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OZET

BiR UNIiVERSITE HASTANESINDE TUBERKULOZLU HASTALARDAN iZOLE EDILEN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS iZOLATLARININ MOLEKULER YONTEMLER
ILE GENOTIPLENDIRILMESI

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) tyesinden Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) bakterisinin neden oldugu tiiberkiiloz (TB), lilkemizde ve diinyada halen en sik
goriilen bulasic1 ve 6liimciil hastaliktan biri olmaya devam etmektedir. Son yillarda genomik
polimorfizmlerin dogrudan analizine dayanan molekiiler tipleme yontemleri artik yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. MTK izolatlarinin molekiiler epidemiyolojine bakildiginda belirlenen
bolgedeki etkin izolati bulmak ve hastalikla miicadele etmek farkl cografi bolgelerdeki TB
salginlarinin kaynagini bulmak i¢in giiniimiizde 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 molekiiler
genotiplendirme yontemleri kullanilmaya baslanmistir. Bu tez ¢alismasinda Mersin ilinde TB’li
hastalardan izole edilen ve MTK olarak tanimlanan Kklinik izolatlarin molekiiler
genotiplendirilmesinin yapilarak bu mikroorganizma icin ilimizde molekiiler epidemiyolojik veri
elde edilmesi amaclanmistir. Calismaya 01.01.2016 ve 31.12.2017 tarihleri arasinda, Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’'nda
klinik materyalinin kiltiiriinde MTK izole edilen ve +4°C’de saklamaya alinan kdltiir
koleksiyonundaki 103 klinik izolat dahil edildi. Calismaya dahil edilen izolatlarin DNA’lar1 MGIT
sivi  besiyerinden Mickle cihaz1 kullanilarak elde edildi. Bu izolatlarin molekiiler
genotiplendirilmesi spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yontemleri ile yapildi. 103 izolatin 10
spoligotiplendirme kiimesi igerisinde yogunlastigi tespit edildi. En biiyiik kiimenin 48 (%46,6)
izolat ile T ailesi oldugu, ikinci sirada Haarlem ailesinin 16 (%15,5) izolat icerdigi, 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 icerdigi gorildi. Calisma sonuglarimiza
gore, lilkemizde yapilan diger ¢alismalardan farkh fakat Cukurova bolgesinde yapilan calismaya
benzer sekilde, T ailesinin (%46,6) en sik goriilen aile oldugu tespit edildi. Beijing ailesinin
varligl bu g¢alisma ile ilimizde de tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, bu tiir molekiiler ¢alismalarin
yeni izole edilecek izolatlar ile yapilmasiyla, ilimizdeki bu bakterinin hareketinin izlenmesi
suretiyle TB’'nin kontrol altina alinmasinda yararh olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: M. tuberculosis, MTK, Tiiberkiiloz, Spoligotiplendirme, MIRU-VNTR,
Molekiiler Tiplendirme.

Danmigsman: Dr. Ogr. Uyesi Mahmut ULGER, Mersin Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin.
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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, 1S6110 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 Cukurova 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

Advisor: Assist. Prof. Dr. Mahmut ULGER, Institute of Health Science, Department of
Pharmaceutical Microbiology, University of Mersin, Mersin.
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1. GIRiS

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) tyesinden Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) bakterisinin neden oldugu tiiberkiiloz (TB), iilkemizde ve diinyada halen en sik
gorilen bulasici ve oliimciil hastaliktan biri olmaya devam etmektedir [1]. TB basili diinya
niifusunun yaklasik iicte birini enfekte etmekte ve her y1l yaklasik iki milyon kisinin 6liimiine
neden olmaktadir [2].

2017 yilinda, TB, HIV-negatif kisilerin yaklasik 1.3 milyonunun (1.2-1.4 milyon arasinda)
ve buna ek olarak HIV-pozitif kisiler arasinda da yaklasik 300 bininin (266-335 bin arasi)
oliimiine sebep olmustur [3].

TB basili viicuda inhalasyon yolu ile girer ve genellikle akcigerleri tutan, makrofajlar
icinde cogalan ve latent fazda uzun siire hiicre icinde canli kalabilen bir bakteridir [4].

M. tuberculosis’in en iyi karakterize edilmis susu H37Rv'dir, genom analizlerinde
siklikla referans olarak kullanilmaktadir [5].

MTK izolatlarin molekiiler epidemiyolojisine bakildiginda belirlenen bodlgedeki etkin
izolati bulmak ve hastalikla miicadele etmek farkli cografi bolgelerdeki TB salginlarinin
kaynagini bulmak icin giiniimiizde 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 molekiiler genotipleme
yontemleri kullanilmaya baslanmistir [6].

1S6110 PZR-RFLP yonteminin zaman alict ve ayrim giiciiniin ylksek olmasi,
spoligotiplendirme yonteminin ise ayrim giiciiniin diisiik olmasi, MIRU-VNTR y6nteminin hizli,
kolay ve ayrim giiciiniin yiiksek olmasi, kisa slirede epidemiyolojik inceleme yapmasi
bakimindan siklikla tercih edilmektedir [7,8].

Son yillarda genomik polimorfizmlerin dogrudan analizine dayanan molekiiler tipleme
yontemleri artik yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. M. tuberculosis’'in molekiler tiplemesinde,
popiilasyonlar arasindaki basilin gecisini 6lgmek ve ilaca karsi direng ile spesifik genotipler
arasindaki iliskiyi saptamak icin cesitli epidemiyolojik yéntemler kullaniimaktadir. Ozellikle
MIRU-VNTR tipleme ve spoligotiplendirme kombinasyonunun hizli ve giivenilir bir
genotiplendirme elde etmenin uygun bir yolu olarak kabul edilmistir [9].

Bu tez c¢alismasinda Mersin ilinde TB’li hastalardan izolen edilen ve M. tuberculosis
kompleks olarak tanimlanan klinik izolatlarin spoligotiplendirme ve Mycobacterial Interspersed
Repetetive Units-Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) yontemleri ile molekiiler
genotiplendirilmesinin yapilarak bu mikroorganizma icin ilimizde molekiiler epidemiyolojik veri

elde edilmesi amaglanmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Tuberkiilozun Tarihcgesi

TB etkenlerinin varligi, insanin varolusundan ¢ok 6ncelere dayanmaktadir. Bu hastaligin
baslamasi ve yayilmasi insanlk tarihi ile baslamistir. Toplu yasama gecilmesiyle bulaslar
baslamis ve ardindan ise salginlar meydana gelmistir [10].

MTK’nin bazi tiirleri, 6zellikle M. tuberculosis, diinyadaki tek bir patojene bagh 6liimlerin
ilk sebebidir [11].

M. tuberculosis basilini tasiyan bir hastanin hapsirmasi, 6ksiirmesi ya da konusmasi ile
havaya karisan basillerin solunum yolu ile saghkl kisilerin akcigerlerine gecmesine ve onlarinda
hasta olmasina neden olmaktadir [12].

TB, tarih lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. TB'nin tanisini isaret eden birkag fiziksel
semptom vardir; kronik 6kstriik, kanli balgam, gece terlemeleri, kilo kaybi, hemoptizi gibi
belirtilerdir. Bunlara ek olarak TB, yliksek morbidite ve mortaliteye sebep olan epidemik bir
hastaliktir [13].

TB, insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olup ilk bulanan bilgiler M.O. 3000’de Nil nehri
kenarinda bulunan Dra Abu-El Naga kasabasinda yasamis olan genc¢ bir kizin kanli balgam
cikararak 6lmesiyle 6grenilmistir [14].

Paleopatolojik kanitlar M.0. 8000’e kadar uzanmaktadir ve Neolitik dénemden kalma
kemiklerde TB’nin bulgularina rastlanilmistir. M.O. 2400’lii yillarda Misir mumyalar ve Tas
Devri'nden kalan iskeletler ve Misir mumyalarn iizerinde yapilan incelemeler sonucunda, TB
olacagi disiindiiren kemik lezyonlarina (Pott hastalif1) ve aside direngli basillere rastlanmistir

[15,16].
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Sekil 2.1: Misir mumyalarin kemik lezyonlarinda Pott hastaliginin goriintlisii sag taraftaki
gorinti bilgisayarh tomografi ile cekilmistir [17].

TB hastalig1 ¢aglar boyunca, beyaz 6liim ya da beyaz veba, tiikketim hastaligi gibi pek ¢ok
insanin 6liimiine sebep oldugu icin 6liimiin kaptani olarak birgok isimle anilmistir. Romalilar bu
hastaligl tanimlarken oOksiiriikle balgam atma ve hiriltili nefes alip verme anlamina gelen
“Phthisis” isimi vermislerdir. Ulkemizde ise ince hastalik olarak amlmaktadir [14].

Robert Koch, Alman bir fizikg¢i ve bilim adamidir. 4 Mart 1882’de mikroskobik gézlemle
TB basilini kesfetmistir. Bu kesfinin ardindan 1905’de Tip alaninda Nobel 6diiliinii almistir
[10,17].

Calmette ve Guerin birlikte Lille Pasteur Enstitiisii'nde saglik sorunu olan TB'nin 6nemi
ve kontrolii iizerinde calisarak viriilansi diisiik olan bir bakteri elde etmisler ve TB basiline karsi
bagisiklik yapan bakteriye Bacillus Calmette-Guerin (BCG) adin1 vermislerdir [18].

TB glinlimiizde halen 6nemini koruyan bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir.
Son yillarda HIV’in ortaya ¢ikmasl ile ¢oklu ilaca direncli (CID) hastalarda 6liim oranlar da
artmaktadir [15].

Koch'un kesfi, bu dliimciil hastaligin kontrolii ve ortadan kaldirilmasi yoniinde atilmis en
onemli adimdir. Bir asir sonra, 24 Mart Diinya TB Giinii olarak belirlenmis ve halki TB'nin
diinyadaki etkileri konusunda egitmek ve bilgilendirmek i¢cin 6énemli bir giin olarak tarihe

gecmistir [19].
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2.2. Epidemiyoloji

¢ Diinyada Tiiberkiiloz

DSO, 1933 yilinda TB hastaliginin yayilmasi durumunda, gerekli énlemlerin alinmasi icin
ulusal bir yayinla durumu ilan etmistir. Ardindan ise 1994 yilinda TB ile daha aktif miicadele
edebilmek icin "Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS)" adi ile yeni programini
aciklamistir [20].

DSO, 1997 yilindan bu yana her yil kiiresel TB raporu yayimlanmaktadir. DSO’niin
raporuna gore, diinya genelinde TB o6liimlerin ilk 10 nedeninden biridir ve tek bir enfeksiy6z
ajanin (HIV/AIDS'in lizerinde) 6nde gelen nedenidir [3].

DSO ve yerel kaynaklar tarafindan bildirilen raporlara gére 2017 yilinda 6,4 milyon yeni
TB vakasi tespit edilmistir. Her yil milyonlarca insan bu hastaliga yakalanmaya devam
etmektedir. Ortalama olarak 10 milyon yeni TB vakas1 tahmin edilmektedir. Bu da yaklasik her
100.000 kisiden 133’iine denk gelmektedir [3].

Kiiresel olarak en iyi tahmin, 2017 yilinda 10 milyon insanda (9,0-11,1 milyon) bu
hastaligin gelismesidir. Bunlardan 5,8 milyonunun erkek, 3,2 milyonunun kadin ve bir
milyonunun ¢ocuk oldugu tahmin edilmektedir. Tiim diinyada HIV negatif olup TB’den dlenlerin
sayist 2000 yilinda 2017 yilina kadar %29 oraninda azalmistir. Bu sayilara baktigimizda 2000
yilinda 1,8 milyon iken 2017 yilinda 1,3 milyona inmistir. Bununla birlikte 2015 yilinda TB
sonlandirilmasi stratejisi planinin ortaya konulmasi ile bu oran %5 azalmistir [3].

HIV pozitif olup TB’den dlenlerin sayisi ise 2015’te %20 azalmisken, 2017’ye kadar bu
oran %44 azalmistir. Rakamlara bakildiginda 2000 yilinda 534.000 kisinin 6ldiigii rapor
edilirken 2017 yilinda bu say1 300.000’e inmistir [3].

Her yil milyonlarca insanin o6liimiine neden olan (2000-2017 yillar1 arasinda 54
milyonun iizerinde 6liim rapor edilmistir) TB, teshisi ve tedavisi iizerinde basar1 saglanmasina

ragmen hala hastaliin tespiti ve tedavi edilmesi noktasinda ciddi bosluklar bulunmaktadir [3].

e Tirkiye’'de Tiiberkiilozun Durumu

TB, genellikle genclerin ve yashlarin oliimiine sebep olan 6nemli bir enfeksiyon
hastaligidir. Diinya genelinde mortalite ve insidans oraninin fazla oldugu yerler, Giineydogu
Asya ve Afrika iilkeleridir. Tiirkiye ise DSO Avrupa Bolgesi'nde bulunmaktadir. Global TB 2016
Raporuna bakildiginda Tirkiye’nin 2015 yili tahmini insidans hizi yiiz binde 18 ve tahmini

mortalite hizi yiiz binde 0,96 olarak verilmistir [21].
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Ulkemizdeki VSD kayitlarina gére, 2014 yil yeni+niiks olgularda tedavi basaris1 %87 ve
onceden tedavi gérmiis olgularda tedavi basaris1 %50’dir. Tiirkiye ¢ok ilaca direncli (GiD)-TB
acisindan yiiksek hastalik yilkiine sahip 27 iilke arasinda degildir. Kiiresel Tiiberkiiloz 2016
Raporu, CID-TB haritalarinda Tiirkiye’de yeni TB olgularinda rifampisin direncli (RD)/CIiD-TB
orani %3-5,9 aralifinda, 6nceden tedavi gérmiis TB olgularinda RD/CID-TB orani ise %12-29,9
araligindadir. Tirkiye’de 2015 yilinda kayitlara gore 12.772 TB olgusundan 8.906’sina (%69,7)
HIV testi yapilmistir. Tiirkiye’de 2015 yilinda kayitlara giren 12.772 TB olgusundan 61’inin
(%0,48) HIV pozitif oldugu tespit edilmistir. Kiiresel Tiiberkiiloz 2016 Raporunda Tiirkiye’'nin
2015 y1l1 yeni ve niiks TB olgularinda HIV prevalansi %0-4,9 araliginda verilmistir [21].

Olgularda akciger TB’si %62,9 (7.427) iken akciger dis1 TB orani %37,1 (4.376)'dir.
Cinsiyet dagilimina bakildiginda, olgularin %56,5 (7.210)’i erkek, %43.5 (5.562)’i ise kadindir.
Rapora gore olgularin 872’sinin yabanci uyruklu oldugu bildirilmistir. Bu yabanci uyruklu

olgularin %56,1’i yani 489 kisinin Suriye dogumlu oldugu belirtilmistir [21].

2.3. Mikobakterilerin Bakteriyolojik Ozellikleri

Mikobakteriler, Mycobacteriacea ailesine bagli Mycobacterium cinsi icinde yer alir [22].
Mikolik asit iiretme ve benzer (G+S) oranina sahip olmasiyla ve bununla birlikte ortak dzellikleri
nedeniyle Cornynebacterium, Nocardia ve Rhodococcus gibi bakterilerinde icinde bulundugu
Actinomycetales sinifinda yer alir [16,23].

Mikobakteriler kapsiilsiiz, aerop, sporsuz, hareketsiz, hafif kavisli veya diiz basillerdir.
Uzunlugu 1-10 pm ve genisligi 0,2-0,6 pm arasinda olan mikroorganizmalardir [24].
Mikobakteriler genel olarak 37°C’de iyi lireme gosterirler. Ortalama ikiye boliinme siireleri
tiirden tiire degismekle birlikte 12-18 saat arasinda degismektedir [16].

Mikobakterilerin hiicre duvar1 lipid bakimindan zengin olup, yiizeyi hidrofobik
olmasindan dolay1 Gram boyalar ile zor boyanirlar. Mikobakteriler aside direncli olmalarindan
dolay1 ile asit-alkol karisimi ile yapilan dekolorizasyon islemine diren¢ gosterirler. Bu
ozelliginden aside direngli basil (ARB) olarak da adlandirilirlar [25].

Aside direncli boyamada en sik kullanilan teknik Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
yontemidir. EZN ile boyanmasi i¢in alevden gecirme ve karbol fuksin uygulanmasi gerekir. Hiicre
icine giren boya asit-alkol karisimi ile dekolorizasyonun ardindan metilen mavisi (zit boya)
uygulamasinda boyanmaz, mikroskop incelemesinde lacivert zeminde, parlak pembe-kirmiz
renklerde aside direngli basiller olarak goriiniir [26].

Diger bir boyama yontemi ise Auramine-Rhodamine boyama yéntemi olup, bu yéntemde
zit boya olan potasyum permanganat ile boyanma sonrasi UV 1sinli floresan mikroskobu ile

incelendiginde, yesil zemin lizerinde sari-turuncu parlak renkte goriiniirler [27].
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Mikobakteri hiicre duvarinin esas bileseni hidrofobik mikolik asittir. Bu mikolik asit tiim
hiicre duvar agirligin %50’sini olusturmaktadir. Kalin mikolik asit tabakasi, besinlerin girisini ve
mikobakterilerin yavas bliyiimesine neden olur fakat lizozomal enzim ile bozunmaya karsi
hiicresel olarak direnci arttirmaktadir [28].

Sitoplazmik fosfolipid veya i¢ membranin yan sira bir peptidoglikan tabakasina sahip
olan mikobakteri hiicre duvar yapisi; a) peptidoglikan ¢apraz bagh bir polimer, (b) ¢ok dallanmis
bir arabinogalaktan tabanli polisakkarit ve (c) karakteristik uzun zincirli mikolik asit

bilesenlerinden meydana gelmektedir [29].

Kapsiil benzeri materyal

Sekil 2.2: Mycobacterium hiicre duvar yapist MA: Mikolik asit, AG: Arabinogalaktan, PG:
Peptidoglikan, CM: Sitoplazmik memran [29].

Mikobakterilerin hiicre duvar1 kendine 06zgiil yapiya sahip olmasiyla bilesiklere ve
ilaclara karsi gii¢li bariyer saglamakta ve ayni zamanda viriilansta 6nemli rol oynamaktadir
[30].

Mikobakterilerin taksonomik siniflandirmasi su sekildedir [31],

Alem :Prokaryot (Bakteri)

Bolim : Firmicutes

Smif  :Actinobacteria

Takim : Actinomycetales

Aile  : Mycobacteriaceae

Genus : Mycobacterium

Tir : M. tuberculosis

Kompleks iiyeleri arasindaki benzerlik ve yiiksek genomik DNA benzerliginden dolay1

yakin iliskili tiirler MTK olarak adlandirilir. MTK’da yer alan tiirler M. tuberculosis, alt varyant
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tipi olan M. africanum ve M. canneti insanlar icin patojenik 6zellik tasimaktadir. M. bovis ve M.
microti ise hayvanlar i¢in patojenik 6zelliktedir. Bu 6zellik insanlara gecebilmektedir [32].
Woods tuberculosis

ve Washington'in 1987’de yaptiklar1 klinikle uyumlu M.

siniflandirmasi Tablo 2.1'de verilmistir.

Tablo 2.1: Woods ve Washington tarafindan yapilan mikobakterilerin siniflandirilmasi [33].

Klinik 6nemi olan Insanda potansiyel patojen olan

Mikobakteriler mikobakteriler

M. tuberculosis kompleks M. avium-intracellulare kompleks
M. tuberculosis M. kansasii

M. bovis (M. bovis BCG) M. fortuitum-chelonae kompleks
M. microti M. xenopi

M. scrofloceum
M. malmoense
M. szulgari

M. genavense

M. simiae

M. marinum

M. ulcerans

M. haemophilum
M. celatum

M. africanum

insanda nadiren hastalik yapan saprofitik tiirler

Yavas iireyenler

M. asiaticum

M. gordonae

M. shimoidei

M. terrae-triviale kompleks
M. nonchromogenicum

M. gastri

Orta hizda iireyenler
M. flavescens

M. paratuberculosis

Hizh iireyenler
M. smegmatis

M. thermoresistible
M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum

M. tuberculosis’in dayandigi soya bakildiginda RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD9, RD10,
RD12, RD13 ve RD14 delesyonu olmamasi M. tuberculosis’i MTK'nin diger Uyelerinden ayirir. M.
tuberculosis soyunun biiytik bir kisminda TbD1 (M. tuberculosis specific deletion 1) oldugu bilinir

[34].
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Sekil 2.3: MTK tiirleri arasindaki filogenetik iliskinin gortintiisii [34].

2.4. M. tuberculosis Kompleks (MTK)

MTK, hayvan ve insanlarda yiiksek oranda patojen basillerden meydana gelmektedir. M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. africanum, M. pinnipedii, M. canetti ve M.
caprae tirlerinden olusur. MTK tiirleri genetik olarak %99,9 oraninda benzerlik
gostermektedirler. Fenotipik (mikroskobik goriintii, koloni morfolojisi, biyokimyasal testler ve
biiylime hiz1) 6zellikler ile molekiiler (DNA fingerpint) analizler kullanarak kompleks

icerisindeki farkl tiirler tanimlanmistir [35].

2.4.1. M. tuberculosis

TB basili 1882 yilinda Koch tarafindan tanimlanmistir. Insanlar etkileyen 6nemli patojen
olup diinya capinda insanlarda yaygin bir kronik enfeksiyoz hastaliginin nedenidir [36]. TB
basili, makrofajlar iginde ¢ogalir, senelerce latent fazda stabilitesini koruyarak yasamini devam
ettirir. Evrimsel stirecte M. tuberculosis 6zgiil TbD1 delesyon bélgesi ile atasal sustan ayrilmistir
ve M. tuberculosis basilinin esas ana konaginin insan oldugu belirtilmistir [35]. Kat1 besiyeri ve
aerop ortamda, 37°C’de inkiibe edilir, 2-4 haftadan sonra iireme gostererek R koloni
olustururlar. Tween-albumin siv1 besiyerinde 37°C’de inkiibe edildiginde, 10-15 giin icinde
dallanmis basil goriiniimii ile kord faktor olusturabilmektedir [16]. TB basili, ortama niasin

salar, niasin testi ile digerler tiirlerinden ayrilabilir, tiofen-2-karboksilik asit hidrazit (thiophene-
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2-carboxylic acid hydrazide-T2H) duyarlhilig1 yoktur, pirazinamidaz aktivitesi ve niasin birikimi

pozitiftir; nitrati nitrite indirger. Katalaz aktivitesi ise diisiik veya yoktur [37].

2.4.2. M. bovis ve M. bovis BCG

M. bovis, basta sigirlarda olmak iizere, evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda
enfeksiyona yol agmaktadir [38]. M. bovis, MTK iiyeleri arasinda en kapsamli konak araligina
sahip olan tiirdiir ve bundan dolay1 hayvanlar1 veya insanlar1 enfekte edebilmektedir [39].
Insanlar, pastérize edilmemis siit {iriinleri veya enfekte hayvanlarla yakin temasta bulunma ve
bundan dolay1 mikobakteri ile kontamine aerosolleri soluyarak enfekte olurlar. M. bovis'in sebep
oldugu hastaligin klinik 6zelligi, M. tuberculosis enfeksiyonuna benzer 6zellik gosterdigi icin ayirt
edilmesi oldukea giictiir [40]. M. bovis BCG susu, 1908 yilinda gliserinli, patatesli ve sigir safral
agarda 231. pasajdan sonra elde edilmistir [41]. M. bovis yavas biiyliyen, aerobik bir bakteridir,
37°C’de 21 giin inkiibasyon ile R ve S tipi koloni olusturur [24]. M. bovis'in T2H’ye duyarli olmasi,
pirazinamidaz aktivitesi gdzlenmemesi, niasin negatif olmasi, nitratlar nitrite indirgememesi ve

ylksek katalaz aktivitesi gostermesi ile diger tiirlerden ayrilir [37].

2.4.3. M. microti

Wells 1937 yillarinda, M. microti basilini tarla faresinde kesfetmistir. Sadece yabani
kemirgenlerin degil kedilerin, domuzlarin, tavsanlarin, sicanlarin ve diger kiiciik memelilerin
diisiik dozda bile olsa M. microti enfeksiyonuna karsi olduk¢a duyarh oldugu gézlenmistir. M.
microti son yillarda nadir de olsa insanlarda enfeksiyona neden olabilmektedir [35,42]. Siv1
kiltir yontemi pratiktir ve aym1 zamanda fazla miktarda basil lUremesine olanak saglar.
Fenotipik yontemlerle M. tuberculosis, M. bovis ya da M. africanum’dan ayirt edilmesi oldukca
giictlir [35]. M. microti, MTK suslarindan farkli morfolojik ve kiltiirel 6zellik gostermesinden
dolay1 spoligotiplendirme ile analiz edilmektedir [42]. ki farkh tip (Lama ve vole) spoligotip

profili bulunmaktadir ve bu tipler insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir [43].

2.4.4. M. africanum

M. africanum, 1968 yilinda Afrika’da Senegalli bir hastada tanimlanarak izole edilmistir
[35]. Diinyanin bir¢ok yerine gé¢ olmasina ragmen Bat1 Afrika’da spesifiktir. Bundan dolay1 M.
africanum, Bati Afrika iilkelerinde endemiktir. M. tuberculosis ve M. africanum, insanlarda
kiiresel olarak hastaligin birincil nedenidir [44]. Fenotipik 6zelligine bakildiginda M. bovis ile M.

tuberculosis arasinda yer alir. M. africanum genetik olarak ikiye ayrilmistir, bunlar Bati Afrika
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(subtip I) ve Dogu Afrika (subtip II)’dir. Bati Afrika M. africanum’u iki dala (lineage) ayrilmistir.
RD711 bolgesi Lineage 1’de; RD7, RD8, RD9, RD10, RD701 ve RD702 bolgeleri ise lineage 2’'de
delesyona ugramustir [35]. M. africanum daha ¢ok M. tuberculosis’e benzer. Yumurtal
besiyerinde R goriiniimiinde koloni morfolojisi olusturur. T2H’ye duyarh degildir, nitrati

indirgeyemezler, pirazinamidaz aktiviteleri pozitiftir [37].

2.4.5. M. pinnipedii

M. pinnipedi ilk olarak Bati Avustralya’da deniz kiyisinda deniz aslanlar1 ve fok
baliklarinda TB’ye neden olan basilin 1S§6110 yontemi ile tanimlanmasi sonucu kesfedilmistir
[45]. M. pinnipedii yavas biiyliyen bir bakteridir. Pirazinamid duyarlihigi ve EZN boyasinda

gevsek kord formasyonu olusturmasindan dolay1 M. bovis’den ayrilir [35].

2.4.6. M. canetti

M. canetti, ilk olarak 1969 yilinda akciger TB’si olan Fransiz bir ciftci olan G. Canetti’den
izole edilmistir. MTK {iyeleri ile benzer 16S rRNA dizilerine sahiptir [46]. M. canetti, nadir olarak
goriillen M. tuberculosis varyantidir. Morfolojik olarak diizgiin, yuvarlak ve parlak gérinimli
kolonileri olusur. M. canetti suslar1 arasinda 151081 kopya sayist housekeeping gen

polimorfizmi, koloni morfolojisi, hiicre duvari ve lipid igerigi gibi farkliliklar gézlemlenir [35].

2.4.7. M. caprae

M. caprae, ilk kez Ispanya bolgesinde bulunan kecilerde tanimlanarak izole edilmistir. M.
caprae, insanlarda ve hayvanlarda TB’ye neden olur, ancak Diinya ¢apinda insanlarda insidansi
oldukca dusiiktiir [47]. M. caprae’nin diger MTK iyelerinden farkhh olarak, pirazinamid
duyarhliginin yani sira epidemiyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri hari¢ gen (pncA, oxyR, katG ve

gyrA) polimorfizm kombinasyonlari gibi farkli 6zellikleri bulunmaktadir [35].

2.5. M. tuberculosis’in Genetik Ozellikleri

M. tuberculosis H37Rv’'nin genomu 4,4x10¢ b¢’den olusmaktadir ve yaklasik 4000 gen
icermektedir [48]. Kromozol yapisi halkasal olup, biiyiikliik olarak Escherichia coli genomuyla
aynidir. Bakteri genomunda guanin ve sitozin (G+C) oran1 %65,6’dir. Bu guanin ve sitozin orani
bakterinin aerobik yasamiyla iliskilidir. Anaerobik ortamlara da adapte olabilecek metabolik

yaplya sahiptir. M. tuberculosis diger bakterilerden radikal olarak farklidir, ciinkii kodlama

10
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kapasitesinin ¢ok biyiik bir b6liimii lipogenez ve lipolizde yer almaktadir [34, 49]. Bakteriler
arasinda genlerin transferi plazmidler, transpozonlar ve fajlar ile gerceklesir. M. tuberculosis
H37Rv'de kopya sayis1 16 iken diger kokenlerde 0 ile >25 sayilan arasinda farklhilik
gostermektedir. Bu 6zelliginden molekiiler epidemiyolojik calismalarda 1S6110 tiplendirme

yontemi basariyla kullanilmaktadir [34].

2.6. Tiiberkiilozda Bulas ve immiinopatogenez

TB, insanlarin yasam Kkalitesini diisiiren, fiziksel, duygusal ve sosyal yonden olumsuz
etkileyen kronik bir hastaliktir. Bu hastalik ile miicadele etmek i¢cin immiin sistemimizin 6zel bir
mekanizmasi yoktur. Bundan dolay1 TB’ye yakalanma olasiligimiz bulunmaktadir [50].

TB, iki asamali bir hastaliktir. Birinci asamada basil akcigere gelmekte ve primer TB
enfeksiyonu olugsmaktadir. Ikinci asama ise postprimer TB olarak kabul edilmektedir [51] (Tablo

2.2).

Tablo 2.2: TB immiinopatogenezi ile ilgili 4 evre asamasi [52].

Evre I - Bulasma-baslangig¢ evresi (1. hafta)

Evre II - Enfeksiyon, cogalma ve yayilma evresi (2-3 hafta)

Evre III - Konake¢ida immiin yanit gelisim evresi

Evre IV - Likefaksiyon ve hizl basil cogalmasi, yeniden bulasma evresi

1930’lu yillarda Wells ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda TB’nin hava yolu ile
bulasmasinin mekanizmasi ac¢iklanmaya c¢alisilmistir. Bu teoriye gore, hastaliin “damlacik
cekirdekleri” ile hastalardan saglam bireylere gectigi ifade edilmistir. Hastanin Oksiirme,
hapsirma ya da konusmasi ile havaya ¢ok miktarda basil sacilmakta ve bu basiller de damlaciklar
halinde havada asili kalabilmektedir [51,53]. TB kemik, merkezi sinir sistemini ve diger bircok
organ sistemini etkiler ve bircok belirtisi vardir, fakat en 6nemli bulas yolu inhalasyondur [48].

Yaklasik 1-5 pum c¢apinda, icinde 1-3 basil bulunduran damlacik g¢ekirdekleri ilk olarak
akcigerin orta-alt loblarina yerlesir ve kolaylikla alveollere ulasir, alveollerde bu basiller
makrofajlar tarafindan fagosite edebilir [16]. M. tuberculosis’in sebep oldugu hastaligin klinik
olarak meydana gelmesi, basilin virtilansi ile birlikte konagin immiin savunmasina bagh olarak
sekillenir [52].

TB, konagin mononiikleer fagositleri ve T lenfositlerinin birbiri ile olan iliskisine bagh
olarak gelisen kronik grantilomatéz bir enfeksiyon hastaligl olarak belirtilir. Bulas sonrasi

enfeksiyon olusup olusmamasi ya da hastalifa neden olup olmamasi konagin direnci ve

11
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bakteriyel virtilans arasindaki dengeye baglidir. TB’de, dogal ve kazanilmis immiinite olmak

tizere iki farkli mekanizma rol oynamaktadir [54].

2.6.1.Tiiberkiiloz Immiinolojisi

¢ Tiiberkiilozda Dogal immiin Yanit
TB basilleri, alveollere ulastiginda dogal savunma yollariyla ortadan kaldirilir ya da
¢ogalarak klinik goriinlimler meydana gelir. Konagin dogal savunmasinda rol oynayan faktorler;
ist solunum yolu fiziksel engeli, makrofajlar, nétrofil I6kositler, fagositoz, inflamatuvar hiicreler,
oksijen iriinleri ve sitokinler, dentritik hiicreler, alveolar makrofajlarin kimyasal yapisini

degistirmesi, apoptoz ve genetiktir [55].

e Tiiberkiilozda Kazanilmis immiin Yanit
Mikobakterilere karsi dogal direncte rol oynayan asil hiicreler olan makrofajlarin ve
dendritik hiicrelerin kazanilmis direncin baslatilmasinda olduk¢a 6nemli gorevleri vardir.
Spesifik inflamatuvar cevabin gelismesinde rol oynarlar. Konakta, ilk enfeksiyon olustuktan
sonra basil duvarinda bulunan lipit tiiberkiiloproteinler tarafindan indiiklenen spesifik hiicresel

immiin cevap olusur [54,55].

e Hiimoral Iimmiinite
Mikobakteriyel enfeksiyonlar, hiimoral antikor cevabini uyarirlar. Mikobakterilerin
makrofaj ile fagosite edilmesinde opsonize olan antikorlarin onemli etkileri olmadig

gozlenmistir [56].

e Hiicresel Iimmiinite
TB, hiicresel immiin cevapla kontrol altina alinan hiicre i¢i bir enfeksiyonudur. Hiicresel

immiinite; T lenfositler, CD4+ ile CD8+ T hiicreleri, makrofajlar ve sitokinler ile saglanir [56].

e Sitokinler
Sitokinler, etkin bir sekilde immiin cevab1 kontrol ederler. Makrofajlar1 aktive eden
sitokinleri sentezleyen gama-delta T hiicrelerinin, antimikrobakteriyel immiin direncte rol

aldiklari bildirilmistir [57].

e T lenfositler
T lenfositler, bir T hiicre reseptorii araciligi ile antijeni tanidiktan sonra spesifik olarak

aktive olurlar [55]. Bakteri ve makrofajlar arasindaki etkilesim sonucu yardimci T (CD4+) ve
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sitotoksik T (CD8+) hiicre cevabi olusur. Enfeksiyonun kontrol altinda tutulmasinda iki tip T
hiicre yaniti1 arasinda farkliliklar olsa da her ikisi de konak savunmasinda yer almaktadir [58].
Tilberkiiloprotein ve lipitler tarafindan uyarilan makrofajlardan salinan interlékin (IL)-12 ve

interferon (INF)-y, immatiir CD4+ ThO lenfositlerin proliferasyonunu saglar [55].

e (CD4+T ve CD8+ T Hiicreleri

Mikobakteriyel immiinitede dominant olan CD4+ T hiicreleri, kompleksi tanir ve aktive
olurlar. TB’ye kars1 CD4+ T hiicreleri enfeksiyonun her evresinde 6énemini korumaktadir. INF-y
makrofajlari, IL-2 ise CD8+Tc lenfositleri aktivitesini saglar [55, 56]. CD4+ yardimc1 T lenfositler,
IFN-y ve farkli sitokin salinim yaparak makrofajlar1 aktive ederler. Spesifik immiinite
gelismesinde ise, CD4+ T hiicrelerinin disinda, CD8+ Tc hiicreleri lizerinde durulmustur, bunu
takiben CD8+ Tc hiicreleri TB ile enfekte olan hiicreleri antijen spesifik sekilde lize etmektedir
[55,58]. CD8+ Tc hiicreleri patojenle enfekte ya da malign dontisiimii ile konak hiicrelerinin
oldiriilmesinin nedenidir [59]. CD8+ T hiicreleri ise bakteriyi yok edemeyen enfekte fagositleri

olduriir. Dolayisiyla serbest kalan bakteriler aktif makrofajlar tarafindan alinarak éldirtlir [58].

2.7. Tiiberkiilozun Laboratuvar Tanisi

TB'nin kesin tanisi, hasta materyalindeki bakterinin izole edilmesi ile konulur.
Mikrobiyolojik olarak bakterinin kiiltiirde iiretilmesi altin standart olarak kabul edilmektedir.
TB basilinin varligi akciger (aglik mide sivisi, balgam) érnekleri ve akciger disi (idrar, steril viicut
sivilar1 ve doku) ornekler kullanilarak tespit edilir [60].

TB tanisinda etken faktorler, hastanin yani sira saglik hizmeti ile ilgili de olabilmektedir.
Bundan dolay1 alinan drnekler temiz, steril, vida kapakli, dayanikli ve tek kullanimlik kaplara
konularak tasinmalidir. Kontaminasyona sebep olacak mantar ve bakterilerin iiremesini
onlemek icin en kisa siirede laboratuvara gonderilmelidir. TB teshisinin gecikmesi bulasicilik,

toplumda hastaligin yayilmasi ve 6liim riski ile 6nemli bir sorun olusturmaktadir. [61].

2.7.1. Mikroskopi

TB basilin mikroskopla incelenmesi sik kullanilan, basit, hizli ve ekonomik bir yontemdir.
Alinan 6rnekten dogrudan preparat hazirlanabilecegi gibi homojenizasyon-dekontaminasyon
islemi sonrasinda da preparatlar hazirlanabilir ve ardindan boyama islemi uygulanir.
Mikobakteriler i¢in iki farkli boyama yontemi kullanilabilir. Bunlar karbol fuksin (EZN, Kinyoun)

yontemi veya florokrom (auramin O, auramin-rhodamin) boyalar ile boyama yontemidir. EZN
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yonteminde mikroskop goriintlisii mavi zeminde kirmiz1 basiller halinde goziikmektedir [62].

Klinik 6rnekte boyama sonrasi1 ARB varliginin degerlendirilmesi Tablo 2.3’'de verilmistir.

Tablo 2.3: EZN ve florokrom boyama ile klinik 6rnekte ARB varliginin degerlendirilmesi [16].

Sonuc EZN Yontemi | Florokrom Yontemi
(1000x) (250x) (450x)
Aside direncli basil goriilmedi 0 0 0
Stipheli (yeni 6rnek tekrari 1-2/300 1-2/30 1-2/70
oOnerilir)
(1+); Nadir ARB goriildii 1-9/100 1-9/10 2-18/50
(2+); Az sayida ARB gorildi 1-9/10 1-9/1 4-36/10
(3+); ARB goriildii 1-9/1 19-90/1 | 4-36/1
(4+); Cok sayida ARB goriildii >9/1 >90/1 >36/1

2.7.2. Kiltiir

Kiltir yontemi, TB’nin kesin tanisinda altin standart yontem olarak 6nemini
korumaktadir. Kiltiir yontemi hem daha duyarlidir hem de tiir, tip tayini ve ila¢ duyarlilik
testlerine olanak tanimaktadir. Mikobakteriyel kiiltiir yontemlerinde en yaygin kullanilan kati
besiyeri, Lowenstein-Jensen(L])’dir. Diger en ¢ok tercih edilen agar bazli besiyerleri ise
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11'dir [63].

Mikobakterilerin kati ve sivi besiyerlerinde lireme siireleri 7-21 giindiir ve uygun lireme
sicakliklar1 35-37°C’dir. Kat1 besiyerinde liremeleri ise ortalama 6-8 haftadir. M. tuberculosis,
yumurta bazli besiyerinde kolaylikla trer, kenarlar1 diizensiz, ortasi karnabahar goriintimiinde,
soluk sari-krem renkli kuru koloniler gézlemlenir [37,62].

Kiltiir icin siwvi bazlh ticari yar1 otomatize veya tam otomatize sistemler de
kullanilmaktadir. Radyometrik sistemler, floresan esash sistemler, kolorimetrik sistemler, gaz

basing degisimini saptayan sistemler gibi farkl kiiltiir sistemleri bulunmaktadir [64,65].

2.8. Tiplendirme Yontemleri

2.8.1. Fenotipik Yontemler

MTK icinde yer alan tiirlerin tanimlanmasinda tireme 1sisina, lireme hizina, koloni
goriinimiine, pigment iiretimine ve biyokimyasal 6zelliklerine gore tiir ayrimi yapilir [58].
Fenotipik tanimlamada ayrica oksijen kullamimi, katalaz aktivitesi, niasin birikimi, nitrat
rediiktaz aktivitesi, T2H direnci ve pirazinamidaz iiretimi incelenir [67]. Bu testler bakterinin 6n
tanimlanmasinda MTK ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM) ayrimina yardimci olmakla

birlikte, MTK’'nin kesin tanisi icin yeterli degildir [68].
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2.8.2. Genotipik Yontemler

TB’li hastalarin klinik materyallerinde MTK varliginin hizli bir sekilde gosterilmesinde
Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)'nin kullanilmasi tavsiye edilmektedir [69]. Bu
testler icerisinde ilk gelistirileni, her laboratuvarin kendi imkanlar1 dogrultusunda hazirladig (in
house) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)'dur. Bu yontem rutin tani ve arastirma yapan diger
laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir [68]. M. tuberculosis’in genotipik tespitinde 06zgiil
prob (IS6110, MTP40 gibi hedef dizileri) uygulamalar1 kullanilmaktadir [69,70]. Kullanilan bu
testlerin yillar icerisinde duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin artmasina ragmen, halen kullanilan ticari

testlere kiyasla daha diistiktiir [68].

2.9. ila¢ Direnci

TB basilinde direng, dogal diren¢ geninin varligi ya da kendiliginden mutasyona bagh
olarak gelismektedir. Bakteriler arasi gen aktarimiyla diren¢ meydana gelmemektedir. Dogal
direng olasilig1 ise; izoniazid (INH) ve etambutol (EMB) i¢in 106, rifampisin (RIF) i¢in 108,
streptomisin (SM) icin 10-5, INH+RF i¢in 10-14, INH+RF+EMB icin 1020 kadardir [71]. M.
tuberculosis'te ilag direncine neden olan en 6nemli faktorler hiicre duvarindaki yiiksek lipid
icerigi, yliksek mutasyon orani ve uygun olmayan ya da yetersiz tedavidir [72].

TB tedavisi, birden fazla ilag kombinasyonu ile uzun siireli tedavi gerektirebilir. Uzun
stireli tedavinin ve TB basilinin 6zelliklerinden dolayi, tedavi almis hastalarda (sekonder) ve
tedavi almamislarda ise (primer) diren¢ 6nemlidir [73].

TB tedavisinde kullanilan ilag¢lar iki gruba ayrilir. Bunlardan birinci grup olan primer
ilaclar; RIF, pirazinamid (PZA), INH, SM ve EMB’dir. Etambutol hari¢ digerleri bakterisidal
ilaglardir. ikinci grup sekonder ilaglar ise, etiyonamid, sikloserin, kapreomisin, kanamisin ve
paraaminosalisilik asit (PAS) gibi ilag¢lardir. Bu ilaglar birinci grup ilaclara gore fazla toksik ve
daha az tolere edilebilen ilaglardir [74].

CID-TB, TB tedavisinde kullanilan birinci secenek anti-TB ilaglardan 6zellikle INH ve
RIF’e kars1 bakterilerin direnc¢ gelistirmesine denir. Son yillarda anti-TB ilaglara direncin ¢ok
artmasiyla cok daha tehlikeli olan yaygin ilaca direngli (YID)-TB ortaya ¢ikmigtir. YID-TB, CiD-
TB’ye (INH ve RIF direnci) ek olarak florokinolon ve herhangi bir parenteral ilaca (amikasin,

kapreomisin, kanamisin) karsi diren¢ kazanma durumuna verilen isimdir [75,76].
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2.10. Molekiiler Epidemiyolojik Yontemler

TB ve TDM'nin sebep oldugu hastaliklarin epidemiyolojisinde, tiim bulasici hastaliklarda
oldugu gibi, enfeksiyon kaynagini tanimlamak ve bu patojenlerin neden oldugu hastaliklar
belirlemek icin molekiiler epidemiyolojik yontemler kullanilmaktadir [77].

Bir¢cok iilkede hastalik bulasinin anlasilmasinda DNA genotiplendirme teknikleri
kullanilmaktadir. Laboratuvarda elde edilen M. tuberculosis izolatlar1 arasinda ayrim yapilmasi,
iki veya daha fazla izolatta niikleik asit sekanslarinin birbiriyle karsilastirilmasi amag¢lanmistir
[78].

Molekiiler genotiplendirme yontemi hizli, giivenilir, ayrim giici yiiksek,
degerlendirilmesi ve yorumlamasi kolay, tekrarlanabilirliginin olmasi ¢alismanin giivenirligini
ve ¢esitliligini arttirmaktadir. DNA parmak izi “fingerprint” olarak adlandirilan yontem MTK'nin
genotip bilgisi ve popiilasyonundaki genetik cesitliligini belirler. Bu teknikler patojenitesi,
viriilans, immiinojenisite, bulasabilirlik, ila¢ direng profilleri ve konakgi-patojen iliskisi gibi MTK
suslarinin 6zelliklerini belirleme olanagi vermektedir [79].

16S rRNA, 16S rRNA-23S rRNA, 1S6110-PZR-RFLP, MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme
gibi molekiiler epidemiyolojik yontemler, MTK'nin neden oldugu salginlarin tanimlanmasinda

tek baslarina veya cesitli kombinasyonlariyla kullanilabilmektedir [67].

e 156110 PZR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

MTK izolatlar1 i¢in standardize ve yaygin uygulanan molekiiler yontem 56110
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) tiplemesidir. Bu molekiiler yontem, sus
basina 0 ile 25 arasinda kopya sayilarinda sekanslarinin kromozomal pozisyonlarindaki
degiskenligine dayanmaktadir. Dizilimlerinin ise farkli cesitleri bulunmaktadir; 156110, 158110,
1S1547 ve 1S-like’tir. Calismalarda en yaygin kullanilani ise 1S6110°dur [80]. RFLP molekiiler
epidemiyolojde “altin standart” tipleme yodntemi olarak kabul edilmektedir. Yiiksek ayrim
glicliinden dolay1 yeni gelistirilen PZR bazli yontemler direkt kullanilmaktadir [81]. Elde edilen
klinik izolatlarin DNA's1, Pvull restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilir ve DNA fragmentleri
elektroforeze tabi tutularak ayrilir, ardindan DNA’lar “southern blotting” teknigi ile naylon
membrana transfer edilir. Hibridizasyondan sonra 1S6110 prob ve kit ile kolorimetrik bir
sistemle goriiniir hale gelir. Ortaya ¢ikan goriintii film iizerine aktarilip yorumlamasi yapilir

[82].
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e Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing)

Spoligotiplendirme, MTK suslarinin genotipini belirlemek icin yaygin olarak kullanilan
PZR-bazl reverse dot blot teknigidir. Bu yontem, MTK bakterilerinde belirli bir kromozomal
direkt tekrar (Direct repeat-DR) lokusundaki polimorfizmi géstermeye dayanir [83].

1S6110 integrasyonunun sicaklik noktasi, farkli sayida 36 baz ciftlik DR boélgesi
icermektedir. DR'ler arasinda 94 farkli (spacer) bolgesi belirtilmistir. Fakat bunlardan 43 tanesi
laboratuvarda rutin calismalarda tercih edilmektedir [84].

Genellikle molekiiler epidemiyoloji, evrim ve popililasyon genetigi gibi arastirmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik hizli, kolay ve tekrarlanabilir 6zelligi ile avantaj
saglamaktadir [85].

DR’lerin kopya sayilar1 ve farkli (spacer) dizilimlerinin olusmasi suslar arasinda farklilik
gosterir. Suslar arasindaki DR ve komsu tekrarli olmayan ara parcalar ise “Dogrudan Varyant

Tekrar” (DVR) olarak adlandirilir [86].

Sekil 2.4: Farkli MTK suslarinin DR bdlgelerinde polimorfizm sematik gosterimi. DVR bloklari,
bir digerine kiyasla bir susta eksiktir. Spacer diizeni yaklasik olarak ayni kalir [86].

DR lokusunu hedef alan biotinle isaretlenmis primerler eklenir. Eklenmis olan biotinler
aralarindaki farkli (spacer) bolgeler amplifiye edilmektedir. Amplifikasyonun ardindan elde

edilen PZR iirtini denatiire olmaktadir [86].

Dra Dra Drg Dra Dra

Drb Drb Drb Drb Drb
PCR products :
ﬂ o = Biotin
O
O

ﬁ)
ﬂ

000

Sekil 2.5: DR bolgelerinin amplifikasyon prensibi [86].
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Amplifikasyon irtini membrana bagh olan 43 farkli (spacer) prob ile hibridize edilir.
Farkli bolgelerin varligi siyah bant seklinde gozlemlenir. Farkli (spacer) bolgeleri pozitif (1) veya
negatif (0) binary kod seklinde gosterilir. Ikili kodlamanin ardindan 15li kod (14+1) olarak da

gosterilir. ikili sayilarin sekizli sayilara cevrilmesi asagidaki gibi yapilir:
000=0; 001=1; 010=2; 011=3; 100=4; 101=5; 110=6; 111=7

Bu kodlama ile farkli bakteri gruplar1 belirlenebilmekte ve ayrim giiciinii bize
gostermektedir [87].

Example 1
1 = > 43
TERRRRREREREARNERERD DERRRERREED  HERRRER  orginat banding pattem

ITIRTRLIRE IR Ia0or I ReeentIoo0oiltlilll Binaycode

111-111-111-111-111-111-100-111-111-111-110-000-111-111-1 14+ 1 grouping
T 77 7T 7 7T 4 7T 7T 7T 6 0 7 71 octldesignaton

Example 2
1 Spacers

» 43
ANRRRNNEN DNREREND THD RRERDDDNR 1 Original banding patten

11111111101111111162111001111111100001000000  Einary code
111 111-111-011-111-111-011-100-111-111-110-000-100-000-0 14«1 grouping
T 7 7 3 77 3 4 7 7 6 0 4 0 0 Oclldesgnaton

Sekil 2.6: Spoligotiplendirme yonteminin sonug¢ drnegi iki farkl bakterinin genotiplendirilmesi

1 ile 43’e kadar farkh (spacer) varligi membran iizerinde siyah bant seklinde gosterilmektedir
[87].

MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit Variable Number of
Tandem Repeat)

MTK suslarinin genotiplerinin belirlenmesinde yaygin olarak degisken sayili sirali tekrar
(MIRU-VNTR) iceren molekiiler genotiplendirme yontemi kullanilmaktadir. M. tuberculosis’in
genomunda, buyiikliikleri 50-100 bg¢ arasinda degisen, 41 farkli degisebilen sirali tekrarlar

(VNTR) bolgesi belirlenmis ve Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRUs) adi
verilmistir [88].
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Sekil 2.7: M. tuberculosis H37Rv referans susu, 12 tanesi polimorfiktir. MIRU-VNTR tiplemesi

icin uygun olan 41 MIRU lokusunu icermektedir [89].

Bu polimorfizmin analizi M. tuberculosis genotiplendirmesinde kullanilan PZR bazl bir

metottur. MIRU-VNTR tiplendirme yontemi genom boyunca dagilmis olan izolatlar arasindaki

polimorfizmin farkliligini ortaya koyar [84].

MIRU-VNTR, M. tuberculosis izolatlarinin genomunda ¢ok sayida minisatelit benzeri

lokuslar bulunmaktadir. MIRU-VNTR yo6nteminin yiiksek ayrim giicii, pratik ve hizli olusu ve

dijital sonuclar vermesi nedeni ile MTK klonlarinin epidemiyolojik 6zelliklerini belirlemede

kullanilan hizli yontemdir [90].

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

12 lokusun gelismesinin ardindan 15 ve 24 lokustan olusan standart bir format gelistirilmistir.

MIRU 15 lokus boélgesi ise genotipleme icin uygun kabul edilmektedir [91].

Spoligotiplendirme ve IS6110 RFLP ile karsilastirildiginda, MIRU-VNTR tiplemesi ayirici

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

suslarinin molekiiler epidemiyolojik ve filogenetik taramasinda referans yontem olarak

kullanilmasi tavsiye edilmektedir [92].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Rektorliigii, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Baskanligi'nin 04.09.2019 tarihli ve 2019/355 sayili karari ile “Etik Kurul Onay1”n1 almistir.

3.1. M. tuberculosis suslari

Bu tez calismasina 01.01.2016 ve 31.12.2017 tarihleri arasinda, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda Kklinik
materyalinin kultirtinde MTK iiremesi tespit edilen ve +4°C’de saklamaya alinan kiiltiir
koleksiyonundaki 103 klinik izolat dahil edilmistir. Calismaya bir hastadan izole edilen

izolatlardan sadece bir tanesi dahil edilmistir.

3.2. Molekiiler Analiz

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR ydntemlerinde kullanilmak tizere 103 M. tuberculosis
izolatinin DNA’sim1 elde etmek icin MGIT sivi besiyerinden Mickle cihazi kullanilarak
ekstraksiyon yapildi. Esktraksiyon ardindan spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA o6l¢iimi
yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA bulundugu kontrol edildi. Ekstraksiyon protokolii asagida
belirtildigi sekildedir.

S1v1 Besiyerinden DNA Ekstraksiyonu

Ureme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alind.
80°C’de 30 dakika inkiibe edilerek bakteriler inaktive edildi.

15000xg’de 15 dakika santrifiij edildi, Gist s1v1 atild.

0,5 ml 1x TE tampon ilave edildi.

15000xg’de 15 dakika santrifiij edildi, Gist s1v1 atild.

0,25 ml 1x TE tampon ilave edildi.

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

© N o kW

iki dakika Mickle (Mickle tissue disintegrator) cihazinda hiicre parcalama islemine tabi
tutuldu.

9. 15000xg’de 10 dakika santrifiij edildi, {ist s1v1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alindi.

10. Molekiiler ¢alismalar yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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3.2.2. Spoligotiplendirme Yéntemi

Secilen 103 M. tuberculosis izolatina ekstraksiyon sonrasinda spoligotiplendirme
yontemi uygulandi. Spoligotiplendirme yontemi ile PZR asamasinda 36 b¢ uzunlugunda DR

bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirildi.

e PZR
DRa: 5'-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3' (5'-ucundan biotin ile isaretli)
DRb: 5'-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3'

DR boélgesini hedef alan primer sentezletildi. Her bir ¢calismada pozitif (M. tuberculosis
H37Rv, M. bovis BCG veya genotipi bilinen klinik izolat) ve negatif kontrol (dH»0) kullanildi. Her

bir izolat icin Tablo 3.1’de belirtilen miktardaki reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.1: Spoligotiplendirme yonteminin PZR reaksiyon karisimi

Spoligotiplendirme malzemeleri Miktar

Distile su 9,5 ul
2X PZR Master Miks (Fermantas) 12,5 ul
DRa (25 pmol/ml) 0,25 pl
DRbD (25 pmol/ml) 0,25 pl
DNA 2,5l

PZR reaksiyon karisimi iceren tiipler Termal Cycler (Applied Biosystem AB) cihazina
yerlestirilerek Tablo 3.2’deki programda uygulandu.

Tablo 3.2: Spoligotiplendirme amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Doéngii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 1 dakika

Primer Baglanmasi (Anneling) 55 1 dakika 40
Zincir Uzamasi (Extension) 72 45 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 10 dakika 1
Bekleme 4 00 00

PZR reaksiyon karisimi mikobakteri DNA’s1 icermeyen temiz bir odada hazirlandi. DRa
primeri biotinle isaretli oldugundan dolay1 +4°C’de saklandi. DRb primeri kiiciik miktarlara

bolunerek -20°C’de saklandi.
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e Spoligotiplendirme Yonteminde Kullanilan Cézeltiler

Spoligotiplendirme yonteminde kullanilacak cozeltiler asagida belirtildigi sekilde

hazirlandi.
0,5 MEDTA (pH 8,0)
EDTA 46,53 gr
dH-0 250 ml

pH 8,0’e ayarlandi ve otoklavlandi.

20 mM EDTA (pH 8,0)
dH,0 960 ml
0,5M EDTA 40ml

20x SSPE (pH 7,4)
0,2 M Na,HPO, 28,39 gr/L

3,6 M NaCl 210,24 gr/L
dH-0 960 ml
0,5M EDTA 40 ml (Otoklavlanir)
2x SSPE
20x SSPE 100 ml
dH-0 900 ml
%10 SDS
Onceden 1sitilmig 250 ml (60°C) dH,0
SDS 25gr
2x SSPE / %0,1 SDS
dH-0 890 ml
20X SSPE 100 ml
%10 SDS 10 ml

SSPE soliisyonu ve SDS soliisyonu ayr1 meziirlerde 6l¢iildi.
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2x SSPE /%0,
dH:0
20x SSPE
%10 SDS

%1 SDS
%10 SDS
dH20

10x TE
Tris HCI
0,5M EDTA
dH20

e PZRUr

5 SDS soliisyonu
850 ml
100 ml
50 ml

100 ml
900 ml

15,764 gr (100 mM)
20 ml (10mM)
980 ml

iiniiniin Hibridizasyonu ve Goriiniir Hale Getirilmesi

Biotin ile isaretli primerler kullanilarak ve DR bolgesi hedef alinarak gerceklestirilen PZR

sonrasi amplikonlarin hibridizasyonu gerceklestirildi. Hibridizasyon ve hibridizasyon sonrasi

Urlnlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve fosfatli kemifloresan substrati eklenerek

goriinir hale getirilme prosediirii asagidaki gibi yapild.

1- Bitiin tampon ¢ozeltileri 6nceden ¢alisilmak istenen 1siya getirildi. Bir membran igin

gereken miktarlar;

2- 150 ml

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 sicakligi

2x SSPE/%0,1 SDS iizerine 20 ml PZR iirtinii ilave edildi.

3- PZRiirtlnlerini 99°C’de 10 dakika boyunca denatiire edildi.
4- PZR frinleri denatiire edilirken, membran (ISOGEN) 80 ml 2x SSPE/%0,1 SDS ile
60°C’de 5 dakika yikandi.

5- Siinger

yastigi (Immunetiks Plastic Cushion PC200) ve membram miniblotter’a

(Miniblotter-3024) yerlestirirken, miniblotter'in slotlarinin membrana c¢izgi seklinde

baglanmis oligonukleotidlere dikey konumda olmasina dikkat edildi.
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6- Slotlarda kalan residiiel siv1 aspirasyonla uzaklastirildi.

7- Slotlar diliie edilmis sicak PZR iiriinii ile dolduruldu. Miniblotter horizontal konumda

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

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

¢ikarildi.

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

10- Membran bir poset dosya i¢ine koyuldu.
11-5 ml 2x SSPE/%0,5 SDS iizerine 1,25 ml streptavidin-alkalen fosfataz konjugati (500

U/ml) (Promega) ilave edildi, karisim ii¢ tarafi kapatilmis poset dosya icindeki
membrana dokiildii, hava kabarciklar1 uzaklastirilarak, poset dosyanin agik kenari

1sitilarak kapatildi. 45-60 dakika boyunca 42°C’de inkiibe edildi.

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

SSPE ile 5 dakika oda sicakliginda durulandi.

13- Membran tzerine 5 ml ECF substrati (Attophos AP Flourescent Substrate, Promega)

ilave edildi, poset dosya icinde 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

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

expose edilerek (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) goriintii alind1.

Membranin Goriintiilenmesi ve Yorumlanmasi

Spoligotiplendirme yo6nteminde, sonuglarin yorumlanmasi asamasinda spacer

oligoniikleotidlerin kovalent baglandigi membranla PZR iiriinii hibridizasyonu sonucu olusan

blotlanmalar dikkate alinarak spacer boélgelerinin varligi degerlendirildi. Sonuglar Sekil 3.1’de

belirtilen Oktal kodlama anahtari kullanilarak 0-7 arasinda 15 rakamdan olusan “Oktal kod”

formatina cevrildi. Elde edilen veriler SpolDB4 veritabani kullanilarak kiimeler ve familyalar

(clade) belirlendi. Database adres:

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

ooo=0 oom =1 omo=2 0Omm =3
m00=4 moOm =5 mm0O=6 mmm =7

m=1 o0=0

Sekil 3.1: Spoligotiplendirme sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilan Oktal kod anahtari
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Membranin Regenerasyonu

Membranin hibridizasyon ve goriintilleme sonrasinda tekrar kullanilabilmesi i¢in

asagidaki yikama ve regenerasyon asamalari uygulandi.

Membran iki kez %1 SDS ile 80°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Membran 20 mM EDTA pH 8 ile 15 dakika oda sicakliginda inktibe edildi.

Poset dosya icerisine alinan membrana 20 mM EDTA pH 8 ilave edildi, poset dosya

lizerine, kullanim sayisi ve tarih yazilarak +4°C’de saklandu.

3.2.3. MIRU-VNTR

icin literatiirde belirtilen primerler sentezlendi [94] (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: 15 lokus MIRU-VNTR ydntemi icin kullanilan primerler

Bu tez ¢calismasinda 15 lokus MIRU-VNTR y6ntemi kullanildi. Hedeflenen MIRU lokuslari

Locus  Alias PZR primeri (5' - 3")
w24 Mubld GGCAGCAGAGCCCGGOATTCTTC (FAM)
577 EtrC CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
580 MIRUO#EWD  (0iCNGeAGARACGCCAGE -
802 MIRU40 GGGTGATCICGGCGAANTCAGATA
90 MIRU10 GCCACCITGOTGATCAGCTACCT (FAM)
lo44  MIRUS CCCRTCATGAGCCCTROTAC (V1C)
1955 b2 CAACATCGCCTGGTTCTOTA
2163 Qubity CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
2165 EtrA AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
2401 Mub3o ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
2996 MIRU26 CATAGGCGACCAGGCGARTAG (VIC)
0wy TGO (10
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e PZR

Her bir izolata 6zgii 15 MIRU lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesi icin 15 PZR
reaksiyonu gergeklestirildi. Bu tez ¢alismasinda bazi1 MIRU lokuslari tekli, bazilar1 ise multipleks
olarak calisildi. Tekli ve multipleks calisilan MIRU lokuslari ve bunlarin PZR islemleri esnasinda

kullanilan primerlerinin miktarlar1 Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4: MIRU-VNTR yonteminde tekli ve multipleks calisilan lokuslarin listesi

Primerler (Forward ve Rewerse beraber)

MIRUO4 (2 pl ) - MIRU10 (2 pl)*
MIRU26 (2 ul)

MIRU40 (2 pl)

MIRU16 (2 pl) - Qub11b (3 pb)*
EtrC (2 ul)

EtrA (3 ul)

Mtub21 (2 ul) - Mtub39 (3 ul )*
EtrE (2 pl)

Mtub04 (2 ul)

Qub4156 (3 pl)

Qub26 (3 pl)

Mtub30 (2 ul)

*Multipleks calisilacak primerler

MIRU-VNTR yo6nteminde, MIRU26 lokusu i¢cin gerceklestirilen PZR reaksiyon karisimi
Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5: MIRU26 lokusu icin gerceklestirilen PZR reaksiyon karisimi

MIRU-VNTR malzemeleri Miktar
Distile su 4,5 ul
DMSO (Sigma) 1ul

2X PZR Master Miks (Thermo science) 12,5 pl
Primerler (Forward ve Rewerse) 2ul
DNA 5ul
Toplam hacim 25 ul

*Primer miktarina gére miks 6rnek basina 20 pl olacak sekilde H,O ile tamamlanir.

PZR reaksiyon karisimi iceren tiipler Termal Cycler (Applied Biosystem AB) cihazina
yerlestirilerek Tablo 3.6’daki programda uygulandi.
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Tablo 3.6: MIRU26 lokusunun amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling)** 61 30 saniye 35
Zincir Uzamasi (Extension) 70 1 dakika

Son Uzamasi (Extension) 72 7 dakika 1
Bekleme 4 o0 00

**Mtub39-Mtub21 lokuslar1 PZR reaksiyon kosullarinda primer baglanmasi (anneling): 55°C ve
30 saniyedir.

e PZR Uriiniiniin Agaroz Jele Yiiklenmesi, Elektroforezi ve Yorumlanmasi

PZR sonrasi olusan amplikonlar 150 Voltta, 180 dakika, etidyum bromiirlii %2’lik agaroz
jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel goriintileme sistemi (Vilber Lourmat
Marne La Vallée, France) ile goriintiilendi. Bant biiytkliglintin tespitinde 100 bg¢’lik marker
(Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA Ladder) kullanildi. Bant biiytikliiklerine dayanarak
15 lokus MIRU-VNTR tiplendirme sonucunda her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar
sayilar1 EK 1’'deki Tabloya gore ve miruvntrplus veritabani (www.miruvntrplus.org) kullanilarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Hastalarin Genel Ozellikleri

Bu calismaya 01.01.2016-31.12.2017 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen tiiberkiiloz 6n tanili hastalara ait klinik
orneklerden izole edilen, 103 M. tuberculosis izolat1 dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen 103
hastanin 74 (%71,9)'1 erkek, 29 (%28,1)’u kadin ve yas ortalamalar1 47,35’dir. (minimum: 6,
maksimum: 92). Hastalarin 91 (%88,3)’i akciger TB’si iken geri kalan 12 (%11,7)’si akciger dis1
TB olarak tespit edildi.

Bu izolatlarin 43 (%41,7)'l birinci secenek anti-TB ilaclardan en az birine direncli, geri

kalan 60 (%58,3) izolat ise bu ilaglara duyarhdir.

Tablo 4.1: Birinci secenek anti-TB ila¢lara direncli oldugu belirlenen 43 hastanin direng profili

Birinci secenek anti-TB ila¢ Direncli
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: Tiiberkiiloz, SM: Streptomisin, INH: [zoniazid, RIF: Rifampisin EMB: Etambutol

4.2. Molekiiler Tiplendirme (Spoligotinlendirme) Sonuclari

Uluslararas1 spoligotiplendirme veri tabami olan SpolDB4 (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) ve MIRU-VNTR Plus  (https://www.miru-
vntrplus.org/MIRU/searchdb.faces) veri tabanlarinda bulunan suslarla karsilastirma sonrasinda
calismaya dahil edilen 103 izolatin spoligotiplendirme yontemi ile elde edilen klonal grup
dagiliminda; 103 izolatin 10 spoligotiplendirme kiimesi icerisinde yogunlastig1 tespit edildi. En
biiylik kiimenin 48 (%46,6) izolat ile T ailesi (T1 sublineage) oldugu, ikinci sirada Haarlem
ailesinin 16 (%15,5) izolat igerdigi, 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
icerdigi goriildi. T ailesinin kendi icerisinde 2 farkl spoligotip paterni gosterdigi; 47 (%98)
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izolatin T1 alt ailesinde, 1 (%2) izolatin ise T4 alt ailesinde oldugu belirlendi (Tablo 4.2 ve Tablo
4.3).
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Tablo 4.2: Calismaya dahil edilen bazi izolatlara ait 6rnek spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR sonuglari

Oktal Kod Spoligotyping SApﬁL‘g" S"]f’;gf“ MIRU-VNTR (15 Lokus)
777777777760771 | mEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENOO0EEEEENEN T1 53 232533433443361
037777777760771 |COOCEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEO00EEEEENEN T1 272 252133324243362
577777777760771 |mCEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENO00EEEEEEN T1 334 252133324243362
77770377776077]1 | mEEEEEEEEEEEO00EESEEEEEEEEEEEEEEO00EEEEEEN T1 102 252433324244352
77777743776077]1 | mEEEEEEEEEEEEEEEEEECOOEEEEEEEEENO00CEEEEEEN T1 1051 252333323244372
77777777776063] EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENOOO0CEEO0OEEN T1 888 252333324243372
77770377776077]1 | mEEEEEEEEEEECO00CEEEEEEEEEEEEEEENO00CEEEEEEN T1 102 252333324244372
037777777760771 |OOOCOEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEENOO0OEEEEENE T1 272 252333323244332
777760003760771 W m EEEEEEEEEEEEOO0000000OCOEEEEEENOO0CEEEEEN LAM 159 322443322152262
777777607760771 |mm EEEEEEEEEEEEEEEEEEO00CESEEEEEEEO00CEEEEEENE LAM 42 122443322152252
777777607760771 W m EEEEEEEEEEEEEEEEENCOO0OEEEEEEEEOO0OEEEEEEN LAM 42 342643311152262
777777607760771 W m EEEEEEEEEEEEEEEEEENCOO00OEEEEEEEEO00OEEEEEEN LAM 42 422543322142262
77770007760773]1 emmEEEEEEEEEO0000000CEEEEEEEEO0O0CEEEEEEEE LAM 254 322543322142252
777760017741771 |mm e EEEEEEEEEO0000000CEEEEEEEEO00CEEEEEEEN LAM 254 322443322152262
777777777720771 W@ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOECOO0CEEEEEEN Haarlem 50 232323363453363
777777777720771 M@ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEONEO00ONEEEEEEN Haarlem 50 232353342453373
777777777720771 |m @ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEONO0OOEEEEEEN Haarlem 50 232353333453333
740000000020771 |mmmmO0000000000000000000000C0000OO00C EEEEEEE Haarlem 1593 232353133453363
000000004020771 |oooOOO0O00000000000000000E OO000O0O OOOCEEE EE NN Haarlem 2 232353342453373
000000004020771 |oooOOO0O00000000000000000® OO00COO OOOCE EE EE NN Haarlem 2 232353353453373
000000000003771 |oooOOOOOOOOOO0000000000000000000CCEEEEEEEEN Beijing 1 442333564455382
000000000003771 |oooOoOOO00000000000000000000000000CEEEEEEEEN Beijing 1 442333563455382
000000000003371 |oooOOOOOOOOOO0000000000000000000CCEECEEEEE N Beijing 265 442333364455382
000000000003771 |ooOOOOOOOOOOO000000000000000000CCCE EEEEEEEN Beijing 1 442333534475372
776377777760771 AaEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEENO0EEEEENN S 34 343433143253392
77637777776077]1 mmEEEEEEOOEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENCOO0OEEEEEEN S 34 353433133253322
776377777760771 AEEEEEEEOEEEEEEEEEEEEEEEEENEEENO0EEEEEEN S 34 443523153253382
77777740476077]1 |aEEEEEEEEEEEEEEEEENCOO00ONO0CEEEEEDOO0CEEEEEEN LAM-TUR 41 441251223413363
77777740476077]1 EEEEEEEEEEEEEEEEEENOOO00OECOOEEEEEO00CEEEEEEN LAM-TUR 41 441251223413363
77777740476077]1 |aEEEEEEEEEEEEEEEEENCOO00ONOCEEEEEOOOCEEEEEEN LAM-TUR 41 441251223413363
77777740476077]1 e EEEEEEEEEEEEEEEEEOO000ONOCEEEEEOO0CEEEEEEE LAM-TUR 41 441251323413373
676773777777700 mECEEEEECEEEEEN NSNS SEEESEEEEEEENEEEEEEEEEEOOOO Beijing 482 053223144453241
676773777777700 EmECEEEEE EEEEESESEEESESESSEEEEEEEEEEEEENEEEEOOOO Beijing 482 253223345463261
676773677761700 mECEEEEECEEEEENCEEEECEEEEEEEEEEECOCONNNEOOOO Beijing 1022 233223322453251
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Tablo 4.3: 103 izolata ait spoligotiplendirme aileleri ve gériilme oranlari

Spoligotiplendirme kiimesi  Izolat sayis1 (n) Gériilme orani (%)

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 secenek anti-TB ilaglardan en az birine direngli 43 izolatin spoligotiplendirme

kiime dagilimi Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4: Birinci secenek anti-TB ilaglara direncli 43 izolatin spoligotiplendirme kiime dagilimi

Spoligotiplendirme Direngli

kiimesi izolat sayisi
SM: 8
Bir ilaca direncli: 16 QL >
T kiimesi 19 i
EMB: 1
e . . SM+INH: 2
Iki ilaca direngli: 3 SM+EMB: 1
SM: 1
Bir ilaca direncli: 6 INH: 4
Haarlem 10 RIF: 1
Iki ilaca direngli: 2 SM+INH: 1
SM+RIF: 1
Uc ilaca direncli: 2 SM+INF+RIF: 2
S 6 Bir ilaca direncli: 4 SM: 4
Iki ilaca direngli: 2 SM+EMB: 2
Beijing 3 }§ir ilaca direncli: 2 SM: 2
Uc ilaca direncli: 1 SM+INF+RIF: 1
. . . SM: 1
LAM 3 Bir ilaca direngli: 3 INH. 2
TUR 1 Iki ilaca direncli: 1 SM+INH: 1
H37Rv 1 Bir ilaca direncli: 1 INH: 1
Toplam 43

Calisma sonrasi tespit edilen 4 Beijing izolatindan (Tablo 4.2) ikisinde SM direnci,
birinde is SM+INH+RIF direnci yani CID-TB oldugu belirlendi (Tablo 4.3). Bu izolatlarin elde

edildigi hastalarin ikisi yabanci uyruklu olup birinin Rusya vatandasi, digerinin ise Kirgizistan
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vatandasi oldugu tespit edildi. Diger iki hasta ise Tiirk vatandasidir. Bu sonuglara gore Beijing
ailesine ait izolatlarin da artik Mersin ilinde goriilmeye basladigi bu c¢alisma ile ilk kez
belirlenmistir.

Calismaya dahil edilen 103 klinik izolatin MIRU-VNTR yo6nteminde, PZR amplifikasyonu
sonrasl elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiilerinden bazilar Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4

ve Sekil 4.5’de verilmistir.

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

600 bg
500 bg
400 bg

300 bg

200 bg

100 bg

Sekil 4.2: MIRU26 ornek jel goriintiisii. M: Marker (Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA
Ladder), Kolon 1: 715 b¢=5 tekrar, Kolon 2: 817 b¢=7 tekrar, Kolon 3: 766 b¢=6 tekrar, Kolon 4:
715=5 tekrar, Kolon 5: 664 b¢=3 tekrar, Kolon 6: 562 bg¢=2 tekrar, Kolon 7: 511 bg=1 tekrar,
Kolon 8: 511 bg=1 tekrar, Kolon 9: 613 b¢=3 tekrar, Kolon 10: 664 b¢=4 tekrar.
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3000 bg
2000 bg
1500 bg

1000 b¢

500 bg
400 bg

300 be

200 be

100 bg

Sekil 4.3: EtrC ornek jel goriintiisii. M: Marker (Amresco K181-500 UL Molecular Weight
Marker, DNA, 1 Kb Ladder™), Kolon 1: 346 b¢=4 tekrar, Kolon 2: 288b¢=2 tekrar, Kolon 3: 288
bg¢=3 tekrar, Kolon 4: 404 bg¢=5 tekrar, Kolon 5:288 b¢=3 tekrar, Kolon 6: 288b¢=2 tekrar, Kolon
7: 346 b¢=4 tekrar, Kolon 8: 520b¢=7 tekrar, Kolon 9: 404 bg¢=5 tekrar, Kolon 10: 346 b¢=4
tekrar.

600 be
500 bg

400bg
300bg

200 bg

100b¢

Sekil 4.4: EtrA ornek jel goriintiisii. M: Marker (Thermo Scientific™ Gene Ruler 100 bp DNA
Ladder), Kolon 1: 472 b¢=4 tekrar, Kolon 2: 697 b¢=7 tekrar, Kolon 3: 472 bg¢=4 tekrar, Kolon 4:
472 b¢=4 tekrar, Kolon 5: 472 b¢=4 tekrar, Kolon 6: 472 b¢=4 tekrar, Kolon 7: 472 b¢=4 tekrar,
Kolon 8: 472 b¢=4 tekrar, Kolon 9: 472 bg¢=4 tekrar.
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TARTISMA

TB, M. tuberculosis basilinin neden oldugu, insanlarda yaygin, bulasici ve 6nemli bir halk
saglig sorunudur. Ulkemizde ve diinya genelinde yiiksek mortalite ve morbidite nedenleri
arasinda yer almakta ve her y1l milyonlarca insan TB hastaligina yakalanmaya devam etmektedir
[94].

M. tuberculosis, diinya capinda Ozellikle Asya ve Afrika kitalarinda en yaygin goriinen
salgin hastaliklardan biridir. CID’in ortaya ¢ikmasi, TB salgininin biiyiik él¢iide artmasina neden
olmaktadir. Bu hastalifin tedavi edilememesindeki nedenlerden biri de hastalarin CiD’li olmalar
ve HIV/AIDS ile ko-enfeksiyon olmasi en 6nemli sorunlar olarak kabul edilmektedir [95,96].

HIV/AIDS, 1981 yilindan giiniimiize kadar tiim diinyada yaygin bir pandemi olarak
ilerlemekte olup iilkemizde HIV/AIDS ve TB firsat¢1 enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir [97].

2017 yilinda diinya genelinde 6,4 milyon yeni TB vakasi goriilmiis ve TB’nin teshis ve
tedavisi HIV/AIDS iliskili olup HIV-negatif kisilerde yaklasik 1,3 milyon, HIV-pozitif kisilerde ise
yaklasik 300 bin kisinin 6liimiine neden olmustur. Ilaca direngli TB bir saglik krizi olmaya
devam etmektedir. 2017 yilinda diinya genelinde 558 bin kisinin tedavisindeki en etkili birincil
basamak ila¢ olan rifampisine diren¢li TB (RR-TB) hastaligina yakalandigi ve bunlarin da
%82’sinin bir¢ok ilaca karsi direngli (CID-TB) oldugu belirtilmektedir [3].

Enfeksiydz patojen M. tuberculosis’in genetik cesitliligi, insanlar da dahil ¢esitli konakgi
tlirlerine adaptasyonunda dnemli bir rol oynamistir. Bu cesitlilik genellikle soyun cografi kokeni
ile bagintilidir. Soy bilgisi, mutasyon oranlari, ila¢ direnci, bulasiciik ve virilans: tiiriin
filocografik kaniti hakkinda bize bilgi verir. Soy siniflandirmasi ile epidemiyolojik veya klinik
veriler birlestirilerek elde edilen toplanmis bilgiler, molekiiler siirveyans programinin temelini
olusturmaktadir [90].

MTK izolatlar1 genetik olarak monomorfiktir, bu nedenle hastaligin epidemiyolojisinin
kapsamlh bir sekilde anlasilmasi i¢in genotipleme yodntemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. M.
tuberculosis turlerinin molekiiler yontemler aracilifiyla saptanmasi, tilkenin TB kontrolii adina
biiyiik bir o6nem tasimaktadir. MTK izolatlarin molekiiler epidemiyolojik farkliliklarin
belirlenmesinde MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme yontemleri birlikte yaygin olarak
kullanilmaktadir [98].

Son zamanlarda, PZR amplifikasyonuna dayali yeni bir genotiplendirme teknigi olan
MIRU-VNTR yénteminin kolay, hizli, kisa stirede sonu¢ vermesi ve ayrim giiciiniin ytliksek olmas;,
epidemiyolojik calismalarda popiiler bir genotiplendirme yontemi olmasini saglamistir. Diger
laboratuvar testlerinde oldugu gibi, tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, sonuclarin giivenilir

olmasini saglamaktadir. Bu yontemde farkli lokuslu gen bolgeleri (12 lokus, 15 lokus, 24 lokus)
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kullanilarak TB hastalarinin, klinik izolatlar1 arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi
amaglanmistir [99].

Spoligotiplendirme, MTK izolatlarinin soylarini ve kiimeleri belirlemek icin kullanilan
PZR bazli reverse dot blot yontemidir [100]. Bu yontem, MTK izolatlarindaki belirli bir
kromozomal DR (direkt tekrar) bolgesindeki degiskenligi tespit etmektedir. DR bolgesinde, 36
baz cifti ve 94 farkli spacer boélgesi belirlenmis fakat rutin ¢alismalarda sadece 43 tanesi
kullanilmaktadir [87].

MTK izolatlarinin molekiiler 6zelliklerini ve genetik c¢esitliligini daha iyi anlamak icin
spoligotiplendirme ve 15-lokus MIRU-VNTR tipleme yontemleri kullanilmaktadir. Bu iki
yontemin birlikte kullanilmasi ise genotiplendirme sonuglarini giiclendirmektedir [101].

Mersin ilinde TB’li hastalardan izolen edilen ve M. tuberculosis kompleks olarak
tanimlanan klinik izolatlarin spoligotiplendirme ve Mycobacterial Interspersed Repetetive
Units-Variable Number of Tandem Repeat (MIRU-VNTR) yontemleri ile molekiiler
genotiplendirilmesinin yapilarak bu mikroorganizma icin ilimizde molekiiler epidemiyolojik veri
elde edilmesi amaglanmaktadir.

Yaptigimiz bu tez c¢alismasina, 2016-2017 tarihleri arasinda klinik materyalinin
kiltiiriinde MTK tremesi tespit edilen 103 TB hastasina ait kinik izolat dahil edildi. Calismaya
dahil edilen 103 hastanin 74 (%71,9)'t erkek, 29 (%28,1)’u kadin ve yas ortalamalar 47,35'idi.
Hastalarin 91 (%88,3)’i akciger TB’si iken geri kalan 12 (%11,7)’si akciger dis1 TB olarak tespit
edildi. Bu izolatlarin 43 (%41,7)’li birinci se¢enek anti-TB ilaglardan en az birine direngli (Tablo
4.1), geri kalan 60 (%58,3) izolat ise bu ilaglara duyarhdir.

SpolDB4 veri bankasindaki suslarla karsilastirma sonrasinda ¢alismaya dahil edilen 103
izolatin spoligotiplendirme yontemi ile elde edilen klonal grup dagiliminda; 103 izolatin 10
spoligotiplendirme kiimesi icerisinde yogunlastig tespit edildi. En biiyiik kiimenin 48 (%46,6)
izolat ile T ailesi (T1 sublineage) oldugu, ikinci sirada Haarlem ailesinin 16 (%15,5) izolat
icerdigi, diger 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 oldugu goriildii (Tablo 4.3). Yine ¢ok ilaca direng
ile iliskili oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen Beijing ailesinin varlig1 bu calisma ile
gosterilmistir. Beijing ailesi olarak belirlenen 4 izolatin ikisinde SM dienci, birinde ise CiD-TB
varligl (SM+INH+RIF) tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Cukurova boélgesinde Zeytinli ve ark [102] yaptiklar1 ¢alismada, 467 MTK susundan 24
(% 5,1)’'t orphan sus olarak tanimlanmis, kalan 443 izolatin iiye sayisi 2-215 arasinda degisen
21 kiime icerisine dagildig: bildirilmistir. MIRU-VNTR metodunun Spoligotiplendirme metodu
ile kombinasyonu sonucunda boélgede en yaygin gortlen ailenin T1 (%51,9) oldugu, ikinci en
yaygin goriinen ailenin ise LAM7 TUR (%11,5) oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda, 103

MTK izolatinin spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR ydntemlerinin kombine analizinde izolatlarin
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10 kiime icerisinde dagildig1 ve en yaygin kiimeyi T (n= 48, %46,6) ailesinin olusturdugu ikinci
sirada Haarlem 16 (%15,5) ailesinin geldigi tespit edildi. Zeytinli ve ark tarafindan yapilan
c¢alismada Mersin ilinde sadece T1 ve LAM7 TUR ailelerinin varlig1 tespit edilmisken bizim
calismamizda T ailesine (T1 alt ailesi) ilaveten ayrica Haarlem, TUR, S, Beijing, LAM, Bovis, NEW-
1, Delhi/CAS ve H37Rv aileleri degisen sayilarda tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Ulkemizde Zozio ve ark [103] tarafindan Malatya ve Ankara’daki TB’li hastalardan elde
edilen 245 MTK izolatinin genotiplendirme sonucunda en yaygin goriinen ailenin LAM7 TUR
(%21) ailesi oldugu, ikinci yaygin goriinen ailenin T1 (%16,3) ailesi oldugu ve ardindan Haarlem
(%5,3) ailesi geldigi belirtilmistir.

Malatya’'da 2006 yilinda yapilan bir tez calismasina 450 MTK izolatinin (Malatya n=200,
Marmara bolgesi n=150, Ege bolgesi n=50, Akdeniz bolgesi n=50) dahil edildigi ve izolatlarin
IS6110 ve spoligotiplendirme yontemleri ile genotiplendirilmelerinin yapildigi belirtilmistir.
Calisma sonucunda en yaygin gorlinen ailenin T siliper ailesi (%38,6) oldugu, bunu Haarlem
(%14,8) ailesinin izledigi belirtilmistir. Bu calismada farkh olarak Hindistan’in Delhi bolgesine
ait CAS1-Delhi genotipinde 2 sus, Beijing genotipinde ise 4 sus tespit edildigi bildirilmistir [104].

Durmaz ve ark tarafindan ayni bolgede bir y1l sonra yapilan farkl bir calismada 145 MTK
izolatinin dahil edildigi ve sonucunda boélgede en yaygin goriinen ailelerin LAM7 TUR (%23,9)
ve T1 (%22,5) aileleri oldugu bildirilmistir. [105].

Ulkemizde daha énceden yapilmis olan iki calismanin sonucunda LAM7 TUR ailesinin
%21 [103] ve %23,9 [105] oranlariyla en sik goriilen aileler oldugu belirtilirken, Giinal ve ark
tarafindan yapilan ¢alismada ise [104] T siiper ailesinin %38,6 ile bolgede en sik goriilen aile
oldugu rapor edilmistir. Diger iki ¢alismanin aksine bizim ¢alisma sonuclarimizda da Giinal ve
ark [104] tarafindan yapilan ¢alismaya benzer sekilde T ailesi (%46,6) en sik goriilen aile olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Kochkaksaraei ve ark tarafindan 2019 yilinda yapilan bir ¢cahismada, iran’in kuzeyinde
bulunan Golestan eyaletinde izole edilen M. tuberculosis izolatlarinin genetik cesitliliginin
belirlenmesinin amagclandig1 belirtilmistir. Calismaya 162 MTK izolatinin dahil edildigi ve
sonugta bolgede en yaygin gorilen ailenin NEW-1 (%22,2) ailesi oldugu bunu Beijing (%13,6)
ailesinin izledigi ifade edilmistir. Calisma sonucunda Beijing ailesinin tedavisinde sorunlar
oldugu ve diger ilaglarla kiyaslandiginda SM direncinin hala yiiksek oldugu vurgulanmistir [106].

Puerto ve ark'nin 2019 yilinda Kolombiya’da yaptiklari ¢alismada, spoligotiplendirme
yontemi ile 234 MTK susunun genotiplendirmesi sonucu 70 (%29,9) susun orphan sus olarak
tanimlandigl, geriye kalan 164 susun ise 7 kiime igerisinde dagildigi belirtilmistir. Yapilan
¢alismada en yaygin goriinen ailenin LAM (%37,2) ailesi oldugu, ikinci yaygin goriinen ailenin

Haarlem (%5,8) ailesi oldugu, bu aileleri T (%8,1), U (%3,4), S (%2,6), X (%2,1) ve Beijing
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(%0,9) ailelerinin izledigi belirtilmistir. Bu ¢alismada Kolombiya yeni bir Beijing susunun
varliginin tespit edildigi bildirilmistir [107].

Elegail ve ark 2019 yilinda Sudan’da MTK suslarinin spoligotiplendirilmesi ve bu suslarin
GenoType MTBDRplus ile ila¢ direnc profillerinin belirlenmesini amacladiklar1 calismada, 64
érnegin RIF ve INH duyarh oldugu, 36 érnegin ise sadece CID-TB oldugu, 10 6rnegin sadece RIF,
8 ornegin ise sadece INH direngli oldugu bildirilmistir. Spoligotiplendirme yontemi ile 118 MTK
klnik izolatinin ¢alisildig1 ve en yaygin goriinen ailenin Delhi/CAS-1 (%43) oldugu bildirilmistir
[100].

Cin’de Qinghai eyaletinden Li ve ark’nin spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR y&ntemleri
ile yaptiklari calismada, 251 MTK susunun 49 farkli spoligotip paterni gosterdigi vurgulanmistir.
En yaygin goriinen ailenin Beijing (%62,2) oldugu, daha sonra U (%3.6), MANU2Z (%3.2), T1
(%1,2), H4 (%0,4) ailelerinin bunu takip ettigi belirtilmistir. Kuzey Cin'deki Beijing ailesine ait
sus oraninin, llkenin giiney bolgesine gore daha yliksek oldugu ve bunun da cografi konum,
iklim, niifus ve diger faktorlerle ilgili olabilecegi bildirmistir [101].

Brezilya’da Salvato ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada, spoligotiplendirme ve MIRU-
VNTR yontemleri ile 131 MTK susunun genotiplendirilmesinin amaclandig1l belirtilmistir.
Calisma sonucunda en yaygin goriinen ailenin LAM (%65,6) ailesi oldugu, bunu Haarlem
(%22,1) ailesinin izledigi bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica H37Rv (%3) ailesinin de tespit
edildigi oldugu vurgulanmistir [108].

Briiksel’de 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, 2010-2013 yillar1 arasinda MIRU-VNTR ve
spoligotiplendirme yontemleri ile 945 hasta 6rneginin ¢alisildigy, filogenetik analiz sonuclarinda
en yaygin iki ailenin LAM (%16,7) ve Haarlem (%15,7) aileleri oldugu bildirilmistir. Calisma
sonucunda Beijing (%39,9) ailesinin CiD-TB ile iliskili ciktig1 ifade edilmistir [109].
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5.SONUC ve ONERILER

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

MIRU-VNTR yontemleri ile genotiplendirilmesini amacladigimiz bu calismada;

1-

llimizde yapilan bu calisma sonucunda, Gukurova bélgesinde yapilan calismaya
benzer sekilde, fakat iilkemizde yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak, T ailesinin
(%46,6) en sik gortilen aile oldugu,

Ozellikle CID-TB ile iliskili oldugu daha énce yapilan ¢calismalarda bildirilen Beijing
ailesinin ilimizde de artik tespit edildigi,

Spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yontemleri ile izolatlarimizin tamaminin
genotipledirilmesinin yapilabildigi,

Calismamiz sonucunda en sik aile olarak tespit edilen T ailesinin T1 ve T4 olmak
tizere iki alt aileye ayrildigy,

M. tuberculosis icin yapilacak olan molekiiller epidemiyolojik calismalarda
spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR yontemlerinin birlikte kullanilmasinin bu
bakterinin calisma yapilan boélge icerisindeki hareketinin tespit edilmesinde yararh
olacagy,

Her iki yontem birlikte degerlendirildiginde, hastaligin reaktivasyon olup
olmadiginin belirlenmesine yardimeci olacag,

Bu tiir molekiiler ¢alismalarin yeni izole edilecek izolatlar ile yapilmasiyla, ilimizdeki
bu bakterinin hareketinin izlenmesi suretiyle TB'nin kontrol altina alinmasinda

yararl olacagl sonucuna varilmistir.
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EK 1: 15 lokus MIRU-VNTR allel tekrar sayilari

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya | kopya
ETRA 2165_75 bg 247 322 R0 7 472 547 622 697 772 847 922
ETRC 0577_58 bg 172 230 288 346 404 462 520 578 636 684
MIRUO4-ETRD |0580_77 bg 176 253 330 407 484 561 638 715 792 869
MIRU10 0959_53 be 535 590 643 696 749 802 855 908 961 1013
MIRU16 1644 53 be 618 671 724 777 829 882 935 988 1041
MIRU26 2996_51 bg 511 562 613 664 715 766 817 868 919
MIRU31-ETRE |3192 53 bg 545 598 651 704 757 810 863 916
MIRU40 0802_54 bg 407 461 515 569 623 677 731 785 839 893
Mtub04* 0424_51 bg 177 218 269 320 371 422 473 524 575 626
Mtub21 1955_57 bg 149 206 263 320 377 434 491 548 605 662
Mtub30 2401_58 bg 261 319 377 435 493 551 609 667 725 783
Mtub39* 3690_58 bg 225 283 341 399 457 515 573 631 689 747
Qub11b 2163_69 bg 136 205 274 343 412 481 550 619 688 757
Qub26 4052_111 bg 264 375 486 597 708 819 930 1041
Qub4156* 4156_59 bg 563 622 681 740 799 858 917
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