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OZET

Tuberkuloz, Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTK) olarak tanimlanan
mikroorganizma gruplarinin neden oldugu kronik, nekrozitan bir hastaliktir.
Tuberkuloz, tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, giiniimiizde Onem
kazanan hastaliklar arasindaki yerini korumaya devam etmektedir. Bu yiizden; daha
hizli, ucuz, duyarli ve spesifik tan1 yontemleri kullanarak tani ve tedaviye katki
saglanmasi igin bir ¢ok arastirma gelistirme ¢alismalar1 yapilmaktadir. Tberkilozun
toplum igerisindeki hizli yayilim nedenlerinin anlasilmasi ve daha etkili kontrol
Onlemlerinin gelistirilebilmesi i¢in molekiiler bazli epidemiyolojik ydntemlerin
yayginlasmas1 gerekmektedir. Diinyada son yillarda tlberkulozun molekuler
epidemiyolojisiyle ilgili ¢alismalarda goriilen hizli artisa karsin, iilkemizde MTK'in
epidemiyolojik 6zelliklerini tespite yonelik yapilan arastirmalar sinirlidir. Bu yizden
calismamiz, literatiire 151k tutarak, hem ulusal hemde yurt dis1 alanda, hizli tespit
yontemleriyle birlikte, etkili tedaviyede 1sik tutacaktir. Bu g¢alismada Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda, sivi bazli kiiltir sistemleriyle
tanimlanmig MTK suslarinin PCR-RFLP yontemi ile genotiplendirilmesi amaglandi.
Calismada, MTK olarak tanimlanan mikroorganizma grubunda, 1020 bp gyrB geni
cogaltildiktan sonra Afal and Tagql ile yapilan enzim kesim sonuglarina gore, 75
(%98,7) izolat M. tuberculosis olarak ve 1 izolat (%1,3)M. bovis olarak belirlendi.
MTK etkenlerin tiplendirilmesi hastaligin epidemiyolojisini daha iyi anlamaya ve

daha etkin teshis, tedavi ve kontrol yontemlerinin alinmasina katki sunabilecektir.

Anahtar Sozcukler: gyrB, MTK, M. bovis, M. tuberculosis, PZR-RFLP.



ABSTRACT
Genotyping of Mycobacterium tuberculosis complex strains

Tuberculosis is chronic, necrotizing disease that caused group of microorganisms
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). Today, tuberculosis is continuing to
maintain its place among the diseases gaining importance that is a treatable disease.
Therefore; it is research and development works with using specific diagnostic
methods that is faster, cheaper, and sensitive in order to contribute to the diagnosis
and treatment. It should be widespread use of based on molecular epidemiological
methods for understanding the reasons the rapid spread in society and development
of more effective control measures of tuberculosis. In recent years, despite of the
rapid increase studies of the molecular epidemiology of tuberculosis in the world, it
is limited researches for detecting the epidemiological features of MTC in our
country. So this study, shedding light on the literature, it is shed light on effective
treatment together with the rapid detection methods both nationally and in the
international in the area. In this study, aimed to genotyping with PCR- RFLP
methods of MTC strains which identified with liquid-based culture systems on
Canakkale Onsekiz March University, Research and Application Hospital,
Departmant of Medical Microbiology, Mycobacteriology Laboratory by using PCR-
RFLP method. The 1.020 bp fragment of gyrB genes of these isolates were amplified
and restricted by endonucleases Afal and Taql. Based on this differentiation, 75 (%
98,7) MTC isolates were identified as M. tuberculosis while 1 isolate (%1,3) was
determined as M. bovis. The typing of causative agents of tuberculosis in the area
may potentially help better understand the epidemiology of tuberculosis and for

effective diagnostic and preventive measures.

Key Words: gyrB, MTC, M. bovis M. tuberculosis,PCR-RFLP.
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KISALTMALAR ve SIMGELER LiSTESI

pl: Mikro litre.

OC: Santigrad derece.

AD: Anabilim Dali.

AIDS: Oto immun yetmezlik sendromu (Auto ilmmune Deficiency Syndrome).
AMTD: Amplified M. tuberculosis Direct test

ARB: Aside Direncli Basil.

ART: Anti Retroviral Tedavi.

BCG: Bacillus Calmette-Guerin.

bp: Baz cifti (Baz pair).

BSA: Bovin serum albumin.

CPT: Co-Trimoxozole Tedavisi.

COMUDAM: Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma
DOTS: Dogrudan gézetimli tedavi stratejisi.

DSO: Diinya Saglik Orgiiti.

EBr: Etidium bromid.

EDTA: Etilen Diamine Tetra Asetik asit.

EMB: Etambutol.

EZN: Erlich Ziehl Neelsen.

gr: Gram.

HCL.: Hidro Klorik asit.

HIV: Insan immiin yetmezlik viriisii (Human Immunodeficiency Virus).

INH: izoniazid.

LAMP: Loop-Mediated-zotermal Cogaltma.

LED:Isik yayan diot ( Light Emitting Diodes).

LJ besiyeri: Léwenstein Jensen besiyeri.

MDR: En az iki major ilaca direncli bakteri.

Merkezi.

MgCl,: Magnezyum Klorr.

MGIT: Mikobakteri ge:lisimini uyaran tiip (Mycobacterium Growth Indicator Tube).

ml: Mili litre.



MOTT: Mycobacterium tuberculosis dis1 Mikobakteri.

MTK: Mycobacterium tuberculosis komplex.

NAP: P-nitro-alfa-acetyl-aminobeta hydroxypropionate.

PAS: P- aminosalisilik asit.

PPD: Purifiye Protein Derivatifi.

PZA: Pirazinamid.

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu.

RE: Restiriksiyon enzimi.

RFLP: Restiriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi.

RIF: Rifampisin.

rpm: Dakikada devir sayist (Revolution per minute).

rRNA: Ribozomal RNA.

RT: Tersten isleyen Transkriptaz enzimi (Reverse Transkiriptase).
SDA: Zincir ayristirma amplifikasyonu (Strand Displacement Amplification).
TB: Tuberkiloz.

TBE: Tris Buffer EDTA.

TCH: Thiophene-2- Carboxylic Acid Hydrazide.

TK besiyeri: Kat1 fazli besiyeri.

TMA: Transkripsiyona bagli ¢cogaltma (Transcription-Mediated Amplification).
VSD: Verem Savas Dispanseri.

XDR: iki minér ilaca direncli bakteri.
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1. GIRIS ve AMAC

Tuberkiloz; gegmisten giiniimiize dinyanin tiim cografyalarinda yaygin,
bulasici ve dliimciil bir hastalik olarak bilinmektedir. Tiim bilinenlere ragmen yilda
tic milyonu askin kisi bu hastaliktan dolay1 6lmektedir. Yasayan insanlarin {igte biri
mutlaka bu hastalik ile karsilagsmustir. (http://www.who.int, Erisim tarihi: 22 Subat
2016)

Tuberkuloz, Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTK) olarak tanimlanan
mikroorganizmalarin neden oldugu, kronik ve nekrotizan bir hastaliktir
(http://www.who.int, Erisim tarihi: 22 Subat 2016). Diinya Saglik Orgiitii’ nin
bildirileri, diinyadaki insanlarin {igte birinin Mycobacterium tuberculosis basilini
viicuduna aldiklart yoniindedir ve Ozellikle HIV virisinin neden oldugu
hastaliklarin ortaya ¢ikmasindan sonra, sosyo ekonomik diizeyleri kotii olan
iilkelerde tiiberkiiloz kontrol programlarinin ¢Okmesi epidemiyi artirmistir.
Goglerden dolay1 ise bu durum gelismis ilkeleri de igine alarak pandemi haline
doniismiistiir. Her y1l diinya {ilkelerinden bildirilen duruma gore, 9 milyon kisi yeni
akciger tiiberkiilloz vakasi olarak kayitlara gecmektedir. Bu vakalarin ¢ogu geng
yetiskindir ve yaklasik olarak 2-3 milyon kisi bu hastaliktan yasamini yitirmektedir
(Karacali A., 2010). M. tuberculosis insidansinin artmasiyla birlikte en az iki major
ilaca diren¢li (MDR) ve iki mindr ilaca direngli (XDR) suslar1 ortaya ¢ikmistir. Bu
anti-tiiberkiiloz ilaglarina kars1 gelisen MDR ve XDR tiiberkiiloz enfeksiyonu klasik
tiberkiloz enfeksiyonuna gore daha agresif ve oOlumcil seyreder. Bu yizden
tiberkiloz, 6nemi siirekli artan diinya ¢apinda bir saglik problemi olmaya devam
etmektedir., MDR ve XDR gelismis suslarin tir diizeyinde tanimlanarak
yayilimlariin engellenmesi olduk¢a onemlidir. Tiiberkiiloza bagl 6liim oranlarinin
diisiiriilmesinde yiiksek hassasiyet gostermesine ragmen daha ucuz olabilen taniya
yonelik yontemler ve daha etkili tlberkiilozla savasan ilaglarin giderek gelistirilmesi
her agidan 6nem tagimaktadir. Bundan dolay1 da tlberkiloz epidemiyolojisi ¢ok iyi
anlagilmalidir (Koksal F., 2003).



Toplum sagligini tehlikeye sokmasindan dolayr Onemini yiiksek tutan
tiberkilozun toplum icerisindeki yayilma nedenlerinin ortaya ¢ikartilmasi ve etkisi
giiclii olan kontrol onlemlerinin gelistirilerek artirilmasi adina, molekiler temelli

epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismaya Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Saghk Arastirma ve
Uygulama Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, 01.01.2013 ve 31.12.2013
tarihleri arasinda hasta orneklerinden izole edilip, tanimlanmis ve uygun sartlarda
saklanmis MTK bakterileri ve kontrol grubu olarak referans laboratuvarlari
tarafindan tamimlanmis M. bovis ve M. tuberculosis suslar1 dahil edilmistir. MTK
suslarini, PZR-RFLP yontemi ile tanimlayip, sonucunda, bu gruba ait tiirlerin
dagilimmin belirlenmesi hastaligin epidemiyolojisini daha iyi anlamaya katki
saglayacaktir. Ulkemizde M. bovis ve M. caprae gibi MTK (yelerinin belirlenmesi,
bu Gyelerin epidemiyolojisi ve klinik 6nemini anlamak i¢in esastir. Coklu ilag
direncine sahip suslarin yayilimini engelleyebilmek icin, tiir tanimlanmasi énemlidir.
Tiir tanimlama c¢alismalari rutin yontemler arasina girdiginde, hastaya etkili tedavinin
baslanmasi hasta agisindan bireysel, yayilimin engellenmesi agisindan sosyolojik

6neme sahiptir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Tuberkiloz (TB) etkenlerinin varligi, birgok teoriye gore insanligin ortaya
¢ikisindan ¢ok Oncelere dayanmaktadir. Fakat TB hastaligi; insanin daha i¢ ice
oldugu toplu yasama gectigi donemlerde fark edilmistir. Zamanla toplumlar1 biiyiik
zararlara ugratmis hatta kitlesel liimlere neden olmustur. Kitalararasi ulasim, gocler
hastaligin daha g¢abuk yayilmasinda etken olmustur. Zengin {ilkeler, bulagsmanin
sonuclarim fark ettikten sonra, toplumlarin fakir olmasinin basl basina etken teskil
ettigini saptadilar. Bu yiizden hem ulusal hem de uluslar aras1 saglik kuruluslar

takip ve tedbirleri olusturulmustur ( Seber E., 2010).

TB hastaliginin sebebinin ne oldugu hakkinda goriis ayriligr ilk baslarda
yasanmustir. Bazilarina gore hastalik genetik etiyolojiye dayaniyordu, bazilarina gore
ise kotl beslenmeden kaynaklantyordu. TB hastaliginin 6zelliklerini ilk olarak askeri
bir hekim olan Fransiz Jean Villemin ortaya koymustur. izlemleri sirasinda,
hastaligin olusmasina bir mikroorganizmanin sebep olabilecegine inaniyordu ve bu
inancin1 hi¢ birakmayarak, TB hastaliginin sebebinin bir mikroorganizma oldugunu
ve bu hastalik olustuktan sonra baska insanlara da bulasacagini ispatladi.
“Tlberktlozun Nedeni ve Ozellikleri ile Insandan Tavsana Bulastirilmas1” adindaki
eserini 1765 yilinda yayinladi. Sonraki yillarda tiiberkilozlu balgami, tavsanlara ve
maymunlara enjekte ederek onlar1 hasta ettigini agikladi (Dormandy T., 1999). 1940’
ta, Koch’ un hocasi olan Jacop Henle, enfeksiyon hastaliklarinda mikrobun tam
izolasyonu igin gerekli olan bazi kosullar ortaya siirdii. Bu kosullar, hastalik belirtisi
gorulen bolgede etkenin gosterilmesi, etkenin bu boélgeden izole edilmesi ve saf
kiiltiirde tiretilmesidir. Koch hocasinin 6ne siirdiigii bu kosullar1 deney hayvanlarinda

gerceklestirdi. Koch, 1876 yilinda bu kosullart géz 6niinde bulundurarak Bacillus



anthracis, Kolera vibrio bakterilerini bilim diinyasina kazandirdi (Dormandy T.
1999, Haggard HW., 1989).

Robert Koch 1882 yilinda, vereme yakalanmis herkeste TB basilini mikroskopta
g6zlemledi. Bunun sonunda “Tiiberkiiloz bulasici bir hastaliktir fakat bu hastalik
tedavi edilebilir ve hatta bu hastaliktan korunulabilir” tezini bilim diinyasina sundu
(Dormandy T., 1999).

Yirminci yizyihn baslarma dogru ilk senatoryumun agilmasiyla birlikte
tiberkiloz tedavisi icin bambaska yaklasimlar baslamistir. Seibert 1930’Iu yillarin
sonlarina dogru tiiberkiilin proteinini saflastirarak elde edilen Pirifiye Protein
Derivatifi (PPD) ile tlberkiloz enfeksiyonununun tespit edilmesine olanak
saglamistir. Calmette ve Guerin, 1921 yilinda ilk tiberkiloz asisi olan Bacillus
Calmette-Guerin (BCG)’i insanliga kazandirmiglardir. Fransa’ da gelistirilen bu asi
ikinci Dinya Savasindan sonra tum diinyada yaygin olarak kullanilarak gliniimiize
kadar gelmistir (Baris Y1. 2002, Karacali A., 2010).

Osmanlida TB hastaliginin etkisi, Topkapt ve Dolmabahge Sarayinda
goriilmistiir. 111, Selimin deger verdigi Safinaz isimli kadinin, Kafkasya’dan goc
eden bir ailenin kiz1 oldugu bilinir. Geng kiz giderek zayiflayip oksuruk ndbetlerine
tutuldugu i¢in saray doktorlar1 tarafindan tedavi edilmek istenmistir. Kendisine ince
hastalik teshisi ve Gallopan Ftizi teshisi konmustur. III. Selim’in Safinaz’in
iyilestirilmesi icin gosterdigi gayretler ise yaramamustir (Baris Y1., 2002). Osmanlida
yapilan niifus sayim verilerine gore, XX. Yiiz yilda (yy) Istanbul’ un nifusu 1,2
milyondu. Yilda 2 800 kisinin akciger vereminden 6ldiigii bildirilmistir ve bu rakam
genel 6limlerin % 15,8 ine tekabiil etmektedir. Izmir’in niifusu 200 000 iken, 1892-
1914 yillar1 arasinda 6len 92 942 kisinin 14 700°# veremden olmiistiir ( Unat EK.,
1979).

Yasam standartlariin giderek iyilesmesiyle birlikte, Amerika ve Batt Avrupa
tilkelerinde uygulanmaya baslayan tedavi ve yayilmay1 dnlemeye yonelik planlarla
ylizyll sona ermeden enfeksiyonun insidansi diismeye baslamistir. Bu iyi gelisme
tiiberkiilozun XXI. yy baslarinda hemen hemen tamamen yok edilebilecegi umudunu

yesertmistir. Tiiberkiiloz goriilme sikligindaki diistisiin 1984 yilinda durmasiyla



birlikte hayal kirikliklart boy gostermistir. Bu durum birka¢ yil surdikten sonra,
1988-1994 yillar1 arasinda Bati iilkelerinde de yillik vaka sayisi artmustir. Genel
olarak yetiskin hastalig1 olmakla birlikte, genc¢ eriskinlerde (25-44 yas) ve ¢ocuklar
arasinda daha ¢ok goriilmeye baslanmistir. Amerika’ da goriilme yogunlugunun artigi
ve goriilen yas gruplari arasindaki farklilik, enfekte gogmen sayisinin fazlaligina,
evsizler, intravenoz ila¢ kullananlar ve HIV enfeksiyonlarina baglanmistir. Kalabalik
ve havasiz ortamlarda hastaligin gecisi daha kolay oldugundan dolay1, bakim evleri,
evsizlerin barmaklar1 ve hapishanelerde yasayanlar biiylik risk altindadir. Bati
tilkelerinde tliberkiiloz hastaliginin goriilme siklig1 azalmasina ragmen bazi Asya ve
Afrika iilkelerinde yilda 300/100 000’den fazla yeni olgu bildirilmektedir. Amerika’
da bu oran 6,8 /100 000’ dir. Bu Asya ve Afrika iilkelerinden bazilarinda, HIV ile
enfekte populasyonun yaklasik % 50’ si ayn1 zamanda MTK ile enfektedir (Harvey
ve Champe, 2006).

1940’larda streptomisinin ABD’de, PAS (P- aminosalisilik asit) *in Isveg’te
bulunmas: ve kullanima baslanmasi ile birlikte tuberkiloz tarihinde yeni bir doneme
girilmistir. Ilk baslarda, tekli kullamilan bu ilaglara zamanla direng gelismistir ve bu
durum yeni ila¢ bulma cabalarinin baglamasina neden olmustur. Robizek ve Selikof
tarafindan izoniazid (INH) gelistirilmistir. 1952 yilindan itibaren bu U¢ ilagla 18-24
ay suren kombine tedaviler baglamistir. Bu ii¢ ilaci takiben 1954 yilinda pirazinamid
(PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF) tedaviye
kazandirilmigtir (http://celalkarlikaya.trakya.edu.tr/TBdernot.ntm, Erisim tarihi: 23
Subat 2016).

Mikobakterilerin atalar1 olarak kabul edilen suglar, biiylik bir ihtimalle hala
ginimuzde varhklarimm  koruyan mikobakterilerden ibarettir. Konak ve
mikobakterilerin paralel evrimine ait hipotez 1950’li yillarda ortaya atilan “M.
tuberculosis’in M. bovis’ten tiiredigi” goristi uzun yillar kabul gormiistiir. Bu goriise
karsin, Brosh 2002 yilinda bir evrim agaci ortaya koydu ve bu agaca gore, M.
tuberculosis, M. bovis’ ten farklidir ve TbD1 mutasyonu sonucunda yeni suslar
ortaya ¢cikmustir. Oyle ki M. bovis digerlerine gore daha kiigiik gen yapisina sahiptir

ve biiyiik olasilikla birbirini takip eden ¢ok sayida mutasyon sonucu ortaya gikmistir.



Gunumuzdeki verilerin gosterdigi tizere, insan tlberkilozunun Dogu Afrika’da

ortaya ¢iktig1 ve diinyaya yayildig1 tezini dogrular niteliktedir. (Zeytinli U., 2010).

2.2. Epidemiyoloji

Aktif pulmoner tiiberkiilozlu hastalar okstirme yolu ile etrafina onlarca basil
sacarlar ve havada damlacik ig¢inde asili basillerin olusmasini saglarlar. Degisken
cevre sartlarma direngli olmalarindan dolayr c¢evrede uzun siire hayatlarin
surdurebilirler. Insandan insana bulagsma havada asili duran damlaciklarin
inhalasyonu yolu ile oldugundan dolay1, enfeksiyonun kisiden kisiye gecisinde uzun
slire aym ortamda olmak biiyiik rol oynar. Enfekte bir kisi mikroorganizmay1 bir
arada bulundugu insanlara aktarabilir. Bircok yayna gore tiiberkiiloza duyarlilik
irklar arasinda bile degiskenlik gosterir. Koyu tenli irklar (Amerika’daki yerliler ve
Hawaiililer gibi) tiberkiiloza daha duyarlidir. ikizler arasinda enfeksiyonun sikligini
aragtiran c¢alismalarda, tek yumurta ikizlerinde, ikizlerden biri enfekte oldugunda
digerinde atak orani % 75, ayr1 yumurta ikizlerinde sadece % 25 olmasi bu hastaliga
yakalanmada genetik faktorlerin rol oynadigi gosterilmistir (Harvey ve Champe,
2006).

TB baslangictan giiniimiize kadar insanlig1 tehdit eden en biiylik sorunlardan
biridir. Ciinkii hastalik sadece bireyi degil, i¢cinde yasadigi tiim toplumu etkiler.
Bireyden bireye atlayip, sehirleri, iilkeleri dolasan ve hatta kitadan kitaya gecen
tehlikeli bir gezgindir. Bu sebeplerden dolayi, diinya ¢apinda bu yayilima dur
denilebilecek programlar olusturulmustur ve bunlar iki gesittir:

e Kisiye yonelik: Hastaligin tedavisi ve hastanin giinliik aktivitelerini eski

haline getirebilecek diizeye gelmesini saglayacak programlar.

e Topluma yonelik: TB enfeksiyonunun hizla yayilimini azaltmak ve TB

hastaliginin toplumdan silinmesini hizlandiracak programlar (Demir T.,
1999).
TB epidemiyolojisi, enfekte ve hastalikla sonlanmis niifus oranlarini belirler.

Infeksiyon havuzunun daraltilip yok edilebilmesi igin etkin bir tedavi ve hala



ylriirliikte olan TB savas programlarini degerlendirmeye olanaklar saglar. Akciger
TB epidemiyolojisinde verilere ulasmada gerekli incelemeler; ttberkilin deri testi,

akciger grafisi ve balgamin mikroskobik incelemesidir (Kara IH., 2007).

2.2.1. DUnyada Tuberkiloz

TB, son hazirlanan istatistiklere gére, HIV/AIDS’den sonra yetiskinlerde en ¢ok
6lume neden olan ikinci enfeksiyon hastaligi olarak ciddiyetini halen devam
ettirmektedir.

Sosyo-ekonomik durumlara bagli sorunlar, siirekli bolgesel yer degistirmeler,
uluslar aras1 gocler, tiim iilkelerde uygulamaya konulan TB kontrol programlarinin
thmal edilmesi, HIV salginlarinin bas gdstermesi gibi nedenlere bagh olarak, TB son
30 yil i¢inde insidansinda dnemli artiglar kaydedilen bir hastaliktir. Uygulanan koti
kontrol programlarma bagh olarak kazanilmis ila¢ direnci orani artmistir. Ozellikle
“Coklu Ilag¢ Direncli Tiiberkiiloz” kavraminin ortaya ¢ikmasi insan saghgini negatif
yonde etkilemeye baslamistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bu olumsuz gelismelere
karsilik 1993 yilinda TB konusunu kirmizi alarmla, diinya ¢apinda acil durum olarak
ilan etmistir. Biitiin iilkelere olusturdugu “Dogrudan Goézetimli Tedavi Stratejisini
(DOTS)” uygulamalart i¢in Onciilik etmistir. DOTS balgamin mikroskobik
arastirilmasinin daha yaygin olmasi sonucunda bulastirici olgularin tespit edilmesi ve
dogrudan gozetimli tedavi ile tedavi garantisinin saglanmasi temeline dayanir.
Uygulamaya gecirilen bu programin hedefi, tespit edilen tiim yayma pozitif olgularin
% 70’ ine tan1 konularak, bu tani1 konularin ise en az % 85’ nin kiir edilmesidir.
DOTS’ ni kullanan iilke sayis1 arttik¢a, bakteriyolojik tani oranlar1 ve buna bagh
olarak tedavi basarilari da diinya c¢apinda artmustir. Afrika iilkelerinde HIV
prevelansi yiiksek oldugundan, Gilineydogu Asya tilkeleri ve eski Sovyetler Birligi
ilkeleri basta olmak iizere, bir¢ok iilkede hastalik insidansi gozle goriiliir sekilde

etkilenmemistir. Bazi iilkelerde ise artis siirmektedir (Kiligaslan Z., 2007).



Tablo 1. DSO Bolgelerine Gére Tahmini TB Hastalik Yiikii, 2010 (Yiiz bin niifusta)

BOLGE Nufus Mortalite* Prevalans* Insidans*
Afrika 836 970 000 30 332 276
Amerika 933 447 000 2,2 36 29
Dogu Akdeniz 596 747 000 16 173 109
Avrupa 896 480 000 6,8 63 47
Giiney Dogu Asya 1 807 594 000 27 278 193
Bat Pasifik 1 798 335 000 75 139 93
DUNYA GENELi 6869 573 000 15 178 128

*Hizlar, nokta tahmin degerlerini gostermektedir (TC Saglik Bakanligi., 2013).

Tablo 1’de DSO’ niin 2010 tahmini TB hastalik yiikii verilerinin, 2012 yilinda
incelendigi raporu gosterilmistir. Bu tablo incelendiginde mortalite, prevelans ve
insidansin en fazla goriildiigii bolge Afrika bolgesidir. Bu bolgeyi sirasiyla Gliney

Dogu Asya bolgeleri ve Dogu Akdeniz bolgeleri izler.

TB hastaligi kontrolii i¢in; Stop TB Stratejisi, Binyi1l Kalkinma Hedefleri,
Diinya, Dogrudan Go&zetimli Tedavi Stratejisi ve Saglik Asamblesi Kararlari

kapsaminda belirlenmis hedefleri asagidaki gibi siralanilabilir.

e TB insidans hiz1 artisinin 2015 yilina kadar durdurulup geriye azalir sekle
doniismesini saglamak: Insidans hizi, azalmakta olup 1990 yilinda 52/100
000 iken 2011 yilinda 4/100 000 ve 2012 yilinda 22/100 000 seklinde veriler
arasina girmistir.

e 1990 yillarindaki TB prevelans seviyesinin yarisini, 2015 yilina kadar
yakalamak: Prevelans, TB kontrol programlari i¢in 6nemli bir gostergedir ve
1990 yilinda 51/100 000 iken 2012 yilinda 23/100 000 olarak veriler arasina
girmistir.

e 1990 yilindaki TB’dan 6liim hizinin yarisini, 2015 yilina kadar yakalamak:
Bu hiz 1990 yilinda 6,2/ 100 000 iken 2012 yilinda 0,52/ 100 000 olarak

hesaplanmastir.



e Yayma pozitif olgularda, tedavi basarisinin 2005 yilina kadar % 85 ve
ustlinde yapma: Bu hedefe 2004’ te ulagilmistir ve 2011 yili yayma pozitif TB
olgularin da tedavi basarisi oran1 % 90’lara ulagsmustir.

e 2050 yilina kadar kiiresel TB insidansin1 1/1 milyonun altina diisiirmek.
Tuberkulozda eliminasyon, TB insidansinin milyonda bir vakanin altinda
olmasidir. Bu konuda diinya geneli i¢in belirlenen hedef, 2050 yilidir (TC
Saglik Bakanligi., 2014).

2.2.2.Turkiye’de Tuberkuloz

Tirkiye’ de Veremle Savas Cemiyeti 1918 senesinde kurulmustur ve bu
yillardan itibaren tiiberkiilozla miicadele devam etmistir. 1950 ve 1975 yillarinda
hastalik prevalansi sirasiyla, % 0,25 ve % 0,1 olarak kayitlara ge¢mistir. Bu veriler
dikkate alindiginda, bu donemler arasinda yillik enfeksiyon risk oraninda % 10’ luk
bir azalmanin oldugu dikkat ¢ekmektedir. 1970 yillarinda resmi organlar tarafindan
“tliberkiiloz kontrol altina alinmistir” seklinde yapilan agiklamalar, halkin ve saglik
bakanligmin tlberkiloza olan ilgisinin giderek azalmasina neden olmustur. 1977
yilindan sonra Ki ¢alismalarla, bu hastaliga kars1 basta kisisel onlemler olmak tizere
alinan diger onlemlerin azalmasiyla birlikte enfeksiyon riskinin arttigi ispatlanmistir

(Karacali A., 2010).

Son yillarda bilgisayar sistemlerinin gelismesiyle birlikte, veri depolama
acisindan gelismeler olsa da, iilkemizde hasta bildirim ve kayit sistemlerinde bir
takim sorunlar devam etmektedir. Eldeki veriler genel olarak Verem Savas
Dispanserlerinden (VSD), Verem Savas Daire Baskanligina bildirilen verilere

dayanmaktadir (Kilicaslan Z., 2007).

VSD’ lerin 2010 yili kayitlarina gore, 16 551 tiberkiloz hastasi mevcuttur.
Toplam olgu hizi yiiz binde 24’den yuz binde 22,5’e diismiistiir. (TC Saglik
Bakanligi., 2013).



Tablo 2. Turkiye Tlberkuloz Profili 2014 ( www.who.int/tb/country, Erigim tarihi:
26 Subat 2016).

2014 Tahmini TB YUKk Say1 (1000’ de) Oran (100 000 Kkiside)
Mortalite (TB) 0,47 (0,4-0,55) 0,61 (0,52-0,7)
Mortalite (HIV+TB) <0,01(<0,01-0,012) 0,01 (0,01-0,02)
Prevelans (HIV+TB) 17 (8-30) 22 (10-39)
Insidans (HIV+TB) 14 (12-16) 18 (16-21)
2014 TB Olgu Bildirimi Yeni NUks
Pulmoner, bakteriyolojik olarak 5799 568
dogrulanmig
Pulmoner, klinik teshis konulmus 1897 119
Ekstrapulmoner 4557 168
Toplam yeni ve niks vaka 13108
Tedavi olmus, niiks etmemis vaka 270
Toplam dogrulanmis vaka 13378

TB/HIV 2014 Say1 %
HIV durumu bilinen TB hastalari 9344 70
HIV pozitif TB hastalar1 45 <1
Co-trimoxozole tedavisi altindaki TB 13 29
hastalar1 (CPT) HIV pozitif TB hastalari
Antiretroviral tedavi (ART) altindaki 28 62
HIV pozitif TB hastalar1
Insidans (TB) 0,045 (0,035-0,057) 0,06 (0,05-0,07)

2014 Laboratuvar TB Tespiti

Yayma (100 000 kiside) 0,5
Kiiltiir (5 milyon kiside) 9,9
[lag Duyarlilik Testi (5 milyon kiside) 4,9
Xpert MTB/RIF Tespit edilen 24
Ikinci kusak ila¢ duyarlilik testi mevcut mu? Evet
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DSO’ niin 2015 yilinda bildirdigine gore, Tiirkiye’ nin 2014 yilindaki TB
durumu Tablo 2’ de verilmistir. Bu tabloya gore mortalite oran1 0, 01/100 000;
prevelans 22/100 000; insidans 18/100 000’ dir. Bu oranlar TB hastalig1 yaninda HIV
hastaligin1 bulunduran bireyleri de icermektedir. Sadece TB olanlarin mortalite orani
ise 0, 61/100 000’ dir. Laboratuvar’ da yapilan tespitlere gore, yliz bin kigide 0,5
oraninda yayma pozitif olgu, bes milyon kiside 9,9 oraninda kiiltiir pozitif olgu

bildirilmistir.

2.3. Mikobakterilerin Bakteriyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler aerop, sporsuz, katalaz pozitif, kivrik veya dizgin comak
seklinde dallanmis mikroorganizmalardir. Ureme ortami ve siiresi, basilin
biiyiikliginii ve seklini degistirebilir. Makrofaj icerisinde aktif cogalan basiller
normalden biraz daha uzundur ve tomurcuklanma benzeri yapi sergilerler. Patojen
basiller, bélinmelerini takiben birbirlerinden ayrilmazlar ve kimeler seklinde
cogalirlar. Bu kimeler kord faktor (serpentine cord) olarak isimlendirilir (Resim 1).
Kord faktor olusturma o6zelligi hidrofobiteden kaynaklanmaktadir. Koloni sekilleri,
tlr tespiti veya hastalik yapma 6zelligi igin kesin bulgu olamaz (Kodksal ve Yaman,
2003).

Mty

Resim 1. Siv1 kiiltiir 6rneginden alinmis EZN boyamada kord faktor gorintisu
(https://www.studyblue.com, Erigim tarihi: 12.07.2016).
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Hicre duvar yapilarinda arabinogalaktan, peptidoglikan, fosfotidilinozitolln
glikozil derivatlar1, acil trehaloz, oligosakkarid iceren lipidler ve mikolik asit
mevcuttur. Temel olan bu yapilara ek olarak, antijenik Gzellik katan glikoproteinler
ve porin yapilar da bulunabilmektedir. Mikolik asitler tim hiicre duvar agirliginin %
50’sini, hucre lipidlerinin - % 60’11 olusturmaktadirlar. Mikolik asitler,
mikobakterilerin en ©6nemli virulans faktorlerindendir ve hiicre duvan

permeabilitesini de etkilerler (Koksal ve Yaman, 2003).

Hicre duvarlarinda peptidoglikan bulundugundan dolay1r mikobakterilerin gram
pozitif bakterileri grubunda oldugu séylenemez. Duvar yapilarinda protein ve
polisakkaritlerin yerini lipid igerikli tabakanin yer almasi gram pozitif bakteri duvar
yapisi ile ortiismez. Diger bakterilerde oldugu gibi kapsil bulunmaz ama hiicre
duvarlarindaki fazla lipit katmani, mikroorganizmay1 ¢evresel kosullarin etkisinden
korur. Aym1 zamanda normal boyalarla boyanamamasina neden olur. Bu nedenle
mikobakterilerin boyanmasi alttan verilen 1s1 yardimiyla gergeklesmektedir. Alkali
anilin boya tiirevleriyle silik boyanirlar. Is1 esliginde karbol fuksin uygulamasindan
sonra, asit alkol muamelesi ile dekolorize olmazlar ve karbol fuksin boyasii
birakmazlar. Bu ylizden aside direncli basiller ismi (ARB) verilmistir. Erlich Ziehl-
Neelsen boya (EZN), Kinyoun Asit Fast gibi modifiye asidik boyalarla pozitif sonug
verirler. Bu boyamalarda basiller mavi zeminde kirmizi renkte géralirler (Resim 2).
Mikobakteriler, yiiksek duyarliliklarindan dolay1 tercih edilen Auramin-Rodamin
gibi floresan boya ile de kolay boyanirlar (Inderlied CB., 1999).

Mikobakteriler (M. leprae hari¢) laboratuvar ortamlarinda kiiltiirii yapilarak
tretilebilir. Uretilebilmeleri icin yumurta icerikli veya agar igerikli hazirlanan
besiyerleri (Lowenstein — Jensen Medium ) kullanilir. Bunun yaninda, yari otomatize
sistemlere entegre olan sivi besiyerleri de (MGIT Broth) kullanilmaktadir. Kati
besiyerleri genel olarak 3-6 hafta icinde bakteriyi tretir (Ozkuyumcu C ve ark.,
2009).
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Resim 2. EZN boyama ile ARB pozitif bakterilerin mikroskobik gorintisu
(http://veterinarymicrobiology.in/acid-fast-staining, Erisim tarihi: 12.07.2016).

2.4. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi

Actinomycetales takiminda simiflandirilmis  olan  Mycobacterium  cinsi
Mycobacteriaceae ailesinde yer alir. Toprakta yaygin olmak (zere tum cevrede
bulunan mikobakteriler, sigirlar evcillestirilmeye baslandiktan itibaren insanlara
bulasmaya baslamistir (Baris 1Y., 2003). Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti,
Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium canettii ve
Mycobacterium bovis BCG’nin bakteriyolojik ve nukleik asit benzerlikleri temel
alinarak “M.tuberculosis complex’” (MTK) olarak bir grup altinda toplanmiglardir (
Cavusoglu C., 2003). AIDS ’in (Acquired Immune Deficiency Syndrome) ortaya
cikisindan itibaren, diger bazi mikobakteri tirlerinin, MTK dis1 mikobakterilerin
(MOTT) (M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis ve M. avium complex) klinik
O6neminin anlasilmasi, ilginin bu tlrler zerinde yogunlasmasina neden olmustur
(Baris 1Y, 2003).

1979’da Wolinski’ nin klinikle uyumlu siniflandirmasini dikkate alarak, 1987°de
Woods ve Washington bir siniflandirma olusturmuslardir (Wayne ve Kubica., 1986).
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Tablo 3. Mikobakterilerin Woods ve Washington Tarafindan Siniflandirilmasi.

Klinik 6nemi olan
mikobakteriler

M. tuberculosis kompleks
M. tuberculosis

M. bovis (M. bovis BCG)
M. africanum

M. microti

Insanda potansiyel patojen olan mikobakteriler

M .avium-intracellulare kompleks
M. kansasii

M. fortuitum-chelonae kompleks
M. scrofloceum

M. xenopi

M. szulgari

M.
M
M
M
M
M
M

malmoense

. Simiae

. genavense

. marinum

. ulcerans

. haemophilum

. celatum

Insanda nadiren hastahk yapan saprofitik tiirler

Yavas iireyenler

M. gordonae

M. asiaticum
M.terrae-triviale komp.
M. shimoidei

M. gastri

M .nonchromogenicum

M. paratuberculosis

Orta hizda iireyenler Hizh iireyenler

M. flavescens M. thermoresistible
M. smegmatis
M. vaccae
M. phlei

M. parafortuitum
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2.5. Mikobakterilerin Laboratuvar Tanis1

TB solunum yolu 6rnekleri basta olmak tizere, bunun disindaki diger vicut
sivilarinda M. tuberculosis tespit edilir. Balgam, endotrakeal aspirasyon, gastrik
lavaj, bronkoalveolar lavaj yontemleriyle alinan materyaller TB tespiti i¢in sik
kullanilir. Eger hastada bobrek tiiberkiilozu diisiiniiliiyor ise sabah idrar1 bu inceleme
icin 6nemlidir. Son yillarda her ne kadar molekiler tan1 yontemleri gelistirilerek 6n
plana c¢ikarilsada, tanida, mikroskopide aside direncli bakteri (ARB) aranmasi
yaninda Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde kultlr "altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Tedavinin etkinligini izleyip aktif tuberkilozun cevreye yayilimini
engellemek amaciyla kisa surede sonug¢ veren yoOntemlere ihtiyag duyulmaktadir
(Ozkuyumcu C, 2009; Della-Latta ve Weitzman., 1998).

2.5.1. Mikroskopi

Tiiberkiiloz arastirma amaciyla alinan materyallere ilk uygulanacak olan yontem
direkt mikroskobik incelemedir. Mikroskobik olarak bakterinin balgamda
goriilebilmesi icin, en az 5-10X10%ml basil olmalidir. Laboratuvarlarda uygulanan

ARB degerlendirme tablosu Tablo 4’ te gosterilmistir.

Tablo 4. EZN boyamada ARB degerlendirme tablosu.

X 1000 objektifle inceleme ARB sayisi
ARB yok/ 300 alan Aside direncli bakteri gortlmedi
1-2 ARB/ 300 alan Stipheli pozitif, 6rnek tekrar1 6nerilir
1-9 ARB/ 100 alan (1+); Nadir ARB goruldu
1-9 ARB/ 10 alan (2+); Az sayida ARB goriildii
1-9 ARBY/ alan (3+); ARB goruldi
>9 ARB/ alan (4+); Cok sayida ARB goriildii
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Diinya genelinde, yeni yayma-pozitif olgularin % 70’nde basillerin tespit
edilmesi basar1 standardi olarak kabul edilir (Steingart KR ve ark., 2006). Yeni
yayma-pozitif tiiberkiiloz olgularinin saptanmasinda mikroskobik inceleme onemlidir
(Perkins MD., 2000). Balgamin tiiberkiiloz a¢isindan mikroskobik incelenmesi,
gelismemis ve gelismekte olan {tlkelerde ©6nemli pulmoner tiiberkiiloz tani
yontemlerinin basinda gelir. Bu Ulkelerde genellikle balgam 6rnegi direkt olarak
EZN ile boyanir. Mikroskobik incelemenin basit, hizli, ucuz ve 6zgiil bir yontem
olmasindan dolayi, TB’ nin endemik oldugu iilkelerde ¢ok yaygindir. Bu konuda
yapilan c¢alismalara gore, mikroskobik inceleme duyarliligt % 20-80 arasinda
degismektedir (Trebucqg A 2004, Van Deun A ve ark., 2000). Duyarlilik
oranlarindaki farkli sonuglar, kullanilan boyama yontemi ve mikroskop kalitesiyle
degisebilir. Ayni zamanda incelenen Ornegin tiirii, yaymanin kalinligi,
dekolorizasyon suresi ve hatta incelemeyi yapan kisinin bu konudaki tecriibesiylede
degisebilir. Mikroskopik inceleme igin, EZN boyama, kinyoun boyama ve auramin-
rodamin floresan boyama yontemleri tercih edilen yoéntemlerdendir. Mikroskobik
incelemenin duyarlilig: kiiltir ve identifikasyon yontemlerine gore daha diisiiktiir
ama kiiltiir sonuglarinin elde edilmesi birkag¢ haftay1 bulabileceginden dolay1, pozitif
bir mikroskobik inceleme sonucu son derece énemli ve degerlidir. Kisaca, duyarliligi
cok yiksek olmayan bir yontemin, yillar boyunca gelisen teknoloji karsisinda
vazgecilemeyen bir tani araci olarak kalabilmesi de bu durumu destekler niteliktedir
(Alp A., 2011). Son yillarda, DSO tarafindan da 6nerilen, 151k mikroskobundan ve
flouresans mikroskoptan % 5-6 oraninda daha fazla duyarli olan LED Floresans
Mikroskop (Light Emitting Diodes) ile incelemedir ve mikobakteri agisindan goriintiisii

Resim 3’ te verilmistir. (Siiriiciioglu S., 2013).

Resim 3. LED floresans mikroskopta mikobakteri goruntasa
(https://www.klimud.org, Erisim Tarihi: 12.07.2016).
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2.5.2. Klltur

TB kdltrd igin yaygin olarak kullanilan kati besiyeri LJ besiyeri ve sivi besiyeri
sistemi ise BACTEC 460 TB radyometrik sistemidir (Siddigi SH., 1989). LJ besiyeri,
laboratuvar sartlarinda kolayca hazirlanabildiginden ve ucuz oldugundan dolay1
tercih edilir. Kat1 kiiltiirden sonra, BACTEC 460 TB radyometrik sistemi hizli ve
giivenilir tan1 sagladigindan tercih edilen sistemler arasinda yerini almistir. Ancak
ekim dncesinde ve sonrasinda, laboratuvarda is yiikiinii artiric1 ve is kazalarina zemin
hazirlayici gibi dezavantajlar vardir.

Otomatize mikobakteri tami sistemlerinden biri olan MGIT 960 sistemi,
BACTEC 460 TB sisteminin olumsuz yonlerini azaltabilmek amaciyla {iretilmistir.
Bu sistem, floresan veren bir indikatoriin bulundugu tiiplerde bakterilerin tiretilmesi
esasina dayanmaktadir (Rishi S ve ark. 2007, Chan DS ve ark. 2008). MGIT 960
sisteminin kisa siirede sonug vermesi en Onemli avantajlarindan biridir ve radyoaktif
madde kullanilmaz. Bundan dolayi, giiniimiizde BACTEC 460 TB radyometrik

sisteminin yerini almistir (Resim 4).

Resim 4. Kullanilan mikobakteri kiiltiir sistemleri. a: LJ besiyerinde mikobakteri, b:
MGIT 960 sistemi, c: BACTEC 460 sistemi (https://www.klimud.org, Erisim tarihi:
12.07.2016).

Middlebrook kati ve sivi besiyerlerinin, hazirlanma asamalarinda zorluklar

vardir ve hazir alinmalari durumundada pahalliya mal olmaktadir. Bu yiizden fazla
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tercih  edilmemektedirler. Bunun yaninda middlebrook kati besiyerleri,
mikrokolonilerin erken ddnemde saptanabilmesi amaciyla kullanima olduk¢a
uygundur. Kolonileri daha erken donemde elde etmek amaciyla antibiyotik igeren
selektif 7H11 besiyeri tercih edilir. Bu yontem sayesinde koloni olusumu bir hafta
icinde saptanabilmektedir (Esteban J ve ark., 1996).

Hizli bir TB tani sistemi olan TK kiiltiir sistemi, bazi merkezlerde yerini
almistir. Bu sistemde izolasyon i¢in kullanilan TK besiyeri, ¢coklu renk indikatorleri

kimyasindan yararlanilarak hazirlanmistir ve Resim 5° te gosterilmistir (Baylan O ve

ark. 2004, Kocagoz Tanil., 2013).

KATI

SIVI

Ureme Yok - Mikobakteri - Kontaminayon

Resim 5. TK besiyeri goéruntuleri (http://www.abmfuar.com, Erisim tarihi:
12.07.2016).

2.5.3. Fenotipik Yéntemler

Genel olarak tirlerin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde biyokimyasal
reaksiyonlardan yararlanilmaktadir. Ureme hizlar, koloni morfolojileri ve
biyokimyasal testleriyle birlikte tirler ayirt edilebilir. Cogu bakteride sayica daha az
olan bu 6zellikler, MTK icinde yer alan turleri ayirt etmek icin de yetersizdir. Bu
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Ozelliklere ek olarak bazi biyokimyasal tepkimelerede bakilmalidir ve bu kimyasal
tepkimeler Tablo 5° te gosterilmistir. 1980 li yillarda, hlcre duvarindaki mikolik
asitlerin incelenmesi prensibi ile ¢calisan yuksek performansh likid kromatografi ile
mikobakterilerin identifikasyon metodu kullanilmaya baslanmistir (Karacali A.,
2010).

Tablo 5. MTK tiirlerinin baz1 biyokimyasal 6zellikleri.

Test M. tuberculosis M. bovis M. bovis M. africanum M. microti M. canettii
BCG

Koloni

Morfolojisi R R R R R S

Pirazinamidaz + + +

Niasin + +/- +

Nitrat Kullanimi + +/- - +

Ureaz +- - + +- +- +

TCH Duyarlihigi*  Direngli Duyarl Duyarh Duyarl Duyarli Direngli

Oksijen Aerobik Mikro Aerobik Mikro Mikro ?
Aerofilik Aerofilik Aerofilik

Pirtivat

Kullanimi - + +

* TCH: Thiophene-2- Carboxylic Acid Hydrazide

2.5.4. Genotipik Yontemler

Tiiberkiiloz tanisinda kullanilan molekiler yontemlerin 6zgullikleri oldukca
yuksektir. Bu yontemlerin 6zgulliklerinin farkli olmasinda, PZR yontemiyle birlikte
ornek tiirii ve 6rnek i¢indeki basil miktarida 6nemlidir (Cheng ve ark., 2004). PZR’
mn hizli ve giivenilir oldugunu kanitlayan ¢aligmalar sonucunda PZR temelli birgok
yontem gelistirilmistir. TUberkiloz PZR testleri icinde en Umit vadeden
yontemlerden biri, amplifikasyona dayali olan yar1 real-time o6zelliginde *“Xpert
MTB/RIF” testidir (Alp A., 2011). Bu testin en O6nemli avantajlarindan biri ise
Rifampin i¢in duyarlilik sonucuda vermesidir.

Solunum yolu 6rneklerinde TB etkenini tespit etmek igin gelistirilmis kitlerden

biri “Gen Probe Amplified Mycobacterium Direct Test” (Gen-Probe)’tir. Test igerigi,
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hedef molekiil olarak secilen rRNA saptanmasina dayanir. Bu sekilde duyarlilik
artirtlmistir (Vlaspolder F ve ark., 1995).

Molekuler yontemlerden bir digeri olan, zincir ayristirma amplifikasyon (strand
displacement amplification=SDA) yontemi, 0zellikle solunum yolu 6érneklerinden
tiiberkiiloz basillerinin arastirilmasinda oldukca kullaniglidir. Bu yontemi kiiltiir ve
mikroskobi pozitif orneklerle test ettiklerinde, tamaminda pozitif sonu¢ alinmistir.

(Down JA ve ark., 1996).

LJ veya MGIT 960 siv1 ortamlarindan alinan 6rneklerde tiiberkiiloz basillerine
0zgu amplifikasyon (1S6110 gen bolgesi primerleri ile) yapilarak, treyen bakterinin
MTK i¢inde olup olmadigi anlasilabilmektedir. Kisaca, mikobakterilerin tur
tayininde tek gen amplifikasyonu ve akabinde enzim kesimi yontemini iceren RFLP

ile tayinler yapilmaktadir (Durmaz R., 2000).

2.6. Mikobakterilerin Tiplendirilmesi

MTK identifikasyon testi (BD, Polonya), EZN boya ile TB oldugu dogrulanmis
pozitif MGIT tiiplerinden alinan Ornek Uzerinde, MTK’nin kalitatif tespiti igin
kromatografik immino testlerden biridir. MTK htcrelerinden protein turevi olan
MPT64 salgilanir. Kiiltir tiipiinden alinan Ornekler test cihazina eklendiginde,
MPT64 antijeni, test stribine sabitlenmis MPT64 antikoru ile baglanir. Antijen-
konjugat kompleksi, test stripi Uzerinden reaksiyon alanina ilerler ve burada
yakalanir (Resim 6). Bu sistemle hizli olarak mikobakterinin MTK grubunda ya da
MOTT grubunda olup olmadig1 anlasilir (Abdiilmajed O., 2011).
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Resim 6. MTK tespit edilmis hizli ID test; BD,Polonya. a: MTK ve b: MOTT (
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi,

Mikobakteriyoloji Laboratuvart).

BACTEC 460 ve MGIT 960 sistemleriyle iiretilmis mikobakteriler NAP TB tiir
sistemiyle tayin edilebilirler. NAP (P-nitro-alfa-acetyl-aminobeta hydroxypropionate
) kloramfenikol sentezinde bir ara tiriindiir ve MTK olan mikobakterileri inhibe eder.
Diger mikobakteriler hafif veya hig inhibisyon gostermezler (Abdilmajed O., 2011).

Amplified M. tuberculosis Direct test (AMTD) transkripsiyona bagli ¢ogaltma
(Transcription-Mediated Amplification: TMA) temeline dayanir. Bu yontemde
cogaltilan hedef niikleik asit, rRNA (Ribozomal RNA)’dir. Once RNA nin “reverse
transcriptase” (RT) enzimi ile DNA kopyast ¢ikarilir. Uriinler akridinyum ile
isaretlenmis 6zgul problarla hibridize edilir. Akridinyum parcalanarak agiga ¢ikan
151k, luminometrede 6l¢ilur (Hanna and Musser., 2001). M. tuberculosis Amplikor
Testi ( Amplicor) PZR esasl bir testtir. Bu yontemde, mikobakteri DNA’simin 16S
rRNA gen bolgesine ait tur spesifik primerler ve isaretli MTK’ya ait problar
kullanilir (Hanna and Musser., 2001). Manuel Loop-Mediated-zotermal Cogaltma
(LAMP) testi, izotermal kosullarda M. tuberculosis’in 6 primer setini verimli sekilde
cogaltir. Test izotermal cogaltma sicaklizi olan 63°C’de aktif olan polimeraz
enzimini kullanir (Abdilmajed O., 2011).

Real-time PZR amplifikasyon ve saptama islemlerinin ayni ortamda
gerceklestigi yontemlerden biridir. Bu yontemde PZR sirasinda olusan iiriinler 6zgiil
proplar veya ¢ift sarmalli DNA’ya baglanma 6zelligi gosteren boyalar (sebergreen,

etidyum bromr vb) yardimiyla goriintiilenmektedir (Soini ve Musser., 2001).
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Cepheid GeneXPERT MTK/RIF sistemi, real-time PZR’1 ve rifampin direnci ile
ilgili mutasyonlar icin sahip oldugu 5 MTK probu kullanarak MTK teshisine olanak
saglar (Abdiilmajed O., 2011).

2.7. PZR-RFLP Yontemi

MTK olarak adlandirilan mikobakteri ttrleri, M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. pinnipedii, M. canettii M. africanum, M. microti ve M. caprae’ dir. Bu
tirler basta insan olmak iizere evcil ve yabani hayvanlarda birincil infeksiyon
nedenidir. Bu tiirlerin birbirleriyle yakin iliskisi, DNA-DNA hibridizasyonu,
multilokus elektroforez ve 16S rRNA ve 16S-23S rRNA genlerinin dizilenmesiyle
gosterilmistir (Kasai ve ark. 2000, Niemann ve ark., 2000). MTK tiirlerine ait
kolonilerden, DNA izolasyonu gergeklestirilip, gyrB veya hsp65 genlerinin
amplifikasyonu yapilarak MTK i¢indeki tiirlerin ayrimi RFLP metoduyla
gerceklestirilebilir (Bayraktar ve ark., 2011). Spesifik restriksiyon enzimleri (RE)
yardimiyla gergeklesen kesim sonucunda olusan fragment dizilerindeki
varyasyonlara RFLP denir. Bu fragment dizilerindeki varyasyonlarin saptanmasi
amaciyla yapilan analize ise RFLP analizi denir. RE; DNA sekanslarinda tanidigi
bolgelerde kesim islemi yaparak RFLP olusturur. RFLP analizi igin bakterinin
tiremis olmasi, ilireyen bakteriden DNA eldesi ve mevcut DNA’ larda RE’ lerin
tantyabilecegi gen bolgelerinin amplifiye edilmis olmasi gereklidir. Bu islemlerden
sonra olusan fragmentler agaroz jelde, elektroforez sonrasinda goriintiilenebilir.
Marker DNA kullanilarak goriintelenen jeldeki bantlara bakilarak degerlendirme
yapilir (Ciftci A., 2003). RFLP metodu uygulanirken gyrB gen boélgesini taniyip,
kendine 6zgii baz cifti (baz pair=bp) uzunlugunda kesen Rsal/Afal, Tagl ve Sacll
gibi restriksiyon enzimleri mevcuttur. Bu enzimlerin hangi tirin gyrB genini, hangi
bp uzunlugunda kesecegi bircok ¢aligmada ispatlanmis ve bilimsel veriler arasinda

yerini almistir (Resim 7).
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Resim 7. Rsal restiriksiyon enziminin gyrB geninindeki aktivites ( Bayraktar ve ark.,
2011)

Resim 7’ ye gore; 1. ve 8. sutunlar 100 bp DNA ladder; 2 ve 3. sutunlar M.
tuberculosis (360-560 bp); 4. sutun M. africanum (360-560 bp); 5. sutun M. bovis
(360-480 bp), 6. sutun M. caprae (360-480 bp); 7. sutun M. microti (360-660 bp)
olarak tiirlerin ayrimi yapilmistir (Bayraktar A ve ark., 2011). RFLP metoduyla
MTK tiirlerinin ayrimi, hastaliin etkenine, bulas yolu, yayilma hiz1 ve tedavi
yontemleri gibi 6zelliklerin daha hizli ve giivenilir irdelenip yol ¢izilmesine blyuk
avantaj saglar. Restriksiyon enzimlerinin RFLP analizi sonucunda gosterdigi

aktiviteler ve tiir ayrimlar1 Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 6. Rsal/Afal, Taql ve Sacll enzimleriyle MTK tlrlerinin RFLP paternleri
(Bayraktar ve ark., 2011).

Enzim  Bant paterni Identifikasyon

Rsal/Afal  360-560 bp M. tuberculosis/ M. africanum
360-480 bp M. bovis/ M. caprae
360-660 bp M. microti

Taql 250-440 bp M. tuberculosis
440 bp M. africanum

Sac Il Kesim yok M. bovis
280-740 bp M. caprae
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2.8. M. bovis’ in Tuberkuiloz Etiyolojisindeki Onemi

M. bovis, insanlarda ve hayvanlarda TB hastaligina neden olabilen, MTK icinde
siiflandirilan ve bu smifin i¢inde en genis konak araliina sahip mikobakteri
tdrlerinden biridir (Aslan G ve ark., 2009 ve Mignard S ve ark., 2006). M. bovis BCG
13 y1l boyunca, M. bovis’in 230 kez pasajlanmasiyla elde edilen bir as1 susudur (Ritz
N ve ark., 2008).

Gelismis tilkelerde, M. bovis’in insanlardaki enfeksiyonu, ¢iftlik hayvanlarinin
tiiberkiilin testi ile taranmasi, hayvan bakicilarinin izlenmesi ve sitiin pastorizasyonu
gibi yontemlerle kontrol altina alinmistir. Yeni enfeksiyonlarin ise ¢ok 6nceden ali-
nan ectkenden dolay1 reaktivasyonla ortaya c¢ikmasina baglandigi seklinde
aciklanmaktadir. HIV ve M. bovis ile ko-enfekte kisilerde yapilan caligmalarda,
bagisikligi zayiflamis hastalarda firsatg1 enfeksiyon etkenidir (Romero ve ark.,
2006). Olgularin ¢ogunda, M. bovis’in klinik ve patolojik 6zellikleri M. tuberculosis
enfeksiyonuyla aynidir. Bu durumdan kaynaklanan sebeplerden dolayi, hastalarda M.
bovis’in insidensi tespit edilememekte ve buna bagli olarak, koruma ve tedavi
stratejileri de belli bir plan dahilinde olamamaktadir. Coklu ila¢ direnci bulunan M.
bovis suslarinin ve HIV ile ko-enfeksiyonun sikligi sebebi ile M. bovis’e karsi etkin
tedavi ve korunma stratejilerinin gelistirilmesine ayrica onem verilmesi gerektigi

vurgulanmaktadir (Aslan G ve ark., 2009).

Diinya Saglik Orgiitii ve Amerikan Genel Saghik Kurulusu verilerine gore,
Giliney Amerika’da her y1l M. bovis’in neden oldugu 7 000 yeni insan tlberkiloz
olgusuna rastlanildigin1 ve kayitlara gegmeyen olgularla birlikte insidansin sekiz kat
daha yiiksek oldugu kayitlar arasindadir. Cogu yayinda tersi bildirilsede, bazi
ulkelerde bildirilen sigir enfeksiyonunun taginmasinda insanlarin da M. bovis’in

rezervuari olarak davranabilecegi bildirilmistir (Wei CY ve ark., 2004).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, M. bovis’in sebep oldugu tiiberkiiloz olgulart
her ne kadar seyrek gibi gorinse de, gin gectikge literatire yeni veriler
eklenmektedir. Tiberkiloz patojenlerinin tiir diizeyinde ayrimini yapan laboratuvar
yontemleri kullanimda yayginlasirsa, biiyiik popiilasyonlar1 igine alan bolgesel ¢alis-
malarda gergek insidanslar ortaya ¢ikacaktir (Aslan G ve ark., 2009).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Gerecler

Biyoguvenlik kabinleri (TEZ-SAN CLASS Il ve ESCO Class 11 BSC)
Lowenstein Jensen besiyeri (BBL)

Inkiibator (Memmert)

Hassas terazi (DENSU UFO plus mode JW)

Buz dolabi1 ve Derin dondurucu (Arcelik ve Bosch)

pH metreler (HANNA instrumennts HI 2211 ve DocuMeter pH)
Santrifiij cihaz1 (eppendorf Centrifuge 5424)

Isiticilar (Biosan TDB 120 Thermo Block ve Biosan TDB 100 Dry Block)
Vorteks cihazlar1 (Heidolph REAX ve XH-II Agitador)

Diger karistiricilar (Biosan Combi-Spin ve Hot Stirrer MS300HS)
PZR cihazi1 (2720 Thermal Cycler/Applied biosystems)

Agaroz jel elekroforez cihazi (Wealtec Elite 300 plus)

Goriintlileme cihazlari (Quantum Vilber Lourmat)

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

DNA izolasyon kiti (Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit, Lot:
1669675)

Lizozim (Fluka Biochemika Lot: 1312852)

Etil Alkol (Alkokim, 8698943970010)

HCL (Merck, 1.00317.2501)

Tris Buffer EDTA (TBE, gibco UltraPure Lot: 1665533)

dATP (Invitrogen Lot: 1628357)

dCTP (Invitrogen Lot: 1628355)

dGTP (Invitrogen Lot: 1628356)

dTTP (Invitrogen Lot: 1628352)
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e MgCl; (Invitrogen Lot: BM3B1d)

e PZR Buffer (10X; Invitrogen Lot: BP5B1a)

e Tag DNA Polimeraz (Invitrogen Lot: BK2B1c)

e MTUB- R (ACATACAGTTCGGACTTGCG; Invitrogen Lot: A4735 B11)
e MTUB-F (TCGGACGCCTATGCGATATC; Invitrogen Lot: A4735 B10)
e 10 X Afa | Buffer (invitrogen Lot: A1701A)

e Afal (Rsal)enzimi (invitrogen Lot: K2801BA)

e 10X Taq I Buffer (Invitrogen Lot: A1301A)

e Taq | (TthHBS8 I) enzimi (Invitrogen Lot:K252DA)

e BSA (Bovin serum albumin; Invitrogen Lot: A3401A)

e Agaroz (Invitrogen Lot: 442893)

e DNA Marker (100 bp; Fermantase 4301)

e Etidium Bromid (EBr Lot: 0801)

3.3. Bakteriler
e MTK suslar (Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Mikobakterioloji Laboratuvari stoklar1).
e M. tuberculosis H37Rv kontrol susu (Prof. Dr. Riza Durmaz)

e M. bovis BCG kontrol susu (TC Saglik Midiirliigii, Canakkale )

3.4. Materyal Secimi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji AD, Mikobakteriyoloji Laboratuvarlarinda, 01.01.2013- 31.12.2014
tarihleri arasinda MTK olarak identifikasyonu yapilmis 76 adet sus ¢alisma materyali
olarak secildi. Calisma materyali olarak secilen bu suslar, belirtilen tarihler arasinda
Mikobakteriyoloji laboratuvarina TB on tanisi ile degisik polikliniklerden ya da dis
merkez saglik kuruluslarindan tetkik amagh gonderilen hasta Orneklerinden izole
edildi. izole edilip, tanimlanan bu suslar siv1 bazli saklama besiyerlerinde -80 °C’ de

saklandi.
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3.5.Ydntemler

3.5.1. M. tuberculosis complex izolatlar

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji AD, Mikobakteriyoloji laboratuvarinda, MTK olarak tanimlanmis
suglar, -80 °C’ den alinarak LJ besiyerlerine tekrar ekildi. Ekimi yapilan bu suslar 37
°C’ de Uremeleri igin, mikobakteriyoloji laboratuvarina ait etiivde inkibasyona
alind1. Inkiibasyona alman suslar 7-14 giin arasinda tekrar iiretildi. MTK kolonilerini
igeren LJ besiyerleri, diger islemler yapilincaya kadar +4 °C” de muhafaza edildi.

Standart sus olarak PCR ve RFLP tekniklerinde pozitif kontrol amaciyla M.
tuberculosis H37Rv ve M. bovis BCG (SII-BCG, Keymen lag) suslar1 kullanilmustir.

3.5.2. DNA Ekstraksiyonu

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD,
Aragtirma laboratuvarinda, MTK kolonilerini igeren LJ besiyerlerinden koloniler
almarak, bu kolonilerden Invitrogen Genomik DNA izolasyon kiti ile DNA
ekstraksiyon Kkiti tarafindan saglanan/saglanmayan kimyasallar ile asagidaki
basamaklar izlenerek gerceklestirildi.

e LJ besiyerlerinden koloniler 1 ml TBE tamponu ile yikanarak toplanir ve 1

saat boyunca 15 dakikada bir karistirilarak 80 °C” de inkiibe edildi.

e Daha sonra 5 000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek st siv1 atildu.

e Pelet iizerine taze hazirlanmis lizozim ¢6zeltisinden (1 gr Lizozim, 13,30 ml

TBE, 41,875 ml distile su) 200 pl eklendi.

e Pelet iyice vortekslenerek ¢Oozduruldi. Hiicre peletinin iyice ¢oziildiigiinden

ve herhangi bir hiicre topaginin olmadigindan emin olunmalidir.

e Hucre ¢ozeltisi 3 dakikada bir karistirilarak en az 30 dakika boyunca 37 °C *

de inkiibe edildi.

e 10 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilerek hicreler ¢oktiiriildii ve st sivi

atild.
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e 200 pl Genomik Digestion Buffer ve 20 pl Proteinaz K ¢ozeltisi eklendi ve
lyice vortekslendi.

e 200 pl Genomik lysis/Binding Buffer eklendi ve iyice vortekslendi.

e 55°C “ de 30 dakika inkiibasyona alindi.

e 200 ul % 96-100’ luk etil alkol eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

e Hazirlanmis olan bu karisim (- 640 ml) toplama tipt bulunan spin kolonlara
alindi ve 10 000 rpm’ de oda 1s1sinda 1 dakika santrifuj edildi.

e Toplama tiipleri atildi ve spin kolonlar yeni toplama tiiplerine alindu.

e Etil alkol ile hazirlanmis 500 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 10 000 rpm’ de
oda 1s1sinda 1 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tupleri atildi ve spin kolonlar yeni toplama tiiplerine alindu.

e FEtil alkol ile hazirlanmis 500 pul Wash Buffer 2 eklendi ve maksimum hizda
(20 000 rpm) oda 1s1sinda 3 dakika santrifiij edildi.

e Toplama tiipleri atildi ve spin kolonlar DNA o6rneklerinin saklanacag steril
1.5 mI’ lik mikrosantrifiij tiiplerine alindk.

e Spin kolonlara 200 ul Elution Buffer eklendi ve oda 1sisinda 1 dakika inkiibe
edildi.

e Maksimum hizda (20 000 rpm) oda 1s1sinda 2 dakika santrifiij edildi.

e Spin kolonlar atild:.

e Mikrosantrifilj tuplerinde genomik DNA mevcuttur.
DNA varlig1 % 2’ lik agaroz jel elektroforez yardimiyla goriintiilendi. DNA

ornekleri, izolasyon sonrasinda isleme alinacaksa + 4 °C’ de, daha sonraki zaman

dilimlerinde isleme alinacaksa -20 °C’ de muhafaza edildi.
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3.5.3. PZR- RFLP Yoénteminin Uygulanmasi

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi
(COMUDAM), Arastirma laboratuvarlarinda, agaroz jel elektroforezinde varhig
tespit edilen DNA o6rnekleri, M. tuberculosis kontrol DNA’ s1 ve M. bovis BCG
kontrol DNA’ s, gyrB geni agisindan PZR  islemine  alindi

e PZR 6n hazirhk (50 pl’ lik reaksiyon, 1 6rnek igin):

e 5ul10 X PZR Buffer

e 1.5pul MgCl,

e 1ulMTUB-F (5-TCG GAC GCG TAT GCG ATATC- 3)
e 1ul MTUB-R (3- ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG-5)
e 1pl dNTP (10pum)

e 7 U MTK DNA’s1

e 0.2 pl Tag DNA polimeraz

e 33.3ulddH,0

Pozitif kontrol olarak kalip DNA yerine ayn1 miktarda M. tuberculosis H37Rv
ve M. bovis BCG DNA’s1 ve negatif kontrol olarak ise kalip DNA yerine ddH20
kullanildi.

Bu oranlar dikkate alinarak, her bir MTK DNA’ si i¢in, PZR tiiplerinde
karisimlar hazirlandi ve PZR islemi i¢in hazir hale getirildi. Termal Cycle cihazi

asagidaki sartlara ayarlandi.

e PZR sartlan.

e 80°C 5dakika —
e 94°C 1 dakika

e 65°C 1dakika —— 35siklus
e 72°C 1dakika

e 72°C 10dakika —

e +4°C Sonsuz
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Termal Cycle cihazinda bu sartlar saglandiktan sonra, PZR tiiplerinde hazirlanan
ornekler, gyrB amplifikasyonu icin PZR islemine tabi tutuldu. PZR islemi
sonrasinda, PZR 0runleri % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde, pozitif kontrollerle
birlikte gorunttlendi. gyrB agisindan amplifiye olan 6rnekler RFLP gergeklestirmek

icin, yeni PZR tliplerinde enzim kesim iglemine alindi.

e RFLP metodunun uygulanmasi

e Afal (Rsal) restriksiyon enzimi muamelesi ( 20 pl, 1 6rnek igin)

e 0.5 pl Afal

e 2 ul 10X Afal Buffer 37 °C’ de 1 saat

e 2ulBSA 65 °C’ de 20 dakika
e 15.5 ul PZR drlnd (gyrB)

e Tagql restriksiyon enzimi muamelesi ( 20 pl, 1 drnek igin)

e 0.5l Taqgl
e 2 ul 10X Tagl Buffer 65 °C’ de 1 saat
e 2ulBSA

e 155yl PZR Urtnd (gyrB)

Afal ve Taql restriksiyon enzimleri, MTK igerisindeki tiirlerin ayrimi igin
kullanilan iki enzimdir. gyrB geni amplifiye olmus MTK tiirleri, her iki enzim i¢in
pozitif ve negatif drnek, bu enzimlerin kesim aktivitesinin belirlenmesi i¢in isleme
alindi. Referans yayinlardan alinan bp degerlerine gore enzim kesim sonuglari analiz
edildi. Bu analizler,100 bp’ lik marker DNA, Rsal agisindan ve Taql agisindan
pozitif kontrol ve negatif kontrol kullanilarak, enzim kesim tirtinleri ile birlikte % 2’
lik agaroz jel elektroforezinde ydriitilerek yapildi. Yiiriitme isleminden sonra,

goriintiileme cihazinda sonuglarin varligi ortaya konuldu.
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4. BULGULAR

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Tibbi
Mikrobiyoloji AD, Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda, 01.01.2013- 31.12.2014
tarihleri arasinda MTK olarak tanimlanmis 76 adet 6rnek isleme alindi. Bu 6rnekler
yaslar1 23 ile 82 arasinda degisen ve yas ortalamasi 48 olan 76 farkli hastaya aittir.
Hastalarin % 23,7’ si kadin (18 kisi) ve % 76,3” U erkektir (58 kisi). Bu hastalara ait
tiiberkiiloz kiiltiirii i¢in ¢alisma materyalleri, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Arastirma ve Uygulama Hastanesi; Gogiis hastaliklar1 kliniklerinden (COMU GH)
28 (% 36,85), Enfeksiyon hastaliklar: kliniklerinden (COMU EF) 1 (% 1,31) ;
Canakkale Devlet Hastanesi GOgiis hastaliklar1 kliniklerinden (CDH GH) 14 (%
18,42) ve Canakkale Verem Savas Dispanserinden (CVSD) 33 (% 43,42) kisi, TB

hastalig1 on tanisi ile Mikobakteriyoloji laboratuvarimiza gonderilmistir ( Tablo 7).

Tablo 7. Calisma gruplarinin dagilimlari.

Cinsiyet Klinik
Say1 % Say1 %
Erkek 58 76,3 COMU GH 28 36,85
Kadin 18 23,7 COMU EF 1 1,31
CDH GH 14 18,42
CVSD 33 43,42
Toplam 76 100 76 100
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Calisma grubu olarak segilen izolatlardan DNAizolasyonu gergeklestirdi ve
hedeflenen gyrB gen bdlgesi PZR ile amplifiye edildi. Amplikonlar marker DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir ile goriintillendi Bu

sonuclardan temsili bir goriintii Resim 8’de gosterilmistir.

1020 bp

Resim 8. Calismadaki temsili 6rneklerden gyrB gen amplifikasyonunun agaroz jel
elektroforezinde gorintilenmesi. Serit M; 100 bp’ lik marker DNA, serit 1; pozitif
kontrol (Fermantas, Canada), serit 2; negatif (no template) kontrol, seritler 3-9; gyrB
geni amplifiye edilen MTK suslari.

gyrB ile amplifiye olan 6rnekler Afal ve Tagl restiriksiyon enzimleriyle kesim
islemine alindi. Bu sonugclardan temsili gorintiler Resim 9 ve 10’da gosterilmistir
Afal ve Tagl enzim kesimi sonrasi ortaya ¢ikan DNA fragman biiyiikliikleri analiz
edildi Resim 11’de gosterilen beklenen fragmantasyona bakilarak MTK tiirleri/tipleri
ayirimi gerceklestirildi. Bu sonuglara gore arastirma kapsaminda incelenen 75 izolat
M. tubercolosis ve 1 izolat ise M. bovis olarak degerlendirildi. Enzim kesim sonuglar1

degerlendirme tablosu bp’ lerle birlikte temsili olarak Tablo 8° de gosterilmistir.
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Tablo 8. gyrB geninde Afal/Rasl, Taql ve Sacll enzimlerinin temsili aktivitesi.

gyrB gen Afal/Rsal gyrB gen Tagl gyrB gen Sacll
bp 2 n » _ — o
w
2 E o ® _ = . § g g £
© 8 38 & 5] =g =g =3 8 8
(<5 ©Q o) o _ [} 2 o A
=2=®/"===° =€ = ©
740 L
660 [
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Resim 9. Afal enzimiyle kesim islemine alinan gyrB amplikonlarinin agaroz jel
elektroforezi sonrasi goriintiisii. Serit M; 100 bp’ lik marker DNA (Fermantas,
Canada),, serit 1; M. tuberculosis pozitif kontrol, serit 2; M. bovis pozitif kontrol,
serit 3 ve 4; M. tuberculosis olarak degerlendirilen MTK izolatlarz, serit 5; M. bovis

olarak degerlendirilen MTK izolati.
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Resim 10. Tagl enzimiyle kesim islemine alinan gyrB amplikonlarinin agaroz jel
elektroforezi sonras1 goriintiisii. Serit M; 100 bp’ lik marker DNA (Fermantas,
Canada), serit 1; M. tuberculosis pozitif kontrol, serit 2; M. bovis pozitif kontrol, serit
3 ve 4; M. tubercolosis olarak degerlendirilen MTK izolatlar:, serit 5; M. bovis

olarak degerlendirilen MTK izolati.

Sonuglar géz oniline alindiginda, 76 6rnegin sadece bir tanesi (% 1,3) hem Afal
hem de Taql restriksiyon enzimleriyle isleme alindiginda, M. bovis olarak
tanimlanmistir. Geriye kalan 75 (% 98,7) ornek ise yine bu iki enzim tarafindan da

isleme alindiginda M. tuberculosis olarak tanimlanmustir.

Tablo 9. MTK icerisinde bulunan tiirlerin ¢alismadaki dagilimlari.

MTK Say1 %
M. tuberculosis 75 98,7
M. bovis 1 1,3
Diger MTK tiirleri - -
Toplam 76 100
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5. TARTISMA

Tuberkuloz, gelismis yada gelismekte olan iilkelerde ciddi saglik problemi
olarak 6nemini hala korumaktadir (Aktas AE ve ark., 2014). M. tuberculosis’ in tim
insanlhigin ti¢te birini enfekte ettigi bilim diinyasinda tartisilmaktadir. Diisiik ya da
orta gelirli tilkelerde yasayan bu bakteriyle enfekte bireylerin sadece % 5-10 * u aktif
ve ayni zamanda bulastiric1 hastaliga sahiptir. M. tuberculosis’ in neden oldugu bu
hastalik yilda yaklasik 1,3 milyon 6liime neden olmaktadir (Midori MK ve ark.,
2011).

MTK olarak isimlendirilen bir grup mikroorganizma genel olarak TB hastaligina
neden olmaktadir. Bu grup igerisinde bulunan mikroorganizmalar aside direncli
boyanan bakterileri icermektedir. TB enfeksiyonu ve hastaligin meydana getirdigi
sonuglar degiskenlik gosterir. Hastaliga dogustan bagisiklik kazanilabildigi gibi
sonradan meydana gelen enfeksiyonlarda tam bagisiklik kazanilabilir. Bunun
yaninda enfeksiyondan 10 yil sonra bile hastalik tekrar meydana gelebilir (Mireia
Coscolla ve Sebastien Gagneux, 2014).

Ozbey N ve ark. (2012) Canakkale bolgesinde, 2009-2011 yillarmni kapsayan bir
calismasinda, TB olgularinin tespitinde kullanilan yontemlerin degerlendirilmesini
amaglamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda ortaya ¢ikartilan TB olgularinin sayisi ise
1048 ornekte, 78 (% 7,44) adet TB pozitif kiiltiir seklindedir. Bu 78 6rnegin 71 (%
91) tanesi MTK, 7 (% 9) tanesi MOTT olarak belirtilmistir ( Ozbey N ve ark., 2012).

Bircok calismada MTK suslarinin  virulanslarinin -~ klinikte  farkliliklar
gosterebilecegi bilim diinyasinda ifade edilmistir (Coscolla M. veGagneux S, 2010).
Dizanteri, difteri ve kolera etkenleri gibi toksijenik faktdrleri olmadigindan, yaptigi
hastalik {izerine enfeksiyon etkilerini ve varyasyonlarini belirlemek oldukga zordur.
Bazi MTK suslarinin genotip-fenotip belirlenmeside sinirli kalmistir (Comas 1 ve
ark., 2009).

MTK alt tiirlerini belirleyebilmek adina genotiplendirme yontemleri kullanilir.
Bu yontemler TB salgin mekanizmalarini incelemek igin olduk¢a 6nemlidir. MTK

icin genotiplendirme 06zellikle son yillarda hastalik etkeninin ayirt edilmesi ve
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yeniden ortaya ¢ikmasini engellemeye yonelik mekanizmalarin gelistirilebilmesi igin
kullanilir (Midori MK ve ark., 2011).

Klinik 6nemi olan MTK tirleri icerisinde, M. tuberculosis, M. bovis (M. bovis
BCG), M. africanum ve M. microti suslart bulunur (Comas | ve ark., 2009). MTK
trleri igerisinde, diinya ¢capinda M. tuberculosis yaygindir. Ayr1 tutmak gerekirse de
Afrika bolgesinde M. africanum yaygindir. Diger MTK tiirleri nadir oldugu i¢in
genellikle rutin laboratuvar ¢aligmalarinda diger tiirler isimlendirilmez. Fakat bu
tirlerin, farkli konak tercihleri, patojenitesi, cografi dagilimi ve ila¢ direncleri
farklilik gosterebildigi i¢in tanimlanmasi ve tedavi yoOntemlerinin belirlenmesi

acisindan biiyiik avantaj saglayacaktir (Pinsky ve Banaei., 2008).

Rutin uygulama olarak secilecek olan bir yontemde aranilan en Onemli
Ozelliklerden biri, kullanilan bu yontemin 6zgiinliigiiniin ve duyarliliginin yiiksek
olmasidir. PZR islemlerinden en iyi verimi alabilmek i¢in, bu islemden 6nce dikkat
edilmesi gereken temel basamak niikleik asit izolasyon basamagidir. Niikleik asitin
bol miktarda ve saf olarak elde edilmesi, bu basamaktan sonra yapilacak olan diger
testlerinde gilivenli sonuclar vermesine katki saglayacaktir. Mikobakteriler ile yapilan
molekiiler c¢aligmalarin  ¢ogunda o6zgiinliikler yiiksek bulunmaktadir. Farkl
sonuclarin elde edilmesinin sebepleri arasinda, kullanilan yontemin yani sira, ornekte
bulunan mikroorganizma miktar1 biiylik 6nem tasimaktadir. Bu 6nem dogrultusunda
mikroorganizma miktar1 az olsa bile, mevcut 6rnekten en iyi sekilde yararlanabilmek
icin DNA izolasyon basamaginin dikkatli ve kontrollii bir sekilde, giivenilirligi

kanitlanmis yontemlerle yapilmasi gerekmektedir.

Teorik acidan bakildiginda koloni sayisi az olsa bile hatta hasta materyalinden
calisiliyorsa, o oOrnekte bir basilin bulunmas: bile DNA izolasyonu agisindan
yeterlidir. Ancak bircok calismada, Mikobakteri DNA izolasyonu sonucunda
Ozglnliigiin yiiksek olmadigir da gosterilmistir. Bunun nedenleri arasinda ise DNA
izolasyonu esnasinda basillerin kaybedilmesi veya koloni yaslarma bagli olarak
kullanilan malzemelerin inhibasyon 6zelligi gosterebilecegi belirtilmektedir ( Alp A

ve ark., 2007).

Mikobakteriler ile ilgili yapilan molekiiler ¢alismalarda farkli DNA izolasyon ve
amplifikasyon protokolleri kullanilmistir. Alp A ve ark. (2007) yilinda yaptig1 bir
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calismada; kaynatma yontemi ve otomatize izolasyon cihazlar1 ile Mikobakteri DNA
izolasyonlarin1 karsilatirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda otomatize izolasyon
sistemlerinin giivenirligini ve kalitesini daha yiiksek bulmusglardir. Abdulmajed O.
(2011) yilinda yaptig1 calismada Invitrogen marka genomik DNA izolasyon Kitini
kullanmigtir. Enzimatik yontemle isleyen bu protokole gore, kaliteli ve yeterli

miktarda DNA izolasyonu gerceklestirmistir.

Kaynatma ve enzimatik reaksiyonlar1 iceren yontemler literatiirde oldukca sik
karsilagilan yontemlerdir. Bizim g¢alismamizda LJ besiyerinden alinan kolonilerin
fiziksel parcalanmasi, TBE icerisinde ve 1s1 yardimiyla gerceklestirildi ve akabinde
Invitrogen Genomik DNA izolasyon kitiyle isleme devam edildi. DNA varliklari

agaroz jel elektroforezi yardimiyla gézlemlendi.

Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan molekiiler yontemler genellikle PZR tabanh
teknikler olup hizli identifikasyon amaci ile PZR-RFLP yontemi tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bayram G. (2007) yilinda yaptig1 c¢alismasinda
mikobakterilere ait tiirlerin belirlenmesi amaciyla PZR-RFLP yontemini kullanmis
ve sonucunda bu yontemin, diger yontemlere gore hizli, ucuz ve gilivenilir oldugunu

belirtmistir.

PZR temelli yontemler, bakteri kolonileri az olsa bile uygulanabilir ve nispeten
diger yontemlere gore daha hizlidir. PZR temelli yontemlerin igerisinde, yiiksek
ayrim gii¢lerinden dolayi, en yaygin kullanilanlar1 arasinda, spoligotipleme, MIRU
tiplemesi ve VNTR tiplemesidir (Karahan ZC ve ark., 2006). Karahan ve ark.,
(2006) yilinda yaptiklar1 calismada PZR-RFLP yoOntemini tercih etmisler ve

caligsmalarini hizl bir sekilde sonlandigini géstermislerdir.

Bu c¢alismada mikobakterilerin identifikasyonu igin molekdler teknik olarak
PZR-RFLP teknigi kullanilmistir. Bu teknik kullanilarak tiim mikobakterilere
spesifik olan gyrB genine ait PZR Urinunun restriksiyon enzimleri ile kesilerek
mikobakteri tiirleri belirlenmistir. Bu yontem segilirken, Turkiye Tuberkiloz etken
profili g6z 6nlinde bulunduruldu ve gerekli restriksiyon enzimleri bu profile gore
secildi. Rsal ve Tagl restriksiyon enzimlerinin kesim yaptigi ve bu kesimler

sonucunda molekdler agirliklarina gore belirlenen mikobakteri tiirlerinin arastiritlmasi
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amaglandi. Rsal; M. tuberculosis/ M. africanum; M. bovis/ M. caprae; M. microti
ayrimin1 yapmaktadir. Taql enzimi ise; M. tuberculosis ve M. africanum ayrimini

yapmaktadir.

MTK iyelerinin tiir tanimlamasi yapilmasi i¢in gyrB gen bdélgesinin PZR ile
cogaltilmasi olduk¢a onemlidir (Kasai H ve ark., 2000). Zanden ve arkadaslarinin
(2002) galismasinda, 314 adet MTK uyesi iginde % 96,5 M.tuberculosis ve % 2,8
M.bovis tespit etmislerdir. Parsons ve arkadaslar1 (2002) 605 adet MTK iceren bir
calismada, M.tuberculosis oranim1 % 96 ve M.bovis oranimi ise % 3 olarak

bildirmislerdir.

Niemann ve arkadaslari (2002) ise, PZR-RFLP yontemine dayanan
calismalarinda, MTUB-F ve MTUB-R primerleri ile gyrB gen bdlgesini
cogaltmislardir. Bu bolgeyi Rsal ve Taql RE enzimleri kesim islemine almislar ve
M.tuberculosis, M.bovis, ve M.africanum turlerini ayirt etmeyi amaglamislardir.
Bucalisma sonucunda, MTK suslarinin % 77’ si M.tuberculosis, % 18 M.bovis, % 2

M.microti ve % 2 M.africanum oranlar1 ortaya ¢ikmustir.

Bayraktar ve ark. (2011) yilinda gyrB genini incelemek amaciyla, PCR-RFLP
yontemi kullanarak yaptiklart ¢alismada bizim enzimlerimize ek olarak Sacll
enziminide ¢alismalarina eklemislerdir. Bu enzim M. bovis ve M. caprae tlrlerinin
ayrimini1 yapmaktadir. Bayraktar ve ark. (2011) yaptiklar1 bu ¢alismada, 188 adet
MTK tiirii kullanmislardir. 188 adet MTK tiirii icerisinde M. tuberculosis olarak
tanimladiklar1 say1 177 (% 94, 1) dir. Bunun yaninda M. bovis, 8 (% 4,3), M. caprae

3 (% 1,6) olarak sonuclar1 arasina girmistir.

Agacayak A ve ark (2007) yilinda, PCR-RFLP yontemiyle MTK tiirlerini ayirt
etmek i¢in bir ¢alisma yapmislardir. MTK ayrimu igin, gyrB bolgesi Rsal RE enzimi
ile muamele edildiginde, M .bovis ve M. microti tlrleri birbirinden ayrilir fakat M.
tuberculosis ve M. africanum ayrimi yapilamaz. Bu iki tiiriin ayrimi ise, Rsal RE
enzimine ek olarak Taql RE enzimi ile kesim isleminin yapilmasi sonucunda
gerceklesir (Sekil 2 ve 3). Bu ¢alismalarinda Agagayak ve ark , 44 MTK susunda; 34
(% 77,3) M. tuberculosis, 8 (% 18,2) M. bovis, 1 (%2,3) M. microti ve 1 (% 2,3)

M.africanum tanimladilar.
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Chimara E ve ark. (2004) yilinda 311 adet MTK susunda gyrB-RFLP
yontemiyle ¢alisma yapmis ve bu izolatlardan 306 (% 98,4) tanesini M. tuberculosis,
3 (% 1) tanesini M. bovis, 2 (% 0,6) tanesini M. bovis BCG olarak tanimlamislardir.

Bu c¢alismada ise, gyrB gen bolgesi amplifiye olmus 76 MTK 6rnegi kullanildi.
Calismaya gore 75 (% 98,7) adet M. tuberculosis, 1 (% 1,3) tanesinde M. bovis
tanimlamasi yapildi. M.tuberculosis tim MTK tiirleri igerisinde orani en fazla
bildirilen etken arasindadir. Bu ¢alisma sonucunda da % 98,3 oraninda bu etkenin
belirlenmesi literatiirdeki diger benzer ¢alismalarla ortismektedir. Bununla beraber
TB etyolojisinde M.tuberculosis ve M.bovis oranlart bazi varyasyonlar
gostermektedir. Onceki bildirilerdeki ve bu calisma sonuglarinda bu orandaki
farkliliklarin cografi bolge, hastalarin sosyo-ekonomik durumu ve kullanilan

yontemlerdeki farkliliklardan kaynaklanmasit muhtemeldir.

Bu calismada kullanilan 6rnekler sadece Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran hastalara ait degildir. Canakkale
merkez ilge ve koylerine hizmet veren Canakkale Verem Savas Dispanseri ve
Canakkale Devlet Hastanesi GOgiis hastaliklar1 polikliniklerine ait hasta ornekleride
calisma kapsamindadir. Bu bakimdan bu galisma sonuglart Canakkale Tiiberkiiloz

etyoloji profilini ortaya koymasi bakimindan da 6nemli olabilir.

Calismanin sonuglar1 ele alindiginda, Canakkale ilinde mevcut MTK tiirlerinin
biiyilk ¢ogunlugunun M. tuberculosis oldugu ve az sayida M. bovis tirine
rastlanildigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar bolgede hastaligin epidemiyolojisini daha
1yl anlamaya ve boylece teshis, tedavi ve kontrol yontemlerine katki sunabilecektir.
Mevcut calismaya gore daha biiyiik cografi alanlar1 kapsayabilecek daha fazla izolat
ile daha detayli molekiiler tiplendirme yoOntemleri kullanilarak yapilan ileri

caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiiberkiiloz etyolojisini daha iyi anlamak hastaliga karsi teshis, tedavi ve
korunma yontemleri agisindan olduk¢a Onemlidir. Gunumizde tuberkilozun
tanisinda, izolatlarin identifikasyon ve duyarliliginin belirlenebilmesinde kiltir halen
altin standart olarak yerini korumaktadir. Ancak, mikobakterilerin izolasyonlar1 ve

biyolojik tiplendirmeleri i¢in uzun siirelere ihtiya¢ bulunmaktadir.

PZR-RFLP yontemi, kolay, hizli ve giivenilir sonucglar veren uygulanabilir bir
yontemdir. MTK alt tirlerin ayrimini  yapabilen bu yontem, tiiberkiiloz
epidemiyolojisini daha iyi anlamak ve buna gore tedbirler almak adina pratik ve

hizlica uygulanabilen bir yontemdir.

Bu calismada Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Arastirma ve Uygulama
Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, Mikobakteriyoloji laboratuvarinda klinik
orneklerden izole edilmis ve MTK olarak tanimlanmig 76 adet sus gyrB gen
amplifikasyonu takiben Rsal ve Taql restiriksiyon enzimleriyle, RFLP islemine tabi
tutuldu. Izolatlardan biri M. bovis olarak geri kalanlar1 ise M. tuberculosis olarak
belirlendi. Boylece TB etyolojisi ile ilgili daha detayli sonu¢ hizli ve pratik bir
sekilde elde edilmis ve hastaligin bolgedeki epidemiyolojisi hakkinda bilgi ortaya
koymustur. MTK alt tiirlerinin belirlenmesi agisindan bu c¢alisma Canakkale
bolgesinde bir ilk niteligindedir ve bu yaklasim hastaligin teshis, tedavi ve kontrol
yontemlerine  katki  sunabilecegi i¢in mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda
uygulanmasi tavsiye edilmektedir.

PCR ve RFLP yontemlerinin direk klinik orneklere uygulanabilecegi
bilinmektedir. Bu yontem ile kiiltiir sonucunu beklemeden daha hizli sonuglar
iiretmesi imkan dahilindedir. Ozellikle yayma ve kiltiir negatif olan olgularda
ortamda bulunan basil sayis1 diisiik miktarda oldugu durumlarda PZR-RFLP yontemi
ile mikobakterilerin duyarli, hizli ve pratik detayli identifikasyonu mumkin

olabilecektir.
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8. EKLER

Ek 1. CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESi SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU
CILTLI TEZ YAZIM KONTROL LISTESI

KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi oUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklart oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Onay sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfasi igerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
Icindekiler sayfasi diizeni oUYGUN gUYGUN
Tesekkiir sayfast oUYGUN oUYGUN
Turkce zet oUYGUN oUYGUN
Ingilizce dzet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN gUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini oUYGUN ocUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi oUYGUN oUYGUN
On sayfalarin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmast oUYGUN oUYGUN
Bagliklarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi oUYGUN oUYGUN
Ydntem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartigma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alint1 ve gdndermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) oUYGUN oUYGUN
Tez plani oUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
Kagit ve baski dzelligi oUYGUN oUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi oUYGUN oUYGUN
Tarih: .../ .../ 20... Tarih: ... /... /20...
Ogrenci Danigsmanin
Ad1 ve Soyadi, Ad1 ve Soyadi,
Imza Imza




Ek 2. Etik Kurul Onay Formu

j I
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
Klinik Arastrmalar Exik Kurul Baskanlii

Sayi RLLARSETIK KURUL.BSE./050.99-47F 102014
Konu : Basvuru Incelemesi

Savin Prof. Dr. Ahmet UNVER

Yirttheiliglnt  yapmis  aldugunuz  “Myeobacterium  Tuberculosis  Kompleks
Suslannm Genotiplendirilmesi™ baslikli EK-2014-113 nolu projeniz ile ilgili olarak Klinik
Aragtirmalar Etik Kurolunon alng oldugu 15/10:2014 arib ve 18-04 nolu karan asafidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr, Oztiick OZDEMIR
Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskan

Karar Tarihi :13.10.2014 15:30
Karar No :2014-18

Karar-04) EK-2014-113 no’lu arastirma ile ilgili olarak. proje arastirmacilanndan Mimet
ACIKKOL un sunumunun  dinlenmesinin e raportiriin hazirladin - degerlendirilmenin
okunmas soncasinda yvoapilan oylamada “ETIK KURUL ONAYINI ALIR™ karan
verilmistir.
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