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OZET

Cukurova Bolgesinde | zole Edilen Mycobacterium Tuberculosis |1zolatlarimn Tr
Tayininde 1S6110-RFLP Ydnteminin Kullamimas

TUberkiloz ginimizde hala tim dinyada goérilen ve giderek 6nem kazanan
halk saglig1 problemlerinden biridir. HIV epidemisi ile birlikte gelismis tUlkelerde de
yeniden artis trendine giren Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlarinin
kontroliinde; yeni, daha hizli, ucuz, sensitif ve spesifik tam yontemleri ile daha etkili
anti-tiberkiloz ilaglarin  yaratiimast ve mikroorganizmanin toplum igerisindeki
hareketleri ile bulas yollarinin tespitine imkan saglayacak genom dizeyinde tammlama
yapabilen epidemiyolojik yontemlerin  gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
calisma ile Cukurova bolgesindeki 2007-2010 yillar1i arasinda izole edilen M.
tuberculosis izolatlarimin 1S6110-RFLP yontemi ile tiplendirilmesi amaclanmustur.

Calismaya 2007- 2010 yillar1 arasinda Cukurova bolgesinde bulunan farkli
hastane ve verem savag dispanserlerinden akciger tuberkilozu veya temas kuskusu ile
laboratuarimiza gonderilen  hastalara ait klinik materyalden izole edilen 230
Mycobacterium tuberculosis kompleks susu dahil edilmistir. Suslar klonal diizeyde tam
amaci ile S6110-RFLP yontemi ile degerlendirilmistir.

1S6110 RFLP analizi ile ¢alisilan 230 izolattan 146 farkli patern belirlenmistir.
Y iz yirmi 6rnegin bulundugu 35 kiime (%29.1), 62 6zgul profil (%26,9), 36 benzer sus
(%15,6) bulunmus olup 12(%5,2) 6rnek tanimlanamamistir. Bu c¢alisma sonunda,
Ulkemizde yapilan diger 1S6110-RFLP calismalarina ait sonuclar kiyaslandiginda
kumelesme oramn daha diistk oldugu goralmstir.

Anahtar Kelimeler: 1S6110-RFLP, Mycobacterium tuberculos's,



ABSTRACT

Genotyping Of Mycobacterium Tuberculosis Strains | solated From Cukurova
Region On 1S6110 Element Polymorphism Using RFLP Analysis

Tuberculosis is one of the major public health issues in the developing
countries of the world. In control of Mycobacterium tuberculosis, which has begun to
increase together with the HIV epidemic in developed countries, specific diagnosis
methods which is new, faster, cheap, sensetive and creation more effective anti-
tuberculosis medicines, which can identify the public travel route and the transmission
ways in  genome level, epidemiological methods are required . In this study, isolated
between 2007-2010 in Cukurova Region M.tuberculosis isolates by 1S6110-RFLP
typing method is aimed.

In this study, 230 Mycobacterium tuberculosis complex strains isolated from
the clinical materials of patients that have pulmoner tuberculosis or contact suspicious
which were sent our laboratory from the different hospitals and Tuberculosis
Dispansery in the Cukurova Region between the dates of 2007-2010 were used. Strains
were evaluated with 1S6110-RFL P typing method for clonal level diagnosis.

Studied 230 isolates with 1S6110 RFLP analysis of 146 different patterns were
identified. One hundred and twenty samples contain 35 clusters (29.1%), 62 specific
profile (26.9%), 36 strains were similar (15.6%) and 12 samples (5.2%) unidentified.
According to this study, the rate of clustering was lower than results of other 1S6110-
RFLP studies done in our country.

Keywords: 1S6110-RFLP, Mycobacterium tuberculosis



1. GIRIS

TlUberkiloz (TB), Mycobacterium tuberculoss kompleksi (MTK) olarak
tammlanan bir grup mikroorganizma tarafindan olusturulan, tam, tedavi ve kontrol
yontemlerindeki ilerlemelere ragmen, basta gelismekte olan Ulkeler olmak Gzere tim
diinyada halk sagligini tehdit eden, kronik bir hastaliktir.

Dunya Saglik Orgiitii verilerine gore diinya niifusunun tigte biri Mycobacterium
tuberculosis ile enfektedir. Ozellikle HIV pandemisinden sonra kot ekonomik sartlara
sahip Ulkelerde, gocler ve genel saglik sistemi ile birlikte tUberkiloz kontrol
programlarinin ¢okmesi epidemiyi alevlendirmis ve gelismis Ulkeleride igine alan
pandemi haline donlstirmustar. Her yil, % 85’1 gelismekte olan 22 Ulkelerden olmak
Uzere, yaklasik olarak 9 milyon yeni akciger tlberkilozu vakas: bildirilmekte ve yine
cogu bu tlkelere mensup, geng yetiskinlerden olmak lzere yaklasik olarak 2-3 milyon
hasta bu blyik pandemide kaybedilmektedir.

Diger taraftan M.tuberculosis'in artan insidansimin yam sira en az iki major
anti-tuberkiloz ilaca direngli (MDR) ve bunlarin yant sira 2 minor ilaca direncli (XDR)
suslarin ortaya c¢ikist ve bu suslar ile olusan enfeksiyonlarin klasik tiberkiloza gére
cok daha malign ve mortal seyretmesi, Tuberkilozu “yeniden 6nem kazanan® global
bir saglhik problemi haline getirmistir. Ozellikle Cin kokenli olmasina ragmen bat
dunyasinda da hizla yayilim trendinde olan M.tuberculosis kompleksine ait Beijing
suslart MDR olup bu suslarda XDR gelisme riski oldukca yuksektir. Bu sebeple de
genel olarak komplekse ait tum suslarin ancak 6zellikle Beijing suslarinin tur diizeyinde
tanmmlanmalar: direngli suslarin izlenmesi ve yayilimin engellenmesi agisindan hayati
Oneme sahiptir. Tuberklloza bagli bulas ve 6limlerin trendinin disurtlmesinde; hizls,
ucuz ve yuksek duyarlilikta yeni tam yontemleri ve daha etkin anti-ttberkiloz ajanlarin
gelistirilmesi kadar bulasin 6nlenmesi de stratgjik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda
tuberkilozun epidemiyolojik 6zelliklerinin dahaiyi anlasilmasi gerekmektedir®



M.tuberculosis kompleksi icerisinde yer alan turlerin tammlanmasinda son
derece kompleks, uzun sirede sonug veren, pahali ancak yiksek duyarliliga sahip
MIRU-VNTR ve spoligotipleme gibi yontemlerin yam sira, daha kisa sirede sonug
veren ancak diusik ayirim guciine sahip ticari kart testler kullamlmaktadir. Bu testlere
aternatif olarak sadece M.tuberculosis kompleksi tirlerde genomda yer alan sayi,
yerlesim ve biyuklUkleri tirler arasinda farklilik gosteren 1S6110 segmentinin hedef
alan PCR-RFLP bazl1 prop hibridizasyon yontemi hem yiiksek ayirim guictine sahip hem
de laboratuar sartlarinda uygulama kolaylig1 olan hizl1 ve nispeten ucuz bir yontemdir.

Biz bu calismada bolgemizdeki 7 ilde hizmet veren 17 Verem Savas Dispanseri
ile birisi Gogus Hastaliklari Hastanesi, ikiside Devlet Hastanes olmak Uzere 3 yatakl
saglik kurulusunda takip edilen hasta veya temas sUphelisi olan kisilerden alinan ve
laboratuarimiza gonderilen balgam ve BAL orneklerinden izole edilen M. tuberculosis
kompleksi icerisinde yer alan 230 M. tuberculosis izolatimin genotipik 6zelliklerini
IS6110-RFLP yontemi ile arastirdik. Caligmanin oncelikli amaci bdlgemizdeki M.
tuberculosis klinik izolatlarimin genotip diizeyinde tammmlanmasi ve bolgede egemen
olan kompleks Uyelerinin tespitidir. Bu baglamda ileride surdirilecek olan
epidemiyolojik caligmalar icin gerekli olan laboratuar alt yapisini olusturmak,
surdarilecek genotiplendirme calismalar: ile M. tuberculosis suslarimin bolgemizdeki
hareketini takip ederek kontrol stratgjileri gelistirmek ve mevcut stratgjilerin isleyisini
sorgulayabilir sonuclar Uretilmesine imkan saglamak uzun vadeli beklentidir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihce

Halk arasinda verem olarakta tamimlanan Tuberkiloz(TB), insanlik tarihi kadar
eskilere dayanan bir hastaliktir. TB etkeni olan Mycobacterium tuberculosis'in
gecmisinin 150 milyon yildan daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Mikobakterilerin
35.000-15.000 yil 6nce ortak bir atadan koken aldigi gosterilmekte ve atasal
mikobakterilerin 3 milyon yil 6nce Dogu Afrika da Afrika boynuzundan ilk insanla
birlikte evrimleserek ciktigi ve buradan tiim Diinya'ya yayildigina inanilmaktadir™.
Insanlarin, M.O 8000 yillarina kadar uzanan iskelet kalintilarinda hastalik izlerine
rastlanmasiyla mikobakterilerle karsilasildig1 diistinilmektedir. Bu hipotez M.O. 4000-
2400’10 yillarda eski Misir'da Firavunlar doneminden kalma Thebus bdlgesinde
bulunan 85 mumyadan alinan organik materyalden ARB, PCR ve 1S6110- RFLP ile
ispatlanmis, spoligotipleme ile de sus tayini yapilabilmistir®. Yine bu déneme ait kemik
kalintilarinda tlberkiloza ait Pott’s hastaligina bagli kemik lezyonlarimn gosterilmesi,
vazo ve testi gibi sanat eserleri Uzerinde bulunan figurlerde kemik lezyonlu hastalarin
tammlanmas: bu dénemde tiiberkiilozun yayginhigi hakkinda fikir vermektedir®.
Misir’da, M.O. 5000 yillarina ait, Hindistan'da M.O. 3300 ve Cin'de M.O. 2300
yillarina ait kaynaklarda tuberkiilozu dustindiiren ifadeler bulunmaktadir™*>. M.O.
1500-500 ve M.O. 500-0 yillarinda Nil nehri vadisinde iki biyik tiberkiloz
epidemisi kaydedilmistir. Bu salginlardan sonra hastaligin gérilme oran ani olarak
dismustdr. M.S. 500-1500 yillarinda Kuzey Amerikada ve son 1000 yilda
Avrupa’da cesitli epidemiler tanimlanmustir. 17. ve 18. ylzyillarda Avrupa
niifusunun %70'i tiiberkiiloza yakalanmis ve bunlarin yedide biri 6lmuistiir®”®,

Dunyada verem epidemileri dalgalanmalar gostermis olup M.O. 1500 — 750
yillart arasinda Nil vadisinde, 1500 — 50 arasinda Eski Y unan'da; 250 — 1500 siresinde
Amerika da, 1000 - 2000 arasinda da Avrupa’ da epidemiler yapmustir’. Hipokrat M. O.
460’ yillarda erime, tikenme anlamina gelen “fitizis' terimini kullanmustir. ilk olarak
Aristo (M.O. 354-322) bu hagtaligin bulasici oldugunu disundiren bir 6zelliginin
farkina varmistr. Romali Celsus M.O. 30-50 yillarinda tiiberkil tammini literatire



gecirmistir®®. MS. 1l.yy'da F. Sylvius ise tilberkiilozdan élen hastalarin akcigerlerinde
tuberkil olarak adlandirdig: kiigiik sert nodiillerin bulundugunu gostermistir’®. Pierre
Desault (1675-1737) ise hastaligin bulasict oldugunu, temel bulastirict unsurun ise
balgam oldugunu belirtmistir. Robert Koch tiberkilozdan 6len bir hastamn
akcigerindeki lezyonlarda basili gostermis, bunu kilttrde Uretmis ve Uretilen basil ile
deney hayvanlarinda hastalik olusturmustur. Boylece Koch 1882 yilinda Berlin
Fizyoloji Derneginde tiberkilozun M. tuberculosis tarafindan olusturuldugunu
kanitlamstir?.

Yirminci yuzyilin baslarinda ilk senatoryumun aciimasiyla tuberkiloz
tedavisinde farkli bir yaklasim baslamistir. F. Seibert 1930'lu yillarin sonunda “old
tuberkdlini  saflastirmigtir ve elde edilen saflastirilmis protein turevi (PPD) ile
tiberkiloz enfeksiyonu tespit edilmeye baslanmistir. Calmette ve Guerin isimli
arastiricilarin 1921 yilinda Fransa'da ilk tlberkiloz asist Bacillus Calmette-Guerin
(BCG)'i gelistirmiglerdir. Bu as1 11.DUnya Savasindan sonra tim diinyada yaygin olarak
kullamlmaya baslanmistir>*®’. 19. yiizyillin sonlarinda tiiberkiiloz salgini, Osmanli
Imparatorlugu’ nda blyik bir halk sagligi sorunu olmus, Balkan Savaslar: ve 1. Dinya
Savast’ ndaki yogun yoksulluk kosullarinda Anadolu’ya yayilmaya baglayan hastalik,
1940’ larin sonunda en yuiksek dizeyine ulasmis ve bu donemde en sik gérilen 6lim
nedeni olmustur ®”.

Tuberklloz tarihinde yeni bir dénem 1940’ larda ABD’de streptomisinin(STR)
kesfi ile baslamistir®. STR'nin kesfi ile tuberkilloz tedavisinde kemoterapi doénemi
baslamustir. Aymi yil Isvecli bilim adam J. Lehman salisilik asidin para-amino tuzunu
sentezleyerek para-amino salisilik asit (PAS)’ in tlberkiloz tedavisinde kullanimini
saglamis ve bu iki ilacin kullamma girmesiyle tuberkiloz tedavisinde iyi sonuglar
alinmaya baglanmistir. Tek basina kullamlan bu ilaglara kisa zaman icinde direng
gelisimi yeni ilag bulma ¢abalarim da zorunlu kilmistir. 1952 yilinda Robizek ve Selikof
tarafindan izoniazid (INH) in bulunmasindan sonra ¢ ilagla 18-24 ay siiren kombine
tedavi uygulanmasi sonucu tluberkiloz tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir.
1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda
rifampisin (RIF) bulunmusgtur **2.

Yetmisli yillarda bat1 tlkelerinde tiberkiloz sorununun azaldig: distintldiyse
de 1985 yilindan itibaren tuberkiloz insidansimin artmaya basladigi gordlmustir. Bu



ulkelerde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan énerilen ve erken tam, tedavi ve
asilamay1 Oneren tlberkiloz kontrol programlart 1960 lardan sonra uygulanmaya
baslanmis ancak 1990 |1 yillarda bu programlarin yetersiz oldugu gorilmistiir .

Ulkemizde tiiberkiloz ile etkin miicadele 1950'li yillarda baslatilmstir.
Cikartilan bir yasa ile 1960 yilinda Verem Savas Dispanserleri kurulmustur®.
Tlberkiloz gunimizde AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome-kazanmlmis
bagisik yetmezlik sendromu) insidansinin arttigir bolgelerde salgin yapma 6zelligini
devam ettirmektedir **.

2.2.Epidemiyoloji

Tlberklloz yirminci yizyilda kontrol altina alinmaya basglanmis olmasina
ragmen gunimizde onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. DSO
raporlarina gore Dinya nifusunun /3’0 hasta olmaksizin tUberkiloz basilini almis
durumdadir ***°. Giiniimiizde, tiiberkiiloz ilaclarinin dogru kombinasyonlarinda ve hasta
tarafindan duzenli kullanilmasi durumunda, hastalik genellikle tedavi edilebilmektedir.
Onemli basarilara ragmen bulasici bir hastalik olan tiiberkiiloz diinya capinda énde
gelen 6lum nedenlerinden biridir. Mevcut tahminlere gore yilda yaklasik 9 milyondan
fazla yeni hasta ve 2 milyon 6ltm belirtilmektedir. Kiresel bir salgin olmasina ragmen,
TB’den yoksul Ulkeler daha fazla etkilenmektedir ve bu Ulkelerde TB % 98 oraninda
oluimle sonuclanmaktadir?. Tim TB olgularinin % 95'i, Diinya nifusunun yaklasik
olarak % 86 sii olusturan Bati Afrika Ulkeleri gibi disik ekonomi kaynakli tlkelerde
gorulmektedir. Bu yuksek insidansin bu bolgelerde gorilen HIV epidemisine bagl
olduguna inanil maktadir®*?,

Tuberkilozdan korunma ve etkin kontrol dnlemlerinin gelistirilmesinde hastalar
arasindaki yayilmanin derecesi ve kaynagin bilinmesi ¢ok ©nemlidir. Bunun igin
izolatlar arasindaki klonal iliskinin arastirilmasi  gereklidir. Mikobakterilerin
biyokimyasal ve morfolojik 0Ozelliklerinden yararlanilarak cins ve tir dizeyinde
tammlamalar1 yapilabilmektedir. TUr dizeyinde tammlama tiberkilozun etiyolojisini
aydinlatma bakimindan yeterli olabilmek, ancak salginlar esnasinda izole edilen ayni tur
icindeki suslar1 birbirlerinden ayirt edememektedir.*?'%'"*® Oysa bir salginda kaynak
tespiti ve salgin suslarimin tammlanmasinda izolatlar arasinda yuksek ayirim giictine

sahip tekniklerle salgin suslarimin diger suslardan ayirt edilmesi  blyik 6nem



tasimaktadir. Nitekim HIV infeksiyonu tuberkiloz epidemiyolojisinde 0Onemli
degisimlere neden olmus, ABD gibi gelismis Ulkelerde tUberkilozun daha genc
hastalarda rastlanmaya baslamis, reaktivasyona gére primer tuberkiloz olgularimn
artmis ve ¢oklu ilaca direncli tiberkiloz sayisinda artislar kaydedilmistir. Amerika ve
Afrika'dan sonra Guney Dogu Asya ve Eski Sovyetler Birligi tlkelerinde de bu iki
hastaligin birlikteligi artis gostermistir’®?®?* Bitin bu veriler tiiberkiiloz kontrol
programlarinin molekiler diizeyde elde edilecek epidemiyolojik bilgilerin isiginda
gbzden gecirilmesi gerektigini ortaya koymustur.

2.2.1 Dunyada Tuberkiloz

Tlberkllin testi pozitifligi esas alinarak yapilan degerlendirmede dinya
nifusunun 1/3'Und olusturan yaklasik 1.7 milyar kisinin tiberkiloz basili ile enfekte
oldugu ve 2015 yilina kadar hasta sayisinin 50 milyona ulasacagi, bunlarin (g
milyonunun HIV ile enfekte olacagi ve 30 milyon insamn da bu nedenle 6lecegi
tahmin edilmektedir. .

Dunya nufusunun % 25'inin yasachgir gelismis Ulkelerde yillik tlberkiloz
insidanst % 0.1-% 0.01 diizeylerindedir ve bu oran her yil % 10’ dan fazla dismektedir.
Gelismekte olan Ulkelerde ise insidans % 0.5-2.5 arasinda degismekte ve enfeksiyonun
hiz1 daha yavas azalmaktadir.”*  Giiniimiizde kiiresel tiiberkiiloz sorunu biiyiik oranda,
yetersiz kontrol programlarinin uygulandigi Giineydogu Asya, Sahra Alt1 Afrika ve
Dogu Avrupa Ulkeleri ile yuksek tuberktloz / HIV birlikteliginin bulundugu Afrika
Ulkelerinden kaynaklanmaktadir. 1980'den sonra giderek artan HIV infeksiyonu
insidanst bugiin birgok Ulkede tuberkilozlu hasta sayisinin belirgin sekilde artisindan
sorumlu gériinmektedir?.

DSO tiiberkiiloz kontroliinde ‘Milenyum Gelisme Hedefi’ belirlemektedir.
Buna gore DSO, yayma pozitif olgularin %70’ inin tespit edilmesini, bu olgularin %
85'inin basariyla tedavi edilmesini, 2015 yilina kadar dinyada tiberkiloz
insidansinin azalmaya baglatilmas: ve durdurulmasini, 1990 yili ile kiyaslandiginda
2015 yilina kadar prevalans ve 6ltm oranlarinin yariya indirilmesini hedeflemektedir
23,11.

DSO 2008 Kiiresel Tuberkiloz Raporu’ na gore, 2006 yil1 icinde bildirilen
olgu oram (prevalans) 5.392.826 (82/100.000), yeni yayma pozitif olgu oram



2.531.975 (38/100.000) olarak verilmektedir. Olgularin %46.9'u yayma pozitif
olarak bildirilmektedir. 2003 yil1 icin insidans 8.8 milyon olarak bildirilirken, 2005
yilt i¢in 9.1 milyon olarak verilmektedir. 2006 yili i¢in tahmini prevalans oram
14.424.343 (219/100.000), insidans orant 9.157.021 (139/100.000), yayma pozitif
olgu oram 4.068.011 (62/100.000) olarak verilmektedir %,

2.2.2Turkiye deTuberkiloz

Ilk Veremle Savas Cemiyetinin 1918 yihinda kuruldugu Turkiye de,
Cumhuriyet’ in ilk yillarindan beri tiberkilozla micadele sirdirdlmustir. 1950 lerde
%0,25 olan hastalik prevalanst 1975'te %0,1'e dismis, bu yillar arasinda yillik
enfeksiyon risk oraninda % 10’ luk azalma gorilmustir. Fakat 1970'li yillarin basinda
‘tUberkilozun artik kontrol altina alindigr’ seklindeki resmi agiklamalar, bu yillardan
sonra kamuoyunun ve devletin konuya ilgisinin giderek azalmasina neden olmus ve
1977den sonra yapilan calismalarda enfeksiyon riskinin  artmaya basladigi
gorilmuistir®.

Saglik Bakanligi Verem Savas Daire Baskanligri’nca, Avrupa Tuberkiloz
Sirveyansi' nin veri standartlari esas alinarak hazirlanan, Tirkiye'de Verem Savasi
2009 Raporu'na gore Kayitli TB hastalarinin toplam sayist 2006 yilinda 20.526 iken
2007 yilinda 19.694 olmustur ve bir yilda %4 dists gorlilmustir. Kayitli 19.694
hastanin 17.781’i (%90,3) yeni olgu, 1.913' (%9,7) tedavi gormus olgudur. Hastalarin
12.381'i (%62,9) erkek, 7.313'U (%27,1) kadin hastadir. Akciger tlberkilozu olan
13.690 hastadan 12.219 (%89,3)’ tine mikroskopi yapilmis ve akciger tuberkilozlularin
%64,3' Unde (8.797) yayma pozitif bulunmustur. Hem mikroskopi hem de kultir
yapilma oranlar: ile pozitiflik oranlarinda bu yil gecen yillardan daha basarili sonug
alinmustir. ilag duyarhilik testi (IDT) yapilan 4.917 hastanin %20,8'inde en az bir ilag
direnci tespit edilirken, 240 (%4,9) cok ilaca direncli TB hastast bulunmustur'®. Bu
oranlar diger Ulkeler ile karsilastirildiginda azimsanmayacak bir degerdir ancak
Ulkemizde hasta bildirimleri ve kayitlama sistemlerinde ©nemli sorunlar olmasi
nedeniyle gergek tuberkiloz gorulme sikliginin daha fazla olmast gerektigi de goz ard:
edilmemelidir®.



S0

=+="Yeni nlyular

—=— Tiim olgular

45

40 M

i

23

P

Olgo hrer (100,000 niilusia)

1991 1997 1003 1904 T90S 1ugn TRET T99E 900 2000 2041 2002 2003 20HH 2005 2008 2007
Yillar

Sekil 1. Turkiye de 1991-2007 yillar: arasinda tiiberkiil oz insidansi™

Ulkemizin TB insidans agisindan basarili kontrol program uygulamus tlkeler
ile, basarisiz programlar uygulamis Ulkeler arasinda bir konumda oldugu
goriilmektedir®. Bolgelere gore bakildiginda, olgu hizi 100.000/48.6 ile Marmara
Bdlgesi’ nde en fazla gorilmektedir. Bunu, Karadeniz ve Gineydogu Anadolu Bolgesi
izlemektedir. Bunun nedeni, Marmara Bolgesi’ nin, distk gelirli bélgelerden ¢ok fazla
g6c almast ile agiklanmaktadir®.

Saglik Bakanligr' min yayinlarina gore, 2007'de bolgelere gore insidans ise;
Karadeniz Boélgesinde 32100.000, Marmara Bolgesinde 44.8 /100.000,Ege Bolgesinde
23/100.000, i¢c Anadolu Bolgesinde 15/100.000, Dogu Anadolu Bolgesinde 19.4 /100.
000, Guineydogu Anadolu Bdlgesinde 22,1/100.000, Akdeniz Bélgesinde 17.8/100.000
olmak (izere tilke genelinde 27.9 /100.000 olarak verilmistir.?*.

Illere gore bakildiginda, niifusa gore tiberkiloz olgu hizi srasiyla en fazla
100.000/55.9 ile istanbul’da, ardindan 100.000/47.9 ile Edirne ve 100.000/51.2 ile
Bartin’da gorulmektedir. izmir’de ise bu oran 100.000/29 ile Turkiye ortalamasinin

tizerinde bulunmaktachr*%.



2.3 Mikobakterilerin Bakteriyolojik Ozellikler

Mycobactereacea ailesinin tek cinsi olan mikobakteriler; aerop, sporsuz, katalaz
Ureten, hafif kivrik veya diizgiin comak seklinde, dallanabilen, 0.2- 0.6 um eninde, 1.0-
10 um boyunda mikroorganizmalardir. Y avas Ureme hizina sahip olan mikobakteriler
18-24 saatte ikiye bolinmektedir *. Kat1 besi yerinde kolonilerin gbzle gériilmesi,
hizl1 GUreyenlerde 7 gunden az, yavas Ureyenlerde 7 ginden fazla sirmekte; klinik
orneklerden primer kiltirde Ureme stiresi 8 hafta kadar stirebilir. Optimum Uremesi igin
gerekli ortam pH’ s1 6.5- 6.8 ve CO, oram %5-10"dur. Ureme icin uygun 1s1 ortalama 37
°C, tirden tire 30°C - 45°C arasinda degismektedir. Mikobakteriler canliligim +4°C’ de
haftalarca, -70°C’ de aylarca koruyabilir. Standart kiltir ortaminda ortalama 10-15
gunde gozle gorundr koloni olusturmaktadirlar. Son zamanlarda otomeatize
sissemlerde (BACTEC TB 460, MGIT 960, MB/BacT Alert, Myco-ESPII ve
MY COLOR TK) kati-sivi besi yerleri kullanilarak bu siire on giine kadar inmistir®®.
Koloni morfolojisi turler arasinda degismekle birlikte S (smooth) ya da R (rough)
pigmentli veya pigmentsiz olabilir. Bazi tirler pigment olusturmak igin 1siga
gereksinim duyarken (fotokromojen) digerleri 1sikta da karanlikta da pigment
olusturabilir (skotokromojen)®#’.

Hicre duvarlari lipit icerigi bakimindan zengindir. Bu nedenle alkol, asit,
alkali ve kuru ortama karst diren¢ gosterirler. Mikobakteriler fenol iginde
¢Ozundurilen bazik fuksinin yogun eriyikleri ile [Kinyoun veya Ehrlich- Ziehl-
Neelsen (EZN) yontemleri ile] boyandiklarinda aldiklar1 boyay: %3’ 10k asit alkolle
renksizlestirme isleminden sonra birakmazlar. Bu 06zelliklerinden dolay: aside
direncli bakteriler (ARB) olarak da adlandirilirlar. Aside direnglilik 6zellikleri
laboratuvar tamsinda kullamilan dnemli bir kriterdir. Kinyoun veya EZN boyama
yonteminde renk giderme isleminden sonra zeminin boyanabilmesi igin zit boya
olarak metilen mavisi kullamlir ve mikroskopik incelemede tiiberkiloz basilleri mavi
zeminde kirmizi comakgciklar seklinde goriilirler®. Tek tek kiicik zincirler veya
demetler halinde bulunabildigi gibi Kklinik orneklerde X, V, L harfleri olusturacak
bicimde de bulunurlar (%62-70)%,
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Sekil 2. Mikobakteri hiicre duvar yapisi %0

Hucre duvar yapilari diger bakterilerden farkli olup ana iskeletini peptidoglikan
ve arabinogalaktan molekilleri olusturur. Ayrica arabinogalaktan ve glikolipidler
arasinda yer alan uzun zincirli doymus yag asitlerinden olan mikolik asit hiicre
duvarinin énemli yapilarindandir’®. Hiicre duvarinin bu kompleks yapisinda en ic tabaka,
diger bakterilerde de gorulen plazma membranmidir. Orta tabakasi peptidoglikan,
arabinogalaktan, mikolik asitler, agil trehalozlar, oligosakkarid igeren lipidler ve
fosfotidilinozitolin glikozil derivatlarindan olusmaktadir. Hiicre duvarimin en disinda
bakteriye seklini veren hiicre duvarina bitinlik ve sertlik kazandiran peptidoglikan
yap1 bulunmaktadir. Benzer kor yapisi mikobakteriler disinda korinobakteriler ve
nokardiyalarda da gorulir. Mikolik asitlerin disinda ¢cok sayida farkl: polar veya apolar
yapida nonkovalent bagli lipid ve glikolipidler hiicre duvarinda yer alir. Biyolojik aktif
olan bu lipidler ve glikolipidlerin bollugu ve asimetrik dizilisleri hiicre duvarina asiri
derecede hidrofobisite kazandirir. Bu yapilar icerisinde afa1,4 glukan, bir
arabinomannan, lipomannan ve lipoarabinomannan gibi polisakkaritler, son derece
Onem arz eder. Mikobakterilerin hiicre duvarinda gram negatif bakterilerde gorilen

porin proteinleri de bulunur®”®®.
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Sekil 3. Mikobakteri hiicre duvar: porin kanal yapisi *°

Mikobakterilerde mikolik asitler tim hticre duvar: kuru agirliginin % 50'sini,
hicre lipidlerinin % 6011 olusturlar.  Mikolilarabinogalaktan  peptidoglikan
kompleksinde en fazla bulunan mikolik asit turd, oksitlenmis gruplar: icermeyen 60
karbon biyudkltgindeki D mikolik asitlerdir. Yapisinda bir cift bag veya siklopropan
icerir. D mikolik asitler M. tuberculosis de dahil olmak Uzere bir gok mikobakteri
turinde gordlen major mikolik asitler olup tim mikolik asitlerin % 25 den fazlasini
olustururlar. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bolgesinin iskeletini
olusturmak Uzere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asitin baglanmasina benzer bir
disakkarit fosforil kdpri ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktan kovalent olarak
baglar. Tetrapeptit yapida yer alan diaminopimelik asitler ile lizozimlere kars: direng

kazanirlar?®’.

2.4. Mikobakterilerin Simiflandiriilmas ve Evrimi
Alem : Prokaryot
Bolum: Firmicutes
Sinif : Actinobacteria
Takim: Actinomycetales
Aile : Mycobacteriaceae
Cins: Mycobacterium

Tar : Mycobacterium tuberculosis
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Mycobacterium cinsi  Actinomycetales takiminda siniflandirilmis  olup
Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir®*. Dogada, toprakta, sularda ve ¢evrede
yaygin olarak bulunan mikobakterilerin ilk insan topluluklarimn sigirlar
evcillestirmeye baslamasiyla insanlara bulastigi diistinilmektedir®®. Mikobakterilerin
saprofit ve patojen olan 100’ e yakin tiirii tammlanmustir'®. Mycobacterium tubercul osis,
Mycobacterium  bovis, Mycobacterium  africanum, Mycobacterium  microti,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium ulcerans ve Mycobacterium bovis BCG' nin
bakteriyolojik dzellikleri ve DNA benzerlikleri temel alinarak bu ttrler “M.tuberculosis
complex’’ ad altinda toplanmuslardir®.

Son yillarda 6zellikle AIDS " in (Acquired Immune Deficiency Syndrome) ortaya
cikistyla birlikte, diger bazi mikobakteri tdrlerinin, M. tuberculosis kompleks disi
mikobakterilerin (MOTT) (M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis ve M. avium
complex) klinik Gneminin anlasilmasi, ilginin bu tirler Gzerinde yogunlasmasina neden
olmustur®®.  Mycobacterium  tuberculosis  kompleks  disi  mikobakterilerin
siniflandirilmast Runyon tarafindan Greme hizi, koloni morfolojisi ve pigmentasyon

esas alinarak dort grupta incelenmistir 33°,

Tablo 1. Runyon Siniflancirmas: *°

Mycobacterium Klinik belirti Pigmentasyon Ureme
Simflandirilmayan
M. tuberculosis

M. ulcerans

M. bovis

M. leprae

Runyon Grup 1
M. marinum Gendde patojen fotokromojen yavas
M. kansasii
M.smiae

Runyon Grup 2

M.scrofulaceum Nadir patojen skotokromojen yavas

M.gordonae

M .xenopi

Runyon Grup 3

M.aviumintracelulare Firsatci patojen nonkromojen yavas

M.avium

M.haemophilun

Runyon Grup 4

M. fortuitum Nadir patojen nonkromojen Hizl
M. chelonae
M.abcessus
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Runyon siniflamasi halen MOTT’ larin ilk asama identifikasyonunda kullanlsa

da tum mikobakterilerin gruplandirilmasinda yetkili degildir.

Washington 1979'da Wolinski'nin ilk bahsettizi  klinikle

onermislerdir **.

Tablo 2. Woods ve Washington simiflandirmas °

1987'de Woods ve

uyumlu  siniflamay

Klinik 6nemi olan
mikobakteriler

. tuberculosis kompleks
. tuberculosis

. bovis (M. bovis BCG)
. africanum

microti

canetti

Insanda potansiyel patojen
olan mikobakteriler

avium-intracellulare kompleks
kansasii

. fortuitum-chel onae kompl eks
scrofloceum

xenopi

saulgari

mal moense

sSmiae

genavense

marinum

. ulcerans

. haemophilum

. celatum

insanda nadiren hastalik
yapan sapr ofitik trler

M
M
M
M
M
M
M

<|lTz22TTTEETEETTEEER

avas Ureyenler Ortahizda
Ureyenler

. gordonae M. flavescens

. asiaticum

terrae-triviale komp.

. shimoidel

. gadtri
.nonchromogenicum

. paratuberculosis

Hizl Ureyenler

M. thermoresistible

M. smegmatis

M. vaccae

M. phlei

M. parafortuitum kompleks

Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi olan Mycobacterium' lar yiksek G (guanin)

+ C (sitozin) : (% 61-71 mol) iceren DNA’sindan dolay: diger mikolik asit igeren

Gordonia, Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus ile birl

ikte Actinomycetales

takiminda  siniflandirilmistir’.  Mikobakterilerin - tiirler  arasindaki ~ dagilimlar:

genomlarinda yer alan 20 farkli degisken bdlgedeki insersiyon ve delesyonlar ile

olusmaktadir. insersiyon ve delesyonlar: dikkate alarak yapilan calismalarda filogenetik

iliskileri belirlenen yaklasik 100 farkli mikobakteri tiri oldugu tespit edilmistir.
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Genetik benzerlikleri temel alinarak bu turler kompleks bagsligi altinda toplanmaktadir
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Sekil 4. M. tuberculosis kompleks tiirleri arasindaki filogenetik iliski %

mutasyonlar, bu tirleri birbirinden ayirmaktadir®. M. tuberculosis kompleksi
icerisinde yer alan M. canetti, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti ve M. bovis
turlerine ait gen kirilmalart incelendiginde; M. tuberculoss kompleksinde meydana
gelen ilk ayrismamin 26 farkli gen bolgesindeki delesyon nedeni ile M. canettii’de
oldugu M. tuberculosis kompleks tirleri arasinda meydana gelen bazi degisken gen
bolgelerindeki gbzlenmistir. M.tuberculosis RD gen bolgelerini ve RD9 bolgesini
koruyarak M. africanum, M. microti ve M. bovis tirlerinden; M. africanum RD9
bolgesini kaybederek M.microti ve M. bovis tirlerinden; M. microti RD9, RD7, RD8 ve
RD10 bolgelerini kaybedip, RD12, RD13, RD14, RD4, RD2 ve RD1 gen bdlgelerini
korumasiyla M. bovisden ayrilmistir. M. bovis RD12, RD13 ve RD4 bolgelerini
kaybederek bazi turleri enfekte etme yetenegini kaybetmistir. M. bovisin RD1, RD2 ve
RD14 gen bolgelerini kaybetmesiyle atenlie BCG suslari ortaya cikmustir*®>.
M.tuberculosis in RvD1 bdlgesinin kaybiyla H37Rv, TbD1'deki ve 1S6110 gibi bazi

polimorfik gen bdlgelerinde meydana gelen nokta mutasyonlar1 sonucunda “Beijing”,
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“Haarlem”, ve “African” diye adlandirilan modern Mycobacterium tuberculosis

kokenleri ortaya gikmustir3%7,

2.5. Laboratuar Tam

Aktif tiberkiloz (TB) solunum yolu drneklerinde veya diger vicut sivilarinda
Mycobacterium tuberculosis tespit edilerek tam konur. Her ne kadar yeni molekler tam
yontemleri gelistiriimis olsa da mycobacterium tamsinda, mikroskopi(ARB) ve
Lowenstein-Jensen besiyerinde kilttr "altin standart” olarak kullamilmaktadir. Ayrica
tedavinin etkinligini izlemek ve aktif tiberkilozun cevreye bulasim engellemek igin

kisa slirede sonug veren yontemlere ihtiyag vardir™®.

2.5.1. Mikroskopi

Akciger tuberkilozunun tamsinda balgamda direkt mikroskopi ile aside direncli
basilin belirlenmesi erken tamda ©6nemli bir rol oynar. ARB yayma mikroskopi
cogunlugu gelismekte olan Ulkelerde olmak lizere mycobacterium tanisinda tek basina
kullanilan yontemdir. Balgam yayma mikroskopisi basit, hizl1 ve ucuz bir tekniktir .
Ancak Mycobacterium tuberculosis kompleks ile diger mikobakterilerin ayirimin
yapamaz. Primer boyamada, Ziehl-Neelsen ve Kinyoun olmak Uzere iki yontem
kullanmak mumkunddr. Her iki durumda da, ARB asit-alkol ile renk giderimi
sonrasinda mikobakteriler mavi zeminde kirmizi basiller seklinde gorindr. Diger bir
boyama florokrom yani floresan boyama yontemidir. Floresan mikroskopi de Auramine
boya kullamlmasi sonucunda mikobakteriler karanlik zeminde sar1 floresan veren
basiller seklinde goriinir*2. Direk mikroskopi, balgamda ml de 5.000-10.000 basil
varligi durumunda aside direngli basili tespit edebilmesinden dolay:r metodunun

sensitivitesi diistktdr.

2.5.2. Kdltar

Mikobakterilerin izolasyonu igin farkli kltdr ortamlar: kullanilmaktadir. En sik
malasit yesili iceren yumurtali besiyerleri tercih edilmektedir. Sik olarak yumurta
tabanli Léwenstein-Jensen ve Ogawa besiyerleri kullamlmaktadir'.

Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar tabanli ve Middlebrook OADC (oleik asit-

albumin-dekstroz) zenginlestirilmis besiyerleri vardir. Bunlarin yam sira sivi besiyeri
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olan Middlebrook ADC (asit-albumin-dekstroz) ile zenginlestirilmis Middlebrook 7H9
tercih edilmektedir. Middlebrook besiyerleri daha yiksek izolasyon verim elde etmek
icin tercih edilmektedir, fakat yumurtaicerikli besiyerlerinden cok daha pahalidir'.

BACTEC TB-460 (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD)
sistemi hizli kiltdr sistemleri icinde yer alan yar1 otomatize, izolasyon, identifikasyon
ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi Radyometrik Kultir Sistemidir(ysm) Sistemde
izolasyonun yam sira, M. tuberculosis kompleksi ile tiberkiloz dis1t mikobakterilerin
(MOTT) ayrimi yapilabilmekte ve M. tuberculosis kompleksi suslarimin primer
antitiberkiloz ilaglara duyarliligi calisilmaktadir. BACTEC 12B (M 7H12) ve
BACTEC 13A (M 7H13) olmak Uzere iki tip besiyeri iceren bu sistem, besiyerlerinde
bulunan C** isaretli palmitik asitin kullanilmasi ve metabolizma sonucu olusan 14CO2
in 0-999 sayisal degerleri arasinda Ureme indeksi (Gl) olarak Glclilmesi prensibi ile
calismaktadir®.

ESP Il (Extra Sensing Power), seliloz siinger ve OADC iceren M 7H9 sivi
besiyeri kullamlan tam otomatize bir sistemdir. Mikroorganizmalarin Uremesi sonucu
olusan gaz basincindaki degisiklikler grafiksel olarak bilgisayarda goruntilenerek
degerlendirme yapilir. Sistem tiim klinik érnekler icin uygundur %%,

MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor igeren ve olusan CO2
diizeyini Olcerek Uremeyi degerlendiren bir sistemdir. Sistem kan disindaki ttim ornekler
icin uygundur®,

BACTEC 9000 MB, M 7H9 sivi besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans
ile belirlendigi bir sistemdir. Sistemde balgam ve diger solunum yolu 6rnekleri igin
“Myco/F sputa’ , kan ve diger steril vicut bolgelerinden alinan 6rnekler icin
“* MycoF/lytic’* besiyeri kullanilir *.

BACTEC MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube), M 7H9 sivi
besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarl: rutenyum metal kompleksi iceren silikon
tipler kullamlan floresan kaltor sistemidir. Klinik ornekler ekilmeden 6nce
besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde herhangi bir
Ureme olmadiginda oksijen varligina bagli olarak silikon tabakaya gonderilen UV
isinina karsi  floresan olusmazken; mikobakteri veya diger mikroorganizmalar
Urediginde oksijenin kullanilmasi sonucunda UV i1sinina karsi floresan olusmakta ve
olusan floresan miktar1 Ureme indeksi olarak degerlendirilmektedir. Tam otomeatize bir
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sissem olmakla birlikte, UV 15181 altinda makroskobik olarak da degerlendirme
yapilabildiginden manuel olarak kullamilmaya da uygundur. Kan disindaki diger tim
klinik drnekler icin kullanilabilmektedir® 3,

2.5.3. Fenotipik Y ontemler

Mikobakterilerde tirlerin fenotipik 6zelliklerinim belirlenmesinde biyokimyasal
testler kullamimaktachr. Ureme hizlari, koloni morfolojileri ve biyokimyasal testlere
bakildiginda M. tuberculosis tirleri ayirt edilebilir. Ancak M. tuberculosis kompleksi
icinde yer alan tdrleri ayirt etmek icin yavas Ureyen ARB basilleri Uzerinde koloni
morfolojileri, oksijen kullammi, niasin birikimi, nitrat rediktaz aktivitesi, katalaz
aktivitesi, Ureme hizi, tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (TCH) direnci ve

! Her zaman her vakada kesin tir tammlanmas:

pirazinamidaz Uretimine bakilir
yapilamamaktadir. 1980 lerde hiicre duvarindaki mikolik asitlerin incelenmesi prensibi
ile calisan yuksek performansli likid kromatografi ile mikobakterilerin identifikasyon

metodu kullanilmaya baslanmustir °*2.

Tablo 3.M.tuberculosis kompleksi tiirlerin koloni morfolojileri ve biyokimyasal dzellikleri >

Test M. M. M. bovis M. M. M.
tuberculosis | bovis BCG | africanum | microti | canettii
Morfoloji R R R R R S
Pirazimidaz + - - + + +
Niasin + - - +/- + -
Nitrat kull. + - - +/- - +
Ureaz +/- - + +/- +/- +
TCH Direncli Duyarlt | Duyarh Duyarli Duyarl: | Direncli
duyarlilig
Oksijen aerobik Mikro aerobik Mikro Mikro | bilinmi
aerofilik aerofilik | aerofilik yor
Piruvat - + + - - -
kullanmasi
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2.5.4. Genotipik Yontemler

M. tuberculosis suglarinin birbirinden ayirt edilmesinde molekdler tiplendirme
yontemleri epidemiyolojik yonden son derece degerli hilgilere ulasilmasint mimkiin
hale getirmistir. Bilinen mikobakteri tiri sayis1 1983 yilina kadar 53 iken bugtin bu
yontemler sayesinde say1 150'nin Uzerine ¢ikmustir. Mikobakterilerin dogru sekilde
tiplendirilmeleri icin kullamlacak en ideal yontem tum genomun dizi analizini
yapmaktir. Molekiler yontemler parmak izi “fingerprint” olarak adlandirilan spesifik
genetik profilleri ortaya koyabilmelidir. iki veya daha fazla sus aym parmak izine yani
aym genetik profile sahipse izolatlarin epidemiyolojik olarak iliskili olduklar:
gorinmektedir. Molekuler epidemiyolojik tiplendirme metodlar1 salgin tespitinde
kullamlan giigli araglardir®®?,

Mycobacterium tuberculosis genomunun bitin baz dizilimi c¢ikarilmis olup
homojen ve stabil yapidadir. Genom yaklasik 4.4 mega baz ciftinden olusmaktadir ve
oldukca yiiksek oranda guanin-sitozin (%62-70) icermektedir®. Genomda cok az sayida
sessiz mutasyon meydana gelmekte, genetik rekombinasyonlar, genellikle transpozonlar
yoluyla veya tekrarlayan dizilerin polimorfizmi ile gerceklesmektedir®. En basit
transpozon ‘ Insertion sequence’ dir (1S). Genom lizerinde 14’ den fazla farkli 1S elementi
belirlenmistir. IS ve tekrarlayan diziler farkl: tir, dal ve alt dallarda farkli sayida ve
genomun farkl: yerlerinde yerlesirler, genetik polimorfizmin olusumunu sagladiklar
kabul edilmektedir. Bu nedenle farkli suslar arasindaki ayirimda siklikla
kullamimaktadirlar Bugiine kadar ¢cok sayida tekrarlayan dizi ve mobil element tespit
edilmis olmasina ragmen, bugin icin en c¢ok kabul gbren ve en sk kullanlan
tekrarlayict elemanlar 1S6110, DR (Direct repeat) ve MIRU’dur (Mycobacterial
interspersed repetetive units)®.

Mikobakterilerin tammmlanmasinda 16S rRNA gen bolgesi diziliminin
belirlenmesi  gibi  ¢esitli  molekiler biyolojik yontemlerin  gelistirilmesi  ile
konvansiyonel biyokimyasal testlerin yerini molekiler metodlar almistir. M.
tuberculosis kompleksinin tanimlanmas: 16S rRNA bolgesini hedef alan gen problari
kullamlarak mimkin olmaktadir. Fakat bu problar tir dizeyinde tammlama
yapamiyordu. Mycobacterium tirlerini ve M. tuberculosis kompleksi tammlayan 16S-
23S rRNA bolge amplifikasyonu ve reverse hibridizasyon metodu INNO-Lipa
kullanmlmistir. 23S rRNA gen bolgesini hedef alan DNA strip test Geno Type MTBC de
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M. tuberculosis kompleks tyelerinin ayriminda kullanilmistir. Bu test gyrB DNA dizi
polimorfizmleri ve bovis BCG RD1 delesyonuna dayanmaktaydi. Exact Tandem Repeat
D (ETR-D; Mikobakteriyel Serpistirilmis Tekrarlayan Unite 4) dizilimi gosterilmis ve
bu gen golgesinin M. tuberculosis kompleksinin tir dizeyinde belirlenmesini hizls,
dogru, tek adimda saglachgi gorulmistir. Behr ve arkadaslart M. tuberculosis H37Rv
suslart ile genomik karsilastirilma sonucu M. bovis BCG de bazi farklilik bdlgesinin
(RD1-16) olmadiginm belirlemislerdir. Huard ve arkadagslar1 M. tuberculosis kompleks
icindeki turleri ayird etmek icin RD delesyon bdlgesini hedef alan yedi primer ciftini
ayri, ancak es zamanl reaksiyonlarda kullanarak PCR bazli tiplendirme metodu
gelistirmistir. M. caprae ve M. pinnipedii gelistirilen LSP ve tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP) teknikleri sonucu M. tuberculosis kompleks Uyesi olarak kabul
edilmistir *2.

M. tuberculosis kompleks icerisindeki DNA polimorfizmlerini tammlamada
1S6110-PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism), Spoligotyping,
Variable Number of Tandem Repeat (VNTR), Mycobacterial interspersed repetetive
units (MIRU) yontemleri ve kombinasyonlar: kullanil maktadir®®.

2.5.4.11S6110-RFLP(Restriction fragment length polymor phism)

TUberkiloz molekiler epidemiyolojisinde kompleks icerisindeki suslarda
bulunan tekrarlayan dizileri hedef alan ¢ok sayida yontem denenmistir. M.
tuberculosis de farkli kopya sayisinda tekrarlayan bu elementler; insersiyon dizileri,
1S6110, 1S1081 ve 1S1547, major polimorfik tandem repeats (MPTRS), polimorfik GC-
zengin repetitive sequences (PGRSs) ve direct repeat sequence (DR) dir.

Memeli hicreleri de dahil olmak Uzere mikroorganizmalarin  ¢ogunda
genomdaki bir bolgeden kendiliginden c¢ikarak bir baska bolgeye yerlesebilen “Mobil
Genetik Elementler” bulunur. Bu genetik elementlerin varligi ilk kez 1960’11 yillarin
baglarinda Barbara McClintock tarafindan tammlanmistir. Genomun evrimine gen
regulasyon potansiyelleri ile katkida bulunan bu mobil elementler aktariima
mekanizmalarina gore siniflandirilmiglardir. Sinif | olarak tammlanan mobil elementler
gen igerisinde 6nce transkribe edildikleri RNA’ya daha sonrada DNA ya donuserek
hareket edebilirken,sinif Il de yer alan mobil elementler, ki bunlar transposonlar olarak
tanimlanirlar, transposas enzimine sahiptir. Bu yolla gen igerisinde kendi kopilerini
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olusturabilirler, genomdan kopilenmeden kesilerek c¢ikip bir baska pozisyona
girebilirler. Bakterilerde insersiyon segmentleri (1S) olarak tammlanan transpozonlar
her iki mekanizma ilede yani RNA yolu ile replikatif veya direkt kesilerek non replikatif
yolla hareket ederler.

M.tuberculosis suslarinda transposonlarin  varligr ilk olarak Gordon ve
arkadaglar1 tarafindan M. tuberculosis H37Rv genome analizi calismalari sirasinda
tespit edilen 30 kadar transpozonun tespit edilmesi ile gosterildi. Bu segmentlerden
sadece M.tuberculosis kompleksi tirlerde gorilen ve salgin arastirmalarinda hedef
olarak en sik kullanilan polimorfik molekiler marker olan 1S6110; ilk olarak 1990’1
yillarin basinda tanimlandi. Genomda 1 ila 20 arasinda degisen farkli kopya sayisina
sahip olup genomdaki lokalizasyonu turler arasinda degisim gosteren bu transpozon
1.36 kb buyUkliginde olup terminal bélgesinde sahip oldugu 23kb uzunlugundaki
noksan inverted repeat dizileri ile ilk defa enterobacterecea ailesinde tanimlanmis olan
IS3 ailesi mensubudur. Diger 1S3 ailesi transpozonlar gibi 1S6110 diziside iki tane
kismen st Uste gelen, orfA ve orfB olarak adlandirilan, agik okuma bolgesine sahiptir.
OrfAB proteini bir transposase olup yer degistirmede onemlidir.

Yer ve sayilar itibar1 ile M. tuberculosis kompleksindeki suslarda oldukca
polimorfik olan 1S6110 susdan susa degiskenlik gostermekle birlikte genomda siklikla
8-15 kopya halinde bulunur. iste bu polimorfizm 1S6110'u suslar arasindaki atasal
iliskiyi belirlemede 6nemli bir stabil marker haline getirir. Bu sebeple PCR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism) ile 1S6110-parmakizi yontemi M. tuberculo-
sis epidemiyolojisinde bulas ve reaktivasyon olaylarinm tespitte “altin standart” olarak
kabul edilmektedir. Ozellikle dusiik sayida kopya ya sahip suslarda elde edilen sonugclar
yer degistirme olaylarida sinirli olacagi icin son derece anlamli olacaktir. PCR-RFLP
yonteminde Oncelikle kromozomal DNA'’daki 1S6110 bolgeleri Pwull enzimi ile
kesilmekte, ardindan gecelik elektroforez yapilarak bantlarin ayrismasi saglanmaktadir.
Alkali ortamda denatire edilen jeldeki DNA, southern blotting yontemi ile naylon
membrana aktarilir. DNA membrana fikse edildikten sonra 1S6110 kesim bdlgesinin sag
taraf ile hibridize olan 245 baz ciftlik kemiluminesan veren maddeyle isaretli prop
kullamlarak hibridizasyon yapilir .
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Sekil 5. S6110-RFL P yonteminin sematik gor intsi. (A ) M.tuberculosis genomunda 5 156110 kopyasi; (
B') kromozomal DNA’ nin Pvu |1 enzimi ile kesimi; ( C ) DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi ile molekiiler
ﬁgelrriil Il;: ﬁ;: st%rrll r:) n (r al?s] )gzrrzr:l?é%m% DNA fragmentlerinde spesifik 156110 kopyalar; ( E ) 156110 bantlarinin prob

Elde edilen 1s1ma x-ray film Uzerine aktarilarak sonuglar yorumlamr. Y tksek
seviyede ayirim gucinden dolayr yeni gelistirilen PCR bazli yontemlerin
dogrulanmasinda kullarilir.  Yontemin dezavantaji sekonder kultire gereksinim
duyulmasi, uzun zaman almasi, deneyimli personel ihtiyaci ve en 6énemlisi de kopya
sayisi 5 ve altinda olan suslarda ayrim gucinin yetersiz kalmasidir. Ayrica 1S6110
kopyasi bulunmayan suslarda sonug alinamamaktadir .

Molekuler epidemiyoloji calismalarindaki temel amag suslar arasindaki
benzerlik ile epidemiyoloji verilerini tanmmlamaktir. M.tuberculosis izolatlarinda 5 ve
daha az 1S6110 kopya sayisi gordlmesi nadir oldugu icin 1S6110-RFLP nin ayrim
guicuinuin guvenilir oldugu kabul edilmistir. Kozmopolitan bolgelerde suslarin ¢esitliligi,
Cin, Guneydogu Asya ve Avrasya gibi bazi cografik bolgelerde W-Beijing suslarimn (8
ve fazla kopyal1) baskin oldugu 1S6110-RFLP ile ayirt edilebilir. Populasyondaki diger
suglarin  benzerlikleri de tespit edilebilir (e.g., Harleem strains). 1S6110-RFLP
spoligotyping, muru-vntr, SNPs gibi yontemler ile birlikte kullanildiklarinda M.
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tuberculosis kompleks icerisinde 6 ve daha az kopya sayisi igeren suslarin ayrim
yapilabilmektedir 2.

Sekil 6. 1S6110-RFLP gorintus

2.5.4.2 Spoligotyping

Spoligotyping yaygin kullanilan PCR bazli reverse hibridizasyon blotlama
teknigidir, klinik laboratuvarlarda, molekiler epidemiyoloji, evrim ve populasyon
genetigi  arastirnlmalarinda  kullanihir.  Tdberklloz icin en yaygin epidemiyolojik
yontemdir. Hizli, basit, tekrarlanabilir bir yontemdir, purifiye DNA vya ihtiyag
duymadan M. tuberculosis kompleksin ayirimim yapabilir. Bu yontemle M. bovis, M.
microti ve M. canettii suslar1 kolayca tiplendirilebilmektedir. M. tuberculosis kompleks
genomu 1S6110 integrasyonunun sicak noktalarindan olan farkli sayida 36 baz ciftlik
DR lokus icerir. DR lokuslar1 aralarinda 35-41 baz cifti uzunlugunda aralik olusturan
dizilimler (spacers) bulunmaktadir. DR’lerin kopya sayisilar1 ve spacer dizilimlerin
varhigi suslar arasi degisim goOsterir. Yontem Direct repeat (DR) lokusunun
polimorfizmine dayanmaktadir, bu polimorfizmler multiple direct variable repeat’ leri
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(DVR) olusturur. Her DVR, 36 baz cift iceren DR lokusu ve DR bolgelerinin arasinda
bulunan tekrarlamayan kisa dizilimler olan spacer denilen bolgeleri igerir . DR lokusu
hedef alinarak amplifikasyon sonrast PCR 0Uruni denatire edilir. Direct repeat
bolgelerinin aralarinda bulunan 94 farkli spacer tammlanmstir, sadece 43 tanesi rutin
calismalarda kullanilmaktadir.

DR lokusunu hedef alan biotinle isaretlenmis primerler kullanilarak aralarindaki
spacer bolgeler amplifiye edilmektedir. Amplifikasyon sonrasi PCR Urini denattire
edilir. Denatire amplifikasyon drlini, membrana baglanmis olan ve farkli spacer
bolgelere komplementer olan 43 farkli sentetik spacer oligonikleotidin kovalent
baglarla immobilize edildigi bir membranla hibridize edilir. Spacer dizilimlerin varlig
veya yoklugu dijital olarak gozlenmektedir. Hibridizasyon sinyalleri kemifloresan
(ECF) veya kemiliminesan (ECL) kit kullanilarak membrammin sabitlesme ytizeyinde
leke seklinde gorulmektedir. Streptavidin alkalen fosfataz (ECF) veya Streptavidin
horseradish peroksidaz (ECL) enzimi kullanilir. Streptavidin alkalen fosfataz enzimine
fosfat grubu iceren substrat eklenir ve 450-470 nm dalga boyuna sahip floresan
sinyalleri aciga cikar *>*°. Magjor filogenetiklineage atamasi uluslararasi veritabam olan
SpolDB4 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr) ile gerceklesmektedir.

2.54.3. MIRU-VNTR

Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number of tandem repeat
(MIRU-VNTR) tiplendirme yontemi, yiksek ayirim gucl, laboratuarlar arasi
tekrarlanabilirligi ve uluslar arasi kabul gérmis standardizasyonu ile M. tuberculosis
kompleksinin epidemiyolojik 6zelliklerini tespitte en hizli yontemdir. M. tuberculosis
genomunda biyutkltkleri 50-100 bp arasinda degisen 41 farkli VNTR tanumlamis ve
bunlara MIRU adi vermistir. PCR bazl:1 tiplendirme metodudur. Hedef PCR Urininin
siral1 tekrarlarin sayist ve bunlarin her iki yaminda lokalize olmus DNA segmentlerinin
blyUklagl belirlenmektedir. Tekrarlar 52-77 oligonikleotid buyUkliginde olup bant
blyUklUklerine gore MIRU tekrarlari numerik kodlama ile degerlendirilir. Sus
tiplendirmede ilk olarak 12 lokus MIRU kullanimi gelistirilmis olup daha sonra 24
lokustan olusan standart bir format gelistirilmistir. Klonal diizeyde tam ¢alismalarinda
oldukca kullamslt olan VNTR metodu 1S6110 RFLP yéntemine benzer ayrim giictine
sahiptir®?,
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Sekil 7. M. tuberculosis genomundaki 41 MIRU bélgesi
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3-GEREC VE YONTEM

Ocak 2007- Haziran 2010 yillar1 arasinda Cukurova bélgesinde bulunan Adana,
Mersin, Antakya, Osmaniye, Gaziantep, Kahramanmaras, Sanlwrfa illerinde bulunan
17 Verem Savasi Dispanserinden ve 1 Go6gls Hastaliklari Hastanesi ile 2 Devlet
Hastanesi olmak iizere 3 yatakli hastaneden Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar
Arastirma ve Uygulama Merkezi-Adana Bolge Tuberkiloz Laboratuarina gonderilen,
akciger tuberkilozlu hastalara ait 13,654 Ornekten, 996'si balgam ve 45'i
bronkoalveoler lavaj ve biopsi materyali olmak lizere 1041 izolat arasindan balgam ve
bronkoalveoler lavaj drneklerinden izole edilen ve M. tuberculosis Kompleksi olarak
tammlanan, random Ornekleme ile secilen 230 izolat calismaya dahil edildi. izolatlar
bolgemizde gorulen M. tuberculosis Kompleksi suslarinin tip tayini amaci ile 1S6110-
RFLP yontemi kullanilarak tiplendirildi.

3.1. DNA Ekstraksiyonu

1S6110 RFLP yonteminde kullanilmak Uzere segilen 230 izolatin DNA’sinin
elde edilmes i¢cin Middlebrook 7H9 sivi besiyerinden Mickle cihazint kullanarak
ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrasi spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA
Olcimi yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA bulundugu kontrol edildi. Her bir
izolattan elde edilen DNA ekstraktina 1S6110 RFLP metodu uygulandi. Ekstraksiyon
protokoli asagida belirtildigi sekildedir.

3.1.1. Sivi besiyerinden DNA Ekstraksiyonu
1. Ureme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0.5ml mikrosantrifiij tiipiine
alind.
2. 80°C de 30 dakika enkiibe edilerek bakteriler inaktive edildi.
3. 15000xG'de 15 dakika cevrildi, Gst siv1 atildi.
4. 0.5ml 1XTE buffer ilave edildi.
5. 15000xG'de 15 dakika cevrildi, Gst siv1 atildi.
6. 0.25ml 1XTE buffer ilave edildi.
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7. TUpe 50-100m 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 gevrilir, st sivi yeni bir mikrosantrifdjj tupine alinds.

10. -20°C’ de sakland.

3.1.2. Koloniden DNA ekstraksiyonu
1. Bir 6ze dolusu koloni 0.5ml 1XTE buffer i¢inde stispanse edildi.
2. Y ukarida yazilan prosediriin 2. basamagindan devam edildi .

3.2.1S6110-RFLP
1S6110-RFLP asagidaki protokol kullanilarak yapilmistir (van Embden et al., 1993).

3.2.1.Prop Haairlanmas
INS1 ve INS2 primerleri kullamlarak 1S6110 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 (50pl) hazirlanmasi

Taq buffer 50ul
dNTPs 4.0 pl
Primerl 0.5l
Primer 2 0.5l
Taq polymerase 0.46 pl
DNA (H37Rv) 2.0l
Digtile su 37.54ul

245 bp'lik 156110 fragmentinin PCR amplifikasyonu

1 Denatiirasyon 96°C 1dk.
2 Annealing 65°C 1dk.
3 Uzama 72°C 2 dk.’da35 sklus

26



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

rastgele primer isaretleme metoduna gore dioxsigenin ile isaretlenir.

2 10l DNA ile5 pl Distile su karistirilir.

3 Tupler 10 dakika su banyosunda kaynatilir ve hemen buz tizerine alinip 5 dakika
bekletilir.

4 Tiplere buz Uzerinde 2 ul DNA hexantcleotid karisimindan, 2 pl dNTP
karisimindan ve 1 ul klenow enzimden eklenir. Son hacim 20 ul olacak sekilde
distile su eklenerek hazirlamir. Karisim birkag saniye santriftj edilir ve gece
boyunca 37 °C’de inkulbe edilir.

5 1.5ul EDTA (0.5M) eklenerek reaksiyon durdurulur.

6 2ul 3M CH3COONa ve 3 volum soguk alkol (75 pl) eklenerek prob ¢okeltilir.
Reaksiyon karisimn -70°C’ de 30 dakika inkibe edilir.

7 Reaksiyon karisim 13000xg’ de 15 dakika santrifdj edilir.

8 Supernatant kismi alinir ve Gzerine %70’ lik ethanol (150 pul) eklenerek 13000xg’
de 15 dakika santrifdy edilir.

9 Supernatant kismi atilip Gzerine 50 ul TE buffer eklenir ve DIG isaretli prob

stispanse edilerek hazirlanmus olur.

3.2.3. 1S6110-RFLP Prosediri
1. M .tuberculosis genomuna spesifik enzim olan Pwull restriksiyon enzimi ile
DNA ornekleri kesilir.

5-CAG/CTG-3
3-GTC/GAC-5
a. Eppendorf tipeSul DNA
b. 3ul restriction buffer (10x) ve 2 pl Pvull enzim eklenir.
c. Toplam volum 30 ul olacak sekilde 20 pl distile su eklenir.
d. Tup 30 saniye kadar santriftjj edilip 37°C’ de 4 saat beklenir.
e. Reaksiyonu durdurmak icin 6l dye xylene-cyanol iceren EDTA eklenir ve

68°C’ de 10 dakika bekletilerek enzim inaktive edilir.
2. %Y lik agaroz jelde kesilen DNA oOrnekleri ile DIG isaretli DNA ladderlar 25
volt da 9 saat yuritulerek agaroz jel elektroforezi yapilir(1.2 volts/cm).
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3. DNA’larin agaroz jelden naylon membrana transferi 16 saat kadar stirmektedir.

Transfer asamalart:

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

b. Jel akali buffer (0,5 M NaOH/ 1.5 M NaCl ) ile 15 dk calkalayarak
muamele edilir ve 2 kez distile su ile yikamir

c. Jel nétr buffer (3M NaCl / 0.5 M Tris-HCI) ile 15 dk calkalanarak muamele
edilir.

d. Aparatlarin tamami hazirlanir:

i. 15 x 20 cm? cam plaklar cam tepsi (izerine yerlestirilir.

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

iii. Jel whatman filtre kagidi Uzerine yerlestirilir

iv. Jelin Gzerine naylon membran yerlestirilir.

v. Membran lzerine 3 veya 4 adet 6XSSC’ de nemlendirilmis whatman
filtre kagitlar1 yerlestirilip bunlarin Uzerine  kuru filtre kagitlari
yerlestirilir.

vi. Membran ve filtre kagitlar1 Gzerine 500 gr’ lik agirlik konur.

vii. Hazirlanan diizenek odasisinda bir gece bekletilir.

4. Jel kurutularak atilir ve naylon membran 6x SSC ile muamele edilir.

5. 6 x SSC ile 2dk muamele edilen membran hibridizasyon firiminda 120°C’ de 30
(80-1 saat) dakika fiske edilir.

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

7. Naylon membran 15 ml hibridizasyon sivisi ve 100 pl tRNA eklenerek
polietilen posette paketlenir.

8. Su banyosunda 42°C’ de 2 saat calkalayarak inklbe edilir.

9. Polietilen posetten cikarilarak tekrar hibridizasyon sivisina atilip 2 saat
bekletilir.

10. Polietilen posete 15ml hibridizasyon sivisi ile 6 ul DIG isaretli prob eklenip su
banyosunda 42°C calkalanarak gece boyunca inkiibe edilir.

28



11. Membran polietilen posetten cikarilip ve farkli SSC konsantrasyonlarinda
yikanir:

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 calkalanarak
yikanir ve sivi uzaklastirilir.

c. Membran 1 x SSC ile 42°C’ de 15 dakika su banyosunda calkalanarak
yikanir ve sivi uzaklastirilir.

d. Membran 0.5 x SSC ile 42°C’ de 15 dakika su banyosunda calkalanarak
yikanir ve sivi uzaklastirilir.

12. Membran cam tepsi igine alinip tzerine 15 ml DIG buffer No.1 eklenip 2 dakika
inkiibe edilir.

13. Membrandan sivi uzaklastilir.

14. Cam tepsi icindeki membrana blocking reageni iceren DIG buffer No. 2
eklenerek oda1sisinda 30 dakika inklbe edilir.

15. Membrandan sivi uzaklastirilir.

16. Polietilen poset icinde membrana 30 ml DIG buffer No.2 ile 6 ul anti-DIG
alkalin fosfataz ( 1:1500) eklenip su banyosunda calkalanarak 37°C 30 dakika
inkiibe edilir.

17. Membrandan sivi uzaklastirilir.

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

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

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

21. Isikta birkag dakika bekledikten sonra goruntd alinir.

22. Membranda bantlar goérinmiyorsa substrat soliisyonu icinde 37°C’ de bir gece
karanlikta inkibe edilir.

23. Sonlandirma reaksiyonu olarak da 10 ml buffer No. 1 ile muamele edilir.
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3.3.1S6110-RFL P M etodunda Kullanmlacak Cozeltiler

3.3.1.Gd Elektroforez icin gerekli ¢cozeltiler
T.B.E Buffer (pH 8.0)
Stok konsantrasyon 1000 ml 10xTBE

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

Son volum distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanir.
% 1 Agaroz gel

Agarose ) 1gm
10x T.B.E : 10ml
Digtilled water : 90 mi
Ethidium Bromide 5ul
Ethidium Bromide
Stok konsantrasyon : 1 mg/ml
Calisma konsantrasyonu : 0.03 mg/mi
L oading
Stok konsantrasyon 16X
Calisma konsantrasyonu 11X
Xylene cyanol 0.25%
Bromophenol blue 0.25%
Glycerol 30%

Total volum distile su ile1l0 mI" ye tamamlanr.

3.3.2. Southern blot icin gerekli ¢cozeltiler

Asdik buffer
HCL (conc.) :12.5ml
Distilled water : 487.5 ml
Alkali buffer
NaOH (0.5M) : 10 gm
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NaCl : 43.84gm

Distilled water : 500 ml
NOtr buffer

NaCl (5M) : 87.75gm

IM TrisHCL (0.05M, pH 7.0) : 250 ml

Total volum distile suile 500 ml’ ye tamamlanir

20x SSC buffer (Saline sodium citrate buffer) pH-7.0
3M NaCl : 175.3gnvl
0.3M sodium citrate : 88.2 gnvl

Total volum distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanir.

3.3.3. Hibridizasyon i¢in kullamlan ¢ozeltiler
Hibridizasyon savia

Ficoll 400 :0.5gm
Bovine serum albumin (BSA) :0.5gm
Polyvinyl pyrrilidone (PVP) :0.5gm
Sodium dodecyl sulphate (SDS) :2.5gm
20x SSC 125 ml
IM trisHCL (pH7.5) :25ml
0.5M EDTA c1ml
Deionized formamide : 250 ml

Total volum distile su ile 500 ml’ ye tamamlanir.
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3.3.4.Probeisaretleme reagenleri

Tablo 4. DIG random primed DNA isaretleme kiti (Roche diagnostics, Germany)

S. No. | Reagenler Icindekiler

1. Hexanucleotide | 290 wunits 1ml 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 unitssml DNA polymerase (Klenow enzyme)

labeling grade, from E.coli.

3.3.5. Hibridizasyon yikama gozeltileri
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 distilesu + 0.1 gm SDS
¢) IxSSC 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.

3.3.6. 1S6110-RFL P ¢ozeltileri
a) DIG Buffer No. 1 (pH-7.5)

0.15M NaCl : 8.77gm

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
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c) DIG Buffer No. 3

IM TrisHCI (pH 9.5) 10 ml
5M NaCl 22ml
IM MgCl; :5ml
Distilled water :83ml
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4. BULGULAR

Cukurova bolgesinde bulunan Adana, Mersin, Antakya, Osmaniye, Gaziantep,
Kahramanmaras ve Sanlurfa’da bulunan 1 G6gus Hastaliklarr Hastanesi ve 2 Devlet
Hastanesi olmak Uzere 3 yatakli hastane ile 17 Verem Savas1 Dispanserlerinden 2007-
2010 yillarn arasinda Cukurova Universitesi Tropikal Hastaliklar Arastirma ve
Uygulama Merkezi Adana Bdlge Tuberkiloz Laboratuarina tam amaci ile gonderilen
akciger tUberkilozlu hastalara ait 13,654 drnekten 996’ st balgam ve 45’ i bronkoalveoler
lavaj ve biopsi materyali olmak Uzere 1041 Ornekten izole edilen M. tuberculosis
kompleksi olarak tammlanan izolatlardan secilen 230 M. tuberculosis komplek suslari
1S6110-RFLP yontemi ile tip tayini yapildi. (Sekil 8).
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1S6110 RFLP analizi ile ¢alisilan 230 izolattan 146 farkl: patern belirlenmistir. Y Gz
yirmi 6rnegin bulundugu 35 kime ( %29.1), 74 6zgul profil (%32,1) ve 36 benzer sus
(%15,6) goriilmistir. Ozgul profile sahip 12 sus tammlanamanstr.

Tablo 5. 1S6110 kopya sayisina gére kiime oranlar

Kopya Sayist Sus Sayist Kilme say1si
2 20 2
3 14 5
4 17 6
5 12 2
6 15 3
7 25 5
8 34 4
9 26 3

10 22 3
11 12 1
12 19 -
13 7 -
14 7

2-14 230 35

Ikiyliz otuz izolattan 20 susta 2 156110 kopyas: (%8,6), 14 susta 3 1S6110
kopyasi (%6), 17 susta 4 1S6110 kopyasi (%7,3), 12 susta 5156110 kopyast (%5,2), 15
susta 6 1S6110 kopyast (%6,5), 25 susta 7 156110 kopyasi (%10,8), 34 susta 8 156110
kopyasi (%14,7), 26 susta 9 1S6110 kopyast (%11,3), 22 susta 10 1S6110 kopyasi
(%09,5), 12 susta 11 1S6110 kopyasi (%05,2), 19 susta 12 156110 kopyast (%8,2), 7 susta
13156110 kopyasi (%3), 7 susta 14 156110 kopyasi (%3) bulunmustur.

1S6110 kopya sayisi 2-14 arasinda degisiklik gostermektedir. Bir kopya 156110
bulunduran ve hi¢ bulundurmayan susa rastlanmamustir. 1S6110 kopya sayisi 5 ve
altinda olan (disuk kopya say1l1) sus sayist 63’ dur.
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Calismamizdaki 230 izolat icinde daha 6nce spoligotipleme ile tiplendirilemeyen
24 susdan 13 drnek, spoligotipleme ile kombine galisildiginda tiplendirilebilmistir.
Sonuclara gore bu 6rneklerin T1, LAM7 TUR ve H3 ailelerine ait oldugu belirlenmistir.

Tablo 6. 156110 kopya say1si ve SIRE sonuglar

Sus No Yer Tarih SIRE 1S6110-RFLP K opya sayisi
1 1217 HVSD 06-2008 SSSS 3
2 913 CvsD 04-2008 SSSS 5
3 1539 GHH 08-2008 SRSS 10
4 1086 HVSD 07-2008 SSSS 2
5 1465 CvsD 07-2008 SSSS 7
6 1495 CvsD 07-2008 SRSS 11
7 1065 CvsD 05-2008 SRSR 9
8 1390 HVSD 04-2009 SSSS 2
9 1256 CvsD 06-2008 SSSS 12
10 647 HVSD 01-2010 SSSS 7
11 1541 HVSD 08-2008 SRSS 9
12 1590 CvsD 08-2008 SRSS 6
13 1392 GHH 07-2009 SRSS 8
14 57 HVSD 08-2009 SSRS 3
15 1706 HVSD 02-2010 SSSS 9
16 951 (GAVAS'D) 05-2010 SSSS 13
17 1045 HVSD 05-2008 SRRS 5
18 2003 KVSD 06-2010 SSSS 8
19 416 Urfa 07-2007 SSSS 13
21 80 Urfa 04-2009 SRSR 6
22 619 Urfa 06-2009 SSRS 10
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5. TARTISMA

Tan ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen tiberkiloz, tim dinyada
HIV/AIDS den sonra eriskinlerde en ¢ok 6lume yol agan ikinci enfeksiyon hastaligi
olarak énemini korumaktadir'®. Tilberkiilozla etkin bir miicadele icin hizli ve duyarl:
tan yontemlerinin gelistirilmesinin yamsira son yirmi yilda, daha yuksek ayirim guictine
sahip molekiler epidemiyolojik yontemlerinde gelistirilmesi arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur?

Molekuler  tekniklerin  gelistirilmesi  ile  infeksiyon  hastaliklarinin
epidemiyolojisinin  anlasiimas:  konusunda 6nemli ilerlemeler  kaydedilmistir®.
Molekiller tiplendirme tlberktlozun; bulas ile risk faktorleri arasindaki iliksinin
aciklanmasinda, direngli suslarin yayilimlarimin  belirlenmesinde, farkli suslardaki
virulans ve diren¢ mekanizmalarinin aydinlatiimasinda, salginlarin belirlenmesinde,
filogenetik Ozelliklerinin  ve yayilma dinamiklerinin tespitinde, reenfeksiyonun
reaktivasyondan ayriminda ve laboratuvar kontaminasyonlarinin gosterilmesinde son
derece yararl: olmustur®.

Son 30 yil icinde sosyoekonomik sorunlar, hizli nifus artisi, gocler,
tuberktloz kontrol programlarinin ihmal edilmesi bolgesel savasglar veya i¢
karisikliklar sebebi ile yasanan kitlesel gocler ve 6zellikle de HIV/AIDS salgininin
ortaya ¢cikmasiyla gelismis bircok Ulkede tlberkiloz insidansinda artis olmustur.
K6t kontrol programlari sonucunda ilag direnci yayginlasmis ve bazi bolgelerde
ortaya ¢ikan ¢oklu ilag direngli M. tuberculosis Beijing ailesi gibi bazi genotipler,
bolgeleri disina tasinmis ve tim dinyada halk sagligi icin dnemli bir tehdit niteligi
kazanmustir™®. Bu nedenle miicadele icin izole edilen tim suslarin molekiiler
epidemiyolojik bilgilerinin gikarilmas: kagimlmazdir. Bu nedenle tabida duyarliligin
artirnlmasi, tedavinin saglik personeli gozetiminde tamamlanmasi ve M. tuberculosis
kompleks suslarinin tlkeler ve bolgeler arasi hareketlerinin izlenmesi ana ilke olarak
belirlenmistir. Tuberkllozun molekiler tiplendirilmesinde c¢ok sayida yontem
gelistirilmis olmasina ragmen hig biri tek basina yeterli ayrim gict saglayamamistir. Bu
sorunu ortadan kaldirmak icin sistemlerin birlikte kullamimasi tercih edilmistir®.
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Biz bu calismada daha 6nceden Spoligotyping metodu uygulanan Cukurova
Bdlgesine ait 230 Mycobacterium tuberculosis izolatinin suslar1 156110 RFLP yontemi
kullanarak molekuler tiplendirmesini yaptik.

Tlberklloz basilleri Uzerine yapilacak olan arastirmalarda Uzerinde durulmasi
gereken hususlardan biri, izolatlarin anti-ttiberkiloz ilaglara direng profillerinin
bilinmesidir. Genel olarak duyarlilik test sonuclari calisilan hasta gruplarina ve
kullanilan yontemlere gore 6nemli degisiklikler gbstermektedir. Bélgemiz izolatlarina
ait direng profili tlkemizdeki suslarin direng profilleriyle benzerlik gostermistir.

Avrupa Ulkelerindeki durumu yansitan ve Euro TB grubu tarafindan 2003
yilinda yapilan ok merkezli calismada Bat1 ve Orta Avrupa da CID vaka oram %1.7
dizeyindeyken, Baltik dlkelerinde bu oran %19.5 gibi cok yiksek degerlerde
bulunmustur. Ayrica dikkat cekici olarak CID TB gorilen vakalarin %80’ nin Avrupa
disinda dogmus Kisilerde goérilmesi ve bunlar icinde de Eski Sovyet (lkesi
vatandaslarinin oraninin %24 olmasidir®.

Diinya Saglik Orgiitu tarafindan 2003 yil1 icin tahmini CID-TB oranlar:; yeni
vakalarda %2.6, tedavi almislarda %021.8 olarak agiklanirken, diinyada en fazla CID-TB
gorilen bolgelerin de Dogu Avrupa, Glney Dogu Asya ve Bati Pasifik oldugu
aciklanmustir™.

Ulkemizde ve diinyada yapilan diger calismalar: birlikte degerlendirdigimizde
Ulkemizdeki direng oranlari Bati Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerindekinden
yiiksek, Eski Sovyet Ulkeleri, Baltik Devletleri ve Dogu Asya Ulkelerine oranla diisik
bulunmustur.

TUberkilozla miicadelede basarili olmus olan Ulkeler etkenin kisa stirede tespiti,
etkin tedavi icin elzem olan kokenlerin in vitro direnc durumunu belirleyerek olabilecek
en uygun ilag kombinasyonuyla tedavinin baslatilmasi ve sirdiriilmesi yaninda, kontrol
Onlemleri agisindan da 6nemli mesafeler almisglardir. Birgok Bati Avrupa Ulkes ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde tuberkilozun epidemiyolojisi, korunma ve kontrol
Onlemlerine dnemli katkilar saglamakta olan molekdler tipleme ¢alismalarina uzun sire
once baglanmis ve halen yaygin olarak yapilmaktadir. Ulkemizde de bu calismalara geg
de olsa baglanmus, yapilan calismalarla Ulkemizdeki kdkenlerin klonal iliskisine yonelik
onemli bilgiler alinmstir®®. Tiiberkiiloz insidansinin yikksek oldugu tlkemizde bu

konuda yapilacak olan calismalara ihtiyag vardir.
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Cukurova bolgesinde bulunan 7 ilde M. tuberculosis klinik yakinmasi olanlar ile
bu hastalarla yakin temas riski tasiyanlardan alinan balgam, bronkoalveoler lavaj ve
ince igne biopsi 6rneklerinden izole edilen ve illere gore kabul edilen 6rnek sayisin baz
alinarak randomize secilmis 230 M. tuberculosis kompleks susuna 1S6110-RFLP
analizi yapildigi bu calismada 146 farkli patern elde edilmistir. Kiimelesme oram
%29.1, 6zgui profil %32,1 ve benzer profil olusturma oram (%15,6) olarak bulunmustur.
Izolatlarin %27.3'si disik kopyal: sus, 5 kopyamn altinda 1S6110 bulundurmakta,
olarak tammlandi. Bu sonuglara gore tek basina 1S6110 RFLP kullamldigi zaman
calismada kullamlan suglarin yaklasik %291 tiplendirilememektedir. Cunki 1S6110
RFLP yontemi kopya sayisi dusik olan suslar ile 1S6110 RFLP profili benzer olanlarin
ayrimin: yapamamaktadir®’ .

Zeytinli O.U. ve arkadaslarimn yapms oldugu calismada Cukurova bolgesine ait
467 MTK susunu Spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemi ile tiplendirmisler sonug
olarak 443 sus 21 kime igerisinde yogunlasms, 24 sus higbir kiimeye uymayan orphan
izolatlar oldugunu bulmuslar. Biz ¢alismamizda 230 susun 120 tanesini 35 kiime iginde
yogunlastigi, 12 susun tammlanamadigi, Zeytinli ve arkadaslarimin kiime igine aldigi
izolatlardan 74 sus bizim calismamizda herhangi bir kiimeye girmeyen 6zgu profiller
oldugu, daha 6nce spoligotipleme ile tiplendirilemeyen 24 susun 12 tanesinin ise bizim
calismamizda tiplendirilebildigi gorilmustir®,

Durmaz R. (2007) ve arkadaslari degerlendirdikleri 145 M. tuberculosis
susundan 120’sinin, Uye sayilar1 2-33 arasinda degisen 19 kiimede toplandigint ayrica
tek Uyeli 6zel kiime olusturan 25 sus tespit ettiklerini bildirmislerdir®.

Kerry H. Lok ve ark. tarafindan Alabama’ da gerceklestirilen arastirmada distk
kopyal1 suslarin oramnin %41 oldugu ve bunlarin iginde 2 kopyali olanlarin %14’
olusturdugu belirlemislerdir®.

Iran’da 105 susla yapilan galismada diistik kopyal1 suslarin oranm bizim ve diger
arastirmacilarin verilerine gore oldukca diisik (%8.6) bulunmustur™.

Heldal E. ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada da bes ve daha az 1S6110
kopyas: tastyan suslarin oramm %11.2 olarak bulmuglardir. Norveg'te yapilan bu
arastirmada Avrupa Ulkesi dogumlu olanlara gére Asya ve Afrika dogumlu olanlarda

kopya say1si yoniinden anlaml: bir farklilik gdzlenmistir™.
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Kuzey Amerika ve Avrupa Ulkelerinde yapilan ¢calismalarda kiimelesme oranlari
Hollanda ve Danimarka da %50, Norvec'te %20 ve ABD’de %48 olarak
belirlenmistir*>°*>3, fran’ da klonal iliski bizdekine yakin olarak (%43) bulunmustur.

Chang L. ve arkadaslarinin 2010 yilinda Kore' de yapilan ¢alismada genotipik
dagilimin Dunya capinda birkag tlkeye ait oldugu bulunmus ve toplamda 96 6rnek
calisilmistir.  Spoligotipleme ile 1S6110 kombine calisildiginda 19 farkli pattern
olusurken 24 kiime olusturmuslardir™.

Kremer K.(2005) ve ark.’mn vyaptiklart calisgmada 526 M.tuberculosis
izolatlarinin 253 1S6110 farkli patterni gosterilirken, 148 Beijing susunun 106’ si
1S6110-RFLP ile tammlanabilmis ve 46 kiime olusturdugu bulunmustur™.

Aggarwal (2007) ve ark.’nin Hindistan’da yaptiklar1 ¢calismada 1S6110 kopya
sayisina gore dort grupta siniflandirilmis en fazla % 56 oraninda yiksek kopyal: (6-19)
suslar, bulunmus ve 19 kopya sayisindan fazla kopyasi olan suslarda bulunmasina
ragmen degerlendirmeye alinmamustir™.

Yine 2008 yilinda Hindistan' da Jitendra PM ve arkadaslarimin yaptigi1 calismada
83 izolat spoligotipleme ve 1S6110-RFLP yontemleri ile kombine calisilmistir. 40 izolat
1S6110 ile benzersiz bulunmusken spoligotipleme ile kullamldiginda 83 izolat 47
kiimeden olusmustur®".

Martilla(2010) ve arkadaslarinin Fillandiya' da yapilan calismasinda 1995-2004
yillart arasinda toplanan 3959 6rnek kullamlmstir. 183 direncli susun 181 tanesinin
1S6110-RFLP ile ayrimi yapilabilmistir. Distk kopya sayili 6rneklerde spoligotipleme
ile analiz edildiginde 17 kiime olusturulmustur™®.

Japonya’da 2009 yilinda Ohkado A. ve ark’'min calismasinda strepromisin
direncli suslar secilmistir. izolatlar MIRU-VNTR ve 1S6110-RFLP yontemleri ile
calismistir. Streptomisin direncli suslarimin 1S6110-RFLP bant patternleri 2 sus haric
diger izolatlar 14 kopyali bulunmustur™.

Watson(2009) ve ark’ nin calismasinda 1998 yilina ait 2265 izolat kullanimistir.
Izolatlardan 1808‘ nin 1S6110 kopya sayis1 5’ den biyiik bulunmustur. Ayrica 152 kiime
olusturulmustur. Sonuctaki bant benzerliklerine gore hastalarin %14’ nin Hindistan
kokenli oldugu bulunmustur®.

Crampin(2010) ve arkadaslarinin yaptigi calismada 20 yillik bir gegmisi olan
suslar kullamlmistir. 1996-2008 yillar1 arasinda toplanan 6rnekler spoligotipleme ve
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1S6110-RFLP ile kombine galisiimasi sonucu suglarin genotipik farkliligimin yillara
gore cok fazla degisiklik gostermedigi anlagil mistir™.

Rosadles S.(2010) Ve arkadaslarinin Hondurasda yaptigi calismada
gpoligotipleme ile 43 izolatin tiplendirilmesi yapilmistir. Yine ayni drneklerin 1S6110-
RFLP yontemiyle ¢alisiimast sonucu 35 farkli parmak izi bulunmus ve bu suslarin 29'u
ozgiil profil olustururken diger 14 izolatin 6 kiimede toplandig1 goriilmiistiir®?.

Martin ve arkadaslarimin 2010 yilinda Barcelonada yaptigi calismada 69
streptomisin - direncli  susun  1S6110-RFLP  sonucunda 64 tanesinin  ayrimi
yapilabilmistir. 45 izolat 6zgul profil bulunurken diger 19 sustan 7 kiime olusmustur®,

1S6110 RFLP ve Spoligotipleme yontemlerini birlikte kullanarak 1S6110
RFLP ile bir bant farklilig1 nedeniyle benzer bulunan ve kopya sayisi 5 ve altinda olan
suslar icin ilave bir tiplendirme amaglanirken, ayrica spoligotipleme yéntemine gére
aym profili tipler ve major spoligotip familyalar: belirlenerek, bir susun filogenetik
yayilimi hakkinda fikir yoritilebilmektedir. Dunya nin birgok lkesinden yapilan
calismalarla dinyamin her tarafinda gorilen ya da belirli bir cografik bolgeye 6zgu
familyalar belirlenmis ve bunlar uluslar arasi veri bankasinda toplanmistir. Bu veri
tabant uluslar arasi kullamma agilarak, diunyanin neresinden olursa olsun yapilan
tipleme sonucglari bu veri bankasindakilerle kiyaslanarak, calisilan M. tuberculosis

izolatlarinin familyalar1 belirlenebilmistir®°,
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bolgemizde bulunan aktif tiberkilozlu hastalardan tan ve temas

oykull kisilerden tarama amaglh olarak toplanarak C.U. THAUM-Boélge Tiiberkiiloz

Laboratuarina gonderilen 230 6Ornek Mycobacterium tuberculosis kompleks

epidemiyolojik 0Ozelliklerini  tespit amaci ile degerlendirilmistir. Degerlendirme

sonucunda;

a)
b)
c)

d)

f)

9)

Bdlgemizdeki izolatlarin %27.3' tinii disiik kopyali suslar olusturmaktadir.

Direncli ve duyarli suslara 6zgii 1 S6110 profili tespit edilmedi.

Calismamizda bir kopya ve hi¢ 1S6110 kopyast bulundurmayan susa
rastlanmamstir.

Coklu ilag direncinin artisina ragmen Beijing grubunun sinirlt oldugu ve komsu
illere tasinmadig,

IS6110-RFLP yontemi ile 230 sustan 218 nin tiplendirilebildigi fakat
Spoligotyping yontemi ile kombide calisildiginda daha yiksek ayrimin yapildigi
Bu suslarin daha 6nce tammlanmamis bolgesel suslar olabilecekleri var sayilarak
ileri identifikasyon icgin dizi analizi yontemi ile yeniden degerlendirilmelerinin
uygun olacagi

Reinfeksiyonla reaktivasyonun ayirt edilerek MDR infeksiyonun tabiatinin
dogru tammlayarak gereksiz ilag kullammmin engellenmesi yani akilci
antibiyotik kullaniminin saglanmasi,

h) Yeni MDR M.tuberculosis suglarimin yaratilmasinin engellenmesi,

)

Bu proje cercevesinde at yamsi tamamlanan molekiler epidemiyolojik
caismalarin rutin olarak veya random segilen Orneklerle tekrarlanarak
bolgemizdeki hareketin izlenmesinin MTK enfeksiyonlarinin kontrol altina
alinmasinda son derce yararli olacagi kanaatine varilmistir.
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