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1. GIRIS

Tiiberkiiloz (TB) tarih boyunca insanlar1 etkilemis olan 6nemli bir enfeksiyon
hastaligidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) “2023 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu”na
gore 2022°de 7,5 milyon kisi TB’ye yakalanmig ve 1.3 milyon kisi TB nedeniyle
Olmustir [1]. Covid-19 pandemisine kadar diinyada tek bir enfeksiy6z ajandan
kaynaklanan oliim nedenleri arasinda ilk sirada yer almistir. Tiiberkiiloza bagh

oliimlerin HIV/AIDS’e baglh 6limlerden iki kat fazla oldugu bildirilmistir [1].

Tiiberkiiloz Onlenebilen ve tedavi edilebilen bir hastaliktir. Standart tedavi
rejimleri ile hastalarin yaklasik %85'i tam olarak tedavi edilebilir. Tedavi edilmeyen
hastalarda ise %50 gibi yuksek oranlarda 6lume yol acabilir [1]. Tuberkiloz
tedavisinde en énemli sorunlardan biri ila¢ direncidir. Ilaca direngli suslarin ortaya
¢ikmasi diinya genelinde halk saglhigini tehdit etmektedir. Mycobacterium tuberculosis
kompleks’te (MTBK) ilag direncinden her antibiyotik i¢in farkli siklikta olmak tizere
spontan kromozomal mutasyonlar sorumludur. Etkin olmayan ya da duzensiz
antibiyotik kullanimi ile duyarli mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca direncli
suslar segilerek bakteri toplulugu i¢inde baskin duruma geg¢mektedirler [2]. Dlnya
Saglik Orgiitii ilaca direngli TB’yi bes sinifa ayirmaktadir [3]. Izoniyazide (H) Direngli
TB, Rifampisine Direngli (RR) TB, Cok ilaca Direngli (CID) TB (R ve H birlikte
direncli), On Yaygin Ila¢ Direncli TB (R ve herhangi bir florokinolona direncli) ve
Yaygm ilag Direngli (YID) TB (R, herhangi bir florokinolon ve bedakuilin veya
linezolidten en az birine direngli). Kiiresel olarak 2022’de 410.000 kiside CID-TB
veya RR-TB gelistigi bildirilmistir [1]. Tlaca duyarli TB; H, R, etambutol (E) ve
pirazinamid (PZA) ile kombine olarak alt1 aylik siirede tedavi edilirken, CID-TB ve
YID-TB’de hastalarin tedavi siiresi 9-24 aya kadar uzayabilir. Bu olgularin tedavisinde
kullanilan ilaglarin hem toksik etkileri hem de maliyetleri ¢ok daha yiiksektir. Ayrica
tedavi basarist CID-TB’de %63’e kadar diismektedir. Yeni tedavi rejimlerinin
uygulanmasina ragmen CID/RR-TB hastalarinin  yaklagik %]15’inin  6ldiigii
bildirilmistir [4].

Rifampisin TB tedavisinin en etkin iki ilacindan biridir. Sterilize edici etkisi ve
basilleri 6ldiirmek icin yeterli konsantrasyonlarda kazeum icine gegebilme yetenegi

nedeniyle ilaca duyarli TB tedavisinde izoniyazid ile birlikte tedavi rejiminin temelini
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olusturur [5]. Rifampisin direnci CID-TB varligmin bir gdstergesi olarak DSO
tarafindan izlenmektedir [6]. Rifabutin (RFB) ve rifapentin gibi diger rifamisinler de
rifampisine benzer 6zelliklere sahiptir. Rifabutin, R’ye kiyasla daha yavag bir dagilim
hizt ve daha genis bir dagilim hacmine sahiptir. Baslica avantaji sitokrom P450
sistemini daha az indiiklemesidir. Bu nedenle antiretroviral tedavi rejimi alan HIV ile
koinfekte hastalarda rifampisine kiyasla siirli ilag etkilesimine sahip oldugu i¢in TB
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica immunsupresif tedavi alan solid organ
alicilarinda ve rifampisin ile iligkili tolere edilemeyen yan etkileri olan hastalarda da
RFB tercih edilmektedir [7,8].

Rifampisine diren¢li MTBK susglarinin yaklasik %96'sinda, rpoB geninin 81-
bp'lik kodonlar1 507-533'Un "RRDR" (rifampicin resistance determining region)
olarak adlandirilan bolgesinde mutasyonlar vardir [9]. M. tuberculosis kompleks’te bu
gen bolgesindeki belirli mutasyonlarin hem R hem de RFB ¢apraz diren¢ kazandirdig:
bildirilmistir. Ancak RRDR gen bdlgesinde bazi kodonlarda (511, 516, 518, 522, 526,
533) belirli mutasyonlara sahip olan RR suslarin, belirli amino asit degisimlerine bagli
olarak RFB’ye in vitro duyarli olabildigi ve RFB’nin bu suslar {izerinde klinik
etkinlige sahip oldugu gosterilmistir [10]. Giiniimiizde TB laboratuvarlarinda RR’nin
hizl1 tanisi i¢in kullanilan niikleik asit amplifikasyon testlerinin (NAAT) bir¢ogunda
bilinen mutasyonlar hedeflenmekte ve Xpert Ultra gibi baz1 testlerde saptanan
mutasyonun bildirimi yapilmamaktadir [11]. Fenotipik olarak RR/RFB duyarli olan
suslarda saptanan mutasyonlarin bilinmesi RR-TB olgularinda ikinci se¢enek ilaglara
gerek kalmaksizin hastalarin RFB iceren dortlii ilag rejimi ile tedavi edilmesine olanak
saglayabilir. Capraz direncin olmadig1 ve RFB tedavisinden yarar gorecek hastalarin
hizli tanis1 igin iliskili spesifik mutasyonlarin hizli molekiiler testlerde yer almasi
tedavi kararinda yol gosterici olacaktir. Bu ¢calismanin amaci RR veya CID suslarinda
RFB’nin ¢apraz direncini fenotipik olarak arastirip, DNA dizi analizi ile rpoB RRDR
gen bolgesindeki direng fenotiplerinden sorumlu spesifik mutasyonlarin

gosterilmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikobakterilerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir.
Gliniimiizde prokaryotlarin isimlendirme (nomenclature) listesinde mikobakteri cinsi
icinde 274 tiir ve 25 alt tiir bulunmaktadir [12]. Bu say1 DNA dizi analizi yontemlerinin
kullaniminin artmasi sonucu her yil degismektedir. Mikobakteri tiirleri iginde
Mycobacterium tuberculosis (MTB) ve Mycobacterium leprae gibi zorunlu
patojenlerin yani sira firsat¢i patojen ve saprofit tiirler de yer alir. Bunlarin ¢ogu klinik
hastaliga neden olabilir ya da bilinen herhangi bir klinik korelasyon olmadan klinik

orneklerden izole edilebilir [13].

Mikobakteriler; aerobik, sporsuz, hareketsiz, 0,2-0,6X1,0-10 pm boyutlarinda
diiz veya hafif kivrik basillerdir. DNA’larindaki yliksek G+C (%61-71) oran1 ve hiicre
duvarlarinda mikolik asit igermeleri yoniiyle Gordonia, Nocardia, Rhodococcus ve
Tsukamurella gibi diger cins bakteriler ile benzerlik gosterirler. Mikolik asit bakterinin
boyanmasinda alkolle renk gidermeye karsi direng saglar ve aside direngli
boyanmalarindan sorumludur. Koloni morfolojisi tiirler arasinda degisiklik gosterir;
plrizsuzden (smooth) parizliye (rough) ve pigmentsizden (nonkromojen)

pigmentliye (kromojen) kadar degisen koloni goriiniimleri sergilerler [13].

Mikobakteri hiicre duvari, ilk kez 1995 yilinda tanimlanmistir [14]. Hcre
duvar1 %60 lipit, %15 polipeptit, %25 karbonhidrat igerir. Peptidoglikolipid hiicre
duvari, meso-diaminopimelik asit, alanin, glutamik asit, glukozamin, muramik asit,
arabinoz ve galaktoz igerir. Mikolik asitler serbest lipidler (6rnegin; trehaloz-6,6-
dimikolat) ile birlikte hidrofobik gecirgen bir bariyer olustururlar. Diger 6nemli yag
asitleri balmumu maddeleri (wax D), fosfolipidler, mikoserozik ve fitienoik asitlerdir.
Hiicresel yag asitlerinin degisik paternleri arasinda Actinomycetales (Uyelerinin
birkaginin tek bir hiicre komponenti olan tiiberkiilostearik asit bulunur. Hiicre
duvarinin kompleks lipidleri fazla icermesi, yaygin anilin boyalarinin gegisini
engeller. Gram yontemi ile kolayca boyanmamalarima ragmen mikobakteriler

genellikle gram pozitif kabul edilirler [15].



Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi tipik gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarina benzerdir. Icte sitoplazmik membran ve iizerinde kalin bir peptidoglikan
tabaka yer alir. Lipoarabinomannan sitoplazmik membrandan kdken alarak hiicre
duvar1 boyunca uzanir. Diger bakterilerden farkli olarak peptidoglikan tabaksinda N-
asetil muramik asit yerine N-glikolil muramik asit bulunmaktadir. Peptid birimlerinde
mezo-diaminopimelik asit (DAP) ve glutamik asit Uzerinde birer amid grubu
bulunmakta ve diger bakterilerden farkli olarak inter-peptid baglar, D-ala-mezo-DAP
ve mezo-DAP-DAP baglart bulunmaktadir. Peptidoglikan tabaka {izerinde
arabinogalaktan yer alir ve tabakaya fosfodiester baglar1 ile baglanmistir. Fosfodiester
bagi duvara esas saglamligini vermektedir. Bu yapiya kovalan olarak baglanan mikolik
asit molekiilleri mikolat adin1 alir. Hiicre duvarinin en disinda mikolik asitlerin yer
aldig1 tabaka bulunur ve lizerinde serbest lipitler ve polipeptitler yer almaktadir. Yiizey
glikolipitleri antijenik 6zellikleri giclu olan tire 6zgi mikozitleri (peptidoglikolipit,
oligoliposakkarit), fenolik glikolipitleri ve sulfatidleri icerir [16]. Mikobakterilerin
hidrofobik o6zelligini arttiran glikolipitler hiicre duvart kuru agirhigmin %25'ini

olustururlar.

Mikobakteri hiicre duvarinin zengin yapist bakterinin konak hiicrelerine kars1
savunmasinda 6nemli rol oynar. Hiicre duvar lipitlerinden biri olan 6'6'- trehaloz
dimikolat (kord faktor) basillerin paralel diziliminden sorumludur. Cesitli sitokinlerin
salinimima bagli olarak MTB’nin viriilansin1 arttirdigr polimorf niiveli 16kosit
migrasyonunu inhibe ettigi, kronik granulom olusumunu tetikledigi ve adjuvan etki
gosterdigi bilinmektedir [16]. Sulfolipidler makrofajlara kars1 bakterinin direncini
arttirirken, mikolik asit igeren glikolipitler aktive olmamis makrofajda fagozom-
lizozom fiizyonunu engellemektedir. Mikolik asit giiclii bir sekilde hidrofobiktir ve
hidrofilik antibiyotiklere, oksidatif hasara ve kompleman birikimine karsi koruma
saglamak i¢in basillerin etrafinda bir kabuk olusturur [14]. Hiicre duvariin en disinda
bulunan peptit zincirleri de antijenik 6zellik tasirlar ve hastada gelisen hiicresel asir1

duyarliliktan sorumlu tutulmaktadirlar [16].

Mikobakterilerin ¢ogalmalari i¢in gerekli en uygun 1s1 derecesi, tiirler arasinda
genis c¢apta degiskenlik gostermektedir (<30-45°C). Diger bakteriler ile
karsilagtirildiginda, mikobakteri tiirlerinin ¢ogunun iiremesi yavas olup, yaygin olarak
kullanilan besiyerlerinde jenerasyon siireleri yaklasik 20 saattir. En uygun kosullarda,

tiirlere bagl olmak tizere gozle goriilebilir kolonilerin olusmasi i¢in gegen siire birkag
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giinden alt1 haftaya kadar uzayabilir [15]. Uremeleri igin albiiminden zengin yumurta
veya serum temelli besiyerleri gereklidir. M. tuberculosis pH 6.0 ile 7,6 arasinda
iireyebilmektedir. Aerob basiller olmakla birlikte ortamda CO- bulunmasi iiremeyi
hizlandirir. Mikroaerofilik ortamda boliinmeyen ama canli basillerin varligt MTB’nin
diisiik oksijen basincini tolere edebildigini gostermektedir. Basil bu kosullarda yillarca
yasayabilir fakat fermentatif metabolizmaya doniisiimiiniin indiiklenmesi i¢in minimal
oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyar [15]. Tiiberkiiloz basilleri ¢ok diisiik 1silara
dahi dayanabilmektedir. Canliligi 2-4°C ile -70°C arasinda uzun bir dénem igin
korunabilir. Giines 15181, 1s1 ve ultraviyole radyasyona ise olduk¢a duyarlidir. Balgam

veya sivilarda 30 ile 37°C arasinda canliligini bir hafta igerisinde kaybeder.

Mikobakteriler epidemiyolojik 6zelliklerine, hastalikla iligkilerine ve in vitro
tireme Ozelliklerine gére dort ana gruba ayrilirlar [13]: MTBK, M. leprae,
Mycobacterium ulcerans ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM). MTB ve MTBK
icindeki yakindan iligkili tiirler yavas iireyen bakterilerdir [13]. Klasik olarak TDM’ler
tireme hizlarma ve pigmentasyonlarina gore Runyon tarafindan dort grupta

simiflandirilmastir;

Runyon Grup I: Fotokromojenler; Yavas iirerler ve 1sikla karsilastiktan sonra
pigment Uretirler. En 6nemli turler; M. kansasii M. marinum, M. simiae, M. asiaticum

M. intermedium

Runyon Grup II: Skotokromojenler; Yavas iirerler ve hem karanlikta hem 1sikta

pigment uretebilirler. M. szulgai M. scrofulaceum, M. xenopi, M. gordonae.

Runyon Grup III: Nonkromojenler; Isikla karsilagsalar da pigment iiretmezler,

M. avium intracellulare, M. genavense, M. haemophilum, M. malmoense.

Runyon Grup IV: Hizli Ureyenler; Ureme hizlar1 ortalama yedi giindiir. M
fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. peregrinum [16].

2.1.1. Mycobacterium tuberculosis kompleks

Mycobacterium tuberculosis kompleks, insanlar da dahil olmak tizere genis bir
memeli spektrumunu enfekte eden ve TB etkeni olan mikobakteri tlrlerini
icermektedir. Mycobacterium tuberculosis kompleks tyeleri MTB, Mycobacterium

bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium africanum, Mycobacterium



caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii
ve yakin zamanda tanimlanan Mycobacterium mungi ve Mycobacterium orygis’den
olusmaktadir [13]. Farkli fenotipler ve memeli konak araliklar1 ile karakterize
edilmelerine ragmen kompleksin iiyeleri %0,01 ila %0,03 esanlamli niikleotid
varyasyonu ile yiiksek genetik homojeniteye sahiptirler ve aralarinda onemli bir
genetik degisim izi yoktur. Tir diizeyinde tanimlama ihtiyaci yalnizca aragtirma
amacli degil, ayn1 zamanda epidemiyolojik, halk saglig1 ve terapotik nedenler i¢in de
gereklidir [15]. Tiiberkiiloz basili terimi, kompleksin diger tiyelerinin insanlarda ¢ok
daha nadir patojen olmalar1 nedeniyle, tim TB olgularinin yaklasik %98’inde etken

olan MTB ile neredeyse es anlamli olarak kullanilmaktadir.
2.2. Tuberkuloz Epidemiyolojisi

Tiiberkiiloz hava yolu ile bulasan enfeksiyon hastaliklarina tipik bir 6rnektir.
En ¢ok akcigerleri tutmakla birlikte tiim organ ve sistemleri tutabilir [7]. Hastalarin
oksiirmesi, hapsirmasi ve konusmasi ile ¢evreye yayilan ve TB basili igeren 1 ila 5 pm
biiytikliigiindeki damlacik gekirdeklerinin solunmasi ile bulasir [13,17]. En bulastiric
hastalar; balgam mikroskopisinde aside rezistan basil (ARB) pozitif, kaviteli akciger
ve larinks tiiberkiilozu olan hastalardir. Bulagtirma riski kalabalik ve iyi havalanmayan
yerlerde artar [18]. Tiiberkiiloz basili ile enfekte olan her kiside mutlaka hastalik
gelismez. Basil ile karsilasan ancak hastalik belirtileri olmayan kisilerde MTB
antijenlerine kars1 kalic1 bagisik yanit gelisir. Bu duruma Latent TB Enfeksiyonu
(LTBE) denir [19]. Enfeksiyonu takip eden siirede hastalik en fazla ilk iki y1l iginde
goriilmekte olup bunu takip eden yillar i¢inde hastalanma riski giderek azalmaktadir
[18]. Latent TB enfeksiyonu olan kisilerde yasam boyu aktif TB gegirme riski %10’dur
[18]. Bagisik sistemi baskilanmis hastalarda bu risk daha yiiksektir. Tiiberkiiloz
hastalig1 icin bilinen risk faktorlerine 6rnek olarak HIV pozitif olmak, diyabet,
silikozis, bagisik sistemi baskilayan tedaviler, yetersiz beslenme, sigara ve alkoliin

zararl kullanimi verilebilir [19].
2.2.1. Dunyada Tuberkuloz Epidemiyolojisi

Diinya niifusunun yaklasik dortte birini olusturan 1,7 milyar insanin MTB ile
enfekte oldugu tahmin edilmektedir [1]. Kiiresel olarak TB insidansi ise yiiz binde
133’tiir [1]. Tiiberkiiloz hastalarinin ¢ogu diisiik ve orta gelirli tilkelerde yasamaktadir.

Tiberkiiloz olgular1 en fazla kiiresel yiikiin de {igte ikisini olusturan; Hindistan (%27),
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Endonezya (%10), Cin (%7,1), Filipinler (%7), Pakistan (%5,7), Nijerya (%4,5),
Banglades (%3,6) ve Demokratik Kongo Cumbhuriyeti’nde (%3) goriilmiistir [1].
Tiiberkiiloz eriskinlerde ve erkeklerde daha sik goriiliir. Diinya Saglik Orgiitiiniin
verilerine gore 2022 yilinda yaklasik 5,8 milyonu erkek (%55), 3,5 milyonu kadin
(%33) ve 1,3 milyon ¢ocuk (%12) olmak iizere 10,6 milyon TB vakast oldugu tahmin
edilmektedir [1]. 2022 yilinda diinyada 1,3 milyon kisi TB nedeni ile hayatini
kaybetmistir.

Tiiberkiillozda en ©Onemli sorunlardan biri ila¢ direncidir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin verilerine gdre 2022 yilinda kiiresel olarak 7,5 milyon yeni TB olgusu ve
410.000 kiside CID-TB veya RD-TB oldugu tahmin edilmektedir. Tedavi basarist
ilaca duyarhh TB olgularinda %88, CID/RD-TB olgularinda ise %63 olarak
bildirilmistir [1]. Tiberkiiloza iliskin 2023 yilinda diizenlenen ikinci Birlesmis
Milletler iist diizey toplantisinda direngli TB olgularinda yonelik 6nlemler kapsaminda
ilag duyarlilik testlerine evrensel, adil ve uygun fiyath erisimin saglanmasi talep
edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii 2023 yilinda, ilaca direngli TB'yi dogrudan balgam
orneklerinden tespit etmek i¢in hedeflenen yeni nesil dizilemenin kullanimini
degerlendiren bir kilavuz gelistirme grubu olusturmus ve temel bulgular1 vurgulamak
i¢in hizl bir bildiri yayinlamigtir [20]. Yeni nesil dizilemeye dayali testler, kapsamli

ilag duyarlilik testine (IDT) dogru atilmis énemli bir adimdar.

Diinya Saglik Orgiitiiniin tiim {iye devletleri ve Birlesmis Milletler, 2014 ve
2015 yillarinda DSO'niin gelistirdigi “TB’yi Bitirme Stratejisini” (End TB) ve
“Birlesmis Milletler Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedeflerini” benimseyerek TB salginini
sona erdirmeyi hedeflemislerdir. Bu hedeflerden birisi de 2030 yilina kadar TB
epidemisinin bitirilmesidir. Ulkemiz, End TB Stratejisini benimsemis olup ulusal TB
kontrol eylemlerini de bu hedefler dogrultusunda giincelleyerek uygulamaya devam

etmektedir [19].
2.2.2. Ulkemizde Tuberkiloz Epidemiyolojisi

T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Genel Miidiirliigiiniin “Tiirkiye’de Verem
Savast 2021 raporuna” gore verem savas dispanserlerine kayitli yeni ve niiks olgu
sayisina gore hesaplanan insidans 2019 yilinda yiiz binde 13,5 olarak gergeklesirken
2020 yilinda yiiz binde 10,6 olmustur [16]. Toplam olgu hizi da 2019 yilinda yiiz binde
13,7, 2020 yilinda yiiz binde 10,7 olmus, 2020 yilinda 2019’a gore %22 diisiis
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gostermistir. Bu beklenmedik diisiis COVID-19 pandemisinin bir yansimasi olarak
degerlendirilmistir [21].

Tiirkiye DSO verilerinde Avrupa Bolgesinde yer almaktadir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin 2020 ve 2021 yil1 kiiresel raporlarinda Tiirkiye’nin 2019 yili tahmini
insidans hiz1 yiliz binde 16, 2020 yil1 yiiz binde 15 ve tahmini mortalite hiz1 2019 yil
icin ylz binde 0,39, 2020 yil1 i¢in 0,55 olarak verilmistir [16]. Tiirkiye CID-TB
acisindan yiiksek hastalik yiikiine sahip 30 iilke arasinda degildir. Kiiresel TB 2020
raporunda Tiirkiye’de tahmini RD/CID-TB oran1 yeni olgularda %2,4, énceden tedavi
gbérmiis olgularda ise %9,7 olarak verilmistir [16]. 2021 Raporunda ise bu tahmini
degerlere yer verilmemistir. Ancak 2020 yili raporunda 2010-2019 yillarinda
iilkemizde yeni olgulardaki CID-TB oraniin %5 azalma gosterdigi bildirilmistir [6].

Ulkemiz genelinde 2020 yilinda akciger TB olgularinin  %91,7’sine
mikroskobik inceleme, %90’ ma kiiltiir yapilmistir [21]. Kiiltiir pozitif akciger TB
olgularnda IDT yapilma oran1 %96,8 iken tiim olgularda bu oran %68,9’dur [21].
Birinci segenek ilaglara direng oranlari; tek ilag olarak en sik H (%5.,4) ve S (%4,8)
direnci, ikili ilag olarak HS (%2,4) direnci, uclu ilag olarak HRS (%0,7) direnci
saptanmistir. Olgularda toplam direng orani %16,7 olarak gergeklesmistir [21].
Tiirkiye nin 2018 y1l1 yeni ve niiks olgularinda tedavi basaris1 %85, 2019 yil1 i¢in %83
ve dnceden tedavi gormiis olgularinda 2018 yil1 igin %60, 2019 y1l1 i¢in %54 tiir. 2021
yilinda verem savas dispanserlerine kayitli hastalarin %98,8’nin tedavisi direkt
gbzetim altinda olarak baslanmistir [21]. Bu oran tedavi basarisin1 6nemli Glgiide
etkilemektedir. Ancak iilkemize son yillarda direngli TB oranlarinin yiiksek oldugu
Dogu Avrupa ve Tiirk Devletleri Teskilat1 iiyesi iilkelerden ¢ok sayida gd¢cmen
gelmistir. 2019 yili CID-TB olgularinin Tiirkiye dogumlu olgulardan sonra en sik
dogum yeri olan iilkeler Tiirkmenistan, Kirgizistan ve Ozbekistan, 2020 yilinda ise
Tiirkmenistan, Somali ve Azerbaycan’dir [21]. Ulkemizde TB tan1 ve tedavisi herkes
icin Ucretsizdir. Ancak kayit dis1 gogmenler direngli TB olgularinin kontrolii i¢in bir

tehdit olusturabilirler.

2.3. Tiiberkiilozun Mikrobiyolojik Tanis1
Tiiberkiiloz tanisinda ilk adim hastaligin tipik belirtilerinin aranmasi ve kusku
durumunda goriintiileme yontemlerine bagvurulmasidir. Ancak hastaligin kesin tanisi

mikrobiyolojik  yontemler ile konur. Giinlimiizde tibbi  mikrobiyoloji



laboratuvarlarinda TB’nin hizli ve giivenilir tanisima yonelik c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Molekiiler yontemler TB tanisinda laboratuvar uygulamalarinin
onemli bir parcast olmustur ve iilkemizde de bu yontemler yaygin olarak

kullanilmaktadir. Ancak kiiltiir halen TB tanisinda altin standart yontemdir [17].

Tiiberkiilozun dogru tanisi i¢in hangi yontem kullanilirsa kullanilsin klinik
Ornegin uygun ve kaliteli olmas1 dnemlidir. Bu nedenle TB laboratuvarlarinda 6rnek
kabul ve ret kriterlerinin bilinmesi ve uygun 6rnek gonderilmemesi durumunda

klinisyen ile is birligi yapilmasi gereklidir.
2.3.1. Orneklerin ahnmasi ve gonderilmesi

Tiiberkiiloz tanisi i¢in laboratuvara hastaligin etkiledigi organa bagl olarak
solunum yolu o6rnekleri, steril viicut sivilar1 ve doku ornekleri gonderilmektedir.

Basilin izolasyon sansini artirmak i¢in klinik 6rnekler [17];

e Tercihen anti-TB tedavi baslamadan 6nce alinmali,
e Uygun kalitede, yeterli miktarda ve sayida olmali, aseptik sartlarda alinmali,
e Uygun zamanda ve uygun kaplara alinmalidir. Ornek kaplari tek kullanimlik,

steril, vida kapakli, sizdirmaz olmalidir.

Akciger ve akciger dist TB tanisinda kullanilan 6rnekler ve uygun olmayan

ornekler i¢in oneriler Tablo 2.1.’de gosterilmistir [17].

Tablo 2.1. Tiiberkiilozun mikrobiyolojik tanmisinda kullanilan ornekler ve

uygunluk durumlari

a¢ karnina derin
bir oksiiriikle

olmasi, yetersiz
olmasi, 24 saat

Ornek tur Uygun 6rnek Uygun olmayan | Uygunsuzluk
ornek durumunda Oneri
Balgam Ardigik 3 giinde | Ornegin tiikiiriik | Tekrar ornek

almak olanaksiz
ise kabul edilir,

gelen kivamly, biriktirilmis ancak sonug

en az 3 ml sabah | olmasi, i¢ginde negatif

ilk balgam yiyecek artig1 bulundugunda
ornegi; biri olmasi, tagima “yetersiz/uygun
sabah olmak stiresi 3 glind olmayan 6rnek”
lizere 3 0rnek de | gecmis 6rnek seklinde raporda
yeterli olabilir belirtilir




BAL*, Brons lavaji, Bronkoskopi Yetersiz hacimde | Ornek, 1 ml gibi
endotrakeal/transtrakeal | 6rnekleri en az 3 | olmasi cok az miktarda
aspirat, ml olmalidir bile olsa kabul
edilir; yetersiz
oldugu raporda
belirtilir
AMS*** Ardisik 3 giinde, | Notralize Tekrar 0rnek
8-10 saatlik edilmeden 4 almak olanaksiz
aclik sonrasi saatten fazla ise kabul edilir,
sabah hasta beklemis olmas1 | ancak sonug
yatagindan negatif
kalkmadan, bulundugunda
gastrik tup ile “uygun olmayan
alinan en az 5 ornek” seklinde
ml, en ¢ok 15 ml raporda belirtilir
ornek
BOS** ve diger steril BOS enaz 2 ml, | Yetersiz hacimde | Ornek, 1 ml gibi
viicut sivilari diger steril olmasi ¢ok az miktarda
viicut sivilar1 en bile olsa kabul

az 10 ml

edilir; yetersiz
oldugu raporda

belirtilir

Idrar Ardisik 3 giinde | 24 saat Idrar igeriginin
sabah alinan biriktirilmis, basillerin
orta idrar bekletilmis idrar, | canliligim
Idrar veremeyen | Kateter olumsuz yonde
hastalarda torbasindan etkilemesi ve diger
kateter idrar1 alinan idrar mikroorganizmalar
veya suprapubik ile kontaminasyon
aspirasyonla nedeniyle
alian idrar reddedilir

Doku biyopsi 6rnegi Aseptik Yetersiz miktarda | Kabul edilir, fakat
sartlarda alinan | olmasi, gazli yetersiz/uygun
ve fiksatife beze/pamuga olmayan 6rnek

konmadan steril
serum fizyolojik
iginde
gonderilen en az
1 gram Ornek

sartlmis 6rnek

olarak raporda
bildirilir

Kan ve kemik iligi

Aseptik
sartlarda
Heparin/SPS
igeren steril
tiiplere ve/veya
ticari
mikobakteri kan
kiltir
besiyerlerine
alinan kemik

Pihtilasmis 6rnek

Kabul edilir, fakat
uygun olmayan
ornek olarak
raporda bildirilir
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iligi veya 5-10
mL kan 6rnegi

Siirtintii 6rnegi Siirlintii 6rnegi Baska 6rneklerin
aliamadigi
durumlarda larinks
ve yara surintu
ornekleri islenir,
ancak uygun 6rnek
olmadig1 raporda
belirtilir

*BAL; Bronkoalveoler lavaj sivisi, **BOS; Beyin omurilik sivisi, AMS***;

Aclik mide s1visi
Orneklerin laboratuvara gonderilmesinde asagidaki kurallara uyulmalidir;

e Omekler, oda 1s1sinda miimkiin olan en kisa siire icerisinde laboratuvara
ulastirilmalidir.

e Orneklerin laboratuvara ulastirilmas1 bir saati gececek ise 24 saate kadar
+4°C°de bekletilebilir.

e BOS, kemik iligi, kan 6rnekleri kesinlikle buzdolabina konulmaz.

e AMS ornekleri 5-15 ml érnek icin 100 mg sodyum karbonat ile nétralize edilir
ve en kisa siirede laboratuvara ulagtirilir.

e Kurum disina gonderilecek ornekler i¢in {iclii kap sistemi kullanilmalidir.

2.3.2. Orneklerin islenmesi

Mikobakterilerin bir¢ogu insan mikrobiyota {iyelerine gére ¢cok daha yavas {irer.
Bu nedenle solunum yolu 6rnekleri gibi steril olmayan drneklerde bulunan bakteriler
ve mantarlar mikobakteri kiiltiirlerinde asir1 miktarda iireyerek besiyerini kontamine
edebilirler. Ancak mikobakteriler lipitten zengin hiicre duvarlar1 sayesinde giiglii asit
ve alkali maddelere diger bakterilere oranla direnglidirler [22]. Bu 6zelliklerinden
yararlanilarak yerlesik mikrobiyotayr ortadan kaldiran, ancak mikobakterilerin
canliliklarini koruyan dekontaminasyon islemleri gelistirilmistir. Mikobakteriler giiclii
asitlere ve alkalilere kars1 dayanikli olmalarina ragmen tamamen gegirmez degildirler.
Bu sert kimyasallara uzun siire maruz kaldiklarinda canliliklarini kaybederler. Bu

nedenle dekontaminasyon surelerine dikkat edilmesi kritik 6Gneme sahiptir.
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Balgam, BAL, AMS ve idrar gibi mikrobiyota icermesi muhtemel 6rneklerin
dekontaminasyonu gerekir. Dekontaminasyon icin NaOH, okzalik asit gibi
kimyasallar kullanilir. Ayrica 6rnekteki mukusun ve epitel gibi elemanlarin arasinda
bulunan basillerin serbestlesmesini ve homojen halde dagilmasini saglamak i¢in de
NaOH veya N asetil L sistein (NALC) gibi kimyasal maddeler kullanilir [17].
Homojenizasyon dekontaminasyon islemi i¢in en yaygin kullanilan yontem NALC-
%2 NaOH yontemidir [13]. Ancak bu yontem disinda 6rnek tiiriine (idrar gibi) ve/veya
bilinen hastalik durumuna gore (kistik fibroz gibi) farkli yontemler de tercih edilebilir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon islemi sonrasi basillerin yogunlastirilmasi igin
santrifiijleme islemi uygulanir. Bu amagla islenmis Ornekler sogutmali santrifiijde
3.000xg'lik hizda 15 dakika santrifiijlenir. Steril viicut sivilarinin ve doku 6rneklerinin
islenmesine gerek yoktur. Sivilar kiiltiirden dnce mutlaka santrifiijlenmelidir. Daha
sonra sedimentten mikroskobik inceleme, kiiltiir ve molekiiller tam1 testleri

uygulanabilir.

2.3.3. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik inceleme tan1 amaciyla ve tedavi alan hastalarin izleminde kullanilan
basit, hizli ve ucuz bir yontemdir [17]. Tiiberkiiloz yiikiiniin yiiksek oldugu bir¢ok
ortamda, balgamin mikroskobik incelemesi TB belirti ve bulgular1 ile bagvuran
bireyleri degerlendirmek i¢in birincil tan1 yontemi olarak kullanilmaya devam
etmektedir [23]. Kan disinda biitiin klinik orneklere uygulanabilir. Ancak basilin
mikroskobik incelemede saptanabilmesi i¢in yayma yapilan 6rnegin mililitresinde
5.000-10.000 basil bulunmalidir. Bu nedenle basil yiikii diisiik olan akciger TB
olgularinda, ¢ocuk hastalarda, HIV pozitif hastalarda ve akciger dis1 TB olgularinda
ARB goriilmeyebilir. Yontemin 6zgilliigliniin yiiksek olmasina karsin, duyarlilig
ornegin tiirii ve kalitesine, icerdigi basil miktarina, uygulanan yonteme ve okuyucunun
deneyimine bagl olarak %20 ila 85 arasinda degismektedir. Bu nedenle mikroskobik

incelemeden sonra mutlaka kiiltlir yapilmalidir.

Mikobakterilerin mikroskobik incelemesi i¢in direkt veya islenmis Ornekten
yayma hazirlanabilir. Mikobakterilerin boyanmasinda karbol fuksin ve florokrom
(floresan) boyama olmak {izere iki farkli yontem kullanilir. Rutinde en sik karbol
fuksin boyama tercih edilmekle birlikte 6rnek yiikul fazla olan ve floresan mikroskop
kullanan laboratuvarlarda daha hizli sonu¢ vermesi ve daha duyarl olmasi nedeni ile
florokrom boyama da kullanilmaktadir. Bir preparata negatif diyebilmek icin; 151k
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mikroskobu ile x1000 biyitmede en az 300 alan, floresan mikroskobu ile x250
biyitmede en az 30, x400 buyutmede en az 70 alan incelenmelidir. Yayma
sonuglarinin 24 saat i¢inde bildirilmesi gerekir [17]. Sonuglar klinik bulgular ve diger
tanisal testler esliginde yorumlanmali ve kiiltiir ile dogrulanmalidir. ARB boyamanin

kisithiliklart sunlardir;

e ARB negatif sonu¢ hastanin TB olmadigi anlamina gelmez, testin
duyarlilig1 %20-85 arasinda degiskendir.

o Yiiksek ozgiilliige ragmen pozitif sonu¢ hastanin TB oldugu anlamina
gelmez, TDM olabilir.

e Canly/olii basil ayrimini yapmaz.

e Duyarli/direngli basil ayrim1 yapmaz.

2.3.4. Kultar

Tiiberkiiloz tanisinda altin standart yontem olan kiiltiir; TB basillerinin
tiremesine, tanimlanmasina, ila¢ duyarlilik testlerine ve epidemiyolojik ¢alismalarin
yapilmasina olanak saglar. Kiiltlirde mikobakterilerin iiretilmesi i¢in hasta
orneklerinin mililitresinde 10-100 canli basilin olmasi yeterlidir. Mikobakterilerin
izolasyon sansini artirmak i¢in kati ve sivi besiyerinin birlikte kullanimi 6nerilir [17].

Sekil 2.1’de MTBK Kkiiltiirii i¢in kullanilan besiyerleri gosterilmistir.

Kiilttr besiyerleri

.’f-- ---H".
Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri
A A
fa ™ - B
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi

Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler
* Ldwenstein Jensen = Middlebrook 7H10 = Middlebrook 7H9 : Eﬁ;ﬁ'ﬂzg 3D
* Ogawa = Middlebrook 7H11 = MGIT Manuel « VersaTREC

Sekil 2.1. MTBK Kkiiltiirii icin kullanilan besiyeri cesitleri
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2.3.4.1. Kat1 besiyerleri

Mikobakterilerin kolonileri ve pigmentasyonlar1 sadece kati besiyerinde
goriiliir. Kat1 bir besiyeri olan yumurta bazli Lowenstein Jensen besiyeri (LJ)
MTBK’nin iiremesi i¢in iyi bir ortam saglar. Kontaminasyonun Onlenmesi igin
besiyerine %2 malasit yesili eklenir. Nalidiksik asit ve penisilin eklenerek hazirlanan
modifiye LJ de kullanilabilir. Ancak LJ’de {ireme siiresi ortalama dort haftadir [24].
Negatif sonug vermek icin sekiz hafta enktbasyon gerekir. M. tuberculosis, LJ’de deve
tiiyli renginde, kuru, diizensiz koloniler yapar. Agar bazli besiyeri olan Middlebrook
7H10/7H11 besiyerlerinin igerigi basit oldugundan kontaminasyon daha az goriiliir.
Ayrica agar bazli besiyerleri seffaf oldugu igin “ince tabakali agar” (thin layer agar)
teknigi ile mikroskop altinda incelendiginde 1-2 hafta igcinde MTBK mikrokolonileri
izlenebilir [13,25]. Ancak agar bazli besiyerleri 1s18a duyarlidir ve 1sik ile
karsilastiginda ortamda MTBK ’nin {iremesini inhibe eden formaldehit olusur [17].
Ayrica liretme Ozelligini kazanabilmesi i¢in i¢ine oleik asit, albiimin, dekstroz ve
katalaz (OADC) eklenmesi ve %5-10 CO>’li ortamda enkiibe edilmeleri gerekir. Bu

durum maliyeti artirir.

Inokiilumun esit dagilimin saglamak icin tiipte hazirlanan LJ, vidali kapaklar
gevsek bir sekilde en az bir hafta boyunca egimli bir pozisyonda enkiibe edilmelidir
[13]. Daha sonra besiyerinin buharlasmasini ve kurumasini en aza indirmek igin tiipler,
kapaklar sikilarak dik olarak yerlestirilebilir. Middlebrook 7H10/11 agar ise plakta
hazirlanir. Plaklar ideal olarak CO2 gecirgen plastik torbalara yerlestirilir veya CO>
gecirgen bantla kapatilir. Eger inokiilumun tamami1 emilmemisse plaklar besiyeri tarafi
asag1 bakacak sekilde enkiibe edilmelidir. Kati besiyerlerinde koloni goériiniimii
olustugunda ARB Boyama yapilir, ARB goriiliirse ve kontaminant bakteri yoksa
MTBK ve TDM ayrimi i¢in gerekli testler uygulanir.[13]

2.3.4.2. Siv1 besiyerleri

Son yirmi yilda gelistirilen sivi besiyerlerinde iireme siliresi ortalama iki
haftadir. Bu siire kat1 besiyerindeki {lireme siiresine oranla ¢cok daha kisadir ve daha
erken taniya olanak saglar. Ayrica kati besiyerlerine oranla %10 daha duyarl olduklar:
gosterilmistir [26]. Bu nedenle otomatize sivi kiiltiir sistemleri giiniimiizde TB tanis1

ve ila¢ direng testi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Otomatize sivi kiiltlir sistemleri mikobakterilerin iiremesine bagli olarak
oksijen, CO, veya radyoaktivitedeki degisiklikleri tespit eder. Ornegin BACTEC
MGIT 960 sisteminde kullanilan MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) kiiltiir
tiiptiniin dibindeki silikonun ig¢ine ¢0zlinmiis oksijenin varligina duyarli olan bir
floresan bilesigi gomiiliidiir [13]. Baslangicta, biiyiik miktarda ¢oziinmiis oksijen,
bilesikten floresan emisyonlarini sondiiriir ve ¢ok az floresan tespit edilebilir. Daha
sonra, iireme olan siselerde oksijenin azalmasi ile floresan serbest kalarak sinyal
olusturur. BACTEC MGIT 960 cihazi, tiipteki floresan artigini stirekli olarak izler ve
bunu iireme birimleri GU (Growth Unit) olarak kaydeder. Bu deger onceden
ayarlanmig bir esige ulastiginda, cihaz tiipii pozitif olarak bildirir. Pozitif tiiplerden
kontaminasyon kontrolii i¢in kanli agara alt kiiltiir ve ARB yayma yapilir. Yaymada
kord olusumunun gozlenmesi MTBK i¢in 6nemli bir ipucudur. Kanli agarda
kontaminasyon yoksa ve yaymada ARB izleniyorsa MTBK ve TDM ayrimi igin
gerekli testler uygulanir [24]

S1vi besiyerinde kontaminasyon orani kati besiyerine oranla daha fazladir. Kati
besiyerinde kabul edilebilir kontaminasyon orani %3-5 iken siv1 besiyerinde bu oran
%5-10’dur [17]. Kontaminasyonu Onlemek icin besiyerine ekimden ©nce
antimikrobiyal karisim olan PANTA (polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit,
trimetoprim ve azlosilin) eklenir. Ancak PANTA baz1 mikobakteri tiirlerinin

tiremesini baskilayabilir [24].
2.3.5. Mycobacterium tuberculosis kompleks’in tanimlanmasi

Kiiltiirde iireyen ARB’nin tiir diizeyinde tanimlanmasi gereklidir. Laboratuvar
diizeyine gore tiim mikobakteriler tiir diizeyinde tanimlanamayabilir. Ancak en

azindan MTBK-TDM ayirimi yapilmalidir [17].

Mycobacterium tuberculosis kompleks’in kiiltiirden tanimlanmasinda c¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Fenotipik yontemler bakterinin iireme 06zelliklerine,
koloni goriiniimiine, pigment iiretimine ve biyokimyasal 6zelliklerine dayalidir [27].
Bu testler zaman alic1 ve zahmetlidir. Ayrica kesin tanimlama i¢in birkag testin bir
arada uygulanmas1 gerekir. Ancak maliyetleri diigiiktiir. Bakteri hiicre duvarinda
bulunan mikolik asit analizine dayali HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) yontemi ise uygulama zorlugu ve ekipman gereksinimi nedeni ile

TB laboratuvarlarinda uygulama alan1 bulamamustir [17]. GUnimuiizde bu yontemlerin
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yerini hizl1 genotipik yontemler, MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry) ve imminokromotografik testler

almstir.
2.3.5.1. Fenotipik yontemler

e Ureme ozellikleri

M. tuberculosis kompleks kat1 besiyerinde yedinci giinden sonra iirer. Pigment
yapmayan, deve tiiyli renginde diizensiz koloniler olusturur. Siv1 kiiltiirden yapilan
ARB boyamanin incelenmesinde yilanvari, halat benzeri yapilar (kord olusumu)
gorulir. Ureme 6zellikleri bakterinin 6n tanimlanmasinda MTBK-TDM ayrimina

yardime1 olmakla birlikte, MTBK "nin kesin tanisi igin yeterli degildir [17].

e Biyokimyasal testler

M. tuberculosis kompleks’in tanimlanmasinda ii¢ anahtar biyokimyasal test
vardir; Niyasin, nitrat rediiksiyonu ve katalaz testleri. Tanimlamada {i¢ test bir arada
kullanilmalidir, tek baslarina MTBK-TDM ayrimi yapamazlar. Bu testler iginde
niyasin testi daha degerlidir. Clinkii MTB disinda niyasin testi pozitif olan mikobakteri
sayist ¢ok azdir. M. tuberculosis kompleks’in niyasin ve nitrat rediiksiyonu testi

pozitif, katalaz testi negatiftir. Paranitrobenzoik asitli besiyerinde Uremez [17].
2.3.5.2. Genotipik yontemler

Kiiltiirde tireyen mikobakterilerin genotipik tanimlanmasinda kullanilan
yontemler prob hibridizasyon, ters hibridizasyon ve DNA dizileme ydntemleridir
[11,13,17]. Ekipman, donanim ve deneyimli personel gerektiren PZR (polimeraz
zincir tepkimesi) restriksiyon enzim analizi ise daha c¢ok arastirma amagl
kullanilmaktadir.

e Prob hibridizasyon yontemi

Problar, farklt boyutlara sahip, 50 bp’den kisa oligoniikleotidlerdir.
Bakterilerdeki rRNA sayica ¢ok oldugundan problar i¢in uygun bir hedeftir. Ayrica
rRNA dizileri hiper degisken bolgelere ek olarak korunmus bolgeleri igerir, bu da prob
dizisine bagli olarak tanimlama diizeyinin degigmesine izin verir. Ticari olarak
MTBK, M. avium, M. intracellulare, M. avium kompleks, M. gordonae ve M. kansasii

‘yi tanimlayan problar vardir [13]. Fenotipik yontemlere gore kisa siirede daha dogru
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sonu¢ vermekle birlikte prob hibridizasyon yontemi ile yalanci negatif ve yalanci
pozitif sonuglar ortaya cikabilir. Mikobakteri tiirleri arasindaki benzer diziler yanlis
pozitif sonuca, prob ile hibritlesmeyi 6nleyen polimorfizmler ise yanlis negatif sonuca
yol agar. Diger dezavantajlar1 ise problarin smirli sayida mikobakteri tiiriinii
tanimlamasi ve dogrudan klinik 6rnekten ¢alisilamamasidir.

e Ters hibridizasyon yontemi (Line probe assay)

Kiiltiir izolatindan amplifiye edilmis biyotinle isaretli PZR iiriinlerinin,
nitroseliiloz seritler {izerine baglanmis 6zgiin DNA problari ile hibridize edilmesi
temeline dayanir. GenoType MTBC, GenoType NTMDR, GenoType Mycobacterium
CM, GenoType Mycobacterium AS gibi ters hibridizasyon testleri rutin
uygulamalarda mikobakterileri hizl1 bir sekilde tanimlamak i¢in birincil yontem haline
gelmistir. Bu yontem ile tek asamada MTBK ve potansiyel patojen bircok mikobakteri
tiirtiinii ve MTBK i¢indeki tiirleri ayirt etmek olasidir [13].

e DNA dizileme yontemi

Polimeraz zincir reaksiyon temelli deneyler ile yapilan ¢alismalar karisik bir
popiilasyonda tiim bilesenlerin basarili bir sekilde saptanmasi i¢in poptlasyon igindeki
her bir mikobakteri tiiriiniin en az %20 olmasi gerektigini gostermistir. Bu nedenle,
tlrlerin tanimlanmasinda en gilivenilir yontem dizileme yontemleridir [11]. DNA dizi
analizi i¢in birgok hedef kullanilir. Ancak 16S rRNA geni en yaygin kullanilan
hedeftir. Tim gen, korunmus ve degisken bolgeleri de dahil olmak tizere 1,550 bp'dir,
ancak 500 bp kullanilarak ayirt edici bir dizi elde edilebilir. Baz1 mikobakteri tiirleri
16S rRNA gen dizilemesine gore ayirt edilemez. Bu durumda diger genlerin, 6rnegin
ITS (internal transcribed spacer), rpoB, secA, veya hsp65 genleri incelenmelidir. M.
tuberculosis kompleksi i¢indeki tiirleri ayirmak i¢in gyrB dizi analizi veya delesyon

analizi gereklidir [13].

Tiirlerin tanimlanmasinda en gilivenilir yontem dizileme yontemleridir [11]. Dizi
verileri degerlendirilirken dnce elde edilen dizinin kalitesi degerlendirilir ve ardindan
bilinen dizilerle karsilastirma yapilir. Bunun i¢in NCBI GenBank, MicroSeq,
Integrated Database Network System veya RipSeq gibi genel ve/veya ticari veri
tabanlari kullanilir. Tiir diizeyinde tanimlama igin %100 6zdeslik gereklidir [13].
Tanimlama sonucu %99,0-%99,9 giivenirlige sahip ise “(tlirler) ile en yakindan iliskili
olan Mikobakteri” olarak bildirilmelidir. Ozdeslik %95,0-%98,9 ise, yalnizca cins

diizeyinde veya "(16S rRNA) gen dizilimi ile kesin olarak tanimlanamiyor,
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Mycobacterium spp ile en yakindan iligkili" yorumuyla bildirilmelidir. Ayrica, MTBK
dislanabiliyorsa, etkenin “MTBK disinda bir mikobakteri tiirii oldugu” gibi ek bir bilgi

rapora eklenmelidir.

2.3.5.3. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS, mikobakteri suslarmin tanimlanmasinda giderek artan
siklikta kullanilmaktadir [13]. MALDI-TOF MS, par¢aciklarin iyonize edildigi, kiitle-
yiik oranlarina gore ayrildig1 ve belirli bir siirenin sonunda iyonlarin bir dedektore
gitmesi i¢in gecen siirenin belirlenerek 6l¢iildiigii analitik bir tekniktir. Inceleme
sirasinda X ekseni boyunca kiitle-yiik degerleri ve y ekseni boyunca yogunluk igeren
bir spektrum ortaya cikar. Spektral veriler daha sonra organizmanin olas1 kimligini
belirlemek i¢in bir veri tabaniyla karsilastirilir. MALDI-TOF MS'nin dogrulugu hem
veri tabaninin saglamligina hem de elde edilen spektrumlarin kalitesine baglidir.
Mikobakterilerin karmasik hiicre duvarlarindan dolay1 kaliteli spektrumlarin elde
edilmesi zor olabilir. Bu nedenle, koloninin dogrudan hedef plakaya uygulanmasi
yerine boncuklar ile dovilmesini iceren bir 6n ekstraksiyon adiminin gergeklesmesi
gerekir [13].

MALDI-TOF MS yavas ve hizli iireyen mikobakterilerin tanimlanmasinda
guvenilir sonuglar verir. Ancak M. abscessus kompleks’in alt tiirleri ve MTBK tiyeleri
MALDI-TOF MS ile ayurt edilememektedir. Yavas iireyen mikobakterileri
arastirirken, MALDI-TOF MS tanimlamasi i¢in yeterli biyokiitle biriktirmek amaciyla
genellikle 14 ila 21 giinliik kiiltiirler kullanilir. Ancak bu durum tanimlama siiresinin

uzamasina yol acar.
2.3.5.4. Immiinokromotografik yontem

Bu yontem MTBK’ye 6zgii bir antijen olan MPT64 antijeninin monoklonal
antikorlar kullanilarak yatay akis testi (lateral flow assay) ile belirlenmesine dayanir
[13]. Kisa siirede MTBK-TDM ayriminin yapilabildigi, kolay, giivenilir ve ucuz bir
testtir. Kat1 veya siv1 kiiltlirden ¢alisilabilir. Ancak MPT64 proteinini kodlayan gende
mutasyon olmasi durumunda, bazit M. bovis BCG izolatlarinda ve M. africanum

varyantlarinda negatif sonug verebilir [13].
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2.3.6. Tiiberkiilozun molekiiler tanisi

Tiiberkiilozun erken tanisi hastaligin kontrolii ve tedavi basarisinda biiyiik

onem tagsir. Tiiberkiiloz basilinin ireme hizinin yavas olmasi mikrobiyolojik tanida

altin standart olan kiiltiirlin ge¢ sonu¢ vermesine neden olur. Mikroskobik inceleme

ise hizli sonu¢ vermekle birlikte duyarliligi diisiiktiir ve MTBK ile TDM’yi ayirt

edemez. Bu nedenle molekiiler yontemler tiiberkiilozun hizli ve giivenilir tanisinda

yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan yontemler ve

sonuglanma siireleri Tablo 2.2.’de gosterilmistir [11].

Tablo 2.2. Tiiberkiiloz tan1 yontemleri ve sonu¢clanma siireleri

Test Sdre

| Klinik 6rnekten NAAT ile tani 1 gin

Il | Klinik 6rnekten veya izolattan NAAT ile 1-2 glin
direng

11 | ARB boyali mikroskobik inceleme 1gun

IV | Kaltar 6-8 haftaya kadar
S1v1 besiyeri Ortalama 10-14 giin
Kati besiyeri Ortalama 3-4 hafta
V | Kiiltiirden tanimlama; prob hibridizasyon, 1gun
ters hibridizasyon, DNA dizileme
VI | Siv1 besiyerinde 1. segenek ilaglara direng 1-2 hafta
testi
VII | Ikinci secenek ve yeni ilaglara direng testi
Siv1 besiyeri 1-2 hafta
Kati besiyeri 3-4 hafta

yontemlerin klinik Ornekten tani ve rifampisin direncinin saptanmasi

NAAT: niikleik asit ¢ogaltma testi

Diinya Saglik Orgiitii 10 yili askin siiredir TB tamisinda hizli molekiiler

i¢cin

kullanilmasini 6nermektedir [23]. Tiiberkiiloz tanisinda molekiiler yontemler baslica

tic amagla kullanilirlar;

1. Klinik 6rnekten tani
2. Tlag direncinin saptanmasi

3. Genotiplendirme
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2.3.6.1. Klinik ornekten tani

Klinik 6rnekten TB tanisi igin farkli gen bolgelerini hedef alan NAAT leri
kullanilir. Yeni nesil dizileme yontemlerinin gelistirilmesi ile son yillarda bu
yontemler de klinik 6rnekten tani amaci ile kullanilmaya baslamistir[11]. Rutin
laboratuvar uygulamalarinda ticari kitler kullanilmaktadir. Bu testlerde es zamanh
olarak R ve/veya H direnci saptanabilir. Diinya Saglik Orgiitii akciger TB kuskulu
hastalarin ilk solunum yolu 6rneginden baslangi¢ testi olarak NAAT kullanimini
onermektedir [23]. Yayma pozitif 6rneklerde NAAT duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri
strast ile %96 ve %85 iken, yayma negatif drneklerde bu degerler %66 ve %98’dir
[28]. Ticari NAAT’lerinin ¢ogu sadece solunum yolu ornekleri i¢in onaylanmustir.

Ancak akciger dis1 TB tanis1 i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

Klinik 6rnekten NAAT leri tek basina uygulanmamali, mikroskobik inceleme
ve kiiltlirin yerini almamahdir [7,11,17]. Yayma ve NAAT sonuglar1 birlikte
degerlendirilmelidir. Yayma pozitif, NAAT negatif bir sonu¢ 6rnekte TDM varliginm
diistindiirebilir. Ayn1 zamanda NAAT’leri 6lii ve canli basilleri ayiramadigindan
kiiltiiriin yerini alamazlar. Bu nedenle tedavi takibinde de kullanilamazlar. Ulkemizde
NAAT’lerin kullanim endikasyonlar1 maliyetleri de g6z Oniine alinarak asagidaki

sekilde belirlenmistir [7];

1. HIV ile iliskili TB kuskulu olgular
2. BOS, bronkoskopi 0rnekleri, biyopsi 6rnekleri gibi zor elde edilen

orneklerde klinik taniy1 desteklemek i¢in

Gilinlimiizde TB tanis1 i¢in en sik kullanilan NAAT yontemleri ve ticari testlere

ornekler asagidadir [23];

1. Gergek zamanl polimeraz zincir tepkimesi
Xpert MTB/RIF ve Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid), BD MAX MDR-TB
(Becton Dickinson), FlouroType MTB (Hain Lifescience/Bruker), Abbott
RealTime MTB (Abbott), Cobas MTB (Roche)

2. lIzotermal ¢ogaltma ydntemleri
Loop-mediated” izotermal ¢ogaltma; TB-LAMP (Eiken)
Transkripsiyon aracili amplifikasyon; E-MTD (GenProbe)

3. Ters hibridizasyon yontemi

Genotype MTBDRplus sirim 1 ve stirim 2 (Hain Lifescience/Bruker)
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Klinik 6rnekten molekiiler tan1 i¢in kullanilan testler MTBK tanimlamasina
yoneliktir. Diger mikobakteri tiirlerinin ayirt edilmesi genellikle kiiltiirde iireme

olduktan sonra LPA veya DNA dizileme yontemleri ile yapilir.

2.3.6.2 Tla¢ direncinin saptanmasi

Tiiberkiilozda ilag direnci tedavi basarisini biiyiikk Olg¢iide etkiler. Direngli
olgularin erken tanisinin ve direng testi sonuglarina dayali tedavinin verilmesinin HIV
pozitif hastalarda bile mortaliteyi azalttigi gosterilmistir [29]. Bu nedenle molekdler
yontemler ile ilag¢ direncinin erken tanis1 TB kontrolii i¢in ¢ok onemlidir. Fenotipik
direng testleri altin standart yontemler olarak kabul edilmekle birlikte sonuglanmalari
ornek alindiktan sonra 4-12 hafta gibi uzun stre gerektirir. Molekuler testler ise direkt
klinik 6rnekten calisildiginda 1-2 giin i¢inde sonug verir. Ayrica kontamine drnekler

ile de ¢alismak miimkiindiir [11].

Fenotipik direng testleri zaman alic1 oldugundan DSO hizli tan1 rehberinde TB
kuskulu hastalarda direkt klinik 6rnekten baslangic testi olarak tek basina rifampisin
veya rifampisin ile izoniyazid direncinin molekiler yontemler ile test edilmesini
onermektedir [23]. Ulkemizde kullanilan Tiiberkiiloz Tan1 ve Tedavi Rehberi’nde
molekiiler direng testlerinin, diren¢ kuskusu olan hastalarda yapilmasi 6nerilmistir[7].

Direngli TB kugkusu olan hasta grubu sunlardir;
1. Daha 6nce tedavi dykiisii olanlar
2. Onceden tedavi olmus hasta ile temas dykiisii olanlar
3. Yiiksek direng oran1 olan iilke veya bdlgelerden gelenler
4. CID-TB temasl hastalar
5. Tedaviye iyi yanit vermeyen hastalar

a. Tedavinin tigiincii ayinda hala yayma pozitif hasta

b. Tedaviye klinik yanit vermeyen hasta

Molekiler olarak rifampisine direncli bulunan hastalarda refleks test olarak
mutasyonun ikinci bir molekiiler testle veya DNA dizi analizi ile dogrulanmasi
onerilmektedir [30]. Ureme olduktan sonra fenotipik ila¢ duyarlilik testleri de

uygulanmalidir.
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2.3.6.3. Genotiplendirme

Tiiberkiiloz basillerinin genotiplendirilmesi, mikroorganizmanin evrimi,
direng gelisimi ve hastaligin epidemiyolojisi hakkinda bilgilerimizin artmasinda
onemli bir arag olmustur [31]. Genotiplendirmenin temel prensibi etkenin DNA’sinin
incelenerek, suslar arasindaki klonal iliskinin arastirilmasidir. Bunun i¢in DNA’da
bulunan baz1 genetik belirtegler kullanilir. Bu bir anlamda etkenin parmak izinin
(fingerprinting) cikarilmasidir. DNA yapilart benzer olan, yani kiime olusturan
suslarin  aynt  kaynaktan kazamilmis oldugu disiiniiliir.  Tiiberkiilozun

genotiplendirmesine iliskin ¢alismalarin uygulama alanlar1 asagida 6zetlenmistir [32];
1.Tiiberkiiloz basilinin bulas zincirine iligkin ¢alismalar
a. Yeni bulaglarin tanimlanmasi, kuskulu salginin dogrulanmasi,
b. Belirli insan topluluklarinda veya kurumda bulagin degerlendirilmesi

c. Tiberkiiloz enfeksiyonunun gelismesine iligkin risk faktorlerinin

tanimlanmast
2. Endojen reaktivasyon/ekzojen reenfeksiyon ayriminin yapilmast,
3. Laboratuvarda ¢apraz bulasin saptanmasi,
4. Suslarin cografik dagiliminin belirlenmesi,
5. Farkli kurumlarda ilag direng sikliginin belirlenmesi,
6. Hastalar arasinda ya da ayni hastada ilaca direngli TB gelisiminin izlenmesi
7. Hastalarda farkli suslar ile karigik enfeksiyon olup olmadiginin aranmasi,
8. Ileri ¢alismalar icin kullanilacak suslarmin toplanmast,
9. Susa 6zgii bulas/enfeksiyon hizi oranlarinin saptanmasi,
10. Calisilan toplumda baskin suslarin belirlenmesi,
11. Toplumda virtilansi yiiksek olan suslarin tanimlanmasi,
12. Tuberkuloz basilinin evriminin incelenmesi.

M. tuberculosis suslarini en dogru ayirt edebilecek yontem her bir susun
DNA’sinin biitiiniiniin  dizi analizini ¢ikarmaktir. Ancak bu yontem maliyetli
oldugundan genotiplendirme calismalarinda siklikla bakteri genomunda bulunan ve
tekrarlayan DNA dizileri analiz edilir [32]. Tiim canlilarin genomlarinda tekrarlayan

diziler vardir. Bakteri genomunda bulunan bu diziler, dagilmis tekrarlar (interspersed
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repeats) ya da ardisik tekrarlayan (tandem repeats) diziler seklinde olabilmektedir.
Tekrarlayan DNA dizileri epidemiyolojik ve evrimsel iligkilerin degerlendirilmesinde
onemli bir gostergedir [32,33]. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan genotiplendirme

yontemleri;
1. IS6110 “restriction fragment length polymorphism” (IS6110-RFLP)
2. “Mycobacterial interspersed repetitive unit” (MIRU-VNTR)
3. “Spacer-oligonucleotide typing”dir (spoligotipleme)
4. DNA dizileme

Genotiplendirme ydntemlerinin her biri avantaj ve dezavantajlara sahiptir.
Ancak maliyet sorunu disinda giliniimiizde en giivenilir ydontem DNA dizileme yontemi
olarak kabul edilmektedir [31]. DNA dizileme yontemlerinin direkt klinik 6rnekten
24-48 saat i¢inde sonug verecek sekilde gelistirilmesi, maliyet ve biyoinformatik
problemlerinin ¢oziimlenmesi ile kullanim yaygmligiin artacagi disiiniilmektedir
[17].

2.4. fla¢c Duyarhlik Testleri

Tiiberkiilozda ila¢g direnci tedavinin basarisim1 ve hastalifin kontroliinii
olumsuz yonde etkiler. Bu nedenle her hastada kiiltiirde iireyen ilk sustan standart
tedavide kullanilan birinci segenek ilaglara duyarlilik testi yapilmasi gereklidir[17].
[lag duyarllik testlerinde kiiltiire dayali fenotipik yontemler ve molekiiler yontemler
kullanilir. Sekil 2.2°de antitiiberkiiloz ilaglar i¢in kullanilan duyarlilik test yontemleri

gosterilmistir [17].

IDT Yéntemleri

_——'"A"'——_
— R
Kiltlire Dayal Yontemler Molekiler Yontemler
— - — _——'—""A"'——_
ra Ty Pl i
Pr_t_}porsiyup Dm_matize SIVI Real-time _ LF_’A_ (Ters Dizi analizi
yantemleri sistemler PCR hibridizasyon)
| l | |
- -
. ! . * MtbDRplus
. ﬁgfu;ra?tililgég;;rﬁ) . ﬂfrls-;'l?:l?l( * GeneXpert | |, |nn-::-Li§a RIFTE

Sekil 2.2. Antitiiberkiiloz duyarhlik yontemleri
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2.4.1. Kiiltiire dayahl duyarhlik testleri

Tiiberkiiloz basillerinde ilag direnci spontan mutasyonlar sonucu ortaya g¢ikar.
Bu nedenle hastaligi olusturan basil popiilasyonu i¢inde ¢ok diisiik oranda direngli
mutantlar bulunabilir. Fenotipik ilag duyarlilik testleri, direncli mutantlar belli bir
oranin iizerinde oldugunda ilacin tedavide etkili olamayacagi temeline dayanir [17].
Direng oran yontemi, mutlak konsantrasyon yodntemi ve proporsiyon yoéntemi bu
temele dayanir. Ancak inokiilum standardizasyonundaki sorunlar ve uygulama

zorluklar1 nedeni ile diren¢ oran yontemi ve mutlak konsantrasyon yontemi tercih

edilmemektedir [34].
2.4.1.1. Proporsiyon yontemi

Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan proporsiyon yonteminin amaci bir ilacin
besiyerinde bulunan belli bir konsantrasyonuna (kritik konsantrasyon) direncli olan
bakterilerin oraninin (kritik proporsiyon) %1 ’in iizerinde olup olmadigini saptamaktir
[17]. Test edilecek bakteri susu degisik diliisyonlarda (10-2-10*) standardize edilerek
ilaglt ve ilagsiz kat1 besiyerlerine ekilir. Kontrol besiyerine inokiile edilen bakteri
miktari ilaglt besiyerine gore 100 kat daha azdir. Kritik konsantrasyonda ilac iceren
besiyerinde iireyen kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki kolonilerin sayisiyla
karsilastirilir. Bu oran %1 veya daha yiiksek ise test edilen sus o ilaca kars1 direngli
olarak rapor edilir. Bu kavram hastadaki bakteri poptlasyonunu temsil edecek kadar
kati besiyerinde iireyen kolonilerden ¢aligma yapildiginda gecerlidir. Ticari otomatize
sivi kiiltiir sistemlerinde de benzer sekilde proporsiyon yonteminin prensibi temel

alinmaktadir [17,34].

Ilag duyarlilik testleri direkt drnekten veya indirekt kiiltiirde iireyen sustan
yapilabilir. Ancak direkt testte kontaminasyon olasilig1 yiiksektir. Kiiltiirden yapilan
indirekt test ise zaman alic1 olmakla birlikte basar1 orani yliksektir. Kiiltiire dayali
yontemlerde antibiyotikli besiyerlerinde test i¢in bulundurulmasi gereken kritik ilag
konsantrasyonlar1 kullanilan ydnteme, besiyerine ve test edilen antibiyotige gore
farklilik gostermektedir [17,35]. Kat1 besiyeri olarak; Lowenstein Jensen besiyeri,
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 agar, siv1 besiyeri olarak Middlebrook 7H9
broth kullanilabilir [17]. Tablo 2.3’te kullanilan besiyerine goére birinci segenek

ilaglarin kritik konsantrasyon degerleri gosterilmistir [36].
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Tablo 2.3. Birinci secenek antitiiberkiiloz ilaclarin farkh besiyerlerinde

kritik konsantrasyon degerleri (ng/ml)

' Besiyeri
Ilag Lowenstein Middlebrook 7H9 | Middlebrook 7H10
Jensen broth (MGIT) agar
Streptomisin 4.0 (KP* %10) 1.0 2.0
Izoniyazid 0.2 0.1 0.2
Rifampisin 40.0 1.0 1.0
Etambutol 2.0 5.0 5.0
Pirazinamid - 100 -

*KP; kritik proporsiyon

Agar proporsiyon yontemi iyi standardize edilmis giivenilir bir yontemdir ve
CLSI tarafindan referans yontem olarak kabul edilir [37]. Lowenstein Jensen
proporsiyon yontemi ise ekonomik olmasi nedeni ile kullanilan bir yontemdir.
Duyarlilik testlerinde kati besiyerinde liremis dort haftadan daha eski olmayan
koloniler kullanilir [17]. Ancak bu yontemler zaman alicidir. Sivi besiyerinde kiiltiire
dayali otomatize yontemler ise sonu¢ alma siiresini 6nemli derecede kisaltir. Tam
otomatize sivi kiiltiir sistemleri i¢inde duyarlilik testi i¢in en yaygimn kullanilanlar

sunlardir;
1.BACTEC MGIT 960 sistemi

Klinik 6rneklerdeki mikobakterileri sivi besiyerinde oksijen tiiketimine bagl
olarak floresan yontemi ile saptar. Kiltur tiplerinde modifiye Middlebrook 7H9 broth
ve biiylime faktdrleri bulunur. Tiiplerin dip kism1 oksijene duyarli rutenyum kompleksi
emdirilmis silikon bir tabaka ile kaplidir [38]. Kullanilan sistemde tiip i¢indeki oksijen
yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle tiip dibine gonderilen UV 1sin1 ile floresans
151ma olusmaz. Ancak lireme olmasi1 durumunda oksijenin kullanilmasina bagl olarak
artan CO2 sonucu floresans 1g1ma olur. Saptanan floresans ilireme indeksi olarak
degerlendirilir. Direncin %1 oranmi tayin etmek icin kontrol sisesinde kullanilan
bakteri miktari ilach sisedekinden 100 kat daha azdir. Duyarli bakteriler ilacl tiiplerde
inhibe olurken, direncli bakteriler ireyerek floresans verir. Bu sistemle birinci segenek
ve bazi ikinci secenek anti-TB ilaglar i¢in ilag duyarlilik testi yapilabilmektedir [15,
[39,40].
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2.VersaTREK sistemi

VersaTREK, mikobakterilerin kiiltiir ve ila¢ duyarlilik tespiti i¢in kullanilan
otomatize bir sistemdir [24]. icerisinde modifiye edilmis Middlebrook 7H9 broth ve
seliiloz stlinger iceren kiiltiir sigeleri kullanilir. Cihaz, siselerin baslik alanindaki gaz
basincini siirekli olarak izler. Mikroorganizmalarin iiremesi ile tilkenen oksijen, gaz
basincinda degisikliklere neden olur ve bu da cihaz tarafindan tespit edilir. Standart
bakteri siispansiyonu, ilaghi VersaTREK Myco sisesine ve ilagsiz kontrol sisesine
aktarilir. Test, kontrol sisesi pozitif sinyal verdikten ii¢ giin sonra sonlandirilir. Bu siire
zarfinda herhangi bir ilag igceren sisenin pozitif olmasi, test susunun o ilaca direngli

oldugunu gosterir [24].
3.BacT/ALERT 3D sistemi

BacT/ALERT 3D, kolorimetrik ve tam otomatik bir sistemdir. Modifiye
Middlebrook 7H9 broth, sigir serum albiimini, katalaz ve kazein iceren BacT/ALERT
MP siseleri kullanilmaktadir [41]. Mikobakterilerin ¢gogalmasi sonucu sisede iiretilen
COo, sisenin altindaki sensoriin renginin yesilden sariya degismesine neden olur [42].
Bu renk degisikligi, yansiyan 151k yogunlugundaki degisiklikler olarak algilanir ve

veriler bir veri tabani tarafindan toplanarak analiz edilir [41].
2.4.2. Molekiiler duyarhlik testleri

Kiiltire dayali ilag duyarlilik testleri altin standart yontem olarak kabul
edilmekle birlikte zaman alict ve teknik a¢idan zordur. Giliniimiizde 6zellikle
rifampisin  direncinin  belirlenmesinde molekiiler yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir [35]. Molekiiler duyarlilik testlerinde MTBK DNA’sindaki ilag
direncinden sorumlu oldugu bilinen mutasyonlar aranir. Baz1 mutasyonlar ilag-hedef
etkilesimini etkilemeden polimorfik degisikliklere neden olarak sessiz kalabilir [29].
Izolatlarin %10-40’1nda ise -direng mekanizmasi bilinmemektedir [43]. DNA dizileme
yontemlerinin yayginlasmasi ile direngten sorumlu yeni mutasyonlar gosterilmeye

baslanmustir.

Molekiiler direng yontemlerinin baz1 kisitli yonleri vardir [11]. Bu testlerde sessiz
mutasyonlar yanlis diren¢ sonucu verebilir. Ayrica ticari testlerde saptanamayan ve
dirence yol agan mutasyonlar olabilir. Baz1 mutasyonlar ise diisiik diizeyde dirence yol

acabilir. Bu olgularda yiiksek dozda ila¢ kullanmilarak tedaviye yanit alinabilir.
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Rifampisine direncten sorumlu mutasyonlar ¢ok iyi bilinmektedir [43]. Rifampisine
direngli suslarin %95’inden fazlasinda rpoB geninin 81 bp’lik bir (507-533)
bolgesinde (RRDR; rifampisin direncini belirleyen bolge) mutasyonlar vardir. Bu
mutasyonlar RNA polimerazin ilaca olan affinitesini azaltir. Bu durumda genellikle
yiiksek diizeyde direng ortaya c¢ikar ve tiim rifamisinlere diren¢ vardir. Bununla
birlikte 522, 516, 518 ve 522. kodonlardaki 6zgil mutasyonlar rifampisin ve
rifapentine diisiik dirence yol agabilir ve RFB ve rifalazil duyarli kalirlar [44].
Rifabutin bu durumda kombine tedavide bir segenek olarak kullanilabilir. Ancak diger

ilaclar i¢in bu iliski heniiz bilinmemektedir.

Bazi anti-tiiberkiiloz ilaglar arasinda capraz direng goriilebilir. Ornegin
izoniyazid ve etiyonamid arasinda, ikinci secenek ilaglardan florokinolonlar icin ve
enjekte edilen ilaglar i¢in gapraz direng bildirilmistir [45]. Tablo 2.4’te capraz dirence

eslik eden genetik mutasyonlara 6rnekler gosterilmistir.

Tablo 2.4. Antitiberkdiloz ilaglara kars: ¢capraz direng ile iliskili genler ve 6rnek

mutasyonlar

Capraz direng Gen bolgesi | Ornek mutasyonlar

Rifampisin, rifabutin rpoB Q513E, Q513K, Q513L, Q513P, S531L,
S531F, S531W, H526D, H526Y,
H526R, D516A + R529Q

Izoniyazid, etiyonamid | inhA c-15t

Amikasin,  kanamisin, | rrs al401g, a1484t

kapreomisin

Bedakuilin, klofazimin | Rv0678 S63R, R134Stop

pepQ Al4ins ¢, R271del c, L44P

Siprofloksasin, gyrA G88C, A90V, S91P, D94N, D94G,

ofloksasin, D94Y, N538D, E540V

levofloksasin

: +

moksifloksasin oyrB RABSC + TS39N

Levofloksasin, gyrB D500H, D500N

ofloksasin
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2.4.3. ila¢ duyarlih@inin belirlenmesinde kullanilan molekiiler yontemler ve ticari

testler

Diinya Saglik Orgiitii tiiberkiilozu bitirme stratejisi hedeflerine ulasmak igin tiim
ortamlarda tan1 ve R direncinin belirlenmesi i¢in ilk tan1 testi olarak molekiiler hizl

testlerin kullanilmasini 6nermektedir [23].

Klinik 6rnekten veya izolattan molekiiler direng testlerinde kullanilan baslica

yontemler sunlardir [11];

1. Ger¢ek zamanli PZR
2. Ters hibridizasyon yontemi

3. DNA dizileme yontemi
2.4.3.1 Ger¢ek zamanh PZR

Gergek zamanli PZR, hizli tani testlerinin gelistirilmesinde sikca kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde, genellikle iki temel yaklasim benimsenir. ilk yaklasim,
amplifikasyon sonucunda olusan herhangi bir ¢ift sarmalli DNA'nin spesifik olmayan
floresan boyalar ile saptanmasidir. Etidyum bromiir, syber green veya eva green gibi
boyalar bu amagla kullanilabilir. Ikinci yaklagim ise, amplikonlar ve problar arasindaki
hibridizasyonun saptanmasidir. Bu yaklagimda, amplikonlar spesifik floresan ile
etiketlenmis diziye 6zgl problarla hibridize olur. Her bir probun belirli bir erime
sicaklig1 vardir ve bu sicaklik, hedef mutasyonlarin varligin1 yansitir. Gergek zamanl

PZR testleri ilag direnci taramasi igin gelistirilirken bu 6zellikten yararlanmistir [46].

Ger¢ek zamanli PZR’nin avantajlar1 arasinda diisiik kontaminasyon riski
(DNA ekstraksiyonundan sonraki tiim adimlarin tek tiipte gerceklestirilmesi) ve hizh
sonug¢ vermesi bulunur. Ancak, yontemin bazi 6nemli dezavantajlar1 da vardir. Bunlar
arasinda pahali olmasi, ©0zel ekipman ve deneyimli teknisyenler gerektirmesi,
kullanilan problarin sayisinin reaksiyon basina siirli olmasi ve sinirli hedefleri tespit
edebilmesi yer alir. Bu durum, bir¢ok mutasyon barindiran MTBK i¢in biiyiik bir

dezavantaj olarak one ¢ikar [46].
2.4.3.2. Ters hibridizasyon yontemi

Ters hibridizasyon yontemi, DNA-DNA hibridizasyon testlerine dayanan ve
birden fazla prob kullanarak farkli mutasyonlarin eszamanli tespitine olanak taniyan

bir yontemdir [47]. 1lk olarak, DNA ekstraksiyonu ve hedef amplifikasyon islemleri
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gerceklestirilir. Daha sonra, amplikonlar, hedef dizilere tamamlayic1 olan spesifik
oligoniikleotid problara hibridize edilir ve bir seridin yiizeyinde immobilize edilir.
Hibridizasyon sonrasi yapilan birka¢ yikama islemi ile spesifik olmayan baglanmalar
ortadan kaldirilir ve amplikon-prob hibritleri, serit iizerinde renkli bantlar olarak
gozlemlenir. Bu bantlar, farkli mutasyonlarin varligini belirtir. Tiim bu iglemlerin geri

dontis siiresi 5-7 saat arasinda degisir [46].
2.4.3.2. DNA dizileme yontemi

DNA dizileme DNA’y1 hizli bir sekilde analiz etmek i¢in basvurulan referans
yontemdir [48]. Tiirlerin tanimlanmasi, 6rneklerdeki bilinen veya yeni mutasyonlarin,
insersiyon ve delesyonlarin saptanmasina, ila¢ duyarliliginin belirlenmesine ve

mikroorganizmanin evriminin degerlendirilmesine olanak saglar [46].

Sanger dizileme DNA dizi analizinde en yaygin kullanilan yontemlerden
biridir. Bu yontem zincir sonlandirma yontemi olarak da adlandirilmaktadir. Substrat
olarak deoksi niikleotid trifosfatlar (ANTP) ve dideoksi niikleotid trifosfatlar: (ddNTP)
ve DNA polimeraz enzimi kullanir. DNA polimerazin zincir sonlandirict ddNTPler ile
rastgele DNA polimeri olusturmasina dayanan bir dizileme yontemidir. DNA dort
deoksiribonukleotid trifosfatin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) birbirine baglanmasiyla
olusan bir polimerdir ve her yeni niikleotid bir énceki niikleotidin 3'OH ucuna eklenir.
ddNTP ler ise 3'OH ucu igermez ve bdylece zincir uzamasinin durdurmasina neden
olurlar. Sentez sirasinda zincire eklenen ddNTPler reaksiyonu durdurarak ve zincirin
son niikleotidini olustururlar. Olusan DNA dizileri kapiller jel elektroforezi ile okunur
[49]

Son yillarda giderek yaygin kullanilmaya baslayan yeni nesil dizileme (YND)
yontemi ise birden fazla DNA pargasinmi paralel olarak dizileyebilen, daha sonra bir
araya getirilen ve biyoinformatik analizler kullanilarak bir referans genomla
eslestirilen Sanger tabanli olmayan dizileme teknolojisidir [47]. Bu yontem dinya
capinda cesitli klinik referans laboratuvar ortamlarinda ilaca direngli tiiberkiilozun
hizla tanisinda biiyiik potansiyele sahiptir. Birden fazla gen bdlgesi veya ilgilenilen

genomun tamami i¢in hizli, ayritili dizi bilgisi saglamaktadir [47].

Yeni nesil dizileme yontemi genetik materyalin hizli ve kapsamli analizi i¢in

bir dizi islem basamagini igerir. Dizilenecek DNA 6rneklerinden kiitliphane hazirligs;
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DNA molekiillerinin rastgele kesilerek parcalara ayrilmasi ve bu DNA parg¢alarinin
adaptor diziler vasitasiyla baglanmasi, solid bir ylizey veya emiilsiyon damlalar
icindeki boncuklar Gizerindeki bu genomik kittiphanenin amplifikasyonu ve dizileme
asamalaridir [50]. Hedefli YND testleri, tek bir testle bir¢ok ilaca karsi direnci tespit
etmek icin secilen genlerin amplifikasyonunu YND teknolojisiyle birlestirir.
Hedeflenen YND testleri, direngle iliskili spesifik mutasyonlari tanimlamak igin
genlerin tamamin1 sorgulayabildiginden, bu tiir testler, DSO tarafindan 6nerilen diger
molekiiler testlerle karsilastirildiginda daha iyi dogruluk saglayabilir [51]. Ancak bu
testlerin maliyeti, mevcut laboratuvar is akislarina entegrasyonu, teknik egitim ve
teknolojinin kullanimina yonelik beceri gereksinimi, dizilenen verilerinin yonetimi ve
klinik yorumlanmasina iliskin uzman rehberligine duyulan ihtiya¢ nedeniyle

kullanimlar1 kisitlanmaktadir [47].

2.4.3.3. Ticari molekiiler duyarhlik testleri

Diinya Saglik Orgiitii 2021 yilinda giincelledigi hizl1 tan testleri rehberinde ticari
tan1 ve direng testlerini altyap1 gereksinimleri, donanim ve teknik beceriler dikkate

alarak disiik, orta veya yiiksek karmasik olarak siniflandirmistir [23];

1. Diisiik karmasik testler; Xpert MTB/RIF, Xpert MTB/RIF Ultra, Xpert
MTB/XDR (Cepheid), Truenat (Molbio)

2. Orta karmasik otomatize testler; Abbott RealTime MTB, Abbott RealTime
MTB RIF/INH (Abbott), BD MAX MDRTB (Becton Dickinson), Cobas MTB,
Cobas MTB-RIF/INH (Roche), FlouroType MTBDR, FlouroType MTB (Hain

Lifescience/Bruker)

3. Pirazinamid direncini de saptayan yiiksek karmagsik testler; GenoType
MTBDRplus v1 and v2; GenoType MTBDRsl, (Hain Lifescience/Bruker),
Genoscholar NTM+MDRTB Il; Genoscholar PZA-TB 11 (Nipro)

Ulkemizde rifampisin/coklu ilag direnci i¢in en sik kullanilan ticari molekiiler

duyarlilik testleri ve 6zellikleri Tablo 2.5’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.5. Rifampisin/coklu ila¢ direncli tiiberkiiloz tamis1 icin en sik

kullanilan ticari molekiiler testlerin ozellikleri*

Test

Yontem

Hedef gen

Tlac¢

Ozellikler

Xpert
MTB/RIF
Ultra

Gercek
zamanlh PZR

rpoB RRDR

Rifampisin

4 vahsi tip SMB prob

Vahsi tipe oranla
Tm'deki kayma
mutasyonu gosterir

Mutasyonlar belirtmez

Genotype
MTBDR

Ters
hibridizasyon
yontemi

rpoB RRDR

Rifampisin

5 vahsi tip prob
4 Mutant prob

D516V (MUT1);
D526Y (MUT2A);
H526D (MUT2B);
S531L (MUT3)

katG
kodon 315

Izoniyazid

1 vahsi tip prob
2 Mutant prob

S315T1 (ACC): MUT
S315T2 (ACA)

Genotype
MTBDRplus

Ters
hibridizasyon
yontemi

rpoB RRDR

Rifampisin

8 vahsi tip prob
4 mutant prob

D516V (MUT1);
D526Y (MUT2A);
H526D (MUT2B);
S531L (MUT3)

katG
kodon 315

[zoniyazid

1 vahsi tip prob
2 mutant prob

S315T1 (ACC): MUT
S315T2 (ACA)

inhA
promoter

[zoniyazid

2 vahsi prob

4 mutant prob

C-15T (MUT1); A-16G
(MUT2); T-8C
(MUT3A); T-8A
(MUT3B)

Flurotype
MTBDR

Gergek
zamanli PZR

Asimetrik
PZR

rpoB

Rifampisin

Saptanan mutasyonlar:

T508A,; S509T;
E510H; L511P;
S512K; Q513L;
Q513P; Q513R;

D516A; D516F;
D516V, D516Y;
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N518I; S522L; S522Q;
H526C; H526D;
H526G;

H526L; H526N;
H526P; H526Q;
H526R; H526S;
H526Y; R529K;
S531F; S531L;

S531L; S531Q;
S531W; L533E; L533P

katG

Izoniyazid

Saptanan mutasyonlar:

S315T (ACC/A):;
S315N; S315R

Mutasyonlar1 belirtmez

inhA
promoter

izoniyazid

Saptanan mutasyonlar:

G-17T; A-16G; C-15T,;
G-9A; T-8A; T-8C; T-
8G

Mutasyonlar1 belirtmez

BD MAX
MDR-TB

Gergek
zamanli PZR

TagMan prob

rpoB,

Rifampisin

Saptanan mutasyonlar:

Ser512Gly; Ser531Trp;
Met515lle; Asp516Tyr;
Ser509Arg;

His526Arg;
Asp516Val,
Ser531Leu; Leu511
Pro; Leu533Pro

Mutasyonlar1 belirtmez

katG

[zoniyazid

Ser315Thr; Ser315lle;
Ser315Asn; Ser315Ser

Mutasyonlar1 belirtmez

inhA
promoter

[zoniyazid

C-15T; G-9A; T-8G;

Mutasyonlar belirtmez

*Kaynak11’den alinmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Calisma grubu

Calismaya 2000-2020 yillar1 arasinda Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteriyoloji Laboratuvarlarinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilerek MGIT
besiyerinde stoklanmis olan 43 R direngli ve kontrol grubu olarak 23 R duyarl
MTBK susu dahil edildi. Kontrol susu olarak Mycobacterium tuberculosis H33Rv
kullanild1. Kiiltiir i¢in LJ besiyeri ve MGIT 960 otomatize kiiltiir sistemi kullanildi.
Mikroskobik incelemede kord olusturan ve BD MGIT TBc identifikasyon Testi
(Becton Dickinson, ABD) pozitif olan suglar MTBK olarak tanimlandi. Ayn1 hastaya
ait birden fazla sus arastirmaya dahil edilmedi. Suslarin birinci segenek anti-TB ilag
duyarliliklart BACTEC MGIT 960 sisteminde belirlendi. ilag konsantrasyonlari; S,
I, R, E icin sirast ile 1,0 ug/ml, 0,1 , 1,0 pg/ml ve 5,0 ug/ml’dir [37]. Ilag duyarlilik
profili belirlenen suslar MGIT siv1 besiyerinde -20 °C’de saklandi.

3.2.  Suslarin canlandirilmasi

Stok suslarim1 canlandirmak i¢in MGIT sivi besiyeri kullanildi. Sivi
besiyerinden 100 pl hacim alinarak MGIT 960 kiiltiir sisesine aktarildi ve siseler kiiltiir
sistemine yiiklendi. Ureme sinyali alindiktan sonra RFB igin ilag duyarliliklar:

arastirildi.

3.3.  Rifabutin duyarhilhi@nin fenotipik olarak arastirilmasi

Rifabutin duyarliligt MGIT 960 sivi kiiltiir sistemi kullanilarak indirekt
proporsiyon yontemi ile aragtirildi. Rifabutin kritik konsantrasyon degeri 0.5 pg/ml
olarak alindi [52]. Duyarlilik testinde en fazla 3 — 5 giinliik taze kiiltiir siispansiyonlari

kullanildi.

Rifabutinin %98 (CAS no 72559-06-09, Sigma-Aldrich, ABD) 5 mg ila¢ tozu
metanolde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlandi. Daha sonra distile su ve %95 etanol
ile seyreltilerek 42 pg/ml ¢alisma konsantrasyonu elde edildi [53]. Bu dilusyonlar, -
20° C’de kiiciik alikotlarda donduruldu. CLSI tarafindan &nerilen 0.5 pg/ml kritik
konsantrasyon elde etmek icin 7 ml MGIT besiyerine 100 pl ¢alisma

konsantrasyonundaki RFB eklendi [52]. Besiyerlerine ayrica zenginlestirici olarak 0.8
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ml OADC (oleik asit, sigir alblimini, dekstroz, katalaz) iceren BACTEC MGIT 960
SIRE supplement eklendi. Her bir sus i¢in bir antibiyotikli bir antibiyotiksiz kontrol
besiyerleri hazirlanarak indirekt proporsiyon yontemi ile duyarlilik sonuglari
belirlendi. Duyarlilik sonuglar1 tamamlandiktan sonra DNA dizi analizi i¢in sivi

kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu basamagina gegildi.

3.4. DNA ekstraksiyonu
Her bir sustan steril eppendorf tiipi i¢inde 1,5 ml yogun bakteri

siispansiyonu hazirland1. Tiipler 16000g’de 30 saniye santrifiijlendikten sonra iistteki
stvi atildi. DNA ekstraksiyonu i¢in GeneMark Bacteria Genomic DNA Purification
kiti (DP025) kullanildi. Elde edilen template DNA’lar PZR ve dizi analizi
calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.5.  Polimeraz zincir reaksiyonu

3.5.1. Primerlerin hazirlanmasi

M. tuberculosis’te rifampisin direncinden sorumlu olan rpoB geninin 350 bp
uzunlugunda RRDR gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in literatiir taramas1 yapildi ve
forward primer olarak GGGAGCGGATGACCACCCA, reverse primer olarak
GCGGTACGGCGTTTCGATGAAC segildi [55]. NCBI primer BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) sayfasindan M. tuberculosis genomu {iizerinde eslesen
bolgeler kontrol edildi ve birden fazla eslesme oldugu goriildi. Amplifikasyon
protokolil, 95°C'de 5 dakikalik bir denatiirasyon adiminin ardindan 95%C'de 30 saniye,
62°C'de 30 saniye ve 72°C'de 50 saniyelik 35 dongiiden ve 72°C'de 2 dakikalik son bir
uzatma adimindan olusmustur [54]. Amplikonlar %1 agaroz jelde 100 voltta 70 dk
yiiriitiildii. Ancak 350 bp bolgesinde {irlin goriilmedi. Sicaklik yiikseltilerek primerin
hedef bolgeye 6zgiin olarak baglanmasi denendi, ancak amplifikasyon olmadi. NCBI
veri tabanindan M. tuberculosis H37Rv genomu indirildi. UniPro UGENE progranm
ile eldeki primerlerin baglandig1r bolge bulundu. Bu bolgeden 200 bp sag ve sola
genisletilerek 750 bplik genom bolgesi (orta kisminda 350 bplik hedeflenen bolgeyi
de iceriyor) alindi. Bu bolge NCBI Primer BLAST programi ile primer tasariminda
kullanildi. NCBI Primer BLAST sonucunda 682 bp uzunlugunda tek iiriin ortaya

c¢ikaracak primerler bulundu;

rpoB forward primer: GTCAGACCACGATGACCGTT

rpoB reverse primer: TAGTCCACCTCAGACGAGGG
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Sekil 3.1. UniPro UGENE program iizerinde eski ve yeni primerlerin pozisyonlari
gosterilmistir. Sekilde ikinci ve Tlgiincii siradaki primer dizisi, kullanilan ilk
primerlerin genomda yer aldig1r boliimii, dordiincii ve besinci siradaki primerler ise
yeni tasarimi yapilan primerlerin genomda oturdugu kismi gostermektedir. En bastaki
bolge (rpoAmplifiedRegion) ise PZR ile ¢ogaltilan ve Sanger ile dizilenen bolgenin

M. tuberculosis H37Rv genomundaki baslangig ve bitis pozisyonlarini gostermektedir.

80.8k 760.9k 761k 761.1k 761.2k 761.3k 7681.4k 761.5k

O rpoamplifiedRegion misc_feature TR0840..761521
O rpoB_ForwardPrirmer misc_feature T60990..761008
B rpoB_ReversePrimer misc_feature complernent(761318..761339)
O tuberculosis_rpoB_FP misc_feature T60840..700859
O tuberculosis_rpoB_RP misc_feature complernent(761502..761521)

Sekil 3.1. UniPro UGENE program iizerinde eski ve yeni primerlerin

pozisyonlari

3.5.2. PZR Kkarisiminin hazirlanmasi ve PZR programi
Her 6rnek icin 0,2 ml’lik eppendorf tiipiine son hacmi 20 pl olacak

sekilde PZR karisimi hazirlandi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. PZR bilesenleri ve miktarlar:

Reaksiyon Bilesenleri Miktar (pl]
GeneMark RP02-11 DNA Polymerase Mix (5X) 4

Primer karigimi 1

10ul F (100mM) + 10ul R (100mM) + 80ul distile su
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Distile su 14
DNA 1

Toplam Hacim 20

PZR karigimlar1 vortekste (NUve NM-110) karistirildiktan sonra, her bir
Ornege ait ve lizerlerinde numaralarn yazili steril 0,2 ul’lik PZR tiiplerine
paylastirilip, tizerlerine DNA 6rnegi kondu ve 1s1 dongii cihazina (BioRad CFX96)
yerlestirildi. PZR programi toplam 30 dongii olarak asagidaki sekilde uygulandi;

Baslangig aktivasyon basamagi: 94°C°de 2 dakika

Denatiirasyon 94°C’de 30 saniye

Baglanma 58°C’de 20 saniye

DNA zincirinin uzamas1 72°C’de 40 saniye

Son uzama 72°'C’de 5 dakika
PZR islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler elektroforez islemi igin +4°C’de
saklandu.

3.6. Agaroz jel elektroforezi

PZR fiirtinlerinden 4 ul, %3’liikk agaroz jele yiiklenerek 100 volt ile 1 saat
yuriitiilerek elektroforez islemi (Therno Scientific) gerceklestirildi. Elektroforez
tamponu olarak TBE kullanildi. I0XTBE konsantre stok seklinde hazirlanan tampon
kullanilmadan 6nce 1XTBE olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Negatif kontrol
olarak steril distile su kullanildi. Jelde ytiriitiilen DNA’larin biiyiikliikleri belli DNA
fragmanlarin1 igeren molekiiler agirlik standardi (DNA ladder) ile kiyaslanarak
saptandi. Sonuglar UV transluminatérde (Vilber Lourmat) incelendi. Agaroz jel
elektroforezinde beklenen bantlar1 i¢eren amplifikasyon iiriinleri degerlendirildi.
Degerlendirme sonrasinda elde edilen PZR iiriinleri DNA dizi analizinde kullanilmak
uzere -20°C’de saklandi.

3.7.  Sanger dizileme ve mutasyon analizi

Amplifikasyon iiriinleri, isaretli dideoksiniikleotidleri i¢eren “Thermo Fisher
Scientific Sanger Sequencing Kit A38073” (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ABD) kullanarak, sense ve antisense zincirlerinin gen bolgesine 6zgi primerleri ile
“Cycle Sequence” PZR yapildi. Daha sonra, “Thermo Fisher Scientific Applied
Biosystems 3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD)

otomatize DNA dizi analizi cihazinda reaksiyon {iriinlerinin elektroforez islemi
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gerceklestirildi ve kromatografi seklinde DNA dizi analizi verileri elde edildi. Dizi
analizi sonrast kromatogram dalgalarinin pik uzunluklar karsilastirildi ve gerekli
diizeltmeler yapildi. Sanger dizilerinin analizi R programlama dili v4.4.1 ile
gergeklestirildi. SangeranalyseR v1.40.0 paketi kullanilarak Sanger dosyalar1 okundu,
kotii okunan kisimlar ¢ikarildi. ileri ve geri okumalar hizalanarak birlestirildi.
Biostrings v2.72.1 ve pwalign v1.0.0 kiitiiphaneleri kullanilarak bu diziler, NCBI
veritabanindan indirilen referans Mycobacterium Tuberculosis H37Rv (taxid 83332)
genomuna hizalandi ve bu hizalama sonucu olusan farkliliklar ortaya ¢ikarildi (SNPler
ve indeller Her bir 6rnege ait dizisi ¢gikarilmig olan bu gen bdlgeleri, PubMed Gen-
Bankasi veri tabaninda yaymlanmig referans H37Rv dizi verileri “Molecular
Evolutionary Genetics Analysis” sekans analiz programi ile RRDR gen bélgesindeki
spesifik niikleotid degisiklikleri belirlendi.

Sanger Dizileme Triogen Biyoteknoloji firmasindan hizmet alimi seklinde
gerceklestirildi.

3.8. Ilstatistiksel analiz

Arastirmada mutasyonlarin siklig1 yiizdelik degerler ile hesaplandi.

3.9. Etik Kurul onay1

Calisma protokolii Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Bilimleri Etik Kurulu tarafindan 01.02.2023 tarihli ve 1656 sayili yazi ile

onaylanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1.  Fenotipik duyarhlik test sonuclari

Calismada RR 43 susun 39°u (%91) RFB direncli, dort tanesi (%9) ise RFB

duyarli bulunmustur. Rifampisine duyarli 23 susun tamami1 ayn1 zamanda RFB’ye de
duyarhdir (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. MTBK suslarinin fenotipik duyarhlik test sonuclari

Rifabutin Rifabutin duyarli | Toplam
direncli
Rifampisin direncli 39 (%91) 4 (%9) 43
Rifampisin duyarl - 23 (%100) 23

4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu sonuclari
PZR drdnlerinin %3 agaroz jel elektroforezinin UV 11k altindaki

goruntulerine 6rnek olarak 9-20. kontrol suslarinin sonuglar1 asagida

verilmigtir.

nnnnnnn

asoredy §¢

Sekil 4.1. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektrofrezinde goriintiisii

4.3.  Sanger dizileme sonuclar

Aragtirmada rifampisine direngli 43 susun rpoB RRDR gen bolgesinin (E. coli
numaralandirma sistemine gore kodon 507-533) dizi analizi sonucu toplam 44 es
anlamli (sessiz) olmayan mutasyona eslik eden tek niikleotid polimorfizmi

saptanmistir. Rifampisine duyarli olan kontrol suslarinda ise mutasyon
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bulunmamistir (vahsi tip). Tanimlanan mutasyonlar yedi farkli genetik varyant

olusturmus ve varyantlardan bir tanesinde ikili mutasyon goriilmiistiir.

Rifampisin direngli olgularda goriilen mutasyonlar siklik sirasina gére S531L
(%76), H526Y (%12), D516Y (%4), H526D (%2), L511P (%2), M5151 (%2) ve
L533P (%2) olarak bulunmustur. Bu mutasyonlardan D516Y, L511P, M5151 ve
L533P, RFB duyarlilig1 ile iligkili olarak belirlenmistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. MTBK suslarinda goriilen mutasyonlar ve fenotipik direng

profilleri
Kodon* | Nikleotid Aminoasit Degisikligi | Say1 (%) | Fenotipik
Degisimi direng
531 TCG —»TTG | S531L | Ser - Leu 33 (%76) | RRF/RFBR
526 CAC —TAC | H526Y [ His - Tyr 5 (%12) | RR/RFBR
526 CAC —>GAC | H526D | His - Asp 1 (%2) | RR/RFBR
516 GAC —TAC | D516Y | Asp - Tyr 2 (%4) | RRRFBS
511 CTG —-CCG | L511P | Leu-Pro 1 (%2) | RR/RFB®
533 CTG —»CCG | L533P | Leu-Pro 1 (%2) | RR/RFB®
5154516 | ATG —-ATC | M5151 | Met - lle
1 (%2) | RR/RFBS
GAC —»TAC | D516Y | Asp - Tyr
Vahsi tip 23 RS/RFBS

R: Rifampisin, RFB: Rifabutin, " Direngli, ° Duyarl
*Kodonlar Escherichia coli numaralandirma sistemine goredir.

Rifampisin diren¢li/RFB duyarli bulunan dort susta GAC516TAC,
CTG511CCG, ATGS515ATC ve CTG533CCG mutasyonlari, bir susta ise;
ATG515ATC ve GAC516TAC ikili mutasyonu bulunmustur. Her iki ilaca da
fenotipik olarak direngli bulunan 39 susta en sik gézlenen mutasyon TCG531TTG
iken (%85, 33/39), RFB duyarli dort susta en stk GAC516TAC (%50, 2/4)

mutasyonu gozlenmistir (Tablo 4.2).
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5. TARTISMA

Tiiberkiilozda ilag direnci tedavi basarisin1 engelleyen nemli bir sorundur. Ilag
direncinin belirlenmesinde fenotipik duyarlilik yontemleri altin standart olmakla
birlikte hizli tani testleri klinisyenin erken donemde etkili bir tedavi rejimine karar
vermesine biiyiik dlgiide yardimer olur [4,55]. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii, TB
tedavisinin en etkili ajani olan R i¢in ve RR olgularda en azindan florokinolonlar i¢in
hizli direng testlerinin kullanimini 6nermektedir [55]. Gunumuizde direkt klinik
ornekten tani icin kullanilan molekiiler testlerin birgogu ayn1 zamanda RR’yi de
belirlemektedir. Ancak bu testlerde sinirli sayida mutasyon saptanmakta ve testlerin
bircogunda mutasyonlarin tipi rapor edilmemektedir. Rifampisin ile RFB arasinda
capraz direng sik goriilmekle birlikte bazi mutasyonlarin R’ye diisiik diizeyde dirence
yol actigi, bazi mutasyonlarin varliginda ise RFB’ye fenotipik duyarlilik oldugu
gosterilmistir Fenotipik olarak RR suslarda %13-28 oraninda RFB’ye duyarlilik
bildirilmistir [5,56,57]. Arastirmada bu oran %9 (4/43) olarak bulunmustur. Bu oran
literatiirde bildirilen degerlerden diisiik olmakla birlikte, bu olgularin erken donemde
saptanarak R yerine, oral kullanilabilen, sterilizan etkili ve antiretroviral ilaglar gibi
ilaglarla etkilesimi diisiik olan RFB verilmesi tedavi basarisin1 olumlu yonde

etkileyebilir.

Diinya Saglik Orgiitii direngli TB olgularmin ydnetimine katk1 saglamak ve bu
olgularin hizl tanis1 i¢in 2021 yilinda “MTBK’deki mutasyonlar ve ilag¢ direnciyle
iliskileri” katalogunun ikinci basimini yayinlamistir [58]. Bu katalogda ¢ok sayida
sustan elde edilen bir veri setine dayanarak direng ile iligkilerine gére mutasyonlar bes
gruba ayrilmistir. Grup 1 ve Grup 2 varyantlari, klinik olarak anlaml1 fenotipik direnci
temsil eder. Bir bagka deyisle bu mutasyonlara sahip kokenlerde fenotipik direng, DSO
tarafindan onaylanan kritik konsantrasyon diizeylerinde bulunur. Grup 2’de yer alan
mutasyonlar direng ile iliskili gecici (interim) mutasyonlardir. Grup 3’te 6nemi belirsiz
olan, Grup 4 ve 5’te ise direngle iliskisi olmayan mutasyonlar yer almaktadir.
Calismada bulunan mutasyonlarin tiimii katalogda RR ile iligkili olarak taniml
mutasyonlar arasindadir. S531L, H526Y, H526D, D516Y, L511P ve L533P
mutasyonlart katalogda Grup 1’de tanimlanmistir ve RR ile iligkilidirler [58]. Bu
mutasyonlar CID-TB hastalarinin ¢ogunda en yaygin bulunan mutasyonlardir [10].
Arastirmada bulunan M5151 mutasyonu ise baslangigta direng ile iligkisi belirsiz kabul

edilmis iken, giincel katalogda Grup 2’de yer almistir. Bu sus RR, RFB’ye ise duyarh
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bulunmustur. Tablo 5.1.’de ¢alismada bulunan mutasyonlarin DSO katalogunda yer
alan RR ile iliskili mutasyon siniflandirmasindaki giivenilirlik derecelendirmeleri

gosterilmistir.

Tablo 5.1. DSO kataloguna gore ¢calismada bulunan mutasyonlarin giivenilirlik

derecelendirmesi

Varyant Varyant Giivenilirlik Ek kriter Grup
E. coli derecelendirmesi
numaralandirmasi
rpoB_S450L S531L Dirence eslik eder 1
rpoB_H445D [ H526D Dirence eslik eder 1
rpoB_H445Y | H526Y Dirence eslik eder 1
rpoB_D435Y | D516Y Dirence eslik eder Sinirda direng | 1
rpoB_L452P L533P Dirence eslik eder Sinirda direng | 1
rpoB_L430P L511P Dirence eslik eder Sinirda direng | 1
rpoB_M4341 | M5151 Dirence eslik eder- 2
gecici

Calismada RR/RFB duyarli suslarda bulunan D516Y, L533P ve L511P
mutasyonlar1 ise katalogda smmirda RR ile iligkili mutasyonlar arasindadir. Bu
mutasyonlara sahip suslarin siklikla kritik konsantrasyon degerine yakin bir minimum
inhibitér konsantrasyona (MIK) sahip olduklar1 diisiiniilmektedir [59,60]. Sinirda
dirence sahip suslarin kati ve sivi besiyerinde yapilan ila¢ duyarlilik testlerinde
uyumsuz sonuglar alindigi bildirilmistir [61,62]. Sinirda dirence sahip suslarin kat1 ve
stvi besiyerinde yapilan ila¢ duyarlilik testlerinde uyumsuz sonuglar alindigi
bildirilmistir [10,63]. Bu mutasyonlar, DSO’niin yedi iilkeden elde edilen izleme
verilerine gore RR’nin %12’sinden sorumludur, ancak bazi bolgelerde daha sik
gorulebilmektedir [55]. Bu mutasyonlara sahip RR suslarin, belirli amino asitlerin yer
degistirmeleri ile in vitro RFB’ye duyarli kalabildikleri ve klinik olarak RFB
tedavisine yanit verebildikleri bildirilmistir [10]. Calismada R’ye sinirda dirence yol
acan tartismali mutasyonlara sahip suslarin RFB’ye duyarli bulunmasi bu goriisi
desteklemektedir. Calismada tartismali mutasyon sikligi %9 (4/43) olarak
saptanmustir. Calisilan sus sayis1 az olmakla birlikte bu oran DSO tarafindan bildirilen

diren¢ oranina yakindir. Tartismali mutasyonlarin kotli klinik sonuglarla iligkili
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olabildigi  bildirilmistir [60,61]. Lin ve arklarinin ¢alismasinda [62]
tartismal1 rpoB mutasyonlart olan olgularin %88’inin RFB iceren ikinci segenek
ilaclar ile tedavi edildigi ve sadece %12’sinin birinci segenek ilaclara cevap verdigi
gosterilmistir. Tablo 5.2.’de DSO’niin teknik raporunda yer alan R ve RFB’ nin MIK
degerlerine gore belirlenen mutasyonlar, kritik konsantrasyon degeri temel alinarak

verilmigtir.

Tablo 5.2. rpoB mutasyonlari ile rifampisin ve rifabutine fenotipik duyarhhk

sonuclarimin karsilastirilmasi*

Varyant rpoB S531 mutantlar rpoB S531 mutantlar
MGIT MGIT
Rifabutin | Rifabutin N Rifampisin | Rifampisin N
duyarh direncli duyarh direncli
S531W 0 7 7 0 21 21
S531F 0 2 2 0 2 2
S531L 2 203 205 3 746 749
S531P 0 1 1 1 1 2
S531C 0 1 il 1 0 1
S531Q 0 1 1 0 1 1
S531M 0 1 1 0 1 1
rpoB simrda RRDR rpoB sinmirda RRDR
mutantlar MGIT mutantlar MGIT
Rifabutin | Rifabutin N Rifampisin | Rifampisin N
duyarh direncli duyarh direncli
L511P 7 1 8 32 8 40
D516Y 9 0 9 44 14 58
H526L 9 2 11 13 15 28
H526N 6 0 6 13 5 18
H526S 3 0 3 6 0 6
L533P 4 1 5 24 7 31
Diger rpoB RRDR Diger rpoB RRDR
mutantlart MGIT mutantlar1 MGIT
Rifabutin | Rifabutin N Rifampisin | Rifampisin N
duyarh direncli duyarh direncli
Q513E 0 2 2 0 2 2
Q513K 0 5 5 0 13 13
Q513L 2 2 4 0 3 3
Q513P 1 2 3 20 9 29
D516A 0 2 2 1 1 2
D516F 1 0 1 0 2 2
D516S 4 0 4 0 4 4
D516V 74 4 78 15 191 206
N519K 0 1 1 0 1 1
S522L 6 0 6 0 8 8
S522T 0 1 1 1 0 1
H526A 2 1 3 1 2 3
H526C 2 0 2 0 3 3
H526D 0 17 17 0 64 64

I
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H526G 1 0 1 0 1 1
H526P 1 0 1 0 2 2
H526Q 1 0 1 1 0 1
H526R 0 7 7 1 17 18
H526Y 0 16 16 0 46 46
RRDR disinda kalan RRDR disinda kalan
rpoB mutantlar1 MGIT rpoB mutantlar1 MGIT
Rifabutin | Rifabutin N Rifampisin | Rifampisin N
duyarh direncli duyarh direncli
V146F 0 3 3 0 4 4
I572F 1 0 1 10 0 10

*Kaynak 58’den degistirilerek alinmistir.

Calismada fenotipik duyarliligin belirlenmesinde kritik konsantrasyon
degerleri CLSI’1n 6nerisine gore R icin 1 pg/ml, RFB i¢in 0,5 png/ml olarak alinmistir
[52]. Diinya Saglik Orgiitii RFB igin kritik konsantrasyon degeri bildirmemistir [58].
Giincellenen teknik raporunda ise arastirma verilerinin kalite ve kantitesine dayanarak
R i¢in kritik konsantrasyon degerini MGIT sisteminde 1 pg/ml ‘den 0.5 pg/ml’e
diistiriilmesini 6nermistir [58]. Bu degisiklikte arastirmalarda bildirilen ECOFF
degerleri dikkate alinmistir. Kritik konsantrasyon degerinin diisiiriilmesi, izolatlarin
fenotipik direng profillerini etkileyebilir. Bu durum yalanct RR’de artisa yol agabilir.
Guvenilir sonuglar almak igin daha fazla sus kullanarak, farkli besiyerlerinde MIK
degerlerinin belirlenmesi ve RRDR disindaki gen boélgelerinin de dizi analizi ile
incelenmesi gereklidir. Calismada suslarin MIK degerlerinin incelenmemis olmasi
arastirmanin kisith yonlerinden biridir. Calisilan sus sayisinin yetersiz olmasi ve
RRDR disinda kalan rpoB gen bdlgesinin degerlendirilmemis olmasi da fenotipik

direng ile mutasyonlar arasindaki iliskiyi degerlendirmede kisitlilik olugturmustur.

Sonug olarak ¢alismada R’ye fenotipik olarak direngli suslarin %9°’u RFB’ye
duyarli bulunmustur. Rifampisine direngli suslarda en sik S531L, H526Y ve H526D
mutasyonlart gosterilmistir. Bu mutasyonlar literatiirde yiiksek diizeyde RR’den
sorumlu mutasyonlar arasindadir. Calismada bu mutasyonlara sahip suslar ayni
zamanda RFB’ye de direngli bulunmustur. Diinya Saglik Orgiitii’niin katalogunda
R’ye smirda dirence eslik ettigi belirtilen mutasyonlardan olan D516Y, L533P ve
L511P igeren suslar ise fenotipik olarak RFB’ye duyarli bulunmustur. Bu olgularin
tedavisinde R yerine RFB eklenmesi basar1 sansini artirabilecegi gibi, ikinci segenek
ilaglara kars1 hizla gelisen direncin Onlenmesine de katki saglayabilir. Rifabutin

duyarliligina eslik eden mutasyonlarin belirlenmesi i¢in MIK degerlerini de igeren
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daha fazla sus ile yapilan in vitro ¢alismaya ve RFB iceren tedavi rejimlerine iliskin
daha fazla klinik veriye gereksinim vardir. Bu mutasyonlarin hizli tani testleri ile
saptanmasi klinisyenlerin erken donemde, etkin tedavi rejimlerini diizenlemesine katki

saglayacaktir.
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SONUC VE ONERILER

Calismada R’ye fenotipik olarak direngli suslarin %9’u RFB’ye duyarl
bulunmustur. Rifampisine direngli suslarda en sik S531L, H526Y ve H526D
mutasyonlar1 gosterilmistir. Bu mutasyonlar literatiirde yiiksek diizeyde RR’den
sorumlu mutasyonlar arasindadir. Caligmada bu mutasyonlara sahip suslar aym
zamanda RFB’ye de direncli bulunmustur. Diinya Saglik Orgiitii’niin katalogunda
R’ye smirda dirence eslik ettigi belirtilen mutasyonlardan olan D516Y, L533P ve
L511P igeren suslar ise fenotipik olarak RFB’ye duyarli bulunmustur. Bu olgularin
tedavisinde R yerine RFB eklenmesi basar1 sansini artirabilecegi gibi, ikinci segenek
ilaclara karsi hizla gelisen direncin Onlenmesine de katki saglayabilir. Rifabutin
duyarliligima eslik eden mutasyonlarn belirlenmesi icin MIK degerlerini de igeren
daha fazla sus ile yapilan in vitro ¢alismaya ve RFB iceren tedavi rejimlerine iliskin
daha fazla klinik veriye gereksinim vardir. Bu mutasyonlarin hizli tani testleri ile
saptanmasi klinisyenlerin erken dénemde, etkin tedavi rejimlerini diizenlemesine katki

saglayacaktir.
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OZET

Rifampisine Direncli Mycobacterium tuberculosis Kompleks Suslarinda
Rifabutine Capraz Direng¢ ve Eslik Eden Mutasyonlarin DNA Dizi Analizi
ile Degerlendirilmesi

Bu calismanin amaci rifampisine direngli suslarda rifabutin duyarliligini
fenotipik olarak arastirip, DNA dizi analizi ile rpoB RRDR gen bdolgesinde rifabutin
duyarliligina eslik eden spesifik mutasyonlar1 gostermektir. Calismaya 2000-2020
yillar1 arasinda Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ege Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvarlarinda
cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis olan 43 rifampisin direngli ve kontrol grubu
olarak 23 rifampisin duyarli Mycobacterium tuberculosis kompleks susu dahil edildi.
Fenotipik duyarlilik testi CLSI’in 6nerileri dogrultusunda MGIT 960 kiiltiir sistemi
kullanilarak yapildi. Mutasyonlar, rpoB gen bolgesinin 81 baz ciftlik RRDR gen
bolgesinin Sanger DNA dizi analizi yontemi ile arastirildi. Calismada rifampisine
direncli 43 susun 39’u (%91) rifabutine de direncli, dort tanesi (%9) ise rifabutine
duyarli bulunmustur. Rifampisine duyarl 23 susun tamami ayn1 zamanda rifabutine
de duyarliydi. Suslarda toplam 44 es anlamli (sessiz) olmayan mutasyona eslik eden
tek niikleotid polimorfizmi saptandi. Rifampisine duyarli olan kontrol suslarinda ise
mutasyon bulunmadi. Tanimlanan mutasyonlar yedi farkli genetik varyant olusturdu
ve varyantlardan bir tanesinde ikili mutasyon goéruldu. Rifampisin direncli olgularda
goriilen mutasyonlar siklik sirasina gore S531L (%76), H526Y (%12), DS16Y (%4),
H526D (%2), L511P (%2), M5151 (%2) ve L533P (%2) olarak bulundu. Bu
mutasyonlardan D516Y, L511P, M5151 ve L533P’nin, rifabutin duyarlilig: ile iliskili
oldugu belirlendi. Sonug olarak rifabutin duyarliliina eslik eden mutasyonlara sahip
suslarin erken donemde hizli tanmi testleri ile saptanarak rifampisin yerine rifabutin
iceren tedavi rejimlerinin verilmesi basar1 sansini artirabilecegi gibi, ikinci segenek
ilaglara kars1 hizla gelisen direncin 6nlenmesine de katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis complex, rifampisin direnci,
rifabutin, rpoB, mutasyon, DNA dizi analizi
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ABSTRACT

The Evaluation of Cross-Resistance to Rifabutin and Accompanying Mutations
by DNA Sequence Analysis in Rifampicin-Resistant Mycobacterium tuberculosis
Complex Strains

The aim of this study is to phenotypically investigate rifabutin susceptibility in
rifampicin-resistant strains and to identify the specific mutations associated with
rifabutin susceptibility in the rpoB RRDR gene region through DNA sequence
analysis. In this study, 43 rifampicin-resistant strains and 23 rifampicin-susceptible
control strains of Mycobacterium tuberculosis complex, isolated from various clinical
samples between 2000 and 2020 at the Microbiology Laboratories of the Departments
of Medical Microbiology at Manisa Celal Bayar University Faculty of Medicine and
Ege University Faculty of Medicine, were included. Phenotypic susceptibility testing
was performed using the MGIT 960 culture system in accordance with CLSI
recommendations. Mutations were investigated by sequencing the 81-base pair RRDR
region of the rpoB gene using the Sanger DNA sequencing method. Among the 43
rifampicin-resistant strains, 39 (91%) were also resistant to rifabutin, while four (9%)
were susceptible to rifabutin. All of the 23 rifampicin-susceptible strains were also
susceptible to rifabutin. A total of 44 non-synonymous mutations were identified in
the strains. No mutations were found in the rifampicin-susceptible control strains. The
identified mutations resulted in seven different genetic variants, and one variant
exhibited a double mutation. The most common mutations found in rifampicin-
resistant cases were S531L (76%), H526Y (12%), D516Y (4%), H526D (2%), L511P
(2%), M5151 (2%), and L533P (2%). Among these, the D516Y, L511P, M515I, and
L533P mutations were associated with rifabutin susceptibility. In conclusion,
identifying strains with mutations associated with rifabutin susceptibility early through
rapid diagnostic tests and initiating rifabutin-containing treatment regimens instead of
rifampicin could increase the chances of treatment success and help prevent the rapid
development of resistance to second-line drugs.

Key words: Mycobacterium tuberculosis complex, rifampicin resistance, rifabutin,
rpoB, mutations, DNA sequence analysis
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