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OZET

Mersin ilinde izole Edilen Streptomisin Direncli Mycobacterium tuberculosis
Kompleksi Izolatlarin rpsL ve rrs Gen Bolgesi Mutasyonlarinin DNA Dizi Analizi
Ile Gosterilmesi

Streptomisin (SM) bakterilerde protein sentezini etkileyerek antimikrobiyal
etki gosteren ve tiiberkiiloz (TB) tedavisinde kullanilan major antitiiberkiiloz
ilaclardan biridir. Bu ¢calismada bolgemizdeki fenotipik ila¢ duyarhhik testi ile SM
direnci belirlenen izolatlarda, SM direncinden sorumlu rpsL ve rrs gen
bolgelerindeki mutasyon varh@inin ve mutasyon paternlerinin DNA dizi analizi ile
arastirillmas1 amaclanmistir. Laboratuvarimmizda 2003-2007 tarihleri arasinda
BACTEC 460 TB ile tammlanan 304 izolattan SM direncli 10 izolat ve SM’e
duyarh 10 izolat ¢cahismaya dahil edilmistir. Calismamiza dahil edilen suslarin
identifikasyonu p-nitrobenzoik  asit ile, ila¢c  duyarhhklarn  farkh
konsantrasyonlardaki (SM 2 pg/ml ve 10 pg/ml) agar proporsiyon yontemi ile
yeniden test edilmistir. Genotipik analiz i¢cin spesifik primerler kullanarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ilaca kars1 direnc ile iliskili oldugu bilinen
rpsL gen bolgesi ile rrs gen bolgesinin oldukc¢a iyi korunmus 530. ilmegi ve 912.
bolgesindeki direng ile iliskili olabilecek niikleotid degisikliklerinin varhgi Giimiis
Boyama DNA Dizi Analizi yontemi ile arastirdmistir. SM direncli 8 izolatin rpsL
gen bdolgesinin 43. kodonunda AAG—AGG’ye doniisiim seklinde tek nokta
mutasyonu belirlenmistir. BACTEC 460 TB ile SM direncli olarak belirlenen 2
izolat agar proporsiyon yontemi ile SM2 ila¢ konsantrasyonunda direncli iken
SM10 ila¢ konsantrasyonunda duyarh olarak tespit edilmistir. Duyarh 10 izolat ve
SM10 ila¢ konsantrasyonunda duyarh 2 izolatta mutasyonla iliskili olabilecek
herhangi bir niikleotid degisikligi belirlenememistir. Calismamamiza dabhil
ettigimiz SM direncli M. tuberculosis kompleksi izolatlarinin tiimiinde sadece rpsL
gen bolgesinde mutasyon saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: M. tuberculosis, Streptomisin, Direnc¢, Dizi Analizi, rpsL, rrs
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ABSTRACT

Characterization of rpsL and rrs Gene Region Mutations in Streptomycin
Resistance Mycobacterium tuberculosis Complex Isolates with DNA Sequence
Analyses in Mersin Province

Streptomycin (SM) displays antimicrobial activity via inhibition of protein
synthesis in bacteria and it is one of the major antituberculosis drugs used in
chemotherapies of tuberculosis (TB). We aimed to investigate SM resistance
isolates detected by phenotypic drug susceptibility assay, the presence of mutation
in rpsL and rrs gene regions responsible for SM resistance and the mutation
patterns with DNA sequencing system in our region. In our laboratory, between
2003-2007, in 304 isolates identified by BACTEC 460 TB 10 SM resistant and 10
SM sensitive isolates were included our study. Identification and the drug
susceptibility of the isolates included the study were retested by p-nitrobenzoic
acid and agar proportion method in different concentration of SM (SM 2 pg/ml
and 10 pg/ml), respectively. For genotypic analysis using specific primers in
Polymerase Chain Reaction (PCR) the presence of nucleotide changes, known to
be associated with the resistance to the drug in the rpsL gene region and rrs gene
region of highly conserved 530 loop and 912 region, were analyzed by Silver
Sequence DNA Sequencing System. In 8 SM resistant isolates, single nucleotide
point mutation AAG—AGG substitution was determined at codon 43 in rpsL gene
region. 2 isolates identified by BACTEC 460 TB as SM resistant, with agar
proportion method, while they were resistant to the drug concentration of SM2; in
SM10 drug concentration they were determined as sensitive. In 10 sensitive isolates
and in SM10 drug concentration, 2 isolates determined as sensitive none of
nucleotide changes was determined associated with the mutation. All of the SM
resistant M. tuberculosis complex isolates included in this study, the nucleotide
mutation was determined only in the rpsL gene region.

Key words: M. tuberculosis, Streptomycin, Resistance, Sequence Analysis, rpsL, rrs
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1. GiRiS VE AMAC

Mycobacterium’lar Mycobacteriaceae familyasinda bulunan tek genustur (1).
Genus icinde, gegmisi insanlik tarihi kadar eski olan lepra ve tiiberkiiloz (TB) etkenleri
bulunmaktadir. Once Mycobacterium (M.) leprae (Hansen-1874), daha sonra M.
tuberculosis (Koch-1882) tanimlanmis, ilerleyen yillarda sirasiyla sigir, kus, soguk
kanli hayvanlar ile farelerin TB basilleri izole edilmistir (2).

Hastaligin bulasic1 karakterde olabilecegi ilk kez Fracastorius tarafindan ileri
stiriilmiis, Willemin (1865) TB’dan 6len kisilerin akciger kavite orneklerini tavsanlara
inokiile ederek hayvanlarda hastalik olusturmay1 basarmistir. Robert Koch 1882 yilinda
bakteriyi mikroskopta gostermis, 1884’te klinik Orneklerde izole ettikten sonra saf
kiiltiirtinti yapmastir (2).

TB bakterileri i¢inde M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum ve M. microti yer
alir. Giiniimiizde TB olgularinda en sik izole edilen tiir M. tuberculosis’tir. M. bovis ve
M. africanum ile meydana gelen infeksiyon orant %1-3’tiir. M. microti ise kemirici
hayvanlar i¢in patojendir. Deoksiribo niikleik asit (DNA) hibridizasyon caligmalar1 ve
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak yapilan deneylerde bu bakterilerin tek tiir
veya M. tuberculosis complex (MTC) adi altinda toplanmas1 6nerilmistir (2).

TB; sebebinin bilinmesine, son 50 yildir tedavisinin miimkiin olmasina ve
korunabilir bir hastalik olmasina karsin, halen diinyada en yaygin ve 6liimciil bulasici
hastaliklardan biri olmaya devam etmektedir. 1882-1982 yillar1 arasinda gegen 100
yilda bir milyon kisi TB’dan 6lmiistiir ve glinlimiizde de her yil iki milyon kisi TB’den
Olmektedir. TB diinyada Afrika, Giiney Dogu Asya ve Bat1 Pasifik’te yaygin olarak
goriilmektedir. Diinyada TB’a bagli oliimlerin %98’inin geri kalmis veya gelismekte
olan tilkelerde oldugu bilinmektedir (3).

2005 yili epidemiyolojik verilerine gore iilkemizde toplam hasta sayis1 20.535,
yeni vaka sayist ise 18.753’tiir (4).

TB’un kesin tanisi, uygun klinik 6rneklerde basillerin izole edilmesiyle olur.
TB’un laboratuvar tanisindaki basari, uygun klinik 6érnegin uygun kosullarda alinmasi
ve laboratuvara taginmasina baghdir. Mikobakterilerin izolasyonunda yumurta bazli kati

besiyerleri (Lowenstein-Jensen, Petragnani, American Thoracic Society), agar bazli kati



besiyerleri (Middlebrook 7H10, Middlebrook 7H11) ve sivi besiyerleri (Middlebrook
7H9, Dubos Tween albumin) kullanilmaktadir (2).

Mikobakteri tiirlerinin daha hizli {iremesini ve erken tanity1 amaclayan ticari
kiiltiir sistemleri giiniimiizde ¢esitli laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Bu sistemler,
radyometrik sistemler olabilecegi gibi, oksijen kullanimi ve CO, olusumunun kiiltiir
besiyerinin zeminindeki bir jel sistemine gdmiilii olan florometrik veya kolorimetrik
sensorlerle tespitine de dayali olabilir (5).

Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC), klinik 6rneklerden M. tuberculosis’in izolasyon, identifikasyon ve
antitiiberkiiloz ajanlara duyarliliklarinin ii¢ hafta icinde tamamlanmasini 6nermektedir.
Konvansiyonel yontemlerle bu kadar kisa siire i¢inde s6z konusu ozelliklerin ortaya
konmast miimkiin olmadigindan, yeni yontemler gelistirilmeye caligilmaktadir (2).

Ozellikle direncli olgu sayisindaki artis nedeniyle, tedaviye bir an oOnce
baslayabilmek ve yeni bulaglar1 Onleyebilmek amaciyla, duyarliligi ve oOzgiilligi
yiiksek, hizli sonu¢ veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar
yontemlerinin gilinliik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinim haline gelmistir. Bu
amagla yapilan caligmalarda gelistirilmis olan molekiiler yontemler, glinlimiizde TB
tanisinda rutin kullanimda yer almaya baslamistir (6).

TB tedavisinde kullanilan ilk ila¢g olan Streptomisin (SM), 1944 yilinda
Waksman tarafindan bulunmustur. Sonralar1 1950°1i yillardan itibaren bulunan diger TB
ilaglar1 ile TB 18-24 ayda tedavi edilebilir hale gelmistir. 1970’11 yillarin ortalarindan
itibaren TB tedavisi 6-9 aya indirilebilmistir. Giiniimiizde ise 6 aylik tedavi rejimlerine
gecilebilmistir (7).

Mikobakteriler, kalin bir lipid tabakasi igeren, karakteristik bir hiicre duvarina
sahiptirler. Bu kalin hiicre duvar1 3 makro molekiilden olusur: Peptidoglikan,
arabinogalaktan ve mikolik asit. Ayrica beta () laktamaz ve diger ilag modifiye
enzimleri salgilamaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1r mikobakteriler, bakterilere karsi
kullanilan ilaglarin biiyiik bir ¢cogunluguna dogal olarak direnglidir. M. tuberculosis
tedavisinde kullanilan major antitiiberkiiloz ilaglar SM, Izoniazid (INH), Rifampisin
(RIF), Ehtambutol (EMB), Pirazinamid (PZA)’dir. Bu ilaglardan; INH ve EMB hiicre
duvar biyosentezinde gorevli olan enzimleri, SM protein sentezini, RIF transkripsiyonu,

kinolonlar DNA replikasyonunu engelleyerek etki gosterirler (8, 9).



M. tuberculosis tedavisinde en ¢ok korkulan konulardan birisi de kullanilan
antitiiberkiiloz ilaclara diren¢ gelisimidir. Bu diren¢ kromozomal mutasyon sonucu
olmaktadir (9). Uygun olmayan tedavi rejimleri ve hastanin kendisine uygulanan
tedaviyi tamamlamamasi ilag direngli suslarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (10).

1944’ten beri TB tedavisinde kullanilan SM, ribozomun 30S alt iinitesine
baglanarak translasyonu inhibe edip polipeptid sentezini engeller. Ribozomal protein
S12’yi kodlayan rpsL gen bolgesindeki ve 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA)’i
kodlayan rrs gen bolgesindeki mutasyonlar SM direncinden sorumludur (10, 11).

SM direncinden sorumlu nokta mutasyonlarinin ¢ogu rpsL gen bolgesinde
meydana gelmektedir. Bu bolgede en ¢ok rastlanan mutasyon 43. kodondaki
AAG—AGG degisikligi ile Lysin (Lys) aminoasitinden Arginin (Arg) aminoasitine;
daha az rastlanan AAG—ACG degisikligi ile Lys’den Thrionin (Thr)’e degisimle
sonuclanan mutasyondur. Ayrica 88. kodonda AAG—AGG (Lys—Arg) veya
AAG—CAG (Lys—Glycin-Gln) aminoasit degisimi de meydana gelmektedir (11, 12,
13, 14, 15).

Tek niikleotid degisikligi antibiyotik direncine sebep olabilir. rrs gen
bolgesindeki nokta mutasyonlar1 530. ve 915. niikleotidlerin ¢evresinde kiimelenmistir.
16S rRNA’nin 530 ilmegi ¢ok iyi korunmustur ve ikinci yap1 modellerinde 915 bolgesi
ile ¢ok yakin bir konumda yer almaktadir. Her iki bolgedeki birkag niikleotid ribozomal
S12 proteini ile birbirini etkilemektedir. 530 ilmeginin 491, 512 ve 516.
niikleotidlerinde Sitozin (C) — Timin (T) degisimi bildirilirken; yine ayn1 ilmegin 513.
niikleotidinde Adenin (A) — C veya T degisimi bildirilmistir. Bu genin 915
bolgesindeki, 903. niikleotidin C — A veya Guanin (G)’e ve 904. niikleotidin A — G’e
degisimi goriilmektedir (10, 12, 15, 16, 17).

Bu calismada bdlgemizdeki fenotipik ilag duyarlilik testi ile SM direnci
belirlenen M. tuberculosis izolatlarinin molekiiler diizeyde direnglerinin ortaya
konulmasi amaglanmaktadir. Bu amagla SM direncinden sorumlu rpsL ve rrs gen
bolgelerindeki mutasyonlarin varli§i ve mutasyon paternlerini hedef alan DNA dizi

analizi ile arastirilmas1 amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi, Genel Durumu, Tedavi ve Diren¢ Sorunu,

Duyarhhk Testleri

2.1.1. Tarihge

Mycobacterium cinsinin 150 milyon yil Oncesinden beri var oldugu
diisiiniilmektedir (18, 19). M. tuberculosis’in erken tipi muhtemelen Dogu Afrika’da
erken hominidlerle birlikte ii¢ milyon yi1l 6nce ayni zamanda evrimlesmistir. Modern
MTC iyeleri yaklasik 15.000-35.000 yil once evrimlesmistir (19). TB’un varligi
Misir’da 5.000, Hindistan’da 3.300 ve Cin’de 2.300 yil 6nce belgelendirilmistir (18).
Pott hastaligin1 igeren tipik iskelet bozukluklart Misir mumyalarinda bulunmustur (19).

Mikobakterilerin, lipit bakimindan zengin hiicre duvarlar1 ve stabilitelerini
artiran DNA’larindaki yiiksek G-C oranindan dolay1 diger bakterilere gore daha iyi
korunmus olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu yiizden bu bakteriler, ¢ok eski DNA’lar1
calismak icin ideal mikroorganizmalardir. TB genis cografik dagilimi olan ¢ok eski bir
hastaliktir. Bu hastalik Misir ve Roma’da genis alanlara yayilmis; Amerika’da
Columbus’tan 6nce var oldugu belirlenmistir (19).

Eski DNA iizerine yapilan bu calismalarin diger 6nemli bir basarisi, TB’nin
insan kalintilarinda tipik patolojilerini gdstermedeki dogrulayici yanidir. Mikobakteriyal
DNA Ingiltere’de demir ¢agindan kalma bir erkek insan iskeletinin omurgasindaki
kemik yarasinda tespit edilmistir (19, 20). DNA teknikleri ayrica mikobakteriyal
DNA’nin varligini, daha az siklikla, kemiklerde patolojik degisiklik olmadan, 6liimden
once TB basillerinin dagilimini veya kronik miliyer TB’u gostermektedir (19).

Verem terimine ilk olarak Yunan kaynaklarinda rastlanmaktadir. Milattan once
460 wyillarinda Hipokrat, veremi, zamanin en genis yayilimi olan hastalik olarak
tanimlanmustir. Aristo (M.O. 384-322) hastaligin bulasici oldugunu diisiinmiis, bir ¢ok

Yunan yazari hastaligin kalitsal olduguna inanmigtir. Clarissimus Galen (M.S. 131-201)



veremi, akcigerlerin, gogiisiin veya bogazin iilserasyonu, oksiiriikle sonuglanan, diistik
ates ve irinden dolay1 viicudun zayiflamasi olarak tanimlamistir (19).

Hastalig1 tedavi etmedeki ilk denemelerin, deneme ve hatalara dayandigi ve
efektif olmadigi belirtilmistir. Romali hekimler insan idrarinda banyo yapmayi, kurt
karacigeri yemeyi ve fil kan1 icmeyi tavsiye etmislerdir. Orta Cagda Ingiltere ve Fransa
hiikiimdarina dokunmanin Kral Hastaligina ya da scrofulaya (siklikla TB ile iligkili olan
boyun lenf nodlarinin sisligi) yakalanan kisileri iyilestirecegine inaniliyordu. Hastalar
yasadiklar1 zamana ve iilkeye gore dinlenmeye veya egzersiz yapmaya, yemek yemeye
veya yemekten uzak durmaya, daglari gezmeye veya yeraltinda yasamaya
zorlanmyorlardi (19).

Daha sonralar1 “Biliylik Beyaz Veba” olarak bilinen 17. yy.’in baslarinda
baslayan ve sonraki iki yiiz y1l boyunca devam eden TB’un Avrupa’da epidemik oldugu
belirtilmistir. TB’dan 6liimiin kacinilmaz olduguna inaniliyordu ve 1650’lerde 6lim
oraninin en biiylik sebeplerinden biriydi. Bu zamanda Avrupa ve Kuzey Amerika’nin
biiyliyen sehirlerindeki yiiksek popiilasyon yogunlugu ve olumsuz saglik kosullar1 hava
kaynakli bu patojenin yayilmasinda gerekli ortami saglamistir (19).

Bu hastaligin Amerika’da Columbus’tan 6nce var oldugu fakat yerliler arasinda
seyrek oldugu belirtilmistir. Kuzey Amerika’nin yerli halki arasindaki en biiyiik salgin
1880°de kamplarda barakalarda yasamaya zorlandiklarinda baglamigtir. Oliim orami
hizla yiikselmis ve 1886°da 100.000 insanda 9.000 olmustur (19).

TB’un ayrica birbirinden uzak koylerde yasayan Afrikalilar arasinda da seyrek
oldugu sdylenmistir. Avrupalilarla temasa gectiklerinde bu hastaliga maruz kalmislar ve
yiiksek 6lim oranlar1 goriilmeye baslanmistir. Amerika’ya kole olarak gotiiriilen
Afrikalilarda TB’un olmadigi, daha sonra subakut 6liimciil TB’un bu insanlar arasinda
gelismeye basladigr belirtilmigstir. Kolelikten sonra bu insanlarin sehirlere yerlesmeleri
ile TB morbidite ve mortalitesi hizla yiikselerek 1912°de 100.000°de 700 olmustur (19).

Bu hastaligin dogru patolojik ve anatomik tanimlamasi 17. yy.’da ortaya
cikmigtir. Franciscus Sylvius de la Boe (1614-1672), hastalarin akcigerlerinde ve diger
bolgelerinde tutarli ve karakteristik degisiklikleri tanimlayan ilk kisidir. 1679’da
yayimlanan Opera Medica adli kitabinda lezyonlarin tliberkiillerden iilserlere ve

kavitelere gelisimini tanimlamistir (19).



Ingiliz doktor Richard Morton (1637-1698) tiiberkiillerin TB’lu akcigerlerde her
zaman mevcut oldugunu dogrulamistir. Morton, hastaligin inflamasyon (yangi-tiiberkiil
olusumu), iilserasyon ve verem olmak {izere {i¢ sathasinin olduguna inanmaktaydi. Hem
Sylvius hem de Morton hastaligin kalitsal oldugunu gbéz Oniinde bulundurmalarina
karsin Morton yakin temas ile hastaligin yayilimindan bahsetmemistir (19).

Gaspard Laurent Bayle (1774-1816) tiiberkiillerin iiriin veya sonu¢ olmadigini
ama hastaligin 6nemli nedenlerinden oldugunu sdylemistir. “tuberculosis” terimi
Bayle’1n teorisi ile ayn1 zamanda tip literatiiriine girmistir. Alman doktor Johann Lukas
Schonlein (1793-1864) 1839°da “tuberculosis” terimini tiiberkiillii hastaligi tanimlamak
i¢cin kullanmis ama scrofula ve veremin farkli terimler oldugunu diistinmiistiir (19).

1882’de Berlin’de Robert Koch (1843-1910) patates ve agardan olusan kati
besiyeri kullanarak bakterinin saf kiiltiiriinii elde etmede yeni metotlar bulmustur. Koch
ayrica, Paul Ehrlich tarafindan gelistirilen metilen mavisi boyast ve zit boya olarak
vesuvin temeline dayanan bakteri boyamada yeni metotlar gelistirmistir. Koch 1890°da
kendi adiyla anilan Koch postulatini yayinlamistir. Bu postulat hastalia neden olan

mikrop ve hastalik arasindaki dort kriterden olusmaktadir (19).

» Organizma hastaliga maruz kalan biitiin hayvanlarda bulunmak zorundadir
ama saglikli hayvanlarda bulunmamalidir.

» Organizma hasta hayvandan izole edilmeli ve kiiltiirde saf olarak iiretilmeli.

» Kiiltiiri yapilan organizma saglikli hayvana verildiginde hastaliga neden
olmali.

» Organizma deneysel olarak infekte edilen hayvandan tekrar izole

edilebilmeli.

1890°da Koch kobaylarda TB basillerinin gelisimini, Once ve sonraki
maruziyetten sonra inhibe eden bilesigin varligindan bahsetmistir. Bu bilesik tiiberkiilin
olarak adlandirilmistir ve TB basillerinin siv1 kiiltiirlerinin gliserol ekstraktlarindan
hazirlanmagtir (19, 21).

1895°te 6nemli bir ilerleme meydana gelmistir. Wilhelm Konrad von Rontgen
(1845-1923) X 1sinlarin1 bulmustur. Bundan sonra hastanin hastaliginin ilerleyisi ve

siddeti belgelenebilir ve tekrar gozden gegirilebilir hale gelmistir (19).



20. yy.’mm baglarinda TB’dan korunulabilinecegi ve bu hastalifin kalitsal
olmadig1 anlagilmistir. Birgok kurum genis halk topluluklarin1 egitmeye baglamistir.
Halk saghg yetkilileri iletisimin, reklamin ve ikna etmenin bir araci olarak agiklayici
posterler ve pullar kullanmislardir. Bu yeni yontem TB’a kars1 genis alanlara yayilmis
kampanyalarda etkili bir egitici ara¢ olmustur (19).

Edward Jenner’in inek ¢icegi ile infeksiyonun ¢icek hastalifina karsi immiinite
gelistirebilecegini gostermesinden sonra, bir¢ok doktor sigir TB’u etkeni olan M. bovis
kullanarak insan TB’una karsi as1 gelistirmeye yonelmistir. 1908’den 1919°a kadar
Albert Calmette (1863-1933) ve Camile Guerin (1872-1961) tarafindan Fransa’da M.
bovis’in patojenik susunun 230 defa seri pasaji yapilmistir. Bu pasajlarin sonunda
Bacille Calmette-Guerin veya BCG diye bilinen, sigirlarda, atlarda, tavsanlarda ve
kobaylarda avirulan olan, attenue sus elde edilmistir. BCG insanlara ilk kez 1921°de
uygulanmis ve halen genis ¢apta uygulanmaktadir (19).

Ikinci Diinya Savasi’nin ortalarinda, kemoterapi ddneminin baslamasiyla,
binlerce yildir insanligi tehdit eden bakteriye karsi en Onemli gelisme meydana
gelmigtir. 1944°te Selman Waksman (1888-1973) ve 6grencisi Albert Shatz (1920-
2005) Streptomyces griseus’tan SM’i saflastirmay1 basarmislardir. Ilag basillere kars1 in
vitro, infeksiyonu takiben kobaylarda da in vivo aktivite gdstermektedir. ilag 1944
yilinin sonlarinda insanlarda kullanilmaya baslanmistir. Biri Avrupa’da ve digeri de
Amerika’da olmak tizere SM ile TB’lu hastalarin tedavisinde iki oncii klinik ¢alisma
yiritiilmistir. SM tedavisinde hastalarda 6nemli gelismeler gézlenmistir. Ama birinci
ayin sonunda bazi hastalar kotiilesmeye baslamis ve bu Oncii ¢alismalar uygun bir
sekilde yorumlanamamig; bunun gibi tedavi basarisizliklar1 ilaca karsi direncin
gelismesi ile sonuglanmistir (19).

Aspirinin yapisinin ¢ok az degistirilmesi ile yeni molekiil, para-aminosalisilik
asit (PAS), bakteriler tarafindan aspirin gibi ayn1 yolla alinmakta fakat aspirinden farkl
olarak bakteriyel solunumu engellemektedir. PAS ilk olarak 1944 sonlarinda
denenmistir. PAS ile tedavi edilen ilk hastada iyilesme gdzlenmistir (19).

1940’larin sonlarinda SM ve PAS ile kombine tedavinin tek ilagh tedaviden
daha iistiin oldugu gésterilmistir. iki ilaghh kombine tedaviye ragmen TB yenilgiye

ugratilamamistir. Akciger TB’lu hastalarin yaklasik %801 basilden arindirilmigtir fakat



geriye kalanlar, oOzellikle biliyiilk hastaligi ve kavitasyonu olan hastalar, tedavi
edilememistir (19).

TB tedavisinde ¢cok 6nemli bulgulardan biri, 1944-1948 yillar1 arasinda iki farkl
grup tarafindan nikotinamidin TB basillerine kars1 aktivitesinin bulunmasidir fakat o
tarihte bu bulusun degeri anlasilamamigtir. Digeri 1949°da Gerhard Domagk (1895-
1964) tarafindan gelistirilen yeni sentetik ila¢ olan thiosemikarbazon ile Almanya’da
7.000 TB hastasindan bir kisminin tedavi edilmesidir (19).

Thiosemikarbazon’daki benzen halkasinin piridin halkasi ile degistirilmesiyle
INH gelistirilmigtir. INH daha sonra klinik testlerde denenmis ve hastaligin gelisimi
tizerindeki 6nemli etkisinden dolay1 bilimsel yayinlardan 6nceki haberlerde “muhtesem
ila¢” olarak adlandirilmistir. Bununla birlikte klinik calismalar siirerken bazi ¢aligmalar
M. tuberculosis’in INH’e kars1 direng kazandigini gostermistir (19).

John Crofton, TB tedavi kontroliinde 6nemli bir gelisme ile sonuglanan bir
protokol gelistirmistir. Cok titiz ve uygulanabilir mevcut kemoterapiye dayanan bu
protokol ile TB tedavisinde %100 oraninda basariya ulasilmistir. Bu basar1 orani ii¢
ilacin (SM, PAS, INH) birlikte kullanilmasiyla elde edilmis, TB tedavi edilebilir hale
gelmis ve cerrahi miidahaleye gerek kalmamustir (19).

Yeni antitiiberkiiloz ilaglarin kesfi cesaret verici olmustur. Streptomyces
mediterranei’den elde edilen rifamisin B adli antibiyotik iizerindeki bazi degisimlerle,
M. tuberculosis’e karst ¢ok giiclii etkisi olan RIF elde edilmistir. Tarihsel gelisimin
devaminda PZA, EMB, sikloserin ve etionamid gibi yeni antitiiberkiiloz ilaglar
kesfedilmistir (19).

Sonugta bu buluglara ragmen TB, hala giiclii bir sekilde mevcudiyetini devam
ettirmektedir. Balgam yayma pozitif TB hastalar1 dkslirme, hapsirma, konusma veya
sarki sOyleme sirasinda canli basil i¢eren biiylik veya kiiclik damlaciklar ¢ikartabilirler.
Biiylik damlaciklar hizli bir sekilde yere ¢okerler ve eger solunurlarsa iist solunum yolu
tarafindan yakalanirlar ve bolgesel mukosiliar membranlar tarafindan yok edilirler.
Daha kiiciik damlaciklar (1-10 pm) ise havada daha uzun siire asili kalirlar. Balgamdaki
nemli kismin buharlagmasi ile geriye damlacik ¢ekirdegi kalir. Bunlar da siklikla TB’un
infektif birimleri olan bir veya birka¢ bakteriyi icermektedir. TB dagilim riskinin,

cevredeki damlacik ¢ekirdeginin konsantrasyonuna bagli oldugu saptanmstir (19).



Infektivitenin, ¢evresel kosullarla ve balgamdaki basil igerigi, kavitasyon varligi,
Okstirme sikligi, larengeal TB varhigi gibi kisisel kosullar ile iliskili oldugu da
bulunmustur. Antitiiberkiiloz ilaglar ile tedavi, hastanin infektif partikiiller tiretmesini
kontroldeki en etkili O6nlem olarak tanimlanmistir ve bdylece infektivite kolayca

onlenebilmektedir (19).

2.1.2. Kiiresel Saghk Tehlikesi

Avrupa ve Amerika’da halk saghigindaki genel ilerleme, 06zel ilaglarin
gelistirilmesinden dnce TB’un azaltilmasinda yardime1 olmustur. Basarili kemoterapi ile
giiclendirilmis TB program aktiviteleri, infeksiyonun ve 6liim oranlarinin azaltilmasinda
etkili olmustur. Hastalik biiyiikk oranda kontrol altina alinmis fakat tamamen
kaybolmamistir. Daha sonra 1985 yillarinda, gelismis iilkelerde TB tekrar yiikselise
gecmistir. Hapishane popiilasyonunun artmasi, evsizlik, enjekte ilag kullanim,
kalabalik evler ve TB’un endemik oldugu iilkelerden artan go¢ orani gibi bazi iligkiler
bu yeniden aktiflik kazanmay1 gili¢lendirmistir. Biitiin bunlarin arasinda TB kontrol
programlarinin azalmas1 ve Insan Immiin yetmezlik Virusu (Human Immunodeficiency
Virus-HIV)/Kazanilmis Immun Yetmezlik Sendromu (Acquired Immuno Deficiency
Syndrome-AIDS) hastaligi TB’un tekrar ortaya ¢ikmasinda etkili olan iki Onemli
faktordiir (19).

TB programlar1 gelismis iilkelerde Onemini yitirmeye baslamistir ¢iinkii
hastaligin neredeyse ortadan kaldirildigi diisliniilmekteydi. 1991 yilinda yapilan bir
calisma 224 hastanin %89’unun TB tedavisi goriip taburcu edildikten sonra takip
edilemedigini ve tedavinin tamamlanamadigini gostermektedir. Bu hastalarin dortte
birinden fazlasi bir yil icerisinde hastaneye tekrar donmiistiir. Bu ¢alisma tutarsiz veya
kismi tedavinin her yerde devam ettigini yansitmaktadir. Hastalar, kendilerini daha iyi
hissetme, doktorlarin veya saglik calisanlarinin yanlis tedavi rejimi uygulamasi veya
ilaca ulasamama gibi degisik sebeplerden dolay1 ilaglarin1 gereken donemde diizenli
almay1 durdurmaktadirlar. Bunun sonucu olarak bakterilerde ilaglara karsi direng
gelisimi sikca gozlenmekte ve sonugta biitiin etkili ilaglara direng gelismektedir. Cok

flaca Direngli Tiiberkiiloz (CIDTB) terimi, en giiclii antitiiberkiiloz ilaglar olan INH ve



RIF’in en azindan her ikisine de direngli olan M. tuberculosis izolatlar1 icin
kullanilmaktadir. CIDTB tedavisi, daha pahali ve yan etkileri daha fazla olan, ikinci
kusak ilaglarla ve daha uzun siirede olmaktadir (19).

TB’un diinya genelindeki kontroliinde HIV/AIDS yikict bir etki yapmistir. HIV
ile infekte immiin yetmezlikli hastalarin onda birinde aktif TB gelismektedir.
Gelismekte olan tlkelerde 6zellikle 20-35 yas grubunda HIV infeksiyonunun TB’un
kontroliinde olumsuz etkisi vardir (19).

Iyi bir halk sagligi koruma sistemi olan gelismis zengin iilkelerde TB kontrol
altinda tutulmaya calisilirken, gelismekte olan {ilkelerin ¢ogunda bir felaket
beklenmektedir. Yeteri kadar gelisememis iilkelerde, ila¢ tedavisi ve asilanmadan sonra
bile insidansin yiiksek kalmasi, TB’un halk sagligi i¢in 6nemli bir tehlike oldugunu
gostermektedir. Diinya genelindeki kayitli yeni TB vakalar1 ekonomik kosullarla kabaca
iligkilidir. Yiiksek insidans, diisiik ulusal geliri olan, Afrika iilkelerinde, Asya’da ve
Latin Amerika’da goriilmektedir (19).

Dogrudan gozetimli tedaviyi igeren denetimli tedavi, hastalarin ilaglarini diizenli
almasina ve tedavilerini tamamlamada yardimci bir yol olarak onerilmekte, boylece
tedavi saglanmakta ve ilag¢ direnci gelisimi 6nlenmektedir. Dogrudan Goézetimli Tedavi
Stratejisi (DGTS) 1991 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan TB kontrolii igin
uygulanan resmi politikadir (19).

DSO, her yil sekiz milyon kisinin TB’a yakalandigin1 ve bunlarin %95’inin de
gelismekte olan {ilkelerde oldugunu, yilda iki milyon kisinin TB’dan 6ldiigiinii tahmin
etmektedir. 1993 yilinda DSO TB’u kiiresel saglik tehdidi olarak ilan etmistir (19).

DSO, 2000 yilinda TB’u Durdurmada Kiiresel Isbirligi kurulusunu ve bazi
hedefleri desteklemistir. Bu hedefler sunlardir (19):

» 2005 yilina kadar: TB ile infekte hastalarin %70’1 teshis edilecek ve bunlarin
%85’1 tedavi edilecek

» 2015 yilina kadar: Kiiresel TB yiikii %50 azaltilarak 1990’lardaki seviyeye
getirilecek

» 2050 yilina kadar: TB’un kiiresel insidans1 milyonda birin altina indirilecek
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Biitiin bu kiiresel ¢abalara ragmen, TB firkiitiicii bir tehdit olarak ortaya ¢ikmaya
devam etmektedir. HIV/AIDS ile iligkili TB’un 6liimciil bir formu, Giiney Afrika’nin
kirsal kesimindeki bir hastanede 2005 yilinda kotii bir 6rnek olarak ortaya ¢ikmistir.
Genislemis ilag Direngli Tiiberkiiloz (GIDTB) olarak isimlendirilen bu olayda,
CIDTB’a ilaveten sekonder ilaglara da direng gelisimi gozlenmistir (19, 22). Sekonder
ilaglarin yanlig kullanilmasi ya da bu hastalarin sekonder ilaglarla yanlis tedavi edilmesi
sonucu da GIDTB gelisebilmektedir (19, 23). GIDTB tehlikesi sadece Afrika ile smirl
degildir. Son zamanlarda 14 ulusal laboratuvarda yapilan ila¢ duyarhilik testleri
sonuglarma gore 48 iilkede tamimlanan suslarin %19,9’unun CIDTB ve bu CIDTB
suslarin %9,9’unun da GIDTB oldugu belirtilmistir. Calisilan bu suslar alt1 kitadan
gelmektedir ve GIDTB’un diinya capinda ciddi bir halk sagligi problemi olarak
degerlendirmektedir (19, 24).

Glniimiizde TB tedavisi, dusiik gelirli iilkelerde bile, eger iyi laboratuvar
altyapisi, uygun tedavi rejimleri ve hastaligin yayiliminin énlenmesi gibi giivenilir halk
saglig1 uygulamalarina dayanirsa etkili bir sekilde yapilabilirdir. GIDTB tehlikesi temel

kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesini tesvik etmelidir (19).

2.1.3. Diinyada Tiiberkiiloz

Diinya genelinde ii¢ kisiden biri, toplam da ise iki milyar kisi, M. tuberculosis ile
infektedir. TB, oliime sebep olan hastaliklarin kiiresel siralamasinda yedinci sirada
bulunmaktadir. Bu hastalig1 6nlemek icin yogun caba harcanmadik¢a 2020’ye kadar bu
pozisyonunu siirdiirecegi diisiiniilmektedir (19, 25).

Elli yili agkin bir siliredir bu hastaligin tedavisinde etkili ilaclar kullaniliyor
olmasina karsin diinyada 15 saniyede bir kisi TB’dan 6lmektedir. Her giin her saniye
yeni bir insan M. tuberculosis ile infekte olmakta ve tedavi edilmez ise aktif TB’lu bir
hasta 10-15 kisiyi infekte edebilmektedir (19).

TB, sosyoekonomik gelisimi de engellemektedir. Ekonomik olarak iiretken yas
grubu olan 15-54 yas arasindaki insanlarin %75°1 TB’ludur. Biitiin vakalarin %95°1 ve
olimlerin %99’u gelismekte olan iilkelerde, Sahra alti Afrika ve Giineydogu Asya
tilkelerinde meydana gelmektedir (19, 26).
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TB epidemiyolojisinde HIV infeksiyonunun onemli bir etkisinin olmasinin
yaninda diger potansiyel risk faktorleri biraz thmal edilmistir. Gelecek yillarda diyabet,
yetersiz beslenme, sigara ve hava kirliligine bagli solunum sistemi hastaliklar1 gibi
kronik hastaliklar ve TB arasindaki etkilesime daha fazla dikkat edilmelidir (19, 27).

DSO 2004 yilinda 8,9 milyon (140/100.000) yeni TB vakasi1 oldugunu tahmin
etmektedir. Bu vakalarin yaklasik 3,9 milyonu (62/100.000) hastaligin en infektif formu
olan balgam yayma pozitif hastalardir. 2004 yilinda, HIV ile infekte olanlarda dahil
olmak iizere, 1,7 milyon (27/100.000) kisinin TB’dan 6ldiigii tahmin edilmektedir. DSO
Afrika bolgesi, tahmin edilen en yiiksek insidans oranina (356/100.000) sahiptir, fakat
TB’lu hastalarin biiylik bir ¢ogunlugu, niifusun en yogun oldugu ve yeni vakalarin
yaklasik yarisinin (%48) goriildiigii iilkeler olan Banglades, Cin, Hindistan, Endonezya
ve Pakistan’da yasamaktadir (19, 26, 28).

2004 yilinda tahmin edilen TB insidansi kiiresel olarak her y1l %0,6 artmasina
ragmen DSO’niin alt1 bdlgesinin besinde bu insidans sabittir veya diisiis gdstermektedir.
HIV’in yayilimi ile birlikte TB insidansinin hala artmakta oldugu bolge Afrika
bolgesidir. Bununla birlikte Afrika iilkelerinde HIV epidemisinin yavaglamasi ile
birlikte vaka sayisindaki artis orani da her yil azda olsa azalmaktadir. Dogu Avrupa
iilkelerinde (06zellikle eski Sovyetler Birligi ilkelerinde) insidans 1990’lara kadar
artmig, 2001 civarinda en {ist seviyesine ulasmis ve o tarihten itibaren diismeye
baslamistir. Dogu Avrupa bildirilerinde vakalardaki bu ortalama azalis baslica Rusya,
Estonya, Letonya ve Litvanya verilerinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte
Tacikistan ve Ozbekistan gibi Orta Asya iilkelerinde insidans oran1 hala yiikselmektedir
(19, 26, 28).

Diger biitlin bolgelerde insidans orani 1990 ve 2003 yillar1 arasinda sabit veya
stirekli olarak diismektedir. Bu diisiis Latin Amerika ve Orta Avrupa’da nispeten daha
hizhidir. Ozetle insidans oranindaki kiiresel gidis, 1995°te yilda %1,5 oraninda hizla
artmis fakat o tarihten sonra yavaglamistir. Eger bu vaka bildirileri dogruysa ve bu
kiiresel gidis devam ederse, 2015 yilinda kiiresel insidans oranit 100.000°de 150’ye

yiikselecektir ve o y1l on milyondan fazla yeni vaka ile sonug¢lanacaktir (19, 26, 28).
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2.1.4. Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Ulkemizde verem savasi 1918 yilinda géniillii kuruluslar ile baslamistir. 1930
yilinda ¢ikarilan Umumi Hifzissthha Kanunu ile bu miicadelenin yasal altyapisi
olusturulmustur. 1949 yilinda Veremle Miicadele Kanunu bu yasal altyapiy
tamamlamistir. 1952 yilinda BCG kampanya donemi baslatilmig, daha sonraki yillarda
once Verem Savasi Genel Midiirliigii, daha sonra Verem Savasi Daire Baskanligi
olarak Saglik Bakanlig1 catis1 altinda veremle miicadele ¢alismalar1 programli olarak
devam etmistir (4).

DSO tarafindan halen en maliyet etkin miicadele ydntemi olarak DGTS
belirlenmistir. Bu ¢er¢evede tlilkemizde 2000 yilinda ilk uygulamalar1 baslayan DGTS,
2003 yili itibariyle pilot olarak uygulanmis, 2006 yilinda tiim {lke geneline
yayginlastirilmistir (4).

Ulkemizde yeterli ve giivenilir calismalarin olmamasindan dolay1 konu ile ilgili
kapsamli kesin veriler yoktur. 1950-1970 yillar1 aras1 degerlendirildiginde bu yillarda
hastalik prevalansinin  ve TB’dan Oliimlerin  distiigli  gozlenmektedir. Ancak
1970’lerden itibaren bu sorunun éneminin kiigiimsenmesi ve konuya ilginin azalmastyla
infeksiyon riskinin tekrar artmaya basladigr gozlenmistir. 1981-1982 yillar1 arasinda
80.000 kisinin tarandigi ulusal prevalans calismasinda hastalik prevalansi binde 3,58
bulunmustur. Ancak bu veriler bolgelere gore degisiklik gostermektedir. Yine bu
arastirmada saptanan vakalarin ancak yarisinin dispanserlere kayitli oldugu goriilmiistiir
(29).

1985’ten sonra ulusal diizeyde kapsamli c¢aligmalar yapilmadigindan, ¢ogu
Verem Savas Dispanseri kayitlarina dayanan yetersiz ve gilivenilir olmayan veriler
mevcuttur. Ciinkii bu dispanserlerde TB tanis1 ¢ogunlukla bakteriyolojik bulgulara
dayanilarak konulmamaktadir. Mevcut vakalarin sadece %50’si saptanabilmekte ve
saptanan vakalarin yaridan az1 tedavi edilebilmektedir (29).

DSO’niin koydugu beklenen hedef yayma pozitif hastalarmn en az %70’inin
bakteriyolojik olarak tani almasidir. Halen iilkemizde bu oran %65 civarinda olup
DGTS cergevesinde %70 hedefinin yakalanmasi amaclanmaktadir (4).

2005 yili siirveyansit kapsaminda {iilkemizin epidemiyolojik verilerine gore

toplam hasta sayist 20.535, yeni vaka sayis1 18.753tiir. Tutulan anatomik lokalizasyona
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gore 12.893 hastada akciger, 5.359 hastada akciger dist ve 501 hastada akciger ve
akciger dis1 vaka kayit altina alinarak takibi yapilmistir. Hastalarin yas gruplarina gore
dagilimi ise su sekildedir: 0-4 yas grubunda 293 hasta, 5-14 yas grubunda 942 hasta, 15-
24 yas grubunda 4.962 hasta, 25-34 yas grubunda 4.461 hasta, 35-44 yas grubunda
3.201 hasta, 45-54 yas grubunda 2.831 hasta, 55-64 yas grubunda 1.886 hasta ve 65 yas
tizeri 1.959 hasta bildirilmistir (4).

Bolgelere gore insidans ise Karadeniz Bolgesi’'nde yiiz binde 24,97; Marmara
Bolgesi’nde yiiz binde 43,85; Ege Bolgesi’nde yiiz binde 21,77; i¢ Anadolu Bdlgesi’nde
yiiz binde 13,80; Dogu Anadolu Boélgesi’nde yiiz binde 17,60; Giineydogu Anadolu
Bolgesi’'nde yiiz binde 22,07, Akdeniz Bélgesi’'nde yiiz binde 18,04 ve Tirkiye
genelinde yiiz binde 25,74 olarak hesaplanmistir (4).

Ulkemizde 2005 yili icinde 8.505 yayma pozitif, 5.793 kiiltiir pozitif hasta ve
191 ¢ok ilaca direngli hasta bulunmustur (4).

2.1.5. Tedavi ve Direnc¢

Antitliberkiiloz tedavide doniim noktast 1944’te SM’nin Selman Waksman
tarafindan bulunmasi ile yasanmis ve bu ilacin kesfi arastiricilarina Nobel o6diilii
kazandirmigtir. Ancak 1946 yilimin ilk donemlerinde bu ilaca karsi ilk mutantlar rapor
edilmistir (30, 31).

Ug yil sonra zayif etkili bir tiiberkiilostatik olan PAS’1n tedaviye eklenmesi ile
SM direncinin en ¢ok %9’a kadar ¢ikabildigi gosterilince TB’da kombine tedavinin
onemi anlagilmistir. Ancak PAS alan hastalarin yarisindan fazlasinda goriilen
gastrointestinal yan etkiler 6nemli bir sorun olusturmustur; hastalarin yaklasik 1/3’tinde
ilag kesilmek zorunda kalinmustir (30).

1950°’nin baglarinda INH ve izleyen yillarda PZA, tiasetazon, etionamid,
protionamid ve EMB bulunmustur. Bu kesifler sanatoryumlarin sonunu getirmis ve
tedaviler ayaktan yapilmaya baslanmistir. Tiirkiye’de de 1970’li yillardan itibaren ayni
siire¢c yasanmustir. Kemoterapideki son devrim 1966 yilinda RIF’in kullanima girmesi
ile olmustur. Bu kesif su anda da uygulanmakta olan kisa siireli tedavinin yolunu

acmustir (30).
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Giinlimiizde TB tedavisinde birinci segenek ilaglar INH, RIF, PZA, EMB ve
SM’dir. EMB disindaki birinci secenek ilaglar bakterisittir. Sikloserin etionamid,
tiasetazon, kanamisin, kapreomisin ve PAS gibi ilaglar ise ikinci segenek ilaclardir. Bu
ilaglar birinci segenek ilaglara gore daha toksik ve daha az tolere edilebilen ilaglardir.
Hastanelerde ve deneyimli hekimlerce kullanilmalari uygundur. Ayrica TB tedavisinde
amikasin, rifabutin, klofazimin, B-laktamaz inhibitorleri, kinolonlar gibi kullanimi
deneme asamasinda olan ilaglar mevcuttur (30).

TB tedavisinde birinci segenek ilaglar arasinda yer alan SM hiicre dist alkali
ortamlarda etkili bir ilag olup, hiicre i¢ine ve inflamasyon olmadik¢a beyin omurilik
sivist (BOS)’na giremez. Hemen hemen tamami bobrek yoluyla atildigindan bobrek
yetmezliginde birikir ve toksisitesi artar. En 6nemli yan etkileri ototoksisitedir.
Sekizinci kranial siniri etkileyerek bulanti, kusma, bas donmesi ve isitme kaybina yol
acabilir. Isitme kaybi, eger hasar yogunsa SM kesildiginde kalici olabilir (30).

Gliniimiizde M. tuberculosis’e karsi gelisen ilag direnci “Direngli Mutant
Basiller ve Antibiyotik Etkisinde Seleksiyon” kuramina gore agiklanmaktadir. Bu
kurama gore ilaglar ile hi¢ karsilasmamis bir TB odaginda basiller hizla ¢ogalirken,
genlerinde meydana gelen degisiklikler sonucu ilaca karsi direngli olurlar. Direncin
ortaya ¢ikmasini saglayan tek mekanizma nokta mutasyon sonucu kromozomal
DNA'nin degisiklige ugramasidir ve bu olasilik antitiiberkiiloz ilaglar i¢in 10° (SM
icin) ile 10™® (RIF icin) arasinda degisir. Iki ilaca ayn1 anda direng gelisimi olasilig1, bu
iki ilaca tek tek direng gelisimi olasiliklarmnin ¢arpim kadardir. Ornegin INH ve EMB
icin 10° x 10'6210'12’dir(32, 33). Direncli mutant basiller, ¢ok sayida basil i¢ceren TB
odaklarinda bulunurlar ve yalniz bir antitiiberkiiloz ilaca kars1 direnglidirler. Bol sayida
basil iceren bir TB odagi tek bir antitiiberkiiloz ila¢ ile karsilastiginda hassas
organizmalarin inhibe olmasi ile beraber diren¢li mutant basillerin segici ¢ogalmasi
sonucunda ilag¢ direnci gelisir (33).

Mikobakterilerde goriilen ¢oklu direng diger bircok bakterideki gibi birden ¢ok
ilaca direncin ayni anda kazanimiyla degil, birbirinden bagimsiz ¢esitli genlerde adim
adim ortaya ¢ikan mutasyonlarin birikimi sonucu gelismektedir. TB basili ile diger
bircok insan patojeni arasindaki en belirgin fark, direncin mikobakterilere bagka
bakterilerden veya plazmid gibi hareketli ekzojen elementler araciligi ile

aktarilamamasidir. Ilaglar uygun kombinasyon, uygun doz ve siirede kullanilmadig1
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taktirde hassas olan mikobakteriler 6lecek, direngli olanlar lezyona hakim olacak ve
ikincil diren¢ veya kazanilmis direng gelisecektir. Direngli bir toplulugun hassasa
donmesi imkansizdir, fakat uygun ilag kombinasyonlari ile bu basiller yok edilebilir
(33).

TB’da ilag direnci, M. tuberculosis’in tedavi edilemeyen baz1 CIDTB
suslarindan dolayi, TB kontrol programlarinda biiylik bir sorun olusturmaktadir. Bu
suslarin tiim diinyaya dagilacagi kuskusundan dolayi ilave kontrol dnlemleri, yeni tani
metotlari, tedavi i¢in daha iyi ilaglar ve daha etkili asilar {istiinde 6nemle durulmaktadir.
Bununla birlikte GIDTB suslar1 da biiyiik bir problem olusturmaktadir. Bu suslar Cok
[laca Dirence (CID) ilave olarak, ikinci secenek ilaglarin alti ana siifinin
(aminoglikozidler, polipeptitler, fluorokinolonlar, tioamidler, sikloserin ve PAS) en az
liciine direngli olarak tamimlanmaktadir (34). DSO’niin yaptig1 tanimlama ise GIDTB,
en az RIF ve INH’a direngli olan CIDTB’a ilaveten herhangi bir fluorokinolona ve TB
tedavisinde kullanilan enjekte edilebilir {i¢ ilagtan (kapreomisin, kanamisin ve
amikasin) en az birine direngli olmas: seklindedir (35). GIDTB hastaligin kontroliinde
ve Ozellikle HIV ile infekte hastalarda ila¢ direncinin dagiliminda 6nemli bir tehlike
olusturmaktadir (22). Bu yiizden birinci ve ikinci segenek antitiiberkiiloz ilaglara karsi
ilag direncinin hizli belirlenmesi TB kontrol programlarinin 6énemli bir unsuru haline
gelmistir (19).

1990’11 yillarda Amerika Birlesik Devletleri’nde (A.B.D.) hastanelerde ortaya
cikan ve yiiksek mortaliteye neden olan CIDTB salginlar1 hastaliga dikkat ¢ekilmesine
neden olmustur. Diinyada diren¢ sorununun boyutunu arastirmak iizere DSO ve
Uluslararas1 Tiiberkiiloz ve Akciger Hastaliklarina Kars1 Birlik (International Union
Aganist Tuberculosis and Lung Disease-IUATLD) 1994 yilinda uluslararasi ila¢ direng
paterni izleme programi baslatmistir. Dokuz yillik sonuglar ii¢ rapor halinde
yayimlanmistir. 1997 ve 2001 yillarinda yayimlanan ilk iki rapordan ¢ikarilan temel
sonu¢ direncli TB’un her kitada ve hemen her iilkede bulundugu ve TB kontrol
programu iyi olan iilkelerde diren¢ sikliginin diisiik oldugudur. 2004 yilinda yayimlanan
liclincii raporda direng oranlar1 ve zaman iginde izlenen degisiklikler aragtirilmigtir. Bu
son raporda ¢alisma kapsamina alinan 77 bolgeden, 74’linde ilag direnci saptanmustir.
Ilk iki raporda oldugu gibi CIDTB hemen her bolgede mevcuttur. Yeni olgular icinde
CIDTB prevalanst %0 ile (Andora, Kambogya, Izlanda, Liiksemburg, Malta, Yeni
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Zelanda, Iskogya, Isvigre) %14,2 (Kazakistan ve Israil) arasinda saptanmistir. CID
prevalanst Rusya Federasyonu, Estonya, Kazakistan, Letonya, Litvanya, Umman,
Ozbekistan, Israil, Ekvator ve Cin’in baz1 bdlgelerinde kritik oran olarak belirtilen
%6,5’in {izerindedir. Eski olgularda ortalama CIDTB prevalanst %7, en yiiksek
prevalans Kazakistan (%56,4) ve Umman (%58,3)’da saptanmistir. Rusya Federasyonu
ve Polonya’da zaman i¢inde CIDTB prevalansinda belirgin artis, Hong Kong, Tayland
ve A.B.D.’nde belirgin diisiis izlenmistir. Bat1 Avrupa’da CIDTB prevalans1 %1°den az,
Orta Avrupa’da da %1,2’dir. TB insidansi yiiksek toplumlarda, prevalans diisiik olsa da
CIDTB mutlak olgu sayis1 yiiksektir. Giiney Afrika’da tiim yayma pozitif olgularin
%2,6’s1 CIDTB iken, Kazakistan’da her 4 yayma pozitif olgudan biri CIDTB’dir. Her
iki iilkede bu rakamlar her yil 3000 CIDTB olgusunu ifade etmektedir. Bu iilkeler
diinyada en fazla CIDTB olgusu saptanan iilkelerdir (36, 37, 38, 39).

Diinyada 2004 yilinda tiim TB olgularinin 424.203’iiniin (%4,3) CIDTB oldugu
tahmin edilmektedir. Bu olgularin %62’si Cin, Hindistan ve Rusya Federasyonu’nda
bulunmaktadir (39).

Arastirma yapilmamus iilkelerde CIDTB oranlar1 bilinmemektedir. Ancak
CIDTB gelisimine neden olan faktorler géz oniine almarak bu iilkelerdeki oranlar
tahmin edilebilmektedir. Boyle bir ¢calismada Tiirkiye’de 2004 yilinda yeni olgu sayisi
19.944, yeni olgular arasinda olas1 CIDTB olgu sayist 563 (%2,8; %0,5-%14,6); tedavi
gdrmiis olgu sayis1 5.406, dnceden tedavi gdrmiis olgular arasinda CIDTB olgu sayisi
512 (%9,5; %1,3-%45,1) ve tiim olgularin %4,2’sinin CIDTB oldugu tahmin edilmistir.
Ulkemizde standardize calismalar olmamakla birlikte degisik merkezlerden bildirilen

raporlarda yeni olgularda CIDTB oranlar1 %3,2 ile %4,8 arasinda degismektedir (39).

2.1.6. Duyarhlik Testleri

Ilag direncinin hizli belirlenmesi TB kontrol programlarinin dnceliklerinden
birini olusturmaktadir ve direncin belirlenmesi hastalarda uygun tedavinin
baslatilmasim saglar. Ilag direncinin belirlenmesi eskiden, antibiyotik varliginda M.
tuberculosis’in liremesinin tespit edilmesine dayanan konvansiyonel yontemlerle

yapilmaktaydi. Bununla birlikte, bu yontemlerin bazilarinin zahmetli ve sonuglarin elde
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edilmesi icin gereken zamanin uzun olmasindan dolayi, son yillarda fenotipik ve
genotipik yontemleri iceren yeni teknolojiler ve yaklagimlar 6nerilmektedir. Genotipik
yontemler daha az zaman gereksinimi, organizmanin gelisimine ihtiya¢c duymamasi,
klinik o6rneklere dogrudan uygulanabilir olmasi, diisiikk biyogiivenlik riski ve
otomasyonunun yapilabilir olmast gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte ilag
direncinin biitiin molekiiler mekanizmalar1 bilinmemektedir. Diger taraftan fenotipik
yontemlerin uygulamast ve klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda rutinde

kullanilmast daha kolaydir (19).

2.1.6.1. Klasik Fenotipik Yontemler

Genelde fenotipik yontemler, duyarli ve direngli suslar1 birbirinden ayirt etmede
M. tuberculosis’in antibiyotik varliginda tliremesinin engellenmesiyle tayin edilir.
Fenotipik yontemler, genellikle yumurta bazli ve agar bazli kati besiyerlerinde
antibiyotik varliginda M. tuberculosis’in kiiltiiriine dayanan yontemlerdir ve direkt ya
da indirekt yontemlerle yapilabilmektedir. Direkt yontemde dekontamine ve konsantre
edilen klinik 6rnek antibiyotik iceren ve igermeyen kontrol besiyerlerine ekilirken
indirekt yontemde izole edilen susun siispansiyonu ilagh ve ilagsiz besiyerlerine
ekilmektedir (19). DSO/IUATLD, antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilig1 belirlemede klasik
kiiltiire dayali, kabul edilebilir li¢ yontem tanimlamistir (40).

2.1.6.1.1. Klasik Duyarhhik Testleri

e  Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Bu yontemde ilag iceren ve icermeyen besiyerinde iki kat diliisyonda iireyen test
edilen susun standart inokulumu kullanilir. Bir susun direnci, {ireyen suslarin tamamini
veya tamamina yakin bir kismini inhibe eden belirli bir ilacin en diisiik konsantrasyonu

olarak ifade edilir. ilacin kritik konsantrasyonu her bir laboratuvar tarafindan
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belirlenmelidir. Calisma yapildiktan 4 hafta, 37°C’de inkiibasyondan sonra; eger
yeterince lireme yoksa 5-6 hafta sonra; testin yorumu yapilir. Eger ilagh besiyerindeki

kolonilerin sayis1 20°den az ise sus duyarli olarak degerlendirilir (19, 40, 41).

e Diren¢ Oran Yontemi

Bu yontemde aym anda calisilan, test susunun Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonunun (MIK) ilag duyarli referans sus olan H37Rv’nin MIiK degerine
boliinmesi ile degerlendirilir. Boylece direnci bilinmeyen bir sus, standart sus ile
degerlendirilir. Test edilen ilacin iki kat diliisyonunu igeren tiiplere test susu ve standart
susun standardize edilen inokiilumlari ilave edilerek 4 hafta 37°C’de inkiibe edilir. 20
veya daha fazla koloni iceren tiipler pozitif olarak kabul edilir ve 20’nin altindaki koloni
sayist MIK degeri olarak degerlendirilir. Diren¢ oran degeri 2 veya daha kiiciik olan

izolat duyarl, 8 veya daha fazla olan izolat direncli olarak degerlendirilir (19, 40, 41).

e Proporsiyon Yontemi

Diinya genelinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bilinen bir ilaca kars1
direngli mutantlarin oranlarinin tam olarak belirlenmesine izin verir. Kisaca yiiz kat
sulandirilmis basil diliisyonlar: ilagh ve ilagsiz besiyerlerine inokiile edilir. ilagh ve
ilagsiz besiyerindeki koloniler sayilir ve direngli mutantlarin oran1 hesaplanir. Test
Lowenstein-Jensen (L-J) besiyerinde yapilmis ise 37°C’de 28 giinliikk inkiibasyon
sonunda ilk okuma yapilir. Direncli bakterinin oran1 INH, RIF ve PAS i¢in %1’den,
diger ilaglar icin %10’dan daha yliksekse sus direngli olarak degerlendirilir ve test
sonuclandirilir; aksi taktirde test inkiibasyonun 42. giiniinde, susun belli bir ilaca kars1
duyarliligin1 degerlendirmek icin tekrar okunur. Eger test Middlebrook 7H10/11 gibi
agar bazli besiyerinde gerceklestirilmis ve %10’luk CO;’li atmosferde inkiibe edilmis
ise sonuglar 21 giin sonra ya da eger susun direngli oldugu gozlenirse daha erken

degerlendirilir (19, 40, 41).

19



2.1.6.1.2. Hizl Duyarhlik Testleri

Bu yontemler ticari otomatize veya yar1 otomatize kiiltiir sistemlerinden

olusmaktadir. Bunlar

» Radyometrik Kiiltiir Sistemi (BACTEC 460 TB, Becton-Dickinson,
Sparks, MD)

» Fluoresan Kiiltlir Sistemi (BACTEC Mycobacterium Growth Indicator
Tube [MGIT] System 960, Becton-Dickinson, Sparks, MD; BACTEC
9000 MB Becton-Dickinson, Sparks, MD)

» Kolorimetrik Kiiltiir Sistemleri (BacT/Alert 3D, bioMerieux, Durham,
NC, USA; TK Kiiltiir Sistemi, Salubris, MA, USA)

» Gaz Basing Degisimini Saptayan Kiiltiir Sistemi (VersaTREK,
AccuMed, Chicago, Il1.)

» Radyometrik Kiiltiir Sistemi

BACTEC 460 TB radyometrik metodu A.B.D.’nde Gida ve Ilag Yonetimi (Food
and Drug Administration-FDA) tarafindan onaylanmis ve birinci secenek antitiiberkiiloz
ilaglarin ila¢ duyarlilik testi i¢in “altin standart™ olarak 6nerilmistir. Homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemlerinden gegirilen klinik Orneklerden, zenginlestirilmis Hc
isaretli palmitik asit iceren Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bulunan siselere
(Middlebrook 7H12) ekim yapilir. Yag asidi kullanilinca '*CO, ortaya cikar ve siseler
periyodik olarak BACTEC 460 TB cihazina yerlestirilerek '“CO, saptanmaya calisilir.
Olusan '*CO, miktar1 iireme indeksi (Growth Index-GI) olarak cihaz tarafindan
saptanir. Ureme indeksi 500 olunca duyarlilik testi yapilir. Bir organizma antitiiberkiiloz
ila¢ igeren besiyerine eklendiginde duyarl ise iireme baski altina alinir. Bu kontrole
kiyasla giinliikk iireme indeksinde azalma veya ¢ok kiigiik artis seklinde saptanabilir.
Organizma direngliyse ¢cok az veya hi¢ baskilanma goriilmez. Direncin %1 oranim tayin
etmek icin kontrol sisesinde kullanilan bakteri miktar1 ilagh sisedekinden 100 defa daha

azdir. Birinci secenek antitiiberkiiloz ilaglarin yam1 sira bazi ikinci secenek
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antitiiberkiiloz ilaglarin duyarlhlik testleri de yapilabilmektedir. Giinliik is yiikii fazlalig
ve radyoaktivite iceren atiklarmmin olmasi dezavantajidir. Geleneksel yontemlerle
ortalama 21 giinde sonug¢ alinirken, bu sistemde sonuglar 5-7 giinde ¢ikmaktadir (19,

42).

> Fluoresan Kiiltiir Sistemi

e BACTEC MGIT 960

Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri iceren dip kismi ruthenium kompleksi bulunan
silikon bir tabaka ile kapli tiipler kullaniimaktadir. Tiip i¢inde bulunan oksijen
yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle tiip dibine gonderilen ultraviyole (mor 6tesi-UV)
isinina karsit fluoresan 1s1ma olusmazken, oksijenin mikobakteri veya kontaminant
mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak tiiketilmesi ve CO, birikmesi sonrasi tiip
dibine gonderilen UV 1511 ruthenium kompleksindeki degisiklik nedeniyle fluoresan
vermektedir. Saptanan fluoresan miktar1 iireme indeksi olarak ele alinmakta ve kiiltiir
pozitifligi agisindan degerlendirilmektedir. Duyarlilik testi i¢in ilagsiz ve ilach tiiplere
esit miktarda bakteri ekimi yapilip bu tiiplerdeki iireme karsilastirilir. Ilagsiz tiipte
tireme saptandiktan sonra 48 saat igerisinde ilagh bir tiipte lireme olursa, bakterinin o
ilaca direngli oldugu kabul edilir. Ureme orani ve saptama zaman1 BACTEC 460 TB ile
aynidir. Radyoizotop kullanilmamasi, siirekli monitdrizasyon ile 960 tiiplin ayn1 anda
takibini saglamasi ve bilgisayar verileri vermesi nedeniyle is yiikii azlig1 en onemli

avantajlaridir (19, 42).

e BACTEC 9000 MB
Besiyerlerindeki oksijen kullaniminin fluoresans ile belirlendigi bir sistemdir.

Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerlerine ekimden 6nce polimiksin B, amfoterisin

B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin (PANTA) ilave edilir. Sistemde balgam ve
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diger solunum yolu 6rnekleri i¢in Myco/F sputa, kan ve diger steril viicut bolgelerinden

alinan 6rnekler i¢in MycoF/lytic besiyeri kullanilir (43).

> Kolorimetrik Kiiltiir Sistemi

e BacT/Alert 3D

Oleik asit - albiimin - dekstroz - katalaz (OADC) ve bazi antibiyotikleri i¢eren
modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanilir. Kolorimetrik olarak besiyerinde
olusan CO, diizeyini Olgerek mikobakteri iiremesini degerlendirir. Radyoizotop
icermez. Tam otomatiktir, bilgisayar destegi mevcuttur. Duyarlilbik testi
yapilabilmektedir. Testlerin sonu¢lanma siiresi BACTEC 460 TB’den daha uzundur.
Diger otomatik sistemlerle kiyaslandiginda aralarinda belirgin bir fark gézlenmemistir.
Bu sistem, uygun siseler kullanildiginda, mikobakteriyal kan kiiltiirleri icinde uygundur

(19, 42).

e TK Besiyeri

TK besiyeri icerigi Middlebrook besiyerinden tamamen farkli orijinal bir
besiyeridir. Mikobakteri liremesini, icerdigi renk indikatdrii sayesinde ortam pH’sinin
degismesi sonucu besiyeri renginin kirmizidan sariya donmesiyle gosterir. Kati bir
besiyeri oldugu i¢in renk degisiminden sonra kolonilerin olusmasi ve gozlenmesini de
saglar. Diger kiiltiir besiyerlerine gore onemli bir {istiinliigli kontaminasyonu ger¢ek
mikobakteri tiremesinden ayirt edebilme yetenegidir. Mantar, Gram negatif bakteriler
gibi sik¢a goriilen kontaminantlar liredigi zaman besiyerinin rengi yesile donerek
mikroskop ile inceleme Oncesinde bunun anlagilmasini saglar. Diger hizli kiiltiir
sistemlerinde oldugu gibi TK kiiltiir sistemi ile antitiiberkiiloz ilaglara duyarhilik
bakilabilmekte, M. tuberculosis kompleks grubu bakteriler diger mikobakterilerden

ayirt edilebilmektedir. TK kiiltiir sisteminin bir baska iistiinliigii kiiltiir tiiplerinin goz ile
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rahatca degerlendirilebilmesi, herhangi bir okuyucu sisteme gereksinim duymamasidir.
Buna karsin is yogunlugu fazla olan merkezler icin tiiplerin otomatik olarak inkiibe
edilip izlendigi “MyColor TK” adi verilen ¢ok gelismis bir okuyucusu bulunmaktadir
(44).

» Gaz Basin¢ Degisimini Saptayan Sistem

Bu yontemde VersaTREK (eski adi ESP system II) sistemi kullaniimaktadir.
Modifiye Middlebrook sivi besiyeri siselerinde inokiilasyondan sonra eger
mikobakteriler mevcutsa, metabolizmalar1 sonucu oksijen kullanimi ile sisedeki gaz
basicindaki degisikleri 6lgerek lireme degerlendirmesi yapan tam otomatik, radyoaktif
olmayan, bilgisayar destekli bir sistemdir. Bu sistemde mikobakteriyal kan kiiltiirleri de
calisilmaktadir. Ancak tam kan kullanilmamakta, inokiilasyon i¢in kandan sedimentin
elde edilmesi i¢in kanin islenmesi gerekmektedir. Lizis santrifiij yontemiyle elde edilen

buffy-coat veya sediment inokiilasyon i¢in uygundur (19, 42).

2.1.6.2. Yeni Fenotipik Yontemler

Klasik yontemlerin sonu¢ vermek i¢in zahmetli ve uzun zaman gerektirmesi,
diger taraftan da molekiiler tekniklerin deneyimli personel gerektirmesi ve bu
yontemlerde kullanilan cihazlarin pahali olusu, TB’da ila¢ direncinin belirlenmesinde
alternatif ve kolay uygulanabilir yeni yontemlerin arastirilmasini saglamistir. Bu yeni
teknikler hem kiiltiir izolatlarinda hem de direkt olarak klinik balgam &rneklerinde test

edilmistir (19).

» Faja Dayah Yontemler

M. tuberculosis’te ila¢ direncinin hizli tespiti i¢in faja dayali iki yontem

tanimlanmustir (19).
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e Faj Cogaltma Yontemi

Faj cogaltama biyolojik deneyinde (Phage Amplified Biologically-Pha B-Assay)
mikobakteriler hem M. tuberculosis hem de hizli iireyen mikobakterileri infekte eden
bir faj aracilig1 ile saptanir. Once fajlar klinik drnege eklenir. Ornekte mikobakteri varsa
faj bunlarin igerisine girer ve ortama eklenen virlis o6ldiriicii kimyasaldan (ferrus
amonyum stlfat) korunur. Ortamdaki serbest fajlar oldiiriildiikten sonra mikobakteri
icerisinde korunmus fajlar hizli lireyen bir mikobakteri (M. smegmatis) kiiltiiriinde
cogaltilarak faj plaklarinin olusmasi saglanir. Faj plaklarinin varligi klinik Ornekte

mikobakteri oldugunu gosterir (19, 44).

¢ Lusiferaz Genli Faj Yontemi

Atesbocegi lusiferaz geni tasiyan mikobakteriyofaj ile infekte mikobakteriler
ortama lusiferin eklendiginde goriiniir hale gelirler. Lusiferaz, ATP varliginda lusiferini
oksitler ve 151k olugsmasini saglar. Reaksiyonun olusmasi i¢in ATP’nin olmasi canli ve
cansiz bakteri ayirimi yapilmasini saglar. Bu yontemle ila¢ direnci ¢alismalar1 da dort

saat gibi kisa bir slirede miimkiin olabilmektedir (19, 45).

> Kolorimetrik Yontemler

e Alamar Mavisi

Bakteri ilagh ve ilagsiz Middlebrook sivi besiyerlerine ekilerek 10-14 giin
inkiibe edilir. Kontrol tiipline alamar mavisi eklenip, 50°C’de 2 saat bekletilir. Rengin
maviden pembeye dénmesi iireme oldugunu gosterir. Ureme saptanmigsa ayni islem
ilaglt tiiplere uygulanir. Pembe renge donmenin goriildiigi tiiplerde iireme oldugu, o

tiiplerdeki ilaglara kars1 bakterinin direngli oldugu saptanir. Uremenin ne zaman olacagi
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tam olarak tahmin edilemediginden birden fazla kontrol tiipii hazirlanmasi ve belli

araliklarla bu tiiplerde lireme arastirilmasi gerekmektedir (19, 42).

e Tetrazolium Tuzlar:

Baslangicta sar1 olan tetrazolium tuzu, mikobakterilerin redoks sistemi
sayesinde, ¢ozlinmeyen pembe, kirmizi ve menekse renginde formazona doniiserek

spektrofotometre ile dlciilebilir hale gelir (19, 43).

> Nitrat Rediiktaz Yontemi

M. tuberculosis’in nitrati nitrite doniistirme kapasitesine dayanan, kiiltlir
ortamina eklenen kimyasal ile tespit edilebilen basit bir tekniktir. Antibiyotikli L-J
besiyerinde lireyen M. tuberculosis’in inkiibasyonun onuncu giinlinden sonra nitrati
indirgemesine dayanir. Direngli suslar besiyerinde pembe-kirmizi renk meydana
getirirlerken duyarli suslar antibiyotik tarafindan inhibe edilip nitrati indirgeme

yeteneklerini kaybederler (19).

2.1.6.3. Genotipik Yontemler

1980’11 yillardan itibaren tiim diinyada TB olgularimin artis1 ilag direnci ile
birlikte gdézlenmistir. ilag direnglerinin geleneksel ydntemlerle saptanmast, izolasyonda
oldugu gibi zahmetli ve zaman alicidir. Molekiiler yontemlerle, direncten sorumlu
mutasyonlarin  gosterilmesi direnci kanitlarken, direngli oldugu saptanan fakat
mutasyonlarin gosterilemedigi olgular, direngte baska gen boélgesi mutasyonlar1 veya
baska mekanizmalar olabilecegini diisiindiirmektedir. RIF’e direngli mutasyonlarda;
genellikle, 7poB’nin 81 baz ¢iftlik gen bolgesinde nokta mutasyonlarin, delesyonlarin ve
insersiyonlarin oldugu gozlenmis ve bu bdlge Rifampisin Direncini Belirleyen Bolge

(Rifampin Resistance Determining Region-RRDR) olarak adlandirilmistir. TB
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tedavisinde kullanilan birinci segenek ilaclardan olmasi, molekiiler yontemlerle
saptanabilirligi nedeniyle aragtirmalar ve klinik kullanimda diger antitiiberkiiloz
ilaclardan ¢ok rifampisin direncinin belirlenmesine c¢alisilmaktadir. Ayrica RIF’e
direngli izolatlarin %90°dan fazlasinda INH direnci de birlikte bulundugundan CIiDTB
icin bir gosterge oldugu diistiniilmektedir (46).

Direncin belirlenmesinde DNA dizi analizi, Tek Zincir Bigim Cesitliligi (Single
Strand Conformation Polymorphism-SSCP), Heterodupleks (HDF) Analiz, Kat1 Faz
Hibridizasyon Yontemi (Inno-Lipa, Innogenetics, Ghent, Belgium; GenoType MTBDR,
Hain Lifesciences, Nehren, Germany), Fluoresans Rezonansli Enerji Aktarimi
(Fluorescence Resonance Energy Transfer-FRET) gibi molekiiler yontemler
kullanilmaktadir. Molekiiler direng testleri; hizli sonu¢ vermesi, kiiltlir gereksiniminin
minimal olmas1 ya da olmamasi nedeniyle avantajli yontemlerdir. Dirence neden olan
mutasyonlarin cogunun tespit edilmis olmasi bu yontemlerin esasini olusturur. In-house
ya da ticari testler uygulanabilir. Ancak bu yontemlerin pahali olmalari, direncli
organizma proporsiyonunu belirleyememesi ve sessiz mutasyonlar1 (klinikte dirence
neden olmayan) belirlemesi en 6nemli dezavantajlarindandir (46, 47).

DNA dizi analizi ile ila¢ direncine neden olan mutasyon, delesyon ve
insersiyonlarin saptanmasi, antimikobakteriyel ila¢ duyarliliginda molekiiler altin
standart olarak kabul edilmektedir. ilac direncinden sorumlu biitiin molekiiler
mekanizmalarin bilinmemesi, zor ve yiiksek maliyeti kullanimin1 kisitlamaktadir (19,
46).

SSCP yonteminde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilan ilag
direncinden sorumlu gen bdlgesindeki ¢ift zincirli DNA, 1s1 ile denatiire edildiginde
elde edilen tek zincirler igerdikleri niikleotid dizisine gore kivrilmalar nedeniyle 6zgiil
yap1 olustururlar. Elektroforez sirasinda zincirin 6zgiil yapisi jel gézeneklerinden gecis
hizini etkilemesi nedeniyle, hastadan elde edilen izolatin ilaca duyarli kontrol kokenden
farkli sonug¢ vermesi o gende mutasyon oldugunu gostermektedir. Tek zincirli DNA’nin
elektoforez jelinde goriilebilmesi igin genellikle radyoaktif bir madde ile isaretleme
gereksinimi, deneyim gerektirmesi ve uygulama zorluklari nedeniyle giinliik kullanima
girememistir (40, 46).

HDF analizinde, ilag direncine neden olan gen bdlgesi, hem hastadan izole

edilen basilden, hem de ilaca duyarli oldugu bilinen bir kontrol susundan PZR ile
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cogaltildiktan sonra bir tiipte karistirilip, once 95°C’ye kadar 1sitilarak DNA
zincirlerinin birbirinden ayrilmasi, daha sonra oda sicaklifina dek sogutularak
zincirlerin yeniden esleserek birlesmesi saglanir. Farkli bakteriden geldigi halde
uygunluk gosteren tek zincirler de bir araya gelerek heterodupleksler olusur. Eslesme
duyarli bir susta tam, direngli suslarda heterodupleksler arasinda mutasyon noktasinda
birlesmenin olmamasi nedeniyle ¢ift sarmal yapi bozulur ve zincirdeki biikiilmeler
elektroforez sirasinda molekiilin mutasyon bulunmayan DNA’dan farkli hizda
ylirimesine neden olur. Cift zincirlerin Etidyum Bromid (Et-Br) ile boyanip UV
transluminatérde hemen gozlenebilir olmasi rutinde kullanilmaya uygun olmasini
saglamistir (46).

Inno-Lipa yontemi, RIF direncini saptamaya yoneliktir. Nitroselilloz membran
tizerinde direngten sorumlu gen bolgesine ait duyarli ve mutant dizileri i¢eren problar
bulunmaktadir. PZR ile ¢ogaltildiktan sonra direngten sorumlu gen bdlgelerine ait DNA
molekiilleri bu problar ile hibridizasyona tabi tutuldugunda, mutant dizilere baglanirsa
direngli olarak yorumlanir (19, 46, 48). GenoType MTBDR, kiiltiir 6rneklerinde INH ve
RIF direncinden sorumlu tutulan katG ve rpoB genlerinin tespitinde kullanilir. Testin
calisma prensibi Inno-Lipa ile aynidir (19, 46, 49).

FRET yonteminde, PZR sirasinda ¢ogaltilmis DNA molekiiliine baglanan biri 3’
digeri 5’ ucu fluoresans ile isaretli ve ¢ok yakin yerlesimli iki DNA probu arasinda
enerji aktarimi ile baglangicta en yiiksek miktarda fluoresans izlenirken, tiiplerin yavas
yavas 1sitilmasi ile fluoresansin azaldigi erime noktalar1 saptanir. Probun baglandigi
bolgede mutasyon varligi, gevsek baglanmaya ve erime nokta 1sisinin diismesine neden
olmaktadir. Bu yontem ila¢ direnglerini belirleyen mutasyonlarin belirlenmesinde,
klinik 6rneklerdeki mikobakterilerin saptanmasinda ve tiir diizeyinde tanimlamalarda

kullanilmaktadir (46).

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi
PZR, 1985 yilinda ilk kez Kary Mullis tarafindan amplifikasyona dayanan

sistem olarak kesfedildi (50). Giiniimiizde ise molekiiler biyolojinin temel uygulama

tekniklerinden birisidir.
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PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir tiip test
sistemidir. Hedef DNA/Ribontikleik asit (RNA)’in selektif olarak ¢ogaltilmasina imkan
verir. In vivo sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu gesitli enzimler
tarafindan diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuclanan bir islemdir. Bir test
tiipii icerisinde gergeklestirilen PZR’de in vivo ¢ogalma Ornek olarak alinmistir.
Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin
kopyalanmasi gerceklestirilir (51).

Amplifikasyon bazli teknikler; birinci reaksiyonda iiretilen biitiin niikleik
asitlerin bir sonraki reaksiyon icin kalip gorevi gordiigii, birbirini izleyen siklus serisi
icinde tekrarladiklar1 i¢in “zincir reaksiyonu” (chain reaction) olarak adlandirilmistir
(50).

PZR dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan DNA parcasini ¢ogaltmak i¢in
kullanilir. Iki tane oligoniikleotid, DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
sentetik tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler farkli dizilere
sahip olup, kalip DNA’nin karsilikli dizilerinde baglanirlar. Kalip DNA ilk once
primerlerin varliginda denatiire edilir. Reaksiyon karigimi daha sonra, kalip dizilere,
primerlerin baglanmasi igin gereken sicakliga diistiriiliir. Baglanmig olan primerler,
uygun sicakliga cikartilarak DNA polimeraz ile uzatilmasi saglanir (52). Kisaca PZR,
temel olarak tekrarlayan 3 asamali bir yol izler (Sekil 2.1.). Bunlar (53):

1. Cift iplikli DNA (dsDNA)’nin 1s1 (90-95°C) ile tek iplikli DNA (ssDNA)’ya
denatiirasyonu

2. Ortamm 40-60°C’ye sogutulmasiyla primerlerin (spesifik sentetik
oligoniikleotidler) ssDNA’ya baglanmasi (anneling)

3. Sicakligin 70-75°C’ye yiikseltilmesiyle ssDNA kaliplarina baglanmis olan
primerlerden dogru 5°-3° yoOniinde zincir uzamasinin (elongasyon)

gerceklesmesi
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dsDNA

1. Yiiksek sicakhk ile
zincir denatiire olur.

! 2. Primerler baglanir.
=
"I [ 3. Primerlerden itibaren
== — sentez baslar.

Sekil 2.1.: PZR asamalari (54).

Zincir uzamasit asamasinda kalip DNA’ya baglannmis primerlerin 3’-OH
gruplaria kalip DNA’daki bazlara uygun olarak deoksi-niikleotid-tri-fosfatlar (AINTP)
baglanarak zincirin uzamasi saglanir. Bu islem 1siya dayanikli bir DNA polimeraz

enzimi olan Taq polimeraz ile katalize edilir (Sekil 2.2.) (53).

Bkl "4 1

!

DNA polymerase
}/ Primer
+ dATP — 3 (**

dTTP

dCTP

dGTP

Sekil 2.2.: Zincir uzamasi (53).

Uzamay1 takiben orijinal DNA segmenti; yeni komplementer DNA’lar (¢cDNA)
ve bunu takiben yeni kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut
spesifik DNA miktari iki katina ¢ikmaktadir (53).

Uygun sartlarda meydana gelen, denatiirasyon, baglanma ve uzama ile meydana

gelen ilk basamak amplifikasyon islemi ile DNA sentezi gergeklesir. Daha sonra bu
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islem bircok kez tekrarlanir (52). Eger bu ii¢ siklus tekrarlatilirsa yani yeni zincirleme
reaksiyon baglatilirsa, her siklusta bir Oncekinin iki katt DNA molekiilii (sadece
primerler arasinda kalan bolge) elde edilir. Bu diizen dahilinde yapilan yaklasik 20-35
siklusun tamamlanmasiyla hedef niikleik asitin miktar1 goriiniir bir sekilde milyon-

trilyon kez (10°-10'%) artmaktadir (Sekil 2.3.) (50).

Sekil 2.3.: PZR dongiileri (55).

Reaksiyon ortamindaki tiim bilesenlerin (tampon, niikleotidler, primerler, DNA
ve enzim) termostabil olmalar1 nedeniyle, her siklus i¢in sadece belirtilen sicaklik
degisikliklerinin yapilmasi yeterlidir. Bu islem programlanabilir bir cihaz (thermal

cycler, 1s1 dongii cihazi) ile otomatik olarak yapilmaktadir (50).
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2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenleri

Standart bir PZR reaksiyonu genellikle 50-100 uL’lik bir hacimde, 50 mM KCI,
10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 1,5 mM MgCl,, 100 pg/mL jelatin, 0,25 uM primer ¢ifti,
200 uM dNTP (herbir dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1-2,5 U Tag polimeraz ve 6rnek
DNA’nin varliginda gerceklestirilir. Reaksiyon termal dongiilerin programlandigi ve
uygulandig: bir 1s1 dongii cihazinda gerceklestirilir. Genel olarak 94°C’de 20 saniyelik
denatiirasyon, 55°C’de 20 saniyelik baglanma ve 72°C’de 30 saniyelik uzamadan
olusan 30 siklusluk bir dongii programi farklt uzunluklardaki bir¢ok hedef dizilerin

amplifikasyonu i¢in kullanilabilir (53).

PZR’nin bilesenleri:

e Enzim

e Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP)
e PZR Tampon Igerigi

e Oligoniikleotidler (Primer)

e Hedef Diziler

e Sicakliklar ve Dongii Parametreleri

e FEnzim

Olduk¢a yaygin kullanilan DNA polimeraz, Thermus aquaticus (T.
aquaticus)’dan izole edilen Taq polimerazdir. T. aquaticus’un avantaji, yiiksek sicakliga
dayanikli olmasidir. Ancak diger termostabil DNA polimerazlar da kullanilmaktadir.
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus ve Thermococcus litoralis’ten elde
edilen DNA polimerazlar gibi alternatif termostabil enzimler de kullanilabilmektedir.
Taq polimerazin aktivitesi kabaca 65-72°C arasinda iki katina ¢iktig1 i¢in ¢alismadaki
1s1 da Onemlidir. Tag polimeraz aktivitesi 10 mM Tris’de 8.2-9.0 pH araliginda
(25°C’de olgiilen) optimaldir ancak daha diisiik veya yiiksek pH araliginda aktivitesi
azalmaktadir (56).
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PZR protokollerinde kullanilan enzimlerin konsantrasyonu onemli derecede
degiskendir. Giinlimiizde en siklikta tercih edilen 7ag polimeraz cogunlukla
reaksiyonlarda 1-2,5 U/100 ul konsantrasyonlarda kullanilir. Enzim konsantrasyonu ¢ok
yiiksek oldugunda non-spesifik baglanma, diisiikk oldugunda ise zayif amplifikasyon

etkisi olur (57).

e Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (dANTPs)

dNTP’lerin optimal konsantrasyonu her reaksiyon i¢in ayri ayri hesaplanmali ve
Magnezyum ™ (Mg ) konsantrasyonu ile uyumlu olarak kullanilmalidir. Genelde dNTP
konsantrasyonu 20 ile 200 mM arasindadir. Yiiksek konsantrasyonlar diisiik reaksiyon
spesifitesi ve yliksek maliyet ile sonuglanirken, diisiik konsantrasyonlar normale gore
daha az iiriin eldesi ile sonuglanir (57).

dNTP’lerin her biri liyofilize veya notralize sulu soliisyonlar olarak elde
edilebilir. -20°C’de her biri birka¢ ay stabildir fakat liyofilize olanlarin kullanmadan
once KOH ile notralize edilmeleri gerekebilir. ANTP’ler son konsantrasyonlar1 100 mM
olacak sekilde hazirlandiklar1 zaman, kiigiik hacimlerde (herbir 20 mM dNTP’den 50
ul) paylastirilabilirler ve birkag ay -20°C’de 100 katli konsantrasyon seklinde
saklanabilirler (56).

e PZR Tampon icerigi (Reaksiyon Buffer)

Cesitli reaksiyon tamponu formiilasyonlar bildirilmistir. Fakat 1988’de Saiki ve
arkadaglarinin tanimladigina benzer bir goriis birligi ortaya ¢ikmaya baslamistir. Buna
gore bir PZR tamponu; final konsantrasyonunda, 10 mM Tris (pH 8,4), 50 mM KCl, 1,5
mM MgClL, %0,01 jelatin, %0,01 NPOs ve %0,01 Tween 20 icerir. Non-iyonik
deterjanlar yerine %0,1’lik Triton X-100 konulabilir. Tuz konsantrasyonu
degistirilebilir (KCI’yi azaltmak veya ortadan kaldirmak icin) ve yiikseltilmis Mg™
konsantrasyonu ile primerlerin daha iyi cahistigi gozlenir. Ayrica dNTP’ler ile Mg™

arasinda dayanikli etkilesimler de gozlenir. Bunun sonucunda dNTP’lerin yiiksek
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konsantrasyonu Mg™**ye baglanir ve meveut Mg™ konsantrasyonunu azaltir. Bu yiizden
eger NTPler yiiksek konsantrasyonda kullaniliyorsa, Mg™ konsantrasyonunu artirmak
gerekebilir (56).

PZR reaksiyon tamponundaki degisiklikler efektif bir amplifikasyonu 6nemli
olgiide  etkilemektedir.  Ozellikle MgCl, konsantrasyonu amplifikasyonun
gerceklesmesinde ve spesifitesinde oldukc¢a onemlidir. Genellikle herbir ANTP nin 200
mM konsantrasyonunda bulundugu bir reaksiyonda, 1,5 mM MgCl, optimal olarak
kullanilabilir. Bununla beraber bazi reaksiyonlarda, farkli Mg™ miktar1 da gerekebilir.
Reaksiyona katilan Mg™, 6nemli bir enzim kofaktorii olup, sentez olaymi katalize
etmenin yaninda, hedef dizine primerlerin baglanmasinda da ayarlayici rolii olan bir
elemandir. Konsantrasyondaki artis baslangicta primer baglantisinin zayif olmasina ve
yanlis eslesmelere neden olabilmektedir. Diger taraftan yine yiiksek Mg™
konsantrasyonu, zayif reaksiyon spesifitesine, diisik Mg konsantrasyonu ise zayif
reaksiyon etkinligine neden olabilmektedir. Reaksiyonda kullanilacak Mg™

konsantrasyonu, niikleotid konsantrasyonu gibi hesaplanmalidir (53).

e Oligoniikleotid Primerler

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir ama daha az
karmagik olan DNA’larin (plazmidler veya daha onceden amplifiye edilen DNA’lar)
amplifikasyonu i¢in daha kisa primerler kullanilabilir (56).

Bir PZR’de basarili bir amplifikasyon i¢in 6nemli degiskenlerden biri olan
primerlerin dogru tasarlanmasidir. Iyi tasarlanmus primerler arka plan ve dzgiil olmayan
tirtinlerin olugsmasini engellemeye yardimci olur (58). Primer dizilerinin G+C igerigi,
amplifiye edilecek bodlgenin G+C igerigine yakin olmalidir. Ozellikle 3’ ucunda
sekonder yapilar tagiyan dizilerden kaginilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer
olusturacak nitelikte olmamalidirlar. 24-30 bazlik uzun primerler 60°C ve iizerindeki
baglanma sicakliginda oldukga iyi ¢alismaktadir (56).

Diisiik konsantrasyonda primer kullanimi1 az miktarda reaksiyon {irlinii elde
edilmesine, yiliksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik spesifiteye neden olur ki bu

durum jelde cok farkli amplikonlarin tespiti ile miimkiindiir. Ancak ytiksek primer
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konsantrasyonlari, primer-dimer artefaktlarinin olusmasina da neden olmaktadir.
Primerlerin genellikle 0,1-0,5 uM arasindaki derisimi en elverisli olamidir (58). Sik
araliklarla tekrarlayan dondurup-¢6zdiirme olmaksizin hazirlanan primerler -20°C’de

amonyumlu sivilarda uygun bir sekilde saklanabilirler (56).

e Hedef Diziler

Bircok farkli kaynak DNA’nin basarili amplifikasyonu i¢in materyal
saglayabilir. Bunun i¢in DNA’nin amplifiye edilecek kisminin bozulmamis olmasi
gereklidir. Bunun anlami da parcalanmig DNA kaynagindan amplifiye edilen kisimlarin
daha kisa olacagidir. Reaksiyon inhibitorlerinin (deterjan, EDTA, fenol kalintisi)

olmadigindan da emin olmak énemlidir (56).

e Sicaklik ve Dongii Parametreleri

PZR reaksiyonu icin gereken 3 sicaklik agamasi ve farkli sayilardaki dongiiler
giiniimiizde bircok iiretici firma tarafindan iiretilen 1s1 dongii (thermal cycler) cihazlari
ile gergeklestirilmektedir (53).

PZR sirasinda ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin, tek zincirli hale gelmesi ig¢in
denatiirasyon isleminin etkili bir sekilde yapilmasi gerekir. Genellikle baslangicta
ornegin 94°C civarinda 5 dakika boyunca isitilmasi basarili bir denatiirasyon igin
yeterlidir. Basarili bir PZR’de primerlerin, hedef diziye baglanabilmesi i¢in molekiiler
etkilesimlerin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu da kritik baglanma sicakligina
baghdir (57).

Denatiirasyondan sonra ortam sicakligt 40-60°C’ye diisiiriildiigli zaman
reaksiyon karigimindaki primerler komplementer olduklar1 kalip DNA dizilerine
baglanirlar (53). Genelde yiiksek baglanma sicakligi, primerlerin hedef diziye daha
spesifik baglanmasinda ve hedef dizinin ¢ogaltilmasinda (amplifikasyon) oldukca
onemlidir. Diisiik sicaklik ise, hedef dizi ile primer dizisi arasinda daha fazla

uygunsuzluga neden olabilir ve hedeflenen dizi disindaki dizilerin non-spesifik olarak
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cogaltilmasina neden olabilir. Pratikte 55°C’de gerceklestirilen baglanma basarili bir
PZR i¢in uygundur. Optimal baglanma sicakligi, genelde MgCl, konsantrasyonu ile
optimize edilir (57).

Baglanmay1 takiben ortam sicakligi 70-75°C’ye ¢ikarildiginda, primerlerin 3’
ucundan itibaren kalip DNA’nin kopyasii teskil edecek sekilde zincir uzamalari
(elongasyon) baglar (53). Uzama zamani hedef dizini derisimine, uzunluguna ve 1stya
baglidir. Kalip DNA zinciri lizerindeki primerlerin uzamasi i¢in kabul edilen en uygun
11 derecesi 72°C’dir. 1 dakikalik uzama zamani genellikle uzunlugu 2 kb’a kadar olan
tirtinler i¢in yeterli olmaktadir (52).

Optimal siklus sayis1 25-30 arasindadir. Nadiren 35 siklus uygulanabilir.
Bununla beraber, 35’den yiiksek (40-45) siklus sayist uygulandiginda genelde
ortamdaki PZR karisimini1 olusturan maddelerin azalmasi ile birbirleriyle olan kritik
dengelerin bozulmasindan kaynaklanan non-spesifik {riinlerin sentezlenmesi s6z

konusu olabilmektedir (53).

2.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Analizi

2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra, elde edilen iirlinlerin bir sekilde
belirlenmesi ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla uygulanan en basit
konvansiyonel yontem agaroz jel elektroforezidir (53). Agaroz, deniz yosunlarindan
elde edilmis lineer bir polimerdir. Ticari olarak elde edilen agaroz tamamen saf degildir.
Polisakkarit, tuz ve proteinler ile kontamine haldedir. Bu kontaminasyonun miktari
DNA’nin jelde gogiinii etkileyebilmektedir. Bu yiizden firmalar agarozun kimyasal
olarak formiile edilmis formunu satmaktadirlar (58).

Elde edilen PZR iiriinlerinin fragment biiyiikliikleri, ¢alismanin en basinda
bellidir. Segilen veya dizayn edilen primerlerin hedefledikleri bolge ya literatiir bilgileri
ile bilinir veya ilgili mikroorganizmanin gen haritasina bakilarak bu biiytikliik

hesaplanir. PZR’da elde edilecek olan fragment biiyiikliiklerininde ayni olmasi gerekir.
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Bunun tespiti, elektriksel bir ortamda molekiil agirligima goére ayrimimin saglandigi
elektroforez metodlariyla gergeklestirilir. DNA negatif elektrik ile yiiklii oldugundan
dolay1 pozitif kutba dogru go¢ eder. Agaroz jeli, porlu bir yapiya sahip oldugundan,
elektriksel ortamda go¢ eden DNA fragmentlerini biiyiikliiklerine goére birbirinden
ayirir. Jel, ya elektroforezden Once veya elektroforezden sonra Et-Br gibi bir DNA
boyasi ile boyanir. Bu boya 312 nm dalga boyundaki UV 15181 ile fluoresan vermektedir
(53).

Bu sebeple, Et-Br ile boyanmis jel UV transiliiminatoriinde goriintiilenir ve
fotografi gekilerek incelenir. istenen biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin tespit edildigi
ornekler “pozitif” kabul edilir. Fragment biiyiikliigii hesaplamalarinda, ticari olarak

temin edilebilen standard DNA molekiil agirligi kullanilmaktadir (53).

2.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “DNA Sequencing” bir DNA 06rneginin tiim niikleotid
dizilerinin belirlenmesi anlamina gelmektedir. DNA ¢ift polimerdir ve G, C ile ve A, T
ile eslesir. DNA’nin bir zinciri, cDNA zincirlerinin olusturulmasini saglar ve bu
komplementer zincir orijinal zincirin tekrar olusturulmasinda kullanilabilir. Bu DNA
replikasyonun ve dolayisiyla molekiiler biyoloji ve genetigin temelini olusturmaktadir.
DNA dizi analizi yontemleri temelde ayn1 prensibe dayalidir. Bu yontemler, her biri bir
oncekinden bir baz daha fazla iceren seriler halindeki tek zincirli DNA molekiilleri
olusturulmasi esasina dayanirlar. Bu molekiiller elektroforezle dizinin okunabilmesini

saglayan merdiven seklinde gozlenirler (Sekil 2.4.) (59).
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— T AAGGTAACCCCCCTAGTCGGAT
—— A AAGGTAACCCCCCTAGTCGGA
—— G AAGGTAACCCCCCTAGTCGG
—— G AAGGTAACCCCCCTAGTCG
> C€ AAGGTAACCCCCCTAGTC
———> T AAGGTAACCCCCCTAGT
——> G AAGGTAACCCCCCTAG
——> A AAGGTAACCCCCCTA

———> T AAGGTAACCCCCCT

———> € AAGGTAACCCCCC

——— C€ AAGGTAACCCCC

——— € AAGGTAACCCC

——— € AAGGTAACCC

—> C AAGGTAACC

———> C AAGGTAAC

——> A AAGGTAA

——— A AAGGTA

Sekil 2.4.: DNA dizi analizi ile DNA niikleotid dizilerinin ortaya ¢ikarilmasi (59).

Dizi analizi yontemlerinden Sanger yontemi, dideoksi zincir sonlanmasi yontemi
olup giiniimiizde en fazla kullanilan yontemdir. Dort farkli reaksiyon icinde farkli
uzunluklarda DNA zincirlerinin sentezi i¢in enzimatik prosediiriin kullanimi, DNA
replikasyonunun durdurulmasinin dort bazdan biri tarafindan gerceklestirilmesi ve daha

sonra olusan fragmentlerin uzunluklarinin belirlenmesi esasina dayanir (59).

2.4.1. Dideoksi Zincir Sonlanmasi Yontemi

Teknik olarak dizi analizinde en fazla kullanilan en popller yontemdir.
Elektroforeze dayanan bir metot olup DNA zincirindeki her bir bazin pozisyonu tek tek
belirlenmektedir. Bu yontemde dort sira halinde, isaretlenen DNA fragmentleri yliksek
¢Oziiniirliikteki poliakrilamid jelde ayrilarak DNA zincirindeki baz dizilerinin okunmasi

saglanmaktadir (51).

Teknik olarak dizi analizi 3 ana basamaktan olusur.
1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction/PCR)
2. Dizileme (sekans) Reaksiyonu

3. Jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme
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2.4.2. Sekans Reaksiyonu

Reaksiyon bilesenleri:
¢ Bir DNA kalib1 (piirifiye edilmis olmasi tercih edilir)
e Taq DNA polimeraz
e Primer
e Deoksiniikleotid
e Dideoksiniikleotid

PZR gibi 3 ana basamakta ve ortalama 30-40 dongiide ger¢eklesir (59).

1. Basamak: denatiirasyon; 94°C’de DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi
saglanir.

2. Basamak: anneling (baglanma); 50°C’de gergeklesir.  Sekans
reaksiyonunda sadece bir primer kullanilir.

3. Basamak: extansion (uzama); 60°C’de uygulanilir. Polimeraz enzimi
normal sartlarda 72°C’de calisir ancak ortama katilan kimyasal olarak
modifiye edilmis (Fluoresan isaretli) ddNTP’ler bu sicaklikla uyum

saglamadiklari i¢cin daha diisiik 1silar tercih nedenidir.

Reaksiyon sirasinda lineer bir artis elde edilir. Bu reaksiyon klasik 1s1 dongii
cihazlarinda gerceklestirilir. Bu yontemde PZR’1n ana prensibi ile DNA polimeraz ile
primerin 3’ ucundan DNA sentezi baslatilmakta ve her bir yeni niikleotid son eklenen
niikleotidin 3’-OH grubuna eklenmektedir. Dideoksi metodu ismini reaksiyonda kritik
bir rol oynayan 3’ karbon atomunda -OH’in eksik oldugu sentetik niikleotidden alir.
Dideoksiniikleotidlerin reaksiyona uygun konsantrasyonlarda eklenmesiyle de olusan
DNA oligoniikleotid zincirlerinin uzamasi, diger niikleotidin baglanmasi i¢in gerekli
olan 3’-OH eksik oldugu i¢in rasgele bir bigimde sonlanmaktadir. Bu sebeple dideoksi
metodu zincir sonlanma metodu olarak da adlandirilmaktadir. Sonlandiric1 6zellikteki
bu bazlar 4 farkli fluoresan boya (veya radyoaktif madde, kemiliiminesans maddeler) ile
isaretlenir ve reaksiyon 4 farkli tiipte, 4 ayri reaksiyon karigimi halinde gerceklestirilir.

Reaksiyonun sonucunda, elimizde deoksiniikleotidlerle uzamis ve dideoksiniikleotidler
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ile sonlanmis ¢esitli uzunlukta diziler iiretilmis olur. Tim dizilerin 5° uglar1 aynidir
ancak 3’ uca 0zgiin baza gore uzunluklar1 degisecektir. Bu dizilerin son bazlar1 otomatik
dizi analizi cihazlarinda okunabilmektedir. Karakteristik fluoresan renkleri ise

poliakrilamid jelde de belirlenebilmektedir (59, 60).

2.4.3. Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi

Glimiis boyama, yaklasik 20 yil 6nce poliakrilamid jelde az miktarda proteinleri
ortaya ¢ikarmak i¢in oldukca duyarl bir yontem olarak ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonra
glimilis boyama, elektroforez ile ayrilan diger degisik biyolojik molekiilerlerle de
calisilarak genisletilmis ve kusursuz bir sekilde uygulanmaya baslamistir. Giiniimiizde
DNA giimiis boyama poliakrilamid jelde DNA fragmentlerinin yiiksek duyarlilikta
saptanmasinda kullanilmaktadir (61).

Giimiis boyamanin genellikle 2 uygulama metodundan biri kullanilir. Ilkinde jeli
boyamak i¢in diamin veya amonyakli giimiis sollisyonlar1 ve gorilintliniin geligsmesi igin
de formaldehitin sulandirilmis asit soliisyonlar1 kullanilir. Digerinde ise, jel boyama i¢in
zayif asidik yapida giimiis nitrat kullanilir ve giimiisii alkali duruma indirgemek ig¢in
formaldehit kullanilir. Bununla birlikte diamin alkalin metodu daha az duyarli fakat
kalin jeller i¢in daha uygun oldugu, buna karsin asidik metodun ise hizli ve ince jellerle
calisildiginda daha iyi sonug verdigi ifade edilmektedir (62).

Goriintli gelismesi sirasinda hemen hemen biitiin boyama prosediirleri giimiisii
metalik glimiise indirger ve hemen sonra boyanan materyalin ¢evresinde tortu seklinde
kalir. Optimal goriintii kontrast1 i¢in poliakrilamid matriksde giimiis indirgeme seviyesi
minimumda tutulmalidir. Buda genellikle giimlis kompleksasyonunun veya jel
matriksindeki glimiis emilim giicliniin minimumda tutulmasi ile gergeklesir. Buda hizli
rediiksiyon isleminin uygun ayarlanmasiyla basarilmaktadir (baslica pH, giimiisiin veya
indirgeme ajaninin konsantrasyonuna ve reaksiyonun oran sabitine baglidir). Ornegin;
glimiis iyonlarinin kompleksasyonu, giimiis konsantrasyonunu ve oran sabitinin her
ikisini azaltir bu da metalik giimiis ile ayrilan bantlarin segici boyanmasina izin verir.

Bu islem termodinamik olarak degil, glimiis rediiksiyon kinetigine bagl olarak meydana

gelir (60, 62).
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Prensip: Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi sistemi bir 1s1 dongiisii sekans
sistemidir. Bu teknikte ytkseltilen 1s1 derecelerinde ilave edilen niikleotidlerle Tag
DNA polimerazin birlesme yetenegi kullanilmaktadir. Sekans reaksiyonu; miktari pmol-
fmol (10'%-10"%) olan DNA, tek bir hedefe spesifik sense-primer, deoksi ve
dideoksiniikleotidlerin optimum oranlarinda karistigt A, C, G ve T niikleotidleri ve
Sequencing Grade Tag DNA polimeraz kullanilarak hazirlanir. Daha sonra reaksiyon;
95°C’de denatiirasyon ve 42-70°C’de yani primerlerin optimize oldugu sicaklikta
anneling/extension agsamalar1 45-60 siklus olacak sekilde 1s1 dongii cihazinda
gergeklestirilir. Reaksiyon iirlinleri standart sekans jelinde yiiriitiiliir ve Urtinler giimiis
boyama teknigi ile goriiniir hale getirilirler (63).

Bu sistemin non-radyoaktif olmasi en 6nemli avantajlarindan biridir. Bu nedenle
bu sistemle yapilan dizi analizi, geleneksel radyoaktif metotlardan daha giivenlidir.
Sonuglar 1 giin icerisinde elde edilebilir. Radyoaktif sekans sisteminde ise filme
aktarmak icin gereken en az 1-2 giinliik siire, radyoizotop maliyetinin ve bu radyoaktif
maddelerin ¢evreye atiliminin olmamasi bu sistemi daha avantajli hale getirmektedir
(63).

Aslinda glimiis boyama, kiiclik miktarda niikleik asitin tespitinde etkili olarak
kullanilmaktaydi. Ancak, kompleks DNA profillerinin analizi gibi daha dikkat
gerektiren uygulamalar glimiis boyama protokoliiniin ¢ok yonlii kullanimini
gerektirmigtir. Kompleks niikleik asit karisimlart ¢ok ince poliakrilamid jellerde
ayrilirlar ve olusan bantlar yiiksek duyarlilikta giivenilir bir sekilde tespit edilmelidirler
(63).

Bu sistemde kullanilan glimiis boyama prosediirii, foto-kimyasal olarak
olusturulan glimiis boyama teknigine dayanir. Gilimiis nitrat emdirilen ajan ve
formaldehit (alkali ortamda) indirgeyici ajan olarak kullanilir. Emdirmede formaldehit
iceren bir soliisyonun i¢inde goreceli olarak diisiik konsantrasyonda glimiis kullanilir.
Gorlintlinlin gelismesi (development) yiiksek konsantrasyonda formaldehit kullanilarak
meydana gelmektedir ve reaksiyon tiyosiilfatin varliginda diisiik sicaklik derecesinde
(8-12°C) gergeklestirilir. Tiyostilfat kimyasal olarak giimiis tuzlarinin kompleksasyonu
ile c¢oziilmektedir. Bu islem, jel yiizeyindeki c¢oOziinmemis gilimiis iyonlarinin

eritilmesiyle gerceklesmektedir ve bdylece nonspesifik boyanmalar azalmaktadir. Yani
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glimiis rediiksiyon kinetigini degistirerek jelde arka plan boyanmasini minimalize
etmektedir (61).

Pratikte glimiis boyama DNA dizi analizi sistemi ile glimiis boyama birkag
basamaktan olusan basit bir tekniktir. Elektroforezden sonra sekans jeli elektroforez
tamponunun, iirenin atilmasi ve kiigiikk uzama iiriinlerinin dagilmasmin engellenmesi
icin asetik asitte fikse edilir. Fiksatifin uzaklastirilmasi ig¢in jel birka¢ kez ultra-pure
distile su ile yikanir. Daha sonra jel glimiis nitrat ve formaldehit karisimi ile boyanir.
Ardindan boyanan jel yikanir ve daha sonra formaldehit ve sodyumtiyosiilfat iceren
alkalin sodyum bikarbonat tampon ¢ozeltisi ile jelin banyo (developed) islemi yapilir.
Bu kosullar altinda giimiis iyonlar1 formaldehit ile birlikte metalik giimiise indirgenir.
Eklenen sodyumtiyosiilfat ise metalik glimiisiin serbest glimiis iyonlarina
indirgenmesini Onleyerek jelde arka plan boyanmasi (background staining-jelin
kararmasi) engeller. Uygun banyo siiresinden sonra jel yikanir ve daha sonra

kurutularak degerlendirme yapilir (63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda 2003-2007 tarihleri
arasinda TB siipheli hastalardan alinan klinik 6rneklerden tanimlanan 304 izolattan
SM’e direngli 10 izolat ve SM’e duyarli 10 izolat olmak {izere toplam 20 izolat
calismaya dahil edilmistir.

Klinik 6rnekler; steril (BOS, diger viicut sivilari, kan, kemik iligi, subrapubik
aspirasyon ve biyopsi Ornekleri) ve steril olmayan (balgam, idrar, apse, laringeal
stiriintii, bronkoalveoler lavaj sivisi, aclik mide suyu, gaita, cilt ve yumusak doku)
ornekler olarak gruplandirilmig, steril olmayan Orneklere homojenizasyon-
dekontaminasyon islemi uygulanmistir (64, 65). Steril 6rnekler santrifiijlendikten sonra,
santrifiij tlipliniin dip kismindan; steril olmayan Ornekler homojenizasyon-
dekontaminasyon isleminden sonra L-J kat1 ve BACTEC 12B s1vi1 besiyerlerine ekilmis
ve iiremeleri igin 37°C’de inkiibatorde 6 haftaya kadar bekletilmistir. Uremesi gézlenen
izolatlarin saflik kontrolii Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama metodu ile yapilmigtir
(66, 67). Boya sonuglar1 saf olan izolatlarin MTC ve TB disi mikobakterler
(Mycobacteria other than tuberculosis-MOTT) ayrimi BACTEC 460 TB p-nitro-a-
asetilamino-B-hidroksi-propiofen (NAP) testi (68) ve klasik biyokimyasal testler (niasin,
katalaz, nitrat rediiktaz) ile yapilmistir (69). MTC oldugu tespit edilen izolatlarin primer
antitiiberkiiloz ila¢ duyarhiliklart BACTEC 460 TB radyometrik yontemi ile
saptanmistir (68). Bu yontemde kullanilan primer antitiiberkiiloz ila¢ konsantrasyonlari,
SM 2,0 pg/ml, INH 0,1 pg/ml, RIF 2,0 ng/ml ve EMB i¢in 2,5 pg/ml olmustur.
BACTEC 460 TB ile ilag duyarlilik profili belirlenen izolatlarin L-J kiiltiirleri +4°C’de
saklanmig ve her ti¢ ayda bir tekrar pasajlanarak izolatlarin devamliligi saglanmistir.

Bu caligmaya, BACTEC 460 TB ile SM direnci tespit edilen 10 izolat ile SM’e
duyarli oldugu belirlenen 10 izolat dahil edildi. Bu suslarin identifikasyonu p-
nitrobenzoik asit (PNB) (500 mg/l) (70, 71) besiyeri ile tekrar yapildi ve ilag
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duyarliliklar1 farkli konsantrasyonlardaki (SM 2 pg/ml ve 10 pg/ml) agar proporsiyon

yontemi ile yeniden test edildi.

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

e Giivenlik Kabini (Heraecus-HERA safe)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)

e Sogutmal1 Mikrosantrifiij (Hettich- Universal 32 R)

e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e FEtiiv (Memmert)

e Otoklav (Niive- OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buzdolab1 (Indesit)

e Vortex (NM- 110)

e Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihaz1 (Niive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10-P100-F1000)

e Seckans dikey jel tanki (Life Technologies, Gibco BRL Sequencing
System, Model S2, Gaithersbug, MD 20884-9980 USA)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)
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Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-
302430300, cat nr 30354)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L-4509 USA)

Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

Borik asit (Merck K29935665 204)

Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

Stikroz (Merck 1.07651)

Etanol absolut (Riedel- deHadn/ 32221 Germany)

Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA)

Kloroform (Merck K28735331 107)

Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

Taq DNA Polimeraz (Promega M1665)

10X PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

5 mM MgCl2 (Promega A351H)

10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100)
Proteinaz K (Sigma P 2308)

100 baz ¢iftlik (b¢) Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega G6951)
Lowenstein-Jensen besiyeri (Merck 01256-03 Germany)
Middlebrook 7HI10 Agar (Difco 262710 Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA)

Bazik fuksin (Sigma C-4165 USA)

%95’lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

Fenol kristalleri (Sigma P-1039 USA)

Metilen mavisi (Sigma 6900 USA)

Hidroklorik asit (Sigma 920-01 USA)

NaNO; (Sigma S8170 USA)

KH,PO4 (P-2222 USA)

Na,HPO4 (Sigma S0876 USA)

Sulfanilamid (Sigma S9251 USA)

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride (Sigma N9125 USA)
H,0, (Sigma H6520 USA)
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Tween-80 (Sigma P043 USA)
Anilin (Sigma A9880 USA)
Siyanojen bromid (Sigma C9142 USA)
Gliserol (Sigma G516 USA)
Iyot (Merck 34806 USA)
Oleik asit, albiimin, dekstroz, katalaz (OADC) (BBL 212240 Becton
Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)
p-nitrobenzoik asit (PNB) (Merck, S4678746 Germany)
Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)
Sigma Cote® (Sigma Cat.#SL-2)
Akrilamid-Bis (Merck L54056638 Germany)
Amonyun persiilfat (APS) (Sigma A3678-100G)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine =~ (TEMED) (Fluka 87689
Switzerland)
Ure (Merck K35483387 Germany)
Glasiyal Asetik Asit (Riedel- deHaén/27225 Germany)
AgNO;3; (Merck K22699210 616 Germany)
Na,CO; (Merck A766492 632 Germany)
Formaldehit (Riedel- deHaén/15512 Germany)
Sekans camlar1 (Watman Biometra® glass plates)
Promega Silver Sequence DNA Sequencing System (Q4130)
0 Dizi analizi reaktifleri (Q4131)

= Sequencing Grade Tag DNA polymerase

= DNA Sequencing 5X Buffer

» 4 niikleotidin SILVER SEQUENCE d/ddNTP Mixes (Deaza)

= DNA Sequencing Stop Solution

0 Boyama soliisyonlar1 (Q4132)
= Glimiis Nitrat (Silver Nitrate Q4133)
= Q4134
¢ Band Silane Soliisyonu

e  9%37’1lik Formaldehit
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e Sodyum tiyostilfat 10mg/ml

e Sodyum karbonat

e Distile Su
e DNase, RNase Free Su

e Primerler

(0}

(0}

o O O o

SM1: CCAACCATCCAGCAGCTGGT
SM2: ATCCAGCGAACCGCGGATGA
SM3: GATGACGGCCTTCGGGTTGT
SM4: TCTAGTCTGCCCGTATCGCC
SM5: GTAGTCCACGCCGTAAACGG
SM6: AGGCCACAAGGGAACGCCTA

3.2.3. Kullanilan Boyalar ve Cozeltiler

3.2.3.1. Kullanilan Boyalar

¢ Karbolfuksin Hazirlanmasi

0,3 gr bazik fuksin tartilarak 10 ml %95’lik etil alkolde ¢oziildi. 5 gr fenol

kristalleri tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii. Hazirlanan bu soliisyonlar 1/1 oraninda

karistirildi.

e Metilen Mavisi Hazirlanmasi

0,3 gr metilen mavisi tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildi.
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e  9%3’lik Asit Alkol Hazirlanmasi

3 ml hidroklorik asit 97 ml %95’lik etil alkolde ¢oziildii.

3.2.3.2. Kullamilan Cozeltiler

e Nitrat Testi Kimyasallarinin Hazirlanis:

» Nitrat Cozeltisi Hazirlamsi
M/45 fosfat tamponu eriyigi (0,02 M, pH 7,0) i¢indeki nitrat test subtrat1 su
sekilde hazirland1. 0,8 gr NaNOs; 1,17 gr KH,PO4 ve 1,93 gr Na,HPO4 tartilarak 1 litre
steril distile suda ¢oziildii.

> %0,2’lik Sulfanilamid Hazirlamsi

0,1 gr sulfanilamid tartilarak 50 ml steril distile suda ¢oziildi.

> %0,1’lik N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride Hazirlanis

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride 0,1 gr tartilarak 100 ml steril

distile suda ¢oziildii.
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e Katalaz Testi Kimyasallarinin Hazirlanisi

> %30’luk Hidrojen Peroksit Hazirlanisi

30 ml H,O, ¢ozeltisi, son hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

> %10’luk Tween-80 Hazirlanis

10 ml Tween-80, son hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

e Niasin Testi Kimyasallarimn Hazirlamsi

> %4’liik Anilin Hazirlanisi

4 ml anilin, son hacim 100 ml olacak sekilde %95’lik etil alkol ile tamamlandi.

> %10’luk Siyanojen Bromid Hazirlanisi

10 gr siyanojen bromid tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii.
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3.2.4. Kullanilan Besiyerleri

e L-J Besiyerinin Hazirlanmasi

37,5 gr toz L-J besiyeri tartilarak cam balona aktarildi. Uzerine 600 ml distile su
ve 12 ml gliserol eklendi. 121°C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta otoklavlandi.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri benmaride 50°C’ye kadar sogutuldu. Yumurtalarin ug tarafi
once %?2’lik iyotla daha sonra alkol (%70’lik etil alkol) ile silindi. Steril pens ile
yumurtalar ug tarafindan kirilarak, dncelikle igerisinde steril cam bocuk bulunan steril
cam balona aktarildi. Cam balon siirekli karistirilarak yumurtalarin tamamen
homojenize olmasi saglandi. Daha sonra agiz kism iki kat steril gazli bez ile kaplanan
steril cam meziire son hacim 1000 ml olacak sekilde aktarildi. Homojenize edilen
yumurta, hazirlanmis olan besiyeri {lizerine ilave edilerek iyice karigtirildi. Hazirlanan
besiyerinden steril tiiplere 5’er ml dagitildi. Tipler koagiilatorde, 80°C’de egik bir
sekilde, 45 dakika koagiile edildi. Besiyerlerinin sterilite kontrolii i¢in ekim yapilmamis
bir adet L-J besiyeri 37°C’de inkiibatorde 2-3 giin bekletildi. Yine hazirlanan bu
besiyerinin kalite kontrolii standart suslarla [M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M.
Sfortuitum (ATCC 6841), M. kansasii (ATCC12478)] yapildu.

e Middlebrook 7H10 Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Middlebrook 7H10 Agar toz haldeki besiyerinin 19
gr’1 bir cam balona aktarilarak, iizerine 5 ml gliserol ve 900 ml distile su eklendi.
Otoklavda 121°C de 15 dakika 1 atmosfer basingta tutularak steril edildi. Otoklavdan
cikarilan besiyeri benmaride 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 100 ml
OADC suplement eklendi. Ilagsiz besiyeri steril vida kapakl tiiplere 5’er ml olacak
sekilde dagitildi ve egik bir sekilde katilasmasi igin beklendi. Ayni sekilde ilagh
besiyeri hazirlanirken otoklavdan ¢ikan ve OADC eklenmis olan besiyerine son
konsantrasyonu SM 2 pg/ml ve 10 pg/ml olacak sekilde toz haldeki antitiiberkiiloz

ilaclar eklendi ve daha sonra steril vida kapakli tiiplere 5’er ml olacak sekilde
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dagitilarak yine egik bir sekilde katilasmast beklendi. Hazirlanan besiyerleri

kullanilincaya kadar +4°C’de muhataza edildi (72).

e PNB’li L-J Besiyerinin Hazirlanmasi

Bu besiyerinin hazirlanmasinda, L-J besiyerinin hazirlanmasi1 bdéliimiindeki
islemler aynen yapildi. 800 mg PNB tartilarak, homojenize edilmis yumurta ile
hazirlanmis olan besiyeri lizerine ilave edilerek iyice kanistirildi. Hazirlanan
besiyerinden steril tiiplere 5’er ml dagitildi. Tipler koagiilatorde, 80°C’de egik bir
sekilde, 45 dakika koagiile edildi. Besiyerlerinin sterilite kontrolii i¢in ekim yapilmamis
bir adet L-J besiyeri 37°C’de inkiibatorde 2-3 giin bekletildi. Yine hazirlanan bu
besiyerinin kalite kontrolii standart suslarla [M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M.
Sfortuitum (ATCC 6841), M. kansasii (ATCC 12478)] yapildi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Agar Proporsiyon Yéntemi I¢in inokiilumun Hazirlanmas

Calismaya alinan 20 susun +4°C’de saklanan L-J kiiltiirlerinden yapilan
pasajlardan 3-4 hafta icerisinde iiremesi tespit edilenler, dncelikle EZN yontemiyle
boyanarak saflik kontroliinden gecirildi. L-J besiyerinde saf olarak iiremis olan
koloniler, 6ze ile alind1 ve igerisinde 5 ml steril %0,85’lik serum fizyolojik (SF) ve cam
boncuk bulunan 10 ml’lik steril tiipiin i¢erisinde siispanse edildi. Daha sonra tiipiin agzi
kapatilip 1 dakika boyunca vorteks ile iyice ¢alkalandi. Bu islemden sonra vortekslenen
tiip hareket ettirilmeden 30 dakika bekletilerek biiyiik partikiillerin ve besiyeri
kalintilarinin dip kisma ¢dkmesi saglandi. Bekleme siiresinin sonunda hazirlanan
stispansiyonun iist kismindan steril pipet ile 1 ml yeni bir temiz tiipe alinarak SF ile
McFarland 1.0 bulaniklik degerinde siispansiyon elde edildi. Bu siispansiyondan 107 ve

10 diliisyonlar hazirlandi. Duyarlilik testi i¢in ekim, aym hasta susunun 107 ve 10™
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sulandirimi i¢in ilagh ve ilagsiz besiyerine 100 pl olacak sekilde insiilin enjektori ile
inokiile edildi. Kontaminasyon kontrolii i¢in ¢alistlan her sus ayn1 zamanda
cikolata/kanli agar besiyerine de ekildi. Tiiplerin igerisindeki inokiilumun besiyeri
yiizeyine tamamen yayilmasi saglanarak, 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
1. ve 2. giiniinde ¢ikolata/kanl agar ve ekim yapilan tiipler kontaminasyon yoniinden
incelendi. Kontaminasyon saptanmasi durumunda c¢alisma tekrar edildi.
Degerlendirmede, ilagh ve ilagsiz besiyerlerinde iiremeler 2. haftadan sonra kontrol
edildi ve 3. hafta sonunda iireme olan tiiplerdeki koloniler sayildi. Koloniler EZN
yontemiyle boyanarak aside direngli basil (ARB) varlig1 dogrulandi. Ilagsiz besiyerinde
tireyen M. tuberculosis kolonileri sayildiktan sonra koloni sayisinin %1°1 hesaplandi.
Ilagli besiyerinde iireyen koloni sayisi, hesaplanan %1’lik sayidan fazla ise bu sus
calisilan ila¢ konsantrasyonuna direncli, az ise duyarli olarak degerlendirildi (73). Bu

calismanin biitiin asamalar1 Sinif II biyogiivenlik kabininde ger¢eklestirildi.

3.3.2. PNB’li Besiyerine Ekim ve Uremenin Degerlendirilmesi

Calismaya alinan 20 susun +4°C’de saklanan L-J kiiltiirlerinden yapilan
pasajlardan 3-4 hafta icerisinde iiremesi tespit edilenler, oncelikle EZN yontemiyle
boyanarak saflik kontroliinden gegirildi. L-J besiyerinde saf olarak tiiremis olan
koloniler, 6ze ile alindi ve bir adet PNB’li L-J besiyerine ve iki adet ilagsiz L-J
besiyerine ekildi. PNB’li ve ilagsiz L-J besiyerlerinden bir tanesi 37°C’de, diger ilagsiz
L-J besiyeri 25°C’de inkiibe edildi ve 3., 7., 14. ve 21. giinlerde iireme olup olmadig1
incelendi. 37°C’de inkiibe edilen ilagsiz L-J besiyerinde iireme tespit edildiginde tiipiin
kapag1 biraz gevsetilerek tiipe oksijen girigine izin verildi ve direkt giines 1s181na maruz
birakilmayacak sekilde giin 1s18inda 1 saat bekletildi. Daha sonra inkiibatorde tekrar
inkiibe edildi ve ertesi giin pigment olusumu gozlendi. 37°C’de 3 giin igerisinde
iiremeyen suslar; 25-45°C’de ilagsiz veya PNB’li besiyerinde {iremeyen suslar;
karanlikta veya 1sikli ortamda saridan turuncuya degisen renklerde pigment

olusturmayan suglar MTC olarak kabul edildi (74).

51



3.3.3. Biyokimyasal Testler

Calismaya alinan 20 susun +4°C’de saklanan L-J kiiltiirlerinden yapilan
pasajlardan 3-4 hafta icerisinde iiremesi tespit edilenler, dncelikle EZN yontemiyle
boyanarak saflik kontroliinden geg¢irildi. Biyokimyasal identifikasyon icin saf olan

kiiltlirlere niasin, nitrat ve katalaz testleri yapildi.

e Nitrat Testi

Nitrat testi i¢in, L-J besiyerlerinde 3-4 hafta igerisinde iiremesi tespit edilip,
EZN yontemiyle boya sonucu saf olan taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu koloni alinarak,
2 ml nitrat ¢ozeltisi icerisine siispanse edildi ve 37°C’lik inkiibatoérde 2 saat bekletildi.
Bu siire sonunda siispansiyona 1 damla hidroklorik asit, 2 damla %0,2’lik siilfanilamid
¢ozeltisi ve 2 damla %0,12’1lik N-naftil etilen diamin dihidroklorid ¢ozeltisi ilave edildi.
Tipler calkalanarak renk olusumuna gore degerlendirildi. Pembe renk olusumu nitrat
rediiksiyonunun oldugunu gostermektedir. MTC izolatlarinda nitrat rediiksiyon

reaksiyonu geligsmesi beklenmektedir (69).

e Katalaz Testi

Katalaz testi, 1s1ya stabil katalaz testi ve semikantitatif katalaz testi olmak {izere
iki sekilde yapilmakadir. Bu c¢alismada semikantitatif katalaz testi yapildi. L-J
besiyerlerinde 3-4 hafta igerisinde {iremesi tespit edilip, EZN yontemiyle boya sonucu
saf olan taze kiiltiir tiiptine 1 ml %30’luk H,0,-%10’luk Tween 80 karisimi eklendi.
Tiip oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Siire sonunda olusan hava kabarciklarinin
yiiksekligi 6l¢iildii. Yiiksek katalaz reaksiyonunda hava kabarciklarinin yiiksekligi 45
mm’den daha yiiksek, diisiik katalaz reaksiyonunda 45 mm’den daha diisiiktiir. MTC

izolatlarinda diisiik katalaz aktivitesi gozlenmektedir (69).
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e Niasin Testi

Niasin testi i¢in, L-J besiyerlerinde 3-4 hafta igerisinde iiremesi tespit edilip,
EZN yontemiyle boya sonucu saf olan taze kiiltiir tiipiine 1,5 ml steril distile su veya
steril SF konuldu. Steril bir 6ze ile besiyeri ylizeyindeki koloniler, besiyerine fazla zarar
vermeden, kazinarak sivi igerisine gegmeleri saglandi. Tiipler egik bir sekilde 30 dakika
bekletilerek sivinin besiyeri yiizeyini 6rtmesi saglandi. Siire sonunda tiipteki sividan 1
ml bos tlipe aktarildi. Tipiin lizerine %4’lik anilin ve %10’luk siyanojen bromid’den
0,5’er ml ilave edildi. 10 dakika i¢erisinde renk degisimine gore testin degerlendirilmesi
yapildi. Sar1 renk olusumu besiyerinde biriken niasini gostermektedir ve MTC
izolatlarinda niasin test sonucunun pozitif olmasi beklenmektedir (69).

Bu biyokimyasal testlerde kontrol olarak M. fortuitum ve M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) standart suslar1 kullanild.

3.3.4. Molekiiler Analiz

3.3.4.1. M. tuberculosis DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Hizli DNA ekstraksiyon protokolii L-J besiyerinde iireyen M. tuberculosis
kolonilerine uygulandi. Bu yontemde, 1,5 ml’lik steril ependorf tiipiine 1 ml steril distile
su konuldu. Bir 6ze dolusu koloni su igerisinde siispanse edildi ve 80°C’de 20 dakika
tutularak bakterilerin parcalanmasi saglandi (75). Daha sonra ependorf tiipii 12.000 x
gravity (g)’de 10 dakika santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Pellet {izerine 200 pl
kloroform ve 200 ul steril distile su ilave edildi. Karisim 12.000 x g’de 10 dakika tekrar
santrifiij edildi ve siipernatant PZR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak iizere yeni

bir steril ependorfa aktarilarak PZR’de kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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3.3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

M. tuberculosis’in SM direncinden sorumlu 6dnemli gen bolgeleri primer spesifik
PZR teknigi ile cogaltildi. Direncin arastirilacagi hedef bolgeler ve bu bdlgeler ile ilgili
primer dizileri Tracevska ve arkadaslarinin (10) ¢aligmalarindan segilmistir. SM direnci
ile iligkili ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen bolgesi SM1-SM2 primer ciftleri
ile, 16S rRNA’y1 kodlayan rrs geninin 530. ilmegi (rrs-1) SM3-SM4 primer ¢iftleri ile
ve rrs gen bolgesinin 912. bolgesi (rrs-2) SMS5-SM6 primerleri ile ¢ogaltilmistir
(Cizelge 3.1.).

PZR karigima steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Her bir gen bolgesi i¢in standart
PZR reaksiyonu son hacmi 50 ul olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu
[(NH4)2SO4] (Promega), MgCl, (Promega), dNTP (Promega), primerler (SM1-SM2,
SM3-SM4 ve SM5-SM6), Taq DNA polimeraz (Promega) ve ekstrakte edilen M.
tuberculosis DNA’s1 konularak hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karigimi Cizelge

3.2.de belirtilmistir.

Cizelge 3.1.: SM direncinden sorumlu rpsL ve rrs gen bolgelerine spesifik primer dizileri (10).

Gen bolgesi  Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5°-37) Uzunluk (bg)

SM1 CCAACCATCCAGCAGCTGGT

rpsL 306
SM2 ATCCAGCGAACCGCGGATGA
SM3 GATGACGGCCTTCGGGTTGT 238
SM4 TCTAGTCTGCCCGTATCGCC

rrs

SMS5 GTAGTCCACGCCGTAAACGG 240
SM6 AGGCCACAAGGGAACGCCTA
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Cizelge 3.2.: rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen bolgelerinin PZR reaksiyon karisimi

PZR malzemeleri rpsL( 3ggl61 Es)lgesi rrs (gze3r18bbé')glsgesi rrs (%T()béj;;geﬁ
Distile su 36,75 ul 36,75 ul 36,75 ul
MgCl, (25 mM) 3ul 3ul 3ul
10X PZR tamponu 5pul S5ul 5pul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1l 1 ul
Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul (SM1) 0,5 ul (SM3) 0,5 ul (SM5)
Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul (SM2) 0,5 ul (SM4) 0,5 ul (SM6)
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0,25 pl 0,25 pul 0,25 pl
Toplam PZR karigimi hacmi 47 ul 47 ul 47 ul
M. tuberculosis DNA’s1 3ul 3ul 3ul
Toplam hacim 50 pl 50 pl 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait ve
tizerinde numaralart yazili steril 0,2 pl’lik PZR tiiplerine 47 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 3’er ul DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi.

rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen boélgeleri icin 1s1 dongili cihazinda PZR kosullar1 Cizelge

3.3.’teki gibi uygulanmustir.

Cizelge 3.3.: SM direncinden sorumlu rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen bolgelerinin amplifikasyonunda kullanilan

PZR kosullar1
Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 30 saniye 42
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 45 saniye
Bekleme 4 0 )

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, 6rneklere elektroforez

uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirilmstir.
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3.3.4.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR ile SM direncinden sorumlu gen boélgeleri amplifikasyonla ¢ogaltildiktan
sonra %1,5’luk agaroz jele yiiklenerek iiriinlerin elektroforezi yapildi. Bant olusumu
gozlenen Orneklerin bir sefer daha amplifikasyonu yapildi. Hazirlanan jelde yiiriitiilen
DNA’larin uzunluklari, biiyiikliikleri belli DNA fragmentlerini igeren molekiiler agirlik
standardi ile kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) [TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan
bu tampon kullanilmadan once 1X olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Bu
reaksiyonlarin her bir seti i¢in pozitif [M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)] ve
negatif (M. tuberculosis DNA’s1 hari¢ PZR karisimi) kontroller kullanildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0,45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu igerisinde mikrodalga
firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitild1. Biraz soguduktan sonra Et-Br’den 3
ul eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildil.
Katilagana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez
tankina yerlestirilerek PZR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Daha onceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki 6rneklerden 5’er ul
aliarak parafilm tlizerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yilikleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra da elektroforez
tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirastyla yiiklendi. Tankin kapag1 kapatildiktan
sonra gii¢c kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢cin 30 mA akim verilerek elektrik
akimi gegmesi saglanarak Ornekler 30-40 dakika boyunca yiriitildi. Yikleme
tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gogii takip ederek jelin 2/3’liik kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k

veren UV-transliiminatdriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlart yapildi.
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3.3.4.4. rpsL, rrs-1 ve rrs-2 Gen Bolgelerinin Tespiti

Agaroz jel elektroforez isleminden sonra rpsL gen bdlgesine spesifik
primerlerinin kullanildig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde 306 bg¢ hizasinda
gbzlenen bantlar hedef rpsL gen bolgesi olarak degerlendirilmistir. rrs-1 ve rrs-2 gen
bolgelerine spesifik primerlerin kullanildig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde rrs-1
icin 238 bg hizasinda, rrs-2 icin ise 240 bg hizasinda gozlenen bantlar ile rrs-1 ve rrs-2

hedef gen bolgeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.1.).

3.3.4.5. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

SM’e direngten sorumlu gen bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmis trlinlerinin dizi
reaksiyonundan once saflagtirma islemi uygun goriilmektedir. Bu amagla Amonyum-
asetat’in kullanildigi manuel saflagtirma yontemi kullanildi. Bu yontemde; 100 pl PZR
iiriind, esit hacimde (100 pl) 4 M amonyum asetat ile karistirildi. Sonra bu hacime esit
miktarda (200 pl) 2-propanol (iso-propilalkol) ilave edildi. Karigtirilarak oda 1sisinda 10
dakika bekletildi. Siire sonunda 12.000 x g’de 15 dakika santriflij edildi. Siipernatant
uzaklastirilip 500 pl %70’lik etil alkol ilave edildi. 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklagtirildi ve DNA kurutuldu. 10 pl niikleaz-free distile su, Tris-
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) [TE] tamponu veya 1X sekans tamponu ile
siispanse edildi. Daha sonra iirlinler %1,5’luk agaroz jele yiiklenerek elektroforezi
yapildi. Olusan bantlarin yogunluguna gore saflagtirllan DNA, sekans reaksiyonunda
kullanilmak iizere niikleaz-free distile su ile sulandirildi. Sekil 4.2.’de saflastirilmis
rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen bolgesi PZR {iriinlerinin saflastirmadan sonraki, Et-Br ile

boyanmis %1,5’luk agaroz jel elektroforezinin UV 1s1k altindaki goriintiisii verilmistir.

3.3.5. Sekans Reaksiyonu

Sekans reaksiyonu iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi (63). Her bir

sekans reaksiyonu i¢in 4 adet 0,2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii sirasiyla Adenin (A),
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Sitozin (C), Guanin (G) ve Timin (T) olarak isaretlenerek 2 ul dideoksiniikleotid
(d/ddNTP) karistmi konuldu. Yaklasik 20 pl (1 damla) mineral yag, tiiplerin iizerine
ilave edildi Tiplerin kapaklar1 kapatilarak +4°C’de sekans reaksiyon karigimi
hazirlanincaya kadar bekletildi.

Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar denatiirasyon amact ile 80°C’de 2 dakika
tutulduktan sonra buz iizerinde bekletildi. Cizelge 3.4.’te dizi analizi yapilacak olan her

bir sus i¢in gereken sekans reaksiyonunun hazirlanisi verilmistir.

Cizelge 3.4.: Sekans reaksiyon karigimi (63)

Kullamlan Reaktif Miktar
Hedef DNA 3ul
DNA Sequencing 5X Buffer 5ul
Primer (2 pmol/pl) 3ul
Niikleaz-free distile su 4,5 ul

Sequencing Grade Taq DNA polymerase (5 U/pl) 1 ul

Daha sonra hazirlanan sekans reaksiyonu karisimindan 4’er pl, +4°C’de
bekleyen A, C, G, T d/ddNTP iizerine ilave edildi. Mikrosantrifiijde dikkatlice santrifiij
edildi. Dongii reaksiyonu baglatilarak reaksiyon i¢in hazirlanan mikrosantrifiij tiipleri 1s1
dongii cihazina, sicaklik 95°C’ye ulastigi zaman yerlestirildi. Dizi analizinde kullanilan

reaksiyon programi Cizelge 3.5.’te verilmistir.
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Cizelge 3.5.: SM direncinden sorumlu gen bolgelerinin dizi analizinde kullanilan reaksiyon kosullar1

Primer 24 bazdan az ve GC igerigi %50’den az ise

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 2 dakika 1
95 (Denatiirasyon) 30 saniye
42 (Anneling) 30 saniye 45-60
70 (Extension) 1 dakika
4 0 0

Primer 24 bazdan fazla ve GC igerigi %50’den fazla ise

95 2 dakika 1
95 (Denatiirasyon) 30 saniye
70 (Anneling/Extension) 30 saniye 60
4 0 0

Is1t dongii cihazindaki program tamamlandiktan sonra reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in ornekler cihaz iizerinde iken mikrosantrifiij tliplerinin kapaklar
acilarak 3’er pul DNA sekans durdurma soliisyonu her bir 6rnegin iizerine eklendi.

Ornekler daha sonra +4°C’de elektroforez yapilincaya kadar sakland.

3.3.5.1. Dizi Analizinde Kullanilacak Olan Sekans Camlarin Hazirlanmasi

Sekans reaksiyonunda kullanilan camlarin biri digerinden daha kisadir. Camlar
sicak su ve %1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS) ile yikandi. Camlar durulanirken ise
deterjan kalintilarin1 ¢ikarmak icin deiyonize su (ultra-pure veya bidistile su) kullanildi.

Camlar toz birakmayan kagit havlular kullanilarak kurulandi ve temiz kurutma kagitlar

tizerinde alind1 (63).

¢ Kisa Camin Hazirlanmasi

Jel hazirlanirken ayn1 zamanda temizlenmis olan kisa cam baglayici soliisyon ile

muamele edildi. 1 ml %95°lik etil alkol, 5 pl %0,5’lik asetik asit ve 3 pl Bind Silane

59



(Promega) temiz bir ependorf tiipiine konularak baglayic1 soliisyon taze olarak
hazirlandi. Hazirlanan soliisyon, toz birakmayan kagit havluya emdirilerek kisa camin
biitlin yiizeyi soliisyon ile kaplandi. 4-5 dakika sonra yaklasik 2 ml %95’lik etil alkol,
toz birakmayan kagit havlu ile yatay ve dikey yonde, cama fazla bastirmadan uygulandi.
Bu islem eger ¢ok fazla bastirilarak uygulanirsa baglayici soliisyon yerinden kalkmakta
ve jeli 1yl tutamamaktadir. Bu yikama islemi baglayici soliisyonun fazlasini1 almak igin 2
kez tekrarlandi. Bu islemler sirasinda uzun camin baglayici soliisyon ile bulagsmasinin

onlenmesi 6nemlidir. Aksi takdirde jel iki cama da yapismaktadir (63).

e Uzun Camin Hazirlanmasi

Uzun cam Sigma Cote soliisyonu ile muamele edildi. Eger su cam ylizeyinde
damla halinde kaliyorsa her seferinde cami bu soliisyon ile muamele etmeye gerek
yoktur. Baglama soliisyunu ile uzun camin ¢apraz kontaminasyonunu engellemek igin
oncelikle eldivenler degistirildi. Eger ki uzun cam Bind Silane ile kontamine olursa
%10’luk NaOH’de 30-60 dakika tutulmasi gerekmektedir. Sigma Cote soliisyonu toz
birakmayan kagit havlu yardimi ile cama siirtildii. 5-10 dakika sonra toz birakmayan
kagit havluyla fazlast silindi. Asir1 Sigma Cote soliisyonu boyamay1 inhibe edebilir

(63).

3.3.5.2. Jel Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Cam Kasete Dokiilmesi

Jel 7 M tiire igeren, %4-6’lik poliakrilamid jel (19:1 akrilamid-bisakrilamid) TBE
tamponu ile hazirlandi. 34,5 gr iire tartilarak cam behere aktarildi. Uzerine 50 ml
bidistile su ilave edilerek 1siticida kaynayincaya kadar yavas yavas karistirildi. Ure
kristallerinin tamamen eridigi goézlendiginde beher 1siticidan alinarak bir meziire
aktarildi. Uzerine 12,5 ml akrilamid soliisyonu (19:1), 7,5 ml 10XTBE tamponu ve 250
ul %10’luk amonyun persiilfat (APS) ilave edildi. Son hacim 80 ml’ye bidistile su ile
tamamlanarak jel temiz bir behere aktarildi. Beherin agzi aliiminyum folyo ile

kapatilarak jelin ig¢erisine toz ve yabanci partikiillerin girmesi engellendi (63).
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Jel hazirlandiktan sonra jelin dokiilecegi camlarin hazirlanmasina gecildi. Kisa
cam Bind Silane ile, uzun cam ise Sigma Cote ile muamele edildi. Kisa camin muamele
edilen yiizeyinin iki kenarina 0,4 mm kalinligindaki bosluk plastikleri konularak uzun
camin muamele edilen ylizeyi bosluk plastiklerinin lizerine gelecek sekilde yerlestirildi.
Her iki cam dikkatli bir sekilde cam sikistirict plastik tagiyiciya konuldu. Tasiyicinin alt
kismindaki doldurma deligi agildi. Hazirlanmis olan jele 50 pul N,N,N’,N’-
Tetramethylethylenediamine (TEMED) eklenerek jel, 50 mI’lik bir enjektor yardimi ile
camlarin iist kismindan dikkatlice iki cam arasindaki bosluga dokiilmeye baglandi. Bu
sirada jelde hava baloncuklariin olusmamasina dikkat edildi. Jel, doldurma deliginden
citkmaya basladigi an delik kapatilarak jelin iist kisimdan dokiilmesi durduruldu.
Camlarin st kismindaki jel igerisine, yiikleme sirasinda kullanilan taraklarin ters
yiizleri ile, 2-3 mm kadar bir oluk olusturuldu. Taraklarin yerlestirildigi bu kisminin
daha iyi sikigtirilmasi igin tastyicinin kenarlari, camlarin ortasi ve iki kenari baglama
klipsleri ile tutturuldu. Daha sonra jelin fazlasi taraklar lizerine dokiilerek jelin yaklasik
2 saat boyunca polimerize olmasi beklendi (63).

Siire sonunda baglama klipsleri acilarak cam kaset, sikistirici plastik tasiyicidan
cikartildi. Camlarin iist kismindaki taraklar ¢ikartilarak polimerize olmayan jel ve iire
kristallerinin temizlenmesi i¢in camlar bidistile su ile yikandi. Yikamadan sonra camlar

toz birakmayan kagit havlu ile silinerek elektroforez asamasina geg¢ildi.

3.3.5.3. Elektroforez

Cam kaset dizileme cihazina yerlestirilerek cihazdaki tampon boliimiine 1XTBE
tamponu Once iist kisimdaki boliime 500 ml, eger alt kisma veya cam kaset ile
aliiminyum plaka arasinda 5 dakika boyunca bir sizint1 yoksa alt kisma yine 500 ml,
elektrotlarin {istiinii kaplayacak bicimde konuldu.

Bantlarin iyi agilmasi icin cam kaset dizileme cihazina yerlestirildikten sonra H
bag1 olusumunun engellenmesi i¢in 75 miliAmper (mA)’de sicaklig1 50°C’ye gelinceye
kadar, yaklasik 2 saat boyunca 1sitildi. Jel 1sitildiktan sonra sivri disli taraklar jelin {ist
kismindaki oluga yiizeyine hafifce batirildi. Yiiklemeye baslanmadan once sekans

reaksiyonu sonucu olusan iirlinler 70°C’de 5 dakika su banyosunda 1sitildi ve hemen
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buza batirilarak, triinlerin 3 pl’si hizli bir sekilde jele yiiklenerek 75 mA’de
elektroforeze devam edildi. Elektroforez bittikten sonra dizileme cihazindan ¢ikarilan
cam kaset birbirinden ayrilarak kiigiik cama yapisik halde kalan jele glimiis boyama

protokolii uyguland1 (63).

3.3.5.4. Sekans Jelinin Giimiis Boyanmasi

Bu protokelde kullanilan soliisyonlar ve malzemeler asagida verilmistir (63).

e Tespit-Durdurma (Fix-stop) soliisyonu
e Boyama soliisyonu

e Banyo (Developing) soliisyonu

e Yatay karistirici

e Kisa camdan daha genis olan plastik tepsi
Boyama prosediirii  siiresince inkiibasyonlar plastik tepsi igerisinde
gerceklesmektedir.
e Boyama Soliisyonlarimin Hazirlanmasi (63)
» Tespit-Durdurma Soliisyonu: %10’luk asetik asittir. Bu soliisyon her
boyama protokolii i¢cin yeniden hazirlandi.
0 Asetik asit 200 ml

o Bidistile su 1800 ml

> Boyama Soliisyonu:

0 Gilimiis Nitrat (AgNOs) 1 gr
0 Formaldehit (%37) 1,5 ml
0 Bidistile su 1000 ml
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» Banyo Soliisyonu:
0 Sodyum karbonat (Na,COs) 45 gr
O Bidistile su 1500 ml
0 10°C’ye kadar sogutulur.
Kullanmadan hemen 6nce develop soliisyonuna eklenenler:
0 Formaldehit (%37) 2,25 ml
0 Sodyum tiyosiilfat (10 mg/ml) 300 pl

e Boyama Protokolii (63)

1. Jelin tespiti: Plastik tepsideki jel tespit-durdurma soliisyonu ile kaplandi ve
boya izleri kayboluncaya kadar yaklasik 15 dakika boyunca g¢alkalanarak
yikandi. Bu islem, iire kalintilarinin iyice ¢ikmasi ig¢in bir kez daha
tekrarlandi. Jel c¢alkalamadan bir gece boyunca tespit-durdurma
soliisyonunda muhafaza edilebilir.

2. Jelin yikanmasi: Jel 5’ser dakikadan 5 kez bidistile su ile calkalanarak
yikandi. Bu agamada asitin jelden tamamen uzaklagmasi saglandi.

3. Jelin boyanmasi: 2 saat boyama soliisyonu ile ¢alkalanarak muamele edildi.

4. Jelin yikanmasi: Jel tepsi igerisine yerlestirilerek bidistile su ile 5-10 saniye,
iki kez hizli bir sekilde yikandi.

5. Jelin banyosu (develop): Jel, sogutulmus ve kullanmadan hemen 6nce 2,25
ml %37’lik formaldehit ve 300 ml sodyum tiyosiilfat eklenmis banyo
soliisyonunun 750 ml’sinin bulundugu tepsiye yerlestirildi. Hedef DNA’lar
(tamplate) goriintinceye kadar ya da develop baslayincaya kadar jelin
bulundugu tepsi c¢alkalandi. Jel daha sonra geriye kalan 750 ml soguk banyo
sollisyonun aktarildig1 tepsiye alindi ve calkalanmaya devam edildi. 2-3
dakika i¢inde bantlarin hemen hepsi goriiniir hale gelmeye basladi.

6. Banyonun durdurulmasi: Uzun banyo asamasi koyu renkte arka planin
(kararma) olusmasi ile sonuglanacagindan jelin tamamen boyanmasinin
engellenmesi i¢in banyonun durdurulmasi islemine gegildi. Goriintii gelisim

reaksiyonunun sonlandirilmasi i¢in ve jelin tespit edilmesi i¢in 1000 ml
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tespit-durdurma soliisyonu direkt olarak banyo soliisyonu icindeki jele
dokiildi. Calkalanarak 2-3 dakika siiresince inkiibe edildi.

7. Jelin yikanmasi: Jel 2’ser dakikadan 2 kez bidistile su ile calkalanarak
yikandi.

8. Jelin kurutulmasi: Jel oda 1sisinda tutularak kurumaya birakildi.

3.3.5.5. Goriintiileme

Jelde olusan bantlar en 1iyi beyaz 151k (fluoresan 1s1k) {izerindeyken

goriilmektedir.

3.3.5.6. Degerlendirme

Degerlendirme asamasinda, Genbank’tan elde edilen standart dizilerle jelde

olusan diziler, 5’ ucundan 3’ ucuna dogru karsilastirilarak okundu. Belirlenen niikleotid

degisiklikleri kayit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tla¢c Duyarhlik Test Sonuclar:

Yaptigimiz bu c¢alismada, BACTEC 460 TB ile fenotipik ila¢ duyarlilig
belirlenen 10 SM direncli izolatin 8’1 agar proporsiyon yontemi ile direncli olarak tesbit
edilmis, BACTEC 460 TB ile SM direngli olarak belirlenen 2 izolat agar proporsiyon
yontemi ile SM2 ilag konsantrasyonunda direngli iken SM10 ila¢ konsantrasyonunda
duyarl olarak tesbit edilmigtir. SM’e duyarli 10 izolat tiim yontemlerle duyarli olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 4.1.’de ¢alismaya dahil edilen hastalarin BACTEC 460 TB

yontemi ile antitiiberkiiloz ila¢ duyarlilik sonuglar belirtilmistir.

Cizelge 4.1.: Caligmaya dahil edilen hastalarin BACTEC 460 TB yontemi ile antitiiberkiiloz ilag
duyarhlik test sonuglart (SM: Streptomisin 2,0 pg/ml; INH: izoniazid 0,1 pg/ml; RIF: Rifampisin 2,0
pg/ml; EMB: Ethambutol 2,5 pg/ml)

BACTEC 460 TB

izolat Numaras: SM INH RIF EMB
1 EG-1 Direncli Duyarl Duyarl Direncgli
2 RC-2 Direncli Duyarl Duyarl Duyarl
3 VC-3 Direncli Duyarl Duyarl Duyarl
4 AG-4 Direncli Duyarli Duyarli Duyarli
5 FD-5 Direncli Direncli Direncli Duyarli
6 ME-6 Direncli Duyarl Duyarl Duyarli
7 AA-7 Direncli Duyarl Duyarl Duyarli
8 HaDe-8 Direncgli Direncli Direncli Duyarli
9 NC-9 Direncli Duyarl Duyarl Duyarl
10 ZG-10 Direncli Duyarli Duyarli Duyarli
11 BD-11 Duyarli Direncli Direncli Direncli
12 HD-12 Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli
13 MO-13 Duyarli Duyarl Duyarli Duyarli
14 MS-14 Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli
15 RT-15 Duyarh Duyarl Duyarl Duyarl
16 EY-16 Duyarl Direncli Duyarli Duyarli
17 HG-17 Duyarh Direncli Duyarli Duyarli
18 EC-18 Duyarli Direncli Duyarl Duyarl
19 ZM-19 Duyarl Duyarl Duyarli Duyarli
20 TD-20 Duyarli Direncli Direncli Direncli
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Cizelge 4.2.°de calismaya dahil edilen hastalarin BACTEC 460 TB ve agar
proporsiyon yontem sonuglar1 ile SM’e kars1 fenotipik ilag duyarlilik test sonuglari

belirtilmistir.

Cizelge 4.2.: Calismaya dahil edilen hastalarn BACTEC 460 TB ve agar proporsiyon yontemi ile
fenotipik ilag duyarlilik test sonuglar1 (SM: Streptomisin, SM2: 2 pg/ml ila¢ konsantrasyonu, SM10: 10
pg/ml ilag konsantrasyonu)

BACTEC 460 TB AGAR PROPORSIYON
izolat Numarasi SM Konsaf,l;isyonu SM2 SM1o
1 EG-1 Direncli }82 gi:zﬂ gi:ﬁﬁiﬁ
2 RC-2 Direncli igj ZZEZEZ %EZ
3 VC-3 Direngli igj %Ziﬁ %Ziz
4 AG-4 Direncli i 8‘2‘ gi:jz EZ gz:z Zﬁ
5 FD-5 Direngli }8‘2‘ gi:iﬁiz gi:ﬁﬁgﬁ
6 ME-6 Direncli }8i gi:iﬂ gi:ﬁﬁiﬁ
7 AA-7 Direncli igj ﬁﬁﬁﬁﬁiﬁ gi:ﬁig
8 HaDe-8 Direncli } 8j gi:iz EZ gi:ﬁ:: EZ
9 NC-9 Direncli } 8‘21 %:;Zfllll gﬁiiﬁi
10 ZG-10 Direncli igi 11)3155/’;51111 gﬁgiﬁi
11 BD-11 Duyarh ig:i gﬁiiﬂ: gﬂﬁﬁi
12 HD-12 Duyarli igj Bﬁiﬁﬁi ggiﬁ:
13 MO-13 Duyarli i 8i B:g:ﬁi gﬂizﬁi
14 MS-14 Duyarl i 8i g:g:ﬁi Bﬁiiﬂ
15 RT-15 Duyarli }8‘2‘ ggiﬁ: ggiﬂ
16 EY-16 Duyarh ig:i gﬁiiﬂ: gﬂﬁﬁi
7 HGT Duyarl o Duyaii  Duyarh
18 EC-18 Duyarli igj Bﬁiﬁﬁi ggiﬁ:
19 ZM-19 Duyarl } 8j ngﬁi Bﬁizﬁi
20 TD-20 Duyarh i 8i g:g:ﬁi Bﬁiiﬂ
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4.2. izolatlarin Identifikasyonu

Bactec 460 TB sisteminde NAP testi ile MTC olarak tanimlanan suslar PNB’li
L-J besiyerinde de MTC olarak degerlendirilmistir.

4.3. Biyokimyasal Test Sonuclari

Calismamizdaki biitiin izolatlar i¢in; niasin pozitif, nitrat pozitif, katalaz diisiik

aktivite olarak yani MTC iiyesi olarak belirlendi.

4.4. Molekiiler Analiz Sonuclar:

4.4.1. PZR asamasi

M. tuberculosis’in SM direnci iligkili 6nemli gen bolgeleri olan rpsL ve rrs gen
bolgeleri primer spesifik PZR teknigi ile cogaltilmistir. M. tuberculosis’in SM1 ve SM2
primer c¢iftleri kullanarak 306 bg¢’lik rpsL gen fragmani, SM3 ve SM4 primer c¢iftleri
kullanarak 238 b¢’lik 7rs gen fragmaninin (r7s-1) 530. ilmegi ve SM5 ve SM6 primer
ciftleri kullanarak 240 bg¢’lik rrs gen fragmanmin (rrs-2) 912. bolgesi PZR ile
cogaltilmigtir. PZR iriinlerinin Et-Br ile boyanmis %]1,5’luk agaroz jel elektroforezinin
UV 151k altindaki goriintiisii molekiiler agirlik standarti kullanilarak degerlendirilmistir

(Sekil 4.1.).
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587 be
540 be
502 be

434 bg

267 be

e

192 be

124 be
104 be

587 be
540 be
502 be

434 bg

267 be

e

192 be

124 be
104 be

Sekil 4.1.: Primer spesifik PZR yontemi ile belirlenen direng ile iliskili rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen
bolgelerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile gosterilmeleri. (Kolon M: Haelll DNA molekiiler
agirlik standarti, Kolon 1, 2, 3, 4: 306 b¢’lik rpsL gen bolgesi, Kolon 5, 6, 7, 8: 238 b¢’lik rrs-1 gen
bolgesi, Kolon 9, 10, 11, 12: 240 bg’lik rrs-2 gen bolgesi)

4.4.2. Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi Sonuclar

Primer spesifik PZR asamasindan sonra, elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi
reaksiyonunu etkilememesi i¢in, PZR reaksiyon bilesenlerinden arindirmak amaci ile,
amonyum asetat yontemi ile saflastirlmistir. Saflagtirillmis rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen
bolgesi PZR {irlinlerinin saflastirmadan sonraki, Et-Br ile boyanmis %1,5’luk agaroz jel

elektroforezinin UV 1s1k altindaki goriintiisti Sekil 4.2.’de verilmistir.
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587 be
540 bg
502 bg

434 bg

267 bg

234 be
213 b¢
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124 be
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Sekil 4.2.: Amonyum-asetat yontemi ile saflastirilmis rpsL, rrs-1 ve rrs-2 gen bolgelerinin PZR
tiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii. (Kolon M: Haelll DNA molekiiler agirlik
standarti, Kolon 1, 2, 3: 306 bg’lik rpsL gen bolgesi, Kolon 4, 5, 6: 238 bg’lik rrs-1 gen bolgesi, Kolon 7,
8, 9: 240 bg’lik rrs-2 gen bolgesi)

Glimiis boyama DNA dizi analizi sistemi ile sekans reaksiyonu tamamlanan ve 7
M dire ile hazirlanmis sekans jelinde elektroforezine yiiklenen Orneklerin, elekroforez
sonrast giimiis boyama metodu ile boyandiktan sonra fluoresan 1s1k altinda
GenBank’dan elde edilen referans dizi ile karsilastirarak degerlendirilmesi yapildi. ilag
direncli klinik izolatlarin elektroforez temelli glimiis boyama DNA dizi analizi metodu
ile DNA zincirindeki her bir bazin (A, C, G, T) pozisyonu belirlendi. Referans dizi ile
karsilagtirma sirasinda saptanan niikleotid degisiklikleri ila¢ direncinden sorumlu
mutasyon olarak kabul edildi.

Calismaya dahil edilen SM direngli 8 izolatin hepsinin rpsL gen bolgesinde
direngle iligkili niikleotid degisikligi 43. kodonda AAG’den AGG’ye doniisiim olarak
tespit edildi. Bu izolatlarin rrs-1 ve rrs-2 gen bolgelerinde direngle iliskili olabilecek
herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmadi (Cizelge 4.3.). rpsL gen bolgesinde
buldugumuz bu nokta mutasyon sonucu lizin aminoasiti, arjinin aminoasitine
dontismiistiir (Cizelge 4.4.). BACTEC 460 TB ile SM direngli olarak belirlenen 2 izolat
ile SM’e duyarli 10 izolatin ¢alisilan hedef gen bdlgelerinde (rpsL, rrs-1 ve rrs-2)
herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmadi (Cizelge 4.3.). Calismamizda mutasyon

tespit edilen rpsL gen bolgesi i¢in tek bir mutasyon patterni tespit ettik (AAG-43-AGG)
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(Sekil 4.3.). Tespit ettigimiz bu mutasyon paterni de tek niikleotid degisikligi ile
karakterizedir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.3.: SM direncinin molekiiler analizinde ¢alismadaki 20 izolatin direng ile iliskili 7psL, rrs-1 ve
rrs-2 hedef gen bolgelerindeki glimiis boyama DNA dizi analizi sonuglar.

Hedef bolgede tespit edilen mutasyonlar

Sirano  lizolat Numarast

rpsL rrs-1 rrs-2
1 EG-1 AAG-43-AGG - -
2 RC-2 AAG-43-AGG - -
3 VC-3 AAG-43-AGG - -
4 AG-4 AAG-43-AGG - -
5 FD-5 AAG-43-AGG - -
6 ME-6 AAG-43-AGG - -
7 AA-7 AAG-43-AGG - -
8 HaDe-8 AAG-43-AGG - -
9 NC-9 - - -
10 7ZG-10 - - -
11 BD-11 - - -
12 HD-12 - - -
13 MO-13 - - -
14 MS-14 - - -
15 RT-15 - - -
16 EY-16 - - -
17 HG-17 - - -
18 EC-18 - - -
19 ZM-19 - - -
20 TD-20 - - -

BACTEC 460 TB sistemi ve agar proporsiyon yontemi ile SM direngli olarak
belirlenen 8 izolatta rpsL bolgesinde mutasyon belirlenmis, iki yontemle de SM duyarl
olarak belirlenen 10 izolatta ve BACTEC 460 TB sistemi ile direngli ancak agar
proporsiyon yontemi ile SM2 ila¢g konsantrasyonunda direngli iken SMI10 ilag
konsantrasyonunda duyarli olarak tesbit edilen 2 izolatta glimiis boyama DNA dizi

analizi yontemi ile herhangi bir mutasyon belirlenememistir.
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Cizelge 4.4.: Giimiis boyama DNA dizi analizi ile, rpsL, rrs-1 ve rrs-2 hedef gen bolgelerinde SM direnci
ile iligkili tespit edilen mutasyonlar.

Sus sayis1 Anah;ﬁ(i(glzl:in gen ﬁ;[ l?:ﬁzgzzz Niikleotid degisikligi ‘::;;)kﬁsélt_
8 rpsL 43. kodon AAG—AGG Lys—Arg
0 rrs-1 - - -
0 rrs-2 - - -

Sekil 4.3.: Glimiis boyama sonucu rpsL gen bdlgesinde 43. kodonda goriinen AAG—AGG niikleotid
degisimi (A: Adenin, C: Sitozin, G: Guanin, T: Timin).
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5. TARTISMA

TB hastalariin erken tanilari, etkili ve diizenli tedavileri ve tedavilerinin uygun
takipleri, TB kontrol programinin temelini olusturmaktadir. TB’un kesin tanisinda “altin
standart”, etkenin kiiltiirde iiretilmesi olarak kabul edilmektedir. Kiiltiir ayn1 zamanda
basilin identifikasyonu ve ilag duyarlilik testlerinin yapilmasi i¢in gereklidir (76).
Ancak son yillarda kullanima giren molekiiler yontemlerle 6rnekten ya da kiiltiirde
tretilen sustan M. tuberculosis 1izolasyonu, tanimlanmasi ve ila¢ direnci
belirlenebilmektedir (46, 47).

SM, M. tuberculosis’e karsi etkili oldugu gosterilen ilk antibiyotiktir ve uzun
yillardir kontrol programlarinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte SM monoterapisinin
bazi yan etkilerinden dolayr INH ve RIF gibi daha iyi ilaglarin bulunmasi ile 1960’11
yillarda baz iilkelerde kullanimi azalmistir. Ancak M. tuberculosis’in bu major ilaglara
gosterdigi direng ile TB kontrol programlarinda yeniden kullanilmaya baslanmigtir (11).

Ribozomal protein S12’yi kodlayan rpsL gen bolgesinin ve 16S rRNA’y1
kodlayan rrs gen bdlgesinin SM direncinden sorumlu oldugu bilinmektedir (10, 11) ve
rrs gen bolgesindeki bu mutasyonlar 530. ve 912. niikleotidlerin ¢evresindeki bir
bolgeyi etkilemektedir (11).

Bu c¢alismada, Mersin ilinde M. tuberculosis kompleksi izolatlarindaki SM
direncinin temelini olusturan mutasyonlarin siklig1 ve etkilenen bdélgelerin belirlenmesi
amaglandi. Fenotipik ilag duyarlilik yontemleri ile SM’e direngli 8 izolat ile, agar
proporsiyon yonteminde SM2’ye direngli ancak SM10’a duyarli 2 izolat ve SM duyarl
10 izolat ¢alismaya dahil edildi. lag direncine neden olabilecegi diisiiniilen rpsL ve rrs
hedef dizilerindeki niikleotid degisikligi Giimiis Boyama DNA Dizi Analizi metodu ile
incelendi.

Calismamizda, rpsL gen fragmentinde SM direnci ile iliskili tek bir mutasyon
paterni tespit edildi. Genotipik mutasyon tespit edilen SM direngli izolatlarin (8 izolat)
hepsi rpsL gen bolgesinde 43. kodon pozisyonunda AAG—AGG (Lys—Arg)’ye
doniisim (nokta mutasyonu) seklinde tespit edildi. rpsL geninin 43. kodon
pozisyonunda tespit edilen bu mutasyon, bolgemizdeki M. tuberculosis suslarindaki SM

direncinin gelismesindeki bu kodonun 6nemini géstermektedir.
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Oztiirk ve arkadaslarinin Diizce’de, 52 M. tuberculosis susu iizerinde yaptiklari
DNA dizi analizi ¢alismasinda (otomatize 310 DNA sequencer Applied Biosystems
cithaz1) suslarda 4 INH, 3 RIF ve 5 SM diren¢ mutasyonu belirtilmistir. SM direngli 5
susun hepsinde bizim c¢aligmamizda oldugu gibi rpsL gen bolgesinde 43. kodonda
Lys— Arg aminoasit degisikligi tespit edilmistir (77).

Yasar ve arkadaslari tarafindan Adana’da, 47 kiiltiir pozitif hastada yapilan diger
bir ¢alismada konvansiyonel yontemlerle 17 SM direncli susun 15’inde, SM’e duyarh
suslarin 2’sinde PZR-HDF yontemiyle rpsL ve rrs gen bdlgelerine ait mutasyonlar
tespit edilmistir. RZR-HDF yonteminin SM direncini saptamada duyarliliginin %388,2
ve 0zgiilliigiiniin de %97,1 oldugu belirtilmistir (29).

Erdem ve arkadaglari tarafindan Ankara’da yapilan bir calismada, 72 M.
tuberculosis susunun SM duyarlilig1 konvansiyonel yontemlerle ¢alisilmis ve 25 susta
SM direnci tespit edilmistir. Bu diren¢li suslardaki mutasyon varligi, PZR-FRET
yontemi kullanilarak arastirilmistir. SM’e direncli olarak belirlenen 25 susun 16’sinda
ve SM’e duyarli 47 susta, kontrol susu olarak kullanilan H37Ra ile benzer erime
sicakligr egrisi tespit edilirken, SM’e direncli 9 susta farkli erime sicakligi egrisi tespit
edilmistir. PZR-FRET yontemi sonuglarini dogrulamak i¢in, kontrol susu ile birlikte bu
yontem ile kontrol susundan farkli erime sicaklig1 egrisi tespit edilen suslardan 3’iinde
(rastgele segilen) ve konvansiyonel yontemlerle SM’e direncli oldugu belirlenen fakat
kontrol susu ile benzer erime sicakligi egrisi tespit edilen suslardan 3’linde rpsL gen
bolgesindeki mutasyon varligit DNA dizi analizi ile arastirilmistir. PZR-FRET yontemi
ile kontrol susundan farkli erime sicakligi egrisi tespit edilen 3 susun rpsL gen
bolgesinin 43. kodonunda Lys— Arg aminoasit degisikligi tespit edilmistir. Kontrol susu
ile benzer erime sicaklig1 egrisi gosteren drneklerin hi¢birisinde mutasyon saptanmadigi
belirtilmistir (78).

Degisik iilkelerde ve degisik cografik bolgelerde yapilan ¢alismalarda, rpsL ve
rrs gen bolgelerindeki mutasyon oranlari bildirilmistir. Litvanya’da CID belirlenen 66
izolatin %61’inde rpsL gen bolgesinde, %?24’linde rrs gen bodlgesinde mutasyon
saptandigi bildirilmistir (10).

Sreevatsan ve arkadaslart 139 M. tuberculosis izolatinin 78’inde SM direnci
tespit etmisler, dizi analizi sonucunda 42 (%54) izolatin rpsL gen bdlgesinin 43. veya

88. kodonlarinda; 8 (%10) izolatin rrs gen bdlgesinde mutasyon tespit etmislerdir (12).
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Ramaswamy ve arkadaslar1 37 CID ve 13 duyarli izolatin dizi analizi sonucunda,
6 izolatta SM direncinden sorumlu tutulan rpsL gen bolgesinin 43. kodonunda
Lys—Arg aminoasit degisikligi, 3 izolatta yine direngten sorumlu tutulan rrs gen
bolgesinin 1238. niikleotid pozisyonunda T—C degisikligi tespit etmislerdir. SM
duyarl bir izolatta da rrs gen bdlgesinin 516. niikleotid pozisyonunda C—T degisikligi
tespit edilmistir (79).

Brzostek ve arkadaslar1 Polonya’da yaptiklar1 calismada, 3705 M. tuberculosis
izolatinin 169’unda SM direnci tespit edilmis ve bunlarin 88’1 ile 15 tane duyarli izolat
calismaya dahil edilmistir. Dizi analizi sonucunda 27 (%30.7) izolatta rpsL gen
bolgesinin 43. kodonunda Lys—Arg aminoasit degisikligi, 3 izolatta ayni gen
bolgesinin 88. kodonunda Lys—Arg aminoasit degisikligi ve 1 izolatta yine 88.
kodonda Lys—GIn aminoasit degisikligi tespit edilmistir. 2 izolatta rrs gen bdlgesinin
912. ilmeginin 906. pozisyonunda mutasyon tespit edilirken ayni gen bolgesinin 530.
ilmeginde herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir (80).

Fukuda ve arkadaglar1 SM duyarlilifi ve rpsL gen bdlgesindeki mutasyonlari
arastirdiklar1 ¢calismada, 121 M. tuberculosis klinik izolatindan 49’unun SM’e direngli
oldugunu tespit etmisler ve bu direncli izolatlarin dizi analizi ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) sonuglarina gore 23 izolatta genetik degisim
belirlenmigtir. 18 izolatin rpsL gen bdlgesinin 43. kodonunda Lys—Arg aminoasit
degisikligi, 4 izolatin 88. kodonunda Lys—Arg aminoasit degisikligi ve 1 izolatin ayn
kodonunda Lys—GIn aminoasit degisikligi tespit edilmigtir. Mutasyon tespit edilen 1
izolatin MIK degerinin 16 mg/L oldugu diger 22 izolatin MIK degerinin >256 mg/L
oldugu belirtilmistir. 7psL gen bolgesinin 43. kodonunda mutasyon tespit edilen 18
izolatin RFLP sonuclarinda da bu izolatlarin SM’e direngli oldugu tespit edilmistir. Cok
sayida klinik 6rnegin incelenmesi gerektigi durumlarda RFLP yonteminin SM direngli
izolatlarin belirlenmesinde kullanigh olacagi vurgulanmistir (81).

Sekiguchi ve arkadaslarinin Japonya’da yapmis olduklar1 ¢alismada SM direngli
30, duyarl 108 sus’a (toplam 138) DNA dizi analizi uygulanmis duyarli suslardan hig
birinde mutasyon saptanmazken SM direngli 30 susun 18’inde mutasyona rastlanmaistir.
SM direngli 30 susun 13’{iniin rpsL gen bolgesinin 43. kodonunda mutasyon

gbzlenirken, 17 susta rrs gen bolgesinde mutasyon gozlenmistir (82).
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Yapmis oldugumuz bu calismada suslarimizin tiimiinde rpsL gen bdlgesinde
mutasyon saptanmistir. Bu konuda yapilan daha oOnceki caligmalarda da en sik
mutasyona rpsL gen bdlgesinde (%61-%94) rastlanmaktadir (10, 80). rrs gen
bolgesinde diger arastirmalarda da diisiik oranda (%6, %24, %33) mutasyonlara
rastlanmakla birlikte (10, 79, 80), Oztiirk ve arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu gibi
bolgemizdeki SM direngli izolatlarda rrs gen bolgesine ait herhangi bir mutasyona
rastlanmamistir. Bunun 6rnek sayimizin azlig ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.

BACTEC 460 TB yontemiyle SM direngli 2 izolat (NC-9 ve ZG-10 izolatlari,
Cizelge 4.2.) agar proporsiyon yonteminde, diigik ilag konsantrasyonunda (SM2, 2
png/ml) direngli, yiliksek ilag konsantrasyonunda (SM10, 10 pg/ml) ise duyarh
bulunmustur. Bu izolatlarda da dizi analizinde, SM direnci ile iliskili olabilecek
herhangi bir niikleotid degisikligine rastlanmamistir. Bununla birlikte, yapilan bir
calismada, yliksek seviyedeki ilag konsantrasyonundaki (MIC>500 pg/ml) 24 izolatin
hepsinde rpsL gen bolgesinde Lys43Arg seklinde mutasyon tespit edilirken, diistik
seviyeli SM direngli (MIC, 10 pg/ml) 20 izolatin sadece bir tanesinin 77s gen bdlgesinin
915. bolgesinin 903. pozisyonunda C—G’ye degisim saptandigi bildirilmistir. rrs
geninin 530. ilmeginde ise hi¢cbir mutasyon tespit edilmedigi belirtilmistir. Arastiricilar
mutasyon tespit edilmeyen bu diisiik seviyeli SM direncli suslarda alternatif baska bir
mekanizmanin varliginin olabilecegini belirtmiglerdir. Bu dogrultuda, rpsL ve rrs gen
bolgelerinde degisiklik olamayan M. tuberculosis suslarinda, hiicre permeabilite
degisikligi, aminoglikozid modifiye eden enzimlerin iiretimi veya diger ribozomal
molekiillerdeki degisikliklerin, diisiik seviyeli ilag¢ direncinin olusmasindan sorumlu
olabilecegi ifade edilmistir (13, 15).

Ulkemizde farkli bolgelerde yapilan calismalarda SM direng oranlart %1,6;
%2,2; %2,5; %2,89; %4 seklinde bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda bu oranlara benzer
sekilde SM direnci %3,2 olarak belirlenmistir (83, 84, 85, 86, 87).

Yan etkilerinden dolay1 TB tedavisinde ¢ok tercih edilmeyen SM, son yillarda
artan RIF ve INH direnci nedeniyle yeniden tedavi rejimlerinde yer almaya baslamistir.
Ulkemizde INH ve RIF direnci ile ilgili molekiiler calismalara ait veriler SM’den daha
fazla bulunmaktadir. Bunun baslica nedeni bu ilaclarin TB tedavisinde birinci se¢cenek
olarak kullanilmasi, bu ilaglara direncin daha fazla olmast ve bu direnglerin

belirlenmesinde ticari kitlerin de bulunmasidir. Ulkemizde SM direncinden sorumlu gen
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bolgelerinin belirlenmesine yonelik ilk dort calismadan biridir. Ayni bolgede yapilan tez
calismasinda (29) 17 susta rpsL ve rrs gen bolgelerine ait mutasyon tespit edilmis ancak
bunlarin hangi gen bolgelerine ait olduguna dair bilgiye rastlanmamaktadir. Konu ile
ilgili Oztiirk ve arkadaslarmin (77) Diizce’de yapmus oldugu ¢alismada da SM direncli 5
izolatta da (%100) rpsL gen bolgesinde mutasyon belirlenmistir. Yine ayni konu ile
ilgili yapilan doktora tezinde (78) SM’e direngli 25 susun 3’linde rpsL gen bolgesinin
43. kodonunda mutasyon saptanmustir. 7#s gen bolgesi mutasyonu tespit edemememizin
baslica nedeni; siirli sayida izolatla ¢alisilmasi, bu bdlgeye ait mutasyonlarin daha az
siklikta olmasindan kaynaklandigi diisiincesindeyiz. Ancak izolatlarimizin ti¢ yillik
doneme ait olmasi, bu konuda iilkemizde oldukc¢a kisitli veri bulunmasi nedeniyle

calismamizin 6nemli sonuglar1 olacagi kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile Mersin ilinde SM direngli izolatlarda,
SM direnci ile iligkili degisik hedef bolgeleri analiz edildi ve rpsL gen bdlgesinde
meydana gelen tek bir mutasyon paterninin ortaya ¢ikarilmasiin bolgemiz i¢in dnemli
bir veri sagladigini diistinmekteyiz. Calismada kullandigimiz sekans analiz teknigi, non-
radyoaktiftir ve bu nedenle uygulamasi geleneksel diger radyoaktif yontemlerden daha
giivenlidir. Ayrica, sonuglarin bir giin igerisinde elde edilebilmesi ve laboratuvar sartlari
bir kez standardize ediltikten sonra olduk¢a ekonomik olmasi Onemli avantaj
saglamaktadir. Bu agidan, bu yontemin bolgemizdeki M. tuberculosis kompleksi
izolatlar1 arasindaki SM direnci ile iliskili mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda
kullanish bir yontem oldugunu diisiinmekteyiz.

Su anda rutin kullanima giren sekans analizi yontemi ile bolgesel izolatlarda da
SM direnci belirlenebilir. Boylece bdlgenin hatta iilkenin SM direnci ile ilgili gen
bolgeleri arasinda cografik dagilim ve epidemiyolojik veriler olusturulabilir.

Antitiiberkiiloz ila¢ direncinin belirlenmesinde kullanilan genotipik yontemlerin
esasini, dirence neden olan mutasyonlarin ¢ogunun tespit edilmis olmasi olusturur.
Ancak bu yoOntemlerin pahali olmalari, direngli organizma proporsiyonunu
belirleyememesi ve sessiz mutasyonlari (klinikte dirence neden olmayan) belirlemesi en
onemli dezavantajlaridir. Rutin caligmalarda her zaman altin standart yontem olan
klasik yontemler kullanilmali, eger laboratuvar sartlar1 uygunsa diger hizli ve molekiiler

yontemler de klasik yontemlerle beraber uygulanmalidir.
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