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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIiYET HAKLARI BEYANI
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kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ac¢ilmasina Iliskin Yonerge”
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H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar1 ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren y1l ertelenmistir.
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekcgeli karar ile tezimin erisime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ?
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. ©
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OZET

Mehmetzade, H.F., Mycobacterium kansasii izolatlarinda ila¢ diren¢ profili ve
ilgili gen mutasyonlarl.. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2025. Tiiberkiiloz Disi
Mikobakteriler (TDM), ¢ogunlukla ¢evrede bulunan bakterilerdir ve iireme hizlarina
gore iki gruba ayrilirlar: Yavas tireyen TDM ve hizli tireyen TDM. M. kansasii yavas
iireyen bir mikobakteridir ve tiiberkiiloza benzer akciger hastalig1 ve lenfadenit, deri
ve yumusak doku enfeksiyonlari gibi akciger disi hastaliklara neden olur. Bu
caligmanin amaci, Tiirkiye'de izole edilmis olan 40 M. kansasii izolatinin minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerlerinin belirlenmesi ve direngli M. kansasii
izolatlarinda ilag direncinden sorumlu gyrd, gyrB, rpoB, rbpA ve rrl genlerinde
mutasyon varhiginin arastirilmasidir. Bu calisma bes asamadan olugmaktadir:
Konvansiyonel ila¢ duyarlilik testleri, DNA ekstraksiyonu, gyr4, gyrB, rpoB, rbpA ve
rrl genlerinin amplifikasyonu, Sanger DNA dizilemesi ve Nanopore dizileme. Calisma
sonucunda tiim izolatlarin amikasin (AMK), klaritromisin (CLA), linezolid (LZD),
moksifloksasin (MXF) ve rifabutine (RFB) duyarli oldugu; izolatlarin %90'1inin
siprofloksasin (SIP) ve rifampin (RIF), %47,5'inin doksisilin ve %70'inin
trimetoprim/siilfametoksazole (TMP-SMZ) direngli oldugu gdosterilmistir. Sensititre
SLOMYCO panelinde minosiklin bulunmadigi i¢in minosiklinin duyarlilik testi
yapilamamaistir. Sanger dizileme sonucunda gyrA4, gyrB ve rrl genlerinde herhangi bir
mutasyon tespit edilmemistir. Rifampin Direng Belirleyici Bolgesi'nde (Rifampin
Resistance-Determining Region; RRDR) en sik goriilen mutasyonlarin 447 ve 457
kodonlarinda oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismada ilk kez rpoB
geninde RRDR disindaki 226, 617, 1191 ve 2555. niikleotitlerde mutasyonlar tespit
edilmistir. Ayrica, rbpA gen bolgesinde herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Bu
caligma sonucunda rifampin direngli izolatlarda ropB geninde hem RRDR bdlgrsinde

hem de RRDR disinda yeni mutasyonlar tespit edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: M. kansasii, ilag 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 nhibitory
concentration (MIC) values of 40 M. kansasii isolates that were isolated in Turkey and to investigate
mutations in the gyrA4, 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 gyr4, 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 gyr4, gyrB, or 17l genes. The most frequent mutations in the Rifampin
Resistance-Determining Region (RRDR) of the 7poB gene were identified at codons 447 and 457.
Notably, for the first time, this study identified mutations outside the RRDR region of the 7poB gene
at nucleotides 226, 617, 1191, and 2555. No mutations were detected in the rhp4 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. GIRIS

Tiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) veya atipik mikobakteriler, tiiberkiiloza
neden olan Mycobacterium tuberculosis ve lepra etkeni Mycobacterium leprae’den
farklilik gosteren, genis bir tiir ¢esitliligi barindiran mikobakterilerdir. Bu bakteriler
cevrede yaygin olarak bulunan, toprak ve su gibi dogal ortamlarda yer alan, saprofit
veya firsat¢1 patojen olarak siniflandirilabilen mikroorganizmalardir. TDM’ler hem
insanlarda hem de hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilir ve Ozellikle kronik
hastaliklar ya da immiinosupresyon gibi predispozan durumlara sahip bireylerde

pulmoner ve ekstrapulmoner hastaliklara yol acabilir (1).

Gilintimiize 200°den fazla TDM tiirii tanimlanmistir ve bazi tiirlerin hem immiin
sistemi saglam hem de immiin sistemi baskilanmig bireylerde ciddi enfeksiyonlara
neden olabildigi bildirilmistir (2). TDM enfeksiyonlarinin bildirilmesinin zorunlu
olmamasi nedeniyle bu enfeksiyonlarin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalar TDM enfeksiyonlarinin goriilme sikliginda
kiiresel diizeyde belirgin bir artis oldugunu ortaya koymaktadir (3). Mycobacterium
kansasii, yavag lireyen tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerden biridir ve tiiberkiiloza
olduk¢a benzeyen akciger hastaliklarina neden olan iy1 bilinen bir patojendir. Dogal
su kaynaklar1 ve su dagitim sistemlerinde yaygin olarak bulunan bu bakteri hem
immiin sistemi saglam hem de immiin sistemi baskilanmis bireylerde enfeksiyon

olusturabilir (2).

M. kansasii, molekiiler ve genetik calismalara gore Genotip 1’den Genotip 7’ye
kadar en az yedi alt tiir (genotip) ile siniflandirilmistir. Klinik vakalarda en sik izole
edilen genotip, Genotip 1°dir ve insan hastaliklar: ile yakindan iliskilidir. Diger
genotipler ise genellikle ¢evresel 6rneklerde tespit edilmekte olup, farkli patojenik
potansiyele sahiptir (4). Alt tiirler arasindaki bu farklar, viriilans, klinik tablo ve
antibiyotik duyarliligi gibi 0Ozelliklerde degisikliklere yol a¢makta ve tedavi
yaklagimlarin1 etkilemektedir (2). M. kansasii enfeksiyonlariin tedavisinde
karsilagilan en Onemli zorluklardan biri, bu bakterinin ilag direnci gelistirme

kapasitesidir.



M. kansasii genellikle rifampin, izoniazid, etambutol ve makrolidlere duyarl
olmasina ragmen, bazi izolatlarda bu antibiyotiklere kars1 direng gelistigi bildirilmistir
ve bu durum tedavi protokollerini karmagiklagtirmaktadir. Rifampin direnci 6zellikle,
RNA polimerazin f-alt birimini kodlayan rpoB genindeki mutasyonlarla iliskilidir.
Izoniazid direnci, katG veya inhA genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanabilirken,
makrolid direnci 23S rRNA genindeki degisikliklerle baglantilidir (5). Ayrica, disa
atim (efluks) pompa sistemleri ve hiicre duvar1 gecirgenligindeki degisiklikler gibi
intrinsik diren¢ mekanizmalari, gesitli antibiyotiklere karsi duyarliligi azaltmaktadir
(6).

M. kansasii enfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle rifampin, etambutol ve
izoniazid veya bir makrolid igeren kombinasyon tedavisi uygulanmaktadir. Bu tedavi,
hastaligin siddeti ve ila¢ duyarlilig1 profiline bagli olarak 12 ila 18 ay siirebilir (7). M.
kansasii izolatlarindaki diren¢ mekanizmalarmin ve genetik ¢esitliligin anlasilmasi,
tedavi protokollerinin 1iyilestirilmesi ve ila¢ direngli suslarin ortaya g¢ikmasinin

onlenmesi agisindan hayati oneme sahiptir.

Bu caligmada, Halk Sagligi Genel Midirliigii Ulusal Tiberkiiloz Referans
Laboratuvarinda molekiiler yontemlerle Mycobacterium kansasii olarak tanimlanan 40
izolatin, SLOMYCO paneli (yavas lireyen mikobakteri tiirleri i¢in) kullanilarak
antimikrobiyal duyarlilik profilleri, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI
M24S-Ed2) rehberi &nerileri dogrultusunda degerlendirilmistir. Ilag duyarlilik
testlerine ek olarak, fenotipik olarak klaritromisin, siprofloksasin ve rifampine direngli
oldugu belirlenen M. kansasii izolatlarinda diren¢ mekanizmalarmi incelemek
amaciyla, gyrd, gyrB ve rrl genlerindeki mutasyonlar Sanger dizileme yontemiyle,
rpoB ve rpbA genlerindeki mutasyonlar ise Oxford Nanopore (Yeni Nesil Dizileme)

yontemiyle analiz edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mikobakterilerin Tarihcesi

Mycobacterium tuberculosis’in (M. tuberculosis) tarihi, bakterinin 19.
ylizyilda resmi olarak tanimlanmasindan ¢ok daha Oncesine dayanir ve insan
hastaliklariyla uzun bir iliski igerisindedir. Arkeolojik ve paleopatolojik kanitlar,
tiilberkiilozun (TB) binlerce yildir insanlar1 etkiledigini ortaya koymaktadir. Eski Misir
mumyalarinda ve Amerika’daki iskelet kalintilarinda hastaligin karakteristik
lezyonlar1 gozlemlenmistir (8). Ayrica, Hipokrat’in yazilar1 gibi antik kaynaklarda,
TB’ye 6zgli semptomlara atifta bulunulmus, bu da hastaligin antik medeniyetlerde

yaygin bir saglik sorunu oldugunu gostermistir (9).

Orta Cag boyunca tiiberkiiloz, "tiiketim" adiyla bilinen ve genellikle etkilenen
bireylerin asir1 zayif goriinlimiine gonderme yapilan bir halk saglig1 problemi haline
gelmistir. Hastalik, kronik seyri ve yiiksek 6liim oraniyla toplumsal bir tehdit olarak
tanimlanmis ve genis kitleler iizerinde yikict etkiler birakmistir (10). Bu dénemde,
asir1 kalabaliklagsma, kotii hijyen kosullar ve yetersiz sanitasyon gibi sosyoekonomik
ve ¢evresel faktorler, hastaligin hizla yayilmasina olanak saglamis ve Avrupa’nin kent

merkezlerinde salginlara yol agmustir (11).

Tiiberkiilozun bulasict dogasi hakkindaki ilk somut bulgular, 19. yiizyilda
yapilan c¢alismalarla ortaya cikmistir. Jean-Antoine Villemin’in 1865 yilinda
gerceklestirdigi deneyler, TB’nin bulasici bir hastalik oldugunu kesin olarak gdstermis
ve bu alandaki gelecekteki kesiflere zemin hazirlamistir. Bu donemde ayni zamanda,
hastalara temiz hava ve dinlenme imkani sunmak amaciyla sanatoryumlar kurulmaya
baslanmistir. Sanatoryumlarin yayginlasmasi, toplumda TB’nin bulasici bir hastalik
olarak daha fazla taninmaya baslamasinin bir gostergesi olmustur (8). Bu tarihsel
gelismeler, Robert Koch’un 1882 yilinda tiiberkiiloz basilini kesfetmesiyle doruk
noktasina ulasmistir. Koch, TB’nin etkeni olarak M. tuberculosis’i kesin olarak
tanimlamis ve bu bulasici hastali§in biyolojisini anlama konusunda devrim yaratmistir.
Ayni zamanda bu kesif, modern bakteriyoloji ve halk sagligi miidahalelerinin

baslangicini isaret etmis ve TB’nin kontrol altina alinmasi i¢in yeni stratejilerin



gelistirilmesine olanak saglamistir (12). Ciizzamin etkeni olan Mycobacterium leprae
(M. leprae), ilk kez 1873 yilinda Norvegli hekim Gerhard Armauer Hansen tarafindan
kesfedilmistir. Hansen’in bu bakteriyi tanimlamasi, bir bakterinin ilk kez kesin bir
sekilde insan hastalifiyla iliskilendirildigi 6nemli bir bilimsel doniim noktasi
olmustur. Bu kesif, M. leprae’nin ayn1 zamanda "Hansen basili" olarak anilmasina yol
agmistir  (13). Ilk tanimlanan tiiberkiiloz-dis1 mikobakteri (TDM) tiirleri
Mycobacterium avium ve Mycobacterium intracellulare, 19. ylizyilin sonlari ile 20.
yilizyilin baglarinda kesfedilmistir. 1896 yilinda Lehmann ve Neumann, aside direngli
boyama oOzellikleriyle dikkat ¢eken basilleri siniflandirarak Mycobacterium cinsini
olusturmustur (14). Mpycobacterium kansasii, 1905 yilinda Kansas'taki bir
laboratuvarda bulunmus ve g¢evresel bir mikobakterinin insan hastaliklariyla

iligkilendirildigi ilk 6rneklerden birini temsil etmistir (15).
2.2. Mikobakterilerin Ozellikleri

Mikobakteriler, aerobik, hareketsiz ve c¢ubuk seklinde bakterilerdir. Bu
organizmalar, serbest yasayan saprofitler olarak ya da insanlar ve hayvanlarda patojen
olarak bulunabilirler. Mikobakteriler yavas iireme hizina sahiptir ve bazi tiirlerinin
kiltir ortaminda goriiniir koloniler olusturabilmesi haftalar alabilir (16).
Mikobakteriler gram-pozitif bakteriler olarak simiflandirilir; ancak, benzersiz hiicre
duvar1 yapilari standart Gram boyama yontemlerini engeller. Bu nedenle, Ziehl-
Neelsen boyama yontemi gibi aside direngli boyama yontemlerinin kullanilmasi

gereklidir (17).

Ziehl-Neelsen boyama yontemi, aside direngli basil (ARB) olarak bilinen
organizmalari, 6zellikle Mycobacterium cinsine ait olanlari tespit etmek i¢in kullanilan
bir diferansiyel boyama yontemidir. Bu yontem, M. tuberculosis ile iliskili
hastaliklarin, diger mikobakteriyel enfeksiyonlarin ve bazi Nocardia tiirlerinin
teshisinde temel bir rol oynar (18).

Ziehl-Neelsen boyama yontemi, mikobakterilerin hiicre duvarinin yiiksek
miktarda mikolik asit igeren 6zgiin yapisina dayanir. Uzun zincirli yag asitleri, hiicre
duvarina mumsu ve hidrofobik bir 6zellik kazandirarak ¢ogu sulu boyanin gegisini

engeller. Bu boyama yonteminde, fenol tiirevi bir boya olan karbol fuksin kullanilir.



Is1 uygulamasi ile birlikte boya, lipid agisindan zengin hiicre duvarina niifuz ederek
baglanmasin1 saglar (17). Aside direngli organizmalar, asit-alkol ile yapilan
dekolorizasyon isleminden sonra kirmizi boyayr muhafaza ederken, aside direncli

olmayan hiicrelere metilen mavisi ile karsit boyama yapilir (19).

Ziehl-Neelsen boyama yonteminde ilk asama birincil boyama asamasidir. Bu
asamada preparat, karbol fuksin ile kaplanir ve boyanin, lipit agisindan zengin hiicre
duvarina niifuz etmesini kolaylastirmak icin 1s1 uygulanir. ikinci asamada
(dekolorizasyon) lam yiizeyine %3 HCI iceren asit alkol uygulanir. Bu iglem, aside
direncli olmayan hiicrelerden boyay1 uzaklastirirken, aside direngli basillerde boyanin
kalmasini saglar. Son asamada ise metilen mavisi kontrast boya olarak uygulanir. Bu
islem, aside direngli olmayan hiicrelerin boyanmasini saglayarak zemin ile kontrast
olusturur. Mikroskopik incelemede aside direncli basiller parlak kirmizi renkte, zemin
ve diger yapilar ise mavi renkte goriiniir. Bu durum, basillerin gortiniirliglinii artirir
(20). Ziehl-Neelsen boyama yontemi aside direngli basiller i¢in 6zgiil olsa da kiiltiir ve
PZR gibi molekiiler yontemlere kiyasla duyarliligi diigiiktiir. Ayrica bu yontem,
Ornegin asir1 boyanmasini veya tahribatini dnlemek i¢in deneyimli personel ve uygun

1s1 uygulamasi gerektirir.
2.3. Mikobakteri Genomunun Ozellikleri ve Onemi

Mikobakterilerin genomu, bu cinsin en ilgi ¢ekici yonlerinden biridir ve onlarin
adaptasyon yeteneklerine, hayatta kalma stratejilerine ve patojenitelerine Onemli
Ol¢iide katkida bulunur. Mikobakteri genomlarinin incelenmesi, biyolojileri, evrim
stirecleri ve hastalik mekanizmalar1 hakkinda kritik bilgiler saglamistir.
Mikobakteriler, bakteriler arasinda nispeten biiyiik genomlara sahiptir ve bu genomlar
tiirlere bagl olarak genellikle 3,5 ila 7,0 Mbp arasinda degisir. Ornegin, M.
tuberculosis genomu yaklasik 4,4 Mbp biiylikliigiindedir ve yaklasik 4.000 gen
kodlamaktadir (21). Buna karsilik, M. leprae genomu kapsamli bir sekilde kiigiilmiis
olup, yalmizca 3,27 Mbp biiyiikliigiindedir ve 1.604 islevsel gen igermektedir. Bu
durum, M. leprae'nin konaga bagimliligin1 yansitmaktadir (22). Mikobakteri
genomlari, tipik olarak %65-70 arasinda degisen yiiksek guanin-sitozin (GC) igerigi

ile karakterizedir. Bu yiiksek GC igerigi, genom stabilitesine katkida bulunur ve



mikroorganizmalarin, konak makrofajlarinin i¢inde dahil olmak ftizere cesitli

ortamlarda hayatta kalma yetenegini artirir (23).
2.3.1. Lipit Metabolizmasi Genleri

Mikobakteriler, 6zellikle mikolik asitlerin sentezi ve modifikasyonunda gorev
alan enzimleri kodlayan genler olmak {izere, lipit metabolizmasina ayrilmis
alisiimadik derecede yiiksek sayida gene sahiptir. Bu lipitler, bakterilerin hiicre duvari

yapisi ve patojenitesi i¢in kritik oneme sahiptir (24).
2.3.2. Viriilans Faktorleri

Patojenik mikobakteriler, konak bagisiklik yanitlarint modiile etmekte rol
oynayan ESX salgi sistemleri gibi birgok viriilans faktoriinii kodlar. Ozellikle ESX-1

salgi sistemi, M. tuberculosis'in viriilanst i¢in hayati 6neme sahiptir (25).
2.3.3. Stres Tepki Genleri

Mikobakteriler, makrofaj fagositozu gibi stres kosullarinda hayatta kalmalarini
saglayan bir dizi gene sahiptir. Bu genler arasinda 1s1 soku proteinleri, oksidatif stres

yanit enzimleri ve dormansi diizenleyicileri bulunmaktadir (26).
2.3.4. Yatay Gen Transferi ve Plazmidler

Mikobakterilerde yatay gen transferi, diger bakterilere kiyasla daha az yaygin
olmasma ragmen, M. abscessus gibi bazi tiirler, antibiyotik direnci ve gevresel
adaptasyona katkida bulunan plazmidler ve hareketli genetik elemanlar tagimaktadir

(27).
2.4. Hiicre Duvar1 Yapisi ve Fonksiyonel Onemi

Mikobakteri hiicre duvari, bu cinse 6zgii belirleyici bir yap1 olup, kendine has
boyanma 6zelliklerinden, antibiyotik direncinden ve viriilanstan sorumludur. Yapisal
olarak karmasik olan bu duvar, ii¢ ana tabakadan olusur: i¢ sitoplazmik membran,
peptidoglikan tabakasi1 ve mikolik asitlerden olusan dis lipit a¢isindan zengin tabaka

(17). Peptidoglikan tabakasi, mikobakteri hiicre duvarinin hem yapisal hem de islevsel



bir bilesenidir. Bu tabaka, ¢evresel strese karsi dayaniklilik saglarken bakterinin cubuk
seklindeki morfolojisini korur. Mycobacterium tuberculosis ve diger tiirlerde, bu
tabaka kimyasal olarak benzersizdir ve patojenitelerinde ve antimikrobiyal ajanlara
direnc¢lerinde merkezi bir rol oynar. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabakasi, glikan
zincirlerinin kisa peptit zincirleriyle capraz baglandigi ag benzeri bir polimerden
olusur. Peptidoglikanin omurgasi, N-asetilglukozamin (NAG) ve mikobakterilere
0zgl bir muramik asit formu olan N-glikolilmuramik asit (NGM) birimlerinden olusur
(28). Bu modifikasyon, diger bakterilerde bulunan N-asetilmuramik asidin yerine
gecerek hiicre duvarinin yapisal biitiinliigiine ve direncine katkida bulunur (29).
Peptidoglikan tabakasi, mikobakterilere 6zgii bir polisakkarit olan arabinogalaktan ile
fosfodiester baglar1 araciligiyla kovalent olarak baglidir. Bu baglantiya, hiicre
duvarinin lipit agisindan zengin dis tabakasini olusturan uzun zincirli yag asitleri olan

mikolik asitlerin de baglanmasiyla ¢ok saglam bir koruyucu yap1 olusur (30).
2.5. Mikobakteri Hiicre Duvarinin Bilesenleri ve Islevleri

Peptidoglikan tabakasi, hiicre duvarma yapisal biitlinliik kazandirir.
Mikobakterilere 6zgii bir polisakkarit olan arabinogalaktan ile kovalent bag
olusturarak sert bir iskelet yapist olusturur (28). Arabinogalaktan, mikolik asitler ile
esterlesmistir. Mikobakterilere 6zgii olan bu uzun zincirli yag asitleri, hidrofobik bir
bariyer olusturarak mikobakterilerin aside direngli Ozelliklerini kazanmasina ve
kuruma, kimyasal dezenfektanlar ve antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesine katkida
bulunur (30). Dis tabaka, trehaloz dimikolat (kord faktorii), fosfatidilinozitol
mannozitler (PIM'ler) ve lipoarabinomannan (LAM) gibi kompleks lipitler igerir. Bu
lipitler, konak bagisiklik yanitlarim1 modiile etmede, bagisikliktan kagisa yardimci

olmada ve patojeniteye katkida bulunmada 6nemli bir rol oynar (31).

Mikobakterilerde tipik bir dis membran bulunmaz, ancak besin alimini
kolaylagtirmak icin lipit tabakaya gomiilii porinler igerirler. Disa atim pompalari,
toksik maddeleri hiicre disina atarak antimikrobiyal ajanlara kars1 direnglerini daha da

artirir (32).



2.6. Mikobakteri Hiicre Duvarinin Fonksiyonel Onemi
2.6.1. Yapsal Biitiinliik

Peptidoglikan tabakasi, hiicre duvarinin mekanik dayanikliligini koruyarak,
ozmotik stres altinda lizisi 6nler. Bu durum, 6zellikle mikobakterilerin makrofajlar

icinde hayatta kalmasi icin kritik 6neme sahiptir (33).
2.6.2. Bagisikhik Kacisi

Bakteriyel iireme sirasinda salinan peptidoglikan parcaciklari, konak immiin
yanitlarin1 modiile edebilir. Mikobakterilere 6zgii peptidoglikan tiirevleri, konak desen

tanima reseptorlerini etkileyerek immiin yanittan kagisa katkida bulunur (34).
2.6.3. Antibiyotik Hedefi

Peptidoglikan biyosentez yolu, antibiyotikler i¢cin nemli bir hedef olarak kabul
edilir. Ornegin etambutol, arabinogalaktan sentezinde gorevli enzimleri inhibe ederek
peptidoglikan tabakasinin biitiinliglinii dolayli olarak etkiler (35). Bununla birlikte,
mikobakteri peptidoglikaninin benzersiz 6zellikleri, birgok -laktam antibiyotige karsi

dogal dirence katkida bulunur (36).
2.7. Peptidoglikan Sentezinde Gorev Alan Anahtar Enzimler

Mur enzimleri, peptidoglikan onciillerinin sitoplazmada sentezlendigi erken
basamaklar1 katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler, UDP-N-asetilmuramil pentapeptit
sentezinde gorev alarak peptidoglikan biyosentezinin temel taslarini olusturur (37).
Stireg, N-asetilglukozamin (GIcNAc) ve fosfoenolpiruvatin birlestirilmesiyle baslar;
bu asama, bakteriyel hiicre duvarinin insasi i¢in kritik 6neme sahiptir (38). Mur
enzimlerinin inhibisyonu, hiicre duvari sentezinin durmasina neden olur ve bakterilerin

biiylimesini engeller (39).

Bu nedenle, Mur enzimleri, antibiyotiklerin hedefleri arasinda yer alir ve yeni
antibiyotik gelistirme ¢aligsmalarinda biiylik bir 6éneme sahiptir. Penisilin baglayici
proteinler (PBPs), peptidoglikanin ii¢ boyutlu yapisinin olusumunda kritik rol oynar.

Bu enzimler, glikan zincirlerinin polimerizasyonunu katalize ederek ve peptit yan



zincirleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak hiicre duvarinin mekanik dayanikliligin
saglar (40). PBPs'nin islevi, 6zellikle B-laktam antibiyotiklerin etkisine agiktir. Ancak
mikobakterilerdeki PBPs'nin 6zgiin yapisi, bu bakterilerin B-laktam antibiyotiklere

kars1 diisiik duyarlilik géstermesine neden olmaktadir.

Mikobakterilerde PBPs’nin baglanma afinitesi diisiiktiir ve bu durum, -laktam
antibiyotiklerin etkisini sinirlayan baslica faktorlerden biridir. Bu nedenle,
mikobakterilere 6zgii PBPs'nin yapisal ozelliklerinin detayli olarak incelenmesi,
mikobakteri yel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirilmesi agisindan

onemlidir (40).
2.8. Mikobakteri Taksonomisi

Taksonomi, organizmalar1 ortak Ozellikler ve evrimsel iliskiler temelinde
hiyerarsik kategorilere ayiran bir siniflandirma bilimidir. Mycobacterium cinsi,
Actinobacteria subesine ait olup, icinde M. tuberculosis ve M. leprae gibi énemli
patojenlerin yan1 sira bir¢ok ¢evresel tiirii barindiran genis bir bakteri grubunu kapsar
(41).

Mikobakteri cinsinin taksonomik siniflandirmasi su sekildedir:

* Domain: Bacteria

*  Phylum: Actinobacteria

+ Class: Actinobacteria

* Order: Corynebacteriales

* Family: Mycobacteriaceae

Mycobacterium cinsi, farkli ekolojik rollere sahip tiirlerden olusan ¢esitli bir
grubu temsil etmektedir. Bu grupta zorunlu patojenler, firsat¢i patojenler ve serbest
yasayan c¢evresel bakteriler bulunmaktadir. Mycobacterium cinsi, iki ana gruba

ayrilmigtir:
2.8.1. Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK)

Bu grup, insanlarda ve hayvanlarda tiiberkiiloza neden olan yakindan iliskili

tirleri icermektedir. MTBK {iyeleri arasinda Mycobacterium tuberculosis,
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Mycobacterium  bovis, Mycobacterium  africanum, Mycobacterium  microti,

Mycobacterium canettii gibi tiirler yer almaktadir.
2.8.2. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler (TDM)

Bu grup, tiiberkiiloz veya ciizzam gibi hastaliklara neden olmayan, ancak
firsat¢1 patojenler olabilen c¢evresel mikobakterileri igermektedir. Bu grupta
Mycobacterium avium complex (MAC) (M. avium ve M. intracellulare),
Mycobacterium kansasii Mycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum gibi

tiirler yer almaktadir (42).
2.8.3. Geleneksel Taksonomi

Tarihsel olarak mikobakterilerin siniflandirilmasi, biiylime hizi, pigment
tiretimi ve koloni morfolojisi gibi fenotipik ozelliklere dayali olarak yapilmistir.
Runyon’un simiflandirmasi, mikobakterileri bu kriterlere dayanarak dort gruba
ayrmistir (43):

e Fotokromojenler: Isik varliginda pigment tiretenler (6r. M. kansasii).

o Skotokromojenler: Hem 1sikta hem de karanlikta pigment iiretenler (or.

M. scrofulaceum).
o Kromojen Olmayanlar: Pigment iiretmeyenler (6r. M. avium).

« Hizh Ureyenler: Yedi giin i¢inde iireyenler (6r. M. abscessus).
2.8.4. Molekiiler Taksonomi

Molekiiler biyolojideki ilerlemeler, mikobakterilerin taksonomisini kdkten
degistirmistir. 16S rRNA, hsp65, rpoB genlerinin DNA dizilemesi ve tim genom
analizi gibi yontemler, tiirlerin hassas bir sekilde tanimlanmasimi ve filogenetik
calismalarin yapilmasini saglamistir (44). Bu molekiiler teknikler, gizli tiirleri ortaya

cikarmig ve cins i¢indeki evrimsel iligkileri aydinlatmistir.
2.8.5. Mycobacterium Cinsinin Yeniden Diizenlenmesi

Son dénemde yapilan genomik ¢alismalar, Mycobacterium cinsinin filogenetik
iligkileri daha iyi yansitacak sekilde yeniden siniflandirilmasini saglamistir. Yeniden

diizenlenen siniflandirma, orijinal cinsi asagidaki yeni cinslere ayirmistir (45):
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1. Cins Mycobacterium: MTBK ve diger yavas iireyen mikobakterileri
igerir.

2. Cins Mycolicibacterium: M. abscessus ve M. chelonae gibi birgok hizli
iireyen tiirli igerir.

3. Cins Mycolicibacter: Baz1 yavas lireyen ¢evresel tiirleri kapsar.

4. Cins Mycolicibacillus: Belirli ¢gevresel mikobakterileri igerir.
2.9. Mycobacterium kansasii Patojenezi

M. kansasii, yavas tlireyen ve fotokromojenik 6zellikte bir mikobakteri olup,
tiiberkiiloz dist mikobakteriler (TDM) grubuna dahildir. Ozellikle immiin sistemi
baskilanmis bireylerde pulmoner ve ekstrapulmoner enfeksiyonlara neden olma
kapasitesi ile taninir. Patogenezi, mikrobiyal viriilans faktorleri ile konak immiin

yanitlart arasindaki karmasik etkilesimleri igerir.
2.9.1. Giris ve Kolonizasyon

M. kansasii, genellikle solunum yolu araciligiyla bulagir. Su ve toprak gibi
cevresel kaynaklar bu patojenin rezervuarlaridir (2). Organizmanin aerosolize
damlaciklar halinde inhalasyonu, alveollerde yerlesmesine ve burada kolonizasyonun
baslamasina yol acar. Mikolik asitlerden zengin olan hidrofobik hiicre duvari, epitel

ylizeylere yapisma ve kuruluga direng yetenegini artirir (46).
2.9.2. Konak Bagisikhik Yanitlarindan Kacis

M. kansasii enfeksiyonuna karsi bagisiklik yanitina, baslangigta alveoler
makrofajlar tarafindan aracilik edilir. Patojen, fagositoz sonrasi, fagozom-lizozom
birlesimini engelleyerek lizozomal par¢alanmadan kacar. Bu yetenek, hiicre duvarinda
bulunan lipitler ve glikopeptidler gibi bilesiklere atfedilir; bu bilesikler konak hiicre
sinyal yollarin1 bozar. Ayrica, M. kansasii makrofajlar i¢inde hayatta kalabilir ve

cogalabilir, bu da kaliciligina katkida bulunur (47).
2.9.3. Bagisiklik Aktivasyonu ve Graniilom Olusumu

Siirekli enfeksiyon hem dogal hem de adaptif immiin yanitlarini aktive eder.

TLR'ler (Toll-benzeri reseptorler) gibi patern tanima reseptorleri (PRR'ler), M.
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kansasii lizerinde bulunan patojenle iliskili molekiiler paternleri (PAMP'ler) tanir. Bu
durum, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interferon-gama (IFN-y) gibi bagisiklik
hiicrelerinin toplanmasinda kritik olan proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine yol agar
(48). Graniilom olusumu, M. kansasii enfeksiyonunun bir gostergesidir. Graniilom,
bakteriyel yayilimi siirlamak i¢in konagin bir savunma stratejisi olarak islev goriir.
Bununla birlikte, bakteriler graniilom i¢inde latent bir durumda kalabilir ve
immiinosupresif durumlarda kronik enfeksiyona veya yeniden aktivasyona katkida

bulunabilir (49).
2.9.4. Doku Hasar1 ve Klinik Belirtiler

M. kansasiimin konakta siirekli varligi, ilerleyici doku hasarina neden olan
kronik inflamasyonu tetikler. Pulmoner enfeksiyonlarda bu durum, kavitasyon,
fibrozis ve bronsektazi olarak kendini gdsterir ve tiiberkiilozu andirir (50). Immiin
sistem hiicreleri tarafindan salgilanan proteolitik enzimler ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS), doku yikimimi daha da siddetlendirir. Lenfadenit, osteomiyelit ve yaygin
hastalik gibi ekstrapulmoner belirtiler, 6zellikle HIV/AIDS'li veya immiinosupresif
tedavi alan bireylerde daha yaygindir (2).

2.9.5. Viriilans Faktorleri

M. kansasii'nin patojenitesini artiran birgok viriilans faktorii bulunur: Esx-1
salgt sistemi, hiicre i¢i hayatta kalmayir ve konagimn bagisiklik yanitlarinin
modiilasyonunu kolaylastirir (51). Hiicre duvarn lipitleri, bagisiklik kagisina ve
oksidatif strese dirence katkida bulunur. Katalaz-peroksidaz enzimi (KatG), konak

bagisiklik sistemi tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerine kars1 bakteriyi korur.

2.9.6. Konak Duyarhhg:

Konak faktorleri, M. kansasii'nin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. [FN-y ve
reseptoriinii kodlayan genlerdeki polimorfizmler gibi genetik yatkinliklarin, artan
duyarhlikla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, HIV enfeksiyonu, steroid kullanimi

ve maligniteler gibi immiinosupresif durumlar ciddi hastalik riskini artirir (52).
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2.10. M. kansasii’nin Neden Oldugu Hastaliklar

M. kansasii, oncelikli olarak solunum sistemi enfeksiyonlarina yol agcan, ancak
ekstrapulmoner bulgulara da neden olabilen 6nemli bir patojendir. Bu enfeksiyonlarin
klinik belirtileri genis bir yelpazede degiskenlik gosterir ve genellikle konagin

bagisiklik durumu ve altta yatan saglik kosullarindan etkilenir.
2.10.1. Pulmoner Hastahk

Pulmoner hastalik, M. kansasii enfeksiyonunun en yaygin klinik sonucudur ve
genellikle tiiberkiilozu andirir (2). Bu hastalik, genellikle kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH), bronsektazi veya sigara Oykiisii gibi altta yatan rahatsizliklart olan
yetiskinleri etkiler (46). Hastalar siklikla kronik Oksiiriik, hemoptizi, ates, gece
terlemeleri, halsizlik ve kilo kaybi gibi semptomlarla bagvurur (2). Radyolojik
incelemelerde iist lob kavitasyonu, nodiiler infiltrasyonlar ve fibrozis goriiliir. Bu
bulgular tiiberkiilozla benzerlik gosterir ancak M. kansasii enfeksiyonlarinda ilerleme

daha yavastir (48).
2.10.2. Lenfadenit

Servikal lenfadenit, 6zellikle cocuklarda sik goriilen bir baska klinik belirtidir
(47). Bu durum genellikle boyun bolgesinde agrisiz lenf nodu sisligi ile karakterizedir
(49). llerlemis olgularda apse olusumu ve siniis trakti gelisimi goriilebilir (47).
Bagisikligr baskilanmis yetiskinlerde lenfadenit daha nadir goriilmekle birlikte,

pulmoner hastalifa gore daha az siklikla ortaya ¢ikar.
2.10.3. Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

M. kansasii, genellikle travma veya invaziv tibbi miidahaleler sonras1 deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarina neden olabilir. Bu enfeksiyonlar nodiiller, iilserler
veya apseler seklinde ortaya ¢ikabilir ve bazen seliilit veya tenosinovit gibi derin doku
tutulumuna ilerleyebilir (53). Bu enfeksiyonlar, kontamine su veya toprakla mesleki

temas yasayan bireylerde daha sik goriiliir (51).
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2.10.4. Yaygin Hastahk

Yaygin M. kansasii enfeksiyonlari, neredeyse yalnizca ileri HIV/AIDS, organ
nakli veya imminosupresif tedavi goren ciddi sekilde bagisiklik sistemi baskilanmis
bireylerde ortaya ¢ikar. Sistemik belirtiler arasinda ates, kilo kaybi, gece terlemeleri,
halsizlik yer alir ve genellikle karaciger, dalak ve kemik iligi gibi organlarin tutulumu
eslik eder. Yaygin hastalik, ciddi morbidite ile iligkilidir ve zamaninda tedavi gerektirir

(49).
2.10.5. Ekstrapulmoner Bulgular

M. kansasii'nin ekstrapulmoner tutulumu daha az yaygin olmakla birlikte,
kemikler, eklemler, genitoiiriner sistem ve gastrointestinal sistem gibi ¢esitli sistemleri
etkileyebilir. Osteomiyelit ve septik artrit genellikle hematolojik yayilim veya komsu
enfeksiyonlardan kaynaklanir (54). Renal ve iiriner sistem enfeksiyonlari hematiiri,
diziiri gibi 6zgiil olmayan semptomlara yol acabilir. Gastrointestinal sistem tutulumu

nadirdir ancak karin agrist ve ishal gibi belirtilerle kendini gosterebilir (55).
2.10.6. Risk Faktorleri

Bir dizi faktor, M. kansasii enfeksiyonlarina duyarliligi artirir. KOAH, kistik
fibroz veya silikoz gibi kronik akciger hastaliklarina sahip bireyler pulmoner
enfeksiyonlar i¢in daha yliksek risk altindadir (56). Diisiik CD4 sayisina sahip HIV
enfeksiyonu, organ nakli veya tiimor nekroz faktdrii-alfa (TNF-a) hedefli biyolojik
ajanlarin kullanimi gibi immiinosupresif durumlar, ciddi ve yaygin hastalik formlarina
yatkinlik olusturur. Uzun siireli kortikosteroid kullanim1 ve kemoterapi de riski artirir

(57).
2.11. Mycobacterium kansasii Enfeksiyonunun Tanis1

M. kansasii enfeksiyonunun tanisi, klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik
bulgularin bir arada degerlendirilmesini gerektirir. Klinik belirtilerin genellikle
tiiberkiiloz ve diger solunum yolu hastaliklarini taklit etmesi nedeniyle, dogru tani

stratejileri etkin tedavi i¢in hayati 6nem tagir.
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2.11.1. Klinik Bulgular

M. kansasii enfeksiyonuna iligskin ilk siiphe, genellikle kronik 0Oksiiriik,
hemoptizi, kilo kaybi, ates ve gece terlemeleri gibi klinik semptomlardan kaynaklanir;
bu semptomlar tiiberkiiloza oldukca benzerdir. Pulmoner semptomlar en yaygin
olanlaridir, ancak immiin sistemi baskilanmis hastalarda lenfadenit, deri lezyonlar1 ve

yaygin hastalik gibi ekstrapulmoner belirtiler de goriilebilir (58).
2.11.2. Radyolojik Bulgular

Akciger grafisi ve BT taramalari, M. kansasiimin neden oldugu pulmoner
enfeksiyonlarla iligkili anormalliklerin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynar. Tipik
bulgular arasinda iist lob kavitasyonu, nodiiler infiltrasyonlar ve fibrozis yer alir. Bu
bulgular M. tuberculosis'in neden oldugu lezyonlardan genellikle ayirt edilemez (59).
Ancak tiiberkiiloza kiyasla daha yavas ilerleyen radyolojik degisiklikler, tani igin ince

bir ipucu saglayabilir (60).
2.11.3. Mikrobiyolojik Testler

M. kansasii enfeksiyonunun kesin tanis1 i¢in mikrobiyolojik dogrulama kritik
oneme sahiptir. Anahtar tani teknikleri sunlardir:

» Balgam Kiiltiirii: M. kansasii, en sik test edilen 6rnek olan balgam gibi
solunum Orneklerinden izole edilebilir (2). Yavas iireyen bir organizma olup,
Lowenstein-Jensen veya Middlebrook 7H10 agarda tipik olarak 4-6 hafta inkiibasyon
stiresi gerektirir (61).

 Mikroskopik Inceleme: Ziehl-Neelsen veya Kinyoun gibi aside direngli
boyama yontemleri mikobakterilerin varligini ortaya koyar; ancak tiir tanimlamasi igin

ek testler gereklidir (61).
2.11.4. Molekiiler Tan1

Molekiiler teknikler, M. kansasii'nin tiir diizeyinde hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasinda kritik 6neme sahiptir.

» Niikleik Asit Cogaltma Testleri (NAATSs): PZR ve diger NAAT'ler, M.
kansasii DNA'sinin varligint dogrulamak i¢in 16S rRNA geni gibi 6zgiil genetik
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belirtegleri hedefler (62).
» Dizileme: hsp65 ve rpoB genlerinin dizilenmesi, diger tiiberkiiloz dis1

mikobakterilerden ayirt edilmesinde yliksek 6zgiilliik saglar (63).
2.11.5. Fenotipik Tanimlama

M. kansasii, 1518a maruz kaldiginda sar1 pigment iireten fotokromojenik bir
mikroorganizmadir. Bu 6zellik, tiir tayininde diger tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerden

ayirt edilmesine olanak tanir (2).

2.11.6. Histopatolojik inceleme

Etkilenen bolgelerden alinan doku biyopsisi ornekleri, enfeksiyonun evresine
ve ciddiyetine bagli olarak kazedz veya kaze6z olmayan nekrozla birlikte
graniilomatéz inflamasyon gosterebilir. Doku kesitlerinde aside direngli boyama

yontemleri ile mikobakteri varlig1 gosterilebilir (50).
2.12. Mycobacterium kansasii Enfeksiyonunun Tedavisi

M. kansasii enfeksiyonunun tedavisi, patojenin basarili bir sekilde
eradikasyonunu saglamak ve niiks veya diren¢ riskini en aza indirmek igin
kisisellestirilmis, kanita dayali bir yaklasimi1 gerektirir. Tedavi rejimleri, genellikle
antimikrobiyal ajanlarin kombinasyonundan olusur ve ila¢ duyarhilik profilleri,
enfeksiyon bolgesi ve hastanin genel saglik durumu goéz oniinde bulundurularak

secilir.
2.12.1. Standart Birinci Basamak Tedavi

M. kansasii pulmoner hastalifinin standart tedavisi, rifampin, etambutol ve
izoniazid igeren bir ¢oklu ila¢ rejimini igerir ve periferik néropatiyi onlemek ig¢in
piridoksin (B6 vitamini) ile desteklenir. Rifampin, M. kansasii'ye kars1 giicli
bakterisidal aktivitesi nedeniyle tedavinin temel tas1 olarak kabul edilir. Etambutol,
direng gelisimini 6nlemek icin kullanilirken, izoniazid bakterisidal etkisiyle tedavi

etkinligini artirir (64).
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2.12.2. Tedavi Siiresi

Tedavi siiresi, balgam kiiltliirii doniigiimiinii takiben 12 ay olarak
onerilmektedir. Bu uzun siire, niiks riskini en aza indirmek i¢in 6nemlidir. Kiiltiir
doniisiimii, genellikle tedaviye baglanmasindan birkag¢ ay sonra saglanan ve ardisik

balgam Orneklerinde M. kansasii tiremesinin olmamasi olarak tanimlanir (65) .
2.12.3. ila¢ Duyarlihik Testi ve Alternatif Rejimler

Ilag duyarhlik testi (DST), direngli izolatlar1 saptamak ve &zellikle baslangic
tedavisi basarisiz oldugunda veya direng siiphesi oldugunda tedaviyi yonlendirmek
icin hayati 6neme sahiptir (66). Rifampin direngli M. kansasii izolat1 saptanmasi
durumunda bu hastalar i¢in alternatif rejimler, etambutol ve bir florokinolon (6rnegin
moksifloksasin veya levofloksasin) ile klaritromisin veya azitromisin igerebilir.
Yaygin ila¢ direnci durumlarinda, amikasin veya linezolid kullanimi diisiiniilebilir

(67).
2.12.4. Ekstrapulmoner ve Yaygin Hastalk

Ekstrapulmoner ve yaygin enfeksiyonlar, daha agresif ve bireysellestirilmis
tedavi yaklasimlar: gerektirir. Bu enfeksiyonlar, genellikle ¢coklu organ tutulumu gibi
ciddi olgularda amikasin gibi parenteral ajanlarin dahil edilmesini gerektirir. Yaygin
hastaliklarda tam eradikasyonu saglamak icin 12 ay1 asan daha uzun tedavi siireleri

siklikla gereklidir (51).
2.12.5. Destekleyici Tedaviler

Kortikosteroidler gibi destekleyici tedaviler, merkezi sinir sistemi veya
perikardiyal tutulum gibi 6nemli inflamasyon veya doku hasarmin goriildiigi
durumlarda kullanilabilir. Ancak kortikosteroid kullanimi, 6zellikle HIV veya diger
immiinosupresif durumlara sahip bireylerde immiinosupresyon riski ile dikkatli bir

sekilde dengelenmelidir (50).
2.12.6. HIV-Seropozitif Hastalarda Ozel Hususlar

HIV-pozitif hastalarda M. kansasii enfeksiyonunun tedavisi, 6zel dikkate
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alinmasi1 gereken durumlar icerir. Rifampin ile antiretroviral tedavi (ART) arasindaki
ilag etkilesimleri, 6zellikle proteaz inhibitorlerinde rifabutin kullanimini alternatif
olarak gerekli kilar. Ayrica, ART baslatildiginda bagisiklik yeniden yapilandirma
inflamatuar sendromu (IRIS) tedaviyi karmasik hale getirebilir; bu durum dikkatli

izlem ve yonetim gerektirir (EACS).
2.12.7. Cerrahi Miidahaleler

Uzun stireli tibbi tedaviye ragmen kaviter hastalik veya apse gibi lokalize
lezyonlarin devam ettigi nadir M. kansasii enfeksiyonu olgularinda cerrahi rezeksiyon
gerekebilir. Cerrahi girisimler genellikle odaklanmis hastalia ve iyi pulmoner

rezervlere sahip hastalar i¢in kullanilmaktadir (68).
2.13. Sanger Dizileme: Prensipleri ve Mekanizmasi

1977 yilinda Frederick Sanger tarafindan gelistirilen Sanger dizileme yontemi,
DNA molekiillerinin niikleotit dizilimini belirlemek igin zincir sonlandirma
tekniklerini kullanan bir yontemdir (69). Bu yontem, molekiiler biyolojide temel bir
tas haline gelmis ve Insan Genom Projesi gibi bilimsel ilerlemelere énemli katkilarda
bulunmustur (70). Yiiksek verimli yeni nesil dizileme (Next-Generation Sequencing;
NGS) teknolojilerinin ortaya c¢ikmis olmasina ragmen, Sanger dizileme hala
giivenilirligi, dogrulugu ve uzun okuma uzunluklar iiretebilme kapasitesi nedeniyle

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (71).

Sanger dizileme yontemi, DNA sentezinin kontrollii bir sekilde
sonlandirilmasina dayanmaktadir. Bu durum, 3’-hidroksil grubundan yoksun olan
dideoksiniikleotit trifosfatlarin (ddNTP'ler) kullanimiyla saglanir. Bu modifiye edilmis
niikleotitler, DNA zincirinin uzamasini durdurur ve bu da farkli uzunluklarda DNA
parcalarinin olusmasina yol acar (69). Sanger dizilemenin baslica avantajlari
dogrulugu, basitligi ve uzun DNA pargalarini dizileme yetenegidir. Ancak, diisiik
verimliligi ve yliksek maliyeti, bu yontemin biiylik 6l¢ekli projelerde kullanimini
smirlamigtir (72). Ayrica, PZR yontemine olan bagimliligi sablon ¢ogaltmada
yanliliklar yaratabilir (73).
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Sanger dizileme i¢in ilk adim, tek iplikli bir DNA sablonunun hazirlanmasidir.
Bu DNA sablonu genellikle hedef bolgenin PZR ile ¢ogaltilmasi yoluyla elde edilir ve
boylece yeterli miktar ve o6zgillik saglanir (73). Bu ¢ogaltilmis DNA, dizileme
reaksiyonu igin bir alt tabaka gorevi goriir. ikinci adim, reaksiyon karisiminin
hazirlanmasidir. Sanger dizileme reaksiyonu, tek iplikli DNA sablonu, dizileme
primeri, DNA polimeraz, deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP'ler), dideoksiniikleotit
trifosfatlar (ddNTP'ler) bilesenlerinden olusmaktadir. Reaksiyon sirasinda DNA
polimeraz, sablon ipligine tamamlayic1t ANTP'leri ekleyerek primeri uzatir. Ara sira bir
ddNTP, bir ANTP yerine eklenir. ddNTP'ler 3'-hidroksil grubundan yoksun oldugu i¢in
DNA zincirinin daha fazla uzamasi engellenir. Bu durum, her biri bir ddNTP ile
sonlanan farkli uzunluklarda DNA pargalarinin olugsmasina neden olur (69). Dizileme
reaksiyonu ile iiretilen DNA parcalari, kapiler elektroforez kullanilarak uzunluklarina

gore ayrilir.

Negatif yiikli DNA molekiilleri, bir elektrik alan altinda polimer dolgulu
kapillerden gecerken kisa parcalar uzun olanlara gére daha hizli hareket eder. Pargalar
elektroforez sirasinda lazer detektdrden gectiginde, ddNTP'lere bagli floresan boyalar
spesifik dalga boylarinda 151k yayar. Bu sinyaller kaydedilir ve bir kromatogram olarak
cevrilir; her bir zirve bir niikleotidi temsil eder (Smith ve ark., 1986). Dizilim, floresan
sinyallerin sirasina gore belirlenir. Modern yazilimlar, tespit edilen diziyi bir referans

genoma veya sablona hizalayarak yorumlama ve kalite kontroliinii saglar (71).
2.13.1. Sanger Dizilemenin Uygulamalar

Sanger dizileme, BRCAl ve BRCA2 gibi genetik hastaliklarla iliskili
mutasyonlarin tanimlanmasinda klinik ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yiiksek dogrulugu, ozellikle NGS ile tespit edilen varyantlarin dogrulanmasi i¢in
uygundur. Bu ydntem, patojenlerin tanimlanmast ve antibiyotik direnci
mekanizmalarinin incelenmesi gibi mikrobiyal genom dizilemesinde kapsamli bir
sekilde kullanilmistir (74). NGS, baz cagirma hatalarna karsi hassas oldugundan,
ozellikle diisiik karmagiklikta veya tekrar eden DNA boélgelerinde Sanger dizileme,
kritik bulgularin dogrulanmasi i¢in kullanilir (75). CRISPR-Cas9 gibi gen diizenleme

teknolojilerinde Sanger dizileme, hedef modifikasyonlarin dogrulanmasi ve
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istenmeyen etkilerin tespiti i¢in temel bir aragtir (76).
2.14. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (NGS), DNA ve RNA'min yiiksek verimli dizilenmesine
olanak tantyan, genomik arastirmalar, klinik tani ve kisisellestirilmis tipta devrim
yaratan bir teknolojidir. Bu yontem, geleneksel Sanger dizilemeye kiyasla benzeri
gorilmemis bir hiz, dogruluk ve maliyet etkinligi saglayarak biyolojik sistemlerin
daha derinlemesine anlasilmasin1i miimkiin kilmaktadir (77). NGS, tam genom
dizileme, transkriptomik, metagenomik ve epigenomik dahil genis bir uygulama
yelpazesine sahiptir. Klinik uygulamalarda genom diizeyinde kansere neden olan
mutasyonlarin saptanmasi, nadir hastalik teshisi ve patojen tespiti i¢in kullanilarak

kisisellestirilmis tipta 6nemli ilerlemeler saglamaktadir (78).

NGS igin gesitli platformlar gelistirilmistir ve her biri farkli kimyasal
yontemler ve metodolojiler kullanmaktadir. Onde gelen platformlar arasinda Illumina,
Roche 454, lon Torrent ve Pacific Biosciences (PacBio) gibi sistemler bulunmaktadir.
[Mlumina platformlari, yiiksek dogruluk ve oOlceklenebilirlikleri nedeniyle yaygin
olarak kullanilmaktadir. Dizileme siireci, sentezle dizileme (SBS) yontemine dayanir.
DNA parcalart kat1 bir ylizeye immobilize edilir ve kiimeler olusturacak sekilde
cogaltilir. Sentez sirasinda floresan isaretli niikleotitler birer birer eklenir ve yayilan
floresan tespit edilerek kaydedilir. Bu yontem, genom montaj1 ve transkriptomik gibi

uygulamalar i¢in ideal olan yiiksek kaliteli kisa okuma dizileri iiretmesiyle bilinir (79).

Roche 454 platformu, pirodizileme yontemini kullanir; burada niikleotit
eklenmesi sirasinda salinan pirofosfat, lusiferaz varliginda bir 151k sinyalini tetikler.
Bu yontem, Illumina’ya kiyasla daha uzun okumalar iretir ancak 0Ozellikle
homopolimerik bolgelerde daha yiliksek hata oranlarina sahiptir. Bu platform artik
biiytik 6l¢iide kullanimdan kalkmis olsa da erken NGS gelistirme siirecinde 6nemli bir

rol oynamustir (80).

Ion Torrent dizileme, niikleotit eklenmesi sirasinda salinan hidrojen iyonlarini

tespit etmek i¢in yart iletken teknolojisini kullanir. Floresana dayali sistemlerin aksine,
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Ion Torrent pH degisimlerini dogrudan 6lger. Daha hizli ¢alisma siireleri ve daha diisiik
maliyetler sunmasina ragmen, homopolimerik bélgelerdeki hata orani bir sinirlama

olabilir (81).

PacBio’nun tek molekiillii gergek zamanli (SMRT) dizileme teknolojisi, DNA
polimeraz aktivitesini ger¢ek zamanl olarak izleyerek uzun okuma dizileme saglar.
Bu platform, yapisal varyasyonlarin, tekrarlayan bolgelerin ve tam uzunlukta
transkript dizilemesinin ¢oziilmesinde son derece avantajlhidir; ancak, kisa okuma
platformlarina kiyasla daha diistik verimlilik ve daha yliksek maliyetlere sahiptir (82).
Oxford Nanopore Technologies (ONT) platformlari, bir membrana gémiilii nanoporlar
kullanir. Tek zincirli DNA veya RNA molekiilleri nanopordan gegerken elektrik
akimindaki degisiklikler olgiilerek bazlar tanimlanir. ONT, ultra uzun okumalar,
tagiabilirlik ve gercek zamanli veri analizi sunarak saha uygulamalar1 ve de novo

genom montaji i¢in uygun hale gelmektedir (83).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. M. kansasii izolatlar

Bu c¢alisma, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvar
Tiiberkiiloz Birimi, Halk Sagligi Genel Midiirliigi (HSGM) Ulusal Molekiiler
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvart ve Halk Sagligi Genel Midiirliigii Ulusal
Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’nda izole edilen 40 M. kansasii izolat1 ile
yapilmistir. HSGM’de, Tiiberkiiloz dis1t mikobakterilerin (TDM) tiir tayini yapilarak
M. kansasii izolatlar1 tanimlanmistir. Bu ¢alismada ‘Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) M24S-Ed2 kilavuzu kullanilarak M. kansasii ‘American Type
Culture Collection” ATCC 12478 susu, antimikrobiyal duyarlilik kontrol susu olarak
kullanilmustir (84).

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kullanmilan malzemeler:

Etanol (%95)

Distile su

Lowenstein Jensen besiyeri

Tip sporu

Tek kanalli mikropipet

Cok kanalli mikropipet

Pipet uglari

Standart U tabanli 96 kuyucuklu plak
Standard diiz tabanli 96 kuyucuklu plak
Otoklav

Santrifiij tiipii

Santrifiij cithazi

Ettiv

Hassas terazi

Smif 2 biyogiivenlik kabini

Vorteks
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+4°C buzdolab1

-20°C derin dondurucu

-80°C derin dondurucu

Antibiyogram sonuglarini okumak i¢in konkav ayna ve biiyiiteg
Spektrofotometre cihazi

Eldiven

Is1 blogu

Metilen mavisi

‘Sensititre® Cation-Adjusted Mueller Hinton OADC’ (MH-OADC) tiipii
‘Sensititre® Dosing Head’ kapag1

‘Sensititre® AIM Automated Inoculator’ cihazi
FluoroLyse (Hain Lifescience, Nehren, Germany) kiti
Santrifiij cihaz1

Taq premiks 2x

Termal dongii cihaz

UltraPure 10X TBE tampon

Agaroz RA

‘Ultra GelRed’ boyasi

Molekiiler agirlik standardi (DNA ladder)

‘BioRad ChemiDoc’ goriintiileme cithazi

‘KAPA Pure Beads’ DNA Piirifikasyon kiti

Manyetik ayrigtirma rafi (magnetic rack)

Niikleaz icermeyen su (Nuclease-free water)

‘Qubit™ Flex’ Fluorometresi

‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ kiti

ABI 3500 Sanger dizileme cihazi

‘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 cihazi
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3.3. M. kansasii izolatlarinin Lowenstein-Jensen Besiyerinde Uretilmesi

Bu calismada, M. kansasii izolatlar1 -20°C derin dondurucudan ¢ikartildiktan
sonra oda sicakliginda steril kosullarda ¢oziindiiriilmiistiir. Bu islem, laboratuvar
biyogiivenligi protokollerine uygun olarak ve kisisel koruyucu ekipmanlar (eldiven,
onliik, N95 maske) kullanilarak, Halk Saghigi Genel Midirligi (HSGM) Ulusal
Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari'nda Sinif 2 biyogiivenlik kabini icerisinde
gerceklestirilmistir. 100 pl'lik bir bakteri ¢ozeltisi Lowenstein-Jensen besiyerine
inokiile edilmis ve besiyeri tiipleri, kapaklar: tam sikilmadan yatay sekilde spor i¢cinde
yaklasik 5 giin boyunca 37°C sicaklikta etiivde inkiibe edilmistir. Besiyerlerinin
diizenli olarak tireme ve kontaminasyon kontrolleri yapilmis ve 5’inci giiniin sonunda

kapaklar1 kapatilip yaklasik 25 giin tireme i¢in bekletilmistir (85).

3.4. M. kansasii izolatlarinin Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testi, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) rehberi ve iireticinin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmis ve
yorumlanmistir. Sensititre® SLOMYCO (TREK Diagnostic Systems, West Sussex,
Ingiltere), mikobakteri tiirlerinin antimikrobiyal duyarlilik testi (AST) i¢in tasarlanmis
ticari bir sistemdir ve antibiyotiklerin minimum inhibitdr konsantrasyonunu (MiK)
degerlendirmek i¢in ‘Broth’ mikrodiliisyon yontemini kullanir. SLOMYCO paneli
(yavas iireyen mikobakteri tiirleri i¢cin) 13 antimikrobiyal ilag ve bir pozitif kontrol
icerir ancak CLSI M24S-Ed2 rehberine gore amikasin, rifampin, siprofloksasin,
doksisiklin, moksifloksasin, linezolid, rifabutin, klaritromisin, trimetoprim-
siilfametoksazoliin duyarlilik sonucu degerlendirilmistir. Sensititre SLOMYCO

panelinde minosiklin bulunmadigi i¢in minosiklinin duyarlilik testi yapilamamustir.

M. kansasii Lowenstein-Jensen besiyerinde liretilmistir. Sonra, demineralize su
tipii kullanilarak bakteri kolonisinin bir siispansiyonu hazirlanmistir. 2—-3 bakteri
kolonisi 1 mL demineralize su tlipiine eklenmis ve homojen bir slispansiyon olusturmak
i¢in iyice karigtirtlmistir. Stispansiyon Sensititre Nephelometer’ cihazinda McFarland

0,5 standardina ayarlanmistir. Daha sonra ‘Sensititre® Cation-Adjusted Mueller Hinton
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OADC’ (MH-OADOC) tiipiine hazirlanan siispansiyondan eklenmis ve tiipiin basina 6zel
‘Sensititre® Dosing Head’ kapagi takildiktan sonra bu tiip ‘Sensititre® AIM
Automated Inoculator’ cihazina takilmistir. ‘Sensititre® AIM’ cihazi, Sensititre® MIK
plakalarina uygun hacimde mikrobiyal siispansiyonu otomatik olarak dagitmak tizere
tasarlanmustir. Sensititre SLOMYCO plakalari, 7-14 giinliik inkiibasyondan sonra
yeterli lireme gosterene kadar 37°C'de inkiibe edilmistir. M. kansasii i¢in okumalar
konkav bir ayna kullanilarak degerlendirilmis ve lireme olmayan kuyucuklar minimum
inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK) olarak kabul edilmistir. M. kansasii susu ATCC
12478, MIK testi i¢in referans sus olarak kullanilmustir (86).

900000000006 .
9000090600066 &
900000000006 :
9000000600000 -
000000000060 -
900002000006

00002000006

CEEEEE T

Sekil 3.1. ‘Sensititre SLOMYCO’ plakalar1 (TREK Diagnostic Systems, Birlesik
Krallik).

3.5. DNA lzolasyonu

40 M. kansasii izolatinin DNA izolasyonu i¢in FluoroLyse (Hain Lifescience,
Nehren, Germany) kiti kullanilmistir. Bu amagla DNA izolasyonun ilk asamasinda, 300
ul FluoroLyse bir mikrosantrifiij tiipline eklenmistir. Lowenstein—Jensen besiyerinden
2-3 koloni transfer edilip vorteks uyguladiktan sonra tiip 95°C'de 5 dakika
kaynatilmistir. Ardindan kisa bir spinden sonra, tiipe 100 pl nétralizasyon tamponu (F-
NB) eklenmis ve karigsim 5 saniye vorteksleme ardindan 13000 g'de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Son olarak, kalan {ist s1ivi mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Elde edilen

DNA, Sanger dizilemenin PZR reaksiyonunda kullanilmak iizere ayrilmistir.
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Sekil 3.2. FluoroLyse kiti (Hain Lifescience, Nehren, Germany)

3.6. gyrA, gyrB ve rrl gen bolgelerinin PZR ile Cogaltilmasi

Bu calismada, M. kansasii izolatlarinda CLR, CIP antimikrobiyal ila¢ hedeflerinin
cogaltilmasi i¢in Tablo 1'de verilen primerler kullanilarak PZR gergeklestirilmistir. 30 uLL
reaksiyon karigim i¢in 15 pL. Taq premiks 2x (Genet Bio Inc), 10 pmol ileri ve ters primerlerin
her birinden 1,5 pl ve hazirlanmis 12 pl genomik DNA kullanmilmustir (Tablo 1). gyr4, gyrB ve
rrl amplifikasyonu ‘Labcycler Basic” (SensoQuest GmbH) termal dongii cihazinda yapilmustir:
gyrd, gyrB, 1l igin ilk denatiirasyon 95°C’de, 5 dk; ardindan 30 saniye 95°C'de denatiirasyon,
30 saniye 60°C primer baglanmasi ve 72°C'de 90 saniye uzatma 35 dongii olacak sekilde
tekrarlanmis, ve son uzatma 72°C’de 5 dk yapilmustir.



Tablo 3.1. gyrd4, gyrB ve rrl genlerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

27

Gen Primerler Uzunluk
ayrd F: ATTCTGCCGAACGGATCGAG 459 bp
R: CGACCGCGTTATCCGAATTG
arB F: TGGGCAACACCGAGGTGAAG 762 bp
R: ACGGGTCCATGGTGGTTTCC
rrl F: CCAGGTCTGGCCTATCGAAC 1110 bp
R: CGGGATTCGGTCGCAGAAAC
Tablo 3.2. PZR bilesenleri
Bilesen Miktar
Taq Premiks 2x 15 uL
F (ileri) Primer 1,5 ul
R (Ters) Primer 1,5 ul
Ormnek (DNA) 12 ul

Sekil 3.3. Taq premiks 2x (Genet Bio Inc)



28

Sekil 3.4. ‘Labcycler Basic’ (SensoQuest GmbH) termal dongii cihazi

3.7. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanmasi

Agaroz jel elektroforezi, DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin ayrilmasi ve
analiz edilmesi i¢cin molekiiler biyoloji ve biyoteknolojide yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, niikleik asitlerin biiyiikliiklerine, biitlinliiklerine ve
miktarlarina goére ayrilmasini, gorsellestirilmesini ve analiz edilmesini saglar. Bu
caligmada amplikon boyutlarina gore %1°lik agaroz jel hazirlanmigtir. Bu amagla,
agaroz jel elektroforez hazirlama kaliplarmin kenarlar1 6zel lastikli aparatlar ile
kapatilmigtir. Ardindan taraklar yiikleme kuyucuklarinin olusturulmasi i¢in takilmastir.
950 ml distile suya 50 ml UltraPure 10X TBE tamponu eklenmistir. 200 ml hazirlanan
soliisyondan alinip iizerine 2 gr agaroz RA (VWR Life Science) eklenmistir. Daha
sonra, agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda 1sitilmistir. Jel sogutulurken, 20 uL
Ultra GelRed (87) boyast (Vazyme, Nanjing, China) eklenmistir. Daha sonra,
karistirilarak jel elektroforez hazirlama kalibina dokiilmiistiir. Jel katilastiktan sonra
elektroforezin gergeklesecegi tanka yerlestirilmistir. Ardindan, jelin iizerine 6nceden
hazirlanan 10X TBE soliisyonundan eklenmistir. Birinci kuyucuga 1kb plus (Thermo
Scientific) molekiiler agirlik standardi (DNA ladder) ve ardindan diger kuyucuklara
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dogrudan (master miks boyali) 5 pl 6rnek yiiklenmis ve 120 V akimda ortalama 90 dk
yiiriitiilerek UV 15181nda ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal Hood
III, USA) cihazinda goriintiilenmistir.

Sekil 3.5. UltraPure tampon ve agaroz RA

Sekil 3.6. Ultra GelRed



Sekil 3.8. ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal Hood III, USA) cihaz
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3.8. PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Bu c¢alismada, gyr4, gyrB ve rrl PZR iiriinlerinin piirifikasyonu i¢in ‘KAPA
Pure Beads” DNA piirifikasyon kiti (Roche) kullanilmistir. ‘Kapa Pure’ boncuklart,
spesifik olarak niikleik asitlere baglanarak proteinler ve tuzlar gibi kontaminantlarin
uzaklastirmasina olanak tantyan bir DNA saflastirma kitidir. Ilk basamakta saflastirma
icin 96’11 plak kuyucuklarina PZR firiinlerinden 20 pl ve ‘Kapa bead’ten 36 pl aktarilip
5 kez pipetaj yapilarak karistirtlmistir. Oda sicakliginda 6 dk inkiibasyondan sonra
plak 6zel manyetik ayristirma rafi (magnetic rack) lizerinde 6 dk inkiibe edilmistir.
Boncuklara zarar vermeden 200’liik pipet ile iistte kalan siviatilmistir. Ik yikamada
200 pl %70 etanol eklenmis ve 30 sn oda sicakliginda bekletildikten sonra siipernatant
kisim atilmustir. Ikinci yikama da birinci basamakta oldugu gibi tekrar edilmistir. Daha
sonra, plak manyetik rak tlizerinden alinip oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Bu
sekilde kalan alkoliin kurumasi saglanmistir. Her kuyucuga 35 pl niikleaz icermeyen
su (Nuclease-free water) eklenip iyice pipetaj yapildiktan sonra tekrar 2 dk manyetik
ayristirma rafinda inkiibe edilip seffaf olana kadar bekletilmistir. Son asamada, 6rnek
sayist kadar 1,5 mI’lik tiiplerin {izerine 6rnek numaralar1 yazilmis ve 30 pl ¢cozelti her
kuyucuktan alinip yeni tiiplere aktarilarak Sanger dizileme yapilana kadar -20°C derin

dondurucuda saklanmustir.



Sekil 3.9. ‘KAPA Pure Beads’

Sekil 3.10. Manyetik ayristirma raki (magnetic rack)
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Sekil 3.11. Manyetik ayristirma raki (magnetic rack)

3.9. DNA Miktar Tayini

Bu ¢alismada, ‘Qubit™ Flex’ fluorometresi ve ‘Qubit™ dsDNA HS Assay’
kiti kullanilarak DNA konsantrasyonu oSlgiilmiistiir. Qubit fluorometresi, floresan
temelli bir Ol¢lim yontemi sunarak diisiik konsantrasyonlu ornekler i¢in yiiksek
hassasiyet ve dogruluk saglar. Asagida, ‘Qubit Flex’ Fluorometresi ile DNA
konsantrasyonunun OSlgiilmesi i¢in izlenen adimlar detaylandirilmaktadir. ‘Qubit™
dsDNA HS Assay’ kitinde bulunan DNA standart g¢ozeltileri, fluorometre igin
kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilir. Bu amagla, 40 6rnek, 8 standart 1 ve
8 standart 2 i¢in toplamda 56 6rnek i¢in ¢ozelti hazirlanmistir. Cozelti i¢in 11,144 pl
Qubit™ tamponu lizerine 56 pl ‘Qubit™ dsDNA HS Reagent’ (floresan boya) eklenip
vorteks uygulanmistir. Daha sonra, standartlar i¢in her Qubit tiipiine 190 pl ¢6zeltiden
aktarilip tizerine 10 pl standart 1 ve standart 2 eklenmistir. Ardindan, vorteks ve spin
uygulanarak 2 dk inkiibe edilip cihaza kalibrasyon igin yerlestirilmistir. Orneklerin

konsantrasyon ol¢iimii i¢in ¢ézeltiden 199 pl Qubit tiipiine aktarilip tizerine 1 pl 6rnek
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eklenip vorteks ve spin yapilmustir. Iki dakikalik inkiibasyon sonrasinda cihazda
‘Qubit™ dsDNA HS Assay’ secilerek dl¢iim yapilmistir. Sonuglar ng/pLL cinsinden
kaydedilmistir.

Sekil 3.13. Qubit™ Flex ve Qubit™ 4 Fluorometresi
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Sekil 3.14. Qubit™ Flex ile DNA konsantrasyon dl¢timii



3.10. Sanger Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Bu calismada, gyr4, gyrB ve rrl gen bolgelerinin dizilemesi i¢in “ABI 3500
Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve “BrilliantDye™
Terminator (v3.1) Cycle Sequencing Kit (NimaGen, Netherlands)” dizileme kiti
kullanilmistir. Bu amagla, her gen bdolgesi i¢in ileri ve ters primerler olarak ayr1 ayri
1,5°lik tiipte toplu sekilde karisim hazirlanmistir. Daha sonra, 8 pLL karisimdan 0.2
ml’lik PZR tiipiine aktarilmistir. 2 uLL amplifikasyon iiriinii eklendikten sonra pipetaj
yapilmig ve ardindan spin uygulanmistir. Tiipler son olarak, termal dongii cihazina
(SensoQuest GmbH) yerlestirilmistir. Bu karisimin hazirlanmasinda kullanilan

bilesenlerin miktarlar1 Tablo 2’de yer almakta olup, termal dongii reaksiyonunun

programi ise Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Dizileme reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar
BrilliantDye Terminator 1 uL
5x sequencing buffer 1,5 uL

Primer (F veya R) 0,5 uL (10 pmol)
INFW 5uL

DNA (amplifikasyon {iriinii) 2 ulL

Reaksiyon Hacmi (Toplam) 10 uL

Tablo 3.4. Sanger dizileme agamasinda uygulanan PZR dongii kosullari

Dongii Basamag Sicakhik Siire

[k Denatiirasyon 96°C 1 dk

Denatiirasyon 96°C 10 sn

Baglanma 50°C Ssn 30 dongii
Uzama 60°C 4 dk
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Sekil 3.15. ‘BrilliantDye™ Terminator (v3.1) Cycle Sequencing’ kiti

3.11. Cycleseq Piirifikasyon

Boya terminatorleri, dizileme siirecinde kullanilan floresan etiketli
niikleotitlerdir. ‘Mag-Bind® SeqDTR  Purification Kit’ Sanger dizileme
reaksiyonlarindan boya terminatdrlerini ve diger kontaminantlar1 temizlemek i¢in 6zel
olarak tasarlanmistir. Bu ¢alismada, cycle sekansdan sonra elde edilen 10 pL {iriine,
10 uL ‘Mag-Bind® SeqDTR’ ve 41 pL %85’lik etanol eklenmistir. 5 kere pipetajdan
sonra 5 dk oda sicakliinda inkiibe edilmistir. Daha sonra, 5 dk manyetik rak tizerinde
bekletilmistir. Boncuklara zarar vermeden nazikg¢e 100’liik pipetle sivi alinmis ve 100

uL %85°lik etanol eklenmistir. 30 sn sonra kuyucuklarda olan etanol atilip tekrar 100



38

L %85’lik etanol yikama yapilmistir. 30 sn sonra kuyucuklarda olan etanol atilmis
ve plak rak iizerinden alinip 5 dk oda sicakliginda kalan etanoliin kurumasi i¢in
bekletilmistir. Daha sonra, 40 pL. NFW ekleyip pipetaj yapildiktan sonra 3 dk
manyetik rak iizerinde bekletilmistir. Her kuyucuktan 35 pL saf tirlinden alinip Sanger
cihazina yiiklemek i¢in ‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate’e (Applied
Biosystems) aktarilmistir. Son basamakta, plak septa ile kapatilmis ve cihaza

yiiklenmistir.

Sekil 3.16. ‘Mag-Bind® SeqDTR Purification’ kiti



applied l

biosystems

e
Sekil 3.18. “ABI 3500” Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City,
CA).
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3.12. Sanger Dizileme Asamasi

‘MicroAmp Optical’ 96-kuyucuklu reaksiyon plagr (Applied Biosystems)
cihaza yiiklendikten sonra ‘3500 Series Data Collection’ yazilimi ve ‘Std-Seq-Assay-
POP7’ kullanilarak dizileme stireci baglatilmistir. Yaklasik 8 saatlik dizileme siirecinin
sonunda ‘Sequencing Analysis Software 6’ programi kullanilarak kromatogram
gorintiisii ve ¢alismanin kalitesi analiz edilmistir. Dizileme sonuglart FASTA formati
olarak almmmistir. ‘SeqTrace 0.9.0° programi kullanilarak ileri ve ters diziler
birlestirilmistir. Ardindan, NCBI’de blast islemi yapilarak elde edilen dizilerin hedef
gene (gyrd, gyrB ve rrl) ait olup olmadiginin kontrolii saglanmistir. Daha sonra, her
gen bolgesi icin referans genom indirilmis ve “MEGA versiyon 117 programi
kullanilarak hizalama islemi ile gen boélgelerinde mutasyonlarin olup olmadigi ve

amino asit degisimleri incelenmistir.

Sequencing Analysis Software 6

1 Applied
A‘B Blgg’ys(ems

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

Bu ¢alismada, ropB ve rbpA gen bolgelerinin dizilenmesi i¢in Hedefe Y onelik
Dizileme (Targeted Sequencing) yontemi tercih edilmistir. Hedefe Yonelik Dizileme,
belirli gen bolgelerini, genetik varyantlart veya c¢alisilan hedefleri analiz etmek
amaciyla kullanilan bir genomik yontemdir. Bu yontem, genomun tamamini dizilemek
yerine yalnizca spesifik bir bolgenin hedef alinmasini saglar. Calismada bu amag
dogrultusunda, Oxford Nanopore Technologies (ONT) tarafindan gelistirilen ve
amplikonlarin ligasyon bazli dizilenmesi i¢in tasarlanmis bir iiriin olan ‘Native
Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96) kullanilmistir. Dizileme islemleri, Oxford
Nanopore cihazlarinda DNA amplikonlarini hazirlamak iizere tasarlanmis ‘Ligation
Sequencing Amplicons- Native Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96) protokolii
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bu protokol, barkodlama, barkodlanmig
numunelerin havuzlanmasi, adaptor ligasyonu ve dizileme i¢in kiitiiphane hazirlama

gibi temel adimlar1 icermektedir.



Sekil 3.20. ‘Native Barcoding Kit 96 V14’ (SQK-NBD114.96)

4
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3.14. DNA Miktar Tayini

Bu calismada, ‘Qubit™ Flex’ fluorometresi ve ‘Qubit™ dsDNA HS Assay’
kiti kullanilarak DNA konsantrasyonu Ol¢lilmiistiir. Calisma basamaklar1 boliim 3.9°te

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
3.15. ropB ve RbpA gen bolgelerinin PZR ile Cogaltilmasi

rpoB, bakterilerde RNA polimeraz enziminin B-alt birimini kodlayan kritik bir
gendir. 7poB genindeki mutasyonlar, Ozellikle rifampin (rifampisin) gibi
antibiyotiklere kars1 direng gelisiminde birincil mekanizma olarak tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar, RNA polimerazin f-alt birimindeki rifampin baglanma bdlgesini
degistirerek ilacin etkinligini azaltir ve bdylece rifampin tedavisinin basarisin1 6nemli
Olciide etkiler. RbpA (RNA polimeraz baglayici protein A), RNA polimeraz enzimini
stabilize eden ve transkripsiyonel aktiviteyi ozellikle stres kosullarinda artiran bir
diizenleyici proteindir. M. tuberculosis'te, rbpA'nin rifampin diren¢ mekanizmalariyla
iligkili oldugu gosterilmistir. RbpA, RNA polimerazin rifampinle etkilesimini modiile
edebilir ve bu, bakterinin rifampin tedavisine karsi toleransini artirabilir. Bu
calismada, M. kansasii suslarinda rpoB ve rbpA gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in

Tablo 1'de agiklanan primerler kullanilarak PZR ger¢eklestirilmistir.

20 pL reaksiyon karigimi i¢in 10 pL ‘Phantamax 2x’ (Vazyme), 10 pmol ileri
ve ters primerlerin her birinden 1 pl ve izole edilmis 8 pl genomik DNA kullanilmistir
(Tablo 1). ropB ve rbpA amplifikasyonu ‘Labcycler Basic’ (SensoQuest GmbH)
termal dongli cihazinda yapilmistir: ropB icin ilk denatiirasyon 95°C’de, 3 dk;
ardindan 30 saniye 95°C'de denatiirasyon, 30 saniye 48°C primer baglanmasi ve
72°C'de 4 dk uzatma 35 dongii olacak sekilde tekrarlanmis ve son uzatma 72°C’de 5 dk
yapilmistir. RbpA amplifikasyonu i¢in ilk denatiirasyon 95°C’de 3 dk; ardindan 30
saniye boyunca 95°C'de denatiirasyon, 30 saniye boyunca 54°C’de primer baglanmasi
ve 72°C’de 60 saniye uzatma 35 dongii olacak sekilde tekrarlanmig ve son uzatma 72°C’de
5 dk yapilmistir.



Tablo 3.5. PZR bilesenleri

Bilesen Miktar

Taq premiks 2x 10 uL
F (ileri) Primer 1 ul
R (Ters) Primer 1w
Ornek (DNA) 8 ul

Tablo 3.6. ropB cogaltmasinda PZR dongii kosullart
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Dongii Basamag Sicaklik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C 3 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 48°C 30 sn 35 dongt
Uzama 72°C 4 dk
Son Uzama 72°C 5dk
Sonlandirma 4°C 0
Tablo 3.7. rbpA ¢ogaltmasinda PZR dongii kosullart
Dongii Basamag Sicakhik Siire
Baglangic Denatiirasyon 95°C 3 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 54°C 30 sn 35 dongt
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 72°C 5 dk
Sonlandirma 4°C 0
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3.16. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanmasi

Bu ¢alismada amplikon boyutlarina gore %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. Bu
amacla, agaroz jel elektroforez hazirlama kaliplarinin kenarlar1 6zel lastikli aparatlar
ile kapatilmigtir. Ardindan taraklar yilikleme kuyucuklarinin olusturulmas: igin
takilmistir. 950 ml distile suya 50 ml UltraPure 10X TBE tamponu eklenmistir. 200
ml hazirlanan soliisyondan alinip iizerine 2 gr agaroz RA (VWR Life Science)

eklenmistir.

Daha sonra, agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda isitilmistir. Jel
sogutulurken, 20 pL Ultra GelRed boyasi (Vazyme, Nanjing, China) eklenmistir. Daha
sonra, karistirilarak jel elektroforez hazirlama kalibina jel dokiilmistiir. Jel
katilastiktan sonra elektroforezin gerceklesecegi tanka yerlestirilmistir. Ardindan, jelin
tizerine Onceden hazirlanan 10X TBE soliisyonundan eklenmistir. Birinci kuyucuga
1kb plus (Thermo Scientific) molekiiler agirlik standardi (DNA ladder) ve ardindan
diger kuyucuklara dogrudan 5 pl 6rnek yiiklenmis ve 120 V akimda ortalama 90 dk
yiuritiildiikten sonra UV 1s18inda ‘BioRad ChemiDoc MP Imaging System’ (Universal
Hood III, USA) cihazinda goriintiilenmistir [ 150].

3.17. GridION kiitiiphanesinin hazirlanmasi

36 rifampin direngli M. kansasii izolatinin rpoB ve rbpA PZR amplikonlarinin
DNA konsantrasyonu 1X dsDNA HS kiti (Invitrogen, ABD) ile ‘Qubit Flex’
florometresi kullanilarak dl¢tilmiistiir. ONT amplikon dizileme kiitiiphanesi hazirlama
protokoliine (SQK-NBD114.96) gore, her bir 6rnegin DNA konsantrasyonu 200
fmol'e (1 kb amplikonlar i¢in 130 ng) ayarlanmistir. Daha sonra, her bir 6rnek niikleaz
icermeyen su kullanilarak 11,5 pL'lik son hacme tamamlanmistir. Plaklara her bir
ornek icin 3,5 pL ‘end-prep’ reaktifleri ana karisimi (1 pL DNA kontrol 6rnegi (DCS),
1,75 pL “Ultra II End-prep’ reaksiyon tamponu, 0,75 pL ‘Ultra II’ enzim miksi
eklenmistir. Inkiibasyondan sonra, yeni bir 96 kuyucuklu plaga 1,25 pl ‘Native
Barcode’ (NB01-96), 5 ul ‘Blunt/TA Ligaz Master Mix’ ve 3 pul niikleaz igermeyen
su, 0,75 pl ‘End-prepped DNA’ eklenmistir. Inkiibasyondan 20 dakika sonra, her
kuyucuga 1 pul EDTA eklenmis ve ardindan 36 adet barkodlu 6rnek 1,5 ml'lik bir tiipe
toplanarak  saflagtirma, ‘AMPure XP’ boncuklar1 (AXP) kullanilarak
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gergeklestirilmistir.

Adaptor ligasyon asamasi reaksiyon karisimi igin, 0,2 PZR tiiplinde, onceki
adimdan 30 pl eliisyon sivisi, 5 pl nativ adaptor (NA), 50 pl 10X ligaz tamponu ve 5
ul T4 DNA ligaz (Vazyme-C301-01 40.000 U) pipet karigimlart yapilarak
hazirlanmistir. 37°C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra, yikamak i¢in %80 etanol
yerine ‘Kisa Par¢ca Tamponu’ (SFB) ve ‘AMPure XP’ boncuklar1 (Beckman Coulter,
ABD) kullanilarak bir ‘clean-up’ adim1 gerceklestirilmistir.

DNA fragman boyutuna gore, yeni bir 1,5 ml tiipte, DNA 12 pl 50 fmol eliisyon
stvist, 37,5 pl ‘Dizileme Tamponu’ (SB) ve 25,5 pl ‘Kiitiiphane Boncuklar1’ (LIB)
karistirtlmis ve 1352 pore sayisina sahip R10.4.1 akis hiicresine yiiklenmistir.
Amplikon dizilemesi ONT dizileme cihazinda (GridION) gerceklestirilmis ve ¢alisma
20 saat sonra durdurulmustur. ONT protokoliine gére ‘Akis Hiicresi Yikama Kiti’

(EXP-WSHO002) kullanilarak yikanmistir.



Sekil 3.21. ‘SpotON Flow cell’

Sekil 3.22. ‘GridION cihazr’
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Sekil 3.23. Minknow Uygulamasi

3.18. Nanopore Amplikon Dizileme Veri Analizi

Dizilemenin ardindan, POD5 formatinda elde edilen sonuglar hem baz
cagirma hem de de-multipleksleme gergeklestiren Dorado yaziliminin en son siiriimii
kullanilarak FASTQ formatina doniistiiriilmiistiir. Barkod ve adaptor dizileri Dorado
kullanilarak kaldirilmistir ve diisiik kaliteli bazlar ‘Trimmomatic’ (v0.39) ile
temizlenmistir. Her okumanin ilk 15 bazi daha diisiik kalite nedeniyle kirpilmistir;
kalite puan1 20'nin altinda olan okumalar analizden ¢ikarilmustir. islenen okumalar
daha sonra ‘Geneious Prime’ yazilimindaki (v23.2.2) ‘minimap2’ araci kullanilarak
M. kansasii referans genleri rpbA ve rpoB ile hizalanmistir. Varyantlar ‘Geneious
Prime'daki "Varyasyonlari ve SNP'leri Bul" araci kullanilarak tanimlanip ve rapor

edilmistir.
3.19. istatistiksel Analiz Yontemleri

Analizler SPSS (Sosyal Bilimler icin Istatistik Paketi) siiriim 23 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Siirekli degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler, ¢eyreklik aralikli
medyanlar (IQR) olarak sunulurken, kategorik degiskenler i¢in olanlar frekans (n) ve
yiizde (%) olarak sunulmustur. iki degiskenli analiz i¢in, dokuz antimikrobiyal ajanin
MIKO90 degerleri arasindaki iliskiyi degerlendiren Pearson korelasyon katsayilari (R)
hesaplanmistir. Korelasyonun giicli asagidaki yorum kullanilarak degerlendirilmistir:
0,00-0,19: ¢ok zayif; 0,20-0,39: zayif; 0,40-0,59: orta; 0,60-0,79: gii¢lii; 0,80-1,0:
cok giiclii. <0,05'lik bir p degeri istatistiksel olarak anlamli bir seviye olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tla¢c Duyarhihk Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu calismaya 2021, 2022 ve 2023 yillarinda izole edilmis olan 40 adet M.
kansasii izolat1 dahil edilmistir. M. kansasii i¢gin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) sinir degerleri Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan
M24S-Ed2 rehberinde belirtilmis ve M. kansasii i¢in duyarlilik testlerinde standart

yontem olarak s1vi mikrodiliisyon yontemi onerilmistir.

Tablo 4.2., 4.3., 4.4. ve 4.5, M. kansasii izolatlarinin dokuz farkli ajana karsi
duyarlilik test sonuglarint gostermektedir. CLSI (M24S-Ed2) rehberinde belirtilen
siir degerler dikkate alindiginda, 40 M. kansasii izolatinin tamaminin klaritromisin
(CLR), amikasin (AMK), rifabutin (RFB), moksifloksasin (MXF) ve linezolid (LZD)
ilaclarina duyarli oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, izolatlarin sirasiyla %90'tmin
siprofloksasin (SIP) ve rifampin (RIF), %47,5'inin doksisilin (DOX) ve %70'inin
trimetoprim/siilfametoksazole (TMP-SMZ) direngli oldugu gosterilmistir.



Tablo 4.1. Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin MiK (ug/mL) sonuglari.
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1
2 1025 1 2 1025] 05| 2 8 |025
5457 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
2
2 1025 1 4 1025|105 | 4 8 8
7335 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
3
4 1025 2 4 1025 1 4 4 10725
3980 ng/ | ng | ng | ng | pg | ng | pg | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
4
2 1025 | 2 2 1025] 05| 2 4 8
2274 ng/ | ng/ | ng | ng/ | ng | ng | ng | pg | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
5
2 10251 05| 4 |025| 05| 4 8 4
5076 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
6
2 10250012 4 |025| 05 | 2 8 8
147 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
7
4 1025 8 2 1025] 05| 2 4 1025
4959 | wg/ | ng | wg | ng | ng | g | ng | ng | pe
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
8
2 105 | 16 2 1025 1 4 4 8
27 ng/ | ng | v | ng | pg | ng | ng | ng | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
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2 1012025 4 |025| 05 | 4 4 10725
6312 ng/ | ng | pg | pg | ng | ng | ng | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
10
4 1025 8 2 1025) 05| 2 4 10725
4538 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
11
2 |05 1 4 1025( 05| 05 8 4
7027 ng/ | ng | ng | ng | ng | pg | ng | png | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
12 2 105 | 2 4 1025 1 4 16 4
6533 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
13
2 1025105 | 2 |025| 05| 4 8 8
4989 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
14
4 1012 16 2 | 05 1 2 8 1025
6536 ng/ | ng | ng | wg | pg | ng | pg | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
15
2105105 ] 2 (025 1 2 4 8
3258 ng/ | ng | ng | ng | pg | ng | ng | pg | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
16
2 105 | 8 4 | 05 1 4 16 8
8291 ng/ | ng | ng | png | ng | ng | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
17
4 1025 2 2 1025 1 4 8 1025
5423 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml




Tablo 4.2. Antimikrobiyal duyarllik testlerinin MIK (ug/mL) sonuglar1.
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g
18 2 |025] 8 4 1025 05 2 8 8
1013 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
19 2401-
2 1025 2 2 1025 05 2 16 8
2022 ng/ | ng | ng | ng | ng | pg | pg | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
20 2 | 05| 16 2 |05 1 4 4 1025
6347 ng/ | ng | ng | g | ng | ng | g | ng | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
21 2 |025] 8 2 1025] 05 2 4 8
3254 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng | pg
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
22 2 025] 05| 4 [025] 05 2 16 8
4720 neg/ | ng/ | pg | ng | ng | ng | ng | pg | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
23 2 025] 1 2 1025] 05 |025] 4 8
8951 ng/ | ng/ | ng | ng | pg | ng | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
24 4 05| 4 2 1025 1 8 8 8
9732 neg/ | ng/ | ng | ng | ng | pg | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
25 2 | 05| 16 4 | 05 1 4 2 8
5640 ng/ | ng/ | ng | ng | pg | ng | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
26 2 012 16 4 1051 05 4 8 8
3700 neg/ | ng/ | pg | ng | ng | ng | g | ng | ne
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
27 2 | 05 1 2 1025] 05 ]|025] 8 8
8398 ng/ | ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ne
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
28 2 [o12] 8 4 1025|105 ]025]025| 8
6529 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng
ml ml ml ml ml ml ml ml ml
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29 4 o121 16 4 1025] 05 2 16 4
3650 ng/ | ug | pg | pg | wg | pg | pg | ng | pg

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

30 2 [o12] 2 4 1025 05 4 8 8
9049 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

31 4 1025 16 4 1025] 05 2 8 4
890 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | pg | ng | pg

ml ml ml ml ml ml ml ml ml
32 4 105 | 16 4 1025 05 4 2 0,25
1033 ng/ | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

33 2 [o12] 05| 4 [025] 1 4 16 8
697 neg/ | ong/ | pg | ng | ng | pg | ng | pg | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

34 2 | 05 8 2 1025 1 2 8 8
1666 neg/ | ng/ | ng | ng | ng | pg | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

35 2 |025] 8 4 1025 1 4 8 4
274 neg/ | ng/ | pg | ng | ng | pg | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml
36 4 |05 8 4 1025] 05 2 8 | 0,25
1041 ng/ | ong/ | pg | ng | ng | ng | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml
37 2 o2 | 1 4 1025] 05 4 8 | 0,25
508 ng/ | ng/ | ng | ng | pg | pg | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

38 2401-

2 1025 2 2 105 | 05 4 2 8
2023 ng/ | ug | pg | ng | ng | pg | ng | ng | pg

ml ml ml ml ml ml ml ml ml
39 2 [025] 16 4 1025] 05 4 8 | 0,25
1516 ng/ | ng/ | ng | ng | pg | pg | ng | ng | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

40 2 012 8 4 |1 05| 05 2 16 4
1123 neg/ | ng/ | v | ng | ng | ng | ng | pg | ng

ml ml ml ml ml ml ml ml ml

Kirmuzi renkte MIK degerleri: Direncli



Tablo 4.3. M. kansasii klinik izolatlar1 i¢in ila¢ duyarlilik sonuglari.
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Antimikrobiyal ajan (n=40)

Amikasin

MIK degerleri (pug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Klaritromisin

MIK degerleri (pug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Doksisiklin

MIK degerleri (ug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

I, n (%)

Linezolid

MIK degerleri (ug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Moksifloksasin

MIK degerleri (pug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Rifabutin

MIK degerleri (ug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Rifampin

MIK degerleri (ug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

Siprofloksasin

MIK degerleri (ug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

I,n (%)
Trimetoprim/Siilfametoksazol

MIK degerleri (pug/ml), ortanca (IQR)
R, n (%)

S, n (%)

2.00 (2.00-3.50)
0 (0.0)
40 (100.0)

0.25 (0.25-0.50)
0 (0.0)
40 (100.0)

19 (47.50)
13 (32.50)
8 (20.0)

4.00 (2.00-4.00)
0 (0.0)
40 (100.0)

0.25(0.25-0.25)
0 (0.0)
40 (100.0)

0.50 (0.50-1.00)
0 (0.0)
40 (100.0)

3.00 (2.00-4.00)
36 (90.0)
4(10.0)

36 (90.0)
1 (2.50)
3 (7.50)

8.00/152.00 (0.25/4.75 8.00/152.00)

28 (70.0)
12 (30.0)

MIK: minimum inhibitér konsantrasyonu, S: ‘Susceptible’ (Duyarl); R: ‘Resistant’ (Direngli).
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4.2. PZR Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Bu c¢alismada, 40 M. kansasii 6reginde rpoB, rbpA, gyrA, gyrB ve rrl gen
bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla konvansiyonel PZR yontemi uygulanmistir. Bu gen
bolgelerinin amplifikasyonu, her bir 6rnek i¢in basariyla gerceklestirilmis ve elde
edilen PZR firiinleri jel elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Asagidaki jel

elektroforez goriintiilerinde, cogaltilan gen bolgelerine ait bantlar goriilmektedir.

VRANARANARR A

Ladadad Jl oL Ll L R R P -

Sekil 4.1. 1-40 numarali M. kansasii (gyrA) izolatlarinin PZR {iriinleri; 1: molekiiler
agirlik standardi (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: molekiiler agirlik standardi
(Ladder); 44: negatif kontrol



56

\
- L s B - T R -, - ey -
-':{":'-“«wﬁw ARMSNR G EHTSUAETR TR '."j' - b <

(o e A e e U U U 0 W 0 W 0 A L 0 W e S o o0

Sekil 4.2. 1-40 numaral M. kansasii (gyrB) izolatlarinin PZR {iriinleri; 1: molekiiler
agirlik standardi (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: molekiiler agirlik standardi
(Ladder); 44: negatif kontrol

e 0 U g 0 )

Sekil 4.3. 1-40 numaral M. kansasii (rrl) izolatlarinin PZR iiriinleri; 1: molekiiler
agirlik standardi (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: molekiiler agirlik standardi
(Ladder); 44: negatif kontrol
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Sekil 4.4. 1-40 numarali M. kansasii (rbpA) izolatlarinin PZR iirtinleri; 1: molekiiler
agirlik standardi (Ladder) ; 42: pozitif kontrol; 43: molekiiler agirlik standardi
(Ladder); 44: negatif kontrol

4.3. Sanger Dizi Analizi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Bu calismada, 40 M. kansasii izolatinda gyr4, gyrB ve rrl gen bolgelerinde
mutasyon varligini belirlemek amaciyla Sanger dizileme (zincir sonlandirma yontemi)
kullanilmistir. Her gen bolgesine ait diziler, FASTA formatinda elde edilerek ilgili
referans dizilerle karsilastirilmistir. Karsilastirma icin gyrd (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 kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda, siprofloksasin veya klaritromisine
direngle iligkili oldugu bilinen rrl, gyr4 ve gyrB genlerinde herhangi bir mutasyona

rastlanmamustir.
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$ Trace View: 3258_GARFO2ab1, 3258_GAFBO2ab1 - 0 X
Fle Edt View
OE 9 ¢ @.@ Both: L@\@\!m jY: B 0 confscores
62 2 & 6282626262&62 62 62 62 5‘6262 62 62 62 62 & & R 62 8 & 62 6
i i |||l I B N | ‘ - i r ‘H H u B Hﬁ HT A‘
;

T 6 CACCGGCGAGTGBGCTGETATFTGC GATGETACGBACT C6G6G6TT

gsea
Lo

Forward

¥ B CKCGCC G '6:CO ASTGC-FBTARDOBLTSG ATG T ACGACT €606 G T ¥

TGTACGACTCGGGT TTTCGTCCGGACCGCAGCCACGCCAAGT CGGCACGGTCGGTCGCCBAGACBATGGRTAACTACCACT
TGTACGACTCGGGT T TTCGTCCOBACCOCAGCCACBCCAAGT CBGCACGRT CGGT CGCCAGACGATGBGT AACTACCACE

GAAACCGGTGCACCGGCGAGT GCTGTATGCGATGTACGACTCGGGT TTTCGTCCGRACCGCAGCCACGCCAAGT CGGCACGRTCGGTCOCCGAGACGATGGBTAACTACCACC

Sekil 4.5. Ornek 3258 gyrd. (Gériintii Seqtrace versiyon 9.0 yazilim programindan

alinmistir.)
 Trace View: 3258_GEBRFO2ab1, 3258_GBFE02ab1 - 0 X
file Edt Yiew
09 9 ¢ @.@ Both TQG\IM L': B 8 cont.scoes
geeaaaaaaa T““’ e a "‘“1 ”‘1“9‘?“‘??‘?“9‘?
I\H\\\ | |1} AR 18R

Reverse

\

FGCGAGTYGGYGCGCCGCAAGAGCGCAACCGATCYGGGC

;;ﬂﬂﬂﬂﬂ&?ﬂ&ﬂﬂ
I

. n I B N BN

Forward

GTCAACAAGGCGGT T TCATCGGCGCAAGCACGCAT TGCGGCCCGCAAGGCGCGCGAGT TGGT GCGCCGCAAGAGCGCAACCGATCTGGGCGRAC TACCCGGCAAGCTCGCCGA

Sekil 4.6. Ornek 3258 gyrB. (Goriintii Seqtrace versiyon 9.0 yazilim programindan
almmustir.)
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$ Trace View: 3258_RRUFB11.ab1, 3258__RRLRF11.ab1 - 0 X
Fle Edt Yiew
0 E v 8 7 Both: (‘\\ ":'«‘ 100% Y: I B conf. scores

62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 2 62 62 6 &

Orw

3
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AAVAVAYAVAVAVAVAVAVAVAVATATAVIYY, LYV
c C CTAACGTTCG A

T 6 6ACA

i i f Al \ N

\ AVAY \ /!

\ . LX) R'AD 23

ACEB LS T6 AKNT G 66T T ALCS 6 AL
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Keverse

N | A /
A " ‘/\ 2 \ N [
A [ \ [\ N /‘\‘ \ /\ |
AR \ /\ N J 1\ [\ N /
XYY v VA A\ ‘/\ y \/\ Y VIV XY W' M / L/ \/\/\J
; T AACGTLG C G A # G A ANTOC GG 6TT CALCG.C A

6.6 AC AL ¢ Nl (
CGTTGTTGAAATACCACT CTGATCGTAT TGGACACCT AACGT CGAACCCT GAATCGGGT TCACGBACAGT GCCTGGCGBGTAGT TTAACT GGGGCGRTTGCCT CCTAARAT GT
CGTTGTTGAAATACCACTCTGATCGTATTGGACACCTAACGT CGAACCETGAATCGRGT TCACGRACAGT GCCTGGCGGTAGT TTAACTGGGGCGRT TGCCTCCTAAAATGT
CGTTGT TGAAATACCACTCTGATCGTAT TGGACACCT AACGTCGAACCCTGAATCGGRT TCACGGACAGT GCCTGGCGGGTAGT T TAACTGGGGCGGT TGCCTCCTAARATGT

Sekil 4.7. Ornek 3258 rrl. (Gériintii Seqtrace versiyon 9.0 yazilim programindan
almmustir).

4.4. Oxford Nanopore (ONT) Hedefe Yonelik Dizi Analizi Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Bu calismada, rpoB ve rbpA genlerindeki mutasyonlarin varligit Nanopore
dizileme teknolojisi kullanilarak arastirilmistir. M. kansasii izolatlarmin %90’ 1n1
olusturan 40 izolatin 36’sinda rifampin (RIF) direnci gézlemlenmistir. Rifampine
direngli 36 izolat iizerinde ONT hedeflenmis dizileme yapilmistir; ancak bu
izolatlardan besinde herhangi bir mutasyon tespit edilememis, alt1 izolat ise yetersiz
dizileme verileri nedeniyle analiz dis1 birakilmigtir. ONT dizileme yontemi, 18 izolatta
birden fazla mutasyon, 5 izolatta ise tek mutasyon varligin1 ortaya koymustur.
‘Rifampin Direng Belirleyici Bolgesi'nde (Rifampin Resistance-Determining Region,
RRDR) en sik goriilen mutasyonlarin 447 ve 457 kodonlarinda oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte, bu c¢alismada ilk kez RRDR disindaki 226, 617, 1191 ve 2555
niikleotidlerinde mutasyonlar tespit edilmistir (Tablo 5). Dizileme analizleri i¢in
referans genom olarak M. kansasii ATCC 12478 DNA-directed RNA polymerase beta
subunit (rpoB) gene, partial cds (GenBank: KY933079.1) kullanilmistir (Tablo 4.6.).
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Tablo 4.4. M. kansasii izolatlarinin rpoB genindeki mutasyonlarin dagilimi.

NO | Ornek | ‘Coverage’ | Polimorfizm Varyant | Niikleotid | Degisim
(Derinlik) Frekansi
1 5076 19482 Delesyon 21.3% 2555 (©)3 >
(tandem (©)2
tekrar)
2 | 4959 21828 Delesyon 22.2% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
Delesyon
20,265 21.0% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) ©)2
3 | 6312 24166 Delesyon 22.3% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
21753 Delesyon 21.6% 2555
(tandem (©)3 >
19834 tekrar) 68% 1341 (©)2
18602 SNP 62% 1371 | €6
(transition)
G->C
SNP
(transition)
4 | 4538 26,650 Delesyon 21.2% 2555 (C)3->(C)2
(tandem
tekrar)
5 | 7027 21,016 Delesyon 22.2% 617 (G)6-> (G)5
(tandem
tekrar)
6 | 6533 4,328 Delesyon 25.1% 617 (G)6-> (G)5
(tandem
tekrar)
7 | 4989 12.695 Delesyon 20.9% 617 (G)6-> (G)5
(tandem

tekrar)
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Delesyon

12,394 (tandem 21.9% 2555 (C)3->(0)2
tekrar)
8 | 3258 82,396 Delesyon 20.7% 2555 (©)3->(0)2
(tandem
tekrar)
SNP
78,481 » 64.6% 1341 C>G
(transition)
9 | 2401- 14290 Delesyon 21.6% 617 (G)6 >
2022 (tandem (G)5
tekrar)
Delesyon
11,952 20.8% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) €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) ©)2
11 | 3254 22507 Delesyon 25.5% 617 (G)6 ->
(tandem (G)5
tekrar)
21230 Delesyon 23.3% 2555
(tandem (O)3 >
24255 tesklf}a;r) 29.1% | 1341 |©?
(transition) C>G
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12 | 4720 10048 Delesyon 26.8% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)

Delesyon
9406 (tandem 23.7% 2555
)3 >
tekrar) ©
©)2

13 | 8951 17347 Delesyon 26.7% 226 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)

13929 26.0% 617
Delesyon (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)

13003 Delesyon 23.9% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) (C)2

14 | 5640 17652 Deletion 25.1% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)

Delesyon

16425 23.9% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) (€2

15 | 3700 29532 Delesyon 26.2% 617 (G)6 >
(tandem (G)5

tekrar)
27717 Delesyon 2555
(tandem 23.7% (©)3 >
24156 tekrar) 1341 (©)2
SNP
20603 (“ag;iltli"n) 1371 |€~G
(transition) G->C
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16 | 6529 4783 Delesyon 25.2% 2555 (C)3 >
tandem
(tand (©)2
tekrar)
17 | 3650 42270 Delesyon 25.4% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
Delesyon
39300 24.1% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) ©)2
18 890 5404 Delesyon 25.7% 617 (G)6 ->
(tandem (G)5
tekrar)
Delesyon
5137 23.4% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) ©)2
19 | 274 17895 Delesyon 25.3% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
Delesyon
16800 23.8% 2555
(tandem (C)3 >
tekrar) ©)2
20 | 1516 29403 Delesyon 24.7% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
28099 24.1% 2555
Delesyon (O3 >
(tandem (©)2
tekrar)
33567 SNP 28,5% 1341
(transition)
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21 | 1123 11356 Delesyon 25.6% 617 (G)6 >
(tandem (G)5
tekrar)
Delesyon 2555
11187 24.4%
(tandem (C)3 >
tekrar) ©)2
22 | 2507 51982 Delesyon 23.3% 2555 (©)3 >
(tandem (©)2
tekrar)
SNP
47712 » 71.9% 1341
(transition) 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
tekrar) 2555
38886 Delesyon 25.2%
(tandem (C)3 >
tekrar)

(C)2
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari
Tiberkiiloz Birimi, Halk Sagligi Genel Midiirliigii (HSGM) Ulusal Molekiiler
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvart ve Halk Sagligi Genel Miidiirliigli Ulusal
Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’nda izole edilen 40 M. kansasii izolat1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. HSGM’de tiiberkiiloz disi mikobakterilerin (TDM) tiir tayini
yapilarak M. kansasii izolatlar1 tanimlanmistir. Bu ¢alismada Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) M24S-Ed2 klavuzu esas alinarak M. kansasii ATCC 12478
antimikrobiyal — duyarlilik  kontrol susu referans olarak  kullanilmistir.
Mikobakterilerde, 06zellikle Mycobacterium avium kompleksi (MAC) ve
Mycobacterium abscessus’ta klaritromisin direnci, dncelikle 23S ribozomal RNA’y1
kodlayan rr/ genindeki mutasyonlarla iliskilidir. Bu mutasyonlar, genellikle domain
V’nin peptidil transferaz bolgesinde, oOzellikle 2058 ve 2059 (Escherichia coli
numaralandirmasina gore) pozisyonlarinda meydana gelir ve A2058G, A2058C ve
A2059G gibi niikleotid degisimlerine yol agar (88). Bu degisiklikler, klaritromisinin
ribozoma baglanmasini engelleyerek, onun bakteriyostatik ve bakterisidal aktivitesini
azaltir. Halime ve ark. calismalarinda, 14 M. kansasii izolatinin tamamini1 (%100)
klaritromisine duyarli rapor etmislerdir (89). Maria ve ark. caligmalarindaki 66 (%100)
izolatin tamamini klaritromisine duyarli olarak bildirmislerdir (90). Ting-Shu ve ark.
37 M. kansasii izolatinin tiimiinii (%100) klaritromisine duyarli tespit etmislerdir (91).
Bakuta ve ark. ¢calismalarinda, 85 M. kansasii’nin 1’in1 (%1,2) klaritromisine direngli,
84°1linii (%98,8) duyarli olarak tespit etmislerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii
subtype I izolatinin 15°ni (%26,8) klaritromisine direncgli tespit etmislerdir (93).
Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 59 unu (%98,3) klaritromisine duyarli, 1’ini
(%1,67) ise direngli saptamislardir (94). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii 1izolatinin
68’sini (%99) klaritromisine duyarli, 1’ini (%1) klaritromisine direngli saptamiglardir
(95). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin timi (%100) klaritromisine duyarl
olarak tespit edilmistir. Calismada kullanilan izolatlarin klaritromisine duyarlilik

oranlar literatiirdeki calismalarla uyumlu bulunmustur.
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Amikasin direnci oncelikle 16S ribozomal RNA’y1 kodlayan rrs genindeki
mutasyonlarla iligkilidir. Amikasin direnci ile baglantili en yaygin mutasyonlar, rrs
geninde (Escherichia coli numaralandirmasina gore) 1408 ve 1491 pozisyonlarinda
meydana gelir. A1408G gibi niikleotid degisimleri, amikasinin ribozomal A bdlgesine
baglanmasin1 engelleyerek protein sentezinin etkili sekilde inhibe edilmesini Onler
(96). Ozellikle A1408G mutasyonu, M. tuberculosis’te yiiksek seviyeli amikasin
direncinin bir gostergesi olarak kabul edilir. 77s mutasyonlarma ek olarak, ilag
gecirgenligini veya disa atimini (efluks) diizenleyen genlerdeki degisiklikler de direng
gelisimine yol acabilir. Ornegin, tap gibi disa atim pompa sistemlerinin asir1 ifade
edilmesi, amikasinin hiicre i¢i konsantrasyonlarini azaltarak belirli mikobakteri
tiirlerinde dirence katkida bulunabilmektedir (97). Halime ve ark. calismalarinda, 14
M. kansasii izolatinin 11°ni (%77) amikasine duyarli rapor etmislerdir (89). Da silva
ve ark. calismalarindaki 64 (%97) izolati duyarli ve 2 (%3) izolat1 direngli olarak
bildirmislerdir (90). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatinin 36’simm1 (%97,3)
amikasine duyarli tespit etmislerdir (91). Bakula ve ark. caligmalarinda, 85 M.
kansasii’nin timini (%100) amikasine duyarli, olarak tespit etmislerdir (92).
Yanming ve ark. 56 M. kansasii subtip I izolatinin 4’linii (%7,1) direncli tespit
etmislerdir. Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 54’iinii (%90) amikasine duyarli,
10’unu (%6) ise direngli saptamislardir (93). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii
1zolatinin 69’unu (%100) amikasine duyarli saptamiglardir (95). Calismamizda da 40
M. kansasii izolatinin timii (%100) amikasine duyarl tespit edilmistir. Sonuglarimiz
literatiirdeki bazi ¢alismalarla uyumlu bulunurken, bazi ¢alismalardaki oranlara gore

ise daha yiiksek direng oranlari elde edildigi gézlenmistir.

Rifabutin ve rifampin direnci, Oncelikle RNA polimerazin B-alt birimini
kodlayan rpoB genindeki mutasyonlarla iligkilidir. Bu mutasyonlar, rifamisinlerin
RNA polimeraza baglanmasimni engelleyerek inhibitdr etkinliklerini azaltir. Bu
mutasyonlarin cogu, yiiksek derecede korunmus bir bolge olan rifampin direnci
belirleyici bolgesinde (RRDR) meydana gelir ve bu bolge, 507 ile 533 kodonlarini
kapsar (E. coli numaralandirmasina goére) (98). RRDR iginde yer alan temel
mutasyonlar arasinda S531L, H526D/Y ve D516V bulunur ve bunlar siklikla rifampin

direncli suslarda tespit edilir.
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Mutasyonlar rifabutine karsi da direng kazandirir, ancak direng diizeyi
degiskenlik gosterebilir. Ornegin, rpoB mutasyonlarindan D516V ve H526D,
rifabutine karst kismi bir duyarlilifa neden olabilir ve bu da rifampin direnci
bulunmas1 durumunda rifabutini potansiyel bir alternatif haline getirebilir (99). RRDR
disindaki L511P gibi kodonlarda ve rpoB geninin diger bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar da rifamisin direnci ile iligskilendirilmistir, ancak bu mutasyonlar daha az

yaygindir (100).

rpoB mutasyonlarinin 6tesindeki diren¢ mekanizmalari, 6rnegin disa atim
pompalarin asir1 ifade edilmesi gibi, tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde rifamisin
direncine katkida bulunabilir (101). Bu durum, farkli mikobakteri tiirlerinde direncin
karmagikligini1 ve mutasyonlarin dogru bir sekilde tespit edilmesi ile uygun tedavinin
yonlendirilmesinin 6nemini vurgular. rpoB mutasyonlarinin, ¢izgi prob analizleri, yeni
nesil dizileme veya diger molekiiler araclar araciligiyla tespiti, ¢cok ilaca direncli
tiiberkiiloz (MDR-TB) ve diren¢li TDM'nin neden oldugu enfeksiyonlarin yonetimi
icin hayati 6neme sahiptir. Halime ve ark. ¢alismalarinda, 14 M. kansasii izolatinin
14’tinii (%100) rifabutine duyarli olarak rapor etmislerdir (89). Maria ve ark.
calismalarinda 63 (%97) izolat1 duyarli ve 2 (%3) izolat1 direngli olarak bildirmislerdir
(90). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatinin 36’sin1 (%97,3) rifabutine duyarh
olarak tespit etmislerdir (91). Bakula ve ark. ¢alismalarinda, 85 M. kansasii izolatinin
tiimiinii (%100) duyarli olarak tespit etmislerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii
subtip I izolatinin 19’unu (%33,9) direngli tespit etmislerdir (93). Yinjuan ve ark. 60
M. kansasii izolatinin tiimiinii (%100) rifabutine (%100) duyarli olarak saptamislardir
(102). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin timi (%100) rifabutine duyarl
olarak tespit edilmistir. Sonuc¢larimizin yapilan ¢alismalarla uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.

Halime ve ark. calismalarinda, 14 M. kansasii izolatinin 9’unu (%64) rifampine
duyarl olarak rapor etmislerdir (89). Maria ve ark. caligmalarindaki 55 (%85) izolat1
duyarli ve 10 izolat1 (%15) direngli olarak bildirmislerdir (90). Ting-Shu ve ark. 37 M.
kansasii izolatinin 29’unu (%78,4) rifampine duyarl tespit etmislerdir (91). Bakuta ve

ark. ¢alismalarinda, 85 M. kansasii izolatinin tiimiinii (%100) rifampine duyarli olarak
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tespit etmiglerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii subtip I izolatin 31’sini (%55,4)
direncli tespit etmislerdir. Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 48’ini (%80)

rifampine duyarli, 12’sini (%20) ise direngli olarak saptamislardir (93).

de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii izolatinin 61’sini (%88) rifampine duyarli,
8’ini (%12) rifampine direngli saptamislardir (95). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii
izolatinin 26’s1n1 (%56,5) rifampine duyarli, 20°sini (%43,5) ise direnc¢li bulmuslardir
(103). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin 36’s1nin (%90) direngli oldugu tespit
edilmistir. Sonuglarimiz diren¢ oranimizin dnceki calismalardaki diren¢ oranlarina

gore daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Linezolid direnci, 6ncelikle 23S ribozomal RNA genindeki (7#/) ve ribozomal
protein L3 genindeki (rp/C) mutasyonlarla iliskilidir. Bu mutasyonlar, linezolidin
ribozomal peptidil transferaz merkezine baglanmasini engelleyerek, protein sentezini
etkili bir sekilde inhibe etme yetenegini azaltir. r7/ geninde en yaygin bildirilen
mutasyonlar 23S rRNA'nin domain V bolgesinde bulunan G2061T, G2270T ve
C2611T (E. coli numaralandirmasina gore) pozisyonlarinda meydana gelir. Bu
mutasyonlar, ribozomal baglanma yerinin yapisini degistirerek linezolidin ribozoma
olan afinitesini azaltir (104). Ayrica, rp/C geninde, C154R gibi mutasyonlar, linezolid
direnci gosteren M. tuberculosis klinik izolatlarinda tanimlanmistir. Ribozomal
protein L3'teki bu degisiklikler, linezolidin ribozoma baglanmasini da etkileyebilir

(105).

Halime ve ark. calismalarinda, 14 M. kansasii izolatim (%100) linezolide
duyarl olarak rapor etmislerdir (89). Bakuta ve ark. calismalarinda, 85 M. kansasii
izolatinin tiimiinii (%100) linezolide duyarl olarak tespit etmislerdir (92). Yanming ve
ark. 56 M. kansasii subtip 1 izolatinin 19’unu (%25) direngli tespit etmislerdir (93).
Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 55’ini (%91,7) linezolide duyarli, 5’ini
(%8,3) direngli saptamislardir (102). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii izolatinin 4’tinti
(%8,6) linezolide orta duyarli, 41°ini (%89,1) direngli saptarken bir izolat1 (%2,2)
duyarli bulmuslardir (103). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin timii (%100)

linezolide duyarl: tespit edilmistir. Sonu¢larimizin literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu
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oldugu goriilmiistiir. Baz1 calismalarda linezolid direnci daha yiiksek oranda tespit

edilmistir.

Moksifloksasin ve siprofloksasin direnci, agirlikli olarak gyrd ve gyrB
genlerindeki mutasyonlarla iligkilidir. Bu genler, florokinolonlarin hedefi olan DNA
girazin A ve B alt birimlerini kodlar. Bu genlerin kinolon direnci belirleyici
bolgesindeki (QRDR) mutasyonlar, florokinolonlarin DNA giraza baglanmasini
engelleyerek, bakteriyel DNA replikasyonu iizerindeki inhibitdr etkilerini azaltir

(106).

gyrA geninde moksifloksasin ve siprofloksasin direnci ile iligkili en yaygin
mutasyonlar 90 (A90V), 91 (S91P) ve 94 (D94G, D94N, D94A veya D94H)
kodonlarinda meydana gelir. Bu mutasyonlar, 6zellikle M. tuberculosis’te kritik
Ooneme sahiptir, ¢linkii her iki ila¢ i¢cin minimum inhibitér konsantrasyonlarda (MIC)
belirgin bir artisa neden olurlar (107). gyrB genindeki N538D ve E540V gibi
mutasyonlarin da dirence katkida bulundugu bildirilmistir, ancak bu mutasyonlar gyr4

mutasyonlarina kiyasla daha az yaygindir (108).

grA ve gyrB genlerindeki genetik mutasyonlarin yani sira, ozellikle
tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde, disa atim pompalarinin asir1 ifadesi de siprofloksasin
ve moksifloksasin direncine aracilik edebilmektedir. MmpL ve MmpS ailesi gibi disa
atim pompalari, hiicre ic¢i ila¢ konsantrasyonlarini azaltarak florokinolonlarin

etkinligini daha da distiriir (109).

Halime ve ark. calismalarinda, 14 M. kansasii izolatimin 11°ni (%79)
moksifloksasine duyarli rapor etmislerdir (89). Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii
izolatinin 22’sini (%59,5) duyarli ve 15’ni (%40,5) direngli tespit etmislerdir (91).
Bakuta ve ark. calismalarinda, 85 M. kansasii izolatinin tiimini (%100)
moksifloksasine duyarli olarak tespit etmislerdir (92). Yanming ve ark. 56 M. kansasii
subtip I izolatinin 11°ini (%33,9) direngli tespit etmislerdir (93). Yinjuan ve ark. 60 M.
kansasii izolatinin 53’linii (%88,3) moksifloksasine duyarli, 7’sini (%11,7) direncli

saptamiglardir (102). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii izolatinin 69’unu (%100)
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moksifloksasine duyarli saptamislardir (95). Akrami ve ark. da 46 M. kansasii
izolatinin 10’unu (%21,7) moksifloksasine orta duyarli, 6’sm1 (%13,0) direncli
saptarken 30 unu (%65,2) duyarli olarak bulmuslardir (103). Calismamizda da 40 M.
kansasii izolatinmn timi (%100) moksifloksasine duyarli tespit edilmistir.
Sonuclarimiz literatiirdeki bazi c¢alismalarla uyumluyken, Iran’daki gibi baz

caligmalara gore duyarlilik oranlarimiz daha yiiksek ¢ikmaistir.

Halime ve ark. ¢alismalarinda, 14 M. kansasii izolatinin 14’tinii (%100)
siprofloksasine direngli rapor etmislerdir (89). Maria ve ark. calismalarindaki 22
(%33) izolatin duyarli ve 44 (%67) izolatin direncli oldugunu bildirmislerdir (90).
Ting-Shu ve ark. 37 M. kansasii izolatinin 26’sin1 (%70,3) siprofloksasine duyarli
tespit etmislerdir (91). Bakuta ve ark. ¢aligmalarinda, 85 M. kansasii izolatinin 17’sini

(%20) siprofloksasine direncli olarak tespit etmiglerdir (92).

Yinjuan ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 16’sin1 (%26,7) siprofloksasine
duyarli, 44’ tinii (%73,3) siprofloksasine direngli, saptamislardir (102). de Carvalho ve
ark. 69 M. kansasii izolatinin 34’iinii (%49) siprofloksasine duyarli, 35’ini (%51) ise
siprofloksasine direncli saptamislardir (95). Calismamizda 40 M. kansasii izolatinin
36’s1 (%90) siprofloksasine direncli, 4’1 ,se (%10) duyarli olarak tespit edilmistir.
Sonuglarimiz direng oranimizin onceki caligmalardaki diren¢ oranlarina gore daha

yuksek oldugunu gostermektedir.

Doksisiklin, birinci nesil tetrasiklinlere kiyasla artmig oral biyoyararlanimi ve
dokulara penetrasyonu nedeniyle ikinci nesil tetrasiklin olarak siniflandirilmaktadir.
Bu oOzellikleri, onceki tetrasiklinlere gore gelistirilmis lipofilik yapisindan
kaynaklanmaktadir (111). Etki mekanizmasi, mikrobiyal protein sentezini 30S
ribozomal alt birimlerine baglanarak inhibe etmektir. 16S rRNA veya ribozomal
proteinlerdeki mutasyonlar, doksisiklinin 30S alt birimindeki baglanma bolgesini
degistirerek ilacin afinitesini ve etkinligini azaltabilir (112). Wang ve ark.
calismalarinda 153 M. kansasii izolatinin 73’iinii (%47,71) doksisikline kars1 direngli
olarak bildirmislerdir (113). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin 19°u (%47,50)

doksisikline direngli tespit edilmistir. Sonuglarimiz literatiirdeki ¢alismalarin bazisi ile
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uyumluyken, diren¢ oranimiz bazi ¢alismalara gore daha yiiksek ¢ikmistir.

Mikobakterilerde, ozellikle Mycobacterium abscessus ve Mycobacterium
avium kompleksi (MAC) gibi tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde (NTM),
trimetoprim/siilfametoksazol (TMP/SMX) direnci, folat biyosentez yolundaki anahtar
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir. TMP/SMX, dihidrofolat
rediiktaz (DHFR) ve dihidropteroat sentazi (DHPS) inhibe ederek, folat sentezi ve
bakteriyel biiyiime i¢in kritik oneme sahip bu enzimlerin islevini engeller (114).
DHPS’yi kodlayan folPl genindeki mutasyonlar, genellikle siilfametoksazol
direnciyle iligkilidir. Bu mutasyonlar, siilfametoksazolin DHPS’ye baglanma

afinitesini azaltarak ilacin etkinligini diisiirtir (115).

Trimetoprim direnci genellikle DHFR’yi kodlayan dfr4 genindeki
mutasyonlara atfedilir. DHFR 'nin aktif bolgesindeki A26T ve FO8Y gibi degisiklikler,

trimetoprimin baglanmasini 6nemli dl¢lide azaltarak dirence yol acabilir (116).

Bazi NTM tiirlerinde MmpL ailesi gibi disa atim pompalarinin asir1 ifadesi de
TMP/SMX direncine neden olabilse de, bu mekanizma heniiz tam olarak

tanimlanmamustir (117).

Halime ve ark. calismalarinda, 14 M. kansasii izolatinin 14’tint de (%100)
trimetoprim/siilfametoksazole direngli rapor etmislerdir (89). Ting-Shu ve ark. 37 M.
kansasii izolatinin 30’unun (%81,1) trimetoprim/siilfametoksazole duyarli oldugunu
tespit etmislerdir (91). Bakuta ve ark. calismalarinda, 85 M. kansasii izolatinin timiinii
(%100) trimetoprim/siilfametoksazole duyarli olarak tespit etmislerdir (92). Yinjuan
ve ark. 60 M. kansasii izolatinin 41°1ni (%68,3) trimetoprim/siilfametoksazole duyarli,
19’unu (%31,7) ise direngli saptamislardir (102). de Carvalho ve ark. 69 M. kansasii
izolatinin 3’tlinli (%4) trimetoprim/siilfametoksazole duyarli, 66’sim1 (%96) direncli
saptamiglardir (95). Calismamizda da 40 M. kansasii izolatinin 28’1 (%70)
trimetoprim/siilfametoksazole direngli ve 12°si (%30) duyarli olarak tespit edilmistir.
Calismamizda saptanan direng oranlar1 6nceki bazi ¢caligsmalardaki direng oranlari ile

uyumlu ¢ikarken, bazi caligmalarda daha yiiksek veya daha diisiik diren¢ oranlar
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saptandig1 goriilmektedir.

Calismamizda fenotipik duyarlilik testlerine ek olarak, fluorokinolonlar,
rifampin ve klaritromisinde direngten sorumlu mutasyonlarin varligini tespit etmek
icin Sanger ve yeni nesil dizileme yontemleri uygulanmistir. Klein ve ark 6 rifampine
direngli izolatin 4’tinde 513, 526, 531 kodonlarinda mutasoyonlari tespit etmislerdir.
Akrami ve ark. 20 rifampin direngli izolatinin 3’linde 1249 (417) 1356 (452), 1407
(469), 1479 (493), 1533 (511), 1536 (512) kodonlarinda mutasyonlar1 tespit
etmislerdir (103). Biz de ¢alismamizda 25 izolattan 6’sinda, 447 ve 457 kodonlarinda
mutasyon varligini saptadik. Ayrica, rpoB geninde RRDR bélgesinin disinda, ilk kez
olarak, 226, 617, 1191 ve 2555 niikleotidlerinde yeni mutasyonlar1 tespit ettik.

Bakuta ve ark. calismalarinda, 17 siprofloksasin direngli izolatta gyrA4, gyrB
bolgelerinde mutasyon tespit edememislerdir. Sadece bir klaritromisin direngli izolatta
rrl geninde A2266C mutasyonunu saptamiglardir (92). Akrami ve ark. moksiifloksasin
direncli izolatlarinda, gyr4 gen bolgesinde 238, 239 (80), 247, 249 (83), 257,258 (86),
260, 261 (87) kodonlarinda ve gyrB gen bolgesinde 602, 603 (201), 950 (317), 1332
(444), 1339 (447), 1390, 1392 (464), 1406 (469), 1594 (532) ve rrl gen bolgesinde
2058, 2059, 2266 niikleotidlerinde mutasyonlar tespit etmislerdir (103).

Calismamizda Sanger dizileme sonucunda gyrA4, gyrB, rrl genlerinde mutasyon
tespit edilmemistir. Bu durum, M. kansasii direncine neden olan baska

mekanizmalarin var olabilecegini diislindiirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari Tiiberkiiloz Birimi ve
Halk Sagligi Genel Miidiirliigi Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’nda izole
edilen 40 M. kansasii izolatinin s1v1 mikrodiliisyon yontem ile duyarliliklari, ‘Clinical
and Laboratory Standards Institute’ (CLSI) M24S-Ed2 rehberi dogrultusunda
belirlenmistir. Calisma sonucunda 40 izolatin amikasin (AMK), klaritromisin (CLA),
linezolid (LZD), moksifloksasin (MXF) ve rifabutine (RFB) duyarli oldugu ve bu
izolatlarin %90'inin siprofloksasin (SIP) ve rifampine (RIF) direngli olduklari

saptanmuistir.

Bu caligmada referans yontem olan sivi mikrodiliisyon yontemi, Sensititre
SLOMYCO ticari kitleri kullanilarak uygulanmigtir. CLSI M24S-Ed2 rehberi
dogrultusunda 2023 yilindan itibaren M. kansasii duyarlilik testlerinde doksisiklin ve
minosiklin antimikrobial ilaglarin duyarliligin belirlenmesi Onerilmektedir. Bu
calismada, simdiye kadar yapilmis ikinci ¢alisma olarak, doksisiklin duyarliligi M.
kansasii’de degerlendirilmis ve doksisikline kars1 Tiirkiye’de diren¢ artisi oldugu
tespit edilmistir. Ancak, Sensititre SLOMY CO panelinde minosiklin bulunmadigi igin
minosiklinin duyarhilik testi yapilamamistir. Calismamizda, birinci basamak ilaci
olarak bilinen ve M. kansasii enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan rifampine kars1
yliksek diren¢ orami tespit edilmistir. Bu durumu gbz Oniine alarak rifabutin gibi
alternatif ilaglarin kullanilmasi onerilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda, iilkemizde M.
kansasii’ye kars1 rifampin direncinde artis1 teyit etmek amaciyla, E-test yonteminin de

kullanildig1 ¢ok merkezli ¢calismalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, gyrd, gyrB ve rrl genlerinde dirence neden olabilen
mutasyonlar Sanger dizileme yontemi ile incelenmistir. Ayrica, diinyada ilk kez M.
kansasii izolatlarinda Nanopore dizileme ile rpoB, rbpA dizilemesi yapilmis ve bazi
rifampin direnci olan 6rneklerde rpoB bolgesinde yeni mutasyonlar tespit edilmistir.
Diger rifampin direnci olan ancak rpoB bdlgesinde mutasyon bulunamayan

izolatlarda, diga atim pompasi genleri, RNA polimerazin diger bilesenlerindeki
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mutasyonlar, mobil genetik elemanlar veya plazmid aracili diren¢ mekanizmalarinin
devreye girmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle M. kansasii izolatlarinda ilag
direncinin ve ila¢ direncine neden olan mutasyonlarin tiim genom dizileme gibi
genisletilmis genetik analizlerle saptanmasi, bu enfeksiyonlarin kontrol altina

alinmasina biiylik katki saglayacaktir.
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