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OZET

Akdogan, F. N. Mycobacterium tuberculosis Klinik Izolatlarinda Ila¢ Direncinin
Multipleks “Real-Time PCR” Yoéntemiyle Saptanmasi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013.
Tiiberkiiloz (TB), tiim diinyada hala insan saghigina en ciddi tehditlerden biridir. Ilag
direncinin giinden giine artmas1 da bu durumun baslica nedenlerindendir. ilaca direngli TB
olgularinin hizli saptanmasi, direngli suslarin bulasini 6nlemek ve etkili tedavi rejimine
baslanmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismanin amaci, M. tuberculosis kompleks (MTBK)
izolatlarinda, rifampisin (RIF), izoniazid (INH) ve etambutol (EMB) direncine neden olan
mutasyonlarin multipleks gercek-zamanli PCR ve erime egrisi analizi ile saptanmasidir. Bu
yontem kullanilarak, RIF, INH ve EMB direncini saptamak ii¢ PCR uygulamastyla yaklasik
iki saatte miimkiin olabilmektedir. Bu ¢alismaya 50 MTBK susu dahil edilmistir. Calismada
bir tiipte RIF direncini saptamak amaciyla, rpoB 81b¢’lik rifampisin direncini belirleyen
bolge i¢in, iki prob kullandik (RpoP1 ve RpoP2). Diger bir tiipte ise katG315 ve inhA
promotor bdlgesi i¢in ¢ift isaretli iki prob kullandik. EMB direncini saptamak icin ise ayr1 bir
tiipte bir prob kullandik. Mutasyon ¢esitlerini belirlemek amaciyla 16 susa DNA dizi analizi
yapilmustir. MGIT ve dizi analizi sonucuyla karsilastirildiginda, real-time PCR’da kullanilan
dort probla rpoB, katG ve inhA bolgelerindeki mutasyonlarin hepsi %100 6zgiillik ve %100
duyarlilikla saptanmistir. EMB duyarliligin1 saptamada ise metodumuz %92 duyarlilik ve
%97 ozgiillik gostermistir. Bu yontem, MTBK suslarinda ilag direncinin hizli bir sekilde
saptanmasini saglayan yeni bir yontemdir. Calismamizin diger bir kisminda, 50 MTBK klinik
izolatinda pirazinamid (PZA) duyarliligt MGIT 960 sisteminde calisilmigtir. Ayni suslarin
PZA duyarliligi, 0,5 ml yerine 0,25 ml yar1 hacimde inokulum konulmasiyla tekrar edilmistir.
Ik yapilan testin sonuglarina gore 41 sus PZA direncli ¢ikmistir. Yar1 hacimle calisilan testin
sonucunda ise, diren¢li olan Orneklerden 2 tanesi duyarli bulunup, kalan 39 tanesi yine
direncli bulunmustur. MGIT 960 PZA testi %5 farkli pozitif sonu¢ vermektedir.

Sonuglarimizin desteklenmesi i¢in ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, ilag direnci, multipleks “Real-
time PCR”, MGIT 960, rifampisin, izoniazid, pirazinamid, DNA dizi analizi.

Destekleyen kurumlar: H.U.B.A.B. Tez Destekleme (012D10101001)
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ABSTRACT

Akdogan, F. N. Detection of Drug Resistance in Mycobacterium tuberculosis
Clinical Isolates by Multiplex Real-time PCR. Hacettepe University, I nstitute of
Health Sciences, Msc Thesisin Microbiology, Ankara, 2013.Tuberculosis (TB) is
stil one of the most serious threats to human health around the world. Increasing of
the drug resistance is one of the main cause of this state. Early diagnosis of drug-
resistant TB cases is urgently needed to prevent the transmission of resistant strains
and to optimize treatment regimens. The purpose of this study is to detect the
mutations causing resistance to rifampicin (RIF), isoniazide (INH) and ethambutol
(EMB) in M. tuberculosis complex (MTBC) isolates by using multiplex real-time
PCR and melting curve analysis. By using this method, resistance to RIF, INH and
EMB can be detected by three PCR assays in just two hours. In this study 50 MTBC
strains were included. For detection of RIF resistance we used two probes (rpoP1
and rpoP2) for rpoB 81-bp RIF resistance determining region in a tube. For detection
of INH resistance, we used two dually labeled probes for katG315 and inhA promoter
sides in atube. For detection of EMB resistance, we used one probe in another tube.
For detecting the mutation types, DNA sequencing procedure was performed for 16
isolates. Comparision of the results with MGIT and sequencing data showed that all
mutations in rpoB, katG and inhA covered by this four probes were detected with
100% sensitivity and 100% specifity. For detecting EMB resistance, our method
showed 92% sensitivity and 97% specificity. This method provided a new way to
rapidly detect drug-resistant mutations inMTBC. On the other hand, the
susceptibility of 50 clinical isolates of MTBC to pyrazinamide (PZA) was assessed
by the MGIT 960 system. Detection of PZA resistance was followed by a repeat
testing using a reduced inoculum of 0.25 ml instead of 0.5 ml. According to the first
MGIT 960 analysis, resistance was observed in 41 samples. In the reduced inoculum
assay, 2 samples turned out to be susceptible and 39 proved to be resistant (5%

different results). Further studies are required to confirm our findings.

Key words. Mycobacterium tuberculosis complex, drug-resistance, multiplex real-

timePCR, MGIT 960, rifampicin, isoniazide, pyrazinamide, DNA sequence analysis.

Supported by: H.U.B.A.B. Thesis Grant (012D10101001)
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1. GIRIS

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)’e bagli gelisen tiiberkiiloz
(TB) hastalig1, insanlik tarihi boyunca ve giiniimiizde hala enfeksiy6z hastaliklar
icinde onemli bir yere sahiptir (1). Son yillarda giderek artan kiiresel ¢abalara
ragmen yeni TB olgularimin sayisi hizla artmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik
1/3’i MTBK ile enfektedir (2,3). TB, Tiirkiye’de de ¢ok 6nemli bir saglik sorunu
olmaya devam etmekte ve bliylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2012 yilinda yayinladig1 son raporuna gore,
2011 yilinda diinya genelinde 5,8 milyonu yeni tanimlanmis olmakla birlikte 8,7
milyon insan TB hastaligina yakalanmis, bu hastalarin 1,4 milyonu hayatini
kaybetmistir (4). Ulkemiz verilerine gére ise TB insidansi, 2000 yilinda Verem Savas
Dispanserleri’ne kayitli hastalarda hesaplandiginda yiiz binde 27°dir (4,5). Bu oran,
2011 yil1 Tirkiye Verem Savasi Raporu’na gore yiiz binde 24’e diismiistiir (7).

Ote yandan hastaligin tedavisinde etkili olan ilaglar 50 yildan fazla siiredir
kullanimda olmasina ragmen, dakikada bir kisi MTBK suslariyla enfekte olmakta,
her 15 dakikada bir kisi tiiberkiilozdan 6lmektedir. Tedavi edilmedigi siirece de aktif
tiiberkiilozlu bir hasta, her y11 10-15 kisiyi enfekte edecektir (8).

Tiim kontrol programlarina ragmen TB hastaligi diinya {izerinde artis
gostermektedir. Buna etken olarak ise HIV ile enfekte kisi sayisindaki artig, sosyal
durum bozukluklari, evsiz bireylerin sayisindaki artig, kotiilesen halk saglig alt yap1
sistemi, saglik tarama programlarinin iyi uygulanamamasi, uygunsuz enfeksiyon
kontrol programlari, hasta bireylere dogrudan gozetimli tedavinin uygulanmamasi
ornek olarak verilebilir (4,7). Tuberkiilozun endemik oldugu bolgelerden goglerle
gelismekte olan iilkelerde TB vakalar1 artmakta, gelismis {ilkelerde ise hastalik tekrar
giindeme gelmektedir (9). Ilaca direngli suslar ise hastaligin kontroliinde
basarisizliga, etkisiz tedavi rejimlerine ve direngli suslarin yayilmasi gibi problemler
neden olmaktadir (10,11). Konvansiyonel fenotipik ilag duyarlilik testleri, tiremeleri
olduk¢a yavas olan MTBK suslarinin duyarliliklarinin belirlenmesinde gecikme
olmasina neden olmaktadir. MTBK suslarinin ilag duyarliliklarinin hizli tanisi, etkili
antitiiberkiiloz tedavisine erken donemde baslanmasi ve direncli suslarin

yayilmasinin 6nlenmesi agisindan gereklidir.



MTBK suslari ilag direnclerini, spontan gerceklesen nokta mutasyonlar sonucu
kromozomal DNA’nin degisiklige ugramasiyla kazanmaktadirlar (12-15).
Antitiiberkiiloz ilaglarin pek ¢oguna dirence neden olan bu spesifik genlerdeki
mutasyon bdlgeleri tanimlanmustir (16). Ila¢ direncine neden olan mutasyonlarin
bilinmesi, ilaca direngli TB tanisinda molekiiler yontemlerin gelismesine 1s1k tutmus,

boylelikle direncli suslarin tanisi erken konulmaya baslanmistir (17).

Molekiiler yontemler arasinda “real-time PCR”, hizli sonu¢ vermesi, yiiksek
duyarliligi, kontaminasyon riskinin ¢ok diisiik olmasi ve tekrarlanabilirligi
nedenleriyle yaygin olarak tercih edilmektedir (18-25). Ilag direncine neden olan
mutasyonlarin belirlenmesinde baslica “real-time PCR” yontemlerinden biri olan
TagMan problariyla niikleik asit amplifikasyonunda, her PCR dongiisiiniin sonunda,
prob ve hedef dizinin hibridizasyonu ile bir floresan 15181 olusmaktadir.

“Real-time PCR” testlerinden ¢ogu, bir mutasyonu ayirt edebilmek i¢in en az 2
farkli florokromla isaretlenmis problara ihtiya¢ duymaktadir. Buna bagli olarak da
test fiyat1 oldukca ytlikselmekte ve “real-time PCR” cihazinin da ¢oklu kanalli olmasi
gerekmektedir (24,25). MTBK suslarinda ila¢ direnci mutasyonlarinin tanisinda bu
yontem basarilt bir sekilde uygulanmistir (20,26-30). Fakat bu yontemlerin “real-
time PCR” uygulamalari i¢in ilave gereksinimleri vardir. Son zamanlarda birkag yeni
prob temelli erime egrisi analizi teknolojisi, genotiplendirmeler i¢in gelistirilmistir.
Bunlarin arasinda isaretsiz problar, cift isaretli problar ve molekiiler firketelerle
(molecular beacon) calisan testler de vardir (6,31,32). Fakat bu yontemlerden MTBK
suslarinda ilag¢ direncini tanimlamaya yonelik sinirli miktarda ¢aligma bulunmaktadir

(33,34).

Bu ¢alismada, MTBK suslarinda rifampisin, izoniazid ve etambutol ilaglarina
dirence neden olan mutasyonlart hizli bir sekilde tanimlayabilecek diisiik maliyetli ve
yaygin bir sekilde uygulanabilecek olan Luo ve dig. (1)’nin onerdigi TagMan
problartyla ¢alisan bir “real-time PCR” yontemi arastirmasi yapilmistir. Rifampisin,
izoniazid, etambutol i¢in BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)
stvi kiiltiir sisteminde duyarlilik c¢alisilmistir. “Real-time PCR” sonuglari, kiiltiir
duyarhilik sonuglariyla karsilastirilmistir. Kiiltiir duyarlilik sonuglari ile “real-time

PCR” sonuglari uyumsuz olan izolatlara DNA dizi analizi yapilmistir. Ayrica bir



diger antitiiberkiiloz ila¢ olan pirazinamid duyarliliginin ise MGIT’de en dogru
sekilde saptanabilmesi igin c¢alismalar yapilmistir. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) bir MTBK susunun ila¢ duyarliligi calisirken, biitiin
birinci sira ilaglarin duyarliliginin ¢alisilmasini 6nermektedir (35). Birinci sira
ilaglardan biri olan pirazinamidin de duyarliliginin test edilmesi bu agidan 6nem

kazanmaktadir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Insanlik tarihi kadar eski bir tarihi olan TB hakkinda ilk bilgiler Milattan ii¢
bin y1l 6nce Nil nehri kenarindaki Dra Abu-El Naga isimli kasabada yasamis olan ve
kanli balgam ¢ikararak 6len geng bir kizdan 6grenilmistir (36). Milattan bin yil 6nce
yasamis olan rahip Nesperehan’imn mumyasinda Pott apsesi denilen vertebra
tiiberkiilozu gorildiigi ortaya ¢ikarilmistir (36,37). Giiniimiizden 2,500 yil once
yasamis olan Hippocrates’in kitabinda “erime, tiikenme” olarak tanimlanmis olan

tiiberkiilozun daha ¢ok 18-35 yaslarindaki kisilerde goriildiigii yazilidir (37).

TB hastaligmin klinigini ilk olarak Roma Imparatorlugu déneminde hekimlik
yapmis olan iki kisiden 6grenmekteyiz (36,38). Aretaus Cappadocian isimli doktor
hastalari, su sekilde tarif etmistir; “Sesleri kisik, boyunlar1 hafif biikiik ve sert;
parmaklart silindirik fakat eklemleri sis, bedenleri iyice erimis oldugu i¢in kemikleri
belirginlesmis, tirnaklar1 egri, yassilasmis ve kirilgan; burunlar1 keskin ve silindirik,
yanaklari belirgin derecede pembelesmis, gozleri iyice cukura ¢ekilmis fakat
parlakligin1 kaybetmemis, yiizii kadavra giiliisii haline gelmis, kol ve bacak kaslari
erimis... Kaburgalarinin bagladigi ve sonlandigi yerler eklemleri net bir sekilde
seciliyor, skapulalar kuskanadi halini almis.” Dr. Aretaus, intermittant ates ve

terleme ile birlikte, genel bitkinligin de mevcut olduguna isaret etmektedir.

Roma doneminin hekimi Bergama’li Galen, veremi az bulasici bir hastalik
olarak niteleyerek, ates, terleme ve hemoptizi belirtilerini siralamigtir. Tedavisi
icinde “...perhiz ve egzersiz yapmak, seyahat etmek yeterlidir’, demistir. ilag

Onermemistir.



TB hastaligina birgok isim verilmistir. insanlar1 eriterek oldiirdiigii igin
“tikenme hastaligi “ anlamindaki consumption, hastalar1 soldurarak yok ettigi i¢in
“beyaz olim” veya “beyaz veba” ve pek ¢ok insanin yasamini sonlandirdigi i¢in de
“olimiin kaptan1” (Captain of the Death) olarak anilmistir. Romalilar ise bu
hastaliga, hiriltili nefes alip verme ve oksiiriikle balgam atma anlamindaki “phytisis”
adin1 vermislerdir (36-40). Bizim dilimizde ise “ince hastalik” en ¢ok kullanilan

tanimdir.

Ug yiiz milyon yildan beri soyunu siirdiiren TB mikrobu, dogada her yerde,
ornegin sularda, otlaklarda, camurda, toprakta otta bol miktarda bulunur. Insanlarda
hastalik yapmas1 sigirlarin ehlilestirilmesiyle baslamistir. Biiyiik bas hayvanlarn ile
yasamaya baslayan insanlar, hayvanlarin siitii ve etiyle ilk kez sigir tipi TB basili
olan Mycobacterium bovis ile karsilasmislardir. Onceleri bu tiiriin lenf bezlerinde ve
kemiklerde yaptigi TB hastalig1 goriilmekteydi. Insanlara bulasan bu tiir, sonradan
degiserek en cok akcigerlerde TB hastalig1 yapmaya baslamustir. Insanlardaki bu
tirtin sonradan degiserek insan tipi TB mikrobu Mycobacterium humanus haline
geldigi belirtilmistir (39,40). Ancak yeni yapilan ¢aligmalarda Mycobacterium
tuberculosis’in  insanlardan sigirlara bulastigl, insanlarin  bulastan sorumlu

enfeksiyon kaynagi oldugu gosterilmistir (41,42).

“Beyaz Veba” isimli kitabin yazar1 Thomas Domandy veremin ortaya
¢ikmasinda sadece basilin yetmedigini, kotli barinma kosullari, yetersiz beslenme,

asir1 niifus artig1, gé¢ ve hava kirliginin de katkis1 oldugunu belirtmektedir (36).

TB tarihi hakkinda arastirma yapanlar, Isa’nin dogumundan dnceki ve sonraki
asirlarda tiiberkiilozun belirli dalgalanmalar yaptigini ortaya ¢ikarmislardir. M.O.
1500-500; 500-0 yillarinda Nil Nehri vadisinde, iki biiylik TB epidemisi oldugunu
gostermislerdir. Bu salginlarda belirli bir siire¢ i¢inde hastalik en yiiksek seviyeye
¢itkmis ve sonradan ani olarak azalmistir. M.S. 500-1500 yillar1 arasinda Kuzey
Amerika’da; 1000-2000 senelere arasinda da Avrupa’da tiiberkiilloz epidemisi
belirtilmistir (36-38). Bu tiir epidemilerin olusmasinda, bagisiklik sistemi, sosyo-
ekonomik olaylar ve hastaligin dogal seyrinin etkisi olmustur. Bunlar arasinda niifus

artig1, gogler, yoksulluk ve sanayi devrimi 6nemli etkiler géstermistir.



Tiiberkiilozun kavite ve skar dokusuna sebep oldugunu gdsteren ilk hekim
olan Padua Universitesinden Giovanni Battista Morgagni (1682-1771), tiiberkiilozun
bulasici bir hastalik olduguna inandig1 igin tiiberkiilozdan 6lenlere otopsi yapmak

istememistir (36).

XIX. ylizyilin baslarinda Avrupa niifusunun %70’inin veremli oldugu
biliniyordu. Manchester fabrikalarinda ¢alisan, gd¢men Irlandalilarin bircogu geng

yasta veremden Olmiislerdir (38).

Kirsal alanda yasamay: tercih eden Amerikan yerlileri, buffalo denilen yabani
sigirlardaki hastalik yapmasi diisiik atipik mikobakterilerin sagladigi bagisiklik
sebebiyle vereme tutulmazken, beyazlarin Avrupa’dan getirdigi gercek verem
mikrobuna bagisikliklart olmadigi i¢in kisa siirede hastalanmis ve agir kayiplar
vermislerdir. Ayn1 durum, Giiney Afrika ve Yeni Zelanda’da yasayan Maoriler’in de

basina gelmistir.

Orta Cag ve sonrasinda “King’s Evil” olarak bilinen lenf bezi tiiberkiilozu,
cok yaygin olarak goriilmekteydi. Ingiltere Krali Edward VI, Fransa Krali Charles
IX, bu hastaliktan 6lmiislerdir (43).

XIX. yliz yilin sonlarinda ve XX. yiizyilda veremli hastalarin izolasyonu
diistintilerek bunun i¢in daglik yerlerde sanatoryumlar yapilmaya baglamistir. O
donemde fakir olan hastalar kotii kosullarda kaliyorlardi. Zengin olanlar Isvigre nin
Davos ve St. Moritzde sehirlerinde yapilan sanatoryumlari tercih etmekteydiler (36-

39). Bu sayede, bu iilkede yeni dogmus olan ilag sanayi de hizla gelismisti.

Verem hastaliginin taninmasi, sebebinin 6grenilmesi ve tedavisinde ileri
adimlarin atilmas: Paris’teki Necker hastanesinde ¢alisanlar gibi kendisi de veremli
olan Rene Laennec’in ¢aligmalari ile ortaya ¢ikmustir. Akademisyen, bilim adami,
editor ve ¢ok 1iyi bir klinisyen olan Laenenec, tiiberkiilozun biitiin klinik formlarin
giin yiizline ¢ikarmistir. Bu bilim adami, basta akciger olmak {izere, karaciger, dalak
ve diger organlarda kabarciklarin bulundugunu tarif etmistir. Otopsi yaparken 7 kez
parmagi Oliiden kaynaklanan mikroorganizma ile enfekte olmustur. XIX. yiiz yilin
ikinci on yilinda sagligi bozulmus ve kendi tabiriyle “paraxysms asthma” diye

degerlendirdigi saglik sorunu iizerine, daha sonra da ates yiikselmesi eklenince,



reenfeksiyon tipi TB oldugu anlagilmistir. Laennec 1826 yilinda iizerinde c¢ok
calistig1 tiiberkiilozdan Olmiistiir. Yakin arkadasi olan Boyle 39 yasinda, Marie
Francois-Xavier Bichat ise ayn1 hastaliktan heniiz 31 yasindayken 6lmiislerdir. Bu iki
klinik arastirici iginde 900 otopsi raporu olan tiiberkiilozlu hastalarin bulgularini

“Recherchez sur la phythisic pulmonaire” isimli kitabi yaymlamislardir (43).

Mikroskobik canlilarin hastalik olusturabilecegi gosterildikten sonra,
tiiberkiilozda da etken mikroorganizma gosterilmeye calisilmis ve bu amagla cesitli
hayvan deneyleri ile hayvanlarda TB olusumu incelenmistir. Dr. Robert Koch 1882
yilinda TB basilini gostermis ve bu tiire “Mycobacterium tuberculosis” adini
vermistir. Koch ayrica, M. tuberculosis’i inceleyebilmek amaciyla boyama teknikleri
gelistirmis ve basilin kiltiirli i¢in kat1 besiyeri kullanmay1 ilk kez denemistir (44).
1930 yilinda William Wells ise TB basilinin insanlara inhalasyon yoluyla bulastigini
kesfetmistir (45).

Tiiberkiilozun  tanimlanip, hastalik etkeni olan  M.tuberculosis’in
laboratuvarda izolasyonunun yapilmasindan sonra tedavide basar1 saglama yollari
aranmigtir. Bu amacla daha 6nce de bahsedildigi iizere XX. ylizy1l baslarinda TB
hastalarinin tedavisi i¢in dag eteklerine sanatoryumlar kurulmustur. Hastalara burada
tedavi amaciyla bol gida verilmis, temiz havada egzersizler yaptirilmigtir. Tedavi

sonunda ise sadece hafif vakalarin tedavi edildigi gézlenmistir (46).

Osmanlida veremin etkisi, Topkapt ve Dolmabahge Saraylari’nda
goriilmiistiir. III. Selim’den itibaren haremde yasayan pek ¢ok kadin bu hastaliga
yakalanmistir(47).  Il.Mahmut’'un  ise  akciger tiiberkiilozundan  o6ldigi
belirtilmektedir. Ona annelik eden Naksidil Hatun’un da akciger tiiberkiilozundan
6lmesi, padisahin da tiiberkiilozdan 61diigli goriisiinii desteklemektedir.

Osmanli’da yapilan niifus sayimlarina gére XX.yiiz yilda Istanbul’un niifusu
1.2 milyondu. Yilda 2.800 kisinin akciger vereminden 6ldigii bildirilmistir (Bu genel
oliimlerin %15.8idir). Izmir’in niifusu 200.000 iken, 1892-1914 yillari arasinda 6len
92.942 kisinin 14.700’i veremden Olmiistiir. Genel Oliimlerin  %15.8’1
tiiberkiilozdand1 (48,49). Verem ve kuduz hastaligi ile savast II. Abdiilhamit
baslatmistir. 1882 yilinda Robert Koch verem basilini bulduktan sonra, 1885 yilinda

Istanbul’da balgam boyama ile verem basili gosterilmistir. Robert Koch’un



6ldiiriilmiis verem mikrobu atiklarindan elde ettigi tiiberkiilini as1 olarak denemistir.
1890 yilinda Berlin’den getirilen tiiberkiilin as1 olarak istanbul’da da kullanilmaya
baslamigsa da basarili sonu¢ almamamustir. Bu gercegi Berlin’den dénen Tiirk
doktorlar1 Istanbul’da as1 olarak tiiberkiilini kullananlarin olumlu sonu¢ vermedigini
Gazete “Medicale D’Orient’te yayinlamislardir.

Tiirkiye’de ilk ¢ocuk verem hastanesi 1906 yilinda Sisli’de bas tabib Ibrahim
Bey’in emrinde Etfal Hastanesi’'nde faaliyete gecmistir. Istanbul’da yaymlanan
Cemiyet-i Tibbiye-i Sahane Dergisi’nde, veremin bulasici oldugu yazilmis ve
korunma yollarin1 Gazete “Medicale D’Orient”te yaymlanmistir. Veremli hastalara
tikiiriik hokkasi verilerek, sokak ve kislada yere tiikiirmesi yasaklanmistir.

Hastaligin tedavisinde etkili olan ilk antitiiberkiiloz ajan streptomisin
(STR)’in 1944 yilindaki kesfinden sonra yeni antitiiberkiiloz ajanlar tizerinde
caligmalar baglatilmistir. Bunu takiben de 1952’de izoniazid (INH) ve pirazinamid
(PZA) kesfedilip kullanima ge¢mistir. Bu alandaki ilag c¢aligmalar1 1970°de
rifampisin (RIF)’in kesfi ile devam etmistir. Ilaglarin kesfedildigi bu dénemde TB
olgularinda azalma kaydedilmistir. Ancak 1985 yilindan sonra ozellikle AIDS
olgularinin yayginlagsmasi, immiinosiipresif tedavilerin artmasi ve saglik tarama
programlarinin iyi ¢alismamast gibi nedenlerle TB olgularinin sayisinda yeniden bir

artig baglamigtir (50-52).

Tiirkiye’de TB ile miicadele Osmanli Donemi’nden sonra tedavide etkili
ilaglarin bulunmasiyla 1950’lerde baslamistir. Bu amag¢ dogrultusunda 1960 yilinda
Verem Savag Dispanserleri kurulmustur. Tiim diinyada ve {lilkemizde TB tedavisinin
etkin bir sekilde uygulanmasiyla birlikte Mycobacterium bovis BCG asisinin
kullaniminin yayginlagmasina bagli olarak da TB morbidite ve mortalite oranlarinda
diisis gozlenmistir. Ancak yine iilkemizde ve diinyada koti sosyo-ekonomik
kosullarin olmasi1 ve AIDS’in ortaya ¢ikmasiyla TB olgularinda yeniden artis
meydana gelmistir (53).



2.2. Taksonomi

“Actinobacteria” subesinin “Actinomycetales” takimi ic¢inde yer alan
Mikobakteriler, Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsidir. Bu cins, 130’dan fazla tiir

igerir; ancak bu tiirlerin azinlig1 patojendir.

Actinomycetales
Actinomycetaceae Mycobacteriaceae Streptomycetaceae
Actinomyces Nocardia Mycobacterium Streptomyces
TBDM MTBK M leprae

Sekil 2.1. Mikobakterilerin taksonomik agaci. TBDM: Tiiberkiiloz dis1

mikobakteriler, MTBK: Mycobacterium tuberculosis kompleks

Aside direnglidirler. DNA’lar1 yiiksek oranda (%61-70) guanin ve sitozin
igerir. 60-90 karbonlu mikolik asit zincileri vardir. Benzer sekilde aside direng
gosteren Rhodococcus ve Nocardia’lara gore daha yogun boyanirlar (45,54).
Mikobakterilerin siniflandirilmas: koloni 6zelliklerine, mikroskobik o6zelliklerine,
tireme hizlarina ve biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Bu cinsin tiyeleri
genel olarak patojen, patojen olmayan (saprofit) ve firsatgr patojen mikobakteriler
olarak 3 gruba ayrilir. Patojen mikobakteriler grubunda yer alip, TB etkeni olan ve
MTBK grubuna dahil olan tiirler, M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M.
africanum, M. microti, M. caprae, M.canetti ve M. pinnipedi’dir (55).
Mycobacterium lepra ise bu gruba dahil olmayan bir diger patojen mikobakteri

tiridir.



Patojen olmayan saprofit mikobakteriler ile cesitli enfeksiyonlara neden
olabilen firsat¢1 mikobakteriler, “TB dist mikobakteriler (TBDM)” veya “atipik
mikobakteriler” grubunda bulunurlar (56). Firsatgr mikobakterilere 6rnek olarak,
Mycobacterium  avium-intracellulare  kompleksi,  Mycobacterium  kansasii,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium sucrofulaceum,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium haemophilum, Mycobacterium marinum
ve Mycobacterium ulcerans verilebilir. Saprofitik mikobakterilere drnek olarak ise,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei ve Mycobacterium gordonae
verilebilir (57).

Atipik mikobakteriler, Ernest Runyon tarafindan iireme hizlarina ve pigment
ozelliklerine gore smiflandirilmiglardir.  Bu  smiflandirmaya gore  atipik
mikobakteriler 4 gruba ayrilir (58). Runyon grup I, fotokromojen mikobakterileri
icerir. Bunlar, 151k varliginda pigment olusturan mikobakterilerdir. Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium marinum, Mycobacterium simiae, Mycobacterium
genavense ve Mycobacterium asiaticum grubun iyeleridir. Runyon grup II,
skotokromojenik mikobakterileri icerir. Bunlar karanlikta pigment iiretirler.
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium xenopi,
Mycobacterium celatum, Mycobacterium gordonae ve Mycobacterium flavescens bu
grupta yer alirlar. Runyon grup III, kromojenik olmayan mikobakterileri icerir. Bu
mikobakteriler, pigment olusturmazlar. Grup fyeleri, Mycobacterium avium-
intracellulare kompleksi, Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium triviale ve Mycobacterium shimoidae tiirleridir. Runyon grup 1V,
hizli iireyen mikobakterilerden olusur. Grup iiyeleri, kati besiyerinde 5 giinde
tireyebilmektedirler. ~ Mycobacterium  fortuitum,  Mycobacterium  chelonae,
Mycobacterium abscessus ve Mycobacterium thermoresistible bu grupta yer alir
(56,59). Mikobakteriyolojik arastirmalar sonucu hiicre duvar yapilari, fenotipik ve
genotipik Ozellikleri hakkinda yapilan caligmalar arttikca Runyon’un klasik

smiflamasi giincelligini yitirmis bulunmaktadir (58).



10

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler, basil seklinde, zorunlu aerop, hareketsiz, kapsiilsiiz, spor
olusturmayan bakterilerdir. 1-10 pm uzunlugunda, 0.2-0.6 pm genisliginde hafif
kiviimli veya diiz basillerdir. 12-18 saatte boliintp, yavas trerler (45). Eski
kiiltirlerden ve kaze6z lenf bezlerinden hazirlanan preparatlarda dallanmis,
filament6z veya kokoidal formda goriilebilirler. Klinik orneklerden hazirlanan
preparatlarda ikili, G¢lii gruplar halinde birbirine paralel veya X,V harfleri
olusturacak sekilde bir arada bulunurlar. Hiicre duvarlar lipit igerigi bakimindan
zengindir. Bu nedenle alkol, asit, alkali ve kuru ortama kars1 direng gosterirler.

“Mycobacterium” adi, Yunanca fungus (myces) ve kiigiik cubuk (bakterion)
kelimelerinden tiiretilmistir. Ismin fungus kismi, bu mikroorganizmanm sivi
besiyerlerinde tireme 6zelliklerinin kiiflere benzemesinden kaynaklanmaktadir. Gram
boyasi ile boyanmazlar. Ancak aside direngli boyama yontemleri olan fenol i¢inde
¢ozdiiriilen bazik fuksinin farkli konsantrasyonda eriyiklerini iceren Ehrlich-Ziehl-
Neelsen(EZN) veya Kinyoun yontemleri ile boyandiklarinda, aldiklart boyay1
%?3’liik asit alkolle dekolore edildikleri halde geri vermezler. Bu giiclii aside
direnglilik ozelliklerinden dolayr aside direngli bakteriler (ARB) olarak da
adlandirilirlar. Aside direnclilik 6zellikleri, laboratuvar tanisinda kullanilan 6nemli
bir kriterdir. EZN veya Kinyoun boyama yonteminde renk giderme isleminden sonra
zeminin boyanabilmesi i¢in zit boya olarak metilen mavisi kullanilir ve hazirlanan

preparatlarda mikobakteriler, mavi zeminde kirmizi basiller halinde goriiliirler (56).

Resim 1. EZN boyama ile boyanan Mycobacterium
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Sadece bu yontemlerle boyanabilmelerinin nedeni, mikobakterilerin
alisagelmis bakteri hiicre duvar yapisindan farkli olarak lipitten zengin, oldukca
kompleks bir hiicre duvarina sahip olmalaridir. Hiicre duvarmin bu sekilde lipitten
zengin olmasiyla, bakteri yiizeyi hidrofobik ozellik kazanmaktadir. Bu sayede

bakteri, pek ¢ok dezenfektan ve boyaya karsi direng kazanmaktadir (58,60).
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Sekil 2.2. Mikobakteri hiicre duvar yapisi

Hiicre membraninin disinda, Gram pozitif bakterilerdeki gibi bir
peptidoglikan tabakaya sahiptirler. Peptidoglikan tabakasi bakteriye sekil ve
dayaniklilik verir. Bu tabakanin {lizerinde arabinogalaktan adi verilen polisakkarit
katman bulunmaktadir. Hiicre duvarina tipik oOzelligini katan arabinogalaktan
tabakaya bagli ve dallanmis yag asitlerinden olusan, 60-90 karbonlu mikolik asit
tabakasidir. Mikolik asit ve yiiksek lipit orani, hiicre duvarina kompleks bir 6zellik
katip, boyalara ve dezenfektanlara direncli hale getiren kisimlardir. Ayrica bakteriye
tipik immiinolojik 6zellikler kattigi gibi en 6nemli olarak da ila¢ molekiillerinin
hiicre icine girisini engellerler. Total lipid miktarinin %11°i mikolik asit olup hiicre
duvar kalinhigindan da sorumludur. Mikolik asitler, trehaloz sekerlere baglanarak
“kord faktorii”nii olustururlar. Virulans ile ilgili olan bu faktor, hiicrelerin birbirine
dolanmis demetler olusturarak, paralel zincirler halinde iiremelerine neden olur.
Mikroskobik incelemede ise basiller, paralel kordlar halinde goriiniirler. Ayrica
fagositlerin gogiinii engelleyip graniilom olugmasini saglar (61,62). Mikolik asit

tabakasi ile bakteride dogal direng gelisimi ve zorlu kosullara dayaniklilig
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saglanmaktadir (61,63). Mikobakterilere etki edecek olan ilaglar Oncelikle bu
tabakay1 gegebilmelidir (64).

Hiicre duvarmin en dis tabakasinda ise lipoarabinomannan, lipomannan,
siilfolipidler ve fosfatidilinozitol mannozid gibi proteinler yer almaktadir. Dis
proteinler ve lipid yapisi, hiicre duvarimin ¢oziinebilen bilesikleridir. Bu proteinler,
bagisiklik sistemi ile etkilesimleri oldugu bilinen ve mikobakterilerin sinyal ileten
efektor molekiilleridir (64).

MTBK’nin iiremesi yavas olup replikasyon siiresi yaklasik 15-20 saattir.
Gozle goriiniir koloni biiylimesi igin gegen siire en az 3 hafta genellikle standart
kiiltir ortamlarinda 3-6 haftadir (65,66). Lowenstein—Jensen besiyerinde optimal
35-37°C sicaklikta, pH 7.0+0.2°de, %5-10 CO’li ortamda ¢ogalirlar (35). MTBK
olumsuz kosullara olduk¢a dayanikli olup bu kosullarda uzun siire canli kalabilir.

+4°C’de haftalarca, -70°C’de yillarca canliligini korur (65).
2.4. Tiiberkiiloz

TB sozcugi eski bir terim olup kiiglik, yumru (tiiber) yapan anatomik
lezyonlar1 tanimlamaktadir. Hastaligim TB olarak resmen isimlendirilmesi 1839
yilinda Johann Lukas Schoenlein’e atfedilmektedir (67,68). MTBK’nin neden oldugu
TB, enfekte kisilerden damlacik yoluyla bulasan ve baslica akcigerler olmak iizere
pek cok organi enfekte eden sistemik bir hastaliktir. MTBK’in enfektif dozu oldukca
distiktiir. Birkag damlacigin tizerinde tasinan 1-10 basil, insanda tiiberkiiloza neden
olabilmektedir. DSO 2012 raporuna gére, 2011 yilinda diinya genelinde 5,8’i yeni
tanimlanmis olmakla birlikte 8,7 milyon insan TB hastalifina yakalanmis, bu
hastalarin 1,4 milyonu hayatim kaybetmistir (4). Ulkemiz verilerine gore ise TB
insidans;, 2000 yilinda Verem Savas Dispanserleri’ne kayitli hastalarda
hesaplandiginda yiiz binde 27’dir (4,5). Bu oran, 2011 yili Tiirkiye Verem Savasi
Raporu’na gore yiiz binde 24’e diismiistiir (7).

TB, diinyada AIDS’ten sonra erigkinlerde en sik 6liime neden olan ikinci
enfeksiyon hastaligidir (69). Enfekte kisilerin %90’1 hastaligi latent olarak
gecirmektedir. Normal kiside aktiflesme orami hayati boyunca %2-23 iken, HIV
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pozitif kisilerde yillik %5-10"dur. Bu oranlar hiicresel immiinitenin tiiberkiiloza kars1

bagisiklikta ¢cok biiyiikk 6neme sahip oldugunu gostermektedir (70).

Viicudun her bolgesinde goriilebilen TB, baslica akcigerlerde goriiliirken,
daha az olarak lenf diigiimii, ploral, genitoiiriner bolgede, kemik-eklemde ve merkezi
sinir sisteminde goriilebilmektedir. Ayrica abdominal TB, perikard tiiberkiilozu ve
dissemine TB da goriilmektedir (71). TB basili, inhalasyon ile viicuda girdikten
sonra ilk olarak akcigerlerin orta veya alt kisimlarina yerlesir ve buralarda ¢cogalmaya
baglar. Akciger tiiberkiilozunda ¢ok gesitli belirtiler olmakla birlikte, en bilinen
baslangi¢ bulgusu Oksiiriiktiir. Kuru Oksiiriikle baslayan hastalik, daha ileri
zamanlarda Oksiiriikle beraber balgam ¢ikarma olarak devam eder. Bunlari takiben de
kanli balgam, gogiis agrisi, nefes darligi, istahsizlik ve halsizlik goriilebilir. Tiim bu
bulgularin hastaligin tanisinda yardimei olmasina ragmen, tiiberkiilozun kesin tanisi

i¢in laboratuvarda TB basilinin gosterilmesi gerekir (71).

TB 90°dan fazla antijene ve degisik viriilans faktorlerine sahip MTBK basili
ile konagin mononiikleer fagositleri ve T lenfositlerinin iliskisine bagl olarak gelisen
kronik bir enfeksiyon hastaligidir.

Primer enfeksiyon, bireyin enfeksiydz damlaciklar1 inhale etmesiyle meydana
gelen enfeksiyondur. Soluma yoluyla aliman damlaciklarin bir kismi alt solunum
yoluna inmeden iist solunum yolunda lokal koruyucu mekanizmalarla tutulmaktadir.
Alveollere kadar ulagan basiller ise alveolar makrofajlar tarafindan hiicre i¢ine alinir.
Basilin lipoarabinomannani, makrofajin i¢ersindeki fagositik yikimi dnler. Bu sayede
makrofajlar i¢cinde canli basil korunmus olur. Bu dénemde mikobakterilerin yikilarak
yok edilmesi alinan mikobakterilerin virulans1 ve konak fagositlerinin mikrobisidal
kapasitelerine baglhidir. Baslangigta hiicre i¢i yikimdan kagabilen mikobakteriler
cogalip makrofajlarin pargalanmasina yol agmaktadir. Basiller, hiicre debrisi, konak
kemotaktik faktorleri ile dolasimdan monositleri ve lenfositleri bu bolgeye g¢eker.
Bolgeye gelen monositler, makrofajlara doniisiir; bunlar basilleri daha kolay fagosite
eder ama tahrip edemez. Bu devrede mikobakteriler logaritmik olarak ¢ogalir,
monositler birikmeye devam eder. Basiller lenf yoluyla komsu lenf bezlerine tasinir;
kan akimina karisan basiller kemik iligi, dalak, bobrek, karaciger, kemik, merkezi

sinir sitemine yayiir. Bu sirada akcigerlerin alt kisimlarinda ve bolgesel lenf
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nodlarinda inflamasyon meydana gelir. Fibrinle ¢evrelenmis graniillomlar iginde
basillerin oldugu “tiiberkiil”’ler olusur. Boylelikle primer enfeksiyon gelismis olur
(72). Olayin baslangicindan 2-4 hafta sonra kendilerine sunulan antijen ile aktive
olan CD4+ T hiicreleri bolgeye gelir ve erken lezyonlarda ¢ogalirlar. Bu yardimer T
hiicreleri saldiklar1 degisik sitokinlerle makrofajlar1 aktive edip basilleri 61diirebilme
yetenegi kazandirir. Bu devrede basillerin logaritmik ¢ogalmasi durur. Bu primer
lezyonlardaki merkezi solid nekroz mikobakterilerin hiicre dis1 iiremesini inhibe
eder. Sonucta basiller dormant hale gelir, sonraki donemlerde immun sistem her
hangi bir nedenle zayiflarsa yeniden aktive olur (73).

Sekonder enfeksiyon ise primer enfeksiyon sonrasinda yeterli immiin cevap
olustuktan sonra ya reaktivasyonla ya da yeni basil inhalasyonuna bagli gelisen
reenfeksiyonla olusmaktadir (72). Oksijenin daha ¢ok oldugu akcigerin iist loblarinda
meydana gelir. Burada olusan tipik lezyon kazeifikasyon nekrozudur. Hastaligin ¢ok
ileri evresindeyken eger kazeifikasyon nekrozu denilen lezyonlar bir bronsa denk
gelmigse, brons duvari parcalanmaktadir. O kavitenin igerigi olan biitiin basiller,
bronsa aktarilmaktadir. Boylelikle hasta en tehlikeli durum olan ekspirasyonla
milyarlarca basili havaya sagmaya baslamaktadir. Hastada olusan kaviteye bagh
solunum zorlugu oldugu gibi, kavitenin olustugu bolgedeki kapillerler ve kan

damarlari zarar gordiigiinde kanli balgam ortaya ¢ikmaktadir (57).

2.5. HIV-TB lliskisi

HIV’le enfekte kisilerin TB hastasi olma olasiligi yiiksektir (74). HIV’le
enfekte kisilerin tiiberkiiloza yakalanma olasiliginin 20-40 kat fazla oldugu ve her
HIV’le enfekte 4 kisiden birinin TB nedeniyle o6ldiigii belirtilmektedir (53).
1980’lerde HIV epidemisinin baslamasi, pek ¢ok iilkede TB vakalarinin artmasina,
buna bagli olarak da morbidite ve mortalitenin de artmasinda neden olmustur (75).
Bu durum o6zellikle Giliney ve Dogu Afrika’da 1990’lardan 2004°e kadar bdyle
devam etmistir (4). DSO, 2011 yilinda diinya genelinde 8.7 milyon TB hastasmin
1.1 milyonunun (%13) HIV pozitif oldugunu belirtmektedir. HIV pozitif olan TB
vakalarinin da %79’u Afrika bolgesinde yasamaktadir. Diinya genelinde ise yaklasik
400.000 kisinin HIV ve TB ko-enfeksiyonundan o6ldigi belirtilmektedir (4).
Tiirkiye’de ise bu oran hala diisiiktiir (5).
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TB, HIV pozitif kisilerde diger firsat¢1 enfeksiyonlara oranla daha erken
olustugu icin, hasta Orneginden hazirlanan yaymalar ARB agisindan genellikle
negatif olur. Bu durumun yan sira atipik radyografik bulgular, akciger dist TB
prevelansinin yiiksek olmasi ve diger firsat¢1 akciger enfeksiyonlarina benzerlik
gostermesi nedeniyle HIV ve TB ko-enfekte kisilerde TB tanist koymak oldukca
zordur (76,77). HIV, latent tiiberkiillozun reaktive olma olasiligint arttirir. Aktif
tiiberkiilozun ise agir seyretmesine neden olur. HIV enfeksiyonunun, immiin sistem

tizerine olan etkileri nedeniyle aktif tiiberkiilozun tanisi1 zorlasip gecikmektedir (78).

2.6. Tiiberkiiloz Tanisi

TB tanis1 klinik belirti ve bulgular, radyolojik goriiniim, klinik 6rneklerden
hazirlanan preparatlarda mikobakteri goriilmesi ve besiyerinde iiretilmesiyle yaygin
olarak konulmaktadir. Immiinolojik temele dayanan tiiberkiilin deri testi sonucunun

degerlendirilmesi ve interferon gama salinim testleri ile molekiiler yontemler de TB

tanisinda kullanilmaktadir (47,48,49).
2.6.1. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Kiiltiir islemleri 6ncesinde BOS ve idrar gibi steril klinik érneklerden MTBK
izolasyonu yapmak igin, 6rnek santrifiij edilip, olusan ¢okelti kismindan alinarak
ekim yapilabilmektedir. Ancak balgam gibi steril olmayan klinik 6rneklerden MTBK
izolasyonu yapabilmek i¢in Orneklere dekontaminasyon-homojenizasyon islemi
uygulanmas1 gerekmektedir. Orneklerin islenmesi asamasi, gerek mikroskobik
inceleme, gerekse kiiltiir yontemleri igin duyarlilik belirleyici bir asamadir. Ne kadar
duyarhilig1 yiiksek ve son teknoloji Uiriinii kiiltiir veya boyama yontemi kullanilsa da
bunlarin Oncesinde yapilan 6rnek isleme asamasi yetersiz ise, sonraki islemlerden
elde edilen sonuglarin kalitesi diisiikk olmaktadir (80). Bu nedenle bu basamakta
kullanilabilecek farkli yontemleri igeren birgok ¢alisma yapilmistir (81-83).
Giliniimiizde pek c¢ok yeni yontem calismalar1 olsa da, diinya genelinde TB
laboratuvarlarinda en yaygin olarak kullanilan ve CLSI’1n 6nerdigi homojenizasyon-
dekontaminasyon yontemi olan, N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit yontemidir
(35,80,81,84).
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Ornekleri islerken, kontaminant normal flora organizmalarindan arindirmak
icin toksik bir dekontaminasyon ajani olan sodyum hidroksit (NaOH) kullanilir.
Ornek igerisinde bulunan olas1 TB basillerinin konsantre hale getirilmesi ve balgam
gibi yogun kivamdaki 6rneklerin homojen bir hale getirilmesi igin mukolitik bir ajan
olan N-asetil-L-sistein (NALC) kullanilir. NALC balgamin mukus yapisini ¢dzer ve
homojen hale gelmesini saglar (45). NALC-NaOH yontemi yani sira sodyum
hipoklorid, oksalik asit, setilpiridinyum-sodyum hidroksit yontemi gibi yontemler de

orneklerin islenmesi amaciyla kullanilabilmektedir (85,86).

Homojenizasyon-dekontaminasyon islemlerinin 6rnek igindeki TB basillerine
zarar vermeden ve canli TB basili sayisi ¢ok azaltilmadan izole edilmesi gerekir.
Kullanilan 6rnek igsleme yonteminde bu hassas dengenin c¢ok basarili bir sekilde
kurulabilmesi, bunu takip edecek olan mikroskobik inceleme ve kiiltiir yontemlerinin

duyarliliginin artmasina yardimei olacaktir (80).
2.6.2. Mikroskobik Inceleme

Mikroskobik inceleme basit, hizli, ucuz ve 6zgiil bir yontem olmasi nedeniyle
ozellikle tiiberkiilozun endemik oldugu iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan farkli caligmalar incelendiginde, mikroskobik inceleme duyarliliginin %20-
80 arasinda degisebildigi gozlenmektedir (80,87,88). Diinya genelinde, yeni yayma-
pozitif TB olgularmin saptanmasinda mikroskobik incelemenin rolii bityiiktiir (89).
Direkt incelemede ARB goriilmesi taniy1 kesinlestirmez, ¢linkii yaymada goriilen
ARB atipik bir mikobakteri tiirii olabilir. Bunun yani sira boyama islemleri sirasinda
distile su kallanilmamigsa musluk suyu ile yikamayla preparat iizerinde atipik
mikobakteriler goriilebilir. Bundan dolayr kesin tani koyabilmek icin de etkenin

mutlaka kiiltiirde tiretilmesi ve tanimlanmasi gerekmektedir (57).

Balgamin mikroskobik olarak incelenmesi, gelismemis ve gelismekte olan
ilkelerde en oOnemli pulmoner TB tanm yontemidir. Bu {ilkelerde genellikle
homojenizasyon-dekontaminasyon uygulanmamis balgam 6rnegi direkt olarak Ziehl-

Neelsen boyama yontemi ile boyandiktan sonra mikroskobik inceleme yapilmaktadir

(4).
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Mikroskobik incelemede aside direngli basilin (ARB) goriilebilmesi igin
Ornegin mililitresinde en az 5.000-10.000 kadar bakteri bulunmasi gerekmektedir.
Duyarlilik oranlarindaki farkliliklar genel olarak, kullanilan boyama yontemi ve
kullanilan mikroskobun kalitesiyle degismekle birlikte, Ornegin tiirli, yaymanin
kalinlig1, boyama sirasinda dekolorizasyon siiresi ve incelemeyi yapan kisinin bu

konudaki tecriibesi de ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (80).

Mikroskobik inceleme Oncesinde uygulanan boyama ydntemleri i¢inde en
siklikla kullanilanlar Ehrlich Ziehl-Neelsen boyama yontemi, Kinyoun boyama
yontemi ve auramin-rodamin floresan boyama yontemidir (45). TB tanisinda altin
standart tan1 araci olan kiltir sonuglarmin elde edilmesi birkag haftay:
bulabileceginden, pozitif bir mikroskobik inceleme sonucu ¢ok degerlidir. Bu
nedenle, aslinda duyarlilig1 cok yiliksek olmayan bu yontem, yillar boyunca gelisen

teknoloji karsisinda vazgecilemeyen bir tani araci olarak kalabilmistir.

2.6.3. Kiiltir Yontemleri

Gintimiizde kiiltiir yontemleri, TB tanisinda altin standart olarak kabul
edilmektedir. Bu amagla yumurta bazli veya agar igerikli kati besiyerleri
kullanilabildigi gibi, siv1 besiyerleri de kullanilabilmektedir. Hizl1 tan1 saglayabilmek
amaciyla siv1 besiyerlerinin yar1 otomatize cihazlarda kullanildig: ¢esitli sistemler
mevcuttur. Kiiltlir yontemlerinin en o6nemli avantajlari, mikobakteri canliligini
dogrudan gosterebilmeleri ve bakteri izolati ile duyarlilik tespiti gibi ek testler
yapilabilmesine imkan saglamalaridir (80). Mikobakteri kiiltiir yontemleri, klasik

kiiltiir yontemleri ve hizli kiiltiir sistemleri olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
Klasik Kiiltiir Yontemleri

Kati besiyerleri yumurta ve agar bazli besiyerleri olmak tizere ikiye ayrilir:

a)Yumurta Bazh Besiyerleri: LJ, Petragnani, American Trudeau
Society(ATS) ve Ogawa’dir (90) .TB Kiiltiirii amaciyla giiniimiizde en yaygin olarak
kullanilan kati besiyeri Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeridir (91). LJ besiyeri,
laboratuvar sartlarinda kolayca hazirlanabilmesi ve ucuz olmasi nedeniyle bircok

merkez tarafindan tercih edilmektedir. Bu besiyeri, mikobakterilerin iyi liremesini
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saglar. Yumurta, patates nisastasi, gliserol, asparajin, besiyeri tuzlari olan KH2POg
magnezyum siilfat, magnezyum sitrat ve malasit yesili i¢erir. Malasit yesili diger
bakterilerin iiremelerini engellemesi i¢in eklenmektedir. Bu nedenle LJ, segici bir
besiyeridir. Dondurulmaya ve kurumaya dayanikli olan bu besiyerinde, {ireme
genellikle 3-6 hafta iginde gerceklesir. Ancak besiyerinin katilagsmasi igin gereken 1s1
ve icerdigi albiimin, antimikobakteriyel ilaglar1 inaktive edebilecegi icin, duyarlilik
testleri i¢in uygun goriilmemektedir (45,92). LJ besiyerinde lireyen mikobakteriler,
krem renginde, kuru, pigmentsiz, graniiler ve kenarlar1 diizensiz koloniler
olustururlar (57). Ogawa besiyeri ise, igerik olarak LIJ besiyeriyle benzerlik
gostermektedir; ancak daha ekonomiktir. Bu nedenle kisithi imkanlara sahip
laboratuarlarda kullanilabilecek bir besiyeridir (45).

b) Agar Bazh Besiyerleri: Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar en ¢ok tercih
edilenleridir. Bu besiyerlerine katki soliisyonu olarak oleik asit, albiimin, dekstroz,
katalaz, NaCl (OADC) eklenmektedir. Besiyerleri seffaf oldugundan ekim
yapildiktan 10-12 giin sonra mikrokoloniler goriilebilir. Dezavantajlar1 ise pahali ve
raf 6miirlerinin nispeten kisa olmasidir (45,92). Middlebrook 7H11 besiyeri nazli ve
izoniazid direngli MTBK suslarini tiretmek amaciyla kullanilmaktadir (35).

Middlebrook kati ve siv1 besiyerleri, hazirlanmalar1 daha zor oldugundan ve
hazir satin alinmalar1 durumunda da daha pahali olduklarindan, daha az siklikla
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, 6zellikle duyarlilik testlerinde LJ besiyerine gore
daha giivenilir ilag konsantrasyonlar: sagladiklarindan, tercih edilmektedir (80).
CLSI MTBK suslarinin  duyarlilik calismalarinda Middlebrook kullanilmasini
onermektedir (35).

Mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan sivi besiyerleri, Middlebrook
7H9 ve Dubos tween albumin besiyerleridir. Mikobakteriler, sivi besiyerlerinde kati
besiyerlerine gore daha hizli liremektedirler. Bu nedenle sivi besiyerleri genellikle
duyarhilik testlerinde, inokulum hazirlanmasinda ve suslarin subkiiltiirlerinin
yapilmasinda kullanilirlar. Middlebrook sivi besiyerleri, BACTEC 9000 MB ve
BACTEC 460 BACTEC MGIT 960 gibi hizli kiiltiir sistemlerinde kullanilmaktadir
(94).
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Hizh Kiiltiir Sistemleri

BACTEC 460 TB Sistemi

Kiiltlir amaciyla giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan sivi besiyeri sistemi
BACTEC 460 TB radyometrik sistemidir (80). BACTEC 460 TB radyometrik
sistemi hizl1 ve giivenilir tan1 saglamasi nedeniyle kabul gérmiis ve ¢alismalarda yer
almig bir sivi besiyeri sistemidir (35,45,95,96). BACTEC TB sisteminde
zenginlestirilmis Middlebrook 7H12 siv1 besiyeri kullanilir (45,97). Kontaminasyonu
onlemek amaciyla, besiyerine 5 farkli antibiyotik iceren PANTA (polimiksin B,
amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin) soliisyonu ilave edilir. Bu
sistemde, homojenizasyon—dekontaminasyon isleminden gegirilmis 6rnek, BACTEC
sisesindeki besiyerine ekilir, 35°C’de inkiibasyona birakilir. Besiyerinde bulunan 4C
ile isaretli palmitik asit, substrat olarak kullanilir. Bdylelikle mikobakteriler
BACTEC sisesi i¢indeki atmosfere 1*CO; salinimi yaparlar. Bu sistemin esas, {ireyen
mikobakteriler tarafindan ortama salman 4CO; miktarmin &lgiimiine dayamr. Bu
sistemle, en diisiik miktarlardaki *CO2 bile saptanabildigi i¢in, mikobakteriyel {ireme
daha kisa siirede saptanir. MTBK iiremesinin ortalama Saptanma siiresi bu sistemde

7-10 giindiir (96).

BACTEC sistemiyle, MTBK, atipik mikobakterilerden ayirt edilebilmektedir.
Bunun i¢in BACTEC 460 cihazinda NAP testi ¢alisilir. NAP (p-nitro-a-asetilamino-
B-hidroksi-propiofenon) kloramfenikol sentezinde bir ara {iriindiir. MTBK
grubundaki bakterileri inhibe eder. Ancak atipik mikobakterilere inhibitdr etkisi
yoktur. Ug giin iginde iireme olmamasi, bakterinin MTBK grubunda oldugunu

gosterir (98).

Tiim avantajlarina ragmen, inokiilasyon oncesi sisenin 6n okutma iglemi ve
haftada ii¢ kez rutin okutma islemleri nedeniyle is yiikiiniin fazla olmasi, kiiltiir
siseleri arasinda ¢apraz kontaminasyon riski, radyoaktif materyallerin kullanimina ve
yok edilmesine iliskin problemler, cihaz i¢inde okutmalar sirasinda aerosol olusma
riski, koloni morfolojisinin belirlenememesi, karigik kiiltiirlerin tanimlanmasinda
zorluk ¢ekilmesi ve enjektorlerin yogun kullanimima bagli olarak laboratuvar
calisanlarinin igne kazalar1 bakimindan stirekli risk altinda bulunmalari, sistemin en

onemli dezavantajlaridir (45,80,92,95-97).
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BACTEC MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) 960 Sistemi

Bactec MGIT 960, gilinlimiizde en yaygin olarak kullanilan sistemlerden
biridir (99). Otomatize bir mikobakteri tani sistemi olan MGIT 960 sistemi,
BACTEC 460 TB sisteminin olumsuz yoOnlerini azaltabilmek amaciyla tiretilmistir.
Radyometrik olmayan bu sistem, floresan veren bir indikat6riin bulundugu tiiplerde
bakterilerin tiretilmesi esasina dayanmaktadir (98,100). Tiiplerin dibinde silikonlara
gomilii floresan indikatorleri bulunmaktadir. Homojenizasyon-dekontaminasyon
isleminden gegirilen Ornekler, MGIT tiiplerine ekilir. Kontaminasyonu oOnlemek
amaciyla, besiyerine 5 farkli antibiyotik igeren PANTA (polimiksin B, amfoterisin B,
nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin) soliisyonu ilave edilir, cihaz igine
yerlestirilip inkiibasyona birakilir. Mikobakteriler iiredik¢e tiipteki oksijenin
tilkketilmesine bagli olarak tiiptin dip kismindan indikator serbest kalmakta ve
floresan agiga cikmaktadir. A¢iga cikan floresan cihaz tarafindan otomatik olarak
Olclilmekte ve sonuglar verilmektedir. MTBK iiremesinin ortalama saptanma siiresi
bu sistemde genellikle 9-13 giindiir (96,101). MGIT 960 sisteminin kisa siirede
sonug¢ vermesinin yaninda en 6nemli avantajlari, igne veya benzeri riskli gereclere
ithtiya¢ duyulmamasi ve radyoaktif madde kullanilmamasidir. Bu nedenle bu sistem
giinimiizde BACTEC 460 TB radyometrik sisteminin yerine kullanilmaya
baglanmistir (45,92,96).

MB/BacT ALERT sistemi

MB/BacT ALERT sistemi, radyometrik olmayan, kolorimetrik bir yontemdir.
Besiyerindeki CO; miktarinin kolorimetrik olarak saptanir (102). Her sisenin
tabaninda bulunan silikona gomiilii kolorimetrik algilayici, besiyerinde bulunan
mikobakterilerin  olusturdugu ¢6ziinmiis karbondioksit degisimine ve bunun
sonucunda degisen pH’ya duyarlidir. Boylece iiremenin ger¢eklesmesi durumunda
pH degisikligi sonucunda kolorimetrik algilayici renk degistirir. Algilayicinin koyu
yesilden sartya donmesi, sonucun pozitif oldugunu gosterir ve bakteriler canliligini
yitirse bile bu renk degisimi geriye donmez. Bu sistemin avantaji, radyoaktif madde
kullanilmamasidir. Ancak kontaminasyon riskinin biraz daha fazla olmasi ve
BACTEC sistemine gbre saptama zamanmin biraz daha uzun olmasi

dezavantajlaridir (45,80,103).
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MYCOLOR TK Sistemi

Hizli bir tiiberkiiloz tan1 sistemi olan TK kiiltiir sistemi, yeni gelistirilmis olan
bir tan1 yontemidir. Bu sistemde izolasyon i¢in kullanilan TK besiyeri, ¢oklu renk
indikatorleri kimyasindan yararlanilarak hazirlanmig, mikobakterilerin iiremesini
erken saptayan bir besiyeridir (101). TK besiyerleri, hem sivi hem de agar bazh
bifazik besiyerleridir. Sistemde hem izolasyon hem de antitiiberkiiloz ilaglara
duyarlilik belirlemede kullanilan tiim besiyerleri, kullanima hazirdir. Kullanicr istege
bagli sivi veya bifazik TK besiyeri kullanabilmektedir. Ekilen 6rnekte mikobakteri
bulunmasi durumunda, inkiibasyon siiresince mikobakterilerin tirettigi metabolitlere
ve enzimlere bagli olarak TK besiyerinin orijinal kirmizi rengi sartya doner.
Kontaminantlar iirediginde ise besiyeri rengi yesile donmektedir (101). Bifazik
besiyerinde koloni morfolojileri goriilebilmektedir (94). Renk degisimi, kolonilerin
goriiniir hale gelmesinden ¢ok daha 6nce gergeklesmektedir. Renk degisimi hem
g6zle hem de otomatik kiiltiir sistemi MYCOLOR TK ile izlenebilmektedir (80). Bu
sayede TK besiyerlerinin laboratuvar olanaklar1 kisitli ancak tiiberkiilozun yaygin
oldugu iilkelerde de kullanilabilecegi diistiniilmektedir (99). Bu kiiltiir sisteminde
TK besiyeriyle hizli sonu¢ alinmasi, radyoaktif madde icermemesi ve koloni
morfolojilerinin goriilebilmesi yontemin avantajlaridir. TK kiiltiir sistemi TB
tanisinda rutin olarak kullanilabilecek pratik, hizli ve giivenilir bir yontemdir

(80,101).

2.6.4. Immiinolojik Tam Yéntemleri

Tiiberkiilin deri testi: Bu test, PPD (purified protein derivative) denilen,
mikobakterinin protein yapisinin saflastirilip hastanin 6n kol deri altina ince bir
enjektorle verilmesine dayanmaktadir. M. tuberculosis ile olusan enfeksiyonu
gostermede kullanilan geleneksel bir yontemdir. Hiicresel tipte ve geg¢ tip asir
duyarlhilik reaksiyonudur. Birincil enfeksiyonun ikinci-ligiincii haftasindan sonra
gelisir. Enjeksiyondan 48-72 saat sonra enjeksiyon bolgesinde endurasyon capi
degerlendirilir. 10-15 mm’den biiyiik ise hasta PPD pozitiftir, yani hasta TB basiliyle
ya o anda ya da Onceden karsilagsmistir (79). Bu testin Tirkiye’de tanisal degeri
azdir. Ciinkii Tiirkiye’de tiiberkiiloza kars1t BCG asilama programi uygulanmaktadir
ve tiiberkiiloz asis1 yapilmis kisilerde de pozitif sonug¢ alinmaktadir (57). M. bovis
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BCG susundan etkilenmeyen interferon gama salinim testleri de bu amagla kullanilan
yeni testlerdir. Yillardan beri kullanilmakta olan tiiberkiilin deri testinin tanisal

kullanimi, BCG asisindan etkilenmesi nedeniyle sinirli kalmistir (57,80).

Interferon gama salinim testleri: BCG asisindan etkilenmeyen ve son yillarda
kullanim alan1 bulmaya baslayan interferon-gama (IFN-y) saliim testleri (IGST), bu
ac1g1 kapatabilmek amaciyla gelistirilmis T hiicre temelli yontemlerdir. Bu yontemler
kullanilarak, dnceden duyarli hale gelmis lenfositlerin M. tuberculosis’e 6zgii ESAT-
6 (early secretory antigenic target protein-6) ve CFP-10 (culture filtrate protein-10)
proteinleri ile karsilastiginda iirettigi IFN-y kantitatif olarak Olctilebilmektedir. Bu iki
protein M. tuberculosis’in RD1 bolgesi (region of difference 1) tarafindan kodlanir
ve Mycobacterium bovis BCG susu ile atipik mikobakterilerin ¢ogunda
(Mycobacterium marinum, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium flavescens harig) yoktur. Farkli IGST yontemlerinin duyarlilik ve
ozgiilliikklerinin kiyaslandigi ¢esitli meta-analiz ¢alismalarinda rutin uygulamada tek
basia kullanilabilecek diizeyde olmadiklar1 sonucuna varilmistir. Ciinkii IGST ile

aktif hastalikla latent efeksiyonu birbirinden ayrilamamaktadir (80,86,104,105).

2.6.5. Biyokimyasal Testler

Katalaz testi, aril siilfataz testi, kristal violesiz Mac Conkey agarda iireme,
demir alimi, niasin birikimi, nitrat indirgenmesi, pirazinamidaz testi, sodyum klorid
tolerans testi, tiyofen -2-karboksilik asit hidrazid ile inhibisyon, telliirit indirgenmesi,
Tween 80 hidrolizi, tireaz aktivitesi mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan
biyokimyasal testlerdendir. Mikobakterilerin tireme &zelliklerinin belirlenmesi ve
geleneksel biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi yaklasik 3-6 hafta, hatta bazen
daha uzun siirebilmektedir. Bu nedenle giliniimiizde  mikobakterilerin

tanimlanmasinda biyokimyasal testler kullanilmamaktadir (92).

2.6.6. Molekiiler Yontemler

Gelisen teknolojiye paralel olarak gergeklestirilen bircok yonteme ragmen,
giintimiizde tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda altin standart olarak kabul edilen
yontemler halen kiiltiir yontemidir. Ozellikle sivi bazli yar1 otomatize veya tam

otomatize kiiltiir sistemleri, geleneksel kiiltiir yontemlerine gore daha kisa siirede
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sonug verebildikleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ancak TB tanisinin 1-2
giin gibi kisa bir siirede konabilmesi biiyiikk dnem tagimaktadir. Yavag iireyen bu
mikroorganizmalarin tanisinin giivenilir ve hizli bir yontemle koyulmasina duyulan
ihtiya¢ devam etmektedir. Konvansiyonel fenotipik ilag duyarlilik testleri, MTBK
suslarinin duyarhiliklarinin belirlenmesinde ¢ok fazla gecikme olmasina neden
olmaktadir. MTBK suslarinin ilag duyarliliklarinin hizli tanisi, biran once etkili
antitiiberkiiloz tedavisine baslanmasi ve direncgli suslarin yayilmasin1 6nlemek icin
cok gereklidir (1). Molekiiler yontemler bu ihtiyaci karsilayabilmek amaciyla olasi
adaylar olarak gelistirilmislerdir (1,80).

Glinimiizde mikobakterilerin  hizli  tanisinda  kullanilan ~ molekiiler
yontemlerle, direkt olarak klinik 6rnekten veya kiiltiirden izole edilen mikobakteriler
tir diizeyinde tanimlanabilmektedir. Molekiiler yontemler tanimlamanin yani sira
ila¢ direnglerinin saptanmasinda da kullanilmaktadir (1). Herhangi bir testin rutin
uygulamada kullanilip kullanilmayacaginin en 6nemli gdstergesi, testin 6zgiilliikk ve
duyarliligidir. TB tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin 6zgiilliikleri, yapilan
birgok ¢alismada yiiksek bulunmustur. Duyarlilik konusunda ise, uygulanan teste
gore, olduk¢a degisik sonuglar elde edilebilmektedir. Klinik 6rneklerden MTBK
suslarinin  saptanmasinda kullanilan molekiiler yontemler baslica niikleik asit
hibridizasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleri olarak ikiye
ayirmaktadir (106).

Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri

1987 yilinda kullanilmaya baslayan niikleik asit prob hibridizasyon
yontemleri ile ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir
prob ile hibritlenmekte ve boylece tan1 konmaktadir. Sivi veya kati besiyerlerinde
tireyen mikobakterilerden yaklasik 2 saat gibi bir siirede sonug alinabilmekte olup bu
yontem geleneksel biyokimyasal yontemlere bir alternatif olusturmaktadir. Yiiksek
ozgiilliiklii, diisiik duyarliliklidirlar. Inhibitorlerden etkilenmeyen, kontaminasyon

riskinin ¢ok diisiik oldugu yontemlerdir (106).
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Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction=PCR)

Niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir test
sistemidir. Bu yontem hedef DNA’nin segici olarak amplifikasyonuna ve birkag
saatte bir milyondan fazla DNA sekansinin elde edilmesi esasina dayanir. Boylece
klinik 6rneklerde bulunan etken, kisa siirede gosterilip, tanimlanip, molekiiler olarak
tiplendirilip ve hatta ila¢ direnci saptanabilmektedir (107). PCR yonteminin Kary
Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmasindan sonra hizla tani laboratuvarlarina
girmistir. Hizli sonu¢ vermesi, konvansiyonel yontemlerle saptanmasi zor ya da
imkansiz mikroorganizmalar1 saptayabilmesi ve yiiksek duyarlili§i nedeniyle klinik
mikrobiyoloji alaninda dnemli bir tanisal yontem haline gelmistir.

Rutin mikrobiyolojik tanida PCR yonteminin kullanim amaci, hastalardan
alman oOrnekler iginde, hastalik etkeni mikroorganizmanin niikleik asitlerinin
varhiginin saptanmasidir. Bu amagla canli bir hiicre i¢inde gergeklesen DNA
replikasyonu, PCR yonteminde bir tiip i¢inde taklit edilir. Bakteri hiicresinde DNA
replikasyonu i¢in kullanilan enzimlerin islevleri, farkli sicakliklar kullanilarak
gerceklestirilir.

Bakteri replikasyonunun baglayabilmesi i¢in ilk basamak, DNA ¢ift
zincirlerinin birbirinden ayrilmasidir. Bu asamaya denatiirasyon denir. Bakterilerde
bu islem helikaz enzimi tarafindan gergeklestirilirken, PCR yonteminde 94°C 1s1
uygulanarak, cift zincirin birbirinden ayrilmasi saglamir. Ikinci asama, baglanma
(annealing)dir. Bakterilerde primaz enzimi ile gerceklestirilen DNA iizerinde
polimerazin baglanacagi RNA dizisi yerine, PCR’da kullanilan primerler, sentetik
olarak olusturulmus yaklasik 20 niikleotit uzunlugundadir (108). Hedef bolgenin her
iki ucunda komplementer olduklari bolgeleri taniyarak hidrojen baglar ile
baglanirlar. Primerlerin PCR karisimindaki konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksek oldugu i¢in
ve boylart kiiglik oldugu igin, denatiire olan DNA tek zincileri birbirlerine yeniden
baglanmadan 6nce hedef bolgeye baglanirlar. Primerlerin baglanabilmesi igin gerekli
sicaklik 50-70°C’dir. Sicaklik degerinin degisken olmasi, kullanilan primerin
niikleotid igerigine ve uzunluguna gore degisir. PCR’da {i¢iincli asama sentez yada
polimerizasyondur. Normal bakteriyel replikasyon, uygun c¢alisma sicakligi 37°C

olan DNA polimeraz enzimi tarafindan yapilirken, PCR yonteminde yiiksek
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sicakliklarda ¢aligsabilen Taq polimeraz enzimi kullanilir. Tagq polimeraz enziminin
optimum calistif1 sicaklik 72°C’dir. Sentez asamastyla birlikte, Taq polimeraz, hedef
DNA’ya tutunmus olan primerlerin 3’ ucundan itibaren zincire yeni niikleotidler
ekleyerek komplementer zincir sentezine baglar. Her iki primerden itibaren 5°-3’
yoniinde komplementer DNA sentezine devam edilir. Her yeni eklenen niikleotidin
3’ hidroksil ucu agiktadir. Bir sonraki niikleotid bu uca baglanir. Bu islem, hedef
DNA’nin her iki tek zincirinde de gercgeklesir. Bu nedenle sentez, 5°-3° yoniinde
diger uctaki primer baglanma bdlgesini de gegerek devam eder. Olusan bu yeni DNA
parcalarina uzun {iriin adi verilir. Uzun iriinler, primer baglanma bdlgelerini
icerdiginden, bir sonraki dongiide kalip DNA gorevi gorebilirler. Bir dongi
tamamlandiktan sonra, yine aym dongiiye en basindan baslanir. Ikinci déngii
sonunda elde edilen DNA dizileri, iki primerin baglanma bolgeleri arasindaki bolge
olur. Buna kisa iirlin denilir. Kisa iiriinler, asil ¢ogaltmak istedigimiz hedef DNA
dizileridir.

PCR’da ii¢ asamanin birbiri ardina tekrarlanmasiyla hedef bdlge, geometrik
olarak ¢ogalir. Dongii sayist “n” olan bir PCR reaksiyonu sonunda 2xn sayida uzun
tirtin, 2" sayida hedef bolge kopyasi elde edilmis olur. 40-50 dongii yapilan PCR
sonunda hedef bolgenin milyarlarca kopyasi elde edilmis olur (45,92,106).

Buradan anlasilacagi gibi PCR’m gergeklesmesi i¢in reaksiyon tliplinde
aranan mikroorganizmaya 6zgiil primer dizileri, DNA zincir sentezinde kullanilacak
niikleotitler (A, G, C, T), niikleotitlerin komplementer baglanmasi i¢in bir yardimci
faktdr olan Mg*? iyonlar1, Taq polimeraz enzimi ve enzimin tamponu bulunmalidir
(108). Buna ¢k olarak iginde niikleik asit aranacak 6rnek de eklenmelidir. In vitro
DNA ¢ogaltmasi icin gerekli sicaklik kontrolii “thermal cycler” denilen otomatize 1s1
kontrol cihazlarinda gergeklestirilmektedir.

Cogaltilan DNA parcalarinin (amplikon) gosterilmesi i¢in agaroz ya da
poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yapilir. Elektroforez ile boylarina gore
ayristirilan DNA - dizileri etidyum bromiir gibi ¢ift zincirli DNA boyalar ile
boyanarak morétesi 1sik altinda goriintiilenir. Konvansiyonel PCR’in avantajlar
oldugu gibi, dezavantajlar1 da vardir. En Onemli dezavantajlarindan biri olan

elektroforez agsamasinin ortadan kaldirilmasi i¢in 1990’larin ikinci yarisinda cesitli
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teknolojik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu sayede otomatize PCR sistemleri ve “real-

time PCR” yontemleri gelistirilmistir.

Cobas Amplicor

Elektroforez asamasinin ortadan kaldirilarak islem siiresinin kisaltilmasi ve
PCR’m kapal1 bir sistem i¢inde daha az kontaminasyon riskine maruz birakilmasi
amaciyla yar1 otomatize Cobas Amplicor sistemi gelistirilmis ve klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu sistemde cihaz i¢inde
isaretli primerler ile gerceklestirilen PCR sonrasi ¢ogaltilan {iriinler ELISA
formatiyla saptanmaktadir.

Konvansiyonel PCR ve PCR+ELISA formatlarinda yapilan kantitasyon “end-
point kantitasyon” seklindedir. Bu yontem ilk 6rnekteki mikroorganizma miktarini

saptamakta ¢ok saglikli bir yaklasim degildir (108).

“Real-time (Ger¢ek Zamanh) PCR”

Saglikli kantitasyon yapmak, kontaminasyonu en aza indirgemek, hizla
sonuca ulagmak, 6zgiilliigi ylikseltmek ve ¢ok sayida klinik 6rnegi ¢alisabilmek igin
“real-time PCR” formati gelistirilmistir. “Real-time PCR” yontemi, niikleik asit
amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gosteren floresan sinyalinin Ol¢lilmesiyle,
kantitatif sonu¢ almabilen bir PCR yontemidir. Sicaklik dongiileri ve floresan
okunmasi ayni cihaz i¢inde ve aym tiip iginde gergeklesmektedir. Boylece hedef
bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire i¢cinde saptanabilmektedir. Ayn1
cthaz igerisinde hem c¢ogaltma isleminin, hem de ¢ogaltilan iiriinleri saptama
isleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir yontem haline getirmistir. Ayrica
tiipler agilmadan test tamamlandigi igin kontaminasyon riski de azalmaktadir. “Real-
time PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriin varliginin saptanmasi

cesitli sekillerde yapilabilir.

Syber Green Bovasi Kullanilarak “Real-time PCR” ile Amplifikasyonun

Saptanmasi:
Ozgiil olmayan cift zincirli DNA boyalarmin kullanildigi bir yéntemdir. Bu

amagla en sik kullanilan boya SYBR Green I’dir. Primerlerin baglanmasini takiben
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gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale
gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve buna bagli olarak yayilan
floresans miktarinda artis gozlenir. Elde edilen floresansin istenen hedef bdlgenin
amplifikasyonuylami gerceklestigi, yoksa 0zgiil olmayan bir iiriin mii oldugunu

anlayabilmek i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir (106,108).

FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) Problar1 Kullanilarak

“Real-time PCR” ile Amplifikasyonun Saptanmasi:

Cogaltilan hedefin 0zgiil olarak saptanmasi amaciyla isaretli problarin
kullanildig1 yéntemlerden biridir. Ozgiil problardan biri 3> ucundan floresan boya ile
isaretli (donodr boya), digeri 5° ucundan alic1 boya (acceptor dye) ile isaretlidir. Bu tiir
problara dual hibridizasyon problari adi verilir ve uzunluklar1 30 niikleotide kadar
olabilir. Lineer hibridizasyon problart kullanilarak “real-time PCR” ile
amplifikasyonun saptanmasi, direkt hibridizasyon esasina dayanir. Baglanma
sonrasinda ikinci probun 5’ ucundan sentez olmamasi i¢in bu uca bir fosfat
baglanmistir. Problar hedef bolge {izerinde birbirine yakin yere (1-5 niikleotid
uzaklikta) baglanir ve isaretli uclar yanyana gelmis olur. iki boyanin yanyana
gelmesiyle aciga ¢ikan enerji, ikinci prob iizerindeki alict boyay: etkileyerek floresan
olusumuna neden olur. Olusan floresan miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine yani PCR ile olusan iriin miktarina bagli olarak artar. Her PCR
dongiisiiniin diisiik sicaklik basamaklarinda prob hedef DNA’ya baglanarak 1sima
saglar, yiiksek sicaklik basamaklarinda hedeften ayrilir. Her dongiide, problarin
baglanabilecegi hedef DNA miktar1 arttig1 i¢in, sinyal miktar1 da artar (92,108,109).

TagMan Problar1  Kullanilarak “Real-time PCR” ile Amplifikasyonun

Saptanmasi (5° ekzoniikleaz aktivitesi):

Bu sistemde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli TagMan
problar1 kullanilir. Bu problara ¢ift isaretli (dual labelled probe) problar
denilmektedir. Probun 5’ ucunda raportor florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici
florokrom bulunur. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef bolge tizerinde, primerlerin
baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob ile hedef bolge arasindaki

hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmast,
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3’ ucundaki baskilayict florokrom madde tarafindan engellenir. Primerlerin hedef
niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun baglandigi
noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi igin Taqg DNA polimeraz enzimi 5’-
3’ekzoniikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yikmaya baglar.
Boylece raportdr florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her dongiide
iretilen {riin arttikca, floresan miktarinda artma gozlenir. Bu yontemde i1sima
probun DNA’ya baglanmasiyla degil, probun kirilarak ayrilmasini saglayan 5°-3’
ekzoniikleaz aktivitesi ile olusur. Bu nedenle bu tiir problara hidroliz problar1 adi

verilir (106,108).

Molekiiler Firkete (Molecular Beacon) ve Diger Konformasyonel Problar

Kullanilarak “Real-time PCR” ile Amplifikasyonun Saptanmasi:

Konformasyonel problarla PCR iiriiniinlin saptanmasi, DNA’ya baglandiktan
sonra meydana gelen yapisal degisiklik sonucunda 1s1ma olusmasi esasina dayanir.
“Molecular beacon” yapilari, TagMan problarindan gelistirilmistir. Bu nedenle
kimyasal yapisi, 5° ve 3’ uclarinda raportdr ve baskilayict florokrom bulunmasi
nedeniyle 5’ niikleaz aktivitesinde kullanilan problara benzerdir. Ancak saptama
asamaslt, probun kirtlmasiyla 1isimanin olusmasi esasina dayanmaz. Bu yapilar 5° ve
3’ uglan bir firketenin iki ucunu olusturacak sekilde, biikiilmiis bir yapida dizayn
edilmiglerdir. Raportdr ve baskilayict molekiillerin komsulugunda birbirine
komplementer diziler vardir. “Molecular beacon” yapisinin komplementer oldugu
hedef DNA’ya tam olarak baglanabilmesi i¢in, bu yapinin dogrusal olarak agilmasi
ve bu sekilde baglanmasi gereklidir. Bu agilarak baglanma sonucunda iki florokrom

birbirinden uzaklasir ve baskilayici etki ortadan kalktigi i¢in 1s1ma olusur (108).

Niikleik Asit Uzerinde Ozgiil Problarin Cogaltilmasi
LCR (Ligase Chain Reaction)

Prob hibridizasyon-ligasyon yontemi olan LCR, DNA saptanmasi amaciyla

gelistirilmig yontemlerden biridir. Bu sistemde termostabil ligaz enzimi kullanilir ve
bu enzim sayesinde primerlerden amplikon iiretmek yerine, problar g¢ogaltilir.
Normal PCR dongiilerinin yapildigi 1s1 dogii cihazinda reaksiyon gergeklestirilir. Bu

yontem ile sadece iki primer boyu kadar uzunlukta amplikonlar elde edilir. Kalip
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DNA denatiire olup tek sarmallar haline geldikten sonra, hedef bolge iizerindeki
dizilere problar yan yana olacak sekilde yerlesirler. Oligoniikleotid problar,
termostabil ligaz enzimi ile birlestirilirler (ligasyon). Orijinal DNA dizi ve ligasyona
ugrasim oligoniikleotid ciftleri bir sonraki siklusta kalip olarak kullanilir. Boylelikle

tekrarlayan dongiiler sonunda hedef dizi milyarlarca kez tiretilmis olur (106).
2.7. Tiiberkiiloz Tedavisi
TB kemoterapisinin genel olarak bes amac1 vardir:

1- Hastada kiir saglamak,
2- Oliimleri engellemek,
3- Relaps1 engellemek,

4- TB bulasinm1 azaltmak,

5- Ilag direnci kazanmis bakterilerin gelismesini durdurmak (110) .

Antitiiberkiiloz ilaglarin ise 3 ana Ozelligi vardir: hastalanmis konagin
dokularinda ¢ogalmakta olan ¢ok biiyiik sayilardaki basilleri hizla dldiirmek, ilaca
direncli klinik olarak anlamli mutant suslarin ortaya ¢ikmalarini 6nlemek, hastalik
bolgelerini etkin sekilde sterilize etmek (111). Bu giin kullanilmakta olan
antitiiberkuloz ajanlar bu {ic amaca hizmet etmektedir.

Izoniazid (INH) ve rifampisin (RIF) en giiclii bakterisidal ilaclar olup TB
basillerinin tiim populasyonlarina kars1 etkindirler. Pirazinamid (PZA) ve
streptomisin (STR) de bakterisidal olmakla birlikte bazt TB basil populasyonlarina
karst etkilidir. Pirazinamid sadece asit ortamda aktiftir. Tedavi rejimleri 2 ay siiren
baslangi¢ donemi ile genellikle 4 ay siiren idame fazini kapsar (110).

Tedavi siireci bagladiginda, TB hastalarinin tedaviye uyumsuzluklar
genellikle karsilasilan 6nemli bir sorundur. Bu sorunun ¢6ziimiinde en etkili yontem,
hastanin ilaglarini i¢erken bir gorevlinin gozlemesidir; bu, dogrudan gozetimli tedavi
(DGT) olarak adlandirilmaktadir. Dogrudan gozetimli tedavi stratejisi ise TB
kontroliinde temel stratejidir (112). DGT, ¢ok farkli 6zellikleri olan birgok iilkede
basartyla uygulanmistir. DGT Tiirkiye’de de son yillarda uygulanmaya baslanmistir
ve giderek daha da yayginlasmaktadir (113).
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DGT wuygulamasi ile ilgili veriler Saghk Bakanligi’'nca aylik olarak
toplanmakta, DGT uygulama siireci ise saha ziyaretleri ve telefon goriismeleri ile
aktif olarak takip edilmektedir. Elde edilen verilere gore Tiirkiye’de 2008 yili
hastalarinda tedavi siiresince yapilan DGT oram1 % 96,6’dir. 2010 yilinda DGT
uygulanan hastalarin %74,7’sine saglik personeli, %25,3’iine ev halki ve diger
gozetmenler tarafindan DGT uygulamasi yapilmistir (7).

TB Olgu Tanimlar

Yeni olgu: Daha once TB tedavisi gormemis veya bir aydan daha az siire
tedavi almis hasta (7).

Kronik olgu: Niiks, tedaviyi terk ya da tedavi basarisizhigi nedeniyle
uygulanan yeniden tedavi rejiminin sonunda hala ARB (+) olan hastalar (7).

Niiks (Relaps): Tedavi edilen ve kiir denilen olgunun yeniden yayma pozitif
olmasi (7).

Kiir: Baslangicta ARB (+) olan olgunun biri tedavinin idame doéneminde

digeri tedavinin tamamlandig1 sirada olmak tizere en az iki kere ARB (-) olmasi(7).

2.8. Tiiberkiilozda flac¢ Direnci

MTBK suslarinda direng, dogal olarak diren¢ genlerinin varliina veya
spontan mutasyonlara bagli olarak gelismektedir. Bakteriler aras1i gen aktarimi
yoluyla diren¢ olugsmamaktadir. Plazmitlere bagl diren¢ tanimlanmamistir. Dogal
direng olasihigi: RIF igin 108, INH ve etambutol (EMB) icin 10, STR igin 107,
INH+RIF birlikte kullanildiginda 10" INH+RIF+ETB birlikte kullanildiginda 102°
kadardir (114,115).

Direnc ile lgili Tanimlar

Direngli olgu: En az bir TB ilacina direncli hasta.

Primer diren¢: Bir aydan kisa siire ya da hi¢ ilag kullanmamis hastada
goriilen direng. Primer direng; basilin alindigi kaynaga ait olan direngtir. Bir
toplumdaki sekonder diren¢ oramiyla paralellik gostermektedir. Primer direng
oranimnin yiiksek olmasi o toplumda uygulanmakta olan TB korunma ve kontrol

onlemlerinin yetersizligini yansitmaktadir (116).
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Sekonder diren¢ (kazanilmis): Baslangigta duyarli olan basillerle infekte
olan TB hastasinda, uygun olmayan tedaviye (ilag se¢imi, erken ilag kesme, tedaviye
uyumsuzluk) bagli olarak direngli mutantlarin artmasi sonucu gelisen direngtir.
Artmis sekonder direng, uygulanmakta olan tiliberkiilloz tedavi protokoliiniin

yetersizliginin gostergesidir (116).

Cok ilaca direncli TB (CID-TB): TB tedavisinde kullanilan birinci segenek
ilaclardan en az INH ve rifampisine karst direncin birlikte bulunmasi olarak
tanimlanir. Bu diren¢ kalibinda tedavi basar1 oran1 %56 gibi diisiik diizeylerdedir.
CID-TB’li hastalarin ortaya c¢ikisi, o iilkede uygulanan tedavi programlarinin
yetersizliginden kaynaklanmaktadir. CID-TB gelisimi insan kokenli hatalardan
olusmaktadir (4).

CID-TB tedavisi zor ve pahali olup, ilaglarin daha uzun siire kullanimin
gerekmektedir. Hastalar uzun siire yayma pozitif kaldiklarindan daha cok kisiyi
enfekte edebilirler. CID-TB’li hastalardan enfeksiyonu alan kisilerde hastalik
gelisince, benzer direng kalibi ortaya ¢ikmaktadir (primer CID-TB). Bu durum
gelecek nesiller icin TB tedavisini kisith bir hale getirmektedir (4,53). CID-TB
olgularmin sayis1 giderek artmaktadir. 2011 yilinda diinya genelinde akciger
tiiberkiilozlu hastalarm 310,000’inin CID-TB oldugu bildirilmistir (4). Tiirkiye’de
ise 2009 yilinda biitiin tiiberkiilozlu olgularin arasinda 222 (%5,1) CID-TB olgusu
bildirilmistir (7).

Yaygin ila¢ direngli TB (YID-TB): YID-TB, INH ve RiF yaninda bir
florokinolona ve enjekte edilebilir i aminoglikozidden ( kanamisin, kapreomisin ve
amikasin) en az birine dire¢ durumudur (4).

YID-TB tedavisi, CID-TB gére daha masrafli ve zordur (117). Bunun yan
sira YID-TB’da mortalite daha yiiksektir. Diinya genelinde YID-TB olgusu, tiim TB

olgulart arasinda %9 oraninda goriilmektedir (4).

2.9. Antitiiberkiiloz ilaclarin Etki ve Diren¢ Mekanizmalar

Giiniimiizde TB tedavisinde kullanilan ilaglar birinci sira (primer, major) ve

ikinci sira (sekonder, minor) olarak iki grupta toplanmaktadir (118,119). Birinci sira
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ilaglar; INH, RIF, PZA, ve EMB’den olusmaktadir. Bu ilaglarin, EMB disinda
bakterisidal etki gosterdikleri kabul edilmektedir. Ancak diger antimikrobiyal
ilaglarda oldugu gibi bu ilaglar1 bakteriyostatik ve bakterisidal olarak siniflamak pek
uygun goriilmemektedir. Ciinkii alinan dozlara, birlikte kullanilan diger ilaglara ve in
vivo etkinlige bagli olarak bakteriyostatik ve bakterisidal etkinliklerin degisiklige
ugrayabildigi farkli klinik c¢alismalarla gosterilmistir. Sozii edilen bu ilaglarin
toksisiteleri azdir ve kombine sekilde kullanildiklarinda oldukga etkilidirler. Basiller
duyarli oldugu siirece TB tedavisi bu ilaglardan olusan tedavi rejimleri ile
yapilmalidir (118).

Ikinci sira ilaglar; kapreomisin, kanamisin, etionamid, paraaminosalisilik asit,
ofloksasin, siprofloksasin , sikloserinden ve sreptomisinden olusmaktadir. Bu grup
ilaclar, birinci segeneklere gore daha az etkili, daha ¢ok toksik ve daha az tolere
edilebilen ilaglardir. kinci segenek ilaclar, genellikle birinci segenek ilaglara karsi
direng gelistiginde ya da toksik etki meydana geldigi durumlarda kullanilirlar (118).

Diger ilaglar; TB tedavisinde kullanilan diger ilaglar olan Kinolonlar,
amikasin, rifabutin, klofazimin ve beta laktam-beta laktamaz inhibitor
kombinasyonlari, imipenem, proklorperazin, metronidazol ve linezolid bu grup
icersindedir (120,121).

2.9.1.Rifampisin

RIF, DNA’ya bagimli RNA polimerazin beta alt iinitesine baglanip RNA
sentezini inhibe ederek etkisini gosterir. Bu ilag, yari-sentetik, bakterisidal
etkilidir(122). 2011 Verem Savas Daire Baskanligi’nin raporuna gére Tiirkiye’de
rifampisine primer diren¢ %3,8 sekonder direng %23,2 olarak saptanmistir (7).
Yaklasik 500 rifampisine direngli MTBK izolatinin %96’sinda rifampisin
direncinden, RNA polimerazin beta alt iinitesini kodlayan rpoB geninin 81bp’lik
RDBB bolgesindeki mutasyonlarin sorumlu oldugu gosterilmistir (123). En sik
goriilen (~%50) ve yiiksek MIK degerli direngten sorumlu mutasyon 531. kodon
mutasyonudur. Ikinci siklikla 526. kodon mutasyonlari bildirilmektedir (1). Diisiik
MIK degerli rifampisin direnci 511, 516, 518 ve 522. kodonlardaki mutasyonlarla
iligkili bulunmustur (123).
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2.9.2. lzoniazid

INH bir 6n ilagtir, katalaz-peroksidaz enzimiyle aktive olur. Sentetik
yapidadir. Cogalan basiller iizerine bakterisid etkilidir(122). 2011 Verem Savas
Daire Baskanligi’nin raporuna gore Tiirkiye’de izoniazide primer direng %10,2
sekonder direng %30,5 olarak saptanmistir(7). MTBK suslar1 bu ilaca yiiksek oranda
spontan direng gelistirme 6zelligine sahiptir. Etkisini mikobakteri duvarinin énemli
yap1 tas1 olan mikolik asit sentezini Onleyerek yapmaktadir. INH, MTBK suslar1
tarafindan alindiktan sonra mikobakteriyel katalaz-peroksidaz enzimi tarafindan
okside edilerek aktif ara tiriinlere pargalanir. INH nin aktif metabolitleri mikolik asit
sentezinde rol alan ve inhA geni tarafindan kodlanan bir enzim olan enoil agil carrier
protein rediiktazi (enoil ACP rediiktaz) inhibe etmektedir. Boylece hiicre duvari
sentezi i¢in Odnemli olan mikolat yapimindaki yag asidi uzamasi engellenmis olur.
Bakteriyi koruyucu katalaz peroksidaz enziminin INH tarafindan inhibe edilmesi de
diger bir etki mekanizmasidir. INH’a kars1 direngten sorumlu tutulan gen
mutasyonlar1 sunlardir:
katG mutasyonu: MTBK suslarinin katalaz-peroksidaz enzimini kodlayan katalaz-
peroksidaz genindeki (kat G) mutasyon, katalaz negatif suslarda izoniazidin aktif ara
tirtinlere donememesine neden olur ve ilaca direng ortaya ¢ikar. Bu mekanizma
klinik izolatlardaki ilag¢ direncinin ~%50’sinden sorumludur (52).
inhA mutasyonu: Bu gendeki mutasyonlarin ¢ogu inhA gen ekspresyonunun
artmasina, dolayisiyla mikolik asit sentezinin siirekliligine neden olan fazla miktarda
enzim olusmasina neden olur. INH direncinin yaklasik %25’inden sorumludur (115).
ahpC mutasyonu: INH direncinin ~%10-15’inden sorumlu olan bu direncin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, ahpC geninin duzenlenmesinden
sorumlu olan oxyR geninde dogal olarak gorulen eksikliklerin bu direncle iliskili
oldugu distintilmektedir (115).

2.9.3. Pirazinamid

PZA, nikotinamidin sentetik analogudur (122). CLSI, klinik 6rnekten izole
edilen her bir MTBK susunun PZA duyarliliginin ¢alisilmasini 6nermektedir (35).
PZA bakterisidal etkili bir ilagtir. Oldukg¢a gii¢lii tiiberkiilosid etkisi vardir. Bu
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etkisini hem ¢ogalma halindeki hem de yar1 dormant duruma ge¢mis mikobakteriler
tizerinde gosterir. Monositler ve makrofajlar igindeki yavas ¢ogalan mikobakteriler
iizerinde en etkili tiiberkiilosiddir. Kazedz lezyonlardaki mikobakterilere RIF kadar
etkilidir. INH’den ise daha fazla etkilidir (122,124) . PZA, TB tedavisini kisaltmada
¢ok onemli bir rol oynar; ¢iinkii PZA diger TB ilaglar1 tarafindan 6ldiiriilmeyen
asidik ortamlardaki yar1 dormant basil popiilasyonunu o6ldiiriir. PZA’nin aktivite
gostermesi i¢in neden asidik bir ortama gereksinim duydugu bilinmemektedir.
Tiberkiilosid  etkisinin  mekanizmast  belli  degildir. Giliniimiizde tedavi
programlarinda birinci sira ilag seklinde INH ve RiF’e ek olarak kullanilmaktadur.
Eliminasyon yarilanma émrii 10-16 saattir (124).

Tiirkiye’de tek basina pirazinamide primer diren¢ %3, sekonder diren¢ %13
olarak saptanmustir (7). MTBK suslarinin {irettigi pirazinamidaz enzimi, pirazinamidi
pirazinoik asit denilen aktif sekline doniistiiriir. PZA direncgli kdkenler pirazinoik
aside duyarlidir, ancak pirazinoik asit farmakokinetik o6zelliklerinden dolay1 in vivo
etkisizdir. Pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA genindeki mutasyonlar
pirazinamid direncinden %70-100 oraninda sorumlu bulunmustur. Direng enziminin
islevinin bozulmasina bagli oldugu icin mutasyonlar pncA geninde ¢ok ¢esitli ve
degisik bolgelerde goriilmektedir (124). Buna karsin pncA geninin ii¢ bolgesinde (3
ile 17, 61 ile 85 ve 132 ile 142. kodonlar arasinda) belli bir kiimelesme
goriilmektedir. Bu bolgede anlamsiz (missense) mutasyonlarin yanisira delesyon,
insersiyon ve terminasyon mutasyonlarinin olabilecegi bilinmektedir. Yiiksek MiK
degerli pirazinamid direnci olan ancak pncA geninde mutasyon igermeyen izolatlarda

bagka diren¢ mekanizmalarinin etkili oldugu diisiiniilmektedir (123).

2.9.4. Etambutol

EMB, sentetik yapida, bakteriostatik etkili bir ilagtir (123). Etambutol
arabinogalaktan ve lipoarabinomannan sentezinde rol alan arabinozil transferaz
enzimiyle etkileserek MTBK’ nin hiicre duvari sentezini bozar. Arabinozil transferaz
enzimini kodlayan embCAB geninde meydana gelen mutasyonlar % 70 oraninda
etambutol direncinden sorumludur (123). Ozellikle en sik gériilen mutasyonlar % 60
oraninda embB geninin 306. kodonundaki metionin aminoasidindeki degisiklige
baghdir (1,123,126). Metionin aminoasidi izolosine (ATG —»ATC, ATA ve ATT
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mutasyonlart ile), 16sine (ATG —»CTG mutasyonu ile) ve valine (ATG*»GTG

mutasyonu ile) doniisebilmektedir.

2.9.5. Streptomisin

STR, bakterisidal etkili bir aminoglikozittir (122). STR bakteri ribozomuna
baglanarak protein sentezini inhibe eder. Ribozomal protein S12’yi 11 kodlayan rpsL
genindeki mutasyonlar (% 60) ve 16S rRNA’y1 kodlayan rrs genindeki mutasyonlar
(< %10) STR direncinden sorumludur. En sik goriilen rpsL genindeki Lys 43 Arg
mutasyonu olup daha nadiren Lys 43 Thr mutasyonu da goriilmektedir (123). Bu
gende ayrica Lys 88 Arg veya Lys 88 GIn mutasyonlar1 da saptanmistir. Bu gendeki
mutasyonlar yiiksek MiK degerli STR direncinden sorumlu bulunmustur (123). STR
direncinden sorumlu diger mutasyonlar rrs geninin 530 halkas1 ve 915 bolgesinde
bulunmaktadir. STR’e kars1 diisiik degerli MiK direncinin, hiicre zarnda olusan
degisiklikler sonucu ilacin hiicre icine girisinin azalmasiyla olabilecegi
distiniilmektedir (123).

2.9.6. Kanamisin, Amikasin, Kapreomisin

Kanamisin, amikasin ve kapreomisin protein sentezini inhibe ederek etkilerini
gosteren aminoglikozitlerdir. STR ile kanamisin veya amikasin arasinda g¢apraz
diren¢ bulunmazken, kanamisin ve kapreomisin arasindaki c¢apraz direng
degiskendir. Kanamisin ve amikasine karsi yiiksek MIK degerli direngten rrs
geninde A 1400 G niikleotid degisikliginin sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (123).

2.9.7. Florokinolonlar

Florokinolonlarin bakterideki hedefi DNA giraz (Topoizomeraz II) enzimidir.
Bu enzim kromozomal ¢ift sarmalli bakteri DNA’sinda reversibl kesme, tekrar
baglamafonksiyonuyla negatif kivrilmalar yaparak, DNA’y1 hiicre i¢ine sigdirir
(123). DNA giraz enzimi gyrA geni tarafindan kodlanan iki A alt ve gyrB geni
tarafindan kodlanan iki B alt birimden olusur. MTK’in gyrA genindeki kiigiik bir
bolgesinde olusan mutasyonlar yiiksek MIK degerli kinolon direncinden sorumlu
bulunmustur (>%90) (123). Bununla birlikte gyrB genindeki mutasyonlar nadirdir,
diisik MIK degerli direngten sorumludur ve fenotipe her zaman direng olarak

yansimamaktadir.
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2.9.8. Rifabutin

Rifampisin, rifamisin-B’nin yar1 sentetik tirevidir, rifabutin ise rifamisinin
spiropiperidil derivesidir(123) . Etki mekanizmasi rifampisinle aynidir. Rifampisin
ve rifabutin arasinda capraz direng oram yiiksektir. Ozellikle HIV’le enfekte

hastalarin tedavisinde tercih edilir (75).

2.9.9. Ethionamid

isoniazid ethionamide

Sekil 2.3. Izoniazid ve ethionamidin molekiiler yapilari (125).
Ethionamid, izoniazidin yapisal analogu olup, MTK’de mikolik asit
biyosentezini inhibe eder. Ethionamid direncinden inhA genindeki mutasyonlarin

sorumlu oldugu diistiniilmektedir (123).
2.9. ila¢ Duyarhih@nin Belirlenmesi

MTBK suslarinin  neden oldugu enfeksiyonlarin etkili tedavisinin
yapilabilmesi i¢in, tedavide kullanilan antitiiberkiiloz ilaglarin duyarliliklarinin
belirlenmis olmasinin 6nemi biiyiiktiir. CLSI'in M24-A2 kodu ile yaymnladigi
dokiimaninda MTBK duyarlilik testleri igin standartlar belirlenmistir (35). Buna gore
orantt yontemi PZA hari¢ bitiin antitiiberkiiloz ilaglarin  duyarliliklarinin
calisilmasinda standart metod olarak kabul edilmistir. Orant1 yontemini PZA
duyarliligr i¢in kanitlanmis dogru bir yontem degildir. Cilinkii PZA duyarliliginin
caligilabilmesi i¢in asit pH’ya ayarlanmis agarda mikobakteriler iireme safhasinda
Olebilmektedir veya {iremeleri durabilmektedir. Bu nedenle PZA duyarliligi
calisilmasinda radyometrik yontem olan Bactec 460 TB sistemi referans yontem

olarak onerilmektedir (35). PZA duyarliligi ¢alismak i¢in radyometrik olmayan
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ticari hizli stv1 kiiltlir duyarhilik sistemleri gelistirilmistir. MGIT 960°da bunlardan
biridir. Bu sistemlerin performanslarinin radyometrik sisteme esit oldugu yapilan

calismalarda gosterilmistir (35,127).

Duyarlilik testleri, dogrudan veya dolayli olarak uygulanabilmektedir.
Dogrudan testte, ARB pozitif klinik 6rnek islendikten sonra, ilaghh ve ilagsiz
besiyerine ekilmektedir. Dolayli testte ise, besiyerinde saf olarak {iretilmis

basillerden hazirlanan siispansiyondan, ilaclh ve ilagsiz besiyerine ekim yapilir (35).

Antimikobakteriyel duyarlilik belirlenmesinde kullanilan yontemler, kiiltiire

dayal1 yontemler ve molekiiler yontemler olmak {izere iki gruba ayrilabilir.

2.10.1. Kiiltiire Dayah Yontemler
Kiiltire dayali yontemler, klasik ve hizli kiiltiir yontemleri olmak iizere iki

gruba ayrilmaktadir.

Klasik Kiiltiir Yontemleri

Orant1 Yontemi (Dogrudan-Dolayl)

Bu yontemde MTBK suslart kiiltiirde {iredikten sonra 0.5-1 McFarland
hazirlantp 102 ve 10* dilusyonlar1 basillerden ayarlanan inokulumun birkag
diliisyonu esit miktarlarda ilag iceren ve ilag icermeyen agar temelli besiyerlerine
ekilip 3 hafta inkiibe edilir. Burada kullanilan besiyerleri Middlebrook 7H10 veya
7H11°dir. Inkiibasyon sonunda ila¢ igeren besiyerindeki koloni sayisinin, ilag
icermeyen besiyerindeki koloni sayisina orani direngli basillerin oranini1 gosterir.
Test edilen suslarda hesaplanan direng yiizdesi %1’den daha fazla ise o susun test
edilen antibiyotige direngli oldugu kabul edilir (35). Sonuglar genellikle, 21 giinliik
inkiibasyon sonrasinda elde edilir (128).

Hizh Kiiltiir Yontemleri

Hizli kiiltiir yontemlerine 6rnek olarak E-test, Alamar Mavisi Kolorimetrik
Yontemi, Mycolor TK gibi yontemler sayilabilmektedir. CLSI tarafindan 6nerilen
sistem olan Bactec 460 ile galismamizda kullanilan MGIT 960 sistemleri yaygin

olarak kullanilan sistemlerdir (35).
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BACTEC 460 Sistemi

BACTEC TB 460 sistemi klasik yontemlerle ayni temele dayanir. Farki sivi
besiyeri (Middlebrook 7H12;12B) kullanilmast ve 3 hafta sonra koloni sayilmasi
yerine, iiremenin radyometrik olarak takip edilmesi ve sonuglarin 4-5 giin icerisinde
verilebilmesidir. Bu yontemle 6zellikle ilk sira antitiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarlilik
test edilebilmektedir. Direngli basillerin oraninin belirlenememesi ve radyoaktif
madde kullanim1 gibi dezavantajlara sahipse de, hizli, giivenilir bir yontem olmas1 ve
agar oranti metodu ile %90 uyumlu olmasi nedeniyle bir¢ok merkez tarafindan
kullanilmaktadir. Bu yontemde duyarlilig1 saptanacak her sus igin dort antibiyotikli
(STR, INH, RIF, EMB) ve bir antibiyotiksiz olmak iizere bes adet 12B besiyeri
kullanilir. Besiyerlerine her ilagtan 0.1 ml ve 12B besiyerinde iireme indeksi (Growth
Index=Gl) 500-800 arasinda olan denenecek sustan 0.1 ml eklenir. Kontrol sisesinin
hazirlanmasi igin, orijinal sus Bactec diliisyon sivisi ile %1 direnci saptamak igin
1/100 oraninda sulandirilir. 37°C°de inkiibe edilen besiyerleri Bactec cihazinda her

giin ayni saatlerde okutularak, 4-12 giin boyunca GI” lar1 takip edilir.

BACTEC MGIT 960 SIRE

Kiiltiirdeki MTBK suslarinin STR, INH, RIF ve EMB’ye kars1 duyarliligin1
test etmek tizere MGIT 960 cihazinda uygulanan hizli ve kalitatif bir yontemdir
(128). Bactec MGIT 960 SIRE Kit MTBK’nin antimikobakteriyel duyarlilik testi
igin tasarlanmistir. SIRE kiti 20 mL Middlebrook, sigir alblimini, katalaz, dekstroz

ve oleik asitten olusan (OADC) zenginlestirici igerir.

BBL MGIT 7 mL mikobakteri tireme indikator tiipli, mikobakterilerin
cogalmasii ve saptanmasini destekleyen modifiye edilmis Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri igeren bir tiiptiir. MGIT tiipii, yuvarlak alth tiiptin alt kisminda bulunan
silikonla kaplanmig floresan bir bilesim igerir. Floresan bilesik, sivi besiyerinde
¢Ozlinen oksijenin  varligma duyarhdir. Cozinmiis oksijenin  baslangic
konsantrasyonu bilesik emisyonunu bastirdig1 i¢in ¢ok az floresans tespit edilebilir.
Daha sonra, aktif olarak solunum yapan mikroorganizmalarin oksijeni tiiketmesi

bilesimin floresans vermesine neden olur (128).
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Bactec MGIT 960 SIRE kiti 4 ila 13 giinliik kalitatif bir testtir. Bu test,
MTBK izolatinin, ilag icermeyen tiiple karsilaltirildiginda ilag iceren tiipte liremesine
dayanir. Bactec MGIT cihazi, tiipleri artan floresans bakimindan izler. Cihaz
tarafindan ilag iceren tiipteki floresans iireme kontrolii tiiplindeki floresansla
karsilastirilarak, duyarlilik sonuglart belirlenir. Bactec MGIT cihazi, onceden
tanimlanmis (ilag igeren tiipteki iiremeyi, lreme kontrolii tiipiindeki iiremeyle
karsilastiran) algoritmalar1 kullanarak bu sonuglar1 otomatik olarak yorumlar ve

duyarl veya direngli sonug cihaz tarafindan rapor edilir.

Bactec MGIT 960 SIRE testi, duyarlilik sonucunu Bactec 460TB sistemi ile
yaklasik olarak ayni zaman araliginda verir. Ayrica, bu yontem radyometrik olmayan
bir yontemdir ve uygun antibiyotik duyarliligi sonuglarinin ¢ogu durumda oranti

yontemine gore daha dnce raporlanmasina olanak verir (128).

2.10.2. Molekiiler Yontemler
MTBK  suslarinda ila¢  direncinin  molekiiler = mekanizmalarinin
anlagilmasindan sonra, direncin erken saptanmasina yonelik molekiiler yontemleri
kullanma c¢alismalar1 baglamistir (1,2,34,129-131). Klasik yontemlerde haftalar
stiren duyarlilik testlerinin molekiiler yontemlerle kisa siirede alinabilmesi
hedeflenmistir. Direngten sorumlu mutasyonlar1 taramak i¢in kullanilan molekiiler
yontemler; uygun antibiyotiklerle erkenden tedaviye baglanmasina, tedavinin basarili
olmasina ve tiiberkiilozun kontrol altina alinmasina biiyiik katki saglayacaktir. Bu
yontemlerden bir kisminda kiiltiire gerek kalmadan, dogrudan klinik 6rnek iizerinden
yapilan uygulamayla direng ortaya konulabilmektedir (115). Molekiiler yontemlerle
en iyi sonu¢ RIF direncini belirlemede alinmakta; SM, INH ve siprofloksasine
direngli suslarin sirasiyla ~%40, %10-15 ve %25 kadari bu yoOntemlerle
saptanamamaktadir (132). Molekiiler yontemlerin dezavantajlari; yiiksek maliyet,
Klinik olarak dirence yol agan bakteri toplulugu i¢indeki direngli suslarin duyarlilara
oraninin kesin olarak belirlenememesi, saptanan mutasyonlarin (sessiz mutasyonlar)
her zaman ilag direnciyle iliskili olmamasidir (132).
Kullanilan molekiiler yontemlerin ¢cogunda {i¢ ana agama vardir:
1) Klinik 6rneklerden niikleik asitin ekstraksiyonu,

2) Gendeki direngten sorumlu spesifik bolgenin amplifikasyonu,
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3) Cogaltilan gen bolgesi tizerindeki mutasyonlarin saptanmasi (33).

Bu agamalardaki islemler kisaltilabildigi 6l¢iide uygulanan testin sonug verme
siiresi erken olabilmektedir. Yontemlerin ¢ogunda zaman kaybinin, cogaltilan
genlerdeki direngle iliskili mutasyonlarin gosterilmesi asamasinda yasanmaktadir. Bu
asamada birgok yontem kullanilmaktadir. Kati faz hibridizasyon testleri (INNO-
LiPA RIF TB, GenoType MTBDR, microarray), DNA dizi analizi, PCR tek zincir
konformasyon polimorfizmi (single strand confirmation polymorphism analysis)
(PCR-SSCP), heterodupleks analizi, “pyrosequencing”, mutasyona 6zgii primer ile
amplifikasyon, “real-time PCR” ve amplifikasyon iriiniin mutasyona 0&zgi
restriksiyon  enzimle analizi gibi islemlerle hedef gendeki degisimler

saptanabilmektedir (1,133-138).

DNA Dizi Analizi

Bu yontemle bilinen mutasyonlar yaninda, dnceden bilinmeyen mutasyonlar
da saptanabilmektedir. Genelde 6zgiillik ve duyarliligi tam olarak bulunmaktadir
(139). Ancak, geleneksel DNA sekanslama igleminin 1-2 giin igerisinde sonug
vermesi ve fazla maniiplasyon islemlerinin olmasi nedeniyle rutin uygulanan bir
yontem degildir (132). Cogunlukla diger molekiiler test sonuglarini dogrulama ve
arastirmalar i¢in kullanilmaktadir. En yaygin olarak, Sanger’in gelistirdigi zincir
sonlandirma metodu kullanilmaktadir (45). Bu yontemde PCR karisimina deoksi
niikleotid trifosfatlarin (ANTP) yaninda dideoksi niikleotid trifosfatlar (ddNTP) da
konulur. ddNTP’lerin, deoksiribozlarmin 3> wucunda OH grubu yoktur.
Polimerizasyon sirasinda DNA polimerazin yeni zinciri sentezlemesi esnasinda,
dNTP’leri kullanirken bir tane ddNTP denk gelip kullandiginda polimerizasyon
islemi durur. Ciinkii 3> OH grubu olmayan ddNTP baglandiktan sonra, pesine yeni
bir baz baglamaz. Zincir bu noktada isaretli niikleotid ile sonlanmaktadir. Bu
yontemle DNA dizi analizi manuel veya otomatize olarak yapilabilmektedir.
Otomatize sistemde floresanla isaretli ddNTP’ler veya primerler kullanilir.

Boylelikle baz dizilimi goriinebilir hale getirilmektedir (107).
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Kat1 Faz Hibridizasyon Testleri:

Kat1 faz hibridizasyon yontemleri temel molekiiler calismalarin uygulandig:
alt yapr olanaklar1 smirli laboratuvarlarda bile kolayca uygulanabilen duyarli ve
ozgiil  yontemlerdir. Onemli dezavantajlar1  bilinen  mutasyonlar i¢in
tasarlandiklarindan yeni mutasyonlar1 saptayamamalar1 ve ayrica amplifikasyondan
sonraki asamalarda yogun is yiikii ve zaman kaybinin olmasidir. Kati fazda ters
hibridizasyon esasina dayanan yontemin Inno-Line Probe Assay (InnoLiPA Rif TB)
ve GenoType MTBDR/MTBDR plus olmak {iizere iki ticari Kiti bulunmaktadir.
InnoLipa MTBK suslarinda RIF direncini saptayabiliyorken, MTBDR plus RiF ve
INH direncini saptayabilmektedir (133).

DNA Mikrogip (Microarray) Analizleri

Kati faz hibridizasyon esasli diger bir yontem DNA mikrogipleridir.
Mikbakterilerin tanimlanmasina ve ¢ok sayida farkli mutasyonlarin saptanmasina
olanak saglamaktadir. DNA mikrogip ile yapilan ¢alismalarda katG, inhA, rpoB,
rpsL ve gyrA genlerindeki mutasyonlarin belirlenmesinde dizi analizi ile uyumlu
sonuglar alinmistir (134). Yontemin en 6nemli avantaji klinik 6rnekten bakterinin
saptanmasi, tiir tayini, ila¢ direncinin arastiritlmasi ve viriilans geninin ayni anda
belirlenmesine olanak vermesidir. Dezavantaji ise pahali ve ilaglarin birgogunun
direnciyle ilgili mekanizmalarin tam olarak bilinmemesi nedeniyle heniiz beklenen
diizeyin altinda, sinirli sayida laboratuvarda uygulama olanagi bulmasidir (133,134).
Mikobakteriler i¢in gelistirilmis olan “CombiChip Mycobacteria Drug Resistance
detection DNA chip” yontemi ticari olarak molekiiler yontemler piyasasinda yer

bulmaya ¢alismaktadir (133).
“Real-time PCR” (Ger¢ek Zamanh PCR) ile Mutasyonlarin Saptanmasi

Yukarda bahsedilen yontemlerin hemen hepsinde 6rnek hazirlama, niikleik
asit ekstraksiyonu, amplifikasyon ve sonu¢ gézlemleme iglemleri ayri birer basamak
olarak yapilmaktadir. Bu asamalar, bir taraftan zaman kaybi1 diger taraftan da is
yiikiinde artis ve bazen de gereksiz maliyet artisina neden olmaktadir. Teknolojik
gelismelere paralel olarak TB basillerinde tan1 ve direnci belirlemede kullanilan

molekiiler testlerde de onemli ilerlemeler kaydedilmistir. En &nemli ilerleme
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amplifikasyon ve sonug gozleme islemlerinin es zamanli olarak yapilabildigi “real-
time PCR” yontemlerinin uygulamaya girmesidir. Amplifikasyon ve analiz
islemlerinin kapali tek tiip i¢inde yapildigr bu yontem, DNA izolasyonunu takiben
1.5-2 saat igerisinde tamamlanmakta, bazi antitiiberkiiloz ilaglara direnci belirlemede
kullanilabilmektedir (1,18,20,129). ila¢ direncinin “real-time PCR” ile saptanmasi,
dirence siklikla neden olan mutasyonlarin bakteri genomunun belli bolgelerinde
kiimelenmesi durumunda faydali olmaktadir. Ciinkii mutasyonun gen {iizerinde
yaygin olmasi, mutasyonu kapsayacak prob sayisinda artisa dolayisiyla maliyet
artisina neden olmaktadir. Bu nedenle PZA direncine neden olan mutasyonlar gibi
direng bolgeleri, gen tizerinde olduk¢a daginik halde bulundugu icin bu tarz ilaglarin

“real-time PCR” ile duyarliliklar1 heniiz ¢alisilamamaktadir (140).

Mutasyonlarin  kiimelestigi durumda, genellikle mutasyon bdlgelerini
kapsayacak sekilde dizayn edilmis FRET problar1 kullanilmaktadir. FFRET
problarinin kullanildig1 ¢aligmalarda, bir verici floresan boya molekiilii ile isaretli
baglant1 probu, bir de alic1 floresan boya molekiilii ile isaretli saptama probu olan 2
adet FRET probu, MTBK suslarinda ila¢ direncini saptamak i¢in kullanilir. FRET
problarindan saptama probu mutasyon aranan bdlgeye, baglanti probu ise bu
bolgenin hemen yakinindaki bdlgeye uygun olarak hazirlanir. Aralarinda 1-5
niikleotit uzaklik olacak sekilde yerlesen problar, DNA zincirine baglandiklarinda,
alic1 ve verici boya molekiilleri yan yana gelir. Bu sayede yan yana gelen problardan
baglant1 probundan saptama probuna enerji transferi olur ve saptama probu floresans
yayar (147). Bu galismalarda, rpoB gen bolgesindeki mutasyonlari saptamak igin iki
FRET probu gerekmektedir. Bunun yani sira katG 315 mutasyonunu saptamak igin
de iki ayr1 prob gerekmektedir. Bu sayede testin maliyeti, bizim testimizin

maliyetinden ¢ok daha fazla olmaktadir.

Maliyet sorunun yani sira, FRET probu temelli erime egrisi analizi sadece
Roche firmasinin Light Cycler cihazlar i¢in gelistirilmistir. Bu da FRET problarinin

diger “real-time PCR” cihazlarinda kullanilmasini kisitlayan en biiytlik sorundur.

Giliniimiizde artik bazi c¢aligmalarda yeni olarak gelistirilen yiiksek
¢coztinirliklii erime (HRM) analizi yapilmaktadir (28-30). HRM analizi, mutant

suslarda mutasyon tasimayan suslarin EST derecelerindeki c¢ok kiigiik farkliliklart
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saptayabilmektedir. Ancak bunun i¢in olduk¢a gelismis “real-time PCR” cihazlari
gerekmektedir. Bu calismada ise, mutant olan ve olmayan suslarin EST degerleri
arasinda en az 5,0°C fark olmasi nedeniyle, bu ayrim kolaylikla normal bir “real-time
PCR” cihazinda gozlemlenebilmektedir. Tiim problar ayni floroforla isaretli oldugu
icin de tek kanalli “real-time PCR” cihazi bile, bu multipleks uygulama i¢in

yeterlidir.

TagMan problarmin kullanildig: bir “real-time PCR” uygulamasinda floresan,
problarin hedef DNA’ya baglanmasi ile degil, probun kirilarak ayrilmasini saglayan
5’-3’ ekzoniikleaz aktivitesi ile olusmaktadir. Bu nedenle bu tiir problara hidroliz
problar1 adi verilmektedir. Gerek hibridizasyon (FRET) problari kullanildiginda,
gerekse hidroliz problart kullanildiginda, her PCR dongiisiinde olusan floresan 1g1ma
miktart artar. Ancak floresan sinyali olusumu, hibridizasyon problarinda hedef
DNA’ya baglanma sonucunda olusurken, hidroliz problarinda hedef DNA’dan
ayrilma sonucunda olusur (109). Bu nedenle hibridizasyon problar1 mutasyonlarin
saptanmasina yonelik erime egrisi analizi i¢in uygulanirken, hidroliz problar1 erime
egrisi analizinde kullanilmamistir (108) Ancak TagMan problart 5°-3° ekzoniikleaz
aktivitesi olmayan aTaq polimeraz ile kullanilarak erime egrisi analizine uygun hale
getirilmislerdir (1). Bu sayede TagMan problar1 amplifikasyon asamasinda polimeraz
enzimi tarafindan kirilmadig i¢in, erime egrisi analizine kadar hedef diziye bagl bir

sekilde bulunmakta ve erime egrisi ¢izdirilerek mutasyonlar saptanabilmektedir.

TagMan problariyla mutasyon saptanirken, erime egrisi programi, PCR
dongiileri tamamlandiktan sonra baglamaktadir. Tiipler cihaz tarafindan yavas yavas
95°C’ye 1sitilir, yeniden denatiirasyon islemi baslar. Bu esnada mutasyon bdlgelerine
baglanmis olan problarin da sicaklik artisina bagli olarak ayrilmaya baslayip,
raportor florokromun da bu ayrilma sirasinda kirilmasiyla yogun floresan agiga cikar.
Sonrasinda da floresan miktar1 hizla diiser. Floresanin en hizla diistiigii bu ayrilma

sicakligi, erime sicakligi tepe (EST) degerini vermektedir (107,109). (Bkz. Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. 5’-3” ekzoniikleaz aktivitesi olan ve olmayan polimeraz enzimleriyle

“real-time PCR” uygulamasi ve erime egrisi analizi karsilastirmasi

Sekilde gosterilen 1. basamakta, DNA denatiirasyona ugrayip ¢ift sarmal
yapist ayrilmaktadir. 2. basamakta tek zincir haline gelen DNA dizilerine,
komplementer olan ve hazirladigimiz PCR karisiminda bulunan primer ve problar
karsilasir ve baglanir (3. basamak). 4. asamada ise primere gelip baglanan ve Taq
polimeraz enzimi, polimerizasyona baslar. Bu esnada karsisina ¢ikan herhangi bir
diziyi (DNA parcasi, prob vb.) de 5°-3’ ekzoniikleaz aktivitesiyle pargalayip
polimerizasyona devam eder. Probun raportér florokromu, kopma etkisi ile
baskilayict florokromun etkisinden kurtulur ve floresan aciga c¢ikar. Ancak bizim
calismamizda kullanilan aTaq polimeraz enziminin 5°-3° ekzoniikleaz aktivitesi
olmadig1 i¢in amplifikasyon sirasinda problar DNA’ya bagli halde kalir. PCR
tamamlandiktan sonra, erime egrisi programindayken 1sinma ile DNA ¢ift sarmali
yeniden denatiire olmaya baslar. Bu esnada TagMan problarinin raportdr florokrom

kismi1 kopar. Floresan agiga ¢ikar (6. Asama).

Amplifiye edilen gen bolgesinde aranilan mutasyon varsa, probun bolgeye
eslesmesi tam olamayacagi igin, erime egrisi analizi sirasinda prob hedef DNA’dan
daha kolay ayrilir. Mutasyon tagtyanlarin EST degerleri, mutasyon tagimayan suslara
gore daha diisiik olur (1). Test sonunda mutasyon olmayan suslar ile mutasyon olan
suslarin EST degerleri karsilagtirilarak, test edilen izolatlarin ilgili ilaca kars1 duyarl

veya direngli oldugu sdylenebilmektedir (1,92).

TagqMan problariyla mutasyon analizinde palindrom dizilerin ilmek
olusturmamasina dikkat edilmelidir. Palindrom dizi, ayn1t DNA tek sarmalinin birden
fazla bolgesinde ve komplementer dizide 5°-3” yoniinde ayni niikleotid diziliminin
bulunmasi olarak tanimlanmaktadir (141). Birbirine komplementer dizilerin ayni
iplikte bulunmasiyla ilmek veya firkete yapisi olugsmaktadir. Palindrom dizinin ilmek

olusturmasini 6nlemek i¢in hatali niikleotidlerle probun dizisi tasarlanabilir (1).

Asimetrik PCR, bir konvansiyonel PCR modifikasyonu olup “real-time PCR”
da da uygulanabilmektedir (142). Asimetrik PCR ile mutasyonu tasiyan DNA tek

zincirinin amplifikasyonu, komplementer zincire gore daha fazla yapilmaktadir.
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Bunu gergeklestirebilmek icin, PCR karigiminda, mutasyonu tasiyan DNA tek
zincirine baglanacak primer konsantrasyonunun, komplementer iplige baglanacak
primer konsantrasyonuna gore daha fazla gereckmektedir. Boylelikle PCR asamasinda
mutasyonu tasiyan zincir kKomplementer zincire gore daha fazla ¢ogalmaktadir. Buna
bagli olarak da, konvansiyonel PCR uygulamasinda jelde daha net bantlar elde

edilirken, “real-time PCR” sonunda alinan floresan miktar1 daha fazla olmaktadir (1).

I I I I I I I I I I Mutasyonu tasiyan DNA tek sarmah

Asimetrik PCR
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A Fazla miktardaki primer

Az miktardaki primer

Sekil 2.5. Asimetrik PCR uygulamasi ile mutasyonu tasiyan DNA tek

sarmalinin komplementer zincire gore daha fazla amplifiye edilmesi
GeneXpert MTB/RIF

TB tanisinda duyarlilign ve 6zgiilligl yiiksek, hizli sonu¢ veren, uygulamasi
kolay olan bu yontem ile iki saat i¢erisinde drnekte MTBK varligi ve ayni zamanda
RIF direnci olup olmadig: saptanabilmektedir (136-138). Bu test, ii¢ primer ve bes

prob setinin kullanildigi bir “yari-nested “real-time PCR™” yontemidir. Testin en
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belirgin 6zelliklerinden biri, 2 mL {izerindeki yiiksek 6rnek hacimleriyle ¢alismaya
baglanmasina uygun 6zel kartuslarin kullanilmasidir. Xpert MTB/RIF testi igerisinde
bulan primerler rpoB geni iizerinde bulunan 81 baz ciftlik RIF direncinden sorumlu
bolgeyi amplifiye etmek, molekiiler firkete problari ise biitiin RIF direngli suslarin %
95-98’inde gozlenen mutasyonlar1 saptamak tizere tasarlanmistir. Problarin 6zel
tasarimi sayesinde RIF direncine yol agan 23 farkli mutasyonun arastirilmasi
miimkiin olabilmektedir (133). Sistemde, el degmeden balgamin islenmesi ve “real-
time PCR” sistemi kombine edilmistir. DNA izolasyonu, amplifikasyon ve mutasyon
saptama islemlerinin tiimii tek bir kartus igerisinde gergeklesmektedir. DSO,
yayimlanan c¢alismalarin sonuglarmi dikkate alarak, 2010 yilinda bu yo6ntemin
tiiberkiilozun endemik oldugu diisiik gelirli tilkelerde (6zellikle Afrika tilkeleri) rutin

TB kontrol programlar1 kapsamina alinmasini 6nermistir (143).

3. GEREC ve YONTEM
3.1. MTBK Suslan

Bu calismada “real-time PCR” ile antitiiberkiiloz ilag duyarliliklarinin
gosterilmesi icin Hacettepe Universitesi Klinik Patoloji ve Atatiirk Gogiis
Hastaliklar1 ve Goglis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi baghh TB
laboratuvarlarinda izole edilerek saklanmis MTBK klinik izolatlarindan 50 tanesi
secildi.

Calismanin Bactec MGIT Pirazinamid duyarlilik testi i¢in ise 50 MTBK susu
kullanildi.

Her iki yontemde de kontrol susu olarak tiim antitiiberkiiloz ilaglara duyarl
oldugu bilinen “American Type Culture Collection” (ATCC) 25177 numarali M.

tuberculosis H37Ra susu kullanildi.
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3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar, Besiyerinin Hazirlanmasi,

Suslarin EKimi

Kullanilan Malzemeler

¢ High Pure PCR Template Kit, Roche Diagnostics, Almanya.

e Light Cycler - FastStart DNA Master miks HybProbe, Roche Diagnostics,
Almanya.

e Light Cycler - Capilleries (20ul), Roche Diagnostics, Almanya.

e Primerler, Integrated DNA Technologies, A.B.D.

e Problar, Integrated DNA Technologies, A.B.D.

Kullanilan Cihazlar
e Becton Dickinson BACTEC 960 MGIT S1v1 Kiiltiir Sistemi
e Light Cycler 1.5 “real-time PCR” cihazi, Roche Diagnostics, Almanya.
e Bioneer termal dongii cihazi, Kore.
e ABI 3500 DNA dizi analizi cihazi.
e Etiv
e Otoklav
e +4°C buzdolab1
e -20°C dondurucu

e Siif-2 Biyogiivenlik kabini
LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

Stoklarda bulunan suslarin taze pasajlarmin alinabilmesi igin LJ besiyeri

asagidaki malzemelerle hazirlandi.

Distile su: 600 ml

KH2PO4 : 2.4 g

Magnezyum siilfat.7 H20 : 0.24 ¢

Magnezyum sitrat : 0.6 ¢

Asparagine : 3.6 g

Gliserol : 2 ml

Malasit yesili: 20 ml



49

Yukaridaki maddelerin tamami karistirildiktan sonra hazirlanan besiyeri
otoklavda steril edildi. Bir gece dinlenmeye birakildi. Ayni giin 30 adet yumurta firga
yardimiyla sabunlu su ile yikandi. Yumurtalar kuruduktan sonra, %70 alkol igersinde
bir gece bekletildi. Hazirlanan besiyerine ikinci giin 30 g patates nisastasi ilave edildi
ve bu karisim kaynar su banyosuna konuldu. Burada yaklagik 15 dakika karistirilarak
kaynatildi. Bu islemden sonra besiyeri 56 °C’de 1 saat boyunca su banyosunda
bekletildi.

Alkolden alinan yumurtalar iyice kuruduktan sonra alev kaynaginin yaninda
kirilip taze olup olmadiklar1 kontrol edildi. Yumurta sarisinin yapisinda herhangi bir
bozukluk gozlendiyse yenisiyle degistirildi. Kirilan yumurtalar, cam boncuklu balon
icersine konuldu. Burada calkalanarak iyice karistirildi. Yumurtalar steril slizgeg
yardimiyla hazirlanan besiyeri soliisyonuna eklendi. Iyice karistirildiktan sonra her
bir tiipe 5-6 ml besiyeri gelecek sekilde paylastirildi. Daha sonra bu tiipler,
85°C’deki firinda yatik konumda 50 dakika bekletildi. Ortamin 1sis1 nedeniyle
besiyerinde bulunan yumurta katilagt1 ve tlipte yatik yiizeyli kat1 besiyeri elde edilmis
oldu.

Suslarin L) de Uretilmesi

LJ besiyerinde tiremis ve +4°C’de saklanmis olan MTBK suslar1 yeni
hazirlanan LJ Besiyeri’ne pasajlandi. 37°C’de 4-6 hafta inkiibe edildi. Besiyerlerinde
herhangi bir kontaminasyon olup olmadigi ve iremeler kontrol edildi. LJ
Besiyeri’nde iireyen suslardan Bactec MGIT tiiplerine ekim yapilarak duyarlilik
caligildi.

3.3. ila¢ Duyarhhginin Belirlenmesi

3.3.1. Siv1 Kiiltiir Yontemi

Antimikobakteriyel duyarlilik testleri, RIF, INH ve EMB igin tasarlanmig
olan BACTEC MGIT 960 SIRE Kkiti ile PZA duyarliligi ise 6zel PZA besiyerinde
yine MGIT 960 cihazinda ¢alisildi. PZA duyarliligt MTBK izolatlarinin iki farkli

konsantrasyonu inokule edilerek ¢alisildi.
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MGIT 960 SIRE Kiti Duyarhhk Testi icin RIF, INH ve EMB Duyarhhg:

Calisilmasi

1. Oncelikle L)’de iiremis izolatlardan siispansiyon hazirlandi. Bunun igin
kapakli, 8 — 10 cam bilye igeren 16,5 x 128 mm’lik steril tiipe 4 mL BBL
Middlebrook 7H9 Broth (veya BBL MGIT broth) eklendi.

2. Steril bir 6ze ile LJ’den koloniler alinarak, Middlebrook 7H9 Broth’ta
siispanse edildi. Siispansiyonun tiirbiditesi 1,0 McFarland standardinin iistiinde

olacak sekilde ayarland.

3. Biiylik pargalarin dagilmasi igin siispansiyonu 2-3 dk. boyunca
vortekslendi.

4. Siipernatant sivi baska bir 16,5 x 128 mm’lik kapakli steril tiipe aktarildi
(sediment kisminin aktarilmamasina dikkat edin) ve 15 dakika daha bekletildi.

5. Siipernatant sivi (topaksiz, homojen olmalidir) 16,5 x 128 mm’lik ii¢lincii

bir steril tiipe aktarildi.

6.Stispansiyon 0,5 McFarland tiirbidite standardiyla gorsel olarak
karsilastirarak 0,5 McFarland standardina ayarlandi.

7. Ayarlanan siispansiyonun 1 mL’sini 4 mL’lik steril serum fizyolojikte

seyreltildi (1:5 seyreltim).

MGIT 960 SIRE Kiti Duyarhhk Testi icin RiF, INH ve EMB Duyarhhg

calisiimasi

1. Hazir olarak alinmig MGIT tiiplerine, ilk olarak antibiyotik kombinasyonu
olan PANTA ilave edildi. Daha sonra hazirlanan MTBK suslari siispansiyonundan
alinip ilave edildi. MGIT tiipleri 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ureme gozlenen tiip

antibiyograma alindu.

2. Ureme saptandiktan sonraki 1-2. giin liyofilize haldeki RIF, INH ve EMB

antibiyotikleri 4’er ml steril distile su ile sulandirildi.
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3.Ureme kontrolii (GC=Growth Control) tiipii ve duyarliligini test edecegimiz

antitliberkiiloz ilaglarin tiipleri olmak iizere toplaminda 4 tiip hazirlandi.

4. Pozitif MGIT tiipiinden 0,1 ml 6rnek alinarak steril bir tiip igerisinde, 10

ml steril serum fizyolojik ile sulandirildu.

5.GC tiipiine ve antitiiberkiiloz ilaglar i¢in olan tiipler icersine kitten ¢ikan

Growth Supplement karigimindan 0,8’er ml eklendi.

6. Antitiiberkiiloz ilaglar i¢in olan tiiplere CDC’nin oOnerdigi kritik ilag
konsantrasyonlarina esdeger miktarda rifampisin, izoniazid ve etambutol
antibiyotikleri eklendi. (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. MGIT Tiiplerine Eklenen Ila¢ Konsantrasyonlar (128).

Ilk Konsantrasyon  Eklenen Hacim  Son Konsantrasyon

INH 8,3 pg/mL 100 uL 0,1 pg/mL
RIF 83 pg/mL 100 puL 1,0 pg/mL
EMB 415 pg/mL 100 uLb 5,0 ug/mL

7. 1/100 sulandirilmis siispansiyondan 0,5 ml GC kontrol tiipiine ekildi.

8. Pozitif olan MGIT tiipiinden dogrudan 0,5 ml ornek (siispansiyon

yapilmadan) alinip, antitiiberkiiloz ilaglarin eklendigi tiiplere ekildi.
Testin 4 ile 13 giin arasinda sonu¢ vermesi beklendi.

MGIT Sivi Kiiltiir Sisteminde Pirazinamid Duyarhlik Testi I¢in:
1. Asama:

1. MGIT tiiplerine MTBK suslar1 inokiile edilip 37°C’de inkiibasyona

birakildiktan sonra lireme gozlenen tiip PZA antibiyogramina alindi.

2. Ureme saptandiktan sonraki 1-2. giin liyofilize haldeki PZA antitiiberkiiloz

ilac1 2.5 ml steril distile suyla sulandirildi.
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3.PZA igin 6zel olan bir adet GC tiipti ve bir adet PZA ilave edilecek tiip
kullanildi.

4. Pozitif MGIT tiiptinden 0,5 ml 6rnek alinarak steril bir tiip igerisinde, 4,5

ml steril serum fizyolojik ile sulandirilda.

5. GC tiipiine ve pirazinamid tiipiine kitten ¢ikan Growth Supplement

karisimindan 0,8’er ml eklendi.
6. PZA test tliptine 0,1 ml PZA eklendi.
7. 1/10 sulandirilmis siispansiyondan 0,5 ml GC kontrol tiipiine ekildi.

8. Pozitif olan MGIT tiiplinden ise, 0,5 ml 6rnek (slispansiyon yapilmadan)

pirazinamidin eklendigi tiipe ekildi.

Tiipler MGIT 960 cihazina yerlestirildi. Kontrol tiipli pozitif sinyal verdigi
anda test, cihaz tarafindan sonlandirildi. Bu sirada PZA tiipiindeki iireme de cihaz
tarafindan kontrol edildi. Eger PZA tiiplindeki iireme >100 {ireme {initesi ise sus
PZA direngli, iireme <100 iireme {initesi ise sug PZA duyarli olarak cihaz tarafindan

belirlendi.

Cihazdan susun PZA direncli olduguna dair pozitif sinyal alindiktan sonraki
ilk 1. veya 2. giin pozitif tiip alinip, yeni metotta kullanilacak test inokulumu olarak
belirlendi. PZA testi cihaza ilk yiiklendiginde 4 giin i¢ersinde tireme oldugunda cihaz

kontaminasyon olarak degerlendirdi.
2. asama:

Birinci asamada PZA direngli ¢ikan Ornekler, ayn1 yontemle 2. asamada
yeniden calisildi. Yar1 hacimde inokulum kullanilarak yaptigimiz modifikasyonda,
GC tiipiine ve PZA tiipiine konulan inokulum miktar1 yar1 yariya distrildi (0,25

ml). Diger tim maddelerin miktart ayn1 tutuldu.
3.3.2. “Real-time PCR” Yontemi

Calismada kullanilan antitiiberkiiloz ilaglara karsi dirence neden olan

mutasyonlarin en sik goriildiigii gen bolgeleri 6zgiil primerler kullanilarak ¢ogaltildi.
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Multipleks “real-time PCR” uygulamasiyla, direngten sorumlu bolgeler ayni anda
cogaltild.

DNA dizi analiziyle rpoB, katG, inhA, ve embB genlerindeki mutasyonlar
degerlendirildi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Almanya) ile manuel olarak yapildi. Kullanilan bu kitle, spin-kolon
yontemi ile DNA izolasyonu yapildi. Bu sekilde niikleik asitler santrifiijle bir
membran filtreye tutturularak saflastirilmis oldu (108).

Mikobakteriyel DNA’larin izolasyonu icin kite ilave olarak kullanilan

soliisyonlar ve maddeler:
PBS (phosphate buffered saline)
Izopropanol
Lizozim
Etanol
Distile su

Izolasyon i¢in kullanilan soliisyonlar (1X):

“Binding Buffer” 200 pl
“Proteinase K” 40 pl
“Inhibitor Removal Buffer” 500 pl
“Wash Buffer” 500 pl
“Elution Buffer” 200 ul

Izolasyon Basamaklart:
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1. DNA izolasyonu yapilacak bakteri kiiltiiriinden PBS igersinde 108-10°
bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon 1.5 ml’lik niikleaz igermeyen
mikrosantrifiij tiipiinde hazirlandi.

2. Bakteri siispansiyonu, 5 dk 3,000 g’de santrifiij edildi.

3. Pelet kismui lizerine yeniden 200 ul PBS eklendi.

4. 5 pl lizozim eklenerek 37°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. Lizozim
tam hiicre lizisine neden oldu, DNA serbest kald.

5. 200 pl “Binding Buffer” eklendi. 40 pul proteinaz K eklendi. Boylelikle
izolasyon havuzu olusturulmus oldu. 70°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.
Proteinaz K, hiicresel proteinlerin sindirimini yapti.

6. 100 pl izopropanol eklendi, iyice karistirildi.

7. Karigimin tamami filtre tlipline aktarildi. 1 dk boyunca 8,000 g’de
santrifiij edildi. Boylelikle DNA, membran filtreye baglanmis oldu.

8. Inhibitér maddeleri uzaklastirmak i¢in “Inhibitor Removal Buffer”dan
500 pl eklendi. 1 dk boyunca 8,000 g’de santrifiij edildi.

9. Baglanmamis diger hiicresel yapilar1 uzaklastirmak icin “Wash
Buffer”dan 500 pl eklendi. 1 dk boyunca 8,000 g’de santrifiij edildi. Bu yikama
basamagi iki kez tekrar edildi.

10. Filtrede kalan alkolii uzaklastirmak igin, filtre {izerine hi¢bir madde
eklenmeden bos filtre 10 sn. son hizda santrifiij edildi.

11. Saflasmis DNA’lar1 bagli bulunduklar1 filtreden sokebilmek icin fitre
tizerine 200 pl “Elution Buffer” eklendi. 1 dk boyunca 8,000 g’de santrifiij edildi ve
DNA saf olarak elde edildi.

Bu sekilde izole edilen 200 ul bakteri DNA’lar1 hemen kullanilmayacaksa -
20°C’ye kaldirildi.

Ozgiil Problar Kullamlarak “real-time PCR” ile Amplifikasyonunun

Saptanmasi :
Primer ve Problar

Ilag direngleriyle iliskili 4 gen bdlgesi igin, ¢ift isaretli 5 prob ve 8 primer
kullanildi (Tablo 3.2, 3.3).
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TagMan problar1 kullanilarak “real-time PCR” ile amplifikasyonun

saptanmasi (5’ ekzoniikleaz aktivitesi):

Bu sistemde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli TagMan
problar1 kullanildi. 81-b¢’lik RIF direncini belirleyen bélgedeki (RDBB)
mutasyonlar1 saptamak i¢in 25 niikleotidden uzun 2 prob (RpoP1 ve RpoP2)
kullanildi. RpoP1 ve RpoP2 problarinin ortasinda raportdr florokrom olarak 6-
carboxyfluorescein (FAM), bagli bulunmakta idi. Problarin 3’ ucunda ise baskilayici
florokrom olarak “black hole quencher 1” (BHQ1) bulunmakta idi. (Tablo 3.3) Daha
fazla mutasyonu kapsayabilmesi i¢in bu uzun problar, ortasindan isaretlendi.
Boylelikle raportor ve baskilayici florokrom arasindaki olmasi gereken uzaklik sabit

tutulmus oldu.

RpoP2’de 2 tane yanlis niikleotid (t) bulunmakta idi (Tablo 3.3). Bu
uygulama palindrom diziyi 6nlemek amaciyla planlandi. Diger gen bolgeleri (katG,
inhA ve embB) i¢in tasarlanan problar ise normal bir sekilde 5’ ucundan raportor
florokromla, 3’ ucundan baskilayici florokromla isaretli idi. Calismada kullanilan

problarin hepsi FAM’la isaretli idi.

Tablo 3.2. “Real-time PCR”da kullanilan primer dizileri

Primerler _ Hedef Bolge Primer Dizisi Oligoniikleotid sayisi
rpoBF rpoB GCCGCGATCAAGGAGTTCTTC 21
rpoBR rpoB CGGCACGCTCACGTGACAGAC 21
katGF katG CGTATGGCACCGGAACCGGTAA 22
katGR katG GCTCCCACTCGTAGCCGTACA 21
inhAF inhA CACGTTACGCTCGTGGACATAC 22
inhR inha CTGTGGCAGTCACCCCGACAA 21
embBF embB GGTGATATTCGGCTTCCTGCTC 22

embBR embB GCCGAACCAGCGGAAATAGTTGGA 24
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Tablo 3.3. “real-time PCR”da kullanilan prob dizileri

Problar Hedef Bolge Prob Dizisi

rpoBP1 rpoB511- rpoB519 5°-GGTTGTTCTGGTCCAFAMGAATTGGCTCAGC-
BHQ1-3

rpoBP2 rpoB524 - rpoB5335’-GCCCCAGCGtCGACAGFAMCGGIGCTTGTGGG-
BHQ1-3

katGP katG 315 5’-FAM-TCACCAGCGGCATCG-BHQ1-3’
inhAP inhA 15 5’-FAM-GCGAGACGATAGGTTG-BHQ1-3’
embBP embB 306 5’-FAM-TCGGCGACTCGGGCCATGCCC-BHQ1-3

rpoB gen bolgesinde RIF direncinin saptanabilmesi amaciyla, RIF direncine
neden olan baglica mutasyonlarini saptayan 2 prob aynt PCR karigimina konuldu.

Problarin gen bolgesi tizerindeki konumlari asagidaki sekildeki gibidir.

RpoP1 ‘
ggcaccagccaglctgaagclcaattdatgdgac]caglaadaaclccgetgtegg
511 513 515 516 518 519
ggttg
RpoP2

acdcaclaagcgecgactgicgdgeg[ctggggeccgg
526 531 533

: Raportor florokrom
o : Baskilayici florokrom

Sekil 3.1. rpoB geni {izerinde problarin baglandig1 bolgeler
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embB gen bolgesi ilizerinde EMB direncine neden olan 306. kodon
mutasyonunu saptayabilmek amaciyla tasarlanmis primer ve problar embB geni

tizerindeki konumlar1 agagidaki sekildeki gibidir.

ggtgatattcggcttcctgctec
3’ geactataagecgaaggacgagaccgtacagtageccgegettaagea

5> ggtgatattcggcttcctgctctggcat gtcatcggcgcgaattcgt

3> gcctgctgccgat gtaggacccg taccgggctcagecggcetggtge

5’ cggacgacggctacatcc tgggcatggcccgagtcgccgaccacg
‘ embB Prob

3>ggccgatgtacaggttgataaaggcgaccaagccgtcgggcctccta

5*ccggcetacatg IEEEECHRNINCCHERGEINNEHEE 2 gcccogaggat

aggttgataaaggcgaccaagccg

3> gggaagccgaccataa
5>cccttcggcectggtatt
atg: embB gen bolgesinde 306. kodondur.

Sekil 3.2. embB geni iizerinde embBF ve embBR primerlerinin ve TagMan
probunun baglandig bolgeler
1. Asama:

Primer ve problarin denenmesi amaciyla, ilk olarak multipleks uygulama
yapilmadan, problar ayr1 reaksiyonlarda tek tek denendi. Her karisimin total hacmi

20 pul olacak sekilde ayarlandi.



RpoB mutasyonlarinin saptanmasi icin “real-time PCR” karisimi (1X):

H,0 13,3 ul
MgClz (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 uM) 0,8 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,1 pul
RpoP1 prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 1,0 ul

RpoB mutasyonlarinin saptanmasi i¢in “real-time PCR” karisimi (1X):

H.0 13,3 ul
MgCl; (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 uM) 0,8 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,1 ul
RpoP2 prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 1,0 ul

inhA mutasyonunun saptanmasi i¢in “real-time PCR” karisimi (1X):

H20 15,3 ul
MgCl; (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 uM) 0,1 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul

inhA prob 0,4 ul
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HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 1,0 pl

katG mutasyonunun saptanmasi icin “real-time PCR” karisimi (1X):

H20 15,3 ul
MgCl. (1,5mM) 0,4 pl
Primer Forward (10 uM) 0,1 pl
Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul
katG prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 1,0 pl

embB306 mutasyonlarinin saptanmasi i¢in “real-time PCR” karisimi (1X):

H.0 13,3 ul
MgCl; (1,5mM) 0,4 ul
embB Primer Forward (10 uM) 0,8 ul
embB Reverse (10 uM) 0,1 pl
embB prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 3,0 ul
2. Asama:

Her MTBK izolat1 i¢in asagidaki 3 ayr1 PCR karistmi hazirlandi. Her bir
reaksiyon ayr1 bir tlip icersinde gerceklesti. Kisaca her izolat i¢in 3 PCR tiipii
kullanildi. Ik iki reaksiyon multipleks, son reaksiyon tek problu PCR’dir. Her

karigimin total hacmi 20 pl olacak sekilde ayarlandi.
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RpoB mutasyonlarinin saptanmasi icin multipleks “real-time PCR” karisimi
(1X): 1.reaksiyon

H.0 12,9 ul
MgCl; (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 uM) 0,8 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,1 ul
RpoP1 prob 0,4 ul
RpoP2 prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 3,0 ul

katG315 ve inhA-15 mutasyonlarmin saptanmasi icin “real-time PCR”
karisimi (1X): 2. Reaksiyon

H20 12,0 ul
MgCl: (1,5mM) 0,4 pl
katG Primer Forward (10 uM) 0,1 ul
katG Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul
inhA Primer Forward (10 uM) 0,1 pl
inhA Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul
katG prob 0,4 ul
inhA prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul

DNA 3,0 ul
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embB306 mutasyonlarinin saptanmasi i¢in “real-time PCR” karisimi (1X): 3.

Reaksiyon

H.0 13,3 ul
MgCl; (1,5mM) 0,4 ul
embB Primer Forward (10 uM) 0,8 ul
embB Reverse (10 uM) 0,1 pl
embB prob 0,4 ul

HybProbe Fast Start DNA Master Mix, (Roche) 2,0 ul
DNA 3,0 ul

Tiim reaksiyonlarda asimetrik amplifikasyon yapabilmek amaciyla bir ¢ift
primerden birinci primerin miktari, ikinci primerin miktarindan 8 kat fazla konuldu.
Boylelikle mutasyonun oldugu DNA tek sarmali, asimetrik PCR ile diger tek sarmala
gore 8 kat fazla amplifiye edilmis oldu. Mutasyonu tastyan ipligin PCR ile daha fazla

¢ogaltilmasiyla daha net sonuglar elde edildi.

“Real-time PCR” islemi, Light Cycler 1.5 (Roche Diagnostics, Almanya)
cihazinda gerceklestirildi. Light Cycler kapiller tiiplerine 17 pul PCR miksi, 3 pl
bakteri DNA’s1 dagitildi. Miksin hazirlanmasi1 ve kapillerlere 6rnek dagitmasi
islemleri soguk blokta gerceklestirildi. Bu karisimlarin cihaz igerisindeki sicakliktan
en 1yi sekilde yararlanabilmeleri amaciyla kapiller tiipler mikrosantrifiijjde 0’dan
3000 rpm’e gelinceye kadar birkac saniye santrifiij edildi. Son olarak kapiller tiipler
Light Cycler 1.5 cihazina yerlestirildi. Her “real-time PCR” testinde DNA i¢ermeyen
bir negatif kontrol ve standart avirulan sus olan ve tiim antitiiberkiiloz ilaglara duyarli
oldugu bilinen “American Type Culture Collection” (ATCC) 25177 numarali M.

tuberculosis H37Ra susu kullanildi.
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Light Cycler 1.5 cihazinda sicaklik dongiileri su sekilde ayarlandi:

Denatiirasyon: 95%C°de 10 dk
Amplifikasyon: (45 dongii) 95°C’de 10 sn denatiirasyon,

58°C’de 10 sn baglanma,

72°C’de 15 sn polimerizasyon
Erime Egrisi; 95°C’de 30 sn,

40°C’de 0 sn,

85°C’de 0 sn, “ramp rate” sicaklik artis
derecesi 0,05°C (veya 1°C) seklinde ayarlanip floresan devamli

alind.

Sogutma: 40°C’de 30 sn

TagMan problarmin kullanildigr “real-time PCR” islemi tamamlandiktan
sonra, orneklerin erime egrisi analizi yapildi. Erime egrisi analizi, Light Cycler 4.1
yaziliminda yapildi. Amplifikasyon ve erime egrisi analizi aym Light Cycler

cithazinda yapild.
3.3.3. DNA Dizi Analizi

TagMan problariyla yapilan bu c¢alismanin sonuglarini kontrol etmek
amaciyla “real-time PCR”da farkli erime egrisi gosteren ve farkli mutasyon
olabilecegi diisliniilen ve kiiltiir duyarliligr ile “real-time PCR” sonucu uyumsuz
cikan toplam 16 izolata molekiiler yontemler arasinda altin standart olan DNA dizi
analizi yapildi. DNA dizi analizi i¢in “zincir sonlandirma ydntemi” ile g¢alisilan
“Bigdye Terminator cycle sequencing 3.1 kiti kullanildi. Kullanilan antibiyotiklere
direngli suslarin genomunda ilag direncinden sorumlu olan kisimlar1t PCR yontemi ile
cogalttiktan sonra, kalip olarak kullanarak, {izerine bu kalip DNA’ya 6zgli primerler

ilave edilip, ABI 3500 sekans cihazinda dizi analizi islemi gergeklestirildi. Sonuglar
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sekans analiz yazilimina gore degerlendirildi. Boylelikle sekanslanan her bir 6rnek
ile, onceki caligmalarimizin giivenilirligi dogrulandi, DNA dizileri saptandi ve

mutasyon bolgeleri belirlendi.

1. DNA izolasyonu: DNA dizi analizi i¢in segilen suslarin DNA’lar1 spin kolon
yontemiyle yukarida belirtildigi sekilde izole edildi.

2. “in-house PCR” : Segilen izolatlarin DNA’larinin ¢oglatilabilmesi i¢in “in-house
PCR” yontemi uygulandi. Her bir gen bolgesi i¢in ayr1 ayr1 PCR karisimi hazirlandi,
“real-time PCR” karigiminda kullanilan primerler kullanildi. Hazirlanan PCR

karigima:

DNA dizi analizi icin PCR karisimi (rpoB ve embB icin) (1X):

H20 14,2 ul
MgCl,  (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 pM) 0,8 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,1 pl
HybProbe Fast Start DNA Master Mix 1,0 ul
DNA 3,0 ul

DNA dizi analizi icin PCR karisimi (inhA ve katG icin) (1X):

H20 14,2 ul
MgCl.  (1,5mM) 0,4 ul
Primer Forward (10 puM) 0,1 pul
Primer Reverse (10 uM) 0,8 ul
HybProbe Fast Start DNA Master Mix 1,0 pl

DNA 3,0 ul
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Elde edilen bu PCR karisgimindan 0,2 ml’lik tiiplere 17 pl, bakteri
DNA’sindan da 3 pl dagitilarak termal dongii cihazina (BIONEER termal cycler,
Kore) yerlestirildi. Termal dongii cihazinda sicakliklar su sekilde ayarlandi:

Denatiirasyon; 95%C’de 10 dk
Amplifikasyon: (45 dongii) 95°C’de 10 sn denatiirasyon,

58°C’de 10 sn baglanma,
72°C’de 15 sn polimerizasyon

Sogutma; 40°C’de 30 sn

3. Elektroforez: Elde edilen PCR {iriinlerinin kontrolii igin agaroz jel elektroforezi
yapildi. Bu amagla %1°lik agaroz jel i¢in 0,4 gr agaroz 40 ml TAE ( Tris Asetik asit
EDTA) tamponuna eklendikten sonra, agarozun erimesi i¢in 2 dk siireyle mikrodalga
firinda yliksek sicaklikta 1sitildi. Bu siire sonunda elde edilen sivi haldeki karigima,
DNA boyasi olan etidyum bromiir (2 ul) eklendi. Diger taraftan elektroforez tanki
hazirlandi, kuyucuklart olusturacak taraklar yerlestirildi. Stvi karisim uygun sicakliga
geldikten sonra elektroforez tankina dokiilerek jel haline gelmesi i¢in 15 dk beklendi.
Kat1 hale geldikten sonra jel tarag: ¢ikarilip kuyucuklara 5 pl PCR {iriint ile 3 pl
yiikkleme tamponu (Orange G) ile kanstirilarak yiiklendi. 130 V, 500-A’da 15 dk
DNA’lar yiiriitiildii. Ardindan jel goriintileme sisteminde UV kaynagi altinda

incelendi. DNA bantlarinin goriilmesi ile hedef bolgenin amplifiye oldugu goriildii.

2 3 4 S8 7 8 % M

— ey — S

130 be¢
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Sekil 3.3. MTBK suslarindan “in-house” PCR yontemiyle ¢ogaltilan gen bdlgelerinin
agaroz jel elektroforeziyle incelenmesi

Kolonlar: 2,4,5,6,7,8,9 : embB PCR’1 (130 b¢ uzunlugunda), M: 25 bg¢ Molekiiler
agirlik standard: (Invitrogen, A.B.D).

4. Saflastirma: PCR iiriinleri, PCR iiriinii piirifikasyon sistemi (Exo-SAP-IT, ABD)
protokoliine gore saflastirildi. Bu asamadaki amag, ortami bir &nceki PCR
reaksiyonunda kullanilmamis olan primerlerden armmdirmakti. Ekzoniikleaz-shrimp
alkalen fosfataz enzim kombinasyonu ile piirifikasyon reaksiyonunu gergeklestirmek
i¢in karisima 2 pl PCR firiinii, 5 pl Exo-SAP konuldu. Hazirlanan 6rnekler Bioneer
termal dongii cihazina yerlestirildi. 45 dk’lik piirifikasyon programinda reaksiyon
gerceklesti. Saflastirilan PCR firtinlerin kontrolii i¢in tekrar agaroz jel elektroforezi

yapildi.

5. Tek Yonlii Sekans: Bu asamada, forward ve reverse primerler i¢in ayr1 karigimlar

hazirlandi. Karigimlar agagida belirtilen sekilde hazirlandi.

“Forward” (1X) “Reverse” (1X)
H.0O 2,0 H.0 2,0
Buffer 2,0 Buffer 2,0
Big Dye 2,0 Big Dye 2,0
F Primer 2,0 R Primer 2,0
Saf trtiin 2,0 Saf tirtin 2,0

Kitte belirtilen tek yonlii sekans programi cihaza girildi. Bu reaksiyon
BIONEER termal cycler cihazinda calisildi. Boylelikle her izolat igin bir tiipte
“forward” primerle cogaltilmis Ornekler, diger tlipte ise “reverse” primerle
cogaltilmis ornekler elde edildi. Her 6rnegin ¢ift yonlii sekansi yapilmast i¢cin bu

islem uygulandi.

6. Sephadex Saflastirmasi: Bir oOnceki reaksiyonda kullanilmayan isaretli

niikleotidlerden 6rnegi temizlemek icin sephadex saflagtirmasi uygulandi. Bu amagla
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toz bir madde olan sephadexten 2 gram tartildi. 1 grami i¢in 14 ml distile su olacak
sekilde 28 ml suya eklendi. lyice vortekslendi. Buzdolabinda 1 saat bekletildi. Ozel
filtreli tiiplerin igersine 0,7 ml sephadex ucu kesilmis pipet ucuyla dagitildi. Tiipler 3
dk boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Sephadexin suyu filtreden geg¢ip alttaki
toplama tiiptine indi. Filtre tistiinde ise sephadex kolonu olustu. Bu kolonun iizerine
tek yonlii sekansdan ¢ikan Orneklerin tamami yiiklendi (10ul). Alt toplama tiipleri
degistirildi. Tiipler yeniden 3 dk boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildi. Boylelikle
biitiin Big dye kalintilar1 sephadexte kaldi. Alt toplama tiipiinde dizi analizi i¢in saf
bir halde 6rnek toplandi. Ornegin tamami ABI 3500 DNA dizi analizi cihazi

mikroplagina yiiklendi. Forward ve reverse olarak toplam 32 6rnek 4 saatte sonug

verdi.

4. BULGULAR

4.1. MTBK izolatlarmim MGIT 960 ve “Real-time PCR” ile Saptanan
ila¢c Duyarhliklar

Bactec MGIT sivi1 kiiltiir sisteminde 50 MTBK susunun INH, RiF ve EMB
antibiyotik duyarlilik testleri ¢alisildi. Buna bagl olarak ayni1 50 susun INH, RIF ve
EMB duyarlilig1 yeni gelistirilen “real-time PCR” yontemiyle ¢alisildi. Elde edilen
sonuglar Tablo 4.1’de MGIT sonuglariyla birlikte verilmistir.

Tablo 4.1. MTBK suslarinin MGIT 960 ve “real-time PCR” ile elde edilen ilag
duyarlilik sonuslari

MGIT 960 “real-time PCR”

flac Duyarh  Direncli Duyarh  Direncli
n (%) n (%) n (%) n (%)

RIiF 31 (62) 19 (38) 31 (62) 19 (38)
INH 24 (48) 26 (52) 24 (48) 26 (52)
EMB 39 (78) 11 (22) 38 (76) 12 (24)

Elde edilen sonuglara gére, MGIT ile 50 sustan 31°i RIF duyarli bulunup,
19’u RIF direngli bulundu. PCR yéntemiyle de 31 RIF duyarli, 19 RIF direngli
sonucu elde edildi. MGIT yontemiyle 50 susun 24t INH duyarli bulunurken 26’°s1
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INH direngli bulundu. PCR yontemiyle INH duyarli 24 sus, INH direngli 26 sus
bulundu. MGIT ile 50 susun 39°u EMB duyarli, 11’1 EMB direngli bulundu. PCR
yontemiyle ayni suglarin 38’1 EMB duyarli, 12°si EMB direngli bulundu.

Her iki yontemle direngli ve duyarl bulunan suslar ayni suslar idi. Bu durum
Tablo 4.2.°de aciklanmaya calisildi. MGIT ve “real-time PCR” ydntemiyle RIF
duyarli 31 sus bulundu. Her iki yontemle 19 sus direngli bulundu. Bu durumda “real-

time PCR” ydnteminin, MGIT ile RiF direnci saptama uyumu %2100 bulundu.

INH duyarlilig1 calisilan 50 sustan 24 tanesi, her iki yontemle duyarli, 26
tanesi de her iki yontemle direngli bulundu. Bu durumda her iki yontemin INH

duyarlilig: saptama uyumu %2100 bulundu.

EMB duyarlilig1 calisilan 50 sustan 38 tanesi her iki yontemle duyarli, 11
tanesi her iki yontemle direngli bulunmustur. Ancak 1 sus sadece MGIT ile direncli
bulunurken, farkli 1 sus da sadece PCR ile direngli bulundu. Bu durumda “real-time
PCR’’1n EMB duyarliliginda MGIT ile uyumu %96 olarak bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Calisilan 50 izolatin iki yontemle elde edilen duyarliliklarinin

karsilastirilmasi

iki yontemle Iki yontemle MGIT direncli MGIT duyarh ~ Uyum

) duyarh direncli PCR duyarh PCR direncli
llag

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
RIF 31 (62) 19 (398) 0 (0) 0 (0) 50 (100)
INH 24 (48) 26 (52) 0 (0) 0 (0) 50 (100)
EMB 38 (76) 11 (22) 1 (2 1 (2) 48 (96)

Calismamizin bir diger kismi PZA duyarhiligimin MGIT 960°da dogru
saptanabilmesi idi. Bu amagla MGIT 960 PZA duyarlilik testiyle, MTBK suslarinin
ilag duyarliliklart standart hacim inokulum (0,5 ml) ve yart hacim inokulumla (0,25
ml) ¢alisildi. Standart inokulumla yapilan ¢alismada, 50 susun 41 tanesi PZA direngli
bulundu (%82). 9 sus PZA duyarli bulundu. Duyarli suslardan biri kontrol amaclh
calisilan standart sus M. tuberculosis H37Ra idi. Direngli bulunan 41 sus i¢in, PZA
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MGIT testi, kontrol tiipii ve PZA test tiipii i¢in yar1 hacim inokulum (0,25 ml)
kullanilarak tekrarlandiginda ise, direncli ¢ikanlardan 2 tanesi duyarli, 39 tanesi
(%78) yine PZA direngli bulundu. Ayni suslarin 6nceden calisitlmis MGIT SIRE
duyarhiliklari, PZA duyarhiliklariyla birlikte incelendiginde asagidaki tablo elde
edildi. PZA duyarliligi sonucu direngliden duyarliya donen 2 6rnekten biri, sadece

INH direncli idi. Digeri ise CID-MTBK idi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. MTBK suslarinin S.I.R.E. ve PZA duyarliliklar

MTBK S.L.R.E.
Direnci n (%) PZA Duyarhhg:
Standart Hacim inokulum  Yari1 Hacim inokulum
(0,5 ml) (0,25 ml)
Direncli(%) Duyarli(%) Direncli(%) Duyarh(%o)
INH Direncli 11 (22) 9 (18) 2 (4) 8 (16) 3 (6)
STR+INH 2 (4 2 (4 0 (0) 2 (4 0 (0)
STR+RIF 1 (2 1 (2 0 (0) 1 (2 0 (0)
STR+INH+EMB 1 (2 1 (2 0 (0) 1 (2 0 (0)
STR+RIF+EMB 1 (2 0 (0) 1 (2 0 (0) 1 (2
CiD-MTBK 20 (40) 15 (30) 5 (10) 14 (28) 6 (12)
S.I.R.E. Duyarh 13 (26) 13 (26) 0 (0) 13 (26) 0 (0)
(=PZA monodirengliler)
H37Ra 1 (2 0 (0) 1 (2 0 (0) 1 (2
Toplam (%) 50 (100) 41 (82) 9 (18) 39 (78) 11 (22)

MGIT SIRE testindeki tiim ilaglara duyarli bulunup, PZA duyarlihg
calisildiginda PZA direngli ¢ikan suslara PZA monodirencli sus denilmektedir. Bu
sekilde MGIT da standart yontemle PZA duyarlilig1 calisilan 13 susun 13’4 PZA
monodirengli bulundu. Ayn1 suslar yar1 hacim inokulum ile c¢alisildiginda da yine
ayni 13 sus PZA direngli bulundu. (Tablo 4.3).

MGIT’da iki farkli inokulum hacmiyle galisilan prosediirlerin uyum orani
%95 bulundu. Yart inokulum c¢aligilarak bulunan degerler referans alindiginda

standart PZA test prosediiriiniin hata oran1 %35 bulundu (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Standart yontem ve modifiye yontemin PZA direncinde uyumu ve sonug

farki
Inokulum PZA direngli  Standart ve Modifiye Standart ve Modifiye
Hacmi (ml) n (%) Yont. Uyumu % Yont. Sonu¢ Farki %
0,5 (Standart) 41  (82)
95 5
0,25 (Modifiye) 39 (78)

4.2. MTBK lzolatlarimin Multipleks “real-time PCR” Yéntemi ile

Saptanan Erime Egrileri ve DNA Dizi Analizi ile Saptanan Mutasyonlar

Mutasyon tasiyan suslarin DNA’larindan erime egrisi analizi sirasinda
problar mutant bdlgeye tam oturamadigi i¢in daha kolay ayrildi. Sonug¢ ekraninda
mutant olmayan susa gore daha erken zamanda pik gozlendi. Mutasyon tasimayan M.
tuberculosis H37Ra susu ise, tim ilaglar i¢in yapilan ¢alismalarda problara tam

komplementer olduklar1 i¢in problarin ayrilmasi daha yiiksek sicakliklarda gozlendi.

-dF/dT

Sicaldhlk

Sekil 4.1. Mutant suslar ve H37Ra’nin erime egrisi analizindeki goriiniimleri



70

Mutasyon Varh@inda EST Sapmalar

PCR testinin ilag direncine neden olan mutasyonlar1 saptamasini gostermek
amactyla her prob tek tek konularak ayri ayri PCR karigimlart hazirlandi. Alinan
sonuglara bagli olarak M. tuberculosis H37Ra’nin ortalama degerleri asagidaki
sekilde elde edildi:

Tablo 4.5. M. tuberculosis H37Ra suslarinin tek probla ¢alisilan “real-time PCR”

testlerinde, problarin elde edilen ortalama EST degerleri

Prob Ortalama EST Degeri (°C)
rpo P1 66,34
rpo P2 71,28

katP 57,1

inhP 57,1
embP 71,0

CID-MTBK suslarinin 81-b¢’lik RDBB, katG315, inhA promotor bolgesi ve
embB 306 mutasyonlari, referans sus olan M. tuberculosis H37Ra sonuglar ile
karsilastirilarak tespit edildi. CID-MTBK suslarinin M. tuberculosis H37Ra’ya gére

ortalama EST degeri sapmalar1 s6yle bulundu:

Tablo 4.6. CID-MTBK suslarinin M. tuberculosis H37Ra suslarinin ortalama EST

degerlerine gore sapma miktarlari

Prob H37Ra’dan Ortalama EST Degeri Farki (°C)
rpoB P1 11,0
rpoB P2 4,18

katP 12,64

inhP 1,9

embP 50
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“Real-time PCR” ile MTBK suslarmin RIF direncini saptamak amaciyla
rpoB gen bolgesi icin multipleks uygulama yapilarak iki prob (RpoB P1 ve RpoB
P2) birden konuldu, bdlge ¢ogaltildi ve erime egrisi analizi yapildi. Elde edilen
sonuglara gore RIF direncli ve duyarli suslarin EST degeri grubuna drnek olabilecek

erime egrileri, Sekil 4.2°de verilmistir.

s Melting Peaks
% 0577
4 D477
% 03771
§ o277
2 oarr
= o077
= ——— S
= 40 45 50 55 &0 £5 70 75 a0
Temperature {°C)
Direngli: __, Duyarl::  , __, Negatif Kontrol (su) :

Sekil 4.2. Bazi izolatlarin “real-time PCR” sonundaki rpoB erime egrileri

RIF direngli olan suslar erime egrisi analizinde rpo P2 probu ile ortalama
67,1°C’de tek bir pik verdi. Rpo P1 mutasyonu i¢in EST piki saptanamadi. Bunun
nedeni ise, 531. kodon mutasyonunun rpo P2 probunun kapsaminda olmasidir.
Mutasyon oldugu icin prob komplementer oldugu bolgeye tam baglanamadigindan

erime egrisi analizi sirasinda daha diisiik sicaklikta ayrilmislardir.

Baska bir susta 515. kodonda Met aminoasidinden Ile aminoasidine doniisiim,
rpoP1 probuyla saptandi. Bu susun erime egrisi analizinde rpoP1 probu EST degeri,
M. tuberculosis H37Ra EST degerinden 11°C diisiik ¢ikt1 (56,59°C). Bu deger
direncin saptanmasini ¢ok kolaylastirdi. Bu mutasyonlarin hangi aminoaside karsilik

geldigi, DNA dizi analizi yapildiktan sonra belirlendi.

RIF duyarh suslar ortalama 66,34°C ve 71,28°C’de olmak iizere her iki prob
i¢in iki ayr1 pik verdi. Boylelikle RIF direngli ve duyarli suslarm ayrimlari kolaylikla
yapildi.
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MTBK susglarmin INH direncini saptamak amaciyla “real-time PCR” ile katG
ve inhA gen bolgeleri multipleks uygulama ile tek PCR kapillerinde ¢ogaltildi ve
erime egrisi analizi yapildi. Elde edilen sonuglara gore inhA promotor bélgesinde 15.
niikleotitte mutasyon tasiyan MTBK suslarinin (C +T) INH direngli EST degerine

ornek olabilecek erime egrileri, Sekil 4.3’de verilmistir.

Melting Peaks

0152
0102
0052
0,002

0,048

-0,088

0,148

~{ddT) Fluorescence (530)

Temperature {“C)

(Mutasyon +) Direngli : , _ (Mutasyon -) Duyarli (H37Ra) :
Sekil 4.3. inhA 15 mutasyonu tasiyan MTBK suslarinin erime egrileri

inhA-15’te mutasyon tasiyan INH direngli suslar erime egrisi analizinde
ortalama 51°C’de ve 55,1°C’de iki pik verdi. Direngli izolatlarda en belirgin floresan
diisiisii yaklasik 55,1°C’de elde edildiginden bu deger esas olarak alindi. Duyarli
suslar ise ortalama 57°C’de tek bir pik verdi.

katG 315’te mutasyon tasiyan ve tasimayan suslarin INH direng ve

duyarliligina 6rnek olabilecek erime egrileri, Sekil 4.4°te verilmistir.

Melting Peaks

=

B o018

-]

g 013

g

g 008

g 0,03

L o0z

=

= 40 45 50 55 B0 £5 70 75 80

Temperature {“C}
(Mutasyon +) Direngli : (Mutasyon -) Duyarli (H37Ra) : __

Sekil 4.4. katG 315 mutasyonu tasiyan MTBK susunun erime egrisi
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katG 315 mutasyonu tasityip INH direncli olan suslar erime egrisi analizinde
ortalama 43°C°de ve 58°C’de iki pik verirken, katG 315 mutasyonu tasimayan suslar
ortalama 57°C’de tek bir pik verdi. Béylelikle katG 315 mutasyonu tasiyan ve

tasimayan suslarin ayrimlar1 kolaylikla yapildi.

Multipleks “real-time PCR” uygulamasi ile MTBK suslarinin ayni tiipte hem
inhA niikleotit 15 hem de katG kodon 315 mutasyonlarini saptamak amaciyla gen
bolgeleri cogaltildi ve erime egrisi analizi yapildi. Elde edilen sonuglara gére INH
duyarliligimmi belirlemek amaciyla direngli ve duyarli suslarin EST degerine 6rnek

olabilecek erime egrileri, Sekil 4.5’te verilmistir.

Melting Peaks

0,164
0,11 4—f
n,us4-f
0,0 4—5

0,036

-{<lidT) Fluorescence {530)

40 45 50 55 50 65 70 75 &0 85
Temperature (“C)

(katG 315 Mutasyon +) INH Direngli : __ (inhA-15 Mutasyon +) INH Direngli:
, __ (katG 315 Mutasyon -, inhA 15 mutasyon - H37Ra) INH Duyarli :

Sekil 4.5. INH direncli MTBK suslarinin multipleks “real-time PCR” sonucu elde

edilen erime egrileri

Sekle gore katG 315 mutasyonu tagiyan kirmizi renkli 6rnegi piki, inhA-15’te
mutasyon tagiyan orneklerden (mavi ve yesil) higbir mutasyon tasimayan M.

tuberculosis H37Ra susunun pikinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir.

“Real-time PCR” ile MTBK suslarinin EMB direncini saptamak amaciyla
embB gen bolgesi ¢ogaltildi ve erime egrisi analizi yapildi. Elde edilen sonuglara
gore EMB direngli ve duyarli suslarin EST degeri grubuna 6rnek olabilecek erime

egrileri, Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Bazi izolatlarin “real-time PCR” sonundaki embB erime egrileri

embB 306 kodon mutasyonuyla direngli olan suslar erime egrisi analizinde
(~61°C ve 68°C’de) pik verirken, EMB duyarli suslar ortalama 72,0°C’de pik verdi.
Boylelikle EMB direngli ve duyarli suslarmn ayrimlar kolaylikla yapildi. 61°C
civarinda erime egrisi piki olusan suslarda embB 306 kodonunda metionin
aminoasidinin nokta mutasyon ile izolosin aminoasidine doniistiigiinii gosterdi (ATG—>
ATA). 68°C civarinda erime egrisi piki olusan suslarda ise embB 306 kodonunda
metionin aminoasidinin nokta mutasyon ile valine doniistigiinii gosterdi (ATG—>
GTG). Bir tek sus ise 60°C’de pik verdi. Bu susta ise embB 306 kodonunda Met

aminoasidinin nokta mutasyon ile lle’ye doniistiigiinii gosterdi (ATG ~ ABC).

Tablo 4.7. MTBK suslarinin “real-time PCR” sonuclarina gore belirlenen ilag

direncine neden olan mutasyonlari

MTBK n=50 Mutasyon Yeri Mutasyon  Aminoasid EST Direnc
Suslar1 (Kodon) Tipi Degisimi  Degeri(’C) Oram(%)
RIiF R 18 (rpoB) 531 TCG»TTG Serw» Leu 67,1 95
RiF R 1 (rpoB)515 ATG»ATC Metw»lle 56,59 5
INHR 9 katG 315 AGC»ACC  Ser» Thr 43,0 35
INHR 17  inhA promotor CrT 51,0 65
EMB R 3 embB 306 ATG»ATA Met»lle 61,0 27
EMBR 7 embB 306 ATG»GTG Met»Val 68,0 64
EMB R 1 embB 306 ATG»ATC Met>lle 60,0 9

“Real-time PCR” sonucuna gore farkli EST ve farkli mutasyonlara sahip

olduklar diistiniilen izolatlardaki mutasyonlarDNA dizi analizi ile dogrulandi.
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DNA dizi analizinden sonra tek bir susun EMB duyarliliginin real-time PCR
yontemi ile yanlis saptandigi goriildii. Bu sus, MGIT’da EMB duyarli ¢ikmis iken,
real-time PCR testinde EMB direngli ¢ikti. Ancak dizi analizinde embB geninde 306.
kodon dahil olmak iizere herhangi bir mutasyon olmadig1 saptandi. Bunun yani sira
MGIT’da EMB direngli ¢ikan bir sus da “real-time PCR” yontemiyle EMB duyarlt
bulundu. Elde edilen tiim sonuglara gore yeni gelistirilen real-time PCR ydnteminin

Ozgiilliik ve duyarhligt:

Tablo 4.8. Real-time PCR yonteminin MGIT 960 ve DNA dizi analizine gore

ozgiilliikk ve duyarlhiligi
Ila¢ n Ozgiilliik(%) Duyarhlik(%)
RiF 50 100 100
INH 50 100 100
EMB 50 97 92

4.3. DNA Dizi Analizi Sonuclari

352 396 440 404 5z8 572 5l6 560 04 748 792 936 880 924 368 1012 1056 1100
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CTGTCGEGEET TGECCE CGECCEG ETGGEGETGGGEGCCCGGCGGT TETCLCGTGAGC
) 33 37 4‘1 45 4‘9 5|3 57 6|1 6§ 6|9 'FIS 77 Bll B§ 89 9|3 9|?

o lﬂh Ml

Sekil 4.7. rpoB gen bolgesi 531. kodonunda mutasyon sonucu TGC*TTG dontigiimii
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Sekil 4.8. inhA promotor bolgesi -15. niikleotidinde mutasyon tasimayan MTBK

susunun DNA dizi analizi

L4 il 246
[T, I||I||III|||II.|IIuIIIIIIIIIIII|I..II I|| |I.|
GCTTCCTECTC TGGL ATGTCAT COGC GO R AATTCGTLGE CEECTAC TECTGGE—C CE LG

Sekil 4.9. embB 306. kodonunda mutasyon sonucu ATG»ATC doniisiimii
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Sekil 4.10. embB 306. kodonunda mutasyon sonucu ATG»ATA doniisiimii
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Sekil 4.11. embB 306. kodonunda mutasyon sonucu ATG»GTG doniisiimii



78

5. TARTISMA

TB, giiniimiizde hala insan sagligin1 tehdit eden en 6nemli hastaliklardandir
(1). Bunun nedeni son 60 yilda gelistirilen ilaglar ve asilama programlarina ragmen
diinya niifusunun 1/3’tintin TB ile enfekte olmasidir (4). Bu oran uzun yillardir
degismemektedir (4,7,45,53,117). TB hastalig1 Tiirkiye’de de ¢ok 6nemli bir saglik

sorunu olmaya devam etmektedir (7).

DSO’niin 2012 yilinda yayinladig son raporuna gore, 2011 yilinda diinya
genelinde 5,8 milyonu yeni tanimlanmis olmakla birlikte 8,7 milyon insan TB
hastaligina yakalanmus, bu hastalarmn 1,4 milyonu hayatin1 kaybetmistir (4). Ulkemiz
verilerine gore ise TB insidansi, 2000 yilinda Verem Savas Dispanserleri’ne kayith
hastalarda hesaplandiginda yiiz binde 27°dir (4,5). Bu oran, 2011 yili Tiirkiye Verem
Savasi Raporu’na gore yiiz binde 24’¢ diismiistiir (7).

TB tedavisinde kullanilan ilaglarin son yar1 yilizyildan itibaren kullanimda
olmasina ragmen, TB hastaliginin diinyada hala bu kadar 6nemli bir sorun olmasinin
en O6nemli nedeni, antitiiberkiiloz ilaclara gelisen direngtir. ilaca direngli MTBK
suslarinin orani giinden giine dramatik bir sekilde artmaktadir. Bu durum, hastaligin
kontroliinde basarisizliga, etkisiz tedavi rejimlerine ve direngli suslarin yayilmasi

problemlerine baslica neden olmaktadir (10,11).

DSO, TB tanisinin hizla konulmasini ve tanidan sonra da en kisa siirede
birinci sira ilaglara duyarliligin ¢alisilmasini 6nermektedir (4). Konvansiyonel
fenotipik ilag duyarlilik testleri ise, tiremeleri olduk¢a yavas olan MTBK suslarinin
duyarhiliklarinin belirlenmesinde ¢ok fazla gecikme olmasina neden olmaktadir.
DSO’niin 6nerisi olan MTBK suslarinin ilag duyarliliklarinin hizli tanisi, biran énce
etkili antitiiberkiiloz tedavisine baslanmas1 ve direngli suslarin yayilmasin1 énlemek

i¢in ¢cok gereklidir.

Bu calismada daha 6nceden Onerildigi gibi (1), TagMan problar1 ve 5°-3°
ekzoniikleaz aktivitesi olmayan aTaq polimeraz kullanilarak erime egrisi analiziyle
MTBK klinik izolatlarinda ilag direnci saptanmasi, bu yontemin ozgiillik,
duyarliliginin  belirlenmesi ve yoOnetmin uygulanabilirliginin test edilmesi

amaclanmistir. MTBK suslarinin birinci secenek antitiiberkiiloz ilaglardan olan RIF,
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INH, EMB ve PZA duyarliligi, fenotipik duyarlilik yontemi olan MGIT 960
sistemiyle c¢alisilmistir. Calismada MTBK suslari, LJ kiiltiiriinden alinip direkt
MGIT’da iiremeye konulmustur. Ancak kiiltlirden alman ornek bile MGIT da
ortalama 4 giinde tiremistir. MTBK suslarinin MGIT’daki ilag duyarliliklar1 ortalama
13 giinde sonu¢ vermistir. Tiim bu calismalar “real-time PCR’’1n sonuglarini
karsilagtirabilmek amaciyla yapilmistir. Ancak iireme i¢in 4 glin+13 giin duyarlilik

sonucu verebilmek i¢in ¢ok gegtir.

MTBK suslar1 ilag direnglerini, spontan gerceklesen nokta mutasyonlar
sonucu kromozomal DNA’nin degisiklige ugramasiyla kazanmaktadirlar (12-15).
Antitiiberkiiloz ilaglarin pek c¢oguna dirence neden olan bu belirli genlerdeki
mutasyon bolgeleri tammlanmistir (16). Ilag direncine neden olan mutasyonlarm
bilinmesi, ilaca direngli TB tanisinda molekiiler yontemlerin gelismesine 1s1k tutmus,

boylelikle direngli suslarin tanisi erken konulmaya baslanmistir (17).

Molekiiler yontemler arasinda “real-time PCR”, hizli sonu¢ vermesi, yiiksek
duyarliligi, kontaminasyon riskinin ¢ok diisiik olmasi ve tekrarlanabilirligi
nedenleriyle yaygin olarak tercih edilmektedir (18-25). ila¢ direncine neden olan
mutasyonlarin belirlenmesinde baslica “real-time PCR” yontemden biri olan TagMan
problariyla niikleik asit amplifikasyonunda, her PCR déngiisiiniin sonunda, prob ve

hedef dizinin hibridizasyonu ile bir floresan 15181 olugsmaktadir.

“Real-time PCR” testlerinden ¢ogu, bir mutasyonu ayirt edebilmek i¢in en az
2 farkli florokromla igaretlenmis problara ihtiya¢ duymaktadir. Buna bagli olarak da
test fiyat1 oldukga yiikselmekte ve ¢ok sayida mutasyonun saptanabilmesi i¢in “real-
time PCR” cihazinin da c¢oklu kanalli olmasi gerekebilmektedir (24,25). MTBK
suslarinda ilag direnci mutasyonlarinin tanisinda bu yontem basarili bir sekilde
uygulanmistir (20,26-30). Fakat bu yontemlerin “real-time PCR” uygulamalari igin

ilave gereksinimleri vardir.

Ilag direncine neden olan mutasyonlarin belirlenmesinde baslica iki “real-
time PCR” yontemi vardir: TagMan problar1 ve Molekiiler Firkete temelli mutasyon
saptama testlerinde, her PCR dongiisiiniin sonunda, prob ve hedef dizinin

hibridizasyonu ile bir floresan 15181 olugmaktadir. Bu “real-time PCR” testlerinden
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¢ogu, bir mutasyonu ayirt edebilmek icin en az 2 farkli floroforla isaretlenmis
problara ihtiya¢ duymaktadir. Buna bagli olarak da test fiyat1 ylikselmekte ve “real-
time PCR” cihazinin da ¢oklu kanalli olmasi gerckebilmektedir (25). Floresan
rezonans enerji transferi (FRET) problariyla erime egrisi analizi ve yiiksek
¢coziinlirliiklii erime egrisi (HRM) analizinde ise, mutasyon saptamasi, erime egrisi
analiziyle yapilmaktadir. MTBK suslarinda ilag direnci mutasyonlarinin tanisinda her
iki yontemde basarili bir sekilde uygulanmustir (1,20,28). Fakat her iki yontemde
sinirlt “real-time PCR” platformlarinda uygulanmistir. HRM testi ise gelismis “real-
time PCR” cihazlar1 gerektirmektedir (1). Yakin zamanlarda birkag yeni prob temelli
erime egrisi analizi teknolojisi, genotiplendirmeler icin gelistirilmistir. Bunlarin
arasinda isaretsiz problar, ¢ift isaretli problar ve molekiiler firketelerle caligilan
testler de vardir (6,32,33). Fakat bu yontemlerden MTBK suslarinda ilag direncini
tanimlamaya yonelik sinirli miktarda ¢alisma bulunmaktadir (33,34). FRET problari
ve erime egrisi analizi ile calismamizdaki yonteme benzer olarak yapilan ¢alismalar
bulunmaktadir (20,27,146). Bu ¢aligmalarda, bir verici floresan boya molekiili ile
isaretli baglant1 probu, bir de alic1 floresan boya molekiilii ile isaretli saptama probu
olan 2 adet FRET probu, MTBK suslarinda ila¢ direncini saptamak i¢in kullanilmstir.
FRET problarindan saptama probu mutasyon aranan bolgeye, baglant1 probu ise bu
bolgenin hemen yakinindaki bolgeye uygun olarak hazirlanmaktadir. Aralarinda 1-5
niikleotit uzaklik olacak sekilde yerlesen problar, DNA zincirine baglandiklarinda,
alict ve verici boya molekiilleri yan yana gelir. Bu sayede yan yana gelen problardan
baglanti probundan saptama probuna enerji transferi olur ve saptama probu floresans
yayar (146) . Bu ¢alismalarda, rpoB gen bolgesindeki mutasyonlar1 saptamak igin iki
FRET probu gerekmektedir. Bunun yani sira katG 315 mutasyonunu saptamak igin
de iki ayr1 prob gerekmektedir. Bu sayede testin maliyeti, bizim testimizin

maliyetinden ¢ok daha fazla olmaktadir.

Glinlimiizde artitk bazi1 caligmalarda yeni olarak gelistirilen yiiksek
¢coztinirliklii erime (HRM) analizi yapilmaktadir (28-30) . HRM analizi, mutant
suslarda mutasyon tagimayan suslarin EST derecelerindeki ¢ok kiiciik farkliliklari
saptayabilmektedir. Ancak bunun igin oldukg¢a gelismis “real-time PCR” cihazlar
gerekmektedir. Bu ¢alismada ise, mutant olan ve olmayan suslarin EST degerleri

arasinda en az 5,0°C fark olmas1 nedeniyle, bu ayrim kolaylikla normal bir real-time
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PCR cihazinda gozlemlenebilmektedir. Tiim problar ayni floroforla isaretli oldugu

icin de tek kanalli real-time PCR cihazi bile, bu multipleks uygulama igin yeterlidir.

Bu nedenle calismamizda, MTBK suslarinda ilag direncine neden olan
mutasyonlar1 hizli bir sekilde tanimlayabilecek diisiik maliyetli bir “real-time PCR”

yontemi uygulanmustir.

Calismamizda uyguladigimiz multipleks “real-time PCR” yontemine benzer
multipleks “in-house” PCR uygulamalari da bulunmaktadir. In-house uygulama ile
rpoB genindeki 516, 526 ve 531. kodonlar1 ve katG genindeki 315. kodondaki
mutasyonlar, 6zgiil primerler yardimiyla arastirilmaktadir (130,139,144). Yapilan
caligmalarda bu multipleks PCR yontemi, rpoB geninin 531 ve 516. kodonlarindaki
mutasyonlar1 belirlemede dizi analizi ile %100 uyumlu bulunmustur (139,144).
Buna karsin yontemin 526. kodondaki mutasyonu saptamada duyarliligi disiik
bulunmustur. katG geninin 315. kodonundaki mutasyonu saptamada dizi analiziyle

% 94 uyum goézlenmistir (139).

Yang ve ark. (131) yaptiklari ¢alismada, konvansiyonel multipleks PCR ile
MTBK suslarinda INH, RiF ve EMB direncinden sorumlu mutasyonlar arastirilmas;
yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigii INH i¢in % 81 ve %97.5, RIF i¢in %93 ve %98.9,
EMB i¢in %54.5 ve %68 olarak kaydedilmistir. Ancak tiim bu yontemlerde analiz

icin elektroforez uygulanmasi, ¢aligmalarin dezavantajidir.

Yapilan tim bu PCR calismalarinda farkli duyarlilik sonuglar1 elde
edilmesinin, kullanilan PCR ydnteminin yani sira, 6rnek tiirii ve drnek igindeki basil
miktar1 ile de 6nemli bir iliskisi vardir. Teorik acidan bakildiginda, 6rnek iginde
birka¢ basilin bulunmasi durumunda bile PCR sonucunun pozitif bulunabilecegi
sOylenmektedir. Ancak pratik uygulamada, bir¢cok calismada TB PCR duyarliliginin
bu kadar yiiksek olmadigr gosterilmistir. Bunun nedenleri arasinda MTBK
DNA’smin 1iyi bir sekilde aciga ¢ikarilamamasi, Ornegin islenmesi sirasinda
basillerin kaybedilmesi veya ornek i¢inde inhibitér maddeler bulunmasi sayilabilir
(80,145). Tim bu nedenler de PCR’da MTBK’nin saptanmasini ve duyarlilik

calisilmasini etkilemektedir.
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DSO tarafindan MTBK tanisinda ve RIF duyarlihig: ¢alisiimasinda onerilen
yontem olan GeneXpert MTB/RIF sisteminin klasik yontemlerle kiyaslandigi ilk
calismalarda tatmin edici sonuglar elde edilmistir(21,136-138) . Dogrudan hasta
materyalinden semi kantitatif nested “real-time PCR” yontemiyle, MTBK varlig1 ve
RIF direnci tek bir testle, iki saatten kisa bir siirede saptanabilmektedir. Bu
caligmalarda testin duyarlilifi yayma-pozitif orneklerde ortalama %99, yayma-
negatif drneklerde ise ortalama %90 olarak bulunmustur. Testin en belirgin olumsuz
yonii ise, pahali bir ydntem olmasidir. Ancak DSO tarafindan TB tanisinda ve RIF
direnci saptanmasinda dneriliyor olmas1 molekiiler yontemlerin TB laboratuarlarinda

yavas yavas yer almaya basladiginin gostergesidir.

Bu c¢alismada LJ besiyerinde diretilmis MTBK suslarinin spin kolon
yontemiyle DNAlar1 izole edilmistir. Izole edilen DNA’larin rpobB, inhA promotor
bolgesi, katG ve embB gen bélgelerinde ilag direncine neden olan mutasyonlarin
olup olmadigi multipleks “real-time PCR” uygulamasiyla saptanmaya g¢alisilmistir.
Bu nedenle, ilag direnciyle iligkili bolgelere komplementer olan ¢ift isaretli TagMan
problari kullanilmistir. Mutasyonlar, amplifikasyondan sonra yapilan erime egrisi

analizi ile saptanmaya ¢alisiimistir.

Pek ¢ok farkli prob, ilag duyarliliklarini saptamada kullanilmaktadir. TagMan
ve molekiiler firkete temelli mutasyon saptama yontemleri karsilagtirildiginda her iki
yontemin benzerlikleri olmasina karsin, bu c¢alismada kullanilan problarinin
avantajlar: fazladir. Yine FRET problarinin kullanildig1 yontemlerde genellikle en az
bir ¢ift prob, bir mutasyonu saptamak igin kullanilmaktadir (9,32). Bunun yani1 sira
farkli TagMan ve molekiiler firkete problarinin kullanildigi ¢aligmalarda her bir
mutasyonu saptamak igin ayr1 bir prob tasarlanmaktadir. Bu durum da testin

maliyetini ¢ok fazla arttirmaktadir.

Espasa ve ark. (24) ve Wada ve dig. (23) yaptiklar1 ¢alismalarda TagMan ve
molekiiler firkete temelli yoOntemleri modifiye ederek rpoB bolgesindeki
mutasyonlar1 saptanuglardir. RIF direncine neden olan mutasyonlar, molekiiler

firkete problarla tek bir tiipte saptanabilmistir.
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rpoB bolgesindeki mutasyonlarin hepsinin kapsanabilmesi amaciyla farkl
floroforlarla isaretli ¢goklu prob (dortten fazla prob) seti gerekmektedir. Ancak bdyle
bir “real-time PCR” testinin ¢alisilacagi cihazin, es zamanli olarak farkli floroforlar
saptayabilmesi i¢in ¢oklu kanala sahip olmas1 gerekmektedir (1,18,23). Bu ¢alismada
ise, tiim problar ayni floroforla (FAM) isaretlidir. 2 problu test tiiplerinde ise ayrim
problarin erime egrisi analizindeki Tn, farkliliklartyla yapilmaktadir. Tiim ilaglar i¢in
uygulanan “real-time PCR” programi aynidir. Bu nedenle tiim testler, tek kanalli
“real-time PCR” cihazlarinda aym1 anda es =zamanli olarak kolaylikla

calisilabilmektedir.

Kiiltiir duyarliligi ve PCR’a gore duyarliligi karsilastirdigimizda, yontemin
basarili sonuglar verdigi goriilmiistir. MGIT ile RiF direngli bulunan &rneklerin
hepsi, “real-time PCR” ydntemiyle de direngli bulunmustur. MGIT ile RIF duyarli
bulunan orneklerin hepsi, “real-time PCR” ile de duyarli bulunmustur. Bunun yani
sira, direngli 6rneklerde RIF direncine neden olan mutasyonlar rpoB gen bélgesinde

saptanabilmistir.

Somoskovi ve ark. yaptig1 calismada diisiik MIK degerli RIF direnci, RDBB
bolgesinin 511, 513, 515, 516, 518, 519 ve 522. kodonlarindaki mutasyonlarla iligkili
bulunmustur. RIF’e yiiksek MIK degerinden sorumlu olan ve en sik goriilen
mutasyonlar Ser 531 Leu (%42) ve His 526 Tyr (%23) mutasyonlar1 olarak
saptanmistir (146).

rpoB gen bdlgesinde bulunan pek cok mutasyonu saptayabilmek icin, ¢ok
sayida prob gerekirken, bu calismada 2 adet uzun ve ortasindan floroforla isaretli
prob kullanilmistir. rpoB P1 probu rpoB geninin 511, 513, 515, 516, 518,ve 5109.
kodon mutasyonlarini saptayabilecek sekilde tasarlanmigken, rpoB P2 probu en sik
goriilen 531. kodon ve sonrasinda 526 ve 533. kodon mutasyonlarini saptayabilecek
sekilde tasarlanmistir. Sonug¢ olarak bu iki uzun prob, rpoB gen bélgesindeki tim
mutasyonlar1 kapsamaktadir. Problarin sayisinin az olmasi ve ayni isaretli olmalari
testin maliyetini oldukca digiiriirken, mutasyon saptama olasiligin1 da c¢ok

yiikseltmistir.
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Rpo P1 probu, ¢alistigimiz O6rneklerden rpo P1 probunun kapsamina giren
515. kodon mutasyonu tek bir susta saptanmistir (Direng oran1i=%5). Bu mutasyon,
rpo P1 EST degerinde 11°C diisiise neden olmustur (56,59°C). Bu fark da direncin

saptanmasini ¢ok kolaylagtirmistir.

Rpo P2 probuyla direngli izolatlarin ortalama 67,1°C’de pik verdigi bu sirada
rpo P1’in hi¢ pik vermedigi ve 6rneklerin DNA dizi analiziyle incelendiginde 531.
kodonda mutasyon tasidiklari saptanmistir (Direng orani=%95). “Real-time PCR”
testiyle elde edilen tiim sonuglar sonuglar MGIT ve DNA dizi analizi sonuglariyla
karsilastiildiginda  “real-time PCR” yonteminin RIF duyarlihgmi saptamadaki

ozgilliigi ve duyarliligi %100 bulunmustur.

MTBK RIF direngli izolatlarin “real-time PCR” ile yiiksek duyarlilikta sonug
alinmasi; RIF direncinden sorumlu mutasyonlarin biiyiikk oranda RDBB’de
bulunmasi ve bizim kullandigimiz problarin da bu bolgeyi hedeflemesi nedeniyle,

beklenir bir sonugtur.

INH direncinden ~%50 sorumlu olan katG bolgesinin 315. kodonunda
goriilen Ser® Thr (AGC» ACC) mutasyonunu saptayabilmek amaciyla katP probu

tasarlanmistir.

katP probuyla, MGIT’la INH direncli olarak saptanan 26 sustan 9 tanesinin
katG 315. kodonunda AGC+ACC mutasyonu tasidigi saptanmistir (%35). katG 315
mutasyonunu saptamak i¢in tasarlanan probun, bu mutasyonu tasiyan suslarda
verdigi ortalama EST degeri 43°C’dir. Bu sicaklik degeri, KatG 315 mutasyonu
tasimayan suslarin EST degerinden 12,64°C daha diisiiktiir. Bu EST degeri farkiyla
katG 315 mutasyonu tasiyan ve tasimayan suslar kolaylikla birbirinden
ayrilabilmistir. Bu suslarda ‘“real-time PCR” yontemiyle saptanan katG 315

mutasyonu varligi, yapilan DNA dizi analizleriyle dogrulanmustir.

katG gen bolgesinin 315. kodonundaki mutasyonu saptamak amaciyla
tasarlanan katP probunun, uyguladigimiz “real-time PCR” yonteminde bu bolgedeki

mutasyonu saptama 6zgiilliigii ve duyarliligi %100 olarak bulunmustur.
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INH direncinden ~%25 sorumlu olan inhA promotor bélgesinde bulunan ve
baslangi¢c kodonundan geriye dogru niikleotidler sayildiginda karsimiza ¢ikan 15.
niikleotidin mutasyon ile (C—+ T) degismesini saptayabilmek i¢in inhP probu

tasarlanmistir.

inhP probuyla, MGIT’la INH direncli olarak saptanan 26 sustan 17 tanesinin
INhA promotor bolgesinin 15. niikleotidinde mutasyon tasidigi saptanmistir (%65).
Bu mutasyon C niikletidinin yerinde T niikleotidi bulunmasi ile olugsmaktadir. inhA-
15 mutasyonunu saptamak i¢in tasarlanan probun, bu mutasyonu tasiyan suslarda
verdigi ortalama EST degeri 54°C’dir. Bu sicaklik degeri, inhA-15 mutasyonu
tasimayan suslarin EST degerinden 1,9°C daha diisiiktiir. Bu EST degeri farkiyla
inhA-15 mutasyonu tasiyan ve tasimayan suslar kolaylikla birbirinden ayrilabilmistir.
Bu suslardaki inhA-15 mutasyonu varligi, yapilan DNA dizi analiziyle

dogrulanmistir.

inhA promotor bdlgesinin 15. niikleotidindeki mutasyonu saptamak amaciyla
tasarlanan inhP probunun, uyguladigimiz “real-time PCR” yonteminde bu bdlgedeki

mutasyonu %100 6zgiilliikk ve duyarlilikla saptadigi gortilmiistiir.

Calismamiza toplam 26 INH direngli izolat alinmistir. Bu izolatlarda katG ve
inhA mutasyonlarin saptandig1 i¢in uyguladigimiz real-time PCR yOnteminin
duyarliligi %100 bulunmustur. Ancak INH direngli izolat sayis1 artirildiginda “real-
time PCR” yonteminin duyarliliginin  diismesi beklenebilir. Cilinki MTBK

izolatlarinda izoniazid dirancinde katG ve inhA’dan baska genler de sorumludur (1).

MTBK suslarinda EMB direncinden sorumlu oldugu bilinen mutasyonlarin
%70’ine embB gen bolgesindeki aminoasit degisiklikleri sebep olmaktadir. Bu
mutasyonlarin ise %90’min ise, embB 306. kodonunda oldugu ve Met306
mutasyonlarinin, EMB’ye direncin saptanmasinda en belirleyici mutasyonlar oldugu

gosterilmistir (126).

EMB direncine neden olan embB 306. kodonundaki mutasyonlar1 saptamak
amaciyla embP probu tasarlandi. Bu prob ile 306. kodonda mutasyon tasiyan 11 sus
saptand1. Bu suslara yapilan DNA dizi analizi ile, EST degeri ortalama 61,0°C olan 3
susun ATG306ATA mutasyonu tasidigi goriildii ( Direng oran1i=%27).
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EST degeri ortalama 68,0°C olan 7 susa yapilan DNA dizi analiziyle 6’sinin
ATG306GTG mutasyonu tasidig goriildi. 1 sus ise, MGIT ile EMB duyarli, DNA
dizi analizinde ise 306. kodonda mutasyon tasimadigi goriilmiistir. Ancak
uyguladigimiz “real-time PCR” yonteminde embP probu 68,32°C’de EST degerine
sahip olarak saptandi. Bu hatali sonug, “real-time PCR” testimizin EMB duyarlilig

saptama Ozgilligiinii %97 ye diistirmustiir.

embB 306 EST degeri 60,0°C bulunan tek bir susun ise DNA dizi analiziyle
ATG306ATC mutasyonu tagidigi saptandi (Direng orani=%9). Bir sus ise, MGIT ile
EMB direncli bulunurken, “real-time PCR” yontemiyle duyarli bulundu. Ayni susa
yapilan DNA dizi analizinde ise embB geni iizerinde her hangi bir kodonda
mutasyon olmadigi goriildii. Bu durumdaki EMB direncinden, farkli bir gendeki
mutasyon sorumlu olabilir diisiincesi akla gelmektedir. EMB direncini saptamada

“real-time PCR” testimizin duyarliligi bu nedenle %92’ye diismiistiir.

Tiim veriler sonucunda embP probu ile EST degeri ortalama 61,0°C olan
suslarin ATG306ATA mutasyonu tasidigl, embP EST degeri ortalama 68,32°C olan
suslarin ATG306GTG mutasyonu tasidigi, embP EST degeri ortalama 60,0°C olan
suslarin ATG306ATC mutasyonu tasidigi, embP EST degeri ortalama 71,0°C olan

suslarin ise EMB duyarli oldugu “real-time PCR” sonucu ile belirlenebilmektedir.

Calismamizin bir diger kismi, PZA duyarliliginin MGIT 960°da dogru
saptanabilmesi idi. Bilindigi lizere, PZA TB vakalarmin tedavisinde kullanilan
birinci sira ilaglardandir (148). Nikotinamid analogu olan bir 6n ilag olan pirozinoik
asitin MTBK suslara kars1 etkili olabilmesi i¢in, mikobakteriyel bir enzim olan
pirazinamidaz (PZaz) ile aktif formuna doniistiiriilmesi gerekmektedir (146,149,150).
PZA direngli klinik izolatlarda PZaz aktivitesi kaybi, en yaygin PZA direnci
nedenidir (150,151). Bunun yani1 sira, PZaz’1 kodlayan pncA geninde mutasyon
olmasi, glinlimiizde arttk PZA direncine neden olarak goriilen asil mekanizmadir
(152-154). ilacin sadece asit pH’l1 besiyerinde aktive olabilmesi, ila¢ duyarlilig
calistimasim olduk¢a zahmetli bir hale getirmektedir (155,156). Ilag duyarhiligi
calisildiginda, zayif ireme sonucunda tam elde edilemeyen sonuglar1 6nlemek ve bu
sirada da PZA aktivitesini korumak i¢in besiyeri asidik (pH6) bir maddeyle
zenginlestirilmektedir (157). Bactec 460 radyometrik sistemi, PZA duyarlilig
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calisilmasinda 6nerilen yontemdir (35). Pek ¢ok mikrobiyoloji laboratuart da, Bactec
460 radyometrik sisteminden MGIT 960 radyometrik olmayan sistemine ge¢mistir.
Her iki sistemde de, asidik Middlebrook 7H9 besiyerinde, modifiye oranti
yontemiyle elde edilmis krittk PZA  konsantrasyonu 100ug/ml olarak
kullanilmaktadir. Ancak yapilan c¢alismalarda, MGIT 960 sisteminin PZA
duyarliliginda hatali sonuglar verdigi gosterilmistir (158-160). Hatali sonug
vermesinin nedenleri arastirildiginda, farkli ¢calismalar tarafindan pek ¢ok neden one

stirtilmistiir.

Chedore ve ark. (158), radyometrik olmayan MGIT 960 sistemi, ile Bactec
460 TB sistemlerini PZA duyarliligi calismasinda karsilastirmislardir. PZA
duyarliliginda MGIT 960’in altin standart olan Bactec 460°dan farkli sonuglar
cikardigini gostermislerdir. Bunun nedeni olarak da, MGIT 960 ve Bactec 460’ 1n
kullandig1 besiyeri miktarinda farklilik olmas1 olarak degerlendirilmistir. Buna bagh
olarak da besiyerindeki basil konsantrasyonunun MGIT’da Bactec’e gore 2,5 kat

fazla oldugu belirtilmistir.

Zhang ve ark. (161), MGIT 960 tiipiinde bakteri konsantrasyonunun 2,5 kat
fazla olup aktif bir sekilde iireyen basillerin besiyerinde bulunmasinin, ortamin
pH’sin1 anlamli bir sekilde ylikseltebilecegini, buna bagl olarak da, alkali ortamda

PZA’nin etkisinin inaktive olabilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada, inokulum yogunluguna bagli PZA duyarlilig1 hatali sonucunu
onlemek adma bir MGIT PZA ¢alisma protokolii modifikasyonu yapilmustir. Ik
olarak MGIT PZA kitinin 6nerdigi miktarda inokulumla (0,5 ml) PZA duyarhliklar
saptanmigstir. Bu sekilde 50 susun, 41’1 PZA direngli bulunmustur.

PZA direngli bulunan suslar, yeniden MGIT da PZA duyarliligina alinmigtir.
Fakat bu sefer tiiplere yar1 miktarda inokulum (0,25 ml) konulmustur. Bu sekilde 41
PZA direngli sustan 2 tanesi, PZA duyarli olarak bulunmustur. MGIT 960 PZA
duyarhilik testinin %35 oraninda farkli sonu¢ verdigi saptanmistir. Ancak bu oran
yapilan Onceki caligmalardaki hatali PZA oranlarina gore daha diisiiktiir (140).
MGIT sistemi kullanilarak test edilen bu izolatlarin, BACTEC 460, PRaz ve pncA
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gen muatsyonlarinin saptanmasi gibi yontemlerle tekrar test edilmesi ve dogrulanmsi

gerekmektedir.

Inokulum konsantrasyonunun fazla olmasi sorunun yani sira, MGIT 960°da
kullanilan inokulumun kag¢ giinliik oldugu da, test sonucu a¢isindan ¢ok 6nemlidir.
Ornegin ilk kiiltiir tiipiiniin pozitif verdigi giin 0. giin kabul edilmektedir. Takip eden
1 veya 2. giinde testin calisilmast daha dogru olmaktadir (158).  Kiiltiiriin
pozitiflestigi ilk 2 glinde, PZA duyarliligi, diliisyona gerek kalmadan normal
prosediirle calisilmaktadir. Ancak kiiltiir pozitif sonu¢ verdikten sonra, PZA
duyarlilig1 hemen calisilmayip 3-5 giin bekletildiyse, bu tiipten alacagimiz inokulum
konsantrasyonu ¢ok yogun bir hale gelmis olmaktadir. Bunu onlemek amaciyla,
ornek, ilk olarak 1:5 oraninda diliie edilir. Elde edilen diliisyon tiipti, ilk inokulum
tiipii kabul edilip, normal ¢alisma protokoliine bu tiiple devam edilir. 2-5 giin arasi
PZA duyarliligi calisilmast i¢in bekletilen pozitif kiiltiir tiiplerinin, etiivde
bekletilmesi onerilmektedir (168). Amag, tiip icersindeki basil sayisinin biraz daha
artmasidir. Nitekim tiremenin oldugu 0. giinde PZA c¢alisilmayip sonraki giinlere
bekletilmesinin nedeni de budur. Ancak bizim c¢alismamiz gibi direk kiiltiirden
MGIT tiipline pasajlandiysa, MGIT tiipii tireme pozitif sinyalini verdikten sonra,
PZA calisilacag: siire zarfina dikkat edilmelidir. Ciinkii MGIT 960 cihazinin igi etiiv
gorevi gormektedir. Pozitif sinyali alinan tiipii cihazdan alip etiive koyarak, basillerin
tiremesine ayn1 hizla devam etmesi saglanir. Zaten kiiltiirden yogun sekilde alindig1
icin, PZA duyarlilig: ¢alisilirken de basil konsantrasyonu agisindan asir1 yogunlagmis
olacaktir. Bu ornek, belirli oranlarda seyreltilse de, basiller kiimelesmis bir halde
PZA tiipiine diisebilmektedir. Dogru bir diliisyon sonucu ile 10° cfu/ml olmasi
gereken konsantrasyon, bu degerden sapabilmektedir. Asir1 yogun inokuluma bagh
olarak da, PZA tiiplindeki lireme, kontrol tiipiindeki iiremeyi gegebilmektedir. Yine
ayni sekilde yogun inokuluma bagl olarak, cihazin kontaminasyon kabul ettigi ilk 4
giin i¢inde tireme pozitifligi saptanabilir ve bu cihaz tarafindan hata sayilir, test iptal

edilir.

PZA duyarlilig1 ¢alisirken vorteksleme isleminden sonra inokulumun 15 dk
bekletilmesi onerilmektedir. Ancak oOnerildigi gibi vorteksledikten sonra 15 dakika

bekleyip tiplin dip kisminda kiimelenmis basillere yakin yerden inokulum
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alindiginda, yogunluga bagli olarak hatali sonug elde edilebilmektedir. Bunun yerine,
bekletilmesi Onerilen inokulumu, 15 dk gibi zaman harcayan bir siire bekletmeyip,
tek kullannomlik pipet ucuyla tiiplin iist sivi kismindan alip PZA duyarlilig
calisildiginda da PZA testi sorunsuz sonu¢ vermektedir. Boylece testin calisilma

stiresi oldukca kisaltilmis olur.

Werngren ve ark. (162), MGIT’da MTBK suslarinin PZA duyarliligimni
calisirken, ii¢ farkli PZA MIK degeri belirleyip, buna gore sonuglari siiflandirmayi
uygun gérmiislerdir. PZA MIK degeri <64 ng/ml olan susu duyarli kabul etmislerdir.
PZA MIK degeri 128 pg/ml olan susu orta duyarli kabul etmislerdir. PZA MIK

degeri <128 pg/ml olan susa ise direngli demislerdir.

MGIT 960 sistemi ile, PZA duyarliligmin normal test protokoliiyle
calisildiginda hatali duyarlilik sonucu verdigine dair g¢alismalar bulunmaktadir
(150,158,161). Testin galisma protokoliiyle ¢alisildiginda en fazla hatali sonucun

goriildiigli ¢alisma Piersimoni ve arkadaslarina aittir.

Piersimoni ve ark.(150), 211 MTBK susunun PZA duyarliligini test etmek
amactyla, 2 farkli fenotipik ve 1 genotipik yontemi kullanmislardir. Fenotipik
yontemler, Bactec 460 TB, MGIT 960 ve genotipik yontem ise, PZA direncine neden
olan pncA ve rpsA gen bdlgelerinin dizi analizidir. 211 susun 55’i MGIT 960
sistemiyle PZA direngli bulunup, direngli ¢ikan bu Orneklerin yar1 hacim
inokulumlariyla ayni test ¢alisildiginda 32 tanesini duyarli bulunmustur. Geriye
kalan 23 susu hem MGIT 960 hem de Bactec 460 TB direngli bulmustur. pncA ve
rpsA mutasyonunu saptamak icin 13 direncli susa yapilan dizi analizinde, 11 susun
pncA bolgesinde mutasyon tasidigini saptamislardir. Diger 2 susun ise rpsA gen
bolgesinde mutasyon tagidigini tespit etmislerdir. Bactec 460 TB radyometrik sistemi
altin standart kabul edilip duyarlilik ve 6zgiilliiklerini hesapladiklarinda, standart
MGIT calisma yonteminin duyarliligi %100, 6zgilligii %85,4 bulmuslardir. Yar
hacim inokulumla ¢alisilan yontemi kiyasladiklarinda ise duyarliigi %2100,
ozgilligli %100 bulmuslardir. Bu ¢alisma, MGIT 960 sistemiyle PZA duyarlilig
calisildiginda, sistemin hatali sonu¢ verdigini gosteren en fazla Ornek sayisina

sahiptir.
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PZA duyarliligina alternatif bir yol olarak kiiltiirii yapilmis suslarin PZaz
aktivitelerine bakilabilir veya pnCcA mutasyonlart saptanabilir. Ancak bu
yontemlerinde dezavantajlar1 vardir. PZaz testinin duyarhilig diistiktiir. Direncli olan
suslar da PZaz pozitif olabilmektedir (163). pncA mutasyonlari ise ¢ok ¢esitlidir.
Gen bolgesi lizerinde bastanbasa oldukg¢a dagimnik bigimde goriilmektedir. Bu durum

ise, mutasyon analizini kismen zorlagtirmaktadir.

PZA direnciyle, pncA mutasyonu arasindaki iliskiyi, yapilan g¢aligmalar
dogrulamaktadir (150,164,165). PZA direncinin yapilan dizi analizleriyle
saptanmasi ile, bu molekiiler yontemin 6nemi ortaya koyulmaktadir. Nitekim, dizi
analiziyle hazirlanmis strip testlere, artik giiniimiizde ticari olarak kolaylikla
ulagilabilmektedir (164,165). Bizim ¢alismamizin kisitlh yonii ise, imkanlarin

yetersiz olmas1 nedeniyle pncA geni mutasyon analizi yapamamis olmamizdir.

Yapilan ¢aligmalarda, PZA direngli MTBK suslarinin hepsinin pncA geninde
mutasyon tasimadigi da gosterilmistir (166). Ribozomal protein S1°i kodlayan rpsA
geninde yeni tanimlanabilen bir mekanizmayla mutasyon olmasi goriilmiistiir. Bu
mutasyonun da disiik bir oranda da olsa, PZA direncine neden olabildigi
belirtilmistir (167).

6. SONUCLAR ve ONERILER

1. 50 MTBK klinik izolatinda birinci sira ilaglardan RIF, INH ve EMB
duyarliliginin saptanmaya ¢alisildigi bu calismada, tiim suslar LJ besiyerinde
iretilmis ve ardindan MGIT 960 sivi Kkiiltiir sisteminde ilag duyarliliklar
calisilmistir. MGIT ydntemiyle 19 sus RIF direncli, 31 sus RIF duyarli, 26 sus INH
direngli, 24 sus INH duyarli, 11 sus EMB direngli, 39 sus EMB duyarli bulunmustur.

2. Aynmi ila¢ duyarliliklarinin ve dirence neden olan mutasyonlarin kisa
sirede saptanabilmesi amactyla tasarlanan “real-time PCR” yonteminde toplamda 6
primer ve 5 prob kullanilmistir. Uzun olarak tasarlanan ve ortasindan floroforla
isaretli olan iki adet TagMan probu rpoB gen bolgesindeki tiim mutasyonlar

kapsamaktadir. INH direncinden = ~%50 oraninda sorumlu olan katG 315
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mutasyonunu saptayabilmek ic¢in bir prob, yine INH direncinden ~%25 oraninda
sorumlu olan inhA promotor bolgesi 15. niikleotidindeki mutasyonu saptayabilmek
i¢in bir prob tasarlanmistir. EMB ilag direncine %70 oraninda neden olan embB gen
bolgesinin 306. kodonundaki mutasyonlarin saptanmasi amaciyla da bir prob
tasarlanmistir. Her sus i¢in 3 tiip hazirlanip, birinci tiipe rpoB primerleri ve problari,
ikinci tiipe INH direncinden sorumlu mutasyonlar1 saptayan katG ve inhA primer ve
problari, tligiincii tlipe ise yalniz EMB direncinden sorumlu mutasyonlarin bulundugu
embB gen bolgesini kapsayan primer ve problar konulmustur. RIF direncini
belirlemede MGIT ve “real-time PCR” testleri %100 uyum gostermislerdir. Yine
ayn1 sekilde INH direnci de her iki yontemle %100 uyum i¢inde saptanmistir. Ancak
EMB direnci “real-time PCR” yontemi ile tek bir susta yanlis pozitif olarak
saptanmigtir. Bu nedenle “real-time PCR” testimizin EMB direncini saptama
ozgilligi %97’ye diismiistiir. Bagka bir susta ise EMB direnci “real-time PCR”
yontemi ile yanlis negatif olarak saptanmistir. Bu nedenle “real-time PCR” testimizin
EMB direncini saptamada duyarliligi da %92’ye diismiistiir.

3. “Real-time PCR” yontemiyle suslarin elde edilen ortalama EST degerinin
hangi mutasyona karsilik geldigini saptayabilmek amaciyla, 16 susa DNA dizi
analizi uygulanmistir. DNA dizi analizi sonuglarina gore, rpo P2 probuyla MTBK
suslarmin rpoB 531. kodonda mutasyon tasidigi tespit edilmistir. Tek bir susta ise
rpo P1 probu 11°C diisiis gdstermistir. Bu susun DNA dizi analiziyle rpoB 515.
kodonda diisik MIK degerli RIF direncinden sorumlu mutasyona neden oldugu
belirlenmistir. INH direncli ve duyarli olan suslarin DNA dizi analizine bakildiginda,
katG 315 geninde mutasyon tasiyanlarin “real-time PCR’’da EST degerlerinin
ortalama 43°C oldugu belirlenmistir. inhA-15’te mutasyon tasiyanlarmm EST
degerlerinin ise 54°C oldugu belirlenmistir. “Real-time PCR” ydntemiyle embB EST
degeri ortalama 61°C olan suslarin ATG306ATA mutasyonu, EST degeri ortalama
68°C olan suslarin ATG306GTG mutasyonu, EST degeri 60°C olan suslarin
ATG306ATC mutasyonu tasidigit DNA dizi analizi ile saptanmistir. Suglarin hangi
mutasyonu tasdiklart “real-time PCR” sonucunda elde edilen ortama EST
degerleriyle kiyaslanilarak belirlenebilir. Ancak EMB direncinin belirlenmesinde
“real-time PCR” yontemiyle bir susun yanlis pozitif, bir susunda yanlis negatif sonug

verdigi DNA dizi analiziyle ve MGIT 960 sonucuyla belirlenmistir. “real-time PCR”
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testimizin RIF ve INH direncini belirlemede 6zgiilliik ve duyarlilig1 %100’ diir. EMB
direncini belirlemede 6zgiillik ve duyarliligin da %100 olmasi igin g¢aligmalar
yapilmas1 gerekmektedir.

4. Bu calismada yaygin olarak kullanilabilecek, ¢ok fazla gelismis teknik
donanim gerektirmeyen, maliyeti diigiik ve uygulamasi kolay bir “real-time PCR”
yontemi uygulandi. Bu sayede TB hastalarinin antitiiberkiiloz ila¢ duyarliliklari
birka¢ saat i¢inde belirlenebilmektedir. Yontemin daha da gelistirilmesiyle, tiim
ilaglara direnci belirleyen primer ve problarin tek bir tiipte bulundugu multipleks
uygulamalar yapilabilir.

5. Calismanin bir diger kismi, MGIT 960 sisteminde PZA duyarliliginin tam
dogru olarak saptanabilmesidir. Bu amagla 50 susun PZA duyarliligt MGIT 960 PZA
Kitiyle c¢alisilmistir.  Firmanin Onerdigi standart PZA c¢alisma protokoliiyle
calisildiginda (0,5 ml bakteri inokulumu ile ), 50 susun 41’1 PZA direngli ¢ikmustir,
Ayni suslarin, yar1 inokulum (0,25 ml) konularak PZA duyarliligi yeniden
calisildiginda, bir 6nceki PZA testinde direncli ¢ikan iki sus bu kez duyarli ¢ikmaistir.
Bu durumda MGIT 960’1n PZA duyarliliginda sonuglar arasi fark oran1 %5 olarak
saptanmistir. MGIT 960 sisteminde PZA duyarliligi inokulum miktarinin yani sira
testin manipiilasyonda yapilan kii¢iik modifikasyonlardan etkilenmektedir.

6. PZA duyarliligi calisirken vorteksleme isleminden sonra inokulumun
onerildigi gibi 15 dk bekletmek yerine inokulumu, tek kullanimlik pipet ucuyla tiipiin
iist sivi kismindan alip PZA duyarliligi ¢alisildiginda, PZA testi sorunsuz sonug
vermektedir. Boylece testin ¢aligilma stiresi kisaltilabilmektedir.

7. MGIT 960 ile galisilan PZA duyarliliginda major hatalara neden olmamak
icin, dnceden yapilmis caligmalar ve bizim ¢alismamiz referans alindiginda, bir susa
direngli diyebilmek igin, o susun 0,5 ml ve 0,25 ml inokulumla direngli ¢ikmasi
gerektigi oOnerilebilir. Bunun yaninda, imkanlar dogrultusunda konfirmasyon igin
pncA ve yeni olarak one siiriilen rpsA genleri mutasyon analizi yapilmasi, duyarlilik

sonucunun dogrulugunu gostermek i¢in uygun olacaktir.
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ALP’in sorumlu aragtirmacisi oldugu, Biyolog Fatma Nur AKDOGAN ile birlikte ¢aligacaklar1 FON
12/18 kayit numarali ve “Mycobacterium T uberculosis Klinik Izolatlarinda Ila¢ Direncinin
Multipleks  “Real-Time PCR” Yéntemiyle Saptanmast” baslikli proje Onerisi Kurulumuzda
degerlendirilmis clup, etik agidan uygun bulunmustur.
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