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OZET

ALANBAYI U. Cok ilaca Direncli Mycobakterium Tuberculosis Suslarinin
Molekuler Karakterizasyonu, Kirikkale Universitesi Tip Fakultesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, Kirikkale, 2013

Tuberkuloz kontrolinde uygun antibiyotik tedavisi ve bulas zincirinin
kirtimasi en énemli hususlardir. Bu ¢ahismada Cok ilaca Direncli (CiD) tiiberkiiloz
kontrollinde direncin mekanizmasinin anlasiimasi ve suslar arasindaki ¢apraz bulasin
ortaya konmasi amaclanmistir. Calismaya 52 Mycoobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) susu alinmistir. CID suslarda rifampsin (RIF) ve izoniazid (INH)
direncinden sorumlu mutasyonlar DNA (Deoksiribo nikleik asit) dizi analizi
yontemiyle belirlenmistir. Suslar arasindaki filogenetik iliski spoligotiplendirme
yontemiyle belirlenmistir. Capraz bulasi ortaya koymada 24 lokuslu Mycobacterial
Intersperspersed Repetitive Unit—Variable Number Tandem Repeats (MIRU-VNTR)
yontemi kullaniimistir. Mutasyon analizi yapilan 52 izolatin %98’inde rpoB gen
bélgesinde mutasyon saptandi. izolatlarin %57’sinde 531. kodonda, %23’iinde 516.
kodonda, %17’sinde 526. kodonda mutasyon saptandi. rpoB gen bélgesinde olusan
en sik aminoasit deQisikligi ise Ser531Leu aminoasidi degisikligi olarak
belirlenmistir. izoniazide direngli 52 susun %86’sinda katG gen bélgesinde
mutasyon saptandi. izolatlarin %84’iinde 315. kodonda, bir susta ise 273. kodonda
mutasyon kaydedildi. Spoligotipleme profilleri c¢ikarilan suslar, on bes farkli
spoligotipi  sergilemis olup bunlardan 11 tanesi kime olusturan suslari
bulundurmaktadir. Toplam 48 sus (%92.3) kume igerisinde yer almistir. Suslarin 21’
inin (%40.3) T ailesinden, 14’0nlin (%26.9) LAM (Latin Amerika Akdeniz)
ailesinden, 4’unin H (Haarlem) (%7.6) ailesinden, Ucer susun (%5.7) X, S
ailelerinden, ikiser tanesinin (%3.8) Beijing ve U ailelerinden, olustugu gorildi. Ug
sus (%5.7) 6zgl profil sergilemistir. MIRU-VNTR yontemiyle tiplendirmesi yapilan
52 M. tuberculosis susundan 49 farkli genotip saptandi. Bu genotiplerden g tanesi
kiime olusturan suslari icermektedir. Toplam alti sus (%11.5) kiime icerisinde yer
aldu.
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Sonug: incelenen suslarda saptanan mutasyonlar diinya genelinde yaygin olan
mutasyonlardir. Suslar arasindaki %11’lik capraz bulas kontrol onlemlerinin

etkinligini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, spoligotiplendirme, MIRU-

VNTR, katG, rpoB, inhA, klonal iliski, mutasyon.
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ABSTRACT

ALANBAY! U. Molecular Characterization of Multidrug Resistant
Mycobacterium tuberculosis Strains. Kirikkale Univercity, Faculty of Medicine,

Department of Medical Microbiology. Thesis of Speciality, Kirikkale, 2013.

Suitable antibiotic treatment and interruption of the cross- contamination are
the most important subjects in the tuberculosis control. In this study, it is aimed to
understand the mechanizm of drug resistance to point out cross contamination among
the Multi Drug Resistance tuberculosis (MDR). This study was carried on 52 M.
tuberculosis strains among MDR strains mutations responsible for RIF and INH
resistance were detected by the DNA sequencing. Phylogenetic relationship among
the strains was searched by Spoligotyping method. To reveal cross contamination, 24
locused MIRU- VTNR method were used. After mutation analyses, it was observed
that 98% of 52 isolates had the mutation at their rpoB gen locations. Mutation was
detected at 57% of isolates in 531th codon, 23% in 516th codon, 17% in 526th
codon. The most frequent aminoacid alteration was detected as Ser531Leu. katG
Mutation was detected in 86% of the 52 M. tuberculosis strains having INH
resistance. The frequence of mutation detected at codon 315 was predominant (84%)
followed by codon 273 (2%). Spoligotyping demonstrated 15 different spoligotype
and 11 of them contains clustered strains. Totally 48 strains (92.3%) were existed in
cluster and it was observed that 21 of them (40.3%) derived from T family, 14 of
them (26.9%) from LAM family, 4 of them (7.6%) from H family, 3 each strain
(5.7%) from X, S families, two each (3.8%) derived from Beijing and U families. 3
strains (5.7%) demonstrated unique profile. MIRU-VNTR vyielded 49 different
genotypes among the 52 M. tuberculosis strains. Three of these genotypes included

clustered strains, totally six (11,5%) strains were in cluster.

In conclusion: Detected mutations from observed strains are world wide
common ones. The low rate (11%) of cross- contamination between strains supports

the efficiency of control precautions.
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Keywords: Mycobacterium tuberculosis, spoligotyping, MIRU-VNTR, katG, rpoB,
inhA, clonal relationship, mutation.
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GiRiS

Tuberkuloz, bilinen en eski hastaliklardan birisi olmakla beraber, enfeksiytz
etkenlere bagh Olimlerin ilk sirada gelen sebebidir. Kiresel capta hastaligin
Onlenmesine ve kontroliine yonelik tim cabalara ragmen hem gelismis hemde
gelismekte olan ulkelerde halen énemli bir halk sagligi sorunudur. Cok ilaca direngli
(CID) tiiberkiiloz sorunu diinyada giderek yayginlasmaktadir. ilaca direngli
tberkllozun kiresel boyuta ulasmasi nedeniyle tlberkilozun epidemiyolojisi ve

kontrol programlari ¢ok daha blylk énem kazanmaktadir (1,2).

Diinya Saglik Orgitii (DSO) 2013 Raporu’na gore diinyada 2012 yilinda
tahmin edilen tiberkilozlu hasta sayisi 8.6 milyondur. Bu hastalardan 1.3
milyonunun 6ldugu tahmin edilmektedir. Dinyada 2012 yilinda bildirilen akciger
tiberkillozu olgulari arasinda 450.000 CiD tiiberkiiloz olgusu oldugu tahmin
edilmektedir. Turkiye’nin 2012 yil tuberkiloz mortalite hizi ylz binde 0.52; nokta
prevalans hizi yiz binde 23; insidans hizi yiz binde 22 olarak bildirilmistir. Toplam
tiberklloz vaka sayisi 14.691°dir (2). Turkiye’de Verem Savasi 2012 Raporu’na
gore ilag duyarhilik testi yapilan 4.965 olgunun 250’sinin (%5) CID tiiberkiiloz
oldugu bildirilmistir (3).

Tuberkulozdan korunma; bulastirict hastalarin tedavisi, koruyucu ilag
tedavisi, Bacillus Calmette Guarin (BCG) asisi ve bulas zincirinin kirilmasiyla
mimkun olabilir. Enfeksiyon zincirini kirmak, kaynak ve bulas yollarini saptamak

icin en degerli yontemler molekdler epidemiyolojik yontemlerdir (4,5).

Tuberkilozlu hastalardan izole edilen suslarin  molekiler tiplendirme
yontemleriyle tiplendirilmesiyle; tuberkilozda kaynak ve bulas yollari tespit
edilmekte, salginlar saptanabilmekte, laboratuardaki c¢apraz kontaminasyonlar
gosterilebilmekte, hastaligin yayitlim dinamigi ve 0Ozellikleri ortaya konabilmekte,
reenfeksiyon ve reaktivasyon ayrimi yapilabilmekte, hastaligin toplum icinde
yayilimi daha net anlasiimakta ve tiberkuloz epidemiyolojisi hakkindaki bilgilerimiz
artmaktadir (6-8).



Etkili tedavi protokoltnun olusturulmasi ve kontrol dnlemlerinin daha erken
uygulanmasi igin tiberkiilozdan stiphelenilen hastalarda Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTK) ayrimi ve ilag direncinin hizli ve dogru olarak saptanmasi son
derece dnemlidir. Geleneksel proporsiyon metodunda ila¢ direnci en erken 4-6 hafta
icinde saptanabilmektedir. Molekuler yontemler bu sireyi 1-2 gune indirmekte ve
CID tiiberkiilozun enfeksiyoz periyodunu 4-6 hafta kadar kisaltabilmektedir. Bu
sayede CID tiiberkiiloz olgularinin daha fazla yayilmasi dnlenebilmekte ve tedavi
daha etkin olmaktadir (9).

Halk saghg acisindan biyiuk énem tasiyan tiberkilozun toplum icerisindeki
hizli yayiliminin nedenlerinin anlasilmasi ve daha etkili kontrol onlemlerinin
gelistirilebilmesi i¢cin molekiler bazli epidemiyolojik yontemlerin yayginlasmasi
gerekmektedir. Dinyada son yillarda tuberkilozun molekiler epidemiyolojisiyle
ilgili calismalardaki hizl artisa karsin, tlkemizde M. tuberculosis’in epidemiyolojik
Ozelliklerini tespite yonelik yapilan arastirmalar sinirlidir. Calismamizin amaci
Turkiye’nin farkli merkezlerinden 2008-2010 yillari arasinda toplanmis ve Tirkiye
Halk Sagligi Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanlig
Tuberkilloz Arastirma ve Uygulama Laboratuvari stoklarinda bulunan CID M.
tuberculosis suslari arasindaki klonal iliskinin molekiler tiplendirme yontemleriyle
belirlenmesi, direngten sorumlu mutasyonlarin ortaya konulmasi ve uygulanan
tlberkiloz tedavi kontrol programlarinin etkinligi hakkinda labaratuvara dayali

verileri ortaya koymaktir.



GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE

Tuberkiloz, insanlik tarihinin en eski ve en korkulan hastaliklarindan biridir.
Verem hastaligina tarihsel surecte halk tarafindan, en dnemli 61im sebebi oldugu icin

“ Oliimiin kaptani ”, insanlari eriterek 6ldirdugi icin “ Tuketim Hastaligi ” , “ ince

Hastalik ” 6lenlerin birgogunun soluk yizli olmasindan dolayr “ Beyaz 6lim ”,
Beyaz Veba ” gibi isimler verilmistir. Milattan Once (M.O). 4000 ile 2400’1u yillarda
eski Misirda Firavunlar doneminden kalma Thebus bdlgesinde bulunan 85
mumyadan alinan organik materyallerde tlberkiloz varligr ispatlanmis ve
epidemiyolojik molekuler yontemlerle sus tiplendirmesi yapilabilmistir. Hipokrat
M.O. 460l yillarda eski Yunan literatiiriinde tiiberkiilozu tanimlamistir. Galen ise 2.

yuzyilda ilk tedavi 6nerilerini belirtmistir (10-12).

Padua Universtesinden Giovanni  Battista Morgagni  (1682-1771)
tlberkilozun kavite ve skar dokusuna sebep oldugunu bildirmis, hastaligin bulasici
oldugunu dustindugu icin tiberkiloz hastalarina otopsi yapmamistir. Rene Laennec
(1781-1826) tuberkilozun battun formlarini giin yizine ¢ikarmis veremin akcigerden
baska karaciger, dalak, bobrek gibi organlarda tiiberkil denen kabarciklara sebep
oldugunu gostermistir (10,12).

Robert Koch (1882) tiiberkiloz basilini 6nce balgamda bulmus, sonra dlen bir
hastanin akcigerindeki lezyonlarda basili gostermis ve tlberkiloz basilini saglam
hayvanlara enjekte ederek onlarda hastalik gelistirmistir. Wilhelm Conrad Rontgen’
in (1895) X isinlarini bulmasi, akciger tlberkilozunun erken tanisinda 6nemli
faydalari olmustur. Calmette ve Guerin patates-gliserin-safrali vasatta tiiberkiloz
basilini Gretip 11 yil boyunca 230 pasaj yaptilar. Elde edilen basiller kobaylara zerk
edildi ve onlarda verem gelismedi. Elde edilen basile Bacille Calmette Guerin adi
verildi. BCG ilk defa 1921 yilinda annesi veremden d&len saglikli bir bebekte
denenmistir. Cocukta verem gelismemis ve hicbir yan etki gortlmemistir. Il. Dinya

Savasindan sonra BCG yaygin olarak kullaniimistir. Florence B. Seibert 1939 yilinda



old tdberkdlini saflastirmis ve saflastirilan bu protein tlreviyle tlberkiloz
enfeksiyonunun varligi tespit edilmeye baslanmistir (10,12,13).

Tiberkuloz tarihinde kemoterapi dénemi 1944 yilinda Selman Waksman
tarafindan streptomisinin (SM) kesfiyle baslamistir. Jorgen Lehman benzoik asit ve
salisilik asitle M.tuberculosis’in oksijen tiketiminin engelledigini goriince tedaviye
Paraaminosalisilik asit (PAS) eklenmistir. Tek baslarina kullanilan bu ilaglara karsi
kisa siirede direc gelismis ve yeni ila¢ calismalari hiz kazanmistir. 1952 yilinda INH’
In antitlberkiloz aktivitesinin bulunmasiyla INH, PAS, SM’den olusan, 18-24 ay
stiren Ucll tedavi rejimine baslanmis ve tuberkiloz tedavi edilebilir hale gelmistir.
1954 yilinda prizinamid (PRZ), 1962 yilinda etambutol (ETB), 1966 yilinda RIF’in,

bulunmasi ve tedaviye eklenmesiyle standart tedavi sureleri kisalmistir (12-15).

2.2. MYCOBAKTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS’IN

EVRIMSEL GELIiSiMI

MTK; Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium microti, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium caprae
tarlerini kapsamaktadir. Verem hastaliginin en 6énemli etkeni M. tuberculosis’dir.
Konak tropizmleri, fenotipik 6zellikleri ve patojeniteleri ¢ok farkli olmasina ragmen
MTK Uyeleri arasinda ¢ok yiiksek diizeyde genetik homojenite vardir. 16S rDNA’lari
tamamen ayni olmakla beraber MTK turleri nikleotit dizeyinde %99,9 benzerlik
gostermektedirler. Mevcut bulgular tek bir atasal tirtn klonal soyundan tiireyen M.
tuberculosis kokenlerinin  bltin  dinyaya yayildigini - disundirmektedir. M.
tuberculosis kokenlerinde RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12, RD13
ve RD14 (Region of difference) delesyonu bulunmamasi M. tuberculosis’i MTK’nin
diger tirlerinden farkli kilmaktadir. M. tuberculosis’in konak 6zgilliginden bu
bolgelerin sorumlu olabilecegi disuntlmektedir. Bununla beraber M. tuberculosis
kokenlerinin bir cogunda M. tuberculosis’e 6zgii ThD1 (M. tuberculosis specific

deletion 1) delesyonu oldugu bilinmektedir (16).

M.tuberculosis’e 0zgl olan ThD1 bdlgesi tum M.tuberculosis suslarinda

bulunmamaktadir. ThD1 bélgesini tasiyan suslarin atasal M.tuberculois suslari,



ThD1 bolgesinde delesyona ugramis suslarinda modern M.tuberculosis suslari
olarak tanimlanmasi gerektigi ileri surilmustir. Atasal M.tuberculosis susunun MTK
tdrlerinin atasi oldugu disunulmektedir. Atasal M. tuberculosis susuna son derece
yakin olan M. canettii yalniz bu tiire 6zgi RDcan mutasyonu nedeniyle Modern M.
tuberculosis suslarndaki delesyon olusmadan Once atasal suslarin  mutasyonuyla
ortaya cikmistir. TbD1 mutasyonu olmayan atasal M.tuberculois suslari hicbir
delesyon ve mutasyona ugramamistir. Atasal M.tuberculosis susunda TbD1
delesyonu olmadan 6nce RD9 ve ardindan RD7, RD8, RD10, RD12, RD13, RD1,
RD2, RD14 bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar sirasi ile M. africanum > M.
microti > M. pinnipedii> M. caprae >M. Bovis (Sekil 1) subtiplerinin ortaya

citkmasina neden olmustur (16,17).

Gelecege yonelik tuberkiloz kontrol programlarinin diizenlenmesi icin MTK
tirlerinde yer alan suslarin filogenetik 6zelliklerinin ve konakak mikroorganizma

iliskilerinin belirlenmesi oldukga 6nemlidir (17).
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Sekil 1: M. tuberculosis kompleks turleri arasindaki filogenetik iliski (kaynak 18
den modifiye edilmistir).



2.3. EPIDEMIYOLOJI

DSO 2013 Kiiresel Tiberkiilloz Raporu’na gore diinyada 2012 yilinda tahmin
edilen tiberkulozlu hasta sayisi 8.6 milyondur (%13’U HIV ile koinfekte). Bu
hastalardan 1,3 milyonunun 6ldigu tahmin edilmektedir. Olen 1,3 milyon hastanin
320.000’i ayni zamanda Aids (Acquired immune deficiency syndrome) hastasidir.
Tuberkiloz olgularinin %8071 yiksek tlberkiloz yukine sahip 22 (lkede
bulunmaktadir (Afganistan, Banglades, Brezilya, Cin, Endonezya, Etiyopya,
Filipinler, Guney Afrika, Hindistan, Kambogya, Kenya, Kongo Cumhuriyeti,
Mozambik, Myanmar, Nijerya, Pakistan, Rusya Federasyonu, Tanzanya, Tayland,
Uganda, Vietnam ve Zimbabve). Dinya genelinde insidans, prevalans ve
mortalitenin en yuksek oldugu, tiiberkiloza bagl élimlerin %75’inin gercgeklestigi
bolgeler Afrika ve Guiney Dogu Asya Bolgeleridir (2).

DSO 2013 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporunda Tiirkiye’nin 2012 yili tiiberkiiloz
mortalite hizi yuz binde 0.52; nokta prevalans hizi yiz binde 23; insidans hizi yiiz
binde 22, vaka bulma hizi yizde 87 olarak bildirilmistir. Toplam tlberkiloz vaka
sayisi 14.691’dir. Hastalarin %92’si (13.535) yeni tiberkiloz olgusu, %8’i (1.156)
Onceden tedavi gormus olgulardir. Avrupa bolgesinin 2012 yili tiiberkiloz mortalite
hiz1 yiiz binde 3.9; nokta prevalans hizi yiiz binde 56; insidans hizi yiiz binde 40’dir.
Diinya genelinin 2012 yili tlberkiiloz mortalite hizi yliz binde 13; nokta prevalans
hiz1 yiiz binde 169; insidans hizi yiz binde 122 olarak bildirilmistir. 1990 yilindan
bugune tuberkiloz mortalitesi %45, prevelans %37 azalmistir (2).

Turkiye Verem Savasi 2012 Raporu’na gore toplam 16.551 tlberkiloz
hastasi 2010 yilinda verem savasi dispanserleri kayitlarinda yer almistir. Hastalarin
9.841°1 (%59,5) erkek, 6.710’u (%40,5) kadinlardan olusmaktadir. Olgu hizi
erkeklerde yuz binde 26,6 ve kadinlarda ylz binde 18,3 olarak bildirilmistir. Olgu
hizi, 15-24 yas grubundan itibaren yikselmekte, 65 ve Uzeri yaslarda en yuksek
seviyeye (yuz binde 39,4) ulasmaktadir. Yeni olgularin orani %91,7 (15.183) iken
onceden tedavi gormiis olgularin orani %8,3 (1.368) olarak bildirilmistir. Onceden
tedavi gormis hasta oranlari; niks %6,5 (1.070), tedaviyi terkten dénen %1,1 (185),
tedavi basarisizligindan gelen %0,5 (84) ve kronik olgudur %0,2 (3).



DSO 2013 Kiiresel Tiiberkilloz Raporu’na gére diinyada 2012 yilinda
bildirilen akciger tiberkiilozu olgulari arasinda 450.000 CiD tiiberkiiloz olgusu
oldugu tahmin edilmektedir. 27 ila¢ direnci yiksek Ulke surveyans verilerine gore,
yeni olgularin % 3.6’s1 ve 6nceden tedavi alan olgularin %20.2’si CID tiiberkiiloz
olgularidir. Tiirkiye’de Verem Savasi 2012 Raporu’na gore ilag duyarlilik testi (IDT)
yapilan 4.965 hastanin 250’sinin (%5) CiD tiiberkiiloz oldugu tespit edilmistir. CiD
tiberklloz orani yeni olgularda %2.5 iken, daha dnceden tedavi gérmis hastalarda
%22.8 olarak belirlenmistir. 2012 yilinda 450.000 CID tiiberkiiloz hastasinin
170.000’i 6lmustdr (2,3).

DSO’ niin tiiberkiilozla miicadelede hedefleri, ‘tiberkiiloz prevalansini 2015
yilina kadar 1990 yilina kiyasla yariya disurmek, yeni yayma pozitif akciger
tberkuloz hastalarinin en az %70’inin kalite kontrollii bakteriyolojik muayene ile
tespit edilmesi ve yeni yayma pozitif akciger TB hastalarinin en az %85’inin basari
ile tedavi edilmesidir’. Turkiye’de Verem Savasl 2011 Raporu’na gdére Turkiye’nin
1990 yilinda yuz binde 52 olan tliberkiiloz nokta prevalansi 2006 yilinda yiiz binde
26’ya dustrulmus ve prevalans hedefine ulagilmistir. 2005 yilinda yeni yayma pozitif
akciger TB hastalarinin %82’si tespit edilmis, 2004 yilinda hastalarin %85’inde

tedavi basarisi saglanmis ve bu hedeflere de ulasiimistir (19).

2.4. MYCOBAKTERIUM TUBERCULOSIS’IN BAKTERIYOLOJIK
KARAKTERI

2.4.1. Siniflandirma:

Mikobakteri ailesinin ilerleyen laboratvuar teknolojileriyle birlikte ginimuzde
tanimlanmis 130’dan fazla tyesi bulunmaktadir. Patojen, patojen olmayan, firsatci
mikobakteriler olmak (izere Ug¢ grupta incelenirler. Mycobacterium cinsi, Prokaryot
aleminin, Firmicutes bolumdndn, Actinobacteria sinifinin,  Actinomycetales
takiminin, Mycobacteriaceae ailesine yedir. DNA benzerlikleri ve bakteriyolojik
oOzellikleri bakimindan birbirleriyle yakin iliskili olan turler kompleks bashgi altinda
gruplandirilirlar. DNA hibridizasyon calismalarinda MTK igindeki turlerin DNA
homolojisinin  %85-100 oraninda degistigini ortaya koymus, restriksiyon



endonilikleaz enzimleri kullanilarak yapilan arastirmalardada benzer sonuglar
alinmistir.  Tuberkiloz hastalarindan ginimizde en sik izole edilen tir M.
tuberculosis’dir. M. tuberculosis, MTK (yelerinden birisidir. MTK Uyeleri i¢indeki
tirler M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M.
caprae‘dir (20-22).

2.4.2. Bakteriyolojik Ozellikler:

M. tuberculosis sporsuz, hareketsiz, silindir seklinde, uclari yuvarlak, 0.2- 0.6
um eninde, 1-10 ym boyunda duiz veya hafif kivrik, ince, zorunlu aerop bir basildir.
M. tuberculosis aerobik solunumda son elektron alicisi olarak oksijeni kullandigi igin
Ozellikle akcigerin st loplari en iyi Ureyebildigi vicut bélgeleridir. Kultlr ortaminda
oksijen miktarindaki azalma Ureme hizinda kayda deger bir distse neden olur.
Ortamda %5-10 karbondioksit bulunmasi Gremeyi artirirken, treme icin optimal 1s
37°C, optimal ph7’dir. M. tuberculosis’in ikiye bolinme siiresi 15-20 saat olup,
yavas Ureyen bir bakteridir. Bu sebeple tuberkiloz kolonilerinin kati besiyerinde
gorulebilmeleri icin en az iki hafta gegcmesi gerekmektedir. M. tuberculosis’in
besiyerinde rerken olusturdugu hidrojen peroksit ve diger toksik oksijen radikalleri
bakterinin katalaz-peroksidaz enzimi tarafindan etkisiz hale getirilir. Bu sayede
toksik radikallerin uzun inkubasyon siiresince tlberkiloz basilene zarar vermesi
engellenir (20,21).

Tuberkiloz basilinin hiicre duvari diger bakteri hucrelerinden farklh olarak
yuksek oranda lipid igerir ve ¢ok daha kalindir. Tuberktloz basilinin hiicre duvari
plazma membrani, orta tabaka ve peptidiglikan olmak (zere U¢ tabakadan olusan
kompleks bir yaptlanmadir. Plazma membrani i¢ tabakasi hidrofobik, dis tabakasi
hidrofilik 6zellik gosteren iki tabaka fosfolipid igerir. Plazma membraninin baslica
gorevleri ozmotik korunma ve iyonlarin transportudur. Basilin hiicre duvarinin orta
tabakasinda peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik asitler, acil trehalozlar,
olisakkarit iceren lipitler, fosfotidilinozitollin glilikozil derivatlari bulunmaktadir.
Tum hicre duvarinin kuru agirhginin %50°sini, hicre lipitlerinin %60’ in1 mikolik
asitler olusturur. Hucre duvarinin en 6nemli komponenti kemotip IV peptidoglikan
yapidir. Peptidoglikan yapi kor bolgesinin iskeletini olusturmak tzere disakkarit

fosforil kdpri ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktani kovalent olarak baglar.



Hicre duvarina bitinluk ve sertlik kazandiran bakteriye seklini veren yapi
peptidoglikan tabakadir (23). Arabinogalaktan tabakasi polisakkaritlerden olusur ve
mikolik asitlerle peptidogilikan yapi arasinda kopri gorevi gorir. Mikolik asit,
arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu gucli yapi bir zirh gibi mikobakteri
hlcresini cevreler. Lipoarabinomannan, mannofosfoinositid, serbest lipid ve
polipeptidlerinde eklenmesiyle bu yapinin kuvveti daha da artar. M. tuberculosis’in
fiziki batlnltgulyle beraber hiicre duvarindaki mikolik asit ve lipid bariyer sistemi bu
bakteriye aside direncli boyanma 6zelligi kazandirmistir. M. tuberculosis’in gram
boyanma &zelligi yoktur. Mikobakterilerde boyanin hicre duvarini gegerek
mikobakteri hucresi icine girebilmesi i¢in s gibi faktorlerin kullaniimasi
gerekmektedir (20,21,23-25).

M. tuberculosis’in icerigi kalin hiicre duvari birgcok ilag molekdlinin hiicre igine
gecisini engelleyerek dogal bir diren¢ mekanizmasi olusturmaktadir. M. tuberculosis
tedavisinde kullanilacak olan ilaglar 6ncelikle bu tabakadan kolaylikla
gecebilmelidir. M. tuberculosis hicre duvarinin  hidrofobik ve permabiletisinin
dustik olmasi nedeniyle; hidrofilik antibiyotikler, metal iyonlari, kimyasal toksik
ajanlar, oksijen radikalleri gibi hiicresel toksinlere karsi intrensek dirence sahiptir
(21,26).

M. tuberculosis’in yapisinda yer alan protein, lipid, polisakkaridlerin tamami
immunojeniktir.  Bakterinin  bu komponentleri  immdinstpresyon, makrofaj
aktivasyonu, granulom olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman
aktivasyonu, gibi c¢ok farkli etkilere sahiptir. Hucresel immdin sistem
mikobakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda kilit rol oynadigi i¢in proteinler
anahtar immdinojenler olarak kabul edilmektedir. Robert Koch tarafindan bulunan
old tuberkllin tiberkiloz basilinin kaynatilmis kaltir ekstraktidir. Bir dénem
intradermal cilt testinde kullanilmis fakat sadece mikobakteriyel proteinler
icermemesi, baska komponentlerde icermesi sebebiyle saflastirilmasina ihtiyag
duyulmustur. Old tuberkilinin saflastiriimasiyla elde edilen saflastiriimis protein
derivesi (PPD) ilk kez Seibert ve Glen tarafindan 1941 yilinda tanimlanmistir ve
DSO’niin énerisiyle tuberkilin deri testinde kullanilmaktadir. Diger mikobakteri

tdrleriyle olusan enfeksiyonlarda capraz reaksiyonlara sik rastlanmasi ve tam olarak



saflastirlamamis olmasi gibi istenmeyen o&zelliklerine ragmen PPD halen

immdindiagnostik dnemini korumaktadir (20,27,28).

2.4.3. Viriulans

M. tuberculosis’in virtlansinda rol alan kesin bir faktor gosterilememekle
beraber yapilan calismalar kord faktor ve silfatidler gibi bazi imminoreaktif
komponentlerin virtilansdan sorumlu olabilecegini ortaya koymustur. Bakterinin
histolitik  enzimleri, endotoksinleri veya eksotoksinleri  bulunmamaktadir.
Mikobakteriler spor olusturamazlar. Latent donemde spor gibi metabolik olarak
inaktiftirler fakat aktif forma donusebildikleri kabul edilir (20,29).

Trehaloz-6,6’-Dimikolat (Kord Faktor): Tuberkiloz basillerine kime olusturma
Ozelligi kazandirmasindan dolay1 kord faktor olarak da isimlendirilen trehaloz
dimikolat sadece virlilan suslarda bulunan 6nemli bir virtlans faktordir. Konak
hiicrede mitokondri membranina baglanarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda
hasara neden olur, polimorfonikleer I6kosit gocund inhibe eder, granilom
olusmasinda rol alir (20,21,28).

Polisakkaritler (Arabinogalaktan, Arabinomannan): Notrofillerin damardan
dokuya gegerek yangisal tepkime olusmasini saglarlar, konak hiicre makrofajlarindan
TNF-a salinimini indiiklerler (20).

Sulfatidler (Sulfolipidler) : Sdlfir igeren, kord faktorin toksik etkisine sinerjik
yanit veren glikolipidlerdir. Bakteriyi lizozomal enzimlerin etkisinden makrofajda

fagozom-lizozom fuizyonunu 6nleyerek korur (20).

Fosfotidler: Epitel hiicrelerinin dev hiicrelere dénusmesine sebep olarak ttberkdl

olusumunda rol alir (20).

Fosfatidil inositol Mannosid: Capraz koruyucu imminitede rol aldigi diistiniilen,

haptenik, lipid yapidir (20).

Wax D: BCG asisinin bazi tumoérlerde gerileme gosteren immunoteropatik etkisi

olan peptidoglikolipid yapidir. Freund’s adjuvaninin etkisini artirir (20).
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2.4.4. Patogenez

Tuberkuloz basilleri insan viicuduna solunum, sindirim, deri, genitouriner sistem
gibi farkli bolgelerden girebilir fakat en 6nemli bulas yolu inhalasyondur. Bulas
sonrasi enfeksiyonun olusup olusmamasi M. tuberculosis’in virulansindan cok
konakc¢inin immiin savunma yetenegine baghdir. Hem dogal hem de kazanilmis

immdunite konagin tiberkiloza karsi yanitinda rol almaktadir (20,30,31).

Akciger tlberkulozlu hastalarin  sekresyonlari sonucu olusan damlacik
cekirdeklerinin - saghkli bireyler tarafindan solunmasiyla tiberkiloz bulasi
gerceklesir. icinde 1-3 basil bulunduran 1-5 mikron ¢apindaki damlaciklar kolaylikla
akciger alveollerine ulasabilir. Alveollere ulasan basil alveolar makrofajlar tarafindan
fagosite edilir. Alveolar makrofajlarin bu donemde mikrobiyosidal etkileri ve
proinflamatuar direncleri giclii olmadigindan basillerin bir kismi antijenik parcalara
ayrilirken, bir kismi bitunlugi bozulmadan canli kahr (20,30,31). Alveolar makrofaj
icinde bulunan canh basiller ¢cogalip makrofajlar parcalayarak alveolar bosluga
gecerler. Makrofajlarin yikimi sonucu agiga c¢ikan kemokinler monosit ve
lenfositlerin lezyon bolgesine toplanmasini saglayarak granilom olusumunu
baslatirlar. Alveolar bosluga gecen basiller yeni makrofajlar tarafindan fagosite
edilseler bile hucresel immin yanit gelismedigi ve makrofajlar henliz aktive
edilmedigi icin cogalmaya devam ederler ve lenfohematojen yolla tim viicuda

yayilarak yeni grantlomlar olustururlar (30,32).

M. tuberculosis’in inhalasyonundan 2-6 hafta sonra hiicresel immdnite gelismis
olur. T lenfositlere tlberkiloz antijenlerinin sunulmasiyla T lenfositlerden aciga
cikan sitokinler, makrofajlarin sayica artmasini ve fonksiyonlarinin giglenmesini
saglarlar. Bu slrecte gelisen diger immdinolojik yanit gecikmis tip asiri duyarlilik
reaksiyonudur. Gecikmis tip asir duyarlilik reaksiyonu kazifikasyon, likefikasyon,
kavitasyona sebep olur. Béylece basil cogalmasi durur, basiller solid kaze6z dokuya
gecer ve granilom merkezinde kazedz nekroz alanlari olusturulur. Kazedz nekroz
alanlari icinde basiller mir boyunca dormant olarak kalabilirler. Enfeksiyon burada
sinirlanirsa, primer enfeksiyon evresi tamamlanmis olur. Hastanin kendi savunma
mekanizmasi i¢in hiicresel imminite yararli olurken, gecikmis tipte asiri duyarlilik

reaksiyonu basillerle birlikte cevre dokularda da, nekroz ve kaviteye yol acarak
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zararli olmaktadir. Basillerin ilk lezyon yerinde veya lenfohematojen yolla
yayildiklari bir organdaki odakta olusan erime ve onu takip eden aktivasyonla olusan
enfekte Kisilerin %5’inde yasamlarinin herhangi bir déneminde olusan hastalik
postprimer tlberkiloz veya reaktivasyon tiberkilozu olarak tanimlanmaktadir
(30,32).

2.4.5. Klinik Tablolar:

Primer Tiberkiiloz: inhalasyonla alinan basil, konagin ilk savunma mekanizmasini
yenerse primer enfeksiyon meydana gelir. Primer enfeksiyon hiicresel immun yanit
tarafindan durdurulursa hastalik gelismez. Konagin immun yaniti yeterli degilse
primer odaktaki ve ilgili lenf bezlerinde inflamasyon ilerler ve klinik olarak

belirginlesen primer tiberkiloz meydana gelir (20).

Milier Tuberktloz: Primer enfeksiyon esnasinda kazetz bir odagin komsu kan
damarina acilmasi veya damar duvarina yerlesen basillerin kana karismasiyla
karakterize tablodur. Genellikle 0-4 yas arasindaki immin sistemi zayif olan

cocuklarda primer enfeksiyonun erken komplikasyonu seklinde meydana gelir (20).

Sekonder Tuberkuloz: Eriskin tipi tiberkiloz, bronkojen tuberkiloz, postprimer

tiberkuloz gibi isimlerle de anilan bu hastalik formu iki sekilde gelisebilir (20).

a.Endojen Reaktivasyon: Hucresel immin yanitta meydana gelen supresyon
nedeniyle primer enfeksiyondan sonra dokularda dormant kalan basillerin herhangi
bir donemde aktif hale gegmesiyle olusur (20).

b.Ekzojen Reinfeksiyon: Daha dnceden primer enfeksiyon gecirmis bireylerin aktif
tiberklloz basili yayan bir hastadan ¢ok sayida viriilan basil almasiyla gelisen
hastalik seklidir (20).

Ekstrapulmoner Tlberkiloz: Tiberkiloz basili iyi oksijenlenen organ ve dokulara
yerlesip, hastalik olusturma egilimindedir. Bundan dolay tiiberkiloz akcigerlerden
sonra sirasiyla ser6z zarlar, bobrek, kemik-eklemler, lenf bezleri, larenks, genital

sistem, barsak ve diger organlarda gorulur (20).
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2.5. ANTITUBERKULOZ ILACLAR ve DIRENC MEKANIZMALARI

Tuberkdiloz tedavisi birinci ve ikinci segenek ilaclarla yapiimaktadir. Birinci
secenek ilaglar INH, RIF, ETB, PRZ, SM’dir. Etionamid, sikloserin, amikasin,
kanamisin, kapreomisin, tiasetozon, paraamino salisilik asit, ofloksasin, rifabutin,
klofozamin gibi ilaclarsa ikinci secenek ilaclardir. ikinci secenek ilaclar, birinci

secenek ilaglara gore daha toksik ve daha zor tolore edilebilen ilaglardir (33-35).

Primer direng; ila¢ tedavisi almamis veya bir aydan kisa siirede ilag tedavisi
almis tuberkiloz olgularinda saptanan direnctir. Sekonder direng; uygun olmayan
tedavi rejimlerinin kullanilmasina bagl olarak direncli mutantlarin artmasi nedeniyle

gelisen direnctir (35,36).

Antibiyotiklerin hatali kullanimi sonucunda ilaca direncli suslar meydana
gelmektedir. Sadece bir antibiyotige direncli hastaliga tek ilaca direncli ttiberkiloz,
ayni anda icerisinde INH ve RIF bulunmayacak sekilde minimum iki birinci basamak
anti tlberkiloz ilacin bulundugu kombinasyonlara karsi gelisen direng durumuna
birden cok ilaca direncli tuberkiloz denir. CID tuberkiiloz, diger anti tiiberkiiloz
ilaglarin duyarhlik durumuna bakilmaksizin basilin ayni anda INH ve RIF’e direngli
olma durumudur. Yaygin ilaca direncli tliberkiloz, tiberkiloz basilinin INH ve RIF
direncine ilave olarak ikinci segenek anti tuberkiiloz ilaglardan herhangi bir
florokinolona ve parenteral kullanilan ilaglardan en az birine karsi gelisen direng
durumudur (1,37).

Tuberkuloz basillerinde plazmitlere bagl veya bakteriler arasi gen transferi
yoluyla direng gelisimi s6z konusu degildir. Direng, kromozomal spontan
mutasyonlara bagh olarak veya basilde dogal olarak diren¢ genlerinin varhgiyla
gelismektedir. Dogal olarak basilin direncli olma ihtimali RIF icin 10®, INH ve ETB
icin 10° , SM icin 10™"tir. ilag direnci; hiicre icine ilacin aliminin azalmasi, artmis
efliuks, hedef molekilde meydana gelen degisiklik, ©6n ilaclarin etkin hale
donisuminl saglayan enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen azalma ve hedefin
asiri salgilanmasiyla meydana gelmektedir. Dustik oranda bulunan direngli basiller
hatali tedavi rejimleri nedeniyle cogalmakta ve ilaglarin etkisiz kalmasina sebep
olmaktadir (37,38).
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2.5.1. izoniazid:

On ilag olan INH mevcut antitiiberkiiloz ilaglarin en giclisudir. Dormant
basilleri Uzerine bakteriyostatik, hizla ¢cogalanlar Uzerine bakterisit etkili bir ilagtir.
Kazedz lezyonlar ve makrofajlar icine girebilir, iyi absorbe olur. Hiicre icine alinan
INH, peroksidazin etkisiyle izoniazid hidrazin ve izonikotinik asite doéndsur.
Izonikotinik asit bakteride nikotinik asitin antimetaboliti olarak gérev yapip koenzim
A sentezini bozar ve hicre icinde hidrojen peroksit yikilamaz. Hidrojen peroksit
DNA ve lipitler gibi pek ¢ok molekilde hasar olusturarak bakteride letal etki yapar
(34,39,40). INH direncine, katG, InhA, kasA, mabA, ndh gen bdlgelerindeki
mutasyonlar neden olabilmektedir. katG geninde olusan mutasyonlar INH direncinin
en Onemli sebebidir. katG geninde olusan mutasyonlar katalaz, peroksidaz
enzimlerinin kaybina neden olur ve ilag hicre igine alinamayip aktif metabolitine
donisemez. katG geninde en fazla saptanan mutasyon Ser315Thr mutasyonudur
(41,42).

2.5.2. Rifampisin:

Yari sentetik, hem hicre ici hem de hicre disindaki basillere bakterisidal
etkili bir ilagtir. Hizla cogalan ve dormant durumdaki basillere etkili olabilmektedir.
Ribonikleik asit (RNA) polimerazin B alt Ginitesine baglanarak RNA sentezini inhibe
eder. Etki gucl bakimindan INH’a en yakin ila¢ olup yan etkileri daha azdir (34,
39,43). RIF direncli basillerin %95’inden fazlasinda RNA polimeraz enziminin B alt
unitesini kodlayan 81 baz cifti uzunlugundaki bolgede (resistance determining
region) mutasyonlarin oldugu gosterilmistir. Mutasyonlar en fazla 531, 526, 513,
516. kodonlarda saptanmaktadir (34,42,44).

2.5.3. Prizinamid:

Monosit ve makrofajlar icindeki yavas ¢ogalan mikobakteriler (izerine en
etkili, sentetik yapida bakterisidal bir ilactir. Hucre icinde basilin Urettigi
pirazinamidaz enzimiyle pirazinoik asite donuserek etkisini gosterir. Direncli
basillerin %72-94’(inden pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA en bdolgesindeki
mutasyonlar sorumludur (34,39,42,44).
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2.5.4. Streptomisin:

Aminoligozit grubundan tiiberkiloza kars! etkin oldugu gosterilen ilk ilagtir.
Ribozomlarin ribozamal S12 proteini ve 16SrRNA alt grubuna baglanarak ribozom
fonksiyonlarini etkiler ve protein sentezini inhibe eder. M. Tuberculosis’in direncli
kokenlerinde %65-80 iki tip mutasyon saptanmistir. Direngten sorumlu
mutasyonlarin ¢ogu Ribozamal S12 proteinini kodlayan rpsL genindeki nokta
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. rpsL genindeki nokta mutasyonlar yiksek
duzeyde ilag direncine neden olmaktadir. 16S rRNA’y1 kodlayan rrs genindeki nokta

mutasyonlarsa orta diizeyde ila¢ direncinin sorumlusudur (39,40,45).

2.5.5. Etambutol:

Birinci secenek ilacglara artan direng sebebiyle gelistirilmis, sentetik yapida
bakteriyostatik bir ilactir. Arabinozil transferaz enzimini inhibe ederek
arabinogalaktan ve lipoarabinomannan’in hiicre duvarina tasinmasini énler. embB
geninin 306. kodonunda olusan Met306Val, Met306Leu ve Met3061le mutasyonlari
en sik karsilasilan mutasyonlardir. Met306Val, Met306Leu mutasyonu yuksek
dizeyde, Met3061le mutasyonu ise disik dizeyde ilag direncine yol agcmaktadir
(39,42).

2.6. DIRENCIN SAPTANMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Antituberkiloz ilaglarin hatali kullanimlari sonucunda ilaglara direncli suslar
ortaya cikmaktadir. ilaglarla karsilasmamis olan tiiberkiiloz basilleri klinik olarak
direncli degildir. Tlberkiloz kontrol programlarinin basarisinin degerlendirilmesi
icin antitiiberkuloz ilag direncinin surveyansi Onemli bir yontemdir. Duyarlilik
testlerinin dlzenli olarak yapilmamasi tiberkiloz insidansinin yiiksek oldugu
ulkelerde ®nemli sorunlardan biridir. Duyarlilik testlerinin hastaya ait ilk M
tuberculosis izolati i¢in ve kalturu pozitif iki ay tedavi almis hastalara yapilmasi
Onerilir. M. tuberculosis duyarlilik testi icin National Committe For Clinical
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Laboratary Standarts (NCCLS) baslangicta INH, RIF, PRZ, ETB’nin test edilmesini,
basil RIF veya herhangi iki ilk segenek ilaca direncgli bulunursa sekonder ilaglara

duyarlhihik testi yapilmasini énermistir (46).

2.6.1. Fenotipik Yontemler

Antituberkiloz ilaglara en givenilir ve en hizli yontemi bulmak icin ¢ok
sayida duyarlilik yontemi gelistirilmistir. Mutlak konsantrasyon, direng orani ve
proporsiyon yontemleri gibi klasik yontemler uzun sureden beri kullaniimaktadir.
Standardizasyon zorluklari, yogun emek gerektirmeleri nedeniyle diren¢ orani ve
mutlak konsantrasyon yontemleri sinirli merkezlerde calisilabilmistir. Proporsiyon
yontemiyse kati besiyerlerinin kullanildigr duyarlilik testleri arasinda en cok

uygulanan yontemdir (47-49).

Hic ilagla karsilasmamis mutasyon icermeyen Kklinik izolatlarin %95’ini
inhibe eden, tedaviye yanit vermemis hastalardan elde edilen izolatlara ise etki

etmeyen en disuk konsantrasyon ilacin kritik konsantrasyonudur (50).

2.6.1.1. Proporsiyon Yontemi:

Tuberkuloz duyarhlik testi proporsiyon yontemi ile direkt ve indirekt olarak
uygulanabilir. Direkt yontemde; mikroskobisinde aside direncli bakteri gorulen
klinik 0Orneklerde homojenizasyon, dekontaminasyon, konsantrasyon islemleri
sonrasinda ilagh ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir. Direkt yontem ilag direncinin
yuksek oldugu bdlgelerde inokulumun Gremesi icin gececek olan siireden zaman
kazandirir. indirekt yontemde ise; saf kiltir halinde Gremis basiller izole edilip
inokulum hazirlanarak ilacli ve ilagsiz besiyerlerine ekim yapilir. Besiyerinden
alinan koloniler cam boncuklu tlplerde ezilerek homojenize edilir. McFarland No:1
standart bulaniklifina gore tiiplerdeki suispansiyonlar hazirlanir. ilagh ve ilagsiz
besiyerlerine 10 ve 10™* diliisyonlar hazirlanarak 0.1 ml ekim yapilir. Lowenstein
Jensen (LJ) ile proporsiyon yontemi ekimden dort hafta, agar proporsiyon yéntemi
ise (i¢ hafta sonunda degerlendirilir. ilag iceren besiyerindeki koloni sayisi, ilag
icermeyen besiyerindeki koloni sayisinin %1’ine esit veya daha fazlaysa direncli

olarak rapor edilir. Direnc saptanmasinda referans olan yontemdir (48-50).
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2.6.1.2. Mutlak Konsantrasyon Yontemi:

Ornekteki basil miktari 2x10° veya 1x10* CFU/ml olan mikobakteri
solisyonu hem belirli konsantrasyonlarda ila¢ iceren hem de ilagsiz kontrol
besiyerine ekimi yapilir. Farkli ila¢c konsantrasyonlariyla calisilip Greme olmayan
besiyerindeki ila¢ konsantrasyonu o susun Minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK)
degeri olarak kabul edilir (48-50).

2.6.1.3. Diren¢ Oran Yontemi:

Antitiberkiloz ilaglarin hepsine duyarh oldugu bilinen standart H37Rv susu
ile duyarlihgr arastirilan M. tuberculosis susunun karsilastiriimasi prensibine dayanir.
Duyarliligi test edilen M. tuberculosis susu farkli konsantrasyonlarda ila¢ igeren
besiyerlerine ekilerek MiK degerleri belirlenir. Duyarlilik testi yapilan susun MiK
degeri, standart H37Rv susunun MiK degerinin 8 kati veya daha fazlaysa direncli, 2
ve altindaysa duyarl olarak rapor edilir (48-50).

2.6.2. Direncin Saptanmasinda Kullanilan Molekuler Yontemler

M. tuberculosis’de ila¢ direncinin hizli saptanmasina yonelik molekdiler
yontemleri kullanma calismalari ilag direncinin molekiler mekanizmalarinin
anlastimasiyla baslamistir. Klasik antibiyotik duyarlilik testleri haftalarca zaman
alirken, molekuler yontemlerle cok daha kisa surelerde sonug alinabilmektedir.
Molekdiler yontemlerin bir kismiyla kiltiire gerek kalmadan dogrudan Klinik
Ornekten yapilan uygulamalarla ila¢ direnci saptanabilmektedir. Pahali olmalari,
klinik olarak dirence yol agan bakteri grubu icindeki direncli suslarin duyarlilara
oraninin tam olarak belirlenememesi, saptanmis olan mutasyonlarin her zaman ilag
direnciyle iliskili olmamasi molekuler yontemlerin en biyik dezavantajlaridir.
Immiinsiiprese hastalarda, direngli tiiberkiiloz siiphesi olan hastalarda, ilag duyarlilik
sonucuna gore tedavisi yeniden dizenlenecek hastalarda, kaynagin direngli
tiberkilloz basili oldugu disuntlen hastalarda molekuler yontemlerle direng tespiti
faydalidir. ila¢ direncinden sorumlu mutasyonlarin  saptanmasinda kullanilan
molekiiler yontemlerin cogunda iic basamak vardir. ilk olarak klinik 6érnekten
nikleik asit ekstraksiyonu yapilarak DNA elde edilir. Gendeki direngten sorumlu
hedef bolge amplifiye edilir. Son olarak c¢ogdaltilan gen bolgeleri Gzerindeki

mutasyonlar saptanir (9,51).
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2.6.2.1. KatiI Faz Hibridizasyon Ydntemleri:

Ters hibridizasyon esasina dayan bu yontemlerle nitrosellil6z serit Uzerine
yerlestirilmis 6zgul problar yardimiyla, biyotinle isaretlenmis primerlerle ¢ogaltilan
mutasyonlarla iliskili gen bolgeleri saptanmaktadir. Normal ve mutant gen
bolgelerine 6zgil diziler problar tzerinde bulunmaktadir. Mutant dizileri tasiyan
problara direncli kdkenler, normal dizileri iceren problara duyarli kdkenler baglanir.
Ticari kitleri bulunan bu yontemin hizli, duyarh, 6zgil olmasi ve olanaklari sinirli
laboratuvarlarda bile uygulanabilmesi en 6nemli avantajlaridir. Yeni mutasyonlari
saptayamamalari, sessiz ve notral mutasyonlari saptayarak yanlis pozitif sonuclar
elde edilmesi 6nemli dezavantajlaridir (52,53).

2.6.2.2. DNA Microarray:

Bu yontem farkhh c¢ok sayida mutasyonlarin  saptanmasina olanak
saglamaktadir. Floresanla isaretli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile elde edilmis
amplikonlarin kicuk bir chip Uzerine baglanimis ¢ok sayida oligonikleotid probla
hibridize olmasi esasina dayanmaktadir. Optik tarayici ile olusan sinyaller saptanarak
bilgisayar sisteminde degerlendirilir. Klinik drnekten bakterinin saptanabilmesi, tur
tayininin  yapilabilmesi, ila¢ direncinin arastirilmasi yontemin en 6nemli

avantajlandir (53).
2.6.2.3. Multipleks Alel Spesifik PZR:

Alel spesifik primerler kullanilarak rpoB genindeki 516, 526, 531.
kodonundaki mutasyonlar ve katG geninin 315. kodonundaki mutasyonlar
arastirilimaktadir. Arastirillan  kodonda mutasyon yoksa DNA amplifikasyonu
gerceklesirken, mutasyon varliginda DNA amplifikasyonu gerceklesmemektedir
(54).

2.6.2.4. Heterodubleks Analizi:

ilag direncine neden olan gen bélgesi, hem klinik 6rnekten izole edilen M.
tuberculosis’ten, hem de duyarh oldugu bilinen M. tuberculosis susundan amplifiye
edilir. Bir tip icerisinde amplifiye Griinler esit miktarda karistirtlip 1sitilarak DNA
zincirlerinin birbirinden ayrilmasi daha sonra oda sicakligina sogutularak zincirlerin

yeniden birlesmesi saglanir. Klinik érnekte mutasyon varsa heterodubleksler arasinda
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eslesme bozuklugu olacak, DNA’nin ¢ift sarmal yapisi bozulacaktir. Mutasyon
varhiginda DNA’ nin jel elektroforezinde birden fazla bant gozlenecektir (52,55).

2.6.2.5. Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP):

llag direncinden sorumlu gen bélgesi PZR ile cogaltilir. Cift zincirli DNA
Isitilarak denattire olmasi saglanir. Olusan tek zincirler icerdikleri nukleotit dizisine
gore kivrilmalar ve 6zgil yapi olusturur. Zincirin 6zgul yapisi elektroforez sirasinda
jel gozeneklerinden gecis hizini etkiler. Klinik 6rnekten elde edilen SSCP, duyarh
oldugu bilinen kontrol susuyla karsilastirildiginda farklihgin saptanmasi o gende bir
mutasyon oldugunu ortaya koyar (52).

2.6.2.6. Gergek Zamanli PZR:

Ayni kapali sistem icinde amplifikasyon, hibridizasyon, analiz islemlerin
yapildigi bu yontemde DNA izole edildikten 1.5-2 saat icinde RIF ve INH direncli
suslarin hepsi dogru olarak belirlenmektedir. Bu yontemle RIF direnciyle birlikte
yuksek seviyede INH direncide saptanabilmektedir. Gercek zamanli hibridizasyon

problarindan RIF direncini arastiriimasinda yararlaniimaktadir (56).

2.6.2.7. Direncin Saptanmasinda Sekans Analizi:

DNA dizi analizi tekniklerinin, yirminci yuzyilin ikinci yarisinda bulunmasi
molekdiler biyoloji alaninda devrim yaratmistir. Sanger’in zincir sonlandirma
temeline dayanan dizi analizi ve pyrosequencing yontemleri gunumizde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Sanger’in zincir sonlandirma yontemi otamatize sistem ve
manuel olarak uygulanabilmektedir. DNA dizi analizi referans yontemdir. Otamatize
sistemlerin kullanima girmesiyle birlikte DNA dizi analizi yontemi genis kullanim
alanlari bulmustur. Bakteriyoloji laboratuvarlarinda DNA dizi analizi en c¢ok
mikobakteriler icin uygulanmaktadir. DNA dizi analizi yontemiyle mikobakteriler
tanimlanabilir ve diren¢ genleri saptanabilir. Tani tekniklerindeki gelismelere ve
immin yetmezlik yapan hastaliklarin artisina bagl olarak her gecen gin daha fazla
sayl ve tirde tuberkuloz disi mikobakteri hastalik etkeni olarak tanimlanmaktadir.
Tur tanimlamasinda kullanilan biyokimyasal ydntemlerin zahmetli olmasi, uzun

zaman almasi ve Kklinik mikobakteri drneklerinin %14’Gnun fenotipik yontemlerle
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tanimlanamamasi DNA dizi analizi yonteminin daha yaygin kullaniimasina neden
olmustur (57,58).

Otamatize DNA dizi analizi yonteminde polimeraz zincir reaksiyonuyla
amplifiye edilen hedef DNA ve bu DNA kalibina tutunan 20 baz ciftlik bir primer
kullaniimaktadir. DNA polimeraz enzimi karisima eklediginde deoksinikleotid
trifosfat varhginda primerin tutundugu kahp 3’ ucundan sentez reaksiyonunu
baslatir. Reaksiyon tlpinde bulunan her biri farkh floresan boyalarla isaretlenmis
dideoksintkleotid trifosfatlar (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) DNA polimeraz
etkisiyle uzayan DNA zincirine Katilarak zinciri sonlandirirlar. Cinkl yapisal olarak
deosinukleotid trifosfatlara benzeyen dideoksinikleotid trifosfatlar 3’ uclarinda
hidroksil grubu bulunmadigindan kendilerinden sonra 5’-3’ fosfat baglanmasini
engellerler. Sekans-spesifik olarak sonlanan DNA dizileri kapiller jel elektroforezi
ile yardtalir. Bu islem esnasinda sistemde bulunan saptayici tarafindan sonlanan her
bir dizide bulunan dideoksinikleotid trifosfatlarin yaydigi farkli dalga boyundaki
floresanslar kaydedilerek bilgisayar ortaminda DNA dizilerine cevrilir (58).

DNA dizi analizi ©6nceden bilinen mutasyonlarin yaninda bilinmeyen
mutasyonlari da saptayabilen, 6zgullik ve duyarliligi tam olan, standart referans
yontemdir. rpoB geni gibi yogun ve mutasyonlarin kisa segmentle sinirli oldugu
direng genlerinin saptanmasi rutin uygulamada basariyla kullanilirken, INH
direncinde oldugu gibi mutasyonlarin daginik ve biyik segmentler halinde oldugu
durumlarda kolay uygulanabilir bir yontem degildir. DNA dizi analizinin énemli bir

diger dezavantaji da sessiz mutasyonlari da saptamasidir (53,57,58).
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2.7. KORUNMA ve KONTROL

Tuberkulozdan korunma; bulastirict hastalarin tedavisi, koruyucu ilag
tedavisi, BCG asisl, tiberkuloz bulaginin énlenmesiyle miimkiin olabilir. Koruyucu
ilag tedavisindeki amag, tlberkiloz hastasi ile temasi olan kiside enfeksiyon
gelismesini ya da tlberkiloz basiliyle enfekte kiside tlberkiloz hastaliginin
gelisimini Onlemektir. BCG, tuberkiiloz enfeksiyonundan koruyucu etki yapmaz,
kanla ve lenfatik sistemle basilin yayilmasini engelleyerek hayati tehdit eden milier
tiberklloz, menenjit tiberkiloz gibi Klinik tablolarin ortaya ¢ikisini azaltir. En ¢ok
bulasma, tani 6ncesinde oldugu icin bulastirici olgulara hizla tani konulmasi ve
tedavi baslanmasi, bulasin engellenmesi icin 6nemlidir. Enfeksiyon zincirini kirmak,
kaynak ve bulas yollarini saptamak icin en degerli yontemler  molekdler

epidemiyolojik yontemlerdir (4,5).

2.7.1. Molekdler Yontemlerin Katkisi

Molekdler epidemiyoloji bir hastaligin yayilimi, patogenezi ve etyolojisini
arastiran bilim dalidir. Molekdiler epidemiyolojik ¢alismalar salginlarin arastiriimasi,
reaktivasyon veya reenfeksiyon olgularinin belirlenmesi, patojenlerin diinyadaki
yayilimlarinin belirlenmesi, farkh suslarda virulans ve diren¢ mekanizmalarinin
anlasiimasi, enfeksiyon hastaliklarinin yayilim yollarinin ortaya konmasi, hastaligin
yaythmi ile olusan risk faktorlerinin belirlenmesi, tedavi ve korunma stratejilerinin

gelistirilmesinde kullaniilmaktadir (5).

Tuberkilozla micadele ve tiberkuloz insidansinin distrtlmesi igin erken
tani, dogru tedavi ve etkin korunma-kontrol programlari cok énemlidir. Enfeksiyon
kaynagi ve bulas yollarinin bilinmesinin, etkin kontrol onlemleri alinmasi ve
tiberkllozla micadele stratejilerinin  belirlenmesinde buyik katkisi  vardir.
Tuberkilozlu hastalardan izole edilen suslarin molekuler tiplendirme yontemleriyle
tiplendirilmesiyle; tuberkulozda kaynak ve bulas yollar tespit edilmekte, salginlar
saptanabilmekte, laboratuvardaki c¢apraz kontaminasyonlar gosterilebilmekte,
hastaligin yayihm dinamigi ve 0Ozellikleri ortaya konabilmekte, reenfeksiyon ve
reaktivasyon ayrimi yapilabilmekte, hastaligin toplum iginde yayilimi daha net
anlasiimakta ve tiiberkuloz epidemiyolojisi hakkindaki bilgilerimiz artmaktadir (5-8).
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Tuberkulozlu hastalardan izole edilen suslarin molekiiler tiplemede ayni grup
icinde yer almasi, bu hastalarin tiberkulozla c¢apraz bulas sonucunda enfekte
olduklarini gosterir. Capraz bulas oranlariyla ilgili bilgiler tiberkilozla micadelede
daha etkili olabilecek korunma ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesine buytk
katkilar saglamaktadir. Ayni etkene bagli dis kaynakh bulas, endojen kaynakl
reaktive olan latent enfeksiyondan molekdler tiplendirme yontemleriyle ayirt
edilebilmektedir. Toplumda capraz bulas sonucu meydana gelmis tlberkiloz
olgularinin sayisi fazlaysa bu durum korunma ve kontrol tedbirlerinin yetersizligini
gosterir (59-61). Molekdler epidemiyolojik tiplendirme yontemleriyle spesifik M.
tuberculosis klonlari, bu izolatlarinin klonal olarak iliskili olup olmadiklari veya CiD
M. tuberculosis suslarinin  filogenetik diizeyde yayginhgi hakkinda bilgi
edinilebilmektedir (8,59-62).

2.7.2. Molekiler Epidemiyolojik Yontemlerin Mekanizmasi

2.7.2.1. 1S6110 RFLP (Resrtiction Fragment Lenght Polimorfizm) :

I1IS6110 RFLP glntmizde kullanilan molekiler tiplendirme yoéntemlerinden
en yiksek ayrim giiciine sahip olan yéntemdir. 1IS6110 MTK genomu (zerinde farkli
kopya sayilarinda (1-20 kadar) ve farkli kromozomal entegrasyon bdlgelerinde
bulunan transpozondur. Sayi ve lokalizasyon bakimindan 1S6110 transpozonunun
suslar arasinda farklilik gostermesi yontemin temelini olusturur (6,63). RFLP
yontemi: kromozomal DNA Pvull makrorestriksiyon enzimiyle 156110 baz
dizilimlerinin bulundugu yerden kesilerek fragmentlere ayrilmasi, agaroz jel
elektroforeziyle fragmentlerin ayristiriimasi, jeldeki DNA pargalari southern blot
teknigiyle naylon membrana aktarilmasi, membrana bagli olan fragmentlerin
I1S6110’a 6zgu isaretli problarla hibridizasyonu ve hibridizasyonun kemiluminasan
kit kullanilarak gorintilenmesi asamalarindan olusmaktadir. Problarin baglandig
yerlerde 1s1ima olusmakta ve olusan 1sima X-ray filmine aktarilmaktadir. Her susa
0zgu 1S6110 profili, film banyo edilince siyah bantlar halinde gézlemlenmektedir
(63,64). 1S6110-RFLP bes ve daha fazla sayida 1S6110 kopya sayisi iceren M.
tuberculosis izolatlarinda referans yontemdir. Yiksek dizeyde ayrim glctnden
dolayr diger tiplendirme yontemlerinin dogrulanmasinda kullaniimaktadir. 1S6110
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kopya sayisinin besten az oldugu suslarda yontemin ayrim gictnun zayif olmasi,
yogun emek gerektirmesi, uzun zaman almasi, bol miktarda genomik DNA

gerektirmesi bu yontemin en biylk dezavantajlaridir (6,8,64).

2.7.2.2. Spoligotiplendirme:

Goguet de la Salmoniere ve arkadaslari tarafindan 1S6110 RFLP
yontemindeki problemlerin Ustesinden gelmek igcin PZR bazl tiplendirme yontemi
olan spoligotiplendirme 1997 yilinda uygulamaya konuldu. PZR bazl ters dot blot
hibridizasyon temeline dayanan tiberklloz igin en yaygin kullanilan molekdler
tiplendirme yontemidir. MTK genomunda 1S6110 integrasyonunun sicak noktasinda
36 baz ciftlik direkt tekrar (DR) lokuslari ve DR’lerin arasinda 94 farkli spacer
(ayiricr) tanimlanmustir. Ayiricilardan 43 tanesi spoligotiplendirme yonteminde rutin
laboratuvarda kullanilmaktadir. DR’lerin kopya sayisi ve spacer dizilimlerinin varhgi
veya yolugu M. tuberculosis suslarinin genomlari arasinda farklilik gostermektedir.

Spoligotiplendirme yontemi DR lokusundaki bu farkliliklari ortaya koyar (65,66).
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Sekil 2: Spoligotiplendirme yonteminin asamalari. (A): DR’lerin M. tuberculosis
ve M. bovis BCG genomdaki dagilimi. (B): PZR ile DR lokusunun
amplifikasyonu. (C): Amplifiye olmus mikobakterial DNA 0Orneklerinin
hibridizasyon paternleri (65).

M. tuberculosis genomu Gzerinde  bulunan DR lokusundaki DNA
polimorfizmini gostermeyi amaclayan yontemde DR dizilimini hedef alan biyotinle
isaretlenmis primerler kullanilarak DR’lerin arasindaki farkli ayiricilar amplifiye
edilmektedir. Membrana baglanmis olan ve DR’lerin arasindaki spacer bolgelere
komplementer olan 43 farkli oligonikleotid probla, amplifikasyon Grunu
hibridizasyona sokulmaktadir. Dijital olarak kirk ¢ spacer diziliminin her birinin

varhgi ve yoklugu kullanilarak rakamsal veriler elde edilmektedir (65,67).
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Spoligotiplendirme yontemi, molekiler epidemiyoloji, populasyon genetigi,
filogenetik analiz, 1S6110 kopya sayisi dusik olan izolatlarin olusturdugu
kiimelesmeyi dogrulamak icin kullaniimaktadir. Spoligotiplendirme ydntemi igin
minimal bir Greme yeterli olmakla beraber 1S6110 RFLP’den ¢ok daha kisa slirede
sonug alinabilmektedir. Ayrim gict ise 1S6110 RFLP’den dlsuk oldugu icin genetik
heterojiniteyi saptamada yetersiz kalip hatali kiimelesmelere sebep olmaktadir.
Spoligotiplendirme  yontemiyle elde edilen oktal kodlar  kullanilarak

http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo internet adresinden suslara ait

“spoligotype international type” (SIT) numaralari elde edilmektedir. SIT numaralart,
SpolDB4 verileriyle karsilastirilarak major spoligofamilyalari belirlenir. Toplumdan
izole edilen suslarla, diger tlkelerde dagilim gdsteren major familyalar ve SIT tipleri

arasindaki filogenetik iliski bu bilgilerle incelenebilmektedir (6,8,66,67).

2.7.2.3. MIRU -VNTR:

M. tuberculosis genomunda genler ve operonlar arasinda dagilmis 10- 100
baz cifti uzunlukta minisatellit benzeri lokuslar bulunmaktadir. Bu tekrar dizilerine
MIRU adi verilmektedir. MTK genomu boyunca 41 MIRU lokusunun her biri
farkl sayida sirali tekrarlar VNTR icermektedir. Birbirleriyle iliskili olmayan M.
tuberculosis izolatlari arasinda kirk bir lokustan bazilart VNTR kopya sayisi
bakimindan polimorfizm gostermektedir. PZR bazli bu metodda, bu polimorfizm
analizi M. tuberculosis kokenlerinin genotiplendirilmesinde kullaniimaktadir.
MIRU VNTR tiplendirme yoénteminde ilk olarak 12 farkli lokusta bulunan
MIRU’lar kullanilmis daha sonra 15 ve 24 lokusun ayirt edicilik gugleri Gzerine
arastirmalar yapilmistir. 15 lokus iceren MIRU- VNTR protokolinin ayirt etme
gucinun 1S6110 RFLP ile esit, spoligotiplendirmeden Ustiin oldugu
belirlenmistir.  Filogenetik arastirmalarda ise 24 lokus kullaniimasi
onerilmektedir (65,68).

MIRU-VNTR tiplendirme yoénteminde ilk olarak multipleks PZR ile,
floresanla isaretli oligonikleotid primerler kullanilarak MIRU-VNTR
lokuslarinin  amplifikasyonu yapilir. Daha sonra amplifikasyon drtnleri
elektroforezle ayristirilarak her bir lokustaki PZR drinlerinin blyiklugine goére
MIRU alellerinin sayisi belirlenir (65,68).
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Sekil 3: M. tuberculosis genomunda 41 MIRU lokusu (65).

MIRU VNTR tiplendirme yonteminin yuksek ayrim gucl, kisa slrede
tamamlanabilmesi, laboratuvarlar arasinda karstlastirilabilir dijital sonu¢ vermesi,
otomatize edilebilmesi, MTK izolatlari i¢in duyarli ve 6zgil olmasi, tuberkilozun
kiresel epidemiyolojik surveyansi icin cazip bir teknik haline gelmesine neden
olmaktadir. Metodun kurulmasi otomatik dizi analizi cihazi olan laboratuarlar icin
oldukca kolaydir. MIRU-VNTR tiplendirme yontemi 1S6110 RFLP ve
spoligotiplendirme yontemlerine goére daha fazla ayirt edici profil olusturmaktadir.
Son calismalarda MIRU-VNTR tiplendirme yonteminin genis kentsel alanlardaki M.
tuberculosis izolatlarinin genetik farkliliklarini ¢alismak icin faydali bir ilk adim
yontemi olabilecedi ve M. tuberculosis’in molekdiler epidemiyolojisinin kiresel

analizinde referans yontem olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (65).
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GEREC ve YONTEM

2.4. MYCOBAKTERIUM TUBERCULOSIS SUSLARI:

Turkiye’nin farkli merkezlerinden 2008-2010 yillar arasinda toplanmis ve
Turkiye Halk Saghgr Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuarlari Daire
Baskanligi Tuberkiloz Arastirma ve Uygulama Laboratuvari stoklarinda bulunan 58

adet RIF ve INH direngli M. tuberculosis susu ¢alismaya alindi.

3.2. RIFAMPISIN ve iZONIAZID DIRENCININ FENOTIPIK
YONTEMLERLE DOGRULANMASI
Direng belirlenmesinde LJ besiyerinde uygulanan, poporsiyon yontemi

uygulandi. Asagida asamalari verilmis olan islemlerin uygulanmasinda Turkiye Halk
Saghgr Kurumu Ulusal Tiberkiloz Referans Labaratuvari tarafindan hazirlanmis
olan protokol takip edildi (69).

3.2.1. Bakteri Suspansiyonlarinin Hazirlanmasi

1.Her izolat icin 3 adet 50 ml’lik, konik tabanli, burgu kapakli, polipropilen yapida
tiip kullanildi. Birinci tiipe ana bakteri diliisyonu, ikinci tiipe 107, igiincii tiipe10™
isaretlemeleri yapildi.

2.Ana diltisyon hazirlanacak birinci tlipe 10-12 adet steril cam boncuk ve 6 ml steril
distile su eklendi. Diger iki tipe 9.9 ml steril distile su eklendi.

3.Yirmisekiz ginlik taze kilturden 2 6ze dolusu koloni alinip ana dilusyon tlplne
eklendi. Tupe 2-3 dakika vorteks yapildi. 30 dakika oda isisinda tip bekletilip

partikillerin dibe ¢cékmesi saglandi.

4 Slpernatant alinip baska bir tlipe aktarildi. Uzerine steril distile su eklenerek
McFarland No:1 standardina esitlendi (10" cfu/ml bakteri yogunlugu). Vorteks
yapildi. 100 pl alinip 102 diltisyon tiipiine aktarildi.

5.10 dilusyon tipiine 20-25 saniye vorteks yapildi. 100 pl alimp 10 diliisyon
tipine aktarildi.
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3.2.2. Besiyerlerine Ekim ve Sonuglarin Degerlendirilmesi
1.1072 dilusyon tiptinden, 107 ilach LJ besiyeri setlerine, 10 kontrol tiplerine ve

0.5 mg/ml para-nitrobenzoik asit (PNB) bulunduran besiyerine 200 pl ekim yapildi.
llach besiyerleri:

a. RIF 40 pg/ml

b. INH 0.2 pg/ml

c. INH 1 pg/ml

2.10™ diliisyon tiipiine 20-25 saniye vorteks yapildi. 10* LJ besiyerlerine 200 pl
ekim yapildi ve bu tlipler kontrol tipu olarak degerlendirildi.

3.islemler bitince tiipler hafif sekilde asa§i yukari hareket ettirilerek, sivilarin
besiyerleri Uzerine yayilmasi saglandi. Butiin besiyeri tipleri 37°C’da etlivde, 6

hafta boyunca, yatik sekilde inkibe edildi.

4.inkiibasyon sonunda PNB besiyerinde ireme olmamis izolatlar MTK olarak

degerlendirildi.

5.107 ilagh LJ besiyeri setlerindeki koloni sayilari, 10 kontrol LJ besiyerlerindeki
koloni sayilarindan fazla ise izolatlar direngli olarak degerlendirildi.

6.INH icin kritik konsantrasyonda (0.2 pg/ml) direng tespit edildiginde, 1.0 pg/ml lik
konsantrasyona bakildi. Bu durumda sus duyarli ise kritk konsantrasyonda direngli,
yuksek konsantrasyonda duyarli olarak degerlendirildi.

3.3. RIFAMPISIN ve iZONIAZID DIRENCINDEN SORUMLU
MUTASYONLARIN BELIRLENMESI

DNA ekstraksiyonu N-acetyl-N, N, N-trimethyl amonyum bromir (CTAB)
yontemi kullanilarak yapilmistir (65).

3.3.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu:
M. tuberculosis suslarinin spoligotiplendirme, MIRU-VNTR y0ntemiyle
klonal iliskinin belirlenmesi ve direngten sorumlu mutasyonlarin DNA dizi analizi

yontemiyle saptanmasi icin LJ Kkati besiyerinden CTAB yodntemiyle DNA
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ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstarksiyonundan sonra spektrofotometre ile DNA
6lcimu yapilarak DNA miktari kontrol edildi. Her bir M. tuberculosis susundan elde
edilen DNA eksraktl ile spoligotiplendirme, MIRU-VNTR ve DNA dizi analizi

yontemleri ¢ahisildi.

3.2.2. LJ Besiyerinden DNA izolasyonu (65):
1.Steril ekiivyon cubuk kullanilarak, besiyeri almadan, mumkin oldukca fazla koloni
alindi.

2.Toplanan bakteriler 500 pl 10 mM Tris-ImM EDTA (TE) tamponu iceren
mikrosantrifdj tiplne alinip, 80°C’da 20 dakika 1s1 blogunda bekletilerek bakterilerin

6lmesi saglandi.

3.TE tamponu icinde hazirlanan bakteri stispansiyonu Gzerine 50 ul lizozim eklenip
vortekslendi. 37°C’da 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda her yarim saatte bir

vorteks yapildi.

470 pl %10 Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ve 12 ul Proteinaz K eklenip,
vortekslendi. 65°C’da 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda her on dakikada
bir vorteks yapildi.

5.100 pul 5 Molar Sodyum Klortr (NACL) eklenip, vorteks yapildi.

6.80 pl %10’luk N-acetyl, N, N-trimethyl amonyum bromiir (CTAB) énceden 65°C’
a 1sitthp eklendi. Rengi sutli bir gérinim alana kadar vorteks yapildi. 65°C’da 10
dakika inkibe edildi.

7.24/1 oraninda hazirlanmis 800 ul taze kloroform/izoamil alkol eklendi. 10 saniye

vorteks yapildi. Oda isisinda, 12.000xg’de santrifiij edildi

8.Mikropipet ile Ust faz yeni bir tupe transfer edildi ve kloroform/izoamil alkol

basamag tekrarlandi. Santrifujden sonra st fazla isleme devam edildi.
9. 500 pl isopropanol eklenip, -70°C’da 1 saat bekletildi.

10. Oda 1si1sinda, 15 dakika, 12.000xg’de santrif(ij edilip, stipernatant atild1.
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11.Kalan CTAB ve isopropanolu uzaklastirmak icin DNA pelleti tGzerine 1ml soguk
%70’lik ethanol eklenerek vortekslendi.

12.0da 1s1sinda, 10 dakika, 12.000xg’de santriflyj edilip, stipernatant atildi.
13.DNA pelleti oda 1sisinda 15 dakika kurutuldu.

14.20 mikrolitre steril TE tamponu ilave edildi ve 37°C’da iki saat bekletildi.
15 Uv spektrofotometrede 260nm dalga boyunda DNA konsantrasyonu 6l¢uldu.
16.-20°C’da saklandi.

3.3.3. Rifampisin Direncinin Belirlenmesi

Bu calismada CiD M. tuberculosis suslarinda DNA dizi analizi yontemiyle
RIF direncinden sorumlu rpoB gen bdlgesindeki mutasyonlar arastiriimistir. DNA
dizi analizi yonteminin uygulanmasinda Turkiye Halk Saghgr Kurumu Mikrobiyoloji
Referans Laboratuarlari Daire Baskanligi Molekuler Mikrobiyoloji Arastirma ve

Uygulama Laboratuvari’nda kullanilan protokol takip edilmistir.

3.3.3.1. rpoB Geninin Amplifikasyonu
izolasyonu yapilan DNA kalip olarak kullanildi. rpoB geni rpoB-Forward,
rpoB-Reverse primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Her bir sus igin asagidaki

miktarda reaksiyon karisimi hazirlandi (70).
rpoB-F: 5’-CCA CCC AGG ACG TGG AGG CGA TCA CAC-3’

rpoB-R: 5’-CGT TTC GAT GAA CCC GAA CGG GTT GAC-3’

10X tampon (Fermentas, EU) 5ul
MgCl; (25 mM) (Fermentas, EU) 5ul
dNTP miks (10 mM) (Fermentas, EU) 1l
rpoB Primer F(10pmol/ul) 1l
rpoB Primer R(10pmol/pl) 1l

30



Tag DNA polimeraz (5U/ul) (Fermentas, EU) 0.5 ul

dH,O (DNAaz-Rnaz free) 35.5ul
1/10 Sulandirilmis DNA 1l
Toplam 50 pl

Yukaridaki karisimlardan DNA hari¢ hepsi temiz odada hazirlandi. Sonra
DNA’nin oldugu odaya gecildi ve reaksiyon tiplerine tek tek DNA eklendi.
Reaksiyon tupleri vorteks yapilip homojenize edildikten sonra 1si déngl cihazina
yerlestirilerek asagidaki dongtide galistirildi.

94°C 10 dakika

94°C 1 dakika

60°C 1 dakika 30 dongu
72°C 1 dakika

72°C 10 dakika

4°C Beklet

3.3.3.2. Agoroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonrasi bantlarin kontrolti jel elekroforziyle yapildi. %2’lik
agaroz jel hazirlandi. Amplifiye drtinin 4 pl’sine 1 pl jel yikleme boyasi karistirilip
agaroz jele yiklendi. 120 voltta 30 dakika elektroforez islemi yapildi. Molekuler
agirlik standardi yardimiyla bantlarin buytklagu, safligi ve yogunlugu kontrol edildi.
Amplifikasyon urunu tek bant halinde olan uygun 6rneklerle pirifikasyon islemine

gecildi.
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Sekil 4: rpoB PZR amplifikasyon goruntisu.
M: 100 baz ciftlik mareker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif ornekler.

3.3.3.3.Amplifikasyon Uriinlerinin Pirifikasyonu
Saflastirma islemi Beckman Coulter Agencourt AMPure XP kit protokoliine

uygun olarak asagidaki sekilde yapildi.
1.PZR Urund 82.6 pl Agencourt AMPure Sollsyonu ile karistirildi.

2.Pipetle 10 kez pipetaj yapildiktan sonra vorteks yapilip karisimin homojenize

olmasi saglandi.
3.Bes dakika oda sicakhginda bekletildi.

4.0rnegin tamami SPRI Plate, 96 Ring Suiper Manyetik Plate’teki 0.2 mI’lik tuplere

aktarildi. 10 dakika bekletilip, solisyonun tamami aspire edildi.

5.%70’lik 4°C sicakhgindaki etanolden 200 pl tupe ilave edildi. 30 saniye oda
Isisindaki inkiibasyondan sonra solusyon aspire edildi.

6. Yikama islemi bir kez daha tekrarlandi. 20 dakika hava ile kurutuldu.

7.20 pl dH,O (DNAaz-Rnaz free) eklenip, 10-15 kez pipetaj yapilarak tupun

cidarindaki urun ¢ozaldu.

8.Bes dakika bekletildikten sonra berrak soliisyon tliplin ortasindan pipetle ¢ekildi.
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3.3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi
%2’lik agaroz jel kullanilarak purifikasyon sonrasi elektroforezle bantlarin
kontroll yapildi. Sekilde 6rnegi gorilen bantlarin blyuklugune goére dideoksi

terminator tepkimesinde ka¢ mikrolitre Grin kullanilacagi belirlendi.
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Sekil 5: rpoB PZR pirifikasyon goranttsa.
M: 100 baz ciftlik marker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif 6rnekler.

1 numarali 6rnekten 4 ul, diger 6rneklerden 3 pl kullanildi.

3.3.3.5. Dideoksi Terminator Tepkimesi (Cycle Sequence)
Her bir reaksiyon karisiminin toplam hacmi 10 pl olacak sekilde hazirlandi.

DTCS Quick Start Mix (Fermentas, EU) 4 ul
rpoB Primer 1(5pmol/ul) 1l
dH,O (DNAaz-Rnaz free) 1-2 ul
DNA 3-4 pl

Amplifikasyon Kosullari

94°C 3 dakika

96°C 20 saniye 30 dong
55°C 30 saniye

60°C 4 dakika
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3.3.3.6. Sekans Urunlerinin Temizlenmesi:
Sekans urunleri alkol prespitasyon yontemiyle saflastirildi. Her bir 6rnek igin

1.5 ml mikrosantrifdj tipt kullanildi.

1.Total hacmi 5 pl olan taze Stop Sollisyonu/Glikojen karisimi hazirlandi. Her bir
tipe 2 ul 3 M Sodyum asetat (pH:5.2), 2 pl 100 mM Sodyum-EDTA (pH:8), 1 ul
20mg/ml glikojen eklenip vorteks yapildi.

2.Karisimin tizerine 10 pl DNA eklenip, vorteks yapildi. Uzerine -20°C’da
sogutulmus, 60 pl %95 etanol eklenerek vorteks yapildi.

3.14.000xg’de +4°C’ da 15 dakika santrifuj edilip, sipernatant atildi.
4. Pelet -20°C’da sogutulmus 200 ul %70 etanol ile yikandi.

5. 4.000xg’de +4°C’da 10 dakika santrif(ij edilip, slipernatant atild1.
6. Yikama islemi bir kez daha yapildi.

7.Tupler kagit havlu Gzerinde, hava ile 15 dakika kurutuldu.

8.Pelet 40 ul 6rnek yukleme solusyonuyla Sample Loading Solution (SLS) ile

¢ozalda.
9. 35 ul 6rnek yikleme plate’e aktarilip, zerine 1 damla mineral yag eklendi.

3.3.3.7. DNA Kapiller Jel Elektroforezi

DNA Kkapiller jel elektroforezi Beckman Coulter Ceq 8000 cihazi ile
gerceklestirildi. Program:Kapiller sicakhigi: 50° C, Denatiirasyon sicakligi: 90° C,
Denatiirasyon siiresi: 120 saniye, injeksiyon akimi: 2.0 kV, injeksiyon siresi: 15
saniye, Ayristirma akimi: 4.0 kV, Ayristirma suresi: 110 dakika. DNA dizi analizi
sonucu elde edilen veriler, referans rpoB gen dizilimiyle Karsilastirilarak

mutasyonlar saptandi.
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3.3.4. izoniazid Direncinin Belirlenmesi

3.3.4.1. katG ve InhA Promoter Geninin Amplifikasyonu

izolasyonu yapilan DNA kalip olarak kullanildi. katG gen bélgesi katG-F, katG-R,
INhA promoter gen bdlgesi InhA-F, InhA-R primerleri kullanilarak PZR ile
cogaltildi. Her bir sus icin ve katG, inhA promoter gen bdlgeleri icin ayri ayri
asagidaki miktarda reaksiyon karisimi hazirlandi (71,72).

katG-F: 5°-AAC GAC GTC GAA ACA GCG GC-3’
katG-R: 5’-GCG AAC TCG TCG GCC AAT TC-3’
INhA-F: 5’-GGC ACG TAC ACG TCT TTATGT A-3’

INhA-R: 5’-GGT GCT CTT CTA CCG CCG TGA A-3’

10X tampon (Fermentas, EU) 5ul
MgCl; (25 mM) (Fermentas, EU) 1ul
dNTP (10 mM) (Fermentas, EU) 1l
katG Primer 1 veya inhA Primer 1(10pmol/ul) 1l
katG Primer 1 veya inhA Primer 1(10pmol/ul) 1l
Tag DNA polimeraz (5U/ul) (Fermentas, EU ) 0.5 ul
dH,O (DNAaz-Rnaz free) 35.5 ul
1/10 Sulandirilmis DNA 1l
Toplam 50 pl

Yukaridaki karisimlardan DNA haric, hepsi temiz odada hazirlandi. Sonra
DNA’nin oldugu odaya gecildi ve reaksiyon tlplerine tek tek DNA eklendi.
Reaksiyon tupleri vorteks yapilip homojenize edildikten sonra 1si déngl cihazina
yerlestirilerek asagidaki dongtide galistirildi.
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94°C 10 dakika

94°C 1 dakika

65°C 1 dakika 30 dongu

72°C 1 dakika

72°C 10 dakika, 4°C Beklet

3.3.4.2. Agoroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon sonrasi bantlarin kontrolu jel elekroforziyle yapildi. %2’lik
agaroz jel hazirlandi. Amplifiye Grindn 4 pl’sine 1 pl jel yikleme boyasi karistirilip
agaroz jele yiklendi. 120 voltta 30 dakika elektroforez islemi yapildi. Molekuler
agirlik standardi yardimiyla bantlarin buyiklagu, safligi, yogunlugu kontrol edildi.
Amplifikasyon urunu tek bant halinde olan uygun 6rneklerle pirifikasyon islemine

gecildi.

—— 11 T

Sekil 6: katG PZR amplifikasyon gorintusa.
M: 100 baz ciftlik mareker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif rnekler.
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Sekil 7: inhA PZR amplifikasyon gdruntusu.
M: 100 baz ciftlik mareker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif drnekler.

3.3.4.3. Amplifikasyon Urunlerinin Pirifikasyonu
rpoB gen bolgesine uygulanan sekilde yapildi.

3.3.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi
%2’lik agaroz jel kullanilarak pirifikasyon sonrasi elektroforezle bantlarin
kontroli yapildi. Sekildeki bantlarin safligi ve kalinligina goére cycle sequence

isleminde ka¢ mikrolitre Grtin kullanilacagi belirlendi.

— = {1 by

Sekil 8: katG PZR purifikasyon géruntdsu.
M: 100 baz ciftlik mareker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif Ornekler.

5 numarah érnekten 4 pl, diger 6rneklerden 3 pl kullanildi.
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Sekil 9: inhA PZR amplifikasyon géruntisu.
M: 100 baz ciftlik mareker, N: Negatif kontrol, 1-8 : Pozitif ornekler.

1, 3, 6 numarah 6rnekten 4 pl, diger érneklerden 3 pl kullanildi.

3.3.3.5. Dideoksi Terminator Tepkimesi (Cycle Sequence)
rpoB gen bolgesine uygulanan sekilde yapildi.

3.3.3.6. Sekans Uriinlerinin Temizlenmesi:
rpoB gen bolgesine uygulanan sekilde yapildi.

3.3.3.7. DNA Kapiller Jel Elektroforezi
DNA Kkapiller jel elektroforezi Beckman Coulter Ceq 8000 cihazi ile

gerceklestirildi. DNA dizi analizi sonucu elde edilen veriler, referans katG ve inhA

gen dizilimleriyle karsilastirilarak mutasyonlar saptandi.

3.4. MOLEKULER TIPLENDIRME

3.4.1. Spoligotiplendirme (65):

Spoligotiplendirme yonteminin uygulanmasinda Turkiye Halk Saghgi
Kurumu Mikrobiyoloji Referans Laboratuarlari Daire Baskanligi  Molekdler
Mikrobiyoloji Arastirma ve Uygulama Laboratuari’nda kullanilan protokol takip
edilmistir. CTAB yontemi kullanilarak elde edilen DNA ile spoligotiplendirme
metodu uygulandi. DR  bolgesini  hedef alan primerler sentezletildi.
Spoligotiplendirme metodunun PZR asamasinda DR bdlgelerine 6zgl primerler
kullanilarak “spacer” larin amplifikasyonu gerceklestirildi. Her calismada M.
tuberculosis H37Rv pozitif kontrol ve distile su negatif kontrol olarak kullanildi.
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3.4.2. PZR
DRa ve DRb primerleri kullanilarak her bir sus igin asagidaki miktarda

reaksiyon karisimi hazirlandi.

DRa: 5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’ ucundan biyotinle isaretli)
DRb: 5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’

2X amplifikasyon karisimi:

10X amplifikasyon tamponu 100 pl

10X dNTP miski( 10 mM her bir nikleotid ) 100 pl

10X MgCl, (25 mM ) 100 pl

Distile Su 100 pl

Amplifikasyon Reaksiyonu

2X amplifikasyon miksi 12.5 ul
Primer DRa (5 pmol/ul) 4 ul
Primer DRb (5 pmol/ul) 4 ul
Tag DNA polimeraz (5U/ ul) 0.3 ul
dH,0O (DNAaz-Rnaz free) 1.7 pl
Kalip DNA 2.5 ul
Toplam 25 ul

PZR reaksiyon karisimini iceren tipler i1s1 dongu cihazina yerlestirilerek asagidaki
dongtide ¢alistirildi.
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95°C 5 dakika

94°C 1 dakika

55°C 1 dakika 25 dongu
72°C 45 saniye

72°C 10 dakika

4°C Beklet

Kontaminasyondan kaginmak icin PZR reaksiyon karisimi M. tuberculosis
DNA’sI icermeyen temiz odada hazirlandi. Amplifikasyon tlplerinin kapagi temiz
odadan uzak bir yerde acildi. Calisma sirasinda pudrasiz eldiven ve filtreli pipet

uclari kullanildr.

3.4.3. PZR Urinunun Hibridizasyonu ve Sonug¢ Gozleme
Biyotinle isaretlenmis amplifiye PZR Urini, membrana bir hat seklinde
kovalent olarak baglanmis farkli “spacer” problari ile hibridize edildi.

3.4.3.1. Hibridizasyon Ydntemi (65):
1.Amplifikasyon tlplerine 150 pl 2x Sodyum Klorlr, Sodyum fosfat, EDTA (SSPE)/
%0.1 SDS eklendi. 100 °C’daki kuru is1 blogunda 10 dakika boyunca denatire edilip

hemen buz igine alindi.

2.PZR urunleri denatiire edilirken, membran 250 ml 2x SSPE/%0.1 SDS ile 60°C’da
5 dakika yikand.

3.Miniblotter’in alt kapagina slinger yastigi yerlestirilip, plastik penset yardimiyla
kesik kismi sol Ust kdseye gelecek sekilde tizerine membran yerlestirildi.

4.Miniblotter’in Ust kapag kapatilip kapiller igindeki reziduel sivi aspire edildi.
5. 150 pl denatire edilmis drnek kapillere yiklendi ve 60°C’da 1 saat inkube edildi.

6.Inkiibasyon sonunda kapillerdeki tiim sivi aspire edildi. 250 ml 2xSSPE/%0.5 SDS
ile iki kez 60°C’da 10 dakika yikandi.
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7.Membran sicakhgl oda isisina disunce, membran (g tarafi kapatiimis seffaf poset
dosya icine alindi. Uzerine 10 ml 2xSSPE/%0.5 SDS ve 10 pl streptavidin
horseradish peroksidaz (500 U/ml) eklendi. Hava kabarciklari uzaklastirildiktan
sonra poset dosyanin acgik kenari plastik kapatici yardimiyla kapatildi. 42°C’da 1 saat
inklbe edildi.

8.Membran iki defa 250 ml 2xSSPE %0.5 SDS ile 42°C’da 10 dakika sirelerle
yikandi.

9.Membran iki defa 250 ml 2xSSPE ile oda isisinda 5 dakika surelerle yikandi. Bu
islemler bitince gorunti almak icin karanlik odaya gegcildi.

10.Membran kagit havlu tzerine alindl.

11.Plastik kap icinde ECL Detection Reagent 1 ve ECL Detection Reagent 2 esit
miktarda karistirihp, membranin tim yiizeyine temas edecek sekilde 1 dakika

calkalandi.

12.Membran plastik dosya arasina alinip, hava kabarcigi kalmayacak sekilde etrafi

kapatildi.

13.Membran birinci film kasetinde 1 dakika bekletildikten sonra, ikinci film kasetine

alindi. Birinci filmin 1s1ma siddetine gore ikinci kasetin bekleme stresi belirlendi.

3.4.3.2. Yorumlama:

Membran X-ray filmiyle muamele edildikten sonra hibridize olan “spacer” lar
membranda siyah noktalanmalar olusturdu. Hibridize olmus “spacer” in varligi
pozitif sinyal, “spacer” hibridizasyonunun olmamasi ise negatif sinyal olarak
degerlendirildi. Her bir sus icin elde edilen spoligopaternlerin ikili veya oktal
degerleri SpolDB4  veri tabanina girilerek susun SIT numarasi, kimeler ve
familyalar belirlendi.

Database adres:

http://www.pasteur-qguadeloupe.fr:8081/SITVITDemo
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Spoligotiplendirme sonuglarinin degerlendirilmesinde kullandigimiz Oktal kod

anahtari

[(T1=0 (Tm=1 Om] =2 Cmm =3
m1=4 mm=5 mm=6 EEm =7
Spacer 43 m=1 O0=0

Not: Acik kutular hibridizasyon olmadigini, koyu kutular hibridizasyon varligini
gosterir.

3.4.3.3. Spoligotiplendirme Metodunda Kullanilan Cozeltiler
Spooligotiplendirme metodunda kullanilan ¢ozeltiler labaratuarimizda asagida
belirtildigi gibi hazirlanmistir.

0.5 M Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA pH 8.0)
EDTA (dihidrat) 186.12 gr. alinip

dH,O 1000ml’ e tamamlandi.

ph 8.0’ a ayarlanip otklavlandi.

20mM EDTA ( pH 8.0)

dH,0 960 ml

0.5MEDTA  40ml

20XSSPE ( Sodyum klorar, Sodyum fosfat, EDTA)

0.2 M NayHPO, (dihidrat) 35.69r/L

3.6 M NaCl 210.24gr/L
O.5M EDTA 40ml
dH,0 960 ml (Otoklavlandr)
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2XSSPE

20xSSPE 100ml

dH,0 960ml

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)

100gr Sodyum Dodesil Sulfat, énceden 60°C’a isitiilmis dH,O kullanilarak toplam
hacim 1000 ml’e tamamlandi.

%1 (SDS)
dH,0 900 ml
%10 SDS 100ml

2XSSPE/%0.1 SDS

dH,0 890ml
20xSSPE 100ml
%10 SDS 10ml
2XSSPE/%0.5 SDS

dH,O 850ml
20xSSPE 100ml
%10 SDS 50mi

3.4.2. MIRU-VNTR

MIRU-VNTR yo6nteminin uygulanmasinda Tulrkiye Halk Saghgr Kurumu
Mikrobiyoloji Referans Laboratuarlari Daire Baskanligi Molekiler Mikrobiyoloji
Arastirma ve Uygulama Laboratuari’nda kullanilan protokol takip edilmistir. Bu
calismada 24 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi (73). Hedeflenen MIRU
lokuslari icin belirtilen primerler sentezletildi (Tablol). Floresanla isaretli
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oligoniikleotid pimerler kullanilarak sekiz farkli multipleks PZR karisimiyla MIRU-
VNTR lokuslarinin amplifikasyonu yapildi (Tablo2). Amplifikasyon drtnleri
elektroforeze tabi tutularak her bir lokustaki PZR drtnlerinin biyukligine goére
MIRU alellerinin sayisi belirlendi (Tablo3). Amplifikasyon isleminde pozitif kontrol
olarak H37Rv, negatif kontrol olarak distile su kullanildi. M. tuberculosis H37Rv
susundan ekstrakte edilmis DNA kalite kontroll olarak kullanildi. Sonuglar uyumsuz
ciktiginda fragment analizi kontrol 06rnegi (PN608105, Beckman Coulter)

kullanilarak cihaz kontrolu yapildi.

3.4.2.1. Amplifikasyon Karisimlarinin Hazirlanmasi

Asagidaki tabloya (Tablol) uygun sekilde sekiz farkli multipleks PZR
amplifikasyon karisimi genomik DNA eklenmeden kisa bir stre 6nce hazirlandi.
PZR tdplerine dagitildi. Daha sonra tlpler amplifikasyon odasina tasinarak 1:50

sulandiriimis DNA’dan 5 pl ilave edildi.

Hazirlanan reaksiyon karisimi ile hedef lokuslar asagidaki amplifikasyon

kosullari kullanilarak ¢cogaltildi.

95°C 15 dakika

94°C ldakida

59°C 1dakika 40 dongu
72°C 1.5 dakika

72°C 10dakika

4°C Beklet
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Tablo 1: MIRU lokuslari ve kullanilan primer dizilimleri (73)

PZR miks lokus Primer dizileri (5°® 37)
Miks 1 MIRU 4 GCGCGAGAGCCCGAACTGC (5.DYD2)
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
MIRU26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (5.CY5.5)
MIRU40 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (5.CY5.5)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
Miks 2 MIRU 10 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (5.DYD2)
MIRU 16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (5.CY5.5)
MIRU 31 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT (CY5)
Miks 3 VNTR 42/MTUB 04 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (5.DYD2)
VNTR 43/ETR-C CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (5.CY5.5)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
ETRA AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (CY5)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
Miks 4 VNTR 47/MTUB 30 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (5.DYD2)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
VNTR 52/MTUB 39 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (5.CY5.5)

TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

VNTR 53/QUB-4156C

TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT (CY5)
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Tablo 1 Devami

PZR miks lokus Primer dizileri (5°® 3’)
Miks 5 QUB-11b CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT (5.DYD2)
MTUB21/VNTR1995 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (5.CY5.5)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
QUB-26 AACGCTCAGCTGTCGGAT (CY5)
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
Miks 6 MIRU 2 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (5.DYD2)
MIRU 23 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (5.CY5.5)
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
MIRU 39 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (CY5)
Miks 7 MIRU 20 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (5.DYD2)
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
MIRU 24 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (5.CY5.5)
MIRU 27/QUB 5 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (CY5)
Miks 8 MTUB 29/VNTR 46 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (5.DYD2)

AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC

ETR-B/VNTR 48

ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (5.CY5.5)
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC

MTUB 34/VNTR 49

GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (CY5)
GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC
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Tablo 2: MIRU-VNTR PZR amplifikasyon karisimlari (73)

PZR karisim no: PZR miks 1 PZR miks 2 PZR miks 3 PZR miks 4 PZR miks 5 PZR miks 6 PZR miks 7 PZR miks 8
MgCl, final kons. 3mM 2mM 1.5 mM 3mM 1.5 mM 2.5 mM 1.5 mM 2mM

H,0 16 ul 18 ul 19 ul 16 ul 19 ul 17 ul 19 ul 18 ul

10x PZR tamponu | 5 ul 5ul 5 ul 5ul 5 ul 5ul 5ul 5 ul

DMSO 10 ul 10 ul 10 pul 10 ul 10 pul 10 ul 10 ul 10 pul
MgCl, 25 mM 6 ul apl 3pl 6 ul 3pl 5pl 3ul apl

dNTP 10 mM 1yl 1yl 1l 1yl 1l 1yl 1yl 1l

Primer karigimi (her | 6 pl 6l 6 ul 6l 6 ul 6l 6l 6 ul

bir primerden 1 pl)

HotStart DNA pol (5 | 1ul 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l

U/ i)

DNA 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul

Total 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
MIRU4 F MIRU 10F Mtub04 F Mtub 30 F QUB-11b F MIRU2 F MIRU 20 F Mtub29 F
ETRDR MIRU 10R Mtub04 R Mtub 30 R QUB-11bR MIRU2 R MIRU 20 R Mtub 29 R

Primer karigimi (her | MIRU26 F MIRU 16F ETRCF MIRU 39 F Mtub21 F MIRU 23 F MIRU 24 F ETRBF

bir primer

konsantrasyonu 10 | MIRU 26R MIRU 16R ETRCR MIRU 39 R Mtub21 R MIRU 23 R MIRU 24 R ETRBR

pmol / pl)
MIRU 40F MIRU 31F ETRAF 0ouUQ-4156 F QUB-26 F MIRU 39 F MIRU 27 F Mtub34 F
MIRU 40R ETRER ETRAF QUB-4156 R QUB-26 R MIRU 39 R QUB-5R Mtub 34 R
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3.4.2.2. Amplifikasyon Sonrasi Cihaza Yukleme islemleri ve Fragman Analizi:
1.PZR rtnd 1/5 oraninda sulandirildi.

2.5 pl sulandinlmis PZR driind, 20 pl SLS ve 0.5 pl “MapMarker” (1000 lik,

BioVentures, Inc USA) karisimi hazirlandi.
3.0rnekler mikroplaka yiiklendi ve tizerlerine birer damla mineral yag damlatild.
4.Sekans cihazinda VNTR programinda calisma baslatildi.

5.Program:Kapiller sicakhgi: 50°C, Denatlrasyon sicakhgi: 90°C, Denatlirasyon
siiresi: 120 saniye, injeksiyon akimi: 2.0 kV, injeksiyon siiresi: 20 saniye, Ayristirma
akimi: 30 kV, Ayristirma slresi: 180 dakika.

6.“MapMarker” referans alinarak Beckman Coulter cihazindaki Fragment analiz

programi yardimiyla her bir lokustaki PZR Grununun buyukliagi saptandi.

7.Asagidaki tablodan (Tablo 3) yararlanarak her bir MIRU lokusunun tekrar sayisi
belirlendi. Bu rakamlar kullanilarak o susa ait MIRU-VNTR formulu cikartildi.
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Tablo 3: MIRU lokuslarinin MIRU-VNTR tekrar sayilari ve amplikon boyutlari b¢ (73)

Amplikon Boyutu (bg) Tekrarlayan birim
Lokus 0 tekrar uzunlugu (b.¢)
Mtub04 537 51
Mix3 ETRC 171 58
ETRA 195 75
QUB 11b 67 69
Mix5 Mtub21 116 57
QUB 26 153 111
MIRU 20 437 77
Mix7 MIRU 24 395 54
MIRU 27 498 53
MIRU 10 482 53
Mix2 MIRU 16 565 53
MIRU 31 492 53
Mtub29 335 57
Mix8 ETRB 347 57
Mtub34 326 54
MIRU 2 402 53
Mix6 MIRU 23 150 53
MIRU39 540 53
MIRU 4 122 77
Mix1 MIRU 26 285 51
MIRU 40 354 54
Mtub30 252 58
Mix4 Mtub39 540 53
QUB 4156 563 59
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3.5. ETIK KURUL ONAYI

Bu calisma Kirikkale Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu tarafindan
01.04.2013 tarihinde 08/03 karar no ile etik kurul onayr almistir.
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BULGULAR

4.1. FENOTIPIK DIRENC SAPTAMA BULGULARI

Proporsiyon yontemiyle kontrol edilen 58 M. tuberculosis susundan 52 tanesi
Cok ilaca direncli (CiD) M. tuberculosis olarak dogrulandi. Kalan alti sustan dort
tanesi duyarli, iki tanesi atipik olarak degerlendirildi. CID M. tuberculosis olarak

dogrulanmis suslar ile molekiler yontemler calisildi.

4.2. MOLEKULER TEST BULGULARI

4.2.1. Rifampisin Diren¢g Mutasyonlari:
DNA dizi analizi yapilan 6rneklerin tamaminda 329 baz ciftlik bdlgenin
dizilimi saptandi. Calismamizda elde edilen elektroferogram bulgularindan biri Sekil

10’da gorulmektedir.
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Sekil 10: rpoB gen bolgesine ait 6rnek elektroferogram goranttsa.
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Sekans verilerinin analizi yapildiginda, mutasyon analizi yapilan 52 izolattan
51’inde (%98) rpoB gen bolgesinde mutasyon saptandi. Otuz (%57.6) izolatta 531.
kodonda, onikisinde (%23) 516. kodonda, dokuzunda (%17.3) 526. kodonda,
ikisinde (%3.8) 511. kodonda, birer izolatta (%1.9) 515 ve 522. kodonda mutasyon
kaydedildi. rpoB gen bdlgesinde olusan aminoasit degisiklikleri tablo 4’de
gorilmektedir.
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Tablo 4: 52 M. tuberculosis susunda rpoB geninde saptanan mutasyonlar

iZOLAT rpoB-531 rpoB-526 rpoB-516 rpoB-522 rpoB-511 rpoB-515
NUMARASI | TCG(Ser) CAC(His) GAC(Asp) TCG(Ser) CTG(Leu) ATG(Met)
1 TTG(Leu)

2 GAC(Asp)

3 TTG(Leu)

4 TTG(Leu)

5 TTG(Leu)

6 TTG(Leu)

7 TTG(Leu)

8 TTG(Leu)

9 GTC(Val)

10 TTG(Leu)

11

12 TTG(Leu)

13 TTG(Leu)

14 TTG(Leu)

15 GTC(Val)

16 GAC(Asp)

17 GTC(Val)

18 TAC(Tyr) CGG(Arg)
19 TTG(Leu)

20 TTG(Leu)

21 TTG(Leu)

22 GAA(Glu) TTG(Leu)

23 TTG(Leu)

24 GTC(Val)
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25 TTG(Leu)

26 TTG(Leu)

27 TTG(Leu)

28 TTG(Leu)

29 GAG(Glu)
30 TTG(Leu)

31 TTG(Leu)

32 TTG(Leu)

33 TAC(Tyr)

34 AAC(Asn)

35 TAC(Tyr) AGC(Ser)
36 TGC(Cys)

37 TTG(Leu)

38 TTG(Leu)

39 TTG(Leu)

40 TAC(Tyr)

41 TTG(Leu)

42 TTG(Leu)

43 TTG(Leu)

44 GGC(Gly)

45 TAC(Tyr)
46 GTC(Val)
47 TTG(Leu)

48 TAC(Tyr) CGG(Arg)
49 TAC(Tyr)

50 GTC(Val)
51 CGC(Arg)

52 TTG(Leu)
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4.2.2. izoniazid Diren¢ Mutasyonlari katG Geni:
DNA dizi analizi yapilan suslarin tamaminda 414 baz ciftlik bolgenin dizilimi

saptandi. Calismamizda elde edilen elektroferogram bulgularindan biri Sekil 11’de
gorulmektedir.
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Sekil 11: katG gen bolgesine ait 6rnek elektroferogram goranttsa.

Sekans verilerinin analizi yapildiginda suslarin 45’inde (%86.5) katG gen
bolgesinde mutasyon saptandi. izolatlarin 44’iinde (%84.6) 315. kodonda, birinde
(%1.9) 273. kodonda mutasyon saptandi. katG gen bdlgesinde olusan aminoasit
degisiklikleri tablo 5’de gortlmektedir.
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Tablo 5: INH Direncli 52 M. tuberculosis susunda katG ve inhA genlerinde

saptanan mutasyonlar

IZOLAT katG-315 katG-273 inhA
NUMARASI | AGC(Ser) GGT(Gly)

1 — C-15—> T
2 ACC(Thr)

3 ACC(Thr)

4 ACC(Thr)

5 ACC(Thr)

6 ACC(Thr) C-15—> T
7 ACC(Thr)

8 ACC(Thr)

9 ACC(Thr)

10 — C-15y> T
11 ACC(Thr)

12 ACC(Thr) C-15y> T
13 ACC(Thr)

14 ACC(Thr)

15 ACC(Thr)

16 ACC(Thr)

17 ACC(Thr)

18 ACC(Thr)

19 — C-15y> T
20 ACC(Thr)

21 ACC(Thr) C-15—> T
22 ACC(Thr)

23 ACC(Thr)

24 ACC(Thr)

25 — C-15—> T
26 ACC(Thr) C-15y> T
27 ACC(Thr C(-15—> T
28 ACC(Thr) C-15—> T
29 —

30 ACC(Thr) C-15—> T
31 ACC(Thr)

32 — AGT(Ser)

33 ACC(Thr)

34 — C-15y> T
35 ACC(Thr)

36 ACC(Thr)

37 ACC(Thr) C-15—> T
38 ACC(Thr)

39 ACC(Thr) C-15—> T
40 ACC(Thr)

41 ACC(Thr)

42 ACC(Thr)
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Tablo 5 Devami

43 ACC(Thr)

44 ACC(Thr) C(-15—> T
45 ACC(Thr)

46 ACC(Thr)

47 ACC(Thr)

48 ACC(Thr)

49 ACC(Thr)

50 ACC(Thr)

51 —

52 ACC(Thr)

4.2.3. izoniazid Direng Mutasyonlari inhA Geni:

dizilimi

saptandi.

DNA dizi analizi yapilan suslarin tamaminda inhA promoter gen bélgesinin
Sekil

elektroferogram goéruntust bulunmaktadir. Suslarin 15’inde (%28.8) inhA promoter

12’de c¢alismamizdan elde edilen,

gen bolgesinde C(-15)T mutasyonu saptanmistir (Tablo 5).
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Sekil 12: inhA gen bdlgesine ait 6rnek elektroferogram.
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4.2.4. Spoligotiplendirme

Spoligotiplendirme membrani tizerindeki 43 “spacer” in hibridizasyon olmasi
(siyah renk olusmasi veya renksiz olmasi) durumuna gore her bir susa 6zgu 15
rakamdan olusan oktal kodlar belirlendi. Bu kodlar kullanilarak kiimelesme, SIT ve

major familyalar belirlendi.

Kontrol Susu (H37Rv)  Klinik Ornekler
__’.A\—_

[ -,

Sekil 13: Calismamiza ait Spoligotiplendirme membraninin gérintisi: Siyah
noktalar ilgili bolgede “spacer” varligini, renksiz noktalar “spacer” yoklugunu
gosterir.
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4.2.4.1. Kimelesme

Elli iki M.tuberculosis susunun spoligotipleme profilleri ¢ikartildi. On bes

farkli spoligotipi saptanmis olup bunlardan 11 tanesi kime olusturan suslari

bulundurmaktadir. Toplam 48 sus (%92.3) kiime

de yer almistir (Sekil 14) .

ICErisSIn

umit spoligo

umitspolgo

Spoligotype International Type (SIT)

Sus No

QoM WLNoODM0dS

Q0 WL00D10dS

QO WLNOODMOdS

Q0% WLN00DM0dS

QoM W.LNoOOM0dS

Q0% WL00D10dS

QoM W.LNoODM0dS

Qo WLNo0DMOdS

QO WLNOOD0dS

Q0% W00 M0dS

QoM W.LNOOO0dS

QO WLNOODMOdS

Q0 W.L300D10dS

Qo WLNoODMOdS

QO WLHOOD0dS

Unique
Unique
1105
1105
1105

lan 52 susun dendogrami. Kiime olusturan

irmesi yap!

Spoligotiplendi

Sekil 14

suslar ayni SIT numarasiyla gosterilmistir.

60



4.2.4.2. Spoligo Paterni:

4.2.4.2.1. Spoligo International Type (SIT): 52 M. tuberculosis susundan 13 farkli
SIT saptandi. Ug sus 6zgii olup SpolDB4 veri bankasindan herhangi bir SIT
numarasiyla eslesmedi. Diger suslarin SIT numaralarina gére dagilimi Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6: 52 M. tuberculosis susunda saptanan sipoligotipler (SIT)

SPOLIGOTIP (SIT) SUS SAYISI (%)
53 15 (%28.8)
1261 7 (%13.4)
41 6 (%11.5)
1105 3 (%5.7)
91 3 (%5.7)
35 3 (%5.7)
1073 3 (%5.7)
608 2 (%3.8)
363 2 (%3.8)

1 2 (%3.8)
20 1(%1.9)
50 1(%1.9)
34 1(%1.9)
OzGU 3 (%5.7)

4.2.4.2.2. Spoligofamilya: Calismaya dahil edilen 52 M. tuberculosis izolatindan 21’
inin (%40,3) T ailesinden, 14’0nin (%26.9) Latin Amerika-Akdeniz ailesinden,
dorunin Haarlem (%7.6) ailesinden, tger susun (%5.7) X ve S ailelerinden, ikiser
susun (%3.8) Beijing ve U ailelerinden olustugu gorildi. Ug sus (%5.7) 6zgu profil
sergilemistir. Major familya gruplari Tablo 7°de ve bunlarin alt gruplari sekil 15’de

verilmistir.
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Tablo 7 :Major Spoligofamilyalarin dagilimi

MAJOR SPOLIGOFAMILYALAR SUS SAYISI
T 21 (%40.3)
LAM 14 (%26.9)
H 4 (%7.6)

X 3 (%5.7)

S 3 (%5.7)

U 2 (%3.8)
BENING 2 (%3.8)
6zGU 3 (%5.7)

LAM: Latin Amerika-Akdeniz, H: Haarlem
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Sus Sayilan

mT1
H LAM7_TUR
uLAM1
m X3
mH3
mH4
ms
muU
BEIJING

m 0zGU

Sus Sayilar

BT
HLAM
mH

mS

mX

mu

m BEUING
m 0zGU

Sekil 15: Spoligofamilyalarin pasta grafiginde gosterilmesi. A: LAM ve H major
gruplarinin alt familyalar1 gosterilmistir. B: Sekilde familyalar major gruplar
halinde verilmistir.



4.2.3. MIRU-VNTR

Her bir susa ait sekiz ayri multipleks PZR uygulamasinin oldukca acik ve
degerlendirilebilir elektroferogramlar verdigi goruldi (Sekil 16-23). Kirmizi ile
isaretli molekller agirhk standart yardimiyla her bir multipleks PZR karisimi
icerisinde yer alan lokuslarin bant buyuklukleri hesaplandi. Lokus biyuikliklerinden
24 rakamdan olusan MIRU-VNTR profili belirlendi. Her bir susa ait MIRU-VNTR
verileri kullanilarak Gel Compair’in Numerik Degerler programiyla sekil 24’deki

dendogram olusturuldu. Suslar arasindaki kiimelesme belirlendi.

MIRU-VNTR ydntemiyle tiplendirmesi yapilan 52 M. tuberculosis susundan
49 farkh genotip saptandi. Bu genotiplerden ¢ tanesi kime olusturan suslari

icermektedir. Toplam 6 sus (%11.5) kiime igerisinde yer aldi (Sekil 24).
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gl

Sekil 16: MIX 1 MIRU-VNTR elektroferogram goriintiisi: Kirmizi renk
marker’1, yesil renk lokus MIRU26’y1, siyah renk lokus MIRU 4’0, mavi renk

lokus MIRU40’1 gostermektedir

T T

LBy

Sekil 17: MIX 2 MIRU-VNTR elektroferogram goriintiisi: Kirmizi renk
marker’1, yesil renk lokus MIRU16’y1, siyah renk lokus MIRU 10’u, mavi renk

lokus MIRU 31’i gostermektedir.
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Sekil 18: MIiX 3 MIRU-VNTR elektroferogram gorintiisi: Kirmizi renk

a aim
2H2m
[C-T1.]
- £
= L ] mm am= T
momm o 9 = am W m w1 wm w0 Em m =0 I
e r =0 M A0 e, SO ®0 'mm
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1] im an an «{1 om = 1] Tm =2m = u1] jlan]
A1 b

marker’i, yesil renk lokus VNTR 43/ETR-C’yi, siyah renk lokus VNTR
42/MTUB 04’1, mavi renk lokus ETRA’yI gostermektedir.
: b | AL JE
n _- . : i, '[u - ] = 1 1 A ] | |
1] 0 I Jn o =1 " a1 ™ = g janal 110D

Sekil 19: MIX 4 MIRU-VNTR elektroferogram goriintisi: Kirmizi renk
marker’, yesil renk lokus VNTR 52/MTUB 39’u, siyah renk VNTR 47/MTUB
30’u, mavi renk VNTR 53/QUB-4156C’yi gostermektedir.
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Sekil 20: MIiX 5 MIRU-VNTR elektroferogram gorintiisi: Kirmizi renk
marker’i, yesil renk lokus MTUB21/VNTR1995’i, siyah renk lokus QUB-11b’i,
mavi renk QUB-26y1 gostermektedir.
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Sekil 21: MIX 6 MIRU-VNTR elektroferogram goriintiisii: Kirmizi renk
marker’1, yesil renk lokus MIRU23’(, siyah renk lokus MIRU 2’yi, mavi renk
MIRU39’u gostermektedir.
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Sekil 22: MIX 7 MIRU-VNTR elektroferogram gorintisi: Kirmizi renk
marker’1, yesil renk lokus MIRU24°(, siyah renk lokus MIRU 20’yi, mavi renk
MIRU 27/QUB 5’i gostermektedir.
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Sekil 23: MIX 8 MIRU-VNTR elektroferogram goriintiisii: Kirmizi renk
marker’i, yesil renk lokus ETR-B/VNTR 48’i, siyah renk lokus MTUB
29/VNTR 46’ y1, mavi renk MTUB 34/VNTR 49’u gostermektedir.
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MIRU-UNTR paterni
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52 susa ait MIRU-VNTR sonuglarinin dendogrami. Ayni profili

Sekil 24

gosteren suslara ortak numara verilmistir.
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TARTISMA

Tuberkulozun kontrolinde direncin kisa slrede gosterilmesi ve hastalar
arasindaki capraz bulasin ortaya konulmasi en énemli uygulamalardir. Direncin
mekanizmasinin molekdler dizeyde irdelenmesi hizli tani amaciyla gelistirilecek
olan testlere temel bilgi olusturmasi yaninda direncin seviyesi hakkinda 6nemli
bilgiler vermektedir. CID tuberkiiloz suslarinda RIF ve INH direncinden sorumlu
mutasyonlarin belirlenmesi, direngli suslar arasindaki capraz bulas derecesinin
aydinlatilmasi ve direncli kokenlerin filogenetik analizinin ortaya konulmasi
amaciyla yapilmis olan bu ¢alismanin ana bulgulari sunlardir. RIF direncli suslarin
%98’inde rpoB gen bdlgesinde mutasyon saptandi. INH direncli suslarin %86.5’
inde katG gen bdlgesinde yiuksek duzey direngten sorumlu mutasyon saptandi.
Suslarin %28.8’inde inhA promoter gen bdlgesinde  mutasyon tespit edildi.
Spoligotiplendirme sonucunda SIT53, SIT1261, SIT41 en sik gorilen Gg spoligotip
olarak belirlendi. Suslarin %67.3°4 T ve LAM major familyalari igerisinde yer
almaktadir. CiD suslari arasinda capraz bulas derecesinin diisik oldugu (%11.5)

goralda.

Calismamizda mutasyon analizi yapilan izolatlarin (%98)’inde rpoB gen
boélgesinde mutasyon saptanmis olup siklikla 531. (%57.6), 516. (%23), 526. (%17.3)
kodonlarda degisimler belirlenmistir. Ayrica daha disik oranlarda 511, 515, 522.
kodonlarda mutasyon kaydedilmistir. rpoB gen bdlgesinde olusan en sik aminoasit
degisikligi Ser531Leu aminoasidi degisikligi (%57.6) olarak belirlenmistir. Bazi
suslarda ise Asp516Val, Asp516Tyr, Asp516Glu, His526 Asp, His526Tyr,
His526Cys, His526Gly, His526Arg, His526Asn, Ser522Leu, Leu511Arg, Met515Ser
degisimi tespit edilmistir. Bu konuda yapilan ulusal ve uluslararasi ¢alismalarda
farkhliklar goze carpmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda RIF direncinden
sorumlu en yaygin mutasyonun 531. kodonda (%47-%56) oldugu onu 516. kodon
(9%6-%23) ve 526. kodondaki (%13-%19) mutasyonlarin izledigi gdzlemlenmistir
(57,74,75).

Otkun ve arkadaslarinin 2003 vyilinda Edirne’den bildirdigi calismada

izolatlarin % 18.5’inde rpoB geninde mutasyon saptanamamistir. En stk mutasyonlar
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531. (%53.3), 526. (%13) ve 516. kodonlarda (%6.5) tespit edilmistir. En sik
gorilen amino asit degisikligi Ser531Leu (% 50) olarak kaydedilmistir. Bu ¢alismada
ayrica  Serb31Leu ve Thr480Ala, Ser531lLeu ve GIlu504Gly, His526Asn ve
Met515Val, His526Arg ve Thr508lle ikili mutasyonlari da bildirilmistir. Buna
benzer olarak inceledigimiz suslarin %7.6’sinda rpoB geninin iki ayri kodonunda es
zamanli mutasyonlar kaydedildi (74).

Cavusoglu ve arkadaslarinin izmir’den 2002 yilinda bildirdigi farkh
hastalardan elde edilen 41 RIF direncli izolati igeren calismada; rpoB‘nin 531.
(9%56.1), 526. (%19.5) ve 516. (%7.3) kodonlarinda mutasyon saptanmistir. En sik
gortlen aminoasit degisikligi izolatlarin 19’unda (46.3%) saptanan Ser531Leu
degisimi olmustur. Daha dlsuk oranlarda Ser531Trp, His526Tyr, His526Asp
His526Arg, His526Cys, Asp516Val, Asp516Tyr, Ser522Trp, GIn490His,
GIn513Pro, Met515lle mutasyonlari belirlenmis ve bir izolatta 514-515. kodonlar
arasinda CGG insersiyonu (Arg degisimi) tespit edilmistir (75).

Aktas ve arkadaslarinin Malatya’dan 2005 yilinda bildirmis olduklari 29 ilag
direncli, 19 CID tuberkiiloz izolati iceren calismada en sik mutasyonlar rpoB‘nin
531. (%47.6), 526. (%14.3) ve 516. kodonda (%23.8) belirlenmistir, TCG531TTG
Ser531Leu degisikligi gorulen major degisimdir. Calismamiza paralel olarak daha
dustk oranlarda His526Tyr, His526Asp, His526Arg, Asp516Tyr, Asp516Val,
GIn513Pro, Lys527Arg, lle572Leu aminoasit degisikleri bildirilmistir (57).

Minh ve arkadaslar Vietnam’in degisik bolgelerinden toplam 74 RIF direncli
M. tuberculosis susundaki genetik mutasyonlari sekans analizi ile arastirmistir.
Yetmis dort RIF direncli susta on yedi degisik mutasyon saptanmistir. Bunlarin 56°si
(%76) rpoB geninin 81-b¢ “sicak nokta” adi verilen bélgesinde bulunmustur. En sik
gorulen nokta mutasyonlar rpoB geninin 531. (%37.8), 526. (%23) ve 516. (%9.46)
kodonlarindadir (76). Daha dustk oranlarda 522, 530, 533, 490 ve 531. kodonlarda
mutasyon tespit edilmistir.

Madania ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda Suriye'den bildirilen
calismada RIF nedenli mutasyonlari karakterize etmek amaciyla, 69 RIF direncli
izolat rpoB gen bdlgesindeki nokta mutasyonlar agisindan DNA dizi analizi ve
gercek zamanli PZR ile taranmistir. Altmis dokuz RIF direncli izolatin, 62’sinde (%
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90) mutasyon saptanmistir. En stk mutasyonlar, 531. (%61), 526. (%13), ve 516.
kodonlarda (% 8,7) tespit edilmistir. Bu ¢alismada iki yeni mutasyon (Asp516Thr ve
Ser531Gly) kaydedilmistir. Sadece bir mutasyon (lle572Phe) rpoB geni disinda
belirlenmistir. Benzer olarak inceledigimiz CiD suslarin %98’inde rpoB gen

bolgesinin 81 b¢’lik sicak noktasinda mutasyon kaydedilmistir (77).

Tessema ve arkadaslari tarafindan 2012°de bildirilen galismada Kuzeybati
Etiyopya'dan izole edilen suslar Uzerinde INH, RIF ve ETB karsi diren¢ GenoType®
MTBDRplus ve GenoType® MTBDRsI yontemleri BacT/ALERT 3D sistemi ile
karsilastirilmistir. Mart 2009 ve Temmuz 2009 tarihleri arasinda yayma pozitif
akciger tiberkllozlu hastalardan tretilen 260 M. tuberculosis izolati calismaya dahil
edilmistir. iki yiz altmis izolattan, 13 izolat CID tiiberkiiloz olarak tespit edilmistir.
INH, RIF, ETB direncli sus sayilari sirasiyla otuz bes, on bes ve sekiz izolat olarak
tanimlanmistir. On bes RIF direncli izolattan 12’sinde (%80) rpoB gen mutasyonu
saptanmistir. On bir izolatta Ser531Leu'de(%73.3), bir izolatta (%6.6) ise
His526Asp’de mutasyon tespit edilmistir (78).

rooB  gen  bolgesindeki  mutasyon  calismalariyla  bulgularimizi
karsilastirdigimizda ortaya konulabilecek veriler sunlardir. Calismalarda rpoB gen
boélgesinde %76-98 oraninda mutasyon belirlenmis olup calismamizdaki veriler
mevcut bulgularin  Gst limitine yakindir. Yayinlarin ortak bulgusu olarak
mutasyonlarin siklikla 531, 526, 516. kodonlarda oldugu gérulmektedir. Amino asit
degisimi ise en fazla Ser531Leu seklinde kaydedilmektedir.

Mutasyon arastirmasini yaptigimiz 52 INH direncli susun %86.5’inde katG
gen bolgesinde mutasyon saptandi. izolatlarin %84.6’sinda  315. %1.9’unda 273.
kodonda mutasyon kaydedildi. 315. kodondaki mutasyonlarin tamaminda Ser315Thr
aminoasidi degisikligi tanimlandi. Bir susta Gly273Ser aminoasit degisikligi vardi.
On bes susta (%28.8) ise inhA promoter gen bolgesinde C(-15)T mutasyonu
saptandi. inhA promoter gen bolgesindeki on mutasyona katG gen bdlgesindeki
mutasyonlar eslik ederken, bes susta tek basina inhA promoter gen bdlgesi

mutasyonu mevcuttu.
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Otkun ve arkadagslarinin 2003 yilinda Edirne’den bildirdigi calismada katG
genindeki Ser315Thr mutasyonu suslarin %56.5%inde (52/92) saptanmistir. InhA
genindeki Thr209Met mutasyonu ise %10.9’unda (10/92) tespit edilmistir (74).

Aktas ve arkadaslarinin calismasinda katG 315. kodon mutasyonlarinin
prevalansinin (%63.0) onceki yayinlarda bildirilen aralik icinde olmasina karsin,
katG geninin 315. kodonda mutasyonu olan izolatlar arasinda CiD izolat grubuyla
(%78.9), INH mono direncli izolat grubu (%25) arasinda anlamlh farkhliklar
saptanmistir. Bu bulguyla paralel olarak bizim calismamizda inceledigimiz 52 CiD

susun (%84.6)’sinda 315. kodonda mutasyon saptanmistir (57).

Minh ve arkadaslari Vietnam’in degisik bélgelerinden toplam 82 INH direncli
M. tuberculosis susunun genetik mutasyonlarini sekans analizi ile arastirmistir. INH
direnci olgularinda, katG geninde bes degisik mutasyon saptanmistir, bunlarin
arasinda kodon 315’teki (%76.83) nukleotid degisimi en sik gorilen mutasyon
olmustur (76). En sik gorilen amino asit degisikligi Ser315Thr (%73.1) olarak
belirlenmis daha disuk oaranlarda Ser315Asn, Gly309Cys, Lys327lle degisimleri
tespit edilmistir.

Suriye'den Madania ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda bildirilen
calismada INH kaynakh M. tuberculosis direnci nedeniyle mutasyonlari karakterize
etmek amaciyla, 72 INH direngli izolat, katG ve inhA gen bolgelerindeki nokta
mutasyonlari DNA dizi analizi ve gercek zamanli PZR ile taranmistir. Yetmis iki
INH direncli susunun, 30'u katG kodon 315'de (41.6%) ve 23’0 (% 32) inhA C(-15)T
gen bolgesinde mutasyon barindirmistir (77).

Tessema ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada 35 INH direncli susun
33’Unun (%94.2) Ser315Thr katG geninde mutasyon saptanmis ve iki susta C15T de

inhA geninde mutasyon bulunmustur (78).

Bulgularimiz ve vyapilan calismalardan INH direncli suslarda katG gen

bolgesindeki mutasyon oraninin %41-94 oraninda degistigi ve suslarin %10-32’

sinde inhA gen bolgesinde degisimin oldugu anlasiimaktadir.
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Calismamizda 52 CID M. tuberculosis sus arasindan 15 farkli spoligotip
saptanmis olup bunlardan 11 tanesi kime olusturan suslari bulundurmaktadir.
Kimelesme orani %92.3 gibi oldukca yiksek oranda saptanmistir. MIRU-VNTR
yonteminin  ylksek ayrim  glct arastirmamizda da  gozlemlenmistir.
Spoligotiplendirmede %92.3’G  kime icinde yer alan suslarin, MIRU-VNTR
yonteminde yalnizca %11.5°i kiime olusturmustur. Bu bulgular ¢apraz bulasi ortaya
koymak agcisindan spoligotiplendirmenin yetersiz oldugunu 1S6110 veya MIRU-
VNTR gibi ayrim gicu yuksek tiplendirme yodntemlerine gerek oldugunu
gostermektedir. 52 M. tuberculosis susunda 13 farkli SIT saptandi. Ug sus 6zgii olup,
SpolDB4 veri bankasindan herhangi bir SIT numarasiyla eslesmedi. Calismaya dahil
edilen 52 M. tuberculosis izolatindan 21’inin T (%40.3) ailesinden, 14’inlin (%26.9)
LAM ailesinden, 4’anin H (%7.6)ailesinden tger susun (%5.7) X, S ailelerinden,
ikiser tanesinin(%3.8) Beijing ve U ailelerinden, olustugu goruldi. Ug sus (%5.7)
Ozgu profil sergilemistir.

Otkun ve arkadaslarinin 2003 yilinda Edirne’den bildirdigi calismada direncli
92 izolattan 81’ine 1S6110 tiplendirme yéntemi uygulanmistir. Bu izolatlardan elli
ikisi besten fazla banda sahip olup, ylksek kopya sayili izolatlar olarak
kaydedilmistir. 1S6110 tiplendirmesi sonucunda 59 farkli patern belirlenmis ve
suslarin 49°u 0zgu profil sergilemistir. En buyuk iki kiime alti ve bes izolat icermis,
izolat basina 1S6110 kopya sayisi 1-17 olarak belirlenmistir. Bu izolatlarin % 35.8’i
(29/81) dusiik kopya sayisina sahip oldugu saptanmistir. 1S6110 yéntemi sonucunda
dustik kopya sayili bulunan izolatlari tiplendirebilmek igin spoligotiplendirme
yontemi calistimistir. Spoligotiplendirme yontemine gore 92 izolat 41 farkli patern
gostermekle beraber bunlarin 29u tek izolata ait paternlerdir. Saptanan 12 kiimenin
icerdigi izolat sayisi 2 ile 17 arasinda farklilik gdstermektedir. SpolDB3 veri
tabanina gére en biiyiik kiime 17 izolat icermektedir ve T1 ailesine dahildir. ikinci en
biylk kime 15 izolat icermekte olup LAM 7 ailesinin mensubudur. Haarlem 3
grubunda 5 izolat saptanmistir. Beijing, X, EAI (East-African Indian), CAS (Central-

Middle Eastern Asia), S ailelerinden izolat saptanmamistir (74).

Durmaz ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda bildirilen c¢alismada,
Turkiye’nin dort degisik bolgesinden toplam 200 adet ilaca direncli susun ( Marmara
n=81, Akdeniz n_39, Ege n=42, Dogu Anadolu n=38) spoligotiplendirme ve 1S6110
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RFLP ile tiplemeleri yapiimistir. Spoligotiplendirme ile tanimlanan ST’ ler ve karsilik
gelen familyalart ST41 (%22.5, LAM7-TUR), ST53 (%19.5, gecici olarak
tanimlanmis T superfamilyasi), ST50 (%6.5, Haarlem 3), ST1261 (%4.5, LAM7-
TUR), ST 47 (%3.5, Haarlem 1), ST284, (%3) ve ST2067, (%2.5) olarak
bulunmustur. ilaca direncli suslar arasinda M. tuberculosis gruplarinin  global
dagilimi: T soper ailesi (%29), Latin Amerikan ve Akdeniz (%33.5), Haarlem
(%14%) ve S (%3) seklindedir. Cok sayida susta (n=29, %14.5), bugiine kadar
tanimlanmis ana nesillerden birine ait olmayan 6&zellikler bildirilmistir.
Spoligotiplendirme ve 1S6110-RFLP parmak izi yontemlerinin kombinasyonuyla
sonucta %38.5’luk kiimelenme kaydedilmistir (79).

Cavusoglu ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda bildirilen calismada Ege
Bolgesi’nde 26 farkli hastadan izole edilen ve 1S6110-RFLP paternleri bilinen 26
RIF direncli M .tuberculosis susu MIRU-VNTR yontemiyle tiplendirilmis, ¢ikan
sonuglar 1S6110 RFLP sonuglari ile karsilastiriimistir. Bu calismada, izolatlarin
cogunda MIRU VNTR yontemiyle olusan kiimelerin 1S6110 RFLP yoéntemiyle
olusan kiumelerle uyumlu oldugu belirlenmis ve sirasiyla MIRU 16, MIRU 40,
MIRU 26, MIRU 10, MIRU 04 ve MIRU 31’in allelik farklihgi ve ayrim gucu en
yiksek lokuslar oldugu tespit edilmistir. Klasik 12 MIRU-VNTR lokusunun allelik
farkliliklarindan kaynaklanan ayrim gugleri arasinda degisiklikler oldugu ve ayrim
gucu yuksek olarak bulunan yukaridaki lokuslara ilave olarak allelik ayrim giicl
yuksek diger bazi lokuslarin da kullanilmasiyla, bu yontemin epidemiyolojik
calismalarda uygulanabilir bir yoéntem olabilecegi ortaya konulmustur (6).
Cahismamizda molekuler epidemiyolojik tiplendirme amaciyla 24 lokuslu MIRU-
VNTR kullanildi ve kumelesme orani (%11.5) olarak saptandi. Bu yontem
tiberkllozun molekuler tiplendirmesinde referans olarak gelistirilmis ve ayrim glcu
en yuksek olan sistemdir (80).

Zeytinli ve arkadaslarinin yaptigi calismada, Ocak 2007-Haziran 2010
tarihlerinde Cukurova bolgesindeki 17 Verem Savas Dispanseri, bir gogis
hastaliklari hastanesi ve iki devlet hastanesinden, Adana Bélge Tuberkiiloz
Laboratuvari’na gonderilen, akciger tiiberkilozlu hastalara ait érneklerden dretilen
467 sus incelemeye alinmistir. izolatlarin tamamina spoligotiplendirme ve 12 lokus

MIRU-VNTR yontemi calistimistir. Spoligotiplendirme yontemiyle 467 izolatin
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443'0niin (%94.3) 21 kime igerisinde bulundugu, 24’Unlin (%5.1) ise SpolDB4 veri
bankasindaki hicbir kiime iginde yer almadigi ortaya konulmustur. Bdlgede en
yaygin gorilen ailenin T1 ailesi oldugu (%51.9), bunu LAM7 TUR ailesinin (%11.5)
izledigi, sadece Sanliurfa ilinden izole edilen suslardan altisinin (%1.3) Beijing
ailesine ait CiD izolatlar oldugu saptanmustir. Spoligotiplendirme yéntemine gére en
fazla lUyeye sahip olan T1 ailesinden 239 sus, 12 lokus MIRU-VNTR yontemi
kombinasyonuyla, lye sayilari 2-158 arasinda farklilik sergileyen yedi alt kiimeye
ayrilmis, 21 izolat ise 6zgu karakter gostermistir. Spoligotiplendirme yéntemiyle
degerlendirilen sugslar arasinda, bdlgede T1 ailesinin daha baskin oldugu tespit
edilmistir. M. tuberculosis Beijing susu prevalansi %1.3 olarak belirlenmistir (66).

2005 yilinda Zozio ve arkadaslari tarafindan bildirilen calismada,
Malatya’dan calismaya alinan 147 M. tuberculosis susu ile Ankara’dan toplanan 98
susun spoligoptipleme profilleri ¢ikarilmistir. Toplam 71 spoligotipi saptanmis olup
33 tanesi kumelesmis, 39’u ise 6zgu profil sergilemistir. Spoligotiplendirme
yontemine gore 206 sus kime icinde yer almis ve kimelesme orani %84.1
bulunmustur. Malatya’daki suslarin %58’den ve Ankara’dakilerin %38’den fazlasi
ST41 (LAM7-TUR, %21),ST53, ST50 ve ST284 olarak adlandirilan dort tipten
olusmustur. Malatya’dan c¢alismaya alinan 147 sus ayri degerlendirildiginde;
spoligotipleme 27 6zgu, 19 grup (toplam 120 sus) halinde olan toplam 46 spoligotipi
kaydedilmistir. Malatya’dan calismaya alinan suslarin %80.2’si grup icinde yer
almistir. Gruplarin gensligi 2-33 sus arasinda farklilik gostermistir. Major M.
tuberculosis familyalarina goére suslarin  dagilimi ise sirayla: gegici olarak
tanimlanmis T slperfamilyasi (%45.7), Latin Amerika-Akdeniz (%29), Haarlem
(%15.9) olarak tespit edilmistir. Malatya’daki suslardan Beijing, EAI (East-African
Indian), CAS (Central-Middle Eastern Asia), Africanum ailelerinden izolat
bulunamamistir (62).

Kisa ve arkadaslari tarafindan Ankara’dan 2012 yilinda bildirilen ¢alismada
uc farkli merkezden toplanan 73 INH (% 76.8), 45 RIF (% 47.4), 32 SM (% 33.7),
31 ETB (32.6%) direncli toplam 95 ilaca direncli M. tuberculosis izolati incelemeye
alinmistir. Dort ana antittiberkiloz ilaglarina izolatlarin duyarhlik testi LJ besiyeri
ortami ve BACTEC 460 TB sistemi oran yontemi kullanilarak yapilmistir. Tum

Klinik izolatlar spoligotiplendirme ve 1S6110 RFLP yontemleri kullanilarak analiz
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edilmistir. Spoligotiplendirme kullanarak, 35 farkli patern gézlenmistir. Yetmis bes
Klinik izolat 15 kiime halinde gruplandiriimis (% 79 kiimeleme orani) ve 20 izolat
0zgu profil sergilemistir. En yaygin M. tuberculosis familyalari Haarlem (%24.2), T
stperfamilya (%23.2), Turkiye familyasi (%20), Beijing (%6.3), Latin Amerika-
Akdeniz (%5.3), Manu (%3.2) ve S (%1) soylari olarak saptanmistir. Alti Beijing
familyasindan dordii (%66.7) CID suslarda gozlemlenmistir. CiD izolatlarda 1S6110
RFLP ve spoligotiplendirme kombinasyonu arasinda kiimesleme oranini % 79’dan
%11,5'e dismustr (81).

Cavusoglu ve arkadaslarinin 2004’te Ege bolgesinden bildirdigi calismada 26
hastanin balgam 6rneklerinden dretilen M. tuberculosis suslarinin tiplendirmesi icin
IS6110 ve pTBN12 RFLP yontemleri kullanilmistir. Suslarin 23’0 CID ii¢ tanesi
yalnizca RIF direngli olarak tanimlanmistir. Yirmi altt RIF direngli izolatta 18
degisik 1S6110 DNA parmak izi gozlenmistir. iki yontem  birlikte
degerlendirildiginde, kiimelesme diizeyi %34.6 olarak bildirilmistir. 1IS6110 parmak
izleri Ege bolgesinden toplanan RIF direncli izolatlarin goreceli olarak ytksek
kiimelesme orani oldugunu ve klonal olarak ilintili oldugunu distndirmektedir. Bu
bulgular RIF direncli izolatlarin hastalar arasinda aktif olarak bulastirildigini
gostermektedir (82).

Ulkemizde farkli  merkezlerden bildirilen  bulgular  ¢alismamizla
karsilastirildiginda sikca saptanan SIT’ler ve major spoligofamilyalar agisindan
benzerlikler vardir. Ayrica yapilan arastirmalardan spoligotiplendirme sonucunda
saptanmis olan yuksek kiimelesme oraninin gercek capraz bulasi ortaya koymada
yetersiz oldugu, verilerin ayrim guci daha ylksek olan MIRU-VNTR veya 1S6110
RFLP ile dogrulanmasi gerektigi ortaya c¢ikmaktadir. M. tuberculosis suslari
arasindaki c¢apraz bulasi arastirmadan ziyade, filogenetik calismalarda 6ne cikan
spoligotiplendirme verilerine gore tlkemizde heterojen tiiberkiiloz basil populasyonu
vardir. Bir taraftan tim dunyada yaygin olarak gdzlenen SIT53, yalnizca ilkemiz ve
komsularimizda gozlenen SIT41 bulunurken suslarin %5’den fazlasi diinya veri
bankasinda bulunmayan 06zgl profiller sergilemektedir. MIRU-VNTR sonuglari
iilkemizde CiD tiiberkiiloz suslari arasinda g6zlenen capraz bulasin (%11), kontrol

edilebilir duzeyde oldugunu gostermektedir.
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SONUC ve ONERILER

Tirkiye'nin farkli bélgelerinden 52 CID M. tuberculosis suslarinin mutasyon
analizi ve molekiler tiplendirme yontemlerinden elde edilen sonuclar asadida

belirtilmistir.

1.CID suslarin %98’inde rpoB gen bolgesinde mutasyon saptanmis olup, saptanan

major mutasyonlar 531, 526, 516. kodonlardadir.

2.CiD suslarin %86.5’inde katG geninde, %28.8’inde inhA promoter gen bolgesinde
mutasyon saptandil. katG geninde en sik gorilen aminoasit degisikligi Ser315Thr

degisikligi olarak belirlendi.

3.Spoligotiplendirme sonucunda direncli suslarda siklikla SIT 53 (%28.8), SIT 1261
(%13.4) ve SIT 41 (%11.5) saptandi.

4.Spoligotiplerden, Dinya veri bankasindaki higbir veri ile ortismeyen 6zgl profil

sayIsi Ugtdr.
5.Bircok ulkede yaygin olarak gozlenen Beijing genotipi iki susta saptandi.

6.MIRU-VNTR yontemiyle incelenen suslar arasinda capraz bulas oraninin %11.5

oldugu goralda.

7. MIRU-VNTR sonuglari, tlkemizdeki CID tiiberkiiloz suslari arasinda gozlenen

capraz bulasin kontrol edilebilir diizeyde oldugunu gdéstermektedir.
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