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ÖZET 

 

BİR ÜNİVERSİTE HASTANESİNDE TÜBERKÜLOZLU HASTALARDAN İZOLE EDİLEN 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS İZOLATLARININ MOLEKÜLER YÖNTEMLER 

İLE GENOTİPLENDİRİLMESİ 

 

Mycobacterium tuberculosis  kompleks (MTK) üyesinden Mycobacterium tuberculosis (M. 

tuberculosis) bakterisinin neden olduğu tüberküloz (TB), ülkemizde ve dünyada halen en sık 

görülen bulaşıcı ve ölümcül hastalıktan biri olmaya devam etmektedir. Son yıllarda genomik 

polimorfizmlerin doğrudan analizine dayanan moleküler tipleme yöntemleri artık yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadır. MTK izolatlarının moleküler epidemiyolojine bakıldığında belirlenen 

bölgedeki etkin izolatı bulmak ve hastalıkla mücadele etmek farklı coğrafi bölgelerdeki TB 

salgınlarının kaynağını bulmak için günümüzde Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-

Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) tiplemesi, IS6110 Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu-Polymerase Chain Reaction (PZR)-Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP) ve spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing) gibi en son moleküler 

genotiplendirme yöntemleri kullanılmaya başlanmıştır. Bu tez çalışmasında Mersin ilinde TB’li 

hastalardan izole edilen ve MTK olarak tanımlanan klinik izolatların moleküler 

genotiplendirilmesinin yapılarak bu mikroorganizma için ilimizde moleküler epidemiyolojik veri 

elde edilmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya 01.01.2016 ve 31.12.2017 tarihleri arasında, Mersin 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikobakteriyoloji Laboratuvarı’nda 

klinik materyalinin kültüründe MTK izole edilen ve +4°C’de saklamaya alınan kültür 

koleksiyonundaki 103 klinik izolat dahil edildi. Çalışmaya dahil edilen izolatların DNA’ları MGIT 

sıvı besiyerinden Mickle cihazı kullanılarak elde edildi. Bu izolatların moleküler 

genotiplendirilmesi spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemleri ile yapıldı. 103 izolatın 10 

spoligotiplendirme kümesi içerisinde yoğunlaştığı tespit edildi. En büyük kümenin 48 (%46,6) 

izolat ile T ailesi olduğu, ikinci sırada Haarlem ailesinin 16 (%15,5) izolat içerdiği, TUR ailesinin 

13 (%12,6) izolat, S ailesinin 10 (%9,7) izolat, Beijing ailesinin 4 (%3,9) izolat, LAM ailesinin 4 

(%3,9) izolat, Bovis ailesinin 3 (%2,9) izolat, NEW-1 ailesinin 3 (%2,9) izolat, Delhi/CAS 

ailesinin 1 (%1) izolat, H37Rv ailesinin 1 (%1) izolat içerdiği görüldü. Çalışma sonuçlarımıza 

göre, ülkemizde yapılan diğer çalışmalardan farklı fakat Çukurova bölgesinde yapılan çalışmaya 

benzer şekilde, T ailesinin (%46,6) en sık görülen aile olduğu tespit edildi. Beijing ailesinin 

varlığı bu çalışma ile ilimizde de tespit edilmiştir. Sonuç olarak, bu tür moleküler çalışmaların 

yeni izole edilecek izolatlar ile yapılmasıyla, ilimizdeki bu bakterinin hareketinin izlenmesi 

suretiyle TB’nin kontrol altına alınmasında yararlı olacağı düşünülmektedir. 
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ABSTRACT 

 

GENOTYPING OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMPLEX ISOLATES ISOLATED FROM 

TUBERCULOSIS PATIENTS IN A UNIVERSITY HOSPITAL BY MOLECULAR METHODS 

 

Tuberculosis (TB) caused by the bacterium Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), 

a member of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), is still one of the most common 

infectious and deadly diseases in our country and in the world. In recent years, molecular typing 

methods based on direct analysis of genomic polymorphisms have been widely used. When the 

molecular epidemiology of MTC isolates is examined, the latest molecular genotyping methods 

such as Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-

VNTR) typing, IS6110 Polymerase Chain Reaction (PCR)-Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) and spoligotyping have been used to find the effective isolate in the 

determined region and to find the source of TB outbreaks in different geographical regions. In 

this study, it was aimed to molecular genotyping of clinical isolates, isolated from TB patients 

and identified as MTC in Mersin province, and to obtain molecular epidemiological data for this 

microorganism in our city. Between 01.01.2016 and 31.12.2017, 103 clinical MTC isolates, from 

culture collection stored at +4°C in the Mycobacteriology Laboratory, Department of Medical 

Microbiology, Faculty of Medicine, Mersin University, were included in this study. DNAs of the 

isolates included in the study were obtained from MGIT liquid medium using Mickle device. 

Molecular genotyping of these isolates was performed by spoligotyping and MIRU-VNTR 

methods. 103 isolates were clustered in 10 spoligotyping clusters. The largest cluster was the T 

family with 48 (46,6%) isolates, the Haarlem family contained 16 (15,5%) isolates, TUR family 

contained 13 (12,6%) isolates, S family contained 10 (9,7%) isolates, Beijing family contained 4 

(3,9%) isolates, LAM family contained 4 (3,9%) isolates, Bovis family contained 3 (2,9%) 

isolates, NEW-1 family contained 3 (2,9%) isolates, Delhi/CAS family contained 1 (1%) isolates, 

and H37Rv family contained 1 (1%) isolates respectively. According to the our results, T family 

(46,6%) was found to be the most common family, which is different from other studies in our 

country but similar to the study in Çukurova region. The presence of the Beijing family was also 

detected in our province with this study. As a result, it is thought to be useful to control TB by 

monitoring the movement of this bacterium in our province by conducting such molecular 

studies with new isolates. 

 

 

Keywords: M. tuberculosis, MTC, Tuberculosis, Spoligotyping, MIRU-VNTR, Molecular Typing 
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1. GİRİŞ 

 

Mycobacterium tuberculosis  kompleks (MTK) üyesinden Mycobacterium tuberculosis (M. 

tuberculosis) bakterisinin neden olduğu tüberküloz (TB), ülkemizde ve dünyada halen en sık 

görülen bulaşıcı ve ölümcül hastalıktan biri olmaya devam etmektedir [1]. TB basili dünya 

nüfusunun yaklaşık üçte birini enfekte etmekte ve her yıl yaklaşık iki milyon kişinin ölümüne 

neden olmaktadır [2]. 

2017 yılında, TB, HIV-negatif kişilerin yaklaşık 1.3 milyonunun (1.2-1.4 milyon arasında) 

ve buna ek olarak HIV-pozitif kişiler arasında da yaklaşık 300 bininin (266-335 bin arası) 

ölümüne sebep olmuştur [3]. 

TB basili vücuda inhalasyon yolu ile girer ve genellikle akciğerleri tutan, makrofajlar 

içinde çoğalan ve latent fazda uzun süre hücre içinde canlı kalabilen bir bakteridir [4]. 

M. tuberculosis’in  en iyi karakterize edilmiş suşu H37Rv'dir, genom analizlerinde 

sıklıkla referans olarak kullanılmaktadır [5]. 

MTK izolatların moleküler epidemiyolojisine bakıldığında belirlenen bölgedeki etkin 

izolatı bulmak ve hastalıkla mücadele etmek farklı coğrafi bölgelerdeki TB salgınlarının 

kaynağını bulmak için günümüzde MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-

Variable Number of Tandem Repeat) tiplemesi, IS6110 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-

Polymerase Chain Reaction)-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve 

spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing) gibi en son moleküler genotipleme 

yöntemleri kullanılmaya başlanmıştır [6]. 

 IS6110 PZR-RFLP yönteminin zaman alıcı ve ayrım gücünün yüksek olması, 

spoligotiplendirme yönteminin ise ayrım gücünün düşük olması, MIRU-VNTR yönteminin hızlı, 

kolay ve ayrım gücünün yüksek olması, kısa sürede epidemiyolojik inceleme yapması 

bakımından sıklıkla tercih edilmektedir [7,8]. 

Son yıllarda genomik polimorfizmlerin doğrudan analizine dayanan moleküler tipleme 

yöntemleri artık yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. M. tuberculosis’in moleküler tiplemesinde, 

popülasyonlar arasındaki basilin geçişini ölçmek ve ilaca karşı direnç ile spesifik genotipler 

arasındaki ilişkiyi saptamak için çeşitli epidemiyolojik yöntemler kullanılmaktadır. Özellikle 

MIRU-VNTR tipleme ve spoligotiplendirme kombinasyonunun hızlı ve güvenilir bir 

genotiplendirme elde etmenin uygun bir yolu olarak kabul edilmiştir [9]. 

Bu tez çalışmasında Mersin ilinde TB’li hastalardan izolen edilen ve M. tuberculosis 

kompleks olarak tanımlanan klinik izolatların spoligotiplendirme ve Mycobacterial Interspersed 

Repetetive Units-Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) yöntemleri ile moleküler 

genotiplendirilmesinin yapılarak bu mikroorganizma için ilimizde moleküler epidemiyolojik veri 

elde edilmesi amaçlanmaktadır. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tuberculosis
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2. KAYNAK ARAŞTIRMALARI 

 

2.1. Tüberkülozun Tarihçesi 

 

TB etkenlerinin varlığı, insanın varoluşundan çok öncelere dayanmaktadır. Bu hastalığın 

başlaması ve yayılması insanlık tarihi ile başlamıştır. Toplu yaşama geçilmesiyle bulaşlar 

başlamış ve ardından ise salgınlar meydana gelmiştir [10].  

MTK’nın bazı türleri, özellikle M. tuberculosis, dünyadaki tek bir patojene bağlı ölümlerin 

ilk sebebidir [11]. 

M. tuberculosis basilini taşıyan bir hastanın hapşırması, öksürmesi ya da konuşması ile 

havaya karışan basillerin solunum yolu ile sağlıklı kişilerin akciğerlerine geçmesine ve onlarında 

hasta olmasına neden olmaktadır [12].  

TB, tarih üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. TB’nin tanısını işaret eden birkaç fiziksel 

semptom vardır; kronik öksürük, kanlı balgam, gece terlemeleri, kilo kaybı, hemoptizi gibi 

belirtilerdir. Bunlara ek olarak TB, yüksek morbidite ve mortaliteye sebep olan epidemik bir 

hastalıktır [13].  

TB, insanlık tarihi kadar eski bir hastalık olup ilk bulanan bilgiler M.Ö. 3000’de Nil nehri 

kenarında bulunan Dra Abu-El Naga kasabasında yaşamış olan genç bir kızın kanlı balgam 

çıkararak ölmesiyle öğrenilmiştir [14].  

Paleopatolojik kanıtlar M.Ö. 8000’e kadar uzanmaktadır ve Neolitik dönemden kalma 

kemiklerde TB’nin bulgularına rastlanılmıştır. M.Ö. 2400’lü yıllarda Mısır mumyalar ve Taş 

Devri’nden kalan iskeletler ve Mısır mumyaları üzerinde yapılan incelemeler sonucunda, TB 

olacağı düşündüren kemik lezyonlarına (Pott hastalığı) ve aside dirençli basillere rastlanmıştır 

[15,16]. 
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Şekil 2.1: Mısır mumyaların kemik lezyonlarında Pott hastalığının görüntüsü sağ taraftaki 
görüntü bilgisayarlı tomografi ile çekilmiştir [17]. 
 

TB hastalığı çağlar boyunca, beyaz ölüm ya da beyaz veba, tüketim hastalığı gibi pek çok 

insanın ölümüne sebep olduğu için ölümün kaptanı olarak birçok isimle anılmıştır. Romalılar bu 

hastalığı tanımlarken öksürükle balgam atma ve hırıltılı nefes alıp verme anlamına gelen  

“Phthisis” isimi vermişlerdir. Ülkemizde ise ince hastalık olarak anılmaktadır [14]. 

Robert Koch, Alman bir fizikçi ve bilim adamıdır. 4 Mart 1882’de mikroskobik gözlemle 

TB basilini keşfetmiştir. Bu keşfinin ardından 1905’de Tıp alanında Nobel ödülünü almıştır 

[10,17]. 

Calmette ve Guerin birlikte Lille Pasteur Enstitüsü’nde sağlık sorunu olan TB’nin önemi 

ve kontrolü üzerinde çalışarak virülansı düşük olan bir bakteri elde etmişler ve TB basiline karşı 

bağışıklık yapan bakteriye Bacillus Calmette-Guerin (BCG) adını vermişlerdir [18]. 

TB günümüzde halen önemini koruyan bir halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir. 

Son yıllarda HIV’in ortaya çıkması ile çoklu ilaca dirençli (ÇİD) hastalarda ölüm oranları da 

artmaktadır [15]. 

Koch'un keşfi, bu ölümcül hastalığın kontrolü ve ortadan kaldırılması yönünde atılmış en 

önemli adımdır. Bir asır sonra, 24 Mart Dünya TB Günü olarak belirlenmiş ve halkı TB’nin 

dünyadaki etkileri konusunda eğitmek ve bilgilendirmek için önemli bir gün olarak tarihe 

geçmiştir [19]. 

 

 

 

 

 



Nurcihan BİLTEKİN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2019 

4 
 

2.2. Epidemiyoloji  

 

 Dünyada Tüberküloz 

 

DSÖ, 1933 yılında TB hastalığının yayılması durumunda, gerekli önlemlerin alınması için 

ulusal bir yayınla durumu ilan etmiştir. Ardından ise 1994 yılında TB ile daha aktif mücadele 

edebilmek için "Doğrudan Gözetimli Tedavi Stratejisi (DGTS)" adı ile yeni programını 

açıklamıştır [20]. 

DSÖ, 1997 yılından bu yana her yıl küresel TB raporu yayımlanmaktadır. DSÖ’nün 

raporuna göre, dünya genelinde TB ölümlerin ilk 10 nedeninden biridir ve tek bir enfeksiyöz 

ajanın (HIV/AIDS’in üzerinde) önde gelen nedenidir [3]. 

DSÖ ve yerel kaynaklar tarafından bildirilen raporlara göre 2017 yılında 6,4 milyon yeni 

TB vakası tespit edilmiştir. Her yıl milyonlarca insan bu hastalığa yakalanmaya devam 

etmektedir. Ortalama olarak 10 milyon yeni TB vakası tahmin edilmektedir. Bu da yaklaşık her 

100.000 kişiden 133’üne denk gelmektedir [3]. 

Küresel olarak en iyi tahmin, 2017 yılında 10 milyon insanda (9,0-11,1 milyon) bu 

hastalığın gelişmesidir. Bunlardan 5,8 milyonunun erkek, 3,2 milyonunun kadın ve bir 

milyonunun çocuk olduğu tahmin edilmektedir. Tüm dünyada HIV negatif olup TB’den ölenlerin 

sayısı 2000 yılında 2017 yılına kadar %29 oranında azalmıştır. Bu sayılara baktığımızda 2000 

yılında 1,8 milyon iken 2017 yılında 1,3 milyona inmiştir. Bununla birlikte 2015 yılında TB 

sonlandırılması stratejisi planının ortaya konulması ile bu oran %5 azalmıştır [3]. 

HIV pozitif olup TB’den ölenlerin sayısı ise 2015’te %20 azalmışken, 2017’ye kadar bu 

oran %44 azalmıştır. Rakamlara bakıldığında 2000 yılında 534.000 kişinin öldüğü rapor 

edilirken 2017 yılında bu sayı 300.000’e inmiştir [3]. 

Her yıl milyonlarca insanın ölümüne neden olan (2000-2017 yılları arasında 54 

milyonun üzerinde ölüm rapor edilmiştir) TB, teşhisi ve tedavisi üzerinde başarı sağlanmasına 

rağmen hala hastalığın tespiti ve tedavi edilmesi noktasında ciddi boşluklar bulunmaktadır [3]. 

 

 Türkiye’de Tüberkülozun Durumu 

 

TB, genellikle gençlerin ve yaşlıların ölümüne sebep olan önemli bir enfeksiyon 

hastalığıdır. Dünya genelinde mortalite ve insidans oranının fazla olduğu yerler, Güneydoğu 

Asya ve Afrika ülkeleridir. Türkiye ise DSÖ Avrupa Bölgesi’nde bulunmaktadır. Global TB 2016 

Raporuna bakıldığında Türkiye’nin 2015 yılı tahmini insidans hızı yüz binde 18 ve tahmini 

mortalite hızı yüz binde 0,96 olarak verilmiştir [21]. 
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Ülkemizdeki VSD kayıtlarına göre, 2014 yılı yeni+nüks olgularda tedavi başarısı %87 ve 

önceden tedavi görmüş olgularda tedavi başarısı %50’dir. Türkiye çok ilaca dirençli (ÇİD)-TB 

açısından yüksek hastalık yüküne sahip 27 ülke arasında değildir. Küresel Tüberküloz 2016 

Raporu, ÇİD-TB haritalarında Türkiye’de yeni TB olgularında rifampisin dirençli (RD)/ÇİD-TB 

oranı %3-5,9 aralığında, önceden tedavi görmüş TB olgularında RD/ÇİD-TB oranı ise %12-29,9 

aralığındadır. Türkiye’de 2015 yılında kayıtlara göre 12.772 TB olgusundan 8.906’sına (%69,7) 

HIV testi yapılmıştır. Türkiye’de 2015 yılında kayıtlara giren 12.772 TB olgusundan 61’inin 

(%0,48) HIV pozitif olduğu tespit edilmiştir. Küresel Tüberküloz 2016 Raporunda Türkiye’nin 

2015 yılı yeni ve nüks TB olgularında HIV prevalansı %0-4,9 aralığında verilmiştir [21]. 

Olgularda akciğer TB’si %62,9 (7.427) iken akciğer dışı TB oranı %37,1 (4.376)’dir.  

Cinsiyet dağılımına bakıldığında, olguların %56,5 (7.210)’i erkek, %43.5 (5.562)’i ise kadındır. 

Rapora göre olguların 872’sinin yabancı uyruklu olduğu bildirilmiştir. Bu yabancı uyruklu 

olguların %56,1’i yani 489 kişinin Suriye doğumlu olduğu belirtilmiştir [21]. 

 

2.3. Mikobakterilerin Bakteriyolojik Özellikleri 

 

Mikobakteriler, Mycobacteriacea ailesine bağlı Mycobacterium cinsi içinde yer alır [22]. 

Mikolik asit üretme ve benzer (G+S) oranına sahip olmasıyla ve bununla birlikte ortak özellikleri 

nedeniyle Cornynebacterium, Nocardia ve Rhodococcus gibi bakterilerinde içinde bulunduğu 

Actinomycetales sınıfında yer alır [16,23]. 

Mikobakteriler kapsülsüz, aerop, sporsuz, hareketsiz, hafif kavisli veya düz basillerdir. 

Uzunluğu 1-10 μm ve genişliği 0,2-0,6 μm arasında olan mikroorganizmalardır [24]. 

Mikobakteriler genel olarak 37°C’de iyi üreme gösterirler. Ortalama ikiye bölünme süreleri 

türden türe değişmekle birlikte 12-18 saat arasında değişmektedir [16]. 

Mikobakterilerin hücre duvarı lipid bakımından zengin olup, yüzeyi hidrofobik 

olmasından dolayı Gram boyalar ile zor boyanırlar. Mikobakteriler aside dirençli olmalarından 

dolayı ile asit-alkol karışımı ile yapılan dekolorizasyon işlemine direnç gösterirler. Bu 

özelliğinden aside dirençli basil (ARB) olarak da adlandırılırlar [25].  

Aside dirençli boyamada en sık kullanılan teknik Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) 

yöntemidir. EZN ile boyanması için alevden geçirme ve karbol fuksin uygulanması gerekir. Hücre 

içine giren boya asit-alkol karışımı ile dekolorizasyonun ardından metilen mavisi (zıt boya) 

uygulamasında boyanmaz, mikroskop incelemesinde lacivert zeminde, parlak pembe-kırmızı 

renklerde aside dirençli basiller olarak görünür [26]. 

Diğer bir boyama yöntemi ise Auramine-Rhodamine boyama yöntemi olup, bu yöntemde 

zıt boya olan potasyum permanganat ile boyanma sonrası UV ışınlı floresan mikroskobu ile 

incelendiğinde, yeşil zemin üzerinde sarı-turuncu parlak renkte görünürler [27]. 
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Mikobakteri hücre duvarının esas bileşeni hidrofobik mikolik asittir. Bu mikolik asit tüm 

hücre duvar ağırlığın %50’sini oluşturmaktadır. Kalın mikolik asit tabakası, besinlerin girişini ve 

mikobakterilerin yavaş büyümesine neden olur fakat lizozomal enzim ile bozunmaya karşı 

hücresel olarak direnci arttırmaktadır [28]. 

Sitoplazmik fosfolipid veya iç membranın yanı sıra bir peptidoglikan tabakasına sahip 

olan mikobakteri hücre duvar yapısı; a) peptidoglikan çapraz bağlı bir polimer, (b) çok dallanmış 

bir arabinogalaktan tabanlı polisakkarit ve (c) karakteristik uzun zincirli mikolik asit 

bileşenlerinden meydana gelmektedir [29]. 

 

 

Şekil 2.2: Mycobacterium hücre duvar yapısı MA: Mikolik asit, AG: Arabinogalaktan, PG: 
Peptidoglikan, CM: Sitoplazmik memran [29]. 
 

Mikobakterilerin hücre duvarı kendine özgül yapıya sahip olmasıyla bileşiklere ve 

ilaçlara karşı güçlü bariyer sağlamakta ve aynı zamanda virülansta önemli rol oynamaktadır 

[30]. 

Mikobakterilerin taksonomik sınıflandırması şu şekildedir [31], 

Alem : Prokaryot (Bakteri) 

Bölüm : Firmicutes 

Sınıf : Actinobacteria  

Takım : Actinomycetales 

Aile : Mycobacteriaceae  

Genus : Mycobacterium  

Tür : M. tuberculosis  

 

Kompleks üyeleri arasındaki benzerlik ve yüksek genomik DNA benzerliğinden dolayı 

yakın ilişkili türler MTK olarak adlandırılır. MTK’da yer alan türler M. tuberculosis, alt varyant 

Kapsül benzeri materyal 
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tipi olan M. africanum ve M. canneti insanlar için patojenik özellik taşımaktadır. M. bovis ve M. 

microti ise hayvanlar için patojenik özelliktedir. Bu özellik insanlara geçebilmektedir [32].  

Woods ve Washington’ın 1987’de yaptıkları klinikle uyumlu M. tuberculosis 

sınıflandırması Tablo 2.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 2.1: Woods ve Washington tarafından yapılan mikobakterilerin sınıflandırılması [33]. 
Klinik önemi olan 
Mikobakteriler 

İnsanda potansiyel patojen olan 
mikobakteriler 

M. tuberculosis kompleks 
M. tuberculosis 
M. bovis (M. bovis BCG) 
M. microti  
M. africanum 
 

M. avium-intracellulare kompleks 
M. kansasii 
M. fortuitum-chelonae kompleks 
M. xenopi 
M. scrofloceum  
M. malmoense 
M. szulgari 
M. genavense 
M. simiae 
M. marinum 
M. ulcerans 
M. haemophilum 
M. celatum 

İnsanda nadiren hastalık yapan saprofitik türler 
Yavaş üreyenler 
M. asiaticum 
M. gordonae 
M. shimoidei 
M. terrae-triviale kompleks 
M. nonchromogenicum 
M. gastri 
M. paratuberculosis 

Orta hızda üreyenler 
 M. flavescens 

Hızlı üreyenler  
M. smegmatis 
M. thermoresistible 
M. vaccae 
M. phlei 
M. parafortuitum 

 

M. tuberculosis’in dayandığı soya bakıldığında RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD9, RD10, 

RD12, RD13 ve RD14 delesyonu olmaması M. tuberculosis’i MTK’nın diğer üyelerinden ayırır.  M. 

tuberculosis soyunun büyük bir kısmında TbD1 (M. tuberculosis specific deletion 1) olduğu bilinir 

[34]. 
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Şekil 2.3:  MTK türleri arasındaki filogenetik ilişkinin görüntüsü [34]. 

 

2.4. M. tuberculosis Kompleks (MTK) 

 

MTK, hayvan ve insanlarda yüksek oranda patojen basillerden meydana gelmektedir. M. 

tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. africanum, M. pinnipedii, M. canetti  ve M. 

caprae türlerinden oluşur. MTK türleri genetik olarak %99,9 oranında benzerlik 

göstermektedirler. Fenotipik (mikroskobik görüntü, koloni morfolojisi, biyokimyasal testler ve 

büyüme hızı) özellikler ile moleküler (DNA fingerpint) analizler kullanarak kompleks 

içerisindeki farklı türler tanımlanmıştır [35]. 

 

2.4.1. M. tuberculosis 

 

TB basili 1882 yılında Koch tarafından tanımlanmıştır. İnsanları etkileyen önemli patojen 

olup dünya çapında insanlarda yaygın bir kronik enfeksiyöz hastalığının nedenidir [36]. TB 

basili, makrofajlar içinde çoğalır, senelerce latent fazda stabilitesini koruyarak yaşamını devam 

ettirir. Evrimsel süreçte M. tuberculosis özgül TbD1 delesyon bölgesi ile atasal suştan ayrılmıştır 

ve M. tuberculosis basilinin esas ana konağının insan olduğu belirtilmiştir [35]. Katı besiyeri ve 

aerop ortamda, 37°C’de inkübe edilir, 2-4 haftadan sonra üreme göstererek R koloni 

oluştururlar. Tween-albumin sıvı besiyerinde 37°C’de inkübe edildiğinde, 10-15 gün içinde 

dallanmış basil görünümü ile kord faktör oluşturabilmektedir [16]. TB basili, ortama niasin 

salar, niasin testi ile diğerler türlerinden ayrılabilir, tiofen-2-karboksilik asit hidrazit (thiophene-
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2-carboxylic acid hydrazide-T2H) duyarlılığı yoktur, pirazinamidaz aktivitesi ve niasin birikimi 

pozitiftir; nitratı nitrite indirger. Katalaz aktivitesi ise düşük veya yoktur [37]. 

 

2.4.2. M. bovis ve M. bovis BCG 

 

M. bovis, başta sığırlarda olmak üzere, evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda 

enfeksiyona yol açmaktadır [38].  M. bovis, MTK üyeleri arasında en kapsamlı konak aralığına 

sahip olan türdür ve bundan dolayı hayvanları veya insanları enfekte edebilmektedir [39]. 

İnsanlar, pastörize edilmemiş süt ürünleri veya enfekte hayvanlarla yakın temasta bulunma ve 

bundan dolayı mikobakteri ile kontamine aerosolleri soluyarak enfekte olurlar. M. bovis’in sebep 

olduğu hastalığın klinik özelliği, M. tuberculosis enfeksiyonuna benzer özellik gösterdiği için ayırt 

edilmesi oldukça güçtür [40]. M. bovis BCG suşu, 1908 yılında gliserinli, patatesli ve sığır safralı 

agarda 231. pasajdan sonra elde edilmiştir [41]. M. bovis yavaş büyüyen, aerobik bir bakteridir, 

37°C’de 21 gün inkübasyon ile R ve S tipi koloni oluşturur [24]. M. bovis’in T2H’ye duyarlı olması, 

pirazinamidaz aktivitesi gözlenmemesi, niasin negatif olması, nitratları nitrite indirgememesi ve 

yüksek katalaz aktivitesi göstermesi ile diğer türlerden ayrılır [37].  

 

2.4.3. M. microti 

 

Wells 1937 yıllarında, M. microti basilini tarla faresinde keşfetmiştir. Sadece yabani 

kemirgenlerin değil kedilerin, domuzların, tavşanların, sıçanların ve diğer küçük memelilerin 

düşük dozda bile olsa M. microti enfeksiyonuna karşı oldukça duyarlı olduğu gözlenmiştir. M. 

microti son yıllarda nadir de olsa insanlarda enfeksiyona neden olabilmektedir [35,42]. Sıvı 

kültür yöntemi pratiktir ve aynı zamanda fazla miktarda basil üremesine olanak sağlar. 

Fenotipik yöntemlerle M. tuberculosis, M. bovis ya da M. africanum’dan ayırt edilmesi oldukça 

güçtür [35]. M. microti, MTK suşlarından farklı morfolojik ve kültürel özellik göstermesinden 

dolayı spoligotiplendirme ile analiz edilmektedir [42]. İki farklı tip (Lama ve vole) spoligotip 

profili bulunmaktadır ve bu tipler insanlarda enfeksiyona neden olmaktadır [43]. 

 

2.4.4. M. africanum 

 

 M. africanum,  1968 yılında Afrika’da Senegalli bir hastada tanımlanarak izole edilmiştir 

[35]. Dünyanın birçok yerine göç olmasına rağmen Batı Afrika’da spesifiktir. Bundan dolayı M. 

africanum, Batı Afrika ülkelerinde endemiktir. M. tuberculosis ve M. africanum, insanlarda 

küresel olarak hastalığın birincil nedenidir [44]. Fenotipik özelliğine bakıldığında M. bovis ile M. 

tuberculosis arasında yer alır. M. africanum genetik olarak ikiye ayrılmıştır, bunlar Batı Afrika 
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(subtip I) ve Doğu Afrika (subtip II)’dır. Batı Afrika M. africanum’u iki dala (lineage) ayrılmıştır. 

RD711 bölgesi Lineage 1’de; RD7, RD8, RD9, RD10, RD701 ve RD702 bölgeleri ise lineage 2’de 

delesyona uğramıştır [35]. M. africanum daha çok M. tuberculosis’e benzer. Yumurtalı 

besiyerinde R görünümünde koloni morfolojisi oluşturur. T2H’ye duyarlı değildir, nitratı 

indirgeyemezler, pirazinamidaz aktiviteleri pozitiftir [37]. 

  

2.4.5. M. pinnipedii 

 

M. pinnipedi ilk olarak Batı Avustralya’da deniz kıyısında deniz aslanları ve fok 

balıklarında TB’ye neden olan basilin IS6110 yöntemi ile tanımlanması sonucu keşfedilmiştir 

[45]. M. pinnipedii yavaş büyüyen bir bakteridir. Pirazinamid duyarlılığı ve EZN boyasında 

gevşek kord formasyonu oluşturmasından dolayı M. bovis’den ayrılır [35]. 

 

2.4.6. M. canetti 

 

M. canetti, ilk olarak 1969 yılında akciğer TB’si olan Fransız bir çiftçi olan G. Canetti’den 

izole edilmiştir. MTK üyeleri ile benzer 16S rRNA dizilerine sahiptir [46]. M. canetti, nadir olarak 

görülen M. tuberculosis varyantıdır. Morfolojik olarak düzgün, yuvarlak ve parlak görünümlü 

kolonileri oluşur. M. canetti suşları arasında IS1081 kopya sayısı housekeeping gen 

polimorfizmi,  koloni morfolojisi, hücre duvarı ve lipid içeriği gibi farklılıklar gözlemlenir [35]. 

 

2.4.7. M. caprae  

 

M. caprae, ilk kez İspanya bölgesinde bulunan keçilerde tanımlanarak izole edilmiştir. M. 

caprae, insanlarda ve hayvanlarda TB’ye neden olur, ancak Dünya çapında insanlarda insidansı 

oldukça düşüktür [47]. M. caprae’nin diğer MTK üyelerinden farklı olarak, pirazinamid 

duyarlılığının yanı sıra epidemiyolojik ve biyokimyasal özellikleri hariç gen (pncA, oxyR, katG ve 

gyrA) polimorfizm kombinasyonları gibi farklı özellikleri bulunmaktadır [35]. 

 

2.5. M. tuberculosis’in Genetik Özellikleri 

 

M. tuberculosis H37Rv’nin genomu 4,4x106 bç’den oluşmaktadır ve yaklaşık 4000 gen 

içermektedir [48]. Kromozol yapısı halkasal olup, büyüklük olarak Escherichia coli genomuyla 

aynıdır. Bakteri genomunda guanin ve sitozin (G+C) oranı %65,6’dir. Bu guanin ve sitozin oranı 

bakterinin aerobik yaşamıyla ilişkilidir. Anaerobik ortamlara da adapte olabilecek metabolik 

yapıya sahiptir. M. tuberculosis diğer bakterilerden radikal olarak farklıdır, çünkü kodlama 
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kapasitesinin çok büyük bir bölümü lipogenez ve lipolizde yer almaktadır [34, 49]. Bakteriler 

arasında genlerin transferi plazmidler, transpozonlar ve fajlar ile gerçekleşir. M. tuberculosis 

H37Rv’de kopya sayısı 16 iken diğer kökenlerde 0 ile >25 sayıları arasında farklılık 

göstermektedir. Bu özelliğinden moleküler epidemiyolojik çalışmalarda IS6110 tiplendirme 

yöntemi başarıyla kullanılmaktadır [34]. 

 

2.6. Tüberkülozda Bulaş ve İmmünopatogenez 

 

TB, insanların yaşam kalitesini düşüren, fiziksel, duygusal ve sosyal yönden olumsuz 

etkileyen kronik bir hastalıktır. Bu hastalık ile mücadele etmek için immün sistemimizin özel bir 

mekanizması yoktur. Bundan dolayı TB’ye yakalanma olasılığımız bulunmaktadır [50]. 

TB, iki aşamalı bir hastalıktır. Birinci aşamada basil akciğere gelmekte ve primer TB 

enfeksiyonu oluşmaktadır. İkinci aşama ise postprimer TB olarak kabul edilmektedir [51] (Tablo 

2.2). 

 

Tablo 2.2: TB immünopatogenezi ile ilgili 4 evre aşaması [52].  
Evre I - Bulaşma-başlangıç evresi (1. hafta) 

Evre II - Enfeksiyon, çoğalma ve yayılma evresi (2-3 hafta) 

Evre III - Konakçıda immün yanıt gelişim evresi 

Evre IV - Likefaksiyon ve hızlı basil çoğalması, yeniden bulaşma evresi 

 

1930’lu yıllarda Wells ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmalarda TB’nin hava yolu ile 

bulaşmasının mekanizması açıklanmaya çalışılmıştır. Bu teoriye göre, hastalığın “damlacık 

çekirdekleri’’ ile hastalardan sağlam bireylere geçtiği ifade edilmiştir. Hastanın öksürme, 

hapşırma ya da konuşması ile havaya çok miktarda basil saçılmakta ve bu basiller de damlacıklar 

halinde havada asılı kalabilmektedir [51,53]. TB kemik, merkezi sinir sistemini ve diğer birçok 

organ sistemini etkiler ve birçok belirtisi vardır, fakat en önemli bulaş yolu inhalasyondur [48].   

Yaklaşık 1-5 μm çapında, içinde 1-3 basil bulunduran damlacık çekirdekleri ilk olarak 

akciğerin orta-alt loblarına yerleşir ve kolaylıkla alveollere ulaşır, alveollerde bu basiller 

makrofajlar tarafından fagosite edebilir [16]. M. tuberculosis’in sebep olduğu hastalığın klinik 

olarak meydana gelmesi, basilin virülansı ile birlikte konağın immün savunmasına bağlı olarak 

şekillenir [52].  

TB, konağın mononükleer fagositleri ve T lenfositlerinin birbiri ile olan ilişkisine bağlı 

olarak gelişen kronik granülomatöz bir enfeksiyon hastalığı olarak belirtilir. Bulaş sonrası 

enfeksiyon oluşup oluşmaması ya da hastalığa neden olup olmaması konağın direnci ve 
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bakteriyel virülans arasındaki dengeye bağlıdır. TB’de, doğal ve kazanılmış immünite olmak 

üzere iki farklı mekanizma rol oynamaktadır [54]. 

 

2.6.1.Tüberküloz İmmünolojisi 

 

 Tüberkülozda Doğal İmmün Yanıt 

TB basilleri, alveollere ulaştığında doğal savunma yollarıyla ortadan kaldırılır ya da 

çoğalarak klinik görünümler meydana gelir. Konağın doğal savunmasında rol oynayan faktörler; 

üst solunum yolu fiziksel engeli, makrofajlar, nötrofil lökositler, fagositoz, inflamatuvar hücreler, 

oksijen ürünleri ve sitokinler, dentritik hücreler, alveolar makrofajların kimyasal yapısını 

değiştirmesi, apoptoz ve genetiktir [55]. 

 

 Tüberkülozda Kazanılmış İmmün Yanıt 

Mikobakterilere karşı doğal dirençte rol oynayan asıl hücreler olan makrofajların ve 

dendritik hücrelerin kazanılmış direncin başlatılmasında oldukça önemli görevleri vardır. 

Spesifik inflamatuvar cevabın gelişmesinde rol oynarlar. Konakta, ilk enfeksiyon oluştuktan 

sonra basil duvarında bulunan lipit tüberküloproteinler tarafından indüklenen spesifik hücresel 

immün cevap oluşur [54,55]. 

 

 Hümoral İmmünite 

Mikobakteriyel enfeksiyonlar, hümoral antikor cevabını uyarırlar. Mikobakterilerin 

makrofaj ile fagosite edilmesinde opsonize olan antikorların önemli etkileri olmadığı 

gözlenmiştir [56]. 

 

 Hücresel İmmünite 

TB, hücresel immün cevapla kontrol altına alınan hücre içi bir enfeksiyonudur. Hücresel 

immünite; T lenfositler, CD4+ ile CD8+ T hücreleri, makrofajlar ve sitokinler ile sağlanır [56]. 

 

 Sitokinler 

Sitokinler, etkin bir şekilde immün cevabı kontrol ederler. Makrofajları aktive eden 

sitokinleri sentezleyen gama-delta T hücrelerinin, antimikrobakteriyel immün dirençte rol 

aldıkları bildirilmiştir [57]. 

 

 T lenfositler 

T lenfositler, bir T hücre reseptörü aracılığı ile antijeni tanıdıktan sonra spesifik olarak 

aktive olurlar [55]. Bakteri ve makrofajlar arasındaki etkileşim sonucu yardımcı T (CD4+) ve 
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sitotoksik T (CD8+) hücre cevabı oluşur. Enfeksiyonun kontrol altında tutulmasında iki tip T 

hücre yanıtı arasında farklılıklar olsa da her ikisi de konak savunmasında yer almaktadır [58]. 

Tüberküloprotein ve lipitler tarafından uyarılan makrofajlardan salınan interlökin (IL)-12 ve 

interferon (INF)-γ, immatür CD4+ Th0 lenfositlerin proliferasyonunu sağlar [55]. 

 

 CD4+T ve CD8+ T Hücreleri 

Mikobakteriyel immünitede dominant olan CD4+ T hücreleri, kompleksi tanır ve aktive 

olurlar. TB’ye karşı CD4+ T hücreleri enfeksiyonun her evresinde önemini korumaktadır. INF-γ 

makrofajları, IL-2 ise CD8+Tc lenfositleri aktivitesini sağlar [55, 56]. CD4+ yardımcı T lenfositler, 

IFN-γ ve farklı sitokin salınım yaparak makrofajları aktive ederler. Spesifik immünite 

gelişmesinde ise, CD4+ T hücrelerinin dışında, CD8+ Tc hücreleri üzerinde durulmuştur, bunu 

takiben CD8+ Tc hücreleri TB ile enfekte olan hücreleri antijen spesifik şekilde lize etmektedir 

[55,58]. CD8+ Tc hücreleri patojenle enfekte ya da malign dönüşümü ile konak hücrelerinin 

öldürülmesinin nedenidir [59]. CD8+ T hücreleri ise bakteriyi yok edemeyen enfekte fagositleri 

öldürür. Dolayısıyla serbest kalan bakteriler aktif makrofajlar tarafından alınarak öldürülür [58]. 

 

2.7. Tüberkülozun Laboratuvar Tanısı 

 

TB’nin kesin tanısı, hasta materyalindeki bakterinin izole edilmesi ile konulur. 

Mikrobiyolojik olarak bakterinin kültürde üretilmesi altın standart olarak kabul edilmektedir. 

TB basilinin varlığı akciğer (açlık mide sıvısı, balgam) örnekleri ve akciğer dışı (idrar, steril vücut 

sıvıları ve doku) örnekler kullanılarak tespit edilir [60]. 

TB tanısında etken faktörler, hastanın yanı sıra sağlık hizmeti ile ilgili de olabilmektedir. 

Bundan dolayı alınan örnekler temiz, steril, vida kapaklı, dayanıklı ve tek kullanımlık kaplara 

konularak taşınmalıdır. Kontaminasyona sebep olacak mantar ve bakterilerin üremesini 

önlemek için en kısa sürede laboratuvara gönderilmelidir. TB teşhisinin gecikmesi bulaşıcılık, 

toplumda hastalığın yayılması ve ölüm riski ile önemli bir sorun oluşturmaktadır. [61]. 

 

2.7.1. Mikroskopi  

 

TB basilin mikroskopla incelenmesi sık kullanılan, basit, hızlı ve ekonomik bir yöntemdir. 

Alınan örnekten doğrudan preparat hazırlanabileceği gibi homojenizasyon-dekontaminasyon 

işlemi sonrasında da preparatlar hazırlanabilir ve ardından boyama işlemi uygulanır. 

Mikobakteriler için iki farklı boyama yöntemi kullanılabilir. Bunlar karbol fuksin (EZN, Kinyoun) 

yöntemi veya florokrom (auramin O, auramin-rhodamin) boyalar ile boyama yöntemidir. EZN 
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yönteminde mikroskop görüntüsü mavi zeminde kırmızı basiller halinde gözükmektedir [62]. 

Klinik örnekte boyama sonrası ARB varlığının değerlendirilmesi Tablo 2.3’de verilmiştir. 

 

Tablo 2.3: EZN ve florokrom boyama ile klinik örnekte ARB varlığının değerlendirilmesi [16]. 

Sonuç 
EZN Yöntemi 
(1000x) 

Florokrom Yöntemi 
(250x)            (450x) 

Aside dirençli basil görülmedi 0 0 0 
Şüpheli (yeni örnek tekrarı 
önerilir) 

1-2/300 1-2/30 1-2/70 

(1+); Nadir ARB görüldü 1-9/100 1-9/10 2-18/50 
(2+); Az sayıda ARB görüldü 1-9/10 1-9/1 4-36/10 
(3+); ARB görüldü 1-9/1 19-90/1 4-36/1 
(4+); Çok sayıda ARB görüldü >9/1 >90/1 >36/1 

 

2.7.2. Kültür 

 

Kültür yöntemi, TB’nin kesin tanısında altın standart yöntem olarak önemini 

korumaktadır. Kültür yöntemi hem daha duyarlıdır hem de tür, tip tayini ve ilaç duyarlılık 

testlerine olanak tanımaktadır. Mikobakteriyel kültür yöntemlerinde en yaygın kullanılan katı 

besiyeri, Löwenstein-Jensen(LJ)’dir. Diğer en çok tercih edilen agar bazlı besiyerleri ise 

Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11’dir [63]. 

Mikobakterilerin katı ve sıvı besiyerlerinde üreme süreleri 7-21 gündür ve uygun üreme 

sıcaklıkları 35-37°C’dir. Katı besiyerinde üremeleri ise ortalama 6-8 haftadır. M. tuberculosis, 

yumurta bazlı besiyerinde kolaylıkla ürer, kenarları düzensiz, ortası karnabahar görünümünde, 

soluk sarı-krem renkli kuru koloniler gözlemlenir [37,62]. 

Kültür için sıvı bazlı ticari yarı otomatize veya tam otomatize sistemler de 

kullanılmaktadır. Radyometrik sistemler, floresan esaslı sistemler, kolorimetrik sistemler, gaz 

basınç değişimini saptayan sistemler gibi farklı kültür sistemleri bulunmaktadır [64,65]. 

 

 2.8. Tiplendirme Yöntemleri 

 

2.8.1. Fenotipik Yöntemler 

 

MTK içinde yer alan türlerin tanımlanmasında üreme ısısına, üreme hızına, koloni 

görünümüne, pigment üretimine ve biyokimyasal özelliklerine göre tür ayrımı yapılır [58]. 

Fenotipik tanımlamada ayrıca oksijen kullanımı, katalaz aktivitesi, niasin birikimi, nitrat 

redüktaz aktivitesi, T2H direnci ve pirazinamidaz üretimi incelenir [67]. Bu testler bakterinin ön 

tanımlanmasında MTK ve tüberküloz dışı mikobakteri (TDM) ayrımına yardımcı olmakla 

birlikte, MTK’nın kesin tanısı için yeterli değildir [68]. 
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2.8.2. Genotipik Yöntemler 

 

TB’li hastaların klinik materyallerinde MTK varlığının hızlı bir şekilde gösterilmesinde 

Nükleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)’nin kullanılması tavsiye edilmektedir [69]. Bu 

testler içerisinde ilk geliştirileni, her laboratuvarın kendi imkanları doğrultusunda hazırladığı (in 

house) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)’dur. Bu yöntem rutin tanı ve araştırma yapan diğer 

laboratuvarlarda sıklıkla kullanılmaktadır [68]. M. tuberculosis’in genotipik tespitinde özgül 

prob (IS6110, MTP40 gibi hedef dizileri) uygulamaları kullanılmaktadır [69,70]. Kullanılan bu 

testlerin yıllar içerisinde duyarlılık ve özgüllüklerinin artmasına rağmen, halen kullanılan ticari 

testlere kıyasla daha düşüktür [68]. 

 

2.9. İlaç Direnci 

 

TB basilinde direnç, doğal direnç geninin varlığı ya da kendiliğinden mutasyona bağlı 

olarak gelişmektedir. Bakteriler arası gen aktarımıyla direnç meydana gelmemektedir. Doğal 

direnç olasılığı ise; izoniazid (INH) ve etambutol (EMB) için 10-6, rifampisin (RIF) için 10-8,  

streptomisin (SM) için 10-5, INH+RF için 10-14, INH+RF+EMB için 10-20 kadardır [71]. M. 

tuberculosis’te ilaç direncine neden olan en önemli faktörler hücre duvarındaki yüksek lipid 

içeriği, yüksek mutasyon oranı ve uygun olmayan ya da yetersiz tedavidir [72]. 

TB tedavisi, birden fazla ilaç kombinasyonu ile uzun süreli tedavi gerektirebilir. Uzun 

süreli tedavinin ve TB basilinin özelliklerinden dolayı, tedavi almış hastalarda (sekonder) ve 

tedavi almamışlarda ise (primer) direnç önemlidir [73]. 

TB tedavisinde kullanılan ilaçlar iki gruba ayrılır. Bunlardan birinci grup olan primer 

ilaçlar;  RIF, pirazinamid (PZA), INH, SM ve EMB’dir. Etambutol hariç diğerleri bakterisidal 

ilaçlardır. İkinci grup sekonder ilaçlar ise, etiyonamid, sikloserin, kapreomisin, kanamisin ve 

paraaminosalisilik asit (PAS) gibi ilaçlardır. Bu ilaçlar birinci grup ilaçlara göre fazla toksik ve 

daha az tolere edilebilen ilaçlardır [74]. 

ÇİD-TB, TB tedavisinde kullanılan birinci seçenek anti-TB ilaçlardan özellikle INH ve 

RIF’e karşı bakterilerin direnç geliştirmesine denir. Son yıllarda anti-TB ilaçlara direncin çok 

artmasıyla çok daha tehlikeli olan yaygın ilaca dirençli (YİD)-TB ortaya çıkmıştır. YİD-TB, ÇİD-

TB’ye (INH ve RIF direnci) ek olarak florokinolon ve herhangi bir parenteral ilaca (amikasin, 

kapreomisin, kanamisin) karşı direnç kazanma durumuna verilen isimdir [75,76]. 
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2.10. Moleküler Epidemiyolojik Yöntemler 

 

TB ve TDM’nin sebep olduğu hastalıkların epidemiyolojisinde, tüm bulaşıcı hastalıklarda 

olduğu gibi, enfeksiyon kaynağını tanımlamak ve bu patojenlerin neden olduğu hastalıkları 

belirlemek için moleküler epidemiyolojik yöntemler kullanılmaktadır [77]. 

Birçok ülkede hastalık bulaşının anlaşılmasında DNA genotiplendirme teknikleri 

kullanılmaktadır. Laboratuvarda elde edilen M. tuberculosis izolatları arasında ayrım yapılması, 

iki veya daha fazla izolatta nükleik asit sekanslarının birbiriyle karşılaştırılması amaçlanmıştır 

[78]. 

Moleküler genotiplendirme yöntemi hızlı, güvenilir, ayrım gücü yüksek, 

değerlendirilmesi ve yorumlaması kolay, tekrarlanabilirliğinin olması çalışmanın güvenirliğini 

ve çeşitliliğini arttırmaktadır. DNA parmak izi “fingerprint” olarak adlandırılan yöntem MTK’nın 

genotip bilgisi  ve popülasyonundaki genetik çeşitliliğini belirler. Bu teknikler patojenitesi, 

virülans, immünojenisite, bulaşabilirlik, ilaç direnç profilleri ve konakçı-patojen ilişkisi gibi MTK 

suşlarının özelliklerini belirleme olanağı vermektedir [79]. 

16S rRNA, 16S rRNA-23S rRNA, IS6110-PZR-RFLP, MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme 

gibi moleküler epidemiyolojik yöntemler, MTK’nın neden olduğu salgınların tanımlanmasında 

tek başlarına veya çeşitli kombinasyonlarıyla kullanılabilmektedir [67]. 

 

 IS6110 PZR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

MTK izolatları için standardize ve yaygın uygulanan moleküler yöntem IS6110 

restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) tiplemesidir. Bu moleküler yöntem, suş 

başına  0 ile 25 arasında kopya sayılarında sekanslarının kromozomal pozisyonlarındaki 

değişkenliğine dayanmaktadır. Dizilimlerinin ise farklı çeşitleri bulunmaktadır; IS6110, IS8110, 

IS1547 ve IS-like’tır. Çalışmalarda en yaygın kullanılanı ise IS6110’dur [80]. RFLP moleküler 

epidemiyolojde “altın standart” tipleme yöntemi olarak kabul edilmektedir. Yüksek ayrım 

gücünden dolayı yeni geliştirilen PZR bazlı yöntemler direkt kullanılmaktadır [81]. Elde edilen 

klinik izolatların DNA'sı, PvuII restriksiyon endonükleaz enzimi ile kesilir ve DNA fragmentleri 

elektroforeze tabi tutularak ayrılır, ardından DNA’lar “southern blotting” tekniği ile naylon 

membrana transfer edilir. Hibridizasyondan sonra IS6110 prob ve kit ile kolorimetrik bir 

sistemle görünür hale gelir. Ortaya çıkan görüntü film üzerine aktarılıp yorumlaması yapılır 

[82]. 
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 Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing) 

 

Spoligotiplendirme, MTK suşlarının genotipini belirlemek için yaygın olarak kullanılan 

PZR-bazlı reverse dot blot tekniğidir. Bu yöntem, MTK bakterilerinde belirli bir kromozomal 

direkt tekrar (Direct repeat-DR) lokusundaki polimorfizmi göstermeye dayanır [83]. 

IS6110 integrasyonunun sıcaklık noktası, farklı sayıda 36 baz çiftlik DR bölgesi 

içermektedir. DR’ler arasında 94 farklı (spacer) bölgesi belirtilmiştir. Fakat bunlardan 43 tanesi 

laboratuvarda rutin çalışmalarda tercih edilmektedir [84]. 

Genellikle moleküler epidemiyoloji, evrim ve popülasyon genetiği gibi araştırmalarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu teknik hızlı, kolay ve tekrarlanabilir özelliği ile avantaj 

sağlamaktadır [85]. 

DR’lerin kopya sayıları ve farklı (spacer) dizilimlerinin oluşması suşlar arasında farklılık 

gösterir. Suşlar arasındaki DR ve komşu tekrarlı olmayan ara parçalar ise “Doğrudan Varyant 

Tekrar” (DVR) olarak adlandırılır [86]. 

 

 

Şekil 2.4: Farklı MTK suşlarının DR bölgelerinde polimorfizm şematik gösterimi. DVR blokları, 
bir diğerine kıyasla bir suşta eksiktir. Spacer düzeni yaklaşık olarak aynı kalır [86]. 
 

DR lokusunu hedef alan biotinle işaretlenmiş primerler eklenir. Eklenmiş olan biotinler 

aralarındaki farklı (spacer) bölgeler amplifiye edilmektedir. Amplifikasyonun ardından elde 

edilen PZR ürünü denatüre olmaktadır [86]. 

 

 

Şekil 2.5: DR bölgelerinin amplifikasyon prensibi [86]. 
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Amplifikasyon ürünü membrana bağlı olan 43 farklı (spacer) prob ile hibridize edilir. 

Farklı bölgelerin varlığı siyah bant şeklinde gözlemlenir. Farklı (spacer) bölgeleri pozitif (1) veya 

negatif (0) binary kod şeklinde gösterilir. İkili kodlamanın ardından 15’li kod (14+1) olarak da 

gösterilir. İkili sayıların sekizli sayılara çevrilmesi aşağıdaki gibi yapılır: 

 

000 = 0;  001 = 1;  010 = 2;  011 = 3;  100 = 4;  101 = 5;   110 = 6;  111 = 7 

 

Bu kodlama ile farklı bakteri grupları belirlenebilmekte ve ayrım gücünü bize 

göstermektedir [87]. 

 

 

 

 

Şekil 2.6: Spoligotiplendirme yönteminin sonuç örneği iki farklı bakterinin genotiplendirilmesi 
1 ile 43’e kadar farklı (spacer) varlığı membran üzerinde siyah bant şeklinde gösterilmektedir 
[87]. 
 

 MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit Variable Number of 

Tandem Repeat) 

 

MTK suşlarının genotiplerinin belirlenmesinde yaygın olarak değişken sayılı sıralı tekrar 

(MIRU-VNTR) içeren moleküler genotiplendirme yöntemi kullanılmaktadır. M. tuberculosis’in 

genomunda, büyüklükleri 50-100 bç arasında değişen, 41 farklı değişebilen sıralı tekrarlar 

(VNTR) bölgesi belirlenmiş ve Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRUs) adı 

verilmiştir [88]. 
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Şekil 2.7: M. tuberculosis H37Rv referans suşu, 12 tanesi polimorfiktir. MIRU-VNTR tiplemesi 
için uygun olan 41 MIRU lokusunu içermektedir [89]. 
 

Bu polimorfizmin analizi M. tuberculosis genotiplendirmesinde kullanılan PZR bazlı bir 

metottur. MIRU-VNTR tiplendirme yöntemi genom boyunca dağılmış olan izolatlar arasındaki 

polimorfizmin farklılığını ortaya koyar [84]. 

MIRU-VNTR, M. tuberculosis izolatlarının genomunda çok sayıda minisatelit benzeri 

lokuslar bulunmaktadır. MIRU-VNTR yönteminin yüksek ayrım gücü, pratik ve hızlı oluşu ve 

dijital sonuçlar vermesi nedeni ile MTK klonlarının epidemiyolojik özelliklerini belirlemede 

kullanılan hızlı yöntemdir [90]. 

M. tuberculosis’in genotiplendirilmesinde ilk kez 12 lokus MIRU-VNTR kullanılmıştır ve 

12 lokusun gelişmesinin ardından 15 ve 24 lokustan oluşan standart bir format geliştirilmiştir. 

MIRU 15 lokus bölgesi ise genotipleme için uygun kabul edilmektedir [91]. 

Spoligotiplendirme ve IS6110 RFLP ile karşılaştırıldığında, MIRU-VNTR tiplemesi ayırıcı 

bir profil meydana getirmektedir. MIRU-VNTR genotiplendirme yöntemi M. tuberculosis 

suşlarının moleküler epidemiyolojik ve filogenetik taramasında referans yöntem olarak 

kullanılması tavsiye edilmektedir [92]. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

  

Bu tez çalışması, Mersin Üniversitesi Rektörlüğü, Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

Başkanlığı’nın 04.09.2019 tarihli ve 2019/355 sayılı kararı ile “Etik Kurul Onayı”nı almıştır. 

 

3.1. M. tuberculosis suşları 

 

Bu tez çalışmasına 01.01.2016 ve 31.12.2017 tarihleri arasında, Mersin Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Mikobakteriyoloji Laboratuvarı’nda klinik 

materyalinin kültüründe MTK üremesi tespit edilen ve +4°C’de saklamaya alınan kültür 

koleksiyonundaki 103 klinik izolat dahil edilmiştir. Çalışmaya bir hastadan izole edilen 

izolatlardan sadece bir tanesi dahil edilmiştir. 

 

3.2. Moleküler Analiz 

 

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu 

 

Spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemlerinde kullanılmak üzere 103 M. tuberculosis 

izolatının DNA’sını elde etmek için MGIT sıvı besiyerinden Mickle cihazı kullanılarak 

ekstraksiyon yapıldı. Esktraksiyon ardından spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA ölçümü 

yapılarak yeterli ve eşit miktarda DNA bulunduğu kontrol edildi. Ekstraksiyon protokolü aşağıda 

belirtildiği şekildedir. 

 

 Sıvı Besiyerinden DNA Ekstraksiyonu 

1. Üreme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0,5 ml mikrosantrifüj tüpüne alındı. 

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

3. 15000xg’de 15 dakika santrifüj edildi, üst sıvı atıldı. 

4. 0,5 ml 1x TE tampon ilave edildi. 

5. 15000xg’de 15 dakika santrifüj edildi, üst sıvı atıldı. 

6. 0,25 ml 1x TE tampon ilave edildi. 

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

8. İki dakika Mickle (Mickle tissue disintegrator) cihazında hücre parçalama işlemine tabi 

tutuldu. 

9. 15000xg’de 10 dakika santrifüj edildi, üst sıvı yeni bir mikrosantrifüj tüpüne alındı. 

10. Moleküler çalışmalar yapılıncaya kadar -20°C’de saklandı. 
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3.2.2. Spoligotiplendirme Yöntemi 

 

Seçilen 103 M. tuberculosis izolatına ekstraksiyon sonrasında spoligotiplendirme 

yöntemi uygulandı. Spoligotiplendirme yöntemi ile PZR aşamasında 36 bç uzunluğunda DR 

bölgelerinin amplifikasyonu gerçekleştirildi. 

 

 PZR 

DRa: 5'-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3' (5'-ucundan biotin ile işaretli) 

DRb: 5'-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3' 

 

DR bölgesini hedef alan primer sentezletildi. Her bir çalışmada pozitif (M. tuberculosis 

H37Rv, M. bovis BCG veya genotipi bilinen klinik izolat) ve negatif kontrol (dH2O) kullanıldı. Her 

bir izolat için Tablo 3.1’de belirtilen miktardaki reaksiyon karışımı hazırlandı. 

 

Tablo 3.1: Spoligotiplendirme yönteminin PZR reaksiyon karışımı 

Spoligotiplendirme malzemeleri Miktar 

Distile su 
2X PZR Master Miks (Fermantas) 
DRa (25 pmol/ml) 
DRb (25 pmol/ml) 
DNA 

9,5 μl 
12,5 μl 
0,25 μl 
0,25 μl 
2,5 μl 

 

PZR reaksiyon karışımı içeren tüpler Termal Cycler (Applied Biosystem AB) cihazına 

yerleştirilerek Tablo 3.2’deki programda uygulandı. 

 

Tablo 3.2: Spoligotiplendirme amplifikasyonunda kullanılan PZR koşulları  

Reaksiyon Aşaması Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

İlk Denatürasyon 95 5 dakika 1 
Denatürasyon 94 1 dakika 

40 Primer Bağlanması (Anneling) 55 1 dakika 
Zincir Uzaması (Extension) 72 45 saniye 
Son Uzaması (Extension) 72 10 dakika 1 
Bekleme 4 ∞ ∞ 

 

PZR reaksiyon karışımı mikobakteri DNA’sı içermeyen temiz bir odada hazırlandı. DRa 

primeri biotinle işaretli olduğundan dolayı +4°C’de saklandı. DRb primeri küçük miktarlara 

bölünerek -20°C’de saklandı. 
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 Spoligotiplendirme Yönteminde Kullanılan Çözeltiler 

 

Spoligotiplendirme yönteminde kullanılacak çözeltiler aşağıda belirtildiği şekilde 

hazırlandı. 

 

0,5 M EDTA (pH 8,0) 

EDTA  46,53 gr 

dH2O  250 ml 

pH 8,0’e ayarlandı ve otoklavlandı. 

 

20 mM EDTA (pH 8,0) 

dH2O  960 ml 

0,5 M EDTA 40ml 

 

20x SSPE (pH 7,4) 

0,2 M Na2HPO4 28,39 gr/L 

3,6 M NaCl  210,24 gr/L 

dH2O  960 ml 

0,5 M EDTA 40 ml (Otoklavlanır) 

 

2x SSPE 

20x SSPE  100 ml 

dH2O  900 ml 

 

%10 SDS 

Önceden ısıtılmış  250 ml (60°C) dH2O       

SDS  25 gr 

 

2x SSPE / %0,1 SDS 

dH2O  890 ml 

20X SSPE  100 ml 

%10 SDS  10 ml 

SSPE solüsyonu ve SDS solüsyonu ayrı mezürlerde ölçüldü. 
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2x SSPE/%0,5 SDS solüsyonu 

dH2O  850 ml 

20x SSPE  100 ml 

%10 SDS  50 ml 

 

%1 SDS 

%10 SDS  100 ml 

dH2O  900 ml 

 

10x TE 

Tris HCl  15,764 gr (100 mM) 

0,5M EDTA  20 ml (10mM) 

dH2O  980 ml 

 

 PZR Ürününün Hibridizasyonu ve Görünür Hale Getirilmesi 

 

Biotin ile işaretli primerler kullanılarak ve DR bölgesi hedef alınarak gerçekleştirilen PZR 

sonrası amplikonların hibridizasyonu gerçekleştirildi. Hibridizasyon ve hibridizasyon sonrası 

ürünlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve fosfatlı kemifloresan substratı eklenerek 

görünür hale getirilme prosedürü aşağıdaki gibi yapıldı. 

 

1- Bütün tampon çözeltileri önceden çalışılmak istenen ısıya getirildi. Bir membran için 

gereken miktarlar; 

 

80 ml 2x SSPE/%0,1 SDS, 60°C 

160 ml 2x SSPE/%0,5 SDS, 60°C 

160 ml 2x SSPE/%0,5 SDS, 42°C 

160 ml 2x SSPE, oda sıcaklığı 

 

2- 150 ml 2x SSPE/%0,1 SDS üzerine 20 ml PZR ürünü ilave edildi. 

3- PZR ürünlerini 99°C’de 10 dakika boyunca denatüre edildi. 

4- PZR ürünleri denatüre edilirken, membran (ISOGEN) 80 ml 2x SSPE/%0,1 SDS ile 

60°C’de 5 dakika yıkandı. 

5- Sünger yastığı (İmmunetiks Plastic Cushion PC200) ve membranı miniblotter’a 

(Miniblotter-3024) yerleştirirken, miniblotter’ın slotlarının membrana çizgi şeklinde 

bağlanmış oligonukleotidlere dikey konumda olmasına dikkat edildi. 
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6- Slotlarda kalan residüel sıvı aspirasyonla uzaklaştırıldı. 

7- Slotlar dilüe edilmiş sıcak PZR ürünü ile dolduruldu. Miniblotter horizontal konumda 

60°C’de 60 dakika hibridize (FİNEPCR- combi-SV120) edildi. 

8- Örnekler slotlardan aspire edildi ve plastik penset kullanarak memban miniblotter’dan 

çıkarıldı. 

9- Membran iki kez 80 ml 2x SSPE/%0,5 SDS ile 60°C’de 10 dakika yıkandı. 

10- Membran bir poşet dosya içine koyuldu. 

11- 5 ml 2x SSPE/%0,5 SDS üzerine 1,25 ml streptavidin-alkalen fosfataz konjugatı (500 

U/ml) (Promega) ilave edildi, karışım üç tarafı kapatılmış poşet dosya içindeki 

membrana döküldü, hava kabarcıkları uzaklaştırılarak, poşet dosyanın açık kenarı 

ısıtılarak kapatıldı. 45-60 dakika boyunca 42°C’de inkübe edildi. 

12- Membran iki kez 80 ml 2x SSPE/%0,5 SDS ile 10 dakika 42°C’de inkübe edildi, 80 ml 2x 

SSPE ile 5 dakika oda sıcaklığında durulandı. 

13- Membran üzerine 5 ml ECF substratı (Attophos AP Flourescent Substrate, Promega) 

ilave edildi, poşet dosya içinde 60 dakika boyunca inkübe edildi. 

14- Membran stretch film ile sarılarak uygun illuminasyon kasetinde (450 nm) 20 saniye 

expose edilerek (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) görüntü alındı. 

 

 Membranın Görüntülenmesi ve Yorumlanması 

 

Spoligotiplendirme yönteminde, sonuçların yorumlanması aşamasında spacer 

oligonükleotidlerin kovalent bağlandığı membranla PZR ürünü hibridizasyonu sonucu oluşan 

blotlanmalar dikkate alınarak spacer bölgelerinin varlığı değerlendirildi. Sonuçlar Şekil 3.1’de 

belirtilen Oktal kodlama anahtarı kullanılarak 0-7 arasında 15 rakamdan oluşan “Oktal kod” 

formatına çevrildi. Elde edilen veriler SpolDB4 veritabanı kullanılarak kümeler ve familyalar 

(clade) belirlendi. Database adres:  

http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/outilsConsultation.jsp 

 

□□□ = 0    □□■  = 1      □■ □ = 2      □■ ■  = 3 

 ■ □□ = 4     ■ □■  = 5     ■ ■ □ = 6        ■ ■ ■  = 7 

■  = 1      □ = 0 

Şekil 3.1: Spoligotiplendirme sonuçlarının değerlendirilmesinde kullanılan Oktal kod anahtarı 

 

 

 

 

http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/outilsConsultation.jsp
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 Membranın Regenerasyonu 

 

Membranın hibridizasyon ve görüntüleme sonrasında tekrar kullanılabilmesi için 

aşağıdaki yıkama ve regenerasyon aşamaları uygulandı. 

 

1- Membran iki kez %1 SDS ile 80°C’de 30 dakika inkübe edildi. 

2- Membran 20 mM EDTA pH 8 ile 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

3- Poşet dosya içerisine alınan membrana 20 mM EDTA pH 8 ilave edildi, poşet dosya 

üzerine, kullanım sayısı ve tarih yazılarak +4°C’de saklandı. 

 

3.2.3. MIRU-VNTR 

 

Bu tez çalışmasında 15 lokus MIRU-VNTR yöntemi kullanıldı. Hedeflenen MIRU lokusları 

için literatürde belirtilen primerler sentezlendi [94] (Tablo 3.3).    

 

Tablo 3.3: 15 lokus MIRU-VNTR yöntemi için kullanılan primerler 
Locus Alias PZR primeri (5' - 3') 

424 Mtub04 
CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM) 

577 EtrC 
CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC) 
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA 

580 MIRU04 EtrD 
GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM) 
GCGCAGCAGAAACGCCAGC 

802 MIRU40 
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED) 
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA 

960 MIRU10 
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM) 

1644 MIRU16 
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC) 

1955 Mtub21 
AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC) 
CAACATCGCCTGGTTCTGTA 

2163b Qub11b 
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM) 

2165 EtrA 
AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED) 
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT 

2401 Mtub30 
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM) 
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA 

2996 MIRU26 
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC) 

3192 MIRU31 EtrE 
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 
GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED) 

3690 Mtub39 
CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC) 
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG 

4052 Qub26 
AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED) 
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT 

4156 Qub4156 
TGACCACGGATTGCTCTAGT 
GCCGGCGTCCATGTT (NED) 
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 PZR 

 

Her bir izolata özgü 15 MIRU lokusunun VNTR sayısının belirlenmesi için 15 PZR 

reaksiyonu gerçekleştirildi. Bu tez çalışmasında bazı MIRU lokusları tekli, bazıları ise multipleks 

olarak çalışıldı. Tekli ve multipleks çalışılan MIRU lokusları ve bunların PZR işlemleri esnasında 

kullanılan primerlerinin miktarları Tablo 3.4’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.4: MIRU-VNTR yönteminde tekli ve multipleks çalışılan lokusların listesi 

Primerler (Forward ve Rewerse beraber) 

MIRU04 (2 μl ) - MIRU10 (2 μl)*        
MIRU26 (2 μl)   
MIRU40 (2 μl) 
MIRU16 (2 μl) - Qub11b (3 μl)* 
EtrC (2 μl) 
EtrA (3 μl) 
Mtub21 (2 μl) - Mtub39 (3 μl )* 
EtrE (2 μl) 
Mtub04 (2 μl) 
Qub4156 (3 μl) 
Qub26 (3 μl) 
Mtub30 (2 μl) 

*Multipleks çalışılacak primerler 

 

MIRU-VNTR yönteminde, MIRU26 lokusu için gerçekleştirilen PZR reaksiyon karışımı 

Tablo 3.5’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.5: MIRU26 lokusu için gerçekleştirilen PZR reaksiyon karışımı 

MIRU-VNTR malzemeleri Miktar 

Distile su 
DMSO (Sigma) 
2X PZR Master Miks (Thermo science) 
Primerler (Forward ve Rewerse) 
DNA 

4,5 μl 
1 μl 
12,5 μl 
2 μl 
5 μl 

Toplam hacim 25 μl 

*Primer miktarına göre miks örnek başına 20 μl olacak şekilde H2O ile tamamlanır. 

 

PZR reaksiyon karışımı içeren tüpler Termal Cycler (Applied Biosystem AB) cihazına 

yerleştirilerek Tablo 3.6’daki programda uygulandı. 
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Tablo 3.6: MIRU26 lokusunun amplifikasyonunda kullanılan PZR koşulları 

Reaksiyon Aşaması Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

İlk Denatürasyon 95 5 dakika 1 
Denatürasyon 94 30 saniye 

35 Primer Bağlanması (Anneling)** 61 30 saniye 
Zincir Uzaması (Extension) 70 1 dakika 
Son Uzaması (Extension) 72 7 dakika 1 
Bekleme 4 ∞ ∞ 

**Mtub39-Mtub21 lokusları PZR reaksiyon koşullarında primer bağlanması (anneling): 55°C ve 

30 saniyedir. 

 

 PZR Ürününün Agaroz Jele Yüklenmesi, Elektroforezi ve Yorumlanması 

 

PZR sonrası oluşan amplikonlar 150 Voltta, 180 dakika, etidyum bromürlü %2’lik agaroz 

jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrası jel görüntüleme sistemi (Vilber Lourmat 

Marne La Vallée, France) ile görüntülendi. Bant büyüklüğünün tespitinde 100 bç’lik marker 

(Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA Ladder) kullanıldı. Bant büyüklüklerine dayanarak 

15 lokus MIRU-VNTR tiplendirme sonucunda her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar 

sayıları EK 1’deki Tabloya göre ve miruvntrplus veritabanı (www.miruvntrplus.org) kullanılarak 

değerlendirildi.  

  

 

 

  

http://www.miruvntrplus.org/
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Hastaların Genel Özellikleri 

 

Bu çalışmaya 01.01.2016-31.12.2017 tarihleri arasında Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarına gönderilen tüberküloz ön tanılı hastalara ait klinik 

örneklerden izole edilen, 103 M. tuberculosis izolatı dahil edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen 103 

hastanın 74 (%71,9)’ü erkek, 29 (%28,1)’u kadın ve yaş ortalamaları 47,35’dir. (minimum: 6, 

maksimum: 92). Hastaların 91 (%88,3)’i akciğer TB’si iken geri kalan 12 (%11,7)’si akciğer dışı 

TB olarak tespit edildi. 

Bu izolatların 43 (%41,7)’ü birinci seçenek anti-TB ilaçlardan en az birine dirençli, geri 

kalan 60 (%58,3) izolat ise bu ilaçlara duyarlıdır. 

 

Tablo 4.1: Birinci seçenek anti-TB ilaçlara dirençli olduğu belirlenen 43 hastanın direnç profili 

Birinci seçenek anti-TB ilaç Dirençli 

SM 27 (%62,8) 
INH 19 (%44,2) 
RIF 7 (%16,3) 
EMB 4 (%9,3) 
SM + INH 7 (%16,3) 
SM + RIF 4 (%9,3) 
INH + RIF 3 (%7) 
SM + EMB 3 (%7) 
SM + INH + RIF  3 (%7) 
Toplam 43 

TB: Tüberküloz, SM: Streptomisin, INH: İzoniazid, RIF: Rifampisin EMB: Etambutol 

 

4.2. Moleküler Tiplendirme (Spoligotinlendirme) Sonuçları 

 

Uluslararası spoligotiplendirme veri tabanı olan SpolDB4 (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/)  ve MIRU-VNTR  Plus  (https://www.miru-

vntrplus.org/MIRU/searchdb.faces) veri tabanlarında bulunan suşlarla karşılaştırma sonrasında 

çalışmaya dahil edilen 103 izolatın spoligotiplendirme yöntemi ile elde edilen klonal grup 

dağılımında; 103 izolatın 10 spoligotiplendirme kümesi içerisinde yoğunlaştığı tespit edildi. En 

büyük kümenin 48 (%46,6) izolat ile T ailesi (T1 sublineage) olduğu, ikinci sırada Haarlem 

ailesinin 16 (%15,5) izolat içerdiği, TUR ailesinin 13 (%12,6) izolat, S ailesinin 10 (%9,7) izolat, 

Beijing ailesinin 4 (%3,9) izolat, LAM ailesinin 4 (%3,9) izolat, Bovis ailesinin 3 (%2,9) izolat, 

NEW-1 ailesinin 3 (%2,9) izolat, Delhi/CAS ailesinin 1 (%1) izolat, H37Rv ailesinin 1 (%1) izolat 

içerdiği görüldü. T ailesinin kendi içerisinde 2 farklı spoligotip paterni gösterdiği; 47 (%98) 

http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
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izolatın T1 alt ailesinde, 1 (%2) izolatın ise T4 alt ailesinde olduğu belirlendi (Tablo 4.2 ve Tablo 

4.3). 

 



Nurcihan BİLTEKİN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2019 

30 
 

Tablo 4.2: Çalışmaya dahil edilen bazı izolatlara ait örnek spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR sonuçları 

Oktal Kod Spoligotyping 
Spoligo 
Ailesi 

SpolDB4 
Type 

MIRU-VNTR (15 Lokus) 

777777777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 53 2 3 2 5 3 3 4 3 3 4 4 3 3 6 1 

037777777760771 □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 272 2 5 2 1 3 3 3 2 4 2 4 3 3 6 2 

577777777760771 ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 334 2 5 2 1 3 3 3 2 4 2 4 3 3 6 2 

777703777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 102 2 5 2 4 3 3 3 2 4 2 4 4 3 5 2 

777777437760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 1051 2 5 2 3 3 3 3 2 3 2 4 4 3 7 2 

777777777760631 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ □□■ ■ ■  T1 888 2 5 2 3 3 3 3 2 4 2 4 3 3 7 2 

777703777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 102 2 5 2 3 3 3 3 2 4 2 4 4 3 7 2 

037777777760771 □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  T1 272 2 5 2 3 3 3 3 2 3 2 4 4 3 3 2 

777760003760771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□□□□□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 159 3 2 2 4 4 3 3 2 2 1 5 2 2 6 2 

777777607760771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 42 1 2 2 4 4 3 3 2 2 1 5 2 2 5 2 

777777607760771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 42 3 4 2 6 4 3 3 1 1 1 5 2 2 6 2 

777777607760771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 42 4 2 2 5 4 3 3 2 2 1 4 2 2 6 2 

777700077607731 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□□□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 254 3 2 2 5 4 3 3 2 2 1 4 2 2 5 2 

777760017741771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□□□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM 254 3 2 2 4 4 3 3 2 2 1 5 2 2 6 2 

777777777720771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 50 2 3 2 3 2 3 3 6 3 4 5 3 3 6 3 

777777777720771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 50 2 3 2 3 5 3 3 4 2 4 5 3 3 7 3 

777777777720771 ■ ■  ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 50 2 3 2 3 5 3 3 3 3 4 5 3 3 3 3 

740000000020771 ■ ■ ■ ■ □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□■ □□□□ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 1593 2 3 2 3 5 3 1 3 3 4 5 3 3 6 3 

000000004020771 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□■ □□□□□□■  □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 2 2 3 2 3 5 3 3 4 2 4 5 3 3 7 3 

000000004020771 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□■ □□□□□□■  □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Haarlem 2 2 3 2 3 5 3 3 5 3 4 5 3 3 7 3 

000000000003771 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Beijing 1 4 4 2 3 3 3 5 6 4 4 5 5 3 8 2 

000000000003771 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Beijing 1 4 4 2 3 3 3 5 6 3 4 5 5 3 8 2 

000000000003371 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□ □□■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■  Beijing 265 4 4 2 3 3 3 3 6 4 4 5 5 3 8 2 

 000000000003771 □□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  Beijing 1 4 4 2 3 3 3 5 3 4 4 7 5 3 7 2 

776377777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  S 34 3 4 3 4 3 3 1 4 3 2 5 3 3 9 2 

776377777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  S 34 3 5 3 4 3 3 1 3 3 2 5 3 3 2 2 

776377777760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  S 34 4 4 3 5 2 3 1 5 3 2 5 3 3 8 2 

  777777404760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□■ □□■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM-TUR 41 4 4 1 2 5 1 2 2 3 4 1 3 3 6 3 

777777404760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□■ □□■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM-TUR 41 4 4 1 2 5 1 2 2 3 4 1 3 3 6 3 

  777777404760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□■ □□■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM-TUR 41 4 4 1 2 5 1 2 2 3 4 1 3 3 6 3 

  777777404760771 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□□■ □□■ ■ ■ ■ ■ □□□□■ ■ ■ ■ ■ ■ ■  LAM-TUR 41 4 4 1 2 5 1 3 2 3 4 1 3 3 7 3 

  676773777777700 ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□ Beijing 482 0 5 3 2 2 3 1 4 4 4 5 3 2 4 1 

  676773777777700 ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□□ Beijing 482 2 5 3 2 2 3 3 4 5 4 6 3 2 6 1 

  676773677761700 ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ □■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ □□□■ ■ ■ ■ □□□□  Beijing 1022 2 3 3 2 2 3 3 2 2 4 5 3 2 5 1 
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Tablo 4.3: 103 izolata ait spoligotiplendirme aileleri ve görülme oranları 

Spoligotiplendirme kümesi İzolat sayısı (n) Görülme oranı (%) 

T ailesi 48 46,6 
T1 alt ailesi 47  
T4 alt ailesi 1  

Haarlem 16 15,5 
TUR 13 12,6 
S 10 9,7 
Beijing 4 3,9 
LAM 4 3,9 
Bovis 3 2,9 
NEW-1 3 2,9 
Delhi/CAS 1 1 
H37Rv 1 1 

Toplam 103 100 

 

Birinci seçenek anti-TB ilaçlardan en az birine dirençli 43 izolatın spoligotiplendirme 

küme dağılımı Tablo 4.4’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.4: Birinci seçenek anti-TB ilaçlara dirençli 43 izolatın spoligotiplendirme küme dağılımı 

Spoligotiplendirme 
kümesi 

Dirençli 
izolat sayısı 

 

T kümesi 19 
Bir ilaca dirençli: 16 

SM: 8 
INH: 5 
RIF: 2 
EMB: 1 

İki ilaca dirençli: 3 
SM+INH: 2 
SM+EMB: 1 

Haarlem 
10 

Bir ilaca dirençli: 6 
SM: 1 
INH: 4 
RIF: 1 

İki ilaca dirençli: 2 
SM+INH: 1 
SM+RIF: 1 

Üç ilaca dirençli: 2 SM+INF+RIF: 2 

S 6 
Bir ilaca dirençli: 4 SM: 4 

İki ilaca dirençli: 2 SM+EMB: 2 

Beijing 3 
Bir ilaca dirençli: 2 SM: 2 

Üç ilaca dirençli: 1 SM+INF+RIF: 1 

LAM 3 Bir ilaca dirençli: 3 
SM: 1 

INH: 2 

TUR 1 İki ilaca dirençli: 1 SM+INH: 1 

H37Rv 1 Bir ilaca dirençli: 1 INH: 1 

Toplam 43   

 

Çalışma sonrası tespit edilen 4 Beijing izolatından (Tablo 4.2) ikisinde SM direnci, 

birinde is SM+INH+RIF direnci yani ÇİD-TB olduğu belirlendi (Tablo 4.3). Bu izolatların elde 

edildiği hastaların ikisi yabancı uyruklu olup birinin Rusya vatandaşı, diğerinin ise Kırgızistan 
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vatandaşı olduğu tespit edildi. Diğer iki hasta ise Türk vatandaşıdır. Bu sonuçlara göre Beijing 

ailesine ait izolatların da artık Mersin ilinde görülmeye başladığı bu çalışma ile ilk kez 

belirlenmiştir. 

Çalışmaya dahil edilen 103 klinik izolatın MIRU-VNTR yönteminde, PZR amplifikasyonu 

sonrası elde edilen agaroz jel elektroforez görüntülerinden bazıları Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4 

ve Şekil 4.5’de verilmiştir. 

  

 

 

Şekil 4.1: MIRU40 örnek jel görüntüsü. M: Marker (Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA 
Ladder), Kolon 1: 569 bç=4 tekrar, Kolon 2: 515 bç=3 tekrar, Kolon 3: 353 bç=0 tekrar, Kolon 4: 
731 bç=7 tekrar, Kolon 5: 569 bç=4 tekrar, Kolon 6: 569 bç=4 tekrar, Kolon 7: 461 bç=2 tekrar, 
Kolon 8: 677 bç=6 tekrar, Kolon 9: 623 bç=5 tekrar, Kolon 10: 623 bç=5 tekrar. 
               

 

 

Şekil 4.2: MIRU26 örnek jel görüntüsü. M: Marker (Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA 
Ladder), Kolon 1: 715 bç=5 tekrar, Kolon 2: 817 bç=7 tekrar, Kolon 3: 766 bç=6 tekrar, Kolon 4: 
715=5 tekrar, Kolon 5: 664 bç=3 tekrar, Kolon 6: 562 bç=2 tekrar, Kolon 7: 511 bç=1 tekrar, 
Kolon 8: 511 bç=1 tekrar, Kolon 9: 613 bç=3 tekrar, Kolon 10: 664 bç=4 tekrar. 
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Şekil 4.3: EtrC örnek jel görüntüsü. M: Marker (Amresco  K181-500 UL Molecular Weight 
Marker, DNA, 1 Kb Ladder™), Kolon 1: 346 bç=4 tekrar, Kolon 2: 288bç=2 tekrar, Kolon 3: 288 
bç=3 tekrar, Kolon 4: 404 bç=5 tekrar, Kolon 5:288 bç=3 tekrar, Kolon 6: 288bç=2 tekrar, Kolon 
7: 346 bç=4 tekrar, Kolon 8: 520bç=7 tekrar, Kolon 9: 404 bç=5 tekrar, Kolon 10: 346 bç=4 
tekrar. 
 

 

 

Şekil 4.4: EtrA örnek jel görüntüsü. M: Marker (Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA 

Ladder), Kolon 1: 472 bç=4 tekrar, Kolon 2: 697 bç=7 tekrar, Kolon 3: 472 bç=4 tekrar, Kolon 4: 

472 bç=4 tekrar, Kolon 5: 472 bç=4 tekrar, Kolon 6: 472 bç=4 tekrar, Kolon 7: 472 bç=4 tekrar, 

Kolon 8: 472 bç=4 tekrar, Kolon 9: 472 bç=4 tekrar.  
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TARTIŞMA 

 

TB, M. tuberculosis basilinin neden olduğu, insanlarda yaygın, bulaşıcı ve önemli bir halk 

sağlığı sorunudur. Ülkemizde ve dünya genelinde yüksek mortalite ve morbidite nedenleri 

arasında yer almakta ve her yıl milyonlarca insan TB hastalığına yakalanmaya devam etmektedir 

[94]. 

M. tuberculosis, dünya çapında özellikle Asya ve Afrika kıtalarında en yaygın görünen 

salgın hastalıklardan biridir. ÇİD’in ortaya çıkması, TB salgınının büyük ölçüde artmasına neden 

olmaktadır. Bu hastalığın tedavi edilememesindeki nedenlerden biri de hastaların ÇİD’li olmaları 

ve HIV/AIDS ile ko-enfeksiyon olması en önemli sorunlar olarak kabul edilmektedir [95,96]. 

HIV/AIDS, 1981 yılından günümüze kadar tüm dünyada yaygın bir pandemi olarak 

ilerlemekte olup ülkemizde HIV/AIDS ve TB fırsatçı enfeksiyonlar arasında yer almaktadır [97].  

2017 yılında dünya genelinde 6,4 milyon yeni TB vakası görülmüş ve TB’nin teşhis ve 

tedavisi HIV/AIDS ilişkili olup HIV-negatif kişilerde yaklaşık 1,3 milyon, HIV-pozitif kişilerde ise 

yaklaşık 300 bin kişinin ölümüne neden olmuştur. İlaca dirençli TB bir sağlık krizi olmaya 

devam etmektedir. 2017 yılında dünya genelinde 558 bin kişinin tedavisindeki en etkili birincil 

basamak ilaç olan rifampisine dirençli TB (RR-TB) hastalığına yakalandığı ve bunların da 

%82’sinin birçok ilaca karşı dirençli (ÇİD-TB) olduğu belirtilmektedir [3]. 

Enfeksiyöz patojen M. tuberculosis’in genetik çeşitliliği, insanlar da dahil çeşitli konakçı 

türlerine adaptasyonunda önemli bir rol oynamıştır. Bu çeşitlilik genellikle soyun coğrafi kökeni 

ile bağıntılıdır. Soy bilgisi, mutasyon oranları, ilaç direnci, bulaşıcılık ve virülansı türün 

filocoğrafik kanıtı hakkında bize bilgi verir. Soy sınıflandırması ile epidemiyolojik veya klinik 

veriler birleştirilerek elde edilen toplanmış bilgiler, moleküler sürveyans programının temelini 

oluşturmaktadır [90]. 

MTK izolatları genetik olarak monomorfiktir, bu nedenle hastalığın epidemiyolojisinin 

kapsamlı bir şekilde anlaşılması için genotipleme yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. M. 

tuberculosis türlerinin moleküler yöntemler aracılığıyla saptanması, ülkenin TB kontrolü adına 

büyük bir önem taşımaktadır. MTK izolatların moleküler epidemiyolojik farklılıkların 

belirlenmesinde MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme yöntemleri birlikte yaygın olarak 

kullanılmaktadır [98]. 

Son zamanlarda, PZR amplifikasyonuna dayalı yeni bir genotiplendirme tekniği olan 

MIRU-VNTR yönteminin kolay, hızlı, kısa sürede sonuç vermesi ve ayrım gücünün yüksek olması, 

epidemiyolojik çalışmalarda popüler bir genotiplendirme yöntemi olmasını sağlamıştır. Diğer 

laboratuvar testlerinde olduğu gibi, tekrarlanabilirliğinin yüksek olması, sonuçların güvenilir 

olmasını sağlamaktadır. Bu yöntemde farklı lokuslu gen bölgeleri (12 lokus, 15 lokus, 24 lokus) 



Nurcihan BİLTEKİN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2019 

35 
 

kullanılarak TB hastalarının, klinik izolatları arasındaki benzerlik ve farklılıkların belirlenmesi 

amaçlanmıştır [99]. 

Spoligotiplendirme, MTK izolatlarının soylarını ve kümeleri belirlemek için kullanılan 

PZR bazlı reverse dot blot yöntemidir [100]. Bu yöntem, MTK izolatlarındaki belirli bir 

kromozomal DR (direkt tekrar) bölgesindeki değişkenliği tespit etmektedir. DR bölgesinde, 36 

baz çifti ve 94 farklı spacer bölgesi belirlenmiş fakat rutin çalışmalarda sadece 43 tanesi 

kullanılmaktadır [87].  

MTK izolatlarının moleküler özelliklerini ve genetik çeşitliliğini daha iyi anlamak için 

spoligotiplendirme ve 15-lokus MIRU-VNTR tipleme yöntemleri kullanılmaktadır. Bu iki 

yöntemin birlikte kullanılması ise genotiplendirme sonuçlarını güçlendirmektedir [101]. 

 Mersin ilinde TB’li hastalardan izolen edilen ve M. tuberculosis kompleks olarak 

tanımlanan klinik izolatların spoligotiplendirme ve Mycobacterial Interspersed Repetetive 

Units-Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) yöntemleri ile moleküler 

genotiplendirilmesinin yapılarak bu mikroorganizma için ilimizde moleküler epidemiyolojik veri 

elde edilmesi amaçlanmaktadır. 

Yaptığımız bu tez çalışmasına, 2016-2017 tarihleri arasında klinik materyalinin 

kültüründe MTK üremesi tespit edilen 103 TB hastasına ait kinik izolat dahil edildi. Çalışmaya 

dahil edilen 103 hastanın 74 (%71,9)’ü erkek, 29 (%28,1)’u kadın ve yaş ortalamaları 47,35’idi. 

Hastaların 91 (%88,3)’i akciğer TB’si iken geri kalan 12 (%11,7)’si akciğer dışı TB olarak tespit 

edildi. Bu izolatların 43 (%41,7)’ü birinci seçenek anti-TB ilaçlardan en az birine dirençli (Tablo 

4.1), geri kalan 60 (%58,3) izolat ise bu ilaçlara duyarlıdır. 

SpolDB4 veri bankasındaki suşlarla karşılaştırma sonrasında çalışmaya dahil edilen 103 

izolatın spoligotiplendirme yöntemi ile elde edilen klonal grup dağılımında; 103 izolatın 10 

spoligotiplendirme kümesi içerisinde yoğunlaştığı tespit edildi. En büyük kümenin 48 (%46,6) 

izolat ile T ailesi (T1 sublineage) olduğu, ikinci sırada Haarlem ailesinin 16 (%15,5) izolat 

içerdiği, diğer ailelerin de TUR (n=13), S (n=10), Beijing (n=4), LAM (n=4), Bovis (n=3), NEW-1 

(n=3),  Delhi/CAS (n=1), H37Rv (n=1) aileleri olduğu görüldü (Tablo 4.3). Yine çok ilaca direnç 

ile ilişkili olduğu daha önceki çalışmalarda bildirilen Beijing ailesinin varlığı bu çalışma ile 

gösterilmiştir. Beijing ailesi olarak belirlenen 4 izolatın ikisinde SM dienci, birinde ise ÇİD-TB 

varlığı (SM+INH+RIF) tespit edilmiştir (Tablo 4.4). 

Çukurova bölgesinde Zeytinli ve ark [102] yaptıkları çalışmada, 467 MTK suşundan 24 

(% 5,1)’ü orphan suş olarak tanımlanmış, kalan 443 izolatın üye sayısı 2-215 arasında değişen 

21 küme içerisine dağıldığı bildirilmiştir. MIRU-VNTR metodunun Spoligotiplendirme metodu 

ile kombinasyonu sonucunda bölgede en yaygın görülen ailenin T1 (%51,9) olduğu, ikinci en 

yaygın görünen ailenin ise LAM7 TUR (%11,5) olduğu belirtilmiştir. Bizim çalışmamızda, 103 

MTK izolatının spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemlerinin kombine analizinde izolatların 
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10 küme içerisinde dağıldığı ve en yaygın kümeyi T (n= 48, %46,6) ailesinin oluşturduğu ikinci 

sırada Haarlem 16 (%15,5) ailesinin geldiği tespit edildi. Zeytinli ve ark tarafından yapılan 

çalışmada Mersin ilinde sadece T1 ve LAM7 TUR ailelerinin varlığı tespit edilmişken bizim 

çalışmamızda T ailesine (T1 alt ailesi) ilaveten ayrıca Haarlem, TUR, S, Beijing, LAM, Bovis, NEW-

1, Delhi/CAS ve H37Rv aileleri değişen sayılarda tespit edilmiştir (Tablo 4.3). 

Ülkemizde Zozio ve ark [103] tarafından Malatya ve Ankara’daki TB’li hastalardan elde 

edilen 245 MTK izolatının genotiplendirme sonucunda en yaygın görünen ailenin LAM7 TUR 

(%21) ailesi olduğu, ikinci yaygın görünen ailenin T1 (%16,3) ailesi olduğu ve ardından Haarlem 

( %5,3) ailesi geldiği belirtilmiştir. 

Malatya’da 2006 yılında yapılan bir tez çalışmasına 450 MTK izolatının (Malatya n=200, 

Marmara bölgesi n=150, Ege bölgesi n=50, Akdeniz bölgesi n=50) dahil edildiği ve izolatların 

IS6110 ve spoligotiplendirme yöntemleri ile genotiplendirilmelerinin yapıldığı belirtilmiştir. 

Çalışma sonucunda en yaygın görünen ailenin T süper ailesi (%38,6) olduğu, bunu Haarlem 

(%14,8) ailesinin izlediği belirtilmiştir. Bu çalışmada farklı olarak Hindistan’ın Delhi bölgesine 

ait CAS1-Delhi genotipinde 2 suş, Beijing genotipinde ise 4 suş tespit edildiği bildirilmiştir [104]. 

Durmaz ve ark tarafından aynı bölgede bir yıl sonra yapılan farklı bir çalışmada 145 MTK 

izolatının dahil edildiği ve sonucunda bölgede en yaygın görünen ailelerin LAM7 TUR (%23,9)   

ve T1 (%22,5) aileleri olduğu bildirilmiştir. [105]. 

Ülkemizde daha önceden yapılmış olan iki çalışmanın sonucunda LAM7 TUR ailesinin 

%21 [103] ve %23,9 [105] oranlarıyla en sık görülen aileler olduğu belirtilirken, Günal ve ark 

tarafından yapılan çalışmada ise [104] T süper ailesinin %38,6 ile bölgede en sık görülen aile 

olduğu rapor edilmiştir. Diğer iki çalışmanın aksine bizim çalışma sonuçlarımızda da Günal ve 

ark [104] tarafından yapılan çalışmaya benzer şekilde T ailesi (%46,6) en sık görülen aile olarak 

tespit edilmiştir (Tablo 4.3). 

Kochkaksaraei ve ark tarafından 2019 yılında yapılan bir çalışmada, İran’ın kuzeyinde 

bulunan Golestan eyaletinde izole edilen M. tuberculosis izolatlarının genetik çeşitliliğinin 

belirlenmesinin amaçlandığı belirtilmiştir. Çalışmaya 162 MTK izolatının dahil edildiği ve 

sonuçta bölgede en yaygın görülen ailenin NEW-1 (%22,2) ailesi olduğu bunu Beijing (%13,6) 

ailesinin izlediği ifade edilmiştir. Çalışma sonucunda Beijing ailesinin tedavisinde sorunlar 

olduğu ve diğer ilaçlarla kıyaslandığında SM direncinin hala yüksek olduğu vurgulanmıştır [106]. 

Puerto ve ark’nın 2019 yılında Kolombiya’da yaptıkları çalışmada, spoligotiplendirme 

yöntemi ile 234 MTK suşunun genotiplendirmesi sonucu 70 (%29,9) suşun orphan suş olarak 

tanımlandığı, geriye kalan 164 suşun ise 7 küme içerisinde dağıldığı belirtilmiştir. Yapılan 

çalışmada en yaygın görünen ailenin LAM (%37,2) ailesi olduğu, ikinci yaygın görünen ailenin 

Haarlem (%5,8) ailesi olduğu, bu aileleri T (%8,1), U (%3,4), S (%2,6), X (%2,1) ve Beijing 
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(%0,9) ailelerinin izlediği belirtilmiştir. Bu çalışmada Kolombiya yeni bir Beijing suşunun 

varlığının tespit edildiği bildirilmiştir [107]. 

Elegail ve ark 2019 yılında Sudan’da MTK suşlarının spoligotiplendirilmesi ve bu suşların 

GenoType MTBDRplus ile ilaç direnç profillerinin belirlenmesini amaçladıkları çalışmada, 64 

örneğin RIF ve INH duyarlı olduğu, 36 örneğin ise sadece ÇİD-TB olduğu, 10 örneğin sadece RIF, 

8 örneğin ise sadece INH dirençli olduğu bildirilmiştir. Spoligotiplendirme yöntemi ile 118 MTK 

klnik izolatının çalışıldığı ve en yaygın görünen ailenin Delhi/CAS-1 (%43) olduğu bildirilmiştir 

[100]. 

Çin’de Qinghai eyaletinden Li ve ark’nın spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemleri 

ile yaptıkları çalışmada, 251 MTK suşunun 49 farklı spoligotip paterni gösterdiği vurgulanmıştır. 

En yaygın görünen ailenin Beijing (%62,2) olduğu, daha sonra U (%3.6), MANU2 (%3.2), T1 

(%1,2), H4 (%0,4) ailelerinin bunu takip ettiği belirtilmiştir. Kuzey Çin'deki Beijing ailesine ait 

suş oranının, ülkenin güney bölgesine göre daha yüksek olduğu ve bunun da coğrafi konum, 

iklim, nüfus ve diğer faktörlerle ilgili olabileceği bildirmiştir [101]. 

Brezilya’da Salvato ve ark tarafından yapılan bir çalışmada, spoligotiplendirme ve MIRU-

VNTR yöntemleri ile 131 MTK suşunun genotiplendirilmesinin amaçlandığı belirtilmiştir. 

Çalışma sonucunda en yaygın görünen ailenin LAM (%65,6) ailesi olduğu, bunu Haarlem 

(%22,1) ailesinin izlediği bildirilmiştir. Bu çalışmada ayrıca H37Rv (%3) ailesinin de tespit 

edildiği olduğu vurgulanmıştır  [108]. 

Brüksel’de 2017 yılında yapılan bir çalışmada, 2010-2013 yılları arasında MIRU-VNTR ve 

spoligotiplendirme yöntemleri ile 945 hasta örneğinin çalışıldığı, filogenetik analiz sonuçlarında 

en yaygın iki ailenin LAM (%16,7) ve Haarlem (%15,7) aileleri olduğu bildirilmiştir. Çalışma 

sonucunda Beijing (%39,9) ailesinin ÇİD-TB ile ilişkili çıktığı ifade edilmiştir [109]. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Mersin ilinde TB’li hastalardan izole edilen MTK izolatlarının spoligotiplendirme ve 

MIRU-VNTR yöntemleri ile genotiplendirilmesini amaçladığımız bu çalışmada; 

1- İlimizde yapılan bu çalışma sonucunda, Çukurova bölgesinde yapılan çalışmaya 

benzer şekilde, fakat ülkemizde yapılan diğer çalışmalardan farklı olarak, T ailesinin  

(%46,6) en sık görülen aile olduğu, 

2- Özellikle ÇİD-TB ile ilişkili olduğu daha önce yapılan çalışmalarda bildirilen Beijing 

ailesinin ilimizde de artık tespit edildiği, 

3- Spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemleri ile izolatlarımızın tamamının 

genotipledirilmesinin yapılabildiği, 

4- Çalışmamız sonucunda en sık aile olarak tespit edilen T ailesinin T1 ve T4 olmak 

üzere iki alt aileye ayrıldığı, 

5- M. tuberculosis için yapılacak olan moleküler epidemiyolojik çalışmalarda 

spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yöntemlerinin birlikte kullanılmasının bu 

bakterinin çalışma yapılan bölge içerisindeki hareketinin tespit edilmesinde yararlı 

olacağı, 

6- Her iki yöntem birlikte değerlendirildiğinde, hastalığın reaktivasyon olup 

olmadığının belirlenmesine yardımcı olacağı, 

7- Bu tür moleküler çalışmaların yeni izole edilecek izolatlar ile yapılmasıyla, ilimizdeki 

bu bakterinin hareketinin izlenmesi suretiyle TB’nin kontrol altına alınmasında 

yararlı olacağı sonucuna varılmıştır. 
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EK 1: 15 lokus MIRU-VNTR allel tekrar sayıları 

  

0 
kopya 

1 
kopya 

2 
kopya 

3 
kopya 

4 
kopya 

5 
kopya 

6 
kopya 

7 
kopya 

8 
kopya 

9 
kopya 

10 
kopya 

ETRA 2165_75 bç  247 322 397 472 547 622 697 772 847 922 
ETRC 0577_58 bç  172 230 288 346 404 462 520 578 636 684 
MIRU04-ETRD 0580_77 bç 176 253 330 407 484 561 638 715 792 869 

 
MIRU10 0959_53 bç  535 590 643 696 749 802 855 908 961 1013 
MIRU16 1644_53 bç  618 671 724 777 829 882 935 988 1041 

 
MIRU26 2996_51 bç  511 562 613 664 715 766 817 868 919 

 
MIRU31-ETRE 3192_53 bç  545 598 651 704 757 810 863 916 

  
MIRU40 0802_54 bç  407 461 515 569 623 677 731 785 839 893 
Mtub04* 0424_51 bç 177 218 269 320 371 422 473 524 575 626 

 
Mtub21 1955_57 bç  149 206 263 320 377 434 491 548 605 662 
Mtub30 2401_58 bç  261 319 377 435 493 551 609 667 725 783 
Mtub39* 3690_58 bç 225 283 341 399 457 515 573 631 689 747 

 
Qub11b 2163_69 bç  136 205 274 343 412 481 550 619 688 757 
Qub26 4052_111 bç  264 375 486 597 708 819 930 1041 

  
Qub4156* 4156_59 bç 563 622 681 740 799 858 917 
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