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OZET

COKLU iLACA DIRENCLiI MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX SUSLARININ
SPOLIGOTIPLENDIRME ve MIRU-VNTR YONTEMLERIYLE MOLEKULER TiPLENDIRILMESI

Glnlimiizde refah seviyesi yliksek iilkelere kontrolsiiz gé¢ hareketlerinin yasanmasiyla
birlikte Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC)'in kitalar arasi yayilma egilimi gostermesi,
TB'nin kiiresel bir saglik sorunu oldugunu goéstermektedir. Bu kiiresel sorun MTBC suslarinin,
cografya tlzerinde yayilliminin klonal diizeyde yiiksek ayirim giliciine sahip molekiler
epidemiyolojik yontemlerle izlenmesi ile elde edilecek verilerin kullanilmasina bagh olarak
asilabilir. Ozellikle riskli bélgelerde tiiberkiiloz epidemiyolojisi ile ilgili spoligotiplendirme ve 15
lokus Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats
(VNTR) yontemleri gibi molekiiler bazli yontemlerin kullanildig1 bir¢cok arastirma yapilmasina
ragmen, lilkemizde MTBC’in epidemiyolojik 6zelliklerini tespitine yonelik calisma sayisi
yetersizdir. Bu ¢alismada spoligotiplendirme ve 15 lokus MIRU-VNTR molekiiler yéntemleriyle
klonal diizeyde MTBC sugslar tiir diizeyinde tayin edilerek filogenetik iligkilerinin irdelenmesi
amaglanmistir.

Calismaya Haziran 2018-Mayis 2019 tarihleri arasinda Ankara Ulusal Tiiberkiiloz
Referans Laboratuvari’'na, Tiiberkiiloz Laboratuvar Siirveyans Agi'na iiye olan merkezlerden ve
cesitli yatakli hastanelerden génderilen akciger tiiberkiiloz 6n tanili veya siipheli temas dykusii
olan hasta balgam 6rneklerinden izole edilen 96 CID-MTBC susu dahil edilmistir. Suslar klonal
diizeyde tani amaci ile spoligotiplendirme ve 15 lokus MIRU-VTR ydntemleri ile
degerlendirilmistir.

Spoligotiplendirme yéntemi ile 96 CID-MTBC izolati icerisinden 93 izolatin (%96.88) 14
major spoligofamilya (klad) kiimesi icerisinde yogunlastigi, 2 izolatin (%2.08) ise SITVIT2 veri
tabanindaki suslarla karsilagtirma sonucunda bilinen hig¢bir klad altinda simiflandirilamadigi, 1
izolatin (%1.04) yine SITVIT2 veri tabanindaki suslarla karsilastirma sonucunda atipik olarak
degerlendirildigi gorilmustiir. En yaygin olan kladin 38 (%40.86) izolat ile T1 kiimesi oldugu,
bunu 16 (%17.20) izolat ile Beijing kladi, 9 (%9.67) izolat ile LAM 9 ve 8 (%8.60) izolat ile LAM7
TUR kladinin izledigi goriildi. Bu ¢alisma sonunda iilkemiz genelinde T1 kladinin daha yaygin
oldugu goriilmiistiir. Yapilan diger ¢calismalardan farkli olarak LAM7-TUR klad1 Beijing kladinin
goriilme oraninin gerisinde kalmistir. 15 lokus MIRU-VNTR ile yaptifimiz klonal tiplemede ayni
kladlarda kiimelenen suslarin farkli lokus profiline sahip oldugunu, yani ayni klondan bulasin
olmadigini bulduk.

Anahtar Kelimeler: MTBC, Spoligotiplendirme, MIRU-VNTR, CiD-TB

Danisman: Prof. Dr. Gontil ASLAN, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

MOLECULAR TYPING OF MULTIPLE DRUG RESISTANT
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX STRUCTURES BY SPOLIGOTYPING AND
MIRU-VNTR METHODS

The fact that MDR strains of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) tends to
spread across the continents with uncontrolled migration movements to high-welfare countries
shows that TB is a global health problem. This global problem can be surpassed by using data to
be obtained through monitoring the circulation of MTBC strains on geography by molecular
epidemiological methods with high discriminatory power in clonal level. Although spoligotyping
related to epidemiology of tuberculosis and molecular based methods such as 15 locus
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats (VNTR)
methods have been used especially in risky regions, number of studies on determining the
epidemiological properties of MTBC is insufficient in our country. In this study, it was aimed to
investigate the phylogenetic relationships by determining the MTBC strains at the species level
in clonal level by spoligotyping and 15 loci MIRU-VNTR molecular methods.

The study included 96 MDR-MTBC strains isolated from sputum samples of patients with
pre-diagnosed or suspected contact history of pulmonary tuberculosis those sent from centers
and several hospitals that are members of Tuberculosis Laboratory Surveillance Network to
Ankara National Tuberculosis Reference Laboratory between June 2018 and May 2019. Strains
were evaluated by spoligotyping and 15 loci MIRU-VTR methods for diagnosis at clonal level.

Spoligotyping method revealed that 93 (96.88%) of 96 isolates were concentrated in 14
major spoligofamily (clad) clusters, 2 isolates (2.08%) were found to be classified under no
known clads as a result of comparison with strains in SITVIT2 database and 1 isolate (1.04%) was
found to be atypical in comparison with the SITVIT2 database. The most common cladding was
T1 cluster with 38 (40.86%) isolates, followed by Beijing with 16 (17.20%) isolates, LAM 9 with
9 (9.67%) isolates and LAM7 TUR with 8 (8.60%) isolates. As a result of study, it was found that
T1 cladding is more common in our country. Unlike other studies, the LAM7-TUR cladding lags
behind Beijing clad incidence rate. In our clonal typing with 15 loci MIRU-VNTR, we found that

none of the strains had the same locus profile so they did not belong to the same clone.
Keywords: MTBC, Spoligotyping, MIRU-VNTR, MDR-TB

Advisor: Prof. Dr. Goniil ASLAN, Department of Medical Microbiology, University of Mersin,
Turkey
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1. GiRiS

Eski cag hastaliklarindan birisi olan Tiiberkiiloz (TB), morbidite/mortalitesi oldukca
yliksek, hem insan hem de cesitli tiirdeki memeli hayvanlarda enfeksiyon yapabilen, son yillarda
gerceklestirilen molekiiler ¢alismalarla 11 bakteri tiiriinden olustugu bilinen Mycobacterium
tuberculosis complex (MTBC) tarafindan meydana getirilen bir hastaliktir [1].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2019 kiiresel raporunda, tahmini 10 milyon (9-11,1 milyon)
insanin TB ile miicadele ettigi bilgisinin yan1 sira 7 milyon yeni TB vakasi oldugunun bilgisi
verilmektedir. Yine ayni raporda 2018 yilinda ortalama 1,2 milyon (1,1-1,3 milyon) insanin
TB’den (HIV-negatif hastalar) dolay: 61diigii tahmin edildigi bildirilmistir [2]. Tim diinyada 6lim
sebepleri icerisinde ilk 10 sirada yer alarak 6nemini koruyan, tek bir patojenin sebebiyet verdigi
TB, enfeksiyon yeri olarak en ¢ok akcigerlerde goriiliirken, diger organlar1 ve sistemleri
etkileyebilir (lenf bezleri, kemikler, meninksler, vb.) [3]. TB, her iki cinsiyetten insanlar1 ve tim
yas gruplarim etkileyen bir hastaliktir. DSO raporlarina gére 2018'deki tiim TB vakalarinin
%57'sini 15 yasindan biiylk erkekler olustururken, %32'sini kadinlar, %11'ini ise 15 yasindan
kiiciik cocuklar olusturmaktadir. Cografi olarak ise TB vakalarin dagilimi, Glineydogu Asya’da
%44, Afrika’da %24 ve Bat1 Pasifik’'te %18 iken, Dogu Akdeniz’de %8, Amerika %3 ve Avrupa’da
ise %3’tiir. Sosyo-ekonomik ve ¢evresel faktorlere bagh olarak kiiresel anlamda TB insidansini
etkileyen etkenler arasinda, 1980'lerde ortaya ¢cikan HIV/AIDS ile birlikte seyreden TB’nin yani
sira antimikobakteriyallere karsi artan diren¢ de en onemli sorunlardan birisi olarak yer
almaktadir [1].

Kiiresel TB insidans1 2003 yil1 civarinda pik yapmaya baslarken, ayni zaman diliminde
izoniyazid (INH) ve rifampisine (RIF) direnc gosteren coklu ila¢ direngli (CID)-TB vakalari ortaya
cikmaya baslamistir. DSO 2019 raporuna gore kiiresel olarak bildirilen toplam 186.772 CID-TB
vakas1 bulunmaktadir [2]. TB’'nin 6énemli global bir saglik problemi haline gelmesine neden olan
hususlar artis gosteren CID/yaygin ilaca direncli (YID)-TB insidansinin yam sira, MTBC'nin
CID/YID gelisme riski bulunan Cin kékenli Beijing suslari gibi suslarin seyahat, gé¢ vb. sebeplerle
biitiin diinyada hizla yayilim gostermesidir. Bu nedenle MTBC i¢inde bulunan tiim suslarin tiir
diizeyinde tanimlanmalari ve direngli suslarin izlenmesi, yayilimlarinin engellenmesi agisindan
Ooneme sahiptir [4].

Halk sagligini temel alan TB epidemiyolojisi calismalarinin amaci, hastalar arasinda
benzer izolatlar sebebiyle gerceklesebilecek tasinma zincirlerini takip ederek izolatlarin
molekiiler tiplendirme sonuglarini kisilerle bagdastirmaktir. TB hastaliginin tanisinda 100 yi1ldan
daha uzun bir siire 6nce gelistirilen balgam mikroskopisi ve altin standart olarak kabul edilen
kiiltiir bazh yéntemlerin yaninda 2010 yilinda ilk kez DSO tarafindan onaylanan hizli molekiiler

testler de yerini almistir [5].
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Mikobakteriyel insersiyon dizilerine dayanan restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
(RFLP), bakteri genomunda farkli sayilarda tekrarlayarak rastgele dagilim gosteren dizilerin
polimorfizmini hedef alan MIRU-VNTR ve polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayanan
spoligotiplendirme gibi temel olarak kullanilan ti¢ molekiiler metod vardir. Bu metodlarin her
birinin avantaj ve dezavantaji bulunmakla birlikte; spoligotiplendirme yonteminin ayrim giicii
MIRU-VNTR yontemine gore daha diisiiktiir fakat kiiciik kitlelerde suslarin iz striimiinde
etkilidir. MIRU-VNTR diger yontemler icerisinde gorece daha yeni bir yontemdir. Halk sagligina
yonelik kalabalik kitlelerle yapilan c¢alismalarda spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR
kombinasyonunun kolay ve hizli uygulanabilirligi sayesinde yeni altin standart olma ihtimali
ylksektir [5].

Gerceklestirdigimiz bu c¢alismada Haziran 2018-Mayis 2019 tarihleri arasinda Tiirkiye
Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii Ankara Tuberkiiloz Ulusal Referans Laboratuvari’na akciger TB
siiphesiyle gonderilen érneklerden izole edilen 96 CID-TB izolatinin genotipik 6zelliklerini
spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR y6ntemleri ile arastirdik ve karsilastirdik. Calismamizdaki
oncelikli amag iilkemizde bulunan MTBC izolatlarinin genotip diizeyinde tanimlanmasi ve genel
olarak iilke dolaniminda olan suslarin dirence yatkinhiginin smiflandirilmasidir. MTBC
genotipinin belirlenmesi, genotip o6zelliklerin ila¢ direnci tizerindeki etkilerinin bilinmesi
acisindan kritik 6neme sahiptir.

Calismamizin ikincil amaci ise ileride de devam edecek olan epidemiyolojik calismalar icin
gerekli olan laboratuvar kosullarinin alt yapisini olusturmak, siirdiiriilecek genotiplendirme
calismalan ile MTBC suslarinin iilkemizdeki hareketini takip ederek, var olan stratejilerin
isleyisini sorgulayabilir sonugclar tiretilmesine imkan saglayabilmenin yani sira yeni kontrol

stratejileri gelistirmektir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Tarihge

Yunanca kokenli olan Mycobacterium kelimesi ‘fungus’ (myces) ve ‘kiigiik ¢ubuk’
(bakterion) kelimelerinden tiiremistir. Ayrica sivi besi ortaminda kiif sekline benzediginden
dolay1 myces kelimesi bu bakteri isminde kullanilmistir. Milattan 6nceki zamanlarda var olan Eski
Babil ve Cin uygarliklarinin yazitlarinda, Misir gibi uygarliklarla ilgili yapilan fosil insan iskelet
calismalarinda ve mumya arastirmalarinda TB omurga hastaligina dair kanitlar bulunmustur [6].
Son molekiiler genetik arastirmalar ise yeryliziinde en sik goriilen TB nedeni olan MTBC'nin
yaklasik 3 milyon yillik bir progenitore sahip oldugunu gostermistir [7]. Neolitik zamana ait (8
bin ile 10 bin y1l 6nce) fosillerde yapilan incelemelerde, avci hayvanlardan ve diger dogal
tehlikelerden TB olmus biiytlik bas hayvanlarini korumak icin onlarla yasam yerlerini paylasan
insan topluluklarinda, hastalik izlerine insan kemiklerinde rastlanilmistir. Bu bulusla birlikte
hayvandan insana gecis hipotezi kismen gosterilmektedir [6,8]. Bu bilgiye dayanarak,
Mycobacterium bovis susunun bir Homo sapiens’i enfekte ettigi ve basariyla yayildigi séylenebilir.
Binlerce yillik insan-bakteri uyumu evriminden sonra, yeni konagi ilizerinde uzmanlasan eski
bakterinin insana o6zgii hale gelerek giinlimiizdeki M.tuberculosis formuna doniistigi
diistiniilmektedir [9,10]. Daha sonralari genotiplerinde kiiciik farklilar olan bir grup bakteriden
olustugu kesfedilen MTBC, binlerce y1l boyunca siliregelen evrimle zorunlu insan patojeni haline
gelmistir. Baz1 arastirmacilar ise MTBC'i arketipik insan tarafindan kendine adapte edilmis
patojen olarak gormektedir [17]. Patojenik olmayan toprak bakterilerinin ve firsat¢i patojen
olabilen tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiirlerinin aksine, MTBC bilinen bir cevre rezervuarina sahip
degildir ve insan konag1 disinda hayatta kalamaz [11-14]. Ge¢tigimiz 200 yil icerisinde bir
milyardan [15] fazla 6lime neden olan TB'’yi atlatan ya da 6len popiilasyon, bakterinin insan
immiin sistemine verdigi tepkiyi sekillendirmistir [16].

Dr. Robert Koch'un 24 Mart 1882 tarihinde M. tuberculosis isimli basili kesfettigini
duyurmasiyla birlikte insanlik TB’'nin sebebiyle tanismis oldu [2]. Almanya’da 1854 yilinda ilk
sanatoryumun ag¢ilmasiyla TB tedavisinde farkli bir dénem baslamistir. ABD ve Avrupa’da dag
eteklerinde ve bol oksijenli ormanlik alanlarda kurulan sanatoryumlarda hastalar i¢in hafif
egzersiz programlari ve zengin bir diyet uygulanip ve 8-12 saat siire ile taze dag havasi ile temas
saglaniyordu. Fakat TB basilinin de hasta kadar oksijenden faydalanmasi, sanatoryum kurulum
mantiginin tedavide etkisiz, hatta zararli olabilecegi diisiincesiyle yayginlastirma fikrinden
vazgecilmisti [18].

William Osler, 1909'da “TB hastalariyla birlikte yasayan herkesin enfekte oldugunu,

ancak kendilerine baktiklari siirece tipki topragin tohumun biiylimesi icin elverissiz bir durumda
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olmas1 gibi yasadiklar siirece iyi kaldiklarinm1” yazdi. 1920’de Devoto, saglik ¢alisanlarinda TB
olusma riskinin normal bireylere gore daha fazla olduguna dikkat cekti. 1921 yilinda Fransa’da
Calmette ve Guerin isimli arastiricilar Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’i yani ilk TB asisini
gelistirdiler. 1930’lu yillardan sonra F. Seibert tarafindan saflastirilarak elde edilen old tiiberkiilin
ve elde edilen saflastirilmis protein tiirevi (PPD) ile TB enfeksiyonun varlifi saptanmaya
baslanmistir [19-22].

1934 yilinda Wells TB hastalarinda damlacik c¢ekirdeklerinin havada buharlasarak
yayilldigini ifade etti. 19. yiizyilin sonlarina dogru Osmanh Imparatorlugu’nda TB salginlar
gorilmeye baslamistir. Balkan ve L.Dilinya Savaslari’'nda Anadolu’da yoksullugun artmasiyla
birlikte hastalik da hizla yayilirken, 1940’larin sonunda TB’ye bagli 6liim en list diizeye ulasmistir
[20,23]. ABD’de Streptomisin (SM)'nin ve Isve¢’te Para-Amino Salisilik Asit (PAS)’in 1940’larin
ortasinda bulunmasi ile TB icin tarihte yeni bir dénem basladl Ilaglarin tek basina
kullanilmasindan dolay1 bir ay gibi kisa bir stlirede olusan direng¢ gelisimi 6nce biiytik hayal
kirikligi yaratmis ancak bu durum yeni ila¢ bulma ¢abalarini hizlandirmistir. Robizek ve Selikof
(ABD) tarafindan 1952 yilinda INH’in bulunmasinin ardindan 18-24 ay siiren i¢ ilagla kombine
tedavi uygulamasi ile TB hastalig1 alt1 ayda tedavi edilebilir hale gelmistir. Daha sonra 1954
yilinda Pirazinamid (PZA), 1962 yilinda ise Etambutol (EMB) kesfedildi. Riley 1961'de
bakterilerin hava yoluyla yayilarak akcigerlere alinmasini tanimladi. 1960-1962'de ise basilin bir
TB hasta servisinde havadan yayilarak bulas yarattigini tarif etti. 1966 yilinda ise RIF
bulunmustur. TB’de erken tani, tedavi ve asilamay1 éneren TB kontrol programlari DSO
kontroliinde 1960’lardan sonra uygulanmaya baslanmistir. Ulkemizde ise 1960 yilinda ¢ikan bir
yasa ile verem savas dispanserleri kurulmustur [21,22,24]. 1964 yilinda Chapman, TB’den
etkilenen ailelerde hastalifin gecisiyle iliskili sosyal faktorleri tanimlamistir. 1970°li yillara
gelindiginde bat1 iilkelerinde TB sorununun artik bittigi diisiiniilerek kontrol programlari
gevsetilmistir. Ancak HIV ile birlikte 1985 yilindan itibaren TB insidansinin yeniden artmaya
baslanmasi bu iilkelerde TB kontrol programlarinin, 1990’lh yillarda yetersiz kaldigin
gostermistir [25,26]. 2000'li yillardan itibaren ise kiiresel dolanimda olan MTBC suslarinin
filocografik siniflandirmasini ve TB salginlarinin molekiiler takibi icin tiim genom diziliminin
ortaya ¢ikarilmasi calismalari yeni ¢oziimler liretebilmek i¢in hizla devam etmektedir [4].

TB modern dinyamiz i¢in kritik bir saglik sorunudur. Gliniimiizde dinyadaki 6liim
sebebiyetlerinde ilk 10 sirada yerini alan, MTBC’'nin olusturdugu TB 2018 yilinda 1.2 milyon
insanin 6liim sebebi olarak gosterilmistir. TB'nin etkilerini azaltmak i¢in yillarca siiren koordineli
kiiresel cabalara ragmen, 2017 yilinda 10 milyon civarinda yeni enfeksiyon gelistigi tahmin
edilmektedir [2,27]. TB hastaliginin 6nlenmesi icin tek lisansh asi, BCG asisidir. BCG asisi
neredeyse 100 yil dnce gelistirilmis olup ¢ocuklarda ciddi TB bigimlerini 6nler ve yaygin olarak

kullanilir. Yaklasik 100 y1l 6nce etkili bir as1 bulunmasina ragmen, MTBC'nin kiiresel enfeksiyon
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orani hala yaklasik ii¢ kisiden biri olarak bilinir [28, 29]. ilaca duyarh TB hastalar icin su anda
Onerilen tedavi ilk dort ilacin (INH, RIF, EMB ve PZA) 6 aylik rejimidir [30,31].

Giinimiizde kars1 karsiya kaldigimiz durum, kiiresellesmenin, diger bir deyisle niifusun
artarak kontrolsiiz dolanimi, gog¢, turistik aktiviteler ve iklimsel degisiklikleri kapsayan
hareketlerin ¢arpici bir sekilde degismesiyle; endemik olmayan suslar tarafindan enfekte olan
hasta sayisinin artmasi, GID suslarinin saghk hizmeti yetersizligi olan iilkelerden yayilmasi ve YiD
suslarinin giin gectikce artmasi gibi bircok sonuc ortaya ¢ikmustir. RIF direncli ve CID TB olan
kisilerin tedavisi duyarh hastalarin tedavisine gére daha uzun ve daha pahahdir. Ustelik
kullanilmasi gereken ilaclar daha toksiktir [32].

Diinya ¢apinda, TB insidans1 2000 ile 2015 yillar1 arasinda yillik %2 diismiistiir. Fakat TB
insidansi yiiksek olan iilkelerden diger iilkelere go¢ eden kisi sayisindaki artis, diger Avrupa
tilkelerindeki diistik insidans oranini degistirmektedir. TB insidansi 2015 yilinda 100.000 Kkisi
basina 5.1 vakaya yiikselmistir [33-36]. Biitiin bu bilgilerin yan1 sira 2020 yilina kadar DSO’niin
onderliginde biitiin diinyada yiiriitiilen END TB stratejisinin ilk doniim noktasina ulasmak i¢cin TB
insidansinda yilda %4-5'lik bir diisiis yasanmasi gerekmektedir [2]. Biitiin bunlar g6z oniine
alindiginda, MTBC soylar1 arasinda gozlenen enfekte ediciligi ve ilaglara direnc gelistirmelerini
saglayan yapilarini agiklayabilen genomik o6zelliklerini ortaya cikarilmasi olduk¢a onem
tasimaktadir [37-39].

TB genellikle sosyoekonomik Kkrizlerin ve savas yillarinin ardindan hizla artis
gostermistir. Tarihsel siire¢ Anadolu bakimindan irdelenecek olursa; Osmanh imparatorlugu’nda
saglik alaninda yapilan kayitlarda, 19. yiizyilin sonunda biiyiik bir TB salginindan bahsedilmistir.
Hastalikla ve halkin fakirliginden dolay1 besin ve hijyen mahrumiyetiyle miicadele edilmesi
birlikte bahsedilen bir siire¢ olmustur. Bu sebeple hastalarin bakim saglanacagi ve ayni zamanda
toplumdan tecrit de edilecegi merkezler acilmaya baslanmistir. Ulke genelinde gériilen ekonomik
sikintilar, Balkan Savaslar1 ve 1. Diinya Savasi gibi halkin zorluklarla miicadele ettigi sikintilarin
yasanmasl gibi durumlar TB salginin hizla yayilmasina sebep olmustur. 1900°’li yillarin ilk
yarisinda verem savas dernekleri, verem savas dispanserleri, sanatoryumlar iilke genelinde
yayginlasmistir. 1918 yilinda “Veremle Miicadele Osmanli Cemiyeti” kurulmustur [40]. 1930
yilinda “Umumi Hifzissthha Kanunu” cikarilmis ve kanunun “Memleket Dahilinde Sari ve Salgin
Hastaliklarla Miicadele” basligi altinda ihbar1 zorunlu hastaliklar tanimlanmistir [41]. 1940’1arin
sonunda TB salgininin en yiliksek diizeyine ulagsmasinin ardindan 1960 yilinda Verem Savas
Dispanserleri [VSD] kurulana kadar TB ile etkili miicadele edilmeye calisiimistir. 1970°1i yillarin
basinda devlet tarafindan yapilan resmi bilgilendirmelerde tiiberkiilozun kontrol altina alindig1
seklinde aciklamalar yapilmistir. Yapilan resmi bilgilendirmeler hem devletin hem de halkin
konuya ilgisinin giderek azalmasina neden olmus ve bu durumun getirisi olarak 1977’den sonra

yapilan calismalarda enfeksiyonun arttigr goriilmiistiir [40]. Kiiresel 2019 TB raporunda
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Tirkiye’'nin 2018 yi1li tahmini insidans hiz1 yiiz binde 18 ve tahmini mortalite hiz1 yiiz binde 0,62
olarak verilmisgtir.

Tiirkiye'nin, 2015 yili yeni ve niiks olgularda tedavi basaris1 %87 ve onceden tedavi
gormiis olgularda tedavi basaris1 %46’dir. Ayrica Tiirkiye CID-TB acisindan yiiksek hastalik
yiikiine sahip 30 iilke arasinda degildir. CID-TB haritalarinda Tiirkiye’de yeni TB olgularinda
RD/CID-TB orani %0-2,9 araliginda, énceden tedavi gérmiis TB olgularinda RD/CID-TB orani ise
%12-29 araliginda verilmistir [2].

Tiirkiye genelinde verem savas dispanserlerine kayit edilen tiim TB hastalarinin 2005
yilindan itibaren verileri bireysel olarak toplanarak analiz edilip raporlanmaya baslanmistir.
Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi 2006 yilinda tilkemizde uygulanmaya baslanmistir. Saghk
Bakanlig1 Verem Savas Daire Baskanligi tarafindan hazirlanan, Tiirkiye’de Verem Savasi 2018
Raporu’na gore; toplam 12.417 TB hastasi 2016 yilinda verem savas dispanserleri kayitlarina
girmistir. Toplam olgu hiz1 yiiz binde 16,2’den yiiz binde 15,6’ya (%4,1) diisiis gdstermistir. Olgu
hizinin yas gruplarina dagilimi incelendiginde, 15-24 yas grubundan baslayarak yiikseldigi, 65 ve
lizeri yaslarda en yiliksek diizeye (yiiz binde 33,3) ulastigi gorilmektedir. Erkek/Kadin orani
1,3’tlr. Hastalarin 7.132’si (%57,4) erkek, 5.285’i (%42,6) kadindir. Olgu hiz1 erkeklerde yiiz
binde 17,8 ve kadinlarda yiiz binde 13,3’tiir. Toplam 12.417 hastada yeni olgularin orant %92,1
(11.442) iken 6nceden tedavi géormiis olgularin orani %7,9’dur (975). Onceden tedavi gérmiis
olgularin toplam hasta i¢indeki oranlari; %6 (744) niiks, %1,3 (167) tedaviyi terkten dénen, %0,5
(62) tedavi basarisizligindan gelen ve %0,02 (2) kronik olgudur. 2016 yilinda akciger
tiiberkiilozu olan 8.248 hastada yapilan bakteriyolojik tetkikler incelendiginde; mikroskobik
inceleme yapilma orani1 %93,5 (7.713), mikroskobik inceleme yapilanlar icinde pozitiflik orani
%59,8 (4.610); kiiltiir yapilma oran1 %87,1 (7.181), kiiltiir yapilanlar i¢inde kiiltiir pozitiflik orani
%81,5 (5.855); kiiltiir pozitif olgularda ila¢g duyarhlik testi yapilma oram ise %96,0 (5.620)
bulunmustur. ila¢ duyarhlik testi yapilan toplam 6.037 hastanin (5.620 AC+417 AC dis1) sonuglari
incelendiginde; %19,2’sinde (1.161/6.037) en az bir ilaca diren¢ saptanmistir. En yiiksek oranda
direncin %11,9 ile (720/6.037) INH kars: gelistigi gortilmiistir. INH ve RIF icin (her ikisine) ila¢
duyarhlik testi yapilan 6.028 olgunun 200’tiniin (%3,3) CID- TB oldugu tespit edilmistir. Ilag
duyarhlik testi yapilanlarda CID-TB orani yeni olgularda %2,1 iken (115 olgu), 6nceden tedavi
gormiis olgularda %714,2 (85 olgu) olarak saptanmistir. CID-TB olgularindan 9’u YiD-TB'dir (4
yeni olgu, 5 énceden tedavi géormiis olgu). YID-TB olgularinin 1'i Tiirkiye dogumlu, 8'i yabanci

tilke dogumludur [42].
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2.2. Mikobakterilerin Ozellikleri

Mikobakteri tiirlerinin genomu, yaklasik 4,4 milyon baz cifti biiyiikligiinde olup, Guanin
ve Sitozin (G+C) (%65-70) oraninin yliksek olmasi ile Rhodococcus (%59-69) ve Nocardia (%60-
69) gibi mikolik asit iceren diger bakterilerle benzerlik gosterirler. Mikobakteri tiirleri arasinda
genetik materyalin yatay (horizontal) gen transferi (HGT) olaylariyla degisimi ¢ok nadir
goriilmesine ragmen [43] bitiin mikobakteri basillerinin atasi, tiiriiniin evrimine katkida
bulunabilecek sekilde kendisiyle iliskisiz cevresel bakterilerle biiyiik genetik degisim olaylarim
HGT ile gerceklestirmistir [44,45]. Bu durum tiir icerisinde klonal evrimle sonuclanmistir [43].
Yapilan ¢alismalarda, bu tiiriin bazi genomik adalarinin, Rv0986-8 operonu gibi viriilans
islevlerine sahip cesitli genleri tasidig1 belirlenmistir. Bu durum arastirmacilar tarafindan klonal
evrim siirecinde, muhtemelen bir proteobakteriyel tiirden bu o6zellikleri elde ettigi seklinde
diisiiniilmektedir [46-48].

Mikobakteriler fakiiltatif aerop, kapsiilsiiz, katalaz aktifligi gosteren, hafif kivrik veya
diizgiin comak seklinde, 0.3-0.6 um eninde, 1.0-10 pm boyunda ince hiicre i¢i yasayan basillerdir
[43]. Mikobakterilerin optimum tireme sartlari pH 5-6 araliginda, %5-10 CO; icerikli ve sicakligin
37°C oldugu ortamdir. Hiicre duvarinin lipit igerigi oldukea fazla oldugundan alkol, asit, alkali ve
kuru ortama karsi direng gosterir. Basiller 18-24 saatte bir boliiniir ve yaklasik 10-15 giinde gozle
gorulir buytklikte, deve tiiyli renginde, karnabahar sekline benzeyen, burusuk diizensiz
koloniler olusturmaya baslar [49]. Mikobakteriler Gram (-) ya da (+) olarak siniflandirilamaz.
Bir¢cok bakteri %95 etil alkol ve %3 hidroklorik asit (asit- alkol) ile dekolarize olurlarken
mikobakteriler bu sekilde davranmazlar ve bu sebeple “asit direncli basil” olarak adlandirilirlar.
Mikobakterilerin hiicre duvar yapilarindaki hidrofobik lipid miktar1 oldukea yiiksek oldugundan
dolay1 aside direnclidirler. Gram (+) bakterilerde lipid igerigi %0,5 oraninda iken Gram (-)
bakterilerde bu oran %3’tiir. Mikobakterilerin duvarindaki lipid icerigi ise %25’tir [50].
Mikobakterilerin hiicre duvarlarinin yiiksek lipid yapisi, Gram boyamada kullanilan anilin
boyalarin gegisine izin vermediginden dolay1 fenol i¢inde ¢oziindiiriilen bazik fuksinin yogun
eriyikleri ile boyanirlar. Kinyoun veya Ehrlich- Ziehl-Neelsen (EZN) yontemleri ile boyanarak
mikroskopta goriiniir hale getirilen mikobakterilerin dekolorizasyonunda tek basina alkol
kullanimi yetersiz olup %3’liik asit-alkol uygulanir, bu uygulamaya ragmen ilk boya hiicre
duvarinda kalir [51-53]. Kinyoun veya EZN boyama yonteminde dekolorizasyon isleminden
sonra zit boya olarak metilen mavisi kullanilir. Bu boyama yontemleri kullanilarak mikroskobik
inceleme yapildiginda, TB basilleri mavi zeminde kirmizi gomaklar seklinde goriiliir. Mikobakteri
basillerinin birbirlerinden ayrilmayarak, yilankavi seklinde olusturduklari yapiya trehaloz
dimikolat-kord faktér (serpentine cord) adi verilir ve kord faktor yapilari mikroskop

incelemesinde demetler seklinde goriilebilir [54,55].
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2.2.1. Mikobakterilerin Hiicre Yapisi

Mikobakterilerin hiicre yapisi sitoplazma, plazma zar1 ve lipid iceregi yliksek hiicre
duvarindan olusmaktadir. Sitoplazmik yapilar1 incelendiginde prokoryat ozelligi gosteren
mikobakterilerin plazma =zarinin lipid iceriginde monofosfoinositoller, kardiolipin, ve
fosfatidiletanolamin bulundugu gosterilmistir [56,57]. Hiicre duvarindaki diger serbest
glikolipitler olan fosfatidil inozitol mannozid (PIM), lipomannan (LM) ve lipoarabinomannan
(LAM) sitoplazmik membranla iliskili sekilde dis ortama dogru uzanir. Hiicre duvarinin en
disinda bakteriye seklini veren hiicre duvarina biitiinliik ve sertlik kazandiran peptidoglikan yap1
bulunmaktadir [25,50]. Lipomannan ve LAM’1n 6ncli molekiilii olarak bilinen PIM’in de konagin
granulomat6z yanitinin ortaya ¢ikisinda rol alan ayrica fagositik olmayan hiicrelere basilin
baglanmasini saglayan bir adezin molekil olarak davrandigi gosterilmistir [51]. Son yillarda
yapilan arastirmalar, MTBC'nin hiicre duvarinda, protein ve polisakkaritlerden (glukan,
arabinomannan, mannan) olusan bir kapsiliin ve Gram (-) bakterilerdeki gibi hidrofilik
molekiillerin gecisine izin veren porinlerin bulundugunu gostermistir. Ayrica yakin zamanda,
hiicre zarinda; aminoglikozid ve tetrasiklin direnciyle iliskili olarak, Tap ve P55; INH direnciyle
iligkili EfpA ve kinolon direnciyle iligkili LfrA pompa proteinlerinin varlig1 gosterilmistir [50].
Oldukc¢a kompleks bir yapiya sahip mikobakteri hiicre duvari {i¢ tabakadan olusmaktadir (Sekil
2.1) [59];

1-Peptidoglikandan [miirein] olusan plazma zar1 lizerindeki i¢ tabaka: Bu tabaka ¢apraz
baglarla baglanan polisakkarit zincirleri ile kisa peptid zincirlerinden olusur, hiicrenin sert
olmasini saglar [59].

2- Arabinogalaktan tabakasi: Bu ikinci yap1 peptidoglikan tabakanin iizerinde bulunur ve
bu tabakaya fosfodiester baglariyla baghdir. Arabinogalaktan (AG) yapisina, siklopropan
halkalarindan olusan ve uzun alkil yan zincirleri tasiyan mikolik asitler hiicre duvari kalinligindan
ve hiicrenin aside direngli olmasindan sorumludur. Hiicre yiizeyinin hidrofobisitesini arttiran
mikolik asitler trehaloz gibi sekerlere baglanarak Kord faktori olusturur. Kord faktor olarak da
bilinen trehaloz-6,6’-dimikolat, immiinostimulatuvar o6zellikte bir molekildiir ve akcigerde
granulom olusumunu indiikledigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Hiicre duvarinin %35'i AG
tabakasindan meydana gelir [58].

3- D1s tabaka: Mikozidler olarak adlandirilan fenolik glikolipidden veya bir grup hetorojen
peptidoglikolipidlerden meydana gelir. Lipidlerin ¢ogu uzun zincirli yag asitlerinden meydana
gelerek hiicre duvar1 agirhiginin %6011 olusturur [52,53,55]. Mikobakteriyel hiicre duvari
cekirdegi, birbirine bagh iic makromolekiilden olusur: peptidoglikan, AG ve mikolik asitler.
Mikolik asitler, hiicre duvarinin en distaki bilesenleridir. Mikobakterilere ve ilgili taksonlara 6zgii

olan ve mikobakteriyel zarfin yapisinda ve mikobakteriyel viriilansta 6nemli bir
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rol oynadigina inanillan uzun zincirli a-alkyl-B-hidroksi yag asitleridir. Mikolik asitler
esterlestirme yoluyla heteropolisakarit, 6ncelikle D- arabinofuranosil ve D- galaktofuranosil
kalintilarindan olusan AG'ye baglanabilir. Bu polimerin tamami (mAG), benzersiz bir baglayici
disakarit fosfat ile peptidoglikanin bir muramik asit tortusuna baglanir. AG, mikobakteriyel hiicre
duvar1 montajinda ¢ok énemli bir rol oynar [59]. Hiicre duvarindaki diger serbest glikolipitler
olan PIM, LM ve mikobakterilerin ana karbonhidrat antijeni olan LAM sitoplazmik membranla
iliskili sekilde dis ortama dogru uzanir. LAM, dallanmis arabinan polimerlerinden olusan mannan
cekirdegine sahiptir. LAM'in mannan c¢ekirdegi, palmitik, tiiberkiilearearik ve stearik asit
kalintilar1 [18,19] iceren bir mannosil fosfatidil-inositol [MPI] lipit parcasina kovalent olarak
baglanir [20]. Dallanmis arabinan zincirlerinin uc¢larinda mannos kapaklar1 bulunur. Yapilan
calismalarda mikobakterilerin hiicre duvar yapisinda hidrofilik molekiillerin gecisine izin veren
porinlerin (OmpATb) bulundugu gosterilmistir. Ayrica, hiicre zarinda kinolon direnciyle iliskili
LfrA, aminoglikozid direnciyle iliskili olarak Tap, tetrasiklin direnciyle iligkili P55 ve INH
direnciyle iligkili EfpA pompa proteinlerinin varhigi gosterilmistir [58, 60]. LAM ayrica,
mikobakteriyel hiicre duvarinin ana bir bilesenidir ve bakteriyel 6ldiirmede 6nemli bir rol

oynayan makrofajlardan tiimor nekroz faktori salimini indiikledigi gosterilmistir [51].

2.3. Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mikobakteriler, Mycobacteriacea ailesinin tlyeleridir ve tek genusu Mycobacterium
spp’lerdir (Tablo.2.1). Bakteriyolojik 6zellik ve DNA benzerlik yonlerinden dolay1 yakin iligkili
tiirlere ‘kompleks’ ad1 verilir ve M. tuberculosis genetik 6zelliklerinden dolay1 kendisine benzeyen
bir grup turle birlikte kompleks iiyesidir [62].

Tablo2.1. Mikobakterilerin siniflandirilmasi [62].

Alem Prokaryot

Bolim Firmicutes

Sinif Actinobacteria

Takim Actinomycetales

Aile Mycobacteriaceae

Cins Mycobacterium

Tir Mycobacterium tuberculosis
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Sekil.2.1 Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi [59].

MTBC'nin en eski ortak atalarinin Dogu Afrika’da ortaya cikan ve insan gociiyle diinyaya
yayilan bir patojen oldugu diisiiniiliiyor [63]. Bu ortak atanin klonal evriminin, restriksiyon ile
kaybedilmis “farklilasma boélgeleri” (RD) olarak adlandirilan gen bélgelerinin olusumu ve tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) ile meydana geldigi ileri striilmiis ve bunun sonucunda bazi
patoadaptif MTBC soylarinin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiistiir. Evrimlesme ile meydana gelen bu tiir
degisiklikler, konakta hayatta kalma ile ilgili 6zelliklerin modifikasyonu yoluyla belirli soylarin
adaptasyonunu gelistirmis ve yeni konak¢l nislerinde yerlesebilmeyi ve enfeksiyon
olusturabilmelerine izin vermistir [45]. Hem konak hem de patojenin genetik ge¢misine ek olarak,
ekolojik faktorler yeni bir tiirde patojenin olusumuna katkida bulunabilir. Bunlar arasinda cografi
dagilim, niifus yogunlugu ve potansiyel konakcilarin temas oranlari bulunmaktadir. Ayrica
insanlarin bir arada yasam ve uzun omiirlii olmak gibi davranis ve yasam oykiisti 6zellikleri

hastalik epidemiyolojisini etkileyebilir [64].
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2.3.1. Mycobacterium tuberculosis complex [MTBC]

MTBC icerisinde yer alan tiirler, niikleotit seviyesinde %99'dan daha fazla genetik
benzerlige sahipken, cografi dagilimlarina gore konak tropizmi, fenotip ve patojenite agisindan
biiyiik farkliliklar gosterir [65,66]. MTBC bircogu konaga adaptasyon ile farklilasmis, sadece biri
ise kiiltiirleme yoluyla adaptasyonu degistirilmis sus olan M.bovis Bacillus Calmette-Guérin ile
birlikte 11 iiyeden olusur (Sekil 2.2.). Spoligotiplendirme gibi yontemlerle genotipik olarak M.
tuberculosis farkh filogenetik soylara ayrilmistir [69]. Insan enfeksiyonu ile iliskili MTBC suglar,
M.tuberculosis, M. africanum, M.canetti 'dir [64] .

Mycobacterium tuberculosis: Robert Koch tarafindan 1882 yilinda tanimlanan basil,
insan tiiberkiilozunun en yaygin etkenidir. Damlacik yoluyla yayilan M.tuberculosis makrofaj
hiicreleri icerisinde yasamlarimi siirdiiriir ve c¢ogalr. Ik baslarda yapilan arastirmalarda
M.tuberculosis’in M.bovis’ten koken alarak hayvandan insana adapte olmus versiyon oldugu ifade
edilse de, son genomik calismalar M.bovis genomunun M.tuberculosis genomundan daha kii¢iik
oldugunu ve bu durumun ise evrimsel stirecte daha genc bir bakteri oldugundan kaynaklandigi
ifade edilmistir [65]. TbD1 delesyonu ile atasal sustan ayrilan M. tuberculosis’in konagi insandir.
Aerop bir bakteri olan M. tuberculosis kati besiyerlerinde R tipi koloni olusturarak, 37°C’de 2-4
haftada trer. Sivi besiyerinde kord faktor olusturan M. tuberculosis pigmentsizdir. Nitratlar
nitritlere indirgeyebilir ve Niasin testi pozitiftir. Tiyofen-2-karboksilik asid hidrazid iceren
ortamda treyebilir. 68°C’ye kadar katalaz testi pozitiftir daha ytliksek sicaklikta bu 6zelligini
yitirmekle birlikte p-nitro-asetilaminohidroksi propiyofenon (NAP) icerir. Pirazinamidaz
aktivitesi pozitiftir [67,68].

Mycobacterium africanum: 1968'de ilk kez tanimlanan [70], c¢ogunlukla Afrika
kitasindaki akciger TB vakalarinin %60’'indan sorumlu tutulan MTBC iiyesidir [71,72]. Ozellikle
hem insan hem de vahsi hayvanlarla iliskili olan, genomdaki RD9 bélgesinin kaybi ile karakterize
edilmis farkl suslari olan tek soy M. africanum’dur [65].

Mycobacterium canetti: Cok nadir bir biyotip ve cevresel bir izolattir. Insanlarda nadir
ve sporadik TB sebebi olarak tanimlanir. Diizgiin bir koloni morfolojisine sahip bu varyant ilk
olarak 1969'da Canetti tarafindan Somali dogumlu bir hastadan izole edilmistir [73,74].

Mycobacterium bovis ve Bacillus Calmette-Guérin: Sigirlarda goriilen TB'nin sebebidir
fakat insanlarin da icinde yer aldig1 diger memeli tiirlerinde de TB’ye sebep olur. Kat1 ve sivi
besiyerlerinde, aerob sartlarda 6-8 haftada iirer. Piruvat eklenen besiyerinde tiremesi artar. Kati
besiyerinde R veya S koloni seklinde gorilur. Giligli katalaz aktivitesi gosterirken niasin
reaksiyonu vermez ve nitratlari nitrite indirgemez. Pirazinamidaz aktivitesi yoktur. M.bovis
Bacillus Calmette-Guérin Calmette ve Guérin tarafindan TB'yi dnlemek igin gelistirilen Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) asis1 ilk kez 1921'de insana uygulanmistir. M. bovis sokak susunun in-vitro

sartlarda 230 defa pasajlanarak atentiasyonu ile elde edilmis ve zayiflatilmis canl formu olan as;,
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TB’ye karsi kullanimda olan tek asidir. Kiiresel olarak en yaygin sekilde uygulanan asidir ve
genellikle rutin yeni dogan bagisiklama programinin bir pargasidir. Bu as1 ayrica mesanenin
ylzeysel karsinomunun tedavisinde de kullanilir [75].

Mycobacterium pinnipedii: i1k kez 1993 yilinda deniz aslanlarindan izole edildi. [76]
Giiney yarimkiirede birka¢ fok tiiriinde, deniz aslanlari gibi deniz memelileri ile tapirler ve
develerde endemik TB’ye sebep oldugu bilinmektedir [77]. Deniz memelileriyle yakin temas
halinde olan bireylerden izole edildigi bilinmektedir. [78, 79].

Mycobacterium microti: Dogal konakgis1 6zellikle tarla fareleri ve diger kiiciik
kemirgenlerdir, olduk¢a nadir de olsa diger memelilerde de TB’ye sebep olur. ilk olarak 1998
yilinda immiin sistemi baskilanmis hastalarda bildirilmistir [74]. M. microti enfeksiyonunun
insandan insana gecisinin nadir oldugu bildirilmektedir. Diger MTBC tiyelerinden farkl olarak S
koloni yapar, fazlasiyla yavas iirerler [80].

Mycobacterium caprae: ik olarak Ispanya’da kecilerden izole edilen bu basil, kegi
tiiberkiilozunun diinya capindaki baskin sebebidir, domuz ve kizil geyik, insanlarin da dahil
oldugu diger memelilerde, vahsi ve evcil hayvanlarda TB’ye sebep olur [81,82]. Hayvancilikla
ugrasan bireylerden vaka bildirimi yapilmistir [81]. Bilindigi kadariyla bu patojen, Avustralya’da
tani almis fakat normalde Avrupa’da yasayan bir vaka [83] ile Cezayir'de bu patojenin izole
edildigi bir inek disinda, hi¢cbir zaman Avrupa kitasi disinda izole edilmemistir [84]. Uzun siire
boyunca biyokimyasal test 6zellikleri benzedigi icin M. bovis olarak kabul edilen bu varyant
spoligotiplendirme ile M. caprae olarak tanimlanmistir [85].

Mycobacterium mungi: Botswana ve Kuzey Bati Zimbabwe boélgesinde yasayan banth
firavun farelerindeki tiiberkiilozun sebebi olarak gosterilir [86]. Patojen koku alma esnasinda
bulasan enfekte sekresyonlar yoluyla bulasir. 2013 yilinda enfekte farelerle yapilan ¢alismada
susun genomik yapisi incelenerek M. mungi olarak tanimlanan patojenin MTBC icerisinde yer
almasi gerektigi belirtilmistir. Basiller, konak¢iya nazal planumunda olusan erozyonlar yoluyla
girer ve enfeksiyon sistematik olarak lenfatik veya hematojen yolla yayilir. M. mungi piruvatla
zenginlestirilmis Lowenstein-Jensen besiyerinde 5-6 haftada iiretilebilir [64].

Mycobacterium suricattae: Bir ¢6l faresi izolatidir. M.mungi ile ortak atay1 paylasir. Kisa
slire dnce tanimlanan bu kompleks tiyesi Dassie bacillus ile genomik olarak yakindir. BACTEC
MGIT ortaminda da izolasyonu gerceklestirilen bakteri, piruvat ile zenginlestirilmis LJ
besiyerinde 10 haftaya kadar kiiltiirii izlendiginde ancak yeterli koloni olusturdugu bildirilmistir.
M. suricattae MTBC liyeleri arasinda hic¢bir spoligotip kalibina uymamasiyla benzersizdir [87,88].

Dassie bacillus: MTBC'nin nadir goriillen varyantlarindan olan ve yapisi en ¢ok
M.microti'ye benzeyen Dassie Bacillus, Giiney Afrika Damanlari’'nda (Procavia capensis) goriilen
TB’nin sebebi olarak bilinir. i1k kez 1954 yi1linda Nieu-Bethesda, Giiney Afrika’da izole edilmigtir

[89]. Yapilan g¢alismalarda kobaylar icin patojenik olmadigr bildirilen bu tiiriin insanlardaki
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enfeksiyonu heniiz gosterilememistir. Dassie basili, gliserol icermeyen dorset yumurta
besiyerinde 4-6 hafta icerisinde gozle goriiliir koloni olusturmustur [64].

Mycobacterium orygis: 2012 yilinda tamimlanmistir. Afrika’daki potansiyel konaklari
olan orkisler, su kuslar1 ve ceylanlar ile Giiney Asya'da yasayan bovinler ve rhesus
maymunlarinda ve daha az bilinen nadir tiirlerde TB’nin sebebi olarak gosterilir [90-92].

MTBC grubun disinda kalan tiirler ise, Ttberkiiloz Dis1 Mikobakteriler [TDM] 'ler olarak
isimlendirilirler [93,94]. TDM’ler 1882 yilinda Robert Koch TB basilini tanimladiktan hemen
sonrasinda tanimlanmis olsalar da 1950’li yillara kadar insanlarda patojen olabilecegi
diistiniilmemistir. Gliiniimtizde 140’tan fazla TDM tirii bilinmekle birlikte bunlardan 50’ye yakini
insanlarda firsat¢1 patojen olarak tanimlanmistir. Ernest Runyon, 1950’lerin sonlarina dogru kati
besiyerinde {lreme ve pigment olusturma Ozelliklerine goére TDM’leri (Tablo 2.2.)
siniflandirilmistir [94].

Runyon simiflandirmasina gore;

. Runyon I (fotokromojenler): Yavas tirerler, 1s1kta pigment olustururlar;

. Runyon II (skotokromojenler): Yavas firerler, 1sikta ve karanlikta pigment
olustururlar;

. Runyon III (nonfotokromojenler): Yavas lirerler, zayif pigment olustururlar veya

hi¢ pigment olusturmazlar;
. Runyon IV (hizli Gireyenler): 24°C ve 37°C’de 7 giinde koloni olustururlar.
1987’de Woods ve Washington, Runyon’un yaptig1 siniflandirmay1 eksik bularak M.
tuberculosis’i de igerisine alan klinikle uyum gosteren Tablo 2.3.de verilen siniflandirmay:

Oonermistir [95].
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Common MTC
ancestor

» M. tuberculosis

RD9
» M. Africanum West Africa |
RD7,8,10
P M. Africanum West Africa Il
N - RD25%
RD1™" P M. mungi
RD1* / Dassie bacillus
RDSdHS
//
P M. suricattoe
RDS% (Atypical
variant)
RD12 » M. orygis
RD1™= P M. microti
RD2:= P M. pinnipedi
RD12,13
: P M. caprae
RD4
| P M. bovis
RD1
[ » M. bovis BCG

Sekil.2.2 MTBC'nin filogenetik agaci [64].
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Tablo 2.2.Runyon Siniflandirmasi [94]

Mycobacterium

Klinik belirti

Pigmentasyon

Ureme

Siniflandirilmayan
M. tuberculosis
M. ulcerans

M. bovis

M. leprae
Runyon Grup 1
M. marinum

M. kansasii
M.simiae
Runyon Grup 2
M.scrofulaceum
M.gordonae
M.xenopi
Runyon Grup 3
M.avium intracellulare
M.avium
M.haemophilum
Runyon Grup 4
M. fortuitum

M. chelonae
M.abcessus

Genelde patojen

Nadir patojen

Firsatci patojen

Nadir patojen

Fotokromojen

Skotokromojen

Nonkromojen

Nonkromojen

Yavas

Yavas

Yavas

Hizh
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Tablo 2.3. Woods ve Washington Siniflandirmasi [95]

Klinik 6nemi olan

mikobakteriler

M. tuberculosis kompleks
M. tuberculosis

M. bovis [M. bovis BCG]
M. africanum

M. microti

M. canetti

Insanda potansiyel
patojen olan

mikobakteriler

M .avium-intracellulare kompleks
M. xenopi

M. fortuitum-chelonae kompleks
M. kansasii

M. scrofloceum

M. szulgari

M. malmoense

M. simiae

M. genavense

M. marinum

M. haemophilum

insanda nadiren
hastalik yapan

saprofitik tiirler

M. ulcerans
M. celatum
Yavas Ureyenler Orta Hizda
M. gordonae Ureyenler

M. asiaticum M. flavescens
M .terrae-triviale kompleks

M. shimoidei

M. gastri

M. nonchromogenicum

M. paratuberculosis

Hizli iireyenler
M. thermoresistible
M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. Parafortuitum

kompleks

16



Burcu Giirer Giray, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

2.4. MTBC Soylari

Insana adapte olmus ekotipleri olan MTBC (soy 1-4 ve 7), M. africanum (soy 5 ve 6) ve M.
canettii ve hayvana adapte olmus ekotipleri iceren sekiz ana soydan olusur. Bu soylar; Dogu
Afrika, Filipinler ve Hint-Okyanusya (soy 1) Dogu Asya / Pekin (soy 2), Dogu Afrika-Hint / CAS
(soy 3), Avrupa-Amerika (soy 4), Bat1 Afrika 1 ve 2 (soy 5 ve 6) ve Etiyopya’dan (soy 7) meydana
gelmektedir [96]. Soy-7 yakin zamanda Etiyopya'da ve Cibuti'deki Etiyopya gé¢menleri arasinda
tespit edilmistir [97,98]. En eski atasal soylar (soy 1, 5, 6 ve 7) Bat1 Afrika (soy 5 ve 6) ya da Dogu
Afrika'ya (soy 1 ve 7) baghdir. Buna karsilik, yakin zamanda farklilagsmalar gésteren modern
soylar olarak ifade edilen soylar Asya (soy 3) veya kitalar arasi gibi daha genis alanlarda (soy 2
ve 4) dagilim gostermektedir. Soy 2 atalarinin alt dallar1 genellikle Dogu Asya hastalariyla
iliskilendirilirken, ayni1 soyun modern alt dallarindaki suslar en sik Dogu Avrupa ya da Orta Asya
hastalarindan izole edilmektedir [96]. MTBC genotipinin ve bagh oldugu soyun belirlenmesi, as1
etkinligi ve ilag direnci belirleme gibi durumlar i¢in TB kontrol ¢alismalarinin tasarlanmasinda
oldukca kritik 6neme sahiptir. Aslinda ana soy altinda sekillenen alt soylar, viriilans, konak tepkisi
ilac direncinin ortaya cikmasi gibi farkliliklar ile genis cografi alanlarda yayilma ve susa 6zgii

genomik cesitlilik gostermektedir (Sekil 2.3) [99].

2.4.1.Soy 1-Dogu Afrika, Filipinler ve Hint Okyanusu (EAI)

Gliiney Dogu Asya, Hindistan ve Bati Afrika'da sik gorilir. Soy 1.1 (EAI3,
EAl6(Banglades/1)), EAI7 (Banglades/2), EAI8-Madagaskar] ve Soy 1.2 (EAI1 ve EAI2
(Nonthaburi)) olarak belirtilen iki dogal alt soy, kendine 6zgii spoligotip kompozisyonu igerir

[99].

2.4.2.Soy 2-Dogu Asya

Muhtemelen Dogu Asya'da ortaya c¢ikan bu soy son zamanlarda diinyanin farklh
bolgelerinden bildirilmektedir [100]. Beijing, Beijing-like ve New York W olmak iizere 3 klad
icerir [101]. Beijing soyu, Avrupa ve Asya'da yiiksek viriilans ve ilag direncinin yayilmasi ile
iliskilendirilmektedir. Bu fenotip, secilen genlerde pozitif SNP secimiyle iliskili goriinmektedir ve
sebebi bilinmemektedir. Dogu Asya disinda, modern Beijing soylar1 6zellikle Dogu Avrupa ve
Afrika'dan bildirilmektedir. Bu modern Beijing soyundan olan suslar, yiiksek ila¢ direnci,
hastaligin hizli ilerlemesi ve artan bulasma oranlari ile karakterize edilmektedir [102]. BCG
asisinin Beijing soyundan gelen suslara karsi koruyuculugunun daha az oldugu goriilmektedir

[103].
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2.4.3. Soy 3-Dogu-Afrika-Hindistan Orta Asya [CAS]

Sahra alt1 iilkelerinde ve Pakistan'da oldukca yaygindir. Soy 3'e ait izolatlar, CAS'a 6zgi
bir RD750 delesyonunu barindirir. Bu spoligotip CAS1-Delhi, CAS1-Kili, CAS ve CAS266 gibi ¢cok
saylda degiskene ve alt soya sahiptir. CAS1-Delhi disindaki alt soylar CAS1-Kili ve CAS /
CAS266'ya boliinmistiir [103].

2.4.4. Soy 4-Avrupa/Amerika

Soy 4 Haarlem, Latin Amerika ve Akdeniz (LAM), T, Ural, MANU, S ve X kladinin da icinde
oldugu 10 alt soydan olusmaktadir. Giiniimiizde, Amerika'daki TB vakalar1 genellikle Avrupa-
Amerikan soyu olarak da 4. soydan kaynaklanmaktadir. Diger soylarin aksine biitiin diinyada
yaygin olarak gorilen bir ailedir. Soyun bu basarisi bir¢ok faktoér yaninda yiiksek genetik ve
fenotipik cesitlilik ile birlikte gelismis virtilans o6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Kitalar
arasinda dahi yaygin goriilebilme epidemiyolojik bir c¢esitlilik de yaratmaktadir [102]. Haarlem
(H), Kuzey Avrupa’da oldukg¢a yaygin, Karayipler ve Orta Afrika’da daha az goriilen kladdir. LAM
kladi, 6zellikle Akdeniz ve Latin Amerika tlilkelerinde sik¢a goriilen soy 4’tin major bir tiyesidir. T
kladi soyun diger alt gruplarindan farkh olarak modern suslar tarafindan olusturulan, diger tim
alt gruplara siiflandirilmasi zor olan suslart igerir [103]. X kladi Guadeloupe ve Fransiz
Polinezyasi'nda tanimlanan ilk kladdir. Genellikle Amerika kitasinda goriilen bu alt soyda

kiimelenen suslar, Asya, Avrupa ve Gliney Afrika’da daha az goriiliir [102].

2.4.5. Soy 5 ve 6-Africanum 1 ve Bat1 Africanum 2

Comas ve ark. [104], yaptig1 calismada “M. africanum olarak adlandirilan tiirtin MTBC
soyunun genomik olarak en bazal formu oldugunu belirtmistir. Bu iki soy, neredeyse yalnizca Bati
Afrika'da goriilmektedir. Afrika MTBC soylarinin timiinti barindiran diinyadaki tek bélgedir
[105]. Baska bir deyisle, Afrika diinyadaki en genis insan adapte MTBC c¢esitliligine sahipken bu
iki soyun neden Bati1 Afrika popiilasyonlari ile cografi olarak sinirlandig hentiz bilinmemektedir

[106].

2.4.6. Soy 7-Etiyopya ve Cibuti

Simdiye kadar, Afrika Boynuzu'ndaki tlkelerden izole edilen suslar1 kiimeleyen bu soy

MTBC'nin eski ve modern soylar1 arasindaki ara filojenetik bir dali temsil etmektedir [107].
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Lineage 4
Europe, America,
Africa
Modern \ 4 -
MTBC ; Lineage 1
East Africa, the
Philippines,
Indian Ocean rim
M. canettii
Lineage 3
East Africa,
Central Asia
Lineage 5
Lineage 2 \ West African 1
East Asia
Lineage 6 Animal

West African2  \Strains

Sekil.2.3 MTBC soylarinin filogenetik ve cografi dagilimi. “Modern” soylar olarak adlandirilan 2,3
ve 4 soylar gri renkle vurgulanirken, kalan soylar “antik” soylari temsil etmektedir. Hayvan

soylari, kompleksteki monofilik bir dali temsil etmektedir [99].

2.5 Viriilans

Makrofaj aktivasyonu, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu, graniilom
olusturulma ve immiino siipresyon gibi MTBC’'nin 6zellik ve etkileri bulunan proteinleri, lipidler

ve polisakkaritler immiinojenik 6zellik gostermektedir [108].

2.5.1.Mikobakteriyel Proteinler

Old Tuberkiilin: ilk kez Koch tarafindan elde edilen Old Tuberkiilin (OT), MTBC
basillerinin kiiltir ekstraktidir. Sivi besiyerinde 37°C’de 6-8 hafta iiretilmesini takiben akim
halindeki buharla 6ldurulmesi, ilk hacminin 1/10’u kalincaya kadar 1s1yla yogunlastirilmasi ve
filtrasyonla sterilize edilmesi sonucu elde edilen ve saf olmayan bir triindir. Interdermal cilt
testlerinde kullanilan, sadece mikobakteriyel proteinler icermemesi nedeniyle saflastirilmasina
gerek duyulmus ve PPD’'nin gelisimine olanak saglamistir [53,108].

Saflastirllmis Protein Derivesi: ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan tanimlanmistir.
Saflastirilmis protein derivesi (Purified Protein Derivative-PPD), MTBC Kkiiltiir ekstratinin

amonyum sulfatla ¢oktiiriilme ve kollodyon membranlardan stizdiirme gibi islemler
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uygulandiktan sonra elde edilmis saf bir iiriindiir. PPD, DSO tarafindan kullanimi kabul géren deri
test maddesi olma 6zelligiyle birlikte uygulanan kisinin aktif TB’si olup olmadigindan cok MTBC
basilleriyle karsilasip karsilasmadigini gosteren bir testtir. Tamamen saflastirilamamasi ve diger
mikobakterilerle capraz reaksiyon vermesi gibi dezavantajlara sahiptir [108,109].

Is1 Sok Proteinleri HspX (65Kda, 38 Kda, 12 kDa): HspX [65Kda, 38 Kda, 12 kDa] gibi
farkli gesitleri olan bu proteinler Saperon benzeridir. Konakta koruyucu immiinite gelismesini ve
Th1 cevabinin olusturulmasini saglar. Ayrica dormant fazda TB basilinin hayatta kalmasini ve
apoptozdan korunmasini saglar [108].

65 kDa Protein: Is1 sok proteinlerine benzer 6zellikler gdsteren bu antijen, yiiksek
derecede immiinojenik bir saflastirilmis proteindir. Konak hiicrede varlig1 kazeifikasyon nekrozu
ve otoimmiin reaksiyonlara yol acar [110].

ESAT-6 (Early secretory antigenic target): RD1 bolgesinden kodlanan ESAT-6, INFy
salinimini ve T hiicre iiretimini indiikler. Ayrica yapilan calismalarda ESAT-6'nin memeli hiicre
zarlarinin bilesenlerinden olan dimiristoilfosfatidilkolin ve kolesterol iceren lipozomlarin
kararsizlasmasina ve parcalanmasina neden oldugu belirtilmistir [111,112]. ESAT-6 kaspaza
bagiml bir yol ile makrofajlarin apoptozisini de indiikler [113].

19 kDa Lipoprotein: Hiicre duvar proteinidir. [FN-y'ye cevap veren genlerin bir alt
kiimesinin transkripsiyonunu bloke ederek makrofajlarin IFN-y'ya tepkisini hafifletme
potansiyeline sahiptir. 19 kDa lipoprotein, ayn1 zamanda, Toll like reseptor sinyalleri ile MHC
sinif I antijen islemesini de inhibe eder [114]. Tiimor nekrozis faktor alfa [TNF-a] ve IL-12

sentezini azaltmaktadir [115].

2.5.2.Mikobakteriyel Lipidler

Trehaloz-6,6 Dimikolat (Kord Faktor): Kord faktorii olarak da bilinen bu viriilans
alternatif kompleman yolunu aktive eder. Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak
solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol acar. Ayrica polimorfniikleer 16kosit go¢iinii
engellemenin yani sira graniilom olusumunda da rol oynar [116].

Lipoarabinomannan: Lipoarabinomannan MTBC’nin hiicre duvar yapisinda bulunur.
Konagin tirozin fosfatin1 etkinlestirir. Olii basillerin fagositozu sirasinda sfingozin kinaz
etkinlesirse, LAM araciligi ile tirozin fosfat uyarilarak sfingozin kinazin durdurulmasina sebep olur
[117].

Fosfatidil inozitol Mannozid: Lipid yapida olan fosfatidil inozitol mannozid hapten

ozelligine sahiptir. Capraz koruyucu immiinitede rolii oldugu diistintiliir [117,118].
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Siilfolipidler [Siilfatidler]: Makrofajlarda meydana gelen fagozom-lizozom fiizyonunu
engelleyen glikolipidlerin iceriginde siilfiir bulunur. Kord faktoriiniin toksik etkisini arttirarak
basilleri lizozom enzimlerinden korur [117,118].

WaxD: Freud’s adjuvaninin etkisini arttiran, peptidoglikolipid yapisindadir [117].

Muramildipeptit: Tek basina etkisizdir. Trehaloz dimikolatla birlesince immiin sistemi

uyarir [117].
Fosfatidler: Epitel hiicrelerini dev hiicrelere dontistiirerek tiiberkiil olusumuna yol acar

[117].

2.5.3.Mikobakteriyel Enzimler

MTBC basili konak hiicresinde ¢ogalma sirasinda kendi metabolizmasinin ihtiyag
duydugu aminoasitler, karbonhidratlar, piirin-pirimidinler kofaktorleri ve esansiyel
metabolitleri cogaldig1 ortamdan saglar. Ayrica basiller konak makrofajlarinda oksidatif strese
karsi korunmak iizere antioksidan enzimler iiretirler. MTBC basillerinin {rettigi en 6nemli
enzimler; isopropilmalat izomeraz (LeuD), antranilat fosforibozil (TrpD), pyrolin-5- karboksilat
rediiktaz (ProC) ve 1-fosforibozil aminoimidazol-siiksinokarboksamid sentaz (PurC) gibi
aminoasit ve pirolin sentezinde rol oynayan enzimler; Nitrat rediiktaz (NarG), katalaz-peroksidaz
(KatG) , alkil hidroperoksid rediiktaz (AhpC), demir ile giiclendirilmis siiperoksit dismutaz
(SodA) ve Cu, Zn ile gii¢clendirilmis siiperoksit dismutaz (SodC) gibi solunum enzimleri ile metal
transferazlar, izositrat liyaz (Icl) , lipaz/esteraz (LipF), acilCoA sentaz (FadD33) ve fosfolipaz C

gibi lipid metabolizmasi ile iliskili enzimlerdir [119].

2.5.4.Transkript Regiilatorleri

Mikroorganizmanin bulundugu ortamdaki sartlar1 diizenleyen regiilatorler, gen
transkripsiyonunu regiile eder. Kalic1 degisimlere sebep olan bu genlerden sigma A housekeeping
genlerin ekspresyonunu diizenler. Sigma F, insanda latent enfeksiyonlarin basinda
metabolizmay1 bazal diizeye tasir. Sigma E dis ortamdaki dezenfektanlarin varligini ya da 1s1
artisin1 algilayarak gen diizenlemeleri yapar. Sigma H'nin oksidatif strese cevap olarak

ekspresyonu artar [120].

2.6. Bulas Yolu ve Iimmiinopatogenez

MTBC, TB’ye neden olan patojendir ve pulmoner TB hastalar1 en onemli enfeksiyon

kaynag olarak gésterilir [115]. DSO toplam diinya niifusunun iicte birinin MTBC ile enfekte
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oldugunu ve enfekte olmus kisilerin%>5-10"unun yasamlar1 boyunca aktif TB hastasi olacaginin
tahmin edildigini bildirmektedir [2]. Bir konak MTBC ile enfekte olduktan sonra aktif TB
gelistirme olasilig1 %10'dur [121].

TB’nin saglikh bireylere temel bulas yolu MTBC basillerinin inhale edilmesidir. Oksiirme,
hapsirma gibi yollarla etrafa sacillan akciger sekresyonlarinin olusturdugu damlacik
partikiillerinin igerisinde dis ortama basiller salinir. Basil iceren damlacik partikiillerinin saglikli
bireyler tarafindan inhale edilmesiyle MTBC basillerinin konak ile etkilesimi baslamis olur [122].
MTBC basilleri akciger dis1 ve birden fazla organa yerlesebilir [121]. Basillerin yerlestigi organ
farkli olsa da, meydana gelen patolojik olaylarin izledigi yol aynidir. TB enfeksiyon riski,
konak tarafindan solunum yoluyla alinan basil yiikii, konagin bagisiklik durumu ve bakteriyel
virilans gibi cesitli faktorlere baghdir. TB’ye karsi konagin yanitinda hem dogal hem de

kazanilan immiinite rol alir [123].

2.6.1. Dogal immiin Cevap

MTBC viicuda girdiginde, hiicre duvarinin icerdigi metille zincirleriyle dallanmis yag
asitleri, bakteriyi konak enzimlerinden korur ve immiin sistemin tepkilerden ka¢gmalarini saglar
[124]. Havada uzun stire asili kalabilen, 1-5 pm biiytkligiindeki icerisinde basil iceren damlacik
partikiilleri solunum yolu bulasinda rol oynar (Sekil 2.4.) [3]. MTBC basilleri inhalasyonla konak
viicuduna alindiginda ilk 6nce dogal immiin cevapla karsilasir; siliyer mukoza hiicreleri ile
etkilesime gecen basiller yakalanarak disar1 atilir, yakalanamayan bir kismi ise alveollere ulasir.
Alveollara ulasan MTBC basillerinin virtilans yetenegine bagh olarak yaklasik %10 aktif TB
gelistirme olasiligl vardir [125]. Enfekte olan kisilerde MTBC basillerinin ¢ogalmasini durduran
enfeksiyondan genellikle 2-7 hafta icerisinde hiicre aracili immiin yanit olusur. MTBC basilerinin
nekroz doku icerisinde cogalmasini ve yayilmasini sinirlayan graniilomlar, makrofajlari, T
lenfositlerini ve diger bagisiklik hiicrelerini uyarir. Basillerin ¢ogu, olusan grantilomlarda yok
edilir ve hastalik ilerlemesi durur [126]. MTBC basilleri makrofajlarla etkilesime girerek bir dizi
immiin yanit baslatir. Basili fagosite eden makrofajin mikrobisidal yetenegi olduk¢a 6nemlidir.
Mikobakterilerin makrofajlara invazyonu, makrofaj yiizeyinde bulunan kompleman reseptorleri,
mannoz reseptorl, immiinglobiilin GFcy reseptorii gibi cesitli makrofaj yiizey molekiillerine,
basilin hiicre duvarinin penetrasyonu ile gerceklesir. Makrofajda olusan fagozumun icerisinde

vezikiiler protonadenozin trifosfat toplanamaz ve asidifikasyon azalmaya baslar [4].
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Sekil 2.4. MTBC’nin yasam dongiisii [3].

MTBC hiicre duvar komponenti olan LAM hiicre ici Ca++ artisimi inhibe ederek
Ca++/kalmudilin yolagina zarar vererek fagozom-lizozom fiizyonunun gergeklesmesini engeller
ve boylece MTBC ortamda canli kalir. Koronin 1 olarak bilinen protein, aktif basil iceren
fagozomlara alinir ancak aktif olmayan mikobakteriler igeren fagozomlardan hizla salinir. MTBC,
konakg1 fagosit zar1 iizerindeki koronin 1 salimini artirarak lizozom olusumunu inhibe eder;
koronin 1 miktari, mikrozomlardaki aktif MTBC'nin miktari ve aktivitesi paralel iliskilidir. MTBC
basilleri alveolar makrofajlarda canli kalmay1 basarabilirse metabolizma hizim diigtiriir ve latent
forma gelerek 25-32 saatte ¢ogalmaya baslar. MTBC'nin tanimlanmis bir endotoksini veya
ekzotoksinin olmamasi sebebiyle TB enfeksiyonuna karsi hemen konak yanit1 gelismez. Konakta
hiicresel immiin cevap gelisebilmesi icin MTBC basillerinin belirli miktarda ¢ogalmasi
gerekmektedir. MTBC basil makrofaj icinde cogalarak makrofaji patlatir ve basiller serbest kalir
[127].

Kaspaz kaskadi veya TLR'leri iceren bilesikler, makrofajlarin apoptozunu modiile eden
mikobakteriyel bilesenler tarafindan hedeflenir. Apoptozu inhibe eden M. tuberculosis bilesenleri
arasinda hiicre duvari bilesenleri, ManLAM, reaktif oksijen ara maddelerini kontrol etmek i¢in
stuperoksit dismutazi (sodA tarafindan kodlanmis) tasiyan NAH dehidrojenaz (nuoG ile
kodlanmis), hiicre duvari bilesenleri, ManLAM, secA2 tarafindan kodlanan viriilansla ilgili salgi

sistemi bulunur [128]. MTBC basilleri nekrotik hiicre 6liimiine neden olarak enfekte hiicrelerden
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kacar ve makrofaj apoptozunu inhibe ederek konak savunmasini énler [129]. TB olusumunda Th1
yaniti Th2’ye doniisiir ve bu esnada olusan kilo kaybi, ates, doku hasar1 gibi semptomlar Th1l
yanit1 olan TNF-o'nin sonucudur. Antijene spesifik T lenfositler TB enfeksiyonunun olustugu

bolgeye toplanarak graniilom lezyonlarinin olusumuyla doku hasarini baslatir [130].

2.6.2. Kazanilmis Immiin Cevap

2.6.2.1 Hiimoral immiin Cevap

TB enfeksiyonuna karsi antikorlarin varligi, antikor bagimli sitotoksisite, artmis antijen
sunumu, opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin cevabinin arttirilmasi sayesinde MTBC
basilinin mukozal yolla alinmasi1 6nlenebilmektedir. Hiicre ici patojen olan MTBC basilinin konak
hiicrelerinden eradike edilmesinde hiimoral immiin cevap tek basina yeterli olamamaktadir

[130].

2.6.2.2 Hiicresel immiin Cevap

Sitokinler: IFN-y ve TNF-a gibi T hiicresi kaynakli sitokinler, makrofajlar1 aktive ederek
ardindan mikobakterisidal 6zellikteki nitrik oksit tiretir [131]. MTBC basillerine kars1 koruyucu
bagisiklik tepkisinde IFN-y, anahtar sitokin 6zelligindedir [132]. IFN-y T hiicreleri, CD4 +, CD8 +
ve NK hiicreleri tarafindan iretilir. TNF-a ve IFN-y sinerjistik etkilidir. TNF-a ile sinerjistik
etkilesime giren IFN-y makrofajlar1 aktive eder. Ayrica IFN-y, makrofajlarda 210'dan fazla genin
transkripsiyonunu ve oksijen radikalleri gibi antimikrobiyal efektorlerin tiretimini indiikler. TNF-
a mikrobisidal graniilomlarin olusumunu ve hiicre gogiinii baslatir. Enfekte olan makrofajlar
tarafindan tiretilen TNF-a yanitlarinin bozulmasi, MCP-1 IL-8 ve Rantes gibi MTBC enfeksiyonlu
bolgelere gocii saglayan kemokinlerin sinyal veren ekspresyonunu indiikler [133]. Makrofaj ve T
hiicrelerinden salinan TNF-a birlikteligi yeterli ve uzun siireli olarak MTBC enfeksiyonundan
korunma icin gereklidir. TNF-a aymi zamanda kemokin reseptoérlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek kemokin salinimini da saglar. Konak ile patojen arasindaki dengenin patojen lehine
degismesi genellikle TNF-a seviyesinin diismesiyle artmaktadir [134]. IL-12 veya reseptoriiniin
tretiminde kusurlu kisiler aktif TB hastaligina karsi olduke¢a hassastir [110]. [L-12'nin etkisi
altinda aktive halde bulunan CD4 + T hiicreleri bol miktarda T hiicresi tiirevli IFN-y ve TNF-a
tretirr. MTBC enfeksiyonunda graniilomat6ziin baslamas1 ve l6kositlerin ortama gocii
proinflamatuar sitokinler ve kemokinle gerceklesir. IL-12 enfekte makrofajlardan salindiginda,
Th1 hiicrelerinden salinan IL-10 ve IL-4'lin azalmasina neden olurken IFN-y salinimini indiikler

[115].
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CD4+ Hiicreleri: CD4+ T hiicreleri TB enfeksiyonun her asamasinda énemlidir. Olusan
graniilomlardaki enfeksiyonun kontroliinde rol oynayan CD4+ T hiicreleri, makrofajlar veya
dendritik hiticreleri indiikleyerek IL-10'un da i¢inde yer aldig1 immiinoregiilatoér sitokinlerinin
tretilmesini saglar. Fas/Fas ligand etkilesimi yoluyla enfekte makrofaj apoptozunun
gerceklesmesini ve bu esnada IL-2 ve TNF-a iiretilmesini saglar. IL-12 ve [L-15’in salinmasiyla
makrofajlarin CD40 ligand: ile dogrudan temas yoluyla aktivasyonunu saglar [135, 136]. CD4+
yardimc1 T lenfositlerle olgun dendritik hiicreler lenf diigiimlerinde etkilesime gectiginde CD8+
sitotoksik T lenfositler de islevsel hale gelir. MHC-II molekiilleriyle antijen sunan dendritik hiicre
ve makrofaj gibi hiicrelerin sundugu antijeni taniyan CD4+ yardimci T lenfositler, IFN-y gibi cesitli
sitokinler salgilayarak makrofajlar1 aktive eder. Boylece aktif makrofajlarin igerdikleri basilleri
oldirme yetenekleri artar. CD4+ T hiicre sayisi HIV (+) enfeksiyonu esnasinda azaldigindan bu
hastalarda TB gelisme riski ytliksektir [137].

CD8+ T Hiicreleri: CD8+ T hiicreleri hem akut hem de kronik TB enfeksiyonun
kontroliinii kolaylastiran hiicrelerdir. MTBC ile enfekte makrofajlar icin sitotoksik olabilen CD8+
T hiicreleri IFN-y gibi sitokinlerin Uretilmesini saglar. CD8+ T hiicreleri, MTBC basillerini
dogrudan graniilisin yoluyla o6ldiirebilme 6zelligine sahiptir. Yapilan c¢alismalarda MTBC
basilleriyle enfekte olmus bireylerde bu basillere 6zgii CD8 + T hiicrelerinin varligi bu hiicre
grubunun latent enfeksiyonun kontroliinde de rol oynadigim1 gostermektedir [138]. CD8+ T
hiicrelerinin sitokin iiretimi ve enfekte hiicrelerin lizisi ile bakteri 6limiinii saglar. Son
zamanlarda yapilan calismalar M.tuberculosis’in dogrudan CD8+ T hiicreleri ile 6ldiigiint
gostermektedir [139]. Enfekte makrofajlarin apoptozisi, mikobakteriyel antijenler iceren
apoptotik vezikiiller CD8 + T hiicresi aktivasyonu icin dendritik hiicreler tarafindan fagozom-
kapali antijenler dendritik hiicreler tarafindan alindigi icin enfeksiyona karsi konak savunmaya
katilmaktadir. M. tuberculosis ile enfekte olmus hiicrelerden apoptotik vezikiiller tarafindan
aktive edilen CD8+ T hiicreleri IFN-vy iiretir; bu durum, enfekte olmamis makrofajlarin, hiicre igi
M. tuberculosis'i etkin bir sekilde 6ldiirmesi icin RNI iiretmesine neden olur. M. tuberculosis
tiirevli birgcok faktor, proapoptotik ve antiapoptotik genlerin diferansiyel ekspresyonu yoluyla
enfekte makrofajlarin apoptozunu modiile etme (aktive etme ve inhibe etme) yetenegine sahiptir

[140].

2.7 Klinik Tablo

TB enfeksiyonu MTBC basillerinin neden oldugu ve genellikle akcigerleri (pulmoner TB)
etkileyen, ancak diger sistemlerde de (ekstrapulmoner TB) enfeksiyon olusturabilen eski ve
diinyadaki tiim onlenebilir yetiskin 6liimlerinin dortte birinden fazlasini olusturan enfeksiy6z bir

hastaliktir [2]. Pulmoner TB hastalari, akciger sekresyonu icerisindeki basillerin 6ksiiriik ve
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hapsirik gibi mekanik hareketlerle havada yayilmasim saglar. Genel olarak, MTBC ile enfekte
olmus kisilerin %10'u TB hastaligini gecirirken, vakalarin %901 da asemptomatik kalir [141].
MTBC basillerinin hayat dongiilerini devam ettirebilme becerileri, aerosolle bulasma dongiistinde
konak bagisiklik sisteminin etkilerini Onleyerek konakta kaliciligini siirdiirebilme yoluyla
gerceklestirebilmesidir [130].

Niifus temelli ¢calismalar, bazi bireylerin enfeksiyon kapma ve aktif hastalik gelistirme
riskinin digerlerinden daha fazla oldugunu goéstermektedir. Aktif iletimin, TB goriilme siklig1
ylksek olan iilkelerde, kalabalik yasamin oldugu kiiciik hanelerde daha sik gerceklestigi
belirtilmistir. Bu sebeple TB vakalarinin erken tespiti ve CID-TB vakalarinin dogru tanimlanmasi
kiiresel TB kontroliinde 6nceliklidir. Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar diisiik TB insidansh ve
yliksek TB insidansh iilkelerde hastalik sunumunda ve popiilasyon demografisinde belirgin
farkliliklar oldugunu gostermistir. MTBC bulasinin son birkag y1l icerisinde daha artmis olan bazi
Afrika ve Asya lilkelerinde, insidans orani, enfeksiyon veya reinfeksiyonun daha fazla olmasindan
dolayi, genc eriskinlerde en ytliksektir. Bati Avrupa ve Kuzey Amerika gibi TB insidansi diisiik olan
ilkelerde ise bu durumun aksine yasli popiilasyon ve yiiksek TB insidansi olan iilkelerden gelen
gocmenlerde insidansin yiiksek oldugu gorilmektedir [142]. TB enfeksiyonunun pulmoner
formunun gelisimi (akcigerler bu bakterinin ana hedefidir) dért adima baghdir: basilin
fagositozu, basilin hiicre i¢i cogalmasi, enfeksiyonun gizli fazi ve aktif akciger enfeksiyonu [143].

Bu adimlar spontan tedavi, hastalik, gizli enfeksiyon, yeniden aktivasyon veya yeniden
enfeksiyon gibi farkl klinik senaryolara dogru ilerleyebilir. Bagisiklik sistemi baskilanmis
bireyler, 6zellikle AIDS'li hastalarda, MTBC ile enfekte olduktan sonra aktif TB gelisme riski daha
fazladir. Bununla birlikte, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) / TB ko-enfeksiyonunun klinik
sonucuna dahil olan kritik (konak veya patojenle ilgili) belirleyicilerin hig¢biri ayrintili olarak
bilinmemektedir. MTBC dogal konagina yani insana ¢ok iyi adapte olmus hiicre ici bir patojendir.
Ana konaktaki hiicre rezervuari, mononiikleer fagosittirlerdir (monositler ve makrofajlar) [144].

MTBC basilleri patojene 6zgii spesifik molekiiler kaliplar (PAMP'ler) ile taninarak
alveolar makrofajlar tarafindan yutulur. Basillerin fagositozunu takiben, enfekte olmus
makrofajlar, nétrofiller, monositler ve dendritik hiicreler (DC'ler) dahil olmak iizere ek bagisiklik
hiicreleri pro-enflamatuar sitokinleri serbest birakir. MTBC basillerini fagosite etmis DC'ler
akcigerden ayrilir ve adaptif immiin yanitin indiiklenmesini saglayan bolgesel lenf diiglimlerine
goc eder. Adaptif bir yanitin baslatilmasi bakterileri ¢evreleyen bir graniilom olusumuna yol acar.
Graniilom yapilari, enfekte makrofajlarin, cok cekirdekli dev hiicrelerin, epitelioid hiicrelerin yani
sira notrofiller ve monositlerin merkezi bir bolgede toplanmasindan olusur. Fibrotik bir kapsiiliin
gelismesini saglayan fibroblastlarin yani sira B hiicreleri ve T hiicreleri graniilomun bir dis
tabakasinda yer alir. Biitiin bu karmasik olaylar dizisi, birincil adim olmadan, yani MTBC

basillerinin mukozal ve dogal immiin hiicreler tarafindan taninmasi olmadan imkansizdir [145].
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Primer Tiiberkiiloz: MTBC alveollere ulastiginda karsilastigi savunma mekanizmasinda
sag kurtulursa akciger parankiminde Ghon odagi olusur. Bu noktaya yakin mesafedeki hiler lenf
bezinde graniilomatdz inflamasyon meydana gelir. Bunun ardindan Ghon odagi ile graniilomat6z
inflamasyon arasinda lenfanjit ile karakterize edilen Ranke kompleksi (primer kompleksin)
meydana gelir. Bu slire¢ primer infeksiyon olarak da isimlendirilir. Hiicresel immiin yanitin bu
olusuma cevabu ile durdurulursa hastalik meydana gelmez. Eger konagin immin yanit cevabi
yetersiz kalirsa Ghon odag ve ilgili lenf bezinde olusan graniilomat6z inflamasyon yayilarak
primer TB meydana getirir. MTBC basilleri immiin sistem hiicreleri tarafindan yok edilemeyip bu
odaklarda yillarca canliligini koruyarak sessiz (dormant) kalirlar [146].

Miliyer Tiiberkiiloz: Cocukluk déneminde o6zellikle 0-4 yas arasindaki ¢ocuklarda
immiin sistem zayiflig1 nedeni ile primer infeksiyonun komplikasyonu olarak goriilebilir. Konakta
gelisen primer infeksiyonda olusan kaze6z odaklardan birisinin damara agilmasi veya damarlara
yerlesen basillerin erken hematojen yayilimi ile kana karismasi milier TB olusturur [146)].

Sekonder Tiiberkiiloz: Konakta meydana gelen primer enfeksiyonun ardindan latent
formdaki basillerin aktif hale gelerek ¢cogalmaya baslamasiyla sekonder TB meydana gelir [146].

Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz: Enfeksiyonun akciger disindaki organlarda (plevra,
perikard, kemik, bobrek,genital vb) meydana gelmesidir [146].

Endojen Reaktivasyon: Primer enfeksiyon sirasinda olusan Simon odaklarinda latent
halde kalan basillerin konak hayatinin herhangi bir déneminde meydana gelen hiicresel immiin
yanittaki supresyon sirasinda aktif hale gecmeleri ile olusur [146].

Ekzojen Reinfeksiyon: Hayatinin bir doneminde primer enfeksiyon gecirmis konaga,
aktif tiiberkiilozlu basil yayan baska bir konagin yeniden virtilan MTBC basili bulastirmasidir

[146].

2.7.1. Tiiberkiiloz Olgu Tanimlari

Yeni Olgu: Daha 6nce TB tedavisi uygulanmamis veya bir aydan daha az siire tedavi
gormiis hastadir [146].

Kronik Olgu: Niiks, tedaviyi terk ya da tedavi basarisizlig1 nedeniyle uygulanan yeniden
tedavi rejiminin sonunda hala ARB (+) olan hastadir [146].

Niiks (Relaps): Tedavi edilen ve kiir edilen olgunun yeniden yayma pozitif olmasidir
[146].

Kiir: Baslangicta ARB (+) olan olgunun tedavisi devam ederken digeri ise tedavinin

tamamlandigi sirada olmak tizere en az iki kere ARB (-) olmasi halidir [146].
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2.8. Tam
Tiiberkiiloz tanisi, dogrudan ve dolayl yontemler kullanilarak yapilabilir. TB'nin hizli ve
erken tanisi ile optimal tedavinin baslatilmasi, sadece bir hastanin dogru ve hizli tedavi edilmesini

saglamanin yani sira gelecekteki TB vakalarinin sayisinin azalmasini da saglayacaktir [99].

2.8.1. Dolayli Tam1

2.8.1.1.Tiiberkiilin Cilt Test

Onceleri TB enfeksiyon tanisi, Mantoux intradermal reaksiyonu olarak da bilinen
tiiberkiilin deri testi kullanilarak yapilmaktaydi. Tiiberkiilin deri testi, 100 yi1ldan uzun bir stire
once Robert Koch tarafindan tanimlanan, 200 fazla antijen iceren MTBC'nin Kkiiltiir
sliipernatantindan elde edilen saflastirilmis protein derivesinin (PPD) intradermal olarak inokiile
edilmesi sonucunda gelisen gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonunun o6l¢tilmesi ilkesine
dayanan deri testidir. Eger kisi daha 6nce tiiberkiiloz mikrobuyla karsilasmissa 2-3 giin icinde
test yerinde bir kizariklik ve sertlik seklinde kabariklik olusur. Tiiberkiilin deri testi
uygulandiktan genellikle 3 giin sonra olusan sertlik, seffaf bir cetvelle milimetrik olarak olciiliir
ve kaydedilir. Bebeklerde veya bagisiklik sistemi baskilanmis vakalarda 5 mm c¢ap ve
yetiskinlerde 15 mm ve f{zeri cap gozlendiginde enfeksiyon belirtisi olabilir seklinde
yorumlanmalidir. Tiiberkilin deri testi disiik duyarliliga sahiptir, patojen olmayan cevresel

mikobakteri tiirleri ve BCG as1 susunun ayriminda yetersizdir ve capraz reaksiyon verir [147].

2.8.1.2.interferon-Gama Salinim Testleri (IGRA)

Bu testler, TB enfeksiyonu tanisinda son yiizyildaki en 6nemli gelismelerden biri olarak
goriilmektedir. T-hiicre temeline dayanan bu yontem M. tuberculosis antijenlerine karsi in vitro
interferon gama (IFN-y) saliniminin tepkisini 6lcme mekanizmasidir. Tam kan 6rneginde, in vitro
kosullarda, ESAT-6, CFP-10, TB7.7 gibi 6zgiil antijenler ile uyarilan T-hiicrelerce salinan IFN-y
diizeyinin ELISA yontemi ile belirlenmesidir. Bu 6zgiil antijenler, MTBC’de bulunan ancak BCG as1

susunda ve cogu TDM’de bulunmayan RD1 bolge genleriyle kodlanir [147].

2.8.2. Dogrudan Tani

Mikobakterilerin dogrudan tanisi; izolasyon, tiir diizeyinde tanimlama ve izole edilen
susun ila¢ duyarhiliginin belirlenmesini icerir. TB tanisinin uygun yontemlerle yapilarak,
incelenen oOrnekte MTBC basillerinin varligi saptandiginda ila¢ duyarhlik testi de
gerceklestirilmelidir. Rutin kesin vaka tanisi taramalarinda MTBC basilini bulabilmek icin 3giin

art arda balgam, aclik mide suyu, bronkoealveolar lavaj-bal, idrar, BOS, biyopsi, doku ve diger
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viicut sivilart uygun besiyerine inokiile edilerek bu esnada hazirlanan boyamalarina da
mikroskobik inceleme yapilir. MTBC tanisi i¢in laboratuvara gonderilen 6rnekler konagin normal
florasini da icerdigi ve 6rneklerin laboratuvara tasinmasi prosediirii baslica bir kontaminasyon
riski oldugundan dolayi, MTBC harici bakteri ve mantarlari ortamdan elemine etmek i¢in
dekontaminasyon islemi uygunlanir. Dekontaminasyon islemi i¢in sik¢a kullanilan yéntemlerden
birisi N-asetil-L-sistein %2 NaOH (NALC-NaOH) yontemidir. Bu islem sirasinda NALC mukolitik

etki gosterirken, NaOH ise dekontaminasyon stirecini gerceklestirir [147].
2.8.2.1.Mikroskobik inceleme

Diinyada en yaygin kullanilan TB tanisal testidir. Mikobakterileri mikroskobide goriiniir
hale getirmek icin aside direncli basil (ARB) boyamasinda iki yontem kullanilir; karbol fuksin
(EZN ve Kinyoun) veya florokromdur (auramin-rhodamin). EZN yéntemi boyanmasiyla yapilan
mikroskobik inceleme en sik tercih edilendir. EZN boyama ile ARB aranmasi yaklasik bir saat
strer, duyarlilik ve 6zgilliigii de diisiiktiir. Ayrica mikroskobide EZN ile boyanmis basil varligi
gorildiginde MTBC ya da aside direncli boyanan baska bir bakteri tiirti olup olmadigindan tam
olarak emin olamayiz. Fakat biitiin diinyada mikroskopik inceleme kolay, ucuz ve klinik stipheyle
birlikte ayrim giicii yliksek olan bir yontemdir (Sekil 2.5). MTBC basilleri hiicre duvarlarinin
icerdigi yiiksek miktardaki lipid sebebiyle hidrofobik 6zelliktedir. Basillerin boyanabilmesi i¢in
fenol gibi boyalarla 1s1 uygulanmasi ile muamele edilmesi gerekmektedir. Mikobakteriler renk
giderme islemi esnasinda %3’lik asit alkole maruz birakiir ve ortamdaki diger
mikroorganizmalarin hiicre yapilar iclerine hapsettikleri boyayr bu orandaki asit alkolle
birakirken mikobakteriler birakmaz. Metilen mavisi ise ortamda zit boya olarak kullanilir.
Degerlendirme yapilirken 300 mikroskop sahasi taranir. Bu sahalarda mavi zemin iizerinde
kirmizi boyanmis basil goriilmezse negatif denmelidir. Alanlar taranirken 1-2 basil stipheli, 100
alanda 1-9 basil goriilmesi (+), 10 alanda 1-9 basil goriilmesi (++), her alanda 1-9 basil goriilmesi

(+++), her alanda 10 ve lzeri basil goriilmesi (++++) olarak yorumlanmalidir [148].

Sekil 2.5. Ziehl-Neelsen boyama yontemiyle boyanmis MTBC basilleri [147].
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2.8.2.2 Kiiltiir

Tilberkiiloz tanisinda altin standart bakteriyel yani kiiltiir yontemidir ve bu durum
glinlimiizde hala devam etmektedir. Mikobakteriyel kiltlir yontemleri kati1 besiyerleri ve sivi
besiyerleri olmak iizere ikiye ayrilmistir. Kati besiyerleri agar ve yumurta bazl olarak iki cesittir.
Ginimiizde en yaygin kullanilan yumurta bazli kati besiyeri, Lowenstein-Jensen (L])'dir.
Petragani ve American Trudeau Society gibi kat1 besiyerleri az kullanilir. iceriginde patates unu,
gliserol, tuz, yumurta ile Mycobacterium ailesi icin uygun iireme sartlarini saglarken, besiyerine
rengini de veren malasit yesili kontaminasyonu engellemektedir. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan
agar bazli yar1 sentetik besiyerleri ise Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11’dir. Sivi
besiyerlerinin, Middlebrook 7H9, MGIT960, BACTEC900MB, MB/BacT ALERT 3D gibi ticari
sistem c¢esitleri bulunmaktadir. Sivi besiyerleri tamamen seffaftir ve bu nedenle MTBC
kolonilerinin erken goriulmesi taniy1 kolaylastirir. Sivi ortam, MTBC kiiltliriiniin izolasyonu igin
altin standart olarak kabul edilir ve énemli bir hiza (10 ila 14 giin arasinda) ve kati ortamla
karsilastirildiginda daha iyi bir izolasyon kalitesine sahiptir.

MGIT960 sistemi modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri bulunan tiiplerden olusur. Bu
sistem temelde, tiipilin tabanindaki silikona gomiilii oksijene bilesik durumda olan floresan veren
indikator (fenetrolin rutenyum klorid pentahidrat), mikobakteri tiipteki oksijeni kullandiginda
bu indikatériin 1s1ma yapmasina ve 1simanin da cihaz tarafindan otomatik olarak okunmasina
dayaldir.

BACTEC 9000 MB floresan temelli oksijen kullamimina duyarli otomatize bir sistemdir.
MB/BacT ALERT 3D besiyerinin tabaninda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan CO;
seviyesine gore lireme degerlendirmesi yapan, besiyerlerinin stirekli kontrol altinda tutuldugu
tam otomatize bir sistemdir.

Standart kati bazh kiiltliir yontemlerinin otomatik sistemler ile birlikte kullanilmasi
esastir [148]. Ornek vermek gerekirse; 2010 yilinda, DSO yeni, hizli, otomatik, kartus tabanh bir
niikleik asit amplifikasyon testi (NAAT) olan Xpert® MTB / RIF testini (Cepheid, Sunnyvale, ABD)
onaylayarak RIF direnci veya HIV ile iliskili TB siiphesi olan bireylerde ilk tani testi olarak

kullanilmasini 6nermistir [2].

30



Burcu Giirer Giray, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

2.8.2.3.Molekiiler Tani

Molekiiler yontemler MTBC DNA'sinin kromozomal analizine dayanir. Farkli MTBC suslari
arasindaki genetik iliskiyi 6lcmek icin ¢ok sayida farkli molekiiler yontem gelistirilmistir. Dogru
molekiiler identifikasyon, reinfeksiyonu reaktivasyondan ayirt edebilir, laboratuvar gapraz
kontaminasyonunu tespit edebilir, suslarin dagiliminin cografi bolgelere gore karsilastirilmasina
izin verebilir ve TB evriminde bir goriis saglayabilir. Ayrica salginlarin arastirilmasinda ve
epidemiyolojik calismalarda kullanimi oldukca oOnemlidir [149]. Molekiiler tiplendirme
yontemlerinin fenotipe dayali yontemlerle birlikte kullanimi MTBC suslarinin kesin olarak
birbirinden ayrilmasini saglar. Ayrica saglik hizmetleri ortamlarinda ve toplumda salgin
arastirmalar1 gibi molekiiler epidemiyolojik ¢alismalari kolaylastirir. Hastaligin ve daha viriilan
kabul edilen izolatlarin toplum icinde kiiresel ve yerel bulas/yayilma dinamiklerinin
ayrintilarinin  daha iyi anlasilmasi icin kaynak olgulara ulasmak olduk¢a o6nemlidir.
Konvansiyonel temas takibi ile tespit edilmeyen epidemiyolojik baglantilarin orani gibi bilgilere
ulasmamizi molekiiler tiplendirme yontemlerinin fenotipe dayali yontemlerle birlikte kullanimi
saglayabilir.

Molekiiler tiplendirme sadece hastalifin epidemiyolojik yonlerini anlamamiza yardimci
olmakla kalmaz, ayni zamanda MTBC genetik belirtecleri ile ilaca diren¢ potansiyeli, tedavi
basarisizligi gibi 6nemli klinik sonuglarla iliski kuran sus siiflandirmasi ve hastalarin klinik
yonetiminde de faydalidir. Molekiiler teknikler, MTBC identifikasyonunda konvensiyonel
yontemlerden ¢ok daha hizly, yiiksek derecede ayirt edici, gerceklestirmesi ve yorumlamasi kolay
yontemler oldugu ve basarili sonuglar verdigi icin giintimiizde tercih sebebidir. Fakat bunlarin

yani sira, pahali ekipman ihtiyacini da yaninda getirir [150,151].

2.8.2.3.1.Spoligotiplendirme

Goguet de la Salmoniere ve ark. [152] tarafindan gelistirilen bu yéontem PZR bazli ters dot
blot hibridizasyon temeline dayali tiiberkiiloz icin en yaygin kullanilan molekiiler
tiplendirme yontemidir. Kromozomal dogrudan-direkt tekrar (DR) lokusunda bulunan
polimorfizmi gostermeye dayali bir yontemdir. Klinik laboratuvarlarda, molekiiler epidemiyoloji,
evrim ve popiilasyon genetigi ile ilgili arastirmalarda kullanilan bu yontem, MTBC genomunda
[S6110 integrasyonunun sicak noktasinda 36 baz ciftlik direkt tekrar (DR) lokuslar1 ve DR’lerin
arasinda 94 farkli diizenli kiimelenmis bosluklar arasi kisa palindromik tekrarlar (CRISPR-
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) barindirir. Bu tekrar bélgelerinin 43
tanesi spoligotiplendirme yonteminde rutin laboratuvarda kullanilmaktadir. Epidemiyolojik

calismalarda en sik kullanilan yontemlerden birisi olan spoligotiplendirme disiik kopya sayili
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suslarda ayrim giicii yliksektir. Bu yontemle M. bovis, M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinipedii
ve M. africanum suslar1 kolayca tiplendirilebilmektedir [152].

M. tuberculosis genomu iizerinde 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 farkl
oligoniikleotid probla, amplifikasyon {iriinii hibridizasyona sokulmaktadir. Dijital olarak kirk ii¢
spacer diziliminin her birinin varligi ve yoklugu kullanilarak rakamsal veriler elde edilmektedir
[153]. Spoligotiplendirme yontemiyle elde edilen oktal kodlar kullanilarak “http://www.pasteur
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE” internet adresinden suslara ait “Spoligotype International
Type” (SIT) numaralar: elde edilmektedir. SIT numaralari, SpolDB4 verileriyle karsilastirilarak
major spoligofamilyalar1 (klad) belirlenir. Toplumdan izole edilen suslarla, diger tlkelerde
dagilim gosteren major familyalar ve SIT tipleri arasindaki filogenetik iliski bu bilgilerle

incelenebilmektedir [6].

2.8.2.3.2.MIRU-VNTR

Homojen ve stabil olan M. tuberculosis genomunda az sayida sessiz mutasyon meydana
gelmekte, genetik rekombinasyonlar, genellikle transpozonlar yoluyla veya tekrarlayan dizilerin
polimorfizmi ile gerceklesmektedir. En basit transpozon Insertion Sequence’dir (IS). MTBC
genomu iizerinde 14’den fazla farkl IS elementi belirlenmistir. IS ve tekrarlayan diziler farkl tiir,
dal ve alt dallarda farkh sayida ve genomun farkli yerlerinde yerlesir ve genetik polimorfizmin
olusumunu sagladiklari kabul edilmektedir [154].

MTBC genomunda genler ve operonlar arasinda dagilmis 10 - 100 baz cifti uzunlugunda
minisatellit benzeri MIRU ad1 verilen tekrar lokuslar:1 bulunmaktadir. MTBC genomu boyunca 41
MIRU lokusunun her biri farkli sayida sirali tekrarlar VNTR icermektedir. Birbirleriyle iligkili
olmayan M. tuberculosis izolatlar1 arasinda kirk bir lokustan bazilar1 VNTR kopya sayisi
bakimindan polimorfizm géstermektedir. PZR temeline dayali bu yontemde, VNTR kopya sayisi
polimorfizmi analizi MTBC soylarinin genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir [155]. MIRU-
VNTR tiplendirme yonteminde ilk olarak 12 farkl lokusta bulunan MIRU’lar kullanilmis daha
sonra 15 ve 24 lokusun ayirt edicilik gli¢leri izerine arastirmalar yapilmistir. 15 lokus iceren
MIRU-VNTR protokoliiniin ayirt etme giliciiniin spoligotiplendirmeden {stiin oldugu

belirlenmistir [156].
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2.9. Tiiberkiiloz Tedavisi

1944 yilinda SM’'nin tedaviye girmesiyle tiiberkiillozda modern kemoterapdtik uygulama
baslamistir [157]. 1952 yilinda INH'’in kesfedilmesi ile PAS’1in birlikte kullanilmasi hastalarin
biiylik bir ¢ogunlugunu tedavi etse bile tedavi siiresi ¢cok uzun siirmekteydi [158]. EMB’nin
1960’larda kesfedilmesinden sonra TB tedavisinde PAS’in yerini EMB almis ve boylece tedavi
stiresi kisalmistir. RIF'in etkinliginin 1971 yilinda bildirilmesi ile tedavi siiresinin daha da
kisaldig1 bildirilmistir. PZA’in hiicre ici basil tizerindeki etkisinin gosterilmesi ile 1980’lerde alt1
aylik tedavi siiresinin tiiberkiiloz tedavisinde yeterli oldugu kabul edilmistir. 1990’1 yillarda
AIDS’li tiiberkiiloz hastalarinin sayisinin artmasi tedavi siiresini, dokuz aya kadar ya da kiiltiir
negatife dondiikten sonra alt1 ay daha tedaviye devam edilmesi seklinde yeniden uzatmistir
[159].

Tuberkiiloz hastalarinin tedaviye uyumsuz olabilecegi 6n kabuliine dayanan ve Dogrudan
Gozetimli Tedavi (DGT) ismi verilen uygulama tiiberkiiloz hastasinin ilaclarimi bir gézetmen
esliginde kullanmasi ve bunun kayda alinmasi seklinde uygulanan bir tedavi yaklasimidir. Bu
tedavi yaklasiminin amaci, tedavinin diizenli ve eksiksiz bitirilmesini saglayarak tiiberkiiloz
insidansini azaltmak ve ila¢ direnci gelismesine engel olmaktir. Bu nedenle diinyada ve iilkemizde
tiiberkiiloz tedavisi icin bir strateji olarak benimsenen DGT uygulamasi ile ilgili veriler Saghk
Bakanligi'nca aylik olarak toplanmakta, DGT uygulama siireci ise saha ziyaretleri ve telefon

goriismeleri ile aktif olarak takip edilmektedir [160].

2.9.1.Antimikobakteriyel ilaglar

Antitiiberkiiloz ilaglarinin ortak 6zellikleri hastalanmis konagin dokularinda ¢ogalmakta
olan basilleri hizla 6ldiirmek ve hastalik bolgelerini sterilize ederek ilaca diren¢li mutant suslarin
ortaya cikmalarini 6nlemek seklindedir [161]. DSO, anti-TB ilaglar, etkinligi ve kimyasal
ozellikleri gibi cesitli kriterlere gore bes sinifta gruplandirmistir. Birinci sinifa dahil edilen ilaglar
oral kullaniir ve EMB, INH, PZA ve RIFdir. ikinci sinifa dahil olan ilaglar parenteral anti-TB
ilaclardir ve Amikasin, Kapreomisin, Viomisin, Kanamisin ve SM'dir. Uciincii sinifa dahil edilen
ilaclar Ofloksasin, Levofloksasin, Moksifloksasin, Gatifloksasin eski ve yeni kusak
florokinolonlardir. Dérdiincii sinifa dahil edilen ilaclar oral bakteriostatik 2. sira ilaglardir ve
Sikloserin, Etionamid, Para-Amino salisilik Asit, Protionamid, Terizidon ile Tiasetazon’dur.
Besinci sinifa dahil edilen ilaglar ise etkinligi siipheli ilaglardir ve Amoksisilin/Klavulanat,
Klaritromisin, Klofazimin, imipenem, Linezolid, Bedakulin Delamanid’i kapsar [162].

Giiniimiizde TB tedavisi, DSO’niin énerileri dogrultusunda birinci secenek ilaglar olan

INH, RIF, PZA ve EMB’nin iki ay boyunca kullanilip devaminda dort ay INH ve RIF ile devam
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tedavisi ile gerceklestirilmesi seklindeir. Ilaca direng gelisimi ya da intolerans gibi durumlar
nedeniyle tedavi basarisiz olursa genellikle daha toksik fakat daha dusiik etkili olan PAS,
Kapreomisin, Florokinolonlar, Kanamisin, Sikloserin ve Etionamid gibi ikinci secenek

antitiiberkiiloz ilaglar kullanilmaktadir [163].

2.9.1.1. Birinci Secenek ilaclar

Birinci secenek ilaglar icerisinde SM, INH, RIF (rifabutin, rifampin, rifampisin ve
rifapentin), EMB ve PZA yer alir. Ilaglarin farkh etki mekanizmalar1 oldugundan kombine
kullanilmalar1 etkilerini daha da arttirmaktadir. Hastanin tedavisi sirasinda direng gelisimi
meydana gelmedigi stirece bu ilaglarin kullanimina devam edilmelidir (Sekil 2.6) [164].

Rifampisin: Streptomyces mediterranaei’den elde edilen yar1 sentetik rifamisin tiirevi bir
antibiyotiktir. 1972’de antitliiberkiiloz ajan olarak belirtildigi andan itibaren en etkili anti-TB
antibiyotiklerinden birisi olarak TB tedavi rejiminde yer alir. Hem hizli iireyen hem de yavas
lireyen basiller lizerinde etkilidir. Bakteri RNA sentez mekanizmasini inhibe ederek dormant ve
latent basillere de etkilidir. Oral yolla alindiktan sonra 2 saatte maksimum serum
konsantrasyonuna ulasir. Enterohepatik siklusa girdiginden etki etme siiresi uzun bir ilactir.
Karacigerde deasetilizasyona ugrar, viicut sivilarini kirmiziya boyar. En 6nemli yan etkisi
hepatotoksisitedir [165] RIF direnc¢li MTBC kokenlerinin neredeyse %96’sinda RNA polimeraz
enziminin beta alt linitesini kodlayan rpoB genin 507-533 kodonlar1 arasindaki 81 baz cifti
uzunlugundaki “rifampin resistance determining region (RRDR)” veya “hot spot” adi verilen
bolgede “missense” mutasyonlarin, kiiclik delesyon veya insersiyonlarin oldugu gosterilmistir
[166]. Bunun sonucu olarak ilaca olan afiniteyi azaltan ve direng¢ gelismesine neden olan
konformasyonel degisiklikler meydana gelir. RIF mono direnci olduk¢a nadir gériiliir, hemen
hemen tim RIF direncli suslar diger ilaglara, 6zellikle de izoniazide karsi direnglidir. Bu nedenle

RIF direnci CID-TB icin bir siireklilik belirteci olarak goriiliir [167].
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Streptomisin: Aslen toprak mikroorganizmasi olan Streptomyces griseus’tan izole edilen
SM, Aminoglikozid antibiyotik grubu icerisinde yer alir. 1944'te kesfedilen SM, TB'ye kars: ilk
etkili anti-TB ajan olmakla birlikte antimikobakteriyel ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasina sebep
olan ilagtir. SM'nin kesfiyle TB hastalar1 tedavinin ilk aylarinda semptomlarini gostermemeye
baslayarak sagaltim yasadi, ancak hasta tedaviye devam ettikce niiksler ortaya cikmadi. Bu
durumun SM direngli MTBC suslar1 nedeniyle oldugu anlasildi. Sonug¢ olarak, SM baslayan
monoterapi hizla ortadan kalkti ve tedaviye para-amino salisilik asit ilave edilerek ilk
kombinasyon terapisi baslatilmis oldu [168]. SM protein sentezinde translasyonun baslamasim
16SrRNA’ya ve S12 proteinine etki ederek engeller. Yapilan ¢alismalarda SM direngli MTBC
suslarinda iki tiir mutasyonun varhigi tespit edilmistir. Bu mutasyonlar16S rRNA’y1 kodlayan rrs
geninde olusan mutasyon ile Ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL geninde olusan nokta
mutasyonudur [169].

izoniazid: Nikotinamid’den sentezlenen INH ilk kez 1952 yilinda TB karsiti bir
antibiyotik olarak bildirilmistir. Etki mekanizmasi RNA ve DNA sentezini etkileme seklindedir.
Ozellikle metabolik olarak aktif basiller iizerinde etkilidir. Biitiin viicut sivilarina gecer.
Hepatotoksik etki gosterir ve ayrica periferik néropati yapar. izoniazide direng katG, inhA, ahpC,
kasA ve NDH gibi cesitli genlerdeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir. izoniazid direncinin iki ana

molekiiler mekanizmasi, katG ve inhA veya promotor bolgesindeki gen mutasyonlari ile iliskilidir.
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InHA'daki mutasyonlar sadece izoniazid'e degil ayn1 zamanda aym hedefi paylasan yapisal olarak
iliskili ila¢ olan Etiyonamidine de direnc saglar [170]. INH, pasif difiizyonla hiicreye girdikten
sonra mikobakteriyel katalaz peroksidaz KatG tarafindan aktivasyon gerektiren bir 6n ilactir.
KatG genindeki ila¢ direnci mutasyonlari, katalazin izoniazid 6n ilacin1 aktive etme kabiliyetinin
kaybi1 ile sonuclanir. KatG mutasyonlar yliksek seviyelerde INH direnci saglayabilirken, inhA
mutasyonu diisiik seviyelerde izoniazid direnci ve etiyonamide capraz diren¢ gosterebilir.
Izoniazid mutasyonlar1 en sik katG ve inhA genlerinde ortaya ¢iksa da, ndh, ahpC ve furA gibi
genleri kodlayan diger enzimlerde de goriiliir. Endemik iilkelerde daha yaygin TB'de, INH
direncinin%31 ila %97'sindeki KatG mutasyonlari (315 kodonunda) bulunmustur [167].

Ethambutol: 1966 yilinda ilk kez TB tedavisinde kullanilan, sentetik bir antibiyotik olan
EMB giiniimiizde birinci basamakta yer alir. Ethambutol, hiicre duvarinda AG biyosentezini
inhibe eder ve DNA sentezini yavaslatarak basilin ¢ogalmasini durduran bir bakteriyostatiktir
[171]. Yapilan calismalarda yaygin olarak goérilen E diren¢ mekanizmasinin embB gen
mutasyonlari ile embB306 konumundaki mutasyonlar ile iliskili oldugu gériilmiistiir. Ancak bazi
¢alismalarda embB306’sinda mutasyon tespit edilen suslarin ethambutola duyarl izolatlar
oldugu gorilmistiir [172].

Pirazinamid: TB tedavisinde 1950’lerin basinda kullanilmaya baslanmis olan PZA,
pirazin-2-karboksilik asidin amid tiirevidir. Aktif bileseni olan pirazinoik asidi serbestlestirmek
icin amid grubunun ayrilmasi gerekir. Birinci basamak tedavinin bir pargasidir ve kullanilmasiyla
birlikte TB tedavisi siliresini 6 aya indirmistir. TB kazeifikasyon bolgelerinde asidik ortam
icerisindeki uyur vaziyette olan basilleri baskilama 6zelligine sahiptir [173]. PZA, pncA geni
tarafindan kodlanan pirazinamidaz/nikotinamidaz enzimi tarafindan aktif formu olan pirazinoik
asite dontstiiriilen bir 6n-ilactir [174]. Yapilan bir ¢calismada ayrica pirazinoik asit ve onun n-
propil esterinin MTBC basilinde yag asidi sentezini baskilayabildigi gosterilmistir [175]. PZA
direncli suslarda PncA genindeki mutasyonlar olduk¢a yaygindir. Ancak bu mutasyonlar gen
boyunca dagilmis olmakla birlikte en ¢ok acik okuma c¢ercevesindeki 561-baz cifti bolgesinde

veya onun varsayilan destekcisi olan 82-baz cifti alaninda goriilmektedir [176].

2.9.1.2 ikinci Secenek ilaglar

{kinci siradaki ilaclar arasinda PAS, Sikloserin, Etiyonamid, Levofloksasin, Moksifloksasin,
Amikasin, Ofloksasin, Siprofloksasin, Kanamisin ve Kapreomisin bulunur. Hastanin tedavisi
sirasinda primer ilaglara gelisen bir diren¢ s6z konusu oldugunda sekonder ilaclar kullanilir.
ikinci secenek ilaglar primer grupta yer alan ilaglara gore daha az etkilidir ve ayrica daha toksik,

daha pahali ve daha az tolere edilebilen ilaglardir [164].
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Florokinolonlar: Florokinolonlar CID-TB tedavisinde ikinci secenek ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Hem Siprofloksasin hem de Oflosaksin ana bilesigi olan nalidiksik asit olan
sentetik tiirevli antibiyotiklerdir. Moksilosaksin ve Gatifilosaksin gibi yeni nesil kinolonlar klinik
tedavilerde kullanilmaktadir. Florokinolonlar, bakteriyel canhilik icin kritik 2 enzim olan
topoizomeraz II (DNA giraz) ve topoizomeraz IV’li baskilayacak sekilde ¢alisir. Bu proteinler
sirasiyla gyrA, ghyrB, parC ve 37are genleri tarafindan kodlanir. MTBC‘de sadece Tip 2
topoizomeraz (DNA giraz) mevcut olup bundan dolay: florokinolon aktivesinin tek hedefidir.
MTBC’de florokinolon direnci olusmasinin temel mekanizmasi, gyrA ve gyraB genlerinin kinolon
direnci belirleyici bolgelerindeki kromozomal mutasyonlardir. Her ne kadar Gatiflosaksin ve
Moksiflosaksin direngli olup Oflosaksine duyarli suslarin varligi rapor edilmis olsa da
florokinolonlar arasinda ¢apraz direncin meydana geldigi varsayilmaktadir [177].

Kanamisin, Kapreomisin, Amikasin, Viomisin: CID-TB tedavisinde kullanilan ikinci
basamakta yer alan bu ilaglar protein sentezini inhibe eder. Kanamisin ve Amikasin aminoglikosit
tirevi iken Kapremisin ve Viomisin ise siklik peptid sinifi antibiyotiklerdir. Kanamisin ve
Amikasin protein sentezini 16S RNA seviyesinde degistirerek inhibe eder. Kanamisine direngli
suslarda en yayin rastlanan mutasyon Rds geninin 1400 ve 1401. konumunda olup bu da
Kanamisin ve Amikasin’e yiiksek seviyede direng gostergesi olarak kabul edilmektedir. Yapilan
calismalarda aminoglikosit asetil transferaz kodlayan eis geninin destekleyici bolgelerinde
goriilen mutasyonlar ile diisiik seviyede Kanamisin direnci iliskilendirilmistir. Kapreomisin ve
Viomisin benzer yapilara sahip olup ribozoma baglanir ve tam ¢apraz direng gosterir. Ayrica tlyA
genindeki mutasyonlar Kapreomisin ve Viomisin direnci ile iliskilendirilmistir [177].

Etionamid: Etionamid (ETH), yapisal olarak izoniazide benzer bir izonikotinik asit
tirevidir ve TB tedavisinde ikinci basamak bir ilagtir. Ayn1 zamanda, monooksigenaz EthA geni
tarafindan kodlanan ve aktivasyon gerektiren bir 6n ilactir. Enoil-ACP rediiktaz enzimini inhibe
eden NAD ile bir eklenti olusturarak mikolik asit sentezini inhibe eder. EthA, transkripsiyonel
baskilayici EthR tarafindan diizenlenir. EthR inhibisyonu, EthA'nin asir1 iiretilmesine neden olur
ve ETH'nin MTBC'ya karsi aktivitesini arttirir. Etionamide direng, etaA / ethA, ethR'deki
mutasyonlar ve ayni zamanda hem Iszoniazid hem de Etionamid karsi direng¢ saglayan inhA
mutasyonlar ile olusur [178].

Para-Amino Salisilik Asit: Para-amino salisilik asit (PAS), TB hastaliginin tedavisinde
kullanilan ilk anti-TB ilaclarindan biri olmasina ragmen, CID-TB tedavisinde ikinci basamak ila¢
olarak kabul edilmektedir. Yapilan bir ¢calismada, PAS'a direngli klinik izolatlarda da mevcut olan
PAS'a direngle iligkili thyA genindeki mutasyonlar tanimlanmistir [179].

Sikloserin: Sikloserin, CID-TB tedavi rejimlerinde kullanilan ikinci secenek anti-
tiiberkiiloz ve bakteriyostatik ozellikte bir ilactir. D-alaninin bir analogudur; D-alaninin

aktivitesini bloke ederek: D-alanin ligaz peptidoglikanin sentezini inhibe eder [180]. Yapilan bir
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calismada bir D-alanin tasiyicisini bloke eden cycA'daki bir nokta mutasyonunun, M. bovis
BCG'deki sikloserin direncinden sorumlu oldugu da gosterilmistir. [181].

Tiasetazol: MTBC mikolik asit sentezini inhibe ederek etki eder. Ozellikle AIDS’li TB
hastalarinda toksiktir [182].

Makrolidler: TB tedavisinde makrolidlere karsi direng, 23S RNA'da metilazi kodlayan
emr37 geninin ifadesi olarak diisiiniiliir [183].

Klofazimine: Klofazimin, bir riminofenazin bilesigidir. Basillerin dis zarin1 hedef alir
[184].

Linezolit: Linezolit bir oksazolidinondur. Linezolidin etki sekli, 50S ribozomal alt
linitesine baglanan proteinlerin sentezindeki erken bir adimi inhibe etmesidir. Yapilan bir
calismada CID-TB suslarinin %1.9'unun linezolide direngli oldugu bulunmustur [185].

Bedaquiline: Daha 6nce TMC207 veya R207910 olarak bilinen Bedaquiline MTBC
suslarina karsi spesifik aktiviteye sahip olan diarilinolin sinifina ait yeni bir antibiyotiktir.
Bedaquilinin ABD Gida ve ila¢ idaresi (FDA) tarafindan 2012 yilinda onaylanmasi ve yaklasik
yarim ylizyllda TB tedavisi i¢in gelistirilen ilk ila¢ olmas1 agisindan umut verici gelismelerdir.
Bedaquilinin etki sekli, bir antimikobakteriyel ila¢ icin tamamen yeni bir etki hedefi olan M.
tuberculosis'in ATP sentezini inhibe etmektir [186].

Delamanid: Daha 6nce OPC-67683 olarak bilinen Delamanid, mikolik asidin sentezini
inhibe ederek etki gosterir, ancak izoniazitten farkli olarak, sadece metoksi ve keto-mikolik asidi
inhibe ederken, izoniazid de a-mikolik asidi inhibe eder. DSO’niin 2019 tiiberkiiloz raporunda,
2018 yilinin sonlarina gelindiginde 90 tulkenin Bedaquiline kullanmaya veya ithal etmeye

basladigl, 57 iilkenin ise Delamanid kullandigini bildirmistir [2].

2.9.2 Antimikobakteriyel ila¢ Direnci

Cok ilaca direncin kiiresel olarak ortaya c¢ikarak yayilmasi postanibiyotik donemi
baslatarak TB'yi diinyanin bircok yerinde tedavi edilemez hale getirdi. Son 100 yil boyunca,
TB’nin 100 milyondan fazla insanm o6ldiirdiigii diistiniilmektedir. Diinya ¢apinda biiytk bir halk
sagligl sorunudur, ¢iinkii diinya niifusunun yaklasik ticte biri bu patojenin dogal rezervuaridir
[187]. Glinlimiizden 70 yil 6nce, TB tedavisi icin ila¢ yoktu. 1950'lerde RIF ve 1960'larda
izoniazidin kesfedilen ilk antibiyotikler olmalarina ve mevcut antibiyotiklerin sayis1 énemli
Ol¢lide artmasina ragmen RIF ve INH halen TB tedavisinden birinci basamak grubundadir [2].
Ayrica, ilaca duyarlilik testleri bir¢ok tlkede, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde rutin olarak
yapilmamaktadir. Kotii tedaviye uyum (eksik ya da kotii takip edilen tedavi) ile etkili ve hizh
teshis araclarinin eksikligi, popiilasyonlarda ilaca direnc¢li TB'nin ortaya ¢ikmasinin ana

faktorleridir [188].
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Tek Ilaca Direngli Tiiberkiiloz: Tek bir anti-TB ilaca direncli M.tuberculosis'in neden
oldugu hastaliktir. En sik goriilen tek ilaca diren¢ durumu, INH veya SM'ye karsidir [189].

Birden Cok ilaca Direngli Tiiberkiiloz: INH ve RIF'in her ikisini ayn1 anda icermeyecek
sekilde, icinde en az iki birinci-basamak anti-TB ilacin bulundugu ila¢ kombinasyonlarina karsi
gelisen diren¢ durumudur [189].

Cok ilaca Direngli Tiiberkiiloz: CiD-TB, M.tuberculosis'in diger anti-TB ilaclara direngli
olsun veya olmasin en azindan giiniimiizde mevcut en giiclii birinci-basamak anti-TB ilaclardan
olan INH ve RIF'a karsi ayni anda direng olusturmasi durumudur [189].

Yaygin ilaca Direngli Tiiberkiiloz: YID-TB, M.tuberculosis susunun birinci-basamak
anti-TB ilaclardan en azindan INH ve RIF'a (CID-TB) ek olarak ikinci-basamak anti-TB
ilaglardan herhangi bir florokinolona (Ofloksasin, Siprofloksasin ve Levofloksasin gibi) ve
parenteral kullanilan anti-TB ila¢lardan (Kanamisin, Kapreomisin ve Amikasin gibi) en
azindan birine karsi gelisen direnci ifade etmektedir[189].

Tiim Ilaca Direngli Tiiberkiiloz: Duyarhlik testleri yapilabilen tiim birinci ve ikinci-
basamak anti-TB ila¢lara direngli TB olgularini tanimlamak i¢in kullanilan tanimdir [190].

DSO TB sonlandirma stratejisi kapsaminda ilaca duyarlilik testine (IDT) evrensel erisim
¢agrisinda bulunmaktadir. Buradaki 6nem, bakteriyolojik olarak MTBC oldugu dogrulanmis ve
klinik olarak uyumlu TB hastalarina IDT uygulanmasinin ardindan tedavi rejimi uygulanmasidir
[191]. TB'de tiim ilac¢ direnci formlarinin erken tespiti, bu direncli suslarin yayilmasini azaltmak
ve ihtiva etmek icin kilit bir faktérdiir. DSO’niin kiiresel raporuna gére 2018 yilinda, yeni
vakalarin %3.4'iinii ve 6nceden tedavi edilen vakalarin % 18’ini CID / RD-TB olusturmaktadir.
DSO 2019 raporuna goére 2018 yilinda kiiresel olarak 186.722 yeni CiD/ RD-TB vakasi tespit
edilmistir. Ayrica yaklasik olarak 214.000 vaka ayni yil 6liim ile sonuglanmistir. Kiiresel ilag
direnci gosteren vakalarin %50'sini Hindistan (%27), Cin (%14) ve Rusya (%9), olusturmaktadir.
Ayrica RIF direnci olmadan izoniazid'e direncli olan TB vakalar1 giin gegtik¢e artmaktadir, 2002-
2018 doneminde 156 iilkeden elde edilen verilere gore INH direncli RIF duyarli TB hastalarinin
oraninin arttig1 goriilmiistiir. Es zamanli RIF direnci olmayan global INH direnci ortalamalar1 yeni
TB vakalarinda %7.2 olarak bildirilmektedir [2]. Levofloksasin (florokinolon grubu) ve PZA, CID
/ RD-TB ve INH direngli, RIF duyarh TB (Hr-TB) icin tedavi rejimlerinin bilesenleri olarak dahil
edilir. Hem RIF hem de INH ac¢isindan duyarli olan hastalar arasinda, levofloksasin veya PZA
diren¢ prevalansi diisiiktiir. Biitiin bu bilgilerin yanisira bir istisna olarak Pakistan’da RIF ve INH
duyarh hastalarin %9'unda Levofloksasin direnci bildirilmistir. PZA veya Levofloksasine (veya
her ikisine) direng prevalansi, genellikle Hr-TB hastalarinda, RIF ve INH duyarl hastalardan daha
ylksektir. Levofloksasin ve PZA karsi kombine diren¢ Hr-TB hastalarinda nadir goériiliirken RD-
TB hastalarinda en ytiksek goriilmektedir. Hali hazirda mevcut olan sinirh sayida anti-TB ilaci ve

tedavi icin gerekli tedavi siiresi goz 6niine alindiginda, aktif ve uykuda bulunan bakterilere karsi
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hizli sterilize edici aktiviteye sahip yeni ilaclarin kesfedilmesi icin kiiresel bir ihtiya¢ vardir. Bu

ilaclar ideal olarak tedavi stiresini kisaltmali ve ilag yiikiinii azaltmalidir [192].

2.10 Epidemiyoloji

Yapilan ¢alismalar, tarimin baslamasi ve hayvan evcillesmesinin gelismesinden yaklasik
70.000 y1l 6nce TB’nin ortaya ¢cikmis olabilecegini gostermistir [193]. TB'nin varligi, 500.000
yillik bir Homo erectus fosilinde tipik kemik lezyonlarinin varliginda tespit edilmistir ve modern
insana gecisinin buradan gergeklestigi diisiiniilmektedir [194]. Yapilan ¢alismalar, MTBC'nin
hayvan kokenli degil, insan kékenli oldugunu 6ne siirmektedir [195]. Brosch ve ark. yaptiklari
calismada M. tuberculosis ve M. bovis gibi ortak bir atay1 paylasabilecegini ve Neolitik donem
boyunca hayvan / bitki evcillestirme sirasinda insanlardan hayvanlara gecis yapmis olmus
olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte, Kolomb 6ncesi donemin Peru’lu iskeletlerinden
izole edilen Mycobacterium genomlarinin analizi, deniz memelilerinin TB'nin okyanusun 6tesine
gecmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Yapilan arastirmalar, MTBC'nin Amerika
kitasina yiizgecayaklilar yoluyla girme hipotezini destekliyor ve bu siireci bir insan konagina
atlayisin ardindan boélgeye yayilimin izledigini olabilecegini gostermektedir [196]. Afrika, insana
adapte olmus MTBC soyunun tiimuni ve dolayisiyla diinyadaki en biiyiik genetik cesitliligi sunan
tek bolgedir. Bu durum modern insanin durumuyla iliskilendirildiginde, Afrika'dan gelen Homo
sapiens, modern insanlarin atasi olarak kabul edilir ve en biiylik genetik cesitliligi barindirir.
Yayilmayla birlikte insanlara adapte olan MTBC, baz1 insan popiilasyonlariyla daha spesifik
olarak iliskili olan soylara sahip filo-cografi bir popiilasyon yapisini gésterir [197,198].

Epidemiyolojik veriler, MTBC'nin farkl filogenetik soylarinin, farkli insan topluluklarina
adapte olabilecegini diisiindiirse de, genel olarak filogenetik olarak 'modern' MTBC soylari,
cografi yayihmi agisindan 'eski' soylara gore daha basarihdir. Insan genetik cesitliligi ile MTBC
varyasyonu arasindaki etkilesimi ortaya koyan farkli MTBC soylari ile iliskilendirilmistir [199].
Yapilan calismalarin verileri dogrultusunda MTBC'nmin uzun zamandir insanlarla birlikte
evrimlestigi ve dolayisiyla birbirlerinin evrimini karsilikl olarak etkiledigi aciktir. Comas ve ark.
[63] yaptigl ¢alismada insan ve MTBC soylarinin mitokondriyal DNA’lar1 arasinda yapilan
calismada farkli soylarin farkli insan topluluklarina 6zel olarak adapte olabilecegini
gostermektedir. Spesifik insan genetik varyantlari farkli MTBC soylari ile iligkilendirilerek, insan
ve MTBC arasindaki siki etkilesimleri acik¢a ortaya koymaktadir. Bu 6zellik, insanlar arasi bulasin
nadir ve sporadik oldugu uzun siire boyunca MTBC'nin hayatta kalmasina izin verebilecek bir
konake1 patojen ko-adaptasyonunun sonucu olabilir. Bu 6zelligin sonucu, insan popiilasyonunun
licte birinin enfekte olmasina karsin TB’nin asemptomatik kalabilmesi ve bu durumda iken bu

insanlarin bakteriler icin miikemmel bir rezervuar olmasidir. Bu sebeple, biitiin ekosistemlerde
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TB, en kirsal kesimden en kalabalik bolgelere dogru yayilabilir. Bu dualite MTBC'nin insanin

demografik tarihine adaptasyonunun kaniti olarak gosterilebilir [99].

2.10 1.Diinyada Tiiberkiiloz

Kiiresel bir salgin oldugu halde diisiik sosyoekonominin oldugu tilkeler TB’den daha fazla
etiklenmekte ve vakalar genellikle 6liimle sonuglanmaktadir. Diinyanin her yerinde TB insidansi
farkh  boyutlardadir. DSO bu tiiberkiilloz vakalarinin yaridan fazlasinin  (%56)
Kuzey-Dogu Asya ve Bati Pasifik’te, dortte birinin Afrika’da oldugunu bildirmistir. Niifusa
oranla en yiiksek vaka ve Olim oranlarn Afrika bolgesinde saptanmistir. Hindistan ve Cin
sirasiyla toplam vakalarin %24 ve %11'inden sorumludur. Giinlimiizde dliimlerin en dnemli
sebeplerinden olan tiiberkiiloz 2019 DSO verilerine gére gegen y1l 10 (9.0—11.1) milyon yeni TB
vakasi goriilmiis ve 1.5 (1.4-1.6) milyon insan tiiberkiiloz sebebiyle hayatini kaybetmistir Yapilan
calismalarin verileri 15181nda, diger bir¢ok bulasici hastalikta oldugu gibi, MTBC'nin insanla uzun
stren etkilesimi ile, insan tiiberkiilozunun biyolojisi ve epidemiyolojisi sekillenmistir. Diinyada
tliberkiiloz hastalarinin %80’inin bulundugu 48 iilke, ‘Yiiksek Olgu Yiikii" olan iilkeler olarak
adlandirilmaktadir [2].

TB’nin hava yoluyla tasinmasi, yiiksek niifus yogunlugu olan bolgelerde bulasici olan bir
hastaligin karakteristigidir. Buna paralel olarak ise, birka¢ on y1l boyunca insanlarda gizli kalma
kapasitesi ise popiilasyon yogunlugu diisiik bolgelerde bulasan bir hastalik oldugunu
gostermektedir [200]. 1980’lerin sonu ve 1990’larin basi boyunca sanayilesmis tilkelerde
bildirilen tiiberkiiloz olgularinin sayisinda artis goériilmiistiir. Bu artis biiylik oranda tiiberkiiloz
prevalansinin yiiksek oldugu iilkelerden alinan gog; HIV enfeksiyonu, sehirlerde artan sefalet,
evsizlik, ila¢ kullanimi gibi sosyal sorunlar ve tiiberkiiloz hizmetlerinin kaldirilmasi ile iligkiliydi.
Amerika Birlesik Devletleri'nde etkili kontrol programlarinin ytriirliige sokulmasiyla birlikte
1993’de diisiis baslad1. 1993’te DSO, ‘Tiiberkiilozu Durdurmak I¢in Kiiresel Plan’ (Global Plan to
Stop Tuberculosis) adli projesi cercevesinde ‘Dogrudan Gozetim Altinda Tedavi Stratejisi'ni
(Directly Observed Therapy Strategy (DOTS)) uygulamaya gecirmis, yayilan tiiberkiilozu kontrol
altina almay1 hedeflemistir. TB'nin tekrar diinyanin giindemine girmesinde etkili olan en 6nemli
faktor ¢ok ilaca direncli suslarin oranindaki artistir [201]. DSO raporunda 2018 yilinda diinya
capinda CID-TB olgularinin sayisi yaklasik olarak 187 bin ve bunlar arasindan %6,2’sinin yaygin
ilaca direncli TB oldugu bildirilmistir (Sekil2.7) [2]. Saptanan CID-TB olgularinin yaridan fazlasi
Cin, Hindistan ve Rusya'dadir. Diinyanin bazi bolgelerinde yiiksek direng¢ oranlari ve uygunsuz
tedavi halen 6nemli endise kaynagidir [2].

Ginimiizde 119 diisiik ve orta gelirli tilkede (kiiresel 6lcekte rapor edilen TB vakalarinin

%97'sini olusturuyor) 2018 yilinda finansal fonlama 6,9 milyar ABD dolarina ulagmistir. Onceki
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yillarda oldugu gibi, 2018'de mevcut olan finansmanin ¢ogu (%86) yerli kaynaklardan
gelmektedir. TB oOnleme, teshis ve tedavi hizmetlerinin saglanmasina yo6nelik finansman
2006'dan bu yana iki kattan fazla artmistir. Kiiresel cabalar, etkili tani ve tedavi ile 2000 yilindan
glinimiize kadar tahmini olarak 54 milyon hayat kurtarilmistir. 2000 yilinda hastaliktan 6len
kisilerin orani %23 iken, 2017 yilinda bu oran %16’ya dismiistir. Gegen yil daha az insan
hastaliga yakalanmis ve gectigimiz y1l tiiberkiilozdan (TB) daha az kisi 6lmiistiir. Ancak bunlar
2030'da TB'yi bitirmek icin yeterli diizeyde degildir. 21. ylizyllda milyonlarca insanin bu
Onlenebilir ve iyilestirilebilir hastaliktan hayatlarim1 kaybetmesi hala kabul edilemez bir

durumdur [2].

2.10 2.Tiirkiye’de Tiiberkiiloz

Tirkiye, TB insidansinin orta diizeyde oldugu iilkeler arasinda yer almaktadir [202,203].
Saglik Bakanlig1 Verem Savas Daire Baskanligi'nca, Tiirkiye’de Verem Savas1 2018 Raporu’na goére
TB tahmini insidans hizi yliz binde 18 ve tahmini mortalite hiz1 yliz binde 0,62 olarak verilmistir.
Turkiye’'nin, 2015 yili yeni ve niiks olgularda tedavi basaris1t %87 ve dnceden tedavi gormiis
olgularda tedavi basaris1 %46’dir. CID-TB agisindan yiiksek hastalik yiikiine sahip 48 iilke
arasinda degildir. Kiiresel Tiiberkiiloz 2017 Raporu CID-TB haritalarinda Tiirkiye’de yeni
tiiberkiiloz olgularinda RD/CID-TB oram %0-2,9 aralifinda, 6nceden tedavi gérmiis tiiberkiiloz
olgularinda RD/CID-TB orani ise %12-29 araliginda verilmektedir. 2016 yilinda kayitlara giren
12.417 TB olgusundan 8.704’tine (%70,1) HIV testi yapilmistir. Yeni ve niiks olgularda test
yapilan hasta sayisi 8.549’dur. Kayitlara giren 12.417 TB olgusundan 60’mnin (%0,48) HIV (+)
oldugu tespit edilmistir. DSO’niin son raporunda Tiirkiye'de 2018 yihinda 13 (11-15) bin
tiiberkiiloz hastasinin kayitli oldugu ve bunun yaklasik %3.5’inin yeni vaka oldugu bildirilmistir

[204].

4

Sekil 2.7. DSO 2018 global bildirilmis CID-TB vakalar1 (her 100 000 popiilasyonda). [2]

42



Burcu Giirer Giray, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.MTBC Suslari

Tlrkiye Halk Saghg Genel Midiirliigii Ankara Ulusal Tiberkiilloz Referans
Laboratuvari’na Ocak 2018-Mayis 2019 tarihleri arasinda 26 farkl ilden goénderilen, akciger
tiiberkiilozlu ve akciger tiiberkiiloz 6n tanil hastalara ait balgam érneklerden izole edilen 96 CiD
MTBC izolati ¢ahsmaya dahil edildi. izolatlar 15 lokus MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme

yontemlerinin kombinasyonu ile tiplendirildi.

3.2.ila¢ Duyarhlik Testleri

3.2.1. MGIT 960 sistemleri ile antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi

MGIT 960 sistemleri i¢cin antibiyotik setinin hazirlanmasi: Liyofilize halde bulunan
MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) SIRE (SM, INH, RIF, EMB) antibiyotik kiti icinde
tiretici firma (BD BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacteria Culture System, Becton Dickinson,
Cockeysville, Md.) onerileri dogrultusunda 4 mL steril distile su ile sulandirilarak stok
solliisyonlar hazirlandi. Her test icin 5 adet MGIT tiipt tzerleri etiketlenerek kullanildi. Her tiipe
aseptik sartlarda 0,8 ml BACTEC MGIT 960 SIRE Supplement (Oleic acid, dextros, catalase, bovine
albumin, polyoxethylene stearate) eklendi. Dort SIRE tiipiliniin her birine aseptik kosullar altinda,
firma oOnerileri dogrultusunda sulandirilmis liyofilize ila¢c soliisyonlarindan 100uL eklendi.

Kontrol tiipiine antibiyotik eklemesi yapilmadi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. BD BACTEC™ MGIT™ 960 MGIT tiiplerine eklenen ilag konsantrasyonlari

ilag Liyofilize Sulandirim MGIT Son
Antibiyotik Sonrasinda  Tiiplerine Eklenmesi Konsantrasyon
iceren Konsantrasy Gereken Voliim
Flakon on

MGIT SM 332 pg 83 ug 100 pg 1.0 pg/ml

MGIT INH 33.2ug 8.3 ug 100 pg 0.1 pg/ml

MGIT RIF 332 ug 83 ug 100 pg 1.0 pg/ml

MGIT EMB 1660 pg 415 pg 100 pg 5.0 yg/ml
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inokiillum hazirlanmasi: Cahismada inokiilum hazirlarken iireme gerceklesen pozitif
MGIT tiipleri kullanildi. Firma Onerilerine gére bir MGIT tiipii, MGIT 960 cihazinda pozitif
olduktan sonraki giin (1.glin) dahil 3. giine kadar kullanilabilir. Bu bilgi dogrultusunda tiiplerin
pozitif oldugu giin 1-2 giinlii gegmemisse tlipler dogrudan iyice karistirilip, inokiilasyon igin
kullanildi. Eger tiipler 3- 5 giindiir pozitif ise serum fizyolojikle 1/5 diliie edildi ve bu siispansiyon
inokiilum olarak kullanildi.

inokiilasyon: Uzerleri etiketlenmis doért ilagh MGIT tiipiiniin her birine (S, I, R, E)
inokiilum stispansiyonundan 0.5 mL eklendi. 1/100’liik kontrol siispansiyonu hazirlamak i¢in 9.9
mL steril SF icine 0.1 mL mikroorganizma siispansiyonu eklenip iyice karistirildi. 1/100°liik
kontrol stispansiyonundan kontrol olarak etiketlenmis MGIT tiipiine 0.5 mL eklendi. MGIT 960
cihazina kayitlar1 yapildi ve yerlestirildi.

Sonuc¢larin yorumlanmasi: Her ilach tiip ve kontrol tiipleri MGIT 960 cihazin iireme
indeksi (GI) ile takip edildi. Testleri sonuclanan drnekler direncli ya da duyarl olarak MGIT 960
cihazinda izlenerek yorumlandi. Kontrol tiipiinde 4 giinden 6nce 400 GI treme godzlenmesi
kontaminasyon ya da inokiillum fazlaligi seklinde yorumlandi ve antibiyogram tekrar edildi. On
li¢ glinden sonra iireme gozlenmeyen (400 GI) kontrol tiipleri ise bakteri yogunlugu yetersiz

olarak degerlendirildi ve antibiyogram yeniden yapildi.

3.3.Molekiiler Test Asamalari

3.3.1. DNA ekstraksiyonu

Spoligotiplendirme MIRU-VNTR yontemlerinde kullanilmak t{izere secilen 96 MTBC
izolatinin DNA’sinin elde edilmesi icin MGIT sivi ve Lowenstein-Jensen (L]) kati1 besiyerinden
alinan kolonilerin Mickle cihazi kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Esktraksiyon sonrasi
spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA oOl¢iimii yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA
bulundugu kontrol edildi. Her bir izolattan elde edilen DNA ekstraktina spoligotiplendirme ve

MIRU-VNTR metodlar1 uygulandi. Ekstraksiyon protokolii asagida belirtildigi sekildedir.

3.3.1.1.S1v1 besiyerinden DNA ekstraksiyonu

1. Ureme tespit edilen MGIT sivi besiyerinden 0.5ml mikrosantrifiij tiipiine
alindu.

2. 80°C’de 30 dakika inkiibe edilerek bakteriler inaktive edildi.

3. 15000xG'de 15 dakika gevrildi, tist siv1 atild1.

4. 0.5ml 1xTE bulffer ilave edildi.

5. 15000xG'de 15 dakika gevrildi, tist siv1 atild1.

44



Burcu Giirer Giray, Doktora Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

6. 0.25ml 1xTE buffer ilave edildi.

7. Tiipe 50-100ul cam boncuk (SIGMA acid washed glass beads) ilave edildi.

8. 2 dakika Mickle (Mickle tissue disintegrator) cihazinda hiicre par¢alama islemine
tabi tutuldu.

9. 15000xG'de 10 dakika cevrilerek, iist s1v1 yeni bir mikrosantrifij tiipiine alindi.

10. -20°C’de calismalar gercgeklestirilinceye kadar saklandi.

3.3.1.2.Koloniden DNA ekstraksiyonu
1. Bir 6ze dolusu koloni 0.5ml 1xTE buffer icinde slispanse edildi.

2. Yukarida yazilan prosediiriin 2. basamagindan devam edildi.

3.3.2. Spoligotiplendirme

Secilen 96 MTBC izolatina ekstraksiyon sonrasinda MAGPIX Milliplex Map cihazinda
spoligotiplendirme metodu uygulandi. Bu molekiiler metodun PZR asamasinda 36 bp
uzunlugunda DR bélgelerinin amplifikasyonu Beamadex Tiiberkiiloz Spoligotiplendirme Kiti ile

gerceklestirildi.

3.3.2.1. PZR prosediirii

Spoligotiplendirme kiti icerisinden edinilen sarflar;

v Dra/Drl primerleri

v dNTP

v H37RV kontrol DNA

v M.bovis kontrol DNA

PZR protokolii gerceklestirilmeden 6nce PZR icin kullanilacak tim malzemeler 6nce 20-
30 saniye (en az 20 saniye olacak sekilde) vortekslendi. Tim soliisyonlar PZR miksine
eklenmeden Once sirayla 5’er saniye vortekslendi.

PZR miks icerigi ve miktarlar1 Tablo 3.2’deki gibidir. PZR miksi hazirlandiktan sonra
mutlaka 30 saniye vortekslendikten sonra konikal tabanli plate’e (0,2ul'lik RealTime PZR Plate)
23pl dagitildi. Ardindan her DNA 6rnegi 30 saniye vortekslenerek plate’e eklendi.

Thermal Cycler (Eppendorf Nexus) Protokoli;

95°C 3 dakika

95°C 1 dakika

59°C 30 saniye 20 siklus

72°C 15 saniye

72°C 10 dakika
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3.3.2.2. Spoligotiplendirme metodunda kullanilacak ¢ézeltilerin hazirlanmasi

5M TMAC

Toplamda 45ml 5M TMAC (Sigma) (Toz haldeki toplam hacmi 26 gr (MW: 109,6))
hazirlandi.

24,66 gr toz TMAC, 45 ml dH0 ile ¢6zlilerek 50 mI'lik falkol tiiplere 0,22 pm veya 0,45 um
filtreden gegcirilerek porsyonlandi. Soliisyon oda sicakliginda (1 yil maks.) saklandu.

1,5X TMAC

Tablo 3.3’te belirtildigi sekilde hazirlandi. Soliisyonlar hazirlanirken Sarkosyl presipite
olmamasi icin en son eklendi. Hazirlandiktan sonra 0,22 um veya 0,45 pm filtreden gecirildi.

1X TMAC

Tablo 3.4’te belirtildigi sekilde hazirlandi. Soliisyonlar hazirlanirken Sarkosyl presipite
olmamasi icin en son eklendi. Hazirlandiktan sonra 0,22 um veya 0,45 pm filtreden gegirildi.

TE

Tablo 3.5’te belirtildigi sekilde hazirlandi. Hazirlandiktan sonra 0,22 pm veya 0,45 pm
filtreden gegirildi. 2 tlipe porsiyonlandi.

Tablo 3.2. Spoligotiplendirme PZR protokolii

Reaksiyon bilesenleri Miktar
5X Buffer (Promega) 5ul
dNTP 2,5ul
MgCl2 (25 mM) 1,5ul
Dra/Drl 2,5 ul
H>0 11,25 pl
Taq enzim(5u/ul) 0,2 ul
DNA (10-20ng/ul) 2ul
Toplam hacim 25pl

Tablo 3.3. 1,5X TMAC hazirlanmasi i¢in gerekli olan soliisyonlar

Reaksiyon bilesenleri  Miktar

5M TMAC 22,5ml
%?20’lik Sarkosyl 188 pl
Tris-HCI (1M, ph:8) 1875 ul
EDTA (0,5M, pH:8) 300 pl
H-0 137 wl
Toplam Hacim 25 ml
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Tablo 3.4. 1X TMAC hazirlanmasi i¢in gerekli olan soliisyonlar

Reaksiyon bilesenleri Miktar

%20’lik Sarkosyl 125 ul
Tris-HCI (1M, ph:8) 1250 ul
EDTA (0,5M, pH:8) 200 pl
H-0 8425 pl
Toplam Hacim 25 ml

Tablo 3.5. TE hazirlanmasi i¢in gerekli olan soliisyonlar

Reaksiyon Miktar
bilesenleri

Tris-HCI (1M, ph:8) 500 ul
EDTA (0,5M, pH:8) 100 pl
H,0 49,400 ml
Toplam Hacim 50 ml

3.3.2.3. Hibridizasyon
Oncelikle kitin icerisinden ¢ikan TB-SPOL-MagPlex beadleri ultrasonik su banyosunda 30
saniye tutularak ardindan 30 saniye vortekslendi. Bu islem 2 kere tekrar edildi. Tablo 3.6’da
belirtilen karisim hazirlandi ve 30 saniye vortekslendi. 2 ml eppendorf tiipline aktarildi.
Hazirlanan karisim 96 konikal tabanli plate’e kuyucuk basina 33 ul dagitilda.
Tablo 3.6. Hibridizasyon karisimi

Reaksiyon bilesenleri  Miktar
TB-SPOL-Mag Plexbead 0,86 pl
TMAC 1,5X 32,14 pl

Ardindan her kuyu icerisine Tablo 3.7’de belirtilen karisim en az 6 kere pipetaj yapilarak
aktarildi. Plate istii seal ile kapatildi. Thermal Cyclerda hibridizasyonun gerceklesmesi icin
98°C’de 10 dk. ve ardindan 52°C’de 20 dk. bekletildi. Hibridizasyonun ardindan plate 5000
RPM’de 10 dk. santrifiij edildi.

Plate santrifiij edildikten sonra manyetik plaka iizerine alindi. Manyetik plaka tizerinde
her kuyucukigerisinden 40 pl sivi dikkatlice cekilerek atildi. Bu islem sirasinda pipet tiipiin dibine
kadar degdirilerek ve yavas bir sekilde hareket edildi. Plate manyetik plaka lizerinden alindi.
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Tablo 3.7. Hibridizasyon karisimina PZR iiriiniiniin eklenmesi

Reaksiyon bilesenleri = Miktar

PZR trinti 2ul
TE 15 ul

Bu islemin ardindan 2ml ependorf tiipe TMAC 1X 500 ul ve SAPE 2,5 ul koyularak 30
saniye vortekslendi. Meydana gelen karisimdan her bir kuyucuga 25 pl eklenerek plate cihaza
yliklenmeye hazir hale getirildi. Firma oOnerileri dogrultusunda Luminex X Potent isimli

programda islem gerceklestirildi.

3.3.2.4. Cihaz verilerinin yorumlanmasi

Spoligotiplendirme metodu sonuglarin yorumlanmasi asamasinda, cihazin verdigi
blotlanma verileri analiz anahtar1 uygulanarak SITVIT veri tabani programina yiiklenebilir hale
getirildi. Sonuglar Tablo 3.8’de belirtilen Oktal kodlama anahtar:1 kullanilarak 0-7 arasinda 15
rakamdan olusan “Oktal kod” formatina c¢evrildi. Elde edilen veriler SITVIT
veri tabani kullanilarak kiimeler ve kladlar belirlendi.

S6z konusu veri tabanina “http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/”

adresinden ulasilabilmektedir.

Tablo 3.8. Spoligotyping sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan Oktal kod anahtari

oo=0 m] | ER]

HEO=6 o=0
ool=1 HWoo=4

HENE=7 H=1
olo=2 | [m] EB)

3.3.3.MIRU-VNTR

Bu calismada 15 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi. Hedeflenen MIRU lokuslar igin
literatiirde belirtilen primerler sentezletildi (Tablo 3.9.) [205].

3.3.3.1. MIRU-VNTR PZR

Her bir susa 6zgii 15 MIRU lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesi icin 15 PZR reaksiyonu
gerceklestirildi. PZR icin reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandu.
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dH:0 6,18 ul
DMSO (SIGMA) 1ul
2X PZR Master mix(Thermo Science) 12,5 ul
Forward Primer 0,16 ul
Reverse Primer 0,16 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 25ul

Hazirlanan reaksiyon karisimi thermal cycler’da asagida belirtilen 1s1, dongi, siire ve

sayisinda amplifiye edildi.

Thermal Cycler Protokolii
94°C 5dak.

95°C 30 sn.

62°C 60 sn. 0 siklus
72°C90 sn.

72°C 10 dak.

+4°C oo

3.3.3.2.MIRU-VNTR PZR Uriiniiniin Agaroz Jele Yiiklenmesi, Elektroforezi ve
Yorumlanmasi

Amplikonlar 150 Voltta, 180 dakika siire ile etidyum bromiirlii %1 lik agaroz (SIGMA)
jel elektroforezine tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel goriintileme sistemi
(VILBER Lourmant) ile goriintiilendi. Bant biiytkliigiiniin tespitinde 50-1000 bp’lik marker
(Fermantas) kullanildi. Bant buyiikliiklerine dayanarak 15 lokus MIRU-VNTR tipleme sonucunda
her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar sayilar1 MIRU-VNTR veri tabam kullanilarak
degerlendirildi (https://www.miru-vntrplus.org/MIRU) .
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Tablo 3.9.15 lokus MIRU-VNTR metodu i¢in kullanilan primerler [209].

Alias PCR primer (5’to 3’)
Mtub04 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM)
ETRC CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
MIRU04 GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
ETRD GCGCAGCAGAAACGCCAGC
MIRU40 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
MIRU10 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)
MIRU16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC)
Mtub21 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
QUB-11b CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
ETRA AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
Mtub30 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
MIRU26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC)
MIRU31 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
ETRE GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)
Mtub39 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC)
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
QUB26 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
QUB4156 TGACCACGGATTGCTCTAGT

GCCGGCGTCCATGTT (NED
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Bulgular

4.1.1 Hastalarin Genel Ozellikleri

Calismamizin amaci, spoligotipleme ve MIRU_VNTR yontemlerinin MTBC identifikasyonu
ve siirveyansindaki 6nemi ile, Ankara Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’na, Tiiberkiiloz
Laboratuvar Siirveyans Agi'na iiye olan merkezlerden ve cesitli yatakli hastanelerden Haziran
2018-Mayis 2019 tarihleri arasinda akciger tiiberkiiloz 6n tanili veya siipheli temas 6ykiisii olan
hastalardan alinan balgam érneklerinden izole edilen 96 CID-TB susunun klonal iliskisini
belirlemektir. Calismaya dahil edilen 96 izolatin izole edildigi hasta grubunun 53 (%55.21)’si
erkek, 43 (%44.79)u kadin ve yas ortalamalar1 46,75'tir. Planlanan ¢alisma kapsamda her
hastadan art arda 3 giin alinan balgam o6rneklerinden MTBC izole edilen bir 6rnek dikkate
alinmistir ve hastalarin tedavi kapsaminda kontrol amagl farkl tarihlerde génderilen 6érnekleri
tekrari engellemek amaciyla degerlendirmeye alinmamistir. izole edilen MTBC suslar ¢ok ilaca
direngli olarak bulunmustur. Bu baglamda en yiiksek oranda CID MTBC izolatinin, ikametgah
adresleri farkli olsa da Istanbul ilinden balgam 6rnekleri génderilen hastalara ait oldugu

gorulmistir.

4.1.2.Molekiiler Tiplendirme Sonuclari

Calismaya dahil edilen toplam 96 izolatin spoligotiplendirme metodu ile
genotiplendirilmesi sonucunda, 93 izolatin (%96.88) 14 major spoligofamilya (klad) kiimesi
icerisinde yer aldigm ve 1 susun (%1.04) SITVIT2  (http://www.pasteur
guadeloupe.fr:8081/SITVIT2) veri tabanindaki atipik sus olarak degerlendirildigi goriilmiistiir. 2
izolatin (SIT 1736 ve SIT 1196) (%2.08) ise herhangi bir klad igerisine dahil edilmedigi
bulunmustur. Spoligotiplendirmedeki 93 izolat i¢cinde en biiyiik major spoligofamilya kiimesinin
38 (%40.86) izolat ile T1 kiimesi oldugu, bunu 16 (%17.20) izolat ile Beijing ailesi, 9 (%9.67)
izolat ile LAM 9 ve 8 (%8.60) izolat ile LAM7 TUR ailesinin izledigi goriilmiis olup 22 adet izolat
(%23.66) ise Tablo- 4.1’de detaylar verilen diger alt kladlar altinda kiimelenmistir. Bu ¢calismada
tanimlanan 16 Beijing susunun 8’inin ikametgah adresleri Tiirkiye olsa da Azeri kokenli hastalar
olduklari, 5’inin Istanbul ikametgahli oldugu, geri kalanlarin ise Sivas, Batman ve Isparta
ikametgdhlarinda yasadiklari Tiiberkiiloz Laboratuvar Stirveyans Ag1 (TULSA) sistemi lizerinden

Ogrenilmistir.
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Degerlendirmeye aldigimiz 93 izolat icerisinde T1 kladinin 38 izolat ve %40.86 orani ile
en sik karsilasilan major spoligo ailesini olusturdugu gorilmiistiir. SITVIT2 veri tabanininda T1
ailesinin 17, 7, 3 sus iceren ve digerleri 1’er sus iceren 14 farkli Spoligo Uluslararasi Tip (SIT)
gosterdigi bulunmustur. Beijing ailesi ise 16 izolat ve %17.20 orani ile SITVIT2 veri tabaninda 10,
4 ve 1’er sustan olusan 4 farkl SIT paterni gosterdigi bulunmustur. 9 izolat ve %9.67 orani ile
LAM 9 ailesi 4 ve 1’er sustan olusan 6 farkl SIT paterni gdsterdigi bulunmustur. 8 izolat ve %8.60
oraniile LAM7 TUR ise 6 ve 1’er sustan olusan 3 farkli SIT paterni olusturdugu gériilmiistiir. Diger
izolatlarin major spoligo aileleri ve SIT numaralarina goére dagilimi Tablo 4.1'de verilmistir. 1
izolat SIT 1736 ve bir diger izolat SIT 1196 altinda kiimelenmistir ve SITVIT2 veri tabaninda
hi¢bir kladin icerisine yerlestirilememistir. SITVIT2 veri tabanina gore SIT 1736 susu daha
onceleri Bulgaristan, [talya ve Amerika’da irdelenmis, iilkemiz adina daha dnce sistemde verisi
bulunamamustir. SIT 1196’da yine ayni sekilde iilkemizden herhangi bir verisi SITVIT2 veri
tabaninda bulunamamistir. Daha o6nceki veriler Hindistan, Suudi Arabistan ve Amerika
kaynaklidir.

Calismaya dahil edilen izolatlarin spoligotiplendirme ve 15 lokus MIRU-VNTR
yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda izolatlarin spoligotip gruplar1 igerisinde
¢ok sayida subgrup olusturduklar1 goriilmektedir. 15 lokus MIRU-VNTR ile yaptigimiz klonal
tiplemede MIRU-VNTR Plus (https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/searchdb.faces) veri
tabanlarinda bulunan suslarla karsilastirma sonrasinda suslarin ayni lokus profiline sahip
olmadigy, yani ayni klona ait olmadiklar1 ¢alismada tespit edilmistir. Kiiciik farkliliklarla benzer
olanlarin ise ayni sehirde dahi yasamadiklari gériilmiistiir. En fazla sus sayisina sahip T1 kladi115
lokus MIRU-VNTR kombinasyonuyla iiye sayilar1 1-4 arasinda degisen bes alt kiimeye ayrilmis,
22 izolat ise dzgiin karakter gostermistir (Tablo 4.2). Ikinci biiyiik kiime olan Beijing kladina ait
16 izolatin besi MIRU-VNTR kombinasyonunda 6zgiin profil sergilerken, kalan 11 sus iiye sayilari
3-9 arasinda degisen li¢ kiimede toplanmistir. Bu izolatlarin Tiirkiye vatandasi olmayan
(Azerbaycan ve Gircistan vatandaslari) fakat tilkemizde saglik kurulusuna basvuran hastalar
oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3). Ulkemize 6zgii olan LAM 7 TUR kladi ortak MIRU-VNTR
kalibina sahip degildir (Tablo 4.4).

Calismaya dahil edilen izolat 6rneklerinin hasta takibi yapilabildigi durumuyla, farkh
kladlar ile birlikte ortak MIRU-VNTR kalibina sahip olmamalari reenfeksiyona sahip hasta veya
hastalarin bulunmadigini ve calistigfimiz 6rnekler icerisinde bir klondan yayilimin s6z konusu

olmadigini gosteren degerli bir bulgudur.
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Tablo 4.1: CiD-TB izolatlarinin Kiimelendikleri Spoligo Soy, Klad ve Sit Kiimeleri

MTBC Spoligo Soy, Klad ve

Izolat Sayis1

Toplamda Goriilme Oram (%)

SIT Kiimeleri
Kadin Erkek
Soy1
EAI S SIT 2740 1 1 2.15
Soy 2
Beijing SIT 269 2 2
SIT 1 4 6 17.20
SIT 255 1
SIT 2101 1
Soy 3
Cas1 Delhi SIT 22 1 1.08
Soy 4
T1 SIT 1105 1 40.86
SIT 1318 1
SIT 1580 2 5
SIT 1761 1
SIT 1793 1
SIT 53 5 12
SIT 535 2 1
SIT 798 1
SIT 86 1
SIT 373 1
SIT 266 1
SIT 2513 1
SIT 2032 1
SIT 2541 1
T2 SIT 1622 1 1.08
T5Rus 1 SIT 254 3 3 6.45
LAM 2 SIT 1588 1 1.08
LAM 3 SIT 1280 1 1.08
LAM7 TUR SIT 186 1 8.60
SIT 41 1 5
SIT 367 1
LAM9 SIT 161 1 9.67
SIT 162 1
SIT 1800 1 3
SIT 2201 1
SIT 2648 1
SIT 42 1
H1 SIT 1165 1 2.15
SIT 47 1
H3 SIT 2211 1 5.37
SIT 335 1
SIT 35 1
SIT 36 1
SIT 511 1
X2 SIT 282 1 1.08
Manu an SIT 523 1 1 2.15
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Tablo 4.2. Spoligotip T1 kladina ait izolatlarin SIT kiimelerine goére15 lokus MIRU-VNTR profili

Dahil SIT Sus MIRU-VNTR Oktal Kod
Oldugu Kiimesi Sayisi
Klad
T1 SIT 1105 1 232534333322235 777773777760771
T1 SIT 1318 1 221314344522234 577767777760771
T1 SIT 1580 4 231535242522233 777777747760771

3 232534334422233
T1 SIT 1761 1 231433242522221 677767777760771
T1 SIT 1793 1 232532334422231 777777777760000
T1 SIT 53 2 231534242922225 777777777760771

1 243527242623312

1 231421254824312

3 233531344422225

1 283643332732647

1 343433444934123

1 241531245324313

1 233531344422225

1 231534242522225

1 241132342731343

1 233531344422225

1 231534242522225
T1 SIT 535 2 231534232522235 777777707760771

1 234532231522233
T1 SIT 798 1 232534333422233 437777777760771
T1 SIT 86 1 232534334422224 777777737760771
T1 SIT 373 1 232532243522233 777777767760771
T1 SIT 266 1 263643332732626 775740003760771
T1 SIT 2513 1 223533242822336 777767777760471
T1 SIT 2032 1 231534344522236 037627777760771
T1 SIT 2541 1 231434344522232 777740000760771
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Tablo 4.3. Spoligotip Beijing kladina ait izolatlarin SIT kiimelerine gore15 lokus MIRU-VNTR

profili

Dahil SIT Kiimesi Sus MIRU-VNTR Oktal Kod

Oldugu Sayisi

Klad

Beijing SIT 1 3 213753446824433 000000000003771
5 233563426824533
1 321643446833443
1 232743444504543

Beijing SIT 269 3 321613445813542 000000000000771
1 321742445803542

Beijing SIT 255 1 332843346731444 000000000003671

Beijing SIT 2101 1 332642445712545 000000000003400

Tablo 4.4. Spoligotip LAM 7 TUR kladina ait izolatlarin SIT kiimelerine gore15 lokus MIRU VNTR

profili
Dahil SIT Kiimesi  Sus Sayisi MIRU-VNTR Oktal Kod
Oldugu
Klad
LAM 7 TUR SIT 186 1 0-0122342634342  777767404760771
LAM 7 TUR SIT 41 6 223523132333333  777777404760771
243722132333333
243522132333333
223444242433332
225445123432424
243484224233233
LAM 7 TUR SIT 367 1 151132342734345 773777404760771
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4.2.Tartisma

Biitiin diinyada tani ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen TB, 2018 yilinda 10
milyon yeni vakaya sebep olmakla birlikte, 1.5 milyon 6liimiin meydana gelmesinden sorumlu bir
hastaliktir. Yine 2018 verilerine gore diinya genelinde antimikobakteriyal ilaglara direngli 187
bin tiiberkiiloz vakasi meydana gelmistir. Ge¢tigimiz son li¢c dekatta global diizeyde yasanan
goclerle beraber gelen sosyoekonomik sorunlar, bolgesel savaslar veya i¢ karisikliklar, 6zellikle
de HIV/AIDS salgininin ortaya cikmasiyla birlikte tiiberkiiloz kontrol programlarinin ihmal
edilmesi gelismis bircok tilkede tiiberkiiloz insidansinda artis1 meydana getirmistir. Bunun yani
sira DSO raporu, giiniimiizde epidemiyolojik siirveyansi baz alan kontrol programlari
siirdiirtilemedigi i¢in aktif tliberkiilozlu hastalarin %@86’sinin gelismekte olan iilkelerde
yasamlarini stirdiirdiiglinii ve tiiberkiiloza bagh oliimlerin %95’inin de yine gelismekte olan
tilkelerde goriilduigiinii bildirmektedir [2]. Bu nedenle TB’nin etkin tedavisi icin dogru ve erken
teshis 6nemlidir. MTBC suslarinin epidemiyolojik dongiisii, farkli konak ve cografi dagilima sahip
olmasinin yani sira farkli filogenetik soylara sahip olmasiyla da iliskilidir. Tliberkiiloz tedavisinde
neredeyse kotii yonetilmis kontrol programlar1 sonucunda ila¢ direnci yayginlasmis ve bazi
bolgelerde ortaya ¢ikan c¢ok ilag direngli MTBC genotipleri, sinirli nislerinden g¢ikarak biitiin
diinyada 6nemli bir tehdit kaynagi olusturmustur. Bu durum tiiberkiiloz kontrol programlarinin
yeniden 6nem kazanmasina yol agmistir [205].

TB kontrol programlarinin amaci, oncelikle TB tanisinda duyarliliginin artirilmasidir.
Bunu takiben saglik personeli gozetiminde tamamlanan tedavi ile MBTC suslarinin boélgeler ile
tilkeler arasi dolasimin izlenmesini saglamaktir. Bunu gerceklestirebilmek ic¢in fenotipik
karakterlere dayali MBTC suslarinin ayiriminin izlenmesi durumu, yerini genotipik 6zelliklere
dayali molekiiler bazli yontemlere birakmistir. Molekiiler tiplendirme yontemleri TB kontrol
programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, her yontemin kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlarinin olmasinin yani sira bu kosullar yapilan ¢alismanin spesifik kosullarina gore
degiskenlik gosterebilir [206]. Global tehdit haline gelen tiiberkiiloz salginlarinin 6nlenmesinde,
hastaliktan korunmanin énemi ve yiiksek duyarhlikla erken tani yontemlerinin gelistirilmesi
kadar, MTBC basillerinin bireylerden topluma gecis hareketini izleyecek, bakterinin klonal
diizeyde tanisina imkan saglayacak tiplendirme yontemlerine ihtiya¢ vardir. Bu yontemler TB’'nin
epidemiyolojik siirveyansinin temelini olusturacaktir. MTBC izolatlarinin molekiiler
epidemiyolojik farkliliklarin belirlenmesinde MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme ydntemleri
birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir [207].

MIRU-VNTR yontemi PZR amplifikasyonuna dayali bir genotiplendirme teknigidir. Ayrim
giici yiksek olarak, kisa slirede kolay, hizli sonu¢ veriyor olmasi ve tekrarlanabilirligi

genotiplendirme yontemi olarak epidemiyolojik calismalarda popilerligini arttirmistir. Bu
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yontemde farkli lokuslu gen boélgeleri (12 lokus, 15 lokus, 24 lokus) kullanilarak TB hastalarinin,
klinik izolatlar1 arasindaki benzerlik ve farkliliklar belirlenir. MBTK izolatlarinin soylarini ve
kiimeleri belirlemek icin kullanilan spoligotiplendirme yodntemi, belirli bir kromozomal DR
(direkt tekrar) bolgesindeki degiskenligi tespit eden PZR bazl reverse dot blot yontemidir. Bu
yontem kullanilarak basilin DR bolgesinde, 36 baz cifti ve 94 farkli spacer bolgesi belirlenmistir.
Fakat rutin ¢alismalarda 43 tanesi kullanilmaktadir. MIRU-VNTR ve spoligotipleme gibi TB'nin
karakterizasyonu ve genotipik analizini miimkiin kilan arag¢larin kullanimi, bir popiilasyondaki
MTBC varliginin dinamiklerini ve karmasikligini anlama olanagi saglar [208].

DSO’niin 2019 tiiberkiiloz raporunda [2] TB yiikii yiiksek 48 iilkeden biri olan ve Afrika
boynuzunda yer alan Etiyopya’da Tulu ve Amenin [206] yayimladiklar1 derlemede, Etiyopya
bolgesinde yapilan toplam 21 ¢alismada spoligotiplendirmesi yapilan 3067 MTBC susunun
analizini yaptiklarinda; Etiyopya bolgesinde MTBC soylarinin gériilme sikligini sirasiyla Avrupa-
Amerikan ailesi (Lineage 4) %64.8 oraninda, Dogu Afrika-Hindistan-Orta Asya ailesi (Lineage 3)
%23 oraninda , Dogu Afrika-Filipinler-Hint Okyanusu ailesi (lineage 1) %7.1 oraninda, Etiyopya
ailesi (Lineage 7) %4.1 oraninda ve Dogu Asya / Pekin ailesi (Lineage 2) %0.2 oraninda olmak
lizere bes spoligo major ailenin varligiyla tanimlamistir. Tanimlanan major ailelerin igerisinde
gorilen kladlarin goriilme siklig1 sirasiyla %48 oraninda T kladi, % 23 oraninda CAS kladi, % 11
oraninda H kladi, % 6 oraninda MANU klad1 ve % 4.1 oraninda Etiyopya kladidir. Ayrica
tanimlanan baskin SIT’ler her biri sirasiyla 420 izolat ile SIT149 (T3-ETH), 343 izolat ile SIT53
(T1), 266 izolat ile SIT25 (CAS-1 DELHI), 162 izolat ile SIT37 (T3) ve 102 izolat ile SIT21 (CAS-1
KILLI)'dir [206]. Devi ve ark. [209] Hindistan'in Assam eyaletinde 189 MTBC susu ile
gerceklestirdikleri spoligotiplendirme ¢alismasinda, 43 orphan susuna rastlanmis, 1 6rnek ise
(SIT1979) SITVITWEB tabaninda herhangi bir klada dahil edilememistir. Geri kalan 6rneklerin
18 farkh klad ve 89 ayri SIT paterni olusturdugunu ve toplam 6rnekler icerisinde 67’sinin
(%35.45) Beijing kladina (SIT 1), 22’sinin (%11.64) CAS1-Delhi kladina ve 13’liniin (6.88) EAI5
kladina bagl oldugu bildirismistir. Yine ayni1 189 MTBC susunu 24-lokus MIRU-VNTR yontemiyle
calistiklarinda ise 185 (%97.9) ornegin benzersiz oldugunu, fakat 4 izolatin 2 klad altinda
toplandigini belirtmistir [209]. Munro-Rojas ve ark. [210] Veracruz Meksika'da 410 MBTC susu
icerisinden 125 CID-MTBC susu ile yaptiklar1 calismada 8 spoligo ailesi ve bu ailelerden en ¢ok
sirasiyla T1 kladi (24%), LAM klad1 (16%), H klad1 (15%) altinda toplanan izolatlara rastlamistir.
T1 kladi icerisinde 10 izolat SIT 53, LAM9 Kkladi icerisinde 10 izolat ile SIT42 ve 8 izolat ile H3
kladi icerisinde SIT50 en ¢ok ratlanilan SIT’lerdir [210]. Yaptigimiz ¢calismada T1 klad1 icerisinde
en biiylik kiimeyi SIT53’lin olusturmasi ile benzerlik gosterirken bizim ¢alismamizda da LAM9
klad1 igerisinde bir izolat SIT42 altinda kiimelenmistir.

Farkli cografyalarda yapilan ¢alismalarla bazi SIT’lerin ilag¢ direnciyle iliskili oldugu
goriilmektedir. Yaptigimiz calismada 96 CID MTBC izolatim spoligotiplendirme yontemi ile
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irdeledigimizde 1 izolatin SITVIT sistemi tarafindan 6zgiin olarak degerlendirildigi goriilmiistiir.
Biitiin izolatlar icerisinden ikisi ise (SIT 1736 ve SIT 1196) yine SITVIT sistemi tarafindan
herhangi bir klad icerisine dahil edilemezken geriye kalan 93 susun 14 klad icerisine dagildigi
bulunmustur. Geriye kalan 93 CiD MTBC izolatindan en biiyiik kiimeyi 38 (%40.86) izolat ile T1
kladinin olusturdugu bir diger biiyiik kiimeyi 16 (%17.20) izolat ile Beijing kladinin olusturdugu
gorilmustiir. T1 kladinin 14 farkh SIT olusturdugu ve bu dagilimin 17 6rnek ile SIT53, 7 6rnek ile
SIT 1580, 3 6rnek ile SIT 535 oldugu bulunmustur. T1 kladinda goriilen diger 11 SIT (1105, 1318,
1761, 1793,798, 86,373, 266, 2513, 2032, 2541) bir 6rnek ile temsil edilmistir.

Cografi yayihimin kolaylig1 agisindan iilkemizin sinirlarina yakin bolgelerde yapilan
calismalara baktigimizda; Nieman S. ve ark.[211] Giircistan’da gergeklestirdikleri calismada,
spoligotiplendirme metodu ile 183 MTBC izolatim degerlendirmistir. izolatlarin %26’sinin
Beijing kladi, %18’inin LAM kasteri, %12’sinin Ural klad1 ve %5’inin de Haarlem kladi altinda
kiimelendigi bildirilmistir. Haeili ve ark. [205] iran’da 291 MTBC izolatiyla yaptiklar1 calismada
izolatlarin 35 klad altinda kiimelendigini ve dominant kiimenin Ural (%34.3) klad1 oldugunu ve
bu klad igerisinde en fazla SIT127 (15.8%) altinda suslarin kiimelendigini bildirmistir. Bunu
takiben goriilme fazlaligi sirasiyla CAS1 (24%) kladi ve bu klad icerisinde en fazla SIT 26 (%9.2)
ve SIT25 (%4.4) altinda suslarin kiimelendigi, T1 (%18.2) kladinda SIT53 (%6.1) ve SIT284
(%5.4) altinda suslarin kiimelendigi goriilmustiir. Bu ti¢ biiyiik kladi Manu2 (%7.5) ve LAM
(%6.1) klad1 izlemektedir. Calisilan 291 MTBC izolatinin 44’ii CID suslar1 oldugu ve direncli
suslar Bejing kladi ile iliskilendirirken Ural klad igerisinde CID sus bulunmadig belirtilmistir.
Ayrica ¢calismada bildirilen T kladi ve genellikle SIT53 altinda kiimelenen izolatlarin Irak-Tiirkiye
siirina yakin bélgede yasayan hastalardan izole edildigi ve iran-Irak-Tiirkiye arasinda yasanan
turizm, ticaret ve go¢ sebebiyle insan sirkiilasyonuna arastirmaci tarafindan dikkat ¢ekilmistir.
Haeili ve ark.’nin [205] gergeklestirdigi bu calismada T kladi agisindan ulastiklar1 bulgular:
destekleyen veriler, Tiirkiye, Tlrkiye sinir komsulari ve onlara komsu koridor hatt1 ile kitalar
aras1 mesafede dahi gerceklestirilen calismada da gosterilmistir. Diinya genelinde yapilan
arastirmalara bakildiginda ilaca direngli suslarin, farkli profil ve farkli dagilimlara sahip soylarin
kladlar1 tarafindan domine edildigi goriilmektedir. Calismalarin genelinde T1 kladi icerisinde
direngli suslarin en ¢ok SIT53 altinda kiimelenmesi bizim ¢alismamizla paralellik tasimaktadir
[206,207,210]. Bununla birlikte, T klad1 iyi bilinen filocografik 6zelliklere sahip Haarlem, LAM,
CAS ve EAI Kkladlarinin aksine, yerlesik genotipik kladlarda siniflandirilamayan suslar
icermektedir. Bu kapsamda evrimsel anlamda karisik bir toplulugu temsil ettigi diisiiniilmektedir
[212].

Gencer B., Shinnick TM. ve ark. [213] Iran ve komsu cografyasinda yaptiklar1 ¢calismada
Iran ve Afgan tiiberkiiloz hastalarindan izole edilen 1742 MTBC susunu spoligo yéntemi ile

irdelediklerinde sirasiyla T, CAS, EAI ve LAM kladlarinin baskin oldugunu bulmustur.
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Arastirmacilar verilerini Tiirkiye profili ile karsilastirdiklarinda, iran’da %32,3 ve
Tirkiye’de %36,5 oranlari ile T kladi, Pakistan’da %61,3 ve Afganistan’da %27,4 oranlari ile CAS
kladlarinin baskin oldugunu bildirmistir. Pakistan ve Afganistan’da bulunan suslarin
cogunlugunun atasal suslara, Tiirkiye’de bulunanlarin modern TB suslarina ait oldugunu, iran’da
ise atasal ve modern TB suslarinin esit oranda goriildiigii belirtilmistir . Valcheva V. ve ark . [214]
Bulgaristan’in farkli bolgelerinden izole edilen 113 MTBC susunu, Spoligotyping ve MIRU-VNTR
metodu ile genotipik 6zellikleri yoniinden degerlendirdiklerinde, spoligotiplendirme uygulamasi
sonucunda 2-29 sus iceren 15 kiime elde etmis ve 5 susun tek liyeli 6zel kiime olusturduklarini
gormiistiir. T1 klad1 ve altinda kiimelenmede SIT53 %25,7 oraniyla en fazla goriilen aile, LAM7
TUR kladinin ise altinda kiimelenen SIT41 %5,4 oraniyla ikinci sirada yer ald1 bildirilmistir. LAM7
TUR prevalansinin diinya ortalamalari tizerinde bulunmasini Tiirkiye ile komsuluguna baglayan
arastirmacilar, M. tuberculosis genotiplerinin yayiliminda goglerin 6nemine dikkat cekmistir
[214]. Zozio ve ark. [215] Malatya yoresi ve Ankara yoresinden izole edilen 245 MBTK izolati ile
gerceklestirdikleri calismada dominant kladin LAM7 TUR (%21) ve icerisindeki en biiyiik kiimeyi
SIT41’in olusturdugunu, ardindan gelen kladin T1 (%16,3) ve icerisindeki en biiyiik kiimeyi
SIT53’lin olusturdugunu ve diger biyiik kladin ise Haarlem (%5,3) kladi oldugunu bildirmistir.
Ayrica yapilan ¢alismada 12 lokus MIRU-VNTR yodntemiyle Malatya yoresindeki suslar arasinda
SIT41kiimesinde toplanan 19 izolatta ayni patern bulunmustur [215]. Otlu ve ark. [216] sadece
Malatya yoresinden izole edilen 67’si ilaca direngli 220 MTBC izolatin1 spoligotiplendirme
yontemi ile irdelediklerinde, 112 izolatile T klad1 (%50.9) ve bu klad icerisinde 55 izolat ile SIT53
(%25), 26 izolat ile LAM7-TUR (%11.8) kladi ve bu klad icerisinde 19 izolat ile SIT41 (%8.6) ve
15 izolat ile SIT 284 (%6.8), 24 izolat ile Haarlem (%10.9) kladi en biiyiik ii¢ kiimeyi
olusturdugunu ardindan ise sirasiyla 9,5 ve 3’er ve 1 izolat ile S, X, LAM9, Beijing, CAS1-Delhi
kladlarinin geldigini bildirmistir . Bizim yaptigimiz calismada major ailenin T1 kladi ve icerisinde
en bliyiik kiimenin SIT53 olmasi ve LAM7-TUR Kklad1 igerisinde en biiyiik kiimenin SIT41 olmasi
sebebiyle major spoligo ailesi hari¢ diger kladlarda farklilik goriilse de bu calismalarla uyum
gostermektedir. Tuzcu ve ark. [217] Cukurova bolgesinde bulunan mezbahalarda kesim sonrasi
grantlamatoz lezyon tespit edilen farkl 55 sigirdan alinan organ parcalarim kiiltiire ederek 55
adet MTBC izolat1 elde etmistir. Spoligotiplendirme yontemi ile 55 izolattan 13 tanesinin
M.tuberculosis susu oldugu ve hepsinin T1 kladinda (SIT53) kiimelendigi belirtilmistir. Bu
calismada M. tuberculosis’in insanlardan hayvanlara, hayvanlardan da tekrar insanlara
bulasabilecegi, insan ve hayvan kaynakli TB vakalarinin spoligotiplendirme gibi molekiiler
yontemlerle arastirilarak epidemiyolojik olarak bulas yollarinin agiklanabileceginden
bahsedilmistir. Durmaz ve ark. [218] tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Tiirkiye’'nin dort
degisik bolgesinden toplam 200 adet ilaca direngli susu incelediklerinde sirasiyla, LAM7-TUR
kladive ST41 (%22.5) ile ST1261(%4.5) altinda kiimelenmis, T klad1 ve ST53 altinda kiimelenmis
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(%19.5), H3 klad1 ve ST50 altinda kiimelenmis (%6.5,), H1 kladi ve SIT 47 (%3.5) altinda
kiimelenmis izolatlar olduklar1 bulunmustur. [laca direncli suslar arasinda M. tuberculosis
gruplarinin global dagilimi: LAM kladi (%33.5), T kladi (%29), Haarlem kladi (%14%) ve S kladi
(%3) seklindedir. LAM ve T kladlar ile izolatlarin kiimelendigi SIT53 kiimesi bakimindan
calismamizla kismen paralel bir calismadir. Zeytinli ve ark. [219] yaptig1 ¢alismada, Cukurova
bolgesinde gerceklestirdigi calismada 467 sus incelemeye alinmistir. Spoligotiplendirme
yontemiyle 467 izolatin 443"linlin (%94.3) 21 kiime igerisinde bulundugu, 24'liniin (%5.1) ise
SpolDB4 veri bankasindaki hi¢bir kiime icinde yer almadig1 ortaya konulmustur. Bolgede en
yaygin goriilen ailenin T1 kladi (%51.9), bunu LAM7 TUR kladinin (%11.5) izledigi, Beijing
(%1.3) kladina ait CID izolatlarin sadece Sanhurfa ilinden izole edilen suslardan olustugu
bildirilmistir. Kisa ve ark.'larinin [220] Ankara’da ii¢ farkli merkezden izole edilen toplam 95
ilaca direngli MTBC izolatin1 spligotiplendirme yontemiyle inceledikleri ¢alismada Haarlem
(%24.2) kladi, T klad1 (%23.2), LAM7-TUR klad1 (%20), Beijing klad1 (%6.3), LAM kladi1(%5.3),
Manu kald1 (%3.2) ve S kladi (%1) olarak saptanmistir. Alt1 Beijing kladindan dérdii (%66.7) CiD
suslarda gozlemlenmistir. Ulke genelinde yapilan bir¢cok calismada Haarlem kladi genellikle
major aileyi olusturmazken bu ¢alismada T kladinin 6niine ge¢mistir. Bizim ¢calismamizda ise H1
kladindan 2 (%2.08) izolat ve H3 kladindan 5 (%4.16) izolat bulunmustur. Kisa ve ark. [220],
Haarlem kladinda SIT47 baskinlhigini ifade ederken bizim ¢alismamizda yedi izolattan biri SIT47
kiimesinde yer almistir. Giinal S. ve ark. [221] Malatya civarindan izole ettikleri 450 MTBC susunu
degerlendirdikleri calismada T kladinin %38,6 ile bolgede en sik karsilasilan aile oldugunu bunu,
%?27,3 ile LAM7 TUR ve %14,8 orani ile Haarlem kladlarina ait suslarin izledigini bildirmistir.
Bunu takiben dort izolatin Beijing kladindan ve iki izolatin CAS1-Delhi kladindan oldugu
bildirilmistir. Ayni cografik alanda birer y1l arayla Durmaz R. ve ark. [222] yaptiklar1 ¢calismada
145 MTBC izolatinin %23,9'unun LAM7-TUR kladi altinda kiimelendigini ve bunu %22,5 orani ile
T1 kladina ait suslarin izledigini bildirmistir. Bu ¢alismanin Giinal S. ve ark. [221] yaptig
calismadan sadece bir y1l arayla ayni cografyada yapilmasina karsilik bulgularinin farkl olmasi
sus popiilasyonunda farkhiliklarin tespit edilmesi hem tiiberkiiloz toplum etkilesiminin son
derece degisken oldugunu gostermekte hem de molekiiler epidemiyolojik ¢alismalara duyulan

ihtiyacin gerekgesini ortaya koymaktadir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Tiirkiye’nin farkll bélgelerinden izole edilen 96 CID TB suslarinda direncli suslar
arasindaki capraz gecis durumunun aydinlatilmasi ve filogenetik olarak direngli kokenlerin
analizinin ortaya konulmasi amaciyla gerceklestirilmis olan bu c¢alismanin temel bulgular:
sunlardir.:

° T1 kladinin 38 izolat ve %40.86 orani ile en sik karsilasilan major spoligo ailesini
olusturdugu, SITVIT2 veri tabaninda T1 ailesinin sirasiyla 17, 7 ve 3 sus iceren ve digerleri 1’er
sus iceren 14 farkli SIT gosterdigi bulunmustur.

. Beijing ailesi ise 16 izolat ve %17.20 orani ile SITVIT2 veritabaninda 10, 4 ve 1’er
sustan olusan 4 farkli SIT paterni gosterdigi bulunmustur.

. 9 izolat ve %9.67 orani ile LAM 9 ailesi 4 ve 1’er sustan olusan 6 farkli SIT paterni
gosterdigi bulunmustur.

. 8izolat ve %8.60 oraniile LAM7 TURise 6 ve 1’er sustan olusan 3 farkli SIT paterni
olusturdugu gorilmiistir.

. Bir izolat SIT1736 ve bir diger izolat SIT1196 altinda kiimelenmistir ve SITVIT2
veri tabaninda hi¢bir kladin igerisine yerlestirilememistir.

. Bir izolat SITVIT2 veri tabaninda atipik olarak bulunmustur.

Ulkemizde farkli merkezlerden bildirilen bulgular calismamizla karsilastirildiginda sikca
saptanan SIT’ler ve major kladlar agisindan benzerlikler vardir. Ayrica yapilan arastirmalarda
bizimkiyle paralel olarak spoligotiplendirme sonucunda saptanmis olan yiiksek kiimelesme
oraninin gerc¢ek capraz bulasi ortaya koymada yetersiz oldugu, verilerin ayrim giicti daha ytliksek
olan MIRU-VNTR ile dogrulanmasi gerektigi ortaya ¢cikmaktadir. MIRU-VNTR ayrim giiciinden
faydalanabilmek amaciyla filogenetik calismalara 6rnek akislari sabit ve az olan bolgelerle
baslanilmali, klonal iliskilendirme yapilabilecek olan suslarin kiimelendigi kladlar takip edilerek
yeni liyeler tespit edilmelidir. Calismamizda 6ne ¢ikan spoligotiplendirme verilerine gore;

e Ulkemizde heterojen tiiberkiiloz basil popiilasyonu dogrulamis olduk.
e LAM?7 kladi Anadolu’da yayilimi en fazla oldugu dusiiniilsede, T1 kladinin
yayilimda 6ne gectigi ve CID-TB suslar1 arasinda Beijing kladindan daha fazla

gorildigi bulunmustur.
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