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OZET

Tato, V. Laboratuvar Yapimi Bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yoéntemi ile
Mycobacterium tuberculosis Kompleksinin Saptanmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2024. Bu c¢alismanin
amaci, senX3-regX3 gen sistemi hedef alinarak ve 6zgiin primerler kullanilarak
gelistirilen gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR) testinin,
MTBK’nin saptanmasimdaki etkinligini ortaya koymaktir. Bu amagla, MTBK i¢in
ozgil ve iyi korunmus bir bolge olan senX3-regX3 gen bolgesini hedef alan iki farkli
primer-prob seti tasarlanmistir. Bu calismada Hacettepe Universitesi Hastaneleri
Merkez Laboratuvarinda TB tanis1t konmus hastalarin balgam orneklerinden izole
edilen 20 MTBK izolatinin saf kiiltiirlerine sekizer adet seri diliisyon yapilarak elde
edilen 160 ornek kullanilmistir. Yirmi adet negatif kontrol grubu izolatinin
eklenmesiyle toplam 6rnek sayisi 180 olmustur. MTBK senX3 ve regX3 hedef gen
bolgeleri i¢in tasarlanmis primer ve prob setleri ile gelistirilmis olan iki farkli
laboratuvar yapimi (‘in-house’) gercek zamanli PCR testi 6rneklere uygulanmistir.
Ornekler es zamanl olarak altin standart kiiltiir yontemi olarak Ldwenstein-Jensen
(LJ) besiyerine de ekilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda senX3 gen bdlgesinin hedef alindig1 laboratuvar yapimi ger¢ek zamanli
PCR testinin duyarliligi %95.8; 6zgilligi ise %95 olarak saptanmistir. regX3 gen
bolgesinin hedef olarak alindigi laboratuvar yapimi ger¢ek zamanli PCR testinde ise
duyarlilik ve 6zgiilliikk sirasiyla %97,5 ve %90 olarak bulunmustur. Sonug olarak bu
calismada MTBK saptanmasi amaciyla gelistirilen laboratuvar yapimi gercek zamanli
PCR tani testi igin hedef olarak segilen senX3-regX3 gen bdlgesi ile Umit verici
sonuglar alinmistir. Bu bolgenin farkli molekiiler tan1 yontemlerinin gelistirilmesinde

iyi bir hedef bolge olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Tlberkiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleksi, gercek

zamanli PCR, senX3, regX3, laboratuvar yapima test.

Destekleyen kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon

Birimi, Proje No: TDK-2023-20650.
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ABSTRACT

Tato, V. Detection of Mycobactertum tuberculosis Complex by A Laboratory-
Made Polymerase Chain Reaction (PCR) Method. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, PhD Thesis in Microbiology, Ankara, 2024.
The aim of this study is to demonstrate the effectiveness of the real-time PCR method,
developed by targeting the senX3-regX3 gene system and using specific primers, in
detecting MTBC pathogen. For this purpose, two different primer-probe sets were
designed targeting the senX3-regX3 gene region, which is a specific and well-
conserved region for MTBC. In this study, 160 samples obtained by preparing eight
serial dilutions of pure cultures of 20 MTBC isolates isolated from sputum samples of
patients diagnosed as tuberculosis at Hacettepe University Hospitals Central
Laboratory were used. With the addition of twenty negative control group isolates, the
total number of samples became 180. Two different laboratory-made real-time PCR
tests developed with primer and probe sets designed for MTBC senX3 and regX3
target gene regions were applied to the samples. The samples were simultaneously
inoculated on Lowenstein-Jensen (LJ) medium as the gold standard culture method
and the results were compared. As a result of the study, the sensitivity of the
laboratory-made (‘in-house’) real-time PCR test targeting the senX3 region was found
to be 95.8% and the specificity was found to be 95%. The sensitivity and specificity
for the laboratory-made real-time PCR test targeting the regX3 gene region, were
found to be 97.5% and 90%, respectively. As a result of this study, promising results
were obtained with the senX3-regX3 gene region selected as the target for the
laboratory-made real-time PCR diagnostic test developed for the detection of MTBK.
It is thought that this region may be a good target region for the development of

different molecular diagnostic methods.

Key Words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis complex, real-time PCR,

senX3, regX3, laboratory-made test.

Supporting organization: Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit, Project No: TDK-2023-20650.
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GIRIS

Tuberkilloz (TB), Mycobacterium tuberculosis kompleksinin (MTBK) neden
oldugu insan sagligini tehdit eden bulasict bir hastaliktir. Bu yiizden TB hastaligi
diinya icin ciddi bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(DSO) 2022 yilinda yaymmlanan raporunda, 10.6 milyon yeni tiiberkiiloz olgusunun
ortaya ¢iktig1 ve bu olgularm 1.6 milyonunun 6liimle sonug¢landigi bildirilmistir (1).
Bu nedenle DSO tiiberkiilozla miicadele kapsaminda, 2035 yilina kadar tiiberkiilozun
neden oldugu Sliimleri %95 oraninda ve yeni tiiberkiiloz olgularin ortaya ¢ikmasini
da %90 oraninda azaltmayi hedeflemektedir. Belirlenen bu hedeflere ulasmak i¢in

tedavinin yaninda, hizli ve dogru tan1 koyma da 6nemli bir yer tutmaktadir (2).

TB hastalig1 Turkiye’de de énemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.
DSO’niin 2021 Kiiresel Tuberkiiloz Raporunda Tirkiye’de 2021 yili tahmini
tuberkiloz goriilme sikligi 15 (100.000 niifusta), 6liim orani ise 0,55 (100.000 nifusta)
olarak belirlenmistir (3). 2020 yilinda kayit altina alinan tiiberkiiloz sayis1 8.925 olarak
bildirilmistir (4). Bu veriler tiiberkiiloz hastaligmin iilkemizde hem toplum sagligi hem
de ekonomik agidan 6nemli bir sorun olmaya devam ettigini gostermektedir.

TB ile micadelede erken ve dogru tami Onemli yer tutmaktadir. Rutin
mikrobiyolojik tani laboratuvarlari, tiiberkiiloz tanis1 amaciyla altin standart olarak
kabul edilen kaltur yontemlerini ve aside direncli boyama yontemlerini
kullanmaktadir. Fakat bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 vardir. Kultir yontemi,
tiiberkiiloz basilinin saptanmasi ve tanimlanmasinda yaygimn olarak kullanilan bir
referans yontem olmasina ragmen, sonug¢lanmasi zaman almaktadir (5). Bu durum
dogru tedavinin baslanmasin1  geciktirerek hastaligin  yayilmasma neden
olabilmektedir. Aside direncli boyama yontemi ise klinik drnekte bulunan bakteri
yikinden 6nemli 6lglide etkilendiginden diisiik duyarlihia sahiptir. Ozellikle diisiik
bakteri yogunlugu, basillerin gézden kagmasma ve hatali negatif sonuca neden
olabilmektedir (6). Bu yontemin bir diger dezavantaji ise, mikobakterilerin kiimelesme
egiliminden dolay1 yanlis negatif sonuglara yol acabilmesidir (7). Bu nedenlerden

dolay1 biitiin bu olumsuzluklarm iistesinden gelmek i¢in bilim diinyasinda molekiiler



tan1 yontemlerine olan ilgi artmistir. Boylece tan1 laboratuvarlar1 enfeksiyona neden
olan mikroorganizmalari hizli sekilde tanimlamak i¢in niikleik asitlerin ¢ogaltilmasma
dayali tanimlama testlerini kullanmaya baslamistir (8). Niikleik asit ¢ogaltma islemi
icin birgok yontem kullanilabilmesine ragmen, ginimiizde gercek zamanli PCR
yontemi en yaygin kullanilan yontemdir (8). Yapilan farkli ¢aligmalarda bu yontemin
MTBK DNA’sin1 saptamada kullanilabilecegi gosterilmistir (9, 10).

Nikleik asit ekstraksiyon yontemine ek olarak, hedef olarak segilecek gen
bolgesi de mikroorganizmalarin saptanmasinda kullanilacak testlerin duyarliligini
etkileyecek en 6nemli etkenlerden biridir. Flores ve ark. (8) tarafindan yapilan bir
calisgmada, MTBK’ni laboratuvar yapimi (‘in-house’) PCR yontemleri ile saptamaya
calisan 64 farkli yayin incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda PCR igin secilen hedef
bdlgenin MTBK saptanmasinda 6nemli bir yere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu yayida
degerlendirilen 64 ¢alismada da goriildiigii gibi, bugiine kadar MTBK’nin PCR ile
saptanmasinda en yaygin sekilde kullanilan hedef gen bolgesi 156110 tekrar dizisidir
(11, 12). Ancak yapilan farkli ¢alismalarda bazt MTBK suslarinda bu bélgenin eksik
olmasi1 nedeniyle, 1S6110 tekrar dizisinin hedef olarak se¢ildigi testlerde hatali negatif
sonuclarin alinabildigi belirtilmistir (13-15). 1S6110 tekrar dizisi yaninda, MTBK ’nin
PCR ile saptanmasinda kullanilabilen diger hedef bdlgeleri 16S rRNA ve mtp40
genleridir. Bu hedef bolgelerinin de bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Yapilan
caligmalarda mtp40 geninin hedef olarak secildigi testlerde de hatali negatif ve pozitif
sonuglarin almabildigi gosterilmistir (16, 17). Ayrica, 16S rRNA hedef bdlgesinin
tiberkiloza neden olmayan mikobakteri tlrlerinde de bulunmasi nedeniyle,
tiberkiloza yol acan mikobakterileri tek basina tanimlayamamaktadir (18). Tum bu
nedenlerle MTBK’nin PCR ile saptanmasinda yeni hedef bolgelerin kullanilmasiyla,
testin duyarhilik ve 6zgiilligiiniin arttirilabilecegi diisiiniilmektedir. Yeni hedef bolge
adaylarindan biri olan senX3-regX3 gen sistemi, MTBK’nde tanimlanan ilk iki
bilesenli diizenleyici bilesendir (19). Magdalena ve ark. (18) tarafindan yapilan
caligmada bu bolgenin MTBK’nde yiiksek oranda korundugunu bildirilmistir. Yapilan

calismalarda bu gen sisteminin MTBK’nde enerji metabolizmasi, hiicre duvari yapimi



ve hiicre i¢i diizenlemelerde gorev alan birgok genin ifadesini kontrol etmesinin yani

sira, basilin viriilansina da katkida bulundugu bildirilmistir (20-23).

TUm bu nedenler ¢ergevesinde sekillenen bu calismada, senX3-regX3 gen
bolgesi hedef alinarak ger¢ek zamanli bir PCR yontemi tasarlanmistir. Bu amacla
Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvarinda tiiberkiiloz tanis1 konmus
hastalarin balgam 6rneklerinden izole edilen 20 izolata sekizer adet seri diliisyon
yapilarak elde edilen 6rnekler kullanilmis ve 6zgiin primerler tasarlanarak gelistirilmis

olan gergek zamanli PCR yonteminin MTBK’ni saptamadaki etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi

MTBK ’nin tarihsel serliveni ¢ok eskiye dayanmaktadir. Mycobacterium cinsinin 150
milyon yil 6nce ortaya ¢iktigi varsayilmaktadir. MTBK’nin ilk atalarinin Gg milyon
yil 6nce Afrika’da yasayan hominidleri enfekte ettigi bildirilmistir (24). Isleyen
evrimsel sire¢ ile birlikte bu ilk atalar degisiklige ugrayarak 20 bin yil Once

MTBK ’nin giiniimiizde yasayan modern tiirlerinin atasini ortaya ¢ikarmustir (25, 26).

Tlberkiloz enfeksiyonunun ilk kanitlarma M.O. 2400 yillarindaki Misir
mumyalarinda rastlanmigtir. Mumyalarin iskeletlerinde tiiberkiiloza 6zgii iskelet
bozukluklar1 goriilmiistiir. Tiiberkiiloza 6zgii bu iskelet bozukluklar1 Misir sanat
eserlerine de yansitilmistir (27, 28). Tilberkulozu anlatan ilk yazili belgelere ise 3300
yil dnce Hindistan’da rastlanmistir (29, 30). Ulasilan bu kaynaklarda tiiberkiiloz farkli
isimlerde tanimlanmustir. Tesniye ve Levi kitaplarinda tlberkilozu anlatmak icin
‘schachepheth’ kelimesi kullanilmigtir (31). Antik Yunan zamanmda ise ‘Phtisis’
olarak adlandirilmistir. Hipokrat ‘Phtisis’i geng yetiskinlerde 6liime neden olan bir
hastalik olarak adlandirmistir. Tiiberkiiloz hastaligin1 anlamaya yonelik ilk ¢alismalar
bu dénemde yapilmaya baslanmistir. Yunanistan’da ttiberkilozun bulasici oldugunu
ilk 6ne siiren Isokrates olmustur. Bunun yaninda Aristoteles domuzlarda ve okiizlerde
de bulasic1 oldugunu 6ne siirmiistiir. MS 174 yilinda Roma imparatorunun kisisel
doktoru olan Yunan Clarissimus Galen tiiberkiilozun belirtileri arasinda ates, terleme,
Oksiiriik ve kanli balgam oldugunu sdyleyip, hastaligin tedavisi i¢in temiz hava, siit ve
deniz yolculugunu énermistir (32-34). Roma Imparotorlugu’nun ¢okiisiinden sonra
ortaya koyulan bilimsel kanitlar, tliberkiilozun 19. yy.a kadar Avrupa’da da yaygn bir
hastalik oldugunu gostermistir (35).

Orta Cag ve takibinde yeni ¢caga gelindiginde ise tiiberkuloz ile ilgili bilgiler daha da
artmaya baslamistir. Orta Cag’da Fransa ve Ingiltere’de bu hastalik kralin kotiiliigii
(king's evil) olarak adlandirilmistir. Bu donemde hastaligin kralin dokunusu ile

iyilesecegine inanilmaktayd: (36). Fransa ve Ingiltere krallarmin baslattig1 kralin



dokunusu uygulamasi Ingiltere’de 1714 yilinda sonlanirken, Fransa’da 1825 yilina
kadar devam etmistir (37). Kralin dokunusu uygulamasina karsi ilk alternatif tedaviyi
Fransiz cerrah Guy de Chauliac (1363) 6nermis ve boyun bélgesindeki hastalikli bezin
damarlara ve sinirlere zarar vermeden cerrahi olarak ¢ikarilmasit gerektigini
belirtmistir (38). Bu hastaligin bulasici dogasina ait ilk net tanim 16. yy.’da Girolamo
Fracastoro tarafindan yapilmistir (39). Francis Sylvius tarafindan 1679 yilinda kaleme
alman eserde (Opera Medica) bu hastalig1 tasiyan insanlarda hastaligin apse, kavite ve
ampiyeme dogru ilerledigi yazilmistir (40). Bu hastaligin bulasici dogasina ait ilk
resmi atif 1699 yilinda Lucca Cumhuriyeti tarafindan yaymnlanan bir fermanda
yapilmistir. 1735 yilinda ise hastalarin zorunlu olarak bilgilendirilmesi ve izole

edilmesi gerektigi bildirilmistir (39).

Tiiberkiiloz hastaligini tarif etmek igin kullanilan tiikenme (consumption) ve erime
“’Phthisis’” terimleri 19. yy. ortasina kadar kullanilmaya devam etmistir. Tuberkiiloz
18. yy.’da Bat1 Avrupa’da gengler arasinda daha ¢ok oliime neden oldugu ig¢in
gengligin soyguncusu (the robber of youth) olarak adlandiriliyordu. Ayni yiizyilda bu
hastaliktan etkilenen insanlarin yiiziiniin solgun olarak goriinmesi beyaz veba olarak
adlandirilmasma da neden olmustur (33, 41). Yiizyil sonra Avrupa ve Amerika’daki
her dort 6lumden birinin nedeninin tiberkiloz kaynakli oldugu bilindigi igin, bu
hastalik dliimlerin kaptani olarak adlandirilmistir. iskog patolog Matthew Baille 1793
yilinda, bu hastaligin neden oldugu peynir benzeri abselere tiiberkiil adin1 vermistir

(42). Tiberkuloz terimini ise ilk kez Johann Lukas Schonlein kullanmistir (33).

19. yy. baslarinda tiiberkiiloz hastaliginin etiyopatolojik kokeni hakkinda bilim
dinyasinda olduk¢a farkli bilimsel tartismalar yapilmistir. Glney Avrupa’da
hastaligin bulasict oldugu belirtilirken, Kuzey Avrupa’da bu hastaligin kalitsal ve
kanser tiirii oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda ‘Phtisis’ ve tiiberkiiloz hastaliklarinin
farkli hastalik oldugu ve belirtilerinin ayni oldugu tartisilmistir (37). Fransiz Theophile
Laennac 1819 yilinda, tiberkulozun Klinik belirtilerinin plérezi ve pulmoner
kavitasyon oldugunu belirtmistir (33). Tiiberkiilozun akcigerlerde ilk olarak miliyer

(dar1 tohumu benzeri) olarak ortaya ¢iktig1, daha sonra kaze6z (peynir benzeri) forma



dogru ilerledigi ve en sonunda kavite olusumu oldugu belirtilmistir (33). MTBK’nin
akciger digmda gastrointestinal sistemi, kemikleri, eklemleri, sinir sistemini, lenf
diigtimlerini, genitoliriner sistemi ve deriyi de enfekte edebilecegi belirtilmistir (43,

44).

Tiberkiiloz hastaliginin klinik belirtileri ile ilgili bilgilerin ortaya ¢ikmaya
baslamasiyla birlikte bu hastalia neden olan etkenin izolasyonu ile ilgili ¢aligmalar
da hiz kazanmaya baslamistir. Alman doktor Philip Friedrich Hermann Klencke 1849
yilinda tuberkiloz basilinin insan ve hayvan formlarin1 deneysel olarak gogaltmay1
basarmistir (45). Theodor Albrecht Edwin Klebs 1867 yilinda, steril siselerde saklanan
yumurta akina tuberkiiloz basilini enjekte ederek bu basili izole etmeye ¢alisan ilk
bilim adam1 olmustur (46). TUberkiiloz basilini ilk kez izole eden bilim insan1 Robert
Koch olmustur. Robert Koch tiiberkiilozla miicadelede 6nemli bir doniim noktasi olan
bu sonucu 24 Mart 1882'de Berlin'deki Fizyoloji Dernegi'ne sunmustur. Robert Koch
ayrica tiiberkiilozun bulasici etiyolojisinin aydinlatilmasma da katkida bulunmustur.
Elde ettigi bu bilimsel sonuglar nedeniyle 1905 yilinda Nobel Tip Odilii'ne layik
goriilmiistiir. Tiberkiiloz hakkinda elde edilen bu bilimsel bilgiler tiberkilin deri
testleri, Albert Calmette ve Camille Guérin (BCG) asis1 ve anti-tiberkuloz ilaglarin

gelistirilmesine zemin hazirlamistir (47).

2.2. MTBK’in Genel Ozellikleri

Mycobacteriaceae ailesi ¢ok ¢esitli bakteri turlerini kapsamaktadir. MTBK’ne ait
tirler bu aile i¢inde yer almaktadir. Son yillarda giincellenmis olan bilgilere gore
MTBK, insanlar ve hayvanlarda tuiberkiiloz enfeksiyonuna neden olan genetik olarak
yakindan iligkili olan dokuz tiirden olugmaktadir (48). Bu turler Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
canettii, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii ve Mycobacterium
caprae ‘dir (48). Sonradan bu yedi tiire ek olarak, iki yeni tur olan Mycobacterium
orygis ve Mycobacterium mungi de MTBK igine alinmistir (49). Kompleks iginde yer

alan bu bakteri tiirleri spor olusturmayan, aerobik ve hareketsiz basillerden



olugmaktadir (50). Mikobakteri ailesinde yer alan tiirlerin en énemli 6zelligi hiicre
duvarlarinin diger bakterilerde bulunmayan benzersiz ve kompleks bir yapiya sahip
olmasidir. Hiicre gegirgenligini etkileyen bu yap1, sitoplazmik membran, hiicre duvari
ve dis katman olmak tizere ii¢ kisitmdan olusmaktadir (51) (Sekil 2.1). Bu yapilarm en
onemli 6zelligi yuksek miktarda lipit icermesidir (52, 53). Bu yapilardan sitoplazmik
membran bakteriye yapisal biitlinlik ve destek saglamaktadir (52). Sitoplazmik
membran, arabinogalaktan (AG) ile kovalent baglar olusturan peptidoglikan (PG)
tabaka tarafindan sarilmistir (52). PG tabaka dis etkenlere karsi bakteriyi koruyan
fiziksel bir bariyer gorevi gormektedir (54). Bu yapilara ek olarak diger 6nemli bir
bilesen mikolik asitlerdir. Mikolik asitler bakteriye hidrofobik 6zellik kazandirarak
bakteriyi hidrofilik antibiyotiklere, oksidatif hasara ve komplemana Kkars1
korumaktadir (55). Mikolik asitler esas olarak kompleks glikolipitlerle birlikte dis zar1
olusturmaktadir (52). Bu kompleks glikolipitler, konak hiicre reseptérii ile etkilesime
girerek basilin hiicre igine almmasmda O©nemli rol oynarlar. Bu kompleks
glikolipitlerin en dnemlilerinden biri olan trehaloz dimikolat (TDM), kord faktori
olarak da bilinen 6nemli bir virtilans faktéridur (55). Mikobakteri hiicre duvarinin tim
bu 6zellikleri bakterinin zorlu kosullarda hayatta kalmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(54, 55).
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Sekil 2.1. M. tuberculosis’in hiicre duvar yapis1 (51).



MTBK iginde yer alan tiirlerin bir diger 6nemli 6zelligi de treme dinamiklerinin ve
adapte olduklar1 konaklarin farklilik géstermesidir. Bu kompleks i¢inde yer alan turler
genel olarak yavas iirerler. Bu kompleks i¢inde bulunan tiirlerin adapte oldugu konak
popiilasyonlar1 oldukca gesitlilik gostermektedir. Ornegin M. bovis sigirlarda, M.
caprae keci ve koyunlarda, M. pinnipedii deniz aslanlar1 ve foklarda, M. microti tarla
farelerinde ve M. orygis ceylanlarda hastaliga neden olmaktadirlar (56, 57). MTBK
tiyelerinin 6zelliklerine genel bir bakis Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Mycobacterium tuberculosis complex (MTBK) turlerinin genel 6zelikleri
(48, 49).

MTBK turleri Genel ozellikleri
M. tuberculosis - dunya tizerinde en yaygin tiir.
- diinya nufusunun 1/4’tinii enfekte etmistir.
- insanlarla temas halindeki hayvanlara bulasabilir.
M. canettii ve M. africanum - M. tuberculosis ile yakin iliskilidir.
M. bovis - insanlarda tuberkiloza neden olabilir.
- genellikle Afrikali hastalardan izole edilmektedir.
- genis bir konak yelpazesi vardir.
M. bovis var BCG - M. bovis’in mutant formudur.
- erken gocuklukta kullanilan tek aginin kaynagidir.
M. caprae - kecilerden izole edilmistir.
M. microti - kemirgenlerden kaynaklanan patojendir.
- insanlarda hastaliga neden olabilir.
M. pinnipedii - deniz aslan1 ve foklar1 enfekte eder.
M. mungi - fareleri enfekte eder.

M. orygis - ceylan ve antiloplar1 enfekte eder.




2.3. Viriilans Faktorleri

M. tuberculosis agirlikli olarak solunum yolunu etkileyen hicre igi bir patojendir.
Konak bagisiklik sisteminden kagmak i¢in hiicre i¢ine yerleserek hayatta kalmaya
caligir (58). M. tuberculosis’in hayatta kalmasinda ve hastalik olusturmasinda, sahip
oldugu virllans faktorleri 6nemli rol oynamaktadir. M. tuberculosis’in en 6nemli
Ozelligi hastalik olustururken toksinleri ya da enzimleri kullanmamasi, bunun yerine

daha ¢ok viriilansla iligkili gen Urlinleri iizerinden bu islemleri yirttmesidir (59).

Mikobakteriyel virulans faktorleri protein ve protein olmayan virilans faktorleri
olarak ikiye ayrilmaktadir. Protein olmayan viriilans faktorlerine lipitler, glikolipitler,
glikanlar, nukleik asitler ve metabolitler 6rnek olarak verilebilir. M. tuberculosis lipit
acisindan zengin bir hiicre duvarma sahiptir (60). Fosfatidil-miyo-inositol mannosidler
(PIM'ler) duvar yapisinda en ¢ok bulunan glikolipitlerdir. Bu glikolipitler lipomannan
(LM) ve lipoarabinomannanin (LAM) 6nciileridir. LM’ler Toll-benzeri reseptor-2 ve
4 aracih@ ile makrofajlarin aktivasyonunda 6nemli rol oynarlar (61). LAM’lar ise
arabinoz kalintilarma bagli LM’lardan olusmaktadir. Bu yap1 konak hiicre ylizeyinde
bulanan resptorlerle etkilesime girerek bakterinin hiicre i¢ine alinmasinda énemli rol
oynar (62, 63). Bunlarin yan1 sira mikobakterilerin hiicre duvarmin kalmligini
etkileyen ve viriilansta 6nemli rol oynayan diger bir yap1 mikolik asitlerdir. Bu yap1
trehaloz sekerlere (trehalose-6,6'-dimikolat) baglanarak 6nemli bir viriilans faktor olan
kord faktoriinii olusturur (63). Protein yapisinda olmayan bu viriilans faktorlerinin
cogu hiicre ylizeyinde bulunan yapilardir. Protein yapisinda olmayan bu viriilans
faktorleri, bakterinin konak hiicre ile etkilesime girmesinde, hiicre i¢ine alinmasinda
ve hiicre i¢inde hayatta kalmasinda 6nemli rol oynarlar (60). Mikobakterilerde bulunan
diger onemli viriilans faktorleri protein yapisindadir. Yapilan ¢aligmalarda protein
yapisindaki bu viriilans faktorlerinin konak immiin yanitini manipiile ederek
bakterinin hayatta kalmasinda Onemli rol oynadigi gosterilmistir (59, 64).
Mikobakterilerin patojenitesinde dnemli rol oyanayan virtilans faktorleri Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Mikobakterilerin viriilansin da rol oynayan yapilar (59).

Bu viriilans faktorlerinin yani sira, iki bilesenli diizenleyici sistemler de patojenik
bakterilerin viriilansinda 6nemli rol oynayan faktorler arasmdadir (65). ki bilesenli
diizenleyici sistemlerin ilk bileseni, 6zgiil bir uyariya cevap verebilen bir algilayici
kinazdir. Ikinci bilesen ise belirli genlerin ekspresyonunu kontrol edebilen bir
diizenleyicidir. Algilayict protein uyarim sonrasinda otofosforilizasyona ugrar ve
sonrasinda bu fosfat, diizenleyici proteine transfer edilir. Diizenleyici, DNA baglayan

bir proteindir ve gen ekspresyonunu arttirabilir veya azaltabilir (66) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. iki bilesenli diizenleyici sistem (66).

M. tuberculosis’te ¢ok sayida iKi bilesenli diizenleyici sistem vardir (Tablo 2.2) (66).
Bu diizenleyici sistemlerin bir¢ogunun islevi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
caligma kapsaminda PCR hedef bdlgesi olarak secilen senX3-regX3 intergenik bdlgesi,
MTBK’nde tanimlanan ilk iki bilesenli dlzenleyici sistemdir (19). Bu dizenleyici
sistemin MTBK’in viriilansmin yani sira inorganik fosfat yetersizliginde hayatta
kalmasinda onemli rol oynadigi bildirilmistir (67). Fosfat yetersizliginde senX3
algilayict kinaz otofosforile olur. Bu aktivasyonla birlikte bu fosfat grubu regX3’e
aktarilarak ilgili genlerin ifadesi diizenlenir. Bu intergenik bdlgenin en 6nemli 6zelligi,
senX3 ve regX3 genleri ve bu genler arasinda bulunan 3 adet Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU) dizisi ile birlikte bir operonu olusturmasidir
(Sekil 2.4) (68). Bu operon, bisistronik operon olarak gorev yapmaktadir. Bunun yan1
sira operonda bulunan MIRU dizileri MTBK’nin genotiplendirme ¢alismalarinda da
kullanilmaktadir (69).



Tablo 2.2. M. tuberculosis’te bulunan iki bilesenli diizenleyici sistemler (70).
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Gen Rolu Gorevi

SenX3 Algilayici Viriilans, fosfat alimi, solunum
RegX3 Dizenleyici Gen ekspresyonu duzenlenmesi
tcrA Dizenleyici

HK1 Algilayict

HK2 Algilayict

PhoP Dizenleyici Esx-1 komponentlerinin salgilanmasi
PhoR Algilayici

NarS Algilayici

NarL Dizenleyici

PrrA Duzenleyici Hicre ici enfeksiyona adaptasyon
PrrB Algilayici

MprA Duzenleyici Stres yanit1

MprB Algilayici

KdpD Algilayici Potasyum alimi

KdpE Duzenleyici

TrcR Duzenleyici

TrcS Algilayict

MtrA Duzenleyici DNA replikasyonu, hiicre boltinmesi
MtrB Algilayict

TcrX Duzenleyici

TcrY Algilayici

PdtaS Algilayict

PdtaR Duzenleyici
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77-bpMIRUs (n= 110 5) 53-bp MIRU (n=1)

Sekil 2.4. senX3-regX3 intergenik bolge (71).

2.4. M. tuberculosis’in Genomik Yapisi

M. tuberculosis genom dizisinin ilk kez 1998 yilinda yaymlanmasiyla birlikte
MTBK’nde bulunan tiirler ile kapsamli genomik ¢alismalar yapilmaya baslanmistir
(72). Farkli molekiiler tekniklerden yararlanarak yapilan bu ¢aligmalarla, MTBK’nde
bulunan tiirler arasindaki genetik gesitliligin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir (73).
Sonraki caligmalarla bu genetik cesitliligin nedenleri de yavasca aydinlatilmaya
baslamistir. Genetik cesitlilige neden olan birkag¢ faktor tanimlanabilmistir. Kompleks
icindeki bu genetik ¢esitlilige genomda bulunan 1S6110 bdlgesinin sayisinin oldukga
blyiik etkisi vardir. Bunun yaninda polimorfik guanin-sitozin (GC) agisindan zengin
bolgelerin sayisi ve fark bolgeleri olarak bilinen kisa DNA dizilerinin de bu farklilikta
biiyiik etkisi oldugu bildirilmistir (74, 75). Buttn bu faktorler gen ifadesinde énemli
rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin ifadesini degistirerek, konak yatkinligi ve

patojenitelerinde farklilik olusmasina neden olmustur (26, 76).

M. tuberculosis’in genomu guanin (G) ve sitozin (C) bazlar1 agisindan oldukga
zengindir ve 4.411.532 baz cifti icermektedir (Sekil 2.5). 4000 gen ihtiva eden
MTBK’nin genomunun yaklagik %61 inin bu bazlardan olustugu bildirilmistir (77).
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M. tuberculosis
H37Rv genome
4.411.532bp

Sekil 2.5. M. tuberculosis H37Rv genomu (78).

Genel olarak MTBK dokuz (L1-L9) filogenetik soya bdlinmektedir (Sekil 2.6). Bu
soy farkliliklarin1 dagildiklar1 cografik bolge farkliliklar1 belirlemektedir. Bu
soylardan L1 soyu Hint okyanusu ve Filipinler bdlgesinde, L2 soyu Dogu Asya
bblgesinde, L3 soyu Dogu Afrika ve Hindistan bolgesinde bulunmaktadir. L4 soyu
Amerika ve Avrupa bolgesinde kesfedilmistir. Buna ek olarak L5 ve L6 soylar1 (M.
africanum soylar1) Bat1 Afrika bolgesinde bulunmaktadir. L7 soyu ise Afrika boynuzu
bolgesinde bulunmaktadir. L8 soyu ve L9 soyu ise Dogu Afrika bdlgesinde
bulunmaktadir (79, 80). Insanlarda tiiberkiiloz hastaligma daha ¢ok L1-L4 ve L7
soylar1 neden olmaktadir (26, 73, 81). Ulkemizde tiiberkiiloz hastaligina neden olan
M. tuberculosis basili ise L4 soyu i¢inde bulunmaktadir (82). Bu farkli filogenetik
soylar spoligotipleme profillerine bagli olarak alt soylara da ayrilabilmektedir (83).
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Sekil 2.6. MTBK ’nin filogenetik analizi (84).

2.5 Epidemiyoloji

Tlberkuloz, saglik sorunlarma ve oliimlere neden olan bulasici bir hastaliktir.
Koronaviriis salginmma kadar tek bir enfeksiyon ajaninin neden oldugu Olimler
listesinde insan Immiin Yetmezlik Virlstnin (HIV) iizerinde ilk srada yer almustir
(1). DSO’niin 2022 yilinda yaymladig: kiiresel tiiberkiiloz raporunda, 10,6 milyon
kisginin tiiberkiiloza yakalandigi ve bunlarin 1,6 milyonunun 6ldiigi bildirilmistir (1).
Diinya niifusunun yaklasik %22’sinin M. tuberculosis ile enfekte oldugu tahmin
edilmektedir. Enfekte bireylerin yaklasik olarak %10’nunda ise bagisiklik sisteminde
meydana gelen anormalliklere bagli olarak aktif TB hastalig1 gelismektedir.
Tiiberkiiloz hastalarmin havaya verdikleri basilin saglikli bireyler tarafindan
solunmasiyla yayilan bu hastalik, akcigerleri etkilemesinin yani sira viicudun farkl

organlarinda da hastalik olusturabilmektedir.

DSO’niin  belirledigi politikalar cercevesinde bu patojenle miicadelede Gnemli
ilerlemeler yasanmis olsa da, bazi olumsuz durumlar bu hastalik ile miicadeleyi
oldukg¢a zorlastrmigtir. Olumsuz ekonomik sartlar, HIV ile yasayan birey sayisinin
artmas1 ve ila¢ direncinin artmas: bu hastalikla micadeleyi olduk¢a olumsuz

etkilemektedir (85, 86). Sosyoekonomik sartlarin, tiiberkiilozun diinyadaki dagilimi
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tizerinde biiyiik bir etkisi vardir. Tlberkiloz en ¢ok sosyoekonomik durumun koti
oldugu sahra alt1 Afrika, Hindistan ve Gilineydogu Asya iilkelerinde gordllrken,
sosyoekonomik durumun daha iyi oldugu ABD, Kanada, Bati Avrupa, Japonya ve
Avusturalya’da daha az gorulmektedir (Sekil 2.7). Bunun yani sira ilag direnci ve HIV
enfeksiyonu da bu patojenle miicadeleyi olumsuz etkileyen ve maliyeti artiran diger
onemli faktdrlerdir. ilag direnci tiiberkiilozla miicadelede énemli yer tutan tedavinin
etkinligini bozarak hastaligin yayilmasma neden olmaktadir. HIV enfeksiyonu ise
tuberkiloz enfeksiyonunun aktif hastalik haline déniismesine zemin hazirlamaktadir.
2022 yilinda TB HIV’li hastalarda dahil toplam 1,3 milyon kisinin liimiine neden
olmustur. Bu 6lumlerin 1,13 milyonunu HIV (-) bireyler olustururken, 167.000’ini
HIV (+) bireyler olusturmustur (87).
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Sekil 2.7. 2010-2022 yillar1 arasinda tiiberkiiloza bagli Sliimlerin bdlgelere gore
dagilimi (87).
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Tiiberkiilozun neden oldugu 6liimleri azaltmanin dniindeki bir diger engel ise tanisi
konulamayan hastalarm uygun tedaviyi alamamasidir. Her y1l 30 bin hastanin tanisi
konulamadig1 i¢in gbézden kactigi tahmin edilmektedir (88). Bunun igin tanisi
konamayan bu hastalarm teshisini yapabilecek stratejilerin gelistirilmesi oldukga
onemlidir. Bu stratejiler arasinda radyolojik tarama, semptom arastirmalar1 ve balgam
taramas1 gibi yaklasimlar gosterilmektedir (89, 90). Ozellikle temas oykiisii olan, HIV
pozitif olan ve sosyoekonomik durumu kotii olan popiilasyonlar1 hedef alan
yaklagimlarin bu amaca ulasmada biiylik yarar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Tanis1 koyulamayan hastalarin ¢ogunun Hindistan, Cin ve Endonazya’nin
sosyoekonomik durumu kotii olan bolgelerinden oldugu bildirilmistir (88). Bu
bolgeleri oncelikli olarak hedef alan tarama stratejileri gelistirilebilir. Boylece diinya
tizerinde tanis1 konulmamis kayip hastalara ulagsmada erken tani ve tedavi agisindan

biiyiik bir avantaj saglanabilir.

Tuberkuloz kiresel dlgekte neden oldugu saglik sorunlar1 gibi tilkemizde de 6nemli
bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Ulkemizde tiiberkiiloz hasta verileri
daha 6nce verem savas dispanserlerinden aylik olarak gonderilen veriler iizerinden
raporlanirken, 2006 yilindan itibaren Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi
uygulanarak hastalar bireysel olarak kayit altina alinip raporlanmaya baslanmustir (91).
Saglik Bakanlig: tarafindan 2021 yilinda yaymlanan Verem Savas Raporunda 2020
yil1 igin toplamda 8.925 TB hastasi bildirilmistir. Ayni raporda, bu TB hastalarinin
87’sinin (%1,0) HIV (+) oldugu tespit edilmistir (4). Bunun yaninda ila¢ direnci de
ilkemiz icin halen potansiyel bir tehlikedir. DSO ulkemizi cok ilaca direncli
tiiberkiiloz acisindan oldukga yiiksek hasta yiikiine sahip iilkeler arasina koymasa da,
ilaca direncli hastalar halen (lkemizde de bildirilmektedir (91). 2020 yilinda
tlkemizde %10,1°lik bir oranla en ¢ok izoniyazid (INH) direnci goriilmiistiir. Cok
ilaca direncli tiberkiloz (CID-TB) orani yeni olgularda %2,2 iken, énceden tedavi
gormils olgularda %8,6 olarak belirlenmistir. Her ne kadar en ¢ok direng dnceden
tedavi gormiis hastalarda goriilse de, 2010 yilindan sonra diisiis yasanmaya

baslanmistir (4).
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DSO’niin 2035 yilina kadar bu hastalig1 bitirmek icin belirledigi ilk hedefi, hasta
sayilarini azaltmak ve miicadelede artan maliyetleri en aza indirmek olmustur. Bu
hedef DSO’niin 2016 y1lindan 2030 yilina kadar siirdiirebilir kalkmma hedefi olmustur
(92). Fakat COVID-19 salgin1 tan1 ve tedaviye erisimi sinirlayarak bu siirdiirebilir
kalkinma hedefini olumsuz etkilemistir. Bu pandemi, tiiberkiiloz hastalarmin tani
testlerine erisimini engelleyerek yeni tiiberkiiloz hastalarinin sayisinda diisiise neden
olmustur. 2019 yilinda yeni tan1 konulan hasta sayis1 7,1 milyonken, 2020 yilinda %18
diisiisle 2012 yilindaki seviye olan 5,8 milyona diismiistiir. 2021 yilina gelindiginde
ise kismi toparlanma yasanarak yeni tan1 konulan hasta sayisi1 6,4 milyona yilikselmistir
(1). Tan konulan hasta sayilarindaki bu diisiisler hastaligin daha ¢ok yayilmasina ve
daha fazla dliimlerin yasanmasma neden olacaktir. Sonug olarak bu durum DSO’niin

tiiberkiilozu sonlandirma stratejisini olumsuz etkileyecektir.

Kiiresel olgekte elde edilen epidemiyolojik veriler tiiberkiiloz hastaliginin halen
onemli bir sorun olmaya devam ettigini géstermektedir. Bu epidemiyolojik veriler bir
yandan MTBK’nin neden oldugu sorunu ortaya koyarken, diger taraftan diinya
iilkelerinin bu hastalikla miicadelesine 6nemli katk1 saglamaktadir. Fakat COVID-19
salgini basta tiiberkiiloz hastalig1 olmak tizere diinyada bir¢ok alan1 olumsuz olarak
etkilemistir. Bu durum yeni yol haritalarmin gelistirilmesine zemin hazirlamistir.
Biitiin bu veriler 1s5181nda, bu patojenle miicadelede halen yiiriinmesi gereken 6nemli
bir yol oldugu goriilmektedir. Ozellikle tan1 ve tedavi ile ilgili molekiiler

epidemiyolojik ¢aligmalara oldukga ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.

2.6. Patogenez

Tuberkiloz hastaligi, tiiberkiloz basili igeren aerosoller araciligi ile yayilir. Bu
aerosoller aktif tuberkiiloz hastaligini tagiyan hastalarin hapsirmasi ya da 6kstrmesi
ile disar1 salinir (Sekil 2.8) (93). Ortama salinan bu partikiiller yeni bir konak
tarafindan solundugu zaman solunum sistemi aracilifi ile akcigerlere ulagir.
Akcigerlerde dogal immin sistem hucreleri enfeksiyon olusumunu engellemek igin
aktive olmaya baglar. Bu aktivasyonla birlikte dogal bagisikligin 6nemli bir elemani

olan alveolar makrofajlar basilleri fagosite ederek ortadan kaldirmaya galigir. Alveolar
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makrofajlar bu basilleri yok etmede basarisiz olursa basiller gogalarak makrofaj
hiicresinin patlamasina neden olur. Boylece serbest kalan basiller en yakm alveolar
makrofajlar tarafindan tekrar fagosite edilir. Bu dongii bu sekilde devam ederken,
lenfositler ile birlikte immiin yanitta rol oynayan diger hiicreler enfeksiyon bolgesine
hareket eder ve hiicresel yanit aktive edilir (93). Hiicresel yanitla birlikte bakterinin
cogalmasi ve yayilmasi sinirlandirilir (94). Bu asamada hastalik herhangi bir ssmptom
gostermezken, basiller granilom denen yapilar iginde tutulur (95). Bagisiklik
sisteminde sonradan meydana gelen bozulmalar grantlom icindeki basillerin serbest
hale ge¢gmesine neden olarak hastaligin yeniden aktiflesmesine ve klinik semptom

vermesine neden olur (95).

TB yayihim

—-— = Sl Tuberkiiloz
- = basili

Sekil 2.8. TB’nin bulasmasi. TB hava yoluyla kisiden kisiye bulagsmaktadir (96).

Graniilom, makrofajlarin ve diger bagisiklik hiicrelerinin olusturdugu, bakterinin
yayilmasimi engelleyen amorf bir yapidir. Bu yap1 akciger tiiberkiilozunun temel bir
ozelligidir (95). Bagisiklik sistemi tam olan bireylerde olusan grantlom, basilleri tam
anlamiyla ortadan kaldirmasa da yayilimi Onleyerek aktif hastaligin gelisimini
engellemektedir (94). Bu durumda konak hastalik belirtisi gostermezken basiller latent
fazda tutulur. Ancak bazen basiller kullandiklari stratejilerle bagisik yanittan kagarak
hayatta kalabilmektedirler. Bu durum, basillerin hayatta kalarak yavasca ¢cogalmasina
ve aktif hastaligin gelismesine katki saglamaktadir (94). Aktif hastaliga dogru ilerleme
agamasina bagli olarak graniilom morfolojileri de farklilik gostermektedir (97). Bu
morfolojiler kat1 graniilom, nekrotik graniilom ve kazetz granilom olmak uzere lice

ayrilmaktadir. Hastalik gelisiminin erken asamasinda olusan kati graniilom akciger
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dokusunda hasara yol agar. Dolayisiyla tiiberkiiloz hastaligi ile hem histolojik hem de
patolojik olarak iliski i¢cindedir. Nekrotik bir merkezden yoksun olan bu granilom,
tipik olarak fibrotik dokuyla ¢evrili olmasimin yaninda basta T lenfositler olmak tizere
enfeksiyon kontrolinde onemli rol oynayan diger bagisiklik hiicrelerini de
icermektedir (97). Hastalik ilerledikge kat1 graniilomun merkezindeki hlicreler nekroza
ugrayarak nekrotik graniilomu olusturur. Bu nekrotik graniilomun merkezinin

stvilagsmastyla birlikte kaze6z graniilomlar meydana gelir (Sekil 2.10) (97-100).

Graniilom morfolojisinde meydana gelen degisikliklere ek olarak graniilom iginde
bulunan makrofaj hiicreleri de farkli morfotiplere degisebilmektedir (101). Kazetz
granulom olusumu ile birlikte makrofojlar iginde lipit damlaciklar biriktirerek kopiik
makrofaj denen morfolojiye degisirler. Kopiik makrofajlar nekrotik merkezin etrafini
sararak bakterinin yayihmimi sinrlandirirlar  (102). Bunun yaninda kopiik
makrofajlarin i¢inde biriktirilen yag asitlerinin konagin lipit metabolizmasida
dizensizlik meydana getirerek hastalhigin ilerlemesine katkida bulundugu
gosterilmistir (101). Bu etkiyi hastaligin son asmasinda graniilom yumusamasina
neden olup, kavite olusumunu saglayarak gostermektedirler. Bu durum, basillerin

aktive olmasina ve yeni konaklara yayilmasina neden olur (Sekil 2.9) (101, 103).
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Sekil 2.9. Akciger tlberkilozunun patofizyolojisi (104).
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Tulberkuloz patogenezinde etkili olan diger 6nemli bir faktor de konak bagisiklik
sisteminin durumudur. Ozellikle bagisiklik sistemini baskilayan HIV enfeksiyonunun
aktif tuberkiloz hastaliginin gelisimindeki 6nemi bilinmesine ragmen, bu enfeksiyon
disindaki diger bazi durumlar da hastaligin yeniden aktive olmasina neden
olabilmektedir. Bunlara yetersiz beslenme, alkol bagimliligi, kemoterapi ve bagisiklik
sistemini baskilayan ilaglar drnek olarak verilebilir (94). Butin bu durumlar, konak
bagisiklik sisteminde bozulmaya neden olup, granilom iginde hareketsiz tutulan
basilin aktive olup ¢ogalmasina neden olmaktadir (102). Cogalan basiller akciger
tiberkilozu gelismesine ve kaviter lezyonlarin olugsmasina neden olur (94, 97). Bu

asamada hastalik bulasic1 ve semptomatik hale gelir.

2.7. Tuberkiilozun Laboratuvar Tanis1

Tulberkuloz hastahigi ile miicadelede hizli ve dogru tani olduk¢a Gnemli bir yere
sahiptir (105). Hizli ve dogru tespit, hastaligin yayilmasinin énlenmesi yaninda dogru
tedavinin uygulanmasma da zemin hazirlamaktadir. Bu kapsamda DSO 2015 yilinda,
tanty1 6n planda tutarak, tiiberkiilozu durdurma stratejisini revize ederek tiiberkiilozu
sonlandirma stratejisine gegmistir (106). Tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda birgok
yontemden yararlanilmaktadir. Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan yontemler arasinda
bakteriyolojik, immunolojik ve molekiler tan1 yontemleri yer almaktadir. Kullanilan
her yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 olmasi yaninda, kesin tan1 bu patojenin

kiiltiirde tliretilmesiyle konulmaktadir.

2.7.1 Bakteriyolojik Tani
Mikroskobik Inceleme

Direkt mikroskobik inceleme, bircok iilkede halen temel tami testi olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Bu uygulamada en sik kullanilan yontem, aside
direnc¢li boyama yontemidir. Bu yontemde mikobakterilerin hiicre duvarinda bulunan
yliksek lipit iceriginden yararlanilir. Bu lipit tabaka bir bariyer gorevi gorerek, asit-
alkol ile yapilan renk giderme islemine kars1 direng saglayarak tiiberkiiloz basilinin

mikroskop altinda goriiniir hale gelmesine aracilik eder (Sekil 2.10) (106). Boyali



22

yayma preparatlarin - mikroskobik incelemesinde aside direngli basillerin
goriilebilmesi i¢in drnegin mililitresinde en az 5000 basilin olmas1 gereklidir. Direkt
mikroskobik incelemenin en onemli sinirlamalari, duyarliligmin diisiik olmasi ve
tiiberkiiloz dis1 mikobakteri ayrimini yapamamasidir. Yapilan ¢aligmalar duyarliligin
%20-%80 arasinda degistigini gostermektedir (106). Ozgiilliigii ise tiiberkiiloz dis1
mikobakterilerin goriilme sikhiginmm disik oldugu yerlerde %98’e kadar
cikabilmektedir (107). Mikroskobik inceleme sonuglarini etkileyebilecek faktorler
ornegin tiirli, yaymanin kalinlhigi, boyama sirasinda dekolorizasyon siiresi ve

incelemeyi yapan kisinin tecriibesidir.
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Sekil 2.10. Aside direncli boyama yontemi ile boyanmis mikobakteri goriintiisii (108).

Floresan mikroskobunun kullanima girmesiyle direkt mikroskobik incelemenin
duyarlihginda artis izlenmistir (Sekil 2.11). Floresan mikroskopisinin en biylk
sinirlamasi kullanilan floresan boyanin 6zgul olmayan bir baglanma gosterebilmesidir
(109). Floresan mikroskobunda 1sik kaynagi olarak olduk¢a hassas ve pahali olan
basingli lambalar kullanilmaktadir (110). Bu durum floresan mikroskobunun
kullanimimi smirlamistir. Fakat zamanla daha saglam ve pil 6mrii uzun olan 151k yayan

diyotlar (LED) gelistirilmistir. Boylece DSO geleneksel floresan mikroskobu yerine
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LED mikroskobunun kullanimin1 6nermistir (sekil 2.12) (106). Yakin zamanda yayma
mikroskobisinde yenilik igeren ¢alismalar da yapilmistir. Bu ¢aligmalardan birisi Datta
ve ark. (111) tarafindan yapilan ¢alismadir. Bu ¢alismada boyama islemi igin floresan
diasetat kullanilmigtir. Sonug olarak bu boyama ydnteminin canli hiicreleri boyadig1
ve tedavi izleminde etkin oldugu bildirilmistir. Mikroskobik incelemenin otomatik

hale getirilmesi dahil bu yenilik¢i yaklagimlarm rutin kullanimi i¢in halen daha fazla

dogrulamaya ihtiyag¢ vardir.

Sekil 2.11. Floresan boyama yontemi ile boyanmis mikobakteri goriintiisii (112).
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Sekil 2.12. LED mikroskobu (113).
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Direkt mikroskobik inceleme ucuz, hizli ve tuberkiiloz insidansi yiiksek olan yerlerde
duyarliligr yiiksek olan bir testtir. Ucuz ve erisiminin kolay olmasi nedeniyle,
gelismemis lilkelerde kullanim i¢in halen avantajli bir testtir. Bunlarin yani sira direkt
mikroskobik incelemenin en 6nemli smirlamasi, basil yiikii diisiik olan numunelerde
duyarliligmin diisiik olmasi ve buna ek olarak 6lii ve canli hiicre ayrimini yapamamasi
nedeniyle tedavi izleminde kullanilamamasidir. Bu nedenlerle bu testin dezavantajl

kisimlarmin halen iyilestirilmeye ihtiyact vardir.

Kaltar

Kultir yontemi tlberkiloz basilini izole etmenin yani sira ilag duyarliligini ortaya
koymada kullanilan altin standart bir yontemdir (106). Geleneksel olarak kullanilan
kiiltiir ortamlar1 kat1 ve sivi olarak ikiye ayrilmaktadir (Tablo 2.3). Kati besiyerleri
daha ucuz ve diger mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyona daha az aciktir.
Bunun yani sira sivi besiyerleri ise daha hizli, hassas ve otomasyona daha uygun

besiyerleridir (114-116).

Tablo 2.3. Mikobakterilerin tiretilmesi amaciyla kullanilan besiyerleri.

Besiyeri cesidi Besiyerinin ad1
Kat1 besiyeri Lowenstein-Jensen
Petragnani
Ogawa

Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H11

Sivi besiyeri BACTEC MGIT sistemi
MB/BacT ALERT sistemi
Versa TREK Myco

Dubos tween albliimin
Middlebrook 7H9

Kultir yapilmas: amaciyla alinan klinik drnekler normal flora ile kontamine oldugu
icin, kultdr oncesi uygulanan dekontaminasyon-homojenizasyon islemi oldukca

Onemlidir. Rutin tan1 laboratuvarlarinda dekontaminasyon-homojenizasyon islemi i¢in
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cogunlukla sodyum hidroksit (NaOH) ve N-asetil-L-sistein (NALC) yontemi
kullanilmaktadir (117). Kultur ©ncesi uygulanan bu 6n islemde kullanilan
solisyonlarm uygun konsantrasyonda ve uygun sureyle uygulanmasi Kiltur

verimliligini oldukca etkilemektedir.

Pozitif sonug elde edilen kiltrlerin bir sonraki asamada MTBK veya tiiberkiiloz dis1
mikobakteri olarak tanimlanmasi, uygulanacak tedavinin belirlenmesinde oldukca
Oonemlidir. Bu ayrimi1 yapmak ic¢in geleneksel olarak kullanilan biyokimyasal
yontemler uzun zaman aldiklar1 igin erken miidahalenin onlinde bir engel
olusturmaktadir (118, 119). Bu yiizden daha hizli tanimlama yapacak alternatif
yontemlere ihtiyag dogmustur. Bu yontemlerden birisi tiiberkiiloz basilinin ¢ogaldigi
sirada salgiladigit MPT-64 proteinini saptamaya yonelik olan yontemdir. Bu yontemde,
immiinokromotografik prensipten yararlanilarak MPT-64 proteini saptanmaya
caligihr. Brent ve ark. (120) tarafindan yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda bu
yontemin MTBK’ni saptama duyarliliginin %98.1 ile %98.6 arasinda, 6zgiilliigiiniin
ise %99.2 ile %100 arasinda degistigi belirtilmistir. Pozitif kiiltiirlerin ayrimmda
kullanilan bu immiinokromotografik yontemin bir diger avantaji da hizli ve basit
olmasidir. Biitiin bu nedenlerden dolay1 DSO pozitif kiiltiirlerden hizli tanimlama igin

bu yontemi 6nermistir (121).

Kiiltiir yonteminin duyarlibgmin yiiksek olmasi, altin standart tani1 yontemi olarak
kullanilmaya devam etmesini saglamistir. Bununla birlikte bu yOntemin bazi
dezavantajlar1 da mevcuttur. Bu dezavantajlarindan biri, basil yiikii diisiik olan klinik
orneklerde yanlis negatif sonug verebilmesidir. Diger bir dezavantaji ise sonuglarin
verilmesinin uzun zaman almasidir. Tiiberkiiloz basili yavas ¢ogalan bir bakteri oldugu
icin kiiltiiriin sonuglanmasi 4 ile 6 hafta slrebilmektedir (122). Ek olarak kulttr
yontemi biyoguvenlik kabini ve egitimli personel gerektiren bir yontem oldugu igin

sosyoekonomik agidan geri kalmis olan tilkelerde kullanimi smirli olan bir yontemdir.



26

2.7.2 immiinolojik Tam

Immiinolojik tam ydntemlerinde konak immin yanit hiicreleri veya patojenin

kendisine ait olan antijenik yapilar hedef alinmaktadir.

Antikor Tespiti

Antikor tespit yonteminde, bu patojene 0zgll olarak olusturulan antikorlar hedef
olarak alinmaktadir. Bu tan1 yontemi yeterli duyarlhilik ve 6zgiilliige sahip olmadigi

icin DSO tarafindan 6nerilmemektedir (123).

Antijen Tespiti

Antijen tespit yonteminde klinik 6rneklerde bulunan patojene ait antijenik yapilar
hedef olarak alinmaktadir. Bu testte prensip olarak ‘Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay’ (ELISA) yonteminden yararlanilmaktadir. MTBK’nin hiicre duvarmda
bulunan lipoarabinomannan (LAM) tiiberkiiloz tamisinda kullanilan 6nemli bir
antijenik yapidir (124). Li ve ark. (125) tarafindan yapilan meta-analiz ¢alismasinda,
tiberkiiloz tamisinda LAM’1 hedef alan yanal akis tani testlerinin performansi
incelenmistir. FUjiLAM adi1 verilen bu tani testlerinin, eriskinlerde duyarhlik ve
ozgilliigii sirastyla %70 ve %93 ¢ikarken, ¢ocuklarda duyarhlik ve 6zgiilliigii sirasiyla
%351 ve %87 olarak bulunmustur(125). Bu ¢alisma, duyarlilikta istenilen diizeyin
yakalanabilmesi i¢in bu tani testinin halen gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu

gostermektedir.

Interferon-Gamma (IFN-Y) Salinim Testleri

Bu testte, MTBK’ne 6zgii antijenlere maruz kalan lenfositler tarafindan salgilanan
interferon-gamma (IFN-G) sitokini kullanilmaktadir. Bu testin en 6nemli 6zelligi daha
onceden yapilmis BCG asis1 ve pek cok atipik mikobakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlardan etkilenmemesidir (126). Ticari olarak T-SPOT.TB (T-SPOT; Oxford
Immunotec, Ingiltere) ve Quantiferon-TB (QFT; Qiagen, Almanya) olmak uzere iKi

test mevcuttur (127). Bu ticari testlerin en 6nemli avantaji patojen antijenine 0zgul
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konak yanit1 6l¢iildiigli i¢in basil yiikiine bagli olmamasidir. Bunun yaninda latent

tiiberkiiloz hastaligin1 ortaya ¢ikarmada oldukca onemli bir testtir. Tuberkiloz

tanisinda kullanilan yontemlerin 6nemli 6zellikleri Tablo 2.4°de gosterilmistir.

Tablo 2.4. Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan yontemlerin karsilagtiriimasi (106).

Ozellik Xpert MTB/RIF | Mikroskopi Kultur
Maliyeti Pahali Ucuz Pahali
Testin uygulama |y ol Yiiksek Diisiik
kolayligi
Duyarlilik Yiksek Diisiik Yiksek
Ozgulluk Y liksek Y liksek Y liksek
Avantaj Huzli, basit, ilag |y )y Tum lag
direnci tespiti direncinin tespiti
Canli ve olii basil | Canli ve Olii basil
. Sonuglarin gec
Dezavantaj ayriminin ayriminin
¢ikmasi
yapilamamasi yapilamamasi

2.7.3 Molekiiler Tam

Molekiiler tan1 yontemleri, tliberkiiloz hastaligmimn geleneksel tanisinin sinirlamalarina

alternatif olarak gelistirilmis tan1 yontemleridir. Molekiler yontemler 6zellikle

tanimlama siiresinin kisa olmasi nedeniyle hastaligin kontrol altina alinmasinda

onemli role sahiptir. Molekiiler tan1 yontemlerinde nukleik asitlerin ¢ogaltiimas: ve
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hibridizasyon basta olmak {iizere bir¢ok teknikten yararlanilmaktadir. Tuberkiiloz
hastaliginin tanisinda niikleik asit ¢ogaltma testlerini baz alan yontemlerde en yaygin
olarak kullanilan hedef 1S6110 bdélgesidir (128). Bunun yani sira M. tuberculosis’in
ribozomal RNA’sin1 (rRNA) ve deoksiriboniikleik asidini (DNA) hedef alan testler de
mevcuttur (129). Niikleik asitlerin cogaltilmasina dayali prensibi temel alan ve DSO
tarafindan Onerilen ticari testlerden biri, Xpert/RIF MTB (Cepheid, Sunnyvale,
Kaliforniya, ABD) testidir. Bunun yaninda FDA tarafindan yayma pozitif 6rneklerde
kullanim i¢in Onerilen iki ticari test daha bulunmaktadir. Bu testler ‘Amplified
Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) Test” (Gen-Probe, Inc) ve ‘Amplicor

Mycobacterium tuberculosis Test” (Roche Molecular Systems, Inc) testleridir (129).

Gercek Zamanh PCR

Cogaltilan {iriinlerin elektroforez yapilmaksizin saptanmasina yonelik olarak
yapilan ¢alismalar sonucunda, ger¢ek zamanli PCR ybntemi ve otomatize PCR
sistemleri gelistirilmistir. Ger¢ek zamanli PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu
ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin Ol¢iilmesiyle, istendiginde
kantitatif sonuc da alinabilen bir PCR yontemidir. Boylece hedef bolge, elektroforeze
gerek kalmadan kisa bir siire i¢cinde saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem
cogaltma isleminin hem de ¢ogaltilan {iriinleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu
yontemi ¢ok pratik bir yontem haline getirmistir. Ayrica tiipler acilmadan test
tamamlandig1 i¢in kontaminasyon riski de azalmaktadir. Gergek zamanli PCR’da

amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriin varh@mnin saptanmasi gesitli sekillerde

yapilabilmektedir (130).

‘SYBR Green’ Boyasi Kullanilarak Real-Time PCR ile Amplifikasyonun Saptanmast:

Primerlerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef
DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan ‘SYBR green’ miktar1 artar
ve buna bagli olarak yayilan floresan miktarinda artis gézlenir. ‘SYBR green’ yalnizca
cift zincirli DNA’ya baglandiginda floresan veren bir boyadir. Ancak floresan artis1

her zaman 0zgul ¢gogalmay1 gostermeyebilir. Cilinkii ortamda hedef DNA bulunmadig1
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durumlarda ‘SYBR green’ primerlerin kendi aralarinda ger¢eklesebilecek baglanmalar
(primer dimerleri) sonucunda bu yapilara katilarak floresan olusumuna neden
olabilmektedir. Boyle durumlarda elde edilen floresan isimanm istenen hedef bélgenin
amplifikasyonuyla m1 gerceklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile ortaya ¢ikmis
0zgil olmayan bir tiriin mii oldugunu anlayabilmek i¢in “melting curve” (erime egrisi)
analizi yapilir. Her ¢ift sarmal DNA kendine 6zgii “melting temperature, Tm” (¢ift
sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale ge¢cmesi icin gerekli sicaklik) degerine
sahiptir. PCR amplifikasyonu sonrasinda sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli
araliklarla tiipteki floresan 1s1ma miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirlerinden ayrilmaya baslayinca ‘SYBR green’ boyasi serbest kalir ve floresan
miktar1 azalmaya baglar. Erime egrisinden yararlanilarak Tm derecesi hesaplanir.
Klinik 6rnege ait Tm derecesi, ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm
derecesiyle karsilastirilarak PCR sonucu elde edilen iirliniin 6zgiil iiriin olup
olmadigina karar verilir. Tm dereceleri ayn1 ise, aranan hedef bélgenin amplifikasyonu
gergeklestirilmis demektir. Farkli Tm dereceleri saptanmasi durumunda, elde edilen

amplifikasyonun 6zgil olmayan bir iiriine ait oldugu sonucuna varilir (131).

Ozgiil Problar Kullamlarak Gercek Zamanli PCR ile Amplifikasyonun

Saptanmast (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer):

Ozgiil problardan biri 3’ ucundan floresan boya ile isaretli (dondr boya), digeri
5’ ucundan alic1 boya (acceptor dye) ile isaretlidir. Problar hedef bdlge iizerinde
birbirine yakin yere (1-5 niikleotit uzaklikta) baglanir ve isaretli uglar yan yana gelmis
olur. Iki boyanin yakinlagsmasiyla aciga ¢ikan enerji, ikinci prob iizerindeki alici
boyay1 etkileyerek floresan i1si1ma olusumuna neden olur. Olusan floresan 1s1ma
miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine (PCR ile olusan iiriin miktarina) bagh

olarak artar (132).

TagMan problar: kullanilarak Ger¢ek Zamanli PCR ile Amplifikasyonun

Saptanmasi:
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Bu sistemde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli TagMan
problar1 kullanilir. Probun 5 ucunda raportdr florokrom, 3° ucunda ise baskilayict
florokrom bulunur. Prob tek sarmal hale getirilen hedef bdlge uzerinde, primerlerin
baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef bdlge arasindaki
hibridizasyon devam ettigi siirece raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’
ucundaki baskilayici florokrom madde tarafindan engellenir. Primerlerin hedef
niikleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi probun baglandigi
noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin TagDNA polimeraz enzimi 5°-3°
ekzontikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yikmaya baslar.
Bdylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her dongiide

tiretilen tiriin arttikga, floresan 1g1ma miktarinda artma gozlenir (133).

Xpert MTB/RIF Testi

Bu test, klinik 6rneklerden dogrudan MTBKni saptayan ve rifampisin (RIF) direncini
ortaya c¢ikaran gercek zamanli PCR temelli bir molekiler tani yontemidir. RIF
direncini ortaya koymak icin rpoB geni hedef olarak alinmaktadir. Bu testin en biiyiik
avantajlarindan birisi bUtln test tek bir kartus i¢inde yiriitiildiigiinden capraz

kontaminasyon riskinin olmamas1 ve sonuglarin iki saat gibi kisa bir siirede alinmasidir

(134, 135).

Yapilan ¢alismalar bu testin hem tani, hem de ila¢ duyarliligini ortaya ¢ikarmada
yiksek bir potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Boehme ve ark. (136) tarafindan
yapilan ¢aligmada yayma ve kiiltiir sonuglar1 pozitif olan 6rneklerde duyarlilig: %99,8
bulunurken, yaymasi negatif, kiiltiirii pozitif olan orneklerde ise duyarlilik %99,2
olarak bulunmustur. Bunun yaninda aynmi ¢alismada bu testin ila¢ direncini
saptamadaki etkinligi de arastirilmustir. Ilag direncini saptamak i¢in yaygm olarak
kullanilan fenotipik testlerle yapilan karsilastirmada bu testin RIF direncini %97,6
duyarlilik ve %98 0Ozgiillikle saptayabildigi gosterilmistir. Bu test bu avantajlari
yaninda bazi dezavantajlara da sahiptir. En 6nemli dezavantaji 6lii ve canli basilleri

ayirt edememesi nedeniyle tedavi etkinligi takibinde kullanilamamasidir (137).
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Xpert Ultra, Xpert MTB/RIF testinin yeni bir versiyonudur. Gelistirilen bu testte
birden ¢ok hedef (1S6110 ve 1S1081) bulundugu i¢in duyarliligi Xpert MTB/RIF
testine gore daha yuksektir. Yapilan modifikasyonlar araciligi ile duyarlilik %83’den
%88’e cikarilmistir. DSO 2017 yilinda c¢ocuk ve eriskinlerde HIV enfeksiyonu
varligina bakilmaksizin bu testin baglangic tani testi olarak kullanilabilecegini
belirtmistir (106). Bu testin yaninda yaygin ilag direncini de ortaya ¢ikarabilen Xpert
MTB XDR-TB testi, gelistirilen bir diger testtir. 2020 yilinda piyasaya siiriilen bu
testin halen klinik olarak daha ¢ok dogrulanmasi gerekmektedir (106).

‘Hot-Start PCR’: PCR’da karsilagilan en 6nemli sorunlardan biri, 6zgiil
olmayan g¢ogaltmalarin meydana gelmesidir. Bunun en 6nemli nedenlerinden biri
primerlerin daha ilk amplifikasyon basamagindan Once, 6zgiil olmayan bolgelere
baglanmasidir. ‘Hot-Start PCR’ yontemi, bu baglanmalar sonrasinda sentezin
baslamasini onleyebilmek icin gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontemde amag, Taq
polimeraz enziminin 94°C’lik denatiirasyon basamagindan sonra ¢alismaya
baslamasini saglamaktir. Boylece ilk denatiirasyon oncesindeki olas1 6zgiil olmayan
primer baglanmalari, Taq polimeraz heniiz islev goérmedigi i¢in sentez ile
sonuc¢lanmayacaktir. Taq polimerazin denatiirasyon basamagi sonrasinda ¢aligmaya
baslamasini saglayabilmek i¢in kullanilan stratejilerden bir tanesi, sicaklik 94°C’ye
¢ikarilincaya kadar enzim aktivitesini durduracak Taq polimeraza 6zgiil monoklonal
antikorlarm kullanilmasidir. Denatiirasyon sicakligma ¢ikildiginda enzim iizerindeki
inhibitor etki ortadan kalkmakta ve normal calismasina baslamaktadir. Diger bir
strateji ise, 94°C’de tetiklenen konformasyonel degisikliklerle normale donebilen

modifiye edilmis inaktif Taq polimeraz enziminin kullanilmasidir.

Déngii Aracih izotermal Cogaltma (Loop-Mediated Isothermal Amplification:
LAMP)

Bu test izotermal bir amplifikasyon yontemidir. Hedef bolgenin ¢ogaltilmasi igin

sicaklik dongiistine ihtiya¢ duyulmayan bir yontemdir. Bu yontemde gyrB ve 16S
rRNA bolgeleri hedef olarak kullanilmaktadir. Xpert MTB/RIF testi ile benzer bir
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0zgullikte olmasma ragmen duyarlilig biraz daha distiktiir. En biiyiik avantajlarindan
biri, termal dongii cihazmna ihtiyag duyulmamasi nedeniyle maliyetinin diisiik
olmasidir. DSO tan1 performansmdan dolay1 yayma mikroskobunun yerine alternatif
olarak Onermistir (106). Giliniimiizde molekiiler hasta bas1 test gelistirme

caligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

‘Line Probe Assay’ (LPA)

M. tuberculosis DNA’sin1 hedef alan bu testte ilag direnci ile ilgili genetik mutasyonlar
taranmaktadir. Bu testi diger molekiiler yontemlerden ayiran en 6nemli 6zelligi kati
bir yiizey lizerine oturtulmus proplarm kullanilmasidir. Cogaltilan hedef bolgeler bu
proplar tarafindan yakalanarak sonuglar kolorometrik olarak belirlenir. Ticari olarak
iki kiti bulunmaktadir. Bunlar GenoType MTBDRplus 1.0 (Hain Lifescience) ve
INNO-LIPA Rif TB (Innogenetics) kitleridir. Bunlarin yaninda gelistirilen yeni bir
LPA testi olan GenoType MTBDRplus 2.0 testi yayma pozitif 6rneklerde duyarlilig:
oldukca yiiksek olan bir testtir. Ayrica florokinolonlar ve ikinci basamak ilag direnci

ile iligkili mutasyonlar1 saptayabilen versiyonlar1 da bulunmaktadir.

2.7.4 Tiiberkiiloz Tamisinda Kullanilan Yenilik¢i Yaklasimlar

Tulberkulozda tani alani halen gelistirilmesi gereken 6nemli bir alandir. Bunun igin
halen pek cok bilim insani arastirmalara devam etmektedir. Bu yenilik¢i ¢alismalar
arasinda ‘Clustred Regulary Interspaced Palindromic Repeats’ (CRISPR)-Cas
teknolojisi, dizileme, kitle spektrometresi, yapay zeka ve makine O6grenimi

gosterilebilir.

CRISPR-Cas teknolojisinin genom dlzenlemede onemli bir ara¢ olabileceginin
kesfinden sonra, bu sistem bilesenlerinin mikroorganizmalarin tanisindaki etkinligini
arastiran ¢aligmalar da yapilmaya baslanmistir. Bu ¢alismalardan biri Zhang ve ark.
(138) tarafindan yapilan ¢alismadir. Bu ¢alismada M. tuberculosis’i saptamak igin
CRISPR-Cas sistemi bilesenlerinden yararlanilmistir. Gelistirilen bu testin duyarlilig:

%88 ve 0zgulligli %94 olarak bulunmustur. Gelistirilen bu tani testinin bir diger
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onemli Ozelligi de, 1,5 saat icinde sonug vermesi ve kompleks bir cihaza ihtiyag
duymamasidir. Halen bu alanla ilgili 6zellikle duyarliligi yikseltecek caligmalara

ihtiya¢ vardir.

Yeni nesil dizileme tanimlamada umut veren bir diger yontemdir. Ilag direncine neden
olan mutasyonlar1 saptamasinin yaninda, fenotipik duyarlilik testlerine gére oldukca
hizli bir yontemdir (139). Bir diger avantaji ise genomun dizisi hakkinda bilgi vermesi
nedeniyle birden fazla ilaca kars1 direnci ortaya ¢ikarabilme potansiyelinin olmasidir.
Bu yuzden DSO yeni nesil dizileme yonteminin ilag direncinin saptanmasinda
kullanimu ile ilgili bir kilavuz yaymlamistir. Bu yontem simdiden Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve Ingiltere gibi gelismis iilkelerde ila¢ direncinin saptanmasinda
fenotipik duyarlilik testlerinin yerini almaya baslamistir. Bu yontemin 6nundeki en
buyuk engel yiksek maliyetidir. Maliyetinin diisliriilmesi, bu yontemin gelismekte

olan ulkeler de dahil olmak tizere bir¢ok iilkede kullaniminin oniinii agacaktur.

Diger bir yenilik¢i yontem kiitle spektrometresidir. Yapilan calismalar, bu yontemin
tanimlamada yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir (140-142). En 6nemli
Ozelliklerinden birisi dizileme ve hibridizasyona dayali diger yontemlere kiyasla daha
hizli olmasidir. Gonzalo ve ark. (143) tarafindan yapilan bir galismada M. tuberculosis
basili 10 dakika gibi kisa bir siire i¢inde tanimlanabilmistir. Ayrica bu yéntemin bir
diger 6nemli avantaji da, tedavi etkinliginin takibinde yiiksek bir potansiyele sahip

olmasidir (144).

Son zamanlarda bir¢ok alanda kullanimiyla dikkat ¢eken bir diger teknoloji yapay zeka
teknolojisidir. Yapay zekanin tani alaninda kullanilmasinda en yaygmn kullanilan
strateji, laboratuvar verilerini kullanan makine 6greniminden yararlanilarak uzman
sistemlerin olusturulmasidir. Yapilan bazi ¢caligmalarda makine 6greniminin akciger
tiberkilozunu ve ilag direncini tahmin etmede klinisyenlere yardimei olabildigi
bildirilmistir. Jaeger ve ark. (145) tarafindan yapilan ¢aliymada goriintii verilerini
kullanan yapay zeka sisteminin ilaca duyarli ve direngli tiiberkiiloz basillerini

saptamada yiiksek bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan baska bir



34

caligmada ise laboratuvar verilerini kullanan makine 6greniminin aktif tlberkiloz
hastaligin1 saptamada etkili oldugu bildirilmistir (146). Yapay zeka gelecek i¢in umut
veren bir teknoloji olmasmma ragmen, tanida rutin olarak kullanilabilmesi igin

dogrulama agisindan daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Ornekler

Bu ¢alismada Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari’nda TB tanist
konmus hastalarin balgam Orneklerinden izole edilen 20 MTBK izolatinin saf
kulturlerine sekizer adet seri dilisyon yapilarak elde edilen toplam 160 Ornek
kullanilmistir. Bunun yam sira, 14 adet tiiberkiiloz-dis1 mikobakteri izolati, 3 adet
Escherichia coli izolat1 ve 3 adet Staphylococcus aureus izolat1 olmak tizere toplam
20 ornek negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Boylece ¢alisma kapsaminda
kullanilan toplam O6rnek sayisi 180 olmustur. Calismada negatif kontrol olarak
kullanilan TDM tiirleri M. abscessus, M. simiae, M. lentiflavum, M. gordonae, M.
avium ve M. scrofulaceum’dur (147). Kullanilan bu TDM tiirlerinin sayilar1 Tablo

3.1’de gorllmektedir.

Gergek zamanli PCR testleri uygulanirken pozitif kontrol olarak M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) susu kullanilmistir.

Tablo 3.1. Calismada negatif kontrol olarak kullanilan TDM tiirlerinin sayilari.

TDM turd Say1
M. abscessus 3
M. simiae 3
M. lentiflavum 3
M. gordonae 3
M. avium 1
M. scrofulaceum 1
Toplam 14

Calisma kapsaminda kullanilmis olan 6rneklerin toplanmis oldugu hastalara ait bilgi

ve veriler kayit altina almmamis ve kullamlmamustir. Hacettepe Universitesi
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Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 20.04.2021 tarihli kararinda,
calisma protokoliiniin etik a¢idan incelendigi ve ¢alismanin mikrop izolatlar1 izerinde

gerceklestirilecek olmasi nedeniyle Etik Kurul onayma gerek duyulmayacagi

belirtilmistir (Proje No: GO 21/253).
3.2. Orneklerin Seri Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kiiltiirde tiretilmis ve -80°C’de muhafaza edilmis olan 20 MTBK izolati, oda 1sisinda
coziildiikten sonra Middlebrook 7H9 siv1 besiyerine pasajlanarak yeniden tiretilmistir.
Orneklerin seri diliisyon islemi icin Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri kullanilmustir.
Uremis bakteri siispansiyonu, yogunlugu 0,5 McFarland (1x10® CFU/mI) standart
bulanikligina denk gelecek sekilde ayarlanmis ve bu siispansiyondan bir tip icerisine
1 ml alinarak seri dilisyon baslangi¢ 6rnegi olarak kullanilmustir. Seri diliisyonlarin
hazirlanmasinda kullanilmak iizere iginde 900 pul Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
bulunan yedi tiip hazirlanmistir. ilk tiipten 100 pl 6rnek almarak ikinci tiipe
aktarilmustir. Bu tiip icerisindeki 6rnek vorteks ile ¢alkalandiktan sonra 100 ul 6rnek
almarak ikinci tiipe aktarilmistir. Bu islemlere son tiipe ulasincaya kadar devam
edilerek 10 cfu/mL, 10 cfu/mL, 107 cfu/mL, 10 cfu/mL, 10 cfu/mL, 10°® cfu/mL,
107 cfu/mL, ve 108 cfu/mL seklinde seri diliisyon hazirlama islemi tamamlanmistir.
Boylece 20 6rnegin sekiz adet seri diliisyonu tamamlanarak toplam 160 6rnek elde

edilmistir.

3.3. Kiltiir

Caligmada altin standart kiiltiir yontemi olarak LJ besiyeri kullanilmigtir (148).
Hazirlanan seri diliisyon tiiplerinden 100ul 6rnek alinarak LJ besiyerine ekim yapilmis
ve 37°C’de alt1 hafta boyunca inklbe edilmistir.

3.4. DNA izolasyonu

Seri dillisyonlar1 hazirlanmis 6rnekler ve negatif kontrol 6rnekleri i¢in DNA izolasyon
islemi 1s1 blogu kullanilarak sicaklik etkisiyle gergeklestirilmistir. Bu amagla drnekler

4000 rpm’de 5 dakika sireyle santrifilj edildikten sonra slipernatan kisimlar1 2ml1’lik
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bir mikrosantrifij tipune aktarilmistir. Bu 6rneklerin tizerine 300l Tris-EDTA (TE)
tamponu eklenmis ve vorteks ile karigtirilmistir. Bu agsamadan sonra tiipler 1s1 bloguna
yerlestirilerek 100°C’de 20 dakika bekletilmistir. Bunu takiben 6rnekler 4000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan kisimlar1 yeni bir tiipe aktarilarak, PCR

islemi i¢in kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.5. Primer ve Problarin Tasarlanmasi

Calismada, MTBK nin senX3 ve regX3 genleri i¢in iki ayr1 primer ve prob seti

tasarlanmigtir. Primerler tasarlanmadan 6ncelikle MTBK genomunda ilgili gen
bélgeleri icin, ‘Basic Local Alignment Search Tool’ (BLAST) iizerinden tarama

yapilmis ve iizerinde caligilacak olan gen dizileri belirlenmistir. Calismaya 6zgiin ve
Ozgul primer ve problar tasarlamak amaciyla MTBK genomunun senX3 ve regX3 gen
bdlgeleri hedef bolge olarak belirlendikten sonra ‘Primer 3 yazilimi kullanilmistir. Bu
asamada yazilimin arastirmacilara 6nerdigi varsayilan parametreler temel alinarak
caligilmistir. Yazilim ara yizune ilgili gen dizileri girildikten sonra elde edilen farkl
primer ve prob setleri, her iki gen bélgesi i¢in BLAST ile kontrol edilerek arastirmada
kullanilmak tizere uygun primer ve prob dizileri belirlenmistir. Calismada kullanilmas1
planlanan iki setin her biri bir ¢ift primer ve bir adet prob icermektedir. senX3 ve regX3
hedef gen bélgelerinin saptanmasi i¢in tasarlanan senX3-F, senX3-R, regX3-F, regX3-
R primerleri ile senX3-P ve regX3-P problarinin dizileri sirasiyla Tablo 3.2 ve

Tablo3.3’de sunulmustur.

Tablo 3.2. senX3 ve regX3 hedef gen bdlgelerinin saptanmasi i¢in kullanilan primer
dizileri.

Primer Dizi

senX3-F ACGGGCCAAAGAGCTAGG
senX3-R ACTGATAGCCCGGATCGAC
regX3-F CCGATGTATGCAAGCAGTTG
regX3-R TTGGTCACGTAGTCGTCAGC
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Tablo 3.3. senX3 ve regX3 hedef gen bdlgelerinin saptanmasi i¢in kullanilan prob

dizileri.

Prob Dizi

senX3-P 5’-6-FAM-CAGGCGCTGGGTGGTGAAGA-BHQ-1-3’
regX3-P 5’-6-FAM-TCGACAAGGTGGTCGGCCTG-BHQ-1-3°

5
CGGTTTCGGCGGCTGATGGTGTGCTTTGGTGCGCTGTTTGCCAAA
CAGCATGTGAACGGTAACCGAACAGCTGTGGCGTAGTGTGTGAC

TTGTCCGATTTTGGCCTTGCCGCGCTAGGGCGACGTTCACCGGAT
TTGTAGGATTTTCCTTGTGACTGTGTTCTCGGCGCTGTTGCTGGCC
GGGGTTTTGTCCGCGCTGGCACTGGCCGTCGGTGGTGCTGTTGGA
ATGCGGCTGACGTCGCGGGTCGTCGAACAGCGCCAACGGGTGGC
CACGGAGTGGTCGGGAATCACGGTTTCGCAGATGTTGCAATGCAT
TGTCACGCTGATGCCGCTGGGCGCCGCGGTGGTGGACACCCATCG
CGACGTTGTCTACCTCAACGAACGGGCCAAAGAGCTAGGTCTG

GTGCGCGACCGCCAGCTCGATGATCAGGCCTGGCGGGCCGLCCCG

GCAGGCGCTGGGTGGTGAAGACGTCGAGTTCGACCTGTCGCCG
CGCAAGCGGTCGGCCACGGGTCGATCCGGGCTATCAGTGCATG
GGCATGCCCGGTTGCTGAGCGAGGAAGACCGCCGGTTCGCCGTG

GTGTTCGTGCACGACCAGTCGGATTATGCGCGGATGGAGGCGGCT
AGGCGTGACTTCGTGGCCAACGTCAGTCACGAGCTCAAGACGCC

CGTCGGTGCCATGGCTCTACTCGCCGAGGCGCTGCTGGCGTCGGC
CGACGACTCCGAAACCGTTCGGCGGTTCGCCGAGAAGGTGCTCAT
TGAGGCCAACCGGCTCGGTGACATGGTCGCCGAGTTGATCGAGCT
ATCCCGGCTACAGGGCGCCGAGCGGCTACCCAATATGACCGACG

TCGACGTCGATACGATTGTGTCGGAAGCGATTTCACGCCATAAGG
TGGCGGCCGACAACGCCGACATCGAAGTCCGCACCGACGCGC e
AGCAATCTGCGGGTGCTGGGCGACCAAACTCTGCTGGTTACCGCA
CTGGCAAACCTGGTTTCCAATGCGATTGCCTATTCGCCGCGCGGG
TCGCTGGTGTCGATCAGCCGTCGCCGTCGCGGTGCCAACATCGAG
ATCGCCGTCACCGACCGGGGCATCGGCATCGCGCCGGAAGACCA
GGAGCGGGTCTTCGAACGGTTCTTCCGGGGGGACAAGGCGCGCT

CGCGTGCCACCGGAGGCAGCGGACTCGGGTTGGCCATCGTCAAA
CACGTCGCGGCTAATCACGACGGCACCATCCGCGTGTGGAGCAA

ACCGGGAACCGGGTCAACGTTCACCTTGGCTCTTCCGGCGTTGAT
CGAGGCCTATCACGACGACGAGCGACCCGAGCAGGCGCGAGAGC
CCGAACTGCGGTCAAACAGGTCACAACGAGAGGAAGAGCTGAGC
CGATGACCTGCGCCGACGACGATGCAGAGCGTAGCGATGAGGTG
GGGGCACCACCCGCTTGCGGGGGAGAGTGGCGCTGATGACCTGC
GCCGACGACGATGCAGAGCGTAGCGATGAGGTGGGGGCACCACC
CGCTTGCGGGGGGAGAGTGGCGCT-3”

Kirmizi: senX3-F ve senx3-R primer dizileri
Mavi: senX-3 prob dizisi

Sekil 3.1. senX3 hedef bolgesi i¢in tasarlanmis primer ve prob dizilerinin M.
tuberculosis senX3 gen dizisi lizerindeki yerlesimi.
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5
CCGGCGTTGATCGAGGCCTATCACGACGACGAGCGACCCGAGCA
GGCGCGAGAGCCCGAACTGCGGTCAAACAGGTCACAACGAGAGG
AAGAGCTGAGCCGATGACCTGCGCCGACGACGATGCAGAGCGTA
GCGATGAGGTGGGGGCACCACCCGCTTGCGGGGGAGAGTGGCGC
TGATGACCTGCGCCGACGACGATGCAGAGCGTAGCGATGAGGTG
GGGGCACCACCCGCTTGCGGGGGGAGAGTGGCGCTGATGACCTG
CGCCGACGACGATGCAGAGCGTAGCGATGAGGAGGAGTGGCGCT
GATGACCAGTGTGTTGATTGTGGAGGACGAGGAGTCGCTGGCCG
ATCCGCTGGCGTTTCTGCTGCGCAAGGAGGGCTTTGAGGCCACGG
TGGTGACCGATGGTCCGGCAGCTCTCGCCGAGTTCGACCGGGCCG
GCGCCGACATCGTCCTGCTCGATCTGATGCTGCCTGGGATGTCGG
GTACCGATGTATGCAAGCAGTTGCGCGCTCGGTCCAGCGTTCCG
GTGATCATGGTGACCGCCCGGGATAGCGAGATCGACAAGGTGG
TCGGCCTGGAGCTGGGCGCTGACGACTACGTGACCAAGCCCTA
TTCGGCACGCGAGTTGATCGCACGCATCCGCGCGGTGCTGCGC
CGTGGCGGCGACGACGACTCGGAGATGAGCGATGGCGTGCTGGA
GTCCGGGCCGGTTCGCATGGATGTGGAGCGCCATGTCGTCTCGGT
GAACGGTGACACCATCACGCTGCCGCTCAAGGAGTTCGACCTGCT
GGAATACCTGATGCGCAACAGCGGGCGGGTGTTGACTCGCGGAC
AACTGATCGACCGGGTCTGGGGTGCGGACTACGTGGGCGACACC
AAGACGCTCGACGTCCATGTCAAGCGGCTGCGCTCCAAGATCGA
AGCCGACCCGGCTAACCCGGTTCACTTGGTGACGGTGCGCGGGCT
GGGCTACAAACTCGAGGGCTAGCGGACGCCGACAACCTTGGCGA
CTGTCTGGTCGGCTACGGCCAGTGCCATCGCCATGATGGACAGCT
GCGGGTTCACTTCCGGGCAGCTGGGCAGGATCGAGGCGTCGGCA
ACCCACACGCCCTCGACGCCGCGCAGCCGGCCCGTCGCGTCGACC
GGACAAAGCTGCTCGTCGGCGCCGGCGGCCGCGGTGCCCGTCGG
ATGGAAGGCGGCCAGGTGCAGGCTTCTGGGGTTGGCTCGGCGCA
GCACATCCTGCAGCTCGGGCAGGGACCGCATCGGTGGGGCGCCG
GGGATACCGGTC-3’

Kirmizz: regX3-F ve regx3-R primer dizileri
Mavi: regX-3 prob dizisi

Sekil 3.2. regX3 hedef bolgesi i¢in tasarlanmis primer ve prob dizilerinin M.
tuberculosis regX3 gen dizisi lizerindeki yerlesimi.
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3.6. Laboratuvar Yapim Gerc¢ek Zamanh PCR Testinin Optimizasyonu

Tasarlanan primer ve problarin kullanilacagi laboratuvar yapimi gercek zamanli PCR
testinin optimizasyon ¢aligmasi i¢in M. tuberculosis H37Rv referans susunun sekiz
farkli diliisyondaki konsantrasyonlar: kullanilmistir. Liyofilize halde temin edilmis
olan reaksiyon bilesenleri, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda steril distile su ile

coziilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

Deneyler igin tiim PCR hazirlik islemleri biyogiivenlik diizey-2 (BGD-2)
kabinlerde yapilmistir. Tiim basamaklar soguk blok iizerinde yapilmustir. Her iki
primer seti i¢in reaksiyonlarda kullanilan konsantrasyonlar ve hacimler aynidir. TUm
deneylerde kontaminasyon kontrolii i¢in negatif kontrol ve reaksiyon kontroli igin

pozitif kontrol tiipleri test edilmistir.

Gergek zamanli PCR cihazinda kullanilacak olan programda, primer
baglanmasi ve sentez basamaklarmin tek bir basamak halinde yapilabilmesi i¢in farkl
sicakliklar denenmis ve 60°C’de en iyi sonuglarm alindigi goézlenmistir. PCR
reaksiyon karisimi toplam 20ul olacak sekilde, 4ul 5x ‘Hot Start PCR’ miksi, 0.8l F-
primer, 0.8ul R-primer, 1ul prob, 10.4ul distile su ve 3ul hedef DNA ile hazirlanmustir.
senX3 ve regX3 hedef bolgeleri icin M. tuberculosis H37Rv referans sus DNA’s1
kullanilarak gerceklestirilen gercek zamanli PCR ¢alismasi sonucunda elde edilen Ct
degerleri Tablo 3.4.’te verilmistir. Optimizasyon ¢alismas1 sonucunda diisiik bakteri
konsantrasyonu igeren diliisyonlara dogru ilerlendikge, daha yiiksek Ct degerleri elde
edildigi gozlenmistir. Yiiksek Ct degerlerinin diisiik DNA kopyas1 anlamina geldigi
gdz Oniinde tutularak, uygulanan programin g¢aligmada kullanilacak olan PCR

programi olarak kullanilmasinin uygun oldugu sonucuna varilmaigstir.
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Tablo 3.4. M. tuberculosis H37Rv referans sus DNA’s1 kullanilarak gergeklestirilen
gercek zamanli PCR optimizasyon ¢aligmasi sonucunda elde edilen Ct degerleri.

H37Rv Diltsyon miktarlar:

susto ot 7102 [10% 104 [105 [10® [107 [10°®
senX3

Ct

Degeri | 1843 | 2242 | 2578 | 2831 |3133 |3449 |3529 |364
regXx3

Ct

Degeri 18,95 | 23,3 26,88 |29,41 |32,37 |3595 |36,17 | 37,03

Bdylece optimizasyon galismalar1 sonrasinda ger¢ek zamanli PCR programi,
ilk denatiirasyon basamagi i¢in 95°C’de 10 dakika, sonrasinda ise 95°C’de 15 saniye,

60°C’de 1 dakika 40 dongii olacak sekilde programlanmustir.

3.7. Gercek Zamanh PCR

Primer tasarimmin ardindan {iretici firmadan liyofilize halde temin edilen
primer ve problarin gercek zamanli PCR reaksiyonlarinda kullanilabilmesi i¢in tiretici
firmanm Onerisi dogrultusunda steril ve iyonlarindan arindirilmis su ile ¢oziinmesi
saglanmustir. Her primer ve prob 6nerilen farkli miktarlarda su ile ¢oziilerek stok

primer soliisyonlar1 hazirlanmustir.

senX3 ve regX3 hedef bolgelerinin ¢ogaltma ve saptama islemleri CFX 96
gercek zamanli PCR cihazi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR
reaksiyon karigimi toplam 20ul olacak sekilde, 4l 5x ‘Hot Start PCR’ miksi, 0.8l F-
primer, 0.8ul R-primer, 1ulprob, 10.4ul distile su ve 3ul hedef DNA ile hazirlanmustir.
Her bir PCR ¢aligmasinda birer adet pozitif kontrol (M. tuberculosis H37Rv susu) ve
negatif kontrol kullanilmistir. Ger¢ek zamanli PCR cihazi ilk denatiirasyon basamagi

icin 95°C’de 10 dakikaya ayarlanmis, sonrasinda 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika
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40 dongii tamamlanacak sekilde programlanmistir. Elde edilen PCR sonuglarinin

degerlendirilmesi i¢in ayni cihazin yazilimi kullanilmagtir.

3.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

Calismada istatistiksel analizler i¢in kiimiilatif veri ger¢ek zamanli PCR cihazindan
elde edilen sonuglara dayanmaktadir. Bu calismada istatistiksel analizlerde MedCalc’s
paket programlarindan faydalanilmistir. Altin standart test olarak Lowenstein-Jensen
kiltir yontemi kullanilmis, etkinligi test edilen laboratuvar yapimi gergek zamanli
PCR yoOnteminin performans degerlendirmesinde ise duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif
prediktif deger (pozitif kestirim orani) ve negatif prediktif deger (negatif kestirim
orant) kullanilmigtir. Sonuglar arasindaki uyumun derecesini 6lgmek igin Cohen’in
Kappa katsayis1 kullanildi. Analiz boyunca istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<0.05

alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma kapsaminda 20 MTBK izolatinin sekizer adet seri diliisyonu ve 20 adet
negatif kontrol olmak iizere toplam 180 &rnek kullanilmustir. Orneklere laboratuvar
yapimi ger¢ek zamanli PCR yontemi uygulanmis ve elde edilen sonuglar altin standart
yontem olarak secilen LoOwenstein-Jensen kiiltir yontemi sonuglar1 ile
karsilastirilmistir. Bulgular béliminde her iki yontem ile elde edilen sonuclar yer
almaktadir. Ayrica, LJ Kiltlr sonuglar1 referans kabul edilerek gergek zamanli PCR

yonteminin analitik performansina dair istatistiki analiz sonuglar1 sunulmustur.

4.1. Kiiltiir Sonuclan

senX3 ve regX3 gen bolgeleri hedef alinarak gelistirilen laboratuvar yapimi gercek
zamanli PCR yonteminin etkinliginin degerlendirilebilmesi i¢in, altin standart referans
yontem olarak LJ besiyeri kullanilmistir. Bu amagla, her iki bélgenin test edilmesi
amaciyla hazirlanan seri diliisyon 6rneklerinden 100ul alinarak LJ besiyerine ekim
yapilmistir. Besiyerleri 37°C’de 6 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Ureme gdzlenen
ornekler, Kinyoun aside direngli boyama yontemi ile boyanip aside direncli basil
varlig1 ag¢isindan dogrulandiktan sonra kayit altina alimmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, 10’ den 10®°ya kadar olan ilk 6 dilisyonda LJ besiyerinde treme
oldugu gozlenmistir. Ancak 107 ve 10® diliisyonlarinda LJ besiyerinde herhangi bir

iireme goriilmemistir.

4.2. senX3 Hedef Bolgesi icin Ger¢ek Zamanh PCR Sonuclar

senX3 gen bolgesinin hedef olarak alindigi1 ger¢ek zamanli PCR testi, sekizer
adet seri diliisyonu yapilmis 20 6rnekten elde edilen toplam 160 6rnege uygulanmis
ve Orneklerin 118’inden (%73,7) pozitif sonug elde edilmistir. Yirmi izolatin ilk dort
dilusyonunun (101, 102, 1073, 10%) tamammda PCR sonucu pozitif ¢ikmustir. Iki
izolatm 107 dillisyonunda gergek zamanli PCR sonucu negatif ¢ikarken, (¢ izolatin
10 diliisyonunda gercek zamanli PCR sonucu negatif ¢ikmustir. izolatlarm 107

diliisyonlarinda sadece (¢ 6rnekte pozitif sonug elde edilirken, 10 diliisyonlarinda
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gercek zamanli PCR pozitifligi saptanmamustir. 107 diliisyonunda pozitif sonug elde
edilen gruptaki izolatlardan biri olan 7 no’lu izolata ait sSenX3 PCR sonuglarinin ekran
gorlintiisii sekil 4.1°de gorulmektedir. senX3 gen bolgesinin hedef olarak segildigi
gercek zamanli PCR testi ile tiim 6rnek diliisyonlarinda elde edilen sonuglar Tablo

4.1°de gorilmektedir.
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Sekil 4.1. 7 no’lu izolata ait senX3 PCR sonuglarmin ekran goriintiisii.



Tablo 4.1. senX3 hedef bolgesi i¢in ger¢ek zamanli PCR sonuglar1 ve Ct degerleri.

senX3 PCR Diliisyon oranlari
izolatNo | 10 10? 10 10* 10° 10°¢ 107 108
1 21,33 | 26,27 | 29,44 | 33,65 | N N N N
2 28,95 | 29,36 | 30,09 |31,68 |3195 |N N N
3 19,68 | 23,91 | 29,64 |31,15 |31,37 |33,57 |N N
4 25,45 | 28,52 | 31,03 | 36,67 | N N N N
5 22,93 | 25,59 | 29,41 |31,16 |33,67 |3579 |N N
6 22,15 | 25,07 | 29,13 | 31,82 | 32,68 |314 33,32 | N
7 21,88 | 26,26 | 29,91 | 32,37 |33,33 [323 33,21 | N
8 19,47 | 23,45 | 25,4 29,93 | 34,49 |36,65 | N N
9 20,05 | 25,77 | 29,49 | 32,36 |34,92 |34,14 | N N
10 19,78 | 23,81 | 26,68 | 314 34,43 | 35,37 | N N
11 21,21 | 24,31 | 28,37 | 30,11 | 34,08 |38,15 |N N
12 21,14 | 26,31 | 29,33 | 34,28 | 38,12 39,02 |N N
13 20,72 | 23,36 | 27,47 | 29,17 |39,36 [39,33 |N N
14 24,02 | 25,77 | 30,12 | 325 34,55 | 38,01 | N N
15 23,82 | 26,32 | 29,23 | 33,5 38,12 | 39,27 | N N
16 22,85 | 24,96 | 29,17 | 32,29 | 34,2 38,12 | N N
17 23,1 26,39 | 29,66 | 32,95 |33,03 |332 33,74 | N
18 22,33 | 24,59 | 27,72 | 31,09 |33,87 |3809 |N N
19 21,59 | 24,84 | 28,6 31,62 | 37,58 |37,33 | N N
20 20,2 23,11 | 25,94 | 29,82 | 38,1 38,96 | N N

N. Negatif
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Negatif kontrol grubu olarak kullanilan 20 6rnegin tamaminda senX3 gen

bolgesinin hedef alindig1 gergek zamanli PCR testi ile negatif sonug alinmustir.

Yirmi 6rnekten hazirlanan 160 seri diliisyon 6rnegi ve negatif kontrol grubu
olarak kullanilan 20 6rnekle birlikte ¢aligma kapsaminda senX3 ger¢ek zamanli PCR
testinin etkinligini test etmek amaciyla kullanilan toplam 6rnek sayis1 180 olmustur.
Tiim orneklerden elde edilen sonuglarin altin standart yontem olarak kullanilan LJ
besiyeri sonuglar1 ile karsilastirilmasi sonucunda, 115 Ornekten (%63,8) her iki
yontemle de pozitif sonug elde edildigi gézlenmistir. Elli yedi 6rnekte (%31,6) her iki
yontemle de negatif sonu¢ almmistir. Kiiltiir sonucunun pozitif, PCR sonucunun
negatif bulundugu 6rnek sayisi 5 (%2,7) olarak saptanmus; kiiltiir sonucunun negatif,
PCR sonucunun pozitif bulundugu 6rnek sayist ise 3 (%1,6) olarak saptanmistir. SenX3
gen bolgesinin hedef olarak secildigi gergek zamanli PCR testi ile altin standart
yontem olarak kullanilan LJ besiyeri ile elde edilen sonuglarin karsilastiriimas: Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. senX3 PCR ve kiiltiir sonuglarinin karsilastirilmasi.

Kaltir
Pozitif Negatif TOPLAM
senx3 Pozitif 115 3 118
PCR Negatif 5 57 62
TOPLAM 120 60 180

Tablo 4.3.’te test sonucuna iliskin farkli istatistiklere gore test performans verileri
goriilmektedir. Analiz sonuglarina gére senX3 gercek zamanli PCR tani testi 180
ornegin 172’sini dogru saptamustir (115 pozitif sonug, 57 negatif sonug). Teste iliskin
duyarlilik oranmnin %95,8; 6zgiillilk oraninin ise %95 oldugu tespit edilmistir. senX3
gercek zamanli PCR tani testinin pozitif prediktif degeri %97,4; negatif prediktif

degeri ise %91,9 olarak saptanmustir.



47

Tablo 4.3. Altin standart kiiltiir yontemi ile kiyaslandiginda senX3 PCR tani testinin
analiz sonuglari (S:180).

Istatistik Deger (%) 95% Giiven Arahg
Duyarhlik 95,8 90,0% - 98,4%
Ozgillik 95,0 85,1% - 98,6%
Pozitif Prediktif Deger 97,4 92,1% - 99,3%
Negatif Prediktif Deger 91,9 81,4% - 96,9%
Kappa Katsayisi 0,80

4.3. regX3 Hedef Bolgesi icin Ger¢cek Zamanh PCR Sonuglarn

regX3 gen bolgesinin hedef olarak alindig1 gergek zamanli PCR testi, sekizer
adet seri diliisyonu yapilmis 20 ornekten elde edilen toplam 160 6rnege uygulanmis
ve Orneklerin 123’tnden (%76,8) pozitif sonug elde edilmistir. Yirmi izolatin ilk dort
dilisyonunun (101, 102, 103, 10 tamammda PCR sonucu pozitif ¢cikmistir. Bir
izolatm 107° diliisyonunda ger¢ek zamanli PCR sonucu negatif ¢ikarken, 2 izolatm 10°
® diliisyonunda gercek zamanli PCR sonucu negatif ¢ikmustir. izolatlarm 107
diliisyonlarinda toplam 6 6rnekte pozitif sonuc elde edilirken, 108 diliisyonlarinda
gercek zamanli PCR pozitifligi saptanmamustir. 107 diliisyonunda pozitif sonug elde
edilen gruptaki izolatlardan biri olan 7 no’lu izolata ait regX3 PCR sonuglarinin ekran
goruntust sekil 4.2°de goriilmektedir. regX3 gen bolgesinin hedef olarak segildigi
ger¢ek zamanli PCR testi ile tiim 6rnek diliisyonlarinda elde edilen sonuglar Tablo

4.4’te gorulmektedir.
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Sekil 4.2. 7 no’lu izolata ait regX3 PCR sonuglarinin ekran goriintiisii.



Tablo 4.4. regX3 hedef bolgesi i¢in ger¢ek zamanli PCR sonuglar1 ve Ct degerleri.

regX3 PCR Diliisyon oranlari
izolatlar | 10" | 1072 10 10* 10° 10° 107 108
1 20,13 | 2435 | 27,32 | 31,77 | 36,79 | 39,62 N N
2 22,3 2397 |30,32 |3146 |31,36 |N N N
3 18,84 | 22,79 | 28,13 | 33,76 | 34,47 |3507 |3526 |N
4 2434 | 27,27 |29,82 |34,99 |N N N N
5 22,18 | 25,11 | 29,11 | 30,66 |33,02 |34,66 |3501 |N
6 22,07 | 24,91 | 28,84 |31,24 |32,79 |3229 |3311 |N
7 21,9 25,91 | 28,45 | 31,2 32,14 | 3243 |33,26 |N
8 18,91 | 22,34 | 24,08 | 28,58 |3341 |3518 |N N
9 19,31 | 24,67 | 28,71 |31,02 |33,48 (3323 |N N
10 19,29 | 22,87 |2581 |30,11 | 33,63 |342 N N
11 20,7 23,6 27,48 | 29,07 |33,06 |37,37 |N N
12 19,99 | 25,5 29,11 | 33,85 |37,61 |3833 |N N
13 20,3 23,03 | 27,25 |29,19 |3561 |38,9 N N
14 22,65 | 25,7 29,46 | 32,07 |34,19 |37,69 |N N
15 22,43 | 25,23 | 28,18 | 32,38 |3458 |39,28 |N N
16 21,51 | 23,65 | 27,42 | 30,38 |[33,04 |3524 |N N
17 21,88 | 24,88 | 29,21 |32,23 |3261 |3213 |3382 |N
18 21,47 | 24,41 | 27,58 |30,95 |33,88 |35,9 N N
19 21,41 | 24,34 | 27,47 | 30,47 |34,61 |34,74 |3452 |N
20 19,23 | 22,88 |2589 |2981 |3815 [3824 |N N

N. Negatif
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Negatif kontrol grubu olarak kullanilan 20 6rnegin tamaminda regX3 gen

bolgesinin hedef alindig1 ger¢ek zamanli PCR testi ile negatif sonug alinmustir.

Yirmi Ornekten hazirlanan 160 seri diliisyon 6rnegi ve negatif kontrol grubu
olarak kullanilan 20 6rnekle birlikte ¢alisma kapsaminda regX3 gercek zamanli PCR
testinin etkinligini test etmek amaciyla kullanilan toplam 6rnek sayis1 180 olmustur.
Tum 0Orneklerden elde edilen sonuglarin altin standart yontem olarak kullanilan LJ
besiyeri sonuglari ile karsilastirilmasi sonucunda, 117 6rnekten (%65) her iki yontemle
de pozitif sonug elde edildigi gézlenmistir. Elli dort 6rnekte (%30) her iki yontemle de
negatif sonu¢ alimmustir. Kiiltiir sonucunun pozitif, PCR sonucunun negatif bulundugu
ornek sayis1 3 (%1,6) olarak saptanmuis; kiiltiir sonucunun negatif, PCR sonucunun
pozitif bulundugu 6rnek sayisi ise 6 (%3,3) olarak saptanmustir. regX3 gen bdlgesinin
hedef olarak secildigi ger¢cek zamanli PCR testi ile altin standart yontem olarak
kullanilan LJ besiyeri ile elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi Tablo 4.5°de

verilmistir.

Tablo 4.5. regX3 PCR ve kultlir sonuglarinin karsilastirilmasi.

Kaltir
Pozitif Negatif TOPLAM
regX3 Pozitif 117 6 123
PCR Negatif 3 54 57
TOPLAM 120 60 180

Tablo 4.6°da test sonucuna iliskin farkli istatistiklere gore test performans verileri
goriilmektedir. Analiz sonug¢larma gore reg X3 ger¢ek zamanli PCR tan1 testi 180
ornegin 171’ini dogru saptamustir (117 pozitif sonug, 54 negatif sonug). Teste iliskin
duyarlilik oranmin %97,5; 6zgiilliik oraninin ise %90 oldugu tespit edilmistir. regX3
gergek zamanli PCR tani testinin pozitif prediktif degeri %95,1; negatif prediktif

degeri ise %94,7 olarak saptanmigstir.
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Tablo 4.6. Altin standart kiiltiir yontemi ile kiyaslandiginda regX3 PCR tani testinin
analiz sonuglari (S:180).

Istatistik Deger (%) 95% Giiven Arahg
Duyarlilik 97,5 %92,3 - 99,3
Ozgillik 90,0 %78,8 - 95,8
Pozitif Prediktif Deger 95,1 %89,2 - 98,0
Negatif Prediktif Deger 94,7 %384,4 - 98,6

Kappa Katsayisi 0,88
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5. TARTISMA

Gunlimuzde tuberkilozun halen 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmesinin en
6nemli nedenlerinden biri, yeni olgu saptama oranlarinin diisiik diizeylerde kalmasidir.
Geg saptanan her olgunun, bulas kaynagi olma siiresi uzamaktadir. Ulusal tiiberkiiloz
kontrol programlarinin en 6nemli bilesenleri hizli tani, etkili tedavi ve bulasin
onlenmesidir. Hasta kisilerin tliberkiiloz basilini bulastirmalarini onleyebilmek i¢in,
tiiberkiiloz tanismin kisa stirede konmas1 ve zaman kaybetmeden tedaviye baglanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle tiiberkiiloz tanisinin hizli bir sekilde konmasi, tiiberkiilozla
savas programinin dnemli bir par¢asini olusturmaktadir. Laboratuvar tanisini hizli ve

dogru bir sekilde saglayacak yeni yontemlere olan ihtiyag artmistir.

Tulberkuloz tim micadelelere ragmen 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olmaya
devam etmektedir. Diinya c¢apmda yasanan COVID-19 salgmi bu hastalikli
miicadeleyi oldukca olumsuz yonde etkilemistir (149). DSO, 2023 yilinda yaymladig:
uluslararas tiiberkiiloz raporunda, 2022 yilinda 7,5 milyon kisiye ilk defa tiiberkiiloz
tanis1 kondugunu ve 1,30 milyon kisinin de tiiberkiiloz hastaligina bagli olarak
oldiigiinil belirtmistir. Bu sayilar, DSO’niin 1995 yilindan beri bildirdigi en yiiksek
sayilardir. Sayilarin bu denli yliksek olmasi, pandeminin tam1 ve tedaviye erisimi
engellemesine baglanmustir (87). Pandeminin neden oldugu bu olumsuzluklar,
DSO’niin bu hastalikla miicadelede belirledigi hedeflerin sapmasina da neden
olmustur. 2018-2022 yillar1 arasinda 40 milyon kisinin tedavi edilmesi planlanirken
bu say1 34 milyonda kalmustir. Bu bes yillik siire iginde tliberkiilozla miicadele igin iki
milyar dolar yatirim planlanirken, bu miktar sadece bir milyar dolarda kalmistir. Bu
olumsuzluklarin iistesinden gelmek igin DSO bu hastalikla miicadelede tani ve

tedaviyi oncelikli alanlar olarak belirlemistir (90).

Tuberkiloz tanisinda pek ¢ok gelismis yontem olmasina ragmen hizl, dogru ve
maliyeti diisiik tanimlama yontemlerinin gelistirilmesindeki zorluk halen Gnemini
korumaktadir. Bu patojeni tanimlamada geleneksel tanit yontemleri Onemli yer
tutmaktadir. Diinya ¢apinda en yaygin kullanilan geleneksel tan1 yontemleri kiiltiir ve

yayma mikroskobisidir. Kiiltiir temelli tan1 yontemlerinde sonucun alinmasi oldukca



52

uzun zaman almaktadir. Bu durum dogru tedaviyi geciktirerek hastaligmn daha da
ilerlemesine neden olmaktadir. Bdylece hem saglik agisindan hem de ekonomik agidan
bir¢ok kayip yasanmaktadir. Kiiltiir yonteminin bir diger dezavantaji ise diisiik gelirli
ilkelerde laboratuvar alt yapismin yetersiz olmasi ve tecriibeli personele ihtiyag
duyulmas: nedeniyle gerekli laboratuvar standartlarma ulagilamamasidir. Kultur
yonteminde sivi bazli otomatik kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesi sonuglanma siiresi
acisindan Onemli 1iyilestirmeler saglasa da, zaman agisindan istenilen diizey

yakalanamamustir (115).

Yayma mikroskopisi, ucuz bir yontem olmasi ve maliyetinin diisiik olmas1 nedeniyle
tiiberkiiloz hastaliginin tanisinin konmasinda yaygin olarak kullanilan diger bir
yontemdir. Ancak bu yontemin pozitif saptama oran1 diisiiktiir. Yapilan ¢alismalarda,
kullanilan klinik numune ve konsantrasyona bagli olarak bu yontemin duyarliliginin
%20 ile %80 arasinda degisiklik gosterdigi vurgulanmustir (150, 151). Bunun yani sira
yayma mikroskopisinde basillerin goriilebilmesi igin klinik numunenin 1ml’sinde
minumun 5000 basil olmasi gerekmektedir (152). Bu durum daha az sayida basil
bulunan klinik numunelerin hatali negatif olarak raporlanmasina neden olmaktadir.
Butin bu nedenler daha dogru ve hizli sonu¢ veren tani testlerinin gelistirilmesi
ihtiyacin1 zorunlu hale getirmistir. Yapilan bilimsel ¢alismalar, ger¢ek zamanli PCR
yonteminin klasik laboratuvar testlerine gére hem daha hizli hem de daha ylksek
duyarlilikla sonug¢ verdigini gostermistir (153-155). Boylece tiiberkiiloz hastaliginin
klinik tanis1 ve takibinde molekiiler yontemlerin kullanim1 giderek artmaya baglamistir
(156). Biitiin bu nedenler c¢ergevesinde sekillenen bu ¢alismada, tiiberkiiloz
hastaliginin tanisina odaklanilarak duyarliligi yiiksek ve hizli sonu¢ alinabilen

laboratuvar yapimi bir tani testi gelistirilmeye ¢aligilmistir.

Molekiiler tanimlama alaninda goriilen ilerlemeler tiiberkiiloz hastaligmin molekiiler
diizeyde saptanmasinda olduk¢a umut vaat etmektedir. Aktif tliberkilozun molekdler
tanist i¢in iki temel yaklagimdan yararlanilmaktadir. Bunlardan birisi prob temelli
yaklasim, digeri ise dizileme yontemidir. GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale,
California, USA) ve Anyplex Plus MTB/NTM/MDR-TB testi (Seegene
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Technologies,Concord, California, ABD) DSO tarafindan énerilen ve yaygm olarak
kullanilan prob temelli iki ticari Kittir (157, 158). Bu testlerin en biiyiik avantaji
sonu¢lanma siiresinin haftalar yerine saatlere diisiiriilmesidir. GeneXpert MTB/RIF
testi 2 saat surerken, Anyplex Plus MTB/NTM/MDR-TB testi 3 saat stirmektedir (159-
161). Bizim c¢alismamizda gelistirilen molekiler tani1 testi 110 dakikada
sonuclanmaktadir. Bu durum, gelistirdigimiz bu laboratuvar yapimi tani testinin
sonu¢lanma siiresinin yaygin olarak kullanilan diger iki molekiler testte gore avantajl

oldugunu gostermektedir.

Molekiiler tani testlerinin tanimlamada yararlandiklar1 temel ¢ikis noktasi, hedef
mikroorganizmaya 0zgii olup diger mikroorganizmalarda bulunmayan genom
bolgelerinin hedef olarak alinmasidir. Bu ylizden MTBK’ne 6zgiil DNA dizilerinin
tanimlamada kullanilmas1 duyarlihigi ve Ozgiilliigii yiiksek tami testlerinin
gelistirilmesinde oldukg¢a 6nemli yere sahiptir (162). M. tuberculosis genomunda farkl
hedef gen bdlgelerini kullanan birgok hizli tan1 testi gelistirilmistir (153). Gelistirilen
tani testlerinde en yaygin olarak kullanilan hedefler 1S6110 ve 1S1081 bélgeleridir. Bu
bolgelerin bakteri genomundaki sayilar1 degisiklik gostermektedir. 1S6110 bdlgesi
mikobakteri genomunda 17 kopya olarak bulunurken, 1S1081 bolgesinin sayis1 5-7
arasinda degismektedir (163, 164). Tanimlamada bu bdlgeleri hedef alan tani
testlerinin duyarlilig1 daha yiiksek bulunmustur (165). Fakat yaygin olarak kullanilan
1S6110 bolgesi, ozgilliigiiniin diisiik olmasindan dolay1 tiiberkiiloz tanisinda soru
isaretlerine neden olabilmektedir (153, 166, 167). Yapilan ¢alismalar bunun diger
mikroorganizmalarda 1S6110 bdlgesine  benzer  dizilerin  bulunmasindan
kaynaklandigini bildirmistir (164). Bunun yaninda Moatter ve ark. (168) tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada ise bu bdlgenin bulunmadigi M. tuberculosis suslarinin
oldugu bildirilmistir. Bu tir durumlar hatali sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olarak
dogru tan1 ve tedavinin gecikmesine neden olabilmektedir. Bu nedenle bu galigmada
sadece MTBK’nde bulunup, diger mikobakteri tiirlerinde bulunmayan senX3-regX3
intergenik bolgesi hedef alinmigtir. Calisma sonucunda gelistirilen gergcek zamanli
PCR tani testinin duyarhilik ve 6zgiilligii senX3 gen bdlgesi i¢in sirastyla %95,8 ve
%95; regX3 gen bolgesi icin ise swrasiyla %97,5 ve %90 olarak bulunmustur.
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Gelistirilen molekdiler tani testi ile, referans Mycobacterium tuberculosis H37Ra susu
ile pozitif sonug alinirken, negatif kontrol olarak kullanilan M. abscessus, M. simiae,
M. lentiflavum, M. gordonae, M. avium, M. scrofulaceum, E. coli ve S. aureus suslar1
ile negatif sonug elde edilmistir. Bu sonuglar gelistirilen bu tani testinin hatali pozitif

sonuglarin 6niine gegilmesinde yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Tiiberkiiloz tanisinda duyarlilig1 yiiksek olan tani testlerinin gelistirilmesi bu hastalikla
miicadelede oldukca 6nemli olan diger bir noktadwr. MTBK’ni tanimlamak i¢in
gelistirilen tan testlerinin 6zgiilliikleri yiiksek olmasina ragmen tanisal duyarhlik ile
ilgili istenilen diizeye ulagilamamistir. Tani testlerinin duyarliligmni iyilestirmenin bir
diger dnemli unsuru genom diizeyinde yeni hedeflerin belirlenmesidir. senX3-regX3
intergenik bolgesi MTBK’nin tanisinda kullanilan yeni bir bdlgedir. Bu bdlgenin
tiberkiilozu tanisindaki etkinligi ile ilgili ¢alismalar oldukga smirlidir. Broccolo ve
ark. (153) tarafindan yapilan ¢alismada senX3-regX3 bdlgesinin M. tuberculosis’i
tanimlamadaki duyarhiliginin %94, 6zgiilliigiiniin %100 oldugu belirtilmistir. Lee ve
ark. (169) tarafindan yapilan baska bir caligmada ise %74 duyarlilik ve %98.5 6zgiilliik
elde edildigi belirtilmistir. En son Yaghoubi ve ark. (170) tarafindan yapilan ¢alismada
ise bu bolgenin tedavi yaniti izleminde kiiltiir ile yiiksek bir uyum sagladigi

vurgulanmustir.

Bu calismada, MTBK i¢in 6zgiil ve iyi korunmus bir bolge olan senX3-regX3 gen
bolgesini hedef alan iki farkli primer-prob seti tasarlanmistir. Elde edilen sonuglar,
gelistirilen molekiiler tani testinin daha ileri caligmalar i¢in bir prototip model olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Gergek zamanli PCR temelli molekiiler tani testleri
kiiltiir yontemine gore daha hizli sonug elde edilmesine olanak saglamaktadir. Ancak
laboratuvara kabul edilen her 6rnegin hemen calisilmasi, personel yetersizligi ve her
caligma i¢in kullanilan kontrollerin getirdigi yliksek maliyet nedeniyle ¢ogu zaman
miimkiin olmamaktadir. Bu durumda 6rnekler laboratuvar kosullarina gore belirli bir
saylya ulasilana kadar biriktirilmekte ve toplu olarak ¢alisilmaktadir. Boylece
molekiiler tani testinin ‘hizli sonug’ verebilme potansiyeli azalmaktadir. Bu nedenle

teknolojik olarak hizla gelismekte olan giiniimiiz diinyasinda maliyeti ylkseltmeden
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hizl1 ve pratik uygulamalara ihtiya¢ vardir. Bu amagla hasta bagi molekiiler testlerin
gelistirilmesine yonelik galismalar hiz kazanmaya baslamistir (171). Calismamizda
gelistirilen gergek zamanli PCR testi i¢in hedef alinan senX3-regX3 gen bolgelerinin,
bu tir hasta bagi molekiiler tani testleri i¢in de kullanilmas diigiiniilmektedir. Boylece
gelistirilecek olan hizli ve pratik molekdler testler sayesinde dogru tani hizli bir sekilde
saglanabilecek ve uygun tedaviye daha kisa siirede baglanmasi saglanacaktir. Buna ek
olarak kultur pozitif 6rneklerde MTBK ve TDM ayrimu igin yapilan ek test ihtiyacinin

ortadan kaldirilmasi da miimkiin olabilecektir.

Kultar yontemleri tani ve ilag duyarliligini ortaya koymada halen altin standart yontem
olsa da molekiiler yontemlerin hizli ve erisilebilir olmasi bu yontemleri oldukga
avantajli hale getirmistir (11, 165). Geleneksel olarak kullanilan kiltur yontemlerinin
sonuclanma suiresi 4-6 hafta siire almaktadir (172). Bu ¢calismada gelistirilen molekiiler
tani testini duyarhlik, 6zgullik ve sonuglanma siiresi agisindan kultir yontemi ile
karsilastirmak amaciyla, hazirlanan seri dilisyon 6rnekleri ayni zamanda LJ kat1
besiyerine de ekilmistir. LJ besiyerinde alt1 haftalik inkiibasyon siiresi sonrasinda 10
1102, 103, 10%, 10° ve 10 diliisyonlarinda iireme gozlenirken, 107 ve ve 1078
dilisyonlarinda tireme olmamistir. Bu durumun, her seri dilisyonla seyreltilen bakteri
sayisinin son iki diliisyonda kat1 besiyerinde tiremeye yeterli olmayacak seviyeye
diismesi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calisma kapsaminda altin
standart kiltir yontemi olarak kat1 bir besiyeri degil de siv1 bazli bir besiyeri, 6rnegin
MGIT sistemi se¢ilmis olmast durumunda muhtemelen daha diisiik diliisyonlarda da
tireme saptanabilecegi diistiniilmiistiir (173). Bu ¢alismada gelistirilen ger¢ek zamanli
PCR tani testi sonuclari incelendiginde, senX3 hedef bolgesi i¢in ilk dort diliisyonda
tiim sonuclarm pozitif oldugu gorilmektedir. 10° diliisyonda 20 &rnegin 18’inde, 10°
® diliisyonda 20 6rnegin 17’sinde pozitif sonu¢ almmustir. Kiiltiirde iiremenin
gozlenmedigi 107 diliisyonunda ise senX3 PCR yéntemiyle 3 drnekte pozitif sonug
elde edilmistir. Kiiltiirde iiremenin gozlenmedigi 10® dilisyonunda senX3 PCR
yontemiyle de pozitif sonug saptanmamistir. regX3 hedef bdlgesi i¢in gelistirilen
gercek zamanli PCR tani testi sonuglar1 incelendiginde ise, yine ilk dort diliisyonda

tiim sonuglarin pozitif oldugu gérilmektedir. 10° diliisyonda 20 drnegin 19°unda, 10
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dilisyonda 20 oOrnegin 18’inde pozitif sonu¢ almmistir. Kiiltiirde {iremenin
gozlenmedigi 107 diliisyonunda regX3 PCR testiyle 6 drnekte pozitif sonug elde
edilmistir. Kiiltiirde iiremenin gézlenmedigi 10 diliisyonunda regX3 PCR y6ntemiyle
de pozitif sonu¢ saptanmamustir. TUm bu sonucglar, bu c¢alismada gelistirilen
laboratuvar yapimi PCR tani testinin sonuglanma zamani agisindan altin standart
olarak kullanilan kiiltiir yontemine gore avantajli oldugunu, duyarlilik agisindan ise

rekabet edebilir diizeyde oldugunu gostermektedir.

Bu caligmada MTBK saptanmasi amaciyla gelistirilen laboratuvar yapimmi gergek
zamanli PCR tani testi icin hedef olarak secilen senX3-regX3 gen bélgesi ile Gmit
verici sonuglar alinmistir. Bu bolgenin farkli molekiiler tan1 yontemlerinin
gelistirilmesinde 1yi bir hedef bolge olabilecegi diisiiniilmektedir. Caligmamizda
prototip model olarak gelistirilen gergek zamanli PCR testinin, rutin tanida
kullanilabilmesi igin iyilestirilmesi gereklidir. Bu testin uygulanmasi i¢in gercek
zamanli PCR cihazina ihtiya¢ duyulmasi, testin 6niindeki en 6nemli siirlayici engel

olarak gorinmektedir.

Karmasik cihazlara duyulan ihtiyacin ortadan kaldirilabilmesi, gelistirilen tani testinin
hasta bas1 tani testi olarak tasarlanmasina da olanak tantyacaktir. Bu nedenle tasarlanan
bu prototip tani testinin gelistirilmesi ve Sicaklik ddnguslne ihtiyac duymayan
teknolojilerle birlestirilmesi hedeflenmektedir. Bu teknolojilere kart testleri érnek
olarak verilebilir. Gelistirilen laboratuvar yapimi molekdler tani testi bu teknoloji ile
entegre edilerek sonuglarin degerlendirilmesi gorsellestirilebilir. Bu sayede hem testin
kisa surede sonuglandirilabilecegi hem de testin gerektiginde hastalarin kendileri
tarafindan uygulanabilecegi disiiniilmektedir. Bunun yaninda disik maliyetle
gelistirilecek olan testler, kaynaklar1 simirli tilkelerde kullanim agisindan da bir avantaj

saglayacaktir.

Tiiberkiilozu kontrol ¢abalari, tani testlerinin arzu edilen hiz ve dogruluk seviyelerine
cikamamast nedeniyle sekteye ugramaktadir. Tanmin gecikmesi tlberkiloz

hastaliginin yayilmasina, buna bagl olarak morbitite ve mortalitenin artmasina neden
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olmaktadir (174, 175). Molekiiler tanimlama testleri hastalik etkeninin hizli sekilde
ortaya konmasi i¢in gili¢lii bir potansiyele sahiptir. Bu yontemlerle sonugclar saatler
icinde elde edilmektedir. Ancak bu avantajin degerlendirilebilmesi i¢in, yapilan
testlerin her durumda vakit kaybetmeden uygulanabilecek pratiklikte olmasi
gerekmektedir. Ozellikle kiltir yontemlerine erisimi olmayan bolgeler igin
kullanilabilecek bu tiir molekiiler tani testleri, bu patojeni daha ucuz ve daha hizli
tanimlama imkani saglayacaktir. Bu caligma kapsaminda senX3-regX3 hedef
bdlgesini hedef alan primer ve problarla tasarlanan laboratuvar yapimi ger¢ek zamanli
PCR tani testinin tlberklloz tanisinda yiksek bir potansiyele sahip oldugu
disiiniilmektedir. Bundan sonraki asamada, gelistirilen bu tani testinin dogrudan
hastadan alinmis klinik 6rneklere uygulanmasi, testin gelecege yonelik potansiyeline
iligkin daha detayli bilgi saglayacaktir. Ancak esas klinik faydanin, prototip niteliginde
olan bu testin hasta bas1 test sekline doniistiiriilebilmesiyle saglanacagi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1- Dogru ve hizli tani tiiberkiiloz hastaligi ile miicadelede Onemli bir adimi
olusturmaktadir. DSO, basil yiikii diisiik klinik numunelerdeki MTBK’ni tanimlamak
icin mikroskop yaymasina alternatif olarak molekiiler testlerin kullanilabilecegini
belirtmistir. GlUnumize kadar MTBK’ini tanimlamak igin gelistirilen molekiiler
testlerin gogunda IS6110 bolgesi hedefalinmistir. MTBK’inde senX3-regX3 bdlgesini
hedef alarak gelistirilen molekiiler tani testleri olduk¢a smirlidir. senX3-regX3
bolgesini gergek zamanli PCR hedefi olarak alan bu ¢alisgma sonucunda gelistirilen
molekdiler tani testinin diisiik basil yiikiine sahip olan seri dilisyon Orneklerinde

saptama etkinliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

2- Bu ¢alismada, MTBK igin 6zgiil ve iyi korunmus bir bolge olan senX3-regX3 gen
bolgesini hedef alan iki farkli primer-prob seti tasarlanmistir. Her iki gen bolgesini
hedef alan laboratuvar yapimi ger¢cek zamanli PCR tani testi ile hemen hemen esit
dizeyde duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglar1 elde edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak
kullanilan TDM izolatlarinda testlerin tamami negatif olarak sonuglanmistir. Bunun
yani sira E. coli ve S. aureus izolatlar: ile de negatif sonuglar elde edilmistir. Elde
edilen sonuglar yeni gelistirilen molekiiler tani testinin kiiltiir yontemi ile rekabet

edebilecek diizeyde oldugunu gostermistir.

3- Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tiiberkiilozun tanimlanmasinda en yaygin
kullanilan yontemlerden biri altin standart olarak kabul edilen kiltur yontemidir.
Ancak kiiltiir yontemi ile sonu¢ alinmasi olduk¢a zaman almaktadir. Bu ¢alismada
gelistirilen molekiiler tani testini duyarlhilik, 6zgiilliikk ve sonu¢lanma siiresi agisindan
kiiltiir yontemi ile karsilastrmak amaciyla, hazirlanan seri diliisyon drnekleri ayni
zamanda LJ kat1 besiyerine de ekilmistir. LJ besiyerinde alt1 haftalik inkiibasyon stresi
sonrasinda ilk alt1 diliisyonda iireme go6zlenirken, son iki diliisyonda tiireme
olmamistir. Bu durumun, her seri dillisyonla seyreltilen bakteri sayisinin son iki
diliisyonda kat1 besiyerinde iiremeye yeterli olmayacak seviyeye diismesi nedeniyle
ortaya ¢ikmis olabilecegi diisliniilmiistiir. Caligma kapsaminda altin standart kiiltiir

yontemi olarak kati bir besiyeri degil de siv1 bazl bir besiyeri, 6rnegin MGIT sistemi
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secilmis olmasi durumunda muhtemelen daha diigiik diliisyonlarda da {ireme
saptanabilecegi sonucuna varilmistir. Calismada gelistirilen gercek zamanli PCR tani
testi ile elde edilen sonuglar kiiltiir sonuglari ile rekabet edebilir diizeydedir. Hatta bazi
orneklerde kiiltir ile negatif sonug elde edilen 107 diliisyonda da pozitif PCR sonucu

almmustir.

4- Tiberkulozun molekuler tanisinda IS6110 bolgesi en yaygin olarak kullanilan PCR
hedef bolgesidir. Bu bolgenin avantaji, MTBK genomunda birden fazla sayida
bulunmasidir. Bu durum hedef olarak bu bolgeyi kullanan tani testlerinin
duyarliiginda bir artisa neden olurken, Kantitatif olarak bakteri sayisinin
belirlenmesini amaglayan testler igin bir dezavantaj olusturmaktadir. Bu ¢alismada
hedef bolge olarak kullanilan senX3-regX3 gen bolgesi ise MTBK genomunda sadece
bir kopya olarak bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigiin yaninda,
laboratuvar yapimi bu testin gerektiginde giivenilir bir sekilde kantitatif olarak da

kullanilabilecek bir potansiyele sahip oldugu diistiniilmiistiir.

5- Tedavi takibinde molekiiler yontemlerden yararlanilarak yapilan ¢calismalar oldukg¢a
smirhidir. Bunun en blyik nedeni 6lG bakterilerin de bu testlerle saptanmasidir. Bu
caligmada tasarlanan primer ve problarla MTBK tanisi yiiksek duyarlilik ve 6zgullikle
gerceklestirilmistir. Bu primer ve problarin senX3-regX3 gen bdlgesini mRNA
seviyesinde hedef alacak sekilde tasarlanabilmesi, tedavi takibinde bu tir testlerin

kullanilabilmesinin Oniinii acacaktir.

6- Klinik orneklerde patojenlerin tanisi amaciyla kullanilan molekiiler testlerin en
biiylik dezavantajlarindan biri, hasta basi tani testlerine uyarlanmasinin oldukga zor
olmasidir. Caligma kapsaminda secilen hedef gen bolgesi ile yiiksek duyarlilik ve
ozgiillik sonuglar1 elde edilmistir. Bu nedenle ayni bolgeyi hedef alarak izotermal
amplifikasyon teknigine uygun primerlerin tasarlanmasiyla yeni bir hasta basi

molekuler tani testi gelistirilebilir.
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7- Bu galisma kapsaminin genisletilerek, ¢ok sayida klinik 6rnekle gergeklestirilmesi,
testin yerel 6lcekte kullanim potansiyeline katki saglayacaktir. Ulasilmasi planlanan
hedef, bu tlr testlerin hasta bas1 molekiiler test olarak kullanilabilecek pratiklige uygun
maliyetle donistiiriilebilmesidir. Boylece gelistirilecek tani kitleri enfeksiyon
hastaliklarinin kontrol altina alinmasini kolaylastiracak, disa bagimlilig1 azaltacak, ve

ulkemize ekonomik agidan biiyiik katki saglayacaktir.
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