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OZET

Tlberklloz modern tani, tedavi ve kontrol yontemlerine ragmen tim
dinyada oOnemli bir saglik problemidir. Tanida altin standart halen M.
tuberculosis kualtaradar. M. tuberculosis kultird, etkenin tanimlanmasi ve ilag
duyarlihginin c¢alisilmasi acisindan 6énemlidir. Rifampin bakterilerde protein
sentezini etkileyerek, etambutol ise arabinozil transferaz enzim inhibisyonu ile
arabinogalaktan sentezini engelleyerek antimikobakteriyal etki gosteren ve
tuberkiloz tedavisinde kullanilan major antituberkuloz ilaglardandir. Bu
calismada fenotipik ilag duyarlilk testi ile rifampin ve/veya etambutol direnci
belirlenen izolatlarda, rpoB ve embB gen bolgelerindeki mutasyon varliginin ve
mutasyon paternlerinin DNA dizi analizi ile arastirlmasi amacglanmigtir.

Calismamizda rifampin direngli 7, etambutol direngli 15, hem rifampin
hem de etambutol direncli 6 olmak Uzere toplam 28 sus incelenmistir. Rifampin
direncli 13 susun 11’inde (%84,6) rpoB geninde mutasyon, etambutol direncli 21
susun ise 14’Unde (%66,6) embB geninde mutasyon saptanmistir. RpoB
mutasyonu saptanan 11 susun 10’'unda 531. kodonda yer alan Ser531Leu
(TCG-TTG) mutasyonu bulunmaktadir. Bir susta ise His526Asn (CAC-AAC)
mutasyonu saptanmigtir.

En sik saptanan embB mutasyonu 297. kodonda yer alan Ser297Ala
(TCG-GCG) mutasyonudur ve 8 sugta saptanmistir. Dort susta ise 306. kodonda
Met306Val (ATG-GTG) mutasyonu saptanmistir. ikiser susta Gly406Asp (GGC-
GAC) ve Glu405Asp (GAG-GAC) mutasyonu 1 susta ise Glu378Ala (GAG-
GCQG) saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, dizi analizi, rpoB, embB



SUMMARY

Investigation of Drug Resistant Mycobacterium tuberculosis Strains with

Molecular Methods

Tuberculosis is an important public health problem in all over the world
despite of modern diagnostic, treatment and control methods. The gold standard
for diagnosis is still M. tuberculosis culture. M. tuberculosis culture is important
for identification and drug susceptibility tests. Rifampin and ethambutol which
have the antimycobacterial effects, are both of the major anti-tuberculosis drugs
used in the treatment of tuberculosis, rifampin affects protein synthesis in
bacteria and ethambutol also inhibits the synthesis arabinogalactan with
arabinosyl transferase enzyme inhibition, respectively.

This study aimed to investigate the presence of mutations in the embB
and rpoB gene regions and mutation patterns by DNA sequence analysis on
isolates which have determined rifampicin and/or ethambutol resistance with
phenotypic drug susceptibility test.

In this study, we examined the 28 stains which consist of 7 rifampin
resistant strains, 15 ethambutol resistant strains, and 6 both rifampin and
ethambutol resistant strains. It has been found that there have been mutations
on rpoB gene regions of 11 of the 13 (84.6%) rifampin resistant strains and also
on embB gene regions of 12 of 21 (66.6%) etambutol resistant strains. It was
determined that the 10 of 11 strains identified in rpoB mutation have Ser531Leu
(TCG-TTG) mutation which have located at codon 531 and the 1 of 11 strains
has also His526Asn (CAC-AAC) mutation.

Ser297Ala (TCG-GCG) mutation is the most frequent embB mutation
which was found at codon 297 and it was determined on 8 strains. It was also
detected that the 4 strains have Met306Val (ATG-GTG) mutation which was



found at codon 306, 2 strains have Gly406Asp (GGC-GAC) and GIlu405Asp

(GAG-GAC) mutation and finally one strain have Glu378Ala (GAG-GCG)
mutation.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, sequence analysis, rpoB, embB



GiRiS

TlUberkiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) grubuna
ait mikroorganizmalarin yol agtigi kronik, granulomatbz ve nekrotizan bir
hastaliktir. Bu hastalik insan vicudunda tipik olarak akcigeri etkilemekte
ancak akciger diginda da birgok sisteme vyerlegip primer veya sekonder
tiiberkilloz enfeksiyonlarina sebep olabilmektedir. insanlik tarihi kadar eski
olmakla birlikte gunumuzde enfeksiyon hastaliklarina bagl 6lim sebepleri
arasinda Human Immunodeficiency Virus (HIV)'den sonra ikinci sirada yer
alan pulmoner tuberkulloz, 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde halk saghgini
tehdit eden major global saglik problemlerinden birisi olma &6zelligini hala
surdirmektedir. Dunya Uzerinde her Ug¢ kisiden birisinin tiberklloz (TB) basili
ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiti (DSO) “Kiresel
Tlberklloz 2015 Raporu’'na gore 2014 yilinda 9,6 milyon kiside tluberkiloz
gelistigi, 1,5 milyon kisinin tiberkiloz nedeniyle 6ldigu ve tuberkiloz nedenli
Olumlerin  400.000'inin  HIV ile enfekte kigilerde goruldigu tahmin
edilmektedir. DSO'’ye 2014 yilinda, 6 milyonu yeni vaka bildirilmistir. Bu da,
2014 yihinda gelistigi tahmin edilen 9,6 milyon tuberkuloz vakasinin yaklasik
%63’Unun saptanabildigini ve sonug¢ olarak da vakalarin %37’sine tani
konulamadigini ya da tani konulmus olsa da ulusal tuberklloz programina
bildiriimedigini gostermektedir (1). Turkiye’de Verem Savasi 2014 raporuna
gore 2012 wyili itibariyle Ulkemizde 14.691 kayith tuberkuloz olgusu
bulunmaktadir. Bunlarin 13.535’i (%90,4) yeni olgudur (2).

Tlberkuloz tedavisinin en 6nemli sorunu M. tuberculosis'in dogal ilag
direncidir. Bakterinin ¢ok tabakali hiicre duvari ve ¢ok ilaca etkili diga atim
(efluks) pompalari, dogal direncin en 6nemli nedenleridir (3, 4). Ayrica, uygun
olmayan tedavi rejimleri ve tedaviye uyumsuzluklara bagli olarak kromozomal
genlerde olusan c¢esitli mutasyonlar nedeniyle edinsel ila¢ direnci de
olusabilmekte ve bu da tuberkiloz tedavisinde kullanilabilen az sayida ilacin
da kullanilabilirligini sinirlamaktadir (5).



TlUberkiloz tedavisinde kullanilan ilaglar baslca iki grupta
incelenebilir. Primer taberklloz ilaci olarak isimlendirilenler; izoniazid (INH),
rifampin (RIF), pirazinamid (PZA), etambutol (EMB), streptomisin (SM)'dir.
Rifabutin, rifapentin, sikloserin, etiyonamid, amikasin, kanamisin, kapreomisin
ve paraaminosalisilikasit, levofloksasin, moksifloksasin ve gatifloksasin gibi
daha toksik ve daha zor tolere edilebilen ilaglar ise sekonder tuberkiloz
ilaclari olarak adlandiriimaktadir (6). DSO ve Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) tuberkilozun baslangi¢ tedavisinde primer ilaglarin kombine
olarak kullaniimasini 6nermektedir (7).

Mycobacterium tuberculosis'te olusan kromozomal mutasyonlar tek
basamakli, rastgele ve spontan olup, genellikle tek ilaca kargi direnc
olusumuna neden olur. INH, RIF, SM ve EMB icin spontan diren¢ oranlari
sirasiyla 10, 108, 10 ve 10°° olarak belirlenmistir. Direnc olusumuna neden
olabilen mutasyon bdolgeleri birbirlerinden farkh oldugundan iki ilaca birden
spontan diren¢ gelismesi olasiliklarin ¢carpimina esittir. Bu sekilde birden
fazla ilaca direncli bakteriler ortaya c¢ikabilmektedir. En az INH ve RIF'a
birlikte direng olmasi durumu cok ilaca direngli (CiD) tiiberkiiloz olarak
adlandiriimaktadir (8). Yaygin ilaca direngli (YID) tiiberkiiloz ise CiD’e ek
olarak florokinolon ve parenteral ikinci secenek anti-TB ilaglardan
(kanamisin, amikasin, kapreomisin) birine diren¢ gelismesi durumudur
(8). Primer ilag direnci en az 10 mutasyonla iligkilidir; katG, inhA, ahpC, kasA,
ndh INH direnci i¢in; rpoB RIF icin; embB EMB icin; pncA PZA icin; rpsL ve
rrs SM icin gelisen direncten sorumlu tutulabilir (9). GUnumuizde direng
genlerinin belirlenmesinde farkh molekiler yéntemler kullaniimaktadir (10-
12).

Calismamizda, laboratuvarimizda 2005-2014 yillari arasinda klinik
orneklerinden izole edilen ve BACTEC MGIT 960 (BectonDickinson, ABD)
sistemiyle duyarhliklari ¢alisilan ve aralarinda rifampin ve etambutole direncli
saptanan MTK suslarinda rpoB ve embB diren¢ gen bolgelerindeki

mutasyonlarin sekans analizi ile saptanmasi amaglanmistir.



Mycobacterium Turlerinin Morfolojik Yapisi

Mycobacterium turleri aerop, sporsuz, hareketsiz, 0.2-0.6 um eninde,
2-10 boyunda, duz veya hafif kivrik basillerdir. Hucre duvarlan diger
bakterilere gore daha kalin ve yiiksek oranda lipit icerir. Hlcre duvarlarinin
dis kisminda 60-90 karbonlu uzun ve dalli yag asitlerinden olusan ve
bakteriye hidrofobik 6zellik kazandiran mikolik asit denen yapi bulunur (Sekil-
1). Distan ice dogru mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan olugsan
bu saglam yapi bakteriyi zirh gibi sarar. Bu kalin hicre duvari mikroskobik
inceleme amaciyla uygulanan birgok boyanin hicre igine gegisini
engellemesi yaninda mikobakterileri gucli asit ve bazlara, bircok toksik
kimyasallara, antibakteriyellere karsi da korur. Hiicre duvarinin yapisindaki
mikolik asit karbol fuksini tutmakta ve asit alkol de karbol fuksini
birakmamaktadir. Bu nedenle bakteriye asido rezistan basil de denir. Aside
direncli boyanma 6zelliginden duvar yapisindaki mikolik asit sorumludur (13).
MTK uyeleri hiicre duvarindaki trehaloz-6-6-dimikolat (kord faktoril) maddesi
varhigina bagh olarak sivi besiyerinde uzun kordonlar olugturur. Virulan

olmayanlarda ve Tuberkuloz Disi Mikobakteri (TDM)'lerde ise kord faktori

bulunmaz (13,14).
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Sekil-1: M. tuberculosis hiicre duvar yapisi



. Mycobacterium Turlerinin Siniflandiriimasi

Mycobacterium  tuberculosis; Prokaryot aleminin, Firmicutes
bolimundn, Actinobacteria sinifinin, Actinomycetales takiminin,
Mycobacteriaceae ailesinde tek cins olan Mycobacterium cinsine ait bir
turdur. Bakteriyolojik 6zellik ve DNA benzerlikleri yonlerinden dolayi yakin
iligkili turlere ‘kompleks’ adi verilir ve M. tuberculosis kompleks M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis ve BCG susu, M. microti, M. canetii, M.
caprae, M. pinnipedii, M. mungi ve son olarak da henlz tanimlanma
asamasinda olan M. orygis alt turlerini kapsamaktadir. Konak tropizmlerinde,
fenotipik Ozelliklerinde ve patojenitelerinde buytk farkhliklar olmasina karsin
bu turler arasinda ¢ok yuksek duzeyde genetik homojenite bulunmaktadir. Bu
grubun disinda kalan tirler ise, Tuberkuloz Disi Mikobakteriler (TDM) olarak
adlandiriimigtir (15). Tuberkiloz Disi Mikobakteriler icin Greme 0Ozellikleri ve
genetik yapilarina gére cesitli siniflandirmalar yapilmistir. ilk olarak kati
besiyerinde Ureme Ozelliklerine gobre Runyon tarafindan 4 grupta
siniflandinimiglardir (Tablo-1) (16).



Tablo-1: Runyon Siniflandirmasi

Yavas Ureyen _
) ) Pigmentasyon Tarler

mikobakteriler

M. kansasii

) M. marinum

Runyon | Fotokromojen o

M. asiaticum

M. simiae

M. gordonae
Runyon Il Skotokromojen M. scrofulaceum

M. szulgai

M. avium-intracellulare
Runyon Il Kromojenik olmayan M. xenopi

M. terrae
Hizh Ureyen _

) ) Pigmentasyon Tarler

mikobakteriler

M. fortuitum

M. peregrinum

o M. abscessus

Runyon IV Kromojenik olmayan

M. chelonae

M. thermoresistibile

Woods ve Washington1987°'de bu siniflandirmayi eksik bulmus ve
Klinikle uyumlu, M. tuberculosis turinin de iginde oldugu bir siniflama
yapmiglardir (Tablo-2) (17).



Tablo-2: Woods ve Washington Siniflandirmasi

Klinik 6nemi
olan

mikobakteriler

. tuberculosis complex
. tuberculosis

. bovis (M.bovis BCG)
. africanum

. microti

. canetti

insanda
potansiyel
patojen olan

mikobakteriler

. avium-intracellulare complex
. kansasii

. fortuitum-chelonae complex
. scrofloceum

. Xenopi

. szulgari

. malmoense

. Simiae

. genavense

. marinum

. ulcerans

. haemophilum

LT LT L L L 2K 2 25K K kg (kg (kxR

. celatum

insanda
nadiren
hastalik yapan

saprofitik turler

. Orta hizda Hizl Greyenler
Yavas ureyenler .
Ureyenler

. gordonae o
o M. thermoresistible
. asiaticum _
o M. smegmatis
. terrae-triviale complex
o M. vaccae
. shimoidei ]
. M. flavescens | M. phlei
. gastri )
. M. parafortuitum
. nonchromogenicum
complex

=T =T 2 2 L5 L

. paratuberculosis

lll.  Mycobacterium Turlerinin Ureme Ozellikleri

Mikobakteriler kultir ortamlarinda diger mikroorganizmalara kiyasla

oldukca yavas cogalirlar. M. lepra gibi bazi tarlerin ise kiltir ortaminda

¢ogaltiimasi

bugiine  kadar  basarilamamistir.  Kualtir  ortaminda

c¢ogaldiklarinda bazi mikobakteriler sari, turuncu, kahverengi pigmentler



olusturabilirler. M. tuberculosis aerob bir organizmadir. Oksijen yoklugunda
Ureyemez. Buna karsin ortamda oksijene ek olarak CO, bulunmasi, bakteriye
karbon kaynagi saglamasi agisindan Uremeyi hizlandirir. Ureme igin
albuminden zengin yumurta veya serum temelli besiyerleri gerekir. M.
tuberculosis, Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde tipik olarak purtikll, sert

koloniler olustururken, M. bovis’in olusturdugu koloniler ise purtzstzdur.

IV. Epidemiyoloji

Tlberklloz solunum yolu ile bulasan bir hastaliktir ve dinya
niifusunun 1/3'Gnin TB basili ile enfekte oldugu distinilmektedir. Ozellikle
duguk sosyoekonomik duzey ve yanhs saglik politikalarinin halk sagligini
kotl yonde etkiledigi bolgelerde daha fazla gorilmekte, cogunlukla da genc
erigkinleri etkilemektedir. Tuberkiloz nedeniyle 6limlerin %95’i gelismekte
olan ulkelerdedir. DSO 2015 raporlarina gore tiberkiloz prevalansinin 13
milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir. 2014 yilinda dinyada 9,6
milyon yeni tliberkiloz vakasi tespit edilmistir ve 1,5 milyon hasta tlberkuloz
nedeniyle kaybedilmistir. Tlberkiloz ye bagh olumlerin 400.000’lik kismini
HIV ile enfekte hastalar olusturmaktadir. Dinya Uzerinde HIV ile enfekte
kisilerin % 77’sinde tuberkiloz bulundugu ve Afrika bolgesindeki tuberkilozlu
vakalarin %50'den fazlasinda HIV ile birliktelik oldugu DSO tarafindan
bildirilmistir. 1990 larda baslatilan Dogrudan Gézetimli ila¢ Tedavisi (DGIT)
stratejisi ile tuberkiloz enfeksiyonlarinin yayginhidginda ve 6lim oranlarinda
onemli derecede azalma saglanmistir. DSO tarafindan hazirlanan Milenyum
Kalkinma Hedefleri arasinda 2015 yilinda hastaligin insidansini digtrmek ve
2050 yilinda tuberkulozun bir halk saghgi problemi olmaktan g¢ikmasini
saglamak bulunmaktadir. Ancak HIV ile enfekte kisi sayisinda son
zamanlarda meydana gelen artis ve tuberkiloz enfeksiyonlarinda meydana
gelen antibiyotik direnci nedeniyle epideminin kontrol altina alinmasini
giderek guclestirmektedir (1,18).

Afrika gibi HIV epidemisinin ve tuberkuloz vakalarina bagl olimlerin

yogun sekilde goruldigu bolgelerde hastaligin tedavisinin olusturdugu



maliyetin fazla olmasi sonucu uygulanan kisa siireli tedaviler CiD tiiberkiiloz
ve YID tiiberkiiloz vakalarinin sayisinda artisa neden olmaktadir. Diinyada
2014 yilinda ortalama 480.000 yeni CiD tuberkiiloz vakasi oldugu tahmin
edilmektedir. Sistematik arastirmalar da gostermektedir ki ttiberkiloza bagh
dlimlerin biyiik bir kismini CID tiiberkiiloz vakalari olusturmaktadir. Bu
nedenle bu vakalarin tanisinin hizli bir sekilde konulmasi ve tedavinin dogru
bir sekilde uygulanmasi gerekmektedir. YIiD tiiberkilloz vakalari 2014’in
sonuna kadar diinya capinda 105 (lkede bildirilmistir ve CiD tiiberkiiloz
vakalari arasinda bu oran %9,7 olarak tahmin edilmektedir. Bu oran 6nceki
yillara gére az da olsa artis gdstermektedir. CiD tiiberkiilozlar arasinda
florokinolonlara ve parenteral ikincil bir ilaca diren¢ durumu da sirasiyla
%16,5 ve %22,7 olarak tahmin edilmektedir (1,18,19).

Ulkemizdeki tiiberkuloz verilerine baktigimizda 2005-2006 yillarinda
Tarkiye genelinde yaklasik 21.000 tuberkuloz vakasi varken 2014 yilinda
kayith toplam tuberklloz vaka sayisi 13.378’e gerilemistir ve bu vakalarin
12.253 tanesini yeni tani almis hastalar olusturmaktadir. Tuberkiloz
vakalarinin % 69,8'i HIV yoninden arastiriimis ve 45 vakanin pozitif oldugu
saptanmistir. Ulkemizde 2014 yilinda ilag duyarllik testi galisilmis olan 5.472
sustan 253'inde CID tespit edilmistir. Yeni tani alan olgularda CID tiiberkiiloz
orani ortalama %2,5 iken 6ncesinde tedavi gormus olgularda bu oran %21,1
olarak bulunmustur (20).

Tlberkulozla ilgili en o6nemli tehlike hastalarin ilaglarini duzenli
kullanmamalari veya tedavilerini yarim birakmalari sonucunda geligsen ilag
direnci olarak goérulmektedir. Birinci secenek tuberklloz ilaglarina direncli
olgularda tedavi ancak ikinci secenek tuberkiloz ilaglari ile mimkdandar.
Bdylece tedavi maliyeti artmaktadir. Basarisizlik ile sonuglanan tedaviler
hasta kayiplarina neden olmakla birlikte direngli suslarin sikliginin artmasi

gibi ciddi halk sagligi problemlerine de yol agmaktadir.



V. Mycobacterium Tirlerinin Genetik Ozellikleri

Mycobacterium tuberculosis H37RV’nin genomu 4.411.532 baz
ciftinden (bg¢) olugsmaktadir. Kromozom halka seklindedir ve Escherichia coli
genomuyla yaklasik ayni buyUkliktedir. M. tuberculosis’in genomu M
smegmatis gibi hizli Ureyen mikobakteri turlerinden daha kisadir. M.
tuberculosis genomunun G+C igerigi %65,6'dir. Yuksek G+C icerigi
bakterinin aerobik yasam sekli ile iligkilidir. Buna karsin, M. tuberculosis
anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek metabolik potansiyele sahiptir.
M. tuberculosis genomunda yaklasik her 1,1 kb basina bir gen duser ve
potansiyel kodlama kapasitesinin tamamina yakinini (%91) kullanir. Son
bilgilere gore basilin genomunda 3.993'U protein, 50’si stabil RNA kodladigi
dusundlen 4.043 adet gen tanimlanmigtir. Bakteriler arasinda genlerin
horizontal transferi fajlar, plazmidler ve transpozonlarla olmaktadir. Ancak M.
tuberculosis’de virtilans veya patojeniteden sorumlu olabilecek horizontal gen
transferiyle alinmis genetik adalar gosterilememistir. M. tuberculosis'de
patojenite adalarinin yani sira plazmid de bulunmamaktadir. Buna kargin M.
tuberculosis genomunun yaklasik %4’G hareketli genetik elemanlar (IS) ve
profajlardan olusmaktadir. IS elemanin kopya sayisi M. tuberculosis
H37Rv'de 16 iken farkl suslarda O ile 25 arasinda degismektedir ve 1S6110
temelli tiplendirme yontemi molekuler epidemiyolojik ¢alismalarda basariyla
kullaniimaktadir (21).

VI. Mycobacterium Tirlerinin Laboratuvar Tanisi

Tuberkulozun kesin tanisi hastalardan alinan klinik orneklerde
tuberklloz basilinin  gosteriimesiyle konur. Tanida altin standart M.
tuberculosis’in kultirde dretilmesidir (22). Dogru tani klinik 6rnegin uygun
sekilde alinmasi, nakledilmesi ve islenmesiyle mumkundur. M. tuberculosis
tanisinda akciger tuberkulozlu hastadan uygun kosullarda alinan Klinik
materyal, akciger disi tuberkuloz olgularinda ise uygun materyal steril

kaplarda oda isisinda 2 saat icerisinde laboratuvara ulastiriimalidir. Ornekler



kalite yonunden makroskopik olarak incelenmeli ve kosullara uygun olmayan
ornekler yeniden istenmelidir. Ornekler gerekli ise dekontaminasyon,
homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerine tabi tutularak preparatlar
hazirlanip aside direncgli boyama yodntemleri ile boyanarak incelenmeli ve
besiyerlerine ekimi yapimahdir. Tudberkulozun yayilminin  6nlenmesi,
epidemiyolojisinin aydinlatiimasi, tedavinin dogru ve uygun zamanda
yapilmasi ilag direncinin arastiriimasi klasik laboratuvar tani ydntemleri
yaninda hizli, gavenilir, 6zgullugu-duyarlihdi yuksek yeni kiltar ve molekuler
tani yontemlerinin gelistiriimesini gerektirmistir.

VI.A. Mikroskobi

Balgam yaymasi mikroskobisi basit, hizli ve ucuz bir tani ydntemidir.
Erlich-Ziehl-Nielsen (EZN) ve Kinyoun boyama tekniklerinde TB basilleri mavi
zeminde kirmizi basiller, floresan mikroskobide Auramine-Rhodamine boya
kullaniimasi sonucunda basiller karanlik zeminde sari floresan verir sekilde
gorunarler. Direkt boyali preparatlarda, balgamda 5.000-10.000 basil/ml
varhiginda pozitif sonug alinabildigi i¢in duyarhlik daguktir. Teksif iglemi ile
duyarhhgr artirilabilir.

VI.B. Kultar

Kaltdr TB tanisi igin altin standart yontem olarak kabul edilmektedir.
Klinik materyalden basilin kultir ortaminda Uretilebilmesi gerek identifikasyon
gerekse anti-tuberkuloz ilag duyarhlik testleri icin 6nemlidir. Kullanilan
besiyerlerinin besleyici olmasi ve klinik materyalde siklikla karigik flora
bakterilerinin yer almasi ve ¢apraz kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi
sebebi ile gelismis biyoguvenlikli laboratuvar diizeneklerine duyulan ihtiyag,
rutin mikobakteri kltir uygulanmasini sinirlandirmaktadir.

Mikobakterilerin izolasyonunda kullanilan test yontemleri kati bazli
yavas ve sivi bazli otomatize hizli sistemler olmak Uzere iki baglk altinda
degerlendirilebilir. Kati besiyerleri arasinda yumurta bazli Lowenstein Jensen
veya agar bazh Middlebrook 7H10-7H11 besiyerleri bulunmaktadir (Tablo-3).
Bu besiyerlerinde tGreme 21. gunde fark edilebilir hale gelmektedir. Yumurta
bazli besiyerleri; tam yumurta yada yumurta sarisi, patetes, gliserol, malasit

yesili ve tuzlarin karisimindan olugsmaktadir. Ginumuzde en bilinen yumurta
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bazli besiyeri Lowenstein Jensen besiyeridir. Bu besiyerleri, mikobakterilerin
uremesini zorlagtiran maddelerin etkisini bloke eden iyi bir tampon 6zelligine
ve uzun sireli raf 6mrine sahiptir. Tipik koloni morfolojisi olusturmalari ve
daha bol Uremeleri nedeniyle 6zellikle primer izolasyonda LJ besiyerinin
kullaniimasi o6nerilmektedir. Yumurta bazli besiyerleri opak gorunumlu
olmasina karsin, agar bazli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan
agar bazl besiyerleri 10-12 gin sonra mikroskop altinda incelenirse, olusan
kolonileri gormek mumkin olmaktadir (23). Bu besiyerleri kontaminantlarin
uremesini bloke eder, ancak hazirlanmalari pahali ve raf omdarlerinin
(buzdolabinda bir ay) kisa olmasi kullanimlarini kisitlamaktadir (24). Sivi
bazli Middlebrook 7H9 gibi besiyerlerinde 7-11 giin gibi daha erken strelerde

ureme tespit edilebilmektedir.

Tablo-3: Mikobakterilerin genel Gretim besiyerleri

Besiyeri icerik inhibitér Ajan
) Tam yumurta, bazi tuzlar, Malasit yesili
Léwenstein-Jensen )
gliserol, patates unu 0,025g/100ml
Tam yumurta, yumurta sarisi, _ -
) _ Malasit yesili
Petragnani sut, gliserol, patetes, patetes
0,052 g/100 ml
unu

Bazi tuzlar, vitaminler,
Middlebrook 7H10 kofaktorler, oleik asit, alblimin,

katalaz, gliserol, dextroz

Malasit yesili
0,0025g/100ml

Baz tuzlar, vitaminler,
kofaktorler, oleik asit, albimin, Malasit yesili
katalaz, gliserol, dextroz, % 0,1 0,0025g/100ml

kazein hidrolizat

Middlebrook 7H11

American Thoracic ) _ N
. ] Taze yumurta sarisi, gliserol, Malasit yesili
Society Medium

patetes unu 0,02 g/100 ml
(ATSM)

Bunun yanisira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin

uremesini etkin bir sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, LJ
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Gruft, Mycobactosel LJ, Mitchison selektif 7H11 de kullanilabilir (Sekil-2).
Primer izolasyonda besiyerlerinden en az birinin selektif olmasi dnerilir.

Gunumuizde bircok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin
yanisira tuberkiloz etkeni bakterilerin izolasyon suiresinin ¢ok daha kisa ve
izolasyon oraninin ¢ok daha yuksek oldugu hizli kdltur sistemleri rutin
inceleme amaciyla kullaniimaktadir. Bu sistemlerde gaz basincindaki
degisiklikler, CO, olusumu ve oksijen kullanimi gibi parametreler florometrik
veya kolorimetrik olarak olgllmektedir. Primer izolasyonda sivi besiyerlerine
ilave olarak bir de kati besiyeri kullaniimasi CDC tarafindan énerilmektedir ve
bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansinin arttigi bilinmektedir
(25,26).

Tam otomatize kalttr yontemleri:

-BACTEC 460 TB (BD) (Artik kullaniimiyor)

-BACTEC MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube,
BD)

-MB/Bact T (OrganonTeknika, Durham, NC)

-ESP 1l (Extra Sensing Power) (Trek Diagnostics, Inc. ,Westlake,
Ohio)

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

MGIT sisteminde radyoaktif madde kullaniimamasi, tim islemlerin
otomatik yapiliyor olmasi, tiplendirme ve duyarlik testlerine olanak saglamasi

avantajdir.

Sekil-2: Lowenstein Jensen besiyerinde tGreyen M. tuberculosis
kolonileri
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BACTEC 460TB (Becton Dickinson, ABD): BACTEC TB vasati,
zenginlestiriimis bir Middlebrook 7H12 sivi besiyeridir . Bu sistemde, 10 ml
kapasiteli 6zel BACTEC siseleri icinde 4 ml besiyeri bulunur. 0.5 ml islemden
geciriimis  6rnek buraya eklenir ve 35°C’de inkilbasyona birakilr.
Mikobakteriler bu besiyerinde bulunan **C ile isaretlenmis substrati (palmitik
asit) kullanir ve BACTEC sisesi icindeki atmosfere **CO, salinimi yaparlar.
Sistemin esasi, Ureyen mikobakteriler tarafindan ortama salinan **CO,
miktarinin 6lgimune dayanir. BACTEC siseleri icinde olusan 14C0o, miktart,
BACTEC 460 cihazi tarafindan olgulur ve radyoaktivite kantitatif olarak O ile
999 arasinda bir dedere cevrilerek numaralandirilir. Bu sayilara “Growth
Index” (Gl; blyume endeksi) denir. Buyume endeksindeki gunlik artis ile
besiyerindeki Uremenin hizi ve miktari dogru orantihdir. Negatif drneklerde
biyume endeksi genellikle 5-6 civarinda kalir. 10’'un Uzerindeki buyume
endeksi degeri pozitifligi gosterir. BACTEC cihazi, siseler her test edildiginde
besiyerine %5’lik taze CO, verir ve bu sayede Ureme hizlandiriir. BACTEC
yontemi ile cok kiicik miktarlardaki '*CO, bile saptanabildiginden,
mikobakteriyel Ureme c¢ok kisa surede goérulebilmektedir. Bu sistemle M.
tuberculosis'in ortalama saptanma siresi 7-12 gundur. Bu sistemin pahali bir
sistem olmasi, koloni morfolojisinin belirlenememesi ve radyoaktif atik
birikmesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (27).

7H12 siwvi besiyerine, kontaminasyonu o©nlemek amaciyla bir
antibiyotik karigimi eklenebilir (PANTA: PolimiksinB, Amfoterisin B, Nalidiksik
asit, Trimetoprim ve Azlosilin).

BACTEC sistemi kullanilarak MTK’i diger mikobakterilerden
ayirdedilerek tanimlanmasi mumkuanduar. Bu amagla BACTEC 460 cihazinda
yapilan NAP testi kullaniir. NAP (p-nitro-a-asetilamino-B-hidroksi-
propiofenon), kloramfenikol sentezinde bir ara Uriindir. MTK’e ait bakterilerin
uremesini inhibe ettigi halde, diger mikobakterilere kargi inhibitor bir etkisi
yoktur. Ug glin siiresince blyime endeksinde artma olmamasi veya azalma
olmasi, bakterinin MTK ’ine ait oldugunu gosterir (28). Dezavantajlari

nedeniyle artik Uretiimemektedir.
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MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD): Bu sistemde kullanilan
tuplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarda oksijene duyarli
rutenyum metal kompleksi iceren silikon bulunur. Klinik érnekler ekilmeden
once besiyerlerine OADC (Oleik asit, sigir Aloumin, Dekstroz, Katalaz ) ve
PANTA ilave edilir. Daha sonra 0,5 ml klinik érnekten ilave edilir. Besiyerleri
37°C’de inkibe edilir. Klinik 6rnedin ekiminden sonraki giin baslayarak,
sistem her gin Ureme acisindan de@erlendirilir. Kullanilan besiyerlerinde
herhangi bir Ureme olmadiginda oksijen varligina bagh olarak silikon
tabakaya gonderilen ultraviyole 1sinina karsi floresans olusmazken,
mikobakteri veya bagka mikroorganizmalar Urediginde oksijenin kullaniimasi
sonucu ultraviyole 1sigina karsi floresans olusmakta ve olusan floresans
miktari Greme indeksi olarak degerlendiriimektedir. Tam otomatize bir sistem
olmakla birlikte, homojen olmayan bir bulaniklik olusumu da Uremeyi
makroskopik olarak degerlendirmeyi de mumkun kilmaktadir (29).

MB/BacT Sistemi (Organon Teknika, irlanda): Mikobakterileri
tespit etmek igin gelistiriimis otomatize bir sistemdir. Middlebrook 7H9
besiyeri iceren MB/Bac T siseleri, vakumlu, CO,, nitrojen, oksijen iceren bir
atmosfer icerir. Sisenin igerigi, en sik rastlanan mikobakteri turleri igin elverigli
beslenme ve g¢evre kosullarini saglar. PANTA ve Ozel buyume faktorleri
iceren bir karisim her ekimden dnce ilave edilir. Besiyerinin dip kisminda
uremeyi degerlendirmek igin, CO, varliginda koyu yesilden agik sariya donen
kolorimetrik bir sensor vardir (30).

ESP Il Kultar Sistemi (Trek Diagnostic Systems, ABD): Besiyeri
siseleri, modifiye Middlebrook 7H9, kaziton, gliserol ve selluloz slinger igerir.
Sungerler, mikobakterilere akcigerlere benzer bir Ureme alani saglar.
Orneklerin ekimi yapilmadan 6nce Polimiksin B, Vankomisin, Nalidiksik asit
ve Amfoterisin B (PVNA) iceren antibiyotik karigimi besiyerine ilave edilir. Her
kaltar sisesinde, mikroorganizmalarin metabolik aktivitesine bagh olusacak
gaz basincindaki degisiklikler surekli olarak bilgisayarda izlenir (30).

BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson, ABD): Bu sistemde
modifiye bir Middlebrook 7H9 besiyeri olan MYCO/F kullanilir. EKimden 6nce

besiyerine PANTA ilave edilir. Ureyen mikroorganizmalarin tiikettigi oksijen,
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besiyeri ortamindaki floresan artisi ile tespit edilir. BACTEC 9000 MB
sisteminde, bilgisayar destekli olarak floresan seviyesi ve Ureme takip edilir
(31).

VI.C. Fenotipik Testler

Mycobacterium tuberculosis kompleksi icinde yer alan turleri dreme
hizlari, koloni morfolojileri ve bazi biyokimyasal testlerle ayirt etmek
mumkuinduar. Ancak her zaman kesin tur tanimlanmasi yapilamamaktadir.
Ayrim icin koloni morfolojileri, oksijen kullanimi, niasin birikimi, nitrat rediktaz
aktivitesi, katalaz aktivitesi, Ureme hizi, tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid
(TCH) direnci ve pirazinamidaz uretimine bakilir (Tablo-4). 1980’lerde hiicre
duvarindaki mikolik asitlerin incelenmesi prensibi ile c¢alisan yuksek
performansli likid kromatografi ile mikobakterilerin identifikasyon metodu

kullaniimaya baslanmistir (23,32)

Tablo-4. Mycobacterium tuberculosis kompleks ttrlerinin koloni morfolojileri
ve biyokimyasal 6zellikleri

M. bovis
Testler M. tuberculosis M. bovis e M. africanum M. microti M. canettii
Morfoloji R R R R R S
Pirazimidaz
Niasin + +/- +
Nitrat
+ +/- +
kullanimi
Ureaz +/- + +/- +- +
TCH
Direncli Duyarh Duyarh Duyarh Duyarli Direncli
duyarliligi
Oksijen ) Mikro- ) ) . ) . o
Aerobik » Aerobik Mikroaerofilik Mikroaerofilik Bilinmiyor
aerofilik
Piruvat
+ +
kullanmasi
TCH: Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid
VI.D. Molekiler Testler
Tuberkuloz tanisinda kullanilan geleneksel yaklagim, klinik

orneklerden dogrudan hazirlanan materyallerin ARB boyamasindan sonra

direkt olarak mikroskobik incelenmesi veya sivi-kati besiyerlerinde ekimde
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ureyen basillerin tanimlanmasi esasina dayanmaktadir. Bu yontemlerden
ARB boyama hizli, ucuz, pratik bir tan1 yontemi olmasina ragmen duyarhhgi
azdir. Diger bir klasik yontem olan kadltir yontemi altin standart kabul
edilmesine ragmen bu yontemde basilin Greme slresinin 4-8 haftalik uzun bir
periyot gerektirmesi nedeniyle; tani icin daha duyarl, spesifik, guvenilir ve
hizli yontemlerin gelistiriimesi geregi duyulmustur (33).

Bu amagla yapilan c¢alismalarda gelistiriimis olan molekuler
yontemler, gunimuizde tlberkuloz tanisinda rutin kullanimda yer almaya
baglamigtir (34). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) uygulamalarinda sikga
gozlenebilen kontaminasyon riskini ortadan kaldirabilmek, duyarliik ve
Ozgulligu arttirabilmek icin birgok yeni yontem bulunmaktadir. Bu amacla
gunuimuzde, hasta oOrneklerinden direkt olarak M. tuberculosis varhgini
arastirmak amaciyla nukleik asit amplifikasyon esasl sistemler gelistirilmistir.
Kultirde Ureyen mikobakterilerin kisa surede tur dizeyinde tanimlanmasini
ve/veya tuberkulloz ilaglarina kargi direng ile iligkili mutasyonlari saptamaya
yonelik; DNA prob hibridizasyonu esasli trtinler, DNA sekans analiz kitleri ve
molekuler biyoloji ve bilgisayar teknolojisini birlestiren DNA mikroarray
teknolojisi urunleri gelistirilmistir (35). NUkleik asit amplifikasyonuna dayal
sistemler, 1S 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA ve 23S rRNA’y1 hedef alir.
Mikobakterilerin tir dizeyinde tanimlanmasinda genellikle 16S rRNA, hps65,
rpoB ve daha pek ¢ok gen bolgesi hedef olarak secilir.

VIl. Antimikobakteriyel ilaglar

Mikobakteriler, lipitden zengin hlcre duvarlarinin gegirgen olmayan
yapisi nedeniyle birgok antimikrobiyal ilaca dogal olarak direnglidir.
Tlberklloz tedavisinde etkin antibiyoterapi streptomisinin  kesfi ile
baslamistir. Antitiberklloz ila¢c tedavisinin kullaniimasi mevcut basillerinin
blylk ¢ogunlugunun élmesine neden olmakta ve klinikte hizli bir dizelmeyi
saglamaktaydi. Ancak tekli antibiyoterapide kullanilan ajana karsi kavern
icerisinde direng gelistirmis basiller bulunabilmekte ve hastalik nuks
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etmekteydi. Bunu Onlemek etkin bakterisidal aktiviteye sahip c¢oklu
antibiyoterapi ile mimkan olmustur (7).

Gunumuzde tuberklloz tedavisinde kullanilan ilaclar, birinci segcenek
ve ikinci secenek ilaclar olarak iki grup altinda incelenebilir. Birinci segenek
antitiiberkiloz ilaglar izoniazid (INH), rifampin (RIF), streptomisin (SM),
etambutol (EMB) ve pirazinamid'den (PZA) olusmaktadir. Bu ilaglarin
toksisiteleri dusuktur ve kombine kullaniimalari durumunda oldukca
etkililerdirler. Basiller duyarl oldugu slrece tuberkulloz tedavisi bu ilaglardan
olusan tedavi rejimleri ile yapiimalidir. Ancak CID tiiberkiiloz vakalarinda
tedaviye ikinci segenek ilaglar eklenmektedir. ikinci secenek ilaglar arasinda
da Para-amino salisilik asit (PAS), kanamisin, amikasin, kapreomisin,
ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin, etiyonamid, tiyoasetazon ve
sikloserin gibi ilaglar yer almaktadir (7).

izoniazid (INH): Kullanima girmesinin {zerinden 40 yildan fazla bir
zaman ge¢mesine karsin tlUberkiloz basiline karsi en etkili tek ilag olarak
kalmistir. Dormant bakteriler Uzerinde bakteriostatik, hizli Greyen bakteriler
uzerinde bakterisid etkilidir. Ayrica makrofajlar ve kazeoz lezyonlar igine
girebilmesi, iyi absorbe edilmesi, kolay alinmasi ve ucuz olmasi bu ilaci en
onemli antitberkuloz ila¢ yapmaktadir. Katalaz peroksidazi, nikotinamid
adeninin dinUkleotidi ve peroksidazlari igceren bir mekanizma ile izoniazid
basilin icine alinir ve aktif ara Grtnlerine pargalanir. Sonugta hlicrede hidrojen
peroksit yikimi yapilamaz ve bu madde toksik etkisiyle hucre harabiyetine
neden olur. INH, ayrica basilin hdcre duvarinin dnemli bir yapi tasi olan
mikolik asit sentezini de bozar. INH dar spektrumludur, M. tuberculosis’den
bagka bakterilere etki etmez. Karacigerde metabolize olur. Vitamin B6
(piridoksin)  bilesiklerinin biyolojik fonksiyonlarini etkiler. Bunun sonucu,
periferik néropati ve anemiye yol acabilir. Bu nedenle beraberinde ginde 6-
10 mg vitamin B6 verilir (36, 37).

Rifampin (RIF): Streptomyces mediterranei'den elde edilen rifamisin
B'nin semisentetik bir derivesidir. Tuberkuloz tedavisinde INH'den sonra
ikinci onemli ilagtir. Hem hizli gogalan, hem de dormant bakterilere etkilidir.
RNA’ya bagimhi DNA polimeraz enzimine baglanarak, DNA’nin RNA
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transkripsiyonuna engel olur. RIF kavite i¢i ve kaze®tz odakta hicre i¢i yavas
ureyen basillere etkilidir. RIF karaciger mikrozomal enzimlerini guglu bir
sekilde induUkler ve pek c¢ok ilacin yikimini arttirir, etkisini azaltir. En édnemli
yan etkisi hepatotoksitedir. Antirifampin antikor gelistirmesi nedeniyle alerjik
trombositopeniye neden olabilir. idrar, ter, gdzyasi ve lensleri portakal rengi
kirmiziya boyar (37).

Etambutol (EMB): Sentetik olarak elde edilen bakteriyostatik etkili
bir ilactir. Etkinligi INH ve RIF’e gore dusuk olup, ilaca karsi daha dusuk
duzeyde direng gelisir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis
olmakla birlikte, EMB’nin arabinozil transferaz enzimini inhibe ederek,
arabinogalaktan ve lipoarabinomannanin hicre duvarina tasinmasini
engelledigi bilinmektedir. Cogdalma dénemindeki bakteriler Uzerine etkilidir.
Yan etkileri oldukga azdir. Nadiren, retrobulber norit, hipertrisemi ve gut
artriti yapabilir (37).

Streptomisin (SM): Aminoglikozid grubundadir, ribozomlarin 30S alt
grubunu etkileyerek ribozom fonksiyonlarini ve dolayisiyla protein sentezini
bozar. SM, in vitro olarak kic¢ik konsantrasyonlarda mikobakteriler tzerine
bakteriyostatik, yuksek konsantrasyonlarda bakterisid etki yapar. Biyolojik
zarlari ve hucre duvarini gecemez. Hucre igindeki basillere etkisiz olup,
kaviteler icine ve kaze®z odaklara nifuz edebilir. Ciddi yan etkileri nedeniyle
Klinik kullanimi kisithdir. Nefrotoksik ve ototoksiktir. Anafilaksi, néromuskuler
blokaj, agranulositoz, hemolitik anemi diger yan etkileridir (37).

Pirazinamid (PZA): Nikotinamidin sentetik bir analogudur. PZA
hicre igi bir nikotinamidaz yardimi ile pirazinoik asite donlserek etki eder.
Hem dormant, hem c¢ogdalan bakteriler Gzerine etkili, bakterisidal bir ilagtir.
Monositler ve makrofajlar icindeki yavas ¢ogalan mikobakteriler Gzerinde en
etkili tiberkulosiddir. INH ve RIF’e ilave olarak PZA’'nin kullaniimasi akciger
tiberkldlozunun alti ayda tedavisini mumkin kilmaktadir. Karacigerde
metabolize olup, bdbreklerle atilir. PZA'nin hepatotoksik etki yapma
potansiyeli vardir. Urik asit retansiyonu, fotosensitivite ve dokiinti de
yapabilir (37).
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VIIl. Duyarhlik Testleri

Antitiberkiloz ilag direncinin surveyansi, tuberkiloz kontrol
programlarinin basarisini degerlendirmede 6nemli bir yontemdir. Duyarlilik
sonuclari olmaksizin yapilan tuberkuloz tedavileri, tedavi basarisizligi ve
antitiberkiloz ilaglara kargi direng geligimi riskini arttirmaktadir. DSO,
tuberklloz tedavi programlarinin etkilerinin takip edilebilmesi igin, standart
tedavi rejimlerine ilaveten ilac duyarliik testlerinin de surveyansini
Onermektedir.

VIIILA. Klasik Kaltar Yontemleri

Mutlak Konsantrasyon Yoéntemi: Antibiyotikli ve antibiyotiksiz
besiyerlerine, 2x103-1x10* koloni olusturan birim/mililitre (cfu/ml) civarinda
mikobakteri iceren ekim yapilir. ilagh besiyerinde 20 koloniden fazla olmasi o
ilaca bakterinin direngli oldugunu gosterir. Ekim Orneginin bu kadar hassas
bir sekilde hazirlanmasi zordur ve hata oranini arttirmaktadir (38).

Direng Orani Yontemi: ilagli besiyeri iceren tiiplerin bir sirasina da
antitiberklloz ilaglarin hepsine duyarli oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv
inokule edilir. Bu yontemde 10° cfu/ml'lik bir inokulum kullanilir. Farkli
dilisyonlarda ilac iceren besiyerlerine ekilen bakteriler igin ilaglarin minimal
inhibitdr konsantrasyonu (MiK) saptanabilmektedir. Test edilen susun MIiK
degeri, M. tuberculosis H37Rv'nin MIiK degerinden 8 kat veya daha fazla
yuksekse o ilaca direngli oldugu kabul edilir. Degerlendirilmesi zor, hata orani
yuksek bir yontemdir (38).

Proporsiyon Yontemi: Antitiberklloz ilaglara direngli basil orani,
yapilan g¢alismalar sonucu %1 olarak kabul edilir. Direncin %1 oranini tayin
etmek icin kontrol besiyerinde kullanilan bakteri miktari ilagh
besiyerindekinden 100 kat daha azdir. ilagh besiyerinde (ireyen kolonilerin
sayisl, kontrol besiyerindeki kolonilerin sayisi ile karsilasgtirilir. Belli bir ilaca
direncli basillerin orani hesaplanip, test edilen populasyona yuzdesi olarak
belirtilir. Bu test icin koagulasyondan once ila¢g eklenmis Lowenstein-Jensen
besiyeri ve Middlebrook 7H10 kullanilabilir. ilagsiz kontrol besiyerinde 200-
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300 koloni olugturan ekim ornegi, bu yontem ic¢in en uygun olanidir. Bu
yogunlukta basil iceren 6rnegin elde edilebilmesi igin dnce kullturde Uretilmis
bakteriden 1 McFarland bulanikliyinda suspansiyon hazirlanir. Hazirlanmig
homojen suispansiyondan 107, 103, 10° veya 102, 10™luk diltsyonlar
hazirlanmaktadir. Bu dilusyonlardan ilagsiz kontrol besiyerine ve ilagl
besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilmis tipler 3-4 hafta inkiibe edildikten
sonra olusan koloniler sayilir. Test edilen sus belli bir antibiyotige karsi %1
veya daha yuksek oranda direngli ise sonug¢ duyarli olarak yorumlanir. Bu
yontemle birinci ve ikinci segenek antitUberklloz ilag duyarlliklar test
edilebilir.  Uzun yillar boyunca kullaniimig, uluslararasi komitelerce
onaylanmis referans bir yontemdir (38).

VIII.B. Hizli Duyarhilik Testleri

Radyometrik Kultur Sistemi (BACTEC 460TB)(BD): Middlebrook
7H12 sivi  besiyeri iceren siselere ekilen klinik ornekler, periyodik olarak
14c02 varligi yoniinden tetkik edilir. Olusan **CO, miktari tireme indeksi (GI)
olarak cihaz tarafindan saptanir. Gl: 500-800 arasina geldiginde, duyarhlik
testi yapilir. Birinci ve ikinci segenek antituberkuloz ilaglarla duyarhlik testi
yapilabilir. Test edilecek ilaglari iceren Middlebrook 7H12 besiyerlerine 0,1 ml
reyen susun bulundugu siseden ekim yapllir. ilag icermeyen bir besiyerine
de diger besiyerlerindekinin 100’de biri oraninda ekim yapilir. Yluzde bir
oraninda basil iceren kontrol sisesi ve antibiyotik iceren diger besiyeri
siselerinin glnlik Ureme indeksi (Gl) 6lgllir. Dinya Saglik Orgltinin
standart olarak onerdigi bir sistemdi. Gunlik ig yuku fazlahgi ve radyoaktivite
iceren atiklarinin fazla olmasi dezavantajidir. Geleneksel yontemlerle
ortalama 21 gunde sonug¢ alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7 ginde
cikmaktaydi (38). Dezavantajlari nedeniyle artik Uretiimemektedir.

Floresan Kultar Sistemi (BACTEC MGIT 960)(BD): Middlebrook
7H9 iceren, dip kismi rutenyum kompleksi bulunan silikon tabaka ile kapli
tuplere ekim yapildiktan sonra, bakterilerin Gremesi nedeniyle azalan oksijen
yogunluguna bagl olarak, tup dibine gonderilen ultraviyole isininin floresan
vermesiyle Gremenin tespit edildigi bir sistemdir. Saptanan floresan miktari,

20



ureme indeksi olarak ele alinmakta ve kultur pozitifligi agisindan
degerlendiriimektedir (38, 39).

Duyarhlik testi igin ilagh ve ilagsiz tlplere esit miktarda bakteri ekimi
yapilip bu tiiplerdeki tireme karsilastirilir. ilagsiz tiipte Greme saptandiktan
sonra 48 saat icerisinde ilagli bir tipte Ureme olursa, bakterinin o ilaca
direncli oldugu kabul edilir. Ureme orani ve saptama zamani BACTEC 460 ile
aynidir. Surekli monitorizasyon ile 960 tlpun ayni anda takibini saglamasi ve
bilgisayar tabanli veri toplamasi is yukinU azaltmaktadir. Kontaminasyon
oranlar yuksektir (38, 39).

Kolorimetrik Kaltur Sistemi

MB/BacT/ALERT MB (Organon Teknika, irlanda): Kolorimetrik
olarak besiyerinde olusan CO, dizeyini 6lcerek mikobakteri Uremesini
degerlendirir. Radyoizotop icermez. Tam otomatiktir, bilgisayar desteqgi
mevcuttur. Duyarlihk testi yapilabilmektedir. Testlerin sonuglanma suresi
BACTEC 460'dan daha uzundur. Etambutol duyarliik testi acgisindan
sistemin dusuktur (38).

Alamar Blue Oxidation-Reduction Indicator (Accumed, ABD):
Alamar mavisi, bakteri Uremesi sonucunda rengi pembeye donugen Ureme
indikatoru olarak kullanilan bir oksidasyon-reduksiyon boyasidir. Middlebrook
7H9 besiyerinde Uretilen M. tuberculosis susundan, 1 McFarland’a gore bir
suspansiyon hazirlanir ve buyyon ile 1:5 oraninda sulandirilir. Test edilecek
antituberkuloz ilaglarin da sivi besiyerinde ¢ift kat sulandirimlari yapilir. Dilte
edilmis ilag iceren tuplere, dilue edilmis kultir suspansiyonlarindan eklenir.
Tuplerdeki son bakteri konsantrasyonu 6x10° cfu/ml'dir. Bu esnada ilag
icermeyen (¢ kontrol tliptine de ekim yapilir ve tim tipler 35°C’de inkiibe
edilir. Kontrol tupleri 7-10-14. gunlerde test edilir. Test icin kontrol tuptne
0,02 ml Alamar mavisi solusyonu ile 0,05 ml %5 Tween 20 ve Tween 80
eklenir ve iki saat 50°C’de inkibe edilir. Siirenin sonunda tipin rengi
maviden pembeye donerse, ilagh besiyerlerine de ayni islemler yapilir. Renk
degisimini dnleyen ilag konsantrasyonu MiK degeri olarak alinir. Bu yéntem,
kantitatif, radyometrik olmayan bir yontem olup, yedi ile on gun arasinda

sonug verir. Sonuglari, proporsiyon yontemiyle %97 uyumludur (40).
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Karbondioksit Olugsumunu Saptayan Sistem; ESP Culture
System Il (Accumed, ABD): Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren
siselerde mikobakterilerin olusturdugu gaz ve olusan basinci dlgerek Ureme
degerlendirmesi yapan, tam otomatik bilgisayar destekli bir sistemdir. ilag
duyarhlik testi icin, antibiyotik iceren siselere ve bir kontrol sisesine ayni
oranda ekim yapilir. Siseler cihaza yerlestirilip, periyodik araliklarla Greme
agisindan degerlendirilir. Kontrol sisesinde pozitif sinyalin goéruldigu tespit
zamani hesaplanir. Kontrol sisesinde pozitiflik goruldikten sonra ilagh siseler
en az Ug¢ giin daha takip edilir. ilag iceren sisede hi¢ reme olmazsa veya
ilacl sisedeki tespit zamani kontrol sisesindekinden 3 gun daha uzunsa sus
duyarli kabul edilir. ilagl sisedeki tespit zamani ile kontrol sisesindeki tespit
zamani arasinda 3 gunden az fark varsa sus direncli kabul edilir (38, 41).

Gradiyent Testi: Gittikge artan konsantrasyonlarda antibiyotik iceren
plastik geritler kullanilarak antibiyotigin agar ylzeyine taginmasi prensibine
dayanan bir duyarlilik test yontemidir. Primer antitiiberkiiloz ilaglara karsi MiK
degerlerini belirlemek igin kolay uygulanan bir yontemdir. Acgik sistem
oldugundan uygulama ve okunmasi sirasinda dikkat edilmesi gerekmektedir
(38).

Bakteri Varligina Dayanan Yontemler:

Lusiferaz Tasiyici Faj Yontemi (LRP): Bu yontemde, ates
bdceginin lusiferaz genini tasiyan bir mikobakteri faji kullaniimaktadir.
Mikobakterilerin varliinda mikobakteriyi enfekte eden faj sayesinde bol
miktarda lusiferaz Uretilir ve ortama verilir. Ortama lusiferaz enziminin
substrati olan lusiferin eklendiginde, enzim lusiferini oksilusifenine déonusturur
ve 1sik olusur. Olusan 1sik miktari, ortamdaki canli mikobakteri sayisina
bagldir. Antitiberkuloz ilaglara duyarl bakteriler 11k olugsturmaz iken, direngli
olanlar 1gik olusturmaya devam eder (40).

Biyoluminesans Yéntemi ile Hiicresel ATP Olciimii: ilagh tuplere
bulanikhd 0,5 McFarland’a ayarlanmis stispansiyondan ekim yaplilir. ilag
icermeyen kontrol tupleri ile birlikte 10 gin 35°C’de inklibe edilir. Sirenin
sonunda, kiltiirlerden alinan bir miktar sivi 0,1 uL TRIS tamponu ve EDTA

iceren cam tuplerde bes dakika kaynatilarak hicreler pargalanir, oda 1sisinda
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sogumaya birakilir. Soguduktan sonra, ATP’nin 1simasini saglayan bir
madde eklenerek luminometre ile incelenir. Olusan i1sik miktari, hicresel ATP
ile dogru orantilidir. Ortamda ne kadar ¢ok bakteri varsa 1sik Gretimi o kadar
fazladir. Anti-tuberkilo ilaca duyarli olan suslarin bulundugu tiplerde 1sik
uretimi olmaz. ATP aktivitesinin kontrole gore %40 veya daha da az olmasi, o
ilaca karsi duyarhligi gosterir (40).

Flow Sitometri Yontemi: Flow sitometri, bir sivi akimi icinde tek tek
gecmekte olan hicreler veya biyolojik partikillerin, fizik ve kimyasal
Ozelliklerini sensorler aracihgiyla olgebilen bir ydontemdir. Bu yontemde, M.
tuberculosis’in florosein diasetat (FDA)'I hidrolize etmesi sonucu olusan,
floresan veren mikobakterilerin flow sitometrik analizle saptanmasi esastir.
Mikobakteri iceren Midllebrook 7H9 besiyerlerine gesitli konsantrasyonlarda
antibiyotik ilave edilir. Antibiyotiksiz bir besiyeri kontrol amaciyla kullanilir. 24-
48 saatlik bir inkibasyon sonrasi, ortama FDA eklenir. Mikobakterilerin
FDA'yl hidroliz etmesi sonucu olusan floresan flow sitometri ile saptanir.
Antibiyotiklere duyarl mikobakteriler FDA’y1 daha az hidroliz eder (40).

VIII.C. Genotipik Yontemler

Mycobacterium tuberculosis, yavas Ureyen bir mikroorganizma
oldugu icin klasik kultur besiyerleri ile yapilan duyarllik test yontemleri uzun
zaman almaktadir. Molekuler tani yontemleri, ila¢g direncinden sorumliu
mutasyonlarin belirlenmesini saglamakta ve ila¢ duyarlihgini hizh bir sekilde
belirleyebilmektedir. Rutin uygulamalarda RIF i¢in rpoB ve INH icin katG gen
mutasyonlar ile ilgili kitler mevcuttur (Genotype MTBDR; Hain Lifescience,
Almanya). Rifampine direngli suslarin yaklagsik %90’inda INH direnci de
bulunmaktadir. RIF direncinin, INH direncinin de bir gdstergesi oldugu
soylenebilir. Bu nedenle pratik uygulamalarda molekuler teknikler cogu kez
RIF direncinin saptanmasi amaciyla kullaniimaktadir (42,43).

ilag direncinin saptanmasinda kullanilan molekiiler ydéntemlerin gogu
uc¢ basamaktan olusmaktadir (43).

1. DNA eldesi: Mekanik parcalama ve kaynatma gibi basit teknikler
bile genomik DNA'nin eldesi i¢in yeterli olmaktadir.
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2. Hedef DNA’nin amplifikasyonu: Bu amacla ¢ogu kez PCR
kullaniimaktadir.

3. Mutasyonlarin saptanmasi: Uygun primerle amplifiye edilen hedef
DNA’daki mutasyonlar asagidaki gesitli yontemlerden biriyle saptanir.

DNA Dizi Analizi: Mikroorganizmalarin genom dizilimlerinin ortaya
cikarilmasi ve ilag direncine sebep olan mutasyonlarin saptanmasi i¢in en
glvenilir yontem olan DNA dizi analizi, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) tarafindan altin standart olarak kabul edilmektedir.
Gunumuzde DNA dizi analizi amaciyla Sanger’in zincir sonlandirma temeline
dayali dideoksinukleotid yontemi kullaniimaktadir. Bu yontem manuel ve
otomatize sistemlere uyarlanmigtir (43).

Bu yontemde, DNA polimerazlar deoksi niikleotid trifosfatlara (ANTP)
ek olarak, deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubuna sahip olmayan
dideoksi nukleotid trifosfatlari (ddNTP) kullanir. Sentezlenen DNA zincirine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde
reaksiyon durmakta ve zincir, eklenen isaretli nukleotid ile sonlanmaktadir
(44). Manuel olarak yapilan DNA dizi analizinde reaksiyon tuplerinde olugsan
farklh DNA parcalari, poliakrilamit jelde goruntilenebilmektedir. Bu sistemde
DNA parcalarinin gorunar hale getirilmesi igin primerler radyoaktif madde ile
isaretlenebilir veya ortama, senteze katllan radyoaktif bir nukleotid
eklenebilir. Otomatik olarak yapilan DNA dizi analizinde ise, reaksiyonun
baglangicinda floresans veren madde ile isaretli primer veya nikleotidler
kullanilarak, baz dizilimi gorinebilir hale getiriimektedir (44). Bu ybntem ile
bilinen mutasyonlarin yaninda Onceden bilinmeyen mutasyonlar da
saptanabilmektedir. Mutasyon saptamada kullanilmasi en ¢ok &nerilen
yontem olmasina ragmen, pahali olmasi ve teknik donanim gerektirmesi
nedeniyle rutin kullanimi sinirhdir.

Line Probe Assay (Solid Faz Hibridizasyon): Line Probe Assay
(LIPA) hizhh RIF direnci saptamak amaciyla gelistiriimis bir kittir. Yontem
revers hibridizasyon temeline dayanmaktadir. LIPA yonteminde RIF
direncinden sorumlu rpoB geninin biyotinle isaretlenmis PCR GrUnleri

denature edilerek nitroselll6z serit Gzerine yerlestiriimis 10 farkh 6zgul probla
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hibridize edilmektedir. Olusan hibridler alkalen fosfatazla konjuge edilmis
streptoavidin ve kromojen substrat eklenerek saptanmaktadir. Genotype
MTBDR (Hain Lifesience, Almanya), ayni teknoloji ve test prensibine badli
olarak geligtirilen, RIF ve INH ilaglarina kargi olugan mutasyonlari tespit
edebilen bir Grindur (43, 45).

RNA/RNA Mismatch Analiz: Yontem, RNA'nin RNazA enziminin
yikici etkisine dayanikli olmasi temeline dayanmaktadir. Yéntem bes
asamadan olusur. Test edilen sus ile duyarli referans susun hedef
DNA’larinin RNA polimeraz enzimi igin promoter diziler de igceren 6zgul
primerler kullanilarak PCR ile amplifikasyonu birinci agamayi olusturur. Daha
sonra, RNA polimeraz ile transkripsiyon, hibridizasyon, RNA/RNA dubleksinin
eslesmenin olmadigi mismatch noktasindan RNazA ile kesilmesi ve son
olarak agaroz jel elektroforezi ile islem sonlanir. Elektroforezde direncli
suslarda u¢ banth patern saptanir (43).

PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism):
Yontem, yuksek rezoliisyonlu, denatiire olmayan poliakrilamid jelde mutant
ve dogal tip tek sarmalli DNA'nin farkli hareketlilik gostermesi temeline
dayanir. Farkli nukleotid dizilerine sahip tek sarmalli DNA fragmanlarinin
katlanmalar farkli noktalardan olmaktadir. Katlanma yerlerinin degismesi tek
sarmalli DNA’nin tersiyer yapisini degistirerek jel Uzerindeki mobilitesini
etkilemektedir. Dogal ve mutant suslar farkli mobilite gosterirler (43).

Real-Time PCR: Bu yontemde PCR sirasinda olugsan urunler 6zgul
problar veya ¢ift sarmalli DNA'ya baglanma 0Ozelligi olan boyalar
(Sybergreen, etidyum bromid vb) yardimiyla saptanmaktadir. Real-time
PCR’da olusan amplikonlarin erime sicakhigi (Tm) degerleri belirlenerek
O0zgul mutasyonlar saptanabilmektedir. Real-time PCR’da saptama, yayilan
IsSimanin sistemin optik pargasi ile okunmasi temeline dayanmaktadir.
Olgtilen floresans PCR sirasinda artan PCR Urtintinin miktari ile orantihdir.
Sikluslar sirasinda reporter boyalarin yaydigi floresans, sistem tarafindan
kaydedilerek bilgisayar ortaminda degerlendirilir ve kantite edilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda, Real-time PCR ile ayni reaksiyon tiupunde RIF ve INH
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direncinden sorumlu rpoB ve katG mutasyonlarinin basariyla saptandigi
bildiriimektedir (43).

DNA Microarray: Son vyillarda, kigluk bir alanda c¢ok sayida
oligonukleotid probun yogun bir sekilde bulundugu microrray’ler ile farkli DNA
dizilerinin tek bir hibridizasyon basamaginda incelenmesine olanak saglayan
cip teknolojileri gelistirilmistir. Yontem, PCR ile elde edilen floresanla isaretli
amplikonlarin ¢ok sayida farkli oligontkleotid prob iceren alanda kendisine
uyan probla hibridize olmasi temeline dayanmaktadir. Baglh amplikonlarin
yaydigi floresan sinyaller daha sonra optik tarayici ile saptanarak bilgisayar
ortaminda deg@erlendiriimektedir. RIF’e direncli M. tuberculosis suslariyla
yapilan DNA microarray ¢alismalarinda DNA dizi analizi ile uyumlu sonuglar
alinmigtir. Farkl ilag direnglerini bir arada saptamaya uygun problar igceren

cipler geligtirimeye galisilmaktadir (43).

IX. llag Direnci

Yeni olguda ila¢ direnci: Hi¢ tiberklloz tedavisi almamis ya da bir
aydan daha kisa sureli tadavi almig hastadaki saptanan ila¢ direncidir ve
bulas yoluyla alinir. Primer diren¢ oraninin yuksek olmasi o toplumda
uygulanmakta olan tuberkiloz korunma ve kontrol dnlemlerinin yetersiz
oldugunu gostermektedir (46).

Tedavi gormis olguda ilag direnci: Bir aydan daha fazla
tuberkuloz tedavisi gormus hastalardaki ila¢ direncidir. Edinilmis ilag direnci
denilebilir. Bulag yoluyla alinmis ya da tedavi aninda kazanilmigtir. Sekonder
direng, uygun olmayan tedaviye bagl olarak yeni mutantlarin gelisimi sonucu
olusur ve bu direncin artisi uygulanmakta olan tuberklloz tedavisinin
yetersizligini gosterir (46).

Cok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB): izoniyazid ve rifampin
birlikte diren¢ gosteren hastalardaki direnci tanimlar.

Yaygin ilag direngli tiiberkiiloz (YID-TB): izoniyazid ve rifampin
dirence ek olarak bir kinolon ve birde enjektabl ilaca (amikasin, kanamisin,
kapreomisin) diren¢ saptanmasidir (47).
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Mikobakterilerde gelisen ilag direnci; primer direng yani direncli
basille hastalanma ya da tedavi sirasinda gelisen sekonder diren¢ seklinde
olabilir. M. tuberculosiste en sik gobzlenen direng mekanizmasi,
antimikobakteriyel ilaglari aktive eden veya kendileri ilaglarin hedefi olan
enzimlerde meydana gelen mutasyonlardir. Mikobakterilerdeki mutasyon
oranlari diger bakterilerle kiyaslandiginda 10 kat daha fazladir. M.
tuberculosis’in  klinikte sorun olusturan ilag direnci, tedavide kullanilan
ilaglarin hedef bdlgeleri olan molekilleri kodlayan genlerde mutasyon
sonucu gelismektedir. Yine bu basillerin diger bir ¢ok bakterinin aksine
plazmidleri olmadigindan direng genleri bir, bakteriden diger bakteriye
aktarilamaz. Birbirinden bagimsiz ortaya ¢ikan mutasyonlarin birikimi sonucu
CiD-TB enfeksiyonlari olusmaktadir.

IX.A. izoniazid (INH) Direnci

katG Gen Mutasyonu: INH, mikolik asit biyosentezinde rol alan
enoyl ACP rediktaz enziminin aktivitesini inhibe etmektedir. INH normalde
inaktif formda olup, M. tuberculosis’in katG geni tarafindan kodlanan katalaz-
peroksidaz enzimi tarafindan aktive edilerek hucre duvari sentezini inhibe
etmektedir. KatG genindeki mutasyon sonucu inaktif formdaki INH aktif forma
donusememekte ve  hicre duvarinin  sentezine  inhibitor  etki
gosterememektedir. Bu mekanizma INH direncinin %50-70’'inden sorumludur
(48).

inhA  Gen Mutasyonu: Mikolik asit biyosentezinde rol alan enoyl
ACP rediktaz, inhA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gende olusan
mutasyon sonucu sirekli olarak mikolik asit sentezlenmektedir ve izoniazidin
etkinligini ortadan kaldirmaktadir. Bu tip diren¢g INH direncinin %25’ini
olusturmaktadir (48). INH direngli suslarda, katG geninde %67.8, inhA
geninde %20.4 oraninda mutasyon gozlenmigtir ve katG igin 315. kodonda,
inhA igin 209. kodonda en sik mutasyon saptanmistir (49).

ahpC Gen Mutasyonu: Klinik suslardaki INH direncinin %10-
15’'inden sorumludur. INH’in aktif formunu inhibe eden alkil hidroperoksit

reduktaz enziminin bu direngten sorumlu oldugu ileri surtlmektedir (48).
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IX.B. Rifampin (RIF) Direnci:

Rifampin, bakterinin DNA'ya bagimli RNA polimerazinin potent
inhibitoradur. Rifampin, RNA polimerazin 3 —sub Unitesine baglanarak mRNA
sentezini inhibe etmektedir. RIF'e direngli M. tuberculosis susglarinin
%96’sindan fazlasinda direngten, RNA polimeraz enziminin 3 -sub Unitesini
kodlayan rpoB genin 507-533 kodonlar arasindaki 81 baz cift uzunlugundaki
yuksek siklikta dedisken bdlgedeki (RRDR; rifampicin resistance-determining
region) mutasyonlar, kicuk delesyonlar ve insersiyonlar sorumludur (50).
Yine rpoB genini kodlayan bu bdlge disinda 146, 490, 505, 535, 541, 553 ve
572. kodonlarda da mutasyonlar gosterilmistir. RIF direngli vakalarin %34-
57’inde rpoB geninin 531. kodonundaki Ser531Leu mutasyonu saptanmistir.
Bunu 526. kodondaki mutasyon izlemektedir. Kodon 531, 526, ve 513'deki
mutasyonlar yuksek dizeyde rifampin direncine (MIK =64ug/ml) neden
olurken, 514 ve 533. kodon mutasyonlari genellikle dusuk duzeyde
mutasyonlardir. Rifampine direncli tlrlerin timinde rifapentin’'e de capraz
direnc gortlmektedir (49).

IX.C. Streptomisin (SM) Direnci:

M. tuberculosis’de SM’e karsi direng, ribozomda ilacin hedef
bolgesinde olugsan mutasyonlar sonucu gelisir. Mutasyonlar genellikle,
ribozomal kiguk alt Gnite S12 proteinini kodlayan rpsL geninde olusurlar ve
streptomisin direncinin  %50’sinden sorumludurlar. Ayrica 16S ribozomal
RNA’nin bir bdlgesini kodlayan rrs genindeki mutasyonlarda streptomisin
direncinden sorumludur. Bu da streptomisin  direncinin  %20’sini
olusturmaktadir (48). rpsL proteinindeki aminoasit degisikligi yuksek duzeyde
(MiK>500 pg/ml) streptomisin direnci olustururken, rrs genindeki mutasyonlar
orta diizeyde (MiK<250 pg/ml) SM direnci olusturur (49).

IX.D. Etambutol (EMB) Direnci

Etambutol, arabinozil transferazin 6zgul hedefidir. EMB, arabinozun
arabinogalakton ve lipoarabinomannana polimerize olmasina aracilik eden
arabinozil transferaz enzimini bloke ederek arabinogalaktan ve
lipoarabinomannanin hdcre duvarina taginmasini engeller. Arabinogalaktan

mikobakteriyel hlcre duvarinin en &énemli polisakkarididir. Arabinozil
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transferaz enzimini kodlayan, embC, embA ve embB genleri 10 kilo baz ciftlik
bir operon seklinde organize olmustur. Etambutole direncli tlrlerde embB
genindeki en sik mutasyonlar, 306. kodondaki missense mutasyonlardir (51).
EMB direncinin %47-65’'inden embB genindeki mutasyonlar sorumludur. Yine
Phe285Leu, Phe330Val ve Thr630il diger sik olan mutasyonlardir.
Met306Leu, Met306Val, Phe330Val ve Thr631lle mutasyonlarinda EMB igin
MiK degerleri genellikle daha yuksektir.

IX.E. Pirazinamid (PZA) Direnci:

Pirazinamide duyarli M. tuberculosis suslari, pirazinamidi aktif formu
olan pirazinoik aside ceviren pirazinamidaz enzimi dretirler. M.
tuberculosis’de bu enzimi kodlayan pncA genindeki mutasyonlar,
piraziamidaz aktivitesinin kaybina neden olurlar. Bu olay pirazinamid
direncinin %72-94’Unden sorumludur. pncA geninin ¢ bdlgesinde 3-17, 61-
85 ve 132-142 kodonlar arasi mutasyonlar belli bir kimelesme gosterirler.
Bu mutasyonlar disinda, delesyon, insersiyon ve terminasyon
mutasyonlarida gorulmektedir. PZA'ya dogal direngli olan M bovis BCG
turlerinde pncA geninin 169. kodonunda M. tuberculosis turlerindeki histidin
yerine aspartik asit gelmistir.

IX.F. Florokinolon Direnci:

Florokinolonlarin hedefi DNA’nin negatif stpersarmal olusturmasini
katalizleyen ve ATP bagml Tip-Il DNA topoizomeraz olan, DNA giraz
enzimidir. Bu enzimin inhibe edilmesiyle, DNA'nin sipersarmal yapisi bozulur
ve bakteri hayatini devam ettiremez. insan DNA’si bu durumdan etkilenmez.
DNA giraz enzimi A ve B alt Unitelerinden olusmus bir heterodimerdir. Bu
uniteler gyrA ve gyrB genlerince kodlanirlar ve direngli vakalarda bu gen
bdlgelerinde mutasyonlar saptanmigtir. Tuberkuloz tedavisinde etkili olan,
siprofloksasin, ofloksasin, levofloksasin ve sparfloksasin birinci grup
tuberkuloz ilaglarina alternatif olarak kullaniimaktadir. Yuksek dizeyde
siprofloksasin direnci, gyrA geninin 90. kodonu civarindaki mutasyonla iligkili
bulunmustur. Yuksek duzeyde florokinolon direnci saptanan tirlerde, bu
bdlgedeki 40 aminoasitlik Quinolone rezistance determining region (QRDR)
olarak adlandirilan gen bolgesinde mutasyonlar bulunmaktadir. M.
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tuberculosis turlerindeki kazanilmis florokinolon direncinin %75-94’Ginden,
QRDR bolgesindeki gyrA mutasyonlari sorumludur (49).

Bu galismada bolgemizdeki fenotipik ilag duyarlilik testi ile RIF ve
EMB direnci belirlenen suslarda, direngten sorumlu rpoB ve embB gen

bolgelerindeki mutasyon varliginin ve mutasyon paternlerinin DNA dizi analizi

ile arastirilmasi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 09.06.2015 tarih ve 2015-12/17 sayili kararla alinan izin ve
Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Biriminden saglanan destek
(KUAP(T)-2015/43) ile yapildi.

Calisma Suslari

Calismada Uludag Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma
Merkezi (SUAM) Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari
Tlberkiloz Laboratuvarina 2005-2014 yillari arasinda goénderilen Klinik
orneklerden izole edilmis ve mikrobanklarda (OR-BAK Bakteri Saklama Seti)
-20°C’de saklanmig fenotipik olarak en az bir anti-tiberkilo ilag direnci
saptanan 110 M. tuberculosis kompleks susu incelenmistir. Calismaya alinan
suslar gonderilen klinik o6rnek dagilimi ve direng profili yoninden
degerlendirilmigtir. Molekuler galigmaya ise RIF direncli 7, EMB direngli 15,
hem RIF hem de EMB direngli 6 tane olmak Uzere toplam 28 susa dahil edilip
rpoB ve embB gen bolgelerinde mutasyon varligi arastirilmigtir.

Suslan canlandirmak icin mikrobanktaki (OR-BAK Bakteri Saklama
Seti) adsorban boncuklar MGIT sivi besiyerine inokule edildi ve MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) cihazina yerlestirildi.

Calismaya alinan suglarin izole edildigi 6rnekler laboratuvarda rutin
olarak asagida tanimlanan iglemler uygulanarak degerlendirildi.

Steril klinik ornekler santrifijlendikten sonra santriflj tapdndn dip
kismindan, steril olmayan Oornekler homojenizasyon-dekontaminasyon
isleminden sonra kati (L-J) ve sivi (MGIT) besiyerlerine ekilmis ve Gremeleri
icin de 37°C’de inklibatérde 6 haftaya kadar bekletiimistir. Uremesi gézlenen
suslarin MTK ve TB digi mikobakterler (MOTT) ayrimi tum pozitif kaltirde
kord faktor ve 2005-2010 yillari arasinda PNB asit testi ile, 2011-2012 yillari
arasinda PNB asit testi ve MGIT TBc identification test (Becton Dickinson,
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ABD) ile, 2013-2014 yillar arasimda ise sadece MGIT TBc identification test
(Becton Dickinson, ABD) ile yapilmistir. MTK oldugu tespit edilen suslarin
primer antitiberkuloz ila¢ duyarlihklari MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD)
ile cahsiimistir. ilaglardan herhangi birine direngli olan suslar icerisinde
adsorban boncuklar bulunan mikrobanklara (OR-BAK Bakteri Saklama Seti)
konarak -20°C’de saklandi.

lI. Molekiler Caligma

M. tuberculosis suslarinda rpoB ve embB genindeki mutasyonlari
saptamak amaciyla dizi analizi yapildi. Dizi analizi i¢in ise agsagidaki islemler
sirastyla uygulandi.

Il. A. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu negatif basingl ortamda, Sinif I Biyoguvenlik kabini
icerisinde yapildi. Ureme olmus MGIT sivi besiyerinden 500 pl alinip 1,5
ml'lik vidali kapakli steril ependorf tipune aktarildi. Daha sonra 99°C’de 20
dk kuru 1s1 blogunda tutuldu. 14.000 rpm’de 5 dk santrifllj edilip stpernatan
kismindan 200 pl alinip yeni bir ependorf tlpiine aktarildi. Uzerine 200
Tris-EDTA eklenip vortekslendi ve 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust
kisim atilip dipte kalan ¢okelti Gzerine TE ile santrifijlenme islemi 2 kez daha
tekrarlandi. Supernatan atilip dipte kalan kisim PCR reaksiyonunda kalip
olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Il. B. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

M. tuberculosis’in RIF ve EMB direncinden sorumlu 6nemli gen
bdlgeleri primer spesifik PCR teknigi ile ¢ogaltildi. RIF direnci ile iligkili RNA
polimeraz enziminin B-sub Unitesini kodlayan rpoB gen boélgesi rpoB-1f ve
rpoB-2r primer ciftleri ile, arabinozil transferaz enzimini kodlayan embB gen
bdlgesi embB-3f ve embB-4r primer ciftleri ile gogaltiimistir (Tablo-5). Her bir
gen boélgesi icin standart PCR reaksiyonu son hacmi 25 pl olacak sekilde; 2,5
pul 10X PCR buffer (abm, made in Canada), 0,5 pl MgSO,4 (abm, made in
Canada), 0,4 pl dNTP (abm, made in Canada), 1'er pl F ve R primerler, 0,2 pl

Tag DNA polimeraz (abm, made in Canada) ve 3 pl ekstrakte edilen M.
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tuberculosis DNA’sI konularak hazirlandi ve toplam hacim distile su ile 25
pl'ye tamamlandi. Amplifikasyon termal dongu cihazinda (Esco Technologies
Inc, Hatboro PA/ABD) denatirasyon 94°C’'de 5 dk; daha sonra 45 siklus
boyunca 94°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn ve 72°C’de 45 sn; son uzama igin ise
72°C’de 5 dk tutularak gergeklestirildi.

Tablo-5: Rifampin ve Etambutol direncinden sorumlu rpoB ve embB gen
bdlgelerine spesifik primer dizileri

Gen o Uzunluk
. Primer Adi Nukleotid dizisi (5’-3")
bélgesi (be)
rpoB-1f CTTGCACGAGGGTCAGACCA
rpoB 543
rpoB-2r ATCTCGTCGCTAACCACGCC
embB-3f CTGACCGACGCCGTGGTGATAT
embB 490
embB-4r TGAATGCGGCGGTAACGACG

Il. C. PCR Urlinlerinin Goruntilenmesi

Cogaltilmig gen bolgesi drunleri, ethidyum-bromid iceren %?2’lik
agaroz (SeaKem LE Agarose) jel elektroforez ile (BioRad MINI-SUB Cell
GT,USA) 110 V'da 50 dk ydrutilerek molekiler ladder (100 bg marker)
yardimi ile BioDocAnalyse ( Biometra, Transilluminator, Almanya) cihazinda
UV 1s1g1 altinda deg@erlendirildi ve goruntilendi.

Il. D. Genlerin Dizi Analizi

DNA dizi analizi icin Sangerman yontemi prensibi ile ¢alisan ticari
kapiller kanalli otomatik dizi analiz kiti (Dye Terminator Cycle Sequencing
[DTCS] Quick Start Kiti; Beckman-Coulter Inc, Brea CA/ABD) kullanildi. Dizi
analizi dncesi PCR urunlerinin saflastiriimasi yapildi.

ll. E. PCR Uriinlerinin Saflagtiriimasi

Kolon bazli bir saflastirma sistemi olan Omega E.Z.N.A.® Cycle Pure
Kiti (CP: Omega Bio-Tek, Norcross GA/ABD) kullanilarak PCR Urdnlerinin
primerlerden, enzimlerden, tuzlardan ve DNA’nin safligini bozan diger
urinlerden ayrilmasi saglandi. Bu amagla CP tampon solUsyonuyla
karistirilan PCR Grand spin kolondan gegirilerek DNA’nin filtreye tutunmasi

ve yilkama basamaklari ile fenol ve kloroform gibi toksik organik maddelerden
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ayristirlmasi saglandi. Son basamak olan elisyon basamagi ile saflastiriimis
DNA elde edildi. Elde edilen saf DNA tekrar ethidyum-bromid igeren %2’lik
agaroz jel elektroforezde 110 V’'da 50 dakika yuratilerek bantlarin kalitesi
kontrol edildi ve dizi reaksiyonuna alinincaya kadar -20°C'de muhafaza
edildi.

Il. F. Dizi Reaksiyonu

DNA dizi analizi icin Tablo-6'da belirtilen karisim, soguk blok
uzerinde 0,2 ml'lik PCR tuplerinde hazirlandi. Sekans reaksiyonu 96°C’da lg
dakika ve takiben 30 siklus boyunca 96°C’da 20 saniye, 50°C’da 20 saniye
ve 60°C’da dort dakika olacak sekilde Esco termal dongu cihazinda
gerceklestirildi.

Tablo-6: Dizi reaksiyonu karigimi.

Reaktifler Miktar
DTCS Quick Start Master Mix (Beckman-Coulter) 8 ul
Saflagtinimigs PCR Grand 2 ul
Distile su 10
Tek yonlu (F veya R)? Primer (10pmol/ul) 0,5 ul

®F: Forward; R: Reverse.

Il. G. Alkol Coktirme

Dizi reaksiyonu tamamlanan her bir 0Orin Uzerine, reaksiyonu
sonlandirmak amaciyla 2 pyl sodyum asetat, 2 pl sodyum etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA), 1 pl glikojen eklendi ve 60 ul % 95’lik soguk etanol ile
karigtinlarak +4°C’'da 14.000xg'de 15 dakika santrifij edildi. Cokeltiye
dokunmadan supernatan uzaklastirildi. Daha sonra ¢okelti 200 pl %70'lik
soguk etanolle iki kez (14.000xg'de bes dakika) daha yikandi. Cokelti, 37°C
etive konularak kurumaya birakildi ve alkolin tamamen uzaklagmasi
saglandi.

Il. H. Uriiniin Dizi Analiz Cihazina Yiiklenmesi ve Yorumu

Kuruyan pellet Gzerine kitin iginden ¢ikan yukleme solusyonundan 40
pl eklendi ve 96 kuyucuklu plaklara aktarimi yapildi. Her bir kuyucuk mineral
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yag ile kapatildiktan sonra plak, DNA dizi analizi cihazina (Beckman Coulter
CEQ8000XL) yerlestirildi ve cihazin bagl bulundugu bilgisayar araciligi ile

sonuglar pikler seklinde goruntilendi (Sekil-3).

A ——
il & 9= ADZ_1GOG021134 - Mew Analysis @ Untitled I
= T 110 120 1=0 [ 1Y 1e0 1a0 170 I
CGGOTACAT CCT GEGCRRIEG O CCGAGT TGO ACAT GT GO AACT AT T T O
GETACAT COT GEe IR C CC AL ACAT GT CCARCT AT T
CT ACAT COT GO0 C IR e T C oG

| B |

Taar. a8 Analyzed Data

0 O
»
n

Fluerescance

Sekil-3: DNA dizi analiz cihazindan alinan bir goruntu.

Ayrica, belirlenen dizilerdeki mutasyonlari saptamak igin web tabanli
bir program ile (Bioedit Sequence alignment editor) “ClustalWW Analiz” yapildi
(52). Degerlendirme asamasinda, Genbank’tan elde edilen H37Rv standart
sus dizisiyle karsilastirilarak okundu. Belirlenen ntkleotid degisiklikleri kayit
edildi.

Amplifikasyon sonrasi iglemler UUTF Tibbi Biyoloji AD

Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
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BULGULAR

Calismamizda, Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari
Tuberkuloz Laboratuvarina 2005-2014 yillari arasinda gonderilen fenotipik
olarak en az bir anti-tiberkulo ila¢ direnci saptanan 110 M. tuberculosis
kompleks susu incelenmistir. incelenen M. tuberculosis kompleks suslari 105
hastaya aittir. DOrt hastanin 5 mukerrer 6rnegi farkli zamanlarda gonderildigi
ve anti-tuberluloz ilag duyarhliklari farkli oldugu igin incelemeye dabhil
edilmistir. Ornekler en cok G6glis Hastaliklari boliimiinden (%60) génderilmis
olup bunu Enfeksiyon Hastaliklari ve Cocuk Enfeksiyon Hastaliklari bolimu

takip etmigtir (Tablo-7).

Tablo-7: incelenen suslarin kliniklere gére dagihm

Klinik Sayi %

Gogus Hastaliklari 66 60,0
Enfeksiyon Hastaliklari 9 8,2
Cocuk Enfeksiyon 9 8,2
Onkoloji 4 3,6
Nefroloji 4 3,6
Beyin Cerrahisi 3 2,7
Genel Cerrahi 2 1,8
Hematoloji 2 1,8
Gastroloji 2 1,8
Romatoloji 2 1,8
Diger 7 6,4
Toplam 110 100

incelenen suslarin %65,5'ini solunum yolu érnekleri olusturmus olup

orneklere gore dagihmi Tablo-8’de yer almaktadir.
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Tablo-8: incelenen suglarin érneklere gore dagilimi

Ornek Sayi %

Solunum yolu 6rnekleri® 72 65,5
Plevra sivisi 7 6,4
Pu-abse 7 6,4
Biyopsi 5 4,5
idrar 5 4,5
Ameliyat materyali 4 3,6
Beyin omuirilik sivisi 3 2,7
Mide aglik suyu 3 2,7
Diyalizat sivisi 2 1,8
Periton sivisi 1 0,9
Aspirasyon mayi 1 0,9
Toplam 110 100

4Balgam, endotrakeal aspirat ve bronkoskopi ile alinan érnekler

Toplam 110 susun 75'inde (%68,2) tek ilaca direng, 23'Unde (%21)
iki ilaca direng ve 12'sinde (%11) ise ¢ok ilaca diren¢ mevcuttur. Tek ilaca ve
cok ilaca direngli suslarin yillara gore dagihmi Tablo-9'da, tuberkiloz

tedavisinde kullanilan primer ilaglara diren¢ Tablo-10’da yer almaktadir.
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Tablo-9: Tek ilaca ve ¢ok ilaca direngli suslarin yillara gére dagihmi

. TOPLAM
5 YILLAR | & 8 |5 S |8 | S o | S 913
5 |1 S|R|R|R|R|R|R|R|]|] | n|®
< ILACLAR
A | INH 2 6 1 1 - 2 1 6 9 5 33 | 30,0
B RIF - - - - - - - - - - 0 0,0
C | SM 1 3 3 3 2 2 4 3 7 6 34 | 30,9
D | EMB - 1 - - - - 4 1 2 - 8 7,3
E INH+RIF - - 1 - - - - - - - 1 0,9
F INH+SM - 5 1 1 2 2 2 1 - 1 15 | 13,6
G | INH+EMB - 3 - - - - 1 - 2 - 6 5,5
H | RIF+SM . - x - 3 - 1 2 - - 1 |09
I | RIF+EMB - . - o - - - o - - 0 0,0
J | SM+EMB - - - - - - - - - - 0 0,0
K INH+RIF+SM - - 2 - - 1 1 - 1 - 5 4,5
L INH+RIF+EMB - - - - - - - - - 1 1 0,9
M INH+SM+EMB - - - 1 - - - - - - 1 0,9
N | RIF+SM+EMB - £ - - - - - - - - 0 0,0
(@] INH+RIF+SM+EMB - - 2 - - - - - 1 2 5 4,5
TOPLAM 3 18 10 6 4 7 14 | 11 22 15 | 110 | 100
INH: izoniazid, RIF: Rifampin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
Tablo-10: Tuberklloz tedavisinde kullanilan primer ilaglara direncin yillara
gore dagilimi
TOPLAM
YILLAR Lo (o] N~ [e0] [} o — N (42] <
. o o o o o = - I I —
ILACLAR | IR | |& | |R |& |Q |R n | %
INH Direnci Olan 2 14 7 3 2 5 5 7 13 9 67 41.4
RIF Direnci Olan - 5 - 1 2 2 3 13 8.0
SM Direnci Olan 1 8 8 5 4 5 8 4 9 9 61 37.7
EMB Direnci Olan - 4 2 1 - - 5 1 5 3 21 13.0

INH: zoniazid, RIF: Rifampin, SM: Streptomisin, EMB: Etambutol
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Molekuler analize RIF direngli 7, EMB direngli 15, hem RIF hem de
EMB direncli 6 tane olmak Uzere toplam 28 sus dahil edildi ve rpoB ile embB
gen bolgelerinde mutasyon varli§i arastirildi. Suslar canlandirildiktan sonra
DNA izolasyonunu takiben rpoB-1f, rpoB-2r ile embB-3f, embB-4r primerleri
kullanilarak bant varligini géstermek igin PCR yapildi. PCR’da elde edilen
543 ve 490 baz cifti blyukligindeki DNA bantlari %2’lik agaroz jelde 110
V’da 50 dk yuratulerek gorantilendi (Sekil-4).

‘ 4
500 b¢ <*— >43 be

500 bg 490 b¢

Sekil-4: Direng ile iligkili rpoB ve embB gen bolgelerinin %2’lik agaroz jel
elektroforez goruntusu.

Dizi analizi 6ncesi PCR urlnlerinin saflastiriimasi yapildi. Elde edilen
saf DNA tekrar ethidyum-bromid iceren %2’lik agaroz jel elektroforezde 110
V’da 50 dakika yurGtulerek bantlarin kalitesi kontrol edildi.

Rifampin ve Etambutol direng mekanizmasini belirlemek igin rpoB ve
embB genindeki olasi mutasyonlar dizi analizi ile belirlendi. Belirlenen

nukleotid ve aminoasit degisiklikleri kayit edildi.



Calismamizda fenotipik olarak RIF’'ne direngli toplam 13 susun
11'inde (%84,6) rpoB geninde mutasyon saptanmstir. ikisi (%16,4) fenotipik
olarak RIF’e direncli olmasina ragmen incelenen gen bdlgesinde mutasyon
gorulmemigstir. Saptanan mutasyonlar RRDR bdlgesi olarak tanimlanan 507-
533. kodonlar arasinda bulunmustur. Mutasyon saptanan 11 susun 10’'unda
531. kodonda yer alan Ser531Leu (TCG-TTG) mutasyonu bulunmaktadir
(Sekil-5). Bir susta ise His526Asn (CAC-AAC) mutasyonu saptanmistir

(Sekil-6).
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Sekil-5: Kodon 531 mutasyonu (Mutasyonun oldugu yer siyah olarak
gosterilmektedir).
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Sekil-6: Kodon 526 mutasyonu (Mutasyonun oldugu yer siyah olarak
gosterilmektedir).

rpoB gen mutasyon saptanan suslarin birinde INH ile RIF (E),
dordinde INH, RIF ve SM (K), birinde INH, RIF ve EMB (L) VE besinde INH,
RIF, SM ve EMB (O) direnci mevcuttur. iki farkli kodonda saptanan rpoB gen

mutasyonlarinin yillara gére dagihmi Tablo 11'de sunulmustur.
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Tablo-11: Saptanan rifampin diren¢g mutasyonlarinin yillara gére dagilimi

Mutasyon Rifampin Diren¢ Mutasyonlari
Yillar Ser531Val His526Asn Toplam (n)
2007 5 (1E,2K, 20) - 5
2010 - 1 (K) 1
2013 2 (1K, 10) - 2
2014 3 (1L,20) - 3
Toplam 10 1 11

E: izoniazid ve Rifampin , K: izoniazid, Rifampin ve Streptomisin, L: izoniazid, Rifampin ve Etambutol,

O: izoniazid, Rifampin, Streptomisin ve Etambutol

Fenotipik olarak EMB’e direngli toplam 21 susun ise 14’tinde (%66,6)
embB geninde mutasyon saptanmigtir. Yedisi (%33,3) fenotipik olarak EMB’e
direncli olmasina ragmen incelenen gen boélgesinde mutasyon gorilmemistir.
Mutasyon saptanan 14 susun 3’unde ikili mutasyon, 11'inde ise tek mutasyon
saptanmigtir. En sik saptanan mutasyon 297. kodonda yer alan Ser297Ala
(TCG-GCG) mutasyonudur ve 8 susta saptanmistir (Sekil-7). Dort susta ise
306. kodonda Met306Val (ATG-GTG) mutasyonu saptanmistir (Sekil-8).

=] @ 4c.001_16060309Ga  4a New Analysis : Untiticd |
! Fo [T=) E

-
=

Sekil-7: Kodon 297 mutasyonu. Mutasyonun oldugu yer siyah olarak
gosterilmektedir.
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Sekil-8: Kodon 306 mutasyonu. Mutasyonun oldugu yer siyah olarak
gOsterilmektedir.

Saptanan diger mutasyonlar ve neden olduklari aminoasit

degisiklikleri Tablo-12’de gdsterilmistir.

Tablo-12: Etambutole direncli M. tuberculosis suslarinda saptanan embB
geni mutasyonlari ve gorulme sikligi

. . . Aminoasit Mutasyon sayisi
Kodon no Niikleotid degisikligi R
degisikligi n=18 (%)
297 TCG - GCG Ser297Ala 8
306 ATG - GTG Met306Val 4
405 GAG - GAC Glu405Asp 2
406 ATG - GTG Gly406Asp 2
378 GAG - GCG Glu378Ala 1

Mutasyon saptanan suslarin dérdinde EMB (D), besinde INH ile

EMB (G), birinde INH, SM ve EMB (M) ve yedisinde INH, RIF, SM ve EMB
(O) direnci mevcuttur. Dort farkli kodonda saptanan embB gen

mutasyonlarinin yillara gore dagihmi ise Tablo-13'de gorulmektedir.
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Tablo-13: Saptanan Etambutol diren¢g mutasyonlarinin yillara gére dagilimi

utasyon Etambutol Direng Mutasyonlari
Toplam

Yillar Ser297Ala Met306Val | Glu405Asp Gyl406Asp | Glu378Ala ")
2006 - 1(G) - - 1
2007 2(0) - - 1(0) 3
2008 - - - 1(M) 1
2011 1(G) - 1(D) - 1(D) 3
2012 1(D) - - - 1
2013 4(1D,2G,10) 1(0) 1(G) - 6
2014 - 2(0) - - 2
Toplam 8 4 1 1 1 17

D: Etambutol, G: izoniazid ve Etambutol, M: Izoniazid, Streptomisin ve Etambutol,

O: izoniazid, Rifampin, Streptomisin ve Etambutol
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TARTISMA ve SONUG

Tlberklloz gegcmisi ¢ok eski tarihlere dayanmasina ragmen, bugln
hala guncelligini koruyan bir enfeksiyon hastaligidir. Etkenin kesin olarak
bilinmesine ve tedavide etkili ilaglarin kullaniimasina ragmen hala yuksek
seviyede morbidite, mortaliteye sebep olmaktadir (47). Tuberkiloz
hastalarinin erken tanisi, etkili ve duzenli tedavisi ve tedavilerin uygun
takipleri, TB kontrol programinin temelini olusturmaktadir. TB’un kesin
tanisinda altin standart etkenin kultirde Uretilmesi olarak kabul edilmektedir.
Kaltdr ayni zamanda basilin identifikasyonu ve ilag duyarlilik testlerinin
yapilmasi igin gereklidir (53). Tuberkilozun kontroll icin mikrobiyoloji
laboratuvarina digen en onemli gorevlerden biri ila¢g direncinin hizli ve
guvenilir yontemler ile belirlenmesidir. Tuberklloz basillerinde kulture dayal
fenotipik duyarliik yontemlerinin zaman alici ve zahmetli olmasi molekuler
yontemlerin kullanimini yayginlastirmigtir.

Rifampin tiberkiloz tedavisinde en etkili ilaglardan biri olup izoniazid
ile birlikte kombine tedavi rejiminin temelini olusturur. RIF’e direncli M.
tuberculosis suslarinin %96’sindan fazlasinda direngten, RNA polimeraz
enziminin B -sub Unitesini kodlayan rpoB genin 507-533 kodonlar arasindaki
81 baz cift uzunlugundaki RRDR bélgesindeki mutasyonlar, kicuk
delesyonlar ve insersiyonlar sorumludur (50). Yapilan bir ¢ok calismada
rifampin direnci ile iligkili mutasyonlarin en sik 531, 526, 516 kodonlarda
oldugu gdsterilmistir (54 ,55).

Etambutol tlberkiloz tedavisinde kullanilan dar spektrumlu birinci
secenek antimikobakteriyel bir ajandir. Ozellikle kombine tedavide onemli
olup rifampin, aminoglikozid ve kinolonlarin etkinligini artirir. Ayrica bu ilacin
AIDS’li hastalarda bakteriyemi seviyesini anlamli derecede azalttidi
gosterilmistir (56). Fakat etambutol diren¢ mekanizmasi halen tam olarak
anlasilamamigtir. Etambutole direncli tirlerde embB genindeki en sik

mutasyonlar, 306. kodondaki missense mutasyonlardir (51). Bununla birlikte
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Mokrousov ve ark.’lari (57) embB 306 mutasyonunu hem EMB duyarli hem
de EMB direngli suglarda saptamistir.

Bu calismada fenotipik ila¢ duyarlihk testi ile direngli oldugu
belirlenen 7’si RIF, 15’i EMB direngli, 6’s1 ise hem RIF hem de EMB direncli
olarak bulunan toplam 28 susun rpoB ve embB gen bdlgelerinde direngten
sorumlu mutasyon varligini ve mutasyon paternlerini DNA dizi analizi ile
arastirmak amaclanmistir.

Campbell ve ark.’nin (10) CDC’de 2011 yilinda314 klinik 6rnek ile
yaptiklari gok merkezli calismada fenotipik olarak RIF direncli oldugu bilinen
174 susun %97’sinde ve fenotipik olarak RIF duyarli oldugu bilinen 140
susun ise %6,5’inde rpoB gen bdlgesinde mutasyon saptanmigtir. En sik
saptanan mutasyonlar ise sirasiyla %62,1 Ser531Leu, %11,5 His526Tyr,
%6,9 Asp516Val'dir. Calismamizda fenotipik olarak RIF’ne direngli bulunan
toplam 13 susun 11’inde (%84,6) rpoB geninde mutasyon saptanmistir. iki
tanesi (%16,4) fenotipik olarak RIF’e direncli olmasina ragmen incelenen gen
bdlgesinde mutasyon goértlmemistir. Saptanan mutasyonlar RRDR bdlgesi
olarak tanimlanan 507-533. kodonlar arasinda bulunmustur. Mutasyon
saptanan 11 susun 10’'unda 531. kodonda yer alan Ser531Leu (TCG-TTG)
mutasyonu, bir susta ise His526Asn (CAC-AAC) mutasyonu saptanmistir. Bu
calismada kodon 526’daki mutasyonda histidin yerine tirozin gecerken
calismamizda histidin yerine asparajinin gegtigini gérmekteyiz.

Ayni calismada fenotipik olarak EMB direngli oldugu bilinen 154
susun %80,5’'inde, duyarh oldugu bilinen 160 susun ise %16,8’inde embB
gen bolgesinde mutasyon saptanmistir. Mutasyon saptanan suslarin
%53,8'inde 306. kodon mutasyonu vardir. Kodon 306 mutasyonlari ise
sirasiyla %64,7 Met306Val, %31,8 Met306lle, %3,5 Met306Leu olarak
bulunmustur. Saptanan diger mutasyonlar ise 313, 319, 328, 351, 354, 355,
369, 378, 405, 406. kodonlarda yer almaktadir. Calismamizda fenotipik
olarak EMB’e direngli toplam 21 susun ise 14’Unde (%66,6) embB geninde
mutasyon saptanmistir. Fenotipik olarak EMB’e direngli olmasina ragmen 7
susta (%33,3) incelenen gen bdlgesinde mutasyon goralmemigtir. Mutasyon

saptanan 14 susun 3’Unde ikili mutasyon, 11’'inde ise tek mutasyon
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saptanmigtir. En sik saptanan mutasyon 297. kodonda yer alan Ser297Ala
(TCG-GCG) mutasyonudur ve 8 susta saptanmigtir. Dort susta ise 306.
kodonda Met306Val (ATG-GTG) mutasyonu saptanmistir. ikiser susta 406.
kodonda Gly406Asp (GGC-GAC) ve 405. kodonda Glu405Asp (GAG-GAC)
mutasyonu bir susta ise 378. kodonda Glu378Ala (GAG-GCG) mutasyonu
saptanmigtir. Calismamizda, Campbell ve ark.’nin galismasiyla uyumlu
olarak 378, 405 ve 406. kodonlarda mutasyon saptanmistir.

Engstrom ve ark.’nin (11) 2012 yilinda yaptiklari ¢ok merkezli
calismada toplam 290 M. tuberculosis susu ile yapilan galismada fenotipik
olarak RIF direngli oldugu bilinen 209 susun 198’inin (%94,7) RRDR
bdlgesinde mutasyon saptanmis ve bunlarin da 189'unda kodon 516, 526,
531 mutasyonu oldugu bildirilmistir. Fenotipik olarak RIF duyarli oldugu
bilinen 71 susda mutasyon saptanmamigstir. Bu ¢alismada fenotipik olarak
RIF direngli oldugu bilinip RRDR bdlgesinde mutasyon saptanmayan sus
orani %5,3 iken calismamizda bu oran %16,4’dur. Bu galismada fenotipik
olarak EMB diren¢li oldugu bilinen 134 susun 82’sinde (%61,2) embB gen
bdlgesinde mutasyon saptandigi, mutasyonlarin 80’inin 306. kodonda, birer
tanesinin de 313. ve 315. kodonda yer aldigi belirtiimistir. Bu ¢alismada
fenotipik olarak EMB direngli olan suslarin  %38,8’inde mutasyon
saptanmazken calismamizda bu oran %33,3’tir. Fenotipik olarak EMB
duyarl oldugu bilinen 138 susun 21’'inde embB gen bélgesinde mutasyon
saptanmig olup bu mutasyonlar da 306. kodonda vyer almaktadir.
Calismamizda ise duyarli suslarda embB gen bélgesine yonelik DNA dizi
analizi yapilmamigtir.

Zhao ve ark.’nin (58), dinyada tlberkilozun en sik goéruldagu
Ulkelerden biri olan Cin'de 2014'de 171 M. tuberculosis susu ile yaptiklari
calismada RIF direngli 46 susun %87’sinde (40/46) rpoB, EMB direncgli 17
susun %76,5’inde (13/17) embB gen mutasyonu oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda ise sirayla rpoB ve embB gen bdlgelerinde mutasyon saptama
oranlari %86,6 ve %66,6’dir. Bu calismada rpoB geni ile iligkili bulunan
mutasyonlar sirasiyla %47,8 531. kodonda, %21,7 526. kodonda, %8,7 516.

kodonda saptanmigtir. embB gen mutasyonu olan 13 susun 11’inde 306.
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kodonda, birinde 406. kodonda, birinde ise hem 306. hem de 406. kodonda
mutasyon saptanmistir. Bu g¢alisma ile uyumlu olarak galismamizda da rpoB
gen mutasyonlar sirayla 531. ve 526. kodonda saptanirken 306. kodon
embB gen mutasyonlari ikinci sirada saptanmis olup en sik 297. kodon
mutasyonu saptanmigtir.

Park ve ark.’nin (59) Kore'de 2012 yilinda 124 EMB duyarli, 93 EMB
direncli sus ile yaptigi ¢alismada EMB duyarli suslarin 13’Unde (%10,5)
embB gen mutasyonu saptanmigtir. Etambutol direncgli olanlarin ise
%9,7’sinde mutasyon saptanirken calismamizda bu oran %33,3 olarak
bulunmustur. Tum suglar iginde en sik mutasyonlar sirasiyla 306. kodon
(%67,9), 497. kodon (%14,3) ve 406. kodonda (%7,1) bulunmustur.
Mutasyon saptanan diger kodonlar ise 319, 354, 360, 399, 405, 459'dur.
Calismamizda bu bulgulardan farkli olarak en sik 297. kodonda mutasyon
gorulurken 306. kodon mutasyonu ikinci siklikta gorulmustar. Diger
mutasyonlar ise 405 ve 406. kodonda saptanmigtir.

Bakula ve ark.’nin (60) Polonya’da 2013 yilinda 17 EMB direngli, 33
EMB duyarli olmak Gzere toplam 50 ¢ok ilaca direncli M. tuberculosis susu ile
yaptigi calismada EMB direngli suslarin 13’Unde (%76,5), duyarh suslarin ise
14’Unde (%42,4) embB mutasyonu saptanmistir. En sik 306. kodon (%40)
mutasyonu ikinci siklikta ise 406. kodon mutasyonu saptanmig olup diger
mutasyonlar 413, 497, 504, 507. kodonda saptanmigstir. Calismamizda farkl
olarak 297. kodon mutasyonu en sik saptanmistir.

Ozkutik ve ark.’nin (61) Manisa'da 2008 yilinda yaptiklar bir
caligsmada fenotipik olarak RIF’e direngli oldugu saptanan 43 M. tuberculosis
susu ile RIF’e duyarh bulunan 7 klinik sus olmak Uzere toplam 50 sus
incelenmigtir. Aragtirmada incelenen rifampine direngli 43 Kklinik susun
40’'inda (%93) rpoB geninde mutasyon saptanmistir. Mutasyon goérulen 40
susun 37’sinde (%92,5) mutasyonlar RRDR bdlgesi olarak tanimlanan 507-
533. kodonlar arasinda bulunmustur. En sik 531. (%67), 516. (%9) ve 526.
(%5) kodonlarda rpoB gen mutasyona rastlanmistir. Calismamizda da 531.
kodon mutasyonu ilk sirada yer alirken (%90,9) bu ¢alismada Uguncu siklikta

gorilen 526. kodon mutasyonu ikinci sirada (%9,1) yer almistir.
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Aslan ve ark.’nin (62) Mersin’”de 2007 yihinda yaptidi calismada
toplam 19 RIF direngli susun 14 (%73,6)unde rpoB gen mutasyonu
saptanmistir. Calismamizda bu oran %86,6°dir. Bu mutasyonlar 531 (%64,2),
545 (%28,6), 516 (%7,1), 524. (%7,1) kodonlarda saptanmistir.
Calismamizda da 531. kodon mutasyonu en sik gorulurken bu calismada
saptanan diger mutasyonlar suslarimizda bulunmamaktadir.

Aktas ve ark.’nin (63) Malatya’daki CiD-TB’lu suslarda yaptiklari
calismada RIF’e direncli suslarda sirasiyla 531 (%47,6), 516 (%23,8), 526
(%14,3) ve 513. (%14,3) kodonlarda mutasyon belirlenmigtir. Calismamizda
da en sik 531. kodon mutasyonu gorulirken bu galismada Uguncu sirada
gorulen 526. kodon mutasyonu ikinci siklikta goriimustir. 516. kodonda
mutasyon saptanan 5 susun 3’Unde ayni zamanda 527. kodonda, 1’inde
572. kodonlarda da mutasyonlar kaydedilmistir.

Avkan ve ark.’nin (64) izmirde yaptiklari ¢alismada RIF direnci olan
toplam 48 susa dizi analizi yapilmis ve 46 (%95,8) susda 13 farkli mutasyon
saptanmis. Yazarlarin verileri mutasyon saptanan suslar (zerinden
degerlendirildiginde en sik mutasyonlar 531. (%54,3) ve 526. (%19,6)
kodonda saptanmis. Kodon 531’de saptanan mutasyonlar arasinda ise en sik
%43,8 Serb531Leu mutasyonu gorulmastir. Calismamizda ise sugslarin
%86,6’sinda (11/13) iki farkli mutasyon saptanmis, bu mutasyonlar Avkan ve
ark.’nin verileri ile uyumlu olarak en sik 531. kodonda (%90,9) ve ikinci
siklikta 526. kodonda (%9,1) mutasyon gorulmastir. Calismamizda 531.
kodondaki tim mutasyonlar Ser531Leu olarak saptanmistir.

Karahan ve ark.’nin (65) 2004 yilinda 80 RIF direngli M. tuberculosis
susu ile yaptigi galismada 72 susda (%90) rpoB gen mutasyonu saptanirken
8 susda (%10) ilgili gen bolgesinde mutasyon saptanmamistir. Calismamizda
ise %86,6 oraninda rpoB gen mutasyonu saptanirken %16,4 oraninda
mutasyon gorilmemistir. En sik gorulen mutasyonlar bizim g¢alismamizla da
paralel olarak sirasiyla 531 (%51,4), 526 (%18,1), 516 (%13,9), 513. (%12,5)
kodonda saptanmistir.

Cavusogdlu ve ark.’larinin (66) galismalarindan elde ettikleri veriler de

yaptigimiz ¢alismanin bulgulari ile uyumlu olup arastirmacilar Ege
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Bdlgesinden izole ettikleri 41 rifampine direncli M. tuberculosis susunda en
sik 531. kodon (%56,1), 526. kodonda (%19,5) mutasyon saptamislardir.
GCalismamizda saptadigimiz Ser531Leu aminoasit degisimini (%90,9),
onlarda en sik gorulen aminoasit degdisikligi olarak (%46.3) tespit etmiglerdir.

Sekans analizi ile RIF direncli M. tuberculosis suglarinin % 95’inden
fazlasinda RNA polimeraz enziminin B-sub Unitesini kodlayan rpoB genin
507-533. kodonlar arasindaki 81 baz ¢ift uzunlugundaki ylksek siklkta
degisken RRDR bdlgesindeki mutasyonlar oldugu gdsterilmistir. Bizim
calismamizda da ulkemizde ve dunyada yapilan diger ¢alismalarla uyumlu
olarak rpoB geninin 531. ve 526. kodonda mutasyon saptanmigtir. Ayrica bu
yontem ile mutasyonlarin belirlenmesi direng epidemiyolojisi belirlemek igin
de 6nemlidir. Calismamizda %86,6 oraninda rpoB gen bdlgesinde mutasyon
saptanirken Campbell ve ark.’nin(10), Engstréom ve ark.’nin(11) yaptiklari ¢cok
merkezli, Zhao ve ark.’nin (58) Cin’'de yaptigi, Ozkiitiik ve ark.‘nin (61), Aslan
ve ark.’nin (62), Avkan ve ark.’nin (64), Karahan ve ark.’nin (65) yaptiklar
calismalarda bu oran sirasiyla %97, %94,7, %87, %93, %73,6, %95,8 ve
%90 olarak bulunmustur. Bu da rpoB gen bodlgesi disindaki alanlarinda
arastiriimasi geregini ortaya koymaktadir. Campbell ve ark.’nin (10) CDC’'de
yaptigi calismada RIF’e fenotipik olarak duyarl olduklari halde rpoB gen
bdlgesinde mutasyon saptanmis olmasi fenotipik testler yapilmadan direnc
icin mutasyonlari gdsteren DNA dizi analizlerinin yapilmasi yaniltici
olabilecektir.

Etambutol igin ise dunya genelinde en sik 306. kodon mutasyonu
saptanirken c¢alismamizda en sik 297. kodonda mutasyon saptanmig olup
306. kodon mutasyonu ise ikinci sirada yer almigtir. Etambutol direncinin
molekuler incelenmesine yonelik Ulkemizde yapilan galigmalar kisithdir. Bu
nedenle ulkemizdeki EMB diren¢ profilini godstermek igin molekiler
calismalara ihtiyag vardir. Etambutol direngli suslarda var olan diger
mutasyonlarin da gosterilmesi birinci segenek antitiberkiloz ilag direng
mekanizmalarinin anlagilmasina katki saglayacaktir. Campbell ve ark. (10),
Engstrom ve ark. (11), Park ve ark. (59) ile Bakula ve ark. (60)'nin yaptiklari

calismalarda fenotipik olarak EMB’e duyarli bulunan suslarda da mutasyon
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saptanmasi direng profillerini DNA dizi analizi yoluyla yorumlanmasinda
sikintl yaratacaktir.

Sonug olarak, Bursa ili ve cevresinden izole edilen M. tuberculosis
suslarinda rifampin ve etambutole karsl direngten sorumlu genlerin ve
mutasyonlarin varhdi ilk kez arastiriimis olup bolgesel suslar ile galisiliyor
olmasina ragmen hem Marmara Bolgesi hem de Ulkemiz igin litarature katki
saglayacagi dusuncesindeyiz. Molekiler yontemler M. tuberculosis’in hizh
tanisi ve diren¢ tanimlanmasinda 6nemli olup DNA dizi analizi yontemiyle ilag
direnci ile iligskili genlerindeki mutasyonlarin gosterilmesi, tuberklloz
hastaliginda dogru tedavi protokollerinin belirlenebilmesi icin referans yontem
olarak onerilmektedir. Fenotipik olarak antituberkulo ilaglara direngli suslarda
sik mutasyon gorulen gen bolgelerinde DNA dizi analizi ile herhangi bir
mutasyonun saptanmamasi diger gen bdlgeleri ile ¢alismalar yaparak dogru
taniya gitmeye bizi zorlarken, fenotipik olarak duyarli suslarda sik caligilan
gen bolgelerinde mutasyonlarin varliginin gosteriimesi de sadece genetik
degisikligin varliginin ortaya konmasinin tek basina anlamli olamiyacagini
bize ifade etmektedir. Mutasyon varhgi ancak ilgili gen bdlgesinin kodladigi
proteinlerin varliginin goésteriimesi ile anlam kazanabilir. Bu bakimdan
antituberkulo ilaglara direng proteomiks cgalismalari igin yeni bir arastirma
alani olusturabilir.

TUm dinyada ciddi bir tehtit olarak karsimiza ¢ikan ¢ok ilaca direngli
tuberkuloz olgularin tespiti ve eleminasyonun gercgeklestirilebilmesine yonelik
planlamalarda DNA dizi analizi gibi yeni ¢alismalarin yaygin olarak yapiimasi
onemli katki saglayacaktir.

Tlberklloz ilaglarina karsi direnci saptamaya yonelik molekuler
calismalar, tespitte bize hiz kazandiriyor olsa da mevcut veriler 1s1ginda
konvansiyonel yontemler ile mikobakterinin antitiberkulo ilaglara verdigi

cevabin in vitro test edilmesi gerekmektedir.
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