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KISALTMALAR

AIDS :Acquired Immune Deficiency Syndrome-:Kazanilmig Bagisiklik Yetmezlik Sendromu
ARB: Asido Resistant Bacil

BAL : Bronko alveolar lavaj sivisi

BCG: Bacillus Calmette Guerin
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CFP :Culture Filtrate Protein
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CRISP:Clustered regularly interspaced short palindromic repeats-diizenli kiimelenmis spacer
arasi kisa palindromik tekrarlar

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DR: Direct Repeat

DSO: Diinya Saglk Orgiitii

EMB: Etambutol

ESAT :Early Secretory Antigenic Target

ETR: Exact Tandem Repeat

EZN: Erlich Ziehl Nelsen

GI :Ureme Indeksi

HCL:Hidroklorik Asit

HIV :Human Immunodeficiency Virus-Insan Bagigiklik Yetmezlik Viriisii
Hsp:Heat Shock Protein-Is1 Sok Proteini

INH: izoniazid

INF :interferon

IS :Insertion Sequence

kDa : Kilo Dalton

LAM: Lipoarabinomannan

MDR-TB :Multi Drug-Resistant Tuberculosis-Cok laca Direngli Tiiberkiiloz
MGIT 960 :Mycobacterium Growth Indicator Tube

MHC : Major Histocompactibility Complex

MIRU: Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
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MIK :Minimal Inhibitor Konsantrasyon

MOTT: Mycobacterium Other Than Tuberculosis
MTK: Mycobacterium tuberculosis kompleksi
NaClI : Sodyum Kloriir

NALC :N-asetil L-sistein

NAOH :Sodyum hidroksit

NAP :N-asetil beta hidroksi propiyofenon

OT : Old Tiiberkiilin

PAS : Para-amino Salisilik Asit

PCR: Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PIM :Fosfatidil inozitol mannozit

PPD: Purified Protein Derivative

PZA: Pirazinamid

RD: Region of Difference

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
RIF: Rifampisin

rRNA :Ribozomal Riboniikleik asit

RRDR :Rifampin Resistance Determining Region
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SSC:Saline Sodium Citrat Buffer

SSPE:Saline Sodium Phosphate EDTA

STR :Streptomisin

TB :Tiiberkiiloz

TCH :Tiyofen-2-Karboksilik Asit Hidrazid

TNF :Tiim6r Nekrozis Faktor

VNTR: Variable Number of Tandem Repeat
XDR-TB :Extensively Drug-Resistant Tuberculosis-Artmus ilag Direngli Tiiberkiiloz
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OZET

Tiiberkiilozun az gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki yiiksek insidansi ve en
az 2 major ilaca (MDR) ek olarak iki minor ilaca direncli (XDR) suslarinin ortaya
cikislary, bususlarla birlikte ozellikle anti-tiiberkiiloz tedaviye cevap vermeyen Beijing
suslarimin tilm diinyada yayilma egilimi gostermesi tiiberkiiloz kontrol programlarinin
en 6nemli handikapidir. Bu global problem M tuberculosis suslarinin toplum icerisindeki
hareketlerinin daha duyarh ve yiiksek ayirim giiciine sahip molekiiler epidemiyolojik
yontemlerle izlenmesi ile asilabilir. Bu amacla Hsp6S, 1S6110, ve genomdaki random
dagilm gosteren kisa tekrarlarin polimorfizmini hedef alan PCR, PCR-RFLP, MIRU-
VNTR ve spoligotipleme gibi molekiiler yontemler ve modifikasyonlar1 denenmistir.
Yapilan calismalarda bu yontemlerin tek baslarina ayirim giiclerinin iki veya daha fazla
yontemin birlikte kullanilmas ile elde edilecek ayirim giiciinden daha diisiik oldugu
gosterilerek birden cok yontemin kullanildigi c¢ahismalar onerilmistir. Daha onceki
calismalarimizda bdlgemizde akciger tiiberkiilozlu hastalardan izole edilen M
tuberculosis suslarinin epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti icin bu yontemlerden bazilar
laboratuarimizda denenmis, Beijing susunun bolgemizdeki varh@: tespit edilmistir. Bu
calismada epidemiyolojik amaclarla kullanilan IS6110 PCR-RFLP, 15 lokus MIRU-
VNTR ve spoligotyping yontemi ile M tuberculosis suslar1 arasindaki iliskinin
sorgulanmasi1 ve 3 yontemin birlikteligi ile elde edilecek yiiksek ayirim giiciiniin
epidemiyolojik c¢ahismalara sagladii muhtemel katki tartisilacaktir. Bu proje
kapsaminda C.U THAUM ve Bilge Tiiberkiiloz laboratuvarina gonderilen balgam
orneklerinden sivi [BACTEC 960 TB (hizl)] ve kati [Lowenstein Jensen Besiyeri
(yavas)] kiiltiir ortamlarinda iiretilen ve ticari kart testler ile M.tuberculosis kompleksi
iiyesi olduklar1 tespit edilen M.tuberculosis izolatlar1 1S6110, MIRU-VNTR ve
Spoligotyping yontemleri ile tiir diizeyinde tayin edilecek ve filogenetik iliskileri

irdelenecektir.

Anahatar kelimeler: 1S6110, MIRU-VNTR , Mycobacterium tuberculosis, Spoligotyping



ABSTRACT

High incidence of tuberculosis in developed and developing countries and
apperaring of strains with resistance to two majo rdrugs (MDR) in addition to two minor
drugs (XDR) and tendency to spread of beijing strains which does not give response to
anti-tuberculosis treatment in th whole world ar ethe mostimport ant handicaps of
tuberculosis control programmes. This global problem can be exceed by monitoring M.
Tuberculosis strains with more sensitive and more discriminative molecular epidemiologic
methods. In this manner molecular methods and modifications like PCR, PCR-RFLP,
MIRU-VNTR and spoligotyping which targets polymorphism of short repeats distrubiting
randomly in genome, Hsp65 and IS6110 regions had beentested. In such studies made, it is
concluded that the discriminative power of these methods is lower if they are used lonely in
contrast to combined use. In our previous studies some of these methods have been tested
in our labarotories to determine the epidemiological properties of M. Tuberculosis strains
isolated from pulmonar tuberculosis patient sand presence of Beijin strain had been
demonstrated. In this study the possible contribution to epidemiologic studies of high
discriminative power which will be obtained by combining 3 methods will be concluded in
addition to questioning of relations between M. Tuberculosis strains with IS6110-RFLP, 15
locus MMIRU-VNTR and spoligotyping. With in this project; the sputum samples which
sent to C.U.T.H.A.U.M. Regional Tuberculosis Lab. And grown on liquid and solid culture
media and diagnosed as M. Tuberculosis complex members with commercial card tests will
be examined for phylogenetic relations and will be diagnosed in species level with 1S6110,

MIRU-VNTR and spoligotyping methods.

Keywords: 1S6110, MIRU-VNTR, Mycobacterium tuberculosis, Spoligotyping



1.GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), morbidite ve mortalitesi olduk¢a yiiksek, insanlarda ve
hayvanlarda enfeksiyon yapan yedi bakteri tiiriinden olusan M.tuberculosis
kompleksinin (MTK) neden oldugu iilkemizde ve tiim diinyada halen 6nemini koruyan

bir hastaliktir'.

Akciger tiiberkiilozu 1995-2011 yillar1 arasinda 51 milyon insan basarili sekilde
tedavi edilmistir ve 2011 yilinda yaklasik 8-9 milyon yeni TB vakasinin ortaya ¢iktigi,
1.4 milyon insanin tiiberkiilozdan &1diigii tahmin edilmektedir (DSO 2012 raporu). Asya
kiiresel vakalarin %55’ini, Afrika ise %31ini olusturmaktadir. Kiiresel insidans 2003
yil1 civarinda pik yapmis ama suanda stabilitesini korumustur. Ayni1 zamanda izoniyazid
(INH) ve rifampine (RIF) direng gosteren ¢oklu ilag¢ direngli (MDR) tuberkuloz vakalari
diinya ¢apinda ortaya c¢ikmustir. Diinya Saglik Orgiiti MDR-TB vakalarinin 2006
yilinda 500,000 civarinda oldugunu tahmin etmektedir. Ayrica izoniyazid, rifampin,
florokinolon ve ii¢ enjektabl ikincil ilaglardan en az birine direng gosteren genis
spektrumlu ila¢ direngli tuberkuloz vakalar1 durumu daha kotii yapmaktadir. Yapilan
arastirmalarda MDR-TB %8.32 ve XDR-TB prevalansi %0.68 dir. Direng¢li suslarin
tasinmamasini en aza indirmek ve yayilimini1 kontrol altinda tutabilmek icin hizli ilag
duyarlilik testleri yapilmali ve tedaviye baslanmalidir.**

Tiiberkiilozun artan MDR ve XDR insidansi, tiiberkulozun 6nemli global bir
saglik problemi haline gelmesine neden olmustur. Cin kokenli, M.tuberculosis
kompleksine ait MDR olup XDR gelisme riski oldukg¢a yiiksek seviyede bulunan
Beijing suslar1 bati diinyasinda da hizla yayilim gostermektedir. Bu nedenle
M.tuberculosis kompleksi i¢inde bulunan tiim suslarin tiir diizeyinde tanimlanmalari
direngli suslarin izlenmeleri ve yayilimlarinin engellenmesi agisindan hayati 6neme
sahiptir. Toplumu temel alan epidemiyolojik tuberkuloz ¢alismalarinin amaci benzer
izolatlarla 6zdeslesen hastalar arasinda olasi taginma zincirlerini takip etmek ve bu
molekiiler tiplendirme sonuglarini kisilerle bagdastirmaktir. Mikobakteriyel insersiyon
(IS6110) dizilerine dayanan restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizm(RFLP), polimeraz
zincir reaksiyonuna(PCR) dayanan spoligotyping ve genomunda rastgele dagilim

gosteren farkl sayilarda tekrarlayan dizilerin polimorfizmini hedef alan (MIRU-VNTR)



gibi temel olarak kullanilan ii¢ molekiiler metod vardir. Bu metodlarin her birinin
avantaj ve dezavantaji vardir. IS6110-RFLP zaman alici, zahmetli ve yiiksek
standardize prosediir gerektirir ancak ayrim giicli yiiksektir, spoligotyping ise ayrim
giicti diisiiktiir. MIRU-VNTR nispeten yeni bir yontemdir ama yapilan ¢alismalar ayrim
giiciiniin IS6110-RFLP’ye yakin oldugu gostermistir. Ayrica genis topluma dayanan
caligmalarda spoligotyping ve MIRU-VNTR kombinasyonu hizi ve kolay

uygulanabilirligi sayesinde yeni altin standart olma ihtimali yiiksektir".

Biz bu calismada Haziran 2011-Mayis 2013 tarihleri arasinda bolgemizdeki 8
ilde hizmet veren 21 Verem Savag Dispanseri, 1 Gogilis Hastaliklar1 Hastanesi, 2 Devlet
Hastanesi olmak iizere 3 yatakli hastaneden akciger tubekulozu siliphesiyle
laboratuarimiza gonderilen toplam 22.619 o&rnekten izole edilen M.tuberculosis
kompleksine ait 110 MDR M.tuberculosis izolatinin genotipik 6zelliklerini IS6110-
RFLP, spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemleri ile arastirdik ve karsilagtirdik.
Calismamizdaki Oncelikli amag¢ bolgemizde bulunan M. tuberculosis izolatlarinin
genotip diizeyinde tanimlanmasi ve reinfeksiyonlarla reaktivasyonlarin tespitidir. Ayni
zamanda ileride de devam edecek olan epidemiyolojik ¢alismalar icin gerekli olan
laboratuar alt yapisini olusturmak, siirdiiriilecek genotiplendirme ¢alismalart ile M.
tuberculosis suslarinin  bolgemizdeki hareketini takip ederek kontrol stratejileri
gelistirmek ve mevcut stratejilerin isleyisini sorgulayabilir sonuglar iiretilmesine imkan

saglamak ise uzun vadeli beklentidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Tarihce

Tarihi insanlik tarihi kadar geg¢mislere dayandigi bilinen en eski bulasici
hastalilardan biri olan tiiberkiiloz(TB) her yil milyonlarca insani tehdit etmekte,
tilkemizde ve diinyada 6nemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir.

Giliniimiizde AIDS ile birlikte benzer salgin segileyen tiibekiiloz, ge¢miste ¢igek,
veba gibi hastaliklarla birlikte birgok salginlara neden olmustur. HIV epidemisi ile
yeniden 6nem kazanan tiiberkiiloz epidemisinde bir diger 6nemli problemde ¢oklu ilag
direnci gosteren suslarin popiilasyondaki artigidir®,

Insanlarin mikobakterilerle ile ilk karsilasmasinin M.O. 8000 yillarinda yerlesik
topluluklarin sigirlar evcillestirmesiyle birlikte oldugu tahmin edilmektedir. M.O. 5000
yillarinda Almanya’da bulunan, insan iskeletlerinde asit ve alkole direngli basiller
saptanmg. Tiiberkiiloza ait deliller M.O. 4000-2400°1ii yillarda eski Misir’da Firavunlar
zamanindan kalma Thebes bolgesinde bulunan 85 mumyadan aliman organik
materyallerden ARB, PCR ve IS6110- RFLP ile ispatlanmis, spoligotipleme ile de sus
tayini yapilabilmistir. Ayrica yine bu donemlere ait bulunan insan iskeletlerinde
tiiberkiilozu diigiindiiren vertebra lezyonlar1 (Pott hastalig1) ve psoas apseleri goriilmesi,
sanat eserlerinde bulunan figiirlerde kemik lezyonlu hastalarin tanimlanmasi bu
dénemde tiibekiilozun yaygmligi gostermektedir®’.

M.O. 2700 yillarma ait eski Cin kaynaklarinda tiiberkiilozu diisiindiiren ifadeler
bulunmaktadir. En iyi tiiberkiiloz kaniti, M.S. 700’lii yillarda yasayan, sekiz yasindaki,
Inka erkek cocugu mumyasindan elde edilmistir. Mumyanin omurga grafisinde Pott
hastaligina ait bulgular saptanmis ve lezyon yaymalarinda aside direngli basiller
goriilmiistiir. Hipokrat (M.O. 460-377) hastalig1 anlatan, erime ve tilkenme anlamma
gelen “phtisis” terimini kullanmis ve eski Yunan literatiiriine tiibekiilozu yerlestirmistir.
M.S. 2. yiizyilda yasayan Galen ise 1000 yil degismeyecek tedavi Onerilerini ortaya
koymustur. Bu oneriler istirahat, oksiirtigiin kesilmesi, gégiis yakilari, venden kan alimi,
siilik uygulamasi, kusturucular, miishiller, kabarticti maddelerle ciltte yaralar

olusturmak seklinde 6zetlenebilmektedir.



Ronesans doneminde gozlem ve deneylerin artmasiyla tiiberkiiloz konusunda
yeni bilgiler ortaya c¢ikmistir. Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastalarin
otopsilerinde kaviter lezyonlarin bulundugunu bildirmistir. F. Sylivus (1614-1672) ise
tiiberkiillozdan o6len hastalarin akcigerlerinde kiigiik sert nodiillerin bulundugunu
gostererek bunlar “tiiberkiil” diye adlandirmistir. Eski Avrupa’da da son derece yaygin
olan tiiberkiiloz 15-17 yiizyillarinda Avrupa Toplumunun %25’ini enfekte ettigi
Litvanya’da toplanan kemik ve dis materyallerinde IS6110 RFLP yontemiyle MTK ’ine
ait bakteri varliginin kanitlanmasiyla ispatlanmistir. 17. ve 18. yiizyillarda sanayi
devrimi, fakirlik, yetersiz beslenme ve kalabalik yasam kosullarindan dolay1 bu sartlar
tiiberkiiloz salgimnin genislemesine neden olmustur. Bu durum hastaligin Ingiltere’den
tim bat1 tlkelerine yayilmasina yol agmis, bati Avrupalilar tim diinyaya yayildikca
tiiberkiiloz da yayginlik kazanmistir. 19.yy hastaligin kavranmasinda ¢ok oOnemli
gelismelere sahne olmustur: A. Willemin 1865 yilinda tiiberkiilozlu hastalarin
kavitelerinden almman materyali tavsanlara inokiile ederek tliberkiiloz gelistigini
gostermistir. Robert Koch 1882°de tiiberkiilozun M. tuberculosis basili ile olusan bir
infeksiyon oldugunu kanitlamistir®’.

[k senatoryumun 1854 yilinda Almanya’da agilmasiyla tiiberkiiloz tedavisinde
farkli bir yaklasim baslamistir. Kisa bir siire sonra tiim Avrupa’da ve ABD'de
yayginlasan bu uygulamada dag eteklerinde kurulan senatoryumlarda zengin bir diyet,
hafif egzersiz, 8-12 saat taze dag havasi ile temas saglaniyordu.Fakat hasta kadar Tb
basilininde oksijenden faydalanmasi senatoryumlarin tedavide etkisiz, hatta zararh
olabilecegi diisiincesiyle bu uygulamalardan vazgegilmistir®.

W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1sinlarimi  bulusu ile sanatoryumlar
bakteriyolojik ve fluoroskopik incelemelerin yapildig: tiiberkiiloz tedavi ve arastirma
merkezleri haline gelmistir. Yiizyillimizin basinda tiiberkiiloz tedavisine cerrahi kollaps
tedavileri eklenmistir. Yirminci yiizyilin ilk yarisinda tiiberkiiloz tedavisine egemen
olan sanatoryum ve kollaps tedavisi yaklasimi modern kemoterapinin basladigr 1950’li
yillardan itibaren giderek terk edilmistir®"’.

F. Seibert 1930’lu yillardan sonra old tiiberkiilini saflastirmis ve elde edilen
saflagtirllmis protein tirevi (PPD) ile tiiberkiiloz infeksiyonun varligi saptanmaya

baslanmigtir. Calmette ve Guerin isimli arastiricilar 1921 yilinda Fransa’da ilk



tiilberkiiloz asisin1 yani Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’1 gelistirdiler ve bu ags1 II.
Diinya Savasindan sonra tiim diinyada yaygin olarak kullanilmugtir'®'1%13.

Osmanli Imparatorlugu’nda 19. yiizyilin sonlarma dogru tiibekiiloz salgini
goriilmiistiir. 1.Diinya ve Balkan Savaslari’'ndaki yogun yoksulluk nedeniyle
Anadolu’ya yayilmaya baslayan hastalik, bu donemde en sik goriilen 6liim nedeni
olmus ve 1940’larin sonunda en yiiksek diizeyine ulagmstir' 14,

Tiiberkiiloz tarihinde 1940’larin ortasinda ABD’de streptomisinin ve Isveg’te
PAS’m bulunmasi ile yeni bir donem basladi. Ilaglarm tek basma kullanilmasindan
dolay1 bir ayda olusan direng gelisimi 6nce bliyiik hayal kiriklig1 yaratmis ancak bu
durum yeni ilag bulma ¢abalarina ivme kazandirmistir. INH’in 1952 yilinda Robizek ve
Selikof (ABD) tarafindan bulunmasindan sonra ii¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine
tedavinin uygulanarak tiiberkiiloz alt1 ayda tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir.
Daha sonra 1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966
yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur. Yetmisli yillara gelindiginde bat1 {ilkelerinde
tiiberkiiloz sorununun artik bittigi diistinliliiyordu. Ancak 1985 yilindan itibaren bu
tilkelerde tiiberkiiloz insidansinin ilk kez artmaya baglamasiyla hastaligin yeniden
ortaya ¢ikmasi saskinlik yaratmlstlrlo.

Kayitlarin yetersizligi nedeniyle 1950°li yillar dncesindeki durum hakkinda
yeterince veri yoktur. Bu iilkelerde DSO tarafindan 6nerilen ve erken tani, tedavi ve
asilamay1 Oneren tiiberkiilloz kontrol programlart 1960’lardan sonra uygulanmaya
baslanmistir. 1960 yilinda ¢ikan bir yasa ile verem savas dispanserleri kurulmugtur”'>".

Bat1 iilkelerinde 1970’lerde tiiberkiiloz hastaliginin kontrol altina alindigi
diistiniilerek kontrol programlar1 gevsetilmistir. Fakat HIV ile birlikte 1985 yilindan
itibaren TB insidansinda yeniden artiglar kaydedilmeye baslanmasi bu {ilkelerde
1960’lardan sonra uygulanmaya baslayan DSO tarafindan 6nerilen ve erken tani, tedavi
ve agilamayr Ooneren TB kontrol programlarinin, 1990’11 yillarda yetersiz oldugunu
gostermistir'>'.

Basaril1 bir tliberkiiloz kontrol programiyla birlikte bulaslarin 6nlenebilmesi ve
mortalitenin azaltilabilmesi i¢in tedavi basarisi ve direng gelisimi énemlidir. Bunlari

etkileyen iki 6nemli faktor; hasta uyumu ve ilag direncidir. Tiiberkiiloz kontroliinde

istenen basariy1 saglamak i¢in Diinya Saglik Orgiitii (DSO); Diinya niifusunun %55’ini



ve diinyadaki tiiberkiiloz vakalarini % 27’sini iceren 148 iilkede “dogrudan gozetimli

tedavi stratejisi (DGT-DOTS)” uygulamasini baslatmstir' .

2.2. Mikobakterilerin Ozellikleri

Mikobakteriler, =~ Mycobacteriaceae  ailesine  bagli tek genus olan
Mycobacteriumlar i¢inde bulunmaktadir. Guanin ve sitozin (G+C) (%62-70) oraninin
yiiksek olmasi ile mikolik asit iceren diger bakterilere, Nocardia (%60-69),Rhodococcus
(%59-69), ve Corynebacterium’lara (%51-59) benzerler.

Mikobakteriler katalaz aktifligi goOsteren, aerop, sporsuz, kapsiilsiiz, silindir
seklinde, hafif kivrik veya diizglin ¢omak seklinde kord olusturabilen, 0.3-0.6 pm
eninde, 1.0-10 pm boyunda ince basillerdir. Ureme ortammnin sartlarma ek olarak
basilin biiyiikligii ve sekli nedeniyle 12-18 saatte ikiye bdliinerek yavag iireme
gosterirler. Optimum iireme sartlar1 5-6 pH ve %5-10 CO,’dir.37°C {ireme i¢in uygun
bir sicaklik olmasina karsin bu sicaklik tiirden tiire degismektedir. Uygun sartlar altinda
10-15 giinde koloniler gbzle goriilmeye baslar. Basillerin birbirlerinden ayrilmayarak
olusturduklar1 bu yap1 kord faktor (serpentine cord) olarak adlandirilir.

Yavag iireyen tiirler pigment olusturma 6zelliklerine gore farkli gruplar altinda
toplanirlar; pigment olusturmayanlar(nonfotokromojenler), karanlik ve aydinlikta
pigment olusturanlar(skotokromojenler),karanlikta iirerken pigment olusturmayip, 1s13a
maruz kaldiklar1 zaman pigment olusturanlar(fotokromoj enler)'™"?,

Mikobakteriler gram (+) ya da (-) olarak siniflandirilamaz. %95 etil alkol ve %3
hidroklorik asit (asit- alkol) mikobakteri hari¢ bakterileri dekolarize eder. Dolayisi ile
“asit direngli basil’’ olarak adlandirilir. Bunun nedeni hiicre duvarindaki lipid diizeyinin
yiisek olmasidir. Lipid igerigi gram (+) bakterilerde %0,5, gram (-) bakterilerde %3
iken, mikobakterilerde %25 tir™°.

Hiicre duvarlarinin hidrofobik lipidlerce zengin olmasindan dolay1r gram
bakterileri boyamada kullanilan anilin boyalarin gegisine izin vermedigi i¢in Gram
boyama yontemi ile boyanamazlar. Gram boyalarin hiicre duvarindan gecebilmesi
ancak fenol veya 1s1 ile birlikte fenol uygulanmasi ile miimkiindiir( Kinyoun veya
Ehrlich-  Ziehl-Neelsen (EZN) yontemleri ile). Hiicreye giren boyanin
dekolorizasyonunda tek basina alkol kullanimi yetersiz olup %3’liik asit-alkol

uygulanir, bu uygulamaya ragmen ilk boya hiicre duvarinda kalir. Ciinkii mikobakteriler



aside direnglilik gosterirler ve bu 6zelliklerinden dolay1 aside direngli bakteriler(ARB)
olarak da adlandirilirlar'®*'2?,

Kinyoun veya EZN boyama yonteminde dekolorizasyondan sonra zit boya
olarak metilen mavisi kullanilir ve mikroskop incelemesinde tiiberkiiloz basilleri mavi

zeminde kirmizi comaklar seklinde gbriiliir, zincirler veya demetler olusturabilirler™=*,

2.2.1. Mikobakterilerin Hiicre Yapisi

Mikobakteriler sitoplazma, plazma zar1 ve bolca lipid i¢eren hiicre duvarindan
olugmuslardir. Sitoplazmada bulunan bir kromozom cekirdek zar ile ¢evrili degildir. Bu
ylizden prokaryotturlar. Plazma zarina ait lipid yapis1 tam bilinmemekle, kardiolipin,
fosfatidiletanolamin ve monofosfoinositollerin bulundugu gosterilmistir®.

M.tuberculosis’in hiicre duvari bilinen hiicre duvarlar1 arasinda en kompleks
yapiya sahip olanidir. Bu yapilanma {i¢ tabakdan olusmaktadir; Plazma zar1 {izerindeki
i¢ tabaka peptidoglikandan (miirein) olusmustur. Bu tabaka kisa peptid zincirleri, ¢apraz
baglarla baglanan polisakkarit zincirlerinden olusur ve hiicrenin sertligini saglar.
Peptidoglikanin iizerinde bulunan ikinci yap1 arabinogalaktan tabakasi olup hiicre
duvar kitlesinin %35'ini olusturur ve peptidoglikan tabakasina fosfodiester baglartyla
baglidir. Arabinogalaktanlarin yan zincirlerine mikolik asitler baglanmistir. Bu asitler
hiicre duvar1 kalinligindan ve biiyilk oranda da hiicrenin aside direngli olmasindan
sorumludur. Kord faktorii olugsmasi bu mikolik asitlerin, trehaloz gibi bir sekerlere
baglanmasiyla olusur. Dis tabaka ise bir grup hetorojen peptidoglikolipidler veya
fenolik glikolipidden meydana gelmistir ve mikozidler olarak adlandirilirlar(Sekill).
Hiicre duvart agirhiginin %60°1m1  olusturan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli yag

asitleridir?"?%%*,
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Sekil 1. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi'®

2.3. Mikobakterilerin Simiflandirilmasi
Mikobacteriyum cinsi, Eubacteria iist aleminin, Firmicutes boliimiiniin,

Actinomycetes sinifinin, Micobacteria takimindan, Mycobacteriaceae ailesine dahil bu

ailedeki tek cinstir?>?72%°,

Alem: Prokaryot
Boliim: Firmicutes
Smif: Actinobacteria
Takim: Actinomycetales
Aile: Mycobacteriaceae
Cins: Mycobacterium

Tiir: Mycobacterium tuberculosis



Bakteriyolojik 6zellik ve DNA benzerlikleri yonlerinden dolayr yakin iligkili
tirlere ‘kompleks’ adi verilir ve M.tuberculosis kompleks olarak tanimlanir.
M.tuberculosis kompleks i¢inde bulunan tiirler M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis’in
alttiirii olan M. bovis BCG, M.africanum, M. microti’dir. Bu grubun disinda kalan tiirler
ise, Mycobacteria other than tuberculosis®MOTT) olarak adlandiriimigtir®’5%.

MOTT igerisinde bulunan tiirler ise M.fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M.
gordonae, M. marinum, M. kansasii, M. smegmatis ve M. avium complex’dir.
M.tuberculosis kompleks dist mikobakterilerin neminin anlasilmasiyla bu tiirlere olan
ilgi artmugtir’.

Mikobakterilerin siniflandirilmasinda 1950’lerin sonlarina dogru Ernest Runyon,
M. tuberculosis disindaki MOTT (Mycobacterium Other Than Tuberculosis) tiirlerini
tireme hizlari, pigment iiretimleri ve koloni morfolojilerini temel alarak fotokromojen,
skotokromojen, nonfotokromojen ve hizli lireyenler olarak Tablo1’de gosterilen dort
gruba ayirmistir. 1987°de Woods ve Washington bu siniflandirmayi eksik bulmus ve M.
tuberculosis’i de igerisine alan klinikle uyumlu Tablo2’de verilen siniflandirmay1

6nermislerdir’>*>.



Tablo1.Runyon Simflandirmasi™

Mycobacterium

Klinik belirti

Pigmentasyon

Ureme

Siniflandirilmayan

WM. tuberculosis
WM. ulcerans
M. bovis

WM. leprae

Runyon Grup 1

M. marinum
M. kansasii

M.simiae

Genelde patojen

fotokromojen

yavag

Runyon Grup 2

\M.scrofulaceum

Nadir patojen

skotokromojen

Yyava§g

\M.gordonae
\M . xenopi

Runyon Grup 3

\M.avium intracellulare

Firsat¢1 patojen

nonkromojen

yavas

\M.avium

\M.haemophilum

Runyon Grup 4

M. fortuitum
M. chelonae

\M.abcessus

Nadir patojen

nonkromojen

Hizl
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Tablo2. Woods ve Washington simflandirmasr®

Klinik 6nemi olan

M. tuberculosis kompleks

M. tuberculosis

mikobakteriler M. bovis (M. bovis BCG) M. africanum
M. microti M. canetti
insanda potansiyel patojen | M .avium-intracellulare kompleks M. xenopi
olan mikobakteriler M. fortuitum-chelonae kompleks M. kansasii
M. scrofloceum M. szulgari
M. malmoense M. simiae

M. genavense
M. haemophilum

M. celatum

M. marinum

M. ulcerans

insanda nadiren hastalik

yapan saprofitik tiirler

Yavas iireyenler

M. gordonae

M. asiaticum

M.terrae-triviale komp.

M. shimoidei
M. gastri
M. nonchromogenicum

M. paratuberculosis

Orta hizda
Ureyenler

M. flavescens

Hizh iireyenler

M. thermoresistible
M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum kompleks

Brosh ve arkadaglar1 (2002) ortak atadan koken alan mikobakterilerin

evrimlerini genomlarindaki 10 adet restriksiyon ile kaybedilmis “farklilagma bolgeleri”

(RD’s) olarak adlandirilan gen bolgeleri ile tek niikleotid polimorfizminin (SNP’s)

belirledigini ileri siirmiisler ve filogenetik olusumu Sekil 1’de verildigi gibi

gostermislerdir.
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Sekil 2. M. tuberculosis kompleks tiirleri arasindaki filogenetik iligki**

2.3.1. M. tuberculosis Kompleks (MTK)

MTK, M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG, M.africanum, M.microti,
M.canettii, M.pinnipedii ve M. caprae tiirlerinden olusur. Insanlar1 ve hayvanlar
kapsayan patojenite gdsterdigi genis bir konak yelpazesi vardir. Ureme hizi, koloni
morfolojisi gibi bir takim fenotipik 6zellikler ve DNA fingerprint teknikleri kullanilarak

farkl tiyelere ayrilmistir®”.

2.3.1.1. Mycobacterium tuberculosis

Koch tarafindan 1882 yilinda bulunmustur. insan tiiberkiilozunun en yaygin
etkenidir ve damlacik yoluyla yayilir. M.tuberculosis bakterileri makrofajlar i¢inde
yasamlarim siirdiiriir, ¢gogalir ve stabilitesini de burada korur. M. tuberculosis TbD1

delesyonu ile atasal sustan ayrilmistir. Atasal susa en yakin sus M. canettii’dir. RD ve
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TbD1 bolgeleri tamdir. M. tuberculosis’in esas konagi insandir. Kat1 besiyerlerinde
aerop ortamda, 37°C’de 2-4 haftada iirer. M. tuberculosis pigment olusturmayan, sivi
besiyerinde kord faktdr olusturan, niasin pozitif, nitratlar1 nitritlere indirgeyebilen,
tiyofen-2-karboksilik asid hidrazid (TCH)’de iireyebilen, katalaz testi pozitif (INH
direngli tiirler disinda) ve 68 0C’de bu 6zelligini yitirmekle birlikte p-nitro-asetilamino-
hidroksi propiyofenon (NAP) icerir. Kat1 besiyerinde R tipi koloni olusturarak iirer.
Pirazinamidaz aktivitesi pozitiftir. M.tuberculosis tiirii icerisinde PE, PPE ve 6zellikle
SNP’s ile farklilagmis, genetik olarak homojen yapi gosteren, bazi insan gruplari

arasinda, filocografik ve epidemiyolojik olarak ayrilan alt tiir suslart bulunmaktadir.

2.3.1.2. M. bovis ve M. bovis BCG

M. bovis esas olarak sigir tiiberkiiloz nedenidir. Genellikle yabani ve evcil
hayvanlar ile insanlarda enfeksiyona yol acar. Bulasta siklikla siit {iriinleri rol alir.
Bundan dolay1 baglangi¢ lezyonu AC’den ¢ok servikal ve intestinal lenf nodiillerinde
meydana gelir. Pastorize siit kullanimi ve tiiberkiilin reaksiyonu gosteren sigirlarin
kesilmesi nedeni ile Amerika’da M. bovis tiirlerine baglh infeksiyonlar nadirdir. M.
tuberculosis enfeksiyonuyla benzer klinik 6zellik gosterir. M. bovis BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) susu, M. bovis sokak susunun in-vitro sartlarda 230 defa pasajlanarak
atenuasyonu ile elde edilmistir. M. bovis kat1 ve siv1 besiyerlerinde, aerob sartlarda 6-8
haftada tiretilir. Kat1 besiyerinde R veya S koloni yapar. Cogunlukla niasin reaksiyonu
vermez. Nitratlar1 nitrite indirgemez. T2H’ya duyarhdir, pirazinamidaz aktivitesi

yoktur. Gliglii katalaz aktivitesi gosterir. Besiyerine piruvat eklenmesi tiremesini artirir.

2.3.1.3. Mycobacterium africanum

Insan TB etkeni bu heterojen grup ilk olarak 1968 yilinda Afrika'da Senegalli bir
hastadan izole edilmistir. M. africanum fenotipik O6zellikleri dikkate alinarak M.
tuberculosis ve M. bovis arasina yerlestirilmistir. M. africanum subtip I (Bat1 Afrika) ve
subtip II (Dogu Afrika) olmak iizere ikiye boliinmiistiir. M. africanum subtip 11 M.
tuberculosis’ in alt dali olarak kabul edilmistir. Bati Afrika M. africanum iki dala
(lineage) ayrilmistir. Lineage 1’de RD711 bolgesi, lineage 2°de ise RD7, RDS, RD9Y,
RD10, RD701 ve RD702 boélgeleri delesyona ugramistir. Bu iki dal neredeyse Bati
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Afrika'daki tiiberkiiloz olgularmin yarisindan sorumludur. M. africanum insan konakli
patojendir, M. tuberculosis den daha diisiik oranda izole edilir. Bu durum cografi
simirliliga veya laboratuar klasifikasyon eksikligine bagl olabilir. Misir mumyalarinda
M. africanum ve M. tuberculosis DNA izole edilmistir fakat giiniimiizde M. africanum
Bat1 Afrika disinda nadiren izole edilmektedir. Diinyanin bir¢ok iilkesine biiylik goclere
ragmen M. africanum’™un yayilim gostermemesi, M. africanum’un Bati Afrika'ya
spesifik olarak yerlestigini gostermektedir. Mikroaerofilik ortamda iyi iirerler. Nitrati

indirgeyemezler. T2H varliginda tireyemezler. Pirazinamidaz aktiviteleri pozitiftir.

2.3.1.4. Mycobacterium microti

M.microti Wells tarafindan 1937 yilinda tarla farelerinde kesfedilmistir.
Ozellikle kiiciik kemirgenlerde bulunur, ancak kedilerde, domuzlar ve lamalarda
enfeksiyon olusturdugu gézlenmistir. M. microti giftlik ve ev hayvanlarinda enfeksiyon
olusturmaktadir. Insanlarda patojen olmadig1 bilinen M. microti’ nin son zamanlarda
cok nadir de olsa insanlarda enfeksiyonu bildirilmistir. Insandan insana bulas ihtimali
de oldukga diisiiktiir. Geleneksel yumurtali kat1 besiyerinde zayif iireme gosterirler. Sivi
kiiltiir tekniklerinde daha hizli ve bol miktarda iirerler. Fenotipik yoOntemlerle M.
tuberculosis, M. africanum veya M. bovis’ den ayirimi zordur. M. microti suslan diger
MTK suslarinda gozlenenden farkli karakteristik IS6110 bant profili ve spoligotyping
paterni gostermektedir. Lama-tipi ve sigan-tipi olmak iizere iki Spoligotyping profili
bulunmaktadir ve her iki tip de insan enfeksiyonlart olusturabilir.
Hem immunkompetan hem de immunsupresif hastalarda infeksiyon olusturabilir.

Ehrlich Ziehl Nieelsen (EZN) boyamasinda ay ¢oregi goriintiisii tipiktir.

2.3.1.5. Mycobacterium canettii

M. canettii ilk olarak 1969 yilinda Fransiz bir ciftciden Canetti tarafindan izole
edilmistir. M. canettii neden oldugu bilinen tiim TB olgularin Afrika boynuzu ile
baglantili oldugu goriilmiistiir. M. tuberculosis’in olduk¢a nadir goriilen varyantidir.
M.canettii izolatlan1 diizgiin, yuvarlak ve parlak goriiniimlii kolonileri bulunur. Diger
mikobakteriler ile ayn1 16S rRNA dizilerine sahiptir. M. canettii suslar1 arasinda house-

keeping gen polimorfizmi, IS1081 kopya sayisi, koloni morfolojisi, hiicre duvarinin
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lipid icerigi gibi bir¢ok acidan farkliliklar tespit edilmistir. Diizgiin koloni fenotipi stabil
degildir, diizensiz koloni morfolojisine doniisebilir.

Delesyon incelemesi sonucunda RD, RVD ve TbD1 bdlgelerinin M. canettii
genomunda korundugu goriilmiistiir. Bu bulgu M. canettii’nin RD, RVD ve TbDl1
olusmadan 6nce MTK’nin ortak atasindan ayrilmis oldugunu one siirmektedir. Bu
hipotez M. canettii’ nin Direct Repeat bolgelerinde 26 unique spacer dizilim tagimasi ve
diger MTK iiyelerinin hi¢birinde bu uzunlukta spacer bdlgenin bulunmamasi ile

desteklenmektedir.

2.3.1.6. Mycobacterium pinnipedii

Bu mikroorganizma ilk olarak Avustralya denizaslanlar1 ve fok baliklarinda
gozlenen tiiberkiiloz vakalarindan izole edilmistir. Daha sonra Giiney Amerika'da aym
hayvanlardan ele ge¢mistir. Fok baliklarindan izole edilen suglar sodyum piruvat igeren
besiyerinde lireme gostermistir. Ziehl-Neelsen boyamada gevsek kord formasyonu ve

pirazinamid duyarlilig ile M. bovis den farklilik gostermektedir.

2.3.1.7. Mycobacterium caprae

M. caprae ilk olarak Ispanya’da kegilerden izole edilmisti. MTK’nin diger
tiyelerinden farkliliklar g@sterir. Pirazinamid duyarliligi gibi biyokimyasal ve
epidemiyolojik o6zellikleri disinda gen (pncA, oxyR, katG ve gyrA) polimorfizm

kombinasyonlari ile MTK nin siradist bir tiyesidir*®.

2.4. Antijenik Yapi ve Virulans Faktorleri

M.tuberculosis’in sahip oldugu graniilom olusturulma, makrofaj aktivasyonu,
immiino siipresyon, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi degisik
ozellik ve etkileri bulunan proteinler, lipidler ve polisakkaritler immiinojenik 6zellik

gdstermektedir’’.
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2.4.1. Mikobakteriyel proteinler

2.4.1.1. Old Tuberkiilin (OT)
Onceleri interdermal cilt testlerinde kullanilan, ilk kez Koch tarafindan elde
edilmis tliberkiiloz basillerinin kiiltiir ekstrakt1 olarak bilinen OT, sadece mikobakteriyel
proteinler icermemesi nedeniyle safalstirilmasina gerek duyulmus ve PPD’nin

gelisimine olanak saglamistir®"’,

2.4.1.2. Saflagtirilmis protein derivesi(Purified Protein Derivative-PPD)

[lk kez Seibert ve Glenn tarafindan tamimlanan, OT’ye kollodyon
membranlardan siizdiirme ve amonyum siilfatla ¢oktiiriilme gibi islemler uygulandiktan
sonra elde edilmis daha saf bir iiriindiir. Diger mikobakterilerle capraz reaksiyon
vermesi ve tamamen saflastirilamamasi gibi dezavantajlarina ragmen immiinodiagnostik
onemi hala mevcuttur. DSO tarafindan kullamimi kabul edilen deri test maddesidir
ancak PPD testi kisinin aktif tiiberkiilozlu olup olmadigindan cok tiiberkiiloz bakterileri

ile karslasip karsilasmadigint gosterir™*"*,

2.4.1.3. Is1 Sok Proteinleri-HspX (65Kda, 38 Kda, 12 Kda)
Saperon benzeri proteinler olup konagin Thl cevap olusturmasi ve koruyucu
immunite gelistirmesini saglar. Farkli ¢esitleri olup tuberkuloz basilinin dormant fazda

hayatta kalmasi, apoptozdan korunmasini saglar’’~.

2.4.1.4. 65 kDa Protein
Saflastirilmis proteinler arasinda en ilgi ¢eken antijendir. Is1 sok proteinlerine
cok benzer 6zellik gosterip yiikse derecede immunojeniktir. Konak hiicrede salindigi
zaman kazeifikasyon nekrozu ve otoimmiin reaksiyonlara yol agtigt ve ayrica bu

antijene kars1 olusan antikorlar ve duyarli T hiicrelerinin varoldugu gosterilmistir’.

2.4.1.5. 19 kDa Lipoprotein
Hiicre duvart proteinidir. MHC-I’in antijen baglantisint ve nitrojen ara
tirtinlerinin iiretimini inhibe etme gibi islevlerinin yani sira tiimor nekrozis faktor alfa

(TNF-a) ve IL-12 sentezini azaltmaktadir. IL-12 sentezinin azalmasi T lenfosit
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aktivasyonunu inhibe eder. Buna ek olarak interferon gama (INFy) sentezini kodlayan

genleri ve makrofajlarin INFy reseptoriinii inhibe eder™.

2.6.1.6. ESAT-6 (Early secretory antigenic target) ve CFP-10 (Culture

filtrat protein)
ESAT-6 RDI1 bolgesinden kodlanmaktadir. T hiicreleri iiretimi ve INFy
salimmmint indiikler. Bu proteinlere karsi olusan INF cevabini, T hiicre sayisini

gostererek in vitro lgebilen kitler yapilmustir*'.

2.4.2. Mikobakteriyel Lipidler

2.4.2.1. Lipoarabinomannan
M. tuberculosis’in hiicre duvar yapisinda bulunan lipoarabinomannan (LAM)
konagin tirozin fosfatin1 etkinlestirir. Eger 6lii M. tuberculosis’in fagositozu sirasinda
TK araciligi ile sfingozin kinaz etkinlesirse, LAM aracilig1 ile tirozin fosfat uyarilarak

sfingozin kinazin durdurulmasia neden olmaktadir®.

2.4.2.2. WaxD

Freud’s adjuvaninin etkisini arttiran, peptidoglikolipid yapisindadir®.

2.4.2.3.Trehaloz-6,6 Dimikolat(Kord Faktor)

Tiiberkiiloz basillerinin kiime olusturmasii sagladigi i¢in ayni zamanda kord
faktorii olarakta bilinen 6nemli bir virulans faktoriidiir. Alternatif kompleman yolunu
aktive etme, polimorfniikleer 16kosit gbciinii engelleme gibi 6zelliklerinin yani sira
graniilom olusumundada rol oynar. Konak hiicre mitokondri membranina tutunarak

solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasara yol agar*™*.

2.4.2.4.Siilfolipidler (Siilfatidler)
Igeriginde siilfiir bulunan glikolipidlerdir. Makrofajlarda meydana gelen
fagozom-lizozom flizyonunu engeller, bakteriyi lizozom enzimlerinden korur ve kord

faktodriiniin toksik etkisini arttirir*>*.
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2.4.2.5. Fosfatidil Inozitol Mannozid (PTM)
Capraz koruyucu immiinitede rolii oldugu diisiiniilen, lipid yapida olup esasen

hapten 6zellige sahiptir*>*.

2.4.3. Mikobakteriyel Enzimler

MTB enfeksiyonlarinda ve bakterinin ¢ogalma siirecinde metabolizmasinin
ihtiyac duydugu karbonhidratlar, aminoasitler, piirin-pirimidinler ve eser elementler gibi
esansiyel metabolitler ve kofaktorleri iiredigi ortamdan saglar. Ayrica makrofajlardaki
oksidatif strese karsi korunmak iizere antioksidan enzimler {iretirler. Mutasyon
caligmalar1 bu enzimlerin enfeksiyonun siirekliligi ve virulans i¢in gerekliligini ortaya
koymustur. Bu enzimlerden en 6nemlileri; izositrat liyaz (Icl), lipaz/esteraz (LipF), agil-
CoA sentaz (FadD33) ve fosfolipaz C gibi lipid metabolizmasi ile iliskili enzimler,
isopropilmalat izomeraz (LeuD), antranilat fosforibozil transferaz (TrpD), pyrolin-5-
karboksilat rediiktaz (ProC) ve 1-fosforibozil aminoimidazol-siiksinokarboksamid
sentaz (PurC) gibi aminoasit ve pirolin sentezinde rol oynayan enzimler, Nitrat rediiktaz
(NarG), katalaz-peroksidaz (KatG), alkil hidroperoksid rediiktaz (AhpC), demir ile
giiclendirilmis siiperoksit dismutaz (SodA) ve Cu, Zn ile giiglendirilmis siiperoksit

dismutaz (SodC) gibi solunum enzimleri ile metal transferazlardir*.

2.4.4. Transkrip Regiilatorleri

Gen transkripsiyonunu regiile etmek amaci ile bulunan regiilatorler,
mikroorganizmanin bulundugu ortamdaki sartlar1 diizenler. Bagka patojenler gibi
M.tuberculosis’te de goriiliir. Radikal degismeleri diizenleyen bu genlerin housekeeping
genlerin ekspresyonunu diizenleyen sigma A, insanda latent enfeksiyonlarin
olusumunda metabolizmay1 bazal diizeye tasiyan Sigma F, dis ortamdaki 1s1 artis1 veya
dezenfektanlarin varligini algilayarak gen diizenlemeleri yapan sigma E, oksidatif strese
cevap olarak ekspresyonu artan sigma H gibi sigma gibi ¢esitleri vardir. Bunlarla
birlikte virulans genlerinde ekspresyonun diizenlendigi ve makrofajlar igerisinde
cogalma ile iliskili cevap regiilatorlerinin ve baska transkripsiyonel regiilatorlerin
virulans1 ile iligkili olduklar1 yine mutasyon ve atenuasyon bazli c¢alismalarla

gosterilmistir®.

18



2.5. Patogenez, Patoloji ve Klinik Tablo

2.5.1. Klinik Tablolar

Tiiberkiilozda semptomlar sinsi bir baglangic gosterir. Primer tliberkiilozda
gelisen primer lezyon ve hiler adenopati genellikle semptom ve bulgu olusturmaz. En
sik goriilen semptomlar ates, Oksiiriikk, kilo kaybi ve gece terlemesidir. Ancak bu
semptomlar daha cok biiyiikk cocuk erigkinlerde goriiliir. Kii¢iik ¢ocuklarda ise
4haftadan daha uzun siiren kilo alamama, 2-3 ay ve daha uzun siiren kuvvet kayb,
terleme, Oksiiriik, wheezing, bir haftadan daha uzun siiren agiklanamayan ates ve
effiizyon bulgular1 goriilebilir. Asir1 duyarlilik reaksiyonu nedeni ile enfeksiyonunun 3-
8. haftalarinda eritema nodozum goriilebilir. Sekonder tiiberkiilozda ise en sik goriilen
semptomlar; istahsizlik, yorgunluk, kilo kaybi, 6gleden sonralari c¢ikan ates, gece
terlemeleridir. Bu semptomlar yavas gelisir, hasta tarafindan iyi tolere edilir ve
genellikle 6onemsenmez. Solunum sistemi ile ilgili semptomlar hastaligin ilerledigini
gosterir. En sik goriilen semptom Okstiriiktiir. 3 haftadan uzun siiren oksiirik ve
hemoptizisi olan hastalarda tiiberkiilozdan kuskulanmali ve tiiberkiiloz arastirmalidir.
Gogis agrist genellikle parietal plevra tutulumu sonucu; spontan pnomotoraks nedeni
ile bazen Okstiriige bagli kas zorlanmasi, bazen de kosta kiriklar1 nedeni ile gelisebilir.
Yaygin akciger parankimi tutuldugunda dispne gelisebilir. Tiberkiiloza 6zgili fizik
muayene bulgusu yoktur. Bu hastalar soluk ve hasta goriiniimde, kilo kaybi nedeni ile
zayiftirlar. Plevral kalinlasma veya plorezi varsa matite ve yerel titresimde azalma tespit
edilebilir. Kiiciik hava yollarinda gelisen kalici yapisal bozukluk nedeni ile ape
lezyonlarda konsolidasyona bagli bronsial ses duyulabilir. Yerel tiiberkiiloz bronsiti
veya bliylimiis lenf bezinin bronglara basisi nedeni ile yerel wheezing duyulabilir.

Yaygin lezyon varliginda comak parmak gelisebilir’’.

2.5.1.1. Primer Tiiberkiiloz
Bulagstiric1 6zellkte balgam yaymasi pozitif tiiberkiilozlu hasta ile karsilasan
M.tuberculosis ile daha 6nce karsilasmamis PPD negatif bireylerin %30’unda klinik ve
radyolojik bulgu olmamasina ramen PPD pozitiflesir. Alveollere ulasan damlaciklar ile
taginan M. tuberculosis, konagin ilk savunma mekanizmasini yenerek hayatta kalir ise;

akciger parankiminde pnomoni odagi (Ghon odagi), komsu hiler lenf bezinde
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graniilomatdz inflamasyon ve bu iki olusum arasindaki lenfanjit ile karakterize primer
kompleksin (Ranke kompleksi) meydana gelmesine neden olur. Primer infeksiyon da
denilen bu siire¢ hiicresel immiin yanit gelisimiyle durdurulur ise, hastalik olusmadan
olay sonlanir. Eger konagimn immiin yaniti1 yetersiz kalirsa primer odak ve ilgili lenf
bezindeki inflamasyon ilerler, primer tiiberkiilloz meydana gelir. Bakteriler immiin
sistem hiicreleri tarafindan tamamen yok edilemeyip yillarca canliligin1 koruyarak

sessiz (dormant) kalirlar®.

2.5.1.2. Miliyer Tiiberkiiloz
Primer infeksiyon sirasinda kazedz bir odagin damara acgilmasi veya erken
hematojen yayilimi sirasinda damarlara yerlesen basillerin kana karigmast milier
tiiberkiilozun gelismesine neden olur. 0 ile 4 yas arasindaki ¢ocuklarda immiin sistem

zay1flig1 nedeni ile primer infeksiyonun erken komplikasyonu olarak goriilebilir™.

2.5.1.3. Sekonder Tiiberkiiloz
Primer enfeksiyon sonrasi latent halde kalan basillerin ¢ogalmaya baslamasi ile

sekonder tiiberkiiloz geligir™.

2.5.1.3.1. Endojen Reaktivasyon
Primer enfeksiyon sirasinda akcigerin apikal-subapikal boélgelerine yerlesen
(Simon odag1) ve latent halde kalan basillerin hayatin herhangi bir doneminde hiicresel
immiin yanitta meydana gelen supresyon nedeniyle aktif hale ge¢mesi ile meydana
gelir™>?.
2.5.1.3.2. Ekzojen Reinfeksiyon
Onceden primer enfeksiyon gegirmis bireyin, basil yayan aktif tiibekiilozlu bir

hastadan ¢ok sayida viriilan basil almasi ile meydana gelir™***".

2.5.1.4. Ekstrapulmoner Tiiberkiiloz

Tiiberkiilozun akciger disinda ki odaklarda (plevra, perikard, kemik, bobrek,

. . . e e . . 46
genital, gastrointestinal, merkezi sinir sistemi) meydana gelmesi durumudur™.
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2.6. Konagin Savunma Mekanizmasi ve Immun Cevap

Tiiberkiiloz, ¢ok sayida antijene ve farkl viriilans faktorii iceren M.tuberculosis
basili ile birlikte konagin mononiiklear fagositleri ve T lenfositlerine bagli olarak
gelisen kronik graniilomat6z bir enfeksiyon hastaligi olarak tanimlanmaktadir.
Infeksiyon veya hastaligin olusup olusmamasi, konagin direnci ile basilin virulans
arasindaki dengeye baghdir. Tiiberkiiloza kars1 yanitta dogal ve kazanilmis immunite

48,49
rol oynamaktadir™™"".

2.6.1. Dogal Immun Cevap

M.tuberculosis basilleri alveollere ulastiginda dogal savunma yollartyla yok
edilebilir ya da ¢ogalip klinik goriinimler olustururlar. Konagin dogal savunmasinda
USY fiziksel engeli, fagositoz, inflamatuar hiicreler ve sitokinleri,mast hiicreleri

dentritik hiicreler rol oynamaktadir.

2.6.1.1. Makrofajlar

Alveollere ulasan basiller makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve burada
replikasyonlar1 ile metabolizma hizim1 diigiirerek latent hale gelirler. Fagositoz ¢esitli
reseptorler araciligi ile saglanir(CR1,CR3,CR4). CR3 yoklugunda insan makrofajlari ve
monositleri tarafindan basillerin fagositozu %70-80 azalir. Tiberkiiloza karsi konak
cevaplari(tablo3) ve buna karsilik mikobakterilerin fagositoza karst savunma

mekanizmalar1 bulunmaktadir(tablo4)**%.

Tablo3.Tiiberkiiloza karsi konak cevabinda makrofajlarmn rolii*®

1. Basilin makrofaj ylizeyine baglanmasi (kompleman reseptorleri:CR1,CR3, CR4;
mannoz reseptorleri; surfaktan protein reseptorleri; CD14; toplayici reseptorler)

2. Fagozom-lizozom birlesmesi

3. Basil iiremesinin 6nlenmesi(ROI ve RNI yapimi; apoptoz)

4. Diger bagisiklik hiicrelerinin toplanmasi ve bolgesel inflamasyon yaniti (sitokinlerin
etkisi: TNF-o, kemokinlerin etkisi:IL-8; antijen sunumu)
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Tablo4.Fagositoza karsi mikobakterilerin savunmasi®

. Fagozom-lizozom birlesmesinin dnlenmesi

. Fagolizozomdan sitoplazmaya kacis

. Lizozom igeriginin alkalizasyonu

. ROI’nin inhibisyonu(katalaz tiretimi ve kalin lipid duvar)

. INOS gen aktivasyonunun baskilanmast

. Lizozomal enzimlere diren¢(hiicre duvari yiiksek mol agirlikli lipidleri araciligiyla)
. Makrofajlarda CD1 ve Fas molekiil yapiminin baskilanmasi

. Makrofaj aktive edici molekiillerin yapiminin énlenmesi

. Metabolizma veya hiicre dongiisiinlin durdurulmasi

O 0 1N DN K W —

2.6.1.2. Notrofiller
Notrofiller kemokinlere kars1 verilen ilk cevapta rol oynamaktadir. Surfaktan
protein A (Spa-A) ya makrofaj tip II’lere ya da nétrofillere baglanarak basillerin alimini
saglar. Bununla birlikte notrofil aktivitesinde bozukluk olan bireylerde herhangi bir

tiiberkiiloz duyarliligina rastlanmamistir™.

2.6.2.Kazamlmis immun Cevap

2.6.2.1. Humoral immun Cevap
Tiiberkiioz basili hiicre i¢i patojen oldugu i¢in hiimoral immun cevap
eradikasyon zamaninda tek basina yeterli olamamaktadir. Infeksiyonun ilk
zamanlarinda antikorlar, opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin cevabinin
arttirilmasi, antikor bagimli sitotoksisite, artmis antijen sunumu sayesinde tiiberkiiloz

basilinin 6zellikle mukozal yolla alinmasim 6nleyebilmektedirler™’.

2.6.2.2. Hiicresel Inmun Cevap
M. tuberculosis uzun yillar lanent halde kalabilsede immiinitesi saglam olan

bireyler tiiberkiiloz enfeksiyonunu efektif bir sekilde kontrol altinda tutarlar’'.

2.6.2.2.1. Sitokinler
Sitokinler aktif bir sekilde immun cevabi kontrol ederler. Lokositlerin
migrasyonu ve graniilomatoziin baslamasi kemokin ve proinflamatuar sitokinlerle

gerceklesir. Enfekte makrofajlar IL-12 salgilayarak Th1 hiicrelerinden IFN-y salinimini
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saglamakla, IL-10 ve IL-4{in azalmasina neden olurlar**~’.

TNF-o ve IFN-y sinerjistik etkilidirler, makrofajlarin aktivasyonu ve
makrofajlardan INOS salmimi, reaktif nitrojen metabolitleri ve oksidatif molekiiller
olusturmasiyla mikobakteriyel infeksiyonu sinirlandirirlar. Genellikle patojen ve konak
arasindaki dengenin bozulma riski TNF-o seviyesinin diismesiyle artmaktadir. TNF-a
ayn1 zamanda kemokin reseptorlerinin ekspresyonunu ve kemokin saliimini da regiile

50,51
eder’ .

2.6.2.2.2.CD4+ Hiicreleri

CD4+ T hiicreleri tiiberkiiloz enfeksiyonun her asamasinda onemlidir. Lenf
diigiimlerinde CD4+ yardimci T lenfositlerle olgun dendritik hiicreler etkilestiginde
CD8+ sitotoksik T lenfositler de islevsel hale gelmektedirler. Makrofajlar ve dendritik
hiicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin MHC-II molekiilleriyle sundugu antijeni tantyan
CD4+ yardimcr T lenfositler, IFN-y ve cesitli sitokinler salarak makrofajlar1 aktive
ederler. Boylece aktif makrofajlarin icerdikleri basilleri 6ldiirme yetenekleri artar.
HIV(+) hastalarda azalmig CD4+ Thiicre sayist hastalarda tiiberkiiloz riski yliksek bir

ihtimaldir®'.

2.6.2.2.3.CD8+ T Hiicreleri
CD8+ T hiicreleride tiiberkiiloz immun cevabinda rol oynar.CD8+ T
hiicrelerinin sitokin iiretimi ve enfekte hiicrelerin lizisi ile bakteri 6liimiinii saglarlar.
Son zamanlarda yapilan caligmalar M.tuberculosis’in dogrudan CD8+ T hiicreleri ile

sldiigiinii gostermektedir™®.

2.7. Laboratuar Tam

Laboratuar tant yontemlerinin amaci uygun materyallerde mikobakterilerin
bulunup bulunmadigini gdstermektir. Uygun tan1 yonetemleriyle tiiberkiilozun kesin
tanis1 yapilip, Ornekte mikobakteri mevcut ise patojen ve patojen olmayan tiirleri
birbirinden ayirarak uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi yapilir.

Tiiberkuloz basili balgam(3giin ard arda), aclik mide suyu, BAL, biyopsi, idrar,
BOS, doku ve diger vuciit sivilarinda aranabilir. Laboratuara gelen 6rnekler normal

flora igerdikleri ve tasinma islemleri sirasinda kontaminasyon riski bulundugu igin,
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kontaminasyona neden olabilecek bakteri ve mantarlar1 elimine etmek amaci ile
dekontaminasyon islemi uygunlanir. Taginma uygun bir sekilde saglanmis ise steril
bolgelerden alinan drneklere (BOS) dekontaminasyon uygulamaya gerek yoktur.

En yaygin olarak kullanilan dekontaminasyon yontemi, N-asetil-L-sistein
%2NaOH(NALC-NaOH)yontemidir. NALC mukolitik etkigosterirken, NaOH ise

dekontaminasyon yapar.

2.7.1.Mikroskopi

Mikroskopik inceleme kolay, ucuz, sik kullanilan ve ayrim giicii yiiksek olan bir
yontemdir. Preparatlar materyalden direk hazirlanabidigi gibi, dekonataminasyon
isleminden sonra da santrifiij yapilarak (homojenizasyon) teksif hazirlanabilir. Hiicre
duvarlarinin yiiksek miktarda lipid i¢irmesi nedeniyle hidrofobik 6zellikte olup suda
erimeyen boyalarla boyanamazlar. Boyama islemin gergeklesmesi i¢in boyalarin fenol
gibi suda eriyebilen bir madde igerisinde ¢Ozlinmesi, preparat iistlinde uzun siire
tutlmas: ve 1sitilarak uygulanmasi gerekmektedir. Mikobakteriler %3’liikk asit alkole
direngli olduklart i¢in, renk giderme iglemi esnasinda aldiklar1 boyay1 birakmadiklar
icin ve zit boya olarak metilen mavisi kullanilir. Bu bakteriler i¢in baslica iki boyama
yontemi bulunmaktadir bunlar; karbol fiiksin (EZN ve Kinyoun) veya florokrom
(auramin-rhodamin)dir. Mikroskopi sirasinda 100X immersiyon objektifinde mavi
zemin iizerinde kirmizi gomaklar halinde goriiliirler™.

Degerlendirme yapilirken 300 mikroskop sahasi tarandiktan sonra hig¢ basil
goriilmezse negatif denmelidir. Alanlar taranirken 1-2 basil siipheli, 100 alanda 1-9
basil goriilmesi (+), 10 alanda 1-9 basil goriilmesi (++), her alanda 1-9 basil goriilmesi

(+++), her alanda 10 ve tizeri basil gériilmesi (++++) olarak yorumlanmahdir>.

2.7.2 Kiiltiir
Kiiltiir yontemleri tiiberkiiloz tanisinda altin standart olarak devam etmektedir.
Mikobakteriyel kiiltiir yontemleri kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri olmak tizere ikiye
ayrilmistir. Kati1 besiyerleri agar ver yumurta bazli iki ¢esiti bulunmaktadir. Petragani ve
American Trudeau Society gibi kat1 besiyerleri disinda glinlimiizde en yaygin kullanilan
kat1 besiyeri, Lowensterin-Jensen(LJ) dir. Igeriginde patates unu, gliserol, tuz, yumurta

bulunmasiyla kontaminasyonu engellerken ayni zamanda tiiberkiiloz bakterisi i¢in
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uygun tlireme sartlarimm saglar. En ¢ok tercih edilen agar bazli besiyerleri ise
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11°dir™,

S1v1 besiyerlerinin, MB Redox, BACTEC460TB, MGIT960, BACTEC900MB,
ESPII, MB/BacT ALERT 3D gibi gesitleri bulunmaktadir. MB Redox genellikle diisiik
kapasiteli laboratuarlarda tercih edilen manuel bir sistemdir. Mikobakterilerin
izolasyonu amaciyla modifiye Kirchner besiyeri kullanilir. igerisinde tetrazolium tuzu
bulunmas1 mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde ylizeylerinde biriken pembe-
kirmizi renklerinde formazona indirgenir. Ureme sonucu olusan renkli mikrokoloniler
makroskobik olarak goriiliir™.

BACTEC 460 TB radyometrik bir sistem olup yar1 otomatizedir ve bu sistemde
izolasyonun yani sira, M. tuberculosis kompleksi ile tliberkiiloz dis1 mikobakterilerin
(MOTT) ayrimi yapilabilmekte ve M. tuberculosis kompleksi suslarinin primer
antitiiberkiiloz ilaglara duyarlihgi calisiimaktadir. BACTEC 460 TB iclerinde '*C
isaretli palmitik asit iceren BACTEC 12B (M 7H12) ve BACTEC 13A (M 7HI13)
besiyerlerinden olusur. Mikobakterilerin palmitik asiti kullanmalari sonucu '*CO,
olugur. Bunun sonunda olusan iireme indeksi (GI), mikobakterileri tespit etmemizi
saglar. Sistemin dezavantajlart ise kontaminasyon fazlalig1, olusan kolonilerin
morfolojilerinin goriilememesi, pahali olmasi, rayoizotop atiklar ve enjektoriin yaygin
kullanimi sonucu olusan laboratuar kazalaridir™>>>.

MGIT960 sistemi modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri bulunan tiiplerden
olusur. Bu sistem temelde, tiipiin tabanindaki silikona gomiilii oksijene bilesik durumda
olan floresan veren indikator (fenetrolin rutenyum klorid pentahidrat), mikobakteri
tiipteki oksijeni kullandiginda bu indikat6riin 1s1ma yapmasina ve 1simaninda cihaz
tarafindan otomatik olarak okunmasina dayalidir™”.

BACTEC 9000 MB oksijen kullanimina duyarli floresan temelli otomatize bir
sistemdir™.

ESP II tam otomatize bir sistem olup, seliiloz, siinger ve M 7H9 siv1 besiyeri
iceren bir sistemdir. Sistem mikroorganizmalirn {iremesiyle meydana gelen gaz basinci
degisikligi 6l¢iimlerine gore degerlendirme yapar®'.

MB/BacT ALERT 3D besiyerinin tabaninda koloriimetrik bir sensor igeren ve
olusan CO, seviyesine gore ilreme degerlendirmesi yapan, bilgisayar destekli,

besiyerlerinin siirekli kontrol altinda tutuldugu tam otomatize bir sistemdir’>".
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2.7.3. M.tuberculosis Kompleksinin Identifikasyon
Hastalarin dogru tedavisi ve toplum saglig1 acisindan kiiltiir islemleri bittikten
sonra izole edilen mikobakteriler tiir diizeyinde tanimlanmalidir. Bu tanimlamalar i¢in

farkli yontemler ve bu yontemlerin ¢esitleri vardir.

2.7.3.1. Biyokimyasal yontemler
Mikobakterilerin gruplandirilmalar1 {ireme sicakliklari, lireme siireleri, koloni
morfolojileri, oksijen kullanimi ve pigment 6zelliklerine gore yapilir. Bunun sonucuna
gore farkli tiirler i¢in uygun olan biyokimyasal testler vardir. Bunlar niasin, nitrat
rediiksiyon, katalaz, pirazinamidaz, Tween 80 hidroliz, arilsiilfataz, {ireaz testleri ve
PNB(p-nitro benzoik asit) igeren besiyerinde iireme, TCH ile iiremenin inhibe edilmesi,
tellurit rediiksiyonu, NaCl tolerans deneyi ve krsital viyolesiz MacConkey agarda
{iremedir >,
2.7.3.2. BACTEC NAP Testi
MTK’nin {remesini inhibe eden fakat MOTT tiirlerine bir etkisi
bulunmamasiyla sinirli identifikasyon olanagi olusturan bir takim kimyasaln maddeler
kullanilmaktadir(p-nitrobenzoat,  hidroksilamin  hidrokloriir, NAP).Bu  kimyasal
maddelerden NAP, kloramfenikol sentezlendiginde ara iirlindiir. Genellikle BACTEC
460 TB sistemlerinda kullanilmaktadir.”*

2.7.3.3. Molekiiler Yontemler

Kiiltlirde iireyen mikobakterilerin hizli bir sekilde tiir diizeyinde tanimlanmalar1
icin diger yontemlerle birlikte molekiiler yontemlerin uygulanmasi daha kesin sonuglar
verecektir. Boylelikle hastaligin, daha patojen olan tiirlerin bulaslar1 ve yayilimlarinin
gozlemlenmesi, olgularin kaynagi ve laborauatlarda meydana gelen c¢apraz
kontaminasyonlar ile  reaktivasyon-reinfeksiyonun  farkim1  anlama  olanagi
saglamaktadir. 16S rRNA, 23S rRNA, Hsp65,16S-23S rRNA ara bolgesi, IS6110,
dogrudan tekrar(DR), mycobacterial interspersed repetetive units(MIRU) gibi gen
bolgeleri amplifikasyon yontemleri ile g¢ogaltilip, prop hibridizasyon, dizi analizi,
Microarray, RFLP, spoligotiplendirme, MIRU-VNTR gibi yontemlerin tek baslarina ve

¢esitli kombinasyonlariyla cins ve tiir diizeyinde identifikasyon yapilabilmektedir>.

26



2.7.3.3.1. 1S6110-PCR-RFLP(Restriction fragment length polymorphism)

M. tuberculosis 0 ile 25 arasinda kopya sayilarinda tekrarlayan yerlesim
dizilimi(IS) boélgeleri icerir. Bu yerlesim dizilimlerinin farkli cesitleri bulunmaktadir;
IS6110, IS8110, IS1547 ve IS-like’tir ve en yaygin kullanilan1 IS6110’dur. RFLP altin
standart olarak kabul edilmektedir. Burada DNA’da bulunan IS6110 bolgeleri Pvull
restriksiyon endoniikleazi ile kesilmekte, daha sonra DNA fragmentleri jel elektroforezi
ile ayrilir ve ardindan jelde bulunan DNA’lar southern blotting teknigi ile naylon
membrana tasinir. DNA membrana hibridize olduktan sonra IS6110 prob ve
kemiliiminesan kit aracilig1 ile goriiliir hale getirilir. Meydana gelen 1s1ma film iizerine
aktarilip yorumlamasi yapilir™”.

Yiiksek ayrim giiciine sahip olmasinin yani sira, yogun miktarda koloni ve DNA
ihtiyaci, uzun zaman almasi ve emek istemesi RFLP’nin dezavantajlaridir. Kopya sayisi
5 ve altinda olan suslarda yetersiz ayrim giicii bu yontemin spoligotiplendirme, MIRU-

VNTR ve SNPs yontemleriyle kombine edilerek avantaja doniistiiriilebilir™.

2.7.3.3.2. Spoligotyping(Spacer oligonucleotide typing)

MTK DR lokusu CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats-diizenli kiimelenmis spacer arasi kisa palindromik tekrarlar) ailesi tiyesidir™®.

Kromozomal DR lokusunda bulunan polimorfizmi gostermeye dayali bir
yontemdir. DR’leri hedef alan primerler kullanilarak bu lokuslarin arasindaki farkli
spacerlar (ayirict yerler) amplifiye edilmektedir. Aplikon, membranda bagli bulunan ve
DR’ler arasinda yerlesmis olan farkli spacer bolgelere karsilik gelen 43 g¢esit
oligoniikleotit probla hibridize edilmektedir. Spacerlarin varlig1 veya yoklugu dijital
ortamda gosterilir. Meydana gelen goriintii membranin {ist yiizeyinde kareler halindedir.
Spacerlar suslar arasinda farklilik gosterir ve suslar spoligotipleme patternleri sayesinde
ayirtedilmektedir. Basit, hizl1 ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bu yontem, IS6110°dan
sonra en yaygin olarak kullanilan metottur. IS6110’a goére avantaji diisiik kopya sayilt

suslarda ayrim giiciiniin yiiksek olmasidir’’ -
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2.7.3.3.3. MIRU-VNTR (Mycobacterial interspersed repetitive unit-
variable number of tandem repeat)

MIRU-VNTR yontemi degisik sayilarda sirali tekrarlar(variable numbers of
tandem repeats) iceren, M. tuberculosis tiplendirmesi i¢in efektif, spesivitesi yliksek ve
laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilirliginden dolay1 standardize edilmis hizli bir
yontemdir. M. tuberculosis genomunda 41 farkli degisebilen sirali tekrarlar (variable
tandem repeats) tanimlanmis ve bunlara mycobacterial interspersed repetitive units
(MIRUs) adi verilmistir. Bu lokuslart i¢ine alan komsu bdlgeleri taniyan primerler
kullanimiyla yapilan PCR sonucu sirali tekrarlarin sayisi ve bu sirali tekrarlarin her iki
yaninda yerlesmis olan DNA segmentlerinin biiytlikliiklerini belirlemektedir.

Bu metot ile sus tiplendirmede ilk 12 lokus MIRU-VNTR metodu kullanilmis ve
daha sonra 15 ve 24 lokustan olusan standart MIRU-VNTR formatlari gelistirilmistir.58

MTK ig¢in duyarl ve spesifik olan bu yontem IS6110 RFLP ve spoligotipleme
ile karsilastirildiginda, daha yiiksek miktarda ayirici profil olusturmaktadir. European
Union Concerted Action Meeting’e gore tiibekiiloz kontrolii ve epidemiyolojisi i¢in

yeni teknikler MIRU bazli metotlardir®”

2.7.4.Antimikrobiyel ilaclar

Prevalansin diisiik oldugu {ilkelerde, reenfeksiyondan c¢ok reaktivasyon
goriilmektedir. Bu sebepten ilagla korunma 6nemli bir faktordiir. Ilag verilerek PPD
negatif kisilerin primer korunmasi saglanarak, yeni basillerin PPD pozitifligine
ulagsmadan yok edilmesi amaglanir. Sekonder korumada ise, PPD pozitif olan bireylerin
ilagla korunmasi ve inaktif basillerin reaktivasyon riskinin 6nlenmesi amaglanir. Her iki
korunma yonteminde de amag latent durumdaki basillerin yok edilmesidir.Tedavide
primer olarak kullanilan ilaglar streptomisin, izoniazid, rifampisin, etambol ve

pirazinamiddir.

2.7.4.1.11a¢ Direnci

Tiiberkiiloz basiline kars1 az sayida etkili ila¢ bulundugundan direng gelisimi
onemli bir tehdit unsurudur. Ilaclara karsi farkli diren¢ mekanizmalar
olusmustur(tablo5). Izoniazid ve rifampine karsi olusan direng, ¢oklu ilag direnci

(MDR), sekonder ilaglardan en az birine diren¢ gelistirmesi de genis ilag direnci
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(XDR)olarak adlandirilmaktadir. Bu suglarda yayilim goriilmesi epidemiyoloji
acgisindan sorun olusturmaktadir.

M.tuberculosis’de  diger Dbakteriler gibi kendini antibiyotiklere karsi
korumaktadirlar. Primer ilaglara diren¢ gelistigi zaman etionamid, paraaminosalisilik
asit, kapreomisin, kanamisin, sikloserin, amikasin, siprofloksasin, ofloksasin, rifabutin
gibi sekonder ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.Ancak bu ilaglarda hem maddi hemde
toksisite agisindan dezavantajlidir.

Tiiberkiiloz basili bircok ilaca dogal direng gostermekte ve spontan
mutasyonlarla direng gelistirmektedir™.

Duyarlilik  testleri i¢in kullanilan konsantrasyonlar bulunmaktadir. Bu

konsantrasyonlardaki {ireme siirecine goére diren¢ varligi veya yoklugu tespit

edilir(Tablo6).

Tablo5.M.tuberculosis’de ilaglara direng olusturan genler ve mutasyon sikhig

ila¢ Etki Direnc Mutasyon
Mekanizmasi Geni Sikhigy(%)
RiF Transkripsiyon inhibisyonu rpoB 96-100
iNH Mikolik asit sentezinin inhib. katG 42-58
DNA lipid,karbonhidrat ve NAD inha 21-34
metabolizmasini etkiler kasA
ahpC 10-15
PZA Sitoplazmanin asidifikasyonu pncA 72-97
EMB Arabinogalaktan sentezinin inhib. embCAB 52-59
STR Protein sentezinin inhibisyonu rpsL 8-21
rrs 76
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Tablo6.M.tuberculosis’in direng él¢iimiinde kullamilan MGIT’larin son ila¢ konsantrasyonlari

Ilag¢ MGIT tiiplerindeki son konsantrasyon
Streptomisin 1.0png/ml
[zoniazid 0.1pg/ml
Rifampin 1.0png/ml
Etambutol 5.0 pg/ml
2.7.4.1.1.Streptomisin

Streptomisin diger aminoglikozid grubu antibiyotikler gibi S12 proteini ve
16SrRNA’ya etki ederek protein yapimimi inhibe eder. Diger bakterilerde
aminoglikozidlere diren¢ asetilasyon ile ilacin inaktive edilmesi yoluyla olurken,
M.tuberculosis tiriinde bu direng sekline rastlanmamistir. Streptomisine direngli
M.tuberculosis suslarinin %80’ ninde iki tiir mutasyon tespit edilmistir: Ribozomal S12
proteinini kodlayan rpsL geninde olusan nokta mutasyonu ve 16S rRNA’y1 kodlayan rrs
geninde olusan mutasyondur. Ribozomlardaki bu degisiklikler ilacin bakteriye

baglanmasini azaltarak dirence katkida bulunur®.

2.7.4.1.2. Isoniazid

Nikotinamid’den sentezlenmis olan isoniazidin etki mekanizmasinin DNA ve
RNA sentezini etkiledigi yoniindedir. Hizli ureyen basillere etkilidir. Oral yolla alinr.
1-2 saatte maksimum serum duzeyine erisir. Butun vucut sivilarima dagilir.
Karacigerden asetillenerek inaktive edilir. En sik gorulen yan etkisi hepatotoksisitedir.
Alkol alimu ile toksik etkisi artar. SGOT ve SGPT degerlerinde artisa yol acar. ikinci

onemli yan etkisi periferik noropatidir. Vitamin B6 ile antagonist etki gostermesi
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sonucu bu yan etki olusur ve gunluk 10 mg piridoksin (vitamin B6 ) alimi ile ortadan
kalkar®'.

Yiiksek diizey INH direnci (MIK >50pg/ml) olan klinik M.tuberculosis
izolatlarinda katalaz-peroksidaz aktivitesinde rol oynayan katG geninde missense

mutasyonlar, kiiciik delesyonlar ve insersiyonlar tespit edilmektedir®.

2.7.4.1.3. Rifampisin

Streptomyces mediterranaei’den elde edilen yari sentetik bir ilactir. RNA
sentezini bozarak etki gosterir. Devamli ureyen ve persister basillere etkilidir. Oral
yolla, ac karnina, tek doz olarak alinir. 2 saatte maksimum serum konsantrasyonuna
ulagir. Enterohepatik sikluse girdiginden etki suresi uzundur. Karacigerde
deasetilizasyona ugrar, vucut sivilarimi kirmiziya boyar. En onemli yan etkisi
hepatotoksisitedir. ~ Karacigerde mikrozomal enzimleri indiiklediginden oral
kontraseptifler, oral antikoagulanlar, digitoksin gibi ilaclarla etkilesime girer®'.

Rifampine direngli M.tuberculosis kokenlerinin %95’inden fazlasinda RNA
polimeraz enziminin beta altiinitesini kodlayan rpoB genin 507-533. kodonlari
arasindaki 81 baz ¢ifti (b¢) uvzunlugundaki “rifampin resistance determining region
(RRDR)” veya “hot spot” adi verilen bolgede “missense” mutasyonlarin, kiigiik

delesyon veya insersiyonlarm oldugu gésterilmistir®.

2.7.4.1.4. Etambutol
Sentetik bir antibiyotiktir. DNA sentezini yavaslatici etkisi vardir. Bakteriostatik
etkilidir. Oral yoldan tek doz seklinde alinir. Buyuk cogunlugu aktif sekilde bébrek yolu
ile atilir. En onemli yan etkisi optik norittir. ilacin kesilmesi ile geriler®'.
Etambutole direng gelistiren M.tuberculosis nin 6nemli bir bolimii EmbB

proteininde meydana gelen aminoasit degisikligi sonucu EMB’ye direng gelistirmistir®.

2.7.4.1.5. Pirazinamid
Bir on ilactir, pirazin-2-karboksilik asidin amid turevidir, aktif bileseni olan
pirazinoik asidi serbestlestirmek icin amid grubunun ayrilmasi gerekir. Etki

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Asit ortamda etkilidir. Yiyeceklerle emilimi
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azaldigindan yemekten yarim saat once alinmalidir. Yerine kullanilabilen
Morfozinamid ’in dozu pirazinamid dozunun 1,5-2 kat1 olarak hesaplanir. Onemli yan
etkileri hepatit, hiperurisemi, artralji, dokuntu, gastrointestinal rahatsizliktir.
Pirazinamidin kisa sureli rejimlerde dikkat ceken bir yonu ilaca duyarli TB de ilk iki

. .. . - - 1
aydan daha uzun sure verilmesinin ek bir yarar saglamadigidir®’.

2.8. Tiiberkiiloz Tedavisi
Glinlimiizde tiibekiiloz tedavisinde kullanilan ilaglar, birinci secenek(primer,

major)ve ikinci secenek (sekonder,minor) ilaglar olarak iki gruptan olugsmaktadir.

2.8.1. Birinci Secenek flaclar
Birinci  secenek ilaglar igerisine = streptomisin(SM), izoniazid(INH),
rifampisin(RIF), etambutol(EMB) ve pirazinamid(PZA) girmektedir. Gelismekte olan
ilkelerde kullanilan thioasetazone(T)da bu grup i¢indedegerlendirilebilir .
Her bir ilacin farkl bir etkisi bulundugu i¢in kombine seklinde alinmalar1 daha
cok etkili olmaktadir. Herhangi bir diren¢ gelismedigi siirece bu ilaglarin kullanimi

devam etmelidir.

2.8.2. ikinci Secenek ilaglar
Ikinci secenek ilaclar igerisine para-amino salisilik asit (PAS), amikasin,
ofloksasin, siprofloksasin, kanamisin,kapreomisin, etionamid, tiasetazon ve
sikloserinden olusmaktadir.Primer ilaglara gelisen bir direng s6z konusu oldugunda
sekonder ilaglar kullanilirlar.Bu grup ilaclar primer ilaclara goére daha az etkili

olmasinin yaninda daha toksik, daha pahali ve daha az tolere edilebilen ilaglardir®.

2.9.Epidemiyoloji
Son 10 yilda &liimlerin en énemli sebeplerinden olan tiiberkiiloz DSO verilerine
gore yilda 8.8 milyon yeni TB vakasi goriilmektedir.%80’den fazla vaka 15-49 yas
araligindaki bireylerdir. Kiiresel bir salgin oldugu halde diisiik sosyoekonominin oldugu
iilkeler TB’den daha fazla etiklenmekte ve yaklasik%98’1 oliimle sonuglanmaktadir.
Tiiberkiiloz ilaglarinin dogru kombinasyonlar1 ve hasta tarafindan diizenli kullanilmasi

durumunda, hastalik genellikle tedavi edilebilmektedir. Diinyadaki TB olgularinin
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%85’in1 Afrika ve Asya olusturmaktadir. Hindistan ve Cin ise tiim olgularin %35’ini
olusturmaktadir. Bu yiiksek insidansin bélgede goriilen HIV epidemisine bagl
olduguna inanilmaktadir. Diinyanin heryerinde TB inidans1 farkli boyutlardadir.(Sekil3)

Tiiberkiilozdan korunma ve etkin kontrol dnlemlerinin gelistirilmesi ve yiiksek
Olim oranlarindan dolayr kokenler arasindaki benzerligin arastirilmas: gereklidir.
Mikobakterilerin biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerinden yararlanilarak cins ve tiir
diizeyinde tanimlamalar1 yapilabilmektedir. Tiir diizeyinde tanimlama tiiberkiilozun
etiyolojisini aydinlatma bakimndan yeterli olabilmektedir®.

TB’nin tekrar diinyanin giindemine girmesinde etkili olan en 6énemli faktor ¢oklu
ilaca direncli suslarin oranindaki artigdir. Cin’in Beijing bolgesinden orjin aldig1 ve
daha sonra tiim diinyaya yayildigi tahmin edilen Beijing-W genotipinin c¢oklu ilag
direncine sahip oldugunun belirlenmesi epidemiyolojik ¢aligmalarin bu yone kaymasina
neden olmustur®.

HIV infeksiyonu ABD gibi gelismis iilkelerde tiiberkiilozun daha geng
hastalarda rastlanmasi, reaktivasyona gore primer tliberkiiloz olgularinin artmasi ve
coklu ilaca direngli tiiberkiiloz sayisinda artis gibi tiiberkiiloz epidemiyolojisinde énemli
degisimlere neden olmustur. Amerika ve Afrika’dan sonra Giiney Dogu Asya ve Eski
Sovyetler Birligi iilkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artis gostermistir®-*7,

Diinya niifusunun yaklasik 1/3’ii yapilan PPD testi pozitifligi sonucu tiiberkiiloz
basili ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir. 2015 yilina kadar hasta sayisinin 50
milyona ulasacagi, bunlarin ii¢ milyonunun HIV infeksiyonu ile birlikte olacagi ve 30
milyon insanin da bu nedenle 6lmesi beklenmektedir'®.

Diinyada 2011 yilinda tahmin edilen tiiberkiilozlu hasta sayisi 8,7 milyondur.
Olen hasta sayis1 1,4 milyon olmakla birlikte 430 bini aym1 zamanda HIV pozitiftir.

Diinya Saglik Orgiitii'niin 2012 Kiiresel Tiiberkiiloz Raporu'na gore Tiirkiye'de
2009 yilinda 17 bin 388; 2010 yilinda 16 bin 551 kayithh hasta bulunuyorken, 2011
yilinda 15 bin 679 tiiberkiiloz hastasinin kayitlarda yer aldigr bildirilmektedir. DSO,
tilkelerdeki tiiberkiilozlu hasta sayisini tahmin ederken teknik bir terim olan "olgu
bulma orani"n1 kullanmakta ve Tiirkiye icin bu oran yilizde 85 olarak hesaplanmustir.
Baska bir ifadeyle DSO, 2011 yilinda Tiirkiye'de var olan hastalarin yiizde 15'inin
kayitlarda yer almadigini diisiinmektedir. Akciger tiiberkiilozlu hastalarin yiizde 56'sinin

balgaminda mikroskopla mikrop goriilerek tan1 konulmus, tiiberkiiloz hastalarinin yiizde
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8'1 daha Once tedavi géormiis hastalardir. Bu oran yillar i¢inde disliyor. Kayith
hastalarda 2008 yilinda yiizde 92, 2009 yilinda yiizde 91 ve 2010 yilinda yiizde 92
tedavi basaris1 bulunmaktadir. Daha 6nce tedavi gormiis hastalarda tedavi basaris1 yeni
hastalara gore daha diisiik olmakla birlikte,2008 yilinda yiizde 74, 2009 yilinda yiizde
73 ve 2010 yilinda yiizde 68 olarak bildirilmistir'’.
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Sekil 3. 2011 yilinda tahmin edilen TB insidans"’
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. M.tuberculosis suslari

Haziran 2011-Mayis 2011 yillar1 arasinda Cukurova bélgesinde bulunan Adana,
Mersin, Antakya, Osmaniye, Gaziantep, Kahramanmaras, Sanlurfa illerinde bulunan 17
Verem Savagi Dispanserinden ve 1 Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi ile 2 Devlet Hastanesi
olmak iizere 3 yatakli hastaneden Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar Arastirma
ve Uygulama Merkezi-Adana Bolge Tiiberkiiloz Laboratuarina gonderilen, akciger
tiberkiilozlu hastalara ait 22.619 oOrnekten, tiiberkuloz 6n tamili hastalara ait klinik
orneklerden izole edilen 110 ¢oklu ilag direngli (MDR) M. Tuberculosis izolati
calismaya dahil edildi. Izolatlar, bélgemizde goriilen M. Tuberculosis Kompleks dal ve
alt dallan1 tespit edilerek tiirler arasinda filogenetik iliskilendirilebilmesi amaci ile
IS6110, MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme yoOntemlerinin kombinasyonu ile
tiplendirildi.

3.2. Duyarhlik testleri
3.2.1. MGIT 960 Sistemleri ile antibiyotik duyarhih@nin belirlenmesi

3.2.1.1. Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi
Antibiyotikler MGIT SIRE kiti iginde liyofilize halde iiretici firma tarafindan
saglandi. Liyofilize halde bulunan bu ilag siseleri sulandirilarak stok soliisyonlar
hazirlandi. Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 mL steril distile su eklendi ve tamamen

¢Oziinene kadar karistirildi.

3.2.1.2. Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiiplerinin hazirlanmasi
Her test icin 5 adet MGIT tiiptini alindi ve {izerleri yazildi. (Kontrol-K,
digerlerine S, I, R ve E olarak). Her tiipe aseptik sartlarda 0,8 ml BACTEC MGIT 960
SIRE Supplement (Oleic acid, dextros, catalase, bovine albumin, polyoxethylene
stearate) eklendi. Dort SIRE tiipiiniin her birine aseptik kosullar altinda, firma Onerileri
dogrultusunda sulandirilmis liyofilize ilag soliisyonlarindan bir mikropipet yardimi 100

uL eklendi(Sekil4). Kontrol tiipiine antibiyotik eklenmedi.
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Tlag Liyofilize Sulandirmm MGIT Son
Antibiyotik sonrasmda tiiplerine konsantrasyon
iceren flakon konsantrasyon | eklenmesi

gereken volim

MGIT SM 332ng 83 pg/ml 100 ul 1.0 pg/ml
MGIT INH 33.2 ug 8.3 ng/ml 100 pl 0.1 pg/ml
MGIT RIF 332 g 83 pg/ml 100 pl 1.0 pg/ml
MGIT EMB | 1660 pg 415 ng/ml 100 ul 5.0 pg/ml

Sekil.4.MGIT Tiiplerine eklenen ila¢ konsantrasyonlari

3.2.1.3. inokulum hazirlanmasi

Calismada Inokulum hazirlarken pozitif MGIT tiipleri kullanildi. Firma
Onerilerine gore bir MGIT tiipii, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki giin
(1.gilin) dahil 5. giine kadar kullanilabilir. Calismada eger 5 giinden daha fazla pozitifligi
olan tlip varsa yeni bir MGIT tiipline subkiiltiirii yapildi ve pozitif oluncaya kadar takip
edildi 1-5. giinlerde antibiyogram i¢in kullanildi. Tiiplerin pozitif oldugu giin 1-2 giinii
gegmemisse tiipler dogrudan iyice karistirilip, inokulum olarak kullanildi. Eger tiipler 3-
5 giindiir pozitifse serum fizyolojikle 1/5 diliie edildi ve bu siispansiyon inokulum

olarak kullanildi.

3.2.1.4. Inokiilasyon
Uzerleri etiketlenmis dért ilagli MGIT tiipiiniin her birine (S, I, R, E) inokulum
stispansiyonundan 0.5 mL eklendi. 1/100’liikk kontrol slispansiyonu hazirlamak i¢in 9.9
mL steril SF ic¢ine 0.1 mL mikroorganizma siispansiyonu eklenip 1iyice
karistirildi.1/100°lik  kontrol siispansiyonundan kontrol olarak etiketlenmis MGIT
tiiptine 0.5 mL eklendi. MGIT 960 cihazina kayitlar1 yapildi ve yerlestirildi.

3.2.1.5. Sonuc¢larin yorumlanmasi
Her ilagh tiip ve kontrol tipleri MGIT 960 cihazina bagh “Epicenter
Okuyucusu” ile ginliik olarak tireme indeksi (GI) ile takip edildi. Testleri sonuglanan
ornekler direngli ya da duyarli olarak MGIT 960 cihaz1 tarafindan yorumlandi. Kontrol
tiiptinde 4 giinden 6nce 400 GI iireme gozlenmesi kontaminasyonu ya da inokulum

fazlalig1 seklinde yorumlandi ve antibiyogram tekrar edildi. On ii¢ giinden sonra lireme
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gozlenmeyen (400 GI) kontrol tipleri ise bakteri yogunlugu yetersiz olarak

degerlendirildi ve antibiyogram yeniden yapildi.

3.3. DNA Ekstraksiyonu

Spoligotyping, IS6110 ve MIRU-VNTR yontemlerinde kullanilmak iizere
secilen 50 M.tuberculosis izolatinin DNA’ sinin elde edilmesi i¢in MGIT sivi ve LJ kati
besiyerinden Mickle cihazi kullanilarak ekstraksiyon yapildi. Esktraksiyon sonrasi
spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA 6l¢limii yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA
bulundugu kontrol edildi. Her bir izolattan elde edilen DNA ekstraktina spoligotyping,
IS6110 ve MIRU-VNTR metodlar1 uygulandi. Ekstraksiyon protokolii asagida
belirtildigi sekildedir.

3.3.1. Siv1 besiyerinden DNA Ekstraksiyonu

1. Ureme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0.5ml mikrosantrifiij tiipiine

alindi.

N

. 80°C’de 30 dakika enkiibe edilerek bakteriler inaktive edildi.
3. 15000xG'de 15 dakika ¢evrildi, tist s1v1 atildi.

4. 0.5ml 1xTE buffer ilave edildi.

5. 15000xG'de 15 dakika cevrildi, iist siv1 atildi.

6. 0.25ml 1xTE buffer ilave edildi.

g

. Tlipe 50-100p1 cam boncuk (SIGMA acid washed glass beads) ilave edildi.

8. 2 dakika Mickle (Mickle tissue disintegrator) cihazinda hiicre parcalama islemine tabi

tutuldu.
9. 15000xG'de 10 dakika ¢evrilir, tist s1v1 yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alind.

10. -20 °C’de saklandi.
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3.3.2. Koloniden DNA Ekstraksiyonu
1. Bir 6ze dolusu koloni 0.5ml 1xTE buffer i¢inde siispanse edildi.
2. Yukarida yazilan prosediiriin 2. basamagindan devam edildi.
3.4.1S6110-RFLP

IS6110-RFLP asagidaki protokol kullanilarak yapilmistir (van Embden et al.,
1993).

3.4.1. Prop Hazirlanmasi ve Isaretlanmesi
Prop Hazirlanmasi

INS1 ve INS2 primerleri kullanilarak IS6110 fragmentinin 245 bp‘lik PCR

amplifikasyonu ile Prob hazirlanir (Hermans et al., 1990).
Primer dizisi

INS-1 5-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC
INS-2 5-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA

Master mix (50ul) hazirlanmasi

Taq buffer 5.0 ul
dNTPs 4.0 pl
Primerl 0.5 ul
Primer 2 0.5 ul
Taq polymerase 0.46 pul
DNA (H37Rv) 2.0 ul
Distile su 37.54ul

245 bp’lik IS6110 fragmentinin PCR amplifikasyonu
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1 Denatiirasyon 96°C 1 dk.
2 Annealing 65°C 1 dk.
3 Uzama 72°C 2 dk.’da 35 siklus

Prob isretlenmesi

1. Probe dioxigenin (DIG) labelling kit (Roche Applied Sciences, Germany) ile rastgele

primer igaretleme metoduna gore dioxsigenin ile isaretlenir.

2.10 ul DNA ile 5 pl Distile su karigtirilir.

3. Tiipler 10 dakika su banyosunda kaynatilir ve hemen buz iizerine alinip 5 dakika
bekletilir.

4. Tiplere buz tizerinde 2 pl DNA hexaniicleotid karisimindan, 2 pl dNTP karigimindan
ve 1 pl klenow enzimden eklenir. Son hacim 20 pl olacak sekilde distile su eklenerek

hazirlanir. Karisim birkag saniye santrifiij edilir ve gece boyunca 37 °C’de inkiibe edilir.
5. 1.5ul EDTA (0.5M) eklenerek reaksiyon durdurulur.

6. 2ul 3M CH3;COONa ve 3 volum soguk alkol (75 pl) eklenerek prob c¢okeltilir.
Reaksiyon karisimi -70°C’ de 30 dakika inkiibe edilir.

7. Reaksiyon karigimi 13000xg’ de 15 dakika santrifiij edilir.

8. Supernatant kismi1 alinir ve tizerine %70’lik ethanol (150 pl) eklenerek 13000xg” de
15 dakika santrifiij edilir.

9. Supernatant kismi atilip lizerine 50 pul TE buffer eklenir ve DIG isaretli prob

siispanse edilerek hazirlanmis olur.
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3.4.2. IS6110-RFLP Prosediirii

1. M. tuberculosis genomuna spesifik enzim olan Pvull restriksiyon enzimi ile DNA

ornekleri kesilir.
5’-CAG/CTG-3’
3’-GTC/GAC-5’
a. Eppendorf tiipeSul DNA
b. 3l restriction buffer (10x) ve 2 pl Pvull enzim eklenir.
c. Toplam volum 30 pl olacak sekilde 20 pl distile su eklenir.
d. Tiip 30 saniye kadar santrifiij edilip 37°C’ de 4 saat beklenir.

e. Reaksiyonu durdurmak i¢in 6ul dye xylene-cyanol iceren EDTA eklenir ve

68°C’ de 10 dakika bekletilerek enzim inaktive edilir.

2. %1’ lik agaroz jelde kesilen DNA ornekleri ile DIG isaretli DNA ladderlar 25

volt da 9 saat yiiriitiilerek agaroz jel elektroforezi yapilir(1.2 volts/cm).

3. DNA’larin agaroz jelden naylon membrana transferi 16 saat kadar stirmektedir.

Transfer agsamalari:

a. Jel asidik buffer (0.25 M HCI) ile 15 dk calkalayarak muamele edilir ve 2

kez distile su ile yikanir.

b. Jel alkali buffer (0,5 M NaOH/ 1.5 M NaClI ) ile 15 dk calkalayarak

muamele edilir ve 2 kez distile su ile yikanir

c. Jel ndtr buffer (3 M NaCI / 0.5 M Tris-HCI) ile 15 dk ¢alkalanarak muamele

edilir.
d. Aparatlarin tamami hazirlanir:

i. 15 x 20 cm” cam plaklar cam tepsi iizerine yerlestirilir.
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10.

11.

ii. Whatman filtre kagitlar1 20 X SSC ‘de nemlendirilirip cam plak

iizerine yerlestirilir.
iii. Jel whatman filtre kagid iizerine yerlestirilir
iv. Jelin iizerine naylon membran yerlestirilir.

v. Membran iizerine 3 veya 4 adet 6XSSC’ de nemlendirilmis whatman
filtre kagitlar1 yerlestirilip bunlarin {izerine kuru filtre kagitlar

yerlestirilir.
vi. Membran ve filtre kagitlar tizerine 500 gr’ lik agirlik konur.
vii. Hazirlanan diizenek oda 1sisinda bir gece bekletilir.
Jel kurutularak atilir ve naylon membran 6x SSC ile muamele edilir.

6 x SSC ile 2dk muamele edilen membran hibridizasyon firminda 120°C” de 30
(80-1 saat) dakika fiske edilir.

Firindan sonra tekrar 6 x SSC ile 2 dakika muamele edilip filtre kagitlar1 ile

kurulanir.

Naylon membran 15 ml hibridizasyon sivist ve 100 pul tRNA eklenerek

polietilen posette paketlenir.
Su banyosunda 42°C’ de 2 saat ¢alkalayarak inkiibe edilir.

Polietilen posetten c¢ikarilarak tekrar hibridizasyon sivisina atilip 2 saat

bekletilir.

Polietilen posete 15ml hibridizasyon sivisi ile 6 pl DIG isaretli prob eklenip su
banyosunda 42°C ¢alkalanarak gece boyunca inkiibe edilir.

Membran polietilen posetten c¢ikarilip ve farkli SSC konsantrasyonlarinda

yikanir:
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12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.
19.

20.

21.
22,

23.

a. Membran 4 x SSC ile 42°C’ de 15 dakika su banyosunda calkalanarak

yikanir ve sivi uzaklastirilir.

b. Membran 2 x SSC ile 42°C’ de 15 dakika su banyosunda g¢alkalanarak

yikanir ve sivi uzaklastirilir.

c. Membran 1 x SSC ile 42°C* de 15 dakika su banyosunda galkalanarak

yikanir ve sivi uzaklastirilir.

d. Membran 0.5 x SSC ile 42°C’ de 15 dakika su banyosunda g¢alkalanarak

yikanir ve sivi uzaklastirilir.

Membran cam tepsi i¢ine alinip iizerine 15 ml DIG buffer No.1 eklenip 2 dakika

inkiibe edilir.
Membrandan sivi uzaklastilir.

Cam tepsi i¢indeki membrana blocking reageni igeren DIG buffer No. 2
eklenerek oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edilir.

Membrandan s1v1 uzaklastirilir.

Polietilen poset iginde membrana 30 ml DIG buffer No.2 ile 6 pl anti-DIG
alkalin fosfataz ( 1: 1500) eklenip su banyosunda ¢alkalanarak 37°C 30 dakika
inkiibe edilir.

Membrandan s1v1 uzaklastirilir.

Membran 15’er dakika DIG buffer No.1 ile 2 kez yikanir.

Membrana 20 ml DIG buffer No.3 eklenip 2 dakika inkiibe edilir ve sivi
uzaklagtirilir.

Membran polietilen poset iginde 20 ml DIG buffer No. 3 ile 250 ul BCIP (5-
Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate  p-Toluidine  Salt) ve  Nitro-Blue
Tetrazolium Chloride (NBT) substrat eklenip karanlikta 37°C’ de 30 dakika
inkiibe edilir.

Isikta birkag dakika bekledikten sonra goriintii alinir.

Membranda bantlar gériinmiiyorsa substrat soliisyonu i¢inde 37°C’ de bir gece
karanlikta inkiibe edilir.

Sonlandirma reaksiyonu olarak da 10 ml buffer No. 1 ile muamele edilir.
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3.4.3. IS6110-RFLP Metodunda Kullanilacak Cozeltiler

1.Gel Elektroforezi icin gerekli ¢ozeltiler
T.B.E Buffer (pH 8.0)

Stok konsantrasyon 1000 ml 10xTBE

Tris : 108 gm
Boric acid : 55 gm
0.5M EDTA : 40 ml
Distilled water : 700 ml

Son volum distile su ile 1000 ml” ye tamamlanur.

% 1 Agaroz gel

Agarose : l gm
10x T.B.E : 10 ml
Distilled water : 90 ml
Ethidium Bromide : Sul
Ethidium Bromide
Stok konsantrasyon : 1 mg/ml
Calisma konsantrasyonu : 0.03 mg/ml
Loading
Stok konsantrasyon 16X
Calisma konsantrasyonu 1 x
Xylene cyanol 0.25%
Bromophenol blue 0.25%
Glycerol 30%

Total volum distile su ile10 ml’ ye tamamlanir.
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2. Southern blot icin gerekli ¢ozeltiler

Asidik buffer
HCL (conc.) :12.5ml
Distilled water :487.5 ml
Alkali buffer
NaOH (0.5M) : 10 gm
NaCl : 43.84 gm
Distilled water : 500 ml
Notr buffer
NaCl (5M) : 87.75 gm
IM Tris HCL (0.05M, pH 7.0) : 250 ml

Total volum distile su ile 500 ml’ ye tamamlanir

20x SSC buffer (Saline sodium citrate buffer) pH-7.0
3M NacCl : 175.3gm/1
0.3M sodium citrate : 88.2 gm/I

Total volum distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

3. Hibridizasyon i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Hibridizasyon sivisi

Ficoll 400 :0.5gm
Bovine serum albumin (BSA) :0.5gm
Polyvinyl pyrrilidone (PVP) :0.5 gm

Sodium dodecyl sulphate (SDS) : 2.5 gm

20x SSC 2125 ml
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IM tris HCL (pH7.5) 225 ml
0.5M EDTA : 1 ml
Deionized formamide 1250 ml

Total volum distile su ile 500 ml” ye tamamlanir.

4.Probe isaretleme reagenleri

Tablo 7. DIG random primed DNA isaretleme kiti (Roche diagnostics, Germany)

S. No. | Reagenler Icindekiler

1. Hexanucleotide |290 units Iml mixture (10x) random
hexanucleotides, 500mM MgCl,, 1mM DTE
(Dithiothreitol), 2mg BSA (pH 7.2)

2. dNTP labeling ImM dATP, ImM dCTP mixture (10x 1mM
dGTP, 0.65 mM dTTP, 0.35 M DIG-11-dUTP
(pH 7.5)

3. Klenow enzyme | 2 units\ml DNA polymerase (Klenow enzyme)

labeling grade, from E.coli.
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5. Hibridizasyon yikama ¢ozeltileri

a) 4x SSC buffer

20 ml 20x SSC + 80 ml distile su + 0.1 gm SDS
b) 2x SSC buffer

10 ml 20x SSC + 80 ml distile su + 0.1 gm SDS
¢) 1xSSC buffer

5ml ml 20x SSC + 80 ml distile su+ 0.1 gm SDS
d) 0.5xSSC buffer

2.5 ml 20x SSC + 80 ml distile su + 0.1 gm SDS.
6. IS6110-RFLP cozeltileri

a) DIG Buffer No. 1 (pH-7.5)

0.15M NaCl : 8.77 gm
0.1 M Maleic acid :11.607 gm
Distilled water : 1000 ml

b) DIG Buffer No. 2 (10%)
DIG blocking powder : 10gm
DIG buffer no.1 : 100ml

¢) DIG Buffer No. 3

IM Tris HCI (pH 9.5) : 10 ml
5M Na(Cl :2ml
IM MgCl, :5Sml
Distilled water : 83 ml
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3.5. Spoligotyping
Secilen 467 M.tuberculosis i1zolatina ekstraksiyon sonrasinda spoligotyping
metodu uygulandi. Spoligotyping metodunun PCR asamasinda 36 bp uzunlugunda DR

bolgelerinin amplifikasyonu gerceklestirildi.

3.5.1. PCR
DRa: 5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’-ucundan biotin ile isaretli)
DRb: 5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’
DR bolgesini hedef alan primer sentezletildi. Caligmanin her defasinda pozitif
(M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG veya genotipi bilinen klinik izolat) ve negatif
kontrol (dH20) kullanildi. Her bir sus icin asagidaki miktardaki reaksiyon karigimi
hazirlandi.

9.5ml dH20

12.5ml 2x PCR Master Mix (Fermantas)
0.25ml DRa (25pmol/ml)

0.25ml DRb (25pmol/ml)

2.50ml Kalip DNA

PCR reaksiyon karisimi igeren tiipler Termal Cycler Cihazina (Applied
Biosystem AB) yerlestirilerek asagidaki programda calistirildi;

95°C 5 dak.

94°C 1 dak.

55°C 1 dak. 40 siklus
72°C 45 sn.

72 °C 10 dak.

4°Cp

PCR reaksiyon karigtmi mikobakteri DNA’s1 igermeyen temiz bir odada

hazirlandi. DRa primeri biotinle isaretli oldugundan dolayr +4°C’de saklandi. DRb

primeri kii¢clik miktarlara boliinerek -200C’de saklandi.
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3.5.2. SpoligotypingMetodunda Kullanilacak Cozeltiler
Spoligotyping metodunda kullanilacak ¢ozeltiler laboratuarimizda asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
0.5M EDTA (pH 8,0)
EDTA 46,53¢g
dH20 250ml
pH 8,0’e ayarland1 ve otoklavlandi.

20mM EDTA (pH 8,0)
dH20 960ml
0.5M EDTA 40ml

20x SSPE (pH 7,4)

0,2M Na2HPO4 28,39gr/L

3,6M NaCl 210,24gr/L

dH20 960ml

0,5M EDTA 40ml (Otoklavlanir)

2xSSPE
20 x SSPE 100ml
dH20 900ml

%10 SDS
Onceden 1s1t1lm1s(60°C) dH20 250ml
SDS 25gr

2xSSPE / %0.1SDS
dH20 890ml

20 x SSPE 100ml
% 10 SDS 10ml

SSPE soliisyonu ve SDS soliisyonu ayr1 mezurlarda 6l¢iildii.
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2xSSPE / %0.5SDS soliisyonu
dH20 850ml

20 x SSPE 100ml

% 10 SDS 50ml

%1 SDS
% 10 SDS 100ml
dH20 900ml

10 x TE

Tris HCI1 15,764g (100mM)
0,5M EDTA 20ml (10mM)
dH20 980ml

3.5.3. PCR Uriiniiniin Hibridizasyonu ve Gériiniir Hale Getirilmesi
Biotin isaretli primerler kullanilarak ve DR bolgesi hedef alinarak
gerceklestirilen PCR  sonrast  amplikonlarin  hibridizasyonu  gerceklestirildi.
Hibridizasyon ve hibridizasyon sonrasi iirlinlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve
fosfathi kemifloresan substrati eklenerek goriiniir hale getirilme prosediirii asagida

belirtildigi sekilde gergeklestirildi.

1) Biitiin tampon ¢6zeltileri dnceden ¢alisilmak istenen 1s1ya getirildi.

Bir membran i¢in gereken miktarlar;

80ml 2xSSPE / % 0,1 SDS, 60°C
160ml 2xSSPE / % 0,5 SDS, 60°C
160ml 2xSSPE / % 0,5 SDS, 42°C
160ml 2xSSPE, oda sicakligi

2) 150ml 2xSSPE / % 0,1 SDS iizerine 20ml PCR f{iriinii ilave edildi.

3) PCR iriinlerini 99°C 10 dakika boyunca denatiire edildi.

4) PCR iirlinleri denatiire edilirken, membran (ISOGEN) 80ml 2xSSPE / % 0,1 SDS ile
60°C 5 dakika yikandi.
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5) Siinger yastig1 (Immunetiks Plastic Cushion PC200) ve membranm1 miniblotter’a
(Miniblotter- 3024) yerlestirirken, miniblotter’in slotlarinin membrana c¢izgi seklinde
baglanmis oligonukleotidlere dikey konumda olmasina dikkat edildi.
6) Slotlarda kalan residiiel s1v1 aspirasyonla uzaklastirildi.
7) Slotlar diliie edilmis sicak PCR 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
cikarildi.
9) Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDS ile 60°C’de 10 dakika yikandi.
10) Membran bir poset dosya i¢ine koyuldu.
11) 5ml 2xSSPE / % 0,5 SDS iizerine 1,25ml streptavidin-alkalen fosfataz konjugati
(500U/ml) (Promega) ilave edildi, karisim ii¢ tarafi kapatilmis poset dosya icindeki
membrana dokiildii, hava kabarciklar1 uzaklastirilarak, poset dosyanin agik kenari
sitilarak kapatildi. 45-60 dakika boyunca 42°C’de enkiibe edildi.
12) Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDS ile 10 dak 42°C’de enkiibe edildi, 80
ml 2xSSPE ile 5 dakika oda sicakliginda duruland.
14) Membran iizerine Sml ECF substrat1 (Attophos AP Flourescent Substrate, Promega)
ilave edildi, poset dosya i¢inde 60 dakika boyunca enkiibe edildi.
15) Membran stretch film ile sarilarak uygun illuminasyon kasetinde (450nm) 20 saniye
expose edilerek (QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) goriintii alindz.
3.5.4. Membranin Goriintiillenmesi ve Yorumlanmasi

Spoligotyping metodu  sonucglarin  yorumlanmasi  asamasinda  spacer
oligoniikleotidlerin kovalent baglandigi membranla PCR {iriinii hibridizasyonu sonucu,
olusan blotlanmalar dikkate alinarak spacer bolgelerinin varligi degerlendirildi.
Sonuglar tablo 3’de belirtilen Oktal kodlama anahtar1 kullanilarak 0-7 arasinda 15
rakamdan olusan “Oktal kod” formatina ¢evrildi. Elde edilen veriler SpolDB4
veritabani kullanilarak kiimeler ve familyalar (clade) belirlendi. Database adres:
http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/outilsConsultation.jsp

Spoligotyping sonu¢larinin degerlendirilmesinde kullandigmiz Oktal kod anahtar:

ooo=0 oom =1 omo =2 Omm =3
moo =4 mOm =5 mamC =6 mmm =7
m=1 o=0
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3.5.5. Membranin Regenerasyonu
Membranin hibridizasyon ve goriintiileme sonrasinda tekrar kullanilabilmesi i¢in
asagidaki yikama ve regenerasyon asamalar1 uygulandi.

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

2) Membran 20mM EDTA pH 8 ile 15 dakika oda sicakliginda enkiibe edildi.

3) Membran 20mM EDTA pH 8 i¢inde poset dosya icinde, kullanim sayisi ve
tarih yazilarak +4°C’de saklandi.

3.6. MIRU-VNTR
Bu calisgmada 15 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi. Hedeflenen MIRU
lokuslari i¢in literatiirde belirtilen primerler sentezlendi.
3.6.1.PCR
Her bir susa 6zgili 15SMIRU lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesi i¢in 15 PCR
reaksiyonu gergeklestirildi.

PCR i¢in reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandi.

dH20 6,18 ul
DMSO (SIGMA) 1 ul
2X PCR Master mix(Thermo Science) 12,5 ul
Forward Primer 0,16 pl
Rewerse Primer 0,16 ul
DNA S5ul
Toplam 25 ul

Hazirlanan reaksiyon karisimi asagidaki thermal cycler’da asagida belirtilen 1si,

dongii, siire ve sayisinda amplifiye edildi.
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94° C 5dak.

95° C 30 sn.

62° C 60 sn. 40 siklus
72° C 90 sn.

72°C 10 dak.

+4 °C oo

3.6.2. PCR Uriiniiniin Agaroz Jele Yiiklenmesi, Elektroforezi ve

Yorumlanmasi

Amplikonlar 150 Voltta, 180 dakika, etidyum bromiirlii % 2 lik agaroz (SIGMA)
jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel goriintilleme sistemi
(QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) ile goriintilendi. Bant biiytlikliigiiniin
tespitinde 50-1000 bp lik marker (Fermantas) kullanildi. Bant biiyiikliiklerine dayanarak
15 lokus MIRU-VNTR tipleme sonucunda her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar

sayilart miruvntrplus veritabani kullanilarak degerlendirildi.(www.miruvntrplus.org)
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4.BULGULAR

Spoligotipleme, MIRU VNTR ve I[S6110 genotipleme yontemlerinin M.
tuberculosis identifikasyonu ve siirveyansindaki 6énemi ile Adana Bolge Tiiberkiiloz
laboratuarina; Adana, Mersin, Osmaniye, Hatay, Gaziantep ve Kilis illerindeki 3’1
yatakli tedavi kurumu ve 18’ide VSD olmak iizere toplam 21 merkezden Haziran-
2011-May1s 2013 tarihleri arasinda Tiiberkiiloz 6n tanili veya siipheli temas Oykiisii
olan 22.619 balgam orneginden izole edilen M. tuberculosis suslarinin klonal iligkisini
belirlemek amaci ile planlanan ¢alismada; degerlendirmeye alinan 6rneklerin Adana

ilinde yogunlastig1 goriilmiistiir(Tablo8).

Tablo8. Degerlendirmeye alinan balgam érneklerinin merkezlere dagilim

Merkez | Adana Mersin  Kahramanmaras Hatay G.antep

Say1 5183 3819 2262 3110 4524

% 22.9 16.9 10.0 13.7 20.0

Her hastadan ardigik olarak 3 giin alinan &rneklerden M tuberculosis izole
edilen bir balgam o6rnegi dikkate alinmig, ancak ayni hastaya ait en az 3 ay ara ile
pozitiflik tespit edilen her balgam Ornegi farkli sus sayilarak c¢alismada
degerlendirilmistir. Boylece hastaya ait 6rnek/drneklerde 110 MDR M tuberculosis
izole edilmistir. Bu baglamda en yiiksek oranda MDR izolatt Adana ilinden balgam

ornekleri gonderilen hastalara ait oldugu goriilmiis (Tablo9).

Tablo9. M tberculosis ila¢ direnci MDR tespit edilen hastalarin illere dagilim

Merkez Adana Mersin Kahramanmaras Hatay Gaziantep
Say1 56 16 2 20 16
% 50,9 14,6 1.8 18,1 14,6
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Calismaya dahil edilen toplam 110 izolatin Spoligotyping metodu ile
genotiplendirilmesi sonucunda suslarin; 107°lntin  (%98,5) 18 kiime igerisinde
yogunlastigr goriilmiis, 1 izolatin X1 genotipine ait oldugu, 3 susun ise (% 2,07) ise
SpolDB4 veri bankasindaki yer alan suslardan hi¢ birisine uymadig1 yani tek kiimeli
tanimlanmamig suslar olduklar1 goriilmiistiir. Spoligotiplemede en biiylik kiimenin 53
izolat (% 48,02) ile T1 kiimesi oldugu, bunu 11 (%10) izolat ile EAIS/EAI3 ailesinin
ve 9 izolat ile (% 8,2) LAM7 TUR ailesinin izledigi bu siire igerisinde sadece 2 (%1,8)
susun Beijing ailesine ait oldugu goriildii(Sekil5-Tablo10).

T1

T1
LAM7 TUR

LAM7 TUR
Beijing
EA15/EA13
TEL

LAM7 TUR

Unique

LAM7 TUR
EL

i
EA15/EA13

T1
Beijing
Unique

T1

Sekil5.Spoligotyping ile elde edilen genotip profilleri

Bu ¢aligmada tanimlanan iki Beijing tipinin Adana bolgesindeki merkezlerde
izlenen hastalara ait oldugu goriilmiis olup bu Adana bdlgesi i¢in ilk tanimlanmis yerli

Beijing suslaridir.
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Tablo10. M.Tuberculosis izolatlarinin spoligotyping ile genotiplere dagilimi.

Spoligotyping Sus Goriilme
Aile Sayisi sikhigi(%)
T1 53 48,2
LAM7 TUR 9 8,2
EA15/EA13 11 10
MANU1 7 6,4

T3 5 4,6

EA15 4 3,6
LAMY 3 2,7

H1 5 4,6

T2 3 2,7
CAS1-Delhi 1 0,9
LAM3 1 0,9
Beijing 2 1,8

X1 1 0,9

Bovis 2 1,8
Unique 3 2%

Degerlendirmeye aldigimiz 110 izolat igerisinde T1 suglarinin %48,2 orani ile en
sik karsilasilan aileyi olusturduklart ve SpolDB4 database de bu ailenin 3 alt tipinin
oldugu goriilmiustiir.

15 lokus MIRU-VNTR ile yaptigimiz klonal tiplemede suslarin hi¢ birisinin
ayni1 klona ait olmadiklari, yani ortak MIRU-VNTR kalibina sahip suglarin bulunmadigi
goriildii. T1 suslarinda en belirgin ortak lokusun suslarin tamaminda ortak olan ilk ii¢
lokusdaki 223 tekrarlarinin oldugu, 12 ve 13. Lokuslardaki 33 tekrarinin ise suglarin
%98’inde goriildiigi tespit edildi(Sekil6).
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S.TARTISMA

M.tuberculosis kompleksi igerisinde yer alan aside direncli mikroorganizmalarin
sebep oldugu tiiberkiiloz 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan, tiiberkiiloz kontrol
programlarinin uygulanamadigr veya uygulanmadig: iilkelerde yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyretmekte, genel olarak tanmi ve tedavi yontemlerindeki gelismelere
ragmen Ozellikle gen¢ yetiskinlerde Olimiin en Onemli sebepleri arasindaki yerini
korumaktadir. Tiiberkiilozdan korunma ve global tehdit haline gelen salginin
Onlenmesinde erken ve yiiksek duyarlilikta tan1 yontemlerinin gelistirilmesi kadar,
mikroorganizmanin toplumdaki hareketini izleyecek, klonal diizeyde taniya imkan
veren tiplendirme yontemlerine ve bu yontemler kullanilarak yapilacak epidemiyolojik
siirveyansa ihtiya¢ vardir. Ancak DSO aktif tiiberkiilozlu hastalarin % 86’sinmn
gelismekte olan iilkelerde yasamakta oldugunu tiiberkiilozdan 6liimlerin % 95’inin de
yine bu iilkelerde goriildiigiinii bildirmektedir ki bu tilkelerde epidemiyolojik siirveyansi
baz alan iyi c¢alisan kontrol programlarinin uygulanmadiginin da altin1 ¢izmektedir.
Cogu Afrika ve Giiney Dogu Asya’da yer alan gelismekte olan bu 22 iilkede yasayan
hastalarin ancak yarisindan azi tani alabilmekte, tan1 alanlarin da yarisindan azi tedavi
edilebilmektedir. Ayrica, gelismis iilkelerde enfekte bireylerin % 80’1 50 yas ve
tizerindeki yas grubunda yer alirken, gelismekte olan {ilkelerdeki hastalarin %77’si en
tiretken yas grubu olan 15-50 yas grubunda bulunmalari bu iilkelerde zaten yetersiz olan
iiretim kaynaklarini sikintiya sokmaktadir'’. Son 30 yil i¢inde sosyoekonomik sorunlar,
gocler, tiiberkiiloz kontrol programlarinin ihmal edilmesi bolgesel savaslar veya ic
karigikliklar sebebi ile yasanan kitlesel gocler ve Ozellikle de HIV/AIDS salgiminin
ortaya ¢ikmasiyla gelismis birgok iilkede tliberkiiloz insidansinda artis olmustur. Kotii
kontrol programlar1 sonucunda ilag direnci yaygilasmis ve bazi bolgelerde ortaya ¢ikan
coklu ilag direncli M. tuberculosis Beijing ailesi gibi bazi genotipler, bolgeleri disina
tasinmis ve tiim diinyada halk saglig1 icin nemli bir tehdit niteligi kazanmistir™’.

Bu global tehdit tiim diinyada Tiiberkiiloz kontrol programlarinin yeniden énem
kazanmasina yol agmistir. Bu programlar tanida duyarhiligin arttirilmasi tedavinin saghk
personeli gozetiminde tamamlanmast ve MTK suslarimin iilkeler ve bolgeler arasi
hareketlerinin izlenmesini hedef alir. MTK suslarin izlenmesinde fenotipik karakterlere

dayali ayirmin yerini genotipik 6zelliklere dayali spoligotipleme ve MIRU-VNTR gibi
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molekiiler bazli yontemler almistir'®. Bu yontemlerin kullanildigi calismalarda iyi
kontrol programi uygulanan iilkelerde siklikla MDR olan ve XDR suslarin ortaya ¢ikisi
icin en bilylik potansiyel tehdit sayilan Beijing suslarinin oldukca diisiik oranlarda
goriildiigii bildirilmistir®. M. tuberculosis igin riskli tilkelerin yer aldig1 Afrika boynuzu
tilkelerinden Kampala Uganda’da, Asiimwe BB. ve arkadaslarinin (2008) 18 yas ve
tizeri hastalardan izole edilen 344 susu spoligotyping metodu tiplendirdikleri
calismalarinda, izolatlarin 33 spoligo kiimesi icerisinde yogunlastiklarini, 57 izolatinda
0zel spoligotyping paterni verdiklerini tespit etmislerdir. Bu grup en sik goriilen
ailelerin, % 70 oraninda (241 sus) T2, % 3,5 oraninda CAS1-Kili, % 2,6 oraninda
LAM9 ve % 2,6 oraninda CAS1-Delhi aileleri oldugunu bildirmisler. % 1,2 (4 sus)
oraninda Beijing genotipi bildirilen bu ¢aligmada suglarin % 26,7 sinin HIV seropozitif
hastalardan izole edidigi, % 8,1’inin INH ve % 4,4’linlin de RIF diren¢li oldugunu
bildirilmistir®. Ote yandan Lari N. ve arkadaslarinin 2005 yilinda italya-Tuscany de
yatan hastalardan 1 y1l boyunca topladiklar1 248 MTK izolatin1 Spoligotyping metodu ile
degerlendirdikleri caligmalarinda, 116 izolatin tek liyeli 6zel kiime ve 12 izolatin
tanimlanamayan izolatlar olduklarini, 166 izolatin ise 34 kiime (% 67) olusturdugunu
bildirmislerdir. Bu grup T1 ailesini % 11,6 orani, H3 ailesini % 7,2 ve LA9 ailesini %
5,2 oranlarn1 ile Tuscany de en baskin gorillen 3 spoligotyping ailesi olarak
tanimlamuslar, Beijing ailesine ait 7 (% 2,8) sus tespit etmislerdir’’. Molina-Torres ve
arkadaslarinin 2010 yilinda Monterrey Meksika’da yaptiklar1 calismada, Monterrey’in
kirsal bolgelerinden toplanan 180 M. tuberculosis izolatint Spoligotyping metodu ile
genotiplendirmislerdir. Bu grup sonug olarak 176 izolatin 44 spoligo international tipe
ait oldugunu 4 izolatin ise SpolDB4 te karsiligi olmayan orphan tipler oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica en sik goriilen gen ailesinin 43 (% 23,8) sus ile T1, ikinci siklikta
goriilen aileninde ise 28 (% 15,5) sus ile X1 ailesi oldugunu bildirmislerdir’".
Bolgemizde Zeytinli U ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada degerlendirdikleri
467 MTK susundan 24’1 (% 5,1) orphan sus olarak tanimlamislar, kalan 443 izolatin
liye sayis1 2-215 arasinda degisen 21 kiime igerisine dagildigini bildirmislerdir. Bu grup
izolatlarinin kiimelesme oraninin % 94,9 oldugunu bildirmislerdir. Yine MIRU-VNTR
metodunun Spoligotyping metodu ile kombinasyonu sonucunda 443 izolat igeren 21
kiimeni, alt kiimelere boliindiiglinii belirterek en fazla sus iceren T1 (n= 239) ailesi 12

lokus MIRU-VNTR metodu ile kombinasyonu sonucunda 21 tek tiyeli 6zel kiime profili
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gérmﬁslerdir”. Biz calismamizda 110 MDR M. tuberculosis susu irdeledik. Bizim
MTK igerisinde yer alan suslarimizin tamaminin spoligotyping ile 19 kiime icerisine
dagildiklarini ve en biiyiik kiimeyi daha 6nce bolgemiz suslarinin da en biiyiik kiimeyi
olusturdugu Zeytinli ve arkadaslar tarafindan bildirilen T1 kiimesinde yogunlastiklari
goriildii. Bizim diger izolatlarimizin dagilimi da bu grubun bodlgemizde yaptig
calismada elde ettikleri bulgulara biiylik Olgiide benzerlik gostermistir.  Bizim
calismamizda bdlgemiz agisindan en 6nemli bulgu, daha 6nce yapilan calismada 6
izolat ile varhigr gosterilen Beijing suslarinin, bizde 2 izolat ile oransal anlamda
diisiiklik gostermesi ve ¢alismada izole edilen bu suslarin tamaminin Adana bolgesi
suslar1 olmasidir. Daha 6nceki ¢alismada elde edilen 6 Beijing susunun tamaminin Urfa
kokenli oldugu vurgulanmistir. Bu sonuglar bolgemizde MTK igerisinde yer alan
tirlerin ¢ok diisik oranlarda farkliliklar gostermekle birlikte biiyiikk Olcilide
degismedigini, Beijin susununda bolgeye yerlesmeye basladigini gostermistir. Yine biz
calismamizda MIRU-VNTR ile ayni lokus profiline sahip susa rastlamadik. Bu
reenfeksiyona sahip hasta bulunmadigin1 ve bir klondan yayilimin bdlgemiz i¢in sz
konusu olmadigini gosteren degerli bir bulgudur. Chang L. ve arkadaglarinin 2010
yilinda Kore’de yapilan ¢alismada genotipik dagilimin Diinya ¢apinda birkag tilkeye ait
oldugu bulunmus ve toplamda 96 Ornek calisilmistir. Spoligotipleme ile IS6110
kombine ¢alisildiginda 19 farkli pattern olusurken 24 kiime olusturmuslardir’®. Kremer
K.(2005) ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada 526 M.tuberculosis izolatlarinin 253 IS6110
farklt patterni gosterilirken, 148 Beijing susunun 106’s1 IS6110-RFLP ile
tanimlanabilmis ve 46 kiime olusturdugu bulunmustur””. Aggarwal (2007) ve ark.’nin
Hindistan’da yaptiklar1 calismada 1S6110 kopya sayisina gore dort grupta
siiflandirilmig en fazla % 56 oraninda yiiksek kopyali (6-19) suslar, bulunmus ve 19
kopya sayisindan fazla kopyasi olan suslarda bulunmasina ragmen degerlendirmeye
alinmamistir’*. Yine 2008 yilinda Hindistan’da Jitendra PM ve arkadaslarinin yaptig1
calismada 83 izolat spoligotipleme ve IS6110-RFLP yontemleri ile kombine
calisilmigtir. 40 1izolat IS6110 ile benzersiz bulunmusken spoligotipleme ile
kullanildiginda 83 izolat 47 kiimeden olusmustur’”. Martilla(2010) ve arkadaslarinin
Fillandiya’da yapilan calismasinda 1995-2004 yillar1 arasinda toplanan 3959 6rnek
kullanilmigtir. 183 direncli susun 181 tanesinin IS6110-RFLP ile ayrimi yapilabilmistir.
Diisiik kopya sayili oOrneklerde spoligotipleme ile analiz edildiginde 17 kiime
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olusturulmustur’®. Japonya’da 2009 yilinda Ohkado A. ve ark’nin ¢alismasinda
strepromisin direngli suslar segilmistir. Izolatlar MIRU-VNTR ve IS6110-RFLP
yontemleri ile ¢alismistir. Streptomisin direngli suslarinin IS6110-RFLP bant patternleri
2 sus hari¢ diger izolatlar 14 kopyali bulunmustur’’. Watson(2009) ve ark’nin
calismasinda 1998 yilina ait 2265 izolat kullanilmistir. Izolatlardan 1808‘nin 1S6110
kopya sayist 5’den biiylik bulunmustur. Ayrica 152 kiime olusturulmustur. Sonugtaki
bant benzerliklerine gore hastalarin %14 niin Hindistan kokenli oldugu bulunmustur’®.
Biz c¢alismamizda suslarimizin 17 kiime 24 farkli kalipicersinde dagildiklarin1 gordiik.
Kiime dagilimlari MIRU-VNTR kiime dagilimlari ile biiyiilk Olciide benzerlik
gosterdigini ancak spolgotipleme ile uyumsuz oldugunu gordiik. IS6110 genotipleme
tek basina veya diger iki yontemle koopere edilmesi zor sonuglar iirettigi ve uygulama
giicligli sebebi ile MIRU-VNTR + spoligotyping kombinasyonunun molekiiler

epidemiyolojik izlemde ideal oldugu kannatine vardik.
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6.SONUC VE ONERILER

Bolge genelinde M.tuberculosis suslarinin klonal iligkileri ve hareketini
Spoligotyping, MIRU-VNTR ve IS6110 RFLP yontemleri kullanarak belirlemek amaci
ile planlanan ¢aligmada;

1- Orneklerin ¢ok sayida ve farkli bolgelerden toplanmasima karsin en yiiksek
MDR izolatlar1 %50,9 orani ile Adana ilinde yogunlastigi,

2-Adana ilindeki oransal yiiksekligin M tuberculosis’in yayginligi kadar, hasta
seciminde gdsterilen 6zene bagl olabilecegi, bu agidan bakildiginda da VSD’de calisan
hekim ve personelin tecriibesinin énemli oldugu,

3-Bolge suslarmin spoligotyping ile %94,9 oraninda kiimelestigini ve suslarin
19 kiime igerisine dagildiklari,

4-En biiyiik kiimeyi 53 izolat ile T1 kiimesinin olusturdugu, bu kiimenin MIRU-
VNTR ile yakin iliskili 3 kiime ye dagildigi, yani MIRU-VNTR’in spoligotyping
yontemine gore daha yiiksek ayirim giicline sahip oldugu,

5-Adana’da ikamet eden iki hastadan M tuberculosis Beijing susunun izole ve
identifikasyonu ile bu susun artik ilimize yerlestigi yani ithal hasta yerine yerlesik
hastada bu suslarin goriilebildigi,

6-IS6110 ile belirlenmis kiimelerdeki izolatlarda degisen tekrar sayilarinin
ayirim giiciinii dahada artirdigi ancak bu yontemin tek bagina diger yontemler gibi
anlamli sonuglar tiretmedigi goriilerek M tuberculosis tiir tayini, klonal iliskinin tespiti
ve siirveyansinda spoligotyping ve 15 lokus MIRU-VNTR yo6ntemlerinin tatminkar
sonuglar iiretebildigi,

7-Bolgemizde MDR suslarin insidansinda artis oldugu,

8-MDR suglarda RIF ve INH disinda en az 1 anti-Tb ilag direncinin arttidi,

9-MDR suslarin klonal olarak benzerlik gostermedikleri, yani yeni yeni direngli
sus klonlarmin ortaya ¢iktig1 , bu varsayimdan hareketle de direncin siklikla sekonder
oldugu,

10-Bu sebeple hekim-laboratuvar-hasta iligkisini gli¢lendirecek tedbirlerin

Daha giiclii uygulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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