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OZET

Mycobacterium TuberculosisIZOLATLARININ 24 LOKUSMYCOBACTERIAL
INTERSPERSED REPETITIVE UNITSVARIABLE NUMBER OF TANDEM
REPEATS(MIRU —VNTR)YONTEMI ILE GENOTIPLENDIRILMESI

Tuberkilozun az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerdeki yuksek
prevalansinin yam sira HIV ile birlikte gelismis Ulkelerde de yeniden artma
trendine giren insidans,, en az 2 major ilaca direncli (MDR) ve florokinolonlarla
birlikte en az enjektable minor ilaca direncli (XDR) suslarinin ortaya cikislari ve
global yayihm gosterme egilimleri M tuberculosis kontrol c¢alismalarinda
molekiler diizeyde siirveyansin 6nemini artirmistir. Bu calismada C.U Tropikal
Hastahiklar Arastirma ve Uygulama Merkezi (THAUM) ve Bolge Tuberkiloz
laboratuarina gonderilen akciger tuberkilozu siiphes olan hastalardan gonderilen
balgam ¢rneklerinden ssvi [BACTEC 960 TB (hizli)] ve kati [L 6wenstein Jensen
Besiyeri (yavas)] kultir ortamlarinda Udretilen ve ticari kart testler ile
M .tuberculosis kompleksi 6n tams alan M.tuberculosis izolatlart MIRU-VNTR
yontemi ile genotiplendirilmistir.

Anahtar Kelimder :M .tuberculosis, MIRU-VNTR, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENOTYPiC CHARACTERISTiCSby24 LOCUS
MYCOBACTERIAL INTERSPERSED REPETITIVE UNITSVARIABLE
NUMBER OF TANDEM REPEATS(MIiRU — VNTR)IN MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSISISOLATES.

Less developed and developing countries with high prevalance of
tuberculosis at the same time, the increase in active tuberculosis among people
infected with both tuberculosisin developed country, emerge of the strains at least
2 majordrug-resistant (MDR) and at last two minor enjectable drugs with a
flouroqunolun drug-resistant (XDR), these strains have a tendency to expand,
increase the importance of moleculary surveliance for M tuberculosis control
studies. In this study investigated the genotypic characteristics by MIRU-VNTR of
M tuberculosiss trains isolated from sputum samples from patiens with suspected
pulmonary tuberculosisby MGIT 960 and L owenstein Jensenme dium (JL)

Keywords: M. tuberculosis, Miru-VNTR,PCR
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1. GIRIS

Akciger tuberkilozu tarihin ilk ¢aglarindan beri yiksek morbidite ve mortalite
ile seyreden bir halk sagligi problemi olarak 6nemini hep korumustur. Tuberkiloz
hakkindaki ilk bilimsel veriler Almanya da bulunan ve MO. 8000 yilina dek uzanan
tarih 6ncesi insana ait iskelet kalintilarina aittir. Diger taraftan M. O. 4000 - 2400'lii
yillarda Misir'da firavunlar déneminden kalma Thebus bdlgesindeki 85 mumyadan
alinan organik materyalde basil bulunmus spoligotipleme ile sustayini yapilmistir'.

GUnumuizde tuberkiloz (TB), tim dinyada yilda dokuz milyondan fazla yeni
hasta, iki milyondan fazla 6lium sayisiyla, toplum sagligim tehdit eden en 6nemli
enfeksiyon hastaliklarindan birisidir. Dinyada 2009 yilinda 9 milyon yeni tiberkiiloz
olgusu ortaya cikmis ve 1.4 milyon insan bu hastaliktan dlmiistir 23, Olenlerin sayisi
her giin 15 blyUk ucak kazasi veya 3 Titanik kazasinda Olenlerin sayisina esdegerdir.
Dunyada her gecen bir dakikada 3 kisi bu hastaliktan dlmektedir. Tuberkiloz kadin
olumleri arasinda 4.sirayr almaktadir. 1950’1 yillarda Glkemizde tim 6lum nedenleri
arasinda ilk sirayr alan tuberkiloz bugiin 10’ cu sirada yerini korumaktadir. TUrkiye de
1965 yilinda tiiberkuil oza yakalanma oram yuiz binde 172 iken bu oran bugiin yiz binde
24'e dusmuistir. Verem Savasi Dairess Bagkanligirmin 2009 Turkiye Tulberkiloz
Raporu’ na gore 2009 yilinda dispanserlere kayitl tiberkiloz olgu neredeyse on yedi
bini bulmustur ki bu olgularin yaklasik tigte biri istanbul’ dadr. istanbul’ da 2009 yilinda
yaklasik bes bin yeni hasta tespit edilmistir ve adigi goclerle 6zellikle direncli “Beijing
suslan” ile bilyik tehlike altindadir®.

Tuberklloz, insan morbidite ve mortalitesinin tim dinyada ve Ulkemizde 6nemli
bir nedeni olmaya devam etmektedir. TB, 1549 yaslar arasinda tek bir enfeksiydz
hastaliktan 6lUm nedenleri arasinda ilk siradacir. Bu hastalikla iliskili olarak, her yil
yaklasik sekiz milyon yeni aktif olgu ve tic milyon 6liim rapor edilmektedir. Ulkemizde
2005 yil1 verilerine gbre TB insidanst yiz binde 26 olarak bildirilmistir. Enfeksiyon
prevalans: da %25 olarak belirlenmistir. Ulkemizde; TB vakaarinin bilyik bir kism
genc nufusta gordltrken, kadinlara gore erkeklerde 2,5 kat daha fazla enfeksiyon
gelismektedir®,



Halk sagligim ilgilendiren diger enfeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi TB’da
dakorunma onlemleri en az tedavi kadar 6nemlidir. Korunma dnlemlerinin ainmasinda
gerekli stratgjilerin belirlenmes icin bulas kaynaklarinin ve saginlarin  ortaya
cikarilmast gerekmektedir. Hastaik olusmadan M. tuberculosis yayiliminin
sinirlandinimast  baslica amaci  olusturmaktadir. Aktif TB’lu olgularin tam ve
tedavisinde cok uzun sire ve yiuksek maliyet gerekmektedir. Belirli M. tuberculosis
susunun duyarli bir popllasyonda yayilirken yakalanmasinin ¢ok zor oldugu
bilinmektedir. Aktif TB’lu bireylerden soyutlanan izolatlarin tiplendirilmesi; enfeksiyon
kaynagi, yayilim dinamigi ve 0ozdliklerinin ortaya cikarilmasinda onemli rol
oynamaktadir.

Mikobakterilerin tiplendirilmesinde; biyokimyasal testler, duyarlilik test
sonuglar gibi geleneksel yontemler kullamilms, fakat yeterli sonug elde edilememistir.
M. tuberculosis kompleks suslarinin ayiriminda fg tiplendirmesi de denenmis, fakat
birkag tipi tanumlayabilmesi ve teknik olarak ¢esitli sorunlar icermesi nedeniyle sinirl
kullanim alant bulmustur. Serotiplendirme ise, M. tuberculosis kompleks icerisindeki
suslarin farkliliklarint  belirleyememistir. Bu nedenle, M. tuberculosis suslarinin
tiplendirilmesinde molekiiler yontemler kullanilmaktadhr®.

Tuberkllozun tan: ve tedavisinin basarili bir sekilde yapilabilmesi, etkili koruma
ve kontrol onlemlerinin alinmasina ve tuberkilozun epidemiyolojisinin anlasilmasina
bag|1dir®.

Molekuler tiplendirme yontemlerinin gelismesi, klasik epidemiyolojik verilerin
degerlendirilmesine blyuk katki saglamigtir. Turkiye' de tuberkilozun molekiler
epidemiyolojisi ile ilgili caismalar daha ¢ok 1S6110 RFLP ve pTBN12 tiplendirme
yontemlerine dayal1 olarak yapilmistir>®. Tiplendirme yontemlerinin; uygulamas: kolay,
hizl1, yinelenebilir, ekonomik ve klinik 6rnege direkt olarak uygulanabilir olmas: tercih
edilmektedir.  GUnimizde kullamlan  yontemler bu  kriterlerin  tUmUnG
karsilayamamaktadir. Ayrica, yontemin ayrim gicl ve stabilites epidemiyolojik
arastirmalarda  6nem  tasimaktadir.  Salginlarin kontrol  adtina ainmasinda
mikroorganizmalar arasindaki evrimsel ¢esitliligin (genetik yakinligin) gésterilmesi icin

789 M. tuberculosisin molekiiler

genetik belirleyicilere gereksinim duyulmaktadir
tiplemesi igin atin standart 1S6110-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

metodudur. Standardizasyonu saglanmis olmasina ragmen uzun zaman almasi, kiltire



gereksinim duyulmasi, yiksek maliyet, RFLP profillerinin laboratuvarlar arasi
karsilastirilmasimn zorlugu ve distk kopya sayili suslarin ayrimindaki yetersizlik, bu
yontemin diinya capindaki epidemiyolojik calismalarda kullanimint sinirlamugtir”.

Son yillarda yapilan calismalarin sonuglarina gére Mycobacterial Interspersed
Repetitive Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats (VNTR) yontemi; ayrim
guct ile tekrarlanabilirligi yiksek, uygulamast kolay, ¢cok merkezli ¢alismalara uygun

ve otomatize edilebilir bir ydntemdir5'6'7'

TlberkUlozun kiresel epidemiyolojik
stirveyansi icin uygundur. Polimeraz zincir tepkimes (PZT) bazl: bu yontemle ayni gin
icerisinde sonug verilebilmektedir. 156110 RFLP ve spoligotipleme ile kiyaslandiginda,
MIRU-VNTR tipleme daha fazla ayirici profil olusturmaktadir. Bu nedenle, kabul
edilebilir uludararast standart protokolin adaptasyonunu takiben MIRU-VNTR
yontemi, yakin gelecekte 156110’ u golgede birakacaktir 9%,

Ulkemizde ve tiim diinyada gok fazla sayidainsam enfekte eden ve aktif hastalik
olusturan TB ile savasimda uludararasi stratgjilerin  belirlenmesi  gereklidir.
TUberkllozun epidemiyolojisinde molekdler tiplendirme yontemlerinin rutin kullanim,
hastaligin yayilimimin ortaya cikarilmasim ve tim toplumu ilgilendiren bu halk saglig:
sorununa karst koruyucu onlemler alinmasim saglayacaktir. M. tuberculosis suslarinin
yayilim dinamigi ve Ozelliklerini ortaya cikarabilmek amact ile farkli cografik
bolgelerde ve laboratuvarlarda c¢ok sayida susla yapilan calisma  sonuglar
karsilastiriimalidir.

Ulkemizdeki MIRU-VNTR profillerinin neler oldugu konusunda yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, bdlgemizden soyutlanan M. tuberculosis izolatlarimn
tiplendirilmesinde 24 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanilmustir. Bu  calisma,
ulkemizde ilk defa 24 lokus MIRU-VNTR yonteminin kullanildigr arastirma
Ozelligindedir. Elde edilen sonuclar, yiksek virulansa sahip izolatlarin tespitinde,
laboratuvar gapraz kontaminasyonlarinin belirlenmesine ve reaktivasyon-reenfeksiyon
ayirimr igin gerekli molektiler epidemiyolojik calismalaraisik tutacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Tarihce

Mikobakterilerde evrim sireci ve filogenetik iliskilerinin  anlasilmasi
M.tuberculosis H37Rv susunun gen haritasinin ¢ikartilmas: ve M. bovis AF2122/97
susunun gen haritast ile yapilan karsilastirma ile netlik kazanmustir. Ortak bir atasal
susdan koken adigi bilinen mikobakterilerin, 16S rDNA gen dizi andizlerine ve
housekeeping genlerdeki sessiz-sinonim tek nikleotid (SNPs) polimorfizmi sikligina
bakilarak yapilan yas tayin arastirmalariyla bu bakterilerinin en az 150 milyon yildir
mevcut olduklart bilinmektedir'*.

MO. 17.000'li yillara ait bizon kemiklerinde yapilan arastirmalarda rastlanan M.
tuberculosis, buzul c¢aginda da bu bakterin enfeksiyon olusturma kabiliyetinde
oldugunun kanmtidir. Insan tiiberkilozunun ise Dogu Afrika da Afrika boynuzundan ilk
insanla birlikte evrimlestigi ve diinyaya yayildig: bilinmektedir**2,

Insan tuberkilozu hakkindaki ilk bilgiler Milattan t¢ bin yil 6nce Nil nehri
kenarindaki Dra Abu-El Naga isimli kasabada yasamis olan ve kanli balgam cikararak
olen geng bir kiza aittir. Bunun disinda MO. 1000 yilinda yasamis olan rahip
Nesperehan’ in mumyasinda Pott apsesi gorilmustiir 1213,

GuniUmizden 2500 yil 6nce Bodrum’ un karsisindaki Kos adasinda yasamis olan
Hippocrates in kitabinda ttiberkilozun daha ¢ok 18-35 yaslarindaki kisilerde goruldigu

yazilhidir

. Aceves-Avila ve akadaslarin Mekskada XVI. Yuzyilda yasamis
Amerikan Yerlileri'ne ait, 443 iskelette yaptiklari arastirmada 19 pot hastaligi
rastlanmustir.

Tuberkiloza tarih boyunca bir ¢ok isim verilmistir. insanlarn eriterek 6ldurdigi
icin “Tuketim hastaligi” anlamindaki “Consumption”, hastalari soldurarak yok ettigi
icin “Beyaz Olim” veya “Beyaz Veba’ ve ¢ok insamn yasamin sonlandircig: icin de
“Olimiin Kaptan (Captain of the Death) denilmistir. Hipokrat M.O. 46011 yillarda
hiriltili nefes alip verme ve oksirikle balgam atma anlamindaki “Phytisis’ olarak

tammlamigtar 111283,



Etiyolojik ajan hakkinda bir fikir vermese de tuberkiilozun bulasici bir hastalik
oldugu 1546 yilinda Fracassaro G. tarafindan “De Morbus Contagiosus’ adl1 kitabinda
yazmistir. Marten B. (1722) bu etkenlerin “muhtesem kugik canlilar” oldugu ve
hastalarin nefesleri ile yayilarak saglam kisilerin vicuduna girdikleri tammlamasin
yapmistir 1213

Osmanli tarihi ileilgili verilere bakilacak olursa hekim baglarimn kaleme aldig:
eserlerde Topkap ve Dolmabahce Sarayinda tuiberkilozlu hastalara rastlamaktayiz. 111
Selimin gozdes olan Safinaz’ in giderek zayiflamasi, Okstrik nobetlerine tutulmas: ve
ateslenmis ve Gallopan ftizi teshisi konmustur.ll. Mahmut’ un babasi 1. Abdilhamit’in
ve Il. Mahmut'un ise akciger tuberkilozundan 6ldigu bilinmektedir.

Kuzey Amerika dave son 1000 yilda Avrupa da ¢esitli tlberkiloz epidemilerine
rastlanmustir. 17. ve 18. yuzyillarda Avrupa nifusunun % 70'i tiberkiloza yakalanmis
ve bunlarin yedide biri dlmuUstir. Bu yillarda Avrupa da tiberkiloz yokluk ve sefalete
baglanmis, hastalar fakirlik, kotl hayat sartlart ve pislikle 6zdeslestirilerek toplumdan
dislanmiglardir. TUberkdlozun bulastirilabilir bir hastalik oldugu, deneysel olarak
insandan sigirlara, sigirlardan tavsana hastaligi bulastirarak ilk sonuglar Ureten Antoine
V. (1827) hastaligin anlasiimasinda devrim niteligi tasimistir. Koch R. (1882)
tuberkiloz basilini patates ve agar karisimi besiyerinde Uretmis ve bu basilleri Paul E.
nin gelistirdigi boyayr modifiye ederek boyayarak gosterip, etkenin bir aside direncli
basil “ARB” oldugunu ispatlamistir. Seibert F. 1930'lu yillardan sonra oldttberkdlini
saflastirmis ve elde edilen saflastinlmis protein tirevi (PPD) ile tUberkiloz
enfeksiyonunun varligi tespit edilmeye baslanmistir. Calmette ve Guerin isimli
arastincilar 1921 yilinda Fransa dailk tiberkiloz asisim yani Bacillus-Ca mette-Guerin
(BCG)'i gdlistirmislerdir. BCG asi1si 1kinci Diinya Savasindan sonra tim dinyada

yaygin olarak kullamimaya baslamigtir 23,

Balkan Savaslari ve 1. Dinya
Savasindaki yogun yoksulluk kosullarinda Anadolu’'ya yayilmaya baslayan hastalik,
1940’ larin sonunda en yiksek dizeyine ulasmis ve bu donemde en sik gorilen 6lum
nedeni olmustur™.

Tlberkiloz tedavisinde klinik etki saglayan ilk antibiyotik olan streptomisin
(STR), 1946'da New Jersey 'de bir toprak mikrobiyologu olan Selman Waksman
tarafindan kesfedilmistir. STR'nin kesfi ile tlberkiloz tedavisinde kemoterapi donemi

baslamstir. Aym yil Isvecgli bilim adami Jorgen Lehman salisilik asidin para-amino



tuzunu sentezleyerek para-amino sdlisilik asit (PAS) in tuberkiloz tedavisinde
kullanimint saglamis ve bu iki ilacin kullamma girmesiyle tiberkiloz tedavisinde iyi
sonuglar alinmaya baslanmistir (11). INH’ 1n anti-tiiberkilloz aktivitesinin 1952 yilinda
gosterilmesi ile INH, PAS ve STR' den olusan clii tedavi donemi baslamis ve
hastalarin % 90-95'i bu g ilacin 24 ay siireyle devamli olarak kullanilmasi ile tedavi
edilebilir hale gelmistir (12). Daha sonra 1954 yilinda pirazinamid (PZD), 1962 yilinda
ethambutol (ETM) ve 1966 yilinda rifampisilin (RIF) bulunmustur. Ancak her
kesfedilen ilagtan 10 ila 20 yil sonra direng sorunu ortaya cikmustir 8. ingiliz Tibbi
Arastirma Konseyi (British Medikal Research Council) 1950 yilinda PAS ve STR'yi tek
tek ve kombine kullanarak ilk karsilastirmali, randomize klinik ¢alismay: yapmislar ve
kombine tedavinin daha etkili oldugunu ve bu sekilde ilag direnci gelisiminin
engellendigini aciklamislardir *>*2*8, 1960’11 yillarda PAS 1n yerini etambiitoliin
amasiyla iki 6nemli yarar elde edilmistir; ETM hem hastalar tarafindan PAS' tan daha
lyi tolere edilebilmis hem de tedavi siresini 18 aya indirebilmistir. Rifampisinin
1970’ lerde tedaviye eklenmes ve bu ilacin kazebz odaklarda bulunan yari dormant
basillere etkili oldugunun bulunmasiyla tedavi stiresi daha da kisalmistir. Pirazinamidin
tedaviye eklenmesiyle kiltir negatifligine ulasma siresi daha da kisalmis ve 6 ayda %
95'in Uizerinde kirr oranlar: elde edilmistir > Antitiiberkiilozlara gelisen direnc,
toplumlarda yoksullugun artmasi, kontrolsiiz gocler ve AIDS ile tlberkiloz yeniden
Onem kazanan hastaliklar arasina tasimistir. Tedavi segeneklerinin sinirli olusu ve hasta
ilac uyumsuzlugu, CID ve XDR suslarin ortaya cikisina sebep olarak pandeminin
boyutlar: daha da bilytimustiir®”.

2.2. Tuberktlozun Epidemiyolojisi

TUberkiloz, tedavis yillardir bilinen bir hastalik olmasina karsin tim dinyada
hala en yaygin bulasici hastaliklardan birisi olarak 6nemli bir toplum sagligi sorunu
olmayr slrdirmektedir. Hastalik tim dinyay: etkilemekle birlikte olgularin %85’
Afrika (%30) ve Asya da (%55) ortaya cikmaktadir. Hindistan ve Cin'deki tiberkiloz
(TB) hastalar: tim hastalarin %35'ini olusturmaktadir'®, 2006 yilinda Diinya Saglik
Orgiiti (DSO) diinyada TB'’lu hasta sayisint azaltmak icin kamta dayal1 bir yaklasim
olarak Stop TB Stratgjisi’ni benimsemis ve bu amacla 2006-2015 Kiresel Plani’ni bir
yol haritasi olarak uygulamaya koymustur. DSO Stop TB Stratejisi’nin amaglari;



yuksek kaliteli tam ve hasta odakli tedaviye erisimi saglamak; TB hasta sayisim ve
TB’ye bagl1 sosyoekonomik yiki azaltmak; fakir ve risk altindaki kisileri TB, TB/HIV
ve ¢ok ilaca direngli tiberkilozdan (CIDTB) korumak; yeni tam yontemlerinin
gelistirilmesini  desteklemek, bunlarin etkili ve zamamnda kullammim saglamak;
TB'dan korunma, TB bakim ve kontrolinde insan haklarinin korunmast ve
lyilestirilmesini saglamaktir. 2010 yilinda elde edilen yeni tan ve tedavi olanaklarinin
1s131nda bu plan yeniden giincellenmistir. DSO’ niin hedeflerinden birisi olan %70 olgu
bulma orant %60-67'ye ulasms, %85 tedavi basarisi da yeni yayma pozitif akciger
hastalart icin  %86-87'ye cikmustir'®%%.  Kiresel planin arastirma  gelistirme
bileseninde, tiberkiloz ve CID-TB’nin erken tamsi icin hizli bakteriyolojik ve
molekuler testlerle birlikte LED floresan mikroskop kullamima girmistir. Alti aylik
tedavi stresini dort aya indiren yeni ilag rejimlerinin denendigi faz 111 calismalar umut
vericidir. Diinya Saglik Orgitii son 14 yildir kiiresel olarak yillik tiiberkiiloz verilerini
yayinlamakta ve daha givenli, daha aydinlatict bilgilere ulasmak icin de cabalarim
surdirmektedir. TB hastaligi ile micadelede Ozellikle sorunlu bolgelerde uludlararasi
kuruluglar ve fonlarin destegi ile son yillarda 6nemli girisimler yapilmig ve bunlarin
ciktilart da alinmaya baslanmistir. Bu verilerin 1siginda gunimiizdeki problemin
boyutlar1 hakkinda daha aydinlatici yorumlara olanak saglanmustir. Dinya Saglik
Orgitiy niin 2011 Kiiresel Raporu TB insidansi, prevalanst ve mortalite hizi ile ilgili
olarak daha ayrintil1 bilgiler icermektedir. 17 Afrika tlkes, Cin ve Hindistan’ dan elde
edilen veriler daha iyi tahminlerde bulunulmasini saglamistir. 90 Ulkede 6lUm
istatistikleri elde edilmis, Hindistan’'dan da dnemli mortalite verileri saglanmustir. Bu
verilere gore TB yeni olgu sayist 2005 yilinda 9 milyonu bularak zirve yapmus,
sonrasinda dusise gecerek 2010 yilinda 8.8 milyona gerilemistir. Bu rakamin yaklasik
%12-14' UnU HIV pozitif hastalar olusturmaktadir. Mortalite 2003 yilinda 1.8 milyon ile
tepe yapmus, sonra 2010’ da 1.4 milyona dusmiistir®®?!, Tiberkiiloz sorununun énemli
boyutlarda oldugu Cin'de 1990'dan bu yana insidansta yillik 9%3.4 10k dusUs,
prevalansta son 2 yilda %20 azalma, mortalitede son 20 yilda %80 dusUs bildirilmistir.
Kuresel olarak tahmin edilen ve kayit edilen hasta sayisi sirayla 1990’ da 7.6 milyon ve
3.7 milyon, 2010’ da da 8.8 milyon ve 5.8 milyondur. Buna gore olgu bulma oran: %65
olarak bulunmustur. Tedavi basarisi kiiresel olarak %87’ dir. Avrupa bolgesi %67 tedavi

basarisi ile dinya ortalamasimin gerisinde kalmustir. Cok ilaca direncli ttberkiloz ile



ilgili verilere bakildiginda 2010 yilinda tahmin edilen hasta sayist 290 bindir. Bu
sayinin ancak altida biri (53 bin) kayit altina alimp tedavi amistir. 2005 yilindan beri
Ulkemizde tiberkiloz ile ilgili veriler bireysel olarak ve DSO tammlar ile
toplanmaktadhr. 2006 yilindan itibaren tlke capinda DSO’ niin benimsedigi ve onerdigi
Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratgjisi’nin tim unsurlar: ile uygulamasina gegildigi ilan
edilmistir. Bu stratgjinin dogrudan gozetim unsuru Ulke capinda %97.6 oramnda
yapildig1 belirtilse de ciddi aksamalar oldugu ve gergek anlamda dogrudan gozetimli
ilag iciriimedigi bilinmektedir?®. Ulkemizde son dort yildir veri toplama sisteminde
yapilan degisiklikle daha guvenilir ve ayrintili rakamlara ulasmaktayiz.

Tarkiye'de 2009 yili icin toplam 17402 hasta kayitlara girmistir. Hastalarin
10519'u erkek (%60.4), 6883 U (%39.6) kadindir. Toplam prevalans yuz binde 24
olarak bulunmustur. Toplam 17402 hastamin 15.943 U yeni hasta, 1459’ u daha 6nceden
tedavi gbrmus hastalardir. 2009 yilinda akciger tiberkilozu olan hastalarin %88.5 ine
bakteriyolojik tetkik yapilmis, mikroskobik pozitiflik oranlart %70, kiltir yapma oran
%63.6 bulunmustur. Kltir yapilan olgularda %77.9 pozitiflik belirlenmistir. ilag
duyarlilik testi yapilan 4320 hastanin %19 unda en az bir ila¢ direnci tespit edilmistir.
CID TB oranm %5.1 olarak bulunmustur®. Diinya Saglik Orgitii’ niin tiberkiiloz kontrol
programlarimin basar1 gostergesi olarak tammladig: indikatorlerden biri prevalanstir.
Tirkiye de 2009 yil1 igin prevalans yiiz binde 25 bulunmus ve DSO’ niin 2015 yil1 igin
belirledigi 1990 yilina gore prevalanst yariya dusirme hedefi tutturulmus
gbzukmektedir. Diger indikatorler olgu bulma orant ve tedavi basarisina bakildiginda
sirayla %81 ve %91 oranlar ile hedeflerin Ustiine cikilmistir. Tarkiye Verem Savasi
2010 Raporu'na gore 2002-2009 yillari arasinda tuberkiloz insidans hizi %27.5,
prevalans: %35.9 dilsmustur®®. Ayricayillar icerisinde yeni olgu sayisi da azal maktadir.
Kanaatimizce bu iyilesmenin en dnemli nedeni tedavi basar1 oranlarimin yikselmesidir.
Ote yandan bir numaral1 sekilden de gorillecegi (izere ulasilan basar1 yeni olmayip,
doksanli yillarin ortalarindan itibaren verem savas dispanserlerinde Ozellikle nitelikli
saglik insan gucu 6zveris ile strdirtlen verem savasinin bir sonucudur. Bu baglamda
ulasilan basari, adinda verem savas dispanserleri 6zelinde strdurtlen tuberkiloz
kontrolt stratgjisinin dogru oldugunu kamitlamaktadir. Turkiye Verem Savast 2010
Raporu verilerine gore akciger tuberkilozunda yayma pozitiflik %60’ dir. Benzer

bicimde kultur pozitiflik oram %33.5'tir. Bilindigi Uzere Dogrudan Gozetimli Tedavi



Stratejisi’ nin bilesenlerinden birisi olan yayma incelemesi ve yayma pozitiflik orannin
yiksdltilmesi gereklidir. Ote yandan kiiltir pozitiflik orammin oldukca disiik oldugu
gorilmektedir. Benzer bicimde ilag duyarlilik testi yaplma orami da dustktar.
Kanaatimizce ivedilikle Turkiye capinda iyi bir laboratuar aginin kurulmasi, kalite
standartlarimin 6nemsenmesi ve bu iki asamadan sonra da tim olgular igin kultir
yapilmast ve 0Ozellikli kimi olgularda hizli Rifampisin  duyarliligi ¢alisiilmast
gereklidir®®®.

2.3. Mikobakteriler ve Siniflandiriimas:

Mycobacteriacea ailesinde sadece Mycobacterium cinsi  bulunmaktadhr.
Mikobakteriler; sporsuz, hareketsiz, aside direncli, bolinme stireleri 12—18 saat olmasi
nedeniyle yavas ureyen, pleomorfik comaklardir. Cogu dogada saprofit olan
mikobakterilerin sadece kigUk bir oram yiUksek vertabrali hayvanlarda olumle
sonlanabilen hastaliklara neden olan hiicre ici patojenlerdir. Mikobakterilerin insanlarda
enfeksiyon olusturan tirleri arasinda, tim dinyada onlenebilir élimlerin en dnemli
sebepleri arasinda yer alan tuberklloz da yer aimaktadir. Son derece 6zellesmis hiicre
duvar yapilar ile korunarak kronik enfeksiyonlara yol acabilmektedirler'’. Mikobakteri
genomunda 20 degisken bolgede meydana gelen insersiyon ve delesyonlar: dikkate
adarak yapilan calismalarda filogenetik iliskileri belirlenen yaklasik 100 farkli tdr
oldugu tespit edilmistir. Bakteriyolojik Ozellikleri ve molekuler dizeyde benzerlikleri
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bulunan yakin iliskili tirler kompleks basligi atinda toplanmaktadir
yapilabilen mikobakteriler, M. tuberculosis kompleks ve tiberkiloz disi mikobakteriler
(TDM) olmak Uzere iki grup altinda toplanmaktadir. M. tuberculosis komplekse dahil
olanlar genetik olarak c¢ok yakin oldugundan tir yerine alttir tanimlamas
kullani maktadhr’.

Kompleks icerisindeki alttirleri; M. tuberculosis, M. bovis, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microti ve Mycobacterium canettii ve TB asisim olusturan
atentie M. bovis BCG olusturmaktadir. M. tuberculosis kompleksin at tirlerinin ayrim,
biyokimyasal testler ve treme Ozellikleriyle yapilmasi zor oldugundan, DNA parmak izi
analizi yonteminin kullanimi giderek yayginlasmaktadir"%,

Tuberkiloz disi mikobakteriler, genetik olarak daha heterojen bir gruptur.

Pigment Uretimi ve treme Ozellikleri acisindan atipik mikobakteriler; fotokromojenler,



skotokromojenler, kromojen olmayanlar ve hizli Ureyenler olmak U(zere 4 gruba
ayrilirlar. Genel olarak atipik mikobakteriler insanlarda sinirli patojenite gosterirler.
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense ve Mycobacterium avium gibi
baz: turler ise 6zellikle bagisik sistemi baskilanmis hastalarda, TB benzeri tablolara yol
acabilirler’’*. Genetik olarak heterojen olan M. avium kompleks (MAC), genellikle
cevresal kaynaklarda bulunur ve TB benzeri hastaliga yol agmazlar. Buna karsin, M.
avium spp. avium alttirt, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde yaygin hastaliga
neden olmaktadir®*. MAC igerisindeki diger attar, M. avium spp. paratuberculosis,
genetik olarak belirli 6lclide korunmusluk gostermektedir. Gevis getirenlerde Johne
hastaligina neden olmakta, insanlarda ise Crohn hastaliginin etyolojisinde rol oynadigi
one strilmektedir®. DNA dizi analizi yontemlerinin gelistiriimesi ile son yillarda
Mycobacterium confluentis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium interjectum,
Mycobacterium  mucogenicum,  Mycobacterium  mageritense, Mycobacterium
novocastrense, Mycobacterium wolinskyi ve Mycobacterium goodii gibi tirler de
tammlanmustirt”?®. Bu bakterilerin hastalardan izole edilmesinin 6nemi tartismalidhir.
Bir hastadan ayni mikobakterinin yineleyerek izolasyonu hastaligi dusiindirmekte ve
antimikobakteriyel tedaviyi gerektirmektedir.

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi alisilagelmis Gram negatif veya pozitif
bakteri hiicre duvarlarindan oldukga farkli, karmasik bir yapidir. Hiicre duvar yapisinin
altinda diger bakterilerde de gorulen plazma membram vardir. Plazma membraninin
Uzerinde bulunan en ic tabaka peptidoglikandir. Bu tabaka kisa peptit zincirleri, capraz
baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri icerir ve hiicrenin sert yapisin
saglar. Peptidoglikan tabakasina fosfodiester koprileriyle bagli olan arabinogal aktan
tabakas: hicre duvarinin %35'ini olusturur (Sekil 1). Arabinogalaktanlara kovalent
olarak baglanan mikolik asitler, hiicre duvar kalinligindan ve bllylk oranda da hiicrenin
aside direncli olmasindan sorumludur. Mikolik asitler, trehaloz dimikolata baglanarak
kord faktori olustururlar. Bir grup heterojen peptidoglikolipitler veya fenolik
glikolipitten olusan en dis tabaka ise mikozitler olarak 13 adlandirilirlar. Hucre
duvarinda bulunan ve duvar agirligimin %60'1m olusturan lipitlerin ¢ogu uzun zincirli
yag asitleridir. Bu lipitler tUberkllostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri

icerirler®”?,
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvar: (29)

Mikobakterilerin lipit, protein ve polisakkaritlerden olusan antijenleri vardir.
Bunlardan OT, Robert Koch tarafindan bulunan ve tuberkulin deri testinde kullanilan
1siya dayanikli bir proteindir. OT’in saflastinlmast ile elde edilen purifiye protein
deriveleri (PPD), DSO’ niin de 6nerisiyle tiiberkilin deri testinde kullaniimaktachr. Kord
faktord, bakterinin virulanst ile ilgilidir. Klltirden hazirlanan preparatlarda bakterinin
demetler halinde bir arada bulunmasindan sorumlu oldugu gibi PNL migrasyonunu
Onleme ve granilom olusumunu stimile etme gibi fonksiyonlara da sahiptir.
Sulfolipitler (trehaloz 2 sulfat), bakterinin hiicre iginde canli kalmasindan ve kord
faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur. Isi sok proteinlerinin (65Kda, 38Kda,
12Kda), koruyucu immunite gelismesinde ve komplikasyonlardan sorumlu oldugu
distinilmektedir®®. Mikobakterilerle ilgili calismalar; M. tuberculosis, M. bovis ve M.
lepra turlerinin gen analizlerinin yapilmasindan sonra hizlanms, bakterinin fizyolojik,
biyokimyasal, antijenik ve genetik 6zellikleri hakkindaki bilgiler artmis, bu bilgilerin
1s1ginda yeni profilaksi ve tedavi 14 calismalar: baslamistir. M. tuberculosis H37Rv
susunun gen buydklaglh 4.411.529 baz cifti (bg) olup yaklasik 3.986 proteini
kodlamaktadir. Buna karsilik M. tuberculosis CDC1551 susu 4.403.836 bg olarak tespit
edilmis ve yaklasik olarak 4.187 proteini kodladig: bildirilmistir. M.lepra genomu ise
3.300.000 bg kadardir. Bu suslarda tammlanabildigi kadar: ile genomun biytk kisminin
(%59) replikasyonla ilgili oldugu, kalan bdlgenin %30 unun lipit ve poliketit sentetaz
ileilgili genler, %10 ununda PE (prolin glutamat) ve PPE (prolin-prolinglutamat) olarak
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tammlanan iki akraba gen ailesine ait oldugu belirlenmistir. Ayrica*® noncoding” diziler
(13E12 ailesi), insertion dizileri (IS) ve mikobakterilere 6zgin “Mikobakteri tekrarlayan
uniteleri” (MIRU) kodlayan gen bdlgeleri de tespit edilmistir. Mikobakterilerde PE ve
PPE proteinlerini kodlayan gen dizileri disinda kalan bolgelerde Guanin (G) + Sitozin
(C) oramnin da aisilmis bakterilerden daha yiksek olusu (%80), bunlarin farkli bir gen
ailesi olusturdugunu gostermektedir?®223-32,

Mikobakterilerde lipit metabolizmas: ile ilgili genlerin goklugu bu bakterilerin
metabolizmalarinda lipitleri kullandiklarim goéstermektedir. M. tuberculosis genomunda
da E. coli’deki FadD geni ve FadE geni ile homolog 36 gen bdlgesi bulunmaktadir. M.
tuberculosis genomundaki diger 6nemli gen topluluklar olan PE ve PPE genleri hiicre
duvar lipitlerinin sentezinde onemli rol oynayan ve bagisik sistemi baskilayan suda
coztlmeyen cok sayida protein kodlarlar. Bu gen bolgeleri adlarimt kodladiklar:
proteinleri amino N uclarindaki motiflerden alirlar. Konservatif ¢zellige sahip bu
motiflerden PE yaklasik olarak 110, PPE ise yaklasik olarak 180 aminoasit
buyuklGglinde yapilardir. Bu proteinlerin C terminal uzantilart ise 100-1400 aminoasit
arasinda degismektedir. Protein analiz ¢calismalar: ile mikobakterilerde 38 PE proteini,
61 PE-PGRS proteini ve 68 PPE proteini tespit edilmistir. PE ailes proteinleri arasinda
filogenetik analiz yontemi ile gok sayida alt grup tespit edilmistir. Tum PE nin
%50’ sinden fazlasim olusturan, Gly-Gly-X tekrarlayan dizisine sahip olan glisin zengin
polymorphic glycin repetetive sequence (PGRS) grubun en biydgudur. PPE ailesinde
yer dan proteinler de 3 alt grup icerisinde toplanmistir. Bunlarin ilki; NXGXGNxG
tekrarlayan (major polymorphic tandem repeated—MPTR) dizileri tasiyan gruptur. Ikinci
alt gruptaise GxxSVPxxW tekrarlayan bolgel ere sahip proteinler yer alirken 3. gruptaki
proteinlerin benzer tekrarlayan bolgeleri yoktur. PE ve PPE genleri tarafindan kodlanan
proteinler hiicre duvar: sentezinde rol oynayan antijenik 6zellige sahip proteinlerdir.

Bu proteinlerin yapisindaki degisiklikler konagin bagisik yamtindan korunmada etkili
ol maktadr’?%32,

Mikobakteriler hiicre duvar: komplekslerinin distik permabilite ve hidrofobisite
Ozellikleri nedeniyle hidrofilik antibiyotikler, metal iyonlari, dezenfektanlar gibi
kimyasal toksik gjanlara ve oksijen radikalleri gibi hiicresel toksinlere intrinsik dirence
sahiptirler. Bu 6zellikleriyle hticre ici ve hiicre disinda korunan mikobakteriler, hiicre

duvarlarindaki bazi yapilarla konagin bagisik yamtini da etkileyerek, asemptomatik
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tasiyicilhiktan tedaviye cevap vermeyen ve yiksek mortaliteyle seyreden kronik
graniilomatdz enfeksiyonlara kadar degisen klinik tablolara yol acarlar®.

TUberkiloz; ates, oksurik, kanli balgam, kilo kaybi, halsizlik gibi semptomlar
vermektedir. Ilerleyici akciger hasar1 olusur ve bakterilerin akciger disina gikmast ile
kemikler, eklemler, karaciger, dalak, gastrointestina sistem ve beyin tutulumu olabilir.
Hastaligin sistemik formu olan milier TB ise siklikla 6limcil seyretmektedir. Oksiirme
ile ortama salinan cok kuglk damlaciklar, hem Ust solunum yolu savunma
mekanizmalarint asarlar, hem de blyUk partikillere oranla havada daha fazla asili
kalirlar. Insandan insana aerosollerle bulasan TB hastalig genellikle sinsi seyretmekte,
hastamin sagligi yillar icerisinde bozulmaktadir. AIDS'|i hastalarda ise TB ¢ok daha
hizli ilerlemekte, aylar icerisinde ilerleyerek %80'lere varan Olume neden
olmaktadir’®*. Son yillarda 6zellikle, gelismis toplumlarda dogumsal veya kazanilmis
bagisiklik yetmezlik artistna bagli olarak, M. tuberculosis izolatlarinda coklu ilag
direncinin artmasi ve bu suslarla olusan enfeksiyonlardan %70’ inin 4-6 hafta gibi daha
kisa bir sirede 6lumle sonlanmasi mikobakterilerle ilgili calismalarin yeniden hiz
kazanmasina neden olmustur. Mikobakterilerde 1960'|1 yillarda iki ilaca kars1 %1-2
oraninda olan direng, 1991 yilinda dort ilaca kars1 %13 gibi yiksek oranlara ulasmustir.
Bu nedenle ¢alismalarin odagin daha etkili, 6zellikle bakterisidal yeni antibiyotikler ve
koruyucu bagisik yaniti uyarabilecek yeni asilar yaratmak olusturmaktadir. Bu amaclara
ulasabilmek icin de mikobakteri hiicre duvar yapisi, fizyolojik ve kimyasal 6zellikleri

ve biyosentez mekanizmalarinin ok iyi incelenmesi gerekmektedir?.,

24 Mikobakterilerin Tamsinda ve Duyarhhklarimn Belirlenmesinde
Kullamlan Y dntemler
Klinik, radyolojik velveya patolojik bulgularla bir hastada tuberkilozdan
kuskulanilabilir. Ancak hastaligin kesin tamsi sadece klinik orneklerde tuberkiiloz
basilinin varliginin kamtlanmasi ile mimkinddr. TB tam yontemlerinin amaci, Klinik
orneklerde mikobakterilerin varligim gostermek ve hastalik etkeni olan turt izole
etmektir. Tanimin tam ve dogru olarak yapilabilmes uygun 6rnegin, uygun yontemle
ainmasina, uygun kosullarda laboratuvara gonderilmesine, uygun yontemle
islemlenmesine baglidir. Tuberklloz laboratuvarina gonderilen solunum yolu ornekleri

arasinda balgam, induklenmis balgam, aclik mide suyu, bronkoaveolar lavg (BAL),
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bronsiyal fircalama ornekleri bulunur. Solunum yolu disinda ise idrar, doku biyops,
beyin omurilik sivisi (BOS), periton sivisi, plevra sivi ve perikardiyal sivi gibi 6rnekler

sayilabilir %,

2.4.1. Orneklerin islemlenmesi

Mikobakterilerle birlikte kontaminasyona neden olabilen bakteri, mantar ve bu
mikroorganizmalarin etrafint saran lokosit, eritrosit ve doku gibi organik kalintilar
besiyerlerinde Uremeyi baskilarlar. Balgam gibi normalde steril olmadigi distnulen
Orneklerde bu organik kalintilart sindirmek ve kontaminasyona neden olan
organizmalart elimine etmek igin dekontaminasyon ve homojenizasyon, ardindan
bakteri yogunlugunu artirmak amaciyla konsantrasyon islemi uygulanir. Laboratuvarda

tim islemler biyoguivenlik kabinlerinde ve belirli standartlara uyularak yapilmalidir®,

2.4.2. Mikroskobik inceleme

Mikroskopi ile hasta Ornegindeki tuberkiloz basillerinin tespit edilmes,
tuberkiloz hastaliginin tamsim koymak icin en hizli, en ucuz ve pratik bir yontemdir.
Tuberklloz basilinin ikiye bolinme siresi ortalama 18 saat oldugundan, kultdr ile
Uretilmesi uzun zaman amaktadir. Bu nedenle de tiberkiloz igin mikroskopik tan
guniimtize kadar 6nemini korumustur. Ancak mikroskopik incelemede aside direncli
basilin gorulebilmesi icin 6rnegin mililitresinde en az 5000 kadar bakteri bulunmasi

gerekmektedir, bu durum yontemin duyarliligin azaltmaktadr®*3¥

. Aside direnclilik;
bakterinin hiicre duvarinin yapisina baglidir ve gdlistirilmis pek ¢ok boyama yontemiyle
gosterebilir. En sik kullamlan boyalar fenol sollisyonu iceren boyalardir. Lipitten zengin
hiicre duvarina bu boyalar daha iyi penetre olmaktadir ve renk giderici asit-akol ile
islemlendiginde hiicre duvarindan ilk boyanin uzaklastiriimas: ¢ok zordur. Sertlesen
hiicre duvar1 boyay: birakmaz. Ek olarak zit renkli bir boya ile tekrar boyama islemi
aside direncli bakterilerin (ARB) daha rahat goriinmesi icinde kontrast saglayacaktir 2.
ARB boyama yonteminde dekontamine ve konsantre edilmis drneklerden hazirlanmis

preparatlar tespit edildikten sonra boyamaislemi uygulanir.
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A. Karbol fuksin boyama; 1s1k mikroskobu kullamlarak degerlendirilir.
a. Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)

b. Kinyoun

B. Florokrom boyama; floresan mikroskobu kullanilarak degerlendirilir.
a. Auramin-Rodamin

b. Auromin O

Erlich-Ziehl Neelsen (EZN), en yaygin kullamlan aside direncli boyama
yontemidir. EZN ile boyanmis bir preparatta en az 300 mikroskop sahasi tarandiktan
sonra negatif olduguna karar verilmelidir. 300 mikroskop alamnda tespit edilen 1-2
basi| stpheli olarak degerlendirilirken 100 alanda 1-9 basil gorilmesi (+), 10 alanda 1-9
basi| gorilmes (++), her alanda 1-9 basil gorilmesi (+++) olarak degerlendirilirken, her
danda 10'dan fazla basilin gorilmesi (++++) olarak yorumlanmalidir. Florokrom
boyama yontemiyle, bol miktarda hasta 6rnegi incelenebilmekte, bu nedenle az sayida
bakterinin bulunan ornekler bile tespit edilmekte, degerlendirmeler daha hizli ve kolay
olarak yapilabilmektedir. Florokrom yontemle pozitif tespit edilen 6rneklerin EZN
boyama yontemiyle dogrulanmas: Onerilmektedir. Direkt preparat hazirlama asamasi,
aerosol olusturan bir islem olmasi nedeniyle calisan personel ve gevreyi korumak igin

guvenlik kabini icinde yapilmalidir 339,

2.4.3. Kultar yontemleri

Kultdr yontemleri ge¢ sonug vermesine ragmen tir diizeyinde tanmmlamaigin
izolatlarin elde edilebilmelerini, bakterilerin canliliklarimn dogrudan gosterilmelerini,
ilag duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmelerini, gogaltilan
izolatlarin daha sonraki arastirmalar icin saklanmalarini saglamasi agisindan, TB’un
tanisinda altin standart olmaya devam etmektedir. Mikobakteri kiltur igin sivi ve kati
besiyerleri kullamlabilmektedir. Kat1 besiyerleri yumurta bazli besiyerleri ve agar bazli
besiyerleri olarak iki grupta incelenebilir. Bu besiyerlerinin timu, antibiyotik eklenerek
secici hale getirilebilir.

En hizli Ureme sivi besiyerlerinde gdzlenmekte, ancak koloni morfolojisini
inceleme sansi olmamaktadir. The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

mikobakterilerin  birincil izolasyonunda klasik Kkati besiyerleri yam sira sivi
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besiyerlerinin  de birlikte kullanilmasimt  6nermektedir. Eger iki kati besiyeri
kullanilacaksa besiyerlerinden birinin secici olmasi 6nerilmektedir 32,

2.4.4. Duyarhhk Testleri

M. tuberculosis'in duyarlilik testlerinde kat1 ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir
(3530 Baglica, kati besiyerlerinden; LJ, Middlebrook 7H10 ve 11, sivi besiyerlerinden
ise; Middlebrook 7H9 iceren besiyerleri kullamimaktachr %7, Duyarlilik testlerinde,
agar proporsiyon yamsira BACTEC 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) yontemi de CLSI tarafindan Onerilmekte ve altin standart olarak kabul
edilmektedir ¢,

Diger geleneksel yontemlerden; mutlak konsantrasyon, diren¢g oran ve disk
elisyon yontemleri sayilabilir. BACTEC 460 TB disinda hizli kiltir sistemlerinden
Myco-ESP (Extra Sensing Power) |1 (Trek Diagnostics, Inc., Westlake, Ohio), MB/Bact
T (Organon Teknika, Durham, NC), BACTEC 9000, BACTEC MGIT (Mycaobacteria
growth indicator tube) 960, TK (Salubris, istanbul) sistemlerinin de duyarlilik testleri
gelistirilmistir 3. Ayrica;  kolorimetrik yontemler, modifiye agar-diltisyon
yontemleri, E-test yontemi, mikobakteriyofgj yontemi, lusiferaz tasiyici fg yontemi,
biyoluminesans (hiicre ATP 6lgumu), flow sitometri yeni duyarlilik yontemleri arasinda
sayilabilir (36,38). Bu yontemler disinda polimeraz zincir tepkimesi (PZT), restriction
fragment length polymorphism (RFLP), single-strand conformation polymorphism
(SSCP), heterodubleks analizi, dideoksifingerprinting (ddF), otomatize DNA dizi
analizi, kat1 faz hibridizasyon gibi molekiler yontemler de direnci belirleyen

mutasyonlarin tespit edilmesinde kullanilmaktadir 239,

2.4.5. Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

TB’un laboratuvar tamsinda ARB mikroskobisinin duyarliligimn distk olmast,
kiltdr de Gremenin uzun zaman amasi, hizli ve glvenilir sonuglar veren yeni yontem
arayislarina neden olmustur. Molekuler yontemler, 6zellikle mikroskobi ile gorilmesi,
kiltrde Uretilmesi uzun zaman alan, zor veya olanaksiz mikroorganizmalarin tespit
edimesinde onemli rol oynamaktadir. Molekiler yontemler oldukga hizli olmalar: ve
tanimlama araliklarinin genisligi nedeniyle mikobakteri enfeksiyonlarinin tamisinda da

yaygin kullanim alani bulmustur. Bu molekiler yontemlerin tlberkiloz tamsinda
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kullaniminin yayginlasmasi tiberkiloz tamsina iz kazandirmistir. Molekiler testler
dogrudan klinik drneklerden M.tuberculosis'in tespit edilmes yaninda, kiiltirde Uretilen
mikobakteri tlrlerinin teshiti veya tiplendirilmesi, antimikobakteriya ilaclara karsi
direncli olup olmadiklarimn arastiriilmast ve epidemiyolojik arastirmalarda da
kullanilmaktadir “04Y,

Klinik 6rnekten TB tanisina yonelik molekiler testler genel olarak nikleik asit
amplifikasyonu (NAA) temeline dayanmaktadir. Bu testlerde diger enfeksiyon
etkenlerinde oldugu gibi M. tuberculosisin 6zgul nukleik asit dizisinin, tespit
edilebilecek dizeye gelinceye kadar cogaltiimas: amacglanmaktadir. Bu sistemler icin
primer cogaltma hedefleri M.tuberculosis e 6zgul 1S6110 insersiyon dizisi ve 16S
rRNA geni ile 23S rRNA’dir %442 Klinik drnekten TB tamsina yonelik molekiler
yontemler genellikle (¢ ana basamaktan olusur: ilk basamak klinik oOrnekten
mikroorganizmanin nikleik asitlerinin elde edildigi ekstraksiyon basamagidir. Fenol-
kloroform yontemi, distile suda kaynatma, deterjanlar ile proteinaz K, degisik
kimyasallarin kullamm (Chelox-100, Guanidin vb.) ve sonikasyon gibi degisik
ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Ayrica ticari olarak kullamlan DNA/RNA
ekstraksiyon kitleri de mevcuttur. Ikinci basamakta hedef nikleik asit bolgesinin (DNA
veya RNA) tespit edilebilir diizeye gelinceye kadar cogaltiimas: degisik tekniklerle
gerceklestirilebilir. Bu tekniklerden en sk kullanlanlar arasinda PZT, TMA
(Transcription mediated amplification), SDA (Strand displacement amplification)
sayilabilir. Uglincli basamakta cogatilmis olan hedef bolgenin (amplikon) 6zgiil
problarla tespit edilmesinde degisik tekniklerle  gerceklestirilebilmektedir
[hibridizasyon, ters hibridizasyon (revers hybridization), DNAELISA, gergek zamanl:
belirleme (real-time detection), hybridization protection assay (HPA) gibi]*"*. Klinik
orneklerden M. tuberculosis'in belirlenmesinde in-house yontemler kullanilabilmesine
karsin, son yillarda ¢ok sayida ticari testler piyasaya strilmis ve bunlardan ikis tam
amacli kullamm igcin ABD’de FDA (Food and Drug Administration) onay: almustir.
GUnUmuzde otomatize veya yar1 otomatize ve standardize ticari testler giderek artan

oranda rutin tarmda kullanil maktadr 73349,
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24.5.1. In-house PZT

Geleneksel in-house PZT, nukleik asitlerin istenilen kisimlarinin, bolgeye 6zd,
sentetik oligonukleotid primerleri kullanilarak, in vitro ortamda kopyalanmasini esas
alir. Hedef olarak rRNA veya genomik DNA'nin ayirc 6zellik tasiyan farkli bolgeleri
kullamlabilir. Kopyalama islemi kisa stirmesi blyuk bir avantgjdir. Y dntemin bir diger
avantgj1, az miktarlarda hedef molekll oldugu hallerde dahi sonuca gidebilmektir. PZT
icin, mililitrede 10 basil bulunmasi tar icin yeterli olmaktadir. Burada en 6nemli faktor,
DNA kontaminasyonudur. DNA dayankli bir molekildir. Laboratuvar uygulamalari
sirasinda aerosol ile resksiyona girerek, yalanci pozitiflik yaratabilir. Bununla birlikte,
calisilan materyalin turine gére, PZT'nin inhibe olmasi sdz konusu olabilir ki bu da
yalanci negatif sonuglarin ortaya cikmasina neden olur. Ydntemin guvenirliliginin
saglanmasi i¢cin mutlaka negatif ve pozitif kontrollerle calisilmali, sonuclar klinik
bulgular ve diger laboratuvar yontemleri ile bir arada degerlendirilmelidir 749"
DNA'nin gogatilabilmes igin PZT tepkime karisiminda olmasi gerekenler; DNA
ekstrakti, primerler, dNTP karisimi, DNA polimeraz, tamponlar ve MgCI2'dir. TUm
karisim “thermal cycler” aletine yerlestirilir ve 6zgul programi uygulamr. Cogaltilan
PZT Grinleri degisik yontemlerle belirlenir. En yaygin kullanilan yontem agaroz jel
elektroforezidir. Agaroz jel elektroferezinde gorulebilmes igin floresan bir boyayla
boyanir. Olusan DNA bantlart UV 15181 atinda gorindr hale gelir (43). In-house (home-
Brew) PZT olarak tanmmlanan teknikte standardizasyon eksikligi, laboratuvarlar arasi
degisen duyarlilik ve oOzgllliklere neden olmaktadir. Bir caismada yedi farkl
laboratuarda aym 200 ornek 20 calisilmis ve %3—77 arasinda degisen yanlis pozitif
sonuglar elde edilmistir*®. In-house PZT kullamlarak yapilmis 84 calismanin
bulgularinin degerlendirildigi bir meta anaiz sonucunda duyarlilik ve 06zgullugin
sirastyla %9-100 ve %6100 arasinda degistigi gortlmistir “®. Bu nedenle giiniimiizde
klinik 6rneklerde M. tuberculosis belirlenmesinde daha standardize molekiler testler
tercih edilmektedir.

2.5. Mikobakterilerin Tiplendirilmesinde Kullanilan Y dntemler
Tiplendirme yontemlerinde bazi 0Ozellikler aranmaktadir: . Sonuclarin
yinelenebilirligi: Belirli bir susla yinelenen yontemin, aym sonucu verebilme yetenegi
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olarak tanimlanabilir. Epidemiyolojik olarak birbiriyleiliskili hastalardan elde edilen bir

susun ayni veya benzer tiplendirme sonucunu vermesidir.

Ayrnim gucu: Tipleme yonteminin bir tardn farkli suslart arasinda etkin ayrim
yapabilme ozelligidir.

Teknigin kullamm kolaylig1, fiyati, sonu¢ verme siiresi ve sonuglarinin kolay
yorumlanabilir olmasi: Tipleme yontemi basit ve ekonomik olmalidir. Y éntemin
kolay uygulanabilirligi ile klinik laboratuvarlarda yaygin kullanimi arasinda
iliski vardir. Teknik olarak karmasik olan yontemler, rutin uygulamalardan ¢ok
referans laboratuvarlarda kullanilmaktadirlar.

Bu kriterlerin tamaminm karsilayacak tek bir yontem olmadigr icin testlerin
birlikte kullammu gerekli bir kural gibidir. Tek merkezi ilgilendiren kisa sureli bir
sagindan izole edilen suslarin ayrim yapilacak ise, bir tipleme yontemi yeterli
olmaktadir. Ancak, tlke genelinde yapilacak olan kapsamli epidemiyolojik calismalarda
birkag tipleme yonteminin birlikte kullamlmas: gerekmektedir “®. Genel olarak

tiplendirme yontemleri fenotipik ve genotipik olmak Uzereiki gruptaincelenir.

2.5.1. Mikobakterilerin Tiplendirilmesinde Fenotipik Y ontemler

Buguin bilinen bakterilerin cogu 19-20. ylzyillar arasinda tammlanmus, fenotipik
ozellikleri belirlenmistir. Bir bakteride 6zgul olarak bulunan fenotipik 6zellik, susun
yayilimi hakkinda bilgi verebilmektedir. Ortak fenotipik 6zelliklere sahip suslar stz
konusu oldugunda ek olarak; biyotiplendirme (biyokimyasal reaksiyonlar, cevre
sartlarina tolerans), antibiyotik duyarliliklar:, basta agir metaller olmak Uzere gesitli
kimyasal maddelere duyarliliklarin belirlenmesi, fa ve bakteriyosin tiplendirmes,
serotiplendirme, protein elektroforezleri (tam hiicre proteini, immunoblotting,
multilokus enzim elektroforezi, zimotiplendirme) gibi yontemler kullanilmaktadir. M.
tuberculosis suslarimn ayriminda kullamlan fg tiplendirmes sadece birkag farkli tipi
tanimlayabilmes ve teknik olarak gesitli sorunlar icermesi nedeniyle sinirlt kalmistir.
Serotiplendirme ise M. tuberculosis kompleksi igerisindeki suslarin farkliliklarini tespit
edememektedir “”. Mikroorganizma Uzerindeki cevresel secici baskilar, degisken
antijenik yapi, antibiyotik tedavilerinin diren¢ gelisimine etkileri, fenotipik 6zelliklerin
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farkli genlerde kodlanabilmesi, ticari olarak bulunmayan bazi ayiraglarin gereksinimi,
bir tir igerisindeki susun ayirtedici 6zelliklerinin yetersiz olmasi, fenotipik yontemlerin
duyarliligim azaltmaktadir. Bu nedenle, M. tuberculosis suslarinin basit ve hizl

tiplendirilmesi icin genotipik yontemler denenmektedir.

2.5.2. Mikabakterilerin Tiplendirilmesinde Genotipik Yontemler

M. tuberculosis genomunun batin dizilimi ¢ikarilmistir. Genom yaklasik 4,4
mega bazciftinden olusmakta ve %62—70 gibi oldukca yiksek oranda G + C
icermektedir. Mikobakterilerin dogru sekilde tiplendirilmeleri icin kullanilacak en ideal
yontem tUm genomun dizi analizini yapmaktir. Ancak genomun blyUklUgl dikkate
alindiginda bunun zaman alicit ve maliyetinin yiuksek olmast kullanimini sinirlamustir ©).
Bu nedenle mikobakteri DNA’ sinin veya 6zgul bir bolgenin restriksiyon enzimi (RE) ile
kesimi, genom Uzerinde bulunan tekrarlayan boélgeleri ya da bunlarin arasindaki
bosluklarin polimorfizmini  hedefleyen yontemler gélistirilmis ve yaygin olarak

kullanilmaya baslanmigstir 9"

2.5.2.1. Kromozomal DNA Analizi

[Southern blotting, RFLP yontemleri ve problu hibridizasyon (DNA
fingerprinting)]: Southern blotting yontemiyle birgok mikroorganizmanin genomik
dizis incelenmektedir. Kromozomal DNA, RE ile kesilir ve parcalar agaroz je
icerisinde elektroforez ile yuritulir. Membrana bagli nikleik asit daha sonra bir veya
daha cok isaretli ve incelenen genle homolog olan prob ile hibridize edilir. Bu yontem;
incelenen 6zel genetik bdlge igerisinde gesitli RE’ lerinin tamdig: yerlerin belirlenmesi
esasina dayanmaktadir. Bu bolgeler suslar arasinda degiskenlik gostermekte ve farkl:
buyukltkte bantlar olusmaktadir. Tammlanmis genetik bolgelerden RE ile kesilen
parcalarin polimorfik yapida olmasi nedeniyle, yonteme RFLP adh verilmistir. RFLP
analizinde sadece problarla hibridize olan DNA pargalar1 gorunir hale geldigi icin,

sonuglarin analizi de buytk 6lciide kolaylasmustir “7-

2.5.2.2. PZT bazh tiplendirme yontemleri

PZT, 50-2000 baz ciftli DNA veya RNA'mn yari otomatik sistem igerisinde
birkag saatte bir milyondan daha fazla gogaltiimasini saglayan arcisik U¢ basit
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tepkimenin (denatirasyon, baglanma, uzama) bir dongu halinde yinelenmesidir.
Duyarlilig1, 6zgulligh yuksek ve hizli bir yontem olmasi, mikroorganizmalar: dogrudan
tiplendirilebilmesi yararli 6zellikleridir. Buna karsin, kontaminan DNA’ nin ¢ogaltiimas
yadaepidemi ileilgis bulunmayan mikroorganizmalarin benzer niklelk asit siralarinin
tanimlanmasina bagli yalanci pozitif sonug vermesi, primerlerin sadece hedeflenen
nikleik asit dizisini tanmlamast ve DNA kaybi1 nedeniyle yalanci negatif sonuclar
baslica olumsuz Ozellikleridir. Geleneksel PZT’ nin sahip oldugu dezavantgjlar: ortadan

kaldirmak icin nikleik asit tabanli yeni molekller tam yontemleri gelistirilmistir. (49.50)

25.2.2.1. PZT bazh bolgeye 6zgul RFLP
Bu yontemde PZT ile 6zgul gen bolges cogaltilir ve RFLP andizi ile incelenir.
Incelenen suslar arasindaki farkliliklar belirlenir veya antimikrobiyal direng ortaya

cikarilir.

2.5.2.2.2. Rasgele ¢cogaltilan polimorfik DNA

[Random amplified polymorphic DNA (RAPD) = Arbitrarily Primed PZT (AP-
PZT)]: Dusuk 1silarda kromozoma DNA dizilerine baglanan 9-10 bazdan olusan
rasgele primerlerin kullamldig: bir yontemdir. Bu rasgele primer bolgeleri, yerlesim ve
sayilart yonunden bir bakteri tdrinun degisik suslarinda farklilik gostermektedir.
Sonucta agaroz jelde elektroforez ile her sus icin karakteristik bantlar ortaya
cikmaktadir.

2.5.2.3. DNA dizi analizi

Ozel bir bolgenin tim dizgisi ¢ikarilir. DNA dizi analizinde, hedeflenen gen
bolges icin kullanilacak primerler belirlenerek hedef nikleik asit PZT ile gogaltilir.
Elde edilen PZT Uruni saflastirildiktan sonra poliakrilamit jel Gzerinde yUritilerek gen
dizis icerisindeki bazlar tammlanir. Otomatize sekanslama cihazlar1 ve bilgisayarli
sistemlerle PZT Grinintn dizgisi belirlenir. Adenin (A), C, G, timin (T) bazlar igin
dort farkl: floresan boya kullanilarak farkli dalga boylarinda isimalarin buytklikleri ve
tipleri bilgisayar yardimiyla bir elektroferogram Gzerinde gosterilmektedir. DNA dizi
andizleri hem mutasyonel degisimlerin belirlenmesi hem de suslarin genetik
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Ozelliklerinin ortaya cikariimasinda ¢ok etkin bir yontemdir. Ancak Ozel ve paha

ekipman gerektirmesi bu yontemin rutinde kullanilmasini zorlagtirmaktadir®*2.

2.6. Mycobacterium tuberculosis'in Tiplendirmesinde Kullamlan Molekller

Y Oontemler

Molekller tekniklerin gelismesiyle, M. tuberculosis'in filogenetik 6zellikleri ve
yayilma dinamikleri daha iyi anlasilabilir hale gelmistir. Molekller tipleme ile
tUberkllozun reklrrensi, sekonder enfeksiyonun reenfeksiyon veya reaktivasyon olup
olmadig: ve bir hastada aym andaiki veya daha fazla sus ile enfeksiyonun varlig: ortaya
konulabilmektedir. BoOylece tuberkiloz kontrol ve tedavi protokollerinin etkinligi
arastinlabilmektedir. Salginlarin arastirilmasinda ve laboratuvar ici ¢apraz bulasin
tammlanmasinda buyUk yararlar elde edilmektedir. Bu yontemlerle belirli bir cografik
aan igindeki bulasin analizi yapilabilmektedir. Molekuler tipleme yontemleriyle coklu
ilag direnci olan suslarin belirlenmesi, kaynak ve yayilma yollar1 gosterilebilmektedir.
M. tuberculosis suslarinin tiplendirilmesi, bir toplum veya aile icindeki enfeksiyonun
kaynagi, yayilmast ve direng kazanmis olan suslarin erken tespiti gibi Onemli
epidemiyolojik sorularin  yamitim  verebilir.  Molekller yontemler, tlberkilozun
yayilmasini etkileyen faktorlerin daha iyi anlasiilmasinda ilave araglar olarak
kullanilabilir. Risk faktorlerinin belirlenmesi ve bolgesel kontrol programlarinin
degerlendirilmesi, daha rasyonel ve etkili kontrol 6nlemlerinin alinabilmesine olanak
saglayabilir. Eger bir toplumdaki ttberkiloz vakalarimn 6nemli bir kism yeni olusmus
bir bulas sonucunda meydana gelmis ise, bu durum o toplumda tiberkilozun 6nlenmesi
icin alinmis olan korunma tedbirlerinin yetersizligini gostermektedir. Bir tipleme
yonteminden beklenen, susa 6zel genetik profili ortaya koyabilmesidir. Bu profiller
parmak izi “fingerprints’ olarak adlandirlir. iki veya daha fazla sus aym veya ok
benzer profil olusturuyor ise bunlar ayrmi kiime (cluster) i¢inde olarak adlandirilir. Farkl:
hastalardan izole edilen fakat ayni genetik profili gosteren izolatlar, biyik olasilikla
epidemiyolojik olarak iliskilidir. Bu durum genellikle hastalar arasindaki yeni
bulasmay: yansitmaktadir®*>>°.

Molekller yontemlerde, genellikle genom lizerinde bulunan yineleyen elemanlar
kullamlmistir. Bu elemanlar: su sekilde siralayabiliriz:
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1. insersiyon sekanslar: (Insertion sequence - 1S): 1S986, 15987, 1S1081, 156110

2. Mgjor Polimorfik Dzenli Yineleyen Elemanlar (Major Polymorphic Tandem
Repeats - MPTR)

3. Polimorfik GC-zengin Sekanslar (Polymorphic GC-rich Sequences - PGRS)

4. Degisken Sayil1 Duzenli Yineleyen Elemanlar (Variable Number Tandem Repeats -
VNTR)

5. Direkt Yineleyen Elemanlar (Direct Repeats - DR) Yineleyen DNA sekanslarimn M.
tuberculosis epidemiyolojisinde kullanilmast 1980°li  yillarin  sonlarinda yapilan

calismalarla baglamustir.

26.1. RFLP

RE’ler ciftsarmal DNA’y1 ¢cok 6zguil olarak belirli bolgelerden keserek parcalara
ayirmaktadir. DNA, bir veya daha fazla RE ile kesldikten sonra, agaroz je
elektroforezinde bantlarin ayrismasi ve bdylece DNA pargalarinin buyukligu ve sayisi
kiyaslanarak elde edilen cesitlilige RFLP adi verilir. Yontem genel olarak DNA’nin
izolasyonu, RE ile kesim, elektroforez, jelin gorintilenmes ve yorumlanmasi
asamalarindan olusur. Bu yontemde kullamlacak enzimlerin seciminde genomik
DNA’y1 en fazla 20 noktadan kesecek RE secilmelidir. DNA'nin kiglk parcalara
ayrilmasiyla olusan ¢cok sayida bant, sonuglarin yorumlanmasim guclestirmektedir. Bu

yontem temel ainarak cok sayida yeni metot gelistirilmistir>” .

2.6.1.1. Hibridizasyon bazli RFLP

DNA polimorfizmi, kesime ugratilmis nikleik asitlerin, genomik DNA veya
Ozgul parcalarla hibridizasyonu ile gosterilebilir. Prob olarak DNA’min tamam
kullamldiginda zeminde problem olmakta ve sonucglarin yorumlanmasi guiclesmektedir.
Bu nedenle genellikle M. tuberculosisden klonlanmis tekrarlayan DNA dizileri
kullamlmaktadir. Tekrarlayan elementlerin epidemiyologjik calismalarda
kullanilabilmesi i¢in farkli suslar arasinda polimorfizm bulunmalidir. Bunlardan en

yaygin olarak kullanilan: 1S6110-RFLP yontemidir.
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2.6.1.1.1. IS6110-RFLP
M. tuberculosis de bulunan tekrarlayan bolgelerden birisini IS
(Insersiyon sekandlari - Insertion sequences) olusturur. Bu giine kadar birgok yerlesim
elementi tammlanmustir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilam 1S6110' dur. 1324 baz
cifti uzunlugunda olan 1S1081 de M. tuberculosis komplekste bulunmaktadir.
Cogunlukla degismeden her genomda 5-7 kopya halinde bulunmaktadir.
Transpozisyona aktivitesinin az olmasi ve kopya sayisinin 1S6110'dan daha disik
olmasi nedeniyle sinirlt DNA polimorfizmi olusturur, epidemiyolojik calismalardaki
kullammint strarlichr. 1S1547 ve 1S-like element her genomda bir veyaiki kopya halinde
bulunmaktadir. 1S6110 ile kiyaslandiginda, 1S1547-RFLP nin ayrim gucu dusuktdr.
1S6110 enterobakteriyel 1S3 ailesine ait 1361 baz ciftlik bir yerlesim elementidir. M.
tuberculosis kompleksinde yeri ve sayisi (025 kopya) degiskenlik gostermekle birlikte
cogunlukla 8-15 kopya halinde bulunur. Bu yéntem M. tuberculosis tiplendirilmesinde
atin standart olarak kabul edilmektedir. Burada oncelikle bakteriyel kiltirden DNA
elde edilmekte ve kromozomal DNA’daki 1S6110 bolgeleri Pvull enzimi ile kesilmekte,
ardindan elektroforez yapilarak bantlarin ayrismasi saglanmaktadir. Alkali ortamda
denatire edilen jeldeki DNA, southern blotting yontemi ile naylon membrana aktarilir.
1S6110 igeren pargalar: gorunttlemek igin 1S6110 DNA sekansina komplementer 521
baz ciftik DNA dizgisne sahip peroksidaz isaretli prob, hibridizasyon
tamponunaeklenir. 156110 probu ile hibridize olan Pwull ile kesilmis restriksiyon
parcalart kemiluminesans reaksiyon ile goruntilenirler. Elde edilen 1sima x-ray film
Uzerine aktarilarak sonuglar yorumlanir. Yontemin dezavantgi, kiltlirde Uremeye
gereksinim duyulmasi, uzun zaman amasi, deneyimli personel ihtiyaci ve en 6nemlisi
de kopya sayisi bes ve daha az olan suslarda ayrim guctiniin yetersiz kalmasidir. Ayrica
1S6110 kopyast bulunmayan suslarda sonu¢ alinamamaktadir’®®?. 1S6110-RFLP
tiplendirmesinin hemen sonrasinda, bazi M. tuberculosis suslarinin ve epidemiyolojik
olarak baglantili izolatlarin treme donemlerinde kaybedilen IS elemam transpozonlari,
DNA parmak izlerinde kaymalara yol agmistir®. Bu bulgu, bu yontemin TB olgularinin

epidemiyolojik arastirmalarinda guvenilirligi agisindan tartisma yaratmustr.
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2.6.1.1.2. PGRS-RFLP

Polymorphic GC-rich sequence (PGRS), tuberkiloz kompleksinde en c¢ok
bulunan tekrarlanan elementtir. Cok sayida, 96 baz cifti uzunlugunda G + C’ce zengin
uyum dizilimin birbiri arkasina siralanmis tekrarlarim (tandem repeats) icerir. M.
tuberculosis kompleks ve diger mikobakterilerde yaklasik 30 kadar tekrarlanmaktadir.
Bu yontemde, Uzerinde polimorfik GC'den zengin dizi (PGRS) bulunduran ve bir
rekombinant plazmit olan pTBN12'nin yerlestiriimesiyle hazirlanan  prob
kullanilmaktadir. 1S6110 kopyasi olmayan veya dustk sayida kopya bulunduran M.
tuberculosis suslarimin tiplendirilmesinde ikincil yontem olarak kullaniimaktadir.
pPTBN12 parmakizi yonteminde; kromozoma DNA Alul enzimi ile kesildikten sonra,
agaroz jel elektroforeziyle DNA parcaarimn ayristirilmast yapilmaktadir. Naylon
membrana transfer edilen DNA parcalarinin gosterilmesinde, kemiliminesan veren
maddeyle isaretli prob (pTBN12) kullamimaktadir. pTBN12; E. Coli DH5a dan izole
edilmekte, EcoRI ve Hindlll ile kesildikten sonra yerlestirilen kisim saflastirilarak prob
olarak kullanilmaktadir. Bu prob, M. tuberculosis ve diger mikobakterilerde, her genom
Uzerinde yaklasik 30 kez yinelenen PGRS ile hibridizasyona girmektedir. Bu yontemin
tekrarlanabilirligi %100 olarak bulunmustur. Ayrim gucl de yuksektir. 1S6110-RFLP
ile aym dezavantajlara sahiptir. ilave olarak cok fazla sayida bant elde edilmekte ve
bunun sonucu olarak verilerin degerlendirilmesinde sikinti olusmaktadir.

2.6.2. Spoligotipleme

M. tuberculosis kompleksinde 36 baz ciftlik dogrudan tekrarlayan (direct repeat
- DR) bolgeler bulunmaktadir. DR boélgesi olarak adlandirilan tek bir genomik bolgede
bulunan bu yapilarin arasinda 35-41 baz cifti uzunlugunda susa 6zgu bosluk olusturan
diziler (spacer) bulunmaktadir. Hem DR’lerin sayist hem de bosluklarin varligi suslar
arasinda farklilik gosterir. DR’ ler arasinda 94 farkli spacer tammlanmstir. M. bovis
BCG as1 susu (P3) ve M. tuberculosis H37Rv suslarimin DR bolgelerinde bulunan
ayirct bos bolge sekanslar: baz ainarak 43 sentetik oligonikleotid tasarlanmis ve bu
oligonukleotidler bir DNA membramnin Uzerine cizgisel olarak yerlestirilmistir.
Arastirilan M. tuberculosis kompleks susunun DR bdlgesindeki 43 ayirici bos bolgenin
incelenmesi igin, bu susun tim DR bdlgesi PZT ile cgogatilmaktadir. Farkl
buyukltkteki PZT Grtnleri, sentetik oligontkleotitleri dik olarak kesecek siralar halinde
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membran Uzerine aktarilmaktadir. DR primerlerinin bir tanesi biotin ile isaretlenerek
streptavidin-peroksidaz  konjugati ve substrat yoluyla sentetik oligonUkleotidlerin
Uzerindeki  hibridizasyon membran Uzerinde kemiliminesans yoOntemi ile
gosterilebilmektedir. Ayirict  dizilimlerin - varligi veya yoklugu dijital olarak
gbzlenmektedir. Ayirict dizilimler suslar arasinda degisim gostermektedir ve
hibridizasyon membramnin sabitlesme yizeyinde leke seklinde gorilmektedir. Bu
membran en az 20 kere kullamlabilmektedir. Bu yontemle M. bovis, M. microti ve M.
canettii suslart kolayca ayrilabilmektedir. Basit hizl1 ve tekrarlanabilirligi yuksektir.
Sonuglar  basit  bir bilgisayar programinda  dijital olarak  kodlanarak
degerlendirilebilmektedir.

Bu yontem M. tuberculosisin tiplendirilmesinde 1S6110-RFLP den sonra en
yaygin olarak kullamlmaktadir. Yiksek kopya sayili suslar analiz edildiginde
spoligotiplemenin ayrim giicti 1S6110-RFLP den daha diistk, disik kopyal: suslarin
degerlendirilmesinde ise Ustindlr. Spoligotiplendirmede 1S6110-RFLP ye gore daha
fazla korunmus genetik bilgi kullamldigindan, bu yontem, M. tuberculosis kompleks
izolatlarimn takson veya alttirlere ayriminda yararlidir. Spoligotiplendirmenin 1S6110-
RFLP den en belirgin dstinlGgu, tek bir deney icerisinde M. tuberculosis kompleksinin
hem arastirilmas: hem de tiplendirilmesinin yapilabilmesidir. Ayrica, canliliginm yitirmis
dokulardan, EZN boyali preparatlardan ve parafinle islemlenmis 6rneklerden
calisilabilecegi gosterilmistir.

Bununla birlikte, spoligotiplendirmenin 1S6110-RFLP tiplendirmesinin yerini
ama konusu kuskulu bulunmaktadir. 1S6110-RFLP tiplendirme paternlerinde belirgin
farkliliklar gosteren bazi M. tuberculosis suslari benzer spoligopaternler gostermektedir.
Ayrica, spoligotiplendirmenin M. bovisizolatlarindaki ayrim giicti PGRS veya DR-bazl1
RFLP tiplendirmesine gore daha dusuktir. Buna karsin spoligotiplendirmenin,

epidemiyolojik analizlerde uygun bir tarama yontemi oldugu kabul edilmektedir

2.6.3. Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU) — Variable
Numbers of Tandem Repeats (VNTR)

Degisik sayida sirali tekrarlar iceren kiclk uydularin  (minisatellites)

polimorfizmine dayal1 bir yontemdir. Bu bdlgeler PZT bazl1 olan bu tipleme yonteminin

temelini olusturur.
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Siral1 tekrar bolgelerinden (tandem repeat loci) elde edilen PZT Grtnlerinin dizi
analizi yapilarak siral1 tekrarlarin sayisi ve bunlarin her iki yaninda lokalize olmus DNA
parcalarinin buydkligl belirlenmektedir. M. tuberculosis genomunda boyle 41 farkl
degisebilen siral1 tekrarlar (variable tandem repeats) tanimlanmis ve bunlara MIRU ad:
verilmistir.

Genomda bagimsiz halde bulunan 24 farkli bolgedeki tekrarlar degerlendirilir.
Tekrarlar 52—77 oligonukleotid buyuklugundedir. PZT Grinleri %2’ lik agaroz jelde
yuratuldr, her bolgedeki MIRU tekrarlart bant biytkltklerine gore degerlendirilir.
Sonuglar 24 rakamli dijital formata gevrilir. Ayrim guict yuksek, tekrarlanabilir ve
uygulamasi kolay, cok merkezli calismalara uygun ve otomatize edilebilir bir
yontemdir. Tuberkilozun kiresel epidemiyolojik stirveyanst icin uygundur. PZT bazl
yontemler gibi aym gun icerisinde sonuc verebilmektedir. 1S6110-RFLP ve
spoligotipleme ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR tipleme daha fazla ayinic profil
olusturmaktadir. Bu yontemler, kabul edilebilir uluslararasi standart protokoliin
adaptasyonunu takiben, yakin gelecekte 156110’ u gblgede birakacaklardir.
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2.6.4. Exact Tandem Repeat (ETR) - VNTR

VNTR iceren 6 bolgenin (ETR bolgeleri A-F) cogatilmasina dayanan bir
yontemdir. ETR-A, ETR-B, ETR-C, ETR-D, ETR-E bolgelerine 6zel birer ¢ift primerle
cogatilmakta ve agaroz jel elektroforezinde Urinin buyukltugl ve her bolgedeki ETR
say1si belirlenmektedir. Ayrim gicti MIRU-VNTR tipleme yonteminden daha disuktir.

2.6.5. 16Sve 23SrRNA

16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin arasinda kalan ve suslar arasinda
farklilik gosteren bolgelerin gogaltiimas: ve sonrasinda RE ile kesilerek agaroz jel
elektroforezinde olusan paternlerin  belirlenmesi  seklinde uygulanir. Y dntemin
tekrarlanabilirligi ve ayrim gucu diger yontemlerle kiyadandiginda yetersiz

bulunmustur.

2.6.6. Rasgele cogaltilan polimorfik DNA (Random amplified polymorphic
DNA -RAPD)= Arbitrarily Primed - AP) PZT

Bu yontemde spesifik bir DNA bolgesini gogaltmak yerine, rasgele secilen bir
veya iki primerle DNA’daki birgcok bolgenin gogatilmas: esasina dayanmir. Primerlerin
baglanma yerleri arasindaki uzaklik agaroz jel elektroforezinde farkli buyUklUkte ve
sayida bantlarin olusmasina neden olur. Bu yontemde kullamlan primerler 10-15 baz
ciftlik kisa ve G + C agisindan zengindirler. Diger amplifikasyon sartlarindan farkl
olarak primerlerin baglanma isilart 40-50 C'ye dusuridlmistir. RAPD PZT UrUnlerinin
genelde kiglk (< 2000bg) olmasi ve primerlerin korunmus bolgeleri hedef almasi
nedeniyle M.tuber cul osis tiplendirilmesinde ayrim guict oldukga zayiftir.

Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde ortaya ¢ikan bir mutasyon, susa
0zgu bant polimorfizmin olusmasina neden olur. Elektroforez sonucu ortaya ¢ikan her
bir izolata ait bant profilleri birbirleriyle karsilastirilarak sonuglar yorumlanir.
Uygulama kolayligi, kisa siirede sonu¢ alma ve ¢ok sayida drnek calisilmasina imkan
tammast nedeniyle genis kullanim alant bulmustur. Ancak en Onemli dezavantaji
laboratuvarlar arasi standardizasyonunun saglanmamis olmasidir. Amplifikasyonun
erken dongulerindeki tepkime degisimleri, primer / kalip DNA orani, kalip DNA'nin
safligr ve “thermal cycler” cihazinda farkli 1s1 profilleri nedeniyle yinelenebilirlik
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azalmaktadir. Bu nedenle, yontemin guvenilirligi ve kullanilabilirligi tartisma konusu
olmus ve bu yontemle ilgili ileri calismalara gereksinim oldugu belirtilmistir.

2.6.7. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Bu yontemde genomik DNA, yuksek molekdl agirlikli pargalar olusturan ve
kesim alanlar1 sinirli olan g¢esitli RE ile (EcoR1, Asel, Dral, Spel ve Xbal) kesimin
ardindan belirli araliklarla yonu degistirilen uzun streli elektrik akimina tabi tutularak
bantlarin ayrismast saglamir. Etidyum bromdr ile boyanan jelde her bir izolata ait tUm
bakteri genomunun RE paternleri  belirlenir. Birgok bakteri icin salginlarn
arastirllmasinda ve populasyon bazli calismalarda kullanilan molekiler tiplendirmede
altin standart kabul edilmektedir. Simirli sayida bant olusturmasi ve buna bagli olarak
aynm gucinin yetersiz olmasi M. tuberculosisin epidemiyolojik calismalarinda

kullanmin kisitlamustar.

2.7. Mycobacterium tuberculosis kompleksi Altturlerinin Belirlenmesinde
Molekuler Yontemlerin Yeri

Insanlarda TB olusmasing, sadece M. tuberculosis degil, M. tuberculosis
kompleksi icerisindeki diger bakteriler de neden olmaktadir. M. tuberculosis gibi, M.
africanum da baslica primatlar enfekte etmektedir. Biyokimyasal olarak M. africanum,
M. tuberculosis ile M. bovis arasinda bulunmakta ve insanlarda M. tuberculosis le ayn
semptomlara neden olmaktadir. M. tuberculosis ve M. bovisten ayirdetmek icin
kullanilan testlerin degisken sonuclar vermesi M. africanum’un farkli bir tir olmasi
konusunda kuskular yaratrs, DNA parmak izi yontemlerinin gelistirilmesi ile acikliga
kavusmustur.

IS6110-RFLP tiplendirmes ile M. tuberculosisiin zoonotik yayilimi ortaya
cikarlmustir. Onceleri kiigik kemiricilerin basili olarak bilinen M. microti’nin, son
zamanlarda, DNA parmak izi yontemlerinin giindeme gelmesiyle, insanlarda agir TB
formlarina neden olabilecegi gbsterilmistir.  Tammlanan M. microti  suslarinin
karakteristik 1S6110-RFLP profillerine ve spoligopaternlere sahip oldugu bulunmus ve
insanlarda  M.microti’den kaynaklanan TB arastinlabilmistir.  Tum M. microti

enfeksiyonlari, klask akciger TB veya hastaigin yaygin formlarn seklinde
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gorulmuslerdir. M. microti tamsi, bu mikroorganizmanin ¢ok yavas Uremes nedeniyle
oldukga sinirlidir. Bu patojen kati besiyerinde 612 haftada, sivi besiyerlerinde ise daha
kisa siirede (reyebilmektedir. ilk izolasyonu kati besiyerinde uygulanan cogu
laboratuvarda, kultirler bu bakterinin Gremesinin gozlenecegi zamana kadar inkibe
edilmemektedir. Bu nedenle, mikroskopik olarak pozitif, fakat kultir negatif sonuclar
gorulebilmekte, oOzellikle kemirici prevalansimin  yiksek oldugu bdlgelerde
sanildigindan daha fazla M. microti enfeksiyonu oldugu dusUnilmektedir. M.
tuberculosis kompleks icerisinde tammlanan M. canetti en yiksek evrimsel genetik
degiskenligi gosteren alttirdir. Bu bakteri, ilk kez Somali’li gen¢ bir hastadan izole
edilmis, S tipi koloni morfolojisi ve diger M. tuberculosis kompleks bakterilerinden
daha kisa zamanda Uremesi ile dikkati ¢cekmistir. 1IS1081-RFLP ile yaklasik 2000 M.
canettii izolatinda 57 bant tespit edilmistir. Buna karsin, birbirinden fakli ve bagimsiz
kaynakli G¢ M. canettii susunda ise sadece bir bant gozlenmistir. M. tuberculosis ve M.
africanum'un aksine, M. bovis c¢esitli evcil ve vahsi hayvanlardan olusan genis bir
konakc yel pazesinde enfeksiyonlara neden olmaktadhr.

M. bovis, diger M. tuberculosis kompleksi alttirlerinden biyokimyasal testler ve
koloni morfolojisi ile ayrilabilmektedir. Spoligotiplendirmede, ¢cogu M. bovis susu
karakteristik paternler gostermektedir. Bununla birlikte, biyokimyasal testlerle M. bovis
oldugu distinulen bazi suslarda, bunlarin disinda farkli paternler de tespit edilmistir. M.
bovis enfeksiyonlari, klask olarak, enfekte ineklerden insanlara ¢ig sit yoluyla
gecmekte ve gendllikle insandan insana bulas gortlmemektedir. M.bovis enfeksiyonlari,
M. tuberculosis enfeksiyonlarindan daha sk olarak solunum dist  bolgelerde
gorulmektedir.

IS6110-RFLP tiplendirmesi M. bovis yayilimim arastirmak igin en uygun
yontem olmasa da gruplandiriimasinda kullanilabilmektedir. ineklerden ve insanlardan
izole edilen M.bovis izolatlarimn biytk bir bolimi sabit bir genomik pozisyonda
sadece hir 1S6110 kopyas: icermektedirler. Diger evcil ve vahsi hayvanlardan
soyutlanan izolatlarda ise, daha yuksek sayilarda 1S6110 eleman: tespit edilmistir. M.
bovis izolatlart icin PGRS-RFLP tiplendirmesinin ayrim gicunin yuksek oldugu
gorulmektedir (4,60). Son zamanlarda, M.bovis tiplendirmesinde, spoligotiplendirme ve
diger DNA parmak izi yontemleri kullamlmaktadhr.
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Canli BCG asisi, atentie M. bovis susundan elde edilmektedir. Molekiler
yontemlerle bu suslarin da TB enfeksiyonuna neden oldugu kanitlanmistir. Karakteristik
1S6110 ve 1S1081 paternleri BCG izolatlarmmin tammlanmalarim  saglamaktadir.
Hastalardan soyutlanan M. bovis BCG izolatlarinin tammlanmasiyla, bagisiklik sistemi
baskilanmus bireylerde yaygin TB formlarina neden olabilecesi gosterilmistir. Onceleri,
BCG kaynakl: TB enfeksiyonlarinin ateniie bakterilerle asilamadan uzun bir stire sonra,
endojen reaktivasyonlara bagli oldugu dustunulmekteydi. Son yillarda, iyatrojenik yol
olarak adlandirilan diger olasi enfeksiyon kaynagi gundeme gelmistir. GUnumuizde
mesane kanserinin tedavisinde siklikla kullanilan ¢ok sayida canli bakteri iceren
liyofilize BCG, siklikla diger hastalara uygulanacak kemoterapétiklerle aym guvenlik
kabinlerinde hazirlanmaktadir. Kanser tedavisi uygulanan hastalar icin kullanilan BCG
bakterilerinin DNA parmak izleri ile hastalardan izole edilenler karsilastirildiginda bazi

enfeksiyonlarin hastane eczanel erinden kaynaklandigi gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calismada Aralik 2010 - Subat 2012 tarihleri arasinda Adana bolge tiberkiloz
laboratuarina gonderilen; Adana (bes dispanser ve iki yatakli hastane), Mersin (dort
dispanser) , Kahramanmaras (iki dispanser), Osmaniye (bir dispanser), Antakya (iki
dispanser), Kilis (bir dispanser), Gaziantep (iki dispanser)’e Fakiltes Hastaneleri’ne
basvuran tlberkiloz 6n tanili hastalara ait klinik érneklerden izole edilen 25 coklu ilag
direncli (CID), (sekiz'i yalmz RIF direncli) ve 25 duyarli M. tuberculosis izolat:
kullanildh. izolatlarin kiilttrt Lowenstein-Jensen (L-J) besiyerinde ve  BACTEC-TB
960 (MGIT) otomatize sistemi kullanilarak yapildi. identifikasyonda treme 6zellikleri
fenotipik testler, BD identifikasyon kartlar: ve hsp65 RFLP yontemi kullanildi.

3.2.Duyar hlik testleri

3.2.1.MGIT 960 Sistemi ile antibiyotik duyarihginin belirlenmesi

3.2.1.1. Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi

Antibiyotikler MGIT SIRE kiti icinde liyofilize halde Uretici firma tarafindan
saglandh. Liyofilize halde bulunan bu ilag siseleri sulandinlarak stok soliisyonlar
hazirlandi. Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 mL steril distile su eklendi ve tamamen

cOzunene kadar karistirildi.

3.2.1.2. Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tuplerinin hazirlanmas

Her test icin 5 adet MGIT tupuni alinch ve Uzerleri yazildi. (Kontrol-K,
digerlerine S, I, R ve E olarak). Her tupe aseptik sartlarda 0,8 ml BACTEC MGIT 960
SIRE Supplement (Oleic acid,dextros, catalase, bovine albumin, polyoxethylene
stearate) eklendi. Dort SIRE tUpUnin her birine aseptik kosullar altinda, firma onerileri
dogrultusunda sulandirilmss liyofilize ilag solisyonlarindan bir mikropipet yardinu 100

uL eklendi. Kontrol tlptine antibiyotik eklenmedi.
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Tablo 3.1.MGIT Tplerine eklenen ilag konsantrasyonlari

Sulandirim

Ilag lLi}fofilize MGIT Son
Antibiyotik sonrasinda tliplerine konsantrasyon
iceren flakon konsantrasyon | eklenmesi

gereken voliim

MGIT SM 332ng 83 pg/ml 100 pl 1.0 pg/ml

MGIT INH 332 ng 8.3 ng/ml 100 pl 0.1 ng/ml

MGIT RIF 332 ng 83 ug/ml 100 pl 1.0 png/ml

MGIT EMB 1660 ng 415 pg/ml 100 pl 5.0 ng/ml

Calismada Inokulum hazirlarken pozitif MGIT tupleri kullaildi. Firma
Onerilerine gbre bir MGIT tipl, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki gin
dahil 5. gine kadar kullamlabilir. Calismada eger 5 ginden daha fazla
pozitifligi olan tUp varsa yeni bir MGIT tlpine subkulttri yapildi ve pozitif oluncaya

(1.g0n)

kadar takip edildi 1-5. gunlerde antibiyogram icin kullamldi. Tuplerin pozitif oldugu
gun 1-2 guini gegmemisse tupler dogrudan iyice karistirilip, inokulum olarak kullanildi.
Eger tUpler 3-5 gundir pozitifse serum fizyolojikle 1/5 dilte edildi ve bu slispansiyon

inokulum olarak kullanild.

3.2.1.4. inokulasyon:

Uzerleri etiketlenmis dort ilagli MGIT tupunin her birine (S, I, R, E) inokulum
stispansiyonundan 0.5 mL eklendi. 1/100' Ik kontrol stispansiyonu hazirlamak icin 9.9
mL steril SF igcine 0.1 mL mikroorganizma slispansiyonu eklenip iyice karistirildi.
1/100'lUk kontrol slispansiyonundan kontrol olarak etiketlenmis MGIT tiptine 0.5 mL
eklendi. MGIT 960 cihazina kayitlarnt yapildh
suspansiyonundan % 5 koyun kanli agara 0.1 mL ekilip, 35-37°C'de etlivde

ve yerlestirildi. Inokulum

inklibasyona birakildi. Plaklar 48. saatte kontrol edildi. Kanli agar plaginda dreme
yoksateste devam edildi, Ureme varsa test tekrar edildi.
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3.2.1.5. Sonuglarin yorumlanmas ve rapor edilmesi:

Her ilaglhh tip ve kontrol tipleri MGIT 960 cihazina baglh “ Epicenter
Okuyucusu” ile gunltk olarak treme indeksi (GU) ile takip edildi. Testleri sonuclanan
ornekler direncli ya da duyarli olarak MGIT 960 cihaz tarafindan yorumlandi. Kontrol
tUptnde 4 gunden 6nce 400 GU dreme gozlenmesi kontaminasyonu ya da inokulum
fazlalig1 seklinde yorumland: ve antibiyogram tekrar edildi. On ¢ giinden sonra treme
gozlenmeyen (400 GU) kontrol tlpleri ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak
degerlendirildi ve antibiyogram yeniden yapildi.

3.2.1.6. KaliteKontrol
Duyarlilik testlerinde kalite kontrol olarak, 4 maor antibiyotige de hassas
oldugu bilinen M. tuberculosis ATCC 27294 (H37Rv) susu kullanildi.

3.2.2. 24 Lokus MIRU VNTR analizi

3.3.2.1.DNA izolasyonu; mickleile ekstarksiyon

MGIT ve LJ sivi ve kati besiyerleri kullalarak dretilen M. tuberculosis
izolatlarindan  “Mickle” yontemi (Mickle Laboratory Engineering Co. Ltd.) ile
ekstraksiyon yapilarak DNA  elde edildi. Ekstraksiyon sonrasi spektrofotometre
(CHEBIOS) ile DNA o6lcumu yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA bulundugu kontrol
edildi.

3.3.21.1.MGIT'da ureyen Mikobakterilerin ekstraksiyonu
Sivi besiyerinde Ureyen ve tiplendirme ile M.tuberculosis kompleks (MTC)
oldugu belirlenen izolatlarinin DNA ekstraksiyonu asagidaki gibi yapilmistir.

1. Ureme teshit edilen kiltirlerden MGIT sivi besiyerinden 0,5ml temiz bir
eppendorf tlp icerisine alindi,

2. 80 C”de 15 dk. Ist blogunda bekletildi,

3. Isi blogundan ¢ikartilan eppendorflarin biraz sogumast beklenerek 13500 rpm’ de
15dk. santrif(yj edildi,

4. Santrifijeden cikartilan eppendorf tupler dikkatlice agilarak stpernatantlari
atild,



5. Pellet Gzerine 0,5 ml TE buffer eklenir ve tekrar santrif(jj edilerek bir kere daha
yikand,

6. Eppendorf tlpler Uzerinden yine slpernatant atildi ve Uzerine 150y asitle
yikanmis cam boncuk (SIGMA acid washed glass beads) ve 250ul TE buffer
eklendi,

7. Eppendorf tlplerin agizlarn sikica kapatilarak Mickle cihazina yerlestirildi ve iki
dakika yiiksek hizda parcalanmaya birakildi,

8. Mickle cihazindan dikkatlice ¢ikartilan eppendorf tipler, 13500 rpm’de 15 dk.
santriflyj edildi,

9. Eppendorf tuplerin agizlar dikkatlice acildi ve stipernatant temiz bir eppendorf
tup icerisine alind.

'

Sekil 3. Mickle Cihazi

3.3.2.1.2.LJ de Ureyen mikobakterilerin ekstraksiyonu
LJ besiyerinde tUreme tespit edilen ve Erlich Zeel Nelsen yontemi ile boyanan ve
tiplendirme ile MTC oldugu teshit edilen kolonilerden yapilan DNA ekstraksiyonu

asagidaki gibi yapilmistir;
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1. LJ de Ureyen koloniden bir 6ze dolusu ainarak icerisinde 0,5 ml TE buffer bulunan
temiz bir eppendorf tUp icerisine eklendi,

2. 80 C”de 15 dk. Isit blogunda bekletildi,

3. Ist blogundan cikartilan eppendorflarin biraz sogumasi beklenerek 13500 rpm’de
15dk. santrif(j edildi,

4. Santrifijeden ¢ikartilan eppendorf tupler dikkatlice agilarak stipernatantlar: atildi,

5. Pellet tzerine 0,5 ml TE buffer eklenir ve tekrar santrif(lj edilerek bir kere daha
yikands,

6. Eppendorf tlpler Uzerinden yine siipernatant atildi ve tzerine 150U asitle yikanmus
cam boncuk ve 250 TE buffer eklendi,

7. Eppendorf tuplerin agizlari sikica kapatilarak Mickle cihazina yerlestirildi ve iki
dakika yuksek hizda parcalanmaya birakildi,

8. Mickle cihazindan dikkatlice ¢ikartilan eppendorf tlpler, 13500 rpm’'de 15 dk.
santriflyj edildi,

9. Eppendorf tuplerin agizlan dikkatlice agildi ve slipernatant temiz bir eppendorf tip

icerisine alindu.

3.22. MIRU-VNTR ve ETR-VNTR gen bolgelerinin PZT ile ¢cogaltilmasi

Bu calismada 24 lokus MIRU-VNTR yontemi kullamldi. Hedeflenen MIRU
lokudlar: icin literatirde belirtilen primerler ile amplifikasyon kosullart kullanildi. Her
bir susa 6zgi 24 MIRU lokusunun VNTR sayisimin belirlenmesi icin 24 PCR
reaksiyonu gerceklestirildio,92,93.

PCR reaksiyon karisim:

dH20 2,170 pl

DMSO (SIGMA) 0,250
2X PCR Master mix 3,125 pl
Forward Primer 0,040 pl

Rewerse Primer 0,040 pl
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DNA 0,625 pl

Toplam 6,250 pl

2X PCR Master Mix (Fermantas): 4mM MgCl2, 1,6 mM dNTP mix (her bir

dNTP 0,4 mM) 0,05 u/ pl Tag DNA Polimeraz icermektedir.

Hazirlanan reaksiyon karisimi asagidaki thermal cycler’ da asagida belirtilen 1si,

dongu, stire ve sayisinda amplifiye edildi.

94° C 5dak.

95° C 30 sn.

62° C 60 sn. 40 siklus
72° C 90 sn.

72°C 10 dak.

+4°C o

Tablo-2. Primer dizisi

Set and Locus | Alias(es) Repeat unit
multiplex length (bp)

PCR primer pairs(5_to 3_, with labeling
indicated)

Discriminatory

Mix 1 580 MIRU 4; 77
ETRD

GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
GCGCAGCAGAAACGCCAGC

2996 MIRU 26 51

TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC)

802 MIRU 40 54 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
Mix 2 960 MIRU 10 53 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC

GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)

1644 MIRU 16 53

TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC)

3192 MIRU 31, 53

ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

ETRE GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)
Mix 3 424 Mtub04 51 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM)
577 ETRC 58 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
2165 ETRA 75 AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)

CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
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Mix 4 2401 | Mtub30 58 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
3690 | Mtub39 58 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC)
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
4156 | QUB-4156 | 59 TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT (NED)
Mix 5 2163b | QUB-11b | 69 CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
1955 | Mtub2l 57 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
4052 | QUB-26 111 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
Auxiliary 154 MIRU 2 53 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
Mix 6 TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAM)
2531 | MIRU23 | 53 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (VIC)
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
4348 | MIRU39 |53 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (NED)
Mix 7 2059 | MIRU20 | 77 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (FAM)
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
2687 | MIRU24 | 54 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (VIC)
3007 | MIRU27; |53 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
QUB-5 GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED)
Mix 8 2347 | Mtub29 57 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (FAM)
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
2461 | ETRB 57 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (VIC)
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
3171 | Mtub34 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED)

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

1000 (bp)biydklagiundeki Rox-labeled MapMarker Standard (Bioventures) ve
analiz icin electrophoresis-based ABI 370 sekans cihazi kullamldi ve sonuclar

deserlendirildi.
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4. BULGULAR

ABI 370 sekans cihaz: verilerine gore bantlar molekiler blyuklUk gostergesi ile
karsilastirilip degerlendirildi. Bu islem her izolat ve her primer icin ayr1 ayri yapildi.
Ensik karsilasilan genotiplerin T1 kimesinde yer aldigi, bunu sirasi ile
LAM7 TUR, EAI5, H3, CAS1-Delhi, MANU 1, H4, ve Beijing ailelerinin
izledigi goruldi.
Direncli suslarda en sik T1(10), LAM7 TUR (6), CAS1-Delhi (4), EAIS (3), Beijing
(1), H3(2) gordlurken, duyarl suslardaT1 (11), LAM7 TUR (4), CAS1-Dehi (2), EAIS
(2), H3 (4), MANUL1 (1), H4 (1) goralmastar.
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Tablo 2. En sik gorllen aileler ve MIRU gen bolgelerinin tekrar sayilar

T1
1 1 3 2 2 4 4 3 3 2 2 2 4 1 2 6 1 5 3 3 2 2 6 2 2
2 1 1 2 2 4 4 3 3 2 2 2 4 1 2 5 1 5 3 3 2 2 5 2 2
3 2 4 2 2 4 2 3 2 3 2 2 5 3 1 5 2 2 3 2 2 2 5 4 3
4 1 1 3 2 4 2 2 2 3 4 2 9 2 3 1 3 1 3 2 4 3 5 4 3
s 1 1 3 2 2 2 2 2 3 4 2 10 2 4 1 3 1 3 2 5 3 5 4 3
s 1 1 2 2 4 2 4 2 3 2 2 4 2 3 5 3 2 7 2 3 3 5 4 3
B 1 3 3 2 4 2 4 2 3 2 2 7 2 2 1 3 2 3 2 3 4 5 3 3
Lam 7-TUR
9 2 4 4 1 2 5 1 2 2 2 3 4 4 2 5 1 1 3 3 3 3 6 3 2
0 2 4 4 1 2 5 1 3 2 2 3 4 4 2 5 1 1 3 3 3 3 7 3 2
EAI5
1 2 2 2 4 3 4 3 3 2 8 8 3 2 4 6 1 2 3 3 4 5 4 1 1
2 2 2 4 4 3 4 2 5 2 2 7 3 2 5 5 2 2 3 3 5 4 5 1 3
13 2 2 4 6 3 4 2 5 2 2 7 3 2 4 5 2 2 3 3 5 5 6 1 3
1 2 2 4 5 3 4 3 4 2 3 6 3 1 4 6 2 2 3 3 5 4 6 1 3
H3
5 2 1 3 2 3 5 3 3 2 3 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 5 3 2
6 2 2 3 2 3 5 3 3 2 4 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 5 3 2
7 2 3 3 2 3 5 3 3 2 4 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 5 3 2
15 2 2 3 2 4 5 3 3 2 6 3 2 4 2 4 1 5 3 3 3 3 7 3 2
19 2 2 3 2 3 5 3 3 2 3 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 3 3 2
BEIJING
2 |4|4|2|3|3|3|5|2|6|4|4|4|2|5|1|5|3|3|5|3|8|2|3
CASL-DEIHI
2 4 2 2 3 6 4 5 2 2 4 4 2 2 5 1 9 3 3 4 3 8 4 3
2 5 2 2 3 5 4 4 2 2 4 4 2 2 6 1 7 3 3 5 2 8 4 2
2 5 2 2 3 5 2 4 2 2 4 4 2 2 6 1 7 3 3 5 2 8 4 2
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5. TARTISMA

Tan ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen tuberkiloz, tim dinyada
AIDS den sonra eriskinlerde en ¢cok 6lime yol agan ikinci enfeksiyon hastaligi olarak
onemini korumaktadir®™. Tiberkilozla etkin bir miicadele icin hizli ve duyarl: tan
yontemlerinin gdlistirilmesinin yan: sira son yirmi yilda, daha yiksek ayirim guctine
sahip molekuler epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmes arastirmacilarin ilgi odag:
olmustur.

Dunyadaki aktif tiberkilozlu hastalarin % 86'st gelismekte olan Ulkelerde
yasamakta olup tuberkilozdan 6lumlerin % 95'i yine bu Ulkelerde gorilmektedir. Cogu
Afrika ve Giney Dogu Asyada yer adan gelismekte olan bu 22 Ulkede yasayan
hastalarin ancak yarisindan azi tam aabilmekte, tam aanlarin da yarisindan azi tedavi
edilebilmektedir. Ayrica, gelismis Ulkelerde enfekte bireylerin % 80'i 50 yas ve
Uzerindeki yas grubunda yer alirken, gelismekte olan Ulkelerdeki hastalarin % 77'si en
Uretken yas grubu olan 15-50 yas grubunda bulunmalari bu Ulkelerde zaten yetersiz olan
Uretim kaynaklarini sikintiya sokmaktadir®.

Son 30 yil icinde sosyoekonomik sorunlar, gocler, tuberklloz kontrol
programlarinin ihmal edilmesi bolgesal savaslar veya i¢ karisikliklar sebebi ile yasanan
kitlesel gocler ve Ozellikle de HIV/AIDS salgimnin ortaya gikmasiyla gelismis birgok
Ulkede tuberkiloz insidansinda artis olmustur. Kotd kontrol programlart sonucunda ilag
direnci yayginlasmis ve bazi bolgelerde ortaya ¢ikan coklu ilag direncli M. tuberculosis
Beijing ailesi gibi bazi genotipler, bolgeleri disina tasinmis ve tim dinyada halk sagligi
icin 6nemli bir tehdit niteligi kazanmistir®.

Dunyada Tuberklloz kontrol programlar: yeniden dnem kazanan tehdidi kontrol
atina amaya yonelik olarak yeniden revize edilmistir. Bu revizyonda tamda
duyarliligin arttirllmasi tedavinin saglik personeli gézetiminde tamamlanmas: ve MTK
suslarmin  Ulkeler ve bolgeler arasi hareketlerinin izlenmesi ana ilke olarak
belirlenmistir. MTK suslarin izlenmesinde fenotipik karakterlere dayali ayirimin yerini
genotipik Ozelliklere dayali spoligotipleme ve MIRU-VNTR gibi molekiler bazli

yontemler almistir. Bu yontemlerin kullamldigi calismalarda iyi kontrol programi
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uygulanan Ulkelerde Beijing suslarimin oldukca disik oranlarda goruldigl tespit
edilmistir. Nitekim Lari N. ve arkadaslarimn 2005 yilinda italya-Tuscany de hastanede
yatan hastalardan 1 yil boyunca topladiklar1 248 MTK izolatim Spoligotyping metodu
ile degerlendirdikleri calismalarinda, 116 izolatin tek Uyeli 6zel kime ve 12 izolatin
tammlanamayan izolatlar olduklarini, 166 izolatin ise 34 kime (% 67) olusturdugunu
bildirmislerdir. Bu grup T1 ailesini % 11,6 oram , H3 ailesini % 7,2 ve LAM9 ailesini
% 5,2 oranlar ile Tuscany de en baskin gortlen 3 spoligotyping ailesi olarak
tamimlamislar, Beijing ailesine ait 7 (% 2,8) sus tespit etmislerdir *. M. tuberculosisicin
riskli Ulkelerin yer adig1 Afrika boynuzu Ulkelerinden Kampala Uganda da, Asiimwe
BB. ve arkadaslarinin (2008) 18 yas ve Uzeri hastalardan izole edilen 344 susu
spoligotyping metodu tiplendirdikleri calismalarinda, izolatlarin 33 spoligo kimes
icerisinde yogunlastiklarim, 57 izolatinda 6zel spoligotyping paterni verdiklerini tespit
etmislerdir. Bu grup en sik gortlen ailelerin, % 70 oramnda (241 sus) T2, % 3,5
oraninda CAS1-Kili, % 2,6 oramnda LAM9 ve % 2,6 oraninda CAS1-Delhi aileleri
oldugunu bildirmisler. % 1,2 (4 sus) oraninda Beijing genotipi bildirilen bu calismada
suslarin % 26,7 sinin HIV seropozitif hastalardan izole edidigi, % 8,1'inin INH ve %
4,4 (iniin de RIF direncli oldugunu bildirilmistir™.

Molina-Torres ve arkadaslarinin 2010 yilinda Monterrey Meksika da yaptiklari
calismada, Monterrey’in kirsal bolgelerinden toplanan 180 M. tuberculosis izolatin
Spoligotyping metodu ile genotiplendirmislerdir. Bu grup sonug olarak 176 izolatin 44
spoligo international tipe ait oldugunu 4 izolatin ise SpolDB4 te karsiligi olmayan
orphan tipler oldugunu belirtmislerdir. Ayrica en sik gorilen gen ailesinin 43 (% 23,8)
sus ile T1, ikinci siklikta gorilen aileninde ise 28 (% 15,5) sus ile X1 ailesi oldugunu
bildirmiglerdir.

Bdlgemiz cografyasinda yer aan Ulkeler arasinda M. tuberculosis kompleksi
dyelerinin molekiler epidemiyolojik yontemler kullamlarak izlendigi ¢calismalarin sayisi
oldukga sinirli olup, gogunlugu son bir kag yil igerisinde yapilmistir. Bu galismalarda
elde edilen sonuclar beklendigi gibi bati komsularimizda sinirl1 sayida bildirilmesine
karsilik dogu komsularimizda Beijing genotipinin giderek artan siklikta gorilmeye
basladigim ortaya koymaktadir. Nitekim Bulgaristan’ in farkli bolgelerinden izole
edilen 113 M. tuberculosis susunu, Spoligotyping ve MIRU-VNTR metodu ile
genotipik Ozellikleri yoninden degerlendiren Valcheva V. ve arkadaslari (2008),
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Spoligotyping uygulamas: sonucunda 2-29 sus iceren 15 kiime elde etmisler ve 5 susun
tek Uyeli 6zel kiime olusturduklarint gérmuslerdir. En buylk kiimenin % 25,7'lik oran
ile TL(ST53) ailes suslarina ait oldugunu, LAM7 TUR (ST41) ailesinin % 5,4 orant ile
2. sirada yer adigim bildirmislerdir. LAM7 TUR prevaansinin dinya ortalamalar:
Uzerinde Uzerinde bulunmasint Turkiye ile komsuluguna baglayan arastirmacilar, M.
tuber cul osi s genotiplerinin yayiliminda goclerin 6nemine dikkat cekmislerdir®.

Gencer B., Shinnick TM. ve arkadaslari da 2005 yilinda iran ve komsu
Ulkelerinde bulunan M. tuberculosis suslarinin spoligotyping paternlerini belirlemek
amaci ile yaptiklar: calismada Iran ve Afgan tuberkiiloz hastalarina ait 6rneklerden
1,742 M. tuberculosis susu izole etmisler ve sonuclart Tilrkiye ve Pakistan ile
karsilastirmislar. T, CAS, EAl ve LAM ailelerinin baskin oldugunu goérmuslerdir.
fran’da %32,3 ve Tirkiye'de % 36,5 oranlan ile T ailesi, Pakistan'da % 61,3 ve
Afganistan’'da % 27,4 oranlar ile CAS ailesinin baskin oldugunu, % 1,8 (7 sus)
oraninda Beijing genotipine ait izolat bildirmiglerdir. Pakistan ve Afganistan’ da bulunan
suslarin ¢cogunlugunun atasal suslara, Turkiye de bulunanlarin modern TB suslarina ait
oldugunu, Iran'da ise atasal ve modern TB suslarimin esit oranda gorildigunt
belirtmislerdir®®. Diger taraftan Rohani M. ve arkadaslari (2009) iran-Horasan
bolgesinden topladiklar: 113 M. tuberculosis izolatim degerlendirdikleri calismalarinda,
birden fazlaizolatin 17 spoligo kimesi igerisinde toplandigini, 57 izolatin tek Uyeli 6zel
kimeler olustururken, 32 izolatin spoligotyping uygulamasi sonucunda tespit
edilemeyen orphan patern oldugunu bildirmislerdir. Bu grup en blyuk kiimenin 13 sus
iceren orphan paternden olustugunu, Beijing genotipinin % 7,1 oraminda oldugunu
bildirilmislerdir. Nieman S. ve arkadaslari 2010 yilinda Gurcistan’ da Beijing ailesinin
yayilimim arastirdiklar calismada Spoligotyping metodu ile 183 M. tuberculosis
izolatim degerlendirmiglerdir. Bu grup degerlendirdikleri suslarin % 26’ sinin Beijing,
% 18 inin LAM, % 12'sinin Ura ve % 5'inin de Haarlem ailelerine ait olduklarim
gostermislerdir®.

Sinirlt sayida da olsa bu literattr verileri tim dunyada oldugu gibi bolgemiz
Ulkelerinde de M. tuberculosis Beijing suslarinin giderek artan oranlarda gorilmeye
basladigim gostermektedir. Tuberkiloz Ulkemizde 1940-50'li yillarda uygulanan siki
kontrol programlar: ile kontrol atina alinmisken elde edilen basariya duyulan giiven

sonucu programlarin gevsetilmes ile birlikte tim dinyada oldugu gibi tlkemizde de
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yeniden artis trendine girmistir. Ozellikle diisik sosyoekonomik seviyeye sahip olup
tuberkiloz insidansinin ve gssitliliginin fazla oldugu Giiney Dogu Anadolu bolgesine
komsu olan Cukurova bolges riskli bolgeler arasinda yer almaktadir. Daha 6nce yapilan
calismalarda Guney Dogu Anadolu bolgesinde varlig: bildirilen M. tuberculosis Beijing
susu bolgemizi de tehdit etmektedir. Bu baglamda bolgemizde salgin veya sporadilere
sebep olan tlberkiloz suslarimin klonal dizeyde takibi bir taraftan reinfeksiyon ve
reaktivasyonun tespiti yolu ile tedavi basarisint diger taraftan da bdlgemizdeki MTK
poptilasyonunun yapisi ve bu popilasyona olmast muhtemel yeni girislerin tespiti ile
kontrol programlarimin basarisint gostermesi agisindan son derece 6nemlidir. Ancak
bolgemizde daha o©nce klonal dizeyde sus tammlamast yapabilen molekiler
yontemlerin kullanimu ile gergeklestirilen boyle bir calisma bulunmamaktadir.

Bu caismada 24 lokus MIRU-VNTR yontemi kullamlarak tlberkiloz
epidemiyolojisinin bolgemizdeki yapisi hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmistir. Bu
caismadan elde edilecek hilgilerin, bundan sonra yapilacak olan calismalara isik
tutacagi ve yillik epidemiyolojik bulgularla bu gine ait bulgularin kiyas: ile
bolgemizdeki tliberkiloz epidemiyolojisinin karakterini ortaya koyacag: dusunilmustar.
Bu amacla Cukurova bdlgesinde bulunan 7 ilde M. tuberculosis klinik yakinmasi
olanlar ile bu hastalarla yakin temas riski tasiyanlardan alinan balgam, bronkoal veoler
lava] ve ince igne biopsi drneklerinden izole edilen ve illere gore kabul edilen 6rnek
sayisin baz ainarak randomize secilmis 50 MTK susu degerlendirilmis, suslardan .
K Umelesme oraminin % 97,9 oldugu gorilmustir.

Bolgemizde egemen susun T1 ailesine ait suslar oldugu, bunu LAM7 TUR
allesinin izledigi ve Urfa ornekleri disinda Beijing ailesinden suslarin diger illerimizde
hentz gorilmedigi tespit edilmistir. Bu bulgular bdlgemizin, Ulkemizin farkl:
bolgelerinden toplanan suslarla yapilan genotiplendirme calismalarinda elde edilen
profile benzer oldugunu géstermistir.

Ankara ve Malatya bolgesine ait 245 M.tuberculosis Klinik izolatinin
degerlendirildigi bir ¢calismada Zozio T. ve arkadaslar1 (2005), Spoligotyping metodu ile
206 izolatin 33 kimede toplandigini, 39 izolatin ise tek Uyeli 6zel kiimeler icerisinde
yer aldiklarim belirterek, en blyik kimeyi % 21 oramnda LAM7 TUR (ST41) ailesinin
olusturdugunu bunu sirasi ile % 16,3 oram ile T1(ST53) ve % 5,3 oram ile Haarlem 3
(ST50) ailelerine ait kumelerin izledigini bildi rmislerdir®. Gunal.S (2006) ve
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arkadaslart Maatyada 450 M.tuberculosis izolatini degerlendirdikleri calismada T
super ailesinin % 38,6 ile bolgede en sik karsilagilan aile oldugunu bunu, % 27,3 ile
LAM7 TUR ve % 14,8 orani ile Haarlem ailelerine ait suslarin izledigini bildirmislerdir.
Bu grup Beijing genotipinden 4 ve Hindistan'in Delhi bolgesine 6zgi CAS1-Delhi
genotipinden 2 sus tespit etmislerdir. Aymi bolgede bir yil ara ile yapilan ikinci
calismada Durmaz R. (2007) ve arkadaslari degerlendirdikleri 145 M. tuberculosis
susundan 120’sinin, uye sayilar 2-33 arasinda degisen 19 kimede toplandigim ayrica
tek tyeli 6zel kiime olusturan 25 sus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu grup Guna S.
ve arkadaslarimin bulgularindan farkli olmak Gzere, suslarin % 23,9'unun LAM7 TUR
ailes icerisinde yogunlastigim bunu % 22,5 oran ile T1 ailesine ait suslarin izledigini
bildirmislerdir. Bu grup calismaya dahil ettikleri suslardan 142'sini 12 lokus MIRU-
VNTR yontemi ile klonal diizeyde tekrar degerlendirmisler ve sonug olarak 98 izolatin
21 kiime igerisine dagildigin, kiimeleme oranm % 69 oldugunu ve 44 (% 31) izolatin ise
tek Uyeli kimelerde kaldiklarim belirtmislerdir.

Bize komsu bolgelere ait bu calismaardan, Ginal S. ve arkadaslarinin kendi
izolatlarindan elde ettikleri klonal dagilim siralamasi bizim siralamamizla benzerlik
gostermekle birlikte, oranlarimizdaki farklilik dikkat ¢ekicidir. Ginal S. ve arkadaglar
Malatya bolges izolatlar1 arasinda en sik karsilastiklar: genetik klonun % 38,6 ile T
ailesine ait suslardan olustugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda datespit edilen
en blyidk gen kimesi T ailesi suslart kiimesidir, ancak bu suslar tim suslarin % 51,9°
unu olusturmustur. Buna karsilik Durmaz R. ve arkadaglari, Gunal S. ve arkadaslar
gibi Malatya bolgesinden izole edilen suslarla ve aymi yontemleri kullanarak yaptiklari
caismada en buyuk kimeyi % 23,9 luk oran ile LAM7 TUR ailes suslarinin
olusturdugunu, T aillesininise % 22,5 ile 2. sirada yer aldigint bildirmislerdir. Yine
Zozio ve arkadaslarn da Malatya bolges agirlikli izolatlari degerlendirdikleri
calismalarinda, Durmaz R. ve arkadaslar: gibi en buyik kimeyi % 21 oram ile LAM7
TUR ailesinin olusturdugunu belirtmislerdir . Oysa bizim calismamizda LAM7
TUR ailes suslar1 % 11,5 oram ile 2. blyuk kimeyi olusturdu. Bu sonuclar bizim
bulgularimizla farklilik gostermektedir. Ancak Malatya ve Malatya agirlikli bolgesel
suslarin degerlendirildigi ve 1 yil araile yapilan iki ¢alismada bile sus popilasyonunda
farkliliklarin tespit edilmesi hem ttiberkiloz toplum etkilesiminin son derece degisken

oldugunu gostermekte hem de molekuler epidemiyolojik ¢calismalara duyulan ihtiyacin
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gerekgesini ortaya koymaktadir. Ancak bdlgeye ait aym molekiler epidemiyolojik
yontemlerin kullanildigr bu 4 calismamn bir baska 6nemli ¢iktist Malatya boélgesi
sonuglar1 arasinda Beljing suslarimin % 0,9 oramnda bildirilmis olmasina karsilik,
Cukurova bolges illeri olarak kabul edilebilecek Adana, Mersin, Hatay, Osmaniye,
Gaziantep ve Kahramanmaras illeri izolatlar1 arasinda Beijing alesine ait suslarin
olmamasidir. Ancak bizim calismamizda degerlendirdigimiz Urfa iline ait izolatlar
arasinda % 8,4 oraninda Beijing susunun bulunmasi aslinda bu suslarin Urfave Malatya
gibi Guneydogu Anadolu illerinde bulundugunu ancak bolgemize henliz girmediklerini
gostermesi agisindan 6nemlidir.

Coklu ilag direngli M. tuberculosis Beijing genotipinin bolgemizde gordlmemis
olmasina ragmen ulkemize girmis oldugu Koksalan OK. ve arkadaglar1 (2006 tarafindan
yapilan calismada da ortaya konmustur. Bu grup, spoligotyping ve 12 lokus MIRU-
VNTR metodu kombinasyonunu uygulayarak 4069 izolati degerlendirdikleri
calismalarinda Istanbul bolgesi izolatlarinda Beijing ailesine ait genotiplerin sikligin %
1,1 olarak tespit etmistir.

Ulkemizde yapilan bir diger caismada Aktas E. ve arkadaslari (2008)
Zonguldak ilinde izole edilen 128 M. tuberculosis susunu Spoligotyping ve
MIRUVNTR metodu ile degerlendirmislerdir. Bu calismada; kimelesme oram % 73
olarak bulunmus, 94 izolatin 2-25 sus igeren 13 kiime igerisinde toplandiklari, 34 (%
26,5) susun ise tek Uyeli 6zel kimeler olusturduklar: bildirilmistir100. Bu grup Durmaz
R. ile Zozio T. ve arkadaslar1 gibi LAM7 TUR ailesine ait suslarin % 19,5 ile en sik
karsilasilan suslar olduklarini tespit etmislerdir. Glynn JR. ve arkadaslari da 2006
yilinda Beijing genotipinin arastirilmast amaciyla Amerika' da yapmis olduklart ve
Ulkemiz dahil olmak Uizere 35 Ulkeden 49 arastirma merkezinden toplanan 29,259 klinik
izolatimt Spoligotyping metodu ile degerlendirdikleri ¢calismalarinda, Ulkemize ait 620
izolat igerisinde Beijing/W oranim % 1 olarak tespit etmislerdirl01. Bizim ¢alismamiz
da dahil bolgemiz ve Ulkemiz izolatlarn ile yapilan bu 5 c¢alismanin sonuglar
kiyaslandiginda, bolgemizdeki M. tuberculosis genotiplerinin gordlme sikliklarinin,
LAM7 TUR ve T ailes arasinda degismekle birlikte, birbirlerine benzerligi en dikkat
cekici ¢iktidir.

46



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bdlgemizde bulunan aktif tiberkilozlu hastalardan tam ve temas
oykulu kisilerden tarama amagli olarak toplanarak C.U. THAUM-Bolge Tiiberkiiloz
Laboratuarina gonderilen 25'i direngli, 25’1 duyarli 50 6rnek MTK’ inin epidemiyolojik

Ozelliklerini tespit amaci ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda;

a) Bolgemiz genelinde, Ulkemizden yapilan ¢esitli bildirimlerden farkli olarak LAM7
TUR yerine T1 ailesine ait suglarin yogun goruldigu,

b) Coklu ilag direnci ile o6zdeslesen Beijing grubunun daha ©nceden yapilan
calismalardadabildirildigi gibi Urfailinde simirli oldugu ve komsu illere tasinmachg,

¢) Bu suslarin daha 6nce tamimlanmamus bolgesel suslar olabilecekleri var sayilarak ileri

identifikasyon icin dizi analizi yontemi ile yeniden degerlendirilmelerinin uygun olacag:
e) 24 lokus MIRU-VNTR’1n Spoligotyping yontemine gore daha yuksek ayirim guictine

sahip oldugu ve spoligotipleme ile elde edilen gruplari kendi igerisinde at gruplara
boldigl, T1 grubu icerisinde 7 MIRU-VNTR alt grubu olustugu ve bu alt gruplarin
bolgesel farkliliklar gosterdikleri gortlmastar.
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