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TESEKKUR

Uzmanlik egitimime basladigim giinden bugline iistiin bilgi ve tecriibesinden
yararlanma imkani1 buldugum, ileriki mesleki yasamimda da kendisini 6rnek almaktan
oviing duyacagim danigman hocam Prof. Dr. Fatih Koksal’a, saygideger hocalarim Prof.
Dr. Fiigen Yarkin’a, Prof. Dr. Akgiin Yaman’a ve Prof. Dr. Macit Ilkit’e tesekkiirlerimi
sunarim. Egitim donemim boyunca yardimlarini esirgemeyen bdliim sekreterimiz Suna
Gokmen’e, birlikte ¢alisma imkan1 buldugum cok degerli boliim arkadaslarima ve tiim
Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD ailesine tesekkiir ederim.

Ayrica beni sabirla biiyiiten, bu giinlere getiren, yasamimin her doneminde
desteklerini sonuna kadar veren anne ve babama, bir insanin hayatinda yasayabilecegi

en giizel anlar1 bana yagattig1 i¢in Bitaneme ¢ok tesekkiir ederim.

Dr. Taylan Bozok
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OZET

Pulmoner Tiiberkiilozlu Hastalardan izole Edilen Mycobacterium
tuberculosis Suslarinda Moksifloksasin Direncinin Epidemiyolojik
Ozellikleri ve Molekiiler Mekanizmalariin Arastirilmasi

Amac¢: Bu calismada bolgemizdeki klinik materyallerden izole edilen
Mpycobacterium tuberculosis suglarmin moksifloksasin duyarliliklarinin  fenotipik
yontemlerle tespit edilmesi ve bolgesel direng oranlarinin belirlenmesi ayrica fenotipik
direng ile gyrA genindeki mutasyonlarin iligkisinin arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvarina
gonderilen pulmoner tiiberkiilozlu hasta Orneklerinden izole edilen Mycobacterium
tuberculosis suslarindan ¢oklu ilag direnci goriilmeyen siralt 100 izolat ile ¢oklu ilag
direnci tespit edilen 37 izolat dahil edilmistir. Bu izolatlarin Lowenstein-Jensen
proporsiyon yontemi kullanilarak moksifloksasin’e duyarhiliklar1 belirlenmis ve
epidemiyolojik 6zellikleri arastirilmistir. Yine bu izolatlarin gyrA bolgesinin dizi analizi
yapilmis ve ilag duyarlilik oranlari ile karsilagtirilmisgtir.

Bulgular: Fenotipik duyarhiliklari test edilen 137 izolatin 25’inde (% 18,2)
moksifloksasine kars1 diren¢ bulunmustur. Coklu ilag direnci goriilmeyen-ve ¢oklu ilag
direnci goriilen suslar arasindaki direng oranlari sirasiyla % 17 ve % 21,6 olarak tespit
edilmistir. 25 direngli klinik izolatin gonderildigi bolgelere gore dagilimina
baktigimizda; izolatlardan 10’unun Adana, 6’sinin Gaziantep, 5’inin Hatay, 3’iiniin
Mersin ve 1’inin de Kahramanmaras iline ait olduklar1 tespit edilmistir. Calismaya dahil
edilen tiim izolatlarin gyrA bodlgesinin dizi analizi sonucuna gore toplamda 6 ornekte tek
baz mutasyonuna rastlanmistir. Mutasyonlarin pozisyonlart Asp94Tyr, Asp94Gly,
Ala90Val, Gly88Ala ve iki ornekte de Asp89Asn seklinde tespit edilmistir. Mutasyon
goriilen orneklerin ikisi moksifloksasine fenotipik olarak duyarli bulunmustur.

Sonug¢: Calismamiz sonucunda moksifloksasine karsi gelisen direncin tiiberkiiloz
tedavisine sekonder olamayacag tespit edilmistir. Olusan direng ile genin analiz edilen
kismindaki mutasyonlarin iligkisinin yetersiz oldugu ve yiiksek direngten farkl
molekiiler mekanizmalarin sorumlu olacagi goriilmiistiir. Moksifloksasin direncinin
arastirilmasinin daha genis vaka gruplart ve izolatlar kullanilarak devam ettirilmesi
ayrica bu grup ilaclara kars1 kisa siirede diren¢ gelisme ihtimalinin varligi ve non-
spesifik endikasyonlarda daha sinirli kullanilmasi gerektiginin 1srarla anlatilmasinin
onemli olacag1 sonucuna varilmaigtir.

Anahtar Sozciikler: gyrA, Moksifloksasin, Mutasyon, Mycobacterium
tuberculosis, Proporsiyon.
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ABSTRACT

Investigation of Epidemiological Characteristics and Molecular
Mechanisms of Moxifloxacin Resistance in Mycobacterium tuberculosis
Strains Isolated from Pulmonary Tuberculosis Patients

Objective: In this study, it is aimed to determine the moxifloxacin sensitivities of
Mycobacterium tuberculosis strains isolated in our region and to specify the regional
resistance rates besides to investigate the relation of phenotypical resistance with
mutations in gyrA gene.

Materials and Method: Sequential 100 isolates that are seen to be non-multi
drug resistant and 37 isolates that are determined as multidrug resistant among
Mycobacterium tuberculosis strains isolated from pulmonary tuberculosis patient's
samples which sent to Region Tuberculosis Laboratory of Adana were included in this
study. Drug sensitivity rates and DNA Sequencing of gyrA region of these isolates are
compared again.

Findings: Resistance to moxifloxacin is found in 25 of 137 (18,2 %) isolates of
which phenotypic susceptibilities were tested. Resistance rates among strains which
seen to have multidrug resistance and those which have not multidrug resistance were
17 % and 21,6 % respectively. Looking at the distribution according to regions which
sent 25 clinical isolates; it is determined that 10 of isolates were belonged to Adana, 6 to
Gaziantep, 5 to Hatay, 3 to Mersin and 1 to Kahramanmaras province. Among all
isolates included in study, Single bases mutation was encountered in 6 samples in total
according to DNA sequencing result of gyrA region. The positions of mutations were
identified as Asp94Tyr, Asp94Gly, Ala90Val, Gly88Ala and in 2 samples as Asp89Asn.
Two of the samples which mutation is seen were found to be sensitive to moxifloxacin
phenotypically.

Result: At the end of our study it is determined that, resistance developed to
moxifloxacin would not be secondary in the treatment of tuberculosis. It is seen that
different molecular mechanisms will be responsible from high resistance and the
relation between resistance and mutations in the analysed gene is insufficient. It is
concluded that research on moxifloxacin resistance should be continue with wider case
groups and isolates also it will be important to persistently explain that there is a
probability of resistance development in a short time to these group of drugs and it is
required to use them more limited in non-spesific indications.

Keywords: gyrA, Moxifloxacin, Mutation, Mycobacterium tuberculosis, Proportion.



1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis Kompleks (MTK) grubuna ait
mikroorganizmalarin yol agtig1 kronik, graniilomatdz ve nekrotizan bir hastaliktir. Bu
hastalik insan viicudunda tipik olarak akcigeri etkilemekte ancak akciger disinda da
bircok sisteme yerlesip primer veya sekonder tiiberkiiloz enfeksiyonlarina sebep
olabilmektedir. Insanlik tarihi kadar eski olmakla birlikte giiniimiizde enfeksiyon
hastaliklarina bagl 6liim sebepleri arasinda Human Immunodeficiency Viriis (HIV) den
sonra ikinci sirada yer alan pulmoner tiiberkiiloz, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
halk sagligini tehdit eden major global saglik problemlerinden birisi olma 6zelligini hala
siirdiirmektedir. Diinya lizerinde her ii¢ kisiden birisinin TB basili ile enfekte oldugu
tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2014 Global Tiiberkiiloz
Raporu’na gore 2013 yilinda 9 milyon yeni TB vakasi tespit edilmis ve bunlarin 1,5
milyonu dlmiistiir. Olenlerin en az 400.000’ini HIV ile enfekte hastalarin olusturdugu
tahmin edilmektedir. DSO niin 1990 da baslattig1 tiiberkiilozla miicadele stratejileri ile
2000-2013 yillar1 arasinda 37 milyon insana etkili bir sekilde tan1 koyulmus ve tedavi
edilmistir. DSO’ niin ileriye yonelik koydugu hedeflerde 2015 yilinda TB prevalansinin
ve hastaliga bagli 6liimlerin 1990’11 yillara gére % 50 oraninda azaltilmasini saglamak
ve 2035 yilina kadar TB vakalarim1 ve bu hastalia bagli dliimleri en aza indirmek
suretiyle global TB epidemisini sonlandirmak bulunmaktadir. !

Son yillarda aliman Onlemler ve uygulanan dogrudan goézetimli ilag tedavisi
(DGIT) ile hastaligin insidansinda ciddi bir azalma meydana gelmistir. Ancak diinyada
HIV enfeksiyonlu vaka sayisinda meydana gelen artis ve coklu ilag direncli (CID)-
yaygin ila¢ direngli (YID) TB suslarinin sik gériilmeye baslamasi TB epidemisinin
kontroliinii giiclestirmektedir. Ayn1 zamanda enfeksiyonun tedavisi sirasinda antibiyotik
kullanim miktarinin artmasi ve tedavi siiresinin uzamasi da hasta agisindan ciddi
toksisitelere neden olmaktadir. Bu nedenle yeni antitiiberkiilloz ilag gelistirme
caligmalar1 devam etmekle birlikte kullanimda olan baz1 antibakteriyel molekiillerinde
TB tedavisinde etkinligi arastirilmaktadir. DSO’niin 2012 raporunda; hali hazirda TB

tedavisinde ikinci secenek olarak kullanilan ve 4. Kusak florokinolon olan gatifloksasin



ve moksifloksasinin birinci segenek ilaglardan etambutol veya izoniazid’ in yerini
alabilecegi belirtilmektedir.?

Klinik semptomlar agisindan bir ¢ok enfeksiyon hastaligi ile karistirilabilen TB’da
deri testlerinin yorumundaki giicliikk, laboratuvar tanida ©onemli olan radyolojik
bulgularin non-spesifik ve yetersiz, klinik materyalde bakterinin gdosterildigi
konvensiyonel boyama yontemlerinin duyarliliginin % 40-60 kadar diisiik ve bakterinin
tretildigi kat1 besiyerine dayali kiiltiir yontemlerinin de yavas olusu gibi sebepler ile
baslanan ampirik tedaviler enfeksiyon suslarinda sekonder ilag¢ direnci gelisimine yol
acabilmektedir. Bu nedenle pulmoner sivida yiliksek konsantrasyonlara ulasabilme gibi
onemli farmakokinetik Ozellikler sahip olan ve bu sebeple de alt solunum yolu
enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde sik olarak kullanilan florokinolon grubu
antibiyotiklere karst MTK suslarinin duyarhiliklarinin bilinmesi énemlidir. Bir 6n kabul
olarak kaverndeki sayis1 en fazla 10° olan tiiberkiiloz basilinden kinolon grubu ilaclara
kars1 diren¢ gelisme riskinin 107 oldugu goz Oniine alinirsa, aslinda pulmoner
tiiberkiiloz tedavisinde rezerv ila¢ olarak korunmasi gerektigi halde giliniimiizde alt
solunum yolu enfeksiyonlarinda sik kullanilan moksifloksasin’e, non-spesifik tedavi
Oncesi veya siiresinde gelisebilecek muhtemel direng, bu ilacin TB tedavisinde bir
alternatif olarak kullanimini simirlandirabilir. Glinimiizde moksifloksasin direncinin
molekiiler mekanizmasimi aydinlatmaya yonelik yogun c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda direncin molekiiler mekanizmasinin ayni zamanda florokinolon direncinin
de goriilmesinde onemli bir yere sahip olan gyrA geninin QRDR (quinolone resistance-
determining region) bolgesindeki spesifik mutasyonlarin oldugu tespit edilmistir. Ancak
direncin  epidemiyolojik  Ozellikleri ile 1ilgili literatiirde yeterli ¢aligmaya
rastlanmamaktadir. Ozellikle MTK suslarinda primer moksifloksasin direnci ile ilgili
molekiiler diizeyde ¢alisma yok denecek kadar azdir. Oysa alt solunum yollar1 non-
spesifik enfeksiyonlarinda molekiiliin ampirik kullanimina bagl olarak hastada kolonize
MTK iiyeleri arasinda gelismesi muhtemel direng, bu molekiiliin ampirik tiiberkiiloz
tedavisindeki endikasyonunu etkileyecektir.

Chen ve arkadaslarinin yaptig1 sistematik derleme ve meta-analiz bir ¢alismada
770 arastirma incelenmis. TB tanis1 almadan once florokinolon kullanimi Oykiisii olan
hastalarda, florokinolon tedavisi hi¢ uygulanmamis hastalara goére TB tanisinda

ortalama 19,03 giinliik bir gecikme oldugu gézlenmis ve ¢aligmalar arasinda belirgin bir



farklilik tespit edilmemis. Bunun yaninda yapilan caligmalar antitiiberkiiloz tedavi
Oncesi ampirik olarak alinan kisa siireli florokinolon tedavileri MTK suslarinin
florokinolon duyarliliklarinin ciddi oranlarda azalmasina yol a¢tig1 gdsterilmis.*>

Moksifloksasin ile yapilan faz-3 klinik ¢alismalarda duyarl tiiberkiiloz
vakalarinda 4 aylik birincil tedaviye eklenmesi, TB tedavisinin etkinligini ve kiir
oranlarin1 artirdigl, hastaliga bagli olim ve hastaligin bulas oranlarimi azalttig
goriilmiis. Conde ve ark. yaptigi bir ¢alismada birincil tedavide kullanilan etambutol
yerine moksifloksasin kullanilarak klasik tedavi ile farkliliklar karsilastirilmis. Klasik
tedavi alan hastalarda kiiltiir negatifligi tedavinin 2. haftasinda % 3 iken, moksifloksasin
kullanan grupta % 25’¢ ulastig1 gosterilmis.®’

Moksifloksasin literatiirde yer alan bircok ¢alisma sonuglar ile de destekledigi
gibi TB tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Ancak tiiberkiiloz dis1 enfeksiyon
tedavisinde florokinolon grubu antibiyotik kullaniminin yayginli§i g6z Oniine
alindiginda, o6zellikle de ¢apraz direng gelistirme ihtimalinin de yiiksek olmasi sebebi
ile, yeni tan1 almis kisilerden izole edilen MTK suslarinda florokinolon grubu
antibiyotiklere duyarlilik da azalmanin olmas1 dogal olarak beklenebilir.

Bu c¢alismada Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvarinda klinik materyallerden izole
edilen MTK suslarinin moksifloksasin duyarliliklarint fenotipik yontemlerle tespit
ederek bolgesel diren¢ oranlarinin belirlenmesi ve fenotipik direng ile gyrA genindeki

mutasyonlarinin iligkisinin tespiti amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiiloz

2.1.1. Tarihge

Insanlik 6ncesi ¢aglara kadar uzanan bir gegmise sahip olan mikobakterilerin 300
milyon yildan beri diinya iizerinde var oldugu ileri siiriilmektedir.® Baz1 arastirmacilar
tarafindan tiiberkiiloz basilinin erken atalarinin 3 milyon yil 6nce Dogu Afrika’ da
bulundugu ve bu bolgede yasamis olabilecek eski ¢ag insanlarmi enfekte ettigi
diisiiniilmektedir. Molekiiler genetigin modern teknikleri ve genomun sekanslanmasi
tiiberkiilozun orijini hakkinda daha somut bilgiler vermektedir. MTK’inin modern
tiyelerinden olan Afrika varyanti M. africanum ve M. canettii ve yine bunlara ek olarak
M. bovis’in 15.000-35.000 y1l 6nce, M. tuberculosis’in ise 15.000-20.000 y1l 6nce atasal
suslarindan olustugu One siiriilmistiir. M. tuberculosis’in genom analizlerinde suslar
arasinda bulunan mutasyonlarin biiyiik bir kisminin 250 ila 1000 y1l arasinda olusmus
olabilecegini gdstermektedir.’

Misir’da 5000 yildan daha Oncesine ait kaynaklarda tiiberkiiloz hastaligina ait
iskelet deformitelerine isaret edilmesi bu dénemlerde de tiiberkiiloza bagli hastaliklarin
yaygin goriildiigiinii gostermektedir. Milattan dénce (M.O.) 3 binli yillarda Nil nehri
kenarinda Dra Abu-el-Naga kasabasinda yasamis olan hemoptizili, kambur bir kiz
cocugunda, M.O. 1000 yilinda yasamis olan psoas apseli rahip Nesprehan’da ve yine
M.O. 700’lerde Peru’da yasamis Pott hastalign belirtilerine sahip ve heniiz 10
yasindayken Olmiis olan c¢ocugunun mumyasinda yapilan molekiiler analizlerde
tiiberkiiloz tespit edilmistir. M.O. ve milattan sonraki (M.S.) dénemlerde hastaligin Nil
vadisinde, Yunanistan’da Amerika’da, Kuzey Amerika’nin Yeni ingiltere yoresinde ve
Avrupa’da bes epidemik yiikselme ve ani bir sekilde azalma oldugu verem tarihi
arastirmacilar1 tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. Bu epidemilerin olusmasinda, bagisiklik
sisteminin, sosyo-ekonomik olaylarin ve hastaligin dogal seyrinin etkisi olmustur.
Hipokrat M.O. 460’l1 yillarda tiiberkiilozu erime anlamma gelen ‘fitizis’ olarak
tanimlamis ve bu hastaligin daha c¢ok 18-35 yas insanlar arasinda sik olarak
gorildiiglinii eski yunan literatiirlerinde yazmistir. M.S. 174’de bir yunan hekim olan

Clarissimus Galen tiiberkiiloz tedavisi i¢in temiz hava, siit igmek, deniz kenarina



seyahat ve egzersiz gibi onerilerde bulunmustur. Kuzey Amerika’da ve son bin yilda
Avrupa’da bir¢ok epidemi meydana gelmistir. 18-19. yiizyillarda Avrupa niifusunun %
701 tiiberkiiloza yakalanmis ve bunlarin yedide biri 6lmiistiir.3%10-11

Tiberkiiloz her ne kadar toplumun yoksul kesiminde yaygin olarak goriilse de
seckin sinifinda da kendisini gostermistir. Kral 8. Henry’nin 9 yasinda tahta ¢ikan oglu
6. Edward ve Fransiz Krali 9. Charles bu hastaliktan Olmiislerdir. Yine Napoleon
Bonapart’in “Tibba inanmam, fakat Dr. Corvisard’a inanirim dedigi Laennec’in hocasi
Jean N. Corvisard, Rene Laennec ve iki mesai arkadasi Xavier Bichat ve Bayle,
Cekhov, Nicola Paganini, Frederich Chopin, XIII Louis, Frederich Schiller,Vivien
Leigh, Bronte kardesler (Anne, Emili ve Charlotte), Robert Louis Stevenson, Elenor
Roosvelt, Franz Kafka, Pakistan’in kurucusu Muhammed Cinnah ve Nelson Mandela
tiiberkiiloz hastalig1 oldugu bilinen {inliilerdir.!2

Etyolojik ajanla ilgili bir bilgiye sahip olunmamasina ragmen veremin bulasici bir
hastalik oldugudan 1546 yilinda Fracassaro G. tarafindan ‘De Morbus Contagiosus’ adli
kitapta bahsedilmistir. Marten B. (1722) bu etkenlerin ‘muhtesem kii¢iik canlilar’
oldugu ve hastalarin nefesleri ile yayilarak saglikli kisilerin viicutlarina girdikleri
tanimlamasini yapmistir. Tiiberkiilozun taninmasi ve patogenezinde dnemli gelismeler
Paris’teki Necker hastanesinde calisan Rene Laennec’in ¢aligmalari ile ortaya ¢ikmuistir.
Heniiz bes yasindayken annesi tiiberkiilozdan 6len Laennec yakin arkadasi Bayle ile
birlikte 900 otopsi materyalini incelemistir. Gordiikleri patolojik degisiklikleri
hastalarin yapilan fizik muayene bulgulari ile birlikte degerlendirmisler ve bu bulgular
yayinladiklar1 Traite de L’auscultation Mediate isimli kitapta toplamislardir.'>13

M. tuberculosis’in verem hastaliginin mikrobu oldugunu 1845-1910 yillarinda
yasamis olan Dr. Robert Koch gostermistir. Almanya’nin Asagi Saxony’sinda yasayan
13 ¢ocuklu bir ailenin oglu olan Koch, Gottingen iiniversitesinde yetismistir. 1882 de
tiberkiilozdan o©len 32 yasindaki bir hastanin akcigerindeki lezyonlarinda basili
gostermis, bunu kiiltiirde iiretmis ve iiretilen basil ile deney hayvanlarinda verem
olusturmustur. Bu basilleri gosterirken Paul E.’nin gelistirdigi boyayr modifiye ederek
kullanmis ve etkenin aside direncli bir bakteri oldugunu da ispatlamistir. Yine 1890
larda R. Koch ve Clemence von Pirquet tiiberkiiloz basilini 1s1 ile oldiirerek ‘old
tiiberkiilin® denilen kahverengi siviy1 elde ettiler ve bunu hastaligin tedavisi amaciyla

kullandilar ancak pek kayda deger sonu¢ elde edemediler. 1921 yilinda Calmette ve



Guerin safrali vasatta tam 20 yil, 230 pasajla basili hastalik yapamaz duruma getirdiler
ve glinlimiizde de halen kullanilan Bacille Calmette-Guerin (BCG) asis1 i¢in gerekli
basil bulundu. 1930 da Seibert F. old tiiberkiilini saflastirmis ve bu saflastirilmis protein
tiirevi (PPD) ile enfeksiyon varligini tespit edilmeye baslanmistir.®!?

Osmanli Imparatorlugu tarihinde de tiiberkiiloz hastaligmin epidemilere neden
oldugunu hatta Topkapi sarayina kadar girdigini yazili kaynaklarda belirtilmistir. I
Mahmut ve III. Mustafa da Pott hastalig1 oldugu, III. Selim’in Safinaz isimli gdzdesinin
tiiberkiilozdan 61diigii, II. Mahmut’un annesi ve ona analik yapan Naksidil Kadin’in
veremli oldugu, 39 yasinda veremden 6len Abdiilmecit’in 18 kadininin 9’unun vereme
yakalandig: tarih kitaplarinda gegmektedir. Ayrica son padisah Vahdettin’in itayla’da
Olmesi lizerine yapilan otopsisinde sag akcigerde tiiberkiilloza bagli tahrip edilmis
akciger tespit edilmistir.3

Tiiberkiiloz tedavisinde Romali doktor Giorgio Bagli’nin bir gézlemi neticesinde
pnomotoraks ile hastalar tedavi edilmeye ¢alisilmistir. Bagli, veremli bir hastasinin kilig
yaralanmasi sonucu pnomotoraks gecirmesi ile iyilestigini gdzlemlemistir. Bu yontemle
tedavide bircok komplikasyon ve basarisizlik nedeniyle bir siire sonra terkedilmistir. 20.
yiizyilin baglarinda bol gida, istirahat ve temiz havanin iyi geldigi diistiniilerek yiiksek
kesimlere sanatoryumlar kurulmus ve verem hastalari bu bolgelerde tedavi edilmeye
calistlmistir. Hafif vakalarda iyi sonuglar alinsa da agir vakalarda ise yaramadigi
goriilmiistiir. Tiiberkiiloz tedavisinde ilk terapotik ajan olarak para amino salisilik asit
(PAS) 1943 yilinda Jorgen Lehmann tarafindan bulunmustur. Ancak bu ajanin sadece
bakteriyostatik etkinligi olmas1 tedavide simirlandirmistir. 1944 yilinda ABD’li
Waksman’in Actinomyces tirii mantardan elde ettigi streptomycin’i bulmasiyla verem
hastaliginin  tedavisinde yeni bir donem baglamistir. Bunu 1952 yilinda
antimikobakteriyel bir ajan olan isoniazid’in ve 1957 de rifamisinlerin bulunmasi takip
etmistir. Yine 1954 yilinda bulunan pirazinamid (PZA) ve 1962 yilinda bulunan
ethambutol (EMB) de tiiberkiiloz tedavisinde gliniimiizde de birincil kullanilan ilaglar
arasindadir.%%13

Ulkemizde TB ile etkili bir sekilde miicadele 1950 li yillarda baslamis ve 1960 da
cikartilan bir yasa ile Verem Savas Dispanserleri kurulmustur. Hastaligin mortalitesi
1950 yilina ait istatistiklerde 100.000°de 204 gibi ¢ok yiiksek bir diizeyde iken, bu
sayinin 1980°de 8,8’e ve 2000°de 1,6’ya diistiigli goriilmektedir. TB insidans1 1960’ta



verilen ilk degere gore 100.000’de 177 iken 2002°de 24’e diismiistiir. Bu verilere gore
yapilan miicadele neticesinde hastalik kontrol altina almabilmistir.'*

Son yillarda kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen bakteriyel direng, AIDS gibi
bagisiklik yetmezligine yol agan hastaliklarin yayginlasmasi bu hastaligin 6neminin
tekrar artmasia neden olmustur. Yeni tedavi segencklerinin sinirli olusu, hasta ilag
uyumsuzlugu ve hastaligin tanisindaki giigliikler pandeminin kontrol altina alinmasini

zorlagtirmaktadir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz solunum yolu ile bulasan bir hastaliktir ve diinya niifusunun 1/3 {iniin
TB basili ile enfekte oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle diisiik sosyoekonomik diizey ve
yanlig saglik politikalarinin halk sagligin1 kétli yonde etkiledigi bolgelerde daha fazla
goriilmekte olup ¢ogunlukla geng erigkinleri etkilemektedir. TB nedeniyle 6liimlerin %
95 i gelismekte olan iilkelerdedir. DSO 2014 raporlarina gére TB prevalansmin 11
milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir. 2013 yilinda diinyada 9 milyon yeni TB
vakas1 tespit edilmistir ve 1,5 milyon hasta tliberkiiloz nedeniyle kaybedilmistir. TB ye
bagli 6liimlerin 380.000 lik kismin1 HIV ile enfekte hastalar olusturmaktadir. Diinya
tizerinde HIV ile enfekte kisilerin % 75 inde TB bulundugu ve Afrika bolgesindeki TB
lu vakalarm % 50 den fazlasinda HIV ile birliktelik oldugu DSO tarafindan
bildirilmistir. 1990 larda baslatilan DGIT stratejisi ile TB enfeksiyonlarmin
yayginhginda ve oliim oranlarinda &nemli derecede azalma gdzlenmisti. DSO
tarafindan hazirlanan Milenyum Kalkinma Hedefleri (MKH) arasinda 2015 yilinda
hastaligin insidansini diistirmek ve 2050 yilinda tiiberkiilozun bir halk sagligi problemi
olmaktan ¢ikmasini saglamak bulunmaktadir. Ancak HIV ile enfekte kisi sayisinda son
zamanlarda meydana gelen artis ve TB enfeksiyonlarinda meydana gelen antibiyotik
direnci nedeniyle epideminin kontrol altna alimas: giderek giiglesmektedir.'

Afrika gibi HIV epidemisinin ve TB vakalaria bagli 6liimlerin yogun sekilde
gorildiigli bolgelerde hastaligin tedavisinin olusturdugu maliyetin fazla olmasi sonucu
uygulanan kisa siireli tedaviler CID TB ve YID TB vakalarinin sayisinda artisa neden
olmaktadir. Diinyada 2013 yilinda ortalama 480.000 yeni CID TB vakasi oldugu tahmin
edilmektedir ve sistematik arastirmalar gostermektedir ki TB a bagl dliimlerin biiyiik

bir kismini1 da CID TB vakalar olusturmaktadir. Bu nedenle bu vakalarin tanisinin hizl



bir sekilde konulmas1 ve tedavinin dogru bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir. YID
TB vakalar1 2013 inin sonuna kadar diinya ¢apinda 100 iilkede bildirilmistir ve CID TB
vakalar1 arasinda bu oran % 9 olarak tahmin edilmektedir. Bu oran 6nceki yillara gore
az da olsa artis gdstermektedir. CID TB ler arasinda florokinolonlara ve parenteral
ikincil bir ilaca diren¢ durumu sirasiyla % 16,5 ve % 22,7 olarak tahmin
edilmektedir.!>!

Ulkemizdeki TB oranlarina baktigimizda 2005-2006 yillarinda Tiirkiye genelinde
yaklasik 21.000 tiiberkiiloz vakasi varken 2013 yilinda kayitli toplam tiiberkiiloz vaka
sayist 13.409’a diigmiistiir ve bu vakalarin 12.352 tanesini yeni tani almis hastalar
olusturmaktadir. TB vakalarinin % 65,5 i HIV yoniinden test edilmistir ve 32 vaka HIV
(+) olarak bulunmustur. Yine iilkemizde ila¢ diren¢ oranlarina baktigimizda toplamda
5.529 olguya IDT yapilmis ve bunlardan 228 tanesinde CID-TB tespit edilmistir. Yeni
tam1 alan olgularda CID TB orani ortalama % 3,2 iken Oncesinde tedavi gormiis
olgularda bu oran % 22 olarak bulunmustur.'¢

Tiberkiilozla ilgili en 6énemli tehlike hastalarin ilaglarini diizenli kullanmamalari
veya tedavilerini yarim birakmalar1 sonucunda gelisen ilag direnci olarak goriilmektedir.
Bu olgular birinci segcenek TB ilaglarina direnglidir ve tedavileri ancak ikinci se¢enek
TB ilaglar1 ile miimkiindiir. Bu da tedavi basarisin1 oldukga diisiirmekte ve tedavi
maliyetini arttirmaktadir ve basarisizlik ile sonuglanan tedaviler hasta kayiplarina neden
olmasimin yaninda direngli suslarin sikligmin artmas: gibi ciddi halk saglig:

problemlerine de yol agmaktadir.

2.1.3. Simiflandirma

TB basili; Prokaryot aleminin, Firmicutes boliimiiniin, Actinobacteria sinifinin,
Actinomycetales takiminin, Mycobacteriaceae ailesinde tek cins olan Mycobacterium
cinsine ait bir tiirdiir. Bakteriyolojik 6zellik ve DNA benzerlikleri yonlerinden dolay1
yakin 1ligkili tiirlere ‘kompleks’ ad1 verilir ve M. tuberculosis kompleks (MTK) olarak
tanimlanir. MTK igerisinde M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis ve BCG susu, M.
microti, M. canetii, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungi ve son olarak da heniiz
tanimlanma asamasinda olan M. orygis alt tiirleri bulunmaktadir. Konak tropizmlerinde,

fenotipik 6zelliklerinde ve patojenitelerinde biiytlik farkliliklar olmasina karsin bu tiirler



arasinda c¢ok yiiksek diizeyde genetik homojenite bulunmaktadir. Bu grubun disinda

kalan tiirler ise, Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler (TDM) olarak adlandirilmistir.!’
Mikobakteriler i¢in {ireme oOzellikleri ve genetik yapilarina gore ¢esitli

siniflandirmalar yapilmistir. Ilk olarak kat1 besiyerinde iireme 6zelliklerine gdre Runyon

tarafindan 4 grupta siniflandirilmislardir (Tablo 1).'3

Tablo 1. Runyon Simiflandirmasi'®

Yavas Ureyen . .
mikobakteriler Pigmentasyon Tiirler
M. kansasii
) M. marinum
Runyon I Fotokromojen M. asiaticum
M. simiae
M. gordonae
Runyon II Skotokromojen M. scrofulaceum
M. szulgai
M. avium-intracellulare
Runyon I Kromojenik olmayan M. xenopi
M. terrae
Hizh Ureyen
mikobakteriler
M. fortuitum
M. peregrinum
.. M. abscessus
Runyon IV Kromojenik olmayan M. chelonae
M. thermoresistibile

1987°de Woods ve Washington bu siniflandirmayr eksik bulmus ve klinikle

uyumlu, M. tuberculosis tiiriiniin de i¢inde oldugu bir sin1flama yapmislardir(Tablo 2)."



Tablo 2. Woods ve Washington Simiflandirmasi"’
M. tuberculosis complex
M. tuberculosis
M. bovis (M.bovis BCG)
M. africanum
M. microti
M. canetti
M. avium-intracellulare complex
M. kansasii
M. fortuitum-chelonae complex
M. scrofloceum
M. xenopi
M. szulgari
M. malmoense
M. simiae
M. genavense
. marinum
. ulcerans
. haemophilum
. celatum
Yavas iireyenler Orta hizda Hizh iireyenler
Ureyenler

Klinik onemi
olan
mikobakteriler

insanda
potansiyel
patojen olan
mikobakteriler

SN

M. gordonae

insanda nadiren | M. asiaticum M. flavescens
hastalik yapan M. terrae-triviale comp..

saprofitik tiirler | M. shimoidei

M. gastri

M. nonchromogenicum
M. paratuberculosis

M. thermoresistible
M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum
complex

Mycobacterium cinsi i¢inde yer alan tiirler, deoksiriboniikleik asit (DNA)
lerindeki yiiksek G+C igerigi (% 61-71 mol) ile hiicre duvar yapisinda degisik oranlarda
mikolik asit iceren diger cinslere (Tsukamurella % 68-74, Nocardia % 64-72 ve
Rhodococcus % 63-73 mol) benzerlik gosterirler.?’

MTK tiirler1 arasinda meydana gelen bazi gen bdlgelerindeki farkliliklar, bu
tirleri birbirinden ayirmaktadir. Bu tiirlere ait gen kirilmalar incelendiginde; MTK
icerisinde meydana gelen ilk ayrigsmanin 26 farkli gen bolgesindeki delesyon nedeni ile
M. canettii’de oldugu gozlenmistir. M. tuberculosis RD gen bdlgelerini ve RD9
bolgesini koruyarak M. africanum, M. microti ve M. bovis tirlerinden; M. africanum
RD9 bolgesini kaybederek M. microti ve M. bovis tiirlerinden; M. microti RD9, RD7,
RD8 ve RD10 bolgelerini kaybedip, RD12, RD13, RD14, RD4, RD2 ve RDI gen
bolgelerini korumasiyla M. bovis’den ayrilmistir. M. bovis RD12, RD13 ve RD4
bolgelerini kaybederek bazi tiirleri enfekte etme yetenegini kaybetmistir. M. bovis’in

RD1, RD2 ve RD14 gen bolgelerini kaybetmesiyle ateniie BCG suslar1 ortaya ¢ikmaistir.
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M. tuberculosis’in RvD1 bolgesinin kaybiyla H37Rv, TbD1’deki ve IS6110 gibi bazi
polimorfik gen bolgelerinde meydana gelen nokta mutasyonlar1 sonucunda Beijing,

Haarlem ve African olarak adlandirilan modern M. tuberculosis kokenleri ortaya

cikmustir (Sekil 1).!1:1213:21

M. canettiive diger DKKTB

Cok sayida dizi
polimorfizmi

» PGG1 (EAI "eskl’
€Al M. tuberculosis

Tiiberkiiloz basilinin
son ortak atasi

PGG1 (Beijing, CAS)
M. prototuberculosis

katG %3 CTG—=CGG
N

\

guA » ACC—=AGC (Haarlem, LAM, T, X)

~——»PGG3

"modern”
oe M. tuberculosis

M. pinnipedii

klasik

BCG Tokyo
M. bovis

BCG Pasteur

Sekil 1. Tiiberkiiloz basilinin evrimsel gelisimi>

Molekiiler tekniklerin gelistirilmesi ile birlikte 200’e yakin mikobakteri tiirii
kesfedilmistir. Bu kadar fazla tiiriin olusmasi bakterinin fenotipik 6zelliklerine gore
siniflandirilmasini oldukca giiclestirmektedir. Son yillarda bazi arastirmacilar tarafindan
genetik benzerliklerine gore olusturulan filogenetik agaclar ile siniflandirmalar da

yapilmaktadir.?
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2.1.4. Hiicre Yapisi

M. tuberculosis hareketsiz, spor olusturmayan ve aerobik bir bakteri olup 0,2-0,6
x 1-10 um boyutlarinda, hafif kivrimli veya diiz bir basildir. Basilin biiyiikligii ve sekli,
lireme ortamina ve siiresine bagli olarak degiskenlik gdsterebilir. Basillerin boliinmeden
sonra hidrofobik karakterleri sebebi ile birbirlerinden ayrilmadan biiyiik kiimeler
seklinde ¢ogalmalari kord faktor (serpentine cord) olarak tanimlanmustir.!”

TB basilinin hiicre duvar yapis1 diger bakterilere gore oldukca kalin ve lipid orani
yiiksektir. Hiicre duvarmin dis kisminda mikolik asit olarak adlandirilan 60-90
karbonlu, uzun ve dalli yag asitleri yer alir (Sekil 2). Mikolik asitler arabinogalaktan
molekiilleri aracilifiyla daha i¢ kisimlardaki peptidoglikan tabakaya baglanirlar. Distan
ice dogru mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu saglam yapi, bir
zith  gibi  hiicreyi ¢evreler. Bu yapmin saglamligi  lipoarabinomannan,
mannofosfoinositid, serbest lipid ve polipeptidlerin de katilimiyla daha da artar.
Arabinogalaktan tabakasi, mikolik asitlerle peptidoglikan arasinda koprii gérevi goren
dallanmis bir polisakkarittir. Hiicre duvarinin bu kompleks ve kalin yapist hiicreyi
bir¢ok ilag molekiiliine kars1 dogal direngli hale getirmektedir. Ayrica hiicre duvarinda
peptidoglikan bulunmasi sebebi ile Gram pozitif bakterilere benzeseler de bu yapidaki

lipidlerin fazla olmas1 nedeniyle yaygin anilin boyalarla boyanmalar1 zordur.**

2.1.4.1. Peptidoglikan Tabaka

TB basilinde hiicre duvarinin en 6nemli o6zelliklerinden birisi kemotip-IV
peptidoglikan yapiya sahip olmasidir. Diger bakterilerden farkli olarak N-asetil-
glukozamin ve N-glikozilmuramikasit’in, betaglikozid ve fosfodiester baglarla
baglanmasindan olusan bir heteropolimer yap1 bulunmaktadir. Kemotip-IV
peptidoglikan yapida muramik asidin asetillenmis yapist yerine glikolik asitle
glikozillenmis formu bulunmakta ve tetrapeptit yan zincirler diaminopimelik asit
icermektedir. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bolgesinin iskeletini
olusturmak tizere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asitin baglanmasina benzer bir
disakkarit fosforil koprii ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktani kovalent olarak
baglar. Pepdidoglikan yap1 bakteriye seklini verir, hiicre duvarina biitiinliik ve sertlik
kazandirir. Tetrapeptid yapida yer alan diaminopimelik asitler ile lizozimlere karsi

diren¢ kazanirlar.!”
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Sekil 2. M.tuberculosis hiicre duvar yapisi?

2.1.4.2 Mikolik Asit Yapisi

Arabinogalaktan ve glikolipidler arasinda yer alan uzun zincirli doymus yag
asitlerinden olan mikolik asit hiicre duvarimin 6nemli yapilarindandir. Mikolik asitler
tim hiicre duvart kuru agirligmin % 50’sini, hiicre lipidlerinin % 60’1n1 olusturlar.
Mikolilarabinogalaktan-peptidoglikan kompleksinde en fazla bulunan mikolik asit tiiri,
oksitlenmis gruplari icermeyen 60 karbon biiyiikliigiindeki D-mikolik asitlerdir.
Yapisinda bir ¢ift bag veya siklopropan halkasi igerir. D-mikolik asitler M.tuberculosis
de dahil olmak {tizere bir ¢cok mikobakteri tiirlinde goriilen major mikolik asitler olup
tiim mikolik asitlerin % 25’den fazlasini olustururlar. Mikobakterilerdeki peptidoglikan
tabaka kor bolgesinin iskeletini olusturmak {izere gram pozitif bakterilerdeki teikoik
asitin baglanmasina benzer bir disakkarit fosforil koprii ile bir heteropolisakkarit olan
arabinogalaktan1  kovalent olarak  baglar.  Tetrapeptit yapida yer alan

diaminopimelikasitler ile lizozimlere kars: direng kazanirlar.!”
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2.1.4.3. LipoglikanYap1

M. tuberculosis hiicre duvarinda bulunan Lipomannan, fosfatidil-myo-innositol
mannozid, lipoarabinomannan ve arabinan molekiillerini igeren patogenezde onemli
gorevleri olan yapilardir. Konak hiicreye tutunmada etkili oldugu gibi fagositozun ve
fagozom-lizozom birlesmesinin engellenmesi bir¢ok viriilans faktoriinde de etkili

olduklar1 gosterilmistir.?

2.14.4. Wax D
Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvaninin etkisini arttirict 6zellige
sahiptir. Timor geriletici 6zellige sahip olup, BCG asisinin bazi timdrlerde gerilemeye

neden olan immiinoterapotik etkisinde rolii vardir.?’

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

Tiiberkiiloz basilinin kiime olusturmasina neden olur. Adjuvan etkiye sahiptir ve
komplemani alternatif yolla aktive eder. Onemli bir virulans faktériidiir. Graniilom
olusumunda rol oynar. PNL gdciinii inhibe eder. Konak hiicre mitokondri membranina

tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasar yapar.?’-8

2.1.5. Genetik Ozellikleri

M. tuberculosis H37RV nin genomu 4.411.532 baz ¢iftinden (bp) olusmaktadir.
Kromozom halkasal yapida ve Escherichia coli genomuyla yaklasik ayni biiytkliiktedir.
M. tuberculosis’in genomu M. smegmatis gibi hizli lireyen mikobakteri tiirlerinden daha
kisadir. Bu durum hiicre i¢i ortamdaki genetik izolasyona ve hiicre i¢i ortamda gereksiz
olan genlerin kaybma baglanmaktadir. M. tuberculosis genomunun G+C igerigi %
65,6 dir. Yiiksek G+C igerigi bakterinin aerobik yasam sekliyle iliskilidir. Buna karsin,
M. tuberculosis anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek metabolik potansiyele
sahiptir. M. tuberculosis’in genomunda psddogenler ¢ok az yer kaplamaktadir; genomda
yaklasik her 1,1 kb basina bir gen diiser ve potansiyel kodlama kapasitesinin tamamina
yakini (% 91) kullanilir. Son bilgilere gore basilin genomunda 3.993’{i protein 50’si
stabil RNA kodladig1 diisiintilen 4.043 adet gen tanimlanmistir. Bakteriler arasinda

genlerin horizontal transferi fajlar, plazmidler ve transpozonlarla olmaktadir. Ancak M.
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tuberculosis’de viriilans veya patojeniteden sorumlu olabilecek horizontal gen
transferiyle alimmis genetik adalar gosterilememistir. M. tuberculosis’de patojenite
adalarinin yam1 sira plazmid de bulunmamaktadir. Buna karsin M. tuberculosis
genomunun yaklastk % 4’4 hareketli genetik elemanlar (IS) ve profajlardan
olugmaktadir. Bu elemanin kopya sayist M. tuberculosis H3;Rv’de 16 iken farkl
kokenlerde 0 ile >25 arasinda degismektedir. Bu 6zelligi nedeniyle IS6110 temelli
tiplendirme  yontemi  molekiiler = epidemiyolojik  ¢alismalarda  basariyla

kullanilmaktadir.?®

2.1.5. Tiiberkiilozda Bulas ve Patogenez

TB basili, akciger veya larenks tiiberkiilozlu hastalarin havaya dagilan
sekresyonlarin sivi kisminin buharlasarak kiiciik solid bir maddeye doniismesi ve
“damlacik cekirdegi” adini alan bu partikiillerin, saglikli kisilerce solunum yolu ile
alinmasi sonucu bulasir. Damlacik ¢ekirdekleri ile organizmaya giren basil senelerce
metabolik olarak inaktif (dormant durumunda) kalabilir. Bu donemde “latent” bir
tiiberkiiloz enfeksiyonu s6z konusudur.

Solunum yolundan girerek alveollere kadar ulasabilen basiller burada alveoler
makrofajlarca fagosite edilir. Alveoler makrofajlarla olan ilk karsilasmada basilin
dayanikliligi, basilin virulanst ve alveoler makrofajlarin bakterisidal aktivitesi olaymn
seyrini belirleyici degiskenlerdir. Bu donemde makrofajlarin gosterdigi antimikrobiyal
yanit ve proinflamatuvar direng kuvvetli olmadig1 i¢in basillerin bir kismi biitiinliigi
bozulmadan canli kalirken, bir kism1 da makrofajlar iginde kismen antijenik pargalara
ayrilir. Makrofajlarin tiiberkiiloz basili ile etkilesimleri farkli reseptorleri sayesinde
gerceklesmektedir. Makrofaj reseptorlerinin en 6nemlileri Fc, kompleman, mannoz,
stirfaktan, CD14, CD43, TLR-2 ve TLR-4 reseptorleridir. Konagin dogal savunmasinda;
ist solunum yolunun fiziksel engeli, fagositoz, fagositik hiicrelerin salgiladig1 reaktif
nitrojen ve oksijen Tlriinleri, inflamatuvar hiicreler ve saldiklar1 sitokinler, alveoler
makrofajlarin kimyasal yapisim1 degistirmesi, apopitoz ve genetik faktorlerin rol
oynadig1 bilinmektedir.>%-3!-32

Makrofajlar i¢inde bulunan biitiinliigli korunmus, canli basiller makrofajlar
icinde ¢ogalirlar. Cogalan basiller alveoler makrofajlarin biitiinliiglinii bozar ve basiller

serbestlesir. Makrofajlarin  yikimiyla agiga c¢ikan kemokinler farkli inflamatuvar
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hiicrelerin olay yerine go¢iline neden olur. Monositler, T lenfositler, y3T lenfositler, NK
hiicreler de bu donemde lezyon bolgesine gelmeye baslar. Yeni alveol makrofajlari ve
monositleri basilleri yutarlar. Basiller c¢ogalmay1 siirdiirerek konak¢r hiicrelerini
oldiirtirler ve yerel yayilma gdosterirler. Replikasyon siiresi 15-18 saat olan bir
tiiberkiiloz basili kontrolsiiz ¢ogalma sathasinda 20 giinde 54x107 basil diizeyine ¢ikar.
Bolgeye goc eden monosit ve lenfositler graniilom olusumunu baslatirlar. Lenfo-
hematojen yayilim sirasinda basiller en ¢ok akcigerler (apeks), bobrekler, uzun kemikler
ve vertebralara yerlesir. Saglikli bireylerde lenfo-hematojen yolla viicuda dagilan
basillerin olusturdugu kiiclik kazedz odaklar makrofajlarca temizlenmektedir. Biiyiik

kazedz odaklar ise fibroz bir kapsiil ile gevrilerek (tiiberkiilom) izole edilmektedir.

2.1.6. Tiiberkiilozda immiin Cevap

TB enfekiyonunda immiin yanit basilin konak tarafindan patojen olarak
algilanmasi ile baslamaktadir. Bunu takiben dogal immiin yanit olusmakta ve daha
sonra kazanilmis immiin cevap devreye girmektedir (Kleinnijenhuis ve ark.). Makrofaj
veya Dentritik hiicreden (DH) salinan IL-12 etkisi ile CD4 T lenfosit, IFN-y salan TH1
fenotipine farklilasmaktadir. TB’a karsi esas immiin yanit TH1 aracili yanit (IFN-y ve
IL-12 olusumu) ve TNF-a olusumu ile iliskilidir. TH1 hiicreleri IFN-y salinim ile
makrofaj, NK ve CD8 T hiicrelerini aktive etmektedir. [FN-y makrofajin fagositik
kapasitesini arttirmakta ve bdylelikle makrofaj ve T hiicrelerinin etkilesimi ile TB ile
miicadele edilmektedir.’33*

IFN-y olusturan CD4 T hiicreler, TB antijenlerini sunan enfekte makrofajlar
tanimakta ve bunlarn Oldiirmektedir. Enfeksiyonun ilerlemesi genel olarak
durdurulmakta ancak, bazi direngli basiller konak savunmasinin kurtulmakta ve
dormant basile haline gegmekte ve immiin sistemin yok etmesine kars1 kalici bir hale
doniismektedir. Bireysel immiin duruma baglh olarak bazi graniilamat6z lezyonlarin bir
kism1 mikrogevrede TB’nin varligini siirdiirmesine izin verirken bir kismi1 da immiin
cevabi tamamen baskilamaktadir.*?

CDS8 T hiicreler, IFN-y ve IL-15 ve IL-18 gibi monokinler iireterek hiicre
cevabinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira, TB ile enfekte
makrofajlara karsi sitotoksik etki gostermekte ve boylece TB’ye karsi konak cevabinda

onemli bir rol almaktadir. CD8 T hiicrelerin baslica gorevi apoptozistir. TC1 hiicrelere
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dontigiirler ve granzyme ve granulisin enzimlerini sitoplazmalarindaki vakuollerinde
biriktirmeye baglarlar. Graniillerinde bulunan perforin ve graniilizin maddelerini
salgilayarak enfekte konake1 hiicreyi lizis yoluyla oldiiriirler. CD8 T hiicrenin enfekte
hiicreyi oldiirmede diger bir mekanizmasi Fas-FasL etkilesimini arttirmasidir. Aktive
CD8 T hiicrede sentezlenen Fas ligandlari, hedef hiicre yiizeyinde bulunan Fas
reseptoOrii ile baglanir. Bu etkilesim sonrasinda hedef hiicrede kaspaz aktivasyonu ile
hiicrenin apoptozis siireci baslatilir.?>-

NK hiicreleri, TB enfeksiyonunda IFN-y salinimi ile makrofajin aktivasyonunu
saglamakta ve bakterinin 6ldiiriilmesine, fagozomal olgunlagmaya ve fagositoza katkida
bulunmaktadir. NK hiicreleri TB ile enfekte monosit ve makrofajlar tarafindan
uyarilabilmekte ve apopitozu indiiklemektedir NK hiicreler, ylizeylerinde bulunan IgG
yapida antikorlarin Fc reseptorii olan FcaRIIIA reseptorleri (CD16) araciligiyla, plazma
hiicreleri tarafindan olusturulan spesifik yapida IgG antikorlarinin hiicre ylizeyine
baglanarak isaretledigi tiiberkiiloz basili ile enfekte makrofaj1 tanirlar ve hedef hiicrenin
apoptozis yoluyla oliimiine neden olurlar. NK hiicrelerin bu fonksiyonu “antikor
bagimli hiicre aracili sitotoksisite” olarak bilinmektedir. Ayrica NK hiicresi, TB’ye

kars1 T hiicre cevabini da diizenlemektedir.?”-3

2.1.7. Tiiberkiiloz Tanis1

Tiiberkiilozun  tanisinda  altin  standart  bakteriyolojik  olarak  etkenin
gosterilmesidir. Hastanin degerlendirilmesinde kapsamli bir tibbi yaklasim gerekir:
hastanin dykiisii, fizik bulgulari, akciger filmi, tiiberkiilin deri testi ve Interferon Gama
Salinim Testi ile hastaliktan stiphelenilir ve bakteriyolojik ya da histolojik inceleme ile

tan1 kesinlestirilir.

2.1.7.1. Klinik Tam

Tiiberkiiloz hastalarinda semptomlar ¢ok spesifik olamamakla beraber oykii ve
fizik muayene taniya oldukca yardimci olmaktadir. Hastalarda en sik goriilen sikayetler;
Iki haftadan uzun siiren oksiiriik (cogu zaman balgamla birlikte goriiliir; bazen kanl
olabilir), halsizlik, istahsizlik, gece terlemesi, gogiis agrisi, sirt agrisi, yan agris1 (plevra
tutulumu oldugunda solunumla degisen agri), nefes darligli(lezyonlarin yaygin oldugu

ya da plevra sivisinin fazla oldugu durumlarda goriliir), ses kisikligidir(larinks
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tutulumunda). Kilo kayb1 ve ates (araliklidir; sabahlar1 yoktur, aksam yiikselir, gece
terlemeyle birlikte diiser) one ¢ikan bulgulardir. Hastanin TB agisindan riski artiran bir
saglik sorununun olup olmadig1 da sorgulanmalidir. Ozge¢misinde diyabet, bagisiklig
baskilayacak hastalik ya da tedaviler, meslek anamnezi taniya yaklagsma ag¢isindan
onemlidir. Ayrica hastanin son 2 yilda yasadig1 yerler 6grenilmelidir. TB hastalig1 ya da
stiphesi olan kisilerde, dnceden TB hastalig1 gecirip gecirmedigi 6grenilmelidir. TB
hastalig1 gecirmisse, tarihi, taninin nerede konuldugu, tedaviye kimin bagladigi,
baslangicta balgamda basil olup olmadig1 sorulur. Hastalifi doneminde kullandigi
ilaclar ve siiresi sorulur. Akciger tiiberkiilozunda fizik muayene bulgusu olmayabilir.
Seyrek olarak lokalize raller ve 0ksiiriik sonrasi raller olabilir. Konsolidasyon varliginda
bronsiyal sesler duyulabilir. Plevra sivis1 ya da plevra kalinlagsmasi bulgular1 olabilir.
Hepatomegali, splenomegali erigkin tip tiiberkiilozda nadirdir. Uzun siirmiis hastalikta
comak parmak olabilir. Hastalarin yaridan ¢ogunda ates saptanir. Ilerlemis hastalikta
genel durum bozuklugu, kaseksi ve dispne goriilebilir. Bazen hastalarda eritema
nodozum, flikteniiler konjonktivit, lenf bezi biiylimesi tespit edilebilir. Taniya
radyolojik  tetkiklerin  6nemli derecede katkisi vardir. Akciger grafisini
degerlendirmeden Once filmin uygun teknikle ¢ekilmis olmasina dikkat etmek gerekir.
Filmin dansitesi iyi olmali, simetrik ¢ekilmeli, akcigerleri igermeli, hasta derin
inspirasyon yapmis sekilde cekilmelidir. Filme ait teknik sorunlar yanlis okumalara
neden olabilir. Akciger tliberkiilozunda hemen daima radyolojik bulgu vardir. Nadiren
film normal de goriilebilir. Primer tiiberkiilozda genellikle orta ya da alt zonlarda
infiltrasyon olur; birlikte aymi taraf hilus lenf bezleri biiyiir. Biiyiiyen lenf bezleri basi
yaparak atelektazi yapabilir. Konsolidasyon, plorezi goriilebilir. Miliyer tutulum
olabilir. Eger primer olay, hiicresel bagisiklik gelistikten sonra siirerse kavite olabilir.
Bu duruma "ilerleyici primer tiiberkiiloz" denir. "Eriskin tipi akciger tiiberkiilozu"nda
iist loblarda infiltrasyonlar, kaviteler ve fibrozis goriilebilir. Yikim ve fibrozise bagh
hacim kayb1 siktir. Bu lezyonlar tek ya da iki tarafli olabilir. En ¢ok iist loplarin apikal
ve posterior ile alt loplarin superior segmentleri tutulur. Atipik bulgular olabilir; bunlar,
alt lob tutulumlari, plevra efiizyonu, miliyer golgeler, kitle lezyonlari, mediastende
bliylimiis lenf bezleri, pndmotorakstir. Kavite sik goriilmez. Bu atipik bulgular
genellikle diyabet, bobrek yetmezligi ve HIV pozitifligi gibi bagisiklik sistemi

bozuklugu olan hastalarda goriiliir. Akciger radyolojisinde, lezyonlar tiiberkiilozu
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diisiindiirebilir; fakat tiiberkiilozda goriilen lezyonlar baska bir¢ok hastalikta da vardir.

Yalmz radyoloji ile tiiberkiiloz tanis1 konulamaz.*

2.1.7.2 Tiiberkiilin Deri Testi (TDT) ve Interferon Gama Salhmim Testleri
(AGST)

Siklikla aktif TB diisiiniilen kisilerde ya da TB ile enfekte kisilerle temas Oykiisii
bulunanlarda TB bulasinin ve latent TB enfeksiyonunun arastirilmasi i¢in yapilan
testlerdir. TDT uygulanmasinda 2 yontem kullanilir;

1. Mantoux yéntemi: Onkolun volar ya da dorsal bdlgesine 0,1 ml 5 TU PPD, 1
ml dizyem taksimatli bir kullanimlik 26-27 gauge kalinliginda igne uglu enjektor ile,
igne ucu yukariya dogru bakacak sekilde deri i¢ine yapilir. Deride 6-10 mm c¢apli bir
kabart1 olugsmalidir. Kabart1 yayilirsa bu uygulamanin cilt altina yapildigini gosterir. Bu
durumda bir ka¢ cm uzaginda test tekrarlanir. Test yerinde hiperemi ve endurasyon
olugsur. Hipereminin ¢ap1 onemli degildir. Endurasyonun capi1 48-72 saat sonra
palpasyonla, seffaf bir cetvelle milimetrik olarak Onkolun dogrultusuna dik olarak
(horizontal) okunur. Palpasyon metodundan baska Sokal’in tarif ettigi (ball-pointpen)
kalemle 6l¢iim metodu ile de endiirasyonunun ¢ap1 degerlendirilebilir. Bu metodda
kalem ucu deri reaksiyonunun 1-2 cm uzagindan baslayarak merkeze dogru kalem 45
°C egik olacak sekilde hareket ettirilir. Endiirasyon smirina ulasinca harekete karsi
direngle karsilasilir ve bu noktada kalem kaldirilir. Ayn1 hareket deri reaksiyonunun
kars1 bolgesinde tekrar edilir ve karsilikli ¢izgi lerin arasindaki uzaklik mm olarak
oOl¢iiliir. Palpasyon ve kalem metodunun karsilastiriimasinin yapildigr 1997 yilinda 96
hastalik calismada, kalem teknigi palpasyon teknigine goére % 38 daha az hatal
bulunmustur. Endurasyonun c¢apmin kaydedilirken ‘negatif’ yerine ‘0 mm’ olarak
yazilmasi daha dogrudur. Test yerinde biil, vezikiil ve benzeri reaksiyonlar goriilebilirse
de hasta saglig1 acisindan bir tehdit olusturmaz. Birkac haftada kendiliginden diizelecek
olan lezyona kesinlikle pomat veya antiseptik stiriilmemelidir (Sekil 3).

2. Multiple Delgi yontemi: Degisebilir uclu basligi olan standart tabancalar
kullanilmaktadir. Uglar1 ‘Old Tuberculin’ ya da PPD’yi 6 kisa igneyle deriye enjekte

etmektedir. Sonug 3 ila 7 giin i¢inde okunur.*°
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BCG’lilerde
0-5 mm Negatif kabul edilir

6-14 BCG’ye atfedilir

15 mm ve | Pozitif kabul edilir, enfeksiyon olarak degerlendirilir

ilizeri

BCG’sizlerde

0-5 mm Negatif kabul edilir

6-9 mm Stipheli kabul edilir, 1 hafta sonra test tekrarlanir; yine 6-9 mm bulunursa

negatif kabul edilir; 10 mm wve iizeri pozitif kabul edilir
10 mm ve | Pozitif kabul edilir

iizeri
Bagisiklig: baskilanmig kigilerde 5 mm ve iizen pozitif kabul edilir.*
Sekil 3. TDT Reaksiyonunun degerlendirilmesi*’

Son yillarda gerek immiinoloji gerekse mikrobiyal genetik bilimlerinde
kaydedilen gelismeler TB enfeksiyonu tanisinda yeni yontemlerin gelistirilmesini
saglamistir. BCG kokenlerinde ve TDM’lerin ¢ogunda bulunmayan, bu nedenle M.
tuberculosis’e 0zgil sayillan RD1 geni iirlinleri olan ESAT-6 ve CFP-10, tiiberkiiloza
O0zgil T hiicrelerinin belirlenmesinde TB hastaligi tanisinda test edilmistir. Bu
calismalar sonucunda antijene 6zgiil T hiicrelerinin TB tanisinda kullanilmasini esas
alan Quantiferon-TB (QFT), QuantiFERON-TB Gold (QFT-G), QuantiFERON-TB
Gold in Tube (QFT-GIT) ve T-SPOT.TB testleri gelistirilmistir. Bu testler genel olarak
IFN-y salinim testleri olarak adlandirilmigtir.*!

Genel olarak incelendiginde bugiine kadar yapilan calismalar IFN-y tabanli
testlerin TB enfeksiyonu tanisinda TDT’ye gore daha duyarli ve 6zgiil oldugunu
gostermektedir. IFN-y tabanli testler birbiri ile karsilagtirildiginda ise yapilan tim
calismalar g6z Oniine alindiginda duyarliliklar1 ve ozgiilliikleri arasinda biiyiik

farkliliklarin olmadig sdylenebilir.

2.1.7.3. Laboratuvar Tanis1

M. tuberculosis tanisinda akciger tiiberklozlu hastadan uygun kosullarda alinan
klinik materyal, vidal kapakli 6zel tasima kaplari icerisine konularak oda 1sisinda 2 saat
icerisinde laboratuvara ulastirilmalidir. Ornekler kalite ydniinden makroskopik olarak
incelenmeli ve kosullara uygun olmayan 6rnekler yeniden istenmelidir. Her drnekten
hazirlanan preparasyon aside direngli boyama yontemleri ile boyanarak incelenmelidir.
Sonrasinda ornekler dekontaminasyon-homojenizasyon-konsantrasyon islemlerine tabi

tutularak kiiltiire ekimi yapilmalidir.
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2.1.7.3.1. Mikroskopi

Balgam yaymasi1 mikroskopisi basit, hizlt ve ucuz bir tan1 yontemidir. Erlich-
Ziehl-Nielsen (EZN) ve Kinyoun boyama tekniklerinde TB basilleri mavi zeminde
kirmiz1 basiller, floresan mikroskopide Auramine-Rhodamine boya kullanilmasi
sonucunda basiller karanlik zeminde sar1 floresan verir sekilde goriiniirler. Direkt boyali
preparasyonlarda, balgamda 5.000-10.000 basil/ml varliginda pozitif sonu¢ alinabildigi
i¢cin duyarhlik diisiiktiir. Teksif islemi ile duyarlilig1 artirilabilir.

2.1.7.3.2. Kiiltiir

Kiiltir TB tanist i¢in altin standart yontem olarak kabul edilmektedir. Klinik
materyalden basilin kiiltiir ortaminda tiretilebilmesi gerek identifikasyon gerekse anti-
tiiberkiiloz ilag duyarlilik testleri i¢in dnemlidir. Kullanilan besiyerlerinin nutrisyonel
olusu ve klinik materyalde siklikla mikst flora bakterilerinin yer almasi ve kros
kontaminasyon riskinin yiiksek olusu sebebi ile gelismis biyo-giivenlikli laboratuvar
diizeneklerine duyulan ihtiyag, rutin mikobakteri kiiltiir uygulanmasini smirli hale
getirmektedir. Mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan test yontemleri kati bazl
yavag ve sivi bazli otomatize hizli sistemler olmak {izere iki bashk altinda
degerlendirilmektedir. Kat1 besiyerleri arasinda yumurta veya agar bazli Lowenstein
Jensen (LJ), Middlebrook 7H10-7H11 gibi besiyerleri bulunmaktadir (Tablo 3). Bu
besiyerlerinde lireme 21. glinde fark edilebilir. Sivi bazli Middlebrook 7H9 gibi
besiyerlerinde 7-11 giin gibi daha erken siirelerde lireme tespit edilebilir. Tipik koloni
morfolojisi olugturmalar1 ve daha bol iiremeleri nedeniyle 6zellikle primer izolasyonda
LJ besiyerinin kullanilmasi onerilmektedir. Yumurta bazli besiyerleri opak goriiniimlii
olmasina karsin, agar bazli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-
12 giin sonra mikroskop altinda incelenirse, olusan kolonileri gérmek miimkiin

olmaktadir.*?
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Tablo 3. Mikobakterilerin genel iiretim besiyerleri*

Besiyeri Icerik Inhibitdr Ajan

Lowenstein jensen | Koagiile tam yumurta, bazi Malasit yesili, 0,025g/100ml
tuzlar, gliserol, patates unu

Petragnani Koagiile tam yumurta, Malasit yesili, 0,052 g/100 ml
yumurta sarist, siit, gliserol,
patetes, patetes unu

Middlebrook 7H10 | Bazi tuzlar, vitaminler, Malasit yesili, 0.0025g/100ml
kofaktorler, oleik asit,
albiimin, katalaz, gliserol,
dextroz

Middlebrook 7H11 | Bazi tuzlar, vitaminler, Malasit yesili, 0,0025g/100ml
kofaktorler, oleik asit,
albiimin, katalaz, gliserol,
dextroz, % 0,1 kazein

hidrolizat
American Thoracic | Koagiile taze yumurta sarisi, Malasit yesili, 0,02 g/100 ml
Society Medium gliserol, patetes unu

(ATSM)

Bunun yani sira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin liremesini
etkin bir sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, LJ Gruft, Mycobactosel
LJ, Mitchison selektif 7H11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda besiyerlerinden en az
birinin selektif olmasi 6nerilir.

Gilinlimiizde bir¢cok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yanisira
tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin
cok daha yiiksek oldugu hizl kiiltiir sistemleri rutin inceleme amaciyla kullanilmaya
baslanmistir. Bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO2 olusumu ve oksijen
kullanim1 florometrik veya kolorimetrik olarak olgiilmektedir. Primer izolasyonda sivi
besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullanilmasi CDC tarafindan
onerilmektedir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansiin arttigi
bilinmektedir.?%4*

Rutinde kullanilan tam otomatize sistemler;

- ESP II (Extra Sensing Power) (Trek Diagnostics, Inc. ,Westlake, Ohio)
- MB/Bact T (OrganonTeknika, Durham, NC)

- BACTEC 9000 MB (BD Biosciences,Sparks, MD)

- BACTEC MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube, BD)
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2.1.7.3.3. Fenotipik Testler

M. tuberculosis kompleksi icinde yer alan tiirleri iireme hizlari, koloni
morfolojileri ve bazi1 biyokimyasal testlerle ayirt etmek miimkiindiir. Ancak her zaman
kesin tlir tanimlanmasi yapilamamaktadir. Ayrim i¢in koloni morfolojileri, oksijen
kullanimi, niasin birikimi, nitrat rediiktaz aktivitesi, katalaz aktivitesi, treme hizi,
tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (TCH) direnci ve pirazinamidaz iiretimine bakilir.
1980 lerde hiicre duvarindaki mikolik asitlerin incelenmesi prensibi ile ¢alisan yiiksek
performanshi likid kromatografi ile mikobakterilerin identifikasyon metodu

kullanilmaya baslanmistir(Tablo 4).!34?

Tablo 4. MTK tiirlerinin koloni morfolojileri ve biyokimyasal ézellikleri*

Testler M.tuberculosis | M.bovis | M.bovis | M.africanum M.microti M.canettii
BCG
Morfoloji R R R R R S
Pirazimidaz + - - + + +
Niasin + - - +/- + -
Nitrat + - - +/- - +
kullanimi
Ureaz +- - + +- +/- +
TCH Direngli Duyarl Duyarli Duyarl Duyarli Direncli
duyarlilig
Oksijen Aerobik Mikroaer | Aerobik | Mikroaerofilik | Mikroaerofilik | Bilinmiyor
ofilik
Piruvat - -+ + - - -
kullanmas1
2.1.7.3.4. Molekiiler Testler

TB tanisinda kiiltiir altin standart yontem olarak kabul edilmekle birlikte, tanida
oldukca yavas bir yontem olmasi nedeniyle son zamanlarda kisa siirede tan1 koyma
hedefine yonelik molekiiler testler ile ilgili ¢aligmalar giderek artmaktadir. Gerek
toplum saglig1 agisindan gerekse hastane enfeksiyonlarinin kontrolii agisindan hastaligin
hizl1 tanisi ve etkili sagaltimi1 6nem tagimaktadir.

NAA temeline dayali ve Amerikan Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) tarafindan
onaylanmis bircok molekiiler sistem vardir. Bunlardan birisi Amplicor MTB (Roche
Diagnostic Systems); Polymerase chain reaction (PCR) temeline dayanir. Bir digeri ise

Amplified M. tuberculosis Direct Test (AMTD) olup, GenProbe-Transcription-
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Mediated-Amplification (TMA) temeline dayanir. Amplicor MTB yayma pozitif
solunum yolu 6rneklerinde, AMTD ise yayma pozitif ve yayma negatif solunum yolu
orneklerinde FDA onaylhidir. Son zamanlarda DSO tarafindan 6nerilen NAA temelli, TB
tanisinda ve ayni zamanda ila¢ direncinin hizhi tespitinde kullanilan FDA tarafindan
onay almis Xpert MTB/RIF Assay (Cepheid) bircok iilkede yaygin olarak kullanilmaya
baslamustir. Ozellikle CID TB enfeksiyonunun yaygin olarak gériildiigii bolgelerde bu
yontemin kullanilmasi ile tan1 ve ilag direncinin hizli bir sekilde tespit edilmesi ve
enfeksiyonun yayilim hizinmn azaltilmasi planlanmaktadir.*®

Bugiin tiiberkiiloz tanisinda kiiltiir altin standart olma 6zelligini korumaktadir ve
molekiiler testlerin hi¢ biri kiiltiir yontemlerinin yerini alamamistir. Dogrudan tani
amact ile molekiiler testleri kullanmaya karar verirken kullanicilardan ve
uygulamalardan kaynaklanan birgok problem olabilecegi bilinmeli, iiretici firma
onerilerine kesinlikle uyulmali, kalite kontrol standartlari kesin sekilde uygulanmali ve
son derece segici ve dikkatli olunmalidir. Bu testlerin sonuglart mutlaka kiiltiir,

mikroskopi ve klinik bulgularla birlikte degerlendirilmelidir.*’

2.1.8. Tiiberkiiloz Tedavisi

Tiiberkiiloz tedavisi, uzun bir siireyi kapsayan ve hasta uyumu gerektiren bir
siirectir. DSO niin de 6nerdigi sekilde hastanin tedaviye uyumunu saglamak ve tedaviyi
sonuglandirmak icin DGIT stratejisi uygulanmasi sarttir. Tedavi basarisinin
sorumlulugu, oncelikli olarak ulusal halk saglig1 programina ya da tedaviyi saglayan
kisiye aittir. Tiberkiiloz tedavisi ile ilgili kisi ya da kuruluslarin sorumluluklar:
hastalara sadece uygun bir tedavi rejimini baglamakla bitmemektedir, ayn1 zamanda
baslanan tedaviyi basarili bir sekilde tamamlamak ve bu siire¢ i¢inde tedavi uyumunu
en yiiksek diizeyde saglamak gerekmektedir.

Tiberkiiloz tedavisinin amaglar1:

1) Balgam kiiltiirlerini en kisa silirede negatif hale getirmek ve hastaligin saglikl

bireylere bulasini 6nlemek,

2) Hasta bireylerde tam tedaviyi saglamak yasam kalitesini diizeltmek

3) Niiksleri 6nlemek

4) Ilag direngli tiiberkiiloz suslarmin ortaya ¢tkmasina engellemek

5) Hastaliga bagli 6liimleri 6nlemektir.
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Tiiberkiiloz tedavisinde etkin antibiyoterapi Streptomisin’in kesfi ile baglamistir.
Antitiiberkiiloz ilag tedavisinin kullanilmasi mevcut basillerinin biiyiikk ¢ogunlugunun
O0lmesine neden olmakta ve klinikte hizli bir diizelmeyi saglamaktadir. Ancak tekli
antibiyoterapide kullanilan ajana karsi kavernom igerisinde direng gelistirmis basiller
bulunabilmekte ve hastalik niiks etmektedir. Bunu Onlemenin yolu etkin bakterisidal
aktiviteye sahip coklu antibiyoterapi ile miimkiin olmustur.*3

Giiniimiizde tliberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar, birinci segenek (first line,
primer, major) ve ikinci secenek (second line, sekonder, mindr) ilaclar olarak iki grup
altinda incelenebilir. Birincil antitiiberkiiloz ilaglar izoniazid (INH), rifampisin (RIF),
streptomisin (STR), etambutol (EMB) ve pirazinamid’den (PZA) olusmaktadir. Bu
ilaclarin toksisiteleri disiiktiir ve kombine kullanilmalar1 durumunda oldukca
etkililerdirler. Basiller duyarli oldugu siirece tiiberkiiloz tedavisi bu ilaglardan olusan
tedavi rejimleri ile yapilmalidir. Ancak CID TB vakalarinda tedaviye ikinci segenek
ilaglar eklenmektedir. fkinci segenek ilaclar arasinda da PAS (Para-amino salisilik asit),
kanamisin, amikasin, kapreomisin, ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin,

etiyonamid, tiyoasetazon ve sikloserin gibi ilaglar yer almaktadir.*®

2.1.9. Ila¢ Direnci ve Antibiyotik Duyarlihk Testleri

Tiberkiilozun gliniimiizde halen global bir halk saglig1 problemi olarak oniimiizde
durmasinin en Onemli nedenlerinden birisi ilag direncli izolat sayisindaki artigtir.
Tiiberkiiloz basiline karsi etkinligi kanitlanmis bir ¢ok bakterisidal ajan olmasina
ragmen monoterapilerde gelismesi muhtemel bir mutasyona bagli olarak enfeksiyon
niiks etmektedir. Etkin bir tedavi i¢in ¢oklu ajan kullanim1 ve uzun siireli bir uygulama
sarttir. Ancak giiniimiizde gerek hasta uyumsuzlugu gerekse yanlis tedavi politikalari
MTK suslarinda goriilen ilag direng seviyesini oldukc¢a yukarilara ¢ekmistir. Birincil
antitiiberkiiloz (anti-TB) ilaglardan INH ve RIF direncine ek olarak herhangi bir
florokinolona ve parenteral verilen ikinci secenek anti-TB ilaglardan en azindan birisine
direng gelistirmis suslarla enfekte vakalar YID TB kabul edilmekte ve tedavisi ¢ok
zorlasmaktadir. CID TB ve YID TB ile enfekte vakalarinin gecikmeden tespiti, uygun
Onlemlerin alinmasi ve tedavinin bir an Once baslanmasi hastalifin yayilmasini

onlemede biiylik 6nem tasimaktadir. Molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle MTK in
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biitiin genomunun analiz edilmesi, ila¢ direncinin mekanizmalarinin aydinlatilmasina

biiyiik katkilar saglamigtir.*’

2.1.9.1. ilac Diren¢ Mekanizmasi

M. tuberculosis hiicre duvar yapisinin zengin mikolik asit icerigi bakteriye diisiik
permeabilite saglamakta ve antibiyotik gibi bir¢ok kemoterapdtik ajana karsi dogal
diren¢ kazandirmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda efliiks mekanizmasinin
da tetrasiklinler, florokinolonlar ve aminoglikozidler gibi antibiyotiklere kars1 dogal
direngte dnemli bir faktdr oldugu gosterilmektedir.>

Kazanilmig ilag direnci bakterilerde genellikle plazmidler, transpozonlar veya
integronlar gibi mobil genetik elementlerle horizontal gen aktarimi yolu ile
olugmaktadir. Ancak mikobakterilerde diren¢ gelisimi siklikla kromozomda olusan
spontan mutasyonlarin sonucu olusmaktadir. Tedavi siirecinde direngli suslarin
seleksiyonu meydana gelmekte ve enfeksiyon yeniden ortaya ¢ikmaktadir CID TB
fenotipinde suslarda tek bir gen mutasyonu dirence sebep olarak gosterilemese de, diger
ilaglara kars1 direnc¢ gelisiminin baslangicinda bir ilaca karsi direnci saglayan klasik
mutasyonlar ve takip eden diger mutasyonel degisimlerin birikimi arasindaki kompleks
iliski CID TB fenotiplerine sebep olmaktadir. Prokaryotlarda her replikasyon igin
mutasyon gelisme orani 0,0033 gibi diisiik bir diizeydedir. Mutasyon orani her baz ¢ifti
icin genom biytikligi ile ters orantilidir. Eski ¢aligmalar mutasyon oraninin segilen
ilaca bagiml oldugunu iddia etmistir. Ancak ilk segenek antitiiberkiiloz ilaglarin ¢ogu
icin, dirence sebep olan bilinen mutasyonlar1 da karsilayacak sekilde, bir basilde
spontan mutasyon goriilme ihtimalleri hesaplandiginda, her hiicre bdéliinmesinde
mutasyon goriilme ihtimalinin 10 oldugu gésterilmistir. iki ilagh bir kombinasyon
tedavide bu ihtimal 10'® olmaktadir. Bu hesaplama ile dirence sebep oldugu bilinen
gen/genlerdeki beklenen mutasyon ihtimali dikkate alindiginda, RIF i¢in mutasyon riski
3,32 x 107, INH i¢in 2,56 x 108, STR i¢in 2,29 x 10 ve EMB i¢in 1,00 x 107°dir. Es
zamanl olarak RIF+INH’da dirence sebep olabilecek mutasyonlarin bir basilde goriilme
ihtimali ise 1,00 x 10'%, INH+RIF+EMB icin; 1,00 x 10%° ve RIF+INH+STR icin;
1,00 x 102> dir. Diger taraftan aktif bir kavernde en gok goriilebilecek bakteri sayis1 10®
basildir. Kisacasi tedavi esnasinda aktif bir kavernde RIF direngli basil gelisme ihtimali

en fazla 0-1 arasindadir.**”!
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2.1.9.2 Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Duyarlilik sonuglart olmaksizin yapilan tiiberkiiloz tedavileri, tedavi basarisizligi
riskini ve antitiiberkiiloz ilaclarina karst direng gelisimini arttirmaktadir. CDC
kiltiiriinde MTK izole edilen her hastaya, ii¢ aylik bir tedaviden sonra yayma ve kiiltiir
pozitifligi devam eden veya tedaviye klinik yanitsizlik olan biitiin hastalara direng testi
yapilmasini 6nermektedir. Ayrica direngli tiiberkiiloza sahip bir hasta ile temas oykiisii
bulunanlar, HIV ile infekte olup kaviter lezyonlar1 olanlar, diisiik sosyoekonomik
sartlarda yasayanlar, yiliksek ila¢ direnci bulunan (primer izoniazid direnci % 4’den
fazla) bolgelerde olanlar tedaviye baglamadan once mutlaka direng varligi yoniinden
incelenmelidir.>?

MTK in antitiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarliligini belirlemede en giivenilir ve en
hizli yéntemi bulmak amaciyla ¢ok sayida duyarlilik yontemi gelistirilmistir. Ilag
duyarlilik testleri;

1) fllag igeren ve igermeyen kiiltiir ortaminda iiremenin makroskopik olarak

1zlenmesi

2) Metabolik aktivitenin ya da iirlinlerinin 6l¢iimii ya da iirlinlerinin tespiti

3) Mikobakterifaj ile lizis

4) Molekiiler tekniklerle genetik mutasyonlarin tespiti esaslarina dayanir.

MTK in antitiiberkiiloz ilaglara duyarliligimi belirlemek amaciyla uygulanan
deneylerde, direkt ve indirekt olmak tizere 2 yontem kullanilmaktadir. Direkt yontemde,
preparatinda aside direngli bakteri goriilen klinik 6rneklerin, mililitresindeki ortalama
bakteri sayis1 hesaplanarak, homojenizasyon-dekontaminasyon islemleri sonrasinda
ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekimi yapilir. Indirekt yontemde ise, klinik drneklerden saf
kiiltiir halinde aside direngli bakteri izole edilir, uygun inokulum hazirlanarak ilach ve

ilagsiz besiyerlerine ekim yapalir.>?

2.1.9.2.1. Fenotipik Testler

a- Klasik Kiiltiir Yontemleri
- Orant1 (proporsiyon) Y dntemi
- Mutlak Konsantrasyon Y ontemi

- Direng Oran1 Y ontemi
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b- Hizh Kiiltiir Yontemleri

- Radyometrik Kiiltiir Sistemi

- Floresan Kiiltiir Sistemi

- Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi

- Karbondioksit Olusumunu Tespit Eden Sistem

- E-test

c- Bakteri Varhigina Dayanan Yontemler
- Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi (LRP)
- Biyoluminesans Y ontemi

- Flow Sitometri Yontemi

Fenotipik testlerin degerlendirilmesinde iki kavram onem tasimaktadir. Bunlardan
birisi olan kritik konsantrasyon; ilagli besiyerinde, belli bir oranda veya miktarda
bakteri liremesine izin veren antibiyotik konsantrasyonunu ifade etmektedir. Diger
kavram olan kritik proporsiyon ise, kritik konsantrasyonun iiremesine izin verildigi
direngli basil toplulugunun oranidir. Yapilan klinik ve bakteriyolojik c¢alismalar
sonucunda antitiiberkiiloz ilaglara direngli basil orani, genel olarak % 1 diizeyi kriter
alinarak ayarlanir. Ilagh besiyerinde iireyen bakteri sayis1 % 1’in altinda ise bakteri o

ilaca duyarli, % 1’in iizerinde ise direngli olarak kabul edilmektedir.

2.1.9.2.1.1. Klasik Kiiltiir Yontemleri

2.1.9.2.1.1.1. Orant1 (Proporsiyon) Yontemi

Antitiiberkiiloz ilaglara direngli basil orani, yapilan ¢aligmalar sonucunda genel
olarak % 1 diizeyi kriter alinarak ayarlanir. Direncin % 1 oranini tayin etmek i¢in
kontrol besiyerinde kullanilan bakteri miktar: ilagh besiyerindekinden 100 defa daha
azdir. Ilagh besiyerinde iireyen kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki kolonilerin
sayistyla karsilagtirilir. Belli bir ilaca direngli basillerin orani hesaplanip, test edilen
popiilasyona ylizdesi olarak belirtilir. Bu test i¢in koagulasyondan once ilag eklenmis LJ

besiyeri, Middlebrook 7H10 kullanilabilir. Tlagsiz kontrol besiyerinde 200-300 koloni
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olusturan ekim Ornegi, bu yontem i¢in en uygun olanidir. Bu yogunlukta basil iceren
ornegin elde edilebilmesi icin Once kiiltiirde iiretilmis bakteriden 1,0 McFarland
bulanikliginda siispansiyon hazirlanir. Hazirlanmis homojen siispansiyondan 107!, 1073,
107 veya 102, 10™* liik diliisyonlar hazirlanmaktadir. Bu diliisyonlardan ilagsiz kontrol
besiyerine ve ilagh besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilmis tlipler 3—4 hafta inkiibe
edildikten sonra olusan koloniler sayilir. Test edilen sus belli bir antibiyotige karst % 1
veya daha yiiksek oranda direncli ise sonu¢ direncli; % 1’in altindaki oranlarda

direngliyse sonug duyarli olarak yorumlanir. Oran hesaplanirken su formiil kullanilir;

Ilach besiyerindeki koloni sayist
e S x 100 = Direng Yiizdesi
Kontrol besiyerindeki koloni sayisi

Bu yontem indirekt olarak primer kiiltiirde iiremis bakteriden veya direkt olarak
mikroskobide aside direngli bakteri goriilen hasta materyalinden yapilabilir. Uzun yillar
test edilmis, metodolojik calismalar yapilmis, uluslararasi komitelerce onaylanmis bir

yontemdir.>

2.1.9.2.1.1.2. Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine, 2 x 10° - 1 x 10* cfu/ml mikobakteri
iceren inokiilum ekilir. Inokiilim miktar1 100.000 basili ge¢memelidir. Ilk
degerlendirme ikinci haftanin sonunda yapilir. Son degerlendirme dordiincii haftanin
sonunda yapilir. ilagh besiyerinde 20’den fazla koloni olmasi o ilaca bakterinin direncli
oldugunu gosterir. Yeterli metodolojik ¢aligmalar yapilmadigindan hata orani yiiksektir.

Ekim 6rneginin hassas bir sekilde hazirlanmas1 ydntemin en énemli zorlugudur.?

2.1.9.2.1.1.3. Diren¢ Orani1 Yontemi

Bu testle farkli diliisyonlarda ila¢ igeren besiyerlerine ekilen bakteriler igin
ilaglarin Minimal Inhibitor Konsantrasyon (MIK) degeri belirlenebilmektedir. Ilach
besiyeri igeren tiiplerin bir sirasina antitliberkiiloz ilaglarin hepsine duyarli oldugu
bilinen M. tuberculosis H7Rv inokiile edilir. Bu yontemde 10° cfu/ml’lik inokulum

kullanilir. Test edilen kokenin MIK degeri, M. tuberculosis H37Rv’nin MIK degerinden
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8 kat veya daha fazla yiiksekse o ilaca direncli oldugu kabul edilir. Degerlendirilmesi

zordur, yeterli metodolojik ¢alismalar yapilmadigindan hata oran yiiksektir.>

2.1.9.2.1.2. Hizh Kiiltiir Yontemleri

2.1.9.2.1.2.1. Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460-BD)

Homojenizasyon ve dekontaminasyon islemlerinden gegirilen klinik 6rneklerden,
zenginlestirilmis 14C isaretli palmitik asit igeren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
bulunan siselere (Middlebrook 7H12) ekim yapilir. Yag asiti kullanilinca 14 CO2 ortaya
cikar ve siseler periyodik olarak BACTEC 460 cihazina yerlestirilerek 14 CO2 tespit
edilmeye calisilir. Olusan 14 CO2 miktar1 tireme indeksi (GI) olarak cihaz tarafindan
tespit edilir. GI: 500 olunca duyarlilik testi yapilir. Bir antitiiberkiiloz ilag¢ besiyerine
eklendiginde organizma duyarli ise lireme baski altina alinir. Bu kontrole kiyasla giinliik
tireme indeksinde azalma veya c¢ok kiigiik artis seklinde tespit edilebilir. Organizma
direncliyse ¢ok az veya hi¢ baskilanma goriilmez. Direncin % 1 oranini tayin etmek i¢in
kontrol sisesinde kullanilan bakteri miktar1 ilacli sisedekinden 100 defa daha azdir.
DSO standart olarak dnerdigi bir sistemdir. Primer antitiiberkiiloz ilaglarin yani sira bazi
sekonder antitiiberkiiloz ilaglarin duyarlilik testleri de yapilabilmektedir Giinliik is yiikii
fazlaligi ve radyoaktivite iceren atiklarinin olmast dezavantajidir. Geleneksel
yontemlerle ortalama 21 gilinde sonug¢ alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7 giinde

cikmaktadir.”?

2.1.9.2.1.2.2. Floresan Kiiltiir Sistemi (BACTEC MGIT 960-BD)

Middlebrook 7H9 igeren dip kismi ruthenium kompleksi bulunan silikon bir
tabaka ile kapl tiipler kullanilmaktadir. Tiip i¢cinde bulunan oksijen yogunlugunun fazla
olmasi nedeniyle tiip dibine gonderilen UV 1sinina karsi floresan 1sima olugmazken,
oksijenin mikobakteri veya kontaminant mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak
tiketilmesi ve CO2 birikmesi sonrasi tiip dibine gonderilen UV 1sin1 ruthenium
kompleksindeki degisiklik nedeniyle floresan vermektedir. Tespit edilen floresan
miktar1 lireme indeksi olarak ele alinmakta ve kiiltiir pozitifligi agisindan
degerlendirilmektedir. Duyarlilik testi icin ilagsiz ve ilagh tliplere esit miktarda bakteri

ekimi yapilip bu tiiplerdeki iireme karsilastirilir. ilagsiz tiipte iireme tespit edildikten
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sonra 48 saat igerisinde ilacl bir tiipte lireme olursa, bakterinin o ilaca direngli oldugu
kabul edilir. Ureme orani ve tespit edilme zaman1t BACTEC 460 ile aynidir. Rayoizotop
kullanilmamas1 avantajidir. Siirekli monitorizasyon ile 960 tiipiin ayn1 anda takibini
saglamasi ve bilgisayar verileri vermesi nedeniyle is yiikii daha azdir. Ancak

kontaminasyon oranlar1 yiiksektir.>?

2.1.9.2.1.2.3. Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi

MB / BacT / ALERT MB.

Kolorimetrik olarak besiyerinde olusan CO2 diizeyini Olgerek mikobakteri
tiremesini degerlendirir. Radyoizotop icermez. Tam otomatiktir, bilgisayar destegi
mevcuttur. Duyarlilik testi yapilabilmektedir. Testlerin sonuglanma siiresi BACTEC

460’dan daha uzundur. Etambutol i¢in duyarlih@ diisiiktiir.>?

Alamar Blue Oxidation-Reduction Indicator (Accumed)

Bakteri ilaghh ve ilagsiz Middlebrook besiyerlerine ekilerek 10-14 giin inkiibe
edilir. Kontrol tiipiine Alamar mavisi eklenip, 50°C’de 2 saat bekletilir. Rengin maviden
pembeye donmesi iireme oldugunu gosterir. Ureme tespit edilmigse ayni islem ilagh
tiiplere uygulanir. Pembeye donmenin goriildiigii tiiplerde tireme oldugu, o tiiplerdeki
ilaglara kars1 bakterinin direncli oldugu tespit edilir. Uremenin ne zaman olacag: tam
olarak tahmin edilemediginden birden fazla kontrol tiipli hazirlanmasi ve belli

araliklarla bu tiiplerde iireme arastirilmasi gerekmektedir.>?

2.1.9.2.1.2.4. Karbondioksit Olusumunu Tespit Eden Sistem; ESP Culture
System II (Accumed)

Modifiye Middlebrook 7H9 sivibesiyeri igeren siselerde mikobakterilerin
olusturdugu gaz ve olusan basinci dlgerek iireme degerlendirmesi yapan, tam otomatik,

radyoaktif olmayan, bilgisayar destekli bir sistemdir. Primer antitiiberkiiloz ilaglar test

edilebilmektedir.>?

31



2.1.9.2.1.2.5. E Test (AB BIODISK)

Primer antitiiberkiiloz ilaglara kars1 MiK degerlerini belirlemek icin kolay bir
yontemdir. Agik sistem oldugundan uygulama ve okunmasi sirasinda dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Ulkemizde yapilan bir calismada E test ile 7H11 agar proporsiyon
metodu arasinda uyum isoniazid, rifampisin, streptomisin, etambutol icin sirasiyla %
83,1, % 78,8, % 84,7, % 80,5 olarak tespit edilmis olup sonug¢landirma siiresi E test i¢in

7 giin, agar proporsiyon igin 21 giin olarak bulunmustur.>?

2.1.9.2.1.3. Bakteri Varhgina Dayanan Yontemler

2.1.9.2.1.3.1. Lusiferaz Tasiyic1 Faj Yontemi

Bu yontemde, ates boOceginin lusiferaz genini tasiyan bir mikobakteri faji
kullanilmaktadir. Bilindigi gibi, fajlar kendilerine 6zgii canli bakterileri enfekte ederler.
Lusiferaz geni tagiyan bir faj ile enfekte olan mikobakterilerde lusiferaz geninin
transkripsiyonu ve faj cogalmasi ile bol miktarda lusiferaz eksprese edilir. Ortama
lusiferaz enziminin substrati olan lusiferin eklendiginde, mikobakteri hiicre duvar ve
membranimni hizla gegen lusiferin, adenozin trifosfat (ATP) varliginda lusiferazin
katalize ettigi bir kimyasal reaksiyon sonucunda oksilusifenine doniisiir ve 151k olusur.
Olusan 151k bir luminometre veya fotometre ile Olciilebilir. Olusan 15181in miktar faj
enfeksiyonu ve hiicresel ATP miktarina yani ortamdaki canli mikobakteri sayisina
baglidir. Antitiiberkiiloz ilaglara duyarl bakteriler 151k olusturmaz iken, direngli olanlar

151k olusturmaya devam eder.>

2.1.9.2.1.3.2. Biyoluminesans Yontemi

Yasayan tiim canlilarda ATP varligina dayanan bir yontem olup bakteriyel
kiiltiirlerden ATP ekstraksiyonu ve 6l¢iilmesi ile yapilir. Uygun konsantrasyonlarda
McFarland 0,5'e gore bulaniklig1 ayarlanmis siispansiyondan ilagh tiiplere eklenir. ilag
icermeyen kontrol tiipleri ile birlikte 35°C'de 10 giin enkiibe edilir. Daha sonra bu
kiltlirlerden alinan bir miktar sivi, 0,1 pl Tris tamponu ve EDTA igeren cam tiiplerde
bes dakika kaynatilarak hiicreler parcalanir, oda 1sisinda sogutulur ve iizerine ATP
monitorize edici madde eklenerek 1s1k iiretimi yoniinden luminometre ile incelenir.

Olusan 151k miktari, hiicresel ATP ile dogru orantilidir. Ortamda ne kadar ¢ok canli
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hiicre varsa 1s1k tiretimi o kadar fazladir. Antitiiberkiiloz ilaglara duyarli olanlar 151k
tiretimi yapamaz. ATP aktivitesinin kontrol kokenine gore % 40 veya daha altina

inmesi, o ilaca kars1 duyarlilig1 gdsterir. Sonuglar ortalama bir haftada alinir.>?

2.1.9.2.1.3.3. Flow Sitometri Yontemi

Flow sitometri, bir s1v1 akimi iginde tek tek gegmekte olan hiicreler veya biyolojik
partikiillerin, fizik ve kimyasal Ozelliklerini sensorler araciligi ile olgebilen bir
yontemdir. Bu yontemde, M. tuberculosis’in floresein diasetat't hidrolize etmesi ve
olusan floresans veren mikobakterilerin flow sitometrik analiz ile tespiti esastir. Cesitli
konsantrasyonlarda antitiiberkiiloz ila¢ iceren ve kontrol olarak ilag icermeyen
Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde 24-48 saat enkiibe edilen bakteri kiiltiiriine floresein
diasetat eklenir ve canli mikobakterilerin floresein diasetat1 hidrolize etmesi sonucu
olusan floresan mikobakteriler flow sitometri ile tespit edilir. Antimikobakteriyel
ajanlara duyarli mikobakteriler floresein diasetati daha az hidrolize eder. Bakteri

tiremesi gerekmedigi i¢in 24 saat gibi kisa siirede sonug alinir.

2.1.9.2.2. Molekiiler Yontemler

M. tuberculosis' de ilaglara kars1 direnci tespit etmede kullanilan konvansiyonel
tekniklere ek olarak ilag¢ direncinin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasiyla hizl
sonug verebilen molekiiler yontemler de gelistirilmistir. DNA dizi analizi, , PCR SSCP,
Heterodupleks analiz, Microarray analiz ve Real-time PCR gibi yontemler en yaygi
kullanilanlar arasindadir. Minimal bakteriyel lireme gerektirmesi birkag saat igerisinde
sonug verebilmesi molekiiler yontemlerin avantajlarindandir. Dirence yol agmayan
sessiz mutasyonlarin da tespit edilmesi yanlis sonuglara neden olabilece§i icin

dezavantajlar1 arasinda kabul edilebilir.>*

2.1.9.2.2.1. DNA Dizi Analizi

Mikroorganizmalarin genom dizilimlerinin ortaya ¢ikarilmasi ve ilag direncine
sebep olan mutasyonlarin tespit edilmesi i¢in en giivenilir yontem olan DNA dizi
analizi, CLSI tarafindan altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde en

yaygin olarak, Sanger’in gelistirdigi zincir sonlandirma ydntemi kullanilmaktadir. Bu
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yontemde, DNA polimerazlar deoksi niikleotid trifosfatlara (dNTP) ek olarak,
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubuna sahip olmayan isaretli dideoksi niikleotid
trifosfatlar1 (ddNTP) kullanir. Sentezlenen DNA zincirine dNTP eklendiginde uzama
devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde reaksiyon durmakta ve zincir, eklenen
isaretli niikleotid ile sonlanmaktadir. Manuel olarak yapilan DNA dizi analizinde
reaksiyon tiiplerinde  olusan farkli DNA  parcalari, poliakrilamit jelde
gorintiilenebilmektedir. Bu sistemde DNA parcalarimin goriiniir hale getirilmesi i¢in
primerler radyoaktif madde ile isaretlenebilir veya ortama, senteze katilan radyoaktif bir
niikleotid eklenebilir. Otomatik olarak yapilan DNA dizi analizinde ise, reaksiyonun
baslangicinda floresans veren madde ile isaretli dANTP kullanilarak, baz dizilimi
goriinebilir hale getirilmektedir. Mutasyon tespitinde kullanilmasi en c¢ok Onerilen
yontem olmasina ragmen, pahali olmasi1 ve teknik donanim gerektirmesi nedeniyle rutin

kullanim1 sinirlidir.>-6%7

2.1.9.2.2.2. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (PCR SSCP)

Yaklasik 200 niikleotidlik bir DNA pargasindaki tek niikleotid degisikligini %90
oraninda tespit edebilen bu yontemde, mutasyonlarin bulundugu varsayilan bolge PCR
ile ¢ogaltildiktan sonra, 1s1 ile denatiire edilir. Denatiirasyondan sonra, tek zincirli DNA
molekiilleri kendine 6zgiil ikincil yapilarma gore sekil alirlar ve ayristirnlmak {izere
akrilamit jele yiiklenirler. Tek bir niikleotid degisikligi bile bu 6zgiil yapiy: etkiledigi
icin, elektroforetik harekette fark yaratir. Jelde mutasyonun bulundugu DNA zincirleri,
kontrole gore farkli pozisyonda bulunan DNA bélgeleridir. DNA dizi analizine gore
daha az zahmetli olan bu sistemde otomatize cihazlarin gelistirilmesi sonucu erken

zamanda direnci tespit edebilmektedir.>>>%>?

2.1.9.2.2.3. Heterodupleks analizi

Heterodupleks analizi yontemi, kontrol bir DNA ile karsilastirma yolu ile bir
gende mutasyon olup olmadiginin gdsterilmesini amacglayan hizli bir molekiiler
yontemdir. Bu amacla once mutasyonlarin goriildiigii gen bdlgesi, ilaca duyarh bir
kontrol bakteri ve ila¢ direnci arastirilan hasta susundan, PCR ile ayr1 ayr1 ¢ogaltilir.
Elde edilen iiriinlerden bir kismi yeni bir tiipte karistirilir. Bu tiip 95°C’ye kadar

sitilarak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Sonra tlip yavas yavas
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sogutuldugunda DNA zincirleri kendilerine uygunluk gdsteren dizileri taniyarak
yeniden bir araya gelir. Eger arastirlan DNA, kontrol DNA’ya tam uygunluk
gosteriyorsa, iki zincir arasinda tam diizgiin bir birlesme meydana gelir ve
homodupleksler olusur. Arastirrlan DNA’da mutasyon varsa, bu noktadaki
uygunsuzluga bagh zincirlerde tam bir birlesme olmaz ve heterodupleksler olusarak bu
bolgenin ii¢ boyutlu yapisinda farklilik ortaya ¢ikar. Bu DNA pargalar elektroforez ile
ayristirildiginda tam uyumluluk gosteren zincirlerden farkli hizda vyiiriirler. Boylece
farkl1 bir band olarak goriinerek, mutasyon varliginin tespit edilmesini saglarlar.
Heterodupleks yontemi, radyoaktif olmamasi ve 24 saatte sonu¢ alinabilmesinin
yaninda, uygulanmasi1 DNA dizi analizinden daha kolay olmasi gibi avantajlara sahiptir.
Bunun yaninda 6zel ve pahali bir mutasyon tespit etme jeli gerektirmesinden Otiirii rutin

kullanimda tercih edilmemektedir.”>%°

2.1.9.2.2.4. Microarray analiz

‘Gen ¢ipleri’ olarak da ifade edilen ‘microarray’ ler, arastirmalar i¢in genis ¢apli
olarak kullanilmaktadirlar. Mikobakterilerin tanimlanmasi ve direncin genetik olarak
tespit edilmesinde uygulama alanlar1 mevcuttur. Microarray yontemleri umut vaat eden
yontemler olmasina ragmen, pahali sistemler olmasi nedeniyle sadece arastima

alanlarinda kullanilmaktadir ve rutin kullanima heniiz girmemistir.®!

2.1.9.2.2.5. Ger¢ek zamanh PCR (Real-time PCR)

M. tuberculosis’in elektroforez asamasina gerek kalmadan PCR ile es zamanlh
tespit edilmesine yarayan real-time PCR yontemi ayn1 zamanda mutasyon ve buna baglh
olarak ilac direncinin tespit edilmesinde de kullanilabilmektedir. ilag¢ direncinin real-
time PCR ile tespiti, dirence siklikla neden olan mutasyonlarin bakteri genomunun
belirli yerlerinde kiimelenmesi durumunda faydali olmaktadir. Boyle durumlarda
mutasyon bolgelerini kapsayacak sekilde tasarlanmis problarla mutasyonun ve
dolayisiyla ilgili ilaca kars1 direncin tespit edilebilmesi miimkiin olmaktadir. Mutasyon
saptanmasi i¢in kullanilan problardan bir tanesi mutasyon aranan bolgeye, digeri ise bu
bolgenin hemen yakinindaki bolgeye komplementer olarak hazirlanmaktadir. Mutasyon
bolgesine baglanan ve alici boya molekiilii ile isaretli proba “tespit probu”, tespit

probunun yakinina baglanan ve verici boya molekiilii ile isaretlenmis proba ise
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“baglant1 probu” adi verilir. Aralarinda 1-5 niikleotid uzaklik olacak sekilde yerlesen
problar, DNA zincirine baglandiklarinda, alici ve verici boya molekiilleri yanyana gelir.
DNA cogaltilmasimi takiben, tiipler 95°C’ye kadar isitilir ve iki DNA zincirinin
birbirinden ayrilmasi saglanir. Daha sonra tiipler 55°C’ye kadar hizla sogutularak,
uygun sicaklikta problarin hedef DNA dizisine baglanmalarina olanak saglanir. Problar
ve hedef DNA bolgesi arasinda % 100 uyum varsa, probun baglanmas1 diizgiin olacak;
eger mutasyon varsa, eslesme bozukluklari ortaya ¢ikacaktir. Tiipler yavas yavas 55°C’
den 95°C’ye 1sitilir ve tespit probunun belirli bir sicaklikta baglandigi bolgeden
ayrilmasi beklenir. Floresansin en hizla diistiigii bu ayrilma sicakligi, erime sicaklig
tepe (EST) degerini vermektedir. Mutasyon olmasi durumunda eslesme
bozukluklarindan 6tiirti prob daha erken ayrilmaktadir. Bundan dolayr EST degeri
mutasyon varliginda ve yoklugunda farkli paternler gostermektedir. Test sonucunda
duyarl suslar ile direngli mutant suslarin erime sicakligi tepe degerleri karsilastirilarak,
test edilen izolatlarin ilgili ilaca karsi duyarli veya direngli oldugu

sdylenebilmektedir.”®6162

2.2. Moksifloksasin

2.2.1. Moksifloksasinin Tarihcesi

Moksifloksasin kinolon grubu bir antibiyotiktir. Bir Amerikan ilag¢ sirketi olan
Bayer tarafindan {retilmis sentetik dordiincii kusak florokinolondur. Lesher ve
arkadaglar1 tarafindan 1962 yilinda antimalaryal bir ila¢ olan klorokinin sentezi
sirasinda tesadiifen kesfedilen nalidiksik asitle baglayan kinolonlarin tarihi bugiin ¢ok
sayida ve yaygin kullanilan iiyelerin gelistirilmesiyle genis bir aileye doniiserek devam
etmektedir.

[k bulunan iiyelerin etki spektrumu kisith ve farmakodinamik-farmakokinetik
ozellikleri de 1yi olmadigindan giiniimiizde kullanimlar1 s6z konusu degildir. Genis etki
spektrumlu ve yaygin kullanim alanina sahip, aym1 zamanda iyi farmakokinetik
Ozellikleri olan kinolonlar 1980’ den sonra kullanima girmeye baslamislardir.
Molekiiliin C6 pozisyonuna bir flor eklenmesiyle elde edilen yeni molekiiller
florokinolon olarak adlandirilmis ve ikinci kusak kinolonlar olarak siniflandirilmastir.

Bu degisiklik grup iiyelerine daha 1yi bir gram negatif etkinlik ve ilave olarak gram
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pozitif etkinlik kazandirmistir. Norfloksasin (1986) bu grubun ilk {iyesi olup bunu
siprofloksasin  (1987) ve ofloksasin (1988) izlemistir. Siprofloksasin giicli
antipsddomonal etkiye de sahip olup, daha sonra sentezlenen molekiiller dahil en giiclii
antipsddomonal kinolon olma 6zelligini siirdiirmektedir. 1990’11 yillar ise tigiincii kusak
kinolonlarin gelistirildigi yillar olmustur. Ugiincii kusak kinolonlarin etki spektrumu
ozellikle pnomokoklara kars1 olmak iizere artmis gram pozitif etkinlik ve anaeroplara
kars1 orta derecede etkinlik olarak 6zetlenebilir. Son olarak 2000 li yillarda dérdiincii
kusak florokinolonlarin gelistirilmistir. Ancak yan etkileri nedeniyle giinlimiizde sadece
moksifloksasin ve gemifloksasin kullanilmaktadir. Moksifloksasin iilkemizde 2002

yilinda kullanima girmistir.®?

2.2.2. Moksifloksasinin Yapisi1 Etki Mekanizmasi

Dérdiincii kusak bir florokinolon olan moksifloksasinde, 1. pozisyonda siklopropil
grubu, 7. pozisyonda bir ¢ift halka yapisi ve 8. pozisyonda bir metoksi grubu vardir
(Sekil 4). Yap1 ve aktivite iliskisi incelendiginde, 1. pozisyonda siklopropile sahip
bilesiklerde 8. pozisyondaki en uygun yapinin metoksi grubu oldugu goriilmiistiir. Bu

metoksi grubunun antibiyotigin etkinligini artirdig1 gosterilmistir.%*

OH

Sekil 4. Moksifloksasinin molekiil yapis1
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Kinolonlar DNA sentezini direkt olarak inhibe eden tek antimikrobiyal gruptur;
etkileri bakterisidaldir. Bakteri hiicresindeki temel hedefleri DNA giraz (topoizomeraz
IT) ve topoizomeraz IV enzimleridir. Etkilerini bu enzimleri inhibe ederek ve DNA
enzim komplekslerindeki DNA ‘nin ayrilmasini hizlandirarak gosterirler.

DNA giraz enzimi, kinolonlarin hedefi olarak tanimlanan ilk enzimdir. Bu enzim,
gyrA ve gyrB genleri tarafindan kodlanan ikiser adet alt birimden olusan gyrA ve gyrB
proteinlerinden meydana gelen bir tetramerdir. Kinolonlar A iinitesinin amino
terminaline baglanir. Topoizomeraz IV, parC ve parE genlerince kodlanan, parC ve
parE olmak {lizere iki alt birimden olusmaktadir (Tablo 5). Yapisal olarak DNA giraz ile
benzer olan Topoizomeraz IV’te parC, gyrA‘nin, parE ise gyrB‘nin homologudur.
Topoizomeraz IV, yavru DNA molekiilleri arasindaki baglantiyr ayirarak DNA
replikasyonunda rol oynar. DNA giraz’in gorevi olan; DNA icine negatif
stiperkivrimlart  katabilme yetenegi bulunmamaktadir. Kinolonlar, enzim-DNA
komplekslerini, DNA‘nin kirilmasint takiben stabilize ederek gorev yaparlar. Bu
kompleks, hiicrenin onarmay1 basaramayacagi sekilde bir DNA kirilmasini ¢ogaltarak
hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Kinolonlar, DNA giraz’a tek basina baglanmaktansa
DNA ve DNA-giraz kompleksine baglanmaktadirlar M. tuberculosis’de topoizomeraz
IV bulunmadigi i¢in kinolonlarin buradaki tek hedefi DNA girazdir.%

Baz1 kosullar altinda bakterideki DNA replikasyonunun kinolon tarafindan
inhibisyonu, bakterinin Olmesinden ayr1 disiiniilebilir. Bakterinin 6lmesi i¢in
Topoizomeraz-DNA kompleksi ile kinolon etkilesimine ek olarak baska olaylarin da
oldugu akla gelmektedir. Ozellikle RNA ve protein sentez inhibitdrleri, bazi
kinolonlarin bakteriyel DNA sentezini inhibe etmelerine yonelik olan yeteneklerini
etkilememektedirler. Bakteriyel DNA sentezinin inhibisyonu tek basina bakterileri
oldiirmek i¢in yeterli bir sebep olarak goriinmemektedir. Kinolonlar1 neden oldugu
bakteriyel DNA hasarinin onariminda rol alan recA gibi gen fiiriinleri, 6ldiirmeye
katkida bulunmaktadir. Ciinkii eksik gorev yapan rec mutantlarinin, kinolonlara asiri
duyarli oldugu goriilmiistiir. Ampisilin grubu antibiyotiklere karst duvar yapisindaki
degisiklikten dolayr dldiiriilmesi azalan hipA mutantlarinin, kinolonlarca da daha az
oldiirtldiigli goriilmiistiir. Benzer durum hipQ mutantlarinda da izlenmistir. Bu gen

triinlerinin goérevleri bilinmemektedir, beta laktam ve kinolon grubu antibiyotiklerin
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hedefleriyle ayr1 ayr1 etkilesimlerinden sonra bakterilerin 6limii i¢in gerekli olan ve

birbiriyle értiisen ortak yolaklarm olabilecegi fikrini akla getirmektedirler.®3%4

Tablo 5. Tip II Bakteriyel Topoizomerazlar

Enzim Enzim alt {initesi Gen
gyrA gyrA
DNA gyrase
gyrB gyrB
parC parC
Topoizomeraz IV
parE parE

2.2.3. Moksifloksasin ve Tiiberkiiloz

Moksifloksasin spesifik bakteriyel enfeksiyonlarda kullanilmak iizere ilk kez 1999
yilinda FDA tarafindan onay almistir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda moksifloksasinin
bakterisidal 6zelliginin sparfloksasin, levofloksasin ve ofloksasine gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir Bunun yani sira, 10-13 saatlik uzun bir yar1 omriiniin olmasi,
moksifloksasinin sadece CID TB olgularinin tedavisinde degil, ayn1 zamanda duyarl
izolatlara bagli ortaya ¢ikan olgularin tedavisinde birincil ilag olarak kullanilmasini
giindeme getirmistir. Yapilan birgok c¢alismada en giiglii bakterisidal aktivitenin
ozellikle yeni kusak florokinolonlarda oldugu gosterilmistir. Diger bir deyisle
sparfloksasin, gatifloksasin ve moksifloksasin gibi diger florokinolonlar, TB tedavisinde

siprofloksasine gore daha etkilidirler.®*%¢

2.2.4. Kinolon Direnci

Florokinolonlarin in vivo ve in vitro kosullarda M. tuberculosis’e kars1 etkinligi
mevcuttur. flag direnci olan tiiberkiiloz vakalarinda ve ilag intoleransi durumlarinda
baslangi¢ tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak florokinolon grubu antibiyotik
kullaniminin yayginligi ve verilen kisa siireli tedaviler M. tuberculosis suslarinda ilag
direncinin olugmasi sonucunu dogurmustur. Son zamanda yapilan caligmalarda

florokinolon direncinin ¢ogunlukla gyrA bdlgesindeki meydana gelen mutasyonlar
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sonucu olustugu gosterilmistir. Fenotipik olarak kinolon grubu antibiyotiklere direngli
oldugu bilinen M. tuberculosis izolatlarinin % 42-85’inde gyrA’nin QRDR boélgesinde
mutasyon tespit edilmistir. Bunun yaninda az da olsa gyrB geninde de mutasyonlar
tespit edilmistir.5466:67

Bu durumda diren¢ i¢in farkli mekanizmalarin da sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu olasiliklar arasinda, gyrA ve gyrB’de QRDR bolgesi disinda
herhangi bir yerde meydana gelen bir mutasyon olabilecegi gibi, ilaca karsi hiicre duvari
gecirgenliginde azalma veya eflilks pompasi gibi, ilacin hiicre i¢inde birikiminin
engellenmesine yonelik olan mutasyonlar da olabilir. M. tuberculosis’deki kinolon
direncine iliskin bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda dirence sebep olan mutasyonlarin
yerleri tespit edilmistir. Buna gore su ana kadar en sik tespit edilen mutasyonlar gyrA
genindeki 94., 91., 90. ve 88. kodonlar olup, bunlarin yaninda daha nadir de olsa, 80.,
83., 84., 87. ve 89. kodonlarda da mutasyonlar gosterilmistir. gyrB genindeki kinolon
direncini belirlemeye yonelik yapilan bazi calismalarda ise 495., 510. ve 538.

kodonlarda mutasyonlar tespit edilmistir.®3
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tiiberkiiloz Suslarimin Sec¢ilmesi

Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi -
Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvarina gonderilen oOrneklerden LJ ve MGIT
besiyerinde liretilmis ve birincil ilaglara duyarliliklart belirlenmis MTK suslar1 ¢alisma
icin secilmistir. Toplamda 137 izolat iki grup halinde ¢aligmaya dahil edilmistir. Birinci
grup Eyliil-Ekim-Kasim 2013 tarihlerinde izole edilen CID TB olmayan siral1 100 MTK
izolaty, ikinci grup ise Ocak 2012-Aralik 2013 de izole edilen CID-TB tespit edilen 37
MTK izolati olarak belirlenmistir.

3.2. Secilen Izolatlarin Pasajlanmasi

Stok besiyerindeki (LJ ya da MGIT 7H9) M. tuberculosis izolatlar1 Lowenstein-
Jensen besiyerine pasajlandiktan sonra, 37°C” de 4-6 hafta inkiibe edilerek iiretildi. Ilk
ekimden sonra haftada bir kere mikobakteriyel lireme acisindan kontrol edildi. Yeterli

tireme gozlenen izolatlarin inkiibasyonlari sonlandirilarak 4°C de muhafaza edildi.

3.3. izolatlarin Moksifloksasin Duyarhliklarinin LJ Proporsiyon Yéntemi ile

Belirlenmesi

3.3.1. flac Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismada kullanilan moksifloksasin(Sigma) antibiyotiginin potensine gore
asagidaki formiil kullanilarak 10.000 ug/mL stok soliisyonu hazirlandi ve -70 °C de
muhafaza edildi. Coziicii olarak 0,1N NaOH c¢ozeltisi kullanildi. Besiyerine koymak

i¢in hazirlanan sonraki soliisyonlar steril deiyonize su ile diliie edildi.

Hacim (ml) x Konsantrasyon(pug/ml)
e - -- = Agirlik (mg)
Potens(pg/mg)
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3.3.2. Uygulanacak Ila¢ Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

LJ proporsiyon yonteminde calisilacak ilag konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in
referans sus dahil 10 izolat secildi. izolatlarin hem LJ hem de MGIT960 besiyerinde
farkli konsantrasyonlarda moksifloksasin duyarliliklarina bakildi ve MIiK degerleri
belirlendi. Tiim 6rnekler i¢in LJ proporsiyon yonteminde uygulanacak konsantrasyonlar
literatlirdeki ¢alismalarla karsilastirilarak 0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16 pg/mL olarak

belirlendi.

3.3.3. ilach ve ilacsiz LJ Besiyerlerinin Hazirlanmasi
1. 2,4 gr Monopotasyum fosfat (KH2PO4)

0,24 gr Magnezyum stilfat

0,6 gr Magnezyum sitrat

3,6 gr L-Asparajin tuzlari tartildi.

2. Tuzlar steril bir erlenmayer icerisine konuldu ve iizerine 600 ml distile su ilave
edildi.

3. Tuzlarin ¢6ziilmesi ve sterilizasyon i¢in 121°C’de 15 dk otoklavda bekletildi
daha sonra oda sicakliginda sogumaya birakildi.

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

5. Yumurtalarin dis yiizeyi % 70 lik alkol igerisinde 1 saat bekletilerek steril
edildi.

6. Yumurtalar steril bir balona tek tek kirildi ve homojen hale gelinceye kadar
calkaland.

7. Daha 6nceden hazirlanmis tuz karistmina 12 ml steril gliserol ilave edildi.

8. Hazirlanmis olan soliisyona % 2’lik malasit yesilinden 20 ml ilave edildi.

9. Onceden hazirlanmis olan yumurta sivist steril bir spangdan gegirilerek filtre
edildi ve hazirlanmis olan soliisyona 1000 ml ilave edildi ve calkalanarak
karigtirildi.

10. Hazirlanan karigimin besiyerinin pH degeri 6,8-7 civarinda olmasina dikkat
edildi.

11. Hazirlanan karigimin yeterli miktardaki kismi kontrol besiyeri olarak

kullanilmak tizere ilagsiz olarak steril tiiplere 6’sar ml dokiildii.
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12. Kalan besiyeri son konsantrasyonlar1 0,125-0,25-0,5-1-2-4-8-16 pg/mL olacak
sekilde 8 farkli steril siseye belli miktarlarda boliinerek iizerlerine belirlenen
miktarlarda ilag soliisyonu ilave edildi.

13. Uzeri etiketlenmis tiiplere 6’sar ml olacak sekilde dokiildii.

14. Bu tiiplerin hepsi yatik bir sekilde koagiilatore konuldu. 85°C’ de 2 saat
koagiile edildi.

15. 18-24 saat 37°C’ de sterilite kontrolii yapildiktan sonra ekim yayilincaya
kadar 2-8°C’ de buzdolabinda sakland1

3.3.4. Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi ve Ekim

LJ stok besiyerinde iiretilmis olan bakterilerden, 6ze ile birka¢ koloni alinarak,
icinde 3 ml steril distile su bulunan steril tiipe aktarildi ve koloninin homojenize olarak
sekilde dagilmasi saglandi. Daha sonra bu tiipten 102 ve 10 lik steril su igerisinde
diliie edilmis bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. 102 lik siispansiyondan ilagh
besiyerlerine ve 1. kontrol besiyerine, 10** liik siipansiyondan da 2. kontrol besiyerine
0,3 mL eklendi. Bu islem her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 uygulandi ve kontrol olarak H3;RV
susu kullanildi. Ekim yapilan besiyerleri giines 15181 ve formaldehit gibi gazlardan
korunarak 37°C' lik etiivde 3-4 hafta bekletildi ve bu siire boyunca besiyerlerinin
durumu 2-3 giinliik araliklarla kontrol edildi. Ik hafta yapilan kontrollerde herhangi bir
kontaminasyon olup olmadigma bakildi. ikinci haftadan sonra kontrol tiipiinde yeterli

tireme olan 6rneklerde degerlendirme yapildi.

3.3.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

LJ proporsiyon yonteminde 3-4 haftalik inkiibasyondan sonra kontrol besiyerinde
yeterli iiremenin gozlenmesinin ardindan yapilan degerlendirmede, MIK degeri, 1.
kontrol besiyerine gore bakteriyel liremenin % 99’undan fazlasini inhibe eden veya 2.
kontrol besiyerinden daha az iliremeye neden olan en diisiik ila¢ konsantrasyonu olarak

belirlendi. Oran hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

Tlagh besiyerindeki koloni sayist
e ————— x 100 = Direng Yiizdesi
Kontrol besiyerindeki koloni sayis1
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3.4. Molekiiler Yontemler

3.4.1. DNA Ekstraksiyonu

1. LJ stok besiyerinde {iiretilmis olan bakterilerden bir 6ze dolusu alinip 0,5 mL
IXTE buffer iceren 1,5ml lik mikrosantrifiij tiipine aktarildi ve siispanse
edildi.

. 80°C* de 30 dk inkiibe edilerek bakteriler inaktive edildi.

. 15000 x g (12700 rpm)’ de 15 dk santrifiij edildi ve iist s1v1 atild1.

. 0,5 mL 1xTE buffer ilave edildi.

. 15000 x g’ de 15 dk santrifiij edildi ve iist s1vi atild1.

. 0,25 mL 1xXTE buffer ilave edildi.

. Tiipe 50—-100 pl cam boncuk (SIGMA acid washed glass beads) ilave edildi.

00 N N Lt W

. 2 dk MICKLE (Mickle tissue disintegrator) cihazinda mekanik hiicre parcalama
islemine tabi tutuldu.

9. 15000 x g’ de 10 dk santrifiij edildi ve iist s1v1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine

alind1.

10. -20°C de sakland.

3.4.2. .PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Primerler

gyrAF (5’- AGACACGACGTTGCCGCCTG-3’)
gyrAR (5’- CTGACCCGTTGGCCAGCAGG-3’)

gyrA QRDR bdlgesini iceren 530 bp lik bolgenin amplifikasyonu i¢in primerler

sentezletildi.

6 uL dH20

12,5 uL  2x PCR Master Mix (Thermo Scientific)
1 uL DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

0,25 uL  gyrAF (25 pmol/uL)

0,25 uL  gyrAR (25 pmol/pL)

SulL DNA
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PCR reaksiyon karisim1 mikobakteri DNA’s1 igermeyen temiz bir odada
hazirland1 ve reaksiyon tiipleri Termal Cycler Cihazina (Applied Biosystem AB)
yerlestirilerek asagidaki programda calistirilds;

95°C 5dk.

94°C 30 sn.

56°C 45 sn. 40 dongii
72°C 1 dk.

72°C 10 dk.

4°C o

3.4.3. PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforez ile Gosterilmesi

a-Agaroz Jel Hazirlanist

1.200 mL IxTBE*® ye 4 gr ultrapure agarose (Sigma) eklenerek mikrodalga firinda
icinde tanecik goriilmeyecek sekilde kaynatildi.
2. I¢ine 10 pl etidyum bromiir eklendi ve karistirilds.

3. Karisim taraklar yerlestirilmis tankin i¢ine dokiildi.

b-PCR iiriiniiniin jele yliklenmesi

1. Oda 1s1sinda katilasan jelden tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve icerisinde 1xXTBE
tamponu olan tank igerisine yerlestirildi

2. Jel tzerindeki kuyulara Sul 6rnek ile 1ul loading buffer karistirilarak yiikleme
yapildi. Tlk ve son kuyuya marker yiiklendi(GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus).

3. Tank giic kaynagina (BioRad) baglandi. 120 volt akimda 1 saat yliriitme islemi
gergeklestirildi.

4. Daha sonra jel ultraviyole 151k altinda incelendi.

5. Yaklagik 500-600 bp araliginda bant olusturan 6rnekler pozitif olarak kabul edildi ve

dizi analizi islemine alind1 (Sekil 5).
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Sekil 5. PCR iiriiniiniin agaroz jelde UV 1s1kta incelenmesi

3.4.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi analizinden 6nce ortamdan reaksiyonu etkileyecek olan niikleotid, primer ve
diger kimyasallarin uzaklastirilmasi amaci ile PCR {irlinleri saflastirildi. Saflastirma
islemi “SentroPure® PCR iriinii saflastirma ve jelden DNA ekstraksiyon Kkiti
(SENTROMER®)” kullanilarak protokolde onerildigi sekilde yapildi.

1. Steril 1,5 ml tiip igerisine, her 1ul PCR iirini i¢in 4 pl SG soliisyonu (DNA
immobilizasyonunu saglar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.
2. Karisim SentroSpin kolouna kolonuna aktarildi, 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij
edildi ve toplama tiipiinde toplanan s1v1 dokiildii.
3. SentroSpin kolonuna 500ul soliisyon SW (DNA’nin armmasmi saglar, pH 7.5)
eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiiplinde toplanan sivi
dokiildii. Islem bir kez daha tekrarlandi.
4. SentroSpin kolon 1 dakika bos olarak santrifiij edildi ve kalan etanol uzaklastirildi.
5. SentroSpin kolonu 1,5 ml’lik temiz mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek baslangi¢
PCR iiriini miktar1 kadar soliisyon SE (DNA’nin toplanmasini saglar, pH 8,5) kolonun
tam ortasina gelecek sekilde eklendi. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi ve 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek saf DNA toplandi.

Bu saflastirilmis DNA 6rnekleri dizi analizi i¢in kullanilana kadar -20°C’ de

saklandi.
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3.4.5. Dizi Analizi

M. tuberculosis in DNA giraz geninin i¢ginde QRDR bdlgesini de i¢ceren 530 bp lik
parcgasinin dizi analizi ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak tiim 6rnekler
icin yapildi. Referans olarak H37RV susu kullanildi.

Bu cihaz, F. Sanger tarafindan gelistirilen “dideoksi zincir sonlandirma yontemi”
prensibine dayanmaktadir ve gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Bu yontemin
temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu yerine H atomu tasiyan ddNTP’leri
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) de substrat olrak kullanmasina baglidir. Floresan boyali
olan ddNTP’ler zincir uzamasinin durmasina ve son niikleotidi isaretli olan her
uzunlukta DNA parcalarinin olugmasina neden olurlar. Olusan iiriinler kapiller
elektroforezde yiiriitiiliirken sonlanan her dizide bulunan ddNTP’ler bir lazer sistemi ile
uyarilarak yaydig1 farkli dalga boyundaki floresanlar CCD kamera ile kaydedilir.

Veriler bilgisayar ortaminda DNA dizilerine gevrilir.

B e o s oS L

! s

Sekil 6. ABI Prism 310 Genetic Analyzr cihazi

[k olarak saf haldeki PCR iiriinlerine Cycle Sequencing uygulamasi yapildi. Bu
asamada forwad primerler kullanilarak hem dNTP hem de ddNTP igeren reaksiyon
karistmi ile tek zincirli amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Islem BigDye®
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Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak
gerceklestirildi. Kontrol olarak da PGEM DNA ve M13 primerleri kullanildi

.Her 6rnek icin asagidaki karisim hazirlandi.

Ready Reaxion Mix (RR-100) 5x 4ul
Sequencing Buffer 5x 4ul
gyrA-F 4ul
dH0 4ul
Saf PCR {iriinii 4ul
Toplam 20ul

Cycle sekans i¢in hazirlanan 6rnekler i¢in termal cycle cihazinda asagidaki 1s1

dongiileri ayarlandi.

96°C 10 sn

50°C 5sn 25 dongi
60°C 4 dk

4°C 00

Cycle Sequencing iiriinleri, sekans cihazina yiliklenmeden once tekrar saflastirildi.
Saflagtirma islemi icin ZR DNA Sequencing Clean-up Kit ™ (Zymo Research)
protokoliinde 6nerildigi sekilde kullanildi.

1. 5-20 pl cycle sekans triiniine 240 pl “Sequencing Binding Buffer” eklendi.
2. Karisim Zymo-Spin™ IB kolona aktarildi.
3. 13,000 rpm (15,000-16,000 x g) de 30 saniye santrifiij edildi.
4. Spin kolona 300 pl “Sequencing Wash Buffer” eklendi ve 13,000 rpm (15,000 -
16,000 x g) de 30 saniye santrifiij edildi.
5. DNA’ y1 toplamak i¢in kolona, 20 ul % 20’lik formamid eklendi ve kolon 1.5 ml
mikrosantriflij tiipline yerlestirilerek 13,000 rpm (15,000 - 16,000 x g) de 15 saniye
santrifiij edildi.

Elde edilen saf cycle sequencing firiinii sekans cihazina yiiklendi ve cihaz
kullanim prosediirlerine uygun bir sekilde calisildi (Sekil 6). Elde edilen sonuglar
Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems) programinda analiz edildi.
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4. BULGULAR

Moksifloksasin direncinin tespitinde fenotipik yontemlerin 6nemi ve direncin
molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesi amaci ile planlanan calismada 100’ CiD
goriilmeyen 37’sinde de CID tespit edilen toplamda 137 M. tuberculosis izolat1 analiz
edilmistir. Fenotipik olarak direncin degerlendirilmesinde agar proporsiyon yomtemi
kullanilmistir. Bu yontem igin referans sus dahil 10 izolati igeren on caligmada
izolatlarmn ¢ogunlugunun LJ besiyerinedeki moksifloksasin MIK degerinin MGIT960
besiyerindeki elde edilen MIK degerinden 4 kat fazla oldugu bulunmustur. Literatiirdeki
benzer calismalarda elde edilen veriler ve DSO’niin MGIT960 sisteminde
moksifloksasin i¢in Onerdigi kritik konsantrasyon degeri de (0,25 pg/mL) dikkate
alarak LJ besiyerinde moksifloksasin direnci i¢in kritik konsantrasyon degeri olarak,
referans susun (H37RV) ve izolatlarin biliyiik c¢ogunlugunun duyarli oldugu
konsantrasyon olan, 1 pg/mL kabul edilmistir. Bu deger ve {lizerindeki konsantrasyonlar
da iireme tespit edilen drnekler direncli, daha diisiik konsantrasyonlarda lireme gosteren
ornekler duyarli olarak kabul edilmistir.%

Bu kriter baz alinarak yapilan degerlendirmede; calismaya dahil edilen test
suslarinin % 17’si CID goriilmeyenler, % 21,6’s1 da CID goriilen suslar arasindan
olmak iizere toplamda izolatlarin % 18,2’sinde fenotipik olarak moksifloksasine kars1
duyarlilik kayb1 oldugu, duyarlilik kaybinin % 9,4 orani ile 13 susta 2 pg/mL diizeyinde
olmasma karsilik % 1,3 orani ile 2 susda 16 pg/mL diizeyinde oldugu tespit edildi
(Tablo 6).
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Tablo 6: Moksifloksasin MiK degerleri

Moksifloksasin DUYARLI iZOLAT DIiRENCLI iZOLAT
MIK degeri
ng/mL 0,125> 0,25 0,5 1 Toplam 2 4 8 >16 | Toplam
CiD-TB S| 1 14 | 21 | 37 83 8 315 |1 17
GORULMEYEN
% 11 14 21 37 83 8 3 5 1 17
CiD-TB S| 1 1 9 18 29 5 0o | 2|1 8
GORULEN
% 2,7 2,7 243 48,6 78.3 3,5 0 5.4 2,7 21.6
S 12 15 30 55 112 13 3 7 2 25
Toplam
% 8,7 10,9 21,9 40,1 81,75 9.4 2,1 5,1 1,4 18.2

CID gostermeyen 100 sus arasindaki moksifloksasin’e direng orani, major
antitiiberkiiloz ilaglarin tamamina duyarl 88 sus arasinda 14 izolat ile % 16, major
ilaglardan en az birisine direng gdsteren 12 sus arasinda ise bu oranin 3 sus ile % 25’e

ulastig1 goriilmistiir (Tablo 7).

Tablo 7: CID goriilmeyen TB suslar1 arasindaki Moksifloksasin direnc oranlar:

Ik seceneklere En az bir ilk secenek Tonlam
Moksifloksasin Duyarl1 S: 88 Direngli S: 12 p
Direnci Say1 % Say1 % Say1 %
Moksifloksasin
MIK <lpg/mL 74 84 9 75 83 94.3
Moksifloksasin
MiK >1pg/mL 14 16 3 25 17 5,7
Toplam 88 88 12 12 100 100
S: Ornek Sayis

Fenotipik olarak Moksifloksasin direnci tespit edilen 25 klinik izolatin materyalin
gonderildigi bolgelere gore dagilimi irdelendiginde bu izolatlardan 10’unun Adana,
6’smnin Gaziantep, 5’inin Hatay, 3’iinlin Mersin ve 1’inin de Kahramanmaras ili Verem
Savas Dispanserlerinden gonderilen &rneklere ait olduklari tespit edilmistir. CID
goriilmeyen suslar arasinda Moksifloksasin direncinin % 29,2 ile en yiiksek oranda
Adana suslarinda goriildiigii bunu % 20 ile Kahramanmaras bolgesi suslariin izledigi,
CID tespit edilen suslar arasinda en yiiksek oranda direncin ise % 50 ile Hatay

bolgesinden gonderilen klinik materyallerden izole edilen suglar arasinda goriildiigii
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bunu Gaziantep (% 33,3) ve Adana bolgesindeki (% 17,6) suslarinin izledigi tespit
edildi (Tablo 8).

Tablo 8. illere gore diren¢ dagihim

CID-TB goriilmeyen CID-TB
MOX MOX S MOX MOX S
a <lpg/mL | >lpg/mL P <lpg/mL | >1lug/mL P
Iller
Adana 17 7 24 14 3 17
% 29,2 % 17,6
Adiyaman 2 0 2 0 0 0
Gaziantep 20 4 24 4 2 6
% 16,7 % 33,3
Hata 20 1 4 8
Y % 4,8 21 4 % 50
Kahramanmaras 4 1 5 1 0 1
%20
Kilis 1 0 1 1 0 1
Mersin 14 3 17 3 0 3
%17,6
Osmaniye 5 0 5 2 0 2

MOX: Moksifloksasin

Moksifloksasin direncinin molekiiler mekanizmasini tespit amaci ile galigmaya
dahil edilen 137 klinik izolatin kinolon direncinde sorumlu olarak gosterilen gyrA
geninin 530 bp lik fragmentinin dizi analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucu referans
sus ile karsilastirildiginda, kodon-95 Ser—Thr polimorfizmi harig¢, toplam 6 6rnekte
birer nokta mutasyonuna rastlanmistir. Mutasyon tiirleri Asp94Tyr, Asp94Gly,
Ala90Val, Gly88Ala ve iki ornekte de Asp89Asn seklinde tespit edilmistir. Mutasyon

iceren 5 drnekte Ser95Thr polimorfizminin de mevcut oldugu gézlenmistir (Tablo 9).
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Tablo 9: gyrA mutasyonu tespit edilen 6rnekler

Birincil Anti-TB ilag Moksifloksasin
Ornek | Barkod Gonderen Duyarhliklari Kodon MK degeri gyrA QRDR
Nu: Nu: Merkez S i R |E 95 ug/mL mutasyonu
54 35913 | Ceyhan VSD H|H |H |H |[Acc |2 aﬁi“xs
D10 16710 E'l.Jkurova Devlet IR NER (R ACC . (GAA_;ES;):SA:)
D11 | 19159 | Antakya VSD R [R |R |H |Acc |2 ?Aéifgsf
D21 | 25031 | MersinVSD R |R |R |H |AccC 1 ai?;’:jnc)
D30 | 28728 | GifteminareVSD |R |R |R |H [AGC |2 fG‘?fiiGl;C
D32 | 29793 | AntakyaV.sD. |H |R |R |H |Acc | >16 ((chaGi‘ig)G

S: Streptomisin, I: Izoniyazid, R: Rifampisin, E: Etambutol, H: Duyarli, R: Direncli, V.S.D: Verem Savas Dispanseri

Mutasyon izlenen drneklerin ikisinde moksifloksasin MiK degeri sirasiyla 0,5 ve
1 pg/mL olarak tespit edilmistir. Diger dort tanesinin MIK degerleri 1 pg/mL in
tizerinde oldugu belirlenmistir. Mutasyon tespit edilen ve fenotipik olarak duyarli

bulunan bu iki 6rnekte de Asp89Asn mutasyonu olmasi dikkati ¢cekmektedir (Tablo 10).

Tablo 10. CiD TB goriilmeyen érnekler

Ornek Moksifloksasin ~ Kodon
Nu Pr.No Gonderen Merkez S T R E MIK mg/L 95 Mutasyon
1 34727 Nizip V.S.D HHHH <0,125 ACC -
2 34745 iskendernnv.sp H R H H <0,125 ACC -
3 34748 Antakya V.S.D HHHH 025 ACC -
4 34749 Antakya V.S.D HHHH <0,125 ACC §
5 34750 Antakya V.S.D HHHH <0,125 ACC §
6 34754 Antakya V.S.D HHHH 025 ACC -
7 34778 Cifteminare V.s.p H H H H <0,125 ACC -
8 34789 Cukurova DevletH. H H H H 0,5 ACC -
9 34790 Cukurova DevletH. H H H H 1 ACC -
10 34791 Cukurova DevletH. H H H H 1 AGC -
11 34831 Gaziantep2noluv.s.p H H H H 1 ACC -
12 34851  Kahramanmaras V.S.D H H H R 1 ACC -
13 34867 Gaziantep Inoluv.s.p H H H H 1 ACC -
14 34904 Mersin V.S.D HHHH 05 ACC -
15 34934 Antakya V.S.D HHHH 05 AGC -
16 35001 Gaziantep 1noluv.s.p H H H H 05 ACC -
17 35027 Gaziantep2noluv.s.p H H H H 2 ACC -
18 35034  Gaziantep2noluv.s.p H H H H 05 ACC -
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Tablo 10. CiD TB gériilmeyen 6rnekler (Devam)

Ornek Moksifloksasin ~ Kodon

Nu Pr.No Gonderen Merkez S I RE MIK mg/L 95 Mutasyon
19 35067 Cukurova DevletH. H H H H 1 ACC -
20 35071 Cifteminare V.S p H H H H 2 AGC -
21 35077 Ceyhan V.S.D H HHH <0,125 ACC -
22 35085 Mersin V.S.D H HHH 025 ACC -
23 35087 Mersin V.S.D HRHH 2 ACC -
24 35152  Gaziantep2noluv.sp H H H H <0,125 AGC -
25 35156  Gaziantep2noluv.s.p H H H H 4  AGC -
26 35185 Gaziantep Inoluv.sp H H H H <0,125 AGC -
27 35205 Gaziantep2noluv.sp H H H H 2 ACC -
28 35210  Gaziantep Inoluv.sD H H H H 1 ACC -
29 35224  Gaziantep I noluv.sD R H H H 2 ACC -
30 35327 Tarsus V.S.D R R HH 1 AGC -
31 35342 Osmaniye V.S.D HHHH 1  AGC -
32 35386  Gaziantep InoluvV.s.D R H H H 025 ACC -
33 35404 Cukurova DevletH. H H H H 1 AGC -
34 35441 Antakya V.S.D HHHH 1 AGC -
35 35447 Antakya V.S.D HHHH 025 AGC -
36 35469  Gaziantep 1 noluv.s.p H H H H 05 ACC -
37 35475 Kozan V.S.D HHHH 1 ACC -
38 35501 Gaziantep Inoluv.sD H H H H 0,5 ACC -
39 35530 Mersin V.S.D HR HH 2 ACC -
40 35532 Mersin V.S.D H HHH 1 AGC -
41 35587 Cukurova DevletH. H H H H 8 AGC -
42 35589 Cukurova DevletH. H H H H 025 ACC -
43 35599 Antakya V.S.D HHHH 2 ACC -
44 35606 Tarsus V.S.D HHHH 1 ACC -
45 35607 Adiyaman V.S.D HHHH 1 AGC -
46 35609 Ortadogu H. R HHH <0,125 ACC -
47 35721  AdanaNumune EAH H H H H 4  AGC -
48 35771 Mersin V.S.D HRHH 1 ACC -
49 35802 Osmaniye V.S.D HHHH 1 ACC -
50 35837 Gaziantep2noluv.sp H H H H 025 ACC -
51 35888  Gaziantep Inoluv.s.D H R H H 0,5 ACC -
52 35900 Kahramanmaras V.S.D H H H H 1 AGC -
53 35903 Kahramanmaras V.S.D H H H H 1 AGC -
54 35913 Ceyhan V.S.D HHHH 2 ACC  GACY94TAC
55 35920 Mersin V.S.D HHHH 1 AGC -
56 35939 Antakya V.S.D HHHH 0,5 ACC -
57 35940 Gaziantep I noluv.s.p R H H H 1 ACC -
58 35941 AdanaKadnDogH. H R H H 1 AGC -
59 36020 Kilis V.S.D HHHH 0,5 AGC -
60 36027 Gaziantep2noluv.s.p H H H H 1 ACC -
61 36028 Gaziantep2noluv.sp H H H H 1 ACC -
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Tablo 10. CiD TB gériilmeyen 6rnekler (Devam)

Ornek Moksifloksasin ~ Kodon
Nu Pr.No Gonderen Merkez S I RE MIK mg/L 95 Mutasyon
62 36061 CukurovaDevletH. H H H H 216  AGC -
63 36089 Adiyaman V.S.D HHHH 0,25 AGC -
64 36094 Mersin V.S.D HHHH 1 AGC -
65 36099 Cukurova Devlet H. HHHH 0,5 AGC -
66 36115 Ceyhan V.S.D HHHH 0,25 ACC -
67 36140 Antakya V.S.D H HHH 0,5 ACC -
68 36141 Antakya V.S.D HHHH 0,5 ACC -
69 36149 Antakya V.S.D HHHH 0,25 ACC -
70 36159 Cukurova Devlet H. HHHH 8 AGC -
71 36168 Osmaniye V.S.D HHHH 1 AGC -
72 36181 Osmaniye V.S.D H HHH 05 ACC -
73 36216  Gaziantepinoluv.sD H H H H 1 AcCC -
74 36225 CukurovaDevletH. H H H H 1 ACC -
75 36228 Tarsus V.S.D HHHH 8 AGC -
76 36238 Osmaniye V.S.D HHHH 1 ACC -
77 36371 Gaziantep 1 nolu V.S.D HHHH 0,5 ACC -
78 36472  Gaziantep2noluv.SD H H H H 1 AGC -
79 36519  KahramanmarasV.s.D H H H H 4  ACC -
80 36548  Gaziantepinoluv.sD H H H H 8 AGC -
81 36596 Silifke V.S.D HHHH 1 AGC -
82 36602 Mersin V.S.D HHHH 1 AGC -
83 36608 Antakya V.S.D HHHH 0,5 ACC -
84 36610 Antakya V.S.D HHHH 0,5 ACC -
85 36613 Antakya V.S.D HHHH 0,25 ACC -
86 36643 Ceyhan V.S.D HHHH 1 AGC -
87 36798 Cifteminare V.S.D HHHH 1 AGC -
88 36856  Gaziantep2noluv.s.D H H H H 0,5 ACC -
89 36916 Cifteminare V.S.D HHHH 1 ACC -
90 36919 Silifke V.5.D HHHH 0,5 ACC -
91 36922 Mersin V.S.D HHHH 0,5 ACC -
92 36953 iskenderun V.S.D HHHH 1 ACC -
93 36955 iskenderun V.S.D HHHH 1 ACC -
94 37132 Elbistan V.S.D H HHH <0,125 ACC -
95 37236 Mersin V.S.D HHHH <0,125 ACC -
9% 37258 iskenderun V.S.D HHHH 0,5 ACC -
97 37264 Tarsus V.S.D HHHH 0,25 ACC -
98 37360 Karsiyaka V.S.D HHHH 8 AGC -
99 37375 Antakya V.S.D H HHH 0,25  ACC -
100 37383 Antakya V.S.D H HHH 0,25  ACC -

S: Streptomisin, I: izoniyazid, R: Rifampisin, E: Etambutol, H: Duyarli, R: Direncli, V.S.D: Verem Savas Dispanseri
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Tablo 11. CiD TB goriilen 6rnekler

Ornek Moksifloksasin

Nu Pr.No Gonderen Merkez S I R E MIKmg/L Kodon 95 Mutasyon
1 35088 iskenderun V.5.D RRRH 8  ACC -

2 35384  Gaziantepinoluv.s.D R R R R 1 AcCC -

3 35824 Tarsus V.S.D RRRR 1 ACC -

4 36071 Karsiyaka V.S.D R RRH 0,5 AcCC -

5 36683 Cukurova Devlet H. R RRH 2 ACC -

6 36849  Gaziantep 2noluV.S.D R RRR 8 AGC -

7 36950 iskenderun V.S.D R RRH 1 AGC -

8 16321 iskenderun V.S.D HRRH <0,125 AGC -

9 16531 Cukurova DevletH. R R R H 2 ACC -

10 16710 Cukurova DevletH. H R R R 05  ACC GAC89AAC
11 19159 Antakya V.S.D RRRH 2 ACC GAC94GGC
12 19599 Cukurova DevletH. R R R R 1 ACC -

13 20640 Gaziantepinoluv.s.D R R R R 1 ACC -

14 21250 Cukurova DevletH. R R R R 1 AGC -

15 24049 Antakya V.S.D R RRH 0,25  AGC -

16 24274 Cukurova DevletH. H R R H 05  AcCC -

17 24355 Cifteminare V.S.D R RRR 1 ACC -

18 24393 Cukurova DevletH. H R R H 1 ACC -

19 24509 Gaziantepinoluv.spD H R R H 1 ACC -

20 24956 Cifteminare V.S.D HRRH 1 AGC -

21 25031 Mersin V.S.D RRRH 1 ACC GAC89AAC
22 25308 Antakya V.S.D HRRH 2 ACC -

23 25377 Gaziantepinoluv.s.D R R R H 05  ACC -

24 25705 Tarsus V.5.D R RRH 1 ACC -

25 25710 Cukurova DevletH. H R R H 05  ACC -

26 26273 Cukurova DevletH. R R R H 1 ACC -

27 26404 Antakya V.S.D HRRH 05  ACC -

28 28101 KahramanmarasV.s.D R R R H 05  ACC -

29 28349 Cukurova DevletH. R R R H 1 AGC -

30 28728 Cifteminare V.S.D R RRH 2 AGC GGC88GCC
31 29366 Kilis V.S.D HRRR 1 ACC -

32 29793 Antakya V.S.D HRRH >16  ACC GCG90GTG
33 29917 Cukurova DevletH. R R R H 1 ACC -

34 29964 Karsiyaka V.S.D HRRH 1 AGC -

35 31950 Osmaniye V.S.D R RRH 05  ACC -

36 37497 Cukurova Devlet H. R RRR 0,5 AGC -

37 37896 Osmaniye V.S.D R RRH 1 AGC -

S: Streptomisin, I: izoniyazid, R: Rifampisin, E: Etambutol, H: Duyarli, R: Direncli, V.S.D: Verem Savas Dispanseri
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Yiiksek konsantrasyonlara (>16pg/mL) direngli bulunmus iki Ornegin bir
tanesinde Ala90Val mutasyonu bulunmustur. Ancak mutasyonun grafiksel analizi
sonucunda degisen baz ciftinin oldugu bolgede polimorfizm oldugu goriilmiistiir. Yani
ayni 0rnekte mutant olmayan suslarin da mevcut oldugu tespit edilmistir. Yine ayni
ornegin gyrA kodon 94 de gelismesi muhtemel GAC—GCC mutasyonu yapilan
grafiksel analiz sonucu gozlenmistir (Sekil 7). Diger yliksek konsantrasyonda dirence
sahip ornekte gyrA bolgesinde Ser95Thr polimorfizmi disinda herhangi bir mutasyona

rastlanmamuistir.

? +

Kodon 94 A—?C

Kodon 90 C—=T ¢
"

Sekil 7. MiK degeri >16pg/mL olan 6rnegin dizi analizi
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Sekll 8 CID TB gorulen 21 nolu ornegin gyrA 530 bp dlZl anallzl (kodon 89 mut ) T
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5. TARTISMA

Son yillarda artan ilag¢ direng problemi ve kesin tani1 konulmasinda halen zorluklar
olmast nedeniyle TB c¢agimizin biiyiikk saglik problemleri arasindaki yerini
korumaktadir. Her yi1l DSO tarafindan agiklanan diinyada TB’la ilgili epidemiyolojik
veriler, uygulanan tani, tedavi ve koruyucu hekimlik tedbirlerine bagli olarak 6zellikle
akciger tiiberkiilozu insidansinda ge¢mis yillara gore biliyiik oranlarda azalma
kaydedilse de, anti-tiiberkiiloz ilaclara kars1 artan direng tiiberkiiloz tehdidinin devamini
saglamaktadir. Ancak yeni molekiiller lizerinde yapilan arastirmalar ve kullanimda olan
diger anti-bakteriyel ajanlarla yapilan denemeler mevcut ilaglar ile uzun ve toksik etkisi
yiiksek olan akciger tiiberkiilozu tedavisi acisindan umut vadetmektedir. Yeni
gelistirilen sentetik florokinolonlardan moksifloksasin ve gatifloksasin, DSO tarafindan
tedavide kullanilmasina dair yeterli veriye ulasilmasi durumunda anti-tiiberkiiloz
tedavide birinci secenek ilaglar arasina alinmasinin dnerilecegi bildirilmektedir.?

Florokinolonlar akciger tiiberkiilozu tedavisinde gittikce artan Oneme sahip
antibiyotiklerdir. Bu grupda yer alan ilaglar farmokodinamik o6zelliklerin artirilmasi
amaci ile molekiile eklenen ek rezidiiler ile daha etkin hale gelmelerine karsilik artmis
toksisiteye de sahiptirler ve ancak sinirli endikasyonda kullanilmalar1 istenir. Ancak bu
molekiiller son yillarda biitiin diinyada klinik o6rneklerden izolasyon oranlari artis
gosteren CID M. tuberculosis suslarla enfekte ve/veya major ilaglari tolere edemeyen
hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle molekiile eklenen halojenler gibi
rezidiiler ile etki spektrumu genisletilmis, moksifloksasin gibi molekiillerin oral
formunun kullanim kolaylig1 getirmesi nedeniyle de klinisyenler tarafindan solunum
yolu veya iiriner sistem enfeksiyonlar1 gibi basit endikasyonlarda subtreatment doz ve
stirelerde yogun olarak kullanilmasi, muhtemeldir ki diger bir ¢ok 6nemli patojen gibi
M. tuberculosis suslarinda da non-spesifik olarak bu ilaglara karsi primer direnci
provoke edecektir. Oysa yapilan arastirmalarda florokinolon grubu ilaglarin makrofajlar
igerisine penetre olarak burada bakterisidal aktivite gosterdikleri ve bu farmakokinetik
avantajin latent TB tedavisinde etkili olabilecegi belirtilmistir. Ancak son yillarda
akciger tliberkiilozundan izole edilen M. tuberculosis suslarinda florokinolon direncinde

artig goriildiigii bununda tedavi basarisizliklaria yol agabilecegi belirtilmektedir.’®’!
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Florokinolon grubu ilaglara karst muhtemel direng gelisimi, irdelemenin yapildig: hasta
gruplarinin 6zellikleri, kontrol programlarinin etkinligi, cografi bdlge, sosyo-kiiltiirel
yap1 gibi enfeksiyon hastaliklarin insidansini etkileyen faktorlere bagli olarak farkli
caligmalarda farkli oranlarda bildirilmistir. Ancak oransal farkliliklarda fenotipik
yontemlerin standardize edilememis giivenilir olamayan protokollere dayali olmasi
buna karsilik moksifloksasin direnci ile ilgili molekiiler mekanizmalarin ve genomdaki
ilgili mutasyonlarin bilinmemesinin de rolii 6énemlidir. Literatiirde de, bu sebeplerle
olmast muhtemeldir, moksifloksasin direnci ve kritik konsantrasyonlar i¢in yapilmis
fazla sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Ho ve arkadaslar1 (2014) Avusturya ve Yeni Giiney Galler’de yaptig1 caligmada
357 MTK 0Orneginin MGIT960 yontemiyle moksifloksasin direncinin arastirilmasi
sonucu sadece 2 drnekte direnc bulunabilmisler ve bu &rneklerden bir tanesinin CID TB
susu  oldugu Dbildirilmislerdir. Ancak bu c¢alismada MGIT960 besiyerinde
moksifloksasin i¢in kritik konsantrasyon degeri 0,5 pg/mL olacak sekilde
degerlendirilmis.”?

Jabeen ve arkadaslar1 (2014) yaptigr bir calismada Pakistan’da 2010-2014
yillarinda tanimlanan TB suslarinda florokinolon direncindeki artis dikkati ¢cekmektedir.
Calismada 2010 yilinda tespit edilen 2.059 CID olmayan susdan 214 (% 10,3) tanesinde
florokinolon direnci tespit edilmis. Bu oran 2013 yilinda 332/1.710 (% 19,4) olarak
bulunmus.”

Sahly ve arkadaglar1 (2011) tarafindan Amerika’nin Teksas eyaletinde yapilan
calismada TB izolatlarinin % 1,8 inde, Rafiq ve arkadaslarmin (2011) Pakistan’da
yaptig1 bir ¢alismada da 2006-2009 arasinda tespit edilmis 205 TB susunun % 5,9’unda
florokinolon direnci tespit edilmis. Yine Casat ve arkadaslarmin (2000) Ispanyada
yaptig1 bir ¢alismada TB suslarinda ofloksasin direnci arastirilmis ve izolatlarin %
6’sinda direng tespit edilmis.

Bizim moksifloksasin direncini tespit i¢in kullandigimiz kritik konsantrasyon
kendi laboratuvarimizda referans sus i¢in tespit ettiimiz 1 pg/mL oldu. Bu sartlar
altinda CID goriilmeyen suslardaki direng oranimiz % 17, CID tespit edilen suslar
arasindaki direng oranimiz % 21,6 olmak iizere genel de 137 test susu arasinda % 18,2
idi. Bizim bulgumuz kritik esik daha yiiksek olmasina ragmen Ho ve arkadaslarinin

bulgular ile kiyaslanamayacak olglide yiiksektir. Buna karsilik Pakistanda Rafiq ve
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arkadaslarinin yaptiklar1 calismada elde ettikleri % 5,9’luk diren¢ oranindan daha
yiiksek olmasina karsilik yine Pakistan’da Jabeen ve arkadaslarinin CID gériilmeyen
suslardan elde ettikleri % 10,3 ve % 19,4’liikk diren¢ oram ile biiylik dlgiide benzerlik
gostermektedir. Bu grup da degerlendirilen 6rnek sayilari, sirasi ile 2.059 ve 1.710
calismanin yapildig: yillar, sirasi ile 2010 ve 2014 birlikte irdelendiginde 2014 de artig
direng bizim ayni yil tamamladigimiz % 17’lik diren¢ oranimizdan daha yiiksektir.
Pakistandan bildirilen {i¢ farkli calismanin yapildig1 yillar ve diren¢ oranlar1 dikkate
alindiginda Moksifloksasin direncinin genel enfeksiyon insidansinin yiiksek oldugu
tilkelerde ve yillara bagl olarak artmakta oldugunu carpici sekilde ortaya koymaktadir.
Nitekim Ho ve arkadaglarinin Avustralya ve Yeni Zellanda izolatlar1 igin bildirdikleri
orana benzer sekilde Sahly ve arkadaslarinin 2011 yilinda Amerika’nin Teksas eyaleti
izolatlar1 icin bildirdikleri % 1,8 Casat ve arkadaslarmin Ispanya kokenli izolatlar igin
verdikleri % 6 diren¢ oranlar1 bizim oranlarimizda oldukea diistiktiir. Bu sonuglar bir
taraftan Moksifloksasine karsi artmakta olan direnci gosterirken diger taraftan da non-
spesifik enfeksiyonlarda bu grubun yaygin kullaniminin 6nemini ima etmektedir. Bizim
CID goriilmeyen suslar arasinda anti-tiiberkiiloz ilaclarin tamamina duyarli olan 88 test
susmuz arasinda bile diren¢ oranimiz 14 izolat ile % 16 dir. Bu gruptaki direnci genel
kullanim disinda izah etmek gercekten zordur. Nitekim bizim bolgesel direng dagilimiz
da CID olmayan suslarda Adana’da diren¢ oranimizin yiiksek olmasina karsilik CID
goriilen suslarda giiney ve dogu bolgelerde oranin daha yliksek olmasi tiiberkiiloz disi
kullanimin 6nemini akla getirmektedir. Bu konuda kesin kan1 daha fazla sayida susun
degerlendirildigi, hasta bilgilerine ulasilmis yeni ve stireklilik arz eden caligsmalar
sonucu olusacaktir.

Biz ¢alismamizda moksifloksasin direncinin kinolon direncinden sorumlu hedef
gen fragmentinde iliskilendirilebilecegi muhtemel mutasyonlar: tespit i¢in tiim suglarda
hedef dizinin analizini yaptik. Caligmada fenotipik olarak moksifloksasin direnci
gosteren 4 sus ile moksifloksasin duyarli bulunan 2 sus disinda test izolatlarinin hig
birisinde gyrA geninin QRDR bdlgesini igeren 530 bp lik kisminda mutasyon tespit
edemedik. Moksifloksasin duyarli 2 susta da 89. kodonda Asp—Asn degisimine sebep
olan GAC-AAC mutasyonu goriiliirken direngli suslarin 2 sinde 94. kodonda mutasyon
oldugunu diger 2 mutasyonunda 88 ve 90. kodonlarda gerceklestigini tespit ettik. Bu

veriler moksifloksasin direnci i¢in muhtemelen farkli kodonlarda mutasyonlar
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olabilecegini veya efliiks sistemi gibi, ki bu sistemin etkili olmadig1 yapilan
calismalarda gosterilmistir, farkl mekanizmalarin etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger tiiberkiilozlu hastalardan izole edilen M. tuberculosis klinik izolatlarinda

ilk secenek anti-tiiberkiiloz ilaglar arasinda gosterilmeye baglanan Moksifloksasine karsi

direncin ve bu amagla kullanilacak fenotipik yontemler ile direncin molekiiler

mekanizmalarinin tespiti amaci ile planlanan ¢alisma sonunda;

1-

Moksifloksasin direncinin fenotipik olarak; CID gdsteren suslar arasinda % 21,6
CID tespit edilemeyen suslar arasinda da % 17 olmak iizere %.18,2 oldugu

Direng gelisiminin anti-tiiberkiiloz ilaglarin tamamina duyarli olan suslarda da % 16
gibi yiiksek oranlarda oldugu ve bunun molekiiliin tiiberkiiloz tedavisine sekonder
gelistirdigi bir diren¢ olamayacagi

Nitekim bulunan bu oranlarin; bati toplumlarindan daha yiiksek oldugu, genel
enfeksiyon oranlarinin bizim gibi yiliksek oldugu dogulu toplumlar ile benzerlik
gosterdigi

Moksifloksasin direncinde polimorfizmin sik goriildiigii gyrA geni 95. kodon ile
ilgili olamayacag1 ve genin analiz edilen diger kisimlarinda izlenen mutasyonlarin
direngle iliskisinin yetersiz oldugu

Fenotipik 6zelliklere dayanarak tespit ettigimiz yiiksek direngden farkli molekiiler
mekanizmalarin sorumlu olacagi goriilmiis olup

M. tuberculosis klinik izolatlarinda moksifloksasin direncinin aragtirilmasinin

daha genis vaka gruplar1 ve izolatlar kullanilarak devam ettirilmesi, elde edilen verilerin

iilke genelinde biitiin klinisyenler ile paylasilarak bu grup ilaglara karsi kisa siirede

direng gelisme ihtimalinin varligi ve sayet bu molekiiller rezerv molekiiller olarak

kabullenilecek ise non-spesifik endikasyonlarda daha smirli kullanilmas: gerektiginin

1srarla anlatilmasinin 6nemli olacagi sonucuna varilmistir.
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