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Tiiberkiiloz (TB), bilinen en eski hastaliklardan birisidir. Giiniimiizde 6zellikle ¢oklu ilaca
direngli (MDR- CID) ve yaygin ilaca direngli (XDR — YID) Tiiberkiiloz basilleriyle enfekte olmus
hasta sayismnin artmasi, hastaligin kontroliindeki en biiyiik problemdir. Ancak ileri molekiiler
metotlarla direncin molekiiler mekanizmasi tespit edilerek uygun tedavi rejimleri kisa siirede
belirlenebilmektedir. Son yillarda onaylanan ilaglardan olan Bedakulinin (BDQ) Pirazinamid
(PZA)ile birlikte kullanilmasi tedavi siirecinin etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, tiiberkiiloz siiphelilerinin Klinik 6rneklerinden izole edilen MDR ve
tamamen ilaca duyarli M. tuberculosis suslar1 arasinda PZA ve BDQ direnci ile ilgili oldugu
diistiniilen genlerdeki mutasyonlar1 degerlendirmek ve aralarindaki iliskiyi sorgulamaktir.

Tirkiyenin 7 farkli ilinden tiiberkiiloz 6n tanis1 ile Adana Bolge Tiiberkiiloz
Laboratuvarinda gelen klinik materyalden izole edilen 41 MDR ve 30 tamamen duyarli toplam 71
MTB ornegin fenotipik ve genotipik yontemlerle 1’inin (%1.4) M.bovis 70’inin (%98.6) M.
tuberculosis oldugu, ilag duyarlilik testi (IDT) sonucunda 41 MDR susun 30’unun( %73)PZA
direngli, 11°nin (%27) PZA duyarl oldugu , %76 ‘smin izoniazid-rifampisine direngli oldugu tespit
edilmistir.

Sanger sekans dizi analizi ile 27 pncA, 14 panD mutasyonu bulunurken hadC ve Rv0678
genlerinde herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir.

Anahtar Kelimeler: M.tuberculosis, Pirazinamid, Bedakulin
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of the oldest known diseases. Today, the increasing number of
patients infected with tuberculosis bacilli, especially multidrug-resistant (MDR) and extensively
drug-resistant (XDR), is the biggest problem in controlling the disease. However, by detecting the
molecular mechanism of resistance with advanced molecular methods, appropriate treatment
regimens can be determined in a short time. The use of Bedaquiline (BDQ), one of the drugs
approved in recent years, together with Pyrazinamide (PZA) suggests that the treatment process is
effective.

The aim of this study is to evaluate mutations in genes thought to be related to PZA and
BDQ resistance among MDR and fully drug-sensitive M. tuberculosis strains isolated from clinical
samples of tuberculosis suspects and to question the relationship between them.

For a total of 71 MTB samples, 41 MDR and 30 fully sensitive, isolated from clinical
material arriving at Adana Regional Tuberculosis Laboratory with a preliminary diagnosis of
tuberculosis from 7 different provinces of Turkey, 1 (1.4%) was determined to be M.bovis and 70
(98.6%) were M. tuberculosis, and as a result of the drug sensitivity test (IDT), 30 (73%) of 41
MDR strains were found to be PZA resistant, 11 (27%) were PZA sensitive, and 76% were
resistant to isoniazid-rifampicin.

While 27 pncA and 14 panD mutations were found by Sanger sequence analysis, no
mutations were detected in the hadC and Rv0678 genes.

Keywords: M. tuberculosis, Pyrazinamide, Bedaquiline
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Adenin

BDQ . Bedakulin

C . Sitozin

CiD : Coklu ilag direngli

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA . Deoksiribo niikleik asit
DSO . Diinya saghk orgiitii
EMB . Etambutol

G : Guanin

INHA  : lzoniazid

LJ . Lowenstein jensen

MDR-TB : Coklu ilag direncli tiiberkiiloz (CID-TB)

MGIT : Mikobakteri bityiime indikator tiipii

MTB . Mycobacterium tuberculosis
MTBK : Mycobacterium tuberculosis kompleks
PCR . Polimeraz zincir reaksiyonu
PZA . Pirazinamid

RIF . Rifampisin

B . Tiiberkiiloz

TBE . Tris Borikasit Edta

TE . Tris-EDTA

T : Timin

ug : Mikrogram

ML : Mililitre

YID © Yaygin ila¢ direnci

WHO . Diinya saglik orgiitii

Vi



1. GIRIS

Tiiberkiiloza, tiiberkiiloz hastasi kisilerin bakterileri havaya salmasiyla (6rnegin oksiirme
yoluyla) yayilan Mycobacterium tuberculosis (MTB) basili neden olmaktadir. Diinya niifusunun
yaklagik dortte birinin tiiberkiiloz (TB) ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (Houben ve Dodd,
2016). Enfeksiyonu takiben tiiberkiiloz hastaligina yakalanma riski ilk 2 yilda en yiiksek
seviyededir (yaklasik %5), sonrasinda ¢ok daha diisiiktiir. Her y1l TB hastaligina yakalanan kisi
sayisinin yaklagik %90'1 yetiskin iken erkekler arasindaki vaka sayisi kadinlara gore daha fazladir.
Hastalik genellikle akcigerleri etkiler (akciger tiiberkiilozu) ancak diger bolgeleri de
etkileyebilmektedir. Tedavi edilmez ise 6liim oran1 gayet yiiksektir (yaklasik %50) (Tiemersma ve
ark., 2011). Halihazirda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan énerilen tedavilerle (4-6 aylik bir
anti-TB kiirii), tiiberkiilozlu kisilerin yaklasik %85'i tedavi edilebilmektedir. TB enfeksiyonunu
tedavi etmek i¢in 1-6 aylik rejimler mevcuttur. Enfeksiyona yakalanan ve hastalik gelistiren
kisilerin sayis1 (ve buna bagli olarak tiiberkiilozun neden oldugu oSliimlerin sayist), yoksulluk,
yetersiz beslenme, HIV enfeksiyonu, sigara icme ve diyabet gibi tiberkiilozun olusmasinda
belirleyici olan bir¢ok faktor bunlarin olusmasina neden olan sektérlerde ¢esitli eylem faliyetleriyle
azaltilabilir.

DSO kiiresel tiiberkiiloz programindaki 13 kisilik ¢ekirdek ekip tarafindan hazirlanan 2023
Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu’nda, 92 iilke ve bolgeden veriler yer almaktadir. Raporda, 2022°de 7.5
milyon kisiye tiiberkiiloz tanis1 konuldugu, bunun, DSO’niin 1995°te kiiresel olarak tiiberkiilozu
izlemeye baslamasindan bu yana kaydedilen en yiiksek rakam oldugunun alt1 ¢izilmistir.(WHO).
TB, onlenebilir ve genellikle tedavi edilebilir bir hastaliktir. Ancak 2022'de tiiberkiiloz,
koronaviriis hastaligindan (COVID-19) sonra diinyada tek bir bulasici ajandan kaynaklanan
oliimlerde 2. Siray1 almistir. HIV/AIDS'in neredeyse iki kat1 6liime neden olmaktadir.

Her yil 10 milyondan fazla insan tiiberkiiloza yakalanmaya devam etmektedir. Birlesmis
Milletler (BM) ve DSO’niin tiim Uye Devletleri tarafindan benimsenen bir hedef olan, kiiresel
tiiberkiiloz salginimin 2030 yilina kadar sona erdirilmesi igin acil eyleme gecilmesi
gerekmektedir.(WHO)

Diinya genelinde TB insidansinin ve mortalitesinin en yiiksek oldugu bolgeler Afrika ve
Giiney Dogu Asya’dir. Tiirkiye, DSO Avrupa Bolgesinde yer almaktadir. Kiiresel TB 2020 ve
2021 Raporlarinda Tiirkiye’nin 2019 y1ili tahmini insidans hiz1 yiiz binde 16, 2020 yil1 yiiz binde 15
ve tahmini mortalite hiz1 2019 y1l1 i¢in yiiz binde 0,39, 2020 yil1 igin 0,55 olarak verilmistir.

Tiirkiye coklu ilag direncine sahip tiiberkiiloz (CID-TB) acisindan yiiksek hastalik yiikiine
sahip 30 iilke arasinda degildir. Kiiresel TB 2020 Raporunda Tiirkiye’de tahmini RD/CID-TB orani
yeni olgularda %2.4, 6nceden tedavi gormiis olgularda ise %9.7 olarak verilmistir. 2021 Raporunda
ise bu tahmini degerlere yer verilmemistir. IDT calisilan tiim olgularda 2019 y1l1 i¢in tek ilac olarak
en sik izoniazid (INH)(%5,4) ve streptomisin (STR) (%4.8) direnci, ikili ila¢ olarak INH-STR



(%2.4) direnci, iiclii ilag olarak INH-Rifamsin(R)-STR (%0.7) direnci saptanmustir. IDT ¢alisilan
olgularda toplam direng oran1 %16,7 olarak gerceklesmistir. IDT calisilan olgularda 2020 yili i¢in
tek ilag olarak en sik INH (%5.0) ve STR (%4.5) direnci, ikili ilag olarak INH-STR (%2.0) direnci,
iiclii ila¢ olarak INH-RIF-STR (%0.6) direnci saptanmstir. IDT ¢alisilan olgularda toplam direng
orani %163 olarak gergeklesmistir

Diinya genelinde yapilan TB epidemiyolojisi calismalarinda tedavi sonucu “tedavi
baslangicindan 12 ay sonraki durum” olarak kabul edildiginden iilkemizde de tedavi sonuglar1 ayni
sekilde toplanmakta ve degerlendirilmektedir.

Tiirkiye’de 2019 yilinda kaydedilen toplam 11.401 TB olgusundan 8.938’ine (%78,4) HIV
testi yapilmistir. Yeni ve niiks olgulardan test yapilan hasta sayisi ise 8.814’diir (%77,3). 2020
yilinda ise kaydedilen toplam 8.925 olgudan 7.142°sine (%80,0) HIV testi yapilmistir. Yeni ve
niiks olgulardan test yapilan hasta sayisi ise 7.062°dir (%79,1). Tiirkiye’nin 2018 y1l1 yeni ve niiks
olgularinda tedavi basaris1 %85, 2019 y1l1 igin %83 ve 6nceden tedavi gérmiis olgularinda 2018 y1li
icin %60, 2019 y1l1 i¢in %54 diir. (Tiirkiyede verem savas raporu, 2021).

Pirazinamid (PZA), 1952 yilinda kesfedilmistir. TB’nin kiiresel kontrolii ve yonetimi, ilaca
direngli hastalik senaryolarinin Kétiilesmesi gibi bir zorlukla kars1 karsiyadir. PZA, TB tedavisinde
kullanilan vazgegilmez bir birinci basamak ilagtir. TB niikks oranlarinin azaltilmasinda, hastalik
tedavi siiresinin 9-12 aydan 6 aya kisaltilmasinda ve en azindan RIF ve INH’ya direngli basil
suslari ile enfekte hastalarin tedavisinde anahtar rol oynar. Ek olarak, duyarli, ¢oklu ilaca direngli
ve yaygin olarak ilaca direngli TB'nin tedavi siiresini kisaltmay1 amaglayan tiim yeni rejimlerde
stirdiiriilmesi en muhtemel tek birinci basamak anti-TB ilagtir. Diger ilaglarin g¢ok iyi etKi
gostermeyebilecegi aktif inflamasyon sirasinda in vitro veya in vivo olarak asit pH'inda disiik
metabolizmaya sahip, cogalmayan kalici basillere karsi tercihli bir sterilizasyon aktivitesine
sahiptir. PZA, INH ve RIF ile birlikte ilaca duyarli TB'nin 6 ay i¢inde tedavi edilmesini saglayan
modern TB tedavisin temel tasini olusturur. (Njire ve ark., 2016). Su anda Bedakulin (TMC207),
bisiklik nitroimizadol (PA-824) ve moksifloksasin ile kombinasyon halinde gelecekteki rejimlerin
bir parcasi olarak degerlendirilmektedir ve bunlar su anda faz 3 denemelerindedir (Deye ve ark.,
2012). Bu yeni ilag kombinasyonlarinin, ilaca duyarli TB'nin yani sira MDR ve XDR TB'nin tedavi
siiresini kisaltmas1 beklenilmektedir. PZA, CID-TB (MDR-TB) tedavisinde hem birinci hem de
ikinci basamak rejimlerde benzersiz bir rol oynar. (Pang ve ark., 2017).

PZA'mn benzersiz etkisi g6z 6niine alindiginda, CID-TB arasinda PZA'nin saptanmasi, bu
direngli hastalarin tedavi rejimlerinde PZA'nin baglatiimasinda énemli bir faktordir (Che ve ark.,
2021).

PZA, ilaca duyarli hem de ilaca direngli TB i¢in mevcut ve gelecekteki rejimlerde ¢ok
onemli bir ilag oldugundan, molekiiler etki ve direng mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, yeni

ilag hedeflerinin ve direng mekanizmalarinin arastirtlmasinda gereklidir.



Bedakulin (BDQ), giincellenmis oOnerilerde de belirtildigi gibi, arttk RIF direngli
tiiberkiiloz tedavisine yonelik yeni standart kombinasyon rejiminde temel ilag olarak kabul
edilmektedir. Bedakulin, rifampisine direngli tiiberkiilozun (TB)tedavisi i¢in tiim oral kisa siireli
rejimlerde kullanimna iligkin arastirma bulgulart umut verici goriinmeye devam ettiginden, TB
kontrol programlan tarafindan daha sik kullanilacaktir.(Borisov ve ark., 2017; Schnippel ve ark.,
2017). Rv0678, MmpS5-MmpL5 akis pompasinin iiretimini diizenleyen bir gendir (Andries ve
ark., 2014). Diinya saglk orgiitii (DSO)’ niin uzun bir aradan sonra son yillarda kullanilmasia izin
verdigi Bedakulinin arastirilmasinin tedavi siirecine katkilar1 olacaktir. Tlag duyarlilik ¢alismalari,
ozellikle hizli molekiiler yaklasimlar, dogru tam ve tedavi icin ¢ok onemlidir. Ilaca direngli
tiiberkiilozun tedavi siiresini kisaltmak icin yeni ilaglara ve etkili ilag kombinasyonlarina acilen
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle MDR-TB olan izolatlarin BDQ ve PZA duyarliliginin
arastirilmasi 6nemlidir.

Isvigre farelerinin intravensz enfeksiyonunu kullanan ilk c¢alismalar, BDQ ve PZA
kombinasyon tedavisinin, standart birinci basamak rejimden daha iistiin bakterisidal aktiviteye ve
ayrica sterilizasyon faz1 sirasinda sinerjistik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Veziris ve
ark., 2011; Ibrahim ve ark., 2007).

Daha gercek¢i LDA enfeksiyon modelinin kullanilmasi, BDQ ve PZA ile tedavinin, 3 ay
boyunca tedavi edilen BALB/c farelerinin %100'inde niiksetmeyi onleyebildigini gosterdi; bu da,
bu son derece giiglii kombinasyonun kayda deger tedavi kisaltma potansiyelini ortaya koymaktadir
(Tasneen ve ark., 2011). Onemli sinerjilerine dayanarak, hem BDQ hem de PZA iceren ilag
rejimleri, Global Alliance for TB ilag¢ Gelistirme tarafindan klinik arastirmalarda tedaviyi kisaltan
rejimlerin kritik bir bileseni olarak degerlendirilmektedir (Olaru ve ark., 2015).

Bu calismanin amaci Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvari olarakta islev goren Cukurova
Universitesi Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Uygulama Merkezi'ne 7 farkli ilden gonderilen
tiiberkiiloz siiphelilerinin Klinik 6rneklerinden izole edilen MDR ve ilaca tamamen duyarli M.
tuberculosis suslarinda, pirazinamid ve bedakulin direngleri arasinda bir iliski olup olmadigini
belirlemektir. MDR ve ilaca tamamen duyarli M. tuberculosis suslar1 arasinda pirazinamid direnci
ile iliskili PanD, PncA, HadC genlerindeki mutasyon ile bedakulin direnci ile iliskili Rv0678
genindeki mutasyonlarin arastirilmasi bunun yaninda Rv0678’in mmpL5 ve mmpS5 adli 2 farkli

efflux pompasina etkisini ve ekspresyonunu arastirmaktir.






2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Tiiberkiilozun tarihi

Mycobacterium cinsinin 150 milyon yildan daha once ortaya ¢iktigi varsayilmaktadir
(Hayman ,1984). Gutierrez ve ark. (2005) M. tuberculosis'in erken atasinin Dogu Afrika'da 3
milyon yil kadar erken bir tarihte mevcut oldugu sonucuna vardir ve bunun o dénemde erken
hominidleri enfekte etmis olabilecegini 6ne siirmektedir. M. tuberculosis'in modern
suslarinin yaklagik 20.000-15.000 yil 6nce ortak bir atadan koken aldigi belirtilmistir (Sreevatsan
ve ark., 1997).

19. yiizyilin baginda Théophile Laennec'in ¢alismasiyla baglamisg ve 1865 yilinda Jean-
Antoine  Villemin tarafindan Mycobacterium  tuberculosis enfeksiyonunun  bulagiciliginin
gosterilmesi ve tiiberkiiloz basilinin tanimlanmasiyla TB konusundaki c¢aligmalar farkli yone
evrilmistir. Etiyolojik ajan 1882 yilinda Robert Koch tarafindan bulunmustur. Clemens von Pirquet
1907 yilinda tiiberkiilin deri testini gelistirmis ve 3 yil sonra bu testi asemptomatik ¢ocuklarda
latent tiiberkiiloz enfeksiyonunu gostermek icin kullanmistir (Daniel, 2016). Calmette ve Guerin
1921 yilinda Fransa’da yaptiklari galismalarla Bacillus-Calmette-Guerin (BCG)’i yani ilk TB
agisin1 bulmuslardir (Moliva ve ark., 2015).

Hastalik etkeni bilinmesine ragmen verem mikrobunu oSldiiren ilk ilag olan STR 1944
yilinda Amerika’da bulunarak tedavide kullanilmaya baglanmistir. Ardindan 1952’de INH, 1954°de
PZA, 1962’de EMB, 1966°’da RIF’in kesfi ile 1970 yilina kadar bulunan tiiberkiiloz tedavi ilaglari
icin i¢ veya dort ilagtan olusan kombinasyonlarla tedavi rejimleri olusturulmustur. Halen,
giiniimiizde verem hastalarinin tedavisinde kullanilan ve ¢ok etkili olan tedavi rejimi 1974 yilindan

itibaren kullanilmaktadir.

2.2. Genel ozellikleri
2.2.1. Mycobacterium tuberculosis complex

TB’ye, Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK) tiiriiniin tiyeleri neden olur, bu
tiyeler; insanlarda TB'nin etiyolojik ajan1 olan Mycobacterium tuberculosis (MTB); Afrika'nin
yalmizca belirli bolgelerinde insanlarda tiiberkiiloza neden olan M. africanum; yabani ve
evcillestirilmis memelilerde tiiberkiiloza neden olan M. bovis, M. caprae ve M. pinnipedii ve tarla

farelerinde tiiberkiiloza neden olan M. microti 'dir (Delogu ve ark., 2013).

2.2.2. Basilin ozelligi

Tuberculosis Gram pozitif 1-4 um uzunlugunda 0.3-0.6 um eninde, ince ve bazen hafifce
kivrik, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz gomak seklinde ve zorunlu aerobik bir bakteridir. Tiiberkiiloz
basilinin bazi karakteristik ozellikleri vardir. Bunlar yavas biiyime, dormansi, karmasik hiicre

membrani hiicre i¢i patogenezi ve genetik homojenliktir (Cole ve ark., 1998).



2.2.3. Zar yapasi Ve hiicre duvari

Basil MTB optimal kosullar altinda 12-24 saatte ikiye ayrilma siiresine sahip, yavas
biiyiiyen bir mikobakteridir. MTB'nin énemli bir 6zelligi , zararli bilesiklere ve ilaglara kars1 son
derece giiglii, gecirimsiz bir bariyer saglayan ve viriilansta temel bir rol oynayan kendine 6zgii
hiicre duvar1 yapisidir. Mikobakteriyel hiicre duvari yapisinin Klasik goriiniimii, numunenin
dehidrasyonunu onleyerek hiicre duvari organizasyonunu koruyan yeni bir elektron mikroskobu
teknigi olan vitreus boliimiinde kriyo-elektron tomografisinin kullanilmaya baglanmasi sayesinde
revize edilmistir (Zuber ve ark., 2008; Hoffmann ve ark., 2008). Bu gelismeler sayesinde
mikobakterilerin islevsel olarak gram negatif bakterilerde gériilene benzer, i¢ yaprakgiktaki uzun
yag asitlerinden (mikolik asitler), dig katmandaki musu bilesenlerden ve glikolipitlerden olusan
asimetrik bir lipit ¢ift katmanindan olusan bir dig zara sahip oldugu gosterilmistir. Dig ve i¢ zar, en
i¢ tarafta arabinogalaktan ve lipoarabinomannana kovalent olarak baglanan ince bir peptidoglikan
tabakasinin varligiyla periplazmik bir bosluk olusturur ve bunlar da mikolik asitlere baglanir. En
etkili TB karsit1 ilaglardan ikisi olan INH ve EMB, sirasiyla mikolik asitlerin ve arabinogalaktan
sentezini  hedefleyerek  mikobakteriyel —hiicre duvarmm MTB  biyolojisindeki  6nemini

vurgulamaktadir.

2.2.4. Mycobacterium tuberculosis’s genomu

Mycobacterium tuberculosis’in genomu 1999 yilinda ¢o6zilmistiir. M. tuberculosis
genomu ¢eyrek asirdir Kklinik ve halk saghg: alaninda 6nemli gelismelere onciilik etmistir.
Mikobakteriyel DNA'nin manipiilasyonunu saglayan hayati teknoloji olan gen transferinin yani
sira, bu kesifler birgok modern M. tuberculosis ¢alismasinin temelini olusturmaktadir (Vilchese ve
Jacops, 2007).

M.tuberculosis genomu, 4,411,529 baz ¢ifti, 4 bin gen ve yaklagik %65,6 G-C igerigine
sahiptir.  Kromozom halkasal yapida ve Escherichia coli genomuyla yaklastk aymi
buytikliktedir. M. tuberculosis’in genomu yaklasik 7 milyon bp’lik kromozomu olan M.
smegmatis gibi hizli tireyen ¢evresel mikobakteri tiirlerinden daha kisadir. Bu durum hiicre igi
ortamdaki genetik izolasyona ve hiicre i¢i ortamda gereksiz olan genlerin kaybina baglanmaktadir.
Genomundaki yiikksek G-C igerigini yansitacak sekilde M. tuberculosis glisin, alanin, prolin ve
arjininden zengin proteinler igerirken, A-T’den zengin kodonlarin kodladig: lizin ve asparajin
amino asitleri disiik oranlarda bulunmaktadir. Yiiksek G-C igerigi bakterinin aerobik yasam
sekliyle iligkilidir. Buna karsin, M. tuberculosis anaerobik ortamlara da uyum saglayabilecek
metabolik potansiyele sahiptir (Brosch ve ark., 2000).

flk M. tuberculosis genom dizisinin olusturulmasindan kisa bir siire sonra, yapilan ilave
caligmalar M. tuberculosis genotiplerinin  kiiresel ¢esitliligini ortaya ¢ikardi. 1S6110-RFLP
(Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi), spoligotipleme (CRISPR dizi ayiricilart kullanildig:
kabul edilen ayirici oligoniikleotit tiplemesi) ve MIRU-VNTR (mikobakteriyel serpistirilmis



tekrarlayan birim degisken numarali tandem tekrar1) dahil olmak {izere M. tuberculosis suglarinin
tiplendirilmesine yonelik onceki yontemler tiplendirme, tekrarlayan genomik elemanlarin degisken
sayilarini veya konumlarini Kullanarak bir miktar basar1 elde etmisti, ancak bunlar bu belirteclerin
diisiik bollugu ve ara sira benzersiz olmamasi nedeniyle siirlidir (Goyal ve ark., 1997; Gutacker
ve ark., 2002).

M. tuberculosis ve ilgili mikobakterilerin tam genom dizilimi artik rutin olup, zaman ve
mekanda karsilastirmalara olanak saglamaktadir. Bu artan yetenek, yerel ve kiiresel diizeydeki
epidemiyolojik calismalarin TB salginlarini izlemesine ve bulagiciligin arttigini  diigiindiiren
ozellikleri kesfetmesine olanak saglamistir (Black ve ark., 2018; Bryant ve ark., 2013). Benzer
sekilde, CID ve yaygmi laca direngli (YID) suslarin teshisinde, M. tuberculosis genom
diziliminden elde edilen bilgilerden yogun sekilde yararlanilir (Cao ve ark., 2021; Cox ve ark.,
2021). BDQ, pretomanid ve delamanid dahil olmak iizere yeni antitiiberkiiloz ilaglarin son
zamanlardaki gelisimi, bakterilerin tedaviye duyarlihigmi anlamak i¢in genomiklerin nasil

kullanilabilecegini gostermektedir (Condarie ve ark., 2021; Leung ve ark., 2008).

2.2.5. Protein salgilama sistemleri

Protein salgilama sistemleri patojen bakterilerin ana viriilans faktérleridir ve MTB’DE
5 tipte (ESX1-5) 7 salgilama sistemi tamimlanmistir. Bunlarin en iyi Kkarakterize edileni,
zayiflatilmig M. bovis as1 susu BCG’de eksik olan ESX1°dir (Pym ve ark., 2012; Hsu ve ark.,
2003). ESX1, MTB'nin tam virtilansi i¢in gereklidir ; MTB bu salg1 sistemini fagozomdan enfekte
makrofajlarin sitozoliine transloke etmek i¢in kullanir ve burada korumali bir ortamda varligin
stirdiirebilir. (van der Wel ve ark., 2007; Romagnoli ve ark., 2012). ESX1, bir¢ok antijen arasinda,
interferon-gamma salinim analizlerinde (IGRA'lar) MTB enfeksiyonunun immiinolojik tanisinin
temelini olusturan iki kiiciik, yiiksek derecede immiinojenik protein olan ESAT-6 ve CFP-10'u
salgilar . BCG, ESX1 i¢ermediginden ve ESAT-6 ile CFP-10'u eksprese etmediginden, IGRA’lar
klasik Mantoux intradermal reaksiyonuyla baska sekilde ayirt edilemeyen, daha once BCG ile
immiinize edilmis kisilerde bile MTB enfeksiyonunu tespit etmek i¢in kullanilabilir
ESX3, MTB'nin demir ve ¢inko aliminda rol oynar ve kiiltiirde de biiyiime i¢in gereklidir (Serafini
ve ark., 2009). ESX5 yalnizeca MTBK, M. marinum ve M. ilserans'ta bulunur ve memelilerinki
gibi karmasik bir bagisiklik sistemiyle etkilesime girecek sekilde 6zel olarak gelistirilmis bir salg
sistemini temsil ediyor olabilir.

ESX1 ve ESX5, MTB'nin viriilansinda rol oynayan farkli proteinler salgilar. ESX1,
fagozomal membranin biitiinliigine miidahale eden antijenleri salgilayarak fagozomal yirtilmaya
ve sitozole bakteri emisyonuna yol agar. ESX5'in yalnizca yavas biliyliyen mikobakterilerde
(MTB ve M. marinum gibi ) mevcut oldugu ve immiinomodiilatér 6zelliklere sahip proteinlerin

(PPE ve PE-PGRS) salgilanmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir. ESX3, Cinko ve Demir



aliminda ve homeostazda rol oynar ve bu nedenle biiyiime i¢in gereklidir. ESX2 ve ESX4'in roli

hala bilinmiyor (Delogu ve ark., 2003).

2.2.6. Patogenezi

Tiiberkiiloz basili aerosol damlaciklar1 halinde solunur, akcigerlere girer ve konagin
dogustan gelen bagisiklik savunmasi bakterileri yok edemediginde, MTB alveolar makrofajlarin
icinde ¢cogalmaya baslar ve daha sonra kan dolasim1 ve lenfatikler yoluyla diger doku ve organlara
yayilir. Hiicre aracili bagisiklik tepkisi devreye girdiginde, bakteriyel replikasyon genellikle
kontrol edilir ve vakalarin %90-95'inde hastaligin belirgin olmayan belirtileri veya semptomlari
ortaya cikar (Gizli TB). Gizli enfeksiyon sirasinda basil ve konakg¢imnin bagisiklik tepkileri arasinda
dinamik bir denge kurulur ve hiicre aracili bagisikligi zayiflatan herhangi bir olay, aktif bakteri

¢ogalmasina, doku hasarina ve hastaligin ortaya ¢ikmasina (aktif TB) yol agabilir.

2.3. Tan1 ve teshis

TB'nin kesin tanisi, biyolojik 6rnekten MTB’nin mevcut mikrobiyolojik tekniklerden en az
biriyle tespit edilmesini gerektirir: mikroskobik analiz, kiiltirde izolasyon veya molekiiler
yontemler. Bu testler TB'nin mikrobiyolojik tanisinin temelini olusturur ve klinisyenler, varsa
Klinik semptomlara bagl: olarak bir veya daha fazla 6rnekte MTB’nin tespit edilmesini isteyebilir
(Murray ve ark., 2006). Akciger TB tanisi i¢in balgam, bronkoalveoler lavaj veya indiiklenmis
balgam gibi 6rneklerde MTB'nin tespitinde yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikk gozlenmistir (Drouillon
ve ark., 2009). MTB'nin tespiti i¢in yeni, son derece hassas, tam otomatik molekiiler analizlerin
kullanima sunulmasi, son onyillarin biiyiik bir basarisi olarak kabul edilmistir (Evans, 2011).
Ancak klinik olarak MTB siiphesi oldugunda molekiiler tannin rutin olarak istenmemesi
gerektigini hatirlatmak onemlidir. Uygun o6rneklerin tanimlanmasindaki zorluklar ve muhtemelen
daha diisiik bakteri konsantrasyonundan kaynaklanan, akciger dis1 orneklerde mikrobiyolojik
testlerin duyarliliginin disiik olmasi nedeniyle akciger digt TB formlarinin teshis edilmesi daha
sorunlu olabilir. Idrarda veya diskida MTB'nin tespiti, sistemik enfeksiyonlar1 tespit etmek icin
kullanilabilir ve son zamanlarda idrardaki mikobakteriyel bilesenleri (lipoarabinomannan, LAM)
tespit edebilen yeni analizlerin, HIV ile enfekte kisilerde ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda TB'nin teshisinde yardimci oldugu gosterilmistir (Lawn, 2012; Lawn ve ark., 2012).

Tiiberkiilozun immiinolojik tanisi tarihsel olarak Mantoux testi veya tiiberkiilin deri testi
ve son on yilda periferik dokudaki MTB'ye 6zgii antijenlere karsi yonlendirilen T hiicresi
tepkilerini olgen IGRA'lar kullanilmaya baglanmasiyla gergeklestirilmistir. Tam kan, MTB
enfeksiyonunun tanisinda yeni ve degerli bir ara¢ saglamistir. TB'nin immiinolojik tanisinin
tartigtlmast bu derlemenin kapsami digindadir, ancak Tiiberkiilin deri testi ve IGRA'larin MTB

enfeksiyonunu tespit etmeyi amagladigini ancak hastalik belirtisi veya semptomlar1 olmayan LTBI



hastalar1 ile aktif TB hastalar1 arasinda ayrim yapamadigini belirtmekte fayda vardir (Goletti ve
ark., 2008; Andersen ve ark., 2007).

2.4, Tedavi

TB tedavisinde en 6nemli faktor ilaglardir. Dinlenme, beslenme ve iklim gibi faktorlerin
etkileri 6nemsizdir (Fox ve Mitchison., 1975). Kiir ya da tedavi basarisi saglayacak bir ilag
kombinasyonuyla tedavi rejimi olusturulmalidir. Tedavinin baslangicinda basil sayisi en yiiksek
diizeyde oldugundan direngli mutant suslarin ortaya c¢ikma olasiligi en yiiksektir. Baslangicta
standart dort ilag (INH-PZA-EMB-RIF) kullanilmalidir. Idame doneminde en az iki ilag
kullanilmalidir. Bu tedavide ilaglarin diizenli olarak ve yeterli siire kullanilmasi ¢ok biiyiik 6nem
tagimaktadir; aksi halde ilag direnci, tedavi basarisizligi ya da niiks ortaya ¢ikmaktadir.

Giinimiizde tiiberkiiloz tedavisinde kullanllan ilaglar iki grupta incelenir. Birinci secenek
ilaglar INH, RIF, PZA, EMB ve SM’dir. EMB disindaki birinci segenek ilaglar bakterisiddir.
Etkinlikleri sabit bir kan diizeyinden ¢ok en yiiksek serum konsantrasyonlarina bagli oldugundan
giinde tek doz uygulama tercih edilir. Bu ilaglar haftada 2-3 kez (intermitan tedavi fleklinde)
verilebilir. Tkinci secenek ilaglar grubuna sikloserin, etionamid, tiasetazon, kanamisin, kapreomisin,
PAS girer. Bu ilaglar birinci segenek ilaglara gore daha toksik ve daha az tolere edilebilen
ilaglardir. Hastanelerde ve deneyimli hekimlerce kullanilmalari uygundur. Genellikle direngli
tiiberkiilozlu hastalarda kullanilir. PAS disindakiler intermitan tedavide kullanilamaz. Tiasetazon
disindakiler toksik yan etkilerinin ¢oklugu nedeniyle 2-3 doza béliinerek verilir. Bunlar disinnda
amikasin, rifabutin, klofazimin, B-laktamaz inhibitorleri, kinolonlar ve yeni makrolidler gibi bazi
ilaglar da tiiberkiiloz tedavisinde deneme asamasindadir ve bu grup ilaglarin uygulama doz ve
stireleri hakkinda kesinlesmis bilgiler yoktur (Otkun, 2001).

flaca duyarl tiiberkiiloz vakalarinda ve CID-TB vakalarinda tedavi siiresinin kisaltilmasi
ve tedavi etkinliginin artirilmasi amaciyla tiiberkiiloz tedavisinde yeni ilaglar ve bilinen ilaglarin
yeni kombinasyonlar1 denenmektedir. Tiiberkiiloz tedavisine yonelik yeni ilaglarin bulunmadig: elli
yildan sonra, BDQ (TMC-207) ve delamanid (OPC-67683), klinik uygulamada kullanilmak tizere
ABD Gida ve Ilag¢ Idaresi tarafindan onaylandi. Bu iki ila¢ temel olarak CID-TB i¢in endikedir.
2009'dan bu yana yapilan klinik ¢alismalar, florokinolonlarmn, 6zellikle de moksifloksasinin diger
antitiiberkiiloz ilaglar1 RIF-INH-PZA ve rifapentin ile kombinasyon halinde kullaniminin,
tedavinin sekizinci haftasinda M. tuberculosis kiiltiirii déniisiim oranint 6nemli 6l¢iide artirdigini,
bu da tedavi siiresinin kisaltilabilecegini disiindiirmektedir. 2016 yilinda yaymlanan,
florokinolonlarin etambutol ile karsilastirildigi klinik caligmalarin sistematik bir incelemesinde,
sonuglar, kaviter olmayan akciger tiiberkiilozu ve pozitif kiltirii olan hastalarda ayni etkinligi
korurken tedaviyi 4 aya indirmenin miimkiin oldugunu gosterdi; ancak klinik uygulamadaki
sonuglar tartigmalidir (Conde ve ark., 2009; Alipanah ve ark., 2016).



2.5. TB tedavisinde kullanilan ilaglardan Pirazinamid ve Bedakulin
2.5.1. Pirazinamid

PZA, hem ilaca duyarli hem de MDR-TB aktiviteleri i¢in benzersiz sterilizasyon
sergileyen birinci basamak bir TB ilacidir (Heifets ve Lindholm, 1992).

Diger ilaglarin 0 kadar iyi etki gostermeyebilecegi makrofajlarin i¢indeki asidik ortamlarda
varhigini siirdiiren yar1 uykudaki basilleri engelleme konusunda essiz bir yetenege sahiptir
(Mitchison, 1985). PZA, INH ve RIF ile birlikte ilaca duyarli TB'nin 6 ay iginde tedavi edilmesini

saglayan modern TB tedavisinin temel tagini olusturur.

Etki mekanizmasi

PZA 1952'de kesfedildi ve 1950'lerin basinda TB kemoterapisine dahil edildi fakat etki
mekanizmas: tam olarak anlasilamamistir (Zhang ve Mitchison, 2003). PZA, nikotinamidinin
yapisal bir analogudur, pirazinamidaz (PZase) enzimi tarafindan aktif formu olan pirazinoik asit
(POA)’e doniistiiriilmesi  gereken bir 6n ilagtir (Konno ve ark.,, 1967). 561-niikleotid
uzunlugunda pncA geni (Rv2043c) tarafindan kodlanir (Scorpio ve Zhang, 2018).

PZA’nin etki mekanizmasinin, bakteriyel membran enerjilerini bozarak ve dolayisiyla
asidik bir enfeksiyon bolgesinde MTB’nin hayatta kalmasi ig¢in gerekli olan enerji iretimine
miidahale ederek aktif kismi olan POA yoluyla oldugu 6ne siiriilmiistiir (Zimhony ve ark., 2017).

Bu, PZA'min disiik membran potansiyeline sahip replike olmayan basillere karsi artan

aktivitesi ve bunun asit ortamlarda POA tarafindan bozulmasiyla iliskilidir (Zhang ve ark., 2003).

Diren¢ mekanizmasti

1996 yilinda, pncA geninin MTBK’daki PZA direnciyle giiglii bir sekilde iliskili oldugu
dogrulanmigtir. Bununla birlikte, pncA mutasyonlar1 olmayan bazi (%3-30) PZA direngli
suslar rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2014; Alexander ve ark. 2012). Bu, PZA direncinde bagka
genlerin ve mekanizmalarin rol oynadigini1 gostermektedir.

pncA'ya ek olarak, 30S ribozomal protein S1'i kodlayan rpsA adli baska bir genin, POA
‘ya baglanmasi ile etkili protein sentezi icin gereken trans-translasyon aktivitesini inhibe
ettigini gosterilerek genin PZA direnci kazandirdigi gosterilmistir.

MTB panD enziminin aktivitesinin, terapotik olarak ilgili  konsantrasyonlarda
konsantrasyona bagl bir sekilde POA tarafindan inhibe edildigi, ancak 6n ilag PZA veya kontrol
bilesigi nikotinamid  tarafindan  inhibe  edilmedigi = goérilmiistir. Bu  bulgu, panD
mutasyonlarinin POA direnci ile yakindan iligkili oldugunu ve PanD proteininin C terminalinin
POA baglanmasinda ve 6zellikle de POA direngli mutantlarda en ¢ok degisiklige ugramis olan ve
inhibisyonla sonuglanan M117 kalintisina dahil olabilecegini diisiindiirmektedir (Shi ve ark., 2011).

hadC'nin mutasyonu veya delesyonunun, oksijenli mikolik asitlerin biyosentezini

etkileyerek tiretim seviyelerini onemli olgtide azalttig1 bilinmektedir . Ek olarak, atipik ekstra uzun
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mikolik asitlerin kaybina neden olur, bu da hadC'nin mikolik asit biyosentezinin ge¢ uzama
asamalarinda rol oynadigini gostermektedir. Bu olaylarin basillerin morfotipi, kordonlanma
kapasitesi ve biyofilm biiyiimesinin yani sira rifampisin gibi ajanlara duyarliliklar1 iizerinde de
etkisi vardir. Dahasi, had C’deki niikleotid delesyonu viriilansta dramatik bir kayba yol agmaktadir
(Slama ve ark., 2016).

Mikobakteriyel yag asidi sentaz Tip-1l (FAS-1I) bilesenleri, yeni antimikobakteriyel
ilaglarin gelistirilmesinde potansiyel hedefler olarak kullanilan baslica viriilans faktorleridir. FAS-
Il enzimi 3-hidroksiasil-ACPdehidrataz  (HadC), Mycobacterium tuberculosis ve  diger
mikobakteriyel tiirlerin biyofilm gelisimi ve patogenezi i¢in dnemlidir (Sharma ve ark., 2022) .

Hiicre duvarinda bulunan Mikolik asit sentezi esas olarak ¢ogalmakta olan bakterilerde
gergeklesmektedir. PZA’nin dormant haldeki basillere etkili oldugu goz 6niine alindigi zaman
hadC’nin PZA tarafindan inhibisyonu PZA’nin aktivitesi ile ilgili tutarsizlik olusturmaktadir.
Bundan dolayr olusacak mutasyonlarin PZA direncindeki roliiniin belirlenmesi igin ileri

caligmalara ihtiyag duyulmaktadir (Ozgiir, 2019).

2.5.2. Bedakulin

Bedakulin (TMC207), son 40 yilda tiiberkiiloz tedavisinde kullanimi FDA tarafindan
onaylanan (Aralik 2012) ilk yeni ilagtir (Lemos ve Matos., 2013). Faz Il c¢alismas: sonucunda
piyasaya sunulmustur. Tiiberkiiloza karsi gelisen ¢oklu rezistans durumunda kullanilmaktadir.

Bedakuilin, diarilkinolin ilag sinifina ait yeni bir anti-mikobakteriyel ajan sinifidir. Onemli
bakterisidal aktiviteye sahiptir ve mevcut birinci ve ikinci basamak TBC onleyici ilaglarla ¢ok az
capraz direng gosterir, bu da hem ilaca direngli hem de ilaca duyarli Mycobacterium tuberculosis
(MTB) izolatlarina kars1 daha giiclii aktiviteye sahip oldugunu gosterir.(Andries ve ar., 2005).

Yapilan Faz Ill ¢alismalarinda PZA’nin; Bedakulin, Bisiklik Nitroimizadol ve
Moksifloksasin ile kombine kullaniminin tedavi rejimlerinin bir pargasi olacagi kabul edilmektedir.
Bu yeni ilag kombinasyonlarmin, ilaca duyarh, CID ve YID TB olgularinda tedavi siiresini
kisaltmasi beklenmektedir (Njire ve ark., 2016).

Etki mekanizmasi
BDQ, diarilkinolin yapisindaki bir bilesiktir. Etkisini mikobakterinin adenozin trifosfat
(ATP) sentezi i¢in énemli bir enzim olan mikobakteriyel ATP sentazin proton pompasii inhibe

etmek suretiyle gostermektedir (Rubenstein ve Keynan., 13).
Diren¢ mekanizmasti

MTB Rv0678 genindeki bir mutasyon nedeniyle bedakulin direnci kazanir.. Bedakulin

direnci, antimalaryal ilacin alimin1 6nleyen bir akis pompasinin yukari regiilasyonu nedeniyle
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olusur. Rv0678 mutasyonlar1 akis pompasi ekspresyonunu aktive eder (Andries, Villellas ve ark.
2014).

Rv0678 mutasyonlari, MmpS5-MmpL5 akis pompasinin ekspresyonunu degistirebilir. Bazi
arastirmacilar, mmpR olarak da bilinen Rv0678'in Mmps2-MmpL2, MmpS4-MmpL4 ve MmpS5-
MmpL5 tastyici/tasiyict sistemlerini inhibe ettigine inanmaktadir (Radhakrishnan ve ark. 2014).
MmpS-MmpL proteinleri, MTB hiicrelerinin zar1 boyunca lipitleri, viriilans faktorlerini ve bazi
ilaglar1 transfer eder. Ozellikle MmpS5 ve MmpL5 bedakulinin disa atimimi destekler (Milano ve
ark., 2009).

Her 108 organizmadan birinde bedakuline direng¢ kazandiran bir mutasyon bulunmaktadir.
Bedakulin i¢in iki potansiyel mutasyon yolu vardir. Birisi yukarida da bahsedilen Akis pompasinin
ekspresyonu, digeri ise atpE geninin mutasyonudur. AtpE genindeki 63 ve 66. lokasyonlardaki
mutasyonlar, BDQ’nun ATP sentaz enziminin c alt birimlerine afinitesi ile meydana gelir (Huda,
2023).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismanin etik onay1
Yapilan ¢alismada , Cukurova Universitesi / Tip Fakiiltesi Etik Inceleme Komitesi'nin
onayryla yalmizca Tirkiye'nin Adana kentindeki Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Uygulama

Merkezi‘'nden izolatlar alindi.

3.2. Mycobacterium tuberculosis complex érneklerinin se¢ilmesi

Cukurova Universitesi yerleskesinde bulunan Saghk Bakanligi Halk Saghg Kurumu
Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvar1 olarak islev géren, Tropikal Hastaliklar Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (T.H.A.UM.)’ne 7 farkli ilden gonderilen Tiiberkiiloz siipheli klinik
orneklerden yapilan ilag duyarlilik testi sonucu 41 MDR-TB ve 30 duyarh sus izole edilmistir.

Calismamizda bu izolatlar kullanilmstir.

3.3. Kullamilan Kitler

Bactec MGIT tiipleri, Bactec MGIT OADC Supplement, BD, Bactec MGIT PANTA, BD,
Streptomisin (STR), Isoniazid (INH), Rifampisin (RIF), Ethambutol (ETM), Pirazinamid (PZA),
Becton Dickonson’dan satin alinmistir. ExXoZAP AMPLIQON Purel T, Sephadex (Sigma-Aldrich),
BigDye Terminator v3.1 Cycle sekans kiti, ABD, ADS SupreDye v.3.1 Cycle sequencing Kit, 2x
PCRmaster mix (Thermo scientific), QIAGEN EZ1virus Mini kit v.2.0 izolasyon kiti, abm One
script Plus cDNA Synthesis Kit, hot FIREPol SolisGreen gPCR Mix, 5x kiti (Solis BIODYNE),

3.4. Kullamlan cihazlar

Bactec MGIT 960 Sivi Kiiltiir Sistemi, BD, ABD, Blu ray biotech thermal cycler, Thermo
Elektroforez tanki, Quantom ST UV jel gorintileme cihazi, Eppendorf AG22331sogutmali
mikrosantrifiij, VWR Is1 blogu, Firin, Argelik md553 mikrodalga firin, Lab compaion Otoklav,
Bosch +4 °C buzdolabi, Altus -20 °C dondurucu, Scanlaf mars 500 Biyogiivenlik kabini ve bir
ABI Prism 3130 Sanger sekans dizileme analizérii, Roche Lightcycler 96 RT-gPCR cihazi,

Nanodrop spektrofotometre

3.5. ila¢ duyarhlik testi

Kantitatif ilag duyarlilik testi i¢in, bakteri tiremesini kolaylastirmak amaciyla yar1 otomatik
bir MGIT 960 sistemi ve TB eXiST modiiliine sahip EpiCenter yazilimi kullanildi. Biiylime tespiti
igin kullanilan MGIT 960 platformu, floresans séndiirme bazli oksijen sensériinii kullanan yari
otomatik bir cihazdir. Bu teknik, M. tuberculosis’ de ilag duyarlilk testi (IDT) igin
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan antibiyogram islemi igin su basamaklar

izlendi; MGIT besilerinde iireyen bakteri Kkiiltiiriiniin seyreltilmesi, ilag soliisyonlarmnin
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olusturulmasi, IDT’de kullanilacak yeni MGIT besiyerlerinin hazirlanmasi, hazirlanan ilaglarin
tiplere dagitilmasi, seyreltilen bakteri siispansiyonunun ekimi, 6rneklerin cihaza yiiklenmesi ve
sonuglarin degerlendirilmesi.

SIRE Kiti ile yapilan IDT sonucunda ¢oklu ilag direncine (CID-MDR) sahip ¢ikan drnekler

tekrar antibiyograma alinarak Pirazinamid direncine bakilmustir.

3.5.1. Bakteri kiiltiiriiniin seyreltilmesi

50mL’lik falkon tiiplerine her bir 6rnek i¢in 4ml ve 10 mL’lik steril ultra saf su konuldu.
Numaralandirilmis MTBK pozitif her bir ornekten 500 pl 6nce 4 mL’lik falkona ardindan bu
tiipten 100 pl alinip 9,9 mL’lik falkona inokiile edidi.

3.5.2. Ilag soliisyonlarimin olusturulmas:

Liyofize halde olan birinci basamak ilaclardan Streptomisin, Izoniyazid, Rifampisin
Etambutol ilag Siselerine 4 ml, Pirazinamide ise 2,5 ml steril ultra saf su eklenerek sulandirdik. Bu
durumda sirasiyla 8.3, 83, 415, 8000 pug/mL olacak sekilde stok hazirlandi.

3.5.3. IDTde kullanilacak yeni MGIT besiyerlerinin hazirlanmast:

SIRE kitindeki birinci basamak ilaglarin iDT’si icin 4 MGIT tiipii hazirlands. Ilaclarin bas
harfi olan S,i,R,E harfleri yazildi. Kontrol tiipiine ise K harfi yazilarak her bir MTBK pozitif 6rnek
icin 5 tiip hazir hale getirildi. Pirazinamid igin ise bir kontrol bir de ilag tiipti hazirlandi. Bu

tiiplerin herbirine 800 pl supplement eklendi.

3.5.4. Hazirlanan ilaclarinin tiiplere dagitilmasi
Her bir ilag grubu kendi tiiptine 100 pl olacak sekilde inokiile edildi. Bu durumda
Steptomisin, Izoniyazid, Rifampisin, Etambutol, Pirazinamid konulan MGIT tiiplerinde son

konsantrasyon sirasiyla 0.2, 0.2, 0.1, 5 ve 100 pg/mL olmustur.

3.5.5. Seyreltilen bakteri siispansiyonunun ekimi

SIRE Kiti i¢in 500 pul MTBK pozitif 6rnek inokiile edilen 4mL’lik ultra saf sudan 100 pl
alinarak 9.9 mL’lik falkona pipetlenmistir. Boylece 1/100 oranindan seyreltme yapilmistir. Kontrol
tiiptine bu falkondan 100 pl, ilag tiplerine de 4 mL saf su bulunan falkondan 500 pl ekilmistir.
Pirazinamid i¢in ise hem kontrol tipiine hem de ilag¢ tiipiine bu seyreltme oranlarinda bakteri

ekilmistir.

3.5.6. Orneklerin cihaza yiiklenmesi ve sonuclarin degerlendirilmesi
Hazirlanan tiipler MGIT 960 BACTEC kiiltiir cihazina yerlestilmistir. Kontrol tiipiiniin 400
GU’ya ulasarak antibiyotik duyarlilik testini sonuglandirana kadar takip edilmistir. Antibiyotikleri
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iceren besiyerlerini degerlendirirken, standartlarda belirlenmis olan 100 GU esik degerinin altinda
kalan veya esik degerini gegen tiipleri duyarli veya direngli seklinde yorumlanmigtir. Kontrol
tiiptinde 4 ginden 6nce 400 GU iireme gozlenmesi kontaminasyon ya da inokulum fazlalig:
seklinde yorumlanmis ve antibiyotik duyarlilik testleri tekrar edilmistir.. Yirmi bir giinden sonra
tireme gozlenmeyen (400 GU) kontrol tiipleri ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak degerlendirildi

ve antibiyotik duyarlilik testi tekrar edilmistir.

3.6. DNA ekstraksiyonu
MTBK pozitif 6rneklerden Mickle protokolii ile genomik DNA izole edilmistir. Protokoliin

basamaklar su sekildedir.

1) Her bir pozitif 6rnekten Pastor pipet ile 0.5-1 mL araliginda alinarak 1.5 mL’lik
eppendorf mikrosantrifiij tiipiine koyulmustur.

2) Bu tiipler 95°C’de dakika termal blokta bekletilerek bakterinin canliligini yitirmesi
saglanmgtir.

3) 12.7 rpm’de 15 dKk. santrifiij edilmistir.

4) Santrifiij sonrasi siipernatant dokilmis ve 500 ul TE (Tris-EDTA) buffer ekleyip
pipetaj yapilmistir.

5) Tekrar 12.7 rpm’de 15 dKk. santrifiij edilmistir.

6) Supernatant dokiilmiis bu sefer 250ul TE buffer ekleyip pipetaj yapildiktan sonra, 50-
100 mikrogram asit ile yikanmig cam boncuk eklenmistir.

7) Ornekler, hiicrelerin par¢alanmasr icin 2 dakika mickle cihazina koyulmustur.

8) 12.7. rpm’de 10 dk. santrifiij isleminden sonra supernatant pipet ile cekilerek yeni
mikrosantrifiij tiiplerine koyulmustur.

9) Elde edilen supernatant DNA olarak kabul edilmis ve - 20 °C’ de molekiiler ¢alismalar

icim saklanmustir.

3.7. M.tuberculosis ve M.bovis’ in molekiiler yontemlerle ayirt edilmesi

Bu bakterilerin PncA genindeki niikleotid farki goz 6niinde bulundurularak 2 farkl: primer
cifti dizayn edilmistir. Liyofize halde gelen primerler iretici firmanin belirledigi sulandirma
miktar1 kullanilarak hazirlanip -20 °C’de saklanmistir. Dizayn edilen primer ciftleri ¢izelge 3.1.de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. M.tuberculosis ve M.bovis primerleri

Primer adi 5-3
tb-F ATG CGG GCG TTG ATC ATC GTC
tb-R CGG TGT GCC GGAGAAGCG G
bv-F ATG CGG GCG TTG ATC ATC GTC
bv-R CGG TGT GCC GGA GAAGCCG
3.7.1. PCR

41 MDR ve 30 duyarli 6rnegimizin her biri bu 2 ¢ift primer ile PCR yapilmistir. PCR

reaksiyon karisimi Cizelge 3.2’de belirtilmistir. Her c¢alismada pozitif kontrol olarak M.
tuberculosis H37Rv, negatif kontrol olarak ise dH20 kullanilmigtir.

Cizelge 3.2. M.tuberculosis ve bovis reaksiyon karigimi

Reaksiyon bilesenleri Hacim pL ( her bir érnek i¢in)
Syber green mastermix 125
Forward primer 0.5
Reverse primer 0.5
Su 6
D.M.S.0. 1
DNA 5
TOPLAM 25

PCR reaksiyonu BLUE-RAY Biotech TurboCycler lite thermal cycler cihazina

yerlestirilerek ¢izelge 3.3’ de belirtilen PCR programinda galistirilmustr.

Cizelge 3.3. M.tuberculosis ve bovis ayrimi PCR Programi

Sicaklik-stire Dongii sayis1
[k Denatiirasyon 94°C-10dk. 1
Denatiirasyon 94°C-1 dk.. 30
Yapigma 67 °C-1 dk.
Uzama 72 °C-30 sn.
Son Uzama 72 °C-10dk. 1

16




3.7.2. Elektroforez

PCR agamasindan sonra ¢ogalmasi gereken DNA’nin varliginin tespiti i¢in elektroforez
islemine gecilmistir. Oncelikle 10X TBE tampon buffer stok olarak hazirlanmistir. 500 mL tampon
icin; 53.9 gr Trisbase 27.5 gr Borik asit, 3.72 gr EDTA tartilarak pH 8’e ayarlanmustir.
Calismamizda hem jel i¢in hem de elektroforez tanki i¢in 1X tampon kullanilacagindan stok
tampon ¢ozeltisinden 100 mL alinip tizerine 900 mL saf su eklenerek 1X tampon hazirlanmustir.
Jelimiz i¢in 2 gr Agaroz tartarak, 100ml 1xTBE buffer igeren erlene eklendi. Mikrodalga firinda
kaynatilarak sogumaya birakildi. Uzerine Sul ethidium bromide eklenerek taraklari takilmis tanka
dokiip sogumasi beklenildi. Elektroforez tankinin igine 1X buffer eklendi ve donan jel tanka
konuldu. Ik kuyuya marker diger kuyulara da 5 pl amplikon koyarak tank 120 V’da 40 dk.

calistirildi. Jel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek sonuglar degerlendirildi.
3.8. PanD, PncA, HadC , Rv0678 genleri i¢cin PCR ve Elektroforez
Her bir gen bolgesi i¢in hazirlanan primer dizileri Cizelge 3.8.a ‘da, PCR reaksiyon

karisimlar1 3.4’ de ifade edilmistir.

Cizelge 3.4. Primer dizileri

GEN PRIMER SEKANS(5 3’ UZUNLUK(bp)
PanD F TCAACGGTTCCGGTCGGCTGCT 420
R TATCCGCCACTGCTGCACCACCT
T
PncA F GCTTGCGGCGAGCGCTCCA 561
R GGTTGGGTGGCCGCCGCTCAG
HadC F1 GAGTTTGCCCCGAGCTGT 501
F2 GAGTTTGCCCGAGCTGT
F3 GGCGGCAAGAAGATTTTCGG
R GCCGATGTTGGGAAAACCC
Rv0678 F TGAAGTTCACGCCGGTCTGG 560
R CAGCGAACCGGAGAGGACGACT
GA
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Cizelge 3.5. PCR reaksiyon karisimlari

Reaksiyon bilesenleri Hacim pL ( her bir érnek i¢in)
Solis green mastermix 6
Forward primer 0.25
Reverse primer 0.25
Su 8.5
D.M.S.0. 1
DNA 4
TOPLAM 20

Her bir genin PCR dongiileri ise Cizelge 3.6, 3.7,3.8,3.9’da belirtilmistir.

Cizelge 3.6. PanD PCR dongiisii

Sicaklik-stire Dongii sayist
[k Denatiirasyon 95 °C-10 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C-1 dk. 35
Yapigma 55 °C-1 dk.
Uzama 72 °C-2 dk.
Son Uzama 72 °C-10 dk. 1

Cizelge 3.7. PncA PCR dongiisii

Sicaklik-siire Dongii sayist
[k Denatiirasyon 94 °C-5 dk. 1
Denatiirasyon 94 °C-1 dk. 30
Yapisma 55 °C-1 dk.
Uzama 72 °C-1dk.
Son Uzama 72 °C-5dk. 1
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Cizelge 3.8. HadC PCR dongiisii

Sicaklik-stire Dongii sayis1
[k Denatiirasyon 94 °C-5 dk. 1
Denatiirasyon 94 °C-1 dk. 35
Yapisma 58 °C-1 dk.
Uzama 72 °C-1 dk.
Son Uzama 72 °C-10dk. 1

Cizelge 3.9. Rv0678 PCR dongiisii

Sicaklik-siire

Dongii sayis1

[k Denatiirasyon 95 °C-5 dk. 1
Denatiirasyon 95°C-30 sn. 35
Yapigma 58 °C-30 sn.
Uzama 72 °C-30 sn.
Son Uzama 72 °C-10dk. 1

Elektroforez islemleri ise 3.7.2. de belirtilen sartlar saglanarak yapilmistir.

3.9. Sanger sekans dizi analizi

M. tuberculosis'in 560-bp Rv0678, 420-bp PanD, 501 bp-HadC, 561-bp PncA gen
bolgeleri Sanger DNA dizileme teknigi kullanilarak dizilendi. analiz yontemi olarak Sanger sekans
dizileme yontemi kullanildi. Reaksiyonlar dort ddNTP igeren tek bir tiipte gergeklestirildi; bunlarin

timd, farkli dalga boylarinda yayilan boyalarla isaretlenmis ve cihazin lazeri bu dalga boylarimi

okuyarak caligilan bolgenin Gen dizisini ¢ikarmustir.

PCR sonuglarinin Sanger DNA sekans analizi, bir BigDye Terminator Cycle Sequencing
kiti ve bir ABI Prism 3130 DNA analizorii kullanilarak gerceklestirildi. Verilerin analizi igin temel
yerel hizalama arama araci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kullanilmistir. Dizi analizi;

EX0SAP ile amplikonlarin temizlenmesi, Cycle sequence PCR asamasi, Sephadex ile saflastirma ve

amplikonlarin Sanger dizi analizi cihazina yiiklenmesi basamaklarini igermektedir.
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3.9.1. EX0SAP ile amplikonlarm temizlenmesi

Cizelge 3.4°de gosterilen genlerin PCR iiriinleri elde edildikten sonra, 5 pl PCR iiriiniine
EX0ZAP kitinin talimatlarma gore 2 pl enzim eklenerek, 37°C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
karisim 80°C'de 15 dk. tutularak enzim inaktif hale getirildi.

3.9.2. Cycle sequence PCR asamasi

PanD, PncA, HadC , Rv0678 genleri i¢in Cizelge 3.4’de belirtilen primer ¢iftlerinden tek
yonlii olarak forward primerler segilerek son konsantrasyonu 4 mikromol olacak sekilde hazirlandi.
Cycle sequence reaksiyon karisimlari ADS SupreDye v.3.1 Cycle sequencing kit’i kullanilarak

hazirlandi. Reaksiyon karisimi ve dongiisii ¢izelge 3.10 ve 3.11°de belirtilmistir.

Cizelge 3.10. Cycle sequence reaksiyon karigimi

Reaksiyon bilesenleri Hacim pL ( her bir érnek i¢in)

Supre dye

Primer

Su

5x buffer

N TN W | DN |-

Exozap DNA

TOPLAM 10

Cizelge 3.11. Cycle sequence dongiisii

Sicaklik-siire Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 96°C-1dk. 1
Denatiirasyon 96°C-10 sn. 25
Yapigsma 50 °C-5 sn.
Uzama 60 °C-4dk.

3.9.3. Sephadex ile saflastirma

Cycle Sequence iiriinlerini sekans cihazina yiiklemeden o6nce sephadex spin kolon
yontemini kullanarak tekrar bir saflagtirma yapildi. 1gr sephadex tartilarak 14 mL ultra saf su
eklenmesiyle bir karigim hazirlandi. Elde edilen karisimla olusturulan kolonlara amplikonlari

yiikleyerek asagidaki protokole gore saflagtirma islemini gergeklestirildi.
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1) Spin kolonlar 1.5 mL'lik toplama tiiplerine yerlestirildi.

2) Her kolona 750 pl olacak sekilde hazirlanan sephadex karigsimi eklendi.

3) 4500 rpm’de 2dk. santrifiij yapildi, sephadex kolonlar olusturdu.

4) Toplama tiipiindeki sivi bosaltildi, olusan sephadex kolona cycle sequence sonrasi
olusan amplikonarimiz yiiklendi.

5) 4500 rpm’de 3 dk. Santrifiij yapildi. Toplama tiipiinden elde edilen saflastirilmis DNA
-20 °C’ de saklandi.

3.9.4. Amplikonlarin Sanger dizi analizi cihazina yiiklenmesi
- 20 °C ’de saklanan DNA, 96 kuyuya sahip reaksiyon plate’ine yerlestirilerek ABI Prism

3130 Sanger sekans dizileme cihazindan alinan sonuglar http://www.ncbi.nih.gov/BLAST sitesi

kullanilarak analiz edildi.

3.10. RealTime qPCR Analizi
3.10.1. RNA izolasyonu
QIAGEN EZ1virus Mini kit v.2.0 izolasyon Kkiti kullanilarak, iireticinin talimatlart

dogrultusunda 6rnekler hazirlandi.

1) Liyofize haldeki Carrier RNA igerisine elution bufferdan 310 ul pipetlendi ve
kullanilacak kisim aliquotlara ayrildi.

2) Elution bufferdan 49 nl/ 6rnek, hazirlanan RNA stok soliisyondan 3.8 pl/ 6rnek ve
internal kontrolden 7.2 ul/ 6rnek tiiplerinden sirasiyla ve miktarlarinda 1.5 mI’lik tiipler
icerisine dagitilarak her bir 6rnek igin karigim hazirlandi.

3) Caligma rack yiiklendi.

4) Hazirlanan Kartus racki ve c¢alisma racki cihaz igerisinde uygun pozisyonlara

yerlestirilerek ¢alisma alaninin kapagi kapatildi cihaz ¢alistirildi.

NanoDrop Spektrofotometre kullanilarak RNA’nin A260nm/A280nm dalga boylarinda
degerleri 6lgiilerek varlig: tespit edildi. RNA -80°C’de saklandi.

3.10.2. cDNA Sentezi

RNA iireticinin tavsiyeleri 1siginda cDNA kitine (abm One script Plus cDNA Synthesis
Kit) gore kopyalandi. Cizelge 3.12° de kullanilan komponentlerin ad: ve miktari belirtilmistir.
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Cizelge 3.12. cDNA sentezi i¢in reaksiyon karigimi

Reaksiyon bilesenleri

Hacim pL ( her bir érnek i¢in)

5x buffer

dNTP

Primer

One script plus RTase

Su

RNA

a0k |k |k s

TOPLAM

20

Daha sonra tiipler bir termal dongiileyiciye yerlestirildi ve program 55°C 15 dk. ve 85°C 5

dk.olacak sekilde uygulanmistir. Elde edilen cDNA -20°C’de saklanmistir.

3.10.3. RT qPCR asamasi

Caligilan genlerin adi, hazirlanan primer dizisi ve uzunlugu ¢izelge 3.13’de belirtilmistir.

Cizelge 3.13. RT gPCR Gen ve Primerleri

I
PRIMER

|
GEN SEKANS(5 3 UZUNLUK(bp)

mmpL5 F  TGATCAACAAGATCGCCAAG

R  TGAATGTCGTTGACCTGCTC
mmpS5 F GGATACCGCTGCTCATCCT

R  CGTCGAGGTCCAGGTAGTTG
RV0678 F  TGAAGTTCACGCCGGTCTGG 560

R  CAGCGAACCGGAGAGGACGACTGA

Test Roche marka Lightcycler 96 model cihazda Hot FIREPol SolisGreen qPCR Mix, 5x
kiti (Solis BIODYNE) kullanilarak gergeklestirildi. Her bir kuyucuk igin ¢izelge 3.14’deki PCR

karisimi1 hazirlandi.
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Cizelge 3.14. RT gPCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon bilesenleri Hacim pL ( her bir érnek i¢in)
Syber green mastermix 4
Forward primer 0.5
Reverse primer 0.5
Su 13
cDNA 2
TOPLAM 20

Hazirlanan karisim thermal cycler cihazina ¢izelge 3.15°deki sartlar saglanarak koyuldu ve

cihaz calistirildi.

Cizelge 3.15. RT qPCR dongiisii

Sicaklik-siire Dongii sayist
[k Denatiirasyon 95 °C-10 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C-10 sn. 40
Yapigma 60 °C-20 sn.
Uzama 72 °C-20 sn.

Housekeeping geni Rv0678 ve efflux disa atim pompasi ile iliskili mmpL5, mmpS5 genleri

igin tim numunelerde Ct degerlerinin alinmasi ile ACt hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Duyarhlik testi

Cukurova Universitesi yerleskesinde bulunan Saghk Bakanligi Halk Saghg Kurumu
Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuvari olarak islev goren, Tropikal Hastaliklar Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (T.H.A.U.M.)’ne 7 farkli ilden gonderilen Tiiberkiiloz siipheli klinik 6rneklere
flag duyarlilik testi yapilmistir. Tiim numuneler bu testten sonra secilmistir.

Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambutol ve
pirazinamid ilaglar1 ile yapilan testler sonucunda SIRE kitindeki ilaglara tamamen duyarli 30 6rnek
kontrol grubu olarak se¢ilmistir. En az ikKi ilaga direngli 6rnekler ise ¢oklu ilag direncine (MDR)
sahip olarak tanimlanmigtir. 41 adet MDR ¢alismamiza dahil edilmistir. Daha sonra MDR
orneklerin pirazinamid direncine bakilmis ve 41 6rnekten 11 tanesinin duyarh (%27), geri kalan 30
ornegin ise (% 73) pirazinamide direngli oldugu gosterilmistir. 41 MDR 6rnegin 31 (%76)‘inin
izoniazid-rifampisine, 5 (%12)’inin izoniazid-streptomisin-rifampisine, 1 (%2) inin izoniazid,
rifampisin-etambutole, 4 (%10)’tiniin ise izoniazid-streptomisin-rifampisin-etambutole direngli
oldugu bulunmustur.

Sekil 4.1’ de ise MDR suslarin ilag duyarlilik profilleri, Cizelge 4.1’ de MDR &rneklerin

pirazinamid direng profili gosterilmistir.

® INH-RIF-EMB m INH-RIF
® INH-STR-RIF-EMB m INH-STR-RIF

Sekil 4.1. MDR suslarin ilag direng profili
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Cizelge 4.1. MDR orneklerin pirazinamid direng profili

Ornek no. Test sonucu Ornek no. Test sonucu

MDR 1 R MDR 25 R
| MDR 2 S MDR 26 R
| MDR 3 R MDR 27 R
| MDR 4 R MDR 28 S
| MDR 5 R MDR 29 R
| MDR 6 R MDR 30 R
| MDR 7 R MDR 31 S
| MDR 8 R MDR 32 R
| MDR 9 S MDR 33 R
| MDR 10 S MDR 34 S
| MDR 11 R MDR 35 R
| MDR 12 R MDR 36 R
| MDR 13 S MDR 37 R
| MDR 14 R MDR 38 R
| MDR 15 R MDR 39 R
| MDR 16 S MDR 40 R
| MDR 17 R MDR 41 R
| MDR 18 S
| MDR 19 R
| MDR 20 R
| MDR 21 S
| MDR 22 S
| MDR 23 R
| MDR 24 R

S: sensitive; Duyarh
R: resistance; Direncli

4.1.2. M. Tuberculosis ve M. bovis ayrim
41 MDR ve 30 duyarli sus olmak iizere 71 6rnegin DNA ekstraksiyonu yapilmis, PCR ve
elektroforez iglemlerinin ardindan PncA geninde 185 bp’de , M. tuberculosis ve M.bovis arasinda

PCR iirlinlerinin bant vermelerine gore sonuglar degerlendirilmistir.
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PncA geninde 169’uncu niikleotid M.tuberculosis’de sitozin (C) iken M.bovis’de guanin
(G)’dir. 3.7. de primer-tb ve primer-bv olarak dizayn edilen primerler kullanilarak yapilan yukarida
da bahsedilen molekiiler ¢aligmalardan sonra her 6rnegin iki farklt primer ile yapilan ¢alismasi
yanyana yiiklenmis olup 185 bp’de primer-tb olarak adlandirilan primer ile ¢ogalan amplikonun
karsisinda bant var ise M. Tuberculosis, primer-bv olarak adlandirilan primer ile ¢ogalan
amplikonun karsisinda bant var ise M.bovis olarak yorumlanmustir.

Toplam 71 o6rnekten (41 MDR ve 30 Duyarli) sadece 1 tane 6rnek (MDR 30) M. bovis
olarak tanimlanmis geri kalan 6rneklerin ise M.tuberculosis oldugu gosterilmistir.

Sekil 4.2’ de elektroforez sonucu olusan jel goriintiisii, Cizelge 4.2’ de ise drneklerin hangi
tiir bakteriye ait oldugunu gosteren karsilagtirma sonucu gosterilmistir. Jel gérintiisiinde ayn1 6rnek
icin sirayla MDR tb ve bv primlerleri yiiklenmistir. Sekilde markerin solundaki ilk iki kuyu 30
numaralt MDR 6rnek i¢i sirayla th ve bv primerlerini igerirken tb’de bant vermez iken bv de bant
vermistir. Gorlintiide diger Orneklerin ise M.tuberculosis oldugu gozlenirken sadece markerin

solundaki 6rnegin M.bovis oldugu goriilmistiir.

Sekil 4.2. M.tuberculosis ve M. bovis ayrimi jel goriintiisii
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Cizelge 4.2. M.tuberculosis ve M. bovis karsilastirma sonucu

Ornek no. | Test sonucu Ornek no. Test sonucu Ornek no. Test sonucu

MDR 1 M.tuberculosis MDR 25 M.tuberculosis | DUYARLI 8 | M.tuberculosis
| MDR 2 M.tuberculosis MDR 26 | M.tuberculosis | DUYARLI 9 | M.tuberculosis
| MDR 3 M.tuberculosis MDR 27 | M.tuberculosis | DUYARLI 10 | M.tuberculosis
| MDR 4 M.tuberculosis MDR 28 | M.tuberculosis | DUYARLI 11 | M.tuberculosis
| MDR 5 M.tuberculosis MDR 29 | M.tuberculosis | DUYARLI 12 | M.tuberculosis
| MDR 6 M.tuberculosis MDR 30 | M. bovis DUYARLI 13 | M.tuberculosis
| MDR 7 M.tuberculosis MDR 31 | M.tuberculosis | DUYARLI 14 | M.tuberculosis
| MDR 8 M.tuberculosis MDR 32 | M.tuberculosis | DUYARLI 15 | M.tuberculosis
| MDR 9 M.tuberculosis MDR 33 | M.tuberculosis | DUYARLI 16 | M.tuberculosis
| MDR 10 | M.tuberculosis MDR 34 | M.tuberculosis | DUYARLI 17 | M.tuberculosis
| MDR 11 | M.tuberculosis MDR 35 | M.tuberculosis | DUYARLI 18 | M.tuberculosis
| MDR 12 | M.tuberculosis MDR 36 | M.tuberculosis | DUYARLI 19 | M.tuberculosis
| MDR 13 | M.tuberculosis  MDR 37 | M.tuberculosis | DUYARLI 20 | M.tuberculosis
| MDR 14 | M.tuberculosis | MDR 38 | M.tuberculosis | DUYARLI 21 | M.tuberculosis
| MDR 15 | M.tuberculosis | MDR 39 | M.tuberculosis | DUYARLI 22 | M.tuberculosis
| MDR 16 | M.tuberculosis | MDR 40 | M.tuberculosis | DUYARLI 23 | M.tuberculosis
| MDR 17 | M.tuberculosis | MDR 41 | M.tuberculosis | DUYARLI 24 | M.tuberculosis
| MDR 18 | M.tuberculosis  DUYARLI 1 | M.tuberculosis | DUYARLI 25 | M.tuberculosis
| MDR 19 | M.tuberculosis  DUYARLI 2 | M.tuberculosis | DUYARLI 26 | M.tuberculosis
| MDR 20 | M.tuberculosis  DUYARLI 3 | M.tuberculosis | DUYARLI 27 | M.tuberculosis
| MDR 21 | M.tuberculosis DUYARLI 4 | M.tuberculosis | DUYARLI 28 | M.tuberculosis
| MDR 22 | M.tuberculosis  DUYARLI 5 | M.tuberculosis | DUYARLI 29 | M.tuberculosis
| MDR 23 | M.tuberculosis DUYARLI 6 | M.tuberculosis | DUYARLI 30 | M.tuberculosis
| MDR 24 | M.tuberculosis | DUYARLI 7 | M.tuberculosis

4.1.3. PanD, PncA, HadC, Rv0678 genlerinin PCR ve sekans analizi

71 ornek igin bedakulin direnci ile iligkisi oldugu bilinen Rv0678 geni ve pirazinamid

direnci ile iligkili PanD, PncA, HadC genlerinin her biri igin PCR ve jel elektroforez islemleri

yapilmistir. Her bir gen igin istenilen bolgede bant goriilmesi bize 0 bélgenin g¢ogaldiginm

gostermistir. Bant goriilen 6rneklerin temizlenmesi, isaretlenip ¢ogaltilmasi ve saflagtirilmasi

asamalarindan sonra sekans ile dizileme yapilmistir.
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PanD’ nin PCR ve sekans analizi
50 bp’lik marker kullanilarak yapilan elektroforez islemi sonrast 420 bp’ ye sahip gen
bolgesinde goriilen bantlar DNA’nin varligin1 gostermistir. Sekil 4.3’°de UV 1sik altindaki jel

goriintiisii goriilmektedir.

Sekil 4.3. PanD geninin jel goriintiisii

Toplam bu gen igin 71 sekans analiz yapilmistir. Bunun 41 tanesi MDR, 30’u ise birinci
basamak ilaglara tamamen duyarli sustur. Toplam 16 6rnekte mutasyon bulunmustur. MDR
igerisinde 30 6rnek PZA direngli iken 11 6rnek PZA duyarlidir. PZA direncli suslarda 12 6rnekte
mutasyon goriiliirken (12/30) mutasyonlar igerisinde 5 mutasyon ile 133. Kodunda 1 sitozin(C)
insersiyonu ile goriilen mutasyon tiim PZA direngli PanD mutasyonlari igerisinde %41.6 ile en
fazla bulunan mutasyon olmustur. 4 numunede ise 145. Niikleotitde goriilen Adenin’in Guanin’e
donmesi ile bulunan mutasyon bir nokta mutasyonudur ve yanlis anlamli (missense) mutasyon
olarak belirlenmistir. 2 6rnekte 361. Niikleotitten sonra Timin insersiyonu bulunmus, 1 6rnekte ise
yine bir nokta mutasyonu olan Sitozin’in Guanin’e donmesi ile anlamsiz (nonsense) mutasyon
bulunmustur.

Pza duyarli 11 MDR 6rneginde ise 377 niikleotitten sonra 1 tane Adenin bazinin delesyona
ugramasi Sonucu olusan 1 tane c¢er¢eve kaymasit mutasyonu goriilmiistiir.

Tiim birinci basamak ilaglara duyarli 30 6rnegin sekans analizi sonucunda ise 3 tane 145.
Niikleotitte Adenin’in Guanin’e doniismesi ile olusan nokta mutasyon goriilmiistiir. Goriilen tiim

mutasyonlar ¢izelge 4.3°te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. panD gen bolgesinde tespit edilen mutasyonlar
izolat | Nikleotid Kodon Kodon Aminoasit Patern
sayisi degisimi degisimi | numarast | degisimi
MDR Pza direngli 5 +C Insersiyon 133 OREF Shift 399+C
n=41 n=30
4 A-G ATC- 49 lle-val A145G
GTC
2 +T Insersiyon 121 OREF Shift 361+T
1 C-G TAC- 22 Tyr-stop C66G
TAG
Pza duyarli 1 -A Delesyon 126 ORF Shift 377-A
n=11
DUYARLI 3 A-G ATC- 49 lle-val A145G
n=30 GTC

PncA 'min PCR ve sekans analizi
50 bp’lik marker kullanilarak yapilan elektroforez islemi sonrasi 561 bp’ye sahip gen
bolgesinde goriilen bantlar DNA’nin varligini géstermistir. Sekil 4.4’te UV 1sik altindaki jel

goriintlisii goriilmektedir.

Sekil 4.4. pncA geninin jel goriintiisi

Yapilan sekans sonucunda toplam 71 6rnekten 27 6rnekte mutasyon bulunmustur. Bunlarin
25’1 MDR orneklere ait iken 2 tanesi duyarli 6rneklere aittir. 30 PZA direngli MDR 6rnekte toplam
22 mutasyon bulunmustur. 226. Niikleotite Adenin’in Sitozin’e doniismesi sonucu 8 drnekte yanlis
anlamli bir nokta mutasyon goriilmiistir. 6 6rnekte 152. Niikleotitte Adenin Sitozin’e doniiserek

yine bir nokta mutasyon belirlenmistir. 3 6rnekte 464. Niikleotit olan Timin Guanine donerken
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yine 3 6rnekte 169. Niikleotitte Sitozin Guanin’e doniiserek nokta mutasyon olusturmustur. En az
goriilen mutasyonlar ise 1’er 6rnekle 318. Niikleotitten sonra 1 Sitozin delesyonu ve 29. Niikleotit
olan Adenin’in Guanin’ e doniismesi ile goriilen mutasyondur.

PZA duyarli MDR’larda ise 3 mutasyon vardir. Bu {i¢ mutasyonda c¢erceve kaymasi
mutasyonu olarak degerlendirilmistir. 2 6rnekte 349. Niikleotitten sonra bir Timin insersiyonu
diger 1 6rnekte ise 212. Niikleotitten sonra Adenin delesyonu gorillmustiir.

Yapilan IDT sonucu birinci basamak ilaglara duyarli 30 6rnekte sadece 2 numunede 544.
Niikleotitten sonra Timin delesyonu ile ayn1 mutasyon goriilmustiir. Tiim sonuglar ¢izelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. pncA gen bolgesinde tespit edilen mutasyonlar

izolat Niikleotid Kodon Kodon Aminoasit Patern
sayis1 degisimi degisimi | numarasi degisimi
MDR Pza direngli 8 A-C ACT- 76 Thr-Pro A226C
n=41 n=30 CCT
6 A-C CAC- 51 His-Pro A152C
CCC
3 T-G GTG- 155 Val-Gly T464G
GGG
3 C-G CAC- 57 His-Asp C169G
GAC
1 -C Delesyon 106 OREF shift 318-C
1 A-G CAG- 10 GIn-Arg A29G
CGG
Pza duyarh 2 +T Insersiyon 117 OREF shift 349+T
n=11
1 A Delesyon 71 OREF shift 212-A
DUYARLI 2 -T Delesyon 182 OREF shift 544-T
n=30

HadC nin PCR ve sekans analizi

50 ve 100 bp’lik marker kullanilarak yapilan elektroforez islemi sonrasi 501 bp’ ye sahip
gen bolgesinde goriilen bantlar DNA’nin varligini gostermistir. Mutasyon olan H37Rv ve H37Ra
referans sunlar1 arasindaki 1 tane C niikleotiti farkimi diistinerek dizayn edilen F1 (H37Ra’da C
niikleotinin oldugu mutasyon olmayan bélgeyi igerir) ve F2 (H37Rv’de mutasyon olan bolgeyi
igerir) primerleri ile yapilan PCR islemi sonucunda mutasyon gortlmemistir. Sekil 4.5’te F1

primeri ile cogalan 6rneklerin jel goriintiisii ve F2 primerinin karsilastiriimasi verilmistir.
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Sekil 4.5. F1 ve F2 primerlerinin jel goriintiisii

F1°de bant goziikiip F2’de ise bant gériilmemesi mutasyon olmadigini belirtir. Bu gendeki
mutasyonun varhigir Sanger Sekans dizileme yontemiyle tekrar test edilmistir. Sekans analizi i¢in
kullanilacak olan F3 primeri ile yapilan PCR ve elektroforez islemi sonucunda Sekil 4.6’da UV 151k

altindaki MDR ve duyarli 6rneklerin jel goriintiisii goriilmektedir.

Sekil 4.6. MDR ve Duyarli 6rneklerin jel goriintiisii

HadC geninin Sekans analizi; sekil 4.6’da goriilen bantlara sahip numunelerin alinip bolim
3.9.da anlatilan Sanger sekans dizi analizi basamaklar1 gergeklestirilerek yapilmistir. Yapilan

sekans analizi sonucunda herhangi bir mutasyona rastlanilmamustir.
Rv0678in PCR ve sekans analizi

560 bp biiyiikligiindeki gen bolgesinin elektroforez sonucu olusan jel gorintisti Sekil

4.7°de gosterilmistir. Yapilan DNA dizi analizinde herhangi bir mutasyon tespit edilememistir.
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Sekil 4.7. Rv0678 geninin jel goriintiisii

4.1.4. RealTime gPCR Analizi

NanoDropTM Spektrofotometre kullanilarak RNA'nin varhigi A260nm/A280nm dalga
boyunda 6l¢iilmiistir. Oran1 1.8-2.1 deger araliginda olan ornekler alinarak sonraki asamalara
gecilmistir. cDNA sentezinden sonra antibiyotik direnci ile iligkili mutasyonlar ile Efflux pompasi
genlerinin korelasyonunu arastirmak i¢in Housekeeping geni olan Rv0678 ile Efflux disa atim
pompasindan sorumlu mmpL5 ve mmpS5 genlerinin ekspresyon seviyeleri analiz edildi.

Ekspresyon seviyeleri kantitatif Real-Time PCR ile yapildi. Referans olarak housekeeping

geni Rv0678 kullanildi. Cikan sonuglar Z_AACt hesaplamasi1 referans alinarak ekspresyon
diizeyleri arasindaki kat fark: degeri hesaplandi.

Oncelikl kontrol ve ¢alisilan gen bélgeleri igin Ct degerleri hesaplandi. Her érnek igin iic
tekrar yapilarak ortalama Ct degerleri belirlendi. Caligilan genin (mmpL5 ve mmpS5) Ct
degerinden housekeeping genin Ct degeri c¢ikartilarak ACt degeri bulundu. Daha sonra kontrol
grubunun ortalama ACt degeri hesaplandi. Ardindan her bir 6rnegin ACt“sinden ortalamasi
hesaplanan kontrol grubunun ACt“sini ¢ikartarak AACt elde edildi. Buldugumuz AACt degerini

; . ) -AACt . -AACt .
formiilde yerine yerlestirerek (2 ), kontrol ve ¢aligilan genin 2 degerlerinin sonuglarini
elde ettik. Daha sonra ekspresyon diizeyleri arasindaki rolatif kat farkini bulmak i¢in kontrol ve

AACt . . -AACt )
degerleri , kontrol grubuna ait en kiigiik 2 degerine

calisilan gen bolgesinin 2
boliindii. Hem kontrol grubunda hem de ¢alisilan gen grubundaki degerlerin ortalamasi alinarak kat
farklar1 hesaplandi.

Buna gore Duyarli (kontrol) ve Direncli (MDR) gruplar karsilastirildiginda mmpL5 ve
mmpS5 genlerinde Rv0678’in ekspresyon seviyesini kontrol ettigimizde, mmpS5 geninin kontrol
grubundaki 2 numarali 6rnek degeri aykirt gozlem olarak degerlendirilmis ve isleme alinmamustir.
Yapilan ¢alisma sonucunda ekspresyon diizeylerinin 6nemli 6lgiide diisiik oldugu bulunmustur.

mmpL5 geni i¢in ortalama relative kat farki 0.47 iken kontrolun ortalamasi 8.11 bulunmus ayn1
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sekilde mmpS5 geninin ortalamas1 4.63 iken kontrol grubunun ortalama degeri 10.15 olarak

goriilmiistiir. Sonuglar Sekil 4.8’de grafikle gosterilmistir.
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Sekil 4.8. mmpL5 ve mmpS5 genlerinin kontrole gore relative kat farki

Istatistik analizi IBM SPSS 20.0 programi kullanilarak yapilmistir. 30 Duyarli ve 41 MDR

olan suslardan normal dagilim gostermeyen ornekler ¢ikarilmis 23 kontrol (Duyarli) grubuna

karsilik 39 gozlem (MDR) grubu dahil edilmistir. Rv0678 gen bolgesinde ilag direncinden sorumlu

oldugu bilinen efflux pompasi ile iliskili mmpS5 ve mmpL5 genlerinin RT-gPCR yontemiyle

ekspresyon seviyeleri SSPS ile analiz edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. mmpS5 ve mmpL5 genlerinin ekspresyon seviyelerinin SPSS analizi sonuglari

Duyarl Direngli
M Igr M Igr P
mmpS5 9.01 10.74 1.61 3.04 <0.001
mmpL5 5.65 7.95 0.05 0.08 <0.001

M: median , Igr: Interquartile range

Yapilan ¢alismanin sonucunda degerler median ve Interquartile range olarak ozetlendi.

Ekspresyon diizeylerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi.

Normal dagilim olmadigi bulundu. Duyarli ve Direngli gruplarda ekspresyon diizeyleri normal
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dagilmadiklar1 igin Mann-Whitney testi ile karsilastirildi. Analizin istatistik 6nem diizeyi 0.05
olarak kabul edildi. Cok yiiksek diizeyde istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildi

Caligilan 39 MDR o6rneginin her birinin mmpL5 ve mmpS5 igin relative kat farki cizelge
4.6°da gosterilmektedir. mmpL5 geninde 39 6rnekten 35°1 0 ile 1 arasindaki degerlere sahiptir ki bu
say1 tiim orneklerin % 89’unu ifade eder. mmpS5 geninde ise bu say1 15 olurken yiizdesi %38
olarak goriilmiistiir. mmpS5 geninde mmpL5 genine gore dagilim ¢esitlilik gostermektedir. 7 6rnek
1-2 Kkat farki arasinda iken ,5 6rnegin relative kat farki 2 civarinda, 3 6rnegin 3, 9 6rnegin ise 4

kattan fazla oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.6. MDR-TB klinik izolatlarinda Bedakulin direnci ile iligkili efflux pompas1 genlerinin
ekspresyon seviyeleri

GEN MDR izolatlarinin Relative kat degisimlerinin sayis1 ( 2-AACT ) n=39
0 1 2 3 >4
Frekans/ % Frekans/ % Frekans/ % Frekans/ % Frekans/ %
mmpL5 35/89 1/2 1/2 0/0 217
mmpS5 15/38 7/19 5/13 3/7 9/23
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4.1.5. Biitiin 6rneklerin tiirii, antibiyotik duyarhhklari, mutasyon analizi

Cizelge 4.7. Biitiin 6rneklerin tiirii, antibiyotik duyarliliklari, mutasyon analizi

Izolat no Tiirii Direnc paterni | pncA hadC panD RV0678
Mdr 1 M.tub PZA/S/IR 399+C
Mdr 2 M.tub I/IR

Mdr 3 M.tub PZAJS/IIRIE A152C A145G
Mdr 4 M.tub PZA/IIR A29G

Mdr 5 M.tub PZAJS/I/IR A226C

Mdr 6 M.tub PZA/S/IR C66G
Mdr 7 M.tub PZA/IIR A226C

Mdr 8 M.tub PZA/IIR A152C

Mdr 9 M.tub IIR 349+T

Mdr 10 M.tub S/N/IR

Mdr 11 M.tub PZA/IIR A226C

Mdr 12 M.tub PZA/IIR A226C

Mdr 13 M.tub I/IR 349+T

Mdr 14 M.tub PZA/IIR A152C A145G
Mdr 15 M.tub PZA/IR T464G

Mdr 16 M.tub I/IR

Mdr 17 M.tub PZA/IIR 399+C
Mdr 18 M.tub IIR

Mdr 19 M.tub PZA/IIR A226C

Mdr 20 M.tub PZA/IIR C169G

Mdr 21 M.tub I/IR 377-A
Mdr 22 M.tub I/IR 212-A

Mdr 23 M.tub PZA/IIR T464G

Mdr 24 M.tub PZA/I/R/E 361+T
Mdr 25 M.tub PZA/IIR

Mdr 26 M.tub PZA/IIR

Mdr 27 M.tub PZA/IIR A152C A145G
Mdr 28 M.tub PZA/IIR 399+C
Mdr 29 M.tub I/IR

Mdr 30 M.bovis | PZA/IIR A226C

Mdr 31 M.tub I/IR
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Cizelge 4.7. Biitiin 6rneklerin tiirii, antibiyotik duyarliliklar, mutasyon analizi (devami)

Mdr 32 M.tub PZA/S/IIRIE Al152C 399+C
Mdr 33 M.tub PZAJS/IIR C169G

Mdr 34 M.tub I'R

Mdr 35 M.tub PZAIS/IRIE A226C 361+T
Mdr 36 M.tub PZAJIS/IRIE 399+C
Mdr 37 M.tub PZA/I/IR 318-C

Mdr 38 M.tub PZA/IIR Al152C Al45G
Mdr 39 M.tub PZA/IIR A226C

Mdr 40 M.tub PZA/I/IR C169G

Mdr 41 M.tub PZA/I/IR T464G

Duyarli 1 M.tub T. Duyarli

Duyarli 2 M.tub T. Duyarli

Duyarl1 3 M.tub T. Duyarh

Duyarli 4 M.tub T. Duyarli

Duyarl1 5 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 6 M.tub T. Duyarli Al145G
Duyarl1 7 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 8 M.tub T. Duyarh

Duyarli 9 M.tub T. Duyarli 544-T

Duyarli 10 M.tub T. Duyarli

Duyarli 11 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 12 M.tub T. Duyarl

Duyarl1 13 M.tub T. Duyarh

Duyarli 14 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 15 M.tub T. Duyarh Al145G
Duyarl1 16 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 17 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 18 M.tub T. Duyarh

Duyarl1 19 M.tub T. Duyarh Al145G
Duyarl1 20 M.tub T. Duyarh
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Cizelge 4.7. Biitiin 6rneklerin tiirii, antibiyotik duyarliliklari, mutasyon analizi (devami)

Duyarl1 21 M.tub T. Duyarlt
Duyarl1 22 M.tub T. Duyarlt
Duyarl1 23 M.tub T. Duyarlt 544-T
Duyarl1 24 M.tub T. Duyarlt
Duyarl1 25 M.tub T. Duyarl
Duyarl1 26 M.tub T. Duyarl
Duyarli 27 M.tub T. Duyarl
Duyarl1 28 M.tub T. Duyarlt
Duyarl1 29 M.tub T. Duyarlt
Duyarl1 30 M.tub T. Duyarlt

Mdr : CiD , M.tub: Mycobacterium tuberculosis complex, M.bovis: Mycobacterium bovis, PZA:
Pirazinamid, S:Streptomisin, I: Izoniazid, R: Rifampisin, E: Etambutol,
T.Duyarh: Tamamen duyarh

4.2. Tartisma

Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz (Multi Drug Resistant, MDR-TB), ilk basamak anti-TB
ilaglarin en giglii iki tiyesi olan INH ve RIF antibiyotiklerinin her ikisine birden direng geligtirmiS
TB basilleri igin kullanilan terimdir. Bu iki ilagtan sadece birisine diren¢ gelistirmis basiller bu
grupta yer almazlar. Bir bolgede ¢oklu ilag direnci orani yiiksek oldugunda tiiberkiilozun kontrol
altina ahnmas1 giderek zorlagmaktadir.

Porsuk ve Cerit (2021) bir verem savas dispanserine 2012-1019 yillar1 arasinda gelen
numunelerden izole ettikleri M. tuberculosis suslarinda ila¢ duyarlilik testi ¢alismislardir. 296
numunenin IDT sonucunda vakalarin %11.1’inde en az 1 birinci basamak antitiiberkiiloz ilaca
direng oldugunu tespit ederlerken ¢oklu ilaca direnci ( CID) ise %2.4 olarak hesaplamislardir.

Ozen (2020) ‘in 2011-1019 arasinda Balikesir sehir hastanesine TB siiphesi ile génderilen
hastalarin klinik 6rneklerinden izole ettigi suslarla yaptigi benzer bir ¢alismada ise izolatlarin %1
‘ini CID-TB olarak belirlemistir.

Arslan ve ark (2021) Dokuz Eyliil Universite hastanesinde yapmus olduklar1 ¢aligmada ise
CID’i % 0.6 olarak bulmustur.

Dicle ve ark (2023) 2013-2018 yillar1 arasinda dogu anadolu bolgesinde tiiberkiiloz 6n
tanili hastalarla yaptiklar1 6 yillik calisgmada 120 MTBK tanist olan hasta numunelerine
uyguladiklar1 IDT sonucunda %0.8’inin PZA direngli, sadece %3.3’iiniin ise CID’e sahip

oldugunu raporlamiglardir.
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Oz ve ark (2012) 17 MDR susta % 42’sinin INH-RIF direncli , EKer ve Nagiyev (2023) 44
MDR o6rnegin yapilan ilag duyarlilik testi sonucu %61’inin INH-RIF-STR direngli oldugunu
belirtirken, Kuo ve ark (2018) 63 MDR o6rnekte %30 oraninda PZA-INH-RIF direnci oldugunu
gostermistir. Belirtilen ¢alismalardan da anlasildig: {izere ¢oklu ilaga diren¢ oranmin 0.6 ile 3.3
arasinda degistigi goriiliirken bizim yaptigimiz 985 IDT sonucu 41 6rnek CID’e sahipken oran1 %
4 olarak bulunmustur. PZA-INH-RIF direnci ise calismamizda 21 ornekle % 51 oraninda
cikmustir. Ornek sayisi, tedavi 6ncesi Ve sonrasi ilag kullanimi gibi degiskenlerin ¢ikan yiiksek oran
tizerinde etkili oldugu soylenebilir. Saglik Bakanligi’na bagli Halk Sagligi Genel Midiirliigi’ niin
en son 2021 yilinda yayimlanan Tiirkiye verem savas raporunda gore Tiirkiye CID-TB agisindan
yiiksek hastalik yiikiine sahip 30 iilke arasinda degildir. Kiiresel TB 2020 Raporunda Tiirkiye’de
tahmini RD/CID-TB oran1 yeni olgularda %2,4, 6nceden tedavi gormiis olgularda ise %9,7 olarak
verilmistir. 2021 Raporunda ise bu tahmini degerlere yer verilmemistir. Calismamizda CID % 4
olarak bulunurken bu hastalarin yeni olgumu yoksa tedavi gormiis hastalar mi oldugu
belirlenememistir. Covid pandemisi ile beraber CID oranlarinda dalgalanmalar yasandig
diistintilmektedir.

TB hastaligi, hem tarih boyunca hem de giiniimiizde enfeksiyonlara bagli hastaliklar
icersinde ¢ok onemli bir yere sahiptir (Luo ve ark., 2011). Bakteriyolojik olarak
degerlendirildiginde bazi 6zellikleri ve DNA’larindaki genlerin bir kismmin ¢ok benzemesinden
dolay1 birbirine yakin iliskili tirler “kompleks” basligi altinda toplanmaktadir. “M.tuberculosis
kompleks” M.tuberculosis (insan), M.bovis (sigir), M.microti (kemirici hayvanlar), M.africanum
(insan) tiirlerinden olusmaktadir (Hlavsa ve ark., 2008).

Insanlardaki tiiberkiiloz vakalarinin yaklasik % 1-2’sini M.bovis olustururken, gelismekte
olan iilkelerde M.bovis’in sebep oldugu tiiberkiilozun ise yaklagik % 10-20’sini olusturur (Mueller
ve ark., 2013). M.bovis’in yapilan ¢aligmalar sonucunda ilk bulunan ilaglardan pirazinamide karsi
dogal direngli oldugu gosterilmis (Kanene ve ark., 2014).

Insanlarda yapilan cesitli calismalar gostermistir ki M. bovis zoonotik enfeksiyonunun
pastorize edilmemis siit tirtinlerinin tiiketiminden kaynaklanma olasiligi daha yiiksektir ve daha az
siklikla hayvandan insana veya insandan insana bulasma da gézlenmistir (Bobadilla ve ark., 2015;
Ortiz ve ark. 2019).

Chan ve ark. (2021) yapmis oldugu g¢aligmada 202 insan M.bovis izolatlarindan %
100’{iniin PZA’ya direngli oldugu; 52 (% 25.7)’sinin INH’ye direncli oldugu; 5 (% 2.5)’inin INH
ve STR’ye direngli oldugu; 3 (% 1.5)’tiniin INH ve RIF’e direngli oldugu ve 1 (% 0.5)’inin ise
INH, RIF ve EMB’ye direngli oldugunu belirtmislerdir. DSrt M.bovis izolatinin da CiD (INH ve
RIF) oldugunu bildirmislerdir.
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Solo ve ark (2021) MDR Mycobacterium tuberculosis genotiplerinin karakterizasyonunu
yaptiklar1 ¢alismalarinda toplam 274 klinik izolatta spoligotiplendirme yontemiyle izolattlarin tiirii
ve familyalarini géstermistir. 124 MDR tusu vardir. LAM ,CAC, T aileleri sirasiya %54, %16,%14
oranlarinda bulunurken Harlem, EIA, Beijing familyalarin1 diisiik oranlarda da olsa gostermislerdir.
Tim bu MTBK tiirleri i¢inde ise sadece 3 tane (%1.1) M.bovis izolati oldugu gorilmiistiir.
Yaptigimiz ¢alisgmada ise 71 MTBK i¢inden sadece 1 6rnegin % 1.4 oraninda M.bovis oldugu
bulunmustur. PZA duyarlilik testi sonucunda M.bovis oraninin insanda meydana gelen tiiberkiiloz
hastaligindaki yiizdesinin literatiirlerde verilen oranlara uygunlugu gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen toplam 71 o6rnekten % 38 (27)’inde pncA mutasyonu, %22
(16)’sinde panD mutasyonu goriiliircken 41 MDR o6rnegin 30 tanesi PZA direngli iken PZA
direnglilerde pncA mutasyonu % 73 (22), panD mutasyonu % 40 (12) olarak bulunmustur. 4 (%13)
ornekte (MDR 38,14, 27, 3) hem pncA (A152C) hem PanD (A145G) mutasyonu beraber
bulunmaktadir. MDR 32 numarali 6rnekte ise A152C ve 399+C pncA/panD mutasyonlar1 birlikte
goriilmistir. PZA direngli izolatlarin % 16’sinda (5 ornekte) 2 farklt mutasyon ayni ornekte
goriilmiistiir. Fenotipik olarak PZA direngli bulunan 30 6rnegin 28’inin %93 basari orani ile
genotipik olarakta direngli bulunmustur. Bu nedenle, tam genom dizilimi gibi molekiiler bazli
yontemler, zahmetli ve zaman alici olan geleneksel duyarlilik testleriyle karsilastirildiginda katma
deger sundugundan, PZA'ya direngli TB'nin saptanmasi icin biiyiik bir potansiyele sahiptir
(Naluyenge ve ark.,2020). Direngli orneklerde en fazla goriilen mutasyonlar pncA’da %36 ile
A226C, %27 ile A152C iken panD ‘de %41.6 ile 299+C, %33 ile A145G mutasyonlaridir. pncA
geninde goriilen diger mutasyonlar; %13 (3 6rnek) ile T464G ve C169G mutasyonlari, %4 (1
ornek) ile 318-C ve A29G mutasyonlaridir. PanD geninde goriilen diger mutasyonlar ise %16 (2
ornek) 361+T ve % 8.4 (1 6rnek) C66G’dir. PZA direngli olup mutasyon goriilmeyen 2 6rnek
dikkat ¢ekmektedir. Vallejos Sanchez ve ark (2020) ; Rehman ve ark (2021) belirttigi gibi pncA ve
panD mutasyonlart diginda rpsA genine bagli mutasyonlar ile ilgili de diren¢ olabilecegi
diigtiniildigiinden bu 2 6rnekte ¢ikan sonug olagan karsilanmaktadir. PZA direnciyle iliskisi oldugu
diistiniilen hadC geni ve BDQ direnci ile iliskisi olan Rv0678’de herhangi bir mutasyona
rastlanilamamugtir.

Cesitli ¢aligmalarda ilaca duyarli ve MDR-TB izolatlarinda PZA direncinin yayginligi
arastirillmistir. Yakin zamanda yapilan bir meta-analizde, PZA direncinin prevalansi ilaca duyarl
kisilerde %0-9, MDR-TB izolatlarinda ise %31-89 arasinda bulunmustur (Chang ve ark 2011).

PZA direncinde dikkat edilmesi gereken en temel diren¢ mekanizmasi %70-90 ile pncA
geninde olusan mutasyondan kaynaklanmaktadir (Njire ve ark., 2016).

pncA'daki mutasyonlar PZA'ya karsi direncin  birincil mekanizmasidir (Scorpio  ve
Zang ,1996). Direngli suslarda pncA mutasyon orani farkli bolgeler arasinda farklilik gosterir;
ornegin Brezilya'da % 45,7 , iran’da %70,6, Tayvan'da %75,0, Isveg'te % 94°diir (Jie ve ark.,2020).
MDR suslarda PZA direncinin prevelanst Avrupa’da % 69.1 iken Dogu akdenizde % 80’dir
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(Whitfield ve ark., 2015).Bu calismada PZA'ya direngli suslarin %73’tinde pncA mutasyonu
bulunmugtur Ki hem Avrupa hem Dogu akdeniz oranlari ile uyum gostermektedir.

Lie ve ark (2021) Kklinik izolatlarda pncA mutasyonlarinin Karakterizasyonu igin yaptiklari
arastirmada, 465 izolattan 346 izolatta pncA mutasyonu tanimlarken 254 (%81.9)’iinii MDR
suslarda bulmustur.

Pang ve ark (2017) Cin’de yaptigt MDR-TB’de pirazinamid diren¢ mekanizmasinin
arastirmasina yonelik bir calismada 133 MDR tiiberkiiloz izolatlarina fenotipik genotipik deneyler
yapmis Ve 83 ornegin (%62.4)’tiniin MIGIT 960 sisteminde PZA direngli sonug verdigini, ekstra
olarak %83.1’inin streptomycin direngli, %51.8’inin ofloxacin direngli, %22.9’unun kanamycin
direngli, %18.1’inin amikacin direngli %12°sinin capromycin direngli oldugunu, DNA dizi analizi
sonucunda mutasyonlarin %88 oranda pncA geninde mutasyon buldugunu ifade etmistir

Jie ve ark (2020) MDR M.tuberculosis arasindaki PZA direncine baktiklar1 Cinde
yaptiklari ¢alismasinda toplam 152 MDR susundan 102’ini (%67) PZA direngli bulurken 47 (%31)
Ornegin ise duyarli oldugunu belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda 41 MDR susundan 30’u (%73)
PZA direngli, 11’1 (%27) PZA duyarhidir. Calismamizla da uygunluk gosteren yakin oranlar
bulundugundan buradan da anlasilacagi tizere MDR suslarda yiiksek oranda PZA direnci de
gozikkmektedir. Yine aym calismada direngli susun 102’sinin pncA mutasyonu barindirdigi,
Bunlarin 82 (%80) nokta mutasyonu, 20’sinin (%20) ise ¢erceve kaymasi mutasyonun gozlendigi
belirtilmis. Yaptigimiz ¢alismada ise PZA direngli 30 ornekten mutasyon gorillen 22 6rnegin
tamaminin nokta mutasyonu oldugu goriilmiistiir. 1 delesyon ve 2 insersiyon iceren gerceve
kaymasi goriilen mutasyonlar sadece PZA duyarli 3 drnekte % 27 ve tiim birinci basamak ilaglara
duyarli 2 6rnekte ise 2 delesyon %6 oraninda bulunmustur. Jie ve ark 13 susda da birden fazla
mutasyon bulurken c¢alismamizda 5 6rnegin hem PncA hem de panD mutasyonu birlikte
bulunmustur.

Ozgiir'iin (2019) pirazinamide direngli suslarla yaptigi doktora tezinde 46 izolatmn 2
tanesinde (% 4.3) panD mutasyonu belirlemistir. 66. Niikleotitte C-G degisimi olurken, 145.
Niikleotitte ise A-G degisimi olmustur. Bizim yaptigimiz ¢alisgmada da ayn1 mutasyonlar
goriiliirken frekansi farklidir. 16/71 oraninda yani tim 6rneklerin % 22.5 inde panD mutasyonuna
rastlanmigtir. 30 MDR PZA direngli 6rnekte ise bu oran 12/30 ile % 40°dir. 145. Niikleotitte %33
oraninda mutasyon varken, %8 oraninda 66. Niikleotitte mutasyon bulunmustur. 2 izolatta ise pncA
ve panD mutasyonunu belirtmistir.

Tuerxun (2019) ise birinci basamak ilaglara tamamen duyarli 100 o6rnek ile yaptigi
caligmasinda PZA direng testi sonucu 59’unun PZA direngli 41’inin ise PZA duyarli oldugunu
belirtirken direngli izolatlarda panD geninde toplam 9/59 ile %15 oraninda mutasyon bulurken
PZA duyarli izolatlarda 5/41 ile % 12 oraninda mutasyonu gozlemlemistir. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak PZA direngli 6rneklerde 417.
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Niikleotitte Guanin insersiyonu bulmustur. PZA duyarli 6rneklerde ise bizim buldugumuz
mutasyon orant %9’dur. Calismamizda bulunan mutasyona Tuerxun’un ¢alismasinda da
kargilagilmigtir.

hadC, bakterilerdeki yeni bir yapiya karsilik gelen, hidrataz 2 ailesinden iki heterodimerik
dehidratazin (HadAB ve HadBC) alt birimleridir. Bunlar Mtb yag asidi sentaz tip Il (FAS-II)
sisteminin bir pargasidir ve ( 3R )-hidroksiasil-ACP dehidrasyonunun asamasini katalize ederler
(Sacco ve ark., 2007).

MTB H37Ra susunun zayiflamasinin muhtemelen birka¢ farkli genetik lezyondan
kaynaklandigi bulunmustur. Bunlardan birisi de Rv0637 (hadC) genine MTB H37Ra'ya 6zgii bir C
niikleotidi insersiyonudur (Lee ve ark., 2008). H37Rv susunda ise 86. Niikleotitte bir C delesyonu
ile SNP (tek niikleotit poliformizmi) bulunmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada herhangi bir mutasyon bulunamamistir. Bunun nedeninin 6rnek
sayisininin az olabilecegi diigiiniilebilir bunun yaninda Zhang ve ark (2013) hadC geninin iireyen
bakterilerdeki mikolik asit sentezinde gorev aldigmi belirtip , PZA’nin ise dormant durumda
bulunan MTB’ye etkili oldugunu ifade eder. Bunun yaninda hadC geni ile ilgili yayimlanan
caligmalar ¢ok sinirli sayida olmakla beraber Hameed ve ark (2018) MDR ve XDR izolatlarda ilag
direng mekanizmalari ile iligkili molekiiler hedefleri belirttikleri makalelerinde hadC’nin direng ile
alakasi olabildigi diistiniildiigiinden biz de ¢alismamiza bu gen bdolgesini dahil ettik. Herhangi bir
mutasyon bulamadik bunun sebebi belki de Singh ve ark (2022); Grzegorzewicz ve ark (2012)’nin
yapmis oldugu calismalarda hadc genini siklikla ikinci se¢enek etkenlerden olan izoksil (ISO) ve
tiasetazon (TAC) direnci ile iliskilendirmeleri olabilir. Biz ¢alismamizda ikinci segenek ilaglara
veya bu etkenlere bakmadigimizdan dolay: bir sonraki asama bu etkenlere de bakarak direng
olmadigin1 gostermek olabilir.

Efflux pompasi ile iligkili mmpS5-mmpL5 genlerinin ekspresyon seviyelerini
inceledigimiz RT-gqPCR analizi sonucu bu genlerin eksprese olmadiklari bulunmustur. Rv0678 ile
yapilan sekans analizinde herhangi bir mutasyona rastlamamamiz neden eksprese olmadiklarini
acgiklamaktadir.

Son yillarda diinyanin her yerinde BDQ bazli tedavi rejimlerinin klinik basarisizligi
vakalar1 belgelenmistir (Keller ve ark. 2015), vakalarin ¢ogunda bir akig pompasi yolunu kodlayan
Rv0678 genindeki mutasyonlarin genis ¢aptaki direncten sorumlu oldugu bulunmustur (Hartkoorn
ve ark. 2014, Somoskovi ve ark. 2015). Andries ve ark (2014) MmpS5-MmpL5 akis pompasini
kodlayan genlerin transkripsiyonel bir baskilayicisi olan Rv0678'deki mutasyonlardan
kaynaklandigin1 gostermis sonugta verapamil ve reserpin kullanarak, in vitro olarak BDQ

minimum inhibitor konsantrasyonlarini azalttigini belirtmistir.
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Villellas ve ark. Belgika'da, CFZ veya BDQ'ya hi¢ maruz kalmamis MDR-TB hastalarinin
yiiksek bir ylizdesinin Rv0678 geninde mutasyonlara sahip oldugunu bulmustur. (Villellas ark.
2017). Bunun aksine, yaptigimiz analizde, tamamen ilaca duyarl: (30) ve MDR (41) izolat arasinda
Rv0678 geninde herhangi bir mutasyon bulamadik. Rv0678 geninde herhangi bir mutasyon
bulamayan sonuglarimiz Singh ve arkadaslarinin arastirmasiyla ve Ghajavand ve arkadaslarinin
calismalariyla tutarlidir. (Ghajavand ve ark., 2019; Singh ve ark., 2020). Yang ve ark (2020)
Rv0678 genindeki bir mutasyonun bedakulin direncine yol agan ana faktor oldugunu belirtmesine
ragmen aragtirmamizda boyle bir mutasyona rastlamadik.

Elde edilen sonuglar diger c¢alismalarla karsilastirildiginda bulgular arasinda bazi
farkliliklar oldugu ve bunun deney kosullari arasindaki farkliliklardan, izolatlarin duyarlilik

profillerindeki farkliliklardan, 6rnek sayilarindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda Pirazinamid direnci ve Bedakulin direnci arasinda bir iligki olup olmadigi

sorgulanmig bu nedenle pncA, panD, hadC ve Rv0678 genlerinin rolii aragtirtlmistir. Bu amagla 30

duyarli ve 41 MDR izolat1 segilerek bunlarin ilag duyarliliklari, tiirleri, mutasyonlari, ekspresyon

seviyeleri arastirilmis ve su sonuglara varilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

71 MTBK izolatinindan sadece 1 (%1.4) tanesi M. bovis olarak tanimlanmistir. PZA’ya
kars1 dogal direnci bilinen M.bovis’in yaptigimiz ilag duyarlilik testinde de PZA’ya
direncli oldugu bulunmustur.

41 MDR 6rnegin 31 (%76)°inin izoniazid-rifampisine, 5 (%212)’inin izoniazid-
streptomisin-rifampisine, 1 (%2) inin izoniazid, rifampisin-etambutole, 4 (%10)’{iniin
ise izoniazid-streptomisin-rifampisin-etambutole direngli oldugu belirlenmistir. Coklu
ilaca ve yaygm direngli tiiberkiilozlu (CID/YID TB) hastalarin, tedavi aldiktan sonra
hastaliklarindan kurtulma sans1 daha dusiiktiir. Test ettigimiz antitiiberkiiloz ilaglarin
birlikte kullanim1 hastaligin hem ¢oklu ilaca hem de yaygimn direngli tiirlerine sahip
hastalarin tedavisinde etkilidir. Antimikrobiyal ilaglarin kotiiye kullanimini durdurma
konusunda bir ilerleme kaydetmek isteniyorsa, bunlar tizerinde fenotipik olarak ilag
duyarlilik testleri yapmaya, genotipik olarak analizler yapmaya devam etmeliyiz.
Calismamizda MDR suslarda yiiksek oranda (%73) PZA direnci bulunmustur. CID
suglarda PZA direncinin yiiksek c¢ikmasi beklendiginden sonuglar literatiir ile
uyumludur. PZA ‘nin ilaca duyarli ve ilaca direngli tiiberkiilozun o6zellikle de ¢oklu
ilaca direngli (CID-MDR) TB'nin tedavisi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Zhang ve
ark 2024). Dolayisiyla ilaca devam edilirken diger ilaglarla kombinasyonunda ¢apraz
direng olusturup olusturmadig belirlenerek kullanilmalidir.

Fenotipik olarak 30 PZA direngli 6rnek ¢alismamizda kullanilirken bunlarin %93’ tiniin
(28’inin )genotipik olarak da direng genlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu da bize
zaman yoniinden fenotipik testler yapilirken ugrayacagimiz kaybi azaltabilecegi igin
genotipik testlerin de tanida daha fazla kullanilabilecegini gostermistir.

panD mutasyonu 12/ 30 ile % 40 oraninda tespit edilmistir. Boyle bir yiizdenin ¢ikmasi
panD geni lizerinde daha fazla ¢aligma yapmaya tesvik etmelidir. Bu sayede yeni
mutasyonlarla beraber direng yiizdesinin artmasindaki nedenler bulunabilinir.

pncA mutasyonu 22/30 orani ile %73 olarak bulunmustur. Bu yiizde literatiirdeki
mutasyon frekanslarina uymaktadir. PZA-R, ozellikle de pncA bolgesine atifta
bulunulan gen mutasyonu, MDR'yi tesvik edebilir; bu fenomen esas olarak PZA-R'nin
INH-R tizerindeki fonksiyonu ile iliskilidir. MDR-TB tedavisinde PZA-R'nin o6zellikle
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iligkili ti¢ mutasyonun (pncA bolgesiyle iligkili mutasyonlar) dikkate alinmasi ve
mekanizmasinin arastirilmasi 6nemlidir.

7) hadC geninde herhangi bir mutasyon bulunamamistir. Bu durum tiiberkiiloz referans
sunlar1 olan H37Ra ve H37Rv deki 1 adet sitozin niikleotitinin insersiyon ve delesyona
sahip olmasi baz alinarak yapilan PCR yontemiyle gosterilmis olup yapilan Sanger
sekans dizi analizi ile de mutasyon olmadigi dogrulanmustir.

8) mmps5-mmpL5 efflux pompa genleri ile yapilan RT-qPCR analizi sonucu eksprese
olmadiklari goriiliirken Rv0678 geninde herhangi bir mutasyon bulunmamasi bu sonucu
desteklemektedir. BDQ’nun kullaniminin ¢ok sinirli olmasi direk gelisiminin heniiz
baglamadigin1 diislindiirmektedir. Direngle iligkili genlerin molekiiler incelemesi,
Tiirkiye'nin  giineyindeki MTB izolatlarinda BDQ direncinden atpE genindeki
degisikliklerin sorumlu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Rv0678 geninde BDQ’ya direncli
izolatlar pozitif olarak test edilmediginden, mevcut direngle iliskili genlerin
belirlenmesinin, belirli bakterilerin bu ilaca (atpE, Rv0678 ) kars1 direngli hale geldigi
stirecleri anlamak icin yeterli olmadigi agiktir. Sonu¢ olarak, su anda BDQ
duyarlihigmin 6lgiilmesinde, test edilecek gen bolgelerinin sayisinin arttirilmasi ile
yapilacak genotipik testlerle beraber fenotipik olarak ilag duyarlilik testleri yapilarak
diren¢ bulunabilinir. Akis pompalarinin, M. tuberculosis kompleks izolatlarinda,
ozellikle BDQ direnciyle iligkili atpE, Rv0678, mutasyonlarina sahip suslarda BDQ
tarafindan elde edilen direncte 6nemli bir rol oynadig: gosterilebilir.

9) PZA direnci ile ilgili genlerde mutasyon bulunurken BDQ direncinden sorumlu
Rv0678’de herhangi bir mutasyon bulunamamasi bu iki ilag arasinda direng yoniinden
bir iliski olmadigin1 gostermekle beraber yukarida bahsedilen BDQ direncinden

sorumlu oldugu diisiiniilen atpE geninin c¢alisilmast ile bir iligki kurulabilir.

Ulkemizde yapilan PZA direncine neden olan mutasyonlar ile ilgili ¢alismalar bulunurken
BDQ direncine neden olan mutasyonlarla ilgi c¢alismalar ilk once bizim laboratuvarlarimizda
baglamistir. EKibimizin yaptiklart diger ¢aligmalarla beraber PZA-BDQ direngleri arasindaki iligki,
BDQ direncinden sorumlu oldugu diisiiniilen Rv0678 geninin efflux disa atim pompasindaki rolii
ilk defa bu tezde calisilmistir. Yapilan ¢aligmanin bundan sonra yapilacak aragtirmalara kaynak
olacag diisliniilmistiir.

Calismamiza sinirlt sayida ornek dahil edilmistir dolayisiyla bolgemizde yaygin olan PZA
direng oranlarinin  belirlenebilmesi ve direngten sorumlu mutasyonlarin daha detayli
incelenebilmesi i¢in daha fazla klinik izolatin dahil edildigi ¢alismalar yapilmasi, bu galisgmalara
PZA direncinden sorumlu rpsA gibi farkli gen baolgelerinin de eklenmesi ile bu mutasyonlarin

gesitlerinin gergeklesme oranlar1 hakkinda arastirmalar yapilabilecegi kanaatine varilmistir.
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