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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 

 

 

Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi 

bir kısmını, basılı (kâğıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla 

kullanıma açma iznini Hacettepe Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle 

Üniversiteye verilen kullanım hakları dışındaki tüm fikri mülkiyet haklarım bende 

kalacak, tezimin tamamının ya da bir bölümünün gelecekteki çalışmalarda (makale, 

kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve 

tezimin tek yetkili sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif 

hakkı bulunan ve sahiplerinden yazılı izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin 

yazılı izin alınarak kullandığımı ve istenildiğinde suretlerini Üniversiteye teslim 

etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik 

Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” 

kapsamında tezim aşağıda belirtilen koşullar haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / 

H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde erişime açılır. 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması 

mezuniyet tarihimden itibaren yıl ertelenmiştir. (1) 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime 

açılması mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmiştir. (2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmiştir. (3) 
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“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” 

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesi durumunda, 

tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu 

iki yıl süre ile tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir. 

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi 

yöntemlerle korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imka 

nı oluşturabilecek bilgi ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının 

uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzere tezin 

erişime açılması engellenebilir. 

 

(3) (3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb. 

konulara ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından verilir *. Kurum ve 

kuruluşlarla yapılan iş birliği protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili 

kurum ve kuruluşun önerisi ile enstitü veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından 

verilir. Gizlilik kararı verilen tezler Yükseköğretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler 

gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları çerçevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararının 

kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte 

yönetim kurulu tarafından karar verilir. 
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ÖZET 

 

 

Mehmetzade, H.F., Mycobacterium kansasii izolatlarında ilaç direnç profili ve 

ilgili gen mutasyonları. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Mikrobiyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2025. Tüberküloz Dışı 

Mikobakteriler (TDM), çoğunlukla çevrede bulunan bakterilerdir ve üreme hızlarına 

göre iki gruba ayrılırlar: Yavaş üreyen TDM ve hızlı üreyen TDM. M. kansasii yavaş 

üreyen bir mikobakteridir ve tüberküloza benzer akciğer hastalığı ve lenfadenit, deri 

ve yumuşak doku enfeksiyonları gibi akciğer dışı hastalıklara neden olur. Bu 

çalışmanın amacı, Türkiye'de izole edilmiş olan 40 M. kansasii izolatının minimum 

inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerlerinin belirlenmesi ve dirençli M. kansasii 

izolatlarında ilaç direncinden sorumlu gyrA, gyrB, rpoB, rbpA ve rrl genlerinde 

mutasyon varlığının araştırılmasıdır. Bu çalışma beş aşamadan oluşmaktadır: 

Konvansiyonel ilaç duyarlılık testleri, DNA ekstraksiyonu, gyrA, gyrB, rpoB, rbpA ve 

rrl genlerinin amplifikasyonu, Sanger DNA dizilemesi ve Nanopore dizileme. Çalışma 

sonucunda tüm izolatların amikasin (AMK), klaritromisin (CLA), linezolid (LZD), 

moksifloksasin (MXF) ve rifabutine (RFB) duyarlı olduğu; izolatların %90'ının 

siprofloksasin (SIP) ve rifampin (RIF), %47,5'inin doksisilin ve %70'inin 

trimetoprim/sülfametoksazole (TMP-SMZ) dirençli olduğu gösterilmiştir. Sensititre 

SLOMYCO panelinde minosiklin bulunmadığı için minosiklinin duyarlılık testi 

yapılamamıştır. Sanger dizileme sonucunda gyrA, gyrB ve rrl genlerinde herhangi bir 

mutasyon tespit edilmemiştir. Rifampin Direnç Belirleyici Bölgesi'nde (Rifampin 

Resistance-Determining Region; RRDR) en sık görülen mutasyonların 447 ve 457 

kodonlarında olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte, bu çalışmada ilk kez rpoB 

geninde RRDR dışındaki 226, 617, 1191 ve 2555. nükleotitlerde mutasyonlar tespit 

edilmiştir. Ayrıca, rbpA gen bölgesinde herhangi bir mutasyon saptanmamıştır. Bu 

çalışma sonucunda rifampin dirençli izolatlarda ropB geninde hem RRDR bölgrsinde 

hem de RRDR dışında yeni mutasyonlar tespit edilmiştir. 

 

 

Anahtar kelimeler: M. kansasii, ilaç direnci, mutasyon, Sanger dizileme, Nanopore 

dizileme. 
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ABSTRACT 

 

 

Mehmetzade, H.F., Drug Resistance Profiles and Associated Gene Mutations in 

Mycobacterium kansasii Isolates. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, 

PhD Thesis in Microbiology, Ankara, 2025. Nontuberculous mycobacteria (NTM) are 

predominantly environmental bacteria that are categorized into two groups based on their growth 

rates: slow-growing and rapid-growing NTM. M. kansasii is a slow-growing mycobacterium 

responsible for tuberculosis-like pulmonary diseases as well as extrapulmonary conditions such as 

lymphadenitis, skin, and soft tissue infections. This study aimed to determine the minimum inhibitory 

concentration (MIC) values of 40 M. kansasii isolates that were isolated in Turkey and to investigate 

mutations in the gyrA, gyrB, rpoB, rbpA, and rrl genes that are associated with drug resistance in 

resistant isolates. The study was conducted in five stages: conventional drug susceptibility testing, 

DNA extraction, amplification of gyrA, gyrB, rpoB, rbpA, and rrl genes, Sanger DNA sequencing, 

and next-generation sequencing. As a result of the study, all isolates were found to be susceptible to 

amikacin (AMK), clarithromycin (CLA), linezolid (LZD), moxifloxacin (MXF), and rifabutin 

(RFB); while 90% of the isolates were resistant to ciprofloxacin (CIP) and rifampin (RIF), 47.5% 

were resistant to doxycycline, and 70% were resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP- 

SMZ). Susceptibility testing for minocycline could not be performed because 

minocycline is not included in the Sensititre SLOMYCO panel. Sanger sequencing 

revealed no mutations in the gyrA, gyrB, or rrl genes. The most frequent mutations in the Rifampin 

Resistance-Determining Region (RRDR) of the rpoB gene were identified at codons 447 and 457. 

Notably, for the first time, this study identified mutations outside the RRDR region of the rpoB gene 

at nucleotides 226, 617, 1191, and 2555. No mutations were detected in the rbpA gene region. This 

study identified novel mutations in the ropB gene, both inside and beyond the RRDR, in rifampin- 

resistant isolates. 

 

 

Key Words: M. Kansasii, drug resistance, mutation, Sanger sequencing, Next 

generation sequencing. 
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1. GİRİŞ 

 

 

Tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM) veya atipik mikobakteriler, tüberküloza 

neden olan Mycobacterium tuberculosis ve lepra etkeni Mycobacterium leprae’den 

farklılık gösteren, geniş bir tür çeşitliliği barındıran mikobakterilerdir. Bu bakteriler 

çevrede yaygın olarak bulunan, toprak ve su gibi doğal ortamlarda yer alan, saprofit 

veya fırsatçı patojen olarak sınıflandırılabilen mikroorganizmalardır. TDM’ler hem 

insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilir ve özellikle kronik 

hastalıklar ya da immünosupresyon gibi predispozan durumlara sahip bireylerde 

pulmoner ve ekstrapulmoner hastalıklara yol açabilir (1). 

Günümüze 200’den fazla TDM türü tanımlanmıştır ve bazı türlerin hem immün 

sistemi sağlam hem de immün sistemi baskılanmış bireylerde ciddi enfeksiyonlara 

neden olabildiği bildirilmiştir (2). TDM enfeksiyonlarının bildirilmesinin zorunlu 

olmaması nedeniyle bu enfeksiyonların epidemiyolojisi tam olarak bilinmemekle 

birlikte, son yıllarda yapılan çalışmalar TDM enfeksiyonlarının görülme sıklığında 

küresel düzeyde belirgin bir artış olduğunu ortaya koymaktadır (3). Mycobacterium 

kansasii, yavaş üreyen tüberküloz dışı mikobakterilerden biridir ve tüberküloza 

oldukça benzeyen akciğer hastalıklarına neden olan iyi bilinen bir patojendir. Doğal 

su kaynakları ve su dağıtım sistemlerinde yaygın olarak bulunan bu bakteri hem 

immün sistemi sağlam hem de immün sistemi baskılanmış bireylerde enfeksiyon 

oluşturabilir (2). 

M. kansasii, moleküler ve genetik çalışmalara göre Genotip 1’den Genotip 7’ye 

kadar en az yedi alt tür (genotip) ile sınıflandırılmıştır. Klinik vakalarda en sık izole 

edilen genotip, Genotip 1’dir ve insan hastalıkları ile yakından ilişkilidir. Diğer 

genotipler ise genellikle çevresel örneklerde tespit edilmekte olup, farklı patojenik 

potansiyele sahiptir (4). Alt türler arasındaki bu farklar, virülans, klinik tablo ve 

antibiyotik duyarlılığı gibi özelliklerde değişikliklere yol açmakta ve tedavi 

yaklaşımlarını etkilemektedir (2). M. kansasii enfeksiyonlarının tedavisinde 

karşılaşılan en önemli zorluklardan biri, bu bakterinin ilaç direnci geliştirme 

kapasitesidir. 
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M. kansasii genellikle rifampin, izoniazid, etambutol ve makrolidlere duyarlı 

olmasına rağmen, bazı izolatlarda bu antibiyotiklere karşı direnç geliştiği bildirilmiştir 

ve bu durum tedavi protokollerini karmaşıklaştırmaktadır. Rifampin direnci özellikle, 

RNA polimerazın β-alt birimini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlarla ilişkilidir. 

İzoniazid direnci, katG veya inhA genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanabilirken, 

makrolid direnci 23S rRNA genindeki değişikliklerle bağlantılıdır (5). Ayrıca, dışa 

atım (efluks) pompa sistemleri ve hücre duvarı geçirgenliğindeki değişiklikler gibi 

intrinsik direnç mekanizmaları, çeşitli antibiyotiklere karşı duyarlılığı azaltmaktadır 

(6). 

M. kansasii enfeksiyonlarının tedavisinde genellikle rifampin, etambutol ve 

izoniazid veya bir makrolid içeren kombinasyon tedavisi uygulanmaktadır. Bu tedavi, 

hastalığın şiddeti ve ilaç duyarlılığı profiline bağlı olarak 12 ila 18 ay sürebilir (7). M. 

kansasii izolatlarındaki direnç mekanizmalarının ve genetik çeşitliliğin anlaşılması, 

tedavi protokollerinin iyileştirilmesi ve ilaç dirençli suşların ortaya çıkmasının 

önlenmesi açısından hayati öneme sahiptir. 

 

Bu çalışmada, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Ulusal Tüberküloz Referans 

Laboratuvarında moleküler yöntemlerle Mycobacterium kansasii olarak tanımlanan 40 

izolatın, SLOMYCO paneli (yavaş üreyen mikobakteri türleri için) kullanılarak 

antimikrobiyal duyarlılık profilleri, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 

M24S-Ed2) rehberi önerileri doğrultusunda değerlendirilmiştir. İlaç duyarlılık 

testlerine ek olarak, fenotipik olarak klaritromisin, siprofloksasin ve rifampine dirençli 

olduğu belirlenen M. kansasii izolatlarında direnç mekanizmalarını incelemek 

amacıyla, gyrA, gyrB ve rrl genlerindeki mutasyonlar Sanger dizileme yöntemiyle, 

rpoB ve rpbA genlerindeki mutasyonlar ise Oxford Nanopore (Yeni Nesil Dizileme) 

yöntemiyle analiz edilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Mikobakterilerin Tarihçesi 

 

Mycobacterium tuberculosis’in (M. tuberculosis) tarihi, bakterinin 19. 

yüzyılda resmi olarak tanımlanmasından çok daha öncesine dayanır ve insan 

hastalıklarıyla uzun bir ilişki içerisindedir. Arkeolojik ve paleopatolojik kanıtlar, 

tüberkülozun (TB) binlerce yıldır insanları etkilediğini ortaya koymaktadır. Eski Mısır 

mumyalarında ve Amerika’daki iskelet kalıntılarında hastalığın karakteristik 

lezyonları gözlemlenmiştir (8). Ayrıca, Hipokrat’ın yazıları gibi antik kaynaklarda, 

TB’ye özgü semptomlara atıfta bulunulmuş, bu da hastalığın antik medeniyetlerde 

yaygın bir sağlık sorunu olduğunu göstermiştir (9). 

 

Orta Çağ boyunca tüberküloz, "tüketim" adıyla bilinen ve genellikle etkilenen 

bireylerin aşırı zayıf görünümüne gönderme yapılan bir halk sağlığı problemi haline 

gelmiştir. Hastalık, kronik seyri ve yüksek ölüm oranıyla toplumsal bir tehdit olarak 

tanımlanmış ve geniş kitleler üzerinde yıkıcı etkiler bırakmıştır (10). Bu dönemde, 

aşırı kalabalıklaşma, kötü hijyen koşulları ve yetersiz sanitasyon gibi sosyoekonomik 

ve çevresel faktörler, hastalığın hızla yayılmasına olanak sağlamış ve Avrupa’nın kent 

merkezlerinde salgınlara yol açmıştır (11). 

 

Tüberkülozun bulaşıcı doğası hakkındaki ilk somut bulgular, 19. yüzyılda 

yapılan çalışmalarla ortaya çıkmıştır. Jean-Antoine Villemin’in 1865 yılında 

gerçekleştirdiği deneyler, TB’nin bulaşıcı bir hastalık olduğunu kesin olarak göstermiş 

ve bu alandaki gelecekteki keşiflere zemin hazırlamıştır. Bu dönemde aynı zamanda, 

hastalara temiz hava ve dinlenme imkânı sunmak amacıyla sanatoryumlar kurulmaya 

başlanmıştır. Sanatoryumların yaygınlaşması, toplumda TB’nin bulaşıcı bir hastalık 

olarak daha fazla tanınmaya başlamasının bir göstergesi olmuştur (8). Bu tarihsel 

gelişmeler, Robert Koch’un 1882 yılında tüberküloz basilini keşfetmesiyle doruk 

noktasına ulaşmıştır. Koch, TB’nin etkeni olarak M. tuberculosis’i kesin olarak 

tanımlamış ve bu bulaşıcı hastalığın biyolojisini anlama konusunda devrim yaratmıştır. 

Aynı zamanda bu keşif, modern bakteriyoloji ve halk sağlığı müdahalelerinin 

başlangıcını işaret etmiş ve TB’nin kontrol altına alınması için yeni stratejilerin 
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geliştirilmesine olanak sağlamıştır (12). Cüzzamın etkeni olan Mycobacterium leprae 

(M. leprae), ilk kez 1873 yılında Norveçli hekim Gerhard Armauer Hansen tarafından 

keşfedilmiştir. Hansen’in bu bakteriyi tanımlaması, bir bakterinin ilk kez kesin bir 

şekilde insan hastalığıyla ilişkilendirildiği önemli bir bilimsel dönüm noktası 

olmuştur. Bu keşif, M. leprae’nın aynı zamanda "Hansen basili" olarak anılmasına yol 

açmıştır (13). İlk tanımlanan tüberküloz-dışı mikobakteri (TDM) türleri 

Mycobacterium avium ve Mycobacterium intracellulare, 19. yüzyılın sonları ile 20. 

yüzyılın başlarında keşfedilmiştir. 1896 yılında Lehmann ve Neumann, aside dirençli 

boyama özellikleriyle dikkat çeken basilleri sınıflandırarak Mycobacterium cinsini 

oluşturmuştur (14). Mycobacterium kansasii, 1905 yılında Kansas'taki bir 

laboratuvarda bulunmuş ve çevresel bir mikobakterinin insan hastalıklarıyla 

ilişkilendirildiği ilk örneklerden birini temsil etmiştir (15). 

2.2. Mikobakterilerin Özellikleri 

 

Mikobakteriler, aerobik, hareketsiz ve çubuk şeklinde bakterilerdir. Bu 

organizmalar, serbest yaşayan saprofitler olarak ya da insanlar ve hayvanlarda patojen 

olarak bulunabilirler. Mikobakteriler yavaş üreme hızına sahiptir ve bazı türlerinin 

kültür ortamında görünür koloniler oluşturabilmesi haftalar alabilir (16). 

Mikobakteriler gram-pozitif bakteriler olarak sınıflandırılır; ancak, benzersiz hücre 

duvarı yapıları standart Gram boyama yöntemlerini engeller. Bu nedenle, Ziehl- 

Neelsen boyama yöntemi gibi aside dirençli boyama yöntemlerinin kullanılması 

gereklidir (17). 

 

Ziehl-Neelsen boyama yöntemi, aside dirençli basil (ARB) olarak bilinen 

organizmaları, özellikle Mycobacterium cinsine ait olanları tespit etmek için kullanılan 

bir diferansiyel boyama yöntemidir. Bu yöntem, M. tuberculosis ile ilişkili 

hastalıkların, diğer mikobakteriyel enfeksiyonların ve bazı Nocardia türlerinin 

teşhisinde temel bir rol oynar (18). 

Ziehl-Neelsen boyama yöntemi, mikobakterilerin hücre duvarının yüksek 

miktarda mikolik asit içeren özgün yapısına dayanır. Uzun zincirli yağ asitleri, hücre 

duvarına mumsu ve hidrofobik bir özellik kazandırarak çoğu sulu boyanın geçişini 

engeller. Bu boyama yönteminde, fenol türevi bir boya olan karbol fuksin kullanılır. 
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Isı uygulaması ile birlikte boya, lipid açısından zengin hücre duvarına nüfuz ederek 

bağlanmasını sağlar (17). Aside dirençli organizmalar, asit-alkol ile yapılan 

dekolorizasyon işleminden sonra kırmızı boyayı muhafaza ederken, aside dirençli 

olmayan hücrelere metilen mavisi ile karşıt boyama yapılır (19). 

 

Ziehl-Neelsen boyama yönteminde ilk aşama birincil boyama aşamasıdır. Bu 

aşamada preparat, karbol fuksin ile kaplanır ve boyanın, lipit açısından zengin hücre 

duvarına nüfuz etmesini kolaylaştırmak için ısı uygulanır. İkinci aşamada 

(dekolorizasyon) lam yüzeyine %3 HCl içeren asit alkol uygulanır. Bu işlem, aside 

dirençli olmayan hücrelerden boyayı uzaklaştırırken, aside dirençli basillerde boyanın 

kalmasını sağlar. Son aşamada ise metilen mavisi kontrast boya olarak uygulanır. Bu 

işlem, aside dirençli olmayan hücrelerin boyanmasını sağlayarak zemin ile kontrast 

oluşturur. Mikroskopik incelemede aside dirençli basiller parlak kırmızı renkte, zemin 

ve diğer yapılar ise mavi renkte görünür. Bu durum, basillerin görünürlüğünü artırır 

(20). Ziehl-Neelsen boyama yöntemi aside dirençli basiller için özgül olsa da kültür ve 

PZR gibi moleküler yöntemlere kıyasla duyarlılığı düşüktür. Ayrıca bu yöntem, 

örneğin aşırı boyanmasını veya tahribatını önlemek için deneyimli personel ve uygun 

ısı uygulaması gerektirir. 

2.3. Mikobakteri Genomunun Özellikleri ve Önemi 

 

Mikobakterilerin genomu, bu cinsin en ilgi çekici yönlerinden biridir ve onların 

adaptasyon yeteneklerine, hayatta kalma stratejilerine ve patojenitelerine önemli 

ölçüde katkıda bulunur. Mikobakteri genomlarının incelenmesi, biyolojileri, evrim 

süreçleri ve hastalık mekanizmaları hakkında kritik bilgiler sağlamıştır. 

Mikobakteriler, bakteriler arasında nispeten büyük genomlara sahiptir ve bu genomlar 

türlere bağlı olarak genellikle 3,5 ila 7,0 Mbp arasında değişir. Örneğin, M. 

tuberculosis genomu yaklaşık 4,4 Mbp büyüklüğündedir ve yaklaşık 4.000 gen 

kodlamaktadır (21). Buna karşılık, M. leprae genomu kapsamlı bir şekilde küçülmüş 

olup, yalnızca 3,27 Mbp büyüklüğündedir ve 1.604 işlevsel gen içermektedir. Bu 

durum, M. leprae'nin konağa bağımlılığını yansıtmaktadır (22). Mikobakteri 

genomları, tipik olarak %65-70 arasında değişen yüksek guanin-sitozin (GC) içeriği 

ile karakterizedir. Bu yüksek GC içeriği, genom stabilitesine katkıda bulunur ve 
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mikroorganizmaların, konak makrofajlarının içinde dahil olmak üzere çeşitli 

ortamlarda hayatta kalma yeteneğini artırır (23). 

2.3.1. Lipit Metabolizması Genleri 

 

Mikobakteriler, özellikle mikolik asitlerin sentezi ve modifikasyonunda görev 

alan enzimleri kodlayan genler olmak üzere, lipit metabolizmasına ayrılmış 

alışılmadık derecede yüksek sayıda gene sahiptir. Bu lipitler, bakterilerin hücre duvarı 

yapısı ve patojenitesi için kritik öneme sahiptir (24). 

2.3.2. Virülans Faktörleri 

 

Patojenik mikobakteriler, konak bağışıklık yanıtlarını modüle etmekte rol 

oynayan ESX salgı sistemleri gibi birçok virülans faktörünü kodlar. Özellikle ESX-1 

salgı sistemi, M. tuberculosis'in virülansı için hayati öneme sahiptir (25). 

2.3.3. Stres Tepki Genleri 

 

Mikobakteriler, makrofaj fagositozu gibi stres koşullarında hayatta kalmalarını 

sağlayan bir dizi gene sahiptir. Bu genler arasında ısı şoku proteinleri, oksidatif stres 

yanıt enzimleri ve dormansi düzenleyicileri bulunmaktadır (26). 

2.3.4. Yatay Gen Transferi ve Plazmidler 

 

Mikobakterilerde yatay gen transferi, diğer bakterilere kıyasla daha az yaygın 

olmasına rağmen, M. abscessus gibi bazı türler, antibiyotik direnci ve çevresel 

adaptasyona katkıda bulunan plazmidler ve hareketli genetik elemanlar taşımaktadır 

(27). 

2.4. Hücre Duvarı Yapısı ve Fonksiyonel Önemi 

 

Mikobakteri hücre duvarı, bu cinse özgü belirleyici bir yapı olup, kendine has 

boyanma özelliklerinden, antibiyotik direncinden ve virülanstan sorumludur. Yapısal 

olarak karmaşık olan bu duvar, üç ana tabakadan oluşur: iç sitoplazmik membran, 

peptidoglikan tabakası ve mikolik asitlerden oluşan dış lipit açısından zengin tabaka 

(17). Peptidoglikan tabakası, mikobakteri hücre duvarının hem yapısal hem de işlevsel 
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bir bileşenidir. Bu tabaka, çevresel strese karşı dayanıklılık sağlarken bakterinin çubuk 

şeklindeki morfolojisini korur. Mycobacterium tuberculosis ve diğer türlerde, bu 

tabaka kimyasal olarak benzersizdir ve patojenitelerinde ve antimikrobiyal ajanlara 

dirençlerinde merkezi bir rol oynar. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabakası, glikan 

zincirlerinin kısa peptit zincirleriyle çapraz bağlandığı ağ benzeri bir polimerden 

oluşur. Peptidoglikanın omurgası, N-asetilglukozamin (NAG) ve mikobakterilere 

özgü bir muramik asit formu olan N-glikolilmuramik asit (NGM) birimlerinden oluşur 

(28). Bu modifikasyon, diğer bakterilerde bulunan N-asetilmuramik asidin yerine 

geçerek hücre duvarının yapısal bütünlüğüne ve direncine katkıda bulunur (29). 

Peptidoglikan tabakası, mikobakterilere özgü bir polisakkarit olan arabinogalaktan ile 

fosfodiester bağları aracılığıyla kovalent olarak bağlıdır. Bu bağlantıya, hücre 

duvarının lipit açısından zengin dış tabakasını oluşturan uzun zincirli yağ asitleri olan 

mikolik asitlerin de bağlanmasıyla çok sağlam bir koruyucu yapı oluşur (30). 

2.5. Mikobakteri Hücre Duvarının Bileşenleri ve İşlevleri 

 

Peptidoglikan tabakası, hücre duvarına yapısal bütünlük kazandırır. 

Mikobakterilere özgü bir polisakkarit olan arabinogalaktan ile kovalent bağ 

oluşturarak sert bir iskelet yapısı oluşturur (28). Arabinogalaktan, mikolik asitler ile 

esterleşmiştir. Mikobakterilere özgü olan bu uzun zincirli yağ asitleri, hidrofobik bir 

bariyer oluşturarak mikobakterilerin aside dirençli özelliklerini kazanmasına ve 

kuruma, kimyasal dezenfektanlar ve antibiyotiklere karşı direnç geliştirmesine katkıda 

bulunur (30). Dış tabaka, trehaloz dimikolat (kord faktörü), fosfatidilinozitol 

mannozitler (PIM'ler) ve lipoarabinomannan (LAM) gibi kompleks lipitler içerir. Bu 

lipitler, konak bağışıklık yanıtlarını modüle etmede, bağışıklıktan kaçışa yardımcı 

olmada ve patojeniteye katkıda bulunmada önemli bir rol oynar (31). 

 

Mikobakterilerde tipik bir dış membran bulunmaz, ancak besin alımını 

kolaylaştırmak için lipit tabakaya gömülü porinler içerirler. Dışa atım pompaları, 

toksik maddeleri hücre dışına atarak antimikrobiyal ajanlara karşı dirençlerini daha da 

artırır (32). 



8 
 

2.6. Mikobakteri Hücre Duvarının Fonksiyonel Önemi 

 

2.6.1. Yapısal Bütünlük 

 

Peptidoglikan tabakası, hücre duvarının mekanik dayanıklılığını koruyarak, 

ozmotik stres altında lizisi önler. Bu durum, özellikle mikobakterilerin makrofajlar 

içinde hayatta kalması için kritik öneme sahiptir (33). 

2.6.2. Bağışıklık Kaçışı 

 

Bakteriyel üreme sırasında salınan peptidoglikan parçacıkları, konak immün 

yanıtlarını modüle edebilir. Mikobakterilere özgü peptidoglikan türevleri, konak desen 

tanıma reseptörlerini etkileyerek immün yanıttan kaçışa katkıda bulunur (34). 

2.6.3. Antibiyotik Hedefi 

 

Peptidoglikan biyosentez yolu, antibiyotikler için önemli bir hedef olarak kabul 

edilir. Örneğin etambutol, arabinogalaktan sentezinde görevli enzimleri inhibe ederek 

peptidoglikan tabakasının bütünlüğünü dolaylı olarak etkiler (35). Bununla birlikte, 

mikobakteri peptidoglikanının benzersiz özellikleri, birçok β-laktam antibiyotiğe karşı 

doğal dirence katkıda bulunur (36). 

2.7. Peptidoglikan Sentezinde Görev Alan Anahtar Enzimler 

 

Mur enzimleri, peptidoglikan öncüllerinin sitoplazmada sentezlendiği erken 

basamakları katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler, UDP-N-asetilmuramil pentapeptit 

sentezinde görev alarak peptidoglikan biyosentezinin temel taşlarını oluşturur (37). 

Süreç, N-asetilglukozamin (GlcNAc) ve fosfoenolpiruvatın birleştirilmesiyle başlar; 

bu aşama, bakteriyel hücre duvarının inşası için kritik öneme sahiptir (38). Mur 

enzimlerinin inhibisyonu, hücre duvarı sentezinin durmasına neden olur ve bakterilerin 

büyümesini engeller (39). 

 

Bu nedenle, Mur enzimleri, antibiyotiklerin hedefleri arasında yer alır ve yeni 

antibiyotik geliştirme çalışmalarında büyük bir öneme sahiptir. Penisilin bağlayıcı 

proteinler (PBPs), peptidoglikanın üç boyutlu yapısının oluşumunda kritik rol oynar. 

Bu enzimler, glikan zincirlerinin polimerizasyonunu katalize ederek ve peptit yan 
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zincirleri arasında çapraz bağlar oluşturarak hücre duvarının mekanik dayanıklılığını 

sağlar (40). PBPs'nin işlevi, özellikle β-laktam antibiyotiklerin etkisine açıktır. Ancak 

mikobakterilerdeki PBPs'nin özgün yapısı, bu bakterilerin β-laktam antibiyotiklere 

karşı düşük duyarlılık göstermesine neden olmaktadır. 

 

Mikobakterilerde PBPs’nin bağlanma afinitesi düşüktür ve bu durum, β-laktam 

antibiyotiklerin etkisini sınırlayan başlıca faktörlerden biridir. Bu nedenle, 

mikobakterilere özgü PBPs'nin yapısal özelliklerinin detaylı olarak incelenmesi, 

mikobakteri yel enfeksiyonların tedavisi için yeni stratejiler geliştirilmesi açısından 

önemlidir (40). 

2.8. Mikobakteri Taksonomisi 

 

Taksonomi, organizmaları ortak özellikler ve evrimsel ilişkiler temelinde 

hiyerarşik kategorilere ayıran bir sınıflandırma bilimidir. Mycobacterium cinsi, 

Actinobacteria şubesine ait olup, içinde M. tuberculosis ve M. leprae gibi önemli 

patojenlerin yanı sıra birçok çevresel türü barındıran geniş bir bakteri grubunu kapsar 

(41). 

Mikobakteri cinsinin taksonomik sınıflandırması şu şekildedir: 

• Domain: Bacteria 

• Phylum: Actinobacteria 

• Class: Actinobacteria 

• Order: Corynebacteriales 

• Family: Mycobacteriaceae 

 

 

Mycobacterium cinsi, farklı ekolojik rollere sahip türlerden oluşan çeşitli bir 

grubu temsil etmektedir. Bu grupta zorunlu patojenler, fırsatçı patojenler ve serbest 

yaşayan çevresel bakteriler bulunmaktadır. Mycobacterium cinsi, iki ana gruba 

ayrılmıştır: 

2.8.1. Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK) 

 

Bu grup, insanlarda ve hayvanlarda tüberküloza neden olan yakından ilişkili 

türleri  içermektedir.  MTBK  üyeleri  arasında  Mycobacterium  tuberculosis, 
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Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, 

Mycobacterium canettii gibi türler yer almaktadır. 

2.8.2. Tüberküloz Dışı Mikobakteriler (TDM) 

 

Bu grup, tüberküloz veya cüzzam gibi hastalıklara neden olmayan, ancak 

fırsatçı patojenler olabilen çevresel mikobakterileri içermektedir. Bu grupta 

Mycobacterium avium complex (MAC) (M. avium ve M. intracellulare), 

Mycobacterium kansasii Mycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum gibi 

türler yer almaktadır (42). 

2.8.3. Geleneksel Taksonomi 

 

Tarihsel olarak mikobakterilerin sınıflandırılması, büyüme hızı, pigment 

üretimi ve koloni morfolojisi gibi fenotipik özelliklere dayalı olarak yapılmıştır. 

Runyon’un sınıflandırması, mikobakterileri bu kriterlere dayanarak dört gruba 

ayırmıştır (43): 

• Fotokromojenler: Işık varlığında pigment üretenler (ör. M. kansasii). 

• Skotokromojenler: Hem ışıkta hem de karanlıkta pigment üretenler (ör. 

M. scrofulaceum). 

• Kromojen Olmayanlar: Pigment üretmeyenler (ör. M. avium). 

• Hızlı Üreyenler: Yedi gün içinde üreyenler (ör. M. abscessus). 

 

2.8.4. Moleküler Taksonomi 

 

Moleküler biyolojideki ilerlemeler, mikobakterilerin taksonomisini kökten 

değiştirmiştir. 16S rRNA, hsp65, rpoB genlerinin DNA dizilemesi ve tüm genom 

analizi gibi yöntemler, türlerin hassas bir şekilde tanımlanmasını ve filogenetik 

çalışmaların yapılmasını sağlamıştır (44). Bu moleküler teknikler, gizli türleri ortaya 

çıkarmış ve cins içindeki evrimsel ilişkileri aydınlatmıştır. 

2.8.5. Mycobacterium Cinsinin Yeniden Düzenlenmesi 

 

Son dönemde yapılan genomik çalışmalar, Mycobacterium cinsinin filogenetik 

ilişkileri daha iyi yansıtacak şekilde yeniden sınıflandırılmasını sağlamıştır. Yeniden 

düzenlenen sınıflandırma, orijinal cinsi aşağıdaki yeni cinslere ayırmıştır (45): 
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1. Cins Mycobacterium: MTBK ve diğer yavaş üreyen mikobakterileri 

içerir. 

2. Cins Mycolicibacterium: M. abscessus ve M. chelonae gibi birçok hızlı 

üreyen türü içerir. 

3. Cins Mycolicibacter: Bazı yavaş üreyen çevresel türleri kapsar. 

4. Cins Mycolicibacillus: Belirli çevresel mikobakterileri içerir. 

 

2.9. Mycobacterium kansasii Patojenezi 

 

M. kansasii, yavaş üreyen ve fotokromojenik özellikte bir mikobakteri olup, 

tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM) grubuna dahildir. Özellikle immün sistemi 

baskılanmış bireylerde pulmoner ve ekstrapulmoner enfeksiyonlara neden olma 

kapasitesi ile tanınır. Patogenezi, mikrobiyal virülans faktörleri ile konak immün 

yanıtları arasındaki karmaşık etkileşimleri içerir. 

2.9.1. Giriş ve Kolonizasyon 

 

M. kansasii, genellikle solunum yolu aracılığıyla bulaşır. Su ve toprak gibi 

çevresel kaynaklar bu patojenin rezervuarlarıdır (2). Organizmanın aerosolize 

damlacıklar halinde inhalasyonu, alveollerde yerleşmesine ve burada kolonizasyonun 

başlamasına yol açar. Mikolik asitlerden zengin olan hidrofobik hücre duvarı, epitel 

yüzeylere yapışma ve kuruluğa direnç yeteneğini artırır (46). 

2.9.2. Konak Bağışıklık Yanıtlarından Kaçış 

 

M. kansasii enfeksiyonuna karşı bağışıklık yanıtına, başlangıçta alveoler 

makrofajlar tarafından aracılık edilir. Patojen, fagositoz sonrası, fagozom-lizozom 

birleşimini engelleyerek lizozomal parçalanmadan kaçar. Bu yetenek, hücre duvarında 

bulunan lipitler ve glikopeptidler gibi bileşiklere atfedilir; bu bileşikler konak hücre 

sinyal yollarını bozar. Ayrıca, M. kansasii makrofajlar içinde hayatta kalabilir ve 

çoğalabilir, bu da kalıcılığına katkıda bulunur (47). 

2.9.3. Bağışıklık Aktivasyonu ve Granülom Oluşumu 

 

Sürekli enfeksiyon hem doğal hem de adaptif immün yanıtlarını aktive eder. 

TLR'ler (Toll-benzeri reseptörler) gibi patern tanıma reseptörleri (PRR'ler), M. 



12 
 

kansasii üzerinde bulunan patojenle ilişkili moleküler paternleri (PAMP'ler) tanır. Bu 

durum, tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) ve interferon-gama (IFN-γ) gibi bağışıklık 

hücrelerinin toplanmasında kritik olan proinflamatuvar sitokinlerin üretimine yol açar 

(48). Granülom oluşumu, M. kansasii enfeksiyonunun bir göstergesidir. Granülom, 

bakteriyel yayılımı sınırlamak için konağın bir savunma stratejisi olarak işlev görür. 

Bununla birlikte, bakteriler granülom içinde latent bir durumda kalabilir ve 

immünosupresif durumlarda kronik enfeksiyona veya yeniden aktivasyona katkıda 

bulunabilir (49). 

2.9.4. Doku Hasarı ve Klinik Belirtiler 

 

M. kansasii'nin konakta sürekli varlığı, ilerleyici doku hasarına neden olan 

kronik inflamasyonu tetikler. Pulmoner enfeksiyonlarda bu durum, kavitasyon, 

fibrozis ve bronşektazi olarak kendini gösterir ve tüberkülozu andırır (50). İmmün 

sistem hücreleri tarafından salgılanan proteolitik enzimler ve reaktif oksijen türleri 

(ROS), doku yıkımını daha da şiddetlendirir. Lenfadenit, osteomiyelit ve yaygın 

hastalık gibi ekstrapulmoner belirtiler, özellikle HIV/AIDS'li veya immünosupresif 

tedavi alan bireylerde daha yaygındır (2). 

2.9.5. Virülans Faktörleri 

 

M. kansasii'nin patojenitesini artıran birçok virülans faktörü bulunur: Esx-1 

salgı sistemi, hücre içi hayatta kalmayı ve konağın bağışıklık yanıtlarının 

modülasyonunu kolaylaştırır (51). Hücre duvarı lipitleri, bağışıklık kaçışına ve 

oksidatif strese dirence katkıda bulunur. Katalaz-peroksidaz enzimi (KatG), konak 

bağışıklık sistemi tarafından üretilen reaktif oksijen türlerine karşı bakteriyi korur. 

2.9.6. Konak Duyarlılığı 

Konak faktörleri, M. kansasii'nin patogenezinde önemli bir rol oynar. IFN-γ ve 

reseptörünü kodlayan genlerdeki polimorfizmler gibi genetik yatkınlıkların, artan 

duyarlılıkla ilişkili olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, HIV enfeksiyonu, steroid kullanımı 

ve maligniteler gibi immünosupresif durumlar ciddi hastalık riskini artırır (52). 



13 
 

2.10. M. kansasii’nin Neden Olduğu Hastalıklar 

 

M. kansasii, öncelikli olarak solunum sistemi enfeksiyonlarına yol açan, ancak 

ekstrapulmoner bulgulara da neden olabilen önemli bir patojendir. Bu enfeksiyonların 

klinik belirtileri geniş bir yelpazede değişkenlik gösterir ve genellikle konağın 

bağışıklık durumu ve altta yatan sağlık koşullarından etkilenir. 

2.10.1. Pulmoner Hastalık 

 

Pulmoner hastalık, M. kansasii enfeksiyonunun en yaygın klinik sonucudur ve 

genellikle tüberkülozu andırır (2). Bu hastalık, genellikle kronik obstrüktif akciğer 

hastalığı (KOAH), bronşektazi veya sigara öyküsü gibi altta yatan rahatsızlıkları olan 

yetişkinleri etkiler (46). Hastalar sıklıkla kronik öksürük, hemoptizi, ateş, gece 

terlemeleri, halsizlik ve kilo kaybı gibi semptomlarla başvurur (2). Radyolojik 

incelemelerde üst lob kavitasyonu, nodüler infiltrasyonlar ve fibrozis görülür. Bu 

bulgular tüberkülozla benzerlik gösterir ancak M. kansasii enfeksiyonlarında ilerleme 

daha yavaştır (48). 

2.10.2. Lenfadenit 

 

Servikal lenfadenit, özellikle çocuklarda sık görülen bir başka klinik belirtidir 

(47). Bu durum genellikle boyun bölgesinde ağrısız lenf nodu şişliği ile karakterizedir 

(49). İlerlemiş olgularda apse oluşumu ve sinüs traktı gelişimi görülebilir (47). 

Bağışıklığı baskılanmış yetişkinlerde lenfadenit daha nadir görülmekle birlikte, 

pulmoner hastalığa göre daha az sıklıkla ortaya çıkar. 

2.10.3. Deri ve Yumuşak Doku Enfeksiyonları 

 

M. kansasii, genellikle travma veya invaziv tıbbi müdahaleler sonrası deri ve 

yumuşak doku enfeksiyonlarına neden olabilir. Bu enfeksiyonlar nodüller, ülserler 

veya apseler şeklinde ortaya çıkabilir ve bazen selülit veya tenosinovit gibi derin doku 

tutulumuna ilerleyebilir (53). Bu enfeksiyonlar, kontamine su veya toprakla mesleki 

temas yaşayan bireylerde daha sık görülür (51). 
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2.10.4. Yaygın Hastalık 

 

Yaygın M. kansasii enfeksiyonları, neredeyse yalnızca ileri HIV/AIDS, organ 

nakli veya immünosupresif tedavi gören ciddi şekilde bağışıklık sistemi baskılanmış 

bireylerde ortaya çıkar. Sistemik belirtiler arasında ateş, kilo kaybı, gece terlemeleri, 

halsizlik yer alır ve genellikle karaciğer, dalak ve kemik iliği gibi organların tutulumu 

eşlik eder. Yaygın hastalık, ciddi morbidite ile ilişkilidir ve zamanında tedavi gerektirir 

(49). 

2.10.5. Ekstrapulmoner Bulgular 

 

M. kansasii'nin ekstrapulmoner tutulumu daha az yaygın olmakla birlikte, 

kemikler, eklemler, genitoüriner sistem ve gastrointestinal sistem gibi çeşitli sistemleri 

etkileyebilir. Osteomiyelit ve septik artrit genellikle hematolojik yayılım veya komşu 

enfeksiyonlardan kaynaklanır (54). Renal ve üriner sistem enfeksiyonları hematüri, 

dizüri gibi özgül olmayan semptomlara yol açabilir. Gastrointestinal sistem tutulumu 

nadirdir ancak karın ağrısı ve ishal gibi belirtilerle kendini gösterebilir (55). 

2.10.6. Risk Faktörleri 

 

Bir dizi faktör, M. kansasii enfeksiyonlarına duyarlılığı artırır. KOAH, kistik 

fibroz veya silikoz gibi kronik akciğer hastalıklarına sahip bireyler pulmoner 

enfeksiyonlar için daha yüksek risk altındadır (56). Düşük CD4 sayısına sahip HIV 

enfeksiyonu, organ nakli veya tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) hedefli biyolojik 

ajanların kullanımı gibi immünosupresif durumlar, ciddi ve yaygın hastalık formlarına 

yatkınlık oluşturur. Uzun süreli kortikosteroid kullanımı ve kemoterapi de riski artırır 

(57). 

2.11. Mycobacterium kansasii Enfeksiyonunun Tanısı 

 

M. kansasii enfeksiyonunun tanısı, klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik 

bulguların bir arada değerlendirilmesini gerektirir. Klinik belirtilerin genellikle 

tüberküloz ve diğer solunum yolu hastalıklarını taklit etmesi nedeniyle, doğru tanı 

stratejileri etkin tedavi için hayati önem taşır. 
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2.11.1. Klinik Bulgular 

 

M. kansasii enfeksiyonuna ilişkin ilk şüphe, genellikle kronik öksürük, 

hemoptizi, kilo kaybı, ateş ve gece terlemeleri gibi klinik semptomlardan kaynaklanır; 

bu semptomlar tüberküloza oldukça benzerdir. Pulmoner semptomlar en yaygın 

olanlarıdır, ancak immün sistemi baskılanmış hastalarda lenfadenit, deri lezyonları ve 

yaygın hastalık gibi ekstrapulmoner belirtiler de görülebilir (58). 

2.11.2. Radyolojik Bulgular 

 

Akciğer grafisi ve BT taramaları, M. kansasii'nin neden olduğu pulmoner 

enfeksiyonlarla ilişkili anormalliklerin tanımlanmasında önemli bir rol oynar. Tipik 

bulgular arasında üst lob kavitasyonu, nodüler infiltrasyonlar ve fibrozis yer alır. Bu 

bulgular M. tuberculosis'in neden olduğu lezyonlardan genellikle ayırt edilemez (59). 

Ancak tüberküloza kıyasla daha yavaş ilerleyen radyolojik değişiklikler, tanı için ince 

bir ipucu sağlayabilir (60). 

2.11.3. Mikrobiyolojik Testler 

 

M. kansasii enfeksiyonunun kesin tanısı için mikrobiyolojik doğrulama kritik 

öneme sahiptir. Anahtar tanı teknikleri şunlardır: 

• Balgam Kültürü: M. kansasii, en sık test edilen örnek olan balgam gibi 

solunum örneklerinden izole edilebilir (2). Yavaş üreyen bir organizma olup, 

Lowenstein-Jensen veya Middlebrook 7H10 agarda tipik olarak 4-6 hafta inkübasyon 

süresi gerektirir (61). 

• Mikroskopik İnceleme: Ziehl-Neelsen veya Kinyoun gibi aside dirençli 

boyama yöntemleri mikobakterilerin varlığını ortaya koyar; ancak tür tanımlaması için 

ek testler gereklidir (61). 

2.11.4. Moleküler Tanı 

 

Moleküler teknikler, M. kansasii'nin tür düzeyinde hızlı ve doğru bir şekilde 

tanımlanmasında kritik öneme sahiptir. 

• Nükleik Asit Çoğaltma Testleri (NAATs): PZR ve diğer NAAT'ler, M. 

kansasii DNA'sının varlığını doğrulamak için 16S rRNA geni gibi özgül genetik 
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belirteçleri hedefler (62). 

• Dizileme: hsp65 ve rpoB genlerinin dizilenmesi, diğer tüberküloz dışı 

mikobakterilerden ayırt edilmesinde yüksek özgüllük sağlar (63). 

2.11.5. Fenotipik Tanımlama 

 

M. kansasii, ışığa maruz kaldığında sarı pigment üreten fotokromojenik bir 

mikroorganizmadır. Bu özellik, tür tayininde diğer tüberküloz dışı mikobakterilerden 

ayırt edilmesine olanak tanır (2). 

2.11.6. Histopatolojik İnceleme 

 

Etkilenen bölgelerden alınan doku biyopsisi örnekleri, enfeksiyonun evresine 

ve ciddiyetine bağlı olarak kazeöz veya kazeöz olmayan nekrozla birlikte 

granülomatöz inflamasyon gösterebilir. Doku kesitlerinde aside dirençli boyama 

yöntemleri ile mikobakteri varlığı gösterilebilir (50). 

2.12. Mycobacterium kansasii Enfeksiyonunun Tedavisi 

 

M. kansasii enfeksiyonunun tedavisi, patojenin başarılı bir şekilde 

eradikasyonunu sağlamak ve nüks veya direnç riskini en aza indirmek için 

kişiselleştirilmiş, kanıta dayalı bir yaklaşımı gerektirir. Tedavi rejimleri, genellikle 

antimikrobiyal ajanların kombinasyonundan oluşur ve ilaç duyarlılık profilleri, 

enfeksiyon bölgesi ve hastanın genel sağlık durumu göz önünde bulundurularak 

seçilir. 

2.12.1. Standart Birinci Basamak Tedavi 

 

M. kansasii pulmoner hastalığının standart tedavisi, rifampin, etambutol ve 

izoniazid içeren bir çoklu ilaç rejimini içerir ve periferik nöropatiyi önlemek için 

piridoksin (B6 vitamini) ile desteklenir. Rifampin, M. kansasii'ye karşı güçlü 

bakterisidal aktivitesi nedeniyle tedavinin temel taşı olarak kabul edilir. Etambutol, 

direnç gelişimini önlemek için kullanılırken, izoniazid bakterisidal etkisiyle tedavi 

etkinliğini artırır (64). 
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2.12.2. Tedavi Süresi 

 

Tedavi süresi, balgam kültürü dönüşümünü takiben 12 ay olarak 

önerilmektedir. Bu uzun süre, nüks riskini en aza indirmek için önemlidir. Kültür 

dönüşümü, genellikle tedaviye başlanmasından birkaç ay sonra sağlanan ve ardışık 

balgam örneklerinde M. kansasii üremesinin olmaması olarak tanımlanır (65) . 

2.12.3. İlaç Duyarlılık Testi ve Alternatif Rejimler 

 

İlaç duyarlılık testi (DST), dirençli izolatları saptamak ve özellikle başlangıç 

tedavisi başarısız olduğunda veya direnç şüphesi olduğunda tedaviyi yönlendirmek 

için hayati öneme sahiptir (66). Rifampin dirençli M. kansasii izolatı saptanması 

durumunda bu hastalar için alternatif rejimler, etambutol ve bir florokinolon (örneğin 

moksifloksasin veya levofloksasin) ile klaritromisin veya azitromisin içerebilir. 

Yaygın ilaç direnci durumlarında, amikasin veya linezolid kullanımı düşünülebilir 

(67). 

2.12.4. Ekstrapulmoner ve Yaygın Hastalık 

 

Ekstrapulmoner ve yaygın enfeksiyonlar, daha agresif ve bireyselleştirilmiş 

tedavi yaklaşımları gerektirir. Bu enfeksiyonlar, genellikle çoklu organ tutulumu gibi 

ciddi olgularda amikasin gibi parenteral ajanların dahil edilmesini gerektirir. Yaygın 

hastalıklarda tam eradikasyonu sağlamak için 12 ayı aşan daha uzun tedavi süreleri 

sıklıkla gereklidir (51). 

2.12.5. Destekleyici Tedaviler 

 

Kortikosteroidler gibi destekleyici tedaviler, merkezi sinir sistemi veya 

perikardiyal tutulum gibi önemli inflamasyon veya doku hasarının görüldüğü 

durumlarda kullanılabilir. Ancak kortikosteroid kullanımı, özellikle HIV veya diğer 

immünosupresif durumlara sahip bireylerde immünosupresyon riski ile dikkatli bir 

şekilde dengelenmelidir (50). 

2.12.6. HIV-Seropozitif Hastalarda Özel Hususlar 

 

HIV-pozitif hastalarda M. kansasii enfeksiyonunun tedavisi, özel dikkate 
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alınması gereken durumlar içerir. Rifampin ile antiretroviral tedavi (ART) arasındaki 

ilaç etkileşimleri, özellikle proteaz inhibitörlerinde rifabutin kullanımını alternatif 

olarak gerekli kılar. Ayrıca, ART başlatıldığında bağışıklık yeniden yapılandırma 

inflamatuar sendromu (IRIS) tedaviyi karmaşık hale getirebilir; bu durum dikkatli 

izlem ve yönetim gerektirir (EACS). 

2.12.7. Cerrahi Müdahaleler 

 

Uzun süreli tıbbi tedaviye rağmen kaviter hastalık veya apse gibi lokalize 

lezyonların devam ettiği nadir M. kansasii enfeksiyonu olgularında cerrahi rezeksiyon 

gerekebilir. Cerrahi girişimler genellikle odaklanmış hastalığa ve iyi pulmoner 

rezervlere sahip hastalar için kullanılmaktadır (68). 

2.13. Sanger Dizileme: Prensipleri ve Mekanizması 

 

1977 yılında Frederick Sanger tarafından geliştirilen Sanger dizileme yöntemi, 

DNA moleküllerinin nükleotit dizilimini belirlemek için zincir sonlandırma 

tekniklerini kullanan bir yöntemdir (69). Bu yöntem, moleküler biyolojide temel bir 

taş haline gelmiş ve İnsan Genom Projesi gibi bilimsel ilerlemelere önemli katkılarda 

bulunmuştur (70). Yüksek verimli yeni nesil dizileme (Next-Generation Sequencing; 

NGS) teknolojilerinin ortaya çıkmış olmasına rağmen, Sanger dizileme hâlâ 

güvenilirliği, doğruluğu ve uzun okuma uzunlukları üretebilme kapasitesi nedeniyle 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (71). 

 

Sanger dizileme yöntemi, DNA sentezinin kontrollü bir şekilde 

sonlandırılmasına dayanmaktadır. Bu durum, 3’-hidroksil grubundan yoksun olan 

dideoksinükleotit trifosfatların (ddNTP'ler) kullanımıyla sağlanır. Bu modifiye edilmiş 

nükleotitler, DNA zincirinin uzamasını durdurur ve bu da farklı uzunluklarda DNA 

parçalarının oluşmasına yol açar (69). Sanger dizilemenin başlıca avantajları 

doğruluğu, basitliği ve uzun DNA parçalarını dizileme yeteneğidir. Ancak, düşük 

verimliliği ve yüksek maliyeti, bu yöntemin büyük ölçekli projelerde kullanımını 

sınırlamıştır (72). Ayrıca, PZR yöntemine olan bağımlılığı şablon çoğaltmada 

yanlılıklar yaratabilir (73). 
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Sanger dizileme için ilk adım, tek iplikli bir DNA şablonunun hazırlanmasıdır. 

Bu DNA şablonu genellikle hedef bölgenin PZR ile çoğaltılması yoluyla elde edilir ve 

böylece yeterli miktar ve özgüllük sağlanır (73). Bu çoğaltılmış DNA, dizileme 

reaksiyonu için bir alt tabaka görevi görür. İkinci adım, reaksiyon karışımının 

hazırlanmasıdır. Sanger dizileme reaksiyonu, tek iplikli DNA şablonu, dizileme 

primeri, DNA polimeraz, deoksinükleotit trifosfatlar (dNTP'ler), dideoksinükleotit 

trifosfatlar (ddNTP'ler) bileşenlerinden oluşmaktadır. Reaksiyon sırasında DNA 

polimeraz, şablon ipliğine tamamlayıcı dNTP'leri ekleyerek primeri uzatır. Ara sıra bir 

ddNTP, bir dNTP yerine eklenir. ddNTP'ler 3'-hidroksil grubundan yoksun olduğu için 

DNA zincirinin daha fazla uzaması engellenir. Bu durum, her biri bir ddNTP ile 

sonlanan farklı uzunluklarda DNA parçalarının oluşmasına neden olur (69). Dizileme 

reaksiyonu ile üretilen DNA parçaları, kapiler elektroforez kullanılarak uzunluklarına 

göre ayrılır. 

 

Negatif yüklü DNA molekülleri, bir elektrik alan altında polimer dolgulu 

kapillerden geçerken kısa parçalar uzun olanlara göre daha hızlı hareket eder. Parçalar 

elektroforez sırasında lazer detektörden geçtiğinde, ddNTP'lere bağlı floresan boyalar 

spesifik dalga boylarında ışık yayar. Bu sinyaller kaydedilir ve bir kromatogram olarak 

çevrilir; her bir zirve bir nükleotidi temsil eder (Smith ve ark., 1986). Dizilim, floresan 

sinyallerin sırasına göre belirlenir. Modern yazılımlar, tespit edilen diziyi bir referans 

genoma veya şablona hizalayarak yorumlama ve kalite kontrolünü sağlar (71). 

2.13.1. Sanger Dizilemenin Uygulamaları 

 

Sanger dizileme, BRCA1 ve BRCA2 gibi genetik hastalıklarla ilişkili 

mutasyonların tanımlanmasında klinik ortamlarda yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Yüksek doğruluğu, özellikle NGS ile tespit edilen varyantların doğrulanması için 

uygundur. Bu yöntem, patojenlerin tanımlanması ve antibiyotik direnci 

mekanizmalarının incelenmesi gibi mikrobiyal genom dizilemesinde kapsamlı bir 

şekilde kullanılmıştır (74). NGS, baz çağırma hatalarına karşı hassas olduğundan, 

özellikle düşük karmaşıklıkta veya tekrar eden DNA bölgelerinde Sanger dizileme, 

kritik bulguların doğrulanması için kullanılır (75). CRISPR-Cas9 gibi gen düzenleme 

teknolojilerinde  Sanger  dizileme,  hedef  modifikasyonların  doğrulanması  ve 
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istenmeyen etkilerin tespiti için temel bir araçtır (76). 

 

2.14. Yeni Nesil Dizileme 

 

Yeni nesil dizileme (NGS), DNA ve RNA'nın yüksek verimli dizilenmesine 

olanak tanıyan, genomik araştırmalar, klinik tanı ve kişiselleştirilmiş tıpta devrim 

yaratan bir teknolojidir. Bu yöntem, geleneksel Sanger dizilemeye kıyasla benzeri 

görülmemiş bir hız, doğruluk ve maliyet etkinliği sağlayarak biyolojik sistemlerin 

daha derinlemesine anlaşılmasını mümkün kılmaktadır (77). NGS, tam genom 

dizileme, transkriptomik, metagenomik ve epigenomik dahil geniş bir uygulama 

yelpazesine sahiptir. Klinik uygulamalarda genom düzeyinde kansere neden olan 

mutasyonların saptanması, nadir hastalık teşhisi ve patojen tespiti için kullanılarak 

kişiselleştirilmiş tıpta önemli ilerlemeler sağlamaktadır (78). 

 

NGS için çeşitli platformlar geliştirilmiştir ve her biri farklı kimyasal 

yöntemler ve metodolojiler kullanmaktadır. Önde gelen platformlar arasında Illumina, 

Roche 454, Ion Torrent ve Pacific Biosciences (PacBio) gibi sistemler bulunmaktadır. 

Illumina platformları, yüksek doğruluk ve ölçeklenebilirlikleri nedeniyle yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Dizileme süreci, sentezle dizileme (SBS) yöntemine dayanır. 

DNA parçaları katı bir yüzeye immobilize edilir ve kümeler oluşturacak şekilde 

çoğaltılır. Sentez sırasında floresan işaretli nükleotitler birer birer eklenir ve yayılan 

floresan tespit edilerek kaydedilir. Bu yöntem, genom montajı ve transkriptomik gibi 

uygulamalar için ideal olan yüksek kaliteli kısa okuma dizileri üretmesiyle bilinir (79). 

 

Roche 454 platformu, pirodizileme yöntemini kullanır; burada nükleotit 

eklenmesi sırasında salınan pirofosfat, lusiferaz varlığında bir ışık sinyalini tetikler. 

Bu yöntem, Illumina’ya kıyasla daha uzun okumalar üretir ancak özellikle 

homopolimerik bölgelerde daha yüksek hata oranlarına sahiptir. Bu platform artık 

büyük ölçüde kullanımdan kalkmış olsa da erken NGS geliştirme sürecinde önemli bir 

rol oynamıştır (80). 

 

Ion Torrent dizileme, nükleotit eklenmesi sırasında salınan hidrojen iyonlarını 

tespit etmek için yarı iletken teknolojisini kullanır. Floresana dayalı sistemlerin aksine, 
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Ion Torrent pH değişimlerini doğrudan ölçer. Daha hızlı çalışma süreleri ve daha düşük 

maliyetler sunmasına rağmen, homopolimerik bölgelerdeki hata oranı bir sınırlama 

olabilir (81). 

 

PacBio’nun tek moleküllü gerçek zamanlı (SMRT) dizileme teknolojisi, DNA 

polimeraz aktivitesini gerçek zamanlı olarak izleyerek uzun okuma dizileme sağlar. 

Bu platform, yapısal varyasyonların, tekrarlayan bölgelerin ve tam uzunlukta 

transkript dizilemesinin çözülmesinde son derece avantajlıdır; ancak, kısa okuma 

platformlarına kıyasla daha düşük verimlilik ve daha yüksek maliyetlere sahiptir (82). 

Oxford Nanopore Technologies (ONT) platformları, bir membrana gömülü nanoporlar 

kullanır. Tek zincirli DNA veya RNA molekülleri nanopordan geçerken elektrik 

akımındaki değişiklikler ölçülerek bazlar tanımlanır. ONT, ultra uzun okumalar, 

taşınabilirlik ve gerçek zamanlı veri analizi sunarak saha uygulamaları ve de novo 

genom montajı için uygun hale gelmektedir (83). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

3.1. M. kansasii İzolatları 

 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı 

Tüberküloz Birimi, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü (HSGM) Ulusal Moleküler 

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarı ve Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Ulusal 

Tüberküloz Referans Laboratuvarı’nda izole edilen 40 M. kansasii izolatı ile 

yapılmıştır. HSGM’de, Tüberküloz dışı mikobakterilerin (TDM) tür tayını yapılarak 

M. kansasii izolatları tanımlanmıştır. Bu çalışmada ‘Clinical and Laboratory Standards 

Institute’ (CLSI) M24S-Ed2 kılavuzu kullanılarak M. kansasii ‘American Type 

Culture Collection’ ATCC 12478 suşu, antimikrobiyal duyarlılık kontrol suşu olarak 

kullanılmıştır (84). 

3.2. Kullanılan Malzemeler ve Cihazlar 

 

Kullanılan malzemeler: 

Etanol (%95) 

Distile su 

Löwenstein Jensen besiyeri 

Tüp sporu 

Tek kanallı mikropipet 

Çok kanallı mikropipet 

Pipet uçları 

Standart U tabanlı 96 kuyucuklu plak 

Standard düz tabanlı 96 kuyucuklu plak 

Otoklav 

Santrifüj tüpü 

Santrifüj cihazı 

Etüv 

Hassas terazi 

Sınıf 2 biyogüvenlik kabini 

Vorteks 
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+4°C buzdolabı 

-20°C derin dondurucu 

-80°C derin dondurucu 

Antibiyogram sonuçlarını okumak için konkav ayna ve büyüteç 

Spektrofotometre cihazı 

Eldiven 

Isı bloğu 

Metilen mavisi 

‘Sensititre® Cation-Adjusted Mueller Hinton OADC’ (MH-OADC) tüpü 

‘Sensititre® Dosing Head’ kapağı 

‘Sensititre® AIM Automated Inoculator’ cihazı 

FluoroLyse (Hain Lifescience, Nehren, Germany) kiti 

Santrifüj cihazı 

Taq premiks 2x 

Termal döngü cihazı 

UltraPure 10X TBE tampon 

Agaroz RA 

‘Ultra GelRed’ boyası 

Moleküler ağırlık standardı (DNA ladder) 

‘BioRad ChemiDoc’ görüntüleme cihazı 

‘KAPA Pure Beads’ DNA Pürifikasyon kiti 

Manyetik ayrıştırma rafı (magnetic rack) 

Nükleaz içermeyen su (Nuclease-free water) 

‘Qubit™ Flex’ Fluorometresi 

‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ kiti 

ABI 3500 Sanger dizileme cihazı 

‘BrilliantDye™ Terminator (v3.1) Cycle Sequencing’ kiti 

‘Mag-Bind® SeqDTR Purification’ kiti 

‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate’ 

Septa 

‘Native Barcoding Kit’ 96 V14 (SQK-NBD114.96) 

‘Oxford Nanopore Technologies’ (ONT) dizileme cihazı 
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3.3. M. kansasii İzolatlarının Löwenstein-Jensen Besiyerinde Üretilmesi 

 

 

Bu çalışmada, M. kansasii izolatları -20°C derin dondurucudan çıkartıldıktan 

sonra oda sıcaklığında steril koşullarda çözündürülmüştür. Bu işlem, laboratuvar 

biyogüvenliği protokollerine uygun olarak ve kişisel koruyucu ekipmanlar (eldiven, 

önlük, N95 maske) kullanılarak, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü (HSGM) Ulusal 

Tüberküloz Referans Laboratuvarı'nda Sınıf 2 biyogüvenlik kabini içerisinde 

gerçekleştirilmiştir. 100 µl'lik bir bakteri çözeltisi Löwenstein-Jensen besiyerine 

inoküle edilmiş ve besiyeri tüpleri, kapakları tam sıkılmadan yatay şekilde spor içinde 

yaklaşık 5 gün boyunca 37°C sıcaklıkta etüvde inkübe edilmiştir. Besiyerlerinin 

düzenli olarak üreme ve kontaminasyon kontrolleri yapılmış ve 5’inci günün sonunda 

kapakları kapatılıp yaklaşık 25 gün üreme için bekletilmiştir (85). 

 

3.4. M. kansasii İzolatlarının Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri 

 

 

Antimikrobiyal duyarlılık testi, Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü 

(CLSI) rehberi ve üreticinin talimatları doğrultusunda gerçekleştirilmiş ve 

yorumlanmıştır. Sensititre® SLOMYCO (TREK Diagnostic Systems, West Sussex, 

İngiltere), mikobakteri türlerinin antimikrobiyal duyarlılık testi (AST) için tasarlanmış 

ticari bir sistemdir ve antibiyotiklerin minimum inhibitör konsantrasyonunu (MİK) 

değerlendirmek için ‘Broth’ mikrodilüsyon yöntemini kullanır. SLOMYCO paneli 

(yavaş üreyen mikobakteri türleri için) 13 antimikrobiyal ilaç ve bir pozitif kontrol 

içerir ancak CLSI M24S-Ed2 rehberine göre amikasin, rifampin, siprofloksasin, 

doksisiklin, moksifloksasin, linezolid, rifabutin, klaritromisin, trimetoprim- 

sülfametoksazolün duyarlılık sonucu değerlendirilmiştir. Sensititre SLOMYCO 

panelinde minosiklin bulunmadığı için minosiklinin duyarlılık testi yapılamamıştır. 

 

M. kansasii Löwenstein-Jensen besiyerinde üretilmiştir. Sonra, demineralize su 

tüpü kullanılarak bakteri kolonisinin bir süspansiyonu hazırlanmıştır. 2–3 bakteri 

kolonisi 1 mL demineralize su tüpüne eklenmiş ve homojen bir süspansiyon oluşturmak 

için iyice karıştırılmıştır. Süspansiyon ‘Sensititre Nephelometer’ cihazında McFarland 

0,5 standardına ayarlanmıştır. Daha sonra ‘Sensititre® Cation-Adjusted Mueller Hinton 
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OADC’ (MH-OADC) tüpüne hazırlanan süspansiyondan eklenmiş ve tüpün başına özel 

‘Sensititre® Dosing Head’ kapağı takıldıktan sonra bu tüp ‘Sensititre® AIM 

Automated Inoculator’ cihazına takılmıştır. ‘Sensititre® AIM’ cihazı, Sensititre® MİK 

plakalarına uygun hacimde mikrobiyal süspansiyonu otomatik olarak dağıtmak üzere 

tasarlanmıştır. Sensititre SLOMYCO plakaları, 7-14 günlük inkübasyondan sonra 

yeterli üreme gösterene kadar 37°C'de inkübe edilmiştir. M. kansasii için okumalar 

konkav bir ayna kullanılarak değerlendirilmiş ve üreme olmayan kuyucuklar minimum 

inhibitör konsantrasyonları (MİK) olarak kabul edilmiştir. M. kansasii suşu ATCC 

12478, MİK testi için referans suş olarak kullanılmıştır (86). 

 

Şekil 3.1. ‘Sensititre SLOMYCO’ plakaları (TREK Diagnostic Systems, Birleşik 

Krallık). 

3.5. DNA İzolasyonu 

 

40 M. kansasii izolatının DNA izolasyonu için FluoroLyse (Hain Lifescience, 

Nehren, Germany) kiti kullanılmıştır. Bu amaçla DNA izolasyonun ilk aşamasında, 300 

μl FluoroLyse bir mikrosantrifüj tüpüne eklenmiştir. Löwenstein–Jensen besiyerinden 

2-3 koloni transfer edilip vorteks uyguladıktan sonra tüp 95°C'de 5 dakika 

kaynatılmıştır. Ardından kısa bir spinden sonra, tüpe 100 μl nötralizasyon tamponu (F- 

NB) eklenmiş ve karışım 5 saniye vorteksleme ardından 13000 g'de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. Son olarak, kalan üst sıvı mikrosantrifüj tüplerine aktarılmıştır. Elde edilen 

DNA, Sanger dizilemenin PZR reaksiyonunda kullanılmak üzere ayrılmıştır. 
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Şekil 3.2. FluoroLyse kiti (Hain Lifescience, Nehren, Germany) 

3.6. gyrA, gyrB ve rrl gen bölgelerinin PZR ile Çoğaltılması 

 

Bu çalışmada, M. kansasii izolatlarında CLR, CIP antimikrobiyal ilaç hedeflerinin 

çoğaltılması için Tablo 1'de verilen primerler kullanılarak PZR gerçekleştirilmiştir. 30 μL 

reaksiyon karışımı için 15 µL Taq premiks 2x (Genet Bio Inc), 10 pmol ileri ve ters primerlerin 

her birinden 1,5 μl ve hazırlanmış 12 μl genomik DNA kullanılmıştır (Tablo 1). gyrA, gyrB ve 

rrl amplifikasyonu ‘Labcycler Basic’ (SensoQuest GmbH) termal döngü cihazında yapılmıştır: 

gyrA, gyrB, rrl için ilk denatürasyon 95°C’de, 5 dk; ardından 30 saniye 95˚C'de denatürasyon, 

30 saniye 60˚C primer bağlanması ve 72˚C'de 90 saniye uzatma 35 döngü olacak şekilde 

tekrarlanmış, ve son uzatma 72°C’de 5 dk yapılmıştır. 
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Tablo 3.1. gyrA, gyrB ve rrl genlerin çoğaltılması için kullanılan primerler 
 

Gen Primerler Uzunluk 

gyrA 

gyrB 

rrl 

F: ATTCTGCCGAACGGATCGAG 

R: CGACCGCGTTATCCGAATTG 

F: TGGGCAACACCGAGGTGAAG 

R: ACGGGTCCATGGTGGTTTCC 

F: CCAGGTCTGGCCTATCGAAC 
R: CGGGATTCGGTCGCAGAAAC 

459 bp 

 

762 bp 

 

1110 bp 

Tablo 3.2. PZR bileşenleri 
 

Bileşen Miktar 

Taq Premiks 2x 15 µL 

F (İleri) Primer 1,5 μl 

R (Ters) Primer 1,5 μl 

Örnek (DNA) 12 μl 

 

 

 

Şekil 3.3. Taq premiks 2x (Genet Bio Inc) 
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Şekil 3.4. ‘Labcycler Basic’ (SensoQuest GmbH) termal döngü cihazı 

3.7. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanması 

 

Agaroz jel elektroforezi, DNA ve RNA gibi nükleik asitlerin ayrılması ve 

analiz edilmesi için moleküler biyoloji ve biyoteknolojide yaygın olarak kullanılan bir 

yöntemdir. Bu yöntem, nükleik asitlerin büyüklüklerine, bütünlüklerine ve 

miktarlarına göre ayrılmasını, görselleştirilmesini ve analiz edilmesini sağlar. Bu 

çalışmada amplikon boyutlarına göre %1’lik agaroz jel hazırlanmıştır. Bu amaçla, 

agaroz jel elektroforez hazırlama kalıplarının kenarları özel lastikli aparatlar ile 

kapatılmıştır. Ardından taraklar yükleme kuyucuklarının oluşturulması için takılmıştır. 

950 ml distile suya 50 ml UltraPure 10X TBE tamponu eklenmiştir. 200 ml hazırlanan 

solüsyondan alınıp üzerine 2 gr agaroz RA (VWR Life Science) eklenmiştir. Daha 

sonra, agaroz eriyene kadar mikrodalga fırında ısıtılmıştır. Jel soğutulurken, 20 µL 

Ultra GelRed (87) boyası (Vazyme, Nanjing, China) eklenmiştir. Daha sonra, 

karıştırılarak jel elektroforez hazırlama kalıbına dökülmüştür. Jel katılaştıktan sonra 

elektroforezin gerçekleşeceği tanka yerleştirilmiştir. Ardından, jelin üzerine önceden 

hazırlanan 10X TBE solüsyonundan eklenmiştir. Birinci kuyucuğa 1kb plus (Thermo 

Scientific) moleküler ağırlık standardı (DNA ladder) ve ardından diğer kuyucuklara 
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doğrudan (master miks boyalı) 5 µl örnek yüklenmiş ve 120 V akımda ortalama 90 dk 

yürütülerek UV ışığında ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal Hood 

III, USA) cihazında görüntülenmiştir. 

 

 

 

Şekil 3.5. UltraPure tampon ve agaroz RA 
 

 

 

Şekil 3.6. Ultra GelRed 
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Şekil 3.7. Jel elektroforez ekipmanı 
 

 

 

Şekil 3.8. ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal Hood III, USA) cihazı 
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3.8. PZR Ürünlerinin Pürifikasyonu 

 

 

Bu çalışmada, gyrA, gyrB ve rrl PZR ürünlerinin pürifikasyonu için ‘KAPA 

Pure Beads’ DNA pürifikasyon kiti (Roche) kullanılmıştır. ‘Kapa Pure’ boncukları, 

spesifik olarak nükleik asitlere bağlanarak proteinler ve tuzlar gibi kontaminantların 

uzaklaştırmasına olanak tanıyan bir DNA saflaştırma kitidir. İlk basamakta saflaştırma 

için 96’lı plak kuyucuklarına PZR ürünlerinden 20 µl ve ‘Kapa bead’ten 36 µl aktarılıp 

5 kez pipetaj yapılarak karıştırılmıştır. Oda sıcaklığında 6 dk inkübasyondan sonra 

plak özel manyetik ayrıştırma rafı (magnetic rack) üzerinde 6 dk inkübe edilmiştir. 

Boncuklara zarar vermeden 200’lük pipet ile üstte kalan sıvıatılmıştır. İlk yıkamada 

200 µl %70 etanol eklenmiş ve 30 sn oda sıcaklığında bekletildikten sonra süpernatant 

kısım atılmıştır. İkinci yıkama da birinci basamakta olduğu gibi tekrar edilmiştir. Daha 

sonra, plak manyetik rak üzerinden alınıp oda sıcaklığında 5 dk bekletilmiştir. Bu 

şekilde kalan alkolün kuruması sağlanmıştır. Her kuyucuğa 35 µl nükleaz içermeyen 

su (Nuclease-free water) eklenip iyice pipetaj yapıldıktan sonra tekrar 2 dk manyetik 

ayrıştırma rafında inkübe edilip şeffaf olana kadar bekletilmiştir. Son aşamada, örnek 

sayısı kadar 1,5 ml’lik tüplerin üzerine örnek numaraları yazılmış ve 30 µl çözelti her 

kuyucuktan alınıp yeni tüplere aktarılarak Sanger dizileme yapılana kadar -20°C derin 

dondurucuda saklanmıştır. 
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Şekil 3.9. ‘KAPA Pure Beads’ 
 

 

Şekil 3.10. Manyetik ayrıştırma rakı (magnetic rack) 
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Şekil 3.11. Manyetik ayrıştırma rakı (magnetic rack) 

 

 

3.9. DNA Miktar Tayini 

 

 

Bu çalışmada, ‘Qubit™ Flex’ fluorometresi ve ‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ 

kiti kullanılarak DNA konsantrasyonu ölçülmüştür. Qubit fluorometresi, floresan 

temelli bir ölçüm yöntemi sunarak düşük konsantrasyonlu örnekler için yüksek 

hassasiyet ve doğruluk sağlar. Aşağıda, ‘Qubit Flex’ Fluorometresi ile DNA 

konsantrasyonunun ölçülmesi için izlenen adımlar detaylandırılmaktadır. ‘Qubit™ 

dsDNA HS Assay’ kitinde bulunan DNA standart çözeltileri, fluorometre için 

kalibrasyon eğrisinin oluşturulmasında kullanılır. Bu amaçla, 40 örnek, 8 standart 1 ve 

8 standart 2 için toplamda 56 örnek için çözelti hazırlanmıştır. Çözelti için 11,144 µl 

Qubit™ tamponu üzerine 56 µl ‘Qubit™ dsDNA HS Reagent’ (floresan boya) eklenip 

vorteks uygulanmıştır. Daha sonra, standartlar için her Qubit tüpüne 190 µl çözeltiden 

aktarılıp üzerine 10 µl standart 1 ve standart 2 eklenmiştir. Ardından, vorteks ve spin 

uygulanarak 2 dk inkübe edilip cihaza kalibrasyon için yerleştirilmiştir. Örneklerin 

konsantrasyon ölçümü için çözeltiden 199 µl Qubit tüpüne aktarılıp üzerine 1 µl örnek 
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eklenip vorteks ve spin yapılmıştır. İki dakikalık inkübasyon sonrasında cihazda 

‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ seçilerek ölçüm yapılmıştır. Sonuçlar ng/µL cinsinden 

kaydedilmiştir. 

 

Şekil 3.12. ‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ kiti 
 

 

Şekil 3.13. Qubit™ Flex ve Qubit™ 4 Fluorometresi 
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Şekil 3.14. Qubit™ Flex ile DNA konsantrasyon ölçümü 



36 
 

3.10. Sanger Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing) 

 

Bu çalışmada, gyrA, gyrB ve rrl gen bölgelerinin dizilemesi için “ABI 3500” 

Sanger dizileme cihazı (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve “BrilliantDye™ 

Terminator (v3.1) Cycle Sequencing Kit (NimaGen, Netherlands)” dizileme kiti 

kullanılmıştır. Bu amaçla, her gen bölgesi için ileri ve ters primerler olarak ayrı ayrı 

1,5’lük tüpte toplu şekilde karışım hazırlanmıştır. Daha sonra, 8 µL karışımdan 0.2 

ml’lik PZR tüpüne aktarılmıştır. 2 µL amplifikasyon ürünü eklendikten sonra pipetaj 

yapılmış ve ardından spin uygulanmıştır. Tüpler son olarak, termal döngü cihazına 

(SensoQuest GmbH) yerleştirilmiştir. Bu karışımın hazırlanmasında kullanılan 

bileşenlerin miktarları Tablo 2’de yer almakta olup, termal döngü reaksiyonunun 

programı ise Tablo 3’te gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.3. Dizileme reaksiyonu bileşenleri 
 

Bileşen Miktar 

BrilliantDye Terminator 1 µL 

5x sequencing buffer 1,5 µL 

Primer (F veya R) 0,5 µL (10 pmol) 

NFW 5 µL 

DNA (amplifikasyon ürünü) 2 µL 

Reaksiyon Hacmi (Toplam) 10 µL 

 

Tablo 3.4. Sanger dizileme aşamasında uygulanan PZR döngü koşulları 
 

Döngü Basamağı Sıcaklık Süre  

İlk Denatürasyon 96°C 1 dk 

Denatürasyon 96°C 10 sn 

30 döngü 
Bağlanma 50°C 5 sn 

Uzama 60°C 4 dk 
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Şekil 3.15. ‘BrilliantDye™ Terminator (v3.1) Cycle Sequencing’ kiti 

3.11. Cycleseq Pürifikasyon 

 

Boya terminatörleri, dizileme sürecinde kullanılan floresan etiketli 

nükleotitlerdir. ‘Mag-Bind® SeqDTR Purification Kit’ Sanger dizileme 

reaksiyonlarından boya terminatörlerini ve diğer kontaminantları temizlemek için özel 

olarak tasarlanmıştır. Bu çalışmada, cycle sekansdan sonra elde edilen 10 µL ürüne, 

10 µL ‘Mag-Bind® SeqDTR’ ve 41 µL %85’lik etanol eklenmiştir. 5 kere pipetajdan 

sonra 5 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Daha sonra, 5 dk manyetik rak üzerinde 

bekletilmiştir. Boncuklara zarar vermeden nazikçe 100’lük pipetle sıvı alınmış ve 100 

µL %85’lik etanol eklenmiştir. 30 sn sonra kuyucuklarda olan etanol atılıp tekrar 100 
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µL %85’lik etanol yıkama yapılmıştır. 30 sn sonra kuyucuklarda olan etanol atılmış 

ve plak rak üzerinden alınıp 5 dk oda sıcaklığında kalan etanolün kuruması için 

bekletilmiştir. Daha sonra, 40 µL NFW ekleyip pipetaj yapıldıktan sonra 3 dk 

manyetik rak üzerinde bekletilmiştir. Her kuyucuktan 35 µL saf üründen alınıp Sanger 

cihazına yüklemek için ‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate’e (Applied 

Biosystems) aktarılmıştır. Son basamakta, plak septa ile kapatılmış ve cihaza 

yüklenmiştir. 

 

Şekil 3.16. ‘Mag-Bind® SeqDTR Purification’ kiti 
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Şekil 3.17. ‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate’ ve Septa 
 

 

 

Şekil 3.18. “ABI 3500” Sanger dizileme cihazı (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). 
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3.12. Sanger Dizileme Aşaması 

 

‘MicroAmp Optical’ 96-kuyucuklu reaksiyon plağı (Applied Biosystems) 

cihaza yüklendikten sonra ‘3500 Series Data Collection’ yazılımı ve ‘Std-Seq-Assay- 

POP7’ kullanılarak dizileme süreci başlatılmıştır. Yaklaşık 8 saatlik dizileme sürecinin 

sonunda ‘Sequencing Analysis Software 6’ programı kullanılarak kromatogram 

görüntüsü ve çalışmanın kalitesi analiz edilmiştir. Dizileme sonuçları FASTA formatı 

olarak alınmıştır. ‘SeqTrace 0.9.0’ programı kullanılarak ileri ve ters diziler 

birleştirilmiştir. Ardından, NCBI’de blast işlemi yapılarak elde edilen dizilerin hedef 

gene (gyrA, gyrB ve rrl) ait olup olmadığının kontrolü sağlanmıştır. Daha sonra, her 

gen bölgesi için referans genom indirilmiş ve “MEGA versiyon 11” programı 

kullanılarak hizalama işlemi ile gen bölgelerinde mutasyonların olup olmadığı ve 

amino asit değişimleri incelenmiştir. 

 

 

Şekil 3.19. ‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate’ ve Septa 
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3.13. Hedefe Yönelik Yeni Nesil Dizileme 

 

Bu çalışmada, ropB ve rbpA gen bölgelerinin dizilenmesi için Hedefe Yönelik 

Dizileme (Targeted Sequencing) yöntemi tercih edilmiştir. Hedefe Yönelik Dizileme, 

belirli gen bölgelerini, genetik varyantları veya çalışılan hedefleri analiz etmek 

amacıyla kullanılan bir genomik yöntemdir. Bu yöntem, genomun tamamını dizilemek 

yerine yalnızca spesifik bir bölgenin hedef alınmasını sağlar. Çalışmada bu amaç 

doğrultusunda, Oxford Nanopore Technologies (ONT) tarafından geliştirilen ve 

amplikonların ligasyon bazlı dizilenmesi için tasarlanmış bir ürün olan ‘Native 

Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96) kullanılmıştır. Dizileme işlemleri, Oxford 

Nanopore cihazlarında DNA amplikonlarını hazırlamak üzere tasarlanmış ‘Ligation 

Sequencing Amplicons- Native Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96) protokolü 

doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. Bu protokol, barkodlama, barkodlanmış 

numunelerin havuzlanması, adaptör ligasyonu ve dizileme için kütüphane hazırlama 

gibi temel adımları içermektedir. 
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Şekil 3.20. ‘Native Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96) 
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3.14. DNA Miktar Tayini 

 

Bu çalışmada, ‘Qubit™ Flex’ fluorometresi ve ‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ 

kiti kullanılarak DNA konsantrasyonu ölçülmüştür. Çalışma basamakları bölüm 3.9’te 

anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir. 

3.15. ropB ve RbpA gen bölgelerinin PZR ile Çoğaltılması 

 

rpoB, bakterilerde RNA polimeraz enziminin β-alt birimini kodlayan kritik bir 

gendir. rpoB genindeki mutasyonlar, özellikle rifampin (rifampisin) gibi 

antibiyotiklere karşı direnç gelişiminde birincil mekanizma olarak tanımlanmıştır. Bu 

mutasyonlar, RNA polimerazın β-alt birimindeki rifampin bağlanma bölgesini 

değiştirerek ilacın etkinliğini azaltır ve böylece rifampin tedavisinin başarısını önemli 

ölçüde etkiler. RbpA (RNA polimeraz bağlayıcı protein A), RNA polimeraz enzimini 

stabilize eden ve transkripsiyonel aktiviteyi özellikle stres koşullarında artıran bir 

düzenleyici proteindir. M. tuberculosis'te, rbpA'nın rifampin direnç mekanizmalarıyla 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. RbpA, RNA polimerazın rifampinle etkileşimini modüle 

edebilir ve bu, bakterinin rifampin tedavisine karşı toleransını artırabilir. Bu 

çalışmada, M. kansasii suşlarında rpoB ve rbpA gen bölgelerinin çoğaltılması için 

Tablo 1'de açıklanan primerler kullanılarak PZR gerçekleştirilmiştir. 

 

20 μL reaksiyon karışımı için 10 µL ‘Phantamax 2x’ (Vazyme), 10 pmol ileri 

ve ters primerlerin her birinden 1 μl ve izole edilmiş 8 μl genomik DNA kullanılmıştır 

(Tablo 1). ropB ve rbpA amplifikasyonu ‘Labcycler Basic’ (SensoQuest GmbH) 

termal döngü cihazında yapılmıştır: ropB için ilk denatürasyon 95°C’de, 3 dk; 

ardından 30 saniye 95˚C'de denatürasyon, 30 saniye 48˚C primer bağlanması ve 

72˚C'de 4 dk uzatma 35 döngü olacak şekilde tekrarlanmış ve son uzatma 72°C’de 5 dk 

yapılmıştır. RbpA amplifikasyonu için ilk denatürasyon 95°C’de 3 dk; ardından 30 

saniye boyunca 95˚C'de denatürasyon, 30 saniye boyunca 54˚C’de primer bağlanması 

ve 72˚C’de 60 saniye uzatma 35 döngü olacak şekilde tekrarlanmış ve son uzatma 72°C’de 

5 dk yapılmıştır. 
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Tablo 3.5. PZR bileşenleri 
 

Bileşen Miktar 

Taq premiks 2x 10 µL 

F (İleri) Primer 1 μl 

R (Ters) Primer 1 μl 

Örnek (DNA) 8 μl 

 

Tablo 3.6. ropB çoğaltmasında PZR döngü koşulları 
 

Döngü Basamağı Sıcaklık Süre  

Başlangıç Denatürasyon 95°C 3 dk 

Denatürasyon 95°C 30 sn 

35 döngü 
Bağlanma 48°C 30 sn 

Uzama 72°C 4 dk 

Son Uzama 72°C 5 dk  

Sonlandırma 4°C ∞ 

 

Tablo 3.7. rbpA çoğaltmasında PZR döngü koşulları 
 

Döngü Basamağı Sıcaklık Süre  

Başlangıç Denatürasyon 95°C 3 dk 

Denatürasyon 95°C 30 sn 

35 döngü 
Bağlanma 54°C 30 sn 

Uzama 72°C 1 dk 

Son Uzama 72°C 5 dk  

Sonlandırma 4°C ∞ 
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3.16. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanması 

 

Bu çalışmada amplikon boyutlarına göre %1’lik agaroz jel hazırlanmıştır. Bu 

amaçla, agaroz jel elektroforez hazırlama kalıplarının kenarları özel lastikli aparatlar 

ile kapatılmıştır. Ardından taraklar yükleme kuyucuklarının oluşturulması için 

takılmıştır. 950 ml distile suya 50 ml UltraPure 10X TBE tamponu eklenmiştir. 200 

ml hazırlanan solüsyondan alınıp üzerine 2 gr agaroz RA (VWR Life Science) 

eklenmiştir. 

 

Daha sonra, agaroz eriyene kadar mikrodalga fırında ısıtılmıştır. Jel 

soğutulurken, 20 µL Ultra GelRed boyası (Vazyme, Nanjing, China) eklenmiştir. Daha 

sonra, karıştırılarak jel elektroforez hazırlama kalıbına jel dökülmüştür. Jel 

katılaştıktan sonra elektroforezin gerçekleşeceği tanka yerleştirilmiştir. Ardından, jelin 

üzerine önceden hazırlanan 10X TBE solüsyonundan eklenmiştir. Birinci kuyucuğa 

1kb plus (Thermo Scientific) moleküler ağırlık standardı (DNA ladder) ve ardından 

diğer kuyucuklara doğrudan 5 µl örnek yüklenmiş ve 120 V akımda ortalama 90 dk 

yürütüldükten sonra UV ışığında ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal 

Hood III, USA) cihazında görüntülenmiştir [150]. 

3.17. GridION kütüphanesinin hazırlanması 

 

36 rifampin dirençli M. kansasii izolatının rpoB ve rbpA PZR amplikonlarının 

DNA konsantrasyonu 1X dsDNA HS kiti (Invitrogen, ABD) ile ‘Qubit Flex’ 

florometresi kullanılarak ölçülmüştür. ONT amplikon dizileme kütüphanesi hazırlama 

protokolüne (SQK-NBD114.96) göre, her bir örneğin DNA konsantrasyonu 200 

fmol'e (1 kb amplikonlar için 130 ng) ayarlanmıştır. Daha sonra, her bir örnek nükleaz 

içermeyen su kullanılarak 11,5 µL'lik son hacme tamamlanmıştır. Plaklara her bir 

örnek için 3,5 µL ‘end-prep’ reaktifleri ana karışımı (1 µL DNA kontrol örneği (DCS), 

1,75 µL ‘Ultra II End-prep’ reaksiyon tamponu, 0,75 µL ‘Ultra II’ enzim miksi 

eklenmiştir. İnkübasyondan sonra, yeni bir 96 kuyucuklu plağa 1,25 μl ‘Native 

Barcode’ (NB01-96), 5 μl ‘Blunt/TA Ligaz Master Mix’ ve 3 μl nükleaz içermeyen 

su, 0,75 μl ‘End-prepped DNA’ eklenmiştir. İnkübasyondan 20 dakika sonra, her 

kuyucuğa 1 μl EDTA eklenmiş ve ardından 36 adet barkodlu örnek 1,5 ml'lik bir tüpe 

toplanarak  saflaştırma,  ‘AMPure  XP’  boncukları  (AXP)  kullanılarak 
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gerçekleştirilmiştir. 

 

Adaptör ligasyon aşaması reaksiyon karışımı için, 0,2 PZR tüpünde, önceki 

adımdan 30 μl elüsyon sıvısı, 5 μl nativ adaptör (NA), 50 μl 10X ligaz tamponu ve 5 

μl T4 DNA ligaz (Vazyme-C301-01 40.000 U) pipet karışımları yapılarak 

hazırlanmıştır. 37°C'de 10 dakika inkübasyondan sonra, yıkamak için %80 etanol 

yerine ‘Kısa Parça Tamponu’ (SFB) ve ‘AMPure XP’ boncukları (Beckman Coulter, 

ABD) kullanılarak bir ‘clean-up’ adımı gerçekleştirilmiştir. 

 

DNA fragman boyutuna göre, yeni bir 1,5 ml tüpte, DNA 12 μl 50 fmol elüsyon 

sıvısı, 37,5 μl ‘Dizileme Tamponu’ (SB) ve 25,5 μl ‘Kütüphane Boncukları’ (LIB) 

karıştırılmış ve 1352 pore sayısına sahip R10.4.1 akış hücresine yüklenmiştir. 

Amplikon dizilemesi ONT dizileme cihazında (GridION) gerçekleştirilmiş ve çalışma 

20 saat sonra durdurulmuştur. ONT protokolüne göre ‘Akış Hücresi Yıkama Kiti’ 

(EXP-WSH002) kullanılarak yıkanmıştır. 
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Şekil 3.21. ‘SpotON Flow cell’ 
 

 

Şekil 3.22. ‘GridION cihazı’ 
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Şekil 3.23. Minknow Uygulaması 

3.18. Nanopore Amplikon Dizileme Veri Analizi 

 

Dizilemenin ardından, POD5 formatında elde edilen sonuçlar hem baz 

çağırma hem de de-multipleksleme gerçekleştiren Dorado yazılımının en son sürümü 

kullanılarak FASTQ formatına dönüştürülmüştür. Barkod ve adaptör dizileri Dorado 

kullanılarak kaldırılmıştır ve düşük kaliteli bazlar ‘Trimmomatic’ (v0.39) ile 

temizlenmiştir. Her okumanın ilk 15 bazı daha düşük kalite nedeniyle kırpılmıştır; 

kalite puanı 20'nin altında olan okumalar analizden çıkarılmıştır. İşlenen okumalar 

daha sonra ‘Geneious Prime’ yazılımındaki (v23.2.2) ‘minimap2’ aracı kullanılarak 

M. kansasii referans genleri rpbA ve rpoB ile hizalanmıştır. Varyantlar ‘Geneious 

Prime'daki "Varyasyonları ve SNP'leri Bul" aracı kullanılarak tanımlanıp ve rapor 

edilmiştir. 

3.19. İstatistiksel Analiz Yöntemleri 

 

Analizler SPSS (Sosyal Bilimler için İstatistik Paketi) sürüm 23 kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Sürekli değişkenler için tanımlayıcı istatistikler, çeyreklik aralıklı 

medyanlar (IQR) olarak sunulurken, kategorik değişkenler için olanlar frekans (n) ve 

yüzde (%) olarak sunulmuştur. İki değişkenli analiz için, dokuz antimikrobiyal ajanın 

MİK90 değerleri arasındaki ilişkiyi değerlendiren Pearson korelasyon katsayıları (R) 

hesaplanmıştır. Korelasyonun gücü aşağıdaki yorum kullanılarak değerlendirilmiştir: 

0,00–0,19: çok zayıf; 0,20–0,39: zayıf; 0,40–0,59: orta; 0,60–0,79: güçlü; 0,80–1,0: 

çok güçlü. <0,05'lik bir p değeri istatistiksel olarak anlamlı bir seviye olarak kabul 

edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. İlaç Duyarlılık Testi Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

 

Bu çalışmaya 2021, 2022 ve 2023 yıllarında izole edilmiş olan 40 adet M. 

kansasii izolatı dahil edilmiştir. M. kansasii için minimum inhibitör konsantrasyon 

(MİK) sınır değerleri Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü (CLSI) tarafından 

M24S-Ed2 rehberinde belirtilmiş ve M. kansasii için duyarlılık testlerinde standart 

yöntem olarak sıvı mikrodilüsyon yöntemi önerilmiştir. 

 

Tablo 4.2., 4.3., 4.4. ve 4.5, M. kansasii izolatlarının dokuz farklı ajana karşı 

duyarlılık test sonuçlarını göstermektedir. CLSI (M24S-Ed2) rehberinde belirtilen 

sınır değerler dikkate alındığında, 40 M. kansasii izolatının tamamının klaritromisin 

(CLR), amikasin (AMK), rifabutin (RFB), moksifloksasin (MXF) ve linezolid (LZD) 

ilaçlarına duyarlı olduğu belirlenmiştir. Buna karşılık, izolatların sırasıyla %90'ının 

siprofloksasin (SIP) ve rifampin (RIF), %47,5'inin doksisilin (DOX) ve %70'inin 

trimetoprim/sülfametoksazole (TMP-SMZ) dirençli olduğu gösterilmiştir. 
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Tablo 4.1. Antimikrobiyal duyarlılık testlerinin MİK (𝜇g/mL) sonuçları. 
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0,25 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 
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9  

 

6312 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,12 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

10  

 

4538 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

11  

 

7027 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

12 

 

 

6533 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

16 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

13  

 

4989 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

14  

 

6536 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,12 

µg/ 

ml 

 

16 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

15  

 

3258 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

16  

 

8291 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,5 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

16 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

17  

 

5423 

 

4 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

2 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 

 

1 

µg/ 

ml 

 

4 

µg/ 

ml 

 

8 

µg/ 

ml 

 

0,25 

µg/ 

ml 
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Tablo 4.2. Antimikrobiyal duyarlılık testlerinin MİK (𝜇g/mL) sonuçları. 

 

 

 

 

NO 

 

Ö
R

N
E

K
 

A
M

İK
A

S
İN

v
 

K
L

A
R

İT
R

O
M

İS
İN

 

D
O

K
S

İS
İK

L
İN

 

L
İN

E
Z

O
L

İD
 

M
O

K
S

İF
L

O
K

S
A

S
İN

 

R
İF

A
B

U
T

İN
 

R
İF

A
M

P
İN

 

S
İP

R
O

F
L

O
K

S
A

S
İN

 

T
R

İM
E

T
O

P
R

İM
- 

S
U

L
F

A
M

E
T

O
K

S
A

Z
O

L
 

18 

1013 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

19 2401- 

 

2022 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

20 

6347 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

21 

3254 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

22 

4720 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

23 

8951 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

24 

9732 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

25 

5640 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

26 

3700 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

27 

8398 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

28 

6529 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 
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29 

3650 

4 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

30 

9049 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

31 

890 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

32 

1033 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

33 

697 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

34 

1666 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

35 

274 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

36 

1041 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

37 

508 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

1 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

38 2401- 

 

2023 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

39 

1516 

2 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

0,25 

µg/ 

ml 

40 

1123 

2 

µg/ 

ml 

0,12 

µg/ 

ml 

8 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

0,5 

µg/ 

ml 

2 

µg/ 

ml 

16 

µg/ 

ml 

4 

µg/ 

ml 
Kırmızı renkte MİK değerleri: Dirençli 
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Tablo 4.3. M. kansasii klinik izolatları için ilaç duyarlılık sonuçları. 
 

Antimikrobiyal ajan (n=40)  

Amikasin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

2.00 (2.00-3.50) 

R, n (%) 0 (0.0) 

S, n (%) 40 (100.0) 

Klaritromisin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

0.25 (0.25-0.50) 

R, n (%) 0 (0.0) 

S, n (%) 

Doksisiklin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 

R, n (%) 

40 (100.0) 

 

 
19 (47.50) 

S, n (%) 13 (32.50) 

I, n (%) 8 (20.0) 

Linezolid 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

4.00 (2.00-4.00) 

R, n (%) 0 (0.0) 

S, n (%) 40 (100.0) 

Moksifloksasin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

0.25 (0.25-0.25) 

R, n (%) 0 (0.0) 

S, n (%) 40 (100.0) 

Rifabutin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

0.50 (0.50-1.00) 

R, n (%) 0 (0.0) 

S, n (%) 40 (100.0) 

Rifampin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

3.00 (2.00-4.00) 

R, n (%) 36 (90.0) 

S, n (%) 

Siprofloksasin 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 

R, n (%) 

4 (10.0) 

 

 
36 (90.0) 

S, n (%) 1 (2.50) 

I, n (%) 3 (7.50) 

Trimetoprim/Sülfametoksazol 

MİK değerleri (µg/ml), ortanca (IQR) 
 

8.00/152.00 (0.25/4.75 8.00/152.00) 

R, n (%) 28 (70.0) 

S, n (%) 12 (30.0) 

MİK: minimum inhibitör konsantrasyonu; S: ‘Susceptible’ (Duyarlı); R: ‘Resistant’ (Dirençli). 
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4.2. PZR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

 

Bu çalışmada, 40 M. kansasii örneğinde rpoB, rbpA, gyrA, gyrB ve rrl gen 

bölgelerini çoğaltmak amacıyla konvansiyonel PZR yöntemi uygulanmıştır. Bu gen 

bölgelerinin amplifikasyonu, her bir örnek için başarıyla gerçekleştirilmiş ve elde 

edilen PZR ürünleri jel elektroforez yöntemi ile analiz edilmiştir. Aşağıdaki jel 

elektroforez görüntülerinde, çoğaltılan gen bölgelerine ait bantlar görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.1. 1-40 numaralı M. kansasii (gyrA) izolatlarının PZR ürünleri; 1: moleküler 

ağırlık standardı (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: moleküler ağırlık standardı 

(Ladder); 44: negatif kontrol 
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Şekil 4.2. 1-40 numaralı M. kansasii (gyrB) izolatlarının PZR ürünleri; 1: moleküler 

ağırlık standardı (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: moleküler ağırlık standardı 

(Ladder); 44: negatif kontrol 
 

 

 

Şekil 4.3. 1-40 numaralı M. kansasii (rrl) izolatlarının PZR ürünleri; 1: moleküler 

ağırlık standardı (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: moleküler ağırlık standardı 

(Ladder); 44: negatif kontrol 
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Şekil 4.4. 1-40 numaralı M. kansasii (rbpA) izolatlarının PZR ürünleri; 1: moleküler 

ağırlık standardı (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: moleküler ağırlık standardı 

(Ladder); 44: negatif kontrol 

4.3. Sanger Dizi Analizi Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

Bu çalışmada, 40 M. kansasii izolatında gyrA, gyrB ve rrl gen bölgelerinde 

mutasyon varlığını belirlemek amacıyla Sanger dizileme (zincir sonlandırma yöntemi) 

kullanılmıştır. Her gen bölgesine ait diziler, FASTA formatında elde edilerek ilgili 

referans dizilerle karşılaştırılmıştır. Karşılaştırma için gyrA (Mycobacterium kansasii 

ATCC 12478 gyrA geni, GenBank: KY934280.1), gyrB (Mycobacterium kansasii 

ATCC 12478 gyrB geni, GenBank: KY934278.1) ve rrl (Mycobacterium kansasii 

ATCC 12478 ribozomal RNA geni, NCBI Referans Dizisi: NR_121961.1) referans 

dizileri kullanılmıştır. Yapılan analizler sonucunda, siprofloksasin veya klaritromisine 

dirençle ilişkili olduğu bilinen rrl, gyrA ve gyrB genlerinde herhangi bir mutasyona 

rastlanmamıştır. 
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Şekil 4.5. Örnek 3258 gyrA. (Görüntü Seqtrace versiyon 9.0 yazılım programından 

alınmıştır.) 
 

 

 

Şekil 4.6. Örnek 3258 gyrB. (Görüntü Seqtrace versiyon 9.0 yazılım programından 

alınmıştır.) 



59 
 

 

 

 

Şekil 4.7. Örnek 3258 rrl. (Görüntü Seqtrace versiyon 9.0 yazılım programından 

alınmıştır). 

4.4. Oxford Nanopore (ONT) Hedefe Yönelik Dizi Analizi Sonuçlarının 

Değerlendirilmesi 

Bu çalışmada, rpoB ve rbpA genlerindeki mutasyonların varlığı Nanopore 

dizileme teknolojisi kullanılarak araştırılmıştır. M. kansasii izolatlarının %90’ını 

oluşturan 40 izolatın 36’sında rifampin (RIF) direnci gözlemlenmiştir. Rifampine 

dirençli 36 izolat üzerinde ONT hedeflenmiş dizileme yapılmıştır; ancak bu 

izolatlardan beşinde herhangi bir mutasyon tespit edilememiş, altı izolat ise yetersiz 

dizileme verileri nedeniyle analiz dışı bırakılmıştır. ONT dizileme yöntemi, 18 izolatta 

birden fazla mutasyon, 5 izolatta ise tek mutasyon varlığını ortaya koymuştur. 

‘Rifampin Direnç Belirleyici Bölgesi'nde (Rifampin Resistance-Determining Region, 

RRDR) en sık görülen mutasyonların 447 ve 457 kodonlarında olduğu belirlenmiştir. 

Bununla birlikte, bu çalışmada ilk kez RRDR dışındaki 226, 617, 1191 ve 2555 

nükleotidlerinde mutasyonlar tespit edilmiştir (Tablo 5). Dizileme analizleri için 

referans genom olarak M. kansasii ATCC 12478 DNA-directed RNA polymerase beta 

subunit (rpoB) gene, partial cds (GenBank: KY933079.1) kullanılmıştır (Tablo 4.6.). 
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Tablo 4.4. M. kansasii izolatlarının rpoB genindeki mutasyonların dağılımı. 
 

NO Örnek ‘Coverage’ 

(Derinlik) 

Polimorfizm Varyant 

Frekansı 

Nükleotid Değişim 

1 5076 19482 Delesyon 21.3% 2555 (C)3 -> 

   
(tandem 

  (C)2 

   tekrar)    

2 4959 21828 Delesyon 22.2% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  

20,265 
Delesyon 

(tandem 
21.0% 2555  

(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

3 6312 24166 Delesyon 22.3% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  21753 Delesyon 21.6% 2555  

   (tandem   (C)3 -> 

  19834 tekrar) 68% 1341 (C)2 

  

18602 
SNP 

(transition) 
62% 1371 

C -> G 

      G-> C 

   SNP    

   (transition)    

4 4538 26,650 Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

21.2% 2555 (C)3-> (C)2 

5 7027 21,016 Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

22.2% 617 (G)6-> (G)5 

6 6533 4,328 Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

25.1% 617 (G)6-> (G)5 

7 4989 12.695 Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

20.9% 617 (G)6-> (G)5 
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12,394 

 

 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

 

 

 

 

21.9% 

 

 

 

 

2555 

 

 

 

 

(C)3-> (C)2 

8 3258 82,396 Delesyon 20.7% 2555 (C)3-> (C)2 

   (tandem    

   tekrar)    

  
 

78,481 
SNP 

(transition) 

 

64.6% 

 

1341 

 

C-> G 

9 2401- 14290 Delesyon 21.6% 617 (G)6 -> 

 
2022 

 (tandem 

tekrar) 

  (G)5 

  
 

11,952 
Delesyon 

(tandem 

 

20.8% 

 

2555 

 

 
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

10 6347 1012 SNP 12.2% 276 A -> G 

   (transition)    

   
SNP 10.5% 1191 G -> C 

  846 (transversion)    

   
Delesyon 

   

  866 (tandem 
23.1% 2555 (C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

11 3254 22507 Delesyon 25.5% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  21230 Delesyon 23.3% 2555  

   (tandem   (C)3 -> 

  
24255 

tekrar) 

SNP 
49.1% 1341 

(C)2 

   (transition)   C -> G 
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12 4720 10048 

 

 

 

 

9406 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

26.8% 

 

 

 

 

23.7% 

617 

 

 

 

 

2555 

(G)6 -> 

(G)5 

 

 

 

(C)3 -> 

(C)2 

13 8951 17347 

 

 

13929 

 

 

 

 

13003 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

26.7% 

 

 

26.0% 

 

 

 

 

23.9% 

226 

 

 

617 

 

 

 

 

2555 

(G)6 -> 

(G)5 

 

 

(G)6 -> 

(G)5 

 

 

 

 

(C)3 -> 

(C)2 

14 5640 17652 

 

 

 

 

16425 

Deletion 

(tandem 

tekrar) 

 

Delesyon 

(tandem 

tekrar) 

25.1% 

 

 

 

 

23.9% 

617 

 

 

 

 

2555 

(G)6 -> 

(G)5 

 

 

 

 

(C)3 -> 

(C)2 

15 3700 29532 Delesyon 26.2% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  
27717 Delesyon 

 
2555 

 

   

24156 

(tandem 

tekrar) 
23.7%  

1341 

(C)3 -> 

(C)2 

   SNP    

  
20603 

(transition) 

SNP 

 
1371 

C -> G 

   (transition)   G -> C 
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16 6529 4783 Delesyon 25.2% 2555 (C)3 -> 

   (tandem   (C)2 

   tekrar)    

17 3650 42270 Delesyon 25.4% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  
 

39300 
Delesyon 

(tandem 

 

24.1% 

 

2555 

 

 
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

18 890 5404 Delesyon 25.7% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  
 

5137 
Delesyon 

(tandem 

 

23.4% 

 

2555 

 

 
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

19 274 17895 Delesyon 25.3% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  
 

16800 
Delesyon 

(tandem 

 

23.8% 

 

2555 

 

 
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

20 1516 29403 Delesyon 24.7% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  28099  24.1% 2555  

   Delesyon   (C)3 -> 

   (tandem   (C)2 

  

33567 
tekrar) 

SNP 28,5% 1341 
 

   (transition)   
C -> G 
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21 1123 11356 Delesyon 25.6% 617 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  
 

11187 
Delesyon 

(tandem 

 

24.4% 
2555 

 

 
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 

22 2507 51982 Delesyon 23.3% 2555 (C)3 -> 

   (tandem   (C)2 

   tekrar)    

   

 

 

47712 

 

 

SNP 

(transition) 

 

 

 

71.9% 

 

 

 

1341 

 

 

 

 

C -> G 

23 533 43330 Delesyon 26.0% 226 (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

   tekrar)    

  40426  25.4% 617  

   Delesyon   (G)6 -> 

   (tandem   (G)5 

  

38886 
tekrar) 

Delesyon 25.2% 
2555  

   (tandem   
(C)3 -> 

   tekrar)   
(C)2 



65 
 

5. TARTIŞMA 

 

 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı 

Tüberküloz Birimi, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü (HSGM) Ulusal Moleküler 

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarı ve Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Ulusal 

Tüberküloz Referans Laboratuvarı’nda izole edilen 40 M. kansasii izolatı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. HSGM’de tüberküloz dışı mikobakterilerin (TDM) tür tayını 

yapılarak M. kansasii izolatları tanımlanmıştır. Bu çalışmada Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) M24S-Ed2 klavuzu esas alınarak M. kansasii ATCC 12478 

antimikrobiyal duyarlılık kontrol suşu referans olarak kullanılmıştır. 

Mikobakterilerde, özellikle Mycobacterium avium kompleksi (MAC) ve 

Mycobacterium abscessus’ta klaritromisin direnci, öncelikle 23S ribozomal RNA’yı 

kodlayan rrl genindeki mutasyonlarla ilişkilidir. Bu mutasyonlar, genellikle domain 

V’nin peptidil transferaz bölgesinde, özellikle 2058 ve 2059 (Escherichia coli 

numaralandırmasına göre) pozisyonlarında meydana gelir ve A2058G, A2058C ve 

A2059G gibi nükleotid değişimlerine yol açar (88). Bu değişiklikler, klaritromisinin 

ribozoma bağlanmasını engelleyerek, onun bakteriyostatik ve bakterisidal aktivitesini 

azaltır. Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının tamamını (%100) 

klaritromisine duyarlı rapor etmişlerdir (89). Maria ve ark. çalışmalarındaki 66 (%100) 

izolatın tamamını klaritromisine duyarlı olarak bildirmişlerdir (90). Ting-Shu ve ark. 

37 M. kansasii izolatının tümünü (%100) klaritromisine duyarlı tespit etmişlerdir (91). 

Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii’nin 1’ini (%1,2) klaritromisine dirençli, 

84’ünü (%98,8) duyarlı olarak tespit etmişlerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii 

subtype I izolatının 15’ni (%26,8) klaritromisine dirençli tespit etmişlerdir (93). 

Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatının 59’unu (%98,3) klaritromisine duyarlı, 1’ini 

(%1,67) ise dirençli saptamışlardır (94). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii izolatının 

68’sini (%99) klaritromisine duyarlı, 1’ini (%1) klaritromisine dirençli saptamışlardır 

(95). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının tümü (%100) klaritromisine duyarlı 

olarak tespit edilmiştir. Çalışmada kullanılan izolatların klaritromisine duyarlılık 

oranları literatürdeki çalışmalarla uyumlu bulunmuştur. 
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Amikasin direnci öncelikle 16S ribozomal RNA’yı kodlayan rrs genindeki 

mutasyonlarla ilişkilidir. Amikasin direnci ile bağlantılı en yaygın mutasyonlar, rrs 

geninde (Escherichia coli numaralandırmasına göre) 1408 ve 1491 pozisyonlarında 

meydana gelir. A1408G gibi nükleotid değişimleri, amikasinin ribozomal A bölgesine 

bağlanmasını engelleyerek protein sentezinin etkili şekilde inhibe edilmesini önler 

(96). Özellikle A1408G mutasyonu, M. tuberculosis’te yüksek seviyeli amikasin 

direncinin bir göstergesi olarak kabul edilir. rrs mutasyonlarına ek olarak, ilaç 

geçirgenliğini veya dışa atımını (efluks) düzenleyen genlerdeki değişiklikler de direnç 

gelişimine yol açabilir. Örneğin, tap gibi dışa atım pompa sistemlerinin aşırı ifade 

edilmesi, amikasinin hücre içi konsantrasyonlarını azaltarak belirli mikobakteri 

türlerinde dirence katkıda bulunabilmektedir (97). Halime ve ark. çalışmalarında, 14 

M. kansasii izolatının 11’ni (%77) amikasine duyarlı rapor etmişlerdir (89). Da silva 

ve ark. çalışmalarındaki 64 (%97) izolatı duyarlı ve 2 (%3) izolatı dirençli olarak 

bildirmişlerdir (90). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatının 36’sını (%97,3) 

amikasine duyarlı tespit etmişlerdir (91). Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. 

kansasii’nin tümünü (%100) amikasine duyarlı, olarak tespit etmişlerdir (92). 

Yanming ve ark. 56 M. kansasii subtip I izolatının 4’ünü (%7,1) dirençli tespit 

etmişlerdir. Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatının 54’ünü (%90) amikasine duyarlı, 

10’unu (%6) ise dirençli saptamışlardır (93). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii 

izolatının 69’unu (%100) amikasine duyarlı saptamışlardır (95). Çalışmamızda da 40 

M. kansasii izolatının tümü (%100) amikasine duyarlı tespit edilmiştir. Sonuçlarımız 

literatürdeki bazı çalışmalarla uyumlu bulunurken, bazı çalışmalardaki oranlara göre 

ise daha yüksek direnç oranları elde edildiği gözlenmiştir. 

 

Rifabutin ve rifampin direnci, öncelikle RNA polimerazın β-alt birimini 

kodlayan rpoB genindeki mutasyonlarla ilişkilidir. Bu mutasyonlar, rifamisinlerin 

RNA polimeraza bağlanmasını engelleyerek inhibitör etkinliklerini azaltır. Bu 

mutasyonların çoğu, yüksek derecede korunmuş bir bölge olan rifampin direnci 

belirleyici bölgesinde (RRDR) meydana gelir ve bu bölge, 507 ile 533 kodonlarını 

kapsar (E. coli numaralandırmasına göre) (98). RRDR içinde yer alan temel 

mutasyonlar arasında S531L, H526D/Y ve D516V bulunur ve bunlar sıklıkla rifampin 

dirençli suşlarda tespit edilir. 
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Mutasyonlar rifabutine karşı da direnç kazandırır, ancak direnç düzeyi 

değişkenlik gösterebilir. Örneğin, rpoB mutasyonlarından D516V ve H526D, 

rifabutine karşı kısmi bir duyarlılığa neden olabilir ve bu da rifampin direnci 

bulunması durumunda rifabutini potansiyel bir alternatif haline getirebilir (99). RRDR 

dışındaki L511P gibi kodonlarda ve rpoB geninin diğer bölgelerinde meydana gelen 

mutasyonlar da rifamisin direnci ile ilişkilendirilmiştir, ancak bu mutasyonlar daha az 

yaygındır (100). 

 

rpoB mutasyonlarının ötesindeki direnç mekanizmaları, örneğin dışa atım 

pompalarının aşırı ifade edilmesi gibi, tüberküloz dışı mikobakterilerde rifamisin 

direncine katkıda bulunabilir (101). Bu durum, farklı mikobakteri türlerinde direncin 

karmaşıklığını ve mutasyonların doğru bir şekilde tespit edilmesi ile uygun tedavinin 

yönlendirilmesinin önemini vurgular. rpoB mutasyonlarının, çizgi prob analizleri, yeni 

nesil dizileme veya diğer moleküler araçlar aracılığıyla tespiti, çok ilaca dirençli 

tüberküloz (MDR-TB) ve dirençli TDM'nin neden olduğu enfeksiyonların yönetimi 

için hayati öneme sahiptir. Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının 

14’ünü (%100) rifabutine duyarlı olarak rapor etmişlerdir (89). Maria ve ark. 

çalışmalarında 63 (%97) izolatı duyarlı ve 2 (%3) izolatı dirençli olarak bildirmişlerdir 

(90). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatının 36’sını (%97,3) rifabutine duyarlı 

olarak tespit etmişlerdir (91). Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii izolatının 

tümünü (%100) duyarlı olarak tespit etmişlerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii 

subtip I izolatının 19’unu (%33,9) dirençli tespit etmişlerdir (93). Yinjuan ve ark. 60 

M. kansasii izolatının tümünü (%100) rifabutine (%100) duyarlı olarak saptamışlardır 

(102). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının tümü (%100) rifabutine duyarlı 

olarak tespit edilmiştir. Sonuçlarımızın yapılan çalışmalarla uyumlu olduğu 

görülmüştür. 

 

Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının 9’unu (%64) rifampine 

duyarlı olarak rapor etmişlerdir (89). Maria ve ark. çalışmalarındaki 55 (%85) izolatı 

duyarlı ve 10 izolatı (%15) dirençli olarak bildirmişlerdir (90). Ting-Shu ve ark. 37 M. 

kansasii izolatının 29’unu (%78,4) rifampine duyarlı tespit etmişlerdir (91). Bakuła ve 

ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii izolatının tümünü (%100) rifampine duyarlı olarak 



68 
 

tespit etmişlerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii subtip I izolatın 31’sini (%55,4) 

dirençli tespit etmişlerdir. Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatının 48’ini (%80) 

rifampine duyarlı, 12’sini (%20) ise dirençli olarak saptamışlardır (93). 

 

de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii izolatının 61’sini (%88) rifampine duyarlı, 

8’ini (%12) rifampine dirençli saptamışlardır (95). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii 

izolatının 26’sını (%56,5) rifampine duyarlı, 20’sini (%43,5) ise dirençli bulmuşlardır 

(103). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının 36’sının (%90) dirençli olduğu tespit 

edilmiştir. Sonuçlarımız direnç oranımızın önceki çalışmalardaki direnç oranlarına 

göre daha yüksek olduğunu göstermiştir. 

 

Linezolid direnci, öncelikle 23S ribozomal RNA genindeki (rrl) ve ribozomal 

protein L3 genindeki (rplC) mutasyonlarla ilişkilidir. Bu mutasyonlar, linezolidin 

ribozomal peptidil transferaz merkezine bağlanmasını engelleyerek, protein sentezini 

etkili bir şekilde inhibe etme yeteneğini azaltır. rrl geninde en yaygın bildirilen 

mutasyonlar 23S rRNA'nın domain V bölgesinde bulunan G2061T, G2270T ve 

C2611T (E. coli numaralandırmasına göre) pozisyonlarında meydana gelir. Bu 

mutasyonlar, ribozomal bağlanma yerinin yapısını değiştirerek linezolidin ribozoma 

olan afinitesini azaltır (104). Ayrıca, rplC geninde, C154R gibi mutasyonlar, linezolid 

direnci gösteren M. tuberculosis klinik izolatlarında tanımlanmıştır. Ribozomal 

protein L3'teki bu değişiklikler, linezolidin ribozoma bağlanmasını da etkileyebilir 

(105). 

 

Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatını (%100) linezolide 

duyarlı olarak rapor etmişlerdir (89). Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii 

izolatının tümünü (%100) linezolide duyarlı olarak tespit etmişlerdir (92). Yanming ve 

ark. 56 M. kansasii subtip I izolatının 19’unu (%25) dirençli tespit etmişlerdir (93). 

Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatının 55’ini (%91,7) linezolide duyarlı, 5’ini 

(%8,3) dirençli saptamışlardır (102). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii izolatının 4’ünü 

(%8,6) linezolide orta duyarlı, 41’ini (%89,1) dirençli saptarken bir izolatı (%2,2) 

duyarlı bulmuşlardır (103). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının tümü (%100) 

linezolide duyarlı tespit edilmiştir. Sonuçlarımızın literatürdeki çalışmalarla uyumlu 
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olduğu görülmüştür. Bazı çalışmalarda linezolid direnci daha yüksek oranda tespit 

edilmiştir. 

 

Moksifloksasin ve siprofloksasin direnci, ağırlıklı olarak gyrA ve gyrB 

genlerindeki mutasyonlarla ilişkilidir. Bu genler, florokinolonların hedefi olan DNA 

girazın A ve B alt birimlerini kodlar. Bu genlerin kinolon direnci belirleyici 

bölgesindeki (QRDR) mutasyonlar, florokinolonların DNA giraza bağlanmasını 

engelleyerek, bakteriyel DNA replikasyonu üzerindeki inhibitör etkilerini azaltır 

(106). 

 

gyrA geninde moksifloksasin ve siprofloksasin direnci ile ilişkili en yaygın 

mutasyonlar 90 (A90V), 91 (S91P) ve 94 (D94G, D94N, D94A veya D94H) 

kodonlarında meydana gelir. Bu mutasyonlar, özellikle M. tuberculosis’te kritik 

öneme sahiptir, çünkü her iki ilaç için minimum inhibitör konsantrasyonlarda (MIC) 

belirgin bir artışa neden olurlar (107). gyrB genindeki N538D ve E540V gibi 

mutasyonların da dirence katkıda bulunduğu bildirilmiştir, ancak bu mutasyonlar gyrA 

mutasyonlarına kıyasla daha az yaygındır (108). 

 

gyrA ve gyrB genlerindeki genetik mutasyonların yanı sıra, özellikle 

tüberküloz dışı mikobakterilerde, dışa atım pompalarının aşırı ifadesi de siprofloksasin 

ve moksifloksasin direncine aracılık edebilmektedir. MmpL ve MmpS ailesi gibi dışa 

atım pompaları, hücre içi ilaç konsantrasyonlarını azaltarak florokinolonların 

etkinliğini daha da düşürür (109). 

 

Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının 11’ni (%79) 

moksifloksasine duyarlı rapor etmişlerdir (89). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii 

izolatının 22’sini (%59,5) duyarlı ve 15’ni (%40,5) dirençli tespit etmişlerdir (91). 

Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii izolatının tümünü (%100) 

moksifloksasine duyarlı olarak tespit etmişlerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii 

subtip I izolatının 11’ini (%33,9) dirençli tespit etmişlerdir (93). Yinjuan ve ark. 60 M. 

kansasii izolatının 53’ünü (%88,3) moksifloksasine duyarlı, 7’sini (%11,7) dirençli 

saptamışlardır (102). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii izolatının 69’unu (%100) 
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moksifloksasine duyarlı saptamışlardır (95). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii 

izolatının 10’unu (%21,7) moksifloksasine orta duyarlı, 6’sını (%13,0) dirençli 

saptarken 30’unu (%65,2) duyarlı olarak bulmuşlardır (103). Çalışmamızda da 40 M. 

kansasii izolatının tümü (%100) moksifloksasine duyarlı tespit edilmiştir. 

Sonuçlarımız literatürdeki bazı çalışmalarla uyumluyken, İran’daki gibi bazı 

çalışmalara göre duyarlılık oranlarımız daha yüksek çıkmıştır. 

 

Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının 14’ünü (%100) 

siprofloksasine dirençli rapor etmişlerdir (89). Maria ve ark. çalışmalarındaki 22 

(%33) izolatın duyarlı ve 44 (%67) izolatın dirençli olduğunu bildirmişlerdir (90). 

Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatının 26’sını (%70,3) siprofloksasine duyarlı 

tespit etmişlerdir (91). Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii izolatının 17’sini 

(%20) siprofloksasine dirençli olarak tespit etmişlerdir (92). 

 

Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatının 16’sını (%26,7) siprofloksasine 

duyarlı, 44’ünü (%73,3) siprofloksasine dirençli, saptamışlardır (102). de Carvalho ve 

ark. 69 M. kansasii izolatının 34’ünü (%49) siprofloksasine duyarlı, 35’ini (%51) ise 

siprofloksasine dirençli saptamışlardır (95). Çalışmamızda 40 M. kansasii izolatının 

36’sı (%90) siprofloksasine dirençli, 4’ü ,se (%10) duyarlı olarak tespit edilmiştir. 

Sonuçlarımız direnç oranımızın önceki çalışmalardaki direnç oranlarına göre daha 

yüksek olduğunu göstermektedir. 

 

Doksisiklin, birinci nesil tetrasiklinlere kıyasla artmış oral biyoyararlanımı ve 

dokulara penetrasyonu nedeniyle ikinci nesil tetrasiklin olarak sınıflandırılmaktadır. 

Bu özellikleri, önceki tetrasiklinlere göre geliştirilmiş lipofilik yapısından 

kaynaklanmaktadır (111). Etki mekanizması, mikrobiyal protein sentezini 30S 

ribozomal alt birimlerine bağlanarak inhibe etmektir. 16S rRNA veya ribozomal 

proteinlerdeki mutasyonlar, doksisiklinin 30S alt birimindeki bağlanma bölgesini 

değiştirerek ilacın afinitesini ve etkinliğini azaltabilir (112). Wang ve ark. 

çalışmalarında 153 M. kansasii izolatının 73’ünü (%47,71) doksisikline karşı dirençli 

olarak bildirmişlerdir (113). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının 19’u (%47,50) 

doksisikline dirençli tespit edilmiştir. Sonuçlarımız literatürdeki çalışmaların bazısı ile 
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uyumluyken, direnç oranımız bazı çalışmalara göre daha yüksek çıkmıştır. 

 

Mikobakterilerde, özellikle Mycobacterium abscessus ve Mycobacterium 

avium kompleksi (MAC) gibi tüberküloz dışı mikobakterilerde (NTM), 

trimetoprim/sülfametoksazol (TMP/SMX) direnci, folat biyosentez yolundaki anahtar 

enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarla ilişkilidir. TMP/SMX, dihidrofolat 

redüktaz (DHFR) ve dihidropteroat sentazı (DHPS) inhibe ederek, folat sentezi ve 

bakteriyel büyüme için kritik öneme sahip bu enzimlerin işlevini engeller (114). 

DHPS’yi kodlayan folP1 genindeki mutasyonlar, genellikle sülfametoksazol 

direnciyle ilişkilidir. Bu mutasyonlar, sülfametoksazolün DHPS’ye bağlanma 

afinitesini azaltarak ilacın etkinliğini düşürür (115). 

 

Trimetoprim direnci genellikle DHFR’yi kodlayan dfrA genindeki 

mutasyonlara atfedilir. DHFR’nin aktif bölgesindeki A26T ve F98Y gibi değişiklikler, 

trimetoprimin bağlanmasını önemli ölçüde azaltarak dirence yol açabilir (116). 

 

Bazı NTM türlerinde MmpL ailesi gibi dışa atım pompalarının aşırı ifadesi de 

TMP/SMX direncine neden olabilse de, bu mekanizma henüz tam olarak 

tanımlanmamıştır (117). 

 

Halime ve ark. çalışmalarında, 14 M. kansasii izolatının 14’ünü de (%100) 

trimetoprim/sülfametoksazole dirençli rapor etmişlerdir (89). Ting-Shu ve ark. 37 M. 

kansasii izolatının 30’unun (%81,1) trimetoprim/sülfametoksazole duyarlı olduğunu 

tespit etmişlerdir (91). Bakuła ve ark. çalışmalarında, 85 M. kansasii izolatının tümünü 

(%100) trimetoprim/sülfametoksazole duyarlı olarak tespit etmişlerdir (92). Yinjuan 

ve ark. 60 M. kansasii izolatının 41’ini (%68,3) trimetoprim/sülfametoksazole duyarlı, 

19’unu (%31,7) ise dirençli saptamışlardır (102). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii 

izolatının 3’ünü (%4) trimetoprim/sülfametoksazole duyarlı, 66’sını (%96) dirençli 

saptamışlardır (95). Çalışmamızda da 40 M. kansasii izolatının 28’i (%70) 

trimetoprim/sülfametoksazole dirençli ve 12’si (%30) duyarlı olarak tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda saptanan direnç oranları önceki bazı çalışmalardaki direnç oranları ile 

uyumlu çıkarken, bazı çalışmalarda daha yüksek veya daha düşük direnç oranları 
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saptandığı görülmektedir. 

 

Çalışmamızda fenotipik duyarlılık testlerine ek olarak, fluorokinolonlar, 

rifampin ve klaritromisinde dirençten sorumlu mutasyonların varlığını tespit etmek 

için Sanger ve yeni nesil dizileme yöntemleri uygulanmıştır. Klein ve ark 6 rifampine 

dirençli izolatın 4’ünde 513, 526, 531 kodonlarında mutasoyonları tespit etmişlerdir. 

Akrami ve ark. 20 rifampin dirençli izolatının 3’ünde 1249 (417) 1356 (452), 1407 

(469), 1479 (493), 1533 (511), 1536 (512) kodonlarında mutasyonları tespit 

etmişlerdir (103). Biz de çalışmamızda 25 izolattan 6’sında, 447 ve 457 kodonlarında 

mutasyon varlığını saptadık. Ayrıca, rpoB geninde RRDR bölgesinin dışında, ilk kez 

olarak, 226, 617, 1191 ve 2555 nükleotidlerinde yeni mutasyonları tespit ettik. 

Bakuła ve ark. çalışmalarında, 17 siprofloksasin dirençli izolatta gyrA, gyrB 

bölgelerinde mutasyon tespit edememişlerdir. Sadece bir klaritromisin dirençli izolatta 

rrl geninde A2266C mutasyonunu saptamışlardır (92). Akrami ve ark. moksiifloksasin 

dirençli izolatlarında, gyrA gen bölgesinde 238, 239 (80), 247, 249 (83), 257, 258 (86), 

260, 261 (87) kodonlarında ve gyrB gen bölgesinde 602, 603 (201), 950 (317), 1332 

(444), 1339 (447), 1390, 1392 (464), 1406 (469), 1594 (532) ve rrl gen bölgesinde 

2058, 2059, 2266 nükleotidlerinde mutasyonlar tespit etmişlerdir (103). 

 

 

Çalışmamızda Sanger dizileme sonucunda gyrA, gyrB, rrl genlerinde mutasyon 

tespit edilmemiştir. Bu durum, M. kansasii direncine neden olan başka 

mekanizmaların var olabileceğini düşündürmektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 

 

Hacettepe Üniversitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarı Tüberküloz Birimi ve 

Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Ulusal Tüberküloz Referans Laboratuvarı’nda izole 

edilen 40 M. kansasii izolatının sıvı mikrodilüsyon yöntem ile duyarlılıkları, ‘Clinical 

and Laboratory Standards Institute’ (CLSI) M24S-Ed2 rehberi doğrultusunda 

belirlenmiştir. Çalışma sonucunda 40 izolatın amikasin (AMK), klaritromisin (CLA), 

linezolid (LZD), moksifloksasin (MXF) ve rifabutine (RFB) duyarlı olduğu ve bu 

izolatların %90'ının siprofloksasin (SIP) ve rifampine (RIF) dirençli oldukları 

saptanmıştır. 

 

Bu çalışmada referans yöntem olan sıvı mikrodilüsyon yöntemi, Sensititre 

SLOMYCO ticari kitleri kullanılarak uygulanmıştır. CLSI M24S-Ed2 rehberi 

doğrultusunda 2023 yılından itibaren M. kansasii duyarlılık testlerinde doksisiklin ve 

minosiklin antimikrobial ilaçların duyarlılığın belirlenmesi önerilmektedir. Bu 

çalışmada, şimdiye kadar yapılmış ikinci çalışma olarak, doksisiklin duyarlılığı M. 

kansasii’de değerlendirilmiş ve doksisikline karşı Türkiye’de direnç artışı olduğu 

tespit edilmiştir. Ancak, Sensititre SLOMYCO panelinde minosiklin bulunmadığı için 

minosiklinin duyarlılık testi yapılamamıştır. Çalışmamızda, birinci basamak ilacı 

olarak bilinen ve M. kansasii enfeksiyonların tedavisinde kullanılan rifampine karşı 

yüksek direnç oranı tespit edilmiştir. Bu durumu göz önüne alarak rifabutin gibi 

alternatif ilaçların kullanılması önerilmektedir. Bu çalışma sonucunda, ülkemizde M. 

kansasii’ye karşı rifampin direncinde artışı teyit etmek amacıyla, E-test yönteminin de 

kullanıldığı çok merkezli çalışmaların yapılması gerektiği düşünülmektedir. 

 

Çalışmamızda, gyrA, gyrB ve rrl genlerinde dirence neden olabilen 

mutasyonlar Sanger dizileme yöntemi ile incelenmiştir. Ayrıca, dünyada ilk kez M. 

kansasii izolatlarında Nanopore dizileme ile rpoB, rbpA dizilemesi yapılmış ve bazi 

rifampin direnci olan örneklerde rpoB bölgesinde yeni mutasyonlar tespit edilmiştir. 

Diğer rifampin direnci olan ancak rpoB bölgesinde mutasyon bulunamayan 

izolatlarda, dışa atım pompası genleri, RNA polimerazın diğer bileşenlerindeki 
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mutasyonlar, mobil genetik elemanlar veya plazmid aracılı direnç mekanizmalarının 

devreye girmiş olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle M. kansasii izolatlarında ilaç 

direncinin ve ilaç direncine neden olan mutasyonların tüm genom dizileme gibi 

genişletilmiş genetik analizlerle saptanması, bu enfeksiyonların kontrol altına 

alınmasına büyük katkı sağlayacaktır. 
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