli testlerdir (Hamada ve ark., 2021; WHO, 2011).

2.8. TB Tedavisinde Kullamlan Primer Anti-TB Ilaclar

Standard anti-TB ila¢ rejimi antimikrobiyal direncin 6nlenmesi amactyla birden fazla
ilacin birlikte kombine halde kullanilmasini gerektirir. Ilaca duyarli TB tedavisi igin en
yaygin Onerilen rejim, izoniazid (INH), rifampisin (RIF), pirazinamid (PZA) ve
etambutol (EMB) gibi birinci basamak ilaglar1 iceren ilk 2 aylik fazdan ve akabinde INH
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ve RIiF’in kullanildig1 4 aylik fazdan olusmaktadir (Bansal ve ark., 2016). Bu ilaglar

minimum toksisite ile maksimum etkinlik gostermektedirler.
2.8.1 izoniazid (INH)

Kimyasal adi1 izonikotinik asit anhidrazid olan INH antibiyotigi ilk kez 1912’de
tanimlanip 1952°de sentetik bir anti-TB ilag olarak tedavi rejimine girmistir. Yiiksek
bakterisidal aktivite gosterip, dar spektrumlu bir antibiyotik olan INH, latent TB
enfeksiyonunda da proflaktik ilag olarak kullanilmaktadir (Unissa ve ark., 2016). On ilag
olan INH, KatG tarafindan kodlanan Kkatalaz-peroksidaz enzimi sayesinde
aktiflesmektedir. Aktivasyon sonrasi olusan ilag iriinleri, hiicre duvarindaki mikolik
asitin biyosentezinde rol alan enoil acil tastyici protein (ACP) rediiktaz (InhA) ve beta-
ketoagil ACP sentaz (KasA) gibi bilesenleri hedef almaktadir (Banerjee ve ark., 1994;
Mdluli ve ark., 1998). ila¢ 6zellikle basilin hayatta kalmas1 ve viriilans: icin esas olan
mikolik asitlerin, uzun zincirli a-alkilin ve B-hidroksi-yag asitlerinin biyosentezini inhibe
etmektedir. Basta KatG geni olmak iizere KasA, InhA, AhpC ve ndh gen mutasyonlar
INH direncine yol agmaktadir (Silva ve ark., 2003).

2.8.2 Rifampisin (RIF)

TB tedavisindeki biiyiik gelismelerden birisi Streptomyces mediterranei’den iretilen
RIF’in 1970’ler de tedavi rejimine girmesidir. RiF antibiyotigi “sterilizasyon etkisi”
olarak isimlendirilen 06zel aktivitesi sayesinde tedavi siiresini Onemli oOlgiide
kisaltmaktadir (Iseman, 2002). RiF, TB basilinin RNA polimeraz enziminin B alt
birimine baglanir, protein sentezini hedef alarak bakterisidal etki gostermektedir. RNA
polimeraz enzimi ise rpoA, rpoB, rpoC ve rpoZ geni tarafindan kodlanan bes alt birim
icermekle beraber rpoB genindeki mutasyonlar RIF direngli mutasyonlarin %95’inden
sorumludur. RIF direncinin olusmasi, diger anti-TB ilaglara kiyasla nadir de olsa, yaygin

kullanimi1 sebebiyle direng orani artmaktadir (Xu ve ark., 2021; Zaw ve ark., 2018).
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2.8.3 Etambutol (EMB)

Ik olarak 1961 yilinda tanimlanan EMB, sterilize edici etkisi zayif bakteriyostatik bir
ilag olup RIF, PZA ve INH gibi diger anti-TB ilaglarla kombine halde kullanilmaktadir
(Xiang ve ark., 2021). Yalnmzca replike olabilen aktif TB basillerine etki eden EMB,
hiicre duvarinda yer alan arabinogalaktanin biyosentezinde gorevli arabinosil transferaz
enzimini hedef almaktadir. Arabinogalaktan ve lipoarabinomannan'in hiicre duvari
arabinaninin polimerizasyonunu inhibe etmektedir. EMB’ye direngli TB basillerinin
%70’inde EmbCAB operonundaki mutasyonlara bagli olarak direng gelismektedir
(Mikusova ve ark., 1995; Telenti ve ark., 1997).

2.8.4 Pirazinamid (PZA)

CID-TB tedavisinin 6nemli bir pargasi olan PZA, ilk olarak 1950’lerde tanitilmis bir
nikotinamid analogudur. Ilag sadece diisiik pH’da (pH 5.5) etkinlik gdstermesi nedeniyle
diger anti-TB ilaglardan ayrilmaktadir. Bu da onun semidormant basillere kars1 da etkili
bir ilag olmasina neden olmaktadir (Heifets ve Lindholm-Levy, 1992; Mirabal ve ark.,
2010). PZA’nin aktif formu olan pirazinoik aside doniismesi i¢in, TB basilindeki
pirazinamidaz enzimi gereklidir. Pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA geninde
meydana gelen mutasyonlar PZA direncinin olusumundaki ana mekanizmadir (Hirano
ve ark., 1997).

2.8.5 Streptomisin (STR)

Ik kez 1944 de anti-TB ila¢ olarak tanimlanan STR, Streptomyces griseus’dan izole
edilen bir aminoglikoziddir. Tedavide kullanimi sonrasi kisa siirede direng gelistigi igin
artik birinci segenek ilaglar arasinda yer almamaktadir ve klinikte kullanimi sinirhdir
ancak STR direnci hala yaygmdir (Rocha ve ark., 2021). STR, ribozomlarin 30S alt
birimine baglanarak protein sentezini inhibe eden bakterisidal bir ajandir. STR direnci
cogunlukla psL, rrs ve gid genlerinde meydana gelen mutasyonlarla iliskilidir (Finken ve
ark., 1993; Spies ve ark., 2011).
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2.9. Ila¢ Duyarhhk Testleri (IDT)

21. yiizyihn 6nemli bir sorunu olan antimikrobiyal diren¢ kavrami TB tedavisinde
kombine ila¢ kullaniminin esas nedenidir. Dogru antibiyotikle uygun tedavi rejiminin
belirlenmesi igin tedaviye baslanmadan o6nce IDT uygulanmasi gereklidir. DSO
tarafindan da kabul edilen “End TB” stratejisi, TB’nin her tiirli formuna sahip her
yastaki kisilerin erken tani ve hizli tedavisini savunmaktadir (WHO, 2018). Genel
itibariyle DT, ilag igeren ve icermeyen ortamlarda bakteriyel biiyiimenin makroskobik
gozlemi, metabolik aktivitenin veya aktivite sonucu olusan iriinlerin tespiti veya ilgili
gen mutasyonlarinin molekiiler yontemlerle tespiti olmak {izere {i¢ ayr1 ana baslik altinda
siiflandirilabilir(Kim, 2005). M. tuberculosis igin fenotipik IDT, proporsiyon (oranti)
yontemi, direnc-oran yontemi ve mutlak konsantrasyon yontemi olmak iizere ii¢
geleneksel yontemi igermektedir. Bu kiiltiir temelli konvansiyonel yontemler
Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar ve yumurta temelli bir besiyeri olan Lowenstein-
Jensen (LJ) besiyeriyle uygulanmaktadir. Kiiltiir temelli yontemler oldukg¢a iyi
standardize edilmis olup hala bir¢ok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir (Canetti ve
ark., 1963). Ayrica DSO tarafindan da “altin standart” ydntemler olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu yontemler TB basilinin inkiibasyon siiresinin 3-4 hafta kadar
uzun bir slire olmasi nedeniyle zaman alicidir ve bulas riskinden Otirii gelismis
laboratuvar kosullarini sart kosmaktadir. Fenotipik IDT yiiksek biyogiivenlik énlemeleri

alinarak egitimli personel tarafindan uygulanmalidir (WHO, 2018).

2.9.1 Proporsiyon yontemi

TB basillerinin ilag¢ duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in en sik tercih edilen kiiltiir temelli
yontemdir. Bu yonteme gore besiyeri olarak yumurta ve agar bazli besiyerlerinden
herhangi biri kullanilarak tek bir kritik konsantrasyonda anti-TB ilag igeren ortama
McFarland no 1 bulanikligindaki bakteri siispansiyonunun 102 diliisyonundan 0.1 ml,
ilag icermeyen iireme kontrol ortamina ise McFarland no 1 bulanikligindaki bakteri
siispansiyonunun 102 ve 10* diliisyonundan ayr1 ayr1 olmak iizere bakteri

inokiilasyonlar1 gerceklestirilir. Ardindan besiyerleri 3-4 hafta siireyle inkiibe edilir.
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Inkiibasyon sonrasi ilag iceren ortamdaki koloni sayis1 ilag icermeyen ortamdaki koloni
sayisina oranlanir ve bu oran ylizde cinsinden ifade edilir. Eger oran %1 e esit veya
tizerinde ise basil popililasyonu o antibiyotige “diren¢li”, %]1’in altinda ise basil
popiilasyonu o antibiyotige kars1 “duyarli” olarak kabul edilir. Bu yontem direkt veya
indirekt olmak iizere uygulanabilir. Direkt yontem de inokulum kaynagi olarak,
dekontamine ve konsantre edilmis klinik Ornekler kullanilirken, indirekt yontemde

besiyerinde tiremis taze saf kiiltiirler kullanilir (WHO, 2018).

2.9.2 Mutlak konsantrasyon Yontemi

Proporsiyon yontem ile benzer sekilde uygulanmaktadir. Test edilecek Kritik
konsantrasyonlar laboratuvara gore belirlenir. Ila¢ iceren ve igermeyen besiyerlerine
standart miktarlarda bakteri inokulumlarindan inokiile edilir ve tiipler 4 hafta siireyle
inkiibe edilir. Besiyerlerindeki tiremeler su sekilde degerlendirilir; birlesik biiytimeler
igin 4+, ¢ok sayida ayrik koloniler i¢in 3+ ve 2+, 50 -100 koloni igin 1+ ve 20 -49 koloni
icin (1+) gibi degerler verilir. Ureme kontrol tiipiinde 4+ veya 3+ degerinde iireme
gozlenip, ilag iceren besiyerinde 20°den daha az sayida koloni gézlenirse bu durum
bakteriyel inhibisyon olarak degerlendirilir ve test edilen izolat “duyarli” olarak kabul
edilir. ilag igeren besiyerinde 20 ya da daha fazla sayida koloni varsa eger test edilen

izolat “direngli” olarak kabul edilir (De Waard ve Robledo, 2007).

2.9.3 Diren¢-Oran Yontemi

Bu yonteme gore tiim birinci kusak anti-TB ilaglara duyarli standart laboratuvar susu
H37Rv’nin ve test izolatinin test edilen anti-TB ilacin ¢ift kat seri diliisyonlarini igeren
tiip setleri hazirlanir. Hazirlanan besiyerlerine standart miktarda bakteri inokiilasyonu
yapilir 4 hafta boyunca inkiibe edilir. Test sonuglarinin degerlendirmesinde 20 ya da
daha fazla koloni igeren tiipler iireme “pozitif” olarak kabul edilirken, MIK 20’den daha
az koloni iceren tiipteki en diisiik ilag konsantrasyonu olarak kabul edilir. Test edilen

izolatin MIK degeri referans sus H37Rv nin MIK degerine oranlanir. Bu direng orani 2
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veya daha az ise izolat o antibiyotige kars1 “duyarli”, 8 veya daha lstiinde bir direng

orani varsa izolat o antibiyotige kars1 “direngli” olarak degerlendirilir (Heifets, 2000).

2.9.4 Otomatize Sivi Kiiltiir Sistemleri

MGIT 960 (Becton-Dickinson, ABD) BacT/ALERT 3D (Biomerieux, Fransa)
VersaTrek (ESP Myco Culture System I1) (Trek Diagnostic, Ingiltere) ve BACTEC 460
(Becton-Dickinson, ABD) TB olmak {izere gesitli otomatize sivi kiiltiir sistemleri M.
tuberculosis’in ilag duyarliliginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu sistemler
bakteriyel biiyiimenin bir kanit1 olarak metabolik aktiviteyi siirekli izleyen teknolojileri
kullanir ve ¢ogunlukla primer anti-TB ila¢ duyarliliklarini sivi proporsiyon yontemini
temel alarak degerlendirmektedirler (Inderlied ve Nash, 2005). Bu otomatize sistemler
kiiltiir bazli diger geleneksel yontemlere kiyasla daha hizli ilag duyarlilik sonucu
verebilmektedir ancak uygun maliyetli TB teshisinin 6n planda oldugu kaynaklar1 kisitl
tilkeler ve gelismis bir alt yapist bulunmayan laboratuvarlar i¢in yiiksek maliyetli
olabilmektedirler (Pai ve ark., 2009). Bu sistemlerin en biiyiik avantajlar1 kati kiiltiir
yontemleriyle 28-42 giin de alinan IDT sonuglarmi 10 giin kadar kisa bir siireye
indirmesidir (WHO, 2018) BACTEC 460 TB, yaygin olarak kan kiiltiirlerinde kullanilan
yar1 otomatize bir sistemdir. *CO; isaretli radyoaktif substratin besiyerine eklenmesi ve
dekarboksilasyon sirasinda aciga cikan #CO’iin dlgiilmesiyle bakteriyel biiyiimeyi
tespit etmektedir. Ortalama 8-14 giin igerisinde iireme pozitifligi alinabilmektedir.
Ancak radyoaktif bilesen kullanilmasi nedeniyle yeni baska tekniklere gegilmistir
(DeLand ve Wagner, 1969; Siddigi ve ark., 1981). BacT/ALERT 3D sistemi, kiiltiir
tiipleri icerisinde 1siktan etkilenen bir CO2 sensorii kullanir. Kiiltiir ortamindaki canli TB
basillerinin iirettigi CO2’yi, tiip icerisindeki 1518a duyarli CO2 sensorleri ile algilar ve
sensoriin renginin yesilden sartya doniismesine neden olur. Ortalama 4-8 giin igerisinde
mikobakterileri tespit edebilmektedir(Inderlied ve Nash, 2005; Tortoli ve Palomino,
2007). VersaTrek, ilk olarak kan kiiltiirleri i¢in gelistirilip ardindan diger viicut
stvilarindaki mikobakterilerin tespiti i¢in de kullanma gegen tam otomatize bir sistemdir.
Sistem, s1v1 kiiltiirdeki TB basillerinin metabolik faaliyetleri sonucu olusan gaz iiretimi

ya da tiiketimi ile meydana gelen basing degisikliklerini takip eder. Inkiibasyon
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stiresince siirekli Oz tiiketen TB basillerini, kapali kiiltiir tiiplerinin iist boslugundaki
basincin azalmasiyla tespit etmektedir. Yaklasik 4-5 giin igerisinde ilireme pozitifligi
alinabilmektedir (Inderlied ve Nash, 2005; Tortoli ve ark., 1998). MGIT 960 sistemi ise
mevcut otomatize sistemler icerisinde en yaygin kullanilan1 olup floresan bazli tam
otomatize bir sistemdir. Igerisinde 7H9 sivi besiyerine ilaveten tiipiin alt kisminda
silikona gomiilii halde oksijenle sondiiriilmiis florokrom (rutenyum kompleksi)
bulundurur. Inkiibasyon siiresince TB basilleri ortamdaki oksijeni tiiketir, oksijenin
tikenmesiyle birlikte florokrom artik inhibe edilemediginden UV 1sik altinda floresan
1s1ma yapar. Bu 1simalar da cihaz tarafindan belli araliklara olgiiliir ve ortalama 6-7 giin
igerisinde tireme pozitifligi alinabilmektedir (Inderlied ve Nash, 2005; Siddiqi ve Riisch-
Gerdes, 2006).

2.9.5 Hizhh molekiiler Testler

DSO, tedaviye baslanmadan &énce ilk olarak hizli molekiiler testler ile ila¢ direncinin
belirlenmesini 6nermektedir. Molekiiler alandaki gelismeler sayesinde TB basilinin
tespiti saatler icerisinde yapilabilmektedir. Amplifikasyona dayali tekniklerle M.
tuberculosis’ye 6zgii niikleik asitler tespit edilebilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), niikleik asit hibridizasyonu ve sekanslama teknikleriyle ilag direncine neden olan
gen mutasyonlart saptanabilmektedir(Balasingham ve ark., 2009; Nurwidya ve ark.,
2018). Xpert® MTB/RIF (Cepheid, ABD), Truenat® MTB (Molbio Diagnostic,
Hindistan), RealTime MTB RIF/INH (Abbott Molecular, ABD), BD MAX™ MDR-TB
(Becton-Dickinson, ABD), FluoroType MTBDR (Bruker/Hain Lifescience, Almanya),
cobas® MTB RIF/INH (Roche Molecular Diagnostic, ABD), Xpert MTB/XDR
(Cepheid, ABD), GenoType MTBDRplus (Bruker/Hain Lifescience, Almanya),
Genoscholar™ NTM + MDRTB Detection Kit (NIPRO Corporation, Japonya),
GenoType MTBDRsl (Bruker/Hain Lifescience, Almanya), Genoscholar PZA-TB
(NIPRO Corporation, Japonya)testleri su anda M. tuberculosis’de ilag direncinin hizli
tespiti i¢in DSO tarafindan Onerilen molekiiler testlerdir. Sanilanin aksine hizh
molekiiler testler fenotipik yontemlere olan gereksinimi ortadan kaldirmamakla beraber

tedaviye verilen yanitlar1 takip etmek, uyumsuz test sonucglarini karsilagtirabilmek,
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molekiiler testlerin kullanilamadig ilaglar icin IDT uygulamak ve ilag dozu belirleme
calismalarina kilavuzluk etmek gibi bir¢ok calisma i¢in hala fenotipik ydntemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (WHO, 2022b). Dolayisiyla da hem molekiiler hem fenotipik IDT
hizmetlerinin TB tedavisinin daha kontrollii sekilde yiiriitiilmesi i¢in birlikte sunulmasi

gereklidir.

2.9.6 Kolorimetrik Yontemler

Kiiltiir bazl1 fenotipik yéntemlerin IDT sonuglarini 3-4 hafta kadar uzun siirede vermesi
ve yiiksek biyogiivenlik seviyesi gerektirmesi, otomatize sivi kiiltiir sistemlerinin
bunlara nispeten daha kisa siirede sonu¢ vermesi ancak pahali teknik ekipmanlarla
uygulaniyor olmasi ve son olarak molekiiler testlerin diisiik gelirli tilkeler i¢in yiiksek
maliyetli olmasi, daha ucuz, giivenilir, hizli sonug veren, uygulama agisindan kolay ve
ekstradan cihaz kullanimi gerektirmeyen basit IDT ydntemlerinin gelistirilmesine olanak
tanimustir. Bu tiir avantajlara sahip yontemlerin en basinda kolorimetrik IDT yontemleri
gelmektedir. M. tuberculosis igin kolorimetrik yontemler, ilaca maruz birakilan TB
basillerinin tiremesinin belli bir yogunluga ulastigi zaman sivi kiiltiire eklenen
oksidasyon-rediiksiyon indikatoriiniin indirgenmesini baz alir(Yajko ve ark., 1995).
Malasit yesili dekolarizasyon testi (MYDT), kristal viyole dekolarizasyon testi (KVDT),
NRT (NRT), rezasurin testi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum
bromiir (MTT) testi, 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksanilid (XTT) testi, ila¢ direncinin hizli tespiti i¢in kullanilan kolorimetrik
yontemlerdir (Coban ve ark., 2016; Coban ve Uzun, 2013; De Logu ve ark., 2001,
Palomino ve ark., 2007a).

Rezasurin Testi: Ilag direncinin tespiti icin M. tuberculosis’de kullanilan ilk
indikatorlerden birisidir. Daha 6nceden “alamar mavisi” olarak bilinmekte olup, yapilan
kiitle spektrometresi analizi ile ikisinin de ayni bilesikler oldugu gosterilmistir (J. C.
Palomino ve ark., 2007b). Rezasurin indikatorii, ilk kez siitiin test edilmesinde
kullanilmis ardindan hiicre canlilik testlerinde, antimikrobiyal etkinlik testlerinde,

memeli hiicrelerindeki sitotoksisite ¢aligmalarinda ve bakteriyel kontaminasyon
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degerlendirmelerinde biyolojik bir gosterge olarak kullanilmigtir. Testin prensibinde
mavi renkli floresan olmayan rezasurin boyasi bakteride meydana gelen metabolik
aktivite sonucu pembe renkli floresan bir bilesik olan resorufine doéniisiir(Mann ve
Markham, 1998; O’Brien ve ark., 2000). ilk kez Yajko ve ark. tarafindan M.
tuberculosis izolatlarmm INH, RIF, STR ve EMB MiK lerinin belirlemesinde
kullanilmistir (Yajko ve ark., 1995)7H9 sivi besiyeriyle hem tiipte hem de plaklarda
uygulanabilen rezasurin testi yaklasik 8-10 giin igerisinde sonu¢ vermekte olup
giiniimiizde de kullanilmaya devam etmektedir (Coban ve ark., 2006; Coban ve ark.,
2014a).

Nitrat Rediiktaz Testi (NRT): Griess yontemi olarak da bilinen bu test, sivi besiyerine
substrat olarak eklen KNOz’iin M. tuberculosis’deki nitrat rediiktaz enzimi sayesinde
NO2’ye indirgenmesi ve ortamdaki NOz nin de kiiltiire eklenen Griess ayiraci ile tespit
edilmesi esasina dayanir (CDC, 1985). Ortamda NO- varliginda ayirag ilavesi sonrasi
aninda mor-menekse rengi olusmaktadir. Buna gore renk doniisiimii ortamda nitrat
rediiktaz enzim aktivitesinin oldugunu yani dolayli olarak canli TB basillerinin oldugu
anlamina gelmektedir. J.P. Griess tarafindan kimyasal mekanizmasin1 kesfedilen NRT,
ilk olarak Rusyada bir tiiberkiiloz arastirma enstitiisiinde gelistirilmistir(Golyshevskaia
ve ark., 1996). M. tuberculosis diger mikobakterilere kiyasla KNO3’1 daha gii¢li
indirgeyebilmektedir. Boylelikle de iireme pozitifligi anlamma gelen yogun mor-
menekse renk olusumuyla diger mikobakterilerden ayirt edilebilmektedir (WHO, 1998).
KNOs igeren 7H9 sivi besiyeriyle hem de LJ besiyeriyle uygulanabilen NRT ile,
yaklasik 5-14 giin igerisinde IDT sonuglar1 alinabilmektedir (Coban ve ark., 2004,
2012). Direkt dekontamine edilmis klinik érneklerden de calisilabilen NRT ile, CID-TB
ve YID-TB’nin hizli tespitinde oldukca basarili sonuglar alinmistir (Martin ve ark.,
2014).
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3. GEREC ve YONTEM

Tez calismasmin tiim deneysel basamaklari Akdeniz Universitesi Verem Caligmalari
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (AKVUAM) gergeklestirildi. M. tuberculosis
suglarinin kullanildig1 asamalarda tiim islemler merkezde bulunan biyogiivenlik seviye-3
(BSL-3) laboratuvarda, Class II tip B mikrobiyolojik giivenlik kabininde (MAC-
SISTEM, DEMAIR, Tiirkiye), kisisel koruyucu ekipmanlarla (3MT™ Versaflo™
Powered Air Purifying Respirator (PAPR) TR-300+, ABD) giivenlik 6nlemleri alinarak
yapildi.

3.1. M. tuberculosis Suslari

Calismada referans suslar olarak tiim anti-TB ilaglara duyarli oldugu bilinen M.
tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) ve direngli suslar olarak H37Rv’nin in vitro mutant
suslar1 olan M. tuberculosis ATCC 35838 (RiF-Direngli), ATCC 35820 (STR-Direngli),
ATCC 35837 (EMB-Direngli) suslart kullanildi. Ayrica fenotipik ve genotipik olarak
direng profilleri belirlenmis 1 adet CID-TB izolat ve tiim primer anti-TB ilaglara duyarl
2 adet M. tuberculosis izolat1 caligmaya dahil edildi. Kullanilan referans suslar ve klinik
izolatlar AKVUAM Kkiiltiir koleksiyonundan temin edildi.

3.2. Bakteri inokulumlarinin Hazirlanmasi

Calismaya alinan tiim izolatlarin Lowenstein-Jensen besiyerinde iiremis taze kiiltiirleri
kullanilarak inokulumlar1 hazirlandi. Igerisinde 8-10 adet steril cam boncuk ve 3-5 ml
serum fizyolojik igeren tiiplere taze kiiltiirden koloniler aktarildiktan sonra tiiplerin agzi
sikica kapatilip parafilm ile sarildi. Sonrasinda yaklasik 1 dakika boyunca 2500 rpm’de
vorteks (Onilab MX-S, ABD) ile karistirilip ardindan aerosollerin ve biiyiik partikiillerin
cokmesi i¢in tiipler dik konumda yaklasik 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra siipernatant kismi alinarak baska bir tiipe aktarildi ve McFarland
densitometre cihazi (BioSan DEN-1, Letonya) kullanilarak her bir sus i¢in McFarland
no 1 standardinda bakteri siispansiyonlart hazirlandi (WHO, 2018).
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3.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Middlebrook 7H9 Sivi Besiyeri: Disk temelli yeni yontemin uygulanmasinda
Middlebrook 7H9 si1v1 besiyeri (271310 BD Difco™, ABD) kullanildi. Besiyeri iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda hazirlandi. Firma oOnerilerine ilaveten izolatlarin nitrat
rediiktaz aktvitesinin belirlenmesi amaciyla besiyeri icerisine finalde 0.001 g/ml
konsantrasyonda olacak sekilde potasyum nitrat (KNO3) (960.116 ISOLAB, Almanya)

eklendi.

Middlebrook 7H9 S Besiyeri hazirlanisi:

e 7HO9 toz besiyeri 479
e KNO3 10g¢g
e Gliserol 2ml
e Distilesu 900 ml

Olacak sekilde tiim toz bilesenler hassas terazide (OHAUS PIONEER™ PA423, ABD)
tartild1 ve gliserollii (1.04057.2511 Merck, Almanya) distile su igerisinde karistirildu.
Besiyeri, 121°C’de 15 dakika 1 atm basing altinda otoklav (NUVE NC 40M, Tiirkiye)
ile steril edildi. Sterilizasyon sonrasi su banyosunda (BLULAB BDSB 20, Tiirkiye) 50-
55 °C’ye sogutuldu. Ardindan besiyeri igerisine %10 oraninda 100 ml Middlebrook
OADOC (oleik asit, albumin, dekstroz, katalaz) zenginlestirici (211886 BD BBL™, ABD)
eklendi. Hazirlanan besiyeri kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda (Hotpoint-
Ariston ENTM 18210 V (TK), Italya) muhafaza edildi.

3.3.2. Mueller-Hinton 11 (MH) Agar Besiyeri: Antibiyotik disklerinin 6n deneme
caligmasinda uygulanan agar disk difiizyon yontemi igin MH Agar (211438 BD BBL™,

ABD) besiyeri kullanildi. Besiyeri iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi.
MH Agar Besiyeri hazirlanist:

e MH Agar toz besiyeri 38¢
e Distilesu 1000 ml
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Olacak sekilde toz bilesenler hassas terazide tartildi ve distile su igerisinde karigtirildi.
Besiyeri, 121°C’de 15 dakika 1 atm basing altinda otoklav ile steril edildi. Sterilizasyon
sonrasi su banyosunda 50-55 °C’ye sogutuldu. Sogutulan besiyerinden 25’er ml alinarak
90 mm’lik steril cam petrilere dagitildi. Agar plaklar oda sicakliginda katilastiktan sonra
kullanima kadar +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.3.3 Middlebrook 7H10 Agar Besiyeri: Altin standart yontem olarak Onerilen agar
proporsiyon yontemin uygulanmasi i¢in 7H10 agar besiyeri (262710 BD Difco™, ABD)

kullanildi. Besiyeri {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlandi.

Middlebrook 7H10 Agar Besiyeri hazirlanist:

e 7H10 toz besiyeri 199
e Gliserol 5ml
e Distile su 900 ml

Olacak sekilde toz bilesenler hassas terazide tartildi ve gliserollii distile su icerisinde
karistirildi. Besiyeri, 121°C’de 15 dakika 1 atm basing altinda otoklav ile steril edildi.
Sterilizasyon sonrasi su banyosunda 50-55 °C’ye sogutuldu. Ardindan besiyeri icerisine
%10 oraninda 100 ml Middlebrook OADC zenginlestirici eklendi. Besiyerinden 200’er
ml alinarak 5 adet steril cam siseye dagitildi. Besiyerlerinden biri tireme kontrol besiyeri
olarak kullanilacagi i¢in igerisine antibiyotik eklenmedi. Diger 4 siseye finalde CLSI
tarafindan &nerilen kritik konsantrasyonlarinda olacak sekilde sirasiyla INH, RiF, STR
ve EMB antibiyotikleri hesaplanan miktarlarda besiyeri ortamina eklendi. Besiyerlerinin
icerisine eklenecek antibiyotik miktarlar1 asagidaki formiile gore belirlendi ve
antibiyotiklerin finaldeki kritik konsantrasyonlart ile stok soliisyondan alinmasi gereken

miktarlar1 Tablo 3.1 de gosterildi.

C1xV1=C2 xV2
*C1: Stok antibiyotik soliisyonun konsantrasyonu (pug/ml)
*V1: Stok antibiyotik soliisyonun hacmi (ml)
*C2: Caligmada kullanilacak antibiyotik konsantrasyonu (pg/ml)

*V2: Calismada kullanilacak antibiyotik soliisyonun hacmi (ml)

23



Tablo 3.1 Agar proporsiyon yonteminde kullanilan primer anti-TB ilaglarin kritik

konsantrasyonlar1 ve besiyerlerine eklenecek miktarlari

Primer Anti-TB Ilaclar INH RIF STR EMB
Kritik Konsantrasyon (ug/ml) 0.2 0.5 2.0 5.0
Stok soliisyon hacmi (ml) 0,005 0,012 0,049 0,122

8192 ug/ml’lik stok antibiyotik soliisyonlarindan tabloda belirtilen miktarlarda alinarak
50-55°C’ye sogutulmus besiyeri igerisine (200 ml) direkt eklendi. Ardindan steril vida
kapakli tiiplere 5’er ml besiyeri dagitildi. Tiipler yatik pozisyonda 151k almayan ortamda
oda sicakliginda katilagmaya birakildi. Besiyeri katilastiktan sonra c¢alismada
kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Antibiyotik etkinliginin
azalmasim engellemek i¢in besiyerlerinin kullanim siiresinin 1 ay1 gegmemesine 6zen

gosterildi (WHO, 2018).
3.4. Ayiraclarin Hazirlanmasi

3.4.1. Rezasurin Soliisyonu: Rezasurin testinde kullanilmak tizere %0.01°1lik (a/h)
konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Bunun i¢in hassas terazide 0.01 g rezasurin
sodyum tuzu (R7017 Sigma-Aldrich, ABD) tartildi ve 100 ml steril distile su igerisinde
¢ozdiiriildii. Hazirlanan soliisyon 0.22 um por ¢apina sahip membrane filtre (ISOLAB,
Almanya) ile steril edildi ve en fazla 1 hafta siireyle +4°C’de buzdolabinda muhafaza
edildi (Palomino ve ark., 2004).

3.4.2. Griess Aymraci: NRT’de kullanilmak tizere 1 birim %50'lik (h/h) hidroklorik asit
(HCI) (109057 Merck, Almanya), 2 birim %0.2'lik (a/h) siilfanilamid (111799 Merck,
Almanya) ve 2 birim %0.1'lik (a/h) n-1-naftil-etilendiamin dihidroklorid’in (222488
Sigma-Aldrich, ABD) bir araya getirilmesi ile Griess ayiract hazirlandi (Coban ve ark.,
2004). HCI harig diger bilesenler toz formda kullanildi.
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200 ml Griess ayiwract hazirlanmast:

e Siilfanilamid 0,16 g toz + 80 ml steril distile su
e N-1-naftil-etilendiamin dihidroklorid 0,08 g toz + 80 ml steril distile su
e Hidroklorik asit 40 ml

Siilfanilamid ve N-1-naftil-etilendiamin dihidroklorid soliisyonlar1 belirtilen final
konsantrasyonlarda olacak sekilde ayr1 soliisyonlar halinde hazirlandi. Hazirlanan
sollisyonlar baska bir sise igerisinde birlestirildi ve en son iizerine HCIl dikkatlice

eklendi. Ayirag ¢aligmada kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
3.5. Antibiyotik Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Primer anti-TB ilaglar olan INH (13377 Sigma-Aldrich, ABD), RiF (R3501 Sigma-
Aldrich, ABD), STR (S6501 Sigma-Aldrich, ABD) ve EMB (E4630 Sigma-Aldrich,
ABD) antibiyotiklerinin ticari toz formlar1 kullanilarak 8192 pg/ml konsantrasyonda
stok soliisyonlar1 hazirlandi. Antibiyotigin potensine gore stok konsantrasyonunun

hazirlanmasi i¢in tartilmasi gereken miktar ve ¢oziicii hacmi asagidaki formiile gore

belirlendi (WHO, 2018).

Potens (ug/mg) x Agirlik (mg)
Stok konsantrasyon (ug/ml)

Coziici (ml) =

Antibiyotiklerin ¢dziiciileri, potensleri ve tartim miktarlar1 tablo 3.2 de gosterildi. RIF
hari¢ tiim antibiyotikler belirtilen c¢oziiciilerde cozdiiriildiikkten sonra 0.22 pm’lik
membran filtreler ile steril edildi. Ardindan 1’er ml hacminde hazirlanarak c¢alismada

kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

25



Tablo 3.2. Stok antibiyotik soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan parametreler ve

miktarlari
Antibiyotik Potens  Agwrlik Konsantrasyon Coziicii Hacim (ml)
(%) (mg) (ug/ml)
INH %99 51 8192 Distile su 6.16
RIiF %97 56 8192 Metanol 6.63
STR %72 52 8192 Distile su 4.57
EMB %99 56 8192 Distile su 6.76

3.6. Antibiyotik Diskleri

Antibiyotik diskleri i¢in 6 mm capinda bos kagit diskler kullanildi. Bos disklerin 100-
200 adeti borosilikat cam sise igerisinde 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edildi.
Sterilizasyon sonrasi disklerin nemli olma ihtimaline karsi 80°C’ye ayarli etiivde
(BLULAB, Tirkiye) minimum 5 saat bekletildi. Tamamen kurutulduktan sonra

calismada kullanilincaya kadar 25°C’de oda sicakliginda muhafaza edildi.
3.6.1 Antibiyotik Disklerinin Hazirlanmasi

Her bir diske standart bir hacim ve konsantrasyonda antibiyotik soliisyonun emdirilmesi

icin sirasiyla asagidaki basamaklar izlendi.

Disklere emdirilecek antibiyotik soliisyonun hacmi: Disklere emdirilecek antibiyotik
soliisyonlarmin hacminin belirlenmesi igin 10-20 ul arasindaki sivi hacimleri disklere
ayr1 ayrt emdirildi ve diskin maksimum 16 pl sivi tutma kapasitesi oldugu, 16 pl’nin
tizerindeki hacimlerde diskten sivilarin tastigi ve bulunduklart yilizeyde 1slaklik
olusturdugu gézlemlendi. Boylelikle disklere emdirilecek antibiyotik soliisyonun hacmi

16 ul olarak belirlendi.
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Disklere emdirilecek antibiyotik soliisyonunun konsantrasyonu: Antibiyotikler
sirastyla INH igin 0.2 pg/ml, RIF icin 1 pg/ml, STR i¢in 2 ug/ml ve EMB igin 5 pg/ml
kritik konsantrasyonda ve 1 ml sivi besiyeri igerisinde test edilecegi i¢in, sirasiyla
disklerde 0.2 pg INH, 1 pg RIF, 2 pug STR ve 5 pug EMB olacak sekilde
konsantrasyonlarda hazirlandi. Disklerin istenilen agirlikta (ug) antibiyotik tozu igermesi

icin agagidaki formiil uygulandi.

Cl1xV1=C2 xV2

*C1: Stok antibiyotik soliisyonun konsantrasyonu (pg/pul)

*V1: Stok antibiyotik soliisyonun hacmi (ul)

*C2: Calismada kullanilacak antibiyotik konsantrasyonu (pug/pl)
*V2: Calismada kullanilacak antibiyotik soliisyonun hacmi (pl)

Tiim antibiyotikler i¢in sirasiyla hesaplamalar yapildi (Vineetha ve ark., 2015):

> INH disklerinin hazirlanmast
8,192 ng/ul xV1 =0.2 pg/16 pl x 4000 pl
V1=6,10 pul
*6,10 pl stok soliisyondan alinip 3994 ul steril distile su igerisine eklendi.
> RIF disklerinin hazirlanmast:
8,192 ug/ul xV1 =1pg/16 ul x 2000 pl
V1 =15,26 pl
*15, 26 pl stok soliisyondan alinip 1985 ul steril distile su igerisine eklendi.
» STR disklerinin hazirlanmast:
8,192 pg/pul x V1 =2 pg/16 pul x 2000 pl
V1 =30,52 pl
*30,52 pl stok soliisyondan alinip 1970 pl steril distile su igerisine eklendi.

> EMB disklerinin hazirlanmasi:

8,192 pg/ul x V1 =5pg/16 pul x 2000 pl
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V1= 7629 pl

*76,29 ul stok soliisyondan alinip 1924 pl steril distile su igerisine eklendi.

Disklere antibiyotiklerin emdirilmesi: Disklere emdirilecek antibiyotik soliisyonlar
hazirlandiktan sonra diskler kurutma islemi i¢in hazirlandi. Her bir antibiyotik soliisyonu
icin igerisinde 90 mm’lik petri kabinin i¢ dl¢iilerine uygun sekilde kesilmis paslanmaz
celik tel orgli bulunan cam petri kaplar1 otoklav ile 121°C’de 15 dakika siireyle steril
edildi. Sterilizasyon sonrasi petriler kapagi acik bir sekilde oncesinde 2 saat boyunca
90°C’de 1sitilmis etiiv igerisinde kurumaya birakildi. Tamamen kurumus tel orgiiler
tizerine belirli araliklara steril bos diskler yerlestirildi (Pfeiffer ve ark., 1976; Rippere,
1978). Her bir petri kabina yaklasik 20 adet disk aralarinda en az 5 mm bosluk olacak
sekilde dizildi (Sekil 3.1). Hazirlanan antibiyotik soliisyonlarindan 16 ul alinarak

disklere emdirildi. Disklerin siviy1 kademeli olarak emmesi i¢in tiim s1v1 tek seferde disk

iizerine birakilmadu. Iki defa 8 ul’lik hacimlerde eklendi.

Sekil 3.1 Antibiyotik disklerinin kurutma i¢in hazirlanmasi
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Antibiyotik emdirilmis disklerin kurutulmasi: Kurutma asamasi dncesi etiiv 90°C’de 2
saat sterilizasyon amagl tutuldu. Ardindan antibiyotik disklerinin kurutma sicakligi olan

50°C ye diistiriilerek antibiyotik diskleri {izeri agik bir sekilde 1 saat kurumaya birakildi.

Antibiyotik disklerinin saklanmasi: Kurutulmus antibiyotik diskleri steril, i¢i bos,
seffaf, polipropilen malzemeden yapilmis, vida kapakli tiiplere tek tek koyuldu.
Icerisinde disk bulunan tiipler +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Antibiyotik
diskleri bu saklama kosullarinda sadece 24 saat bekletildi. Diskler 24 saat igerisinde
calismada kullanildi ve test edildi. Raf omrii agisindan tez calismasi sonrasinda da
devam eden siirecte denemeler yapilmak iizere disklerin geri kalan1 -20°C de sakland1

(Vineetha ve ark., 2015).
3.6.2. Disklerin Hazirhk Asamasi ve Etkinliginin Giivenilirliginin Test Edilmesi

M. tuberculosis suslarinin ilag duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla kullanilacak olan,
manuel olarak hazirlanan antibiyotik disklerinin hazirlik asamasinin gézden gecirilmesi,
disklerin uygun hacimde, dogru konsantrasyonda antibiyotik i¢erdiginin dogrulanmasi
ve disk kurutma kosullarinin ila¢ duyarlilik sonuglar tizerindeki etkisinin belirlenmesi

gibi amaglarla 6n deneme caligmasi gergeklestirildi.

On deneme ¢alismasinda M. tuberculosis izolatlarina gore ¢ok daha hizli ¢cogalabilen
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli ATCC 25922 suslari sirasiyla
RIF ve STR igin disk difiizyon ydntemiyle test edildi. Her iki bakteri i¢in CLSI
tarafindan onerildigi sekilde (RIF igin 5 pg ve STR icin 10 ug) antibiyotik diskleri
hazirland1 (CLSI, 2020). Disklerin hazirlanmasinda farkli antibiyotik konsantrasyonunun

kullanilmasi disinda tiim asamalar aynen tekrarlandu.
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Disklere emdirilecek antibiyotik soliisyonunun konsantrasyonun belirlenmesi:

> RIF antibiyotik disklerinin hazirlanmast:
8,192 ug/ul x V1 =5pg/16 ul x 1000 pl
V1 =3815pl

*38,15 ul stok soliisyondan alinip 961,85 pl steril distile su igerisine eklendi.

» STR antibiyotik disklerinin hazirlanmast:
8,192 pg/ul xV1 =10 pg/16 ul x 1000 pl

V1 = 76,29 ul

*76,29 ul stok soliisyondan alinip 923,71 pl steril distile su igerisine eklendi. Hazirlanan
antibiyotik sollisyonlar1 3.6.1°de anlatildig1 sekilde aynen uygulandi.

Disk difiizyon yontemi uygulanmasi

Disk difiizyon yontemi EUCAST tarafindan oOnerildigi sekilde gerceklestirildi
(EUCAST, 2023). Kanli agarda iiremis taze bakteri kiiltiirleri kullanilarak direkt koloni
siispansiyonu metoduyla 0.5 McFarland bulanikhginda (1.5 x 108 KOB/ml) bakteri
stispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlar 15 dakika icerisinde MH agar
plaklar tizerine steril ekiivyon ile li¢ yonlii olmak iizere hi¢ bos yer birakilmadan inokiile
edildi. Bakteri ekimi sonras1 5 pug RIF iceren antibiyotik diski S. aureus plagina, 10 pg
STR igeren antibiyotik diski E. coli plagina steril bir pens ile yerlestirildi. Agar plaklar
35°C + 2°C’de 16-18 saat siireyle inkiibe edildi.

3.7. Disk Temelli Yeni Fenotipik ila¢ Duyarhlik Yéntemi

Caligmamizda yeni gelistirilen disk temelli fenotipik ila¢ duyarlilik yontemi kolorimetrik
testler olan NRT ve Rezasurin test yontemleri ile birlikte uygulandi. Her iki kolorimetrik
test yontemi de es zamanli olarak ayni bakteriyel inokulumlarin ve ayni anda

hazirlanmis antibiyotik disklerinin kullanimiyla gerceklestirildi.
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3.7.1 Disk Temelli Yeni Yontemin NRT ile Birlikte Uygulanmasi ve Testin

Degerlendirilmesi

Her bir M. tuberculosis susu i¢in 4 adet antibiyotik diski igermeyen lireme kontrol tiipii
ve sirasiyla igerisinde 1 adet INH, RIF, STR ve EMB disklerini iceren test tiipleri
hazirlandi. Ureme kontrol ve test tiiplerinin icerisine KNO3’lii ve %10 OADC’li 7H9
sivi besiyerinden 1 ml dagitildi. Ardindan tiiplere McFarland no 1 bulanikliginda
hazirlanan bakteri siispansiyonlaridan direkt 50 ul inokiile edildi. inokiilasyon sonrasi
tiipler %5 CO2’li inkiibatorde 37°C’de 5 giin siire ile inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ilk 2 giinii tiipler kontaminasyon kontrolii acisindan takip edildi. Herhangi
bir bulaniklik ve partikiill olusumu ile kontamine oldugu tespit edilen tiiplerin
inkiibasyonu sonlandirild: ve test igin yeniden hazirlandi. Inkiibasyonun 5. giinii {ireme
kontrol tiiplerinden ilkine 500 pl Griess ayiraci eklendi. Ureme kontrol tiipiinde anlik
olarak mor-menekse renk olusumu gozlendi ise bu durum tireme pozitifligi olarak kabul
edildi ve ayni1 sus setinin antibiyotik diski iceren test tiiplerine de 500’er pl Griess
ayiracindan eklenerek test sonlandirildi. Eger antibiyotik diski i¢eren test tiipiinde ayirag
ilavesi sonrasi en az iireme kontrol tiipiindeki kadar yogun ve canli bir renk doniistimii
gozlendiyse test edilen sus o antibiyotik i¢in “direngli” kabul edildi. Eger antibiyotik
diski iceren test tiipiinde ayira¢ ilavesi sonrasi iireme kontrol tiipiindeki renk
doniisiimiinden daha az yogun ve agik renkte renk doniisiimleri olduysa test edilen sus o
antibiyotik i¢in “duyarli” kabul edildi. Eger {ireme kontrol tiipiinde anlik olarak renk
dontisiimii goézlenmediyse antibiyotik diski iceren test tliplerine ayira¢ eklenmedi ve
ayirag eklenen iireme kontrol tiipli hari¢ tiim tiiplerin inkiibasyonuna devam edildi.
Inkiibasyonun 7, 10, ve 14. giinlerinde de diger iireme kontrol tiipleri iizerinden ayni

islemler gerceklestirildi. Ureme kontrol pozitiflifine gore ¢calisma sonlandirildi.
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Sekil 3.2. Disk temelli yeni yontemin NRT ile birlikte uygulanmasi

3.7.2 Disk Temelli Yeni Yontemin Rezasurin Testi ile Birlikte Uygulanmasi ve

Testin Degerlendirilmesi:

Her bir M. tuberculosis susu i¢in 1 adet antibiyotik diski icermeyen {ireme kontrol tiipii
ve sirasiyla igerisinde 1 adet INH, RIF, STR ve EMB disklerini iceren test tiipleri
hazirlandi. Ureme kontrol ve test tiiplerinin igerisine %10 OADC’li 7H9 svi
besiyerinden 1 ml dagitildi. Ardindan tiiplere McFarland no 1 bulaniklifinda hazirlanan
bakteri siispansiyonlarindan direkt 50 ul inokiile edildi. Inokiilasyon sonras: tiipler %35
CO2’li inkiibatdrde 37°C’de 7 giin siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun ilk 2 giinii tiipler
kontaminasyon kontrolii agisindan takip edildi. Herhangi bir bulaniklik ve partikiil
olusumu ile kontamine oldugu tespit edilen tiiplerin inkiibasyonu sonlandirildi ve test
i¢in yeniden hazirlandi. Inkiibasyonun 7. giiniinde iireme kontrol tiipii ve test tiiplerinin
timiine %0.01°lik rezasurin soliisyonundan 150 pl eklendi ve tiipler ayni inkiibasyon

kosullarinda 48 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda iireme kontrol tiipiinde
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baglangicta mavi renkli olan rezasurin soliisyonunun lireme pozitifliginin gostergesi
olarak pembe renge doOniismesiyle test sonlandirildi ve ilag duyarlilik sonuglart
degerlendirildi. Ureme kontrol tiipiinde pembe renk olusumu iireme pozitifligini
gostermektedir. Test tiiplerinde ise pembe renk doniisiimii sonucu test edilen sus o
antibiyotige kars1 “diren¢li” kabul edilirken, renk donilisiimiiniin olmamasi yani
baslangigtaki indikatdr rengi olan mavi rengin ayni kalmasi sonucu test edilen sus o

antibiyotige kars1 “duyarli” kabul edildi.
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Sekil 3.3 Disk temelli yeni yontemin rezasurin testi ile birlikte uygulanmasi

3.8. 7TH10 Agar Besiyerinde Proporsiyon Yontemin Uygulanmasi ve Testin

Degerlendirilmesi

Kiiltiir-temelli fenotipik ilag duyarhilik yontemleri DSO tarafindan su anda “altin
standart” olarak kabul edilmektedir. Gelistirilen disk temelli yeni ila¢ duyarlilik
yonteminin duyarlilik sonuglarinin dogrulugunu karsilagtirmak amaciyla ayni suglar altin
standart kabul edilen 7H10 Agar besiyerinde proporsiyon yontemi ile de ilag

duyarliliklar agisindan test edildi.
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Testin uygulanmasinda her bir M. tuberculosis susu i¢in 1 adet antibiyotiksiz besiyeri
iceren ilireme kontrol tlipii ve sirasiyla igerisinde daha Onceden belirtilen kritik
konsantrasyonlarda INH, RiF, STR ve EMB igeren antibiyotikli test tiipleri hazirland.
Tiiplere 1 McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonlarinin 107
diliisyonundan 100 pl ekim yapildi. inokiilasyon sonrasi tiipler %5 CO2’li inkiibatdrde
37°C’de 21 giin siire ile inkiibe edildi. inkiibasyonun ilk 2 giinii ve ilerleyen giinlerde
belirli araliklarla tiipler kontaminasyon kontrolii agisindan takip edildi. Kontamine
oldugu tespit edilen tiiplerin inkiibasyonu sonlandirildi ve yeniden hazirlandi. 21 giinliik
inkiibasyonun sonunda tiipler kontrol edildi. Ureme kontrol tiipiinde yeteri kadar iireme
olmamast durumunda bazi suslar igin inkiibasyon siiresi 28 giline kadar uzatildi.
Inkiibasyon sonrasi M. tuberculosis suslarinm ilag duyarliliklari %1 oranti yontemine
gore degerlendirildi. Bu degerlendirmeye gore anti-TB ilag igeren besiyerindeki koloni
sayisinin kontrol besiyerindeki koloni sayisina oran1 %1'den az ise sus o antibiyotik i¢in
“duyarl1”, %1’e esit ya da daha fazla sayida koloni varsa sus o antibiyotik i¢in “diren¢li”
kabul edildi. Bu durum, basil popiilasyonlarnin %1'i veya daha fazlasinda direng

gozlendiyse kiiltiiriin direngli olarak bildirildigini ifade etmektedir.
3.9. la¢ Duyarhhik Sonu¢larinin Karsilastirilmasi ve Istatiksel Analizi

Disk temelli yeni ilag duyarlilik yonteminin rezasurin test sonuglari ile NRT sonuglari
ayr1 ayr1 agar proporsiyon test sonuglari ile karsilastirildi. Tlag duyarlilik yéntemlerinin
karsilastirmalar1 6zgiillik, duyarlilik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif
deger (NPD) ve uyum agisindan degerlendirildi (FDA, 2007).
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4. BULGULAR

4.1. Disk Difiizyon Test Sonug¢lari

On deneme ¢alismasi yapilan S.aureus ATCC 25923 ve E. coli ATCC 25922 suslari igin
inkiibasyon sonras1 agar plaklarda olusan zon caplar1 kumpas ile dlgiildii. Olgiilen zon
caplart ve CLSI tarafindan belirtilen kalite kontrol (KK) araliklar1 Tablo 4.1 de
gosterildi. S. aureus ATCC 25923 susu i¢in RIF diskinin zon ¢ap1 33 mm olarak, E. coli
ATCC 25922 susu i¢in STR diskinin zon ¢ap1 18 mm olarak 6l¢iildii. Her iki antibiyotik
diskinin de zon ¢aplari CLSI’1n 6nerdigi aralikta bulundu (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. CLSI tarafindan RIF ve STR igin belirenen KK araliklar1 ve &lgiilen zon
caplari

Test Suslar: Antibiyotik  Miktar KK Arahg Zon Capi
| (h) (mm) (mm)
S. aureus ATCC 25923 RIF 5 26-34 33
E. coli ATCC 25922 STR 10 12-20 18

Sekil 4.1. Disk difiizyon test sonuglar1, A) S.aureus plaginda RIF diski igin élgiilen zon
cap1, B) E. coli plaginda STR diski i¢in dlgiilen zon ¢ap1
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4.2. Disk Temelli Yeni Yontemin NRT ile Belirlenen Duyarhlik Sonuclar:

Disk temelli yeni gelistirilen ila¢ duyarlilik yonteminin NRT sonuglarina gore; referans
suglar icerisinden M. tuberculosis ATCC 27294 susu tiim antibiyotiklere duyarli, ATCC
35838 (RiF-Direncli) susu sadece RIF antibiyotigine direncli, ATCC 35820 (STR-
Direngli) susu sadece STR antibiyotigine direngli, ATCC 35837 (EMB-Direngli) susu
sadece EMB antibiyotigine direngli olarak bulundu. Kiiltiir koleksiyonundan alinan daha
once referans yontemle tanimlanmasi yapilarak duyarlilik sonucu bilinen izolatlardan
CID-TB olarak segilen CID-1 izolat1 tiim primer anti-TB ilaclara direngli olarak; duyarl
izolat olarak secilen D-1 ve D-2 izolatlar1 ise tiim primer anti-TB ilaclara kars1 duyarh
olarak tespit edildi. Duyarlilik sonuglari ve sonuglarin elde edildigi siireler Tablo 4.2 de

verildi.

Tablo 4.2. Disk temelli yeni yontemin NRT ile belirlenen ilag duyarlilik sonuglari

M. tuberculosis Sonug¢ Primer Anti-TB Ilaglar
INH RIiF STR EMB

ATCC 27294 (H37RvV) 7.Giin S S S S
ATCC 35838 (RIF-R) 5.Giin S R S S
ATCC 35820 (STR-R) 5.Giin S S R S
ATCC 35837 (EMB-R) 7. Giin S S S R
CiD-1 5. Giin R R R R

D-1 7.Giin S S S S

D-2 5.Giin S S S S

4.3. Disk Temelli Yeni Yontemin Rezasurin Testi ile Belirlenen Duyarhhk

Sonuglar

Tiim suslarin inkiibasyonun 7. giinli rezasurin soliisyonunun ilavesi sonrasi 2 giin
icerisinde renk doniisiimiine gore duyarlilik sonuglar1 degerlendirildi. Disk temelli yeni
gelistirilen ilag duyarlilik yonteminin rezasurin test sonuglarina gore; referans suslar
igerisinden M. tuberculosis ATCC 27294 susu tiim antibiyotiklere duyarli, ATCC 35838
(RIF-Direncli) susu sadece RIF antibiyotigine direncli, ATCC 35820 (STR-Direncli)
susu sadece STR antibiyotigine direngli, ATCC 35837 (EMB-Direngli) susu sadece
EMB antibiyotigine direngli bulundu. Klinik izolatlardan CID-1 test edilen tiim primer
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ilaglara direngli bulundu. D-1 ve D-2 izolatlar1 ise tiim primer anti-TB ilaglara karsi

duyarl olarak tespit edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Disk temelli yeni yontemin rezasurin testi ile belirlenen ila¢ duyarlilik

sonuglari
M. tuberculosis Primer Anti-TB Tlaclar
INH RIF STR EMB

ATCC 27294 (H37Rv) S S S S

ATCC 35838 (RIF-R) S R S S

ATCC 35820 (STR-R) S S R S

ATCC 35837 (EMB-R) S S S R

CiD-1 R R R R

D-1 S S S S

D-2 S S S S

4.4. Agar Proporsiyon Yontemi ile Belirlenen ila¢ Duyarhihk Sonuclar

Tiim suslarin ve klinik izolatlarin inkiibasyonun 21. giinii %1 orant1 yontemine gore ilag
duyarhilik sonuglar1 degerlendirildi. Referans suslar igerisinden M. tuberculosis ATCC
27294 susu tiim antibiyotiklere duyarli, ATCC 35838 (RIF-Direncli) susu sadece RiF
antibiyotigine direngli, ATCC 35820 (STR-Direngli) susu sadece STR antibiyotigine
direngli, ATCC 35837 (EMB-Direngli) susu sadece EMB antibiyotigine direngli
bulundu. Klinik izolatlardan ise CID-1 test edilen tiim primer ilaglara direngli olarak
bulunurken, D-1 ve D-2 suslari tiim primer anti-TB ilaglara kars1 duyarl olarak tespit
edildi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Agar proporsiyon yontem ile belirlenen ilag duyarlilik sonuglari

M. tuberculosis

Primer Anti-TB Ilaclar

INH

RIF

STR

E

v9)

ATCC 27294 (H37Rv)

ATCC 35838 (RiF-R)

ATCC 35820 (STR-R)

ATCC 35837 (EMB-R)

CiD-1

D-1

D-2

S
S
S
S
R
S
S

nNmaonunaowm

nNnaownmaounwm

wnoonnn

4.5. flac Duyarhhlik Testlerinin Karsilastirmal Sonuc¢lar:

Yeni gelistirilen ila¢ duyarlilik yonteminin NRT sonuglar1 ile agar proporsiyon test
sonuglari arasinda 6zgiillik %100, duyarlilik %100, PPD %2100, NPD %100 ve uyum
%100 olarak bulundu (Tablo 4.5). Yeni gelistirilen ilag duyarlilik yonteminin rezasurin

test sonuglari ile agar proporsiyon test sonuglart arasinda ise yine ayni sekilde 6zgiilliik

%100, duyarlilik %100, PPD %100, NPD %2100 ve uyum %2100 olarak bulundu (Tablo

4.6).

Tablo 4.5. NRT ve agar proporsiyon test sonuglarinin karsilagtirmasi

AgarProporsiyon Yontemi

Nitrat Rediiktaz Ozgiillik  Duyarhlik PPD  NPD Uyum

Testi R S (%) (%) (%) (%) (%)

iNH R 1 0 100 100 100 100 100
S 0 6

RIF R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5

STR R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5

EMB R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5
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Tablo 4.6 Rezasurin testi ve agar proporsiyon test sonuglarinin karsilagtirmasi

AgarProporsiyon Yontemi

Rezasurin Testi Ozgiillik  Duyarhlik PPD  NPD Uyum

R S (%) (%) (%) (%) (%)

INH R 1 0 100 100 100 100 100
S 0 6

RiF R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5

STR R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5

EMB R 2 0 100 100 100 100 100
S 0 5

Her ii¢ yontem ile alinan ilag duyarlilik sonuglart her sus ve izolat ig¢in ayri ayri

karsilastirmali olarak gosterildi (Sekil 4.2-Sekil 4.8).

Agar Proporsiyon Yontemii

Sekil 4.2. M. tuberculosis H37Rv’nin ila¢ duyarlilik sonuglari, A) NRT sonuglari, B) Rezasurin test
sonuglari, C) Agar proporsiyon yontemi test sonuglari
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Sekil 4.3. M. tuberculosis ATCC 35838 (RIF-Direngli) susunun ilag duyarlilk sonuglari, A) NRT
sonuglar1, B) Rezasurin test sonuglari, C) Agar proporsiyon yontemi test sonuglar

Sekil 4.4. M. tuberculosis ATCC 35820 (STR-Direngli) susunun ilag duyarlilik sonuglari, A) NRT
sonuglari, B) Rezasurin test sonuglari, C) Agar proporsiyon ydntemi test sonuglar

Sekil 4.5. M. tuberculosis ATCC 35837 (EMB-Direngli) susunun ila¢ duyarlilik sonuglari, A) NRT
sonuglari, B) Rezasurin test sonuglari, C) Agar proporsiyon yontemi test sonuglari
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C Agar Proporsiyon Yontemii

U.K jNH RiF STR EMB

Sekil 4.6. M. tuberculosis CID-1 izolatinin ilag duyarlhilik sonuglari, A) NRT sonuglari, B) Rezasurin test
sonuclari, C) Agar proporsiyon yontemi test sonuglar,

CAgar Proporsiyon Yontemii

Sekil 4.7. M. tuberculosis D-1 izolatinin ilag duyarlilik sonuglar1, A) NRT sonuglari, B) Rezasurin test
sonuglar1, C) Agar proporsiyon ydntemi test sonuglari

Sekil 4.8. M. tuberculosis D-2 izolatinin ilag duyarlilik sonuglari, A) NRT sonuglari, B) Rezasurin test
sonuglari, C) Agar proporsiyon yontemi test sonuglari
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5. TARTISMA

Antibiyotik diskleri M. tuberculosis’in de dahil oldugu g¢esitli mikobakterilerin ilag
duyarhiliklarinin belirlenmesinde 1970°li yillarda kullanilmistir Griffith ve ark., 1967).
Antibiyotik disklerinin kullanildigi yo6ntemlerin en basinda “agar disk difiizyon
yontemi” gelmekte olup M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus ve M. avium
kompleks’in ila¢ duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir (Gayathri ve ark., 2010;
Jarboe ve ark., 1998; Wallace ve ark., 1979). Bir diger yontem ise ilk kez Wayne ve
Krasnow tarafindan gelistirilen “agar disk eliisyon yontemi” olup kendi doneminin ilag
duyarhilik testlerinde yasanilan sorunlara karsi gelistirilmis alternatif bir yontemdir
(Wayne ve Krasnow, 1966). Cogunlukla M. fortuitum, M. chelonae ve M. abscessus gibi
hizli biiyliyen mikobakterilerin ilag duyarlilik testlerinde kullanilmistir (Inderlied, 1994).
M. marinum ve M. fortuitum’ da siilfanamidlere ve diger antibiyotiklere karsi ilag
duyarliliginin belirlenmesinde (Stone ve ark., 1983), M. tuberculosis ve M. avium
kompleks iiyelerinin ise siproflaksasin MIK’lerinin belirlenmesinde kullanilmis ve test
sonuglar1 agar diliisyon yontemiyle tamamen uyumlu bulunmustur (LaBombardi ve

Cataldo-Caputzal, 1993).

Disk eliisyon yontemi, diger bakterilerin ilag duyarliliklarinin belirlenmesinde siklikla
kullanilan disk difiizyon yontemine benzemekle birlikte, M. tuberculosis’in bazi spesifik
ozelliklerinden dolay1 disk diflizyon yonteminin bazi modifikasyonlarini icermektedir.
Ornegin M. tuberculosis’in kiimelenmeye meyilli olmasi ve koloni morfolojisinden
kaynakli, antibiyotik diskinin oldugu bdlgede olusan inhibisyon zonunun keskin ve net
olusamamasi, duyarlilik sonucunun okunmasinda belirsizlige neden olabilir. Bu
sebepten otiirii disk eliisyon yonteminde antibiyotik diskleri bakteri inokiile edilmis agar
plaklarinin yilizeyine koyulmaz. Quadrant steril bos petrilere antibiyotik diskleri
yerlestirilir, iizerine belirli hacimde kat1 besiyerinin dokiilerek diskin besiyeri icerisine
gomiilii halde kalmasi saglanir ve sonrasinda antibiyotik diskli besiyerinin yiizeyine

bakteri inokiilasyonu yapilir. Ancak disk eliisyon yonteminin M. tuberculosis i¢in sadece
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bir donem kadar kullanilip unutulmasi ve yaygin olarak kullanilamamasinin esas nedeni
antibiyotik diskli besiyerlerinin uzun siire stabil kalamamalaridir. Antibiyotik diskleri bu
modifiye yontemde ya +4 °C’de sogukta kurutuluyor ya da liyofilize ediliyordu. Bu
sekilde diskler stabil kalabilirdi ancak disklerin eklendigi kat1 besiyerleri antibiyotiklerin

aktivitelerinin kaybina neden olmaktaydi (Wayne ve Krasnow, 1966).

Griffith ve Bodily tarafindan 7H10 agar kullanilarak disk eliisyon yontemi iizerine
yapilan stabilite ¢alismasinda 37 °C’de INH igin 1-2 haftada, RIF i¢in 2 haftada, EMB
icin 2-4 giinde, sikloserin (CS) igin 4-7 giinde, etiyonamid (ETA) i¢in 1 haftada
antibiyotiklerin aktivitelerinde %50 oraninda kayip oldugu, STR ve para-aminosalisilik
asit (PAS)’de ise 4 hafta sonunda daha minér diizeyde aktivite kaybi oldugu
bildirilmistir (Griffith ve Bodily, 1992). M. tuberculosis ‘in de optimum inkiibasyon
sicakliginin 37°C oldugu ve uzun inkiibasyon periyoduna ihtiya¢ duydugu goz oniine
alinirsa agar disk eliisyon yontemi ile alman IDT sonugclari stabilitesini koruyamayan
antibiyotikler ve M. tuberculosis gibi yavas biiyliyen mikobakteriler ig¢in yanlis

duyarliliklara neden olabilir.

Antibiyotiklerin besiyeri igerisinde ¢ok uzun siire stabil kalamamalari, etkinliklerinde
diisiis gozlenmesi sadece agar disk eliisyon yontemi igin degil diger ila¢ duyarlilik
yontemleri i¢in de bir sorun teskil etmektedir. 7H9 siv1 besiyerinde 37°C’de 14 giinliik
inkiibasyonunda INH ve RIF’in konsantrasyonlarmda diisiis gozlendigi, 7 giinliik
inkiibasyonun ardindan yapilan UPLC &lgiimleri ile RIF igin %92, INH icin %54
oraninda konsantrasyonlarinda azalma oldugu gosterilmistir (Schoutrop ve ark., 2018).
En etkili anti-TB ilaclardan biri olan RIF, duyarliliginin tespitinde olduk¢a hassasiyet
isteyen bir antibiyotiktir. Ciinkii RIF direngli izolatlarm %90’in da INH’a da direng
goriildiigii igin CID-TB vakalarinda RIF direnci bir gdsterge olarak kabul edilmektedir
(Ramaswamy ve Musser, 1998). RIF icin LJ ve 7H9 siv1 besiyerinde yapilan stabilite
caligmalarina gore 37°C’de 1 haftalik inkiibasyonun ardindan yaklasik %50 oraninda

ilacin degradasyona ugradig, 3 hafta sonunda LJ besiyerinde RIF egrisine saptanmadig1
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bildirilmistir. Ayn1 ¢alisma RIF’in +4°C’de her iki besiyerinde de daha stabil oldugunu
vurgulamaktadir (Yu ve ark., 2011).Trimetoprim/siilfametaksazol, RiF, amikasin ve
kanamisin i¢in 37°C’de 2 haftalik inkiibasyonun sonunda, minosiklin ve trimetoprim
icin ise 1 haftalik inkiibasyonun sonunda antibiyotiklerin aktivitesinde yaklasik %50
oraninda diislis gozlendigini gosteren baska calismalar da mevcut verileri destekler

niteliktedir (Davis ve ark., 1987; Rynearson ve ark., 1971).

1970’li yillarda disk difiizyon yonteminde birtakim modifikasyonlar yaparak M.
tuberculosis de de uygulanabilir hale getirmek i¢in gelistirilen agar disk eliisyon
metodundan ilham alarak yeni modifikasyonlarla M. tuberculosis’de ilag duyarliliginin
belirlenmesi i¢in yeni bir yontem gelistirdik. Yontem aslinda gram negatif basillerin
kolistin MIK’inin belirlenmesinde (Butt ve ark., 2022; Simner ve ark., 2019; Singh ve
ark., 2022), anaerobik bakterilerin B-laktam antibiyotiklerine karsi duyarliliklarinda
(Jorgensen ve ark., 1986) kullanilmak {izere performansi degerlendirilmis ve referans
yontemlerle de yiiksek uyumluluk gosteren “sivi disk eliisyon” yonteminden de bazi
modifikasyonlar igermektedir. Sivi disk eliisyon yontemi diinya genelinde gram negatif
bakterilerin artan kolistin direnci nedeniyle polimiksin antibiyotiklerin test edilmesinde
karsilagilan zorluklar1 ortadan kaldirmak i¢in CLSI tarafindan olusturulan bir ¢alisma
grubunun degerlendirmelerde bulundugu alternatif yontemlerden biridir (Humphries ve
ark., 2019). Siv1 disk eliisyon yonteminde Kolistin direncinin tespiti i¢in 10 veya 25 ml
besiyerlerine 1, 2 ve 4 adet olmak iizere 10 pg’lik antibiyotik diskleri eklenmektedir
ancak gelistirilen yeni yontem temelinde DSO tarafindan &nerildigi gibi ilaclar tek bir
kritik konsantrasyonda olacak sekilde tek bir antibiyotik diski ile test etmektedir. Bunun
i¢in antibiyotik diskleri finalde DSO’niin 6nerdigi kritik konsantrasyonda ilag icerecek
sekilde hazirlandi. Hazirlanan antibiyotik diskleri agar disk eliisyon yonteminden farkli
olarak %10 OADC’li ve KNO3’li 7H9 siv1 besiyeri icerisinde test edilmektedir. Bu
sayede antibiyotik diski bakteri inokiilasyonu asamasina kadar besiyerinde muhafaza
edilerek aktivitesini kaybetmeyecek yalnizca inokiilasyondan kisa bir siire 6nce ortama
eklenerek aktivite kayb1 6nlenmis olacaktir. Antibiyotiklerin inkiibasyon siiresi boyunca
stabilitelerine katkida bulunacak bir diger modifikasyon ise ila¢ duyarlilik sonuglarinm

degerlendirmek i¢in 21 giin kadar uzun bir slire gerekmeyip hizli kolorimetrik
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yontemlerle 5-10 giin igerisinde sonug alinabilmesidir. 37°C’de zamanla antibiyotiklerin
etkinliginin azaldig1 yapilan stabilite ¢alismalarinda gosterildigi i¢in inkiibasyon siiresi
ne kadar kisalirsa, antibiyotik bozulmasina bagli olarak yanlis ilag duyarlilik sonucu
alma ihtimali de azalacaktir. Yani boylelikle yeni gelistirilen disk temelli yontemde hem
inklibasyon oncesinde hem de inkiibasyon siiresince antibiyotikler diger kiiltiir

yontemlerine kiyasla besiyeri igerisinde minimum bozulmayla daha stabil kalacaktir.

Antibiyotik stabilitesini etkileyebilecek bir diger parametre ise antibiyotik disklerinin
hazirthk asamasindaki  kurutma sicakhigidir. DSO  tarafindan  Onerilen  kritik
konsantrasyona uygun olacak sekilde antibiyotik iceren diskler ticari olarak mevcut
olmadigindan ¢alismamizda antibiyotik diskleri manuel olarak hazirlanmistir. Bunun bir
sonucu olarak da hazirlanan disklerin calismada kullanilincaya kadar etkinliginde bir
diisiis olmaksizin muhafaza etmek i¢in kurutulmasi gerekliydi. Disklerin kurutulmasi
icin soguk ortamda kurutma veya liyofilizasyon islemi yerine kuru sicak hava tercih
edildi. Kurutma sicakligi i¢in de 60°C’de 5 dk siireyle, 40°C’de 15 dkK siireyle, 37 °C’de
4 saat siireyle, 37°C’de 20 dk siireyle, 24-28°C’de 3 saat siireyle olmak iizere farkli
sicaklik ve siireler diger aragtirmacilar tarafindan onerilmekteydi (Epoke ve ark., 2004;
Ogba ve ark., 2017; Pfeiffer ve ark., 1976; Rippere, 1978; Thompson, 1950; Vineetha ve
ark., 2015). Oneriler arasinda fikir birligi olmamasindan 6tiirii ¢alismamizda disklerin
tamamen kurumasi i¢in agar proporsiyon yontem uygulanirken antibiyotigin besiyerine
eklendigindeki besiyeri sicakligi olan 50-56°C aralig1 secildi ve 50°C’de 1 saat siireyle
diskler etiivde kurutuldu. 1 saatin sonunda yapilan kontrolde disklerin tamaminin
kurudugu, herhangi bir nem belirtisi olmadigi goriildi. Disklerin tamamen kurumasinda
tabi ki de cam petriyle temasin1 engelleyip havada kurutma amaciyla kullanilan gelik tel

orgiilerin ve steril etlivde petri kapag1 agik sekilde kurutmanin da etkisi vardi.

Disk diflizyon yontemiyle M. tuberculosis’e kiyasla daha hizli ¢ogalabilen E. coli ve S.
aureus suslarmi Kullanarak gergeklestirilen 6n deneme calismasi da aslinda disklerin
hazirlik asamasinin ve kurutma kosullarinin ilag duyarlilik sonuglari iizerindeki etkisini
belirlemek ve disk hazirlik asamasinin gézden gegirilmesi amaciyla yapilmigtir. Disk

difiizyon test sonuglarina gére S. aureus ATCC 25923 susu i¢in RIF diskinin zon ¢ap1 33

45



mm olarak (beklenen aralik 26-34 mm), E. coli ATCC 25922 susu i¢in STR diskinin zon
capt 18 mm olarak (beklenen aralik 12-20 mm) 6l¢iildii. Her iki antibiyotik diskinin de
zon c¢aplari CLSI’in 6nerdigi araliktaydi. Yeni gelistirilen yontemdeki disklerle ayni
kosullarda, aym1 sekilde fakat disk difiizyon testinin geregi olarak farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan antibiyotik diskleri yapilan 6n deneme g¢alismasinda ilag
duyarlhilik test sonucunu etkileyebilecek herhangi bir olumsuz faktoriin olmadigini
gostermektedir. Yeni gelistirilen yontemin ila¢ duyarlilik sonuglarinin referans yontemle
ve agar proporsiyon yontemle alinan sonuglarla uyumlu bulunmasi da bunu

dogrulamaktadir.

Hazirlanan antibiyotik diskleri +4°C’de sadece 24 saat muhafaza edilip hemen ardindan
caligmada kullanildi. Dolayisiyla antibiyotik disklerinin aktivitesini yitirmeden ne kadar
slire kag derecede muhafaza edilecegi siirenin kisitli olmasindan 6tiirii belirlenememistir.
Ancak su anda ayr1 ayr1 +4°C ve -20°C’de muhafaza edilen antibiyotik diskleri ilerleyen

stiregte belirli araliklarla raf omrii belirleme ¢alismalarinda kullanilacaktir.

Disk temelli yeni yontemin daha Onceden bilinen, bir¢ok arastirmaci tarafindan
performanslart degerlendirilmis ve iyi sekilde standardize edilmis hizli kolorimetrik
yontemler olan NRT ve rezasurin testi ile kombine uygulaniyor olmasi yontemin en
biiylik avantajidir. Bu yontemlerden ilki olan NRT nin dogrulugunu ve giivenilirligini
degerlendirmek i¢in Coban ve ark tarafindan INH igin 35, RIF icin 38, EMB ve STR
icin 22 arastirmanin dahil edildigi bir meta-analiz caligmasi gergeklestirilmistir.
Calismanin sonuglarma gore INH, RIF, EMB ve STR i¢in sirasiyla birlestirilmis
duyarliliklar %96, %97, %90, %82; birlestirilmis 6zgiilliikler ise %99, %100, %98, %96
olarak gosterilmistir. Ilag duyarlilik sonuglari indirekt yontemle ortalama 5-14 giin
icerisinde alinabilirken, direkt yontemle 5-28 giin arasinda alinabilmektedir (Coban ve
ark., 2014b). Yeni yontemin kombine edildigi bir diger kolorimetrik yontem olan
rezasurin testi, INH icin 14, RIF igin 15, STR i¢in 6 ve EMB i¢in 5 arastirmanin yer
aldig1 bir meta-analiz calismasinda tanisal dogrulugu ve giivenilirligi acisindan
degerlendirilmistir. Calismanin sonuclarina gore birlestirilmis duyarliliklar INH igin

%96, RIF icin %97, EMB ve STR igin %92 olarak gosterilirken; birlestirilmis
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ozgiilliikler INH i¢in %96, RIF icin %99, EMB i¢in %86 ve STR igin %90 olarak
gosterilmistir(Coban ve ark., 2014a). Yapilan calismalar gosteriyor ki hem NRT hem de
rezasurin testi CID-TB izolatlarin hizli tespiti i¢in dogrulugu ve giivenilirligi yiiksek

testlerdir.

Disk temelli yeni bir yontemin gelistirildigi ¢alismamizda 4 tanesi referans sus, 1 tanesi
CID-TB ve 2 tanesi duyarli izolattan olusan toplam 7 M. tuberculosis susu iki farkli
kolorimetrik yontemle birlikte test edilip, ilag duyarlilik sonuglar1 altin standart yontem
olarak kabul goren agar proporsiyon test sonuglariyla karsilastirildi. Her iki kolorimetrik
test sonuglari ile agar proporsiyon sonuglar1 arasinda %100 6zgiillik, %100 duyarlilik
%100 PPD, %100 NPD ve %100 uyum saptandi (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). Agar
proporsiyon yonteminde tiim sus ve izolatlarin ilag duyarliliklari iiremenin yeterli
diizeyde olmasi nedeniyle inkiibasyonun 21. giiniinde degerlendirildi. Rezasurin test
sonugclari ise tiim sug ve izolatlarda inkiibasyonun 7. giinii ayirag ilavesi sonrasi 48 saat
igerisinde treme kontrol tiiplerinde pembe rengin olusmasiyla test sonuglar
degerlendirildi. NRT de ise referans suslarin 2 tanesin de (RIF-direncli ve STR-direncli
suglar) 5. giinde, 2 tanesin de (H37Rv ve EMB-direngli suslar) 7. giinde, Klinik
izolatlarin ise 2 tanesinde (CID-1 ve D-2 izolatlar1) 5. giinde, 1 tanesinde (D-1) 7. giinde
ilag duyarlilik sonuglari alindi (Tablo 4.2). Her {i¢ yontem igerisinde en hizli sonug veren
NRT oldu. Ustelik aywra¢c eklendikten sonra renk doniisiimii anlik olarak

gerceklestiginden hemen duyarlilik sonucu belirlendi.

DSO tarafindan agiklanan verilere gére CID-TB ve YID-TB vakalarindaki artis, ilag
duyarlilik yontemlerinin dnemini bir kez daha vurgulamaktadir. ila¢ duyarlilik testlerine
evrensel erisimi savunan DSO, her ne kadar molekiiler tam ve duyarlilik da ciddi
ilerlemeler kaydedilse de kiiltiir temelli yontemleri altin standart olarak kabul
etmektedir. Ancak kiiltiir temelli yontemler tamamen basilin iireme yeteneginden
kaynakli uzun inkiibasyon siireleri gerektirmektedir. Ustelik uygulama agisindan da
zahmetli ve yiiksek biyogiivenlik seviyesi gerektiren bu yontemler hala daha
kullanilmaktadir. Ancak kiiltiir temelli yontemler kullanimi gittikge yayginlasan hizl

kolorimetrik yontemlerle birlikte kullanildiginda daha hizli sonu¢ verebilmektedir.
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Ustelik mevcut kolorimetrik yontemlerden en &nemli iki tanesi olusturan NRT ve
rezasurin testi cok eskilerden beri kullanilmakta olup iyi standardize edilmis, referans
yontemlerle yiiksek diizeyde duyarlilik, 6zgiillik ve uyum gosteren yontemlerdir.
Mevcut ila¢ duyarlilik yontemlerinin birtakim modifikasyonlarin1 igeren Yyeni
gelistirdigimiz disk temelli yontem, sivi kiiltir ortaminda primer anti-TB ilaglarin
kolorimetrik yontemlerle kombine halde test edilmesini icermektedir. Yontemimiz bu
sayede hem testin uygulanmasinda hem de test sonug¢larinin degerlendirilmesinde
arastirmactya oldukca kolay ve pratik adimlar sunmaktadir. Ila¢ duyarlilik sonucunun 5-
10 giin icerisinde almabiliyor olmasi CID-TB izolatlarin hizli tespitine de imkan

tanimaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yeni gelistirilen disk temelli ilag duyarlilik yontemi hizli kolorimetrik yontemlerle
kombine halde uygulandig1 i¢in diger kiiltiir temelli yontemlere kiyasla daha hizli CiD-
TB tespiti yapabilmektedir. Bunun yani sira antibiyotik stabilitesini korumada disk
temelli olmasindan otiirii diger yontemlerden daha avantajlidir. Yontem uygulanma
acisindan kolay ve pratik, komplike olmayan asamalardan olusmaktadir. Ayn1 zamanda
kolorimetrik oldugundan sonuglarinin degerlendirilmesinde cihaz kullanimi ve ekstra

uzmanlik gerektirmez.

Yeni yontem su anda sadece primer anti-TB ilaglarin duyarliliklarini belirlemek tizere
standardize edilmis kosullar1 igermektedir. Ancak ilerleyen galismalarda florokinolon
grubu ilaglardan en az birini ve ek olarak A grubu anti-TB ilaglardan olan tedavi
rejimine sonradan dahil edilen bedakulin ve linezolid antibiyotiklerinden de en az birinin
disk temelli yontem igerisine dahil edilmesi gereklidir. Béylece yeni yontem ile YiD-

TB’nin de hizli tespiti yapilabilir.

Yeni disk temelli yontemde istenilen konsantrasyona uygun sekilde ticari antibiyotik
diskleri mevcut olmadigindan diskler manuel olarak hazirlandi. Ancak DSO tarafindan
Onerilen kritik konsantrasyonlara uygun sekilde antibiyotik igeren yeni antibiyotik
disklerinin endiistriyel oOlgekte iiretilmesi yeni yontemin daha fazla arastirmaci
tarafindan tercih sebebi olacagi ve yoOntemin yayginlastirilmasma katki saglayacagi

tahmin edilmektedir.

Calismada disk temelli yeni bir yontemin gelistirilmesi amaglandig: igin test edilecek
izolat sayis1 4 tanesi referans sus olmak tizere toplamda 7 M. tuberculosis susuyla
siirlandirilmistir.  Yeni  yontemin glivenilirliginin, performansimin ve referans
yontemlerle olan uyumunun baska merkezlerde baska arastirmacilar tarafindan da
degerlendirilmesi gereklidir. Daha fazla izolatla ¢ok merkezli ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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