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OZET

Cukurova Bolgesinde Akciger Tiiberkiilozlu Hastalardan izole Edilen
Mycobacterium tuberculosis Suslarinin Spoligotyping ve MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem Repeat)
Y ontemiyle Tiplendirilmes

Amagc: Tlberkiloz, dinyada gelismekte olan tim Ulkelerde gortlen ve giderek énem
kazanan halk sagligi problemleri arasindadir. HIV epidemisi ile birlikte gelismis
Ulkelerde de yeniden artis trendine giren Mycobacterium tuber culosis enfeksiyonlarinin
kontrolinde; yeni, daha hizli, ucuz, sensitif ve spesifik tam yontemlerine, daha etkili
anti-tiberkiloz ilaglarin  yaratiimast ve mikroorganizmanin toplum igerisindeki
hareketleri ile bulas yollarinin tespitine imkan saglayacak genom diizeyinde tammlama
yapabilen epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle
riskli bolgelerde tiberkiloz epidemiyolojisi ile ilgili Spoligotyping ve Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit (MIRU) - Variable Number Tandem Repeats (VNTR)
yontemleri gibi molekiler bazli yontemlerin kullanildigr birgok arastirma yapilmasina
ragmen, Ulkemizde ve bolgemizde Mycobacterium tuberculosisin epidemiyolojik
ozelliklerini tespite yonelik calisma yok denecek kadar azdir. Bu calisma ile molekiler
epidemiyolojik yontemler kullamilarak Mycobacterium tuberculosisin - Cukurova
bolgesindeki epidemiyolojik 6zelliklerinin tespiti amaclanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismaya Ocak 2007- Haziran 2010 yillari arasinda Cukurova
bolgesinde bulunan farkli hastane ve verem savas dispanserlerinden akciger ttiberkilozu
veya temas kuskusu ile laboratuarimiza gonderilen hastalara ait klinik materyalden
izole edilen 467 Mycobacterium tuberculosis kompleks susu dahil edilmistir. Suslar
klonal diizeyde tam amaci ile Spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VTR yontemleri ile
degerlendirilmistir.

Bulgular: Spoligotyping yontemi ile 467 izolatin izolatin 443’ Gnin (% 94,9) 21 kime
icerisinde yogunlastigi, 24'tGnin (% 5,1) ise SpolDB4 veri bankasindaki suslarla
karsilastrma sonucunda bilinen higbir kiimeye uymayan orphan suslar olduklar:
belirlenmistir. Bolgemizde en yaygin olan ailenin 239 izolat (% 51,9) ile T1 ailesi
oldugu bunu 54 izolat (% 11,5) ile LAM7 TUR ailesinin izledigi goralmustir.

Sonugc: Bu ¢alisma sonunda, tlkemizde yapilan 5 ¢calismaya ait sonucglardan farkl: olarak
bdlgemizde LAM7 TUR ailesinin degil T1 ailesinin daha yaygin oldugu gorulmastur.

Anahtar Kelimeler: MIRU-VNTR, Mycobacterium tuberculos's, Spoligotyping

VIl



ABSTRACT

Genotyping of Mycobacterium tuberculosis Strains I solated from
Pulmonary Tuberculosis Patients by Spoligotyping and MIRU-VNTR
(Mycobacterial Inter spersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem
Repeat) methodsin Cukurova Region

Objectives. : 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
waysin genome level, epidemiological methods are required . Although there are many
research methods based on the use of molecular methods like Spoligotyping and
Mycobacterial interspersed Repetitive Units (MIRU) - Variable Number Tandem
Repeats (VNTR) especially in high risk areas, there is not enough researches for
determination of epidemiological characteristics of Mycobacterium tuberculosis in our
country and our region. With this study, identification of epidemiyologic features of
Mycobacterium tuberculosis in the Cukurova Region by using moleculer
epidemiyologic methods is aimed.

Materials and Methods: In this study, 467 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 January 2007 to
June 2010 were used. Strains were evaluated with Spoligotyping and 12 loci MIRU-
VNTR methods for clonal level diagnosis.

Results: Among the 467 isolates for spoligotyping analysis, 443 (94,9 %) genotype was
in 21 cluster, 24 (5,1 %) of these isolates described as orphan strains according to
SpolDB4 database. Result of this study, 239 strains (51,9 %) belong to T1 genotype and
54 strains (11,5 %) belong to LAM7 TUR genotype are the most common families in
our region

Conclusion: According to this study, different from the results of 5 study in our
country, T1 family is more common LAM7 TUR family.

Keywords: MIRU-VNTR, Mycobacterium tuberculosis, Spoligotyping



GIRIS

Tlberkiloz (TB), Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTK) olarak
tammlanan bir grup mikroorganizma tarafindan olusturulan, insanlik tarihi kadar eski
kronik, nekrozitan bir hastaliktir’.

Tedavi edilebilir bir hastalik olan tiberkiloz, anti-tuberkiloz ilaglarin
kullanima girmesinin ve BCG as1 uygulamalarinin baglatiimasimn tzerinden yaklasik
50 yil gegmis olmasina ragmen, gunumizde gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde,
Ozellikle savaslar ve i¢ siyasi karisikliklar sebebi ile saglik kontrol ve korunma
yapilanmalar1 zaafa ugramis Ulkelerde yeniden 6nem kazanan hastaliklar arasindaki
yerini korumaktadir. Halen diinya niifusunun Ggte biri Mycobacterium tuberculosis ile
enfektedir. Yillik, % 85'i gelismekte olan 22 Ulkeden olmak Uzere, yaklasik 9 milyon
yeni akciger tuberkilozu vakast bildirilmekte ve yine cogu bu Ulkelere mensup,
Uretkenlik donemindeki genc yetiskinlerden olmak Uzere yaklasik olarak 2-3 milyon
hasta bu global pandemide kaybedilmektedir. inhalasyon yolu ile bulasan M.
tuberculosis, latent tuberkiloz enfeksiyonu (LTE) olan tasiyicilardan ¢ok aktif
tuberkiloz enfeksiyonu (ATE) olan hastalarin solunum yolu cikartilar: ile yayilmakta,
tedavi ile kontrol edilemeyen ATE'li her hasta her yil yaklasik olarak 1-10 Kisiyi
enfekte edebilmektedir. Mevcut trendlerin devami halinde 6nimiizdeki yillarda bu
rakamlarin artacagi, 6zellikle HIV ile koenfeksiyonun sik goruldigi kétl beslenme ve
disik hayat standardina sahip gelismekte olan Ulkelerdeki morbidite ve mortalite
oranlarim yukseltecegi, ginimizde % 5 olan ¢oklu ilag direncli (MDR) ve genisletilmis
ilag direncli (XDR) M. tuberculosis suslarimin bu dlkelerden go¢ yolu ile gelismis
ulkelere yayilacag: ve oransal artis gosterecesi beklenmektedir. Ancak DSO 2015 yilina
kadar bu trendin tersine cevrilmesini hedeflemistir®.

TUberkiloza bagli bulas ve 6lumlerin trendinin dusurdlmesinde; hizli, ucuz ve
yuksek duyarlilikta yeni tam yontemleri ve daha etkin anti-tUberkiloz aanlarin
gelistirilmesi kadar bulasin 6nlenmesi de stratgjik 6nem tasimaktadir. Bu baglamda
tiberkilozun epidemiyolojik 6zelliklerinin dahaiyi anlasilmast gerekmektedir®.



Halk saglig1 agcisindan blyik 6nem tasiyan ttberkilozun toplum igerisinde nasil
bu kadar kolay yayilabildigini, bulasda rol oynayan dinamikleri, endemiler ile
epidemiler ve reinfeksiyon ile reaktivasyon arasindaki farki tespit ederek agiklayacak,
daha etkili kontrol tedbirlerinin gelistirilebilmesini saglayacak, molekuler bazli
epidemiyolojik yontemlerle izlem altina alinabilecektir.

Insan ve Tuberkiloz basilinin toplumdaki etkilesiminin tespitini amaclayan
M. tuberculosisile ilgili “Molekuler Epidemiyoloji” disiplini ¢calismalarina, Thierry’ nin
1990’11 yillarda mikobakteriyel insersiyon dizisi, 1S6110'u RFLP yontemi ile analiz
edilerek M.tuberculosis izolatlarinin genotipik iliskilerini arastirmast ile baslamustir.
Cok sayida calismada kullamilan bu yontem ile elde edilen polimorfizm bulgulari, bir
toplumda klinik 6rneklerden izole edilen MTK poptlasyonunun genotipik karakterleri,
muhtemel kaynak ve bulas yollari, antijenik 6zellikleri, antibiyotik direncleri ve cografi
dagilimlar: gibi fenotipik karakterleri hakkinda da klasik yontemlere goére daha 6énemli
ve prediktif bilgiler saglamustir”.

Bu calismalari, ilk kez Collins DM. ve Stephens DM. (1991) ve arkadaslari
tarafindan tanimlanan, van Soolingen D. (1993) ve arkadaslar1 tarafindan 1S6110'a
alternatif olarak gosterilen 1S1080°'i , Ahmed N. ve arkadaslar1 tarafindan (2004) gende
26 kopya halinde bulunan ve M.tuberculosis spesifik PE, PPE ve PE-PGRS proteinlerini
kodlayan geni hedef alan PCR-RFLP bazli yontemler izlemistir. Bu sire igerisinde
M. tuberculosis kompleksi icin spesifik olan gen bdlgelerini hedef alan calismalarin
yan sira genel amagli kullamlan molekiler tiplendirme yontemleri olan PFGE ve
RAPD gibi genomdaki polimorfizmi hedef alan yontemler izolatlar arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymak icin kullamlmistir. DUsik ayirim giictine sahip bu yontemler
izolatlar arasindaki klonal farkliliklari tam olarak ortaya koyamadiklar: ve tur diizeyinde
tammlamada sinirl1 giice sahip olduklar: icin molektler epidemiyolojik calismalarda
beklenen yarari saglayamamislardir. Hermans PWM. ve arkadaslari tarafindan
tammlanan (1992) ve Kamerbeek J. ve arkadaslar1 tarafindan (1997) gelistirilen, bakteri
genomundaki direkt tekrar lokuslarimin (DR) yerlesim yeri polimorfizmini hedef alan,
PCR bazl1 bir teknik olan Spoligotyping yontemi, Burgos MV. ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilerek (2002) M. tuberculosis genomundaki kopya sayis1 10-50 arasinda degisen
36 bp uzunlugundaki DR’ lerin varlig1 veya yoklugunu gostermek amaci ile kullanilmak
Uzere formile edilmistir. 1S6110 PCR-RFLP yonteminden daha avantajli olan bu



yontemin, Mazars E. ve arkadaslar: ile (2001) Asgharzadeh M. ve arkadaslar1 tarafindan
(2007) kullarilarak gelistirilen ve polimorfik mikro ve makrosatellitler olarak da
tammlanan M.tuberculosis genomunda rastgele dagilim gosteren farkli sayilarda
tekrarlayan dizilerin polimorfizmini hedef alan MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem Repeat ) ile kombine edilmesi
halinde tek basina kullamilan tim molekiler epidemiyolojik yontemlerden ¢ok daha
diskriminatif sonuclar verdigi gosterilmistir. Halk sagliginin korunmasi ve tiberkiloz
kontrol programlarinin gelistirilmesi igin fenotipik yontemlerle kiyaslanmayacak biiyuk
avantgjlar saglayan molekiler epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesi cabalari
sirdurulecektir. Ancak yuksek maliyet gerektiren bu yontemler, ihtiyag duyulan disuk
ekonomik giice sahip tilkelerde kullanilamamaktadir>®’81011

Biz bu calismada bolgemizdeki 7 ilde hizmet veren 17 Verem Savas Dispanseri
ve 1 GOgls Hastaliklart Hastanesi, 2 Devlet Hastanesi olmak tizere 3 yatakli hastaneden
laboratuarimiza gonderilen akciger tuberkilozu sUpheli hastalara ait balgam ve BAL
orneklerinden izole edilen M. tuberculosis kompleksi icgerisinde yer alan 467
M. tuberculosis izolatinin genotipik Ozelliklerini MIRU-VNTR ve Spoligotyping
yontemi ile arastirdik. Calismanin dncelikli amaci bolgemizdeki M. tuberculosis klinik
izolatlarinin genotip dizeyinde tammlanmasi ve reinfeksiyonlarla reaktivasyonlarin
tespitidir. Ancak ileride surdurilecek olan epidemiyolojik calismalar igin gerekli olan
laboratuar at yapisimt olusturmak, surdirilecek genotiplendirme calismalar: ile
M.tuberculosis suslarimin bolgemizdeki hareketini takip ederek kontrol stratejileri
gelistirmek ve mevcut sratgjilerin isleyisini sorgulayabilir sonuglar tretilmesine imkan
saglamak uzun vadeli beklentidir.



GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Ortak bir atadan koken alan mikobakterilerin, 16S rDNA gen dizi analizi
calismalart ve housekeeping genlerdeki sessiz-sinonim tek nikleotid (SNPs)
polimorfizmi siklig: dikkate alinarak yapilan yas tayin calismalar: ile en az 150 milyon
yildir evrende mevcut oldugunu, ancak yasadiklar: cografi ¢evre ve uyum sagladiklar:
konagin yapisina bagli olarak bir adaptasyon siireci gegirerek 15-35 milyon yil dnce alt
tirlere fakhilastiklar: dustntlmektedir. Mikobakterilerin atasal suslari muhtemelen
gunumuizde de varliklarim koruyan, sularda serbest yasayan mikobakterilerdir. Konak
ve mikobakterilerin paralel evrimine ait hipotez 1950'li yillarda ortaya atilan “goklu
tesadiifi giris” in yerini alamad: ve giinimizde bazi otorlerin israrla iddia etmeye devam
ettigi gibi “M. tuberculosis'in M. bovisten turedigi” gorust kabul gordi. Ancak
Brosh’un 2002 yilinda gelistirdigi evrim agaci, M. tuberculosis in M. bovis' ten farkl:
olarak, tahminen 15.000 yil kadar 6nce sadece, TbhD1 mutasyonu sonucu atasal sustan
ortaya ciktigim gostermektedir. Oysa daha kiick gen yapisina sahip olan M. bovis ¢ok
sayida miteakip mutasyon sonucu ortaya cikmustir. GUnUmuizdeki veriler insan
tuberkilozunun Dogu Afrika da Afrika boynuzundan ilk insanla birlikte evrimleserek
ciktig1 ve buradan Afrika' ya ve diinyaya yayildig: tezini desteklemektedir. Ancak M.O.
17.000" li yillara ait bizon kemiklerinde M. tuberculosis’ in gosterilmesi, bu bakterinin
insanlarin disinda pleiostocene (buzul) déneminde mastodonlar ve sigirlar1 da enfekte
etmis olabilecegini gosterdi®.

Paleopatolojik  calismalar, Misir mumyalarinda M.tuberculosis ve
M.africanum varligim PCR ve HPLC ile mikolik asitlerin arastirilmas: yontemi
ispatlamis, yine antik ¢caga ait testi buluntularinda Pott hastaligini isaret eden kemik
deformasyonlarinin resmedilmesi antik Misir’da tuberkiloz salginlarinin dnemini
ortaya koymustur. Nitekim, Nil nehri vadisinde M.0.1500-500 ve M.0.500-0
yillarinda iki buyuk tuberkiloz epidemisi yasandigi ileri sUrdlmuistir. Bu
salginlardan sonra hastaligin gorilme oramt ani olarak dusmustir. Prekolombian
doénemde Amerikan yerlileri arasinda tuberkilozun yaygin oldugu (M.S 500-1500)



insan ve hayvan kalintilarinin PCR ile degerlendirilmesi sonucu ortaya konmustur.
Kuzey Amerika da ve son 1000 yilda Avrupa da cesitli epidemiler tanimlanmustir.
17. ve 18. yuzyillarda Avrupa nufusunun % 70’i tiberkiloza yakalanmis ve bunlarin
yedide biri 6lmustdr. Bu yillarda Avrupa da tiberkiloz yokluk, endistriyel bozulma,
kicluk yasta cocuk calistirma gibi sebeplere baglanmis, hastalar fakirlik, kotl hayat
sartlar1 ve pislikle Ozdeslestirilerek toplumdan dislanmislardir. Her ne kadar
etyolojik ajan hakkinda bir fikir verilmemekle birlikte veremin bulasici bir hastalik
oldugu 1546 yilinda Fracassaro G. tarafindan “De Morbus Contagiosus’ adli kitapta
bahsedilmistir. Marten B. (1722) bu etkenlerin “muhtesem kiicik canlilar” oldugu ve
hastalarin nefesleri ile yayilarak saglam kisilerin vicuduna girdikleri tammlamasini
yapmustir. Tuberkilozun bulastirilabilir bir hastalik oldugu, deneysel olarak insandan
sigirlara, sigirlardan tavsana hastaligi bulastirarak ilk sonuclar1 Ureten Antoine V.
(1827) hastaligin anlasilmasinda devrim niteligi tasimistir. Koch R. (1882)
tiberklloz basilini patates ve agar karisimi besiyerinde Uretmis ve bu basilleri Paul
E.” nin gelistirdigi boyayr modifiye ederek boyayarak gosterip, etkenin bir aside
direncli basil “ARB” oldugunu ispatlamistir. Seibert F. 1930'lu yillardan sonra old
tuberkulini saflagtirmis ve elde edilen saflastirilmis protein tdrevi (PPD) ile
tiberkloz enfeksiyonunun varlig: tespit edilmeye baslanmistir. Calmette ve Guerin
isimli arastiricilar 1921 yilinda Fransa’da ilk tuberkiloz asistm yani Bacillus
Calmette-Guerin (BCG)’i gelistirmislerdir. BCG asis1 Ikinci Dlinya Savasindan sonra
tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaya baslamistir*>*34,

Osmanl1 Imparatorlugunda 19. yuizyilin sonlarinda tiberkiiloz salgim blyik bir
halk saglig1 sorunu olmus, Balkan Savaslari ve 1. Diinya Savasindaki yogun yoksulluk
kosullarinda Anadoluya yayilmaya baglayan hastalik, 1940°' larin sonunda en yuksek
diizeyine ulasmis ve bu dénemde en sik gorillen 61iim nedeni olmustur™.

TUberkiloz tarihinde yeni bir donem 1940’'larda ABD’de streptomisinin,
Isveg'te PAS 1n bulunmasi ile baslamustir. Tek basina kullanilan bu ilaglara kisa zaman
icinde direng gelisimi yeni ilag bulma ¢abalarim zorunlu kilmistir. 1952 yilinda Robizek
ve Selikof tarafindan izoniazid (INH)'in bulunmasindan sonra g ilagla 18-24 ay siren
kombine tedavi uygulanmasi sonucu tuberkiloz tedavi edilebilir bir hastalik haline
gelmistir. 1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966
yilinda rifampisin (RIF) bulunmustur™®.



Bu gelismelerin 1s1iginda tuberkiloz calismalart hiz kazanmistir. 1900’10
yillarin  baslarinda endistrilesmis Ulkelerde baslatilan tiberkllozla micadele
programlari sayesinde hastaligin yayilmas: ve hastaliga bagli 6lumler 6nemli 6lgcude
azaltilmis ve salgin kontrol altina alinmustir.

Ulkemizde tiberkilloz ile etkin miicadele 1950'li yillarda baslatilmstir.
Cikartilan bir yasa ile 1960 yilinda Verem Savas Dispanserleri kurulmustur. Bu
miicadele tilkemizde de hastaligin kontrol altina alinmasin: saglamistir™.

Ancak bu calismalarin sonuclarina karsi duyulan asiri glven, toplumlarda
yoksulluk ve sefaletin artmasi, kontrolsiz gocler ve AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome-kazanmilmis bagisik yetmezlik sendromu) verem hastaligini
yeniden 6nem kazanan hastaliklar arasina tasimistir. Tedavi segeneklerinin sinirlt olusu
ve hasta ilag uyumsuzlugu, CID ve XDR suslarin ortaya cikisina sebep olarak
pandeminin boyutlar: daha da biytimiistiir'”.

2.2. Morfoloji ve Ureme Ozellikleri

Mikobakteriler aerop, sporsuz, katalaz Ureten, hafif kivrik veya dizgin gomak
seklinde, dallanabilen, 0.2- 0.6 um eninde, 1.0-10 um boyunda mikroorganizmalardr.
Basilin buyUkligli ve sekli, Ureme ortamina ve slresine bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Makrofg) icerisinde aktif cogalan basillerin sivi besiyerlerinde bulunan
basillerden daha uzun oldugu ve tomurcuklanma benzeri yapr sergiledikleri
gosterilmistir. Patojen basillerin boélinmeden sonra hidrofobik karakterleri sebebi ile
birbirlerinden ayrilmadan blyik kimeler seklinde gogaldiklar: gorilmis, bu kiimeler
kord faktor (serpentine cord) olarak tammlanmustir.  Ancak morfolojik gorinim, tir
tayini veya patojenite icin bir prediktif bulgu degildir.

Mikobakteriler hiicre duvarlarinda peptidoglikan bulunmasi sebebi ile Gram
pozitif bakterilere benzerlerse de, boya alma yeteneklerini etkileyen son derece

kompleks bir yapilanma gosteriler'®,

2.2.1 Hucre Duvari

Mikobakterilerin hiicre duvari, alisilagelmis bakteri hiicre duvarlarindan oldukca
farkli, plazma membrani, orta tabaka ve peptidoglikan yapr olmak Uzere 3 tabakadan
olusan kompleks bir yapilanmadir 8 (Sekil 1).
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Sekil 1. Mikobakteriyel hiicre duvar: yapis ™

2.2.1.1. Plazma M embram
Membran tipik olarak protein ve fosfolipidlerden olusan cift katmanli yapidadhr.
Periplazmik bosluk sayesinde peptidoglikan tabakadan ayrilir 2,

2.2.1.2.0rta Tabaka

Hicre duvarinin orta tabakasinda peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik
asitler, acil trehalozlar, oligosakkarid iceren lipidler ve fosfotidilinozitolin glikozil
derivatlar: yer amaktadir. Bu yapilara antijenik 6zellige sahip glikoproteinler ile porin
yapilar da katilmaktadir. Mikobakterilerde mikolik asitler tim hiicre duvari kuru
agirhiginin % 50’ sini, hicre lipidlerinin % 60" 1t olusturlar. Guclu hidrofobik 6zellige
sahip olan mikolik asitler alfa dallanma gosteren spesifik bir yapiya sahiptir.
Mikolilarabinogalaktan peptidoglikan kompleksinde en fazla bulunan mikolik asit tird,
oksitlenmis gruplar1 icermeyen 60 karbon biydklGgindeki D mikolik asitlerdir.
Y apisinda bir ¢ift bag veya siklopropan igerir. D mikolik asitler, M. tuberculosis de
dahil olmak Uzere birgok mikobakteri tiriinde gorilen major mikolik asitler olup tim
mikolik asitlerin % 25’den fazlasim olustururlar. Mikobakterilerin en énemli virulans
faktorlerinden olan mikolik asitler hiicre duvar: permeabilitesini de etkilerler™®,



2.2.1.3.Peptidoglikan Y ap1

Mikobakterilerde hiicre duvarimin en Onemli karakteristigi  kemotip-1V
peptidoglikan yapidir. Klasik bakteriyel peptidoglikandan farkli olan bu yapr N- asetil-
glukozamin ve N- glikozilmuramik asitin, betaglikozid ve fosfodiester baglarla
baglanmasindan  olusan  bir  heteropolimerdir.  Mikobakterilerin  kemotip-1V
peptidoglikan simifindan olan  peptidoglikan tabakasinda diger bakterilerin
pepdidoglikanlarindan farkl: olarak muramik asidin asetillenmis yapist yerine glikolik
asitle glikozillenmis formu bulunmakta ve tetrapeptit yan zincirler diaminopimelik asit
icermektedir. Mikobakterilerdeki peptidoglikan tabaka kor bolgesinin iskeletini
olusturmak Uzere gram pozitif bakterilerdeki teikoik asitin baglanmasina benzer bir
disakkarit fosforil kdprt ile bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktam kovalent olarak
baglar. Pepdidoglikan yap1 bakteriye seklini verir, hiicre duvarina bitinlik ve sertlik
kazandirir. Tetrapeptid yapida yer alan diaminopimelik asitler ile lizozimlere karsi
direng kazanirlar®®,

Hucre duvarlart yapisinda peptidoglikanin bulunmasi mikobakterilerin Gram
pozitif bakterilere benzer oldugunu dusinddrdr. Ancak duvarda protein ve
polisakkaritlerin yerini lipid tabakanin almasi Gram pozitif bakterilerle farklilik yaratir.
Gram'in akali anilin boyalar1 ile ¢ok silik boyanan bakteri, karbol fuksin ile
boyandiktan sonra asit alkol dekolorizasyonunda, aside direng sebebi ile boyayi
birakmazlar. Bu sebeple aside direngli basil (ARB) olarak tammlanirlar ve Ziehl-
Neelsen stain (EZN) veya Kinyoun Asit Fast gibi modifiye asidik boyalarla boyanirlar.
Bu boyamalarda basiller mavi zeminde kirmizi renkte gordllrler. Mikobakteriler
Auramin-Rodamin gibi floresan boya ile kolay boyanirlar. Bu yontem yiksek
duyarlil1g1 sebebi ile tamda tercih edilir®.

M.tuberculosis H37Rv genomu 4.411.529 bp buyukliginde olup yaklasik
olarak 4,000 gen kodlar. G-C oram % 65,5 olup, bu yiksek oran PE ve PPE
proteinlerinin kodlandig: bolge (% 80) ve transmembran proteinleri ile poliketidlerin
kodlandig1 bolge (% 50) hari¢ homojendir, bakterinin yatay gen transferi yapmadigin
gogterir.

Mikobakteriler yavas Ureyen mikroorganizmalardir. Bélinme sireleri 2-20 saat
arasinda degisir. Middlebrook's medium gibi agar veya Lowenstein-Jensen medium
gibi yumurta bazli kat1 besiyerinde kolonilerin gozle gorilmesi, hizli Greyenlerde 7



gunden az, yavas Ureyenlerde 7 ginden daha uzun sirmektedir. Klinik érneklerden
primer kllttirde Greme stireleri 8 haftaya kadar uzayabilir. Bu siire sivi besiyerlerinde
daha kisadir. Ureme icin gerekli optimal pH:6,5-6,8, optimal 1s1 37 °C (30°C- 45°C) dir.
Ueme % 10 CO, varhginda baglar. Ortamdaki — p-nitro-D-asetilamino-p-
hidroksipropiyofenon (NAP) M. tuberculosis kompleksin Uremesini inhibe eder.
Mikobakteriler canliligini +4°C’ de haftalarca, -70°C’ de aylarca koruyabilir®.,

2.3. Evrim ve Siniflandirma

M.tuberculosis hiicre duvart  mikolik asitleri  benzerligi  sebebi ile
Actinomycetales takimi icerisinde yer alan Mycobacteriaceae ailesinin Mycobacterium
cinsine ait, yavas Ureyen, aside direncli ve % 59-65 G+C oram ile son derece stahil

22,23

genom yapisina sahip bir basildir

Mikobakterilerin Siniflandirilmas
Alem : Prokaryot

Bolim: Firmicutes

Sinif : Actinobacteria
Takim:Actinomycetales

Aile : Mycobacteriaceae

Cins : Mycobacterium

Tdr : Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium cinsi igerisinde evrimin ilk yillarinda meydana gelen insersiyon
ve delesyon mutasyonlarina bagli tir ve alttir 6zellesmeleri meydana gelmis, genomik
diizeyde benzerlik gosteren turler farkli kompleksler icerisine dahil edilmistir. Klinik
acidan, hastalik yapma potansiyeli ve halk sagligi ile yakin iliskisi nedeni ile
M.tuberculosis kompleksi, Mycobacterium cinsinin en énemli grubunu olusturmaktadr.
M. tuberculoss kompleksi olarak tammlanan alt tor grubunda; M. canetti,
M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M .bovis, M. pinnipedii ve M. caprae tirleri
yer almistir. Konak tropizmlerinde, fenotipik 6zelliklerinde ve patojenitelerinde biyuk
farkliliklar olmasina karsin bu tirler arasinda ¢ok yiksek diizeyde genetik homojenite
bulunmaktadir. Brosh (2002) ve arkadaslari ortak atadan koken alan bu tirlerin



molekuler evrimlerini mikobakterilerin genomundaki sayilari 10 olan restriksiyon ile
kaybedilmis bakteriyel artifikal gen bolgeleri yani “farklilasma bolgeleri” (RD’s) ile tek
nikleotid polimorfizmi(SNP' s)'nin  belirlendigini ileri surmisler ve filogenetik
yapilanmay1 resmetmislerdir®? (Sekil 2).
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Sekil 2: M. tuberculosiskomplekstiirleri arasindaki filogenetik iliski?®

Kompleks igerisinde yer alan tirlerden M.tuberculosis,  M.canettii ve
M.africanum insanlarda, M.microti kemiricilerde patojen iken, M.caprae ve M.bovis
genis bir konak spektrumu gostermektedir. Ancak kompleksin diger Gyeleri insanlarda
nadiren hastaliga yol agmasindan dolay: tuberkiloz terimi ile M.tuberculosis e anlamda
kullamimaktadir. Son yillarda 6zellikle AIDS ’in ortaya cikisiyla birlikte, diger bazi
mikobakteri turlerinin, M.tuberculosis kompleks dis1 mikobakterilerin (MOTT) (M.
fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis ve M. avium complex) klinik ©Gneminin

anlagiimasi, ilginin bu tiirler izerinde yogunlasmasina neden olmustur?’.
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Brosh ve arkadaslarimin evrime dayal1 siniflandirmalarindan énce sayilar1 100’0
bulan mikobakteri tirtiniin ssniflandirilmasinda iki farkli nomenklattir kullanilmstir.

Ernest Runyon, M. tuberculosis disindaki MOTT’ lar1 Ureme hizlari, pigment
uretimleri ve koloni morfolojilerini temel alarak fotokromojen, skotokromojen, non-
fotokromojen ve hizli Ureyenler olarak dort gruba ayirmistir. Woods ve Washington
(1987) bu siniflandirmay1 eksik bularak M. tuberculosisi de icerisine alan klinikle
uyumlu siniflamay1 8nermislerdir?®?(Tablo 1).

Tablo 1. Woods ve Washington siniflandir masu

Klinik 6nemi olan . tubercul osis kompl eks
. tuberculosis
. bovis (M. bovis BCG)

. africanum

mikobakteriler

microti

canetti

Insanda potansiyel patojen .aviurr-intracdlulare kompleks

olan mikobakteriler kansasii

. fortuitum-chel onae kompl eks
. scrofloceum
Xenopi
szulgari

mal moense
smae
genavense
marinum

. ulcerans

. haemophilum

T zzz=zzzg=zzz=zz=zgzzzzzex

. clatum

Insanda nadir en hastahk Y avas Ureyenler Orta hizda Hiz Ureyenler
yapan sapr ofitik tirler Ureyenler
M. gordonae M. flavescens M. thermoresigtible

M. asiaticum M. smegmatis
M.terrae-triviale komp. M. vaccae

M. shimoidei M. phlei

M. gagtri M. parafortuitum kompleks
M .nonchromogenicum

M. paratuberculosis
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2.3.1. M. tuberculosis Kompleks

M. tuberculosis kompleksi (MTK) insan ve hayvanlarda patojen basillerden
olusur. Kompleks icinde, koloni morfolojisi, Ureme hizi ve biyokimyasal testler gibi
fenotipik Ozellikler ile DNA fingerprint teknikleri kullanilarak tammlanan 7 Uye yer
almaktadir?.

2.3.1.1. Mycobacterium tuberculosis

Ilk olarak Koch tarafindan 1882 yilinda tanimlanmustir. insan tiiberktlozunun en
sk gorllen etkenidir. Inhalasyon yoluyla yayilir. M. tuberculosis makrofajlar icinde
yasar, cogalir ve yillarca latent fazda kalabilir. M. tuberculosis evrim siirecinde spesifik
delesyon boélgesi ThD1 delesyonu ile atasal sustan ayrilmistir. Atasal susa en yakin sus
olan M. canettii’de RD ve TbD1 bolgeleri tamdir. Bu bulgular sonucunda tuberkiiloz
basili ortak ata susunun bir insan patojeni oldugunu gostermektedir?.

Esas konag1 insan olan M. tuberculosis, kat1 besiyerlerinde aerop ortamda, 37°
C’de 2-4 haftada, pigmentsiz, R koloni olusturarak Urer. Niasin biriktirir, nitrat1 nitrite
indirger. Tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (T2H) Uremeyi baskilamaz. Pirazinamidaz
aktivitesi pozitiftir. Katalaz aktivitesi dusuktir veya yoktur. Kord faktori
olusturabilir®.

M.tuberculosis turl icerisinde PE, PPE ve Ozellikle SNP's ile farklilagsmus,
genetik olarak homojen yapi gosteren, bazi insan gruplar1 arasinda, filocografik ve
epidemiyolojik olarak ayrilan alt tir suslar spoligotyping tabanli olarak 3 ana grup
icerisinde degerlendirilmistir®.

2.3.11.1. AnaGrup |

2.3.1.1.1.1. Dogu Afrika-Hindistan (EAI) Alt Grubu

Giney Dogu Asya, Hindistan ve Dogu Afrika da sik gorilen bu alt tr ilk olarak
Gine'de (1999) izole edilmistir. EAI2-Nonthaburi, EAI6-Banglades/1, EAI7-
Banglades/2, ve EAI8-Madagaskar olmak Uzere 4 at dala ayrnilmstir. EAI3
Hindistan’ da, EAI4 Vietnam' da gosterilmistir. EAl6-Banglades/1 izolatlarinin % 58,1’ i
ile EAl7-Banglades/2 izolatlarin % 91,2'si Banglades'ten bildirilmistir. Bu grubun en
onemli 6zelligi bir oxyRC37T transisyon tasimasidir. Az sayida 1S6110 iceren bu alt
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turdin tek kopya 1 S6110 iceren izolatlarina Malezya ve Tanzanya da rastlanmistir. Bu alt
grupta RD farkliliklarina gore; Hint-Okyanus suslari, Manila suglart ve Nonthaburi
suslar1 gibi fakli cografi bolgelerde yogunlasmis mutant klonlar: bulunmaktadir™.

2.3.1.1.1.2. Beijing Alt Grubu

Beijing ve Beijing-like suslar1 % 50 oraminda Uzak Dogu Asya dan ve eski
Sovyetler birliginden bildirilmistir. Bu alt grubun ortaya cikisi, izolatlar arasinda
Rifampisin direnci ile karakterize CID'nin yaygin olusu sebebi ile tiberkiloz kontrol
programlarinda cok ciddi problemlere sebep olmustur. ilk olarak 1995 yilinda
tammmlanmis olan bu CID New York W susu alt grubunun 1990’ larin ilk yillarinda
salginlar yaptigi gosterilmistir. Ancak bu alt grubun evrimlesme siirecini Cengiz Han
zamanindan once tamamladigi ve bu donemde Bati Asya ve Avrupaya yapilan
seferlerle Asya cografyasinin disina tasindig: diistintilmektedir™.

2.3.1.1.1.3. Orta Asya (CAS)-Delhi Alt Grubu

Hindistan, Pakistan, Sudan ve Sahra Alt1 Afrika da epidemik olarak gorulen bu
alt grubun genomik 6zellikleri ile Beijing alt grubuna yakin oldugu ve bu alt grubun
atasi olabilecegi sdylenmistir. Bu alt grup diger at gruplara kiyasla monontikleer
hiicrelerden daha fazla miktarda anti-inflamatuar sitokinler olan IL-10 ve IL-6
sekresyonuna, daha az 1L-12p40 sekresyonuna sebep olur. Sonug olarak makrofajlarin
aktivitesi azalir, immun sistem yetersizligi latent enfeksiyona zemin hazirlar®.

23112 AnaGrup Il velll

2.3.1.1.2.1. Haarlem

Ilk olarak 1999 yilinda Hollanda da tammlanmstir. Kuzey Avrupa ve Orta
Afrika' da stk gorular. Bu alt tdrin suslarimn 1S6110-RFLP analizinde 1,4 kb'lik ¢ift
bant gorulmesi ve spoligotyping metodu sonucunda spacer 29-31 ve 33-36 bdlgelerinin
bulunmamasi karakteristiktir. Ayrica mgt geninde bu alt tire 6zel bir SNP
tammmlanmistir. Hl'den H3'e kadar 3 farkli varyanti tespit edilmistir. ST127
izolatlarinin % 60" 1indan fazlasi Ermenistan, Avusturya, Finlandiya, Iran ve Rusya’ da
gogerilmistir. ST777 Kazakistan, Rusya, Gurcistan ve Suudi Arabistan’da
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gogerilmistir. ST777, ST 127 den tek bir spacer farklidir. Bu izolatlar "Ural" familyasi

olarak tammlanmustir®.

2.3.1.1.2.2. Latin Amerika-Akdeniz (LAM)

Ulkemiz dahil olmak Uzere Akdeniz ve Latin Amerika ulkeleri ve Giiney
Afrika’da yaygindir. Lam1-12 arasinda isimlendirilen varyantlar: tespit edilmis olup
LAM7 TUR ulkemizde izole edilmistir®°.

2.3.1.1.2.3. X Alt Grubu

Guadeloup ve Fransiz Polonez adalarinda izole edilmistir. ABD ve ingiltere'de
yaygindir. Ayrica Glney Afrika, Hindistan ve anglosakson ulkelerinde de bildirilmistir.
X1-X3 olarak tammlanan 3 alt dal1 tespit edilmistir. Bu dal Uyelerinde 1S6110 sayisi
nispeten azdir. Son olarak 1S6110 olmayan bir Uyesi Vietnamli bir aileden izole
edilmistir. Bu izolatlar spacer19-41 (ST 405) delesyonu ile karakterize bir 6zel
spoligotyping karakteri tasimaktadir. Sifir kopya clade olarak isimlenmistir.

2.3.1.1.24. T Alt Grubu

T familyas: (modern TB susu); tek spacer farkliligina bagli olarak T1 den T5 e
kadar 5 alt dala bolunmustir. Spoligotyping ile 8 i¢ ice gegmis dal agiga ¢ikarilmustur.
T3/ST149; Etiopya ve Danimarka' da, T5/ST254 ve T1/ST280 Rusya, eski Sovyetler
Birligi, Kuzey ve Dogu Avrupada (Estonya Finlandiya, Gurcistan, Polonya)
gorulmustir. Toskana/ST1737, ST254 ten tek spacer farkhdir, italya'mn Tuscany
bolgesinden orijin almistir. T3/ST627 ise ilk kez Finlandiya ve Japonya Okayama da
bulunmustur. T5-Madrid/2 ispanya’ daizole edilmistir™.

2.3.1.1.25. MANU Alt Grubu

Manu alt dali Hindistan’dan yeni bir ailedir. 3 genetik gruba ayrilmistir, atasal
klon genetik grup 1 dir. Manul de spacer 34 delesyonu mevcuttur, Manu2'de spacer
33-34 delesyonu Manu3'de ise spacer 34-36 delesyonu mevcuttur. Hindistan’ in ve
Asya'nin tiberkiiloz evrimsel tarihinde merkezi rolii cok belirgindir®.
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2.3.1.1.2.6. SAlt Grubu
Salt grubu Sicilyave Sardinia da belirgin olarak yuksek orandadir.

2.3.1.2. M. bovis ve M. bovisBCG

Sigir tlberkiloz basili M. bovis blylk oranda yabani ve evcil hayvanlar ile
insanlarda enfeksiyona yol acar. Klinik olarak M. tuberculosis enfeksiyonundan ayirimi
oldukca zordur. Insan nadiren de olsa primer konak olabilecegi icin epidemiyolojik
acidan M. tuberculosis ile tir dizeyinde ayirt edilmelidir. DusUk sosyoekonomik
duzeyli, tuberkiuloz kontrol ve eliminasyon programlarinin  yetersiz  oldugu,
pastérizasyonun nadiren uygulandigi Ulkelerde oldukg¢a yaygindir. 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 sivi besiyerlerinde, aerob
sartlarda 6-8 haftada Uretilir. Kat1 besiyerinde R veya S koloni yapar. Cogunlukla niasin
resksiyonu vermez. Nitratlari nitrite indirgemez. T2H'ya duyarlidir, pirazinamidaz
aktivitesi yoktur. Gugclu katalaz aktivitesi gosterir. Besiyerine piruvat eklenmesi

tremesini 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 Ozellikleri dikkate alinarak
M. tuberculosis ve M. bovis arasina yerlestirilmistir®.

M. africanum subtip | (Bat1 Afrika) ve subtip Il (Dogu Afrika) olmak Uzere ikiye
boltnmustdr. M. africanum subtip 11 M. tuberculosis' in alt dal1 olarak kabul edilmistir.
Bat1 Afrika M. africanum iki dala (lineage) ayrilmistir. Lineage 1'de RD711 bdlgesi,
lineage 2'de ise RD7, RD8, RD9, RD10, RD701 ve RD702 bdlgeleri delesyona
ugramistir. Bu iki dal neredeyse Bati Afrikaidaki tlberkiloz olgularimin yarisindan
sorumludur. M. africanum insan konakli patojendir, M. tuberculosis den daha distk
oranda izole edilir. Bu durum cografi sinirliliga veya laboratuar klasifikasyon
eksikligine bagli olabilir. Misir mumyalarinda M. africanum ve M. tuberculosis DNA si
izole edilmistir fakat gunimizde M. africanum Bati Afrika disinda nadiren izole

edilmektedir. Dunyamin bircok Ulkesine biylk goclere ragmen M. africanum un
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yayilhim gostermemesi, M. africanum'un Bat1 Afrika'ya spesifik olarak yerlestigini
gostermektedir?.

Mikroaerofilik ortamda iyi Orerler. Nitrat1 indirgeyemezler. T2H varliginda
ireyemezler. 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 gozlenmistir. M. microti ciftlik ve ev hayvanlarinda enfeksiyon
olusturmaktadir. insanlarda patojen olmadig: bilinen M. microti’ nin son zamanlarda
cok nadir de olsa insanlarda enfeksiyonu bildirilmistir. Insandan insana bulas ihtimali
de oldukca dusuiktir. Geleneksel yumurtali kat1 besiyerinde zayif Greme gosterirler. Sivi
kiltdr tekniklerinde daha hizli ve bol miktarda Orerler. Fenotipik yontemlerle
M. tuberculosis, M. africanum veya M. bovis den ayirimi zordur. M. microti suslari
diger MTK suslarinda gozlenenden farkli karakteristik 1S6110 bant profili ve
spoligotyping paterni  gostermektedir. Lama-tipi ve sican-tipi olmak Uzere iki
Spoligotyping profili bulunmaktadir ve her iki tip de insan enfeksiyonlar: olusturabilir®.

Hem immunkompetan hem de immunsupresif hastalarda infeksiyon
olusturabilir. Ehrlich Ziehl Nieelsen (EZN) boyamasinda ay ¢oregi gorintiisii 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 tim TB olgularin Afrika boynuzu ile
baglantili oldugu gorulmistir. M. tuberculosis'in oldukga nadir gorilen varyantidir.
M.canettii izolatlar1 duzgln, yuvarlak ve parlak gorintmld kolonileri bulunur. Diger
mikobakteriler ile aynt 16S rRNA dizilerine sahiptir. M. canettii suslart arasinda
house-keeping gen polimorfizmi, 1S1081 kopya sayisi, koloni morfolojisi, hticre
duvarinin lipid igerigi gibi bircok acidan farkhiliklar tespit edilmistir. Dizgin koloni
fenotipi stabil degildir, diizensiz koloni morfolojisine donuisebilir?.

Delesyon incelemesi sonucunda RD, RVD ve ThD1 bolgelerinin M. canettii
genomunda korundugu gorulmistir. Bu bulgu M. canettii’'nin RD, RVD ve ThD1
olusmadan 6nce MTK’nin ortak atasindan ayrilmis oldugunu One strmektedir. Bu
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hipotez M. canettii’ nin Direct Repeat bdlgelerinde 26 unique spacer dizilim tasimas ve
diger MTK Uyelerinin hicbirinde bu uzunlukta spacer bolgenin bulunmamas: ile
desteklenmektedir®.

2.3.1.6. Mycobacterium pinnipedii

Bu mikroorganizma ilk olarak Avustralya deniz aslanlar1 ve fok baliklarinda
gbzlenen tuberkiloz vakalarindan izole edilmistir. Daha sonra Guney Amerikada ayni
hayvanlardan ele gecmistir. Fok baliklarindan izole edilen suslar sodyum piruvat iceren
besiyerinde Ureme gostermistir. Ziehl-Neelsen boyamada gevsek kord formasyonu ve

pirazinamid duyarliliz1 ile M. bovis den farklilik gdstermektedir?.

2.3.1.7. Mycobacterium caprae

M. caprae ilk olarak Ispanya da kegilerden izole edilmistir. MTK'nin diger
tyelerinden farkliliklar gosterir. Pirazinamid duyarliligi gibi biyokimyasal ve
epidemiyolojik Ozellikleri disinda gen (pncA, oxyR, katG ve gyrA) polimorfizm
kombinasyonlar1 ile MTK nin siradis1 bir yesidir®.

2.4. Virulans Faktorleri

Deri, genitoUriner sistem ve konjunktival sekresyonlar ile de bulasabilen
M. tuberculosis, primer olarak akciger tuberkilozlu hastalarin solunum yolu
sekresyonlarindaki basillerin duyarli kisilerde alveoler yizey mukozasinin Uzerine
inhalasyon yolu ile ulasmasi sonucu akciger tutulumu seklinde bagslar. Ancak, kemik ve
merkezi sinir sistemi gibi bir cok organ sistemini tutabilen tiberkiloz enfeksiyonlarinin
prognozunu bakteriye ait virulans faktorleri ve konagin immun cevabi arasindaki
etkilesim belirler. Enfekte Kisilerin % 90'indan fazlasinda herhangi bir klinik belirti
gelismeksizin hayat boyu tasiyiciligin sirmesi bu etkilesimdeki denge sayesinde
olmaktadir. Ancak aglik, fizyolojik sefalet veya HIV gibi konak immun sistemini zaafa
ugratacak sebepler dengeyi bozar ve aktif enfeksiyonu baglatir.

2.4.1. M. tuberculosis e Ait Virulans Faktorleri

M.tuberculosis suglarinda virulansi yaratan hangi faktor veya faktorlerdir
sorusunun hentiz tatmin edici bir cevabi verilememis, hiicre duvar yapist ve
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sekresyonlari, metabolik enzimler, transkripsial regulatorler gibi birden ¢ok farazi
faktorun virdlansa katkisi oldugu dusintlmistdr. Bu faktorlerden en 6nemlileri asagida

verilmistir.

2.4.1.1. Hucre Duvar: Komponentleri

Mikobakterilerin  besiyerinde veya makrofagozom igerisinde dremeleri
esnasinda, hiicre duvar: sentezi ileiliskili olarak sekrete ettikleri protein ve enzimlerdir.
Basilin en 6nemli ayirici anatomik ozelligini verirler. Bu yapilar bolinmeye katkilar:
kadar virulansa olan etkileri ile de son derece dinamik bir yap: sergilerler. Hiicre duvari
sentezi baskilanmis sferoblast basilin virulans yetenegi ortadan kalkar ve normal hiicre
duvar: sentezlenene kadar basil avirulan kalir.

M. tuberculosis in antijenik Ozelliklerini de belirleyen bu yapilar konagin
immun cevabim modifiye ederek immunsupresyon, makrofa aktivasyonu, granilom
olusturma, toksisite, alternatif yoldan kompleman aktivasyonu gibi konak-
mikroorganizma iliskisini dizenleyen ve M. tuberculosisin hicre ici yasamasini
saglayan fonksiyonlari diizenlerler®.

2.4.1.1.1. Mikobakteriyel Proteinler

2.4.1.1.1.1. Old Tuberkilin (OT)

Tilberkilloz basilinin kaynatilmis kiltir ekstrakticir. Onceleri intradermal cilt
testinde kullamlmis ancak sadece mikobakteriyel proteinler icermemesi nedeniyle
saflastirilmasina gerek duyulmustur™,

2.4.1.1.1.2. Saflastirilmis Protein Turevi (PPD)

Ilk kez Seibert ve Glenn tarafindan (1941) tammlanmustir. Sentetik
besiyerlerinde hazirlanmis old tiberkdlinin kollodyan membranlardan stizilmesi ve
amonyum slilfatla ¢oktirilmesi sonucu elde edilmistir. Tam saflastirilamamistir ve
diger mikobakterilerle infeksiyonda capraz reaksiyon verebilir. DSO 0.1 ml soliisyonda
5TU (0.0001 mg PPD-S proteini) dozunda PPD bulunmasini énermektedir®.
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24.1.1.1.3. s Sok Proteinleri-HspX (65K da, 38 Kda, 12 Kda)
Anoksik sartlarda Uretilen separon benzeri proteinlerdir. Konakta Thl cevabini
indtikler ve koruyucu immunite gelismesinden ve komplikasyonlardan sorumlu oldugu

dustintil mektedir®*=°,

2.4.1.1.1.4. 65 kDa Protein
Konak hiicre icinde cogalan basillerden salgilandigi ve gecikmis tip asiri
duyarlilik reaksiyonu sonucu lezyonda kazeifikasyon ve likefaksiyon olusturdugu

bulunmustur. immiinojenitesi yiiksek olan bir 1si sok proteinidir?®%.

24.1.1.1.5. 19 kDa Lipoprotein

M. tuberculosisin hiicre duvarinda bulunur. Ozellikle immiiniteyle ilgili gok
onemli rolleri vardr. Interferon gama (INFy) sentezini kodlayan genleri ve
makrofajlarin INFy reseptorunt inhibe eder. Timdr nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve
IL-12 sentezini azaltarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe eder. Nitrojen ara Urtnlerinin
dretimini, MHC-I’in antijen baglamasini inhibe eder. Monosit ve makrofagjlarin

apopitozunda gorevlidir®.

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

filtrat protein)

M. tuberculosisin RD1 gen lokusundan kodlanmaktadir ve bu proteinlere karsi
olusan interferon cevabim T hicre sayisim gostererek in vitro Olgen Kkitler
gelistirilmistir. Bu yontem yardimiyla aktif ve latent ttberkiloz tamsi konabilmekte,
tedaviye yanit takip edilebilmekte ve M. tuberculosis infeksiyonunun BCG asilamasiyla
ayrim yapilabilmektedir. Bu temel protein ve enzimlerin disinda; besiyerlerinde treme
esnasinda tespit edilen Uretim mekanizmalar: tam olarak anlasilamamis olup sayilari
200 kadar kadltur filtrat proteinleri, Glutamin sentaz, yizeyde yer alan ve muhtemelen
konak hucre icerisinde treme ile iliskisi olan Erp proteini, mikobakteriyel mikoserosik
asit sentezinde rol alan Mas proteini, bir Co-enzimA sentetaz olup yag asidi
metabolizmasina katkida bulunan FadD26 ve Fad28 proteinleri, bir mikolil transferaz
olan FbpA proteini, porin benzeri bir protein olan OmpA proteini bu grupta

sayilabilecek protein duvar yap: elemanlarindan bazilaridir®.
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Mikobakteri, stafilokok, streptokok ve listerya cinslerinde SecA proteininin
SecAl ve SecA2 gibi farkl: varyasyonlar: bulunur. SecA2 gen bolgesinden yoksun hale
getirilen tdberkiloz suslarinin  virulanslarim vyitirdikleri ancak in vitro kudltdr
ortamlarinda cogalmalarinda bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir®®.

2.4.1.1.2. Mikobakteriyel Lipidler

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

Tuberklloz basilinin kiime olusturmasina neden olur. Adjuvan etkiye sahiptir ve
kompleman: alternatif yolla aktive eder. Onemli bir virulans faktorudir. Granilom
olusumunda rol oynar. PNL gécint inhibe eder. Konak hiicre mitokondri membranina

tutunarak solunum ve oksidatif fosforilasyonda hasar yapar®,

2.4.1.1.2.2. Sllfolipidler (Sulfatidler)

Sulfur iceren glikolipidlerdir. Kord faktore sinerjik etki yapar ve makrofaj iginde
fagozom-lizozom fuzyonunu engelleyerek, basili lizozomal enzimlerin etkisinden
korudugu dolayistyla makrofajlara kars: direnci arttirdig: gosterilmistir®.

24.11.23. WaxD

Peptidoglikolipid yapisindadir. Freud adjuvamnin etkisini arttirici 6zellige
sahiptir. TUmor geriletici 6zellige sahip olup, BCG asisinin bazi timérlerde gerilemeye
neden olan immuinoterapotik etkisinde roli vardir®.

2.4.1.1.2.4. Lipoarabinomannan

M. tuberculosis in major hticre duvar: lipoglikam olup g tipi tespit edilmistir.
ManLAM (arabinan terminaline mannoz bagli), fosfomyoinozitol bagli LAM ve
AraLAM (arabinan terminaline mannoz bagli olmayan). ManLAM virulan
mikobakterilerde digerleri hizli1 Ureyen avirulan mikobakterilerde bulunur. ManLAM,
monositleri inaktive edici ve lenfositleri baskilayici bir sitokin olan TGF-f'nin
ekspresyonunu indikler ve monositleri inaktive edici TNF-o’ min daha az Uretilmesine

neden olur. Ayrica manLAM’n insan periferik kan T hiicre kemotaksisini indikledigine
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dair calismalar, grantlamattz yanmitin baslamasinda manLAM’in rolU olabilecegini

dustindtirmektedir®3394°,

2.4.1.1.2.5. Fosfatidil Inozitol Mannozid (PIM)
Lipid yapisindadir. Hapten ozelligi gosterir. Capraz koruyucu immiunitede
roliiniin olabilecegi distinil mektedir?.

2.4.1.2. Enzimler

M.tuberculosis, enfeksiyon ve c¢ogalma sirecinde metabolizmasi igin ihtiyag
duydugu karbonhidratlar, aminoasitler, purin-pirimidinler ve eser elementler gibi
esansiyel metabolitler ve kofaktorleri Uredigi ortamdan saglar. Ayrica makrofajlardaki
oksdatif strese karsi korunmak Uzere antioksidan enzimler Uretirler. Mutasyon
calismalart bu enzimlerin enfeksiyonun strekliligi ve virulans igin gerekliligini ortaya
koymustur. Bu enzimlerden en 6nemlileri; izositrat liyaz (Icl), lipaz/esteraz (L1pF), agil-
CoA sentaz (FadD33) ve fosfolipaz C gibi lipid metabolizmasi ile iligkili enzimler,
isopropilmalat izomeraz (LeuD), antranilat fosforibozil transferaz (TrpD), pyrolin-5-
karboksilat rediktaz (ProC) ve 1-fosforibozil aminoimidazol-siiksinokarboksamid
sentaz (PurC) gibi aminoasit ve pirolin sentezinde rol oynayan enzimler, Nitrat rediktaz
(NarG), katalaz-peroksidaz (KatG), alkil hidroperoksid rediktaz (AhpC), demir ile
guclendirilmis siperoksit dismutaz (SodA) ve Cu, Zn ile guclendirilmis sliperoksit
dismutaz (SodC) gibi solunum enzimleri ile metal transferazlardir®®,

2.4.1.3. Transkrip Regulatorleri

Genlerin transkripsiyonunu regile eden regulatorler, metabolizma, hticre duvari
sentezi, bolinme ve virulans faktorlerinin ekspresyonunu  dizenleyerek
mikroorganizmanin bulundugu ortama uyumunu saglarlar. Bir ¢cok patojende oldugu
gibi mikobakterilerde de gorulen ve radikal degisimleri diizenleyen regulatorler taktik
duzenleyicilerdir. Bu regulatorlerden, housekeeping genlerin ekspresyonunu diizenleyen
sigma A, insanda latent enfeksiyonlarin olusumunda metabolizmay:1 bazal dizeye
tastyan Sigma F, dis ortamdaki 1s1 artis1 veya dezenfektanlarin varligim algilayarak gen
diizenlemeleri yapan sigma E, ki bu regtilator ekspresyonunun makrofaj icerisinde artisi
MRNA seviyes artis1 ile gosterilmistir ve oksidatif strese cevap olarak ekspresyonu
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artan sigma H gibi sigma faktorler ile virulans genlerinin ekspresyonunu diizenleyen ve
makrofa) icerisinde cogalma ile ilgili olarak diizenlenen cevap regulatorleri ve diger
transkripsiyonel regulatorlerin  virulans ile iliskili olduklart yine mutasyon ve
atenuasyon bazl1 calismalarla gosterilmistir®.

2.4.2. Konaga Ait Faktorler

Y Uksek mortalite ve morbidite ile seyreden bircok bulasici hastalikta oldugu gibi
akciger tuberkilozunda da kime hastalik bulasacag: ve kimin hasta olacagi, hastaligin
prognozunu etkileyen cevre sartlar1 disinda insana ait genetik yatkinlhigin varligi ilk
yillardan beri sorgulanmistir.  Insanda verem hastaligina duyarlig: arttiran genlerin
tespitine yonelik calismalar 1980’1 yillardan sonra artmis, ancak sonucta tatmin edici
bir calisma grubu olusturulamams ve hastaligin mikrobik bir hastalik oldugu ancak
konaga ait bazi1 gen polimorfizminin immun cevabin modifikasyonuna ve dolayisi ile
immunopatogeneze katki saglachigi kanaatine varilmistir. M. tuberculosis pek ¢ok
virulans Ozelligi ile zaman zaman konagin bagisiklik sisteminden kurtulabilen bir
enfeksiyon etkenidir. Enfeksiyonun nasil sonuglanacagi, konak savunmasi, enfekte
hastalarin solunum yolu sekresyonlarinin duyarl: kisilerde mekanizmalar1 ve basilin

virulans faktérlerinin etkilesimiyle belirlenir®.

2.5. Patogenez, Patoloji veKlinik Tablo

Akciger tuberkilozunda inhalasyon yolu ile alinan basil alveollerde nétrofiller,
makrofajlar, mast htcreleri, tip |1 pndmositlerin ve dentritik hiicrelerin ylzeylerinde
bulunan reseptorlere tutunarak kolonize olurlar*?*,

Alveoler epitel hiicre Uzerinde ortamdaki kompleman veya spesifik antikorlar
gibi opsonize edici proteinler tarafindan isaretlenen basil fagositik hiicreler tarafindan
fagosite edilir ve fagolizozomal fiizyon igerisinde sindirilerek yok edilir. Ancak
tuberkiloz basilinin, opsonize edebilecek proteinler yerine farkli islevlieri olan
proteinlerle birlesmesi sonucu immun sistem mediatorleri tarafindan yanlis veya
yetersiz algilanmast sonucu veya opsonizasyona ragmen fagositik hicrelerin cesitli
genetik faktorlerin etkisi atinda yetersizligi veya basil mediatorleri tarafindan
fagolizozomal faaliyetlerinin modifiye edilmesi sonucu basil yok edilemez ve fagositik

hiicre icerisinde cogalmaya devam eder. M. tuberculosis in fagositozdan kagis ve
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fagolizozomal fuzyonun engellenmesinde etkili olan mediatorleri yogun olarak
calisilmistir. M. tuberculosis tarafindan sentezlenen sliperoksit dismutaz ve katalaz
enzimleri endozom icerisindeki reaktif oksijen radikallerinin etkisinden korunmasini
saglar. Yine basile ait sulfatidler, LAM ve fenolik glikolipid-I (PGL-1) oksjen
radikallerinden korunmada onemlidir. Basilin endozom membranlarinda fosfatidil
inozitol 3 fosfat (PI-3~P) ve sfingozin 1 fosfat (S-1~P)'in toplanmasin engelleyerek
erken endozomun ge¢ endozoma donusmesini ve fagozom igerisine Ca girisini
duzenleyen sinyal sistemini olusumunu Onledigi gosterilmistir. Yine Okaryotik
hicrelerdeki serin/treonin kinaz benzeri bir protein olan M. tuberculosis kinaz G’ nin ve
Mikobakteriyel sulfatidler ve ¢oklu agillenmis trehaloz 2-siilfat derivelerinin, fagozom
ile lizozomun birlesmesini dnledigi tespit edilmigtir*#446:47:484950

Fagositik hiicrede endozomlarda ¢cogalmaya devam eden basiller, ESAT-6 ve
CFP-10 ile olusturduklar: kararli kompleksi, membrandaki lipit bariyerlere saplayarak
por formasyonu olusturup hiicrelerin lizisine sebep olurlar. Por formasyonu sonucu
parcalanan hiicreden alveoler bosluga diuser, bazen de fagositik hiicre endozomu
icerisinde latent fazda cogalmadan yasamaya devam eder. Latent doénemin olusmasi ve
siresi sigma faktorler, izositrat liyaz ve mikolik asidler tarafindan belirlenir. Par¢alanan
fagositik hicrelerin sekrete ettigi kemotaktik faktorler, monositlerin ve diger
inflamatuar hicrelerin infeksiyon bdlgesine gelmesini saglar ve granilom olusumu
baglar. Alveoler bosluga gegen basiller, yeni makrofajlarca fagosite edilseler bile
makrofajlar hentiz aktive edilmedikleri icin cogalmaya devam ederler. Lenfohematojen

yolla tiim viicuda yayilir ve yeni graniilomlar olusturur®>%333>439

2.5.1. Klinik Tablolar

Dunyada en c¢ok karsilasilan M. tuberculosis enfeksiyonu akciger
tuberkilozudur. Bakteri hastamn oksirmesi ve aksirmasi sonucu 5 pm capindaki
damlaciklar icinde disar1 ¢ikar. Bu damlaciklar igerisindeki basiller birkag saat asili
halde havada dolasirlar. Duyarli bir kisi tarafindan solunum yolu ile alinan enfekte
damlaciklar akciger alveollerine ulasir. Her lokalizasyon hastalikla sonlanmaz, enfekte
olan kisilerin ancak % 5-10" unda hastalik ortaya ¢ikar. Kolonize kisilerin buyuk bir
kisminda hastalik hig¢ gelismez. Mikroorganizma viicut iginde uzun bir zaman dormant
(aktif olmayan) halde kalabilir. Tek belirti Kisinin PPD (tUberklin)’sinin pozitif
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olmasidir. Boyle kisiler hayatlarinin geri kalan kisminda hastalik riski tasiyarak
yasarlar. Basilin aktif olarak ¢ogaldigi hastalarda klinik tablo farkli sekillerde ortaya
cikabilir™.

2.5.1.1. Primer Tuberktloz

M. tuberculosis ile daha 6nceden karsilasmamis veya BCG ile asilanmamis PPD
negatif bireyde inhalasyon yolu ile basilin alinmasindan 2-6 hafta sonra etkene karsi
spesifik hiicresel cevap gelisir. Lezyon bolgesinde ¢ogalan basillerin tiberkilin benzeri
proteinleri, doku hasar1 yapan gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonuna yol acar.
Gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonu tiberkilin testi pozitifligine ve kazeifikasyon,
likeifikasyon, kavitasyon ile karakterize graniloma sebep olur. Bu asamadan sonra
hastalik iki farkli sekilde devam eder. Makrofajlar inaktive edilerek igindeki basillerin
cogalmast durdurulur ve granilom merkezinde basillerin daha fazla cogalmadan yasam
boyu dormant kaldigi kazedz nekroz alanlari olusturulur. Kazebz odagin etrafinda
toplanan aktif makrofajlar, kazedz odaklardan kagan basilleri fagosite ederek hizla
sindirirler. Primer infeksiyon ve primer odagin (Ghon odagi) olustugu bu evrede
tuberkdlin testi pozitiflesir. Bu donemin nasil ilerleyecegi, bakterinin virulans ve
konagin immiuin durumu arasindaki dengeye baglidir. Ancak, immun cevabr baskilanmis
kisilerde kazetz odaklardan kacan basiller, inaktif ya da distk aktivitedeki makrofajlar
tarafindan fagosite edilir, fakat sindirilemezler. Bu makrofajlarin yakaladigi basiller
cogalmay: surdirirse, cogalmanin durdurulabilmesi icin gecikmis tip asir1 duyarlilik
cevabinin tekrarlanmasi gerekir. Bu cevap tekrarlandikca kazetz nekrozlar genisler ve
primer tuberkiloz olusur. Basiller, pulmoner ven duvarinda olusan kazedz odagin
acilmasi ile lenfohematojen yolla akcigerden vicudun diger bolimlerine yayilir ve

miliyer ve dissemine tiiberkiiloz gelisir>®3934,

2.5.1.2. Miliyer Tuberktloz

Kazebz odagin komsu kan damarlarina agilmasi veya damar duvarindaki
tuberkdltin kazeifiye olarak dolasima bol miktarda basil vermesi, 6zellikle 0-4 yas arasi
immun sistemi zayif cocuklarda miliyer tiberkiloz gelisimine yol acar. Yetiskinlerde

ise eski bir tiberkiloz lezyonunun yeniden alevienmesi ve kan damarlarinda erozyon
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olusumu veya tuberkiloz lezyonu iceren bir organda yapilan cerrahi islemle basiller
kana karisabilir ve bdylece miliyer tiberkiiloz gelisebilir™.

2.5.1.3. Sekonder Tuberkiloz
Primer enfeksiyon geciren ve tuberkulin deri testi pozitiflesen kisilerde primer
enfeksiyondan en az bes yil sonra gelisen tiiberkilozdur. Tki sekilde gelisebilir:

2.5.1.3.1. Endojen Reaktivasyon

Primer enfeksiyondan sonra dokularda dormant kalan basillerin, stres, steroid
tedavisi, kanser kemoterapisi veya HIV infeksiyonu gibi hiicresel immin yanitin
baskilandig: durumda aktif hale gecmesiyle olusur®.

2.5.1.3.2. Ekzojen Reinfeksiyon

Daha 6nce primer enfeksiyon gecirmis, PPD’si pozitif bireylerin tiberkiloz
basiliyle tekrar maruziyeti sonucu hiicresel immunite basillerin alvollere yerlesmesini,
cogalmasim kismen onler fakat bu koruma tam degildir. Hicresel imminitenin

zayifladig1 durumlarda basiller tekrar cogalmaya baslar®®.

2.5.1.4. Ekstrapulmoner Tuberktloz

TUberkiloz akciger disinda plevra, perikard, peritona komsuluk yoluyla; kemik,
eklem, bobrek, genital, gastrointestinal, merkezi sinir sistemine hematojen yolla
yayilabilir. Deri tiiberkiilozu direkt temasla olusabilir®.

2.6. Konak Savunma M ekanizmalari ve immun Cevap

Konak savunmasi, bagisiklik sistemi elemanlarinin farkli islevleri ile saglanir.
Reseptorlerin uyarilmasi sonucu olusan cevaplar, gereken zamanda ve gereken diizeyde
verilmelidir. Immun cevabin elemanlar: cok farklh roller Ustlenebilirler. Gereken yanitin
ortaya cikmasina veya durdurulmasina katki saglayabilirler. Konaga ait genetik
bozukluklar ya da patojene ait virulans faktorleri, immun toleransa veya immun cevaba,
cevap dengesizliklerine ve nihayet immunopatogeneze kadar gidebilir®.
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2.6.1. Dogal Immun Cevap
M. tuberculosise karsi dogal immunitede doku makrofajlarinin yam sira
notrofiller, mast hiicreleri ve dentritik hiicrelerinde etkili olduklar1 gosterilmistir.

2.6.1.1. Makrofajlar

Tuberklloz basilini yok eden ve etkin bir bagisik yanit gelisimini saglayan en
onemli hicrelerdir. Makrofgjlarin tiberkiloz basili ile etkilesimleri farkli reseptorleri
sayesinde gergeklesmektedir. Makrofa) reseptorlerinin en dnemlileri Fc, kompleman,
mannoz, sirfaktan, CD14, CD43, TLR-2 ve TLR-4 reseptorleridir. Farkli reseptorlerin
uyarilmas: birbirine benzemeyen etkiler olusturabildigi igin, bazilar1 enfeksiyonun
Ustesinden gelinmesinde dezavantaj olabilmektedir. Nitrojen ve oksijen radikalleri ve
yarcimcr T lenfositlerin destegi sayesinde 6ldirme yetenegi artan makrofajlar, konagin

tiberkiiloz basilini yok etmesinde en 6nemli gérevi iistlenen hicrelerdir®®*%.

2.6.1.2.Ndatrofiller

Zararli bir etkenle temas sonrasi sekrete edilen kemokinlere ilk cevap veren
hicrelerdendir. M. tuberculosis'in ortadan kaldirilmasinda genellikle yetersiz kalsalar
da fagositoz aktiviteleri, oksijene bagimli 6ldirme mekanizmalar1 veya hiicre disi

degraniilasyon triinleri ile konak bagisiklik sistemine katk: saglarlar®’.

2.6.1.3. Mast Hucreleri

Genellikle allerjik reaksiyonlara neden olur. T-helper 2 hiicre yanitinin ortaya
¢cikmasimi saglarlar.  Solunum, gastrointestinal ve Uriner sistem mukozalar: ile kan ve
lenf damarlarimin yakin gevresinde yerlesirler. Yuksek afiniteli IgE reseptorleri (FceRI)
tasimaktadirlar. Bu reseptorlerle IgE tipindeki antikorlara baglanirlar. Mast hicreleri
CD48 yuzey molekdlleri ile TLR-4, TLR-2 gibi PAMP (Pathogen Associated Molecular
Pattern)’leri sayesinde M. tuberculosis ile etkileserek histamin, triptaz, kimaz,
karboksipeptidaz, heparin, LT-C4, PGD2, PAF, TNF-a, TGF-B, IL-4, IL-5, IL-6 ve
IL-8 gibi kemoatraktan molekdller, kemokinler ve sitokinleri salgilayarak inflamatuar

yanita katki saglarlar®.
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2.6.1.4. Dendritik Hucreler

Dendritik hticreler edinilmis bagisikligin gelistirilmesinde blyidk rol oynarlar.
C-tipi lektin, Fcy ve Fce reseptorlerini kullanarak reseptdr bagimli endositoz yoluyla
hicre icine aldiklarn M. tuberculosse ait antijenik yapilari islemleyerek
maturasyonlarini tamamlarlar. CCR7 kemokin reseptorleri ile en yakin lenf noduna
dogru go¢ ederler. islemledikleri antijenleri, MHC-I, MHC-II ve CD1 molekdilleri ile T

lenfositlere sunarlar®®2,

2.6.1.5. Natural Killer (NK - Dogal Oldiiriicii) Hiicreler

Hedefledikleri hiicreleri sitotoksik etkinlikleriyle dldurebilmektedirler. Yalmzca
viral patojenler ve timér hicrelerine karsi dogal bagisik yanit islevi gordigi distnilen
NK hicrelerinin bakteriyel enfeksiyonlara karsi da ¢ok onemli islevlerinin oldugu
anlasilmistir. Patojenlere karsi en erken IFN-y yanit1 veren hiicrelerdir. M. tuberculosis
ile enfekte makrofajlarin, aktive olmalarim ve enfekte hicrelerin  6lmelerini

64,65

saglarlar

2.6.1.6. Defensinler

Defensinler 30-50 aminoasit uzunlukta, antibakteriyel, antifungal ve antiviral
etkinlikleri olan peptidlerdir. Bu katyonik peptitler tim myeloid ve epitelyal hiicreler
tarafindan sentezlenebilmektedirler. Defensinlerle fagositer hiicrelerin icerisindeki

mikroorganizmalar oksijenden bagimsiz olarak hasara ugratilirlar®®®’.

2.6.2. Kazamlmis immun Cevap

Doga cevap elemanlarimin uyarilmasiyla tetiklenen, T ve B lenfositlerin islev
gordugl, cok fazla sayida antijenik determinanti tanmyabilecek kapasitede olan
repertuvarin arasindan degisken gen parcalarinin yeniden dizenlenmesi ve klonal
secilimi ile surddrdlen, tek bir antijenik determinanta kars: olusan hafizali cevaptir.
Hucresel immun cevap, T hiicre aktivasyonu ve onlarin efektor islevleri ile yaritalar.
Humoral immun cevap ise B lenfosit olgunlasmast ve antikor sentezi ile
saglanmaktadir. Yardimci T lenfositler antikor gelisimine, immunglobulin izotipi
degisimine ve bellek olusumuna katki saglarken, B lenfositler antijen sunan hicreler
olarak T lenfositlere destek olur®.
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2.6.2.1. Humoral immun Cevap

M. tuberculosis hiicre ici bir patojen oldugundan dolayr humoral immun cevap
eradikasyonda tek basina yeterli degildir. Enfeksiyonun ilk donemlerinde antikorlar,
opsonizasyon, kompleman aktivasyonu, sitokin cevabimin arttirilmasi, antikor bagimili
sitotoksisite, artmig antijen sunumu sayesinde tlberkiloz basilinin 6zellikle mukozal

yolla alinmasini 6nleyebilmektedirler®.

2.6.2.2. Hiicresel Immun Cevap

M.tuberculosis enfekte ettigi hiicre icerisinde cogu patojenin ortadan
kaldirilmasint saglayan mekanizmalarin tstesinden gelerek uzun yillar dormant basil
seklinde hayatta kalabilmektedir. Hlcresel cevap, latent tiberkiloz basilinin enfeksiyon
hastaligi olusturmasini engelleyerek kontrol altinda tutar. Makrofajlar ve dendritik
hicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin MHC-11 molekdlleriyle sundugu antijeni tamyan
CD4+ yardimct T lenfositler, IFN-y ve g¢esitli sitokinler salarak makrofajlar: aktive
ederler. Boylece aktif makrofajlarin icerdikleri basilleri &ldirme yetenekleri artar’.
Lenf digimlerinde CD4+ yardimci T lenfostlerle olgun dendritik hicreler
etkilestiginde CD8+ sitotoksik T lenfositler de islevsel hale gelmektedirler. CD8+
sitotoksk T lenfositler MHC-I ile antijen sunumuna yanit olarak, basta IFN-y olmak
Uzere gesitli sitokinler salgilarlar. Ayrica perforin, granzim ve granulizinleri ile enfekte
hiicreler ve tiiberkilloz basiline karsi sitolitik aktivite gosterirler®. CD4+ hiicreler
icerisinde CD25 molekuluni yuksek dizeyde sentezleyen regulator T lenfositler
bulunmaktadir. Regulator T lenfositler yizey temasiyla CD4+ ve CD8+ T lenfositleri
baskilanmakta, IFN-y sentezini ve T hicre proliferasyonunu durdurmaktadirlar.
Cogunlukla CD4+ CD25+ fenotipik Ozellik gosteren bu T lenfosit alt grubu otoimmin

reaksiyonlar: énleyen periferik tolerans saglamaktadir ™.

2.7. TUberkuloz Tedavis

Gunumuizde tuberkiloz tedavisinde kullanilan ilaglar, birinci segenek (primer,
major) ve ikinci secenek (sekonder, minor) ilaglar olarak iki grup altinda incelenebilir™.
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2.7.1. Birinci Segenek laclar

Izoniazid, rifampisin, streptomisin, etambutol ve pirazinamid’ den (PZA)
olusmaktadir. Bu ilaglarin toksisiteleri disuktur ve kombine kullamimalarr durumunda
oldukca etkililerdirler. Basiller duyarl1 oldugu sirece tuberkiloz tedavisi bu ilaglardan

olusan tedavi rejimleri ile yapilmalidir ™",

2.7.2. ikinci Segenek Tlaclar

PAS (Para-amino salisilik asit), kanamisin, amikasin, ofloksasin, siprofloksasin,
kapreomisin, etionamid, tiasetazon ve sikloserinden olusmaktadir. Bu grup ilaglar,
birinci seceneklere gére daha az etkili, daha toksik, daha pahali ve daha az tolere
edilebilen ilaglardir. Birinci segenek ilaglara kars: direng gelistigi ya da toksik etki
meydana geldigi durumlarda kullanilirlar™.

2.8.1lag Direnci

Bircok bakteride gorulenin aksine M. tuberculosisde plazmid veya
transpozonlar araciligi ile olusan horizontal gen transferine bagli direng
gorilmemektedir. M. tuberculosis de ilag direnci her antibiyotik icin farkli siklikta
olmak Uzere spontan kromozomal mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. RIF e
direncli mutantlarin ilagsiz ortamda prevalanst 10%, INH’a direngli mutantlarin ise
10® dir. Akciger tilberkiilozunda bir kavite ortalama 10’-10° basil icermektedir. Bu
durumda, kaviter lezyonlarin icinde ¢cok az sayida da olsa genetik olarak ilag direnci
olan kokenler bulunabilmektedir. Ilag direncli bu mutantlar duyarli mikroorganizmalar
arasinda dilue olmaktadirlar. Blyuk kaviter lezyonlar1 olan hastalarda tedavide tek bir
antibiyotigin  kullanilmast veya dizensiz antibiyotik  kullamm ile duyarh
mikroorganizmalar baskilanmakta ve ilaca direncli kokenler secilerek bakteri toplulugu
icinde baskin duruma gegcmektedirler. Tedavi sirasinda gelisen bu dirence ‘kazanilmis
direng’ veya ‘sekonder diren¢’, olusan direncli kokenlerin baska bir hastaya
bulastirilmasi ile ortaya ¢ikan dirence ise ‘primer ilag direnci’ denilmektedir®”’. En az
bir tiiberkiiloz ilacina direncli olan hastalar ‘direncli olgu’ olarak tarumlanir™. Son
yillarda artan tuberkiloz insidans: ile birlikte CID suslar olarak tamimlanan ve INH ve

RIF in ikisine birlikte direng gbsteren suslar ile, bu iki major ilacin yan sira minor veya
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ikinci segenek ilaglardan birisine kars:t direng gelistiren artmus ilag direngli (XDR)

suslarin ortaya ¢ikis: pandemiyi daha biiyiik tehdit haline getirmistir™® ™.

2.9. Duyarhhk Testleri

Duyarlilik sonuglari olmaksizin yapilan tuberkiloz tedavileri, tedavi basarisizligi
riskini ve antitiberkiloz ilaglara karsi direnc gelisimini arttirmaktachr. CDC, kiltirinde
M. tuberculosis izole edilen veya U¢ aylik bir tedaviden sonra yayma ve kultir
pozitifligi devam eden, tedaviye klinik yanit vermeyen her hastaya direnc testi
yapilmasint Onermektedir. Ayrica direngli tuberkilozlu bir hasta ile temas Oykusi
bulunanlar, HIV ile enfekte olup kaviter lezyonlar1 olanlar, distk sosyoekeonomik
kosullarda yasayanlar, yuksek ilag direnci bulunan (primer INH direnci % 4'ten fazla)
bolgelerde olanlar tedaviye baslamadan ©nce mutlaka direng varligi yoninden
incelenmelidir®. M. tuberculosis de ilag direncinin molekiiler mekanizmalarinin
anlasiimasindan sonra hizli ilag direnci belirlemeye yonelik molekiler uygulamalar
gelistirilmistir"®.

2.10. Epidemiyoloji

Tlberklloz insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olmasina ragmen hala tim
diinyada bir toplum saglig1 sorunu olarak énemini korumaktadir. DSO raporlarina gore
cogu gelismekte olan ‘Yiuksek Olgu Yukd' olan 22 Ulkeden olmak Uzere Dinya
niffusunun 1/3' (i hasta olmaksizin tiiberkiiloz basilini tasimaktadir. Yine DSO verileri
tuberkiloza bagli olarak her yil yaklasik iki milyon ve giinde 5000 insanin olduguni
ve olumlerin % 98'inin dinya nifusunun % 86’ sin1 olusturan fakir Ulkelerde genc ve
eriskinlerde gerceklestigini gostermektedir. Gelismis Ulkelerde 6lim oramt modern TB
ilaclarin Uretilmesi ile 1950'li yillardan baslayarak biyuk o6lclide distrdlmistar. Bu
tehdit HIV ve c¢oklu ilaca direngli ve genisletilmis ilaca direngli Tuberkilozun ortaya
¢cikmasi ile yeniden alevlenmis ve 2015 yilina kadar hasta sayisinin 50 milyona
ulasacagi, bunlarin ¢ milyonunun HIV enfeksiyonu ile birlikte olacag: ileri
sirilmuistir®2,

DSO 2008 Kiiresel Tilberkiloz Raporu’ na gore, 2006 yili icinde bildirilen
olgu oranm (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
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olarak bildirilmektedir. 2003 yil1 icin insidans 8,8 milyon olarak bildirilirken, 2005
yilt igin 9,1 milyon olarak verilmektedir. 2006 yili igin tahmini prevalans oran
14,424,343 (219/100,000), insidans oram 9,157,021 (139/100,000), yayma pozitif
olgu oram 4,068,011 (62/100.000) olarak verilmektedir®.

Ulkemiz, tiiberkilloz insidansinin orta diizeyde oldugu tlkeler arasinda yer
almaktadir’’. Saglik Bakanlig1 Verem Savas Daire Baskanligi’ nca, Avrupa Tiiberkiiloz
Siurveyanst’ nin veri standartlari esas alinarak hazirlanan, Turkiye de Verem Savas1 2009
Raporu’ na gore kayitli verem hastalarimin - sayisi % 4 dusUs ile 2006 yilinda 20,526
iken 2007 yilinda 19,694 olmustur. Kayitli 19,694 hastanin 17,781'i (% 90,3) yeni olgu,
1,913 0 (% 9,7) tedavi gbrmis olgudur. Hastalarin 12,3811 (% 62,9) erkek, 7,313'U (%
27,1) kadin hastadir. Akciger tiberkilozu olan hastalardan % 89,3 Gine mikroskopi
yapilmis ve akciger tUberkilozlularin % 64,3 Gnde yayma pozitif bulunmustur. Hem
mikroskopi hem de kultir yapilma oranlari ile pozitiflik oranlarinda bu yil gecen
yillardan daha basarili sonug alinmustir. ilag duyarlilik testi (IDT) yapilan 4,917
hastanin % 20,8'inde en az bir ilag direnci tespit edilirken, izolatlarin % 4,9'u ¢oklu ilag

direncli olarak tammlanmustir®:.

== TYeni algular

—=— Tiim olgular

40 437

B 9y wa

ST R

iz e

256 353 255 5.5 20 254 53

Olerw iz (100,000 niifusta)

19a] |90z 1903 Jund Juds |93 |07 [o0E [oob 2000 2001 2002 2003 2004 3005 2006 2007
¥allar

Sekil 3. Tiirkiye de 1991-2007 yillary ar asinda tiiberkiiloz insidans®™

31



DSO global artis trendi karsisinda yeni kontrol hedeflerini belirlemis ve
kontrol programlarinin basariya ulasmast igin yayma pozitif TB vakalarinin en az %
70’ine kalite kontrollii bakteriyolojik tam konulmast ve tam konulan bu hastalarin %
85'inin ise DGT altinda basar: ile tedavi edilmesini 6ngormiistiir®.

Gulnuimiizde devam eden tehditin daha iyi algilanmasi korunma ve kontrole
yonelik  stratgjilerin - gelistirilebilmesi  ve  kontrol  programlarinin  basarisinin
Olctlebilmesi icin daha saglam dayanaklar1 olan epidemiyolojik calismalara duyulan
ihtiyac artmustir. M. tuberculosis kompleksinin farkli tir ve genotiplerinin dinyada
farkli cografi bolgelerde gorilme sikliklar: ve bulas yollarimn tespiti ancak molekiler

82,83,2,84

diizeydeki epidemiyolojik calismalarla gin isigina ¢ikarilabilir

2.11. Laboratuar Tam

M. tuberculosis tamsinda klinik materyal, akciger tuberkilozu icin balgam,
bronkoalveoler lava] ve ince igne aspirasyon sivisidir. Vidali kapakli 6zel tasima kaplari
icerisine alinan ornekler oda 1sisinda 2 saat icerisinde laboratuara tasinmalidir. Balgam
ornekleri kalite yoninden makroskopik olarak incelenmeli red kriterleri tasiyan, yani
balgam 6zelligi olmayanlardan drnekler yeniden istenmelidir. Her 6rnekten hazirlanan
hastabas1 preparasyon veya spot preparasyonlar Erlich Ziehl-Nielsen (EZN) ile
boyanarak degerlendirilmeli daha sonra 6rnege teksif islemi uygulanarak asagidaki tan
algoritmasi uygulanmal 1dir®.

2.11.1. Mikroskopi

Balgam yaymasi mikroskopisi basit, hizli ve ucuz bir tekniktir. EZN boyama
tekniginde mikobakteriler mavi zeminde kirmizi basiller, floresan mikroskopide
auramine boya kullaniimasi sonucunda mikobakteriler karanlik zeminde sar1 floresan
veren basiller gorundr. Direkt boyali preparasyonlarda, balgamda 5.000-10.000
basil/ml varliginda pozitif sonug alinabildigi igin duyarlilik disuktir. Teksif islemi ile

duyarlilik artirilir? .

2.11.2. Kultar
Kualtur mikobakterilerin tamsi icin referans yontem olarak kabul edilmektedir.

Kualtdr icin Gremenin en erken 21 ginde fark edildigi yumurta veya agar bazli klasik
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kat1 besiyerleri ile Gremenin 7-11 gin gibi daha erken siirelerde tespit edildigi modern
otomatize sistemlere adapte edilmis sivi  bazli  besiyerleri  kullamlmaktadir.
Biyoguvenlikli gelismis laboratuar dizeneklerine duyulan ihtiyag, rutin mikobakteri
kiiltir uygulanmasini sinirl1 hale getirmektedir?.

2.11.3. M. tuberculosis K ompleksinin Fenotipik Identifikasyonu

Mikobakterilerin, fenotipik Gzelliklerine gore tir dizeyinde identifikasyonlar:
1950' lerden itibaren geleneksel biyokimyasal testler yardimi ile yapilmaktadir. Bu
baglamda koloni morfolojisi, oksijen kullamimi, niasin birikimi, nitrat rediktaz
aktivitesi, Ureme hizi, tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid (TCH) direnci ve
pirazinamidaz Uretim Ozellikleri irdelenmektedir. Ancak basilin yavas tUremesi, koloni
morfolojisi yorumlarindaki standartsizlik ve ilaglara ¢apraz diren¢ nedeniyle sonuclarin
guvenilirligi tartisilmaktadir.

2.11.4. M. tuberculosis K ompleksinin Genotipik Identifikasyonu ve
Molekuler Epidemiyoloji

Molekuler tiplendirme yontemlerinin fenotipe dayali yontemlerle birlikte
kullamimi, M. tuberculosis suslarinin daha kesin olarak birbirinden ayird edilmesinin
yanmisira, hastaligin ve daha virulan kabul edilen izolatlarin toplum iginde kiresel ve
yerel bulas ve yayilma dinamiklerinin ayrintilarimin daha iyi anlasiimasi, kaynak
olgular, laboratuarlardaki kros-kontaminasyonlar ile reaktivasyon ve reinfeksiyon
arasindaki farkin tespiti gibi epidemiyolojik yonden son derece degerli olan bilgilere de
ulasiimasini mimkin hale getirmistir®™. Bilinen mikobakteri tirii sayis1 1983 yilina
kadar 53 iken bugiin bu yontemler sayesinde say1 150’ nin tzerine ¢ikmustir.

Ideal bir molekiiler genotipleme yonteminin, ayrim gicti yuksek, ucuz, hizls,
basit, guvenilir, degerlendirilmesi ve yorumlanmas:t kolay, tekrarlanabilir, Uretilen
verilerin saklanmasi laboratuarlar arasi paylasimi kolay olmalidir. Y dntem susa Ozel,
parmak izi “fingerprint” olarak adlandirilan, genetik profili ortaya koyabilmelidir. Farkl1
hastalardan izole edilen fakat ayni genetik profili gosteren izolatlar epidemiyolojik
olarak iligkilidir. Bu durumlarda genellikle hastalar arasinda yeni bulasma soz
konusudur. Ancak muhtemel bir bulasin gosterilmesi populasyonun uygun

orneklenmesine, tiberkilozun insidansina, ¢alisma popilasyonunun yasi, populasyon
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mobilitesi, ikametin siiresi, immin durum gibi 6zelliklere baglidir. Mevcut yontemlerle
olusturulan gen gruplari igerisindeki hastalarin yalmzca % 25-42'sinde grup igindeki
diger bireylerle epidemiyolojik iliski tespit edilmektedir®.

Mikobakterilerin  tammlanmasinda molekiler yontemlerin  kullamimasi
MTK’ nin tamsinda 16S rRNA gen bolgesi diziliminin belirlenmesi igin gen problarinin
kullamlmasi ile baglamistir. Bu problarla tir dizeyinde tam yapilamadig icin, sistem
modifiye edilerek ve 16S-23S rRNA bdlge amplifikasyonu ve reverse hibridizasyon
metodunu baz alan INNO-Lipa gibi yontemler gelistirilerek tir dizeyinde tammlama
mUmkin olmustur. Ayrica 23S rRNA gen bdlgesini hedef alan DNA strip test Geno
Type MTBC de bu amacla kullamlmistir. Bu test gyrB DNA dizi polimorfizmleri ve
bovis BCG RD1 delesyonunu hedef alir. Yine basilin genomunda Exact Tandem
Repeat-D (ETR-D; Mikobakteriyel Serpistirilmis Tekrarlayan Unite 4) olarak
adlandirilan tekrar dizilerinin polimorfizmi kompleks Uyelerinin, tir dizeyinde
belirlenmesinde ylksek duyarlilikta sonug veren molekiler markerlar oldugu
gosterilmistir?.

Behr ve arkadaslar1 M. tuberculosis H37Rv suslar1 ile genomik karsilastiriima
sonucu M. bovis BCG de RD1-16 gibi bazi farklilik bolgelerinin  olmagdiginm
belirlemiglerdir. Huard ve arkadaslari MTK icindeki torleri tammlamak igin RD
delesyon bolgelerini 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 kompleks
tiyesi olarak kabul edilmistir®.

Mikobakterilerin genomu homojen ve stabildir. Genomda ¢ok az sayida sessiz
mutasyon meydana gelmekte, genetik rekombinasyonlar, genellikle transpozonlar
yoluyla veya tekrarlayan dizilerin polimorfizmi ile gergeklesmektedir. En basit
transpozon Insertion sequence’dir (1S). Genom Uzerinde 14’ den fazla farkl: 1S elementi
belirlenmistir®. 1S ve tekrarlayan diziler farkl: tirr, dal ve alt dallarda farkl: sayida ve
genomun farkl: yerlerinde yerlesirler, genetik polimorfizmin olusumunu sagladiklari
kabul edilmektedir. Bu nedenle farkli suslar arasindaki ayirimda siklikla
kullamimaktadirlar. Bugline kadar ¢cok sayida tekrarlayan dizi ve mobil element tespit

edilmis olmasina ragmen, bugin icin en c¢ok kabul géren ve en sk kullamlan



tekrarlayici elemanlar 1S6110, DR (Direct repeat) ve MIRU dur (Mycobacterial
interspersed repetetive units)®.

TUm dunyadaki M. tuberculosis kompleks icerisinde yer alan tirlerin
dagiliminin ortaya c¢ikarilmasi amaciyla standart yontemlerin kullamilmasina 1993
yilinda baglanmistir. Bu amagla DNA hibridizasyon yontemi, 1S6110-PCR-RFLP
(Restriction fragment length polymorphism) Spoligotyping ve 12-15-24 lokus MIRU-
VNTR (Mycobacterial interspersed repetetive units-Variable Number of Tandem
Repeat) yontemlerinin kombinasyonu kullanilmaktadir®.

2.11.4.1. 1S6110-PCR-RFLP

IS6110 Restriction Fragment Length Polimorfizm (RFLP) (kesilmis
fragmanlarin  uzunluk  polimorfizmi) metodu 1990larda M. tuberculosis
epidemiyolojisinde standart tiplendirme yontemi olarak kabul edilmistir. MTK
izolatlarinda Insertion sequence (yerlesim dizilim) 156110 farkli kopya sayisinda ve
farklit kromozomal entegrasyon bolgelerinde bulunmaktadir. 1S6110 fragmentine dayal1
epidemiyolojik calismalar yiksek derecede polimorfik olsa da yeterince kararli ve
guvenilirdir. DUsUk kopya sayili suslar daha homojen ve epidemiyolojik iligkili
fingerprint analizi yiksek kopya igeren suslar kadar guvenilir degildir. RFLP
yonteminde genomik DNA, Pwull restriksiyon endonikleaz ile kesim sonrasi DNA
fragmentleri jel elektroforezi ile ayrilir, daha sonra southern blot teknigi ile bir naylon
membrana transfer edilir. Membrana hibridize olan fragmentler bir 1S6110 prob ve
kemiluminesan kit kullamlarak gorultr hale gelir. Software yazilim programi
kullanilarak degerlendirilir. Y dntem yiksek ayrim giict ve tekrarlanabilirligi nedeniyle
gectigimiz yillar icin referans standart metod olarak uygulanmaktaydi. Yogun tremis
kilture ihtiyag duymasi, biyuk miktarda DNA gerektirmesi, uzun zaman ve yogun
emek istemesi RFLP yonteminin dezavantajlaridir®.

2.11.4.2. Spoaligotyping
MTK’i Direct Repeat lokusu CRISPR dizilim (Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats) (dizenli kiimelenmis interspaced kisa palindromik tekrarlar)

ailesi tiyesidir®.
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Spoligotyping yaygin kullamlan PCR bazli reverse dot blot hibridizasyon
metodudur. Klinik laboratuarlarda, molekiler epidemiyoloji, evrim ve populasyon
genetigi arastirllmalarinda kullanilir. TB igin en yaygin epidemiyolojik yontemdir.
Hizl, basit, tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu yontemle M. bovis, M. microti ve M.
canettii suslar1 kolayca tiplendirilebilmektedir (Tablo 2).

M. tuberculosis kompleksi genomu 1S6110 integrasyonunun sicak noktalarindan
olan farkl1 sayida 36 baz ciftlik DR lokus igerir. DR lokuslar: aralarinda 35-41 baz cifti
uzunlugunda aralik olusturan dizilimler (spacers) bulunmaktadir. DR’lerin kopya
sayisilart ve spacer dizilimlerin varligi suslar arasi degisim gosterir. Yontem DR
lokusunun polimorfizmine dayanmaktadir, bu polimorfizmler multiple direct variable
repeat’ leri (DVR) olusturur. Her DVR, 36 baz ¢ift iceren DR lokusu ve DR bdlgelerinin
arasinda bulunan tekrarlamayan kisa dizilimler olan spacer bolgelerini icermektedir.
Direct repeat bolgelerinin aralarinda bulunan 94 farkli spacer tammlanmustir, sadece 43
tanesi rutin calismalarda kullanilmaktadir (Sekil 4).

Tablo 2. M. tuberculosis K ompleksinin Spoligotyping profilleri &
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEOEEEEEEEEEEn000Cesnennn M. tuberculosis H37Rv
EEEEEEEC EEESEEEEEEEEEEEEEEEnnEnnnnnnnCenns M. africanum (A8,9,39)
ENCEEEEEEEEEENEEEEEnEenenennnnnnnnnnc0o0o M. bovis/ BCG (A3,9,16,39-43)
ENOEEEEECEEEEEECEEEECEEOEEEnEnnnennnnnc00o0o0 M. bovis (A39-43)
OE000000000000CCEEEEEEEEEEECEesnnnnnnnc0000 M. caprae (A3-16,28,39-43)
OOOEEERC0000000000000CEEEEEEEeEneennEnc00000 M. pinnipedii 1
000000000000000000000000aEEEEeeEneennenc0000 M. pinnipedii 2
00000000000000000000000000000m00000m0000000 M. canetti
OOOEEERC00000000000000EE0OR0000000000emcoooo M. microti (Ilama type)

000000000000000000000000000000000000em00000 M. microti (vole type)

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 varligi
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veya yoklugu dijital olarak gozlenmektedir. Hibridizasyon sinyalleri kemifloresan
(ECF) veya kemiluminesan (ECL) kit kullamilarak membraninin sabitlegsme yiizeyinde
leke seklinde gorulmektedir. Streptavidin alkalen fosfataz (ECF) veya Streptavidin
horseradish peroksidaz (ECL) enzimi kullamlir. Streptavidin alkalen fosfataz enzimine
fosfat grubu iceren substrat eklenir®®. Enzim primerde bulunan biotin grubuna
baglanir, substrat eklenmesi sonrasi alkalen fosfataz enzimi substratin fosfat grubunu
ayirir ve 450-470 nm dalga boyuna sahip floresan sinyalleri agiga ¢ikar (Sekil 5, 6).
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Sekil 4. M. tuberculosis H37Rv ve M.bovis BCG suslarimin genomunda bulunan 36 bp’ lik DR
lok usu®
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Sekil 5. DR bolgelerinin amplifikasyon prensibi®
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Sekil 6. Spoligotipleme yonteminin sematik gér iniimii®®

Spoligotyping metodunun major filogenetik dal ayrimi igcin 1999 yilinda
Spoligotyping Databasel(SpolDB1), 2001'de SpolDB2 ve 2003 de SpolDB3 olmak
Uzere 3 uluslararast spoligotyping veritabam olusturulmus ve bu veri tabanlar1 baz
alinarak MTK’ nin kiresel ve yerel cografi yapisi kismen ortaya ¢ikarilmistir. Bu veri
tabanlart yeni, suslarin tammlanmasinda yetersiz kalmis, yeni bir genisletiimis
uluslararast spoligotyping veritabanina ihtiyag duyulmustur. Nitekim 2006 yilinda
diizenlenen 4. uluslararasi spoligotyping veritaban SpolDB4 te; 122 tlkeden toplanan
39.295 susun bilgileri kullanilmistir. Database’in veri noktalari dinya capinda sekiz
bdlge icinde degerlendirilmis olup Avrupa ve Kuzey Amerika tum girislerin % 65,5 ini
temsil edilmektedir. Afrika, Uzak Dogu, Orta Dogu ve Merkez Asya, Gliney Amerika
% 6,5-% 8,3 Uniui temsil etmektedir. Avrupa ve Giney Amerika da (sirastyla % 30 ve %
25) M. bovis in artmis oranlari Giney Amerika (Brezilya ve Arjantin) ve Avrupa da
sigir ekonomisinin 6nemi yansitmaktadir. SpolDB4 toplam 141 tlkenin verilerini temsil
etmektedir. 1126 yeni tammmlanmis STs eklenmesi ile MTK’ nin genomik cesitliliginin
tim dunyada ¢ok daha yuksek ¢dzinmts haritast ¢izilmektedir. Hindistan ve Cin gibi
kalabalik Ulkelerde TB'nin ve MTK’nin yeni patlamalar1 gorulmektedir. SpolDB4
veritabanina http://www.pasteur-guadeloupe.fr adresinden ulasiimaktadir.

M. bovis ST482-683 ve 479 prototipine bagli 3 sublineage bolunmisttr. M.
microti (spacer 37-38 varligi, ST539) SpolDB3'te ST641' e Onerilmistir. M. caprae ve
M. pinipedii  MTK’ nin yeni Uyeleri olarak eklenmistir. M. africanum alttirleri
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hakkinda glnimuzdeki bilgilerimiz 68 spacer bolgesinin degerlendirilebilmesi ile
olmustur®®. SpolDB4 her yil gdzden gecirilmekte ve yeni genotipler tanimlanmaktadir.
Bu calismalarda 26 yeni filocografik-spesifik tir MTK genotip familyas: eklenmistir.
Spoligotyping, MTK genom cesitliligin yam sira alt-tir siniflandirma ve tarlerin
evrimsel gegmisinin arastirilmasinda daha net bir resim saglamaktadir.

2.11.4.3. MIRU-VNTR

Variable Number Tandem Repeat (VNTR) diziler 6zellikle yiksek genetik
homojenite gosteren, B. anthracis, Y. pestis ve MTK gibi ¢esitli patojen bakterilerde
molekiler epidemiyolojik calismalarda hedef markerlar haline gelmistir. Bu baglamda
Mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number of tandem repeat (MIRU-
VNTR) tiplendirme yontemi, yiuksek ayirim gucu, laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligi
ve uluslar arasi kabul gormis standardizasyonu ile MTK klonlarimin epidemiyolojik
Ozelliklerini tespitte en hizli  yontemdir. M. tuberculosis genomunda buytklukleri 50-
100 bp arasinda degisen 41 farkli VNTR tammlams ve bunlara MIRU adi vermistir
(Sekil 7). MIRU lokuslar1 PCR bazl1 tiplendirme metodu igin hedef dizilimlerdir. Bu
bolgeleri icerisine alan komsu bolgeleri tanyan primerler kullanilarak yapilan PCR ile
elde edilen amplikonlarin buyUkltkleri bu bolgelerdeki tekrar sayisinin tespitine imkan
verir. Sonuglar, her hedef VNTR niti icin kopya sayilar1 dikkate alinarak yapilan
numerik kodlama ile elde edilir. Klonal diizeyde tam ¢alismalarinda oldukga kullanisli
olan VNTR metodunun ayrimci giicti 1S6110 RFL P kiyasla dustktir ve epidemiyolojik
calismalar icin baska tiplendirme metodu ile kombinasyonu gereklidir?.
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Sekil 7. M. tuberculosis genomundaki 41 MIRU bélgesi®

Sus tiplendirmede ilk olarak 12 lokus MIRU kullammu gelistirilmis olup daha sonra 15
ve 24 lokustan olusan standart bir format gelistirilmistir. MIRU-VNTR metodunun,
1S6110 RFLP yontemine benzer ayrim giicti bulunmaktadir®. Hizli ve pahali bir
yontemdir, otomeatize edilebilir, tekrarlanabilir, M.tuberculosis kompleks izolatlar: igin
duyarli ve 6zguldir. Otomatik bir dizi analiz cihazi olan laboratuarlar icin metodu
kurmak oldukga kolaydir. Aym gun igerisinde sonug verebilmektedir. Altyapi
gereksinimleri bu metodu blylk referans ve arastirma merkezleriyle sinirli hale
getirmektedir®.

1S6110-RFLP ve Spoligotyping ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR tipleme daha
fazla ayirici  profil  olusturmaktadir. MIRU-VNTR genotipleme yoOnteminin
M. tuberculosis suslarimin epidemiyolojik ve filogenetik taramasinda yeni referans
yontem olmasi 6nerilmektedir. Beijing genotipi ayiriminda problem gorilmekte, metod
yeterli gelmemektedir, Spoligotyping gibi diger bir tiplendirme metodu ile
kombinasyonu gerekmektedir?.
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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 (izere 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
bronkoalveoler lavaj ve biopsi materyali olmak Uzere 1041 izolat arasindan M.
tuberculosis kompleksi olarak tammlanan, random Ornekleme ile segilen 467 izolat
calismaya dahil edildi. izolatlar, bolgemizde gorilen MTK dal ve alt dallar tespit
edilerek bolgenin epidemiyolojik oOzelliklerinin belirlenebilmesi amac: ile 12 lokus

MIRU-VNTR ve spoligotyping yontemlerinin kombinasyonu ile tiplendirildi.

3.1. DNA Ekstraksiyonu

Spoligotyping ve MIRU-VNTR yodntemlerinde kullamlimak Gzere secilen 467
M.tuberculosis izolatinin DNA sinin elde edilmesi igin Middlebrook 7H9 sivi
besiyerinden Mickle cihazim kullanarak ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrasi
spektrofotometre (CHEBIOS) ile DNA o6lcimi yapilarak yeterli ve esit miktarda DNA
bulundugu kontrol edildi. Her bir izolattan elde edilen DNA ekstraktina spoligotyping
ve ardindan 12 lokus MIRU-VNTR metodu uygulandi. Ekstraksiyon protokoll asagida
belirtildigi sekildedir.

3.1.1. Sivi besiyerinden DNA Ekstraksiyonu
1. Ureme tespit edilen Middlebrook 7H9 besiyerinden 0.5ml mikrosantrifijj tiipiine
alind.
2. 80°C de 30 dakika enktibe 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.
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6. 0.25ml 1XTE buffer ilave edildi.

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

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

9. 15000xG'de 10 dakika gevrildi, st sivi yeni bir mikrosantrifdy tipine alind.

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. Spoligotyping

Secilen 467 M.tuberculosis izolatina ekstraksiyon sonrasinda spoligotyping
metodu uygulandi. Spoligotyping metodunun PCR asamasinda 36 bp uzunlugunda DR
bdlgelerinin amplifikasyonu gergeklestirildi.

3.2.1. 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. Calismamn her defasinda pozitif
(M .tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG veya genotipi bilinen klinik izolat) ve negatif
kontrol (dH,O) kullanildi. Her bir sus icin asagidaki miktardaki reaksiyon karisimi

hazirland:.
9.5m dH,O
12.5m 2x PCR Master Mix (Fermantas)
0.25m DRa (25pmol/m)
0.25m DRb (25pmol/m)
2.50m Kalip DNA

PCR reaksiyon karisimi igeren tupler Termal Cycler Cihazina (Applied
Biosystem AB) yerlestirilerek asagidaki programda calistirilds;
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95°C 5 dak.

94°C 1 dak.

55°C 1 dak. 40 siklus
72°C 45 an.

72°C 10 dak.

4°C u

PCR reaksiyon karisimi mikobakteri DNA’s1 igermeyen temiz bir odada
hazirlandi. DRa primeri biotinle isaretli oldugundan dolay:r +4°C’'de saklandi. DRb
primeri kiiciik miktarlara boliinerek -20°C’ de saklandh.

3.2.2. Spoligotyping M etodunda Kullamlacak Cozeltiler
Spoligotyping metodunda kullanilacak — ¢ozeltiler laboratuarimizda asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmustir.

3.2.2.1.0.5M EDTA (pH 8,0)
EDTA 46,53g
dH,0 250ml
pH 8,0’ e ayarland: ve otoklavland.

3.2.2.2. 20mM EDTA (pH 8,0)
dH.0 960m

0.5M EDTA 40ml

3.2.2.3. 20x SSPE (pH 7,4)

0,2M NaHPO, 28,39gr/L

3,6M NaCl 210,24qr/L

dH20 960ml

0,5M EDTA 40ml (Otoklavlanr)
3.2.2.4. 2xSSPE

20 x SSPE 100ml

dH20 900ml
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3.2.25. % 10 SDS
Onceden 1sit1lmig(60°C) dH,O  250ml
SDS 250r

3.2.2.6. 2xSSPE / %0.1SDS

dH20 890ml
20 x SSPE 100ml
% 10 SDS 10ml

SSPE soliisyonu ve SDS sollisyonu ayr1 mezurlarda ol¢ulda.

3.2.2.7. 2xSSPE / %0.5SDS sollisyonu

dH20 850ml
20 x SSPE 100ml
% 10 SDS 50ml

3.2.28.% 1SDS

% 10 SDS 100ml

dH0 900ml
3.229.10xTE

TrisHCI 15,7649 (100mM)

0,5M EDTA 20ml (10mM)

dH0 980ml

3.2.3. PCR Uruniiniin Hibridizasyonu ve Gorinur Hale Getirilmes

Biotin isaretli primerler kullanllarak ve DR bdlgess hedef alinarak
gerceklestirilen PCR  sonrasi  amplikonlarin  hibridizasyonu  gergeklestirildi.
Hibridizasyon ve hibridizasyon sonrasi Urtnlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve
fosfatli kemifloresan substrati eklenerek gorinir hale getirilme prosedirti asagida
belirtildigi sekilde gerceklestirildi.



1) Batun tampon ¢ozeltileri 6nceden calisiimak istenen 1stya getirildi.

Bir membran igin 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 sicaklig1
2) 150m 2xSSPE / % 0,1 SDS tizerine 20 PCR Urind ilave edildi.
3) PCR urunlerini 99°C 10 dakika boyunca denattire edildi.
4) PCR urunleri denattire edilirken, membran (ISOGEN) 80ml 2xSSPE / % 0,1 SDSile
60°C 5 dakika yikand.
5) Siinger yastig1 (Immunetiks Plastic Cushion PC200) ve membran: miniblotter’a
(Miniblotter- 3024) yerlestirirken, miniblotter’ in slotlarimin membrana ¢izgi seklinde
baglanmis oligonukleotidlere dikey konumda olmasina dikkat edildi.
6) Slotlarda kalan residiiel siv1 aspirasyonla uzaklastirildi.
7) Slotlar diltie edilmis sicak PCR Urtind ile dolduruldu. Miniblotter horizontal
konumda 60°C’ de 60 dakika hibridize (FINEPCR- combi-SV 120) edildi.
8)Ornekler slotlardan aspire edildi ve plastik penset kullanarak memban miniblotter’ dan
cikarildh.
9) Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDSile 60°C’ de 10 dakika yikandh.
10) Membran bir poset dosya icine koyuldu.
11) 5ml 2xSSPE / % 0,5 SDS Uzerine 1,25m streptavidin-alkalen fosfataz konjugati
(500U/ml) (Promega) ilave edildi, karisim Ug tarafi kapatilmis poset dosya igindeki
membrana dokuldl, hava kabarciklart uzaklastirilarak, poset dosyamin agik kenari
1sitilarak kapatildi. 45-60 dakika boyunca 42°C’ de enkiibe edildi.
12) Membran iki kez 80ml 2xSSPE / % 0,5 SDSile 10 dak 42°C’ de enkuibe edildi, 80
ml 2xSSPE ile 5 dakika oda sicakliginda duruland.
14) Membran Uzerine 5ml ECF substrat: (Attophos AP Flourescent Substrate, Promega)
ilave edildi, poset dosya icinde 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) goruntt alindi.
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3.2.4. Membranin Regenerasyonu

Membramn hibridizasyon ve goruntileme sonrasinda tekrar kullanmlabilmesi icin
asagidaki yikama ve regenerasyon asamalar: uygulandi.
1) Membran iki kez % 1 SDSile 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 icinde poset dosya icinde, kullamm sayisi ve tarih
yazilarak +4°C’ de saklandh.

3.2.5. Yorumlama

Spoligotyping metodu  sonuglarin  yorumlanmast  asamasinda  spacer
oligonukleotidlerin kovalent baglandigi membranla PCR drind hibridizasyonu sonucu,
olusan blotlanmalar dikkate alinarak spacer bolgelerinin varhigr degerlendirildi.
Sonuclar tablo 3'de belirtilen Oktal kodlama anahtar1 kullamlarak 0-7 arasinda 15
rakamdan olusan “Oktal kod” formatina gevrildi (Tablo-3). Elde edilen veriler SpolDB4
veritabant kullanilarak kiimeler ve familyalar (clade) belirlendi.
Database adres:
http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SI TV I TDemo/outilsConsultation.jsp

Tablo 3. Spaligotyping sonuclarinin deger lendirilmesinde kullandigniz Oktal kod anahtari

ooo=0 oom =1 omo =2 Cmm =3
moo=4 mom =5 mamC =6 mmm =7
Spacer 43 m=1 o=0

3.3. MIRU-VNTR

Bu calismada 12 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi. Hedeflenen MIRU
lokuslar1 icin literatirde belirtilen primerler sentezlendi (Tablo 4). Her bir susa 6zgi 12
MIRU lokusunun VNTR sayisimn  belirlenmesi  icin 12 PCR reaksiyonu

91,92,93

gerceklestirildi
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PCR icin reaksiyon karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlandk.

dH,0 2,170 ul
DMSO (SIGMA) 0,250 pl
2X PCR Master mix 3,125 ul
Forward Primer 0,040 pl
Rewerse Primer 0,040 pl
DNA 0,625 ul
Toplam 6,250 pl

2X PCR Master Mix (Fermantas):

4mM MgCl;

1,6 mM dNTP mix (her bir dNTP 0,4 mM)
0,05 u/ ul Tag DNA Polimeraz icermektedir.

Hazirlanan reaksiyon karisimi asagidaki thermal cycler’da asagida belirtilen 1s,
dongu, sure ve sayisinda amplifiye edildi.

94° C 5dak.

95° C 30 sn.

62° C 60 sn. 40 siklus
72° C 90 sn.

72°C 10 dak.

+4°C 0
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Tablo 4. 12 Lokus MIRU VNTR metodu icin kullamlan primerler %

Hedef Bolge PCR primer (5'to3")

MIRU 2a 5-TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT-3
MIRU 2b 5-TAC TCG GAC GCC GGC TCA AAAT-3
MIRU 4a 5-GCG CGA GAGCCC GAACTGC-3

MIRU 4b 5'-GCG CAG CAGAAA CGT CAGC-3

MIRU 10a 5-GTT CTT GAC CAA CTG CAGTCG TCC-3
MIRU 10b 5-GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT-3
MIRU 16a 5'-TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A-3
MIRU 16b 5'-CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC-3
MIRU 20a 5'-TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG-3'
MIRU 20b 5'-GGA GAC CGC GACCAG GTA CTT GTA-3
MIRU 23a 5-CAG CGA AAC GAA CTGTGC TAT CAC-3
MIRU 23b 5'-CGT GTC CGA GCA GAA AAG GGT AT-3
MIRU 24a 5-CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT-3
MIRU 24b 5-GGG CGA GTT GAG CTC ACA GAA-3
MIRU 26a 5'-CCC GCC TTC GAA ACGTCG CT-3

MIRU 26b 5-TGG ACA TAG GCGACCAGG CGA ATA-3
MIRU 27a 5'-TCG AAA GCC TCT GCG TGC CAG TAA-3
MIRU 27b 5'-GCG ATG TGA GCG TGC CAC TCA A-3
MIRU 3la 5-ACT gAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA-3
MIRU 31b 5-GTGCCGACGTGGTCTTGA T-3

MIRU 3%a 5'-CGC ATC GAC AAA CTG GAG CCA AAC-3
MIRU 39 5'-CGG AAA CGT CTA CGC CCC ACA CAT-3
MIRU 40a 5-GGG TTGCTG GAT GACAACGTGT-3
MIRU 40b 5-GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAGATA-3

Amplikonlar 120 Voltta, 60 dakika, etidyum bromurll % 2 lik agaroz (SIGMA)
jel elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jel goérintileme sistemi
(QUANTUM-ST4 3020-WL/BLUE/20M) ile gorunttlendi. Bant biytkltgunin
tespitinde 50-1000 bp lik marker (Fermantas) kullanmildi. Bant biyukltklerine dayanarak
12 lokus MIRU-VNTR tipleme sonucunda her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar
sayisi belirlendi (Tablo 5).
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Tablo 5 MIRU lokudarinin MIRU-VNTR tekrar sayilarn ve amplikon boyutlar:
Allel #hran nuru02 moru04  monl0 mrulé mu?0 mw?d we?d w26 miru?? w3l 3?40
0 402 175 482 565 437 150 393 285 g 490 540 354
1 455 252 531 618 514 200 447 36 551 545 507 408
2 508 120 o0 &1 010 251 50 187 604 508 66 462
3 561 406 643 T 662 W6 555 438 657 651 699 516
4 614 423 606 77 45 3W 609 420 704 752 570
5 67 56l T4 2 211 M2 663 540 W7 805 624
6 1200 637 802 83 809 485 717 391 816 310 g8 678
T 7 T4 855 0% 0% s1g M el I 011 732
g o )1 s0g 989 1053 571 825 693 912 916 964 786
9 878 363 561 1042 1130 624 8m 144 975 969 1017 240
10 932 945 1014 1095 1207 &717 933 195 2 102 1070 294
11 083 1022 1067 1148 1224 730 087 ' gt 1075 1121 548
12 1032 1099 1120 1201 1361 785 104 297 13 128 1176 1002
13 091 117 1173 1254 1438 8% 1095 048 a7 113 1220 1056
14 1144 1253 1226 1307 1515 280 1149 500 1240 1234 1282 1110
15 1197 1330 1279 1360 1502 042 1903 1050 1203 1987 1335 1164
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BULGULAR

Ocak 2007- Haziran 2010 yillar1 arasinda Cukurova bolgesinde bulunan Adana,
Mersin, Antakya, Osmaniye, Gaziantep, Kahramanmaras ve Sanlwurfa’ da bulunan 1
GoOgus Hastaliklar1 Hastanesi ve 2 Devlet Hastanesi olmak Uizere 3 yatakli hastane ile 17
Verem Savas1 Dispanserinden 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 randomize secilen 467 sus, MTK'nin
bolgemizdeki epidemiyolojik 6zelliklerini  tespit amaci ile MIRU-VNTR ve
Spoligotyping yontemleri ile degerlendirildi.

Calismaya dahil edilen toplam 467 izolatin Spoligotyping metodu ile elde edilen
klonal grup dagiliminda; 443 susun (% 88) 21 kime icerisinde yogunlasmistigi, X1
genotipine ait 1 izolat bulundugu, 24 susun (% 5,1) ise SpolDB4 veri bankasindaki
suslarla karsilastirma sonucunda bilinen hichbir kiimeye uymayan orphan suslar olduklari
gordldu. En biydk kimenin 239 izolat (% 51,9) ile T1 kimesi oldugu, ikinci sirada
LAM7 TUR ailesinin 54 izolat (% 11,5) icerdigi, EAIS/EAI3 ailesinin 23 izolat (%
4,92), H3 ailesinin 22 izolat (% 4,71), MANU 1 ailesinin 21 izolat (% 4,49), H4
ailesinin 10 (% 2,14),U, MANU2 ve LAM3/S ail€elerinin 8 izolat (% 1,71), T3 ve H1
ailelerinin 7 izolat (% 1,49), EAIS ve Beijing ailelerinin 6 izolat (% 1,28) icerdigi
goruldl. En kiguk kumelerin, T2 ailesine ait 5 izolat (% 1,07), LAM9 ailesine ait 4
izolat (% 0,85), CAS1-Delhi ailesine ait 3 izolat (% 0,64), H2 ailesine ait 3 izolat (%
0,43), LAMS3, X3, BOV ve Bovis 1 ailelerine ait 2 izolat (% 0,43) ve X1 ailesine ait 1
izolat (% 0,21) icerdigi goruldi (Sekil 8) (Tablo 6).
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Tablo 6. 467 susa ait Spoligotyping aileleri ve gor ilme oranlari

SPOLIGOTYPING AILE SUS SAY IS GORULME SIKLIGI (%)
T1 239 51,17
LAM7 TUR 54 11,5
EAIS/EAI3 23 4,92
H3 22 4,71
MANU1 21 4,49
H4 10 2,14
u 8 1,71
MANU2 8 1,71
LAM3/S 8 1,71
T3 7 1,49
H1 7 1,49
EAIS 6 1,28
Beijing 6 1,28
T2 5 1,07
LAM9 4 0,85
CAS1-Ddhi 3 0,64
H2 3 0,43
LAM3 2 0,43
X3 2 0,43
BOV 2 0,43
Bovis1 2 0,43
X1 1 0,21
Unique 24 5,14
Toplam 467 100

Calismaya dahil edilen izolatlarin aile icerisi dagilimlarimin il bazinda
degerlendirilmesi sonucu Adana ilinde en sik goérilen T1 ailesinin goruldugt bunu
LAM7 TUR ailesinin izledigi goruldu. M. tuberculosis Beijing ailesine ait izolatlarin,
Urfa ile sinirli kaldiklari, Hatay ve Gaziantep suslarimin da Adana suglart gibi T1
agirlikli olduklari goruldi (Tablo 7).
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Sekil 8- Spoligotyping gor tintlsu

Calismamiza dahil ettigimiz 467 izolata Spoligotyping metodu uygulamas:
sonucu en fazla gorulen aile 239 izolat iceren % 51,9 oran ile T1 ailesidir. T1 ailesi
215, 18, 6 sus igeren 3 farkli spoligotyping paterni gostermistir. 215 sus iceren alt
grubun database ile karsilastirilmas:i sonucunda, T1 ailesinin SpolDB4 database’ de
gorulme siklig1 % 6,3 iken bizim ¢alismamizda % 46 oramnda gorulmuistar. 215 sus
iceren T1 alt kimesinin ¢alismamizda gorilme sikliginin SpolDB4 database de gorilme
sikligina oram 0,08 bulunmustur (Tablo 8).

Calismaya dahil edilen izolatlarin Spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR
yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda izolatlarin spoligotyping gruplar: igerisinde
cok sayida subgrup olusturduklar: goruldi (Sekil 9).

Calismamizda Cukurova bdlgesinde bulunan 7 ilden izole edilen 467 MTK
susunun Spoligotyping yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda, 24 susun database’ de
karsiligi olamayan orphan izolatlar oldugu, 443 susun igerdigi izolat sayisi 2-215
arasinda degisen 21 kime icerisinde toplandigi gorilmis, kimelesme oranm % 94,9
bulunmustur. 12 lokus MIRU-VNTR metodunun Spoligotyping metodu ile
kombinasyonu sonucunda 443 izolat iceren 21 kime alt kimelere bolunmustir.
Ornegin en fazla sus iceren T1 (n= 239) ailesi 12 lokus MIRU-VNTR metodu ile
kombinasyonu sonucunda 21 unique profil gorilmus ve 218 sus igerdigi izolat sayist 2-
158 arasinda degisen 7 kiimede toplanmustir. ikinci sirada gorilen LAM7 TUR ailesine
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ait 54 izolat 6 unique profil olusturmus ve kalan 48 sus icerdigi izolat sayisi 3-29
arasinda degisen 5 kiimede toplanmustir (Tablo 9).

Tablo 7. 467 susa ait Spoligotyping ailelerinin 7 ilde gor iilme oranlari

AILE ADANA HATAY G.ANTEP K.MARAS MERSIN S.URFA OSMANIYE
Say1 % Sayi % Say1 % Sayi % Say1 % Sayi % Say1 %

T1 56 37 57 13 71 657 6 100 7 58,3 38 535 4 57,1

LAM7TUR 12 93 10 9 16 148 - 5 416 8 11,2 3 42,9

EAIS/EAI3 16 125 7 6,3 - - - - -

H3 6 46 9 81 3 2,7 - - 4 56 -

MANU1 13 101 4 36 2 18 - - 2 28 -

H4 2 15 4 36 2 18 - - 2 28 -

U 2 15 3 27 - - - 3 4,2

MANU 2 2 15 4 36 2 18 - - - -

LAM3/S = - 6 55 - - 2 28 -

T3 3 23 2 18 1 09 - - 1 14 -

H1 2 15 2 18 3 27 - - - -

EAIS 6 46 - - - - - -

Beijing - - - - - 6 84 -

T2 2 15 2 18 - - = 1 14 -

LAM 9 = - 2 18 - - 2 28 -

CAS1-Dehi 1 07 2 18 - - - - -

H2 1 07 2 18 - - - - -

LAM3 1 07 1 09 - - - - -

X3 = = - - - 2 28 -

BOV 1 07 1 09 - - - - -

Bovis 1 2 15 - - - - - -

X1 - 1 09 - - - - -

TOPLAM 128 100 111 100 108 100 6 100 12 100 71 100 7 100
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Tablo 8. 467 izolatin goster digi 23 Spoligotyping ailesinin Spol DB4 ile kar silastirilmasi

Spoaligotip Toplam

Sus Savis

Ailenin

Calisma %

DB %*

Calisma TSS*/DB TSSH*

Aile

NN NN NN EEEEEEEE NN EROOOONE NN

OOOONEEEEENOONEEEEEEEE NN NN NN OO OONE NN

AN NN NN EENOONEE NN NN NN

EEEEEEEEEEEEEEEEEENOOOOONOONEEENOOCOCEEEEEE

NO00000000000CNEEEEEEEEEEEEENDDOONONEEEEEEE N

NN NN NN NN NN EEEEEEENONOOOON NN

NN NN NN NN NN EEEE N NN NN EEEE NN

EONEEE NN NN EEEEEEEEENOOONOOOONE NN

EEEEEENO000000000CCONENNNNOOOO0O0O0O0O00O00O00000

NN NN NN NN NN NN NN NN NEEE NN

0000000000 000000000000CNENENEENEENDD0ONEEEEEN

NN NN NN NN NN NN EEEEENOOOON NN

NN NN NN NN EEEEEEEEEENOOOOO0ONO00ONEEEEE N

NN NN NN EEEEEEEEENOOOONO NN

0000000000 000000000000000000000000NEEEEEEEN

EEEEN NN NN NN NN NN NN EROOOONE MO

NN NN NN EEEEEEEEENOOOCNE NN ENOOOONEEEEE N

EENOO0ONNENEENEEENENENENENNNO0000000000NMOONEEEE

0000000000 00000000000000NO00000NO000NEENEEN

EEEEEEENOOONEEEEEEENO0COCNEEEEEENODDONEEEEE N

EENO0000000ONEEENCNEEEEEEENENNENOOODONNONEE N

ENOEEENO000ONENONSEEEEEEEEENNNE NN ENENOOOO00

ENOEEEENONENONSENONENEEENCONNEN NN NN NNENOOOO00

NN NN NN EENONEEE NN EEEEENOOOON NN

215
18
6
54
23

~

w W ~ 00 o o

46
38
1,2
11,5
4,9
47
45
21
1,7
1,7
1,7
15
15
1,2
1,2
08
08
06
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0.2

6,3
0,08
0,01
0,35
0,16
3,8
0,09
0,12
0,01
0,19
0,3
0,3
18
0,2
9,5
0,005
31
0,3
0,7
0,8
0,18
0,02
0,005
1,67

0,08
0,5
0,1
04
0,3
0,01
0,5
0,2

4,7
0,06
0,08
0,01
0,06
0,001
25
0,003
0,02
0,01
0,005
0,02
0,2
0,6
0,001

T1
T1
T1
LAM7 TUR
EAIS/EAI3
H3
MANU1
H4

MANU2
T3
LAM3/S
H1
EAIS
Beijing
T2
LAM9
CAS1-Delhi
H2
LAM3
X3
BOV
Bovisl

X1

DB %*: Spoligotyping ailesinin Database’ de gorilme yuzdes

Calisma TSS*/DB TSS* : Calismada bulunan bir aileye ait toplam sus sayisinin SpolDB4 database’ de bulunan toplam sayisina oran



Tablo 9. Spaligotyping T1 ailesine ait 24 izolatin 12 lokus MIRU-VNTR pr ofili

Sus No  Yer Tarih SIRE  Spoligotyping Oktal kod Aile MIRU-VNTR
1 1217 HVSD 06-2008 SSSS  sssssssssssssssssssssssssssssssscocosssssss  777777777760771 T1 223423153322
2 913 CVSD 04-2008  SSSS RN RN RN EEEEEEEEEEREEEERECCOCEEEEEEE 7777777760771 T 223326153322
3 1539 GHH 08-2008 SRSS  sssssssssssssssssssssssssssssssscoooEsmmmEs 7777777760771 T 223423153322
4 1086 HvVSD 07-2008  SSSS RN RN RN EEEEEEEEEEREEEERECCOCEEEEEEE 7777777760771 T 223326153322
5 1465 CVvSD 07-2008  SSSS COOONEEEEERCONEEENEESEEEEEREEEERECCOCEEEEEEE 037637777760771 T1 223326153322
6 1495 CVSD 07-2008 SRSS  sssssssssssssssssssssssssscosssscoocassssss 777777776360771 Tl 223326153322
7 1065 CVSD 052008 SRSR  ssssssssssssssssssssnssssssnsssscooonssssan  777777777760771 T1 223225153321
8 1390 HVSD 04-2009 SSSS RN RN RN EEEEEEEEEEREEEERECCOCEEEEEEE 7777777760771 T 223326153322
9 1256 CVvSD 06-2008  SSSS RN RN RN EEEEEEEEEEREECEEECOOOEEEEEEE 7777777560771 Tl 223326153322
10 647 HVSD 01-2010 SSSS  cssssssssssssssssssssssssssssssscocosssssss  377777777760771 T1 223326153322
11 1541 HVSD 08-2008 SRSS  ssssssssssssssssscossssssssssssscocosssssss  777776377760771 T1 223323123322
12 1590 CVSD 082008 SRSS  ssssssssssssssssssssnssssssnsssscooosssssan  777777777760771 T1 223326153322
13 1392 GHH 07-2009 SRSS  sssssssssssssssssssssssssssssssscoooEsmemEn 7777777760771 T 223423153322
14 57 HVSD 08-2009 SSRS  sssssssssssssssssssscasssssssssscocosssssss  777777677760771 T1 223326153322
15 1706 HVSD 02-2010 SSSS RN RCEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEERECCOOEEEEEEE 773777777760771 Tl 223326153322
16 951 CVvSD 05-2010 SSSS EENEEEEEEEEEEEEREEEOOOOCEOONEEEECOOOEEEEEEE 777777404760771  T1 223125143324
17 1045 HVSD 052008 SRRS ssssssssssssssssssssssssssssssnscocossssnss  777777777760771 T1 223326153322
18 2003 KVSD 06-2010 SSSS RN RN RN EEEEEEEEEEREEEERECCOCEEEEEEE 7777777760771 T 223225153321
19 416 Urfa 07-2007 SSSS  sasssssssssssssssssssssssssssssscocossssssn  777777777760771 T1 223125153321
21 80 Urfa 04-2009 SRSR  cocosssssssccssssssssssssssssssscooossssams 037637777760771 T1 223225153321
22 619 Urfa 06-2009 SSRS  sasssssssssssssssssssssssssssssscocosssssss  777777777760771 T1 223225153321
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Sekil 9- MIRU-VNTR je goruntist
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TARTISMA

Tan ve tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen tuberkiloz, tim dinyada
AIDS den sonra erigkinlerde en ¢cok 6lime yol acan ikinci enfeksiyon hastalig: olarak
onemini korumaktadir®. Tuberkiilozla etkin bir miicadele icin hizli ve duyarl: tam
yontemlerinin gelistirilmesinin yam sira son yirmi yilda, daha yiksek ayirim giictine
sahip molekiler epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesi arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur®.

Dunyadaki aktif ttberkilozlu hastalarin % 86's1 gelismekte olan ulkelerde
yasamakta olup tuberkilozdan élumlerin % 95'i yine bu Ulkelerde goérilmektedir.
Cogu Afrika ve Guney Dogu Asya da yer alan gelismekte olan bu 22 Ulkede yasayan
hastalarin ancak yarisindan azi tam alabilmekte, tam alanlarin da yarisindan azi
tedavi edilebilmektedir. Ayrica, gelismis Ulkelerde enfekte bireylerin % 80'i 50 yas
ve Uzerindeki yas grubunda yer alirken, gelismekte olan Ulkelerdeki hastalarin %
77 s en Uretken yas grubu olan 15-50 yas grubunda bulunmalar: bu tlkelerde zaten
yetersiz olan tretim kaynaklarin sikintiya sokmaktadir®,

Son 30 yil icinde sosyoekonomik sorunlar, gocler, tuberkiiloz kontrol
programlarinin ihmal edilmesi bolgesel savaslar veya i¢ karisikliklar sebebi ile
yasanan kitlesel gogler ve 0zellikle de HIV/AIDS salgininin ortaya gikmasiyla
gelismis birgok Ulkede tuberkiloz insidansinda artis olmustur. Kota kontrol
programlari sonucunda ilag direnci yayginlasmis ve bazi bdlgelerde ortaya cikan
coklu ilag direncli M. tuberculosis Beijing ailesi gibi bazi genotipler, bolgeleri disina
tasinmis ve tiim diinyada halk saglig: icin énemli bir tehdit niteligi kazanmstir®,

TUm dinyada Tuberkiloz kontrol programlart bu yeniden dnem kazanan
tehdidi kontrol altina almaya yonelik olarak yeniden revize edilmistir. Bu revizyonda
tamda duyarliligin arttirilmasi tedavinin saglik personeli gozetiminde tamamlanmasi
ve MTK suslarimin tlkeler ve bolgeler arasi hareketlerinin izlenmesi ana ilke olarak
belirlenmistir. MTK suslarin izlenmesinde fenotipik karakterlere dayali ayirimin
yerini genotipik 6zelliklere dayali spoligotipleme ve MIRU-VNTR gibi molekiler

bazli yontemler almistir. Bu yontemlerin kullamldigr calismalarda iyi kontrol
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programi uygulanan ulkelerde Beijing suslarimin oldukca diustk oranlarda goruldug
tespit edilmistir.

Nitekim Lari N. ve arkadaslarinin 2005 yilinda italya-Tuscany de hastanede
yatan hastalardan 1 yil boyunca topladiklar1 248 MTK izolatint Spoligotyping metodu
ile degerlendirdikleri gcalisgmalarinda, 116 izolatin tek tyeli 6zel kime ve 12 izolatin
tammlanamayan izolatlar olduklarini, 166 izolatin ise 34 kime (% 67) olusturdugunu
bildirmiglerdir. Bu grup T1 ailesini % 11,6 oram , H3 ailesini % 7,2 ve LAM9 ailesini
% 5,2 oranlar1 ile Tuscany de en baskin gorilen 3 spoligotyping ailesi olarak
tammlamislar, Beijing ailesine ait 7 (% 2,8) sus tespit etmislerdir®.

M. tuberculosis icin riskli Ulkelerin yer aldigi Afrika boynuzu Ulkelerinden
Kampala Uganda' da, Asiimwe BB. ve arkadaslarinin (2008) 18 yas ve Uzeri hastalardan
izole edilen 344 susu spoligotyping metodu tiplendirdikleri ¢alismalarinda, izolatlarin
33 spoligo kiimesi igerisinde yogunlastiklarini, 57 izolatinda 6zel spoligotyping paterni
verdiklerini tespit etmiglerdir. Bu grup en sik gorulen ailelerin, % 70 oraminda (241 sus)
T2, % 3,5 oraninda CAS1-Kili, % 2,6 oraminda LAM9 ve % 2,6 oraminda CAS1-Delhi
aileleri oldugunu bildirmigler. % 1,2 (4 sus) oramnda Beijing genotipi bildirilen bu
calismada suslarin % 26,7 sinin HIV seropozitif hastalardan izole edidigi, % 8,1'inin
INH ve % 4,4’ tiniin de RIF direncli oldugunu bildirilmistir®.

Molina-Torres ve arkadaslarinin 2010 yilinda Monterrey Meksika' da yaptiklari
calismada, Monterrey’in kirsal bolgelerinden toplanan 180 M. tuberculoss izolatin
Spoligotyping metodu ile genotiplendirmislerdir. Bu grup sonug olarak 176 izolatin 44
gpoligo international tipe ait oldugunu 4 izolatin ise SpolDB4 te karsiligi olmayan
orphan tipler oldugunu belirtmislerdir. Ayrica en sik gortlen gen ailesinin 43 (% 23,8)
sus ile T1, ikinci siklikta gorilen aileninde ise 28 (% 15,5) sus ile X1 ailesi oldugunu
bildirmislerdir®.

Bolgemiz cografyasinda yer alan ulkeler arasinda M. tuberculosis kompleksi
dyelerinin molekiler epidemiyolojik yontemler kullanilarak izlendigi calismalarin sayisi
oldukga sinirli olup, gogunlugu son bir kag yil igerisinde yapilmistir. Bu galismalarda
elde edilen sonuclar beklendigi gibi bati komsularimizda sinirli sayida bildirilmesine
karsilik dogu komsularimizda Beijing genotipinin giderek artan siklikta gorilmeye
bagladigin ortaya koymaktadir.
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Nitekim Bulgaristan’ 1in farkli bolgelerinden izole edilen 113 M. tuberculosis
susunu, Spoligotyping ve MIRU-VNTR metodu ile genotipik 0Ozellikleri yoninden
degerlendiren Valcheva V. ve arkadaslar1 (2008), Spoligotyping uygulamasi sonucunda
2-29 sus iceren 15 kime elde etmisler ve 5 susun tek Gyeli 6zel kiime olusturduklarin:
gbrmuslerdir. En blyudk kiimenin % 25,7'lik oran ile T1(ST53) ailes suslarina ait
oldugunu, LAM7 TUR (ST41) ailesinin % 5,4 oram ile 2. srada yer aldiginm
bildirmiglerdir. LAM7 TUR prevalansinin dinya ortalamalar1 (zerinde Uzerinde
bulunmasimi  Tarkiye ile komsuluguna baglayan arastirmacilar, M. tuberculosis
genotiplerinin yayiliminda goclerin dnemine dikkat cekmislerdir® .

Gencer B., Shinnick TM. ve arkadaslari da 2005 yilinda iran ve komsu
Ulkelerinde bulunan M. tuberculosis suslarimin spoligotyping paternlerini belirlemek
amaci ile yaptiklar calismada iran ve Afgan tuberkiiloz hastalarina ait rneklerden
1,742 M. tuberculosis susu izole etmisler ve sonucglari Turkiye ve Pakistan ile
karsilastirmuslar. T, CAS, EAl ve LAM ailelerinin baskin oldugunu gérmisler . Iran’'da
%32,3 ve Turkiye' de % 36,5 oranlari ile T ailesi, Pakistan’da % 61,3 ve Afganistan’da
% 27,4 oranlar1 ile CAS ailesinin baskin oldugunu, % 1,8 (7 sus) oramnda Beijing
genotipine ait izolat bildirmislerdir. Pakistan ve Afganistan’da bulunan suslarin
cogunlugunun atasal suslara, Turkiye'de bulunanlarin modern TB suglarina ait
oldugunu, Iran'da ise atasal ve modern TB suslarimin esit oranda goruldigini
belirtmislerdir®.

Diger taraftan Rohani M. ve arkadaslari (2009) iran-Horasan bolgesinden
topladiklar: 113 M. tuberculosis izolatint degerlendirdikleri galismalarinda, birden fazla
izolatin 17 spoligo kimesi icerisinde toplandigini, 57 izolatin tek Uyeli 6zel kimeler
olustururken, 32 izolatin spoligotyping uygulamasi sonucunda tespit edilemeyen orphan
patern oldugunu bildirmislerdir. Bu grup en blyldk kimenin 13 sus iceren orphan
paternden olustugunu, Beijing genotipinin % 7,1 oraninda oldugunu bildirilmislerdir®.

Nieman S. ve arkadaslar1 2010 yilinda Gurcistan’ da Beijing ailesinin yayilimini
arastirdiklar1 calismada  Spoligotyping metodu ile 183 M. tuberculosis izolatin
degerlendirmislerdir. Bu grup degerlendirdikleri suslarin % 26’ simin Beijing, % 18
inin LAM, % 12'sinin Ural ve % 5’'inin de Haarlem ailelerine ait olduklarini

gostermislerdir®.
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Sinirli sayida da olsa bu literatlr verileri tim dinyada oldugu gibi  bdlgemiz
Ulkelerinde de M. tuberculosis Beijing suslarinin giderek artan oranlarda gorulmeye
basladigim gostermektedir.

Tuberklloz tlkemizde 1940-50'li yillarda uygulanan siki kontrol programlart ile
kontrol altina alinmisken elde edilen basariya duyulan given sonucu programlarin
gevsetilmesi ile birlikte tim dinyada oldugu gibi Glkemizde de yeniden artis trendine
girmistir. Ozellikle dusiik sosyoekonomik seviyeye sahip olup tiberkiiloz insidansinin
ve gssitliliginin fazla oldugu Giiney Dogu Anadolu bolgesine komsu olan Cukurova
bolgesi riskli bolgeler arasinda yer almaktadir. Daha dnce yapilan calismalarda Giiney
Dogu Anadolu bolgesinde varlig: bildirilen M. tuberculosis Beijing susu bolgemizi de
tehdit etmektedir. Bu baglamda bdlgemizde salgin veya sporadilere sebep olan
tuberkiloz suslarimin klonal diizeyde takibi bir taraftan reinfeksiyon ve reaktivasyonun
tespiti yolu ile tedavi basarisint diger taraftan da bélgemizdeki MTK popilasyonunun
yapisi ve bu populasyona olmasi muhtemel yeni girislerin tespiti ile kontrol
programlarinin basarisim gostermesi agisindan son derece 6nemlidir. Ancak bolgemizde
daha 6nce klonal dizeyde sus tammlamas: yapabilen molekiler yontemlerin kullanimi
ile gerceklestirilen boyle bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu ¢calismada MIRU-VNTR ve
spoligotyping yontemleri kullanilarak tlberkiloz epidemiyolojisinin  boélgemizdeki
yapisi hakkinda bilgi edinilmesi amaclanmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek bilgilerin,
bundan sonra yapilacak olan calismalara 1sik tutacagi ve yillik epidemiyolojik
bulgularla bu giine ait bulgularin kiyasi ile bolgemizdeki ttiberkiloz epidemiyolojisinin
karakterini ortaya koyacag: disunilmastdr.

Bu amagla Cukurova bdlgesinde bulunan 7 ilde M. tuberculosis klinik yakinmasi
olanlar ile bu hastalarlayakin temasriski tastyanlardan alinan balgam, bronkoalveoler
lavaj ve ince igne biopsi drneklerinden izole edilen ve illere gore kabul edilen 6rnek
sayisin baz alinarak randomize secilmis 467 MTK susu degerlendirilmis, suslardan
24’ (% 5,1) orphan sus olarak tammlanmus, kalan 443 izolat Uye sayis1 2-215 arasinda
degisen 21 kime icerisine dagilmistir. Kimelesme oramnin % 94,9 oldugu gorilmistar.
12 lokus MIRU-VNTR metodunun Spoligotyping metodu ile kombinasyonu sonucunda
443 izolat iceren 21 kiime, alt kiimelere bolinmustir. Ornegin en fazla sus iceren T1
(n= 239) ailesi 12 lokus MIRU-VNTR metodu ile kombinasyonu sonucunda 21 tek
tyeli 6zel kiime profili goralmis ve 218 sus igerdigi izolat sayisi 2-158 arasinda degisen
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7 kiimede toplanmustir. Ikinci sirada gorilen LAM7 TUR ailesine ait 54 izolat 6 unique
profil olusturmus ve kalan 48 sus icerdigi izolat sayisi 3-29 arasinda degisen 5 kiimede
toplanmustir (Tablo 8).

Bdlgemizde egemen susun T1 ailesine ait suslar oldugu, bunu LAM7 TUR
ailesinin izledigi ve Urfa Ornekleri disinda Beijing ailesinden suslarin diger illerimizde
heniz gorulmedigi tespit edilmistir. Bu bulgular bolgemizin, Ulkemizin farkli
bolgelerinden toplanan suslarla yapilan genotiplendirme calismalarinda elde edilen
profile benzer oldugunu gostermistir.

Ankara ve Malatya bolgesine ait 245 M.tuberculosis klinik izolatimn
degerlendirildigi bir calismada Zozio T. ve arkadaslar1 (2005), Spoligotyping metodu ile
206 izolatin 33 kumede toplandigini, 39 izolatin ise tek Uyeli 6zel kiimeler icerisinde
yer aldiklarin belirterek, en blyutk kimeyi % 21 oramnda LAM7 TUR (ST41) ailesinin
olusturdugunu bunu sirasi ile % 16,3 oram ile T1(ST53) ve % 5,3 oram ile Haarlem 3
(ST50) ailelerine ait kiimelerin izledigini bildirmislerdir®.

Gunal.S (2006) ve arkadaslarr Malatyada 450 M.tuberculosis izolatim
degerlendirdikleri calismada T stiper ailesinin % 38,6 ile bolgede en sik karsilasilan aile
oldugunu bunu, % 27,3 ile LAM7 TUR ve % 14,8 oram ile Haarlem ailelerine ait
suslarin izledigini bildirmiglerdir. Bu grup Beijing genotipinden 4 ve Hindistan’ in Delhi
bolgesine 6zgii CAS1-Delhi genotipinden 2 sus tespit etmislerdir®.

Ayni bdlgede bir yil ara ile yapilan ikinci c¢alismada Durmaz R. (2007) ve
arkadaglar1 degerlendirdikleri 145 M. tuberculosis susundan 120’ sinin, Uye sayilart 2-
33 arasinda degisen 19 kimede toplandigim ayrica tek Uyeli 6zel kiime olusturan 25
sus tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu grup Giinal S. ve arkadaslarinin bulgularindan
farkli olmak Uzere, suslarin % 23,9 unun LAM7 TUR ailesi icerisinde yogunlastigini
bunu % 22,5 oram ile T1 ailesine ait suslarin izledigini bildirmislerdir. Bu grup
calismaya dahil ettikleri suslardan 142’sini 12 lokus MIRU-VNTR yo6ntemi ile klonal
duzeyde tekrar degerlendirmisler ve  sonug olarak 98 izolatin 21 kime igerisine
dagildigini, kiimeleme oram % 69 oldugunu ve 44 (% 31) izolatin ise tek Uyeli
kiimelerde kaldiklarini belirtmislerdir®®.

Bize komsu bolgelere ait bu calismalardan, Giinal S. ve arkadaslarimin kendi
izolatlarindan elde ettikleri klonal dagilim siralamasi bizim siralamamizla benzerlik
gostermekle birlikte, oranlarimizdaki farklilik dikkat gekicidir. Ginal S. ve arkadaslari
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Malatya bolgesi izolatlar1 arasinda en sik karsilastiklart genetik klonun % 38,6 ile T
ailesine ait suslardan olustugunu bildirmislerdir. Bizim calismamizda da tespit edilen
en buyuk gen kiimesi T ailesi suslar1 kiimesidir, ancak bu suslar tim suslarin % 51,9°
unu olusturmustur. Buna karsilik Durmaz R. ve arkadaslari Gunal S. ve arkadaslar1 gibi
Malatya bdlgesinden izole edilen suslarla ve ayn yontemleri kullanarak yaptiklar:
calismada en buyuk kimeyi % 23,9' luk oran ile LAM7 TUR ailesi suslarimin
olusturdugunu, T ailesinin ise % 22,5 ile 2. sirada yer aldigint bildirmislerdir. Yine
Zozio ve arkadaslarr da Malatya bdlgesi agirlikli izolatlart degerlendirdikleri
calismalarinda, Durmaz R. ve arkadaglari gibi en buyik kiimeyi % 21 oran ile LAM7
TUR ailesinin olusturdugunu belirtmislerdir®®. Oysa bizim calismamizda LAM7 TUR
ailes suslarr % 11,5 oram ile 2. buylk kimeyi olusturdu. Bu sonuclar bizim
bulgularimizla farklilik gostermektedir. Ancak Malatya ve Malatya agirlikli bolgesel
suslarin degerlendirildigi ve 1 yil araile yapilan iki ¢alismada bile sus populasyonunda
farkliliklarin tespit edilmesi hem tiberkiloz toplum etkilesiminin son derece degisken
oldugunu gostermekte hem de molekuler epidemiyolojik calismalara duyulan ihtiyacin
gerekcesini ortaya koymaktadir. Ancak bolgeye ait aymi molekiler epidemiyolojik
yontemlerin kullamildigr bu 4 calismamn bir baska onemli ¢iktisi Malatya bolgesi
sonuclart arasinda Beljing suslarimin % 0,9 oraninda bildirilmis olmasina karsilik,
Cukurova bolgesi illeri olarak kabul edilebilecek Adana, Mersin, Hatay, Osmaniye,
Gaziantep ve Kahramanmaras illeri izolatlar1 arasinda Beijing ailesine ait suslarin
olmamasidir. Ancak bizim ¢alismamizda degerlendirdigimiz Urfa iline ait izolatlar
arasinda % 8,4 oraninda Beljing susunun bulunmasi aslinda bu suslarin Urfa ve Malatya
gibi Guineydogu Anadolu illerinde bulundugunu ancak bolgemize hentiz girmediklerini
gostermesi acisindan dnemlidir.

Coklu ilag direncli M. tuberculosis Beijing genotipinin bdlgemizde gorulmemis
olmasina ragmen ulkemize girmis oldugu Koksalan OK. ve arkadaslari (2006)
tarafindan yapilan calismada da ortaya konmustur. Bu grup, bizim calismamiza benzer
sekilde Spoligotyping ve 12 lokus MIRU-VNTR metodu kombinasyonunu uygulayarak
4069 izolat1 degerlendirdikleri calismalarinda Istanbul bolgesi izolatlarinda Beijing
ailesine ait genotiplerin skligim % 1,1 olarak tespit etmistir’’. Bu oran bizim
calismamizda tespit ettigimiz % 1,28’ lik oranimiz ile biyik benzerlik gostermektedir.
Ancak bizim calismamizda Beijing ailesine ait izolatlarimizin tamamin Urfa iline ait
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izolatlardir. Bu bakis acgisi ile degerlendirildiginde, gercek anlamda Urfa bdlgesi
izolatlar1 arasinda  Beijing ailesi suslarin gorilme sikligr % 8,4'dir. Yani Beijing
suglart Dogu ve Gineydogu Anadolu bolgelerimizde daha yiksek oranlarda
gorilmektedir. Bu bulguda Cukurova bolgesinin M. tuberculosis Beijing suslari
yonunden ne kadar ciddi bir risk ile karst karsiya oldugunu ve molekiler bazl
calismalarin bolgemiz agisindan, bu suslarin hareketlerini takip icin ne kadar biyuk
Onem arz ettigini gosterir.

Ulkemizde yapilan bir diger calismada Aktas E. ve arkadaslar: (2008)
Zonguldak ilinde izole edilen 128 M. tuberculosis susunu Spoligotyping ve MIRU-
VNTR metodu ile degerlendirmislerdir. Bu calismada; kiimelesme oram % 73 olarak
bulunmus, 94 izolatin 2-25 sus iceren 13 kime icerisinde toplandiklari, 34 (% 26,5)
susun ise tek tyeli 6zel kiimeler olusturduklar: bildirilmistir'®®. Bu grup Durmaz R. ile
Zozio T. ve arkadaglart gibi LAM7 TUR ailesine ait suslarin % 19,5 ile en sik
karsilasilan suslar olduklarini tespit etmislerdir. Glynn JR. ve arkadaslar1 da 2006
yilinda Beijing genotipinin arastiriimast amaciyla Amerika' da yapmis olduklari ve
Ulkemiz dahil olmak Uzere 35 tlkeden 49 arastirma merkezinden toplanan 29,259 klinik
izolatim Spoligotyping metodu ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda, Ulkemize ait 620
izolat icerisinde Beijing/W oramm % 1 olarak tespit etmislerdir'®.

Bizim calismamiz da dahil bolgemiz ve Ulkemiz izolatlar1 ile yapilan bu 5
calismanmin sonuclart kiyaslandiginda, bolgemizdeki M. tuberculosis genotiplerinin
gorilme sikliklarimin, LAM7 TUR ve T ailesi arasinda degismekle birlikte, birbirlerine
benzerligi en dikkat gekici ¢iktidir. Ancak bizim % 95'lik kimelesme oranimiz bu bes
calismada elde edilen kimelesme oranlarindan daha yuksektir. Bu bizim kullandigimiz
tiplendirme programinin, kitin ve enzim substrat sisteminin farklilig: ile izah edilebilir.
Yine Ulkemizde Ozellikle Dogu Anadolu boélgesinde Beijing ailesine ait suslarin
gorilmeye basladigi ve kontrol programlarimin bu tehdit dikkate alinarak revize
edilmesi gerektigi ortaya konmustur.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada bolgemizde bulunan aktif tiberkilozlu hastalardan tan ve temas

oykull kisilerden tarama amagli olarak toplanarak C.U. THAUM-Bdlge Tiiberkiiloz

Laboratuarina gonderilen 467 6rnek MTK’ inin epidemiyolojik 6zelliklerini tespit amaci

ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda;

a)

b)

f)

9)

Bolgemiz genelinde, Ulkemizden yapilan ¢esitli bildirimlerden farkli olarak
LAM7 TUR yerine T1 ailesine ait suslarin yogun goruldiga,

Coklu ilag direnci ile Ozdeslesen Beijing grubunun daha ©nceden yapilan
calismalarda da bildirildigi gibi Urfa ilinde sinirli oldugu ve komsu illere
taginmadhigi,

Spoligotyping yontemi ile suslarin % 94,9' unun tammlanmasina karsilik 24 (%
5,1) susun tiplendirilemedigi,

Bu suslarin daha once tammlanmamus bolgesel suslar olabilecekleri var
sayillarak ileri identifikasyon icin dizi analizi yontemi ile yeniden
degerlendirilmelerinin uygun olacag:

MIRU-VNTR 1n Spoligotyping yontemine gore daha yiksek ayirim guciline
sahip oldugu ve spoligotipleme ile elde edilen gruplart kendi igerisinde alt
gruplara boldiig, T1 grubu igerisinde 7 MIRU-VNTR alt grubu olustugu ve bu
alt gruplarin bolgesel farkhiliklar gosterdikleri gorilmiistir. Ornegin T1 ailesi
icerisinde tanimlanan ve bir tanesi 1 yil digeri ise 9 ay araiklarla alinmig 2
hastaya ait 6rneklerden (1539-1392 ve 1086-1390) elde edilen izolatlarin ayn:
MIRU-VNTR profili verdigi ve bunun reaktivasyona isaret ettigi
Spoligotiplemenin blyik bdlgesel epidemilerde MTK’nin bdlge icerisindeki
hareketini gosterdigi, bu 0zelligi ile korunma ve kontrol stratgjilerinin
gelistirilmesi ve uygulanan stratgjilerin basarilarint belirlemede son derece
yararli oldugu,

MIRU-VNTR ile kombine edilmeleri halinde epidemiyolojik yonden daha
detayl1 ancak kicguk olgekli projeksiyonlarin yapilmasina imkan saglayacagi ,



h) Tedavi basarisizliklarinin reinfeksiyon mu yoksa reaktivasyon mu oldugunun

belirlenmesinde son derece yararli oldugu

Bu proje gercevesinde alt yapisi tamamlanan molekiler epidemiyolojik
calismalarin rutin olarak veya random segilen orneklerle tekrarlanarak
bdlgemizdeki hareketin izlenmesinin MTK enfeksiyonlarinin kontrol altina

alinmasinda son derce yararl olacag: kanaatine varilmistir.
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