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Tiiberkiiloz (Verem) tiim diinyada hayati tehdit eden bir enfeksiyon hastali§1 olarak onemli bir
saglik sorunudur. Diinya niifusunun yaklasik %30’u Mycobacterium tuberculosis ile enfektedir. Diinya
Saghk Orgiitii (DSO) 2020 raporuna gore 2019 yilinda yaklastk 500.000 kiside rifampisine direncli
tiiberkiiloz gelistigini ve bunlarin %78’inin ¢oklu ilaca direngli tiiberkiiloz oldugunu bildirilmistir. 2019°da
10 milyon kigi verem hastaligina yakalandi. Bu nedenle enfeksiyonun erken tani konulmas: tedavinin setri
bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Giiniimiizde Mycobacterium tuberculosis kompleksinin tespiti icin DNA
bazli analizlerin gelistirilmesi, geleneksel mikroskopi ve kiiltire kiyasla duyarliligi onemli Olciide
artirmistir. Bu calismada da Irak’taki akciger ve akciger disi tiibelkiilozlu hastalarda Genexpert MTB/RIF
ve TB-LAMP teknikleri ile Mycobacterium tuberculosis izolasyonu ve molekiiler tanisinin ortaya
konulmasi amacglanmigtir.  Irak’in orta, giiney ve bati kesimlerinden Ulusal Solunum Hastaliklari
Merkezi’ne bagvuran hastalardan 141 adet numune balgam, viicut sivisi gibi numuler alindi. Numulere
rutin aside direncli basil testi yapildi. Test sonucunda 58 (54 pulmoner + 4 ekstrapulmoner) numune
pozitif olarak belirlendi. Molekiiler tan1 amagl olarak 6rnekler i¢in Genexpert MTB/RIF ve TB-LAMP
teknigi uygulandi. Toplam 107 akciger 6rneginden 76 ornek pozitif tan1 konuldu. Ekstrapulmoner 14
ornek pozitif tan1 aldi. iki vakanimn rifampin direnci teshis edildi. Ayrica, ayn1 numunelerin molekiiler
tanis1 TB-LAMP teknigi ile pulmoner tiiberkiiloz i¢in 70 numune pozitif ve ekstra pulmoner 6rneklerden
de 8 numune pozitif tam aldi. Calimanin sonucunda, Genexpert MTB/RIF teknigi tanida daha 6zgiilliik ve

duyarliliga sahip oldugunu gostermistir.
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Tuberculosis (TB) is an important health problem as a life-threatening infectious disease all over
the world. Approximately 30% of the world’s population is infected with Mycobacterium tuberculosis.
According to the World Health Organization (WHO) 2020 report, it was reported that approximately
500,000 people developed rifampicin-resistant tuberculosis in 2019, and 78% of them were
multidrug-resistant tuberculosis. 10 million people contracted TB disease in 2019. Therefore, early
diagnosis of infection is very important in terms of treatment. Today, the development of DNA-based
assays for the detection of Mycobacterium tuberculosis complex has significantly increased sensitivity
compared to traditional microscopy and culture. In this study, it was aimed to reveal the isolation and
molecular diagnosis of Mycobacterium tuberculosis with Genexpert MTB/RIF and TB-LAMP techniques
in patients with pulmonary and extrapulmonary tuberculosis in Iraq. 141 specimens such as sputum and
body fluid samples were taken from the patients who applied to the National Respiratory Diseases Center
from central, southern and western parts of Iraq. Routine acid-fast bacilli test was performed on the
samples. As a result of the test, 58 (54 pulmonary + 4 extrapulmonary) samples were determined to be
positive. Genexpert MTB/RIF and TB-LAMP techniques were used for molecular diagnosis. From a total
of 107 lung samples, 76 samples were diagnosed as positive. Extrapulmonary 14 samples were diagnosed
as positive. Rifampin resistance was diagnosed in two cases. In addition, the molecular diagnosis of the
same samples was made with the TB-LAMP technique, and 70 samples were positive for pulmonary
tuberculosis and 8 samples from extra pulmonary samples were diagnosed as positive. As a result of the
study, the Genexpert MTB / RIF technique has shown that it has more specificity and sensitivity in

diagnosis.
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1. GIRIS

Mycobacterium tuberculosis, verem hastaligina neden olan bakteridir. Alman
doktor ve mikrobiyolog Robert Koch, 24 Mart 1882°de tiiberkiiloza neden olan
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin kesfini duyurdu. Bu siire zarfinda, Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde yedi kisiden biri tiiberkiilozdan 6ldii. Dr. Koch’un kesfi,
bu o6liimciil hastali§i kontrol altina almak ve ortadan kaldirmak i¢in atilan en 6nemli
adimdi. Hollandali Hekim ve bilim adami Franciscus Sylvius tiiberkiiloz terimini icat
ederken, bu terim Fransiz Doktor Laurent Bayle tarafindan tamitildi. Mikobakterium
terimi del1896’da Lehman ve Newnan tarafindan Onerildi (Seth et al. 2008). Bir asir
sonra 24 Mart Diinya Verem Giinii ilan edildi (CDC 2020).

Tiiberkiiloz hastalig1 (verem), Mycobacterium tuberculosis neden oldugu bulasici
bir hastaliktir. Verem, kesfinden giiniimiize kadar hem gelismis hem de gelismekte olan
ilkelerde hala 6nemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Saghk
Orgiitii (DSO) tarafindan diinyada 2012 yilinda 8,3 milyon yeni tiiberkoloz vakasiyla
birlikte 1,3 milyon 6liim rapor edilmistir. TB hastaliginin hizla yayilmasini destekleyen
faktorler ve kosullar, ¢cogunlukla cahil ve yoksulluk ¢eken toplumlarda bulunan agir
kalabalik ve koétii hijyendir. Toplumun tiim kesimleri hastalifa duyarli olsa da, en cok
yoksullar risk altindadir. Rousseau, Chekhov, Keats, Elizabeth Barrett Browning gibi
bazi taninmig sahsiyetler, yaraticiligin zirvesinde tiiberkiiloz nedeniyle hayatlarini
kaybetmislerdir (Ryan et al. 2004).

Uygulanan kontrol programlarimin basarisiz olmasi neticesinde ila¢ direnci
yaygimlasmis ve ¢ok ilaca direncli tiiberkiiloz (CID-TB) insan saglhig1 icin potansiyel bir
tehdit haline gelmistir. Ozellikle son 20 yilda CID-TB yiiksek akciger TB goriilmiistiir
(Abdalla et al. 2009).

Mycobacterium tuberculosis (TB) ana giris yolu akcigerler olmasi nedeniyle
siklikla akcigerleri tutmaktadir. Ancak TB solunum yoluyla alindiktan sonra kan ve
lenfatikler yollarla tiim doku ve organlar tutabilmektedir. Bu tiir TB’ye akciger dis
titberkiiloz (ADTB) denir. En sik goriilen ADTB tiirleri lenfadenit, merkezi sinir sistemi,
kemik-eklem, plevra ve perikard, genitouriner ve gastrointestinal sistem organlarini
enfekte ederek hastalik olusturabilmektedir. Boylelikle hastali§in tuttugu organlarda agir
bir iltihap tablosu olusur ve organlarin fonksiyonlar1 bozulur. Akciger dis1 tiiberkiilozu

en sik plevra ve ekstratorasik lenfadenit olarak goriilmektedir (Cortez et al. 2011,



Kuan-Ting Liu ef al. 2007, Light 2010, Mohapatra and Janmeja 2009). Ekstratorasik
lenfadenit olarak en sik servikal lenf diigiimlerini, ardindan mediastinal, aksiller ve
mezenterik lenf diiglimlerini, hepatik portali ve inguinal lenf diigiimlerine tutulum olur
(Sharma and Mohan 2004). Tiiberkiilloz menenjiti, menenjitin en yikici seklidir.
Ozellikle de gelismekte olan iilkelerde TB hastalarinin % 7-12’sinde gériiliir (Kulkarni et
al. 2005). Tedavi edilmeyen TB menenjiti i¢in 6liim oran1 neredeyse %100’diir ve
tedavide gecikme genellikle kalic1 norolojik hasara yol agar (Takahashi ef al. 2008,
Sharma et al. 2010a). Diger taraftan az siklikla da kutanoz tiiberkiiloz goriilmektedir
(Singal and Sonthalia 2010). Deri tiiberkiilozu, doku biyopsilerindeki yetersiz aside
direncli boyama nedeniyle sarkoidoz, ciizzam, mantar enfeksiyonu gibi diger enfeksiyoz
kiitandz graniilomlardan ayirt etmek zordur. Skopolderma, tiim klinik tipler iginde en
yaygin olamidir ve bunu lupus, vulgaris, tiiberkiiloz sigil ve liken izlemektedir (Bravo
and Gotuzzo 2007, Singal and Sonthalia 2010).

Mycobacterium tuberculosis, ikiye boliinme siiresi ortalama 15 saat oldugundan
son derece yavas bilyliyen bir organizmadir. Bu nedenle kiiltiir ile iiretilerek izole
edilmesi zaman alic1 bir siiregtir. Ozellikle s1v1 ve kat1 besiyerlerinde kiiltiir ile iiretilerek
izole edilmesi sirasiyla 2, 6 hafta gibi uzun zaman almaktadir. HIV pozitif bireylerde
kiiltir yoluyla enfeksiyonun dogrulanmasi1 8 haftaya kadar uzayabilir (Hugett et al.
2009, (Ryan et al. 2004). Akciger tiiberkiilozu ve diger tiiberkiiloz formlarinda kesin
tan1 mikrobiyolojiktir. Bu nedenle mikroskopik tani giinlimiize kadar onemini hala
korumaktadir.

TB’nin erken teshisi, hastaligin uygun sekilde kontrol edilmesine ve tedavisine
katkida bulunur. TB tanisinda kullanilan mikroskobik inceleme kiiltiir (identifikasyon,
duyarhlik testi) gibi geleneksel yontemler yamisira molekiiler yontemler ile M.
tuberculosis enfeksiyonu tanisinda immiinolojik yontemler kullanilmaktadir. Klinik
orneklerde mikroskop altinda tiiberkiiloz basillerinin saptanmasi, tiiberkiiloz hastaliginin
tanisin1 koymak i¢in en hizli, en ucuz ve pratik bir yontemdir. TB teshisinde klinik
orneklerde hazirlanan siirme (smear) preparatlara, asit fast boya yontemi olan
Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) boyama yontemi uygulanmakta ve mikroskop ile
degerlendirilmektedir. Diger taraftan florokrom boya (Auramin) ile klinik ornekte az
sayida bulunan basilin saptanabildi8i, incelemenin daha hizli1 ve kolay olarak yapildig:
bir boyama yontemidir. Ancak florokrom boyama yontemi ile pozitif olan 6rneklerin

EZN boyama yontemi ile de dogrulanmasi istenmektedir. Floresan mikroskopinde sinirli



siirede daha fazla preparatin taranmasina ve incelenmesine olanak saglar. Bu nedenle ZN
boyamadan daha avantajlidir ICMR 2017, Perkins 2000).

Molekiiler yontemler icerisinde 6zellikle kiiltiirii yapilamayan veya ¢ok geg iireyen
mikroorganizmalarda, kisa siirede duyarlihigi ve Ozgiilligii yiiksek testlerle tani
konulmasii saglayan, antibiyotik diren¢ genlerinin ve mutant mikroorganizmalarin
aragtirtlmasinda kullanilan niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT), diinya capinda
TB’nin tanisinda devrim yaratmistir. NAAT lar hazir ticari kitleri gelistirilmistir (Pai et
al. 2006). En yaygin olarak kullanilan NAAT, polimer zincir reaksiyonudur (PZR).
Korunan deoksiriboniikleik asit (DNA), ribozomal riboniikleik asit (rRNA) veya
messenger RNA (mRNA) dizilerini hedefleyen PZR kullanilarak tiiberkiiloz teshisi i¢in
cesitli analizler gelistirilmistir. En yaygin PZR hedeflerinden biri, Mycobacterium
tuberculosis kompleksi (MTBC) icin spesifik olan tekrarlayan Ekleme dizisi (IS)
6110’dur (Cohen er al.1998), digerleri 65 KiloDalton (kDa) antijen igerir (Pierre et al.
1991), 1S986 (Kolk et al. 1992), protein antijen B (PAB) (Forbes et al. 1993), 23S
Ribozomal DNA (rDNA) genleri (Verma et al., 1994), 1s1 soku proteini-65 (hsp65),
hupB geni (Mishra et al., 2005), devR (Chakravorty et al. 2006), 16 Svedberg birimi
(16S) ve 23S rDNA genleri arasindaki dahili transkripsiyonlu bogluk (ITS) bolgesi (Park
et al.2001), mpt64 (Bhanu et al.2005) ve MPB70 (Santos et al. 2010) tabanli PZR dir.
Hindistan da yapilan arastirmada, IS6110, 65kDa, 38kDa protein antijenlerinin ve 85B
gen dizisini PZR sonuglarinin karsilagtilmasinda sirasiyla %77, %75, %72 ve %71
hassasiyet gosterdi bildirilmistir (Negi et al.2007). Diger taraftan, entegre bir gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu testi olan GeneXpert MTB/RIF. (Xpert, Cepheid,
Sunnyvale, CA, ABD), TB’yi es zamanli olarak teshis etmek ve RIF direnci belirleme
bolgesindeki mutasyonlarin tespiti yoluyla RIF direncini tespit etmek icin gelistirilmistir.
GeneXpert MTB/RIF testi DSO tarafindan TB tanis1 ve RIF direnci saptamak icin
Onerilmektedir (Boehme et al. 2010, Helb et al. 2010, WHO 2020).

Diger bir molekiiler tan1 arac1 da dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP)
cihazi ile izotermal kosullar altinda DNA’y1 amplifiye eden bir tekniktir. Bst DNA
polimeraz, Bacillus stearothermophilus’tan orta derecede termostabil bir enzimdir
(Notomi et al. 2000). LAMP teknigi, hedef DNA’nin alt1 ila sekiz bolgesini taniyan dort
ila alt1 primer kullanarak kiiciik miktarlarda DNA’y1 bir saatten daha kisa bir siirede 109
kopyaya yiikseltebilir. Aym1 anda farkli oligoniikleotidler kullanarak DNA

amplifikasyonunu baslatir. Sonug olarak, teknik oldukc¢a spesifik, hassas ve hizlidir.



Reaksiyon ara iiriinleri, birkag ters cevrilmis tekrarli dongii yapilarm igerir. Uretilen
biiylik miktarlarda DNA, bulaniklik veya floresans gézlemlenerek sonucun gorsel olarak
tespit edilmesini saglar. Jel elektroforezi veya etiketli problar ile tespiti engeller. LAMP
teknigi, diger NAAT’lardan ¢ok daha hizli, verimli ve ekonomik oldugu icin diger
niikleik asit amplifikasyon yontemlerinden daha iistiin kabul edilir (Aryan et al. 2010,
Neonakis et al. 2011).

Bu calismada Irak’taki akciger ve akciger dis1 tiibelkiilozlu hastalarda
GENEXPERT MTB/RIF ve TB-LAMP teknikleri ile mycobacterium tuberculosis

izolasyonu ve molekiiler tanisinin aragtirilmasi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

1.1. Tiiberkiiloz hastahgi
1.1.1. Tiiberkiiloz tarihi

Antik caglardan beri insanlik, en yenisi COVID-19 Corona viriisii salgini,
73.500.000 vakanin istatistigi ve 1.500.000’den fazla 6lim olan bir¢cok salgin ve
hastaliga maruz kalmistir (WHO 2020). Tiiberkiiloz tarihin en eski hastaliklarindan
biridir ve bu hastaliga lupus vulgaris, King’s kotiiliik, Tiiketim, 6liim kaptani, phthisis ve
beyaz veba gibi birgok isim verilmistir. (M.0.400) Hipokrat epidemikler hakkinda ilk
yazilan ve daha sonra Claudius Galen bunu Roma Imparatorlugu déneminde agikladi
(Mathema et al. 2006).

19. yiizyi1lda Theophile Laennec TB’nin patogenezini anlamak icin gerceklestirdigi
ilk cabalardir. Daha sonra 1865°te Jean Antoine Villemin, TB’nin nasil bulagtigini
gosterdi. 1859°da Hermen Brehmer tarafindan tiiriiniin ilk 6rnegi bir sanatoryum acildi
ve burada hastalara TBC tedavisi i¢in dinlenme, zengin bir diyet ve egzersizler onerildi.
24 Mart 1882, Robert Koch’un, Berlin Fizyoloji Dernegi oniinde tiiberkiiloz hastaligina
neden olan organizma olarak Mycobacterium tuberculosis’i gostermesiyle, TB tarihinde
cok onemli bir giindii. Tiiberkiilin deri testi, Viyana’dan bir ¢ocuk doktoru olan Clemens
von Pirquet tarafindan gelistirilmistir. Asemptomatik ¢ocuklarda latent TB’yi tespit
etmede kullaniminm1 gosteren kapsamli bir ¢caligsma iki y1l sonra yayinlandi. Test, Charles
Mantoux ve Florence Siebert’in calismasiyla, 1908’de kaniillii igneler ve siringalarin
tanmitilmas1 ve 1930’larda Saflagtirilmig protein tiirevinin (PPD) gelistirilmesi ile
gelistirildi. Hastaligin ve nedenlerinin anlasilmasi arttik¢a, TB’nin yayilmasini 6nlemek
icin halk saghigi onlemleri de alindi. BCG agis1, I. Diinya Savagi sirasinda TB’nin
yayilmasin durdurmak icin kullanildi. TB bakimi ve kontroliiniin modern ¢agi, sirasiyla
1944 ve 1952°de streptomisin ve izoniazidin kesfedilmesiyle bagladi (Sakula 1983).

Mycobacterium cinsinin 150 milyon y1l 6nce ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir. Tim
genom dizilimi i¢in yenigag araglar1 ve cesitli Mycobacterium tuberculosis suslarinin
genetik analizi ve diisiik mutasyon orani, mense zamaninin tahmin edilmesine yardimci
oldu.

Mycobacterium tuberculosis’in 3 milyon yil 6nce var oldugunu ve o sirada erken
hominidleri enfekte etmis olabilecegini gosteren kanitlar vardi. Bir teori, MTBC’nin tim
tiyelerinin (M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii ve M.bovis) 35.000 - 15.000 y1l
once ortak bir Afrikali atadan geldigini one siiriiyor (Kapur et al.1994).



Modern Mycobacterium tuberculosis tiirleri, yaklagik 20.000 - 15.000 yil 6nce
ortak bir atadan kaynaklanmis gibi goriinmektedir (Brosch et al. 2002). Mycobacterium
tuberculosis’in mutasyon orani analizi, mevcut suslar arasindaki cesitliligin sadece 250

ila 1.000 y1l 6nce ortaya ¢iktigin1 ongoriir (Sreevatsan et al.1997).

1.1.2. Kiiresel olarak tiiberkiiloz hastalig

Tiiberkiiloz, bulasic1 hastaliklar arasinda diinyanin en biiyiik ve en yaygin 6lim
nedenlerinden biridir.  Genellikle akcigerleri (TB) etkiler, ancak dier bolgeyi de
etkileyebilir (akciger dist TB). Verem gelistirme olasiligi, HIV ile enfekte kisiler
arasinda ¢ok daha yiiksektir. Tiiberkiiloz ayrica erkeklerde kadinlardan daha yaygindir
ve cogunlukla iiretken yas gruplarindaki yetiskinleri etkiler (CDC 2019).

Sekil 1.1. 2019 yili kiiresel olarak tahmin edilen TB insidans oranlar1 (WHO 2020).

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 2020 yilinda yayimlanan kiiresel tiiberkiiloz
raporunda, 2019 yilinin degerlendirilmesinde yaklasik 500.000 kiside rifampisine
direncli TB (RD-TB) gelistigi bildirilmistir. Ayrica bu grupta yer alan olgularin %78’1 de
CID-TB oldugunu belirtilmistir. ~ Tiim diinya da en yiiksek olgu oranin sirasiyla
Hindistan (%27), Cin (%14) ve Rusya Federasyonu (%38) oldugu rapor edilmistir (WHO
2020). 2019°da en az 100.000 tiiberkiiloz vakas1 goriilen iilkeler icin tahmini tiiberkiiloz
insidans oranlarim gostermektedir (Sekil 1.1). 2019 yilinda tiim diinyada yaklagik 10
milyon kisi tiiberkiiloz hastaligina yalanmistir. Bu yeni tiiberkiiloz vakalariin %11°1
HIV enfeksiyonlu kisilerdir. 2018’den 2019’a kadar diinya capinda TB vakasindaki

diislis oran1 sadece %1,5°dir. Ancak iki milyardan fazla insan latent tiiberkiiloza (LTB)
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yani insanlarin TB bakterisiyle enfekte oldugu, ancak heniiz hastalifa yakalanmadiklari
ve onu bulastiramadiklar1 anlamina gelmmektedir (WHO 2019). 2019’un sonunda, DSO
bolgelerinin ¢ogu ve verem yikiiniin agir oldugu birka¢ iilke de TB son verme
stratejisini kargilamamugtir. Sekil 1.2 de goriildiigii gibi TB insidans orani kiiresel olarak
diismekle birlikte, 2015 ile 2020 arasinda %20’lik bir azalma ile 2020 TB son verme
stratejisini karsilayacak kadar hizli olmamis buna karsik oldukca yiiklii maliyetlere

neden olmustur (WHO 2020).

TB incidence rate Number of TB deaths Percentage of people with TB
facing catastrophic costs

Target: Target: Target:

20% . %%...... 35% . 14% . 0% _29% .

reduction reduction reduction reduction by 2020 of people with TB
2015-2020 2015-2019 2015-2020 2015-2019 Y face catastrophic
costs

Sekil 1.2. 2015-2019 yillar1 arasinda TB insidans oraninda, TB oliimlerinde ve yikici
maliyet (WHO 2020).

1.1.3. COVID-19 salgim ve TB - etkisi ve etkileri

COVID-19 salgini, kiiresel tiiberkiiloz yiikiinii azaltmada son zamanlarda
kaydedilen ilerlemenin aksine, diinya ¢apinda artan vaka sayilariyla tiim diinyay1 tehdit
etmeye devam etmektedir. Kiiresel tiiberkiiloz oliimlerinin sayis1 yalmzca 2020°de
0,2-0,4 milyon civarinda artabilir. Saglik hizmetleri kesintiye ugramasi durumunda da,
tespit edilen ve tedavi edilen TB’li kisilerin sayis1 3 aylik bir siire iginde %25-50 azalir.
Hindistan, Endonezya, Filipinler ve Giiney Afrika’da, kiiresel tiiberkiiloz vakalarinin
%44’ tinti olusturan dort tilke, 2020’nin ilk 6 ayinda arasinda TB teshisi konan kisilerin
sayisinin azaldig bildirdi (WHO 2020).

DSO rehberligi dogrultusunda, iilkelerin temel TB hizmetleri iizerindeki etkileri
hafifletmek i¢in gerceklestirdiklerini bildirdikleri eylemler arasinda uzaktan Oneri ve
destek icin dijital teknolojilerin genigletilmis kullanimi ile saglik tesislerine ziyaret
ihtiyacinin azaltilmasi yer almaktadir. COVID-19 pandemisiyle, temel TB hizmetleri
insan kaynaklari, mali kaynaklar ve diger kaynaklar iizerinde olumsuz etkileri olmustur.
Bircok iilke, GeneXpert cihazlar1 TB i¢in teshis testi yerine COVID-19 testi i¢in
kullanildigini, wulusal TB programlarindaki personelin COVID-19 c¢alismalarinda
kullandigim bildirmistir. Daha kiiciik iilkeler ise, TB hastalarina yatarak ve ayakta tedavi

saglayan saglik tesislerinin sayisimi azalttigini bildirmistir. Bununla birlikte bir¢ok



tilkede veri toplama ve raporlama da etkilenmigtir. COVID-19 salgiminin 2020’de kiiresel
tiiberkiiloz oliimleri iizerindeki beklenen etkisi Sekil 1.3 te gosterilmistir (WHO 2020).
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Sekil 1.3. COVID-19 salgininin 2020°de kiiresel tiiberkiiloz 6liimleri {izerindeki
beklenen etkisi (WHO 2020).

1.1.4. Irak’ta tiiberkiiloz

Irak, DSO Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yer alan iilkelerden biridir. Irak Planlama
Bakanligr’nin 2020 yili tahminlerine gore Irak’in niifusu yaklasik 40 milyondur. Irak’ta
100.000’de 42 TB insidans1 ve %54’liik TB vakasi tespit edilmistir. Ayrica DSO Dogu
Akdeniz Bolgesi’ndeki TB hastalarinin %3’iinii olusturarak en yiiksek TB yiikii alan
yedi iilkeden biridir (WHO 2019). Dogrudan Gozetimli Tedavi (DGT) stratejisi
programi, 1998’den beri Irak’ta kabul edilmistir. 2001 yilinda da Irak’m ii¢ ili (Erbil,
Stileymani ve Duhok) uygulanmigti. DGT sonucunda, o6zellikle gelismekte olan
iilkelerde, akciger tiiberkiilozu ve akciger disi tiiberkiiloz hastalarinda tedavi basari
oranini artirdig1 ve ekonomik yiikii azalttig iyi bir sekilde belgelenmistir (WHO-EMRO
2015).

DSO iilke profiline gore, Irak, Tirkiye, Suriye, fran, Suudi Arabistan ve

Urdiin’den daha yiiksek bir TB insidans oranima sahiptir. Ancak demografik, klinik ve



tedavi sonuglart hakkindaki bilgiler kapsamli bir sekilde ¢alistimamigstir. Tiim tiiberkiiloz
vakalar1 i¢in, iilkenin vaka tanimlama orani, cogunlukla bazi illerdeki zayif giivenlik
durumundan dolayr %54 tiir. Illerde bulunan verem klinikleri normal sekilde
calismamaktadir (WHO-EMRO 2015).

Irak Saglik Bakanlig1 Ulusal Tiiberkiiloz Programi (NTP) tarafindan 2014 ve 2017
yillar1 arasinda Irak’in Kuzeyinde ve Kerkiik’te yerinden edilmis kisiler ve Suriyeli
miilteciler arasinda 300’den fazla verem vakasi tespit edilmistir. 2016 yilinda, NTP
tarafindan 7246 TB vakast rapor edilmigtir. 2017 yilinda NTP gore kaydedilen
tiiberkiilloz vakalarinin sayisinda, ©Ozellikle Musul’dan kacan hastalar ve uzak veya
ulasilmas1 zor bolgelerdeki yerinden edilmis kisiler nedeniyle, teshis ve bakimin
gecikmesi veya saglik ekipmanina erisimdeki zorluk nedeniyle tedavinin kesintiye
ugradigini bildirdi (NTP 2017).

Diinya Saglik Orgiitii Kiiresel TB Raporu 2020’ye gore, kiiresel verem veri
tabaninda depolanan bilgilere dayali olarak yil boyunca kaydedilen kiiresel veriler, her
yil 215 iilke ve bolge tarafindan saglanmakta ve Kiiresel Tiiberkiiloz Izleme ve
Degerlendirme Birimi tarafindan yonetilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii programinda
2019 yihi Irak’ta tiiberkiiloz insidansi, sayisi ve orani Cizelge 1.1 de verilmistir (WHO
2020).

INSIDANS SAYISI VE ORANI | TANIM
16 Bin (18 Bin-14 Bin)
41.000 (36.000 - 46.000)
10 (2-24)

1,1 Bin (810 - 1,5 Bin)
1,1 Bin (810 1.5 Bin)

Toplam TB insidans1

HIV-pozitif TB insidansi

MDR / RR-TB insidansi

292.1-3.9)

1, 9 Bin (1.6 Bin. 2.2 Bin) Insidans (0-14 yas)

14 Bin (12 Bin - 16 Bin) Insidans (> 15 yil)

7, 4 Bin (6.1 Bin - 8.6 Bin) Insidans (kadinlarda)

8, 8 Bin (7,2 Bin - 10 Bin) Insidans (erkekler)

820 (740 - 910) . o
2.1(1,9-2.3) HIV-negatif TB mortalitesi
4 (1-10) . .
0.01 (0 - 0,03) HIV-pozitif TB mortalitesi

Cizelge 1.1 2019 yili Irak’ta tiiberkiiloz insidansi, say1st ve orani.



1.1.5. Tiiberkiiloz ve insan genetigi

M.tuberculosis ile infekte kisilerin tamaminda hastalik gelismesine karsin
infeksiyonu gecirenlerin yalmizca %5-10’un da klinik tablo goriilmektedir. Konake1
genetigi, TB’nin ve bunun klinik formlarinin gelismesinde acgik bir rol oynar. Konakci
genetiginin TB yatkinlig1 tizerindeki etkisine dair erken kanitlar, ailesel kiimelenme
(Puffer 1944) ve dizigotik ikizlere kiyasla monozigotikte TB’nin daha yiiksek uyum
oraninin (Kallmann and Reisner, 1943) gozlemlenmesinden gelmektedir. 1929°da
meydana gelen Liibeck kazasi, ayn1 zamanda, konakg¢1 genetiginin TB riskindeki roliiniin
siklikla alintilanan bir 6rnegidir (Fox ef al. 2016). 251 yenidogan, Calmette-Guérin
basili (BCG) agilarinin istenmeyen kontaminasyonu nedeniyle M.tuberculosis ile
kontamine BCG oOrnekleri ile asilanmis bebeklerin toplam sayisinin %90,8°1 farkh tipte
klinik verem goriilmiistir. Kazadan bir yil sonra 77 bebek 6lmiis ve bu oliimlerin
69’unun verem ile ilgili oldugu dogrulanmistir. Ancak sasirtic1 bir sekilde, bebeklerin
9%9,2’sinde herhangi bir klinik belirti ortaya ¢ikmamistir. Klinik olarak dogrulanmis TB
vakalarinin %68’1 kendiliginden iyilesmistir. Bu olaylar, konak¢1 genetik faktorlerin
tiiberkiiloz duyarlilifinda ve hastalifin ciddiyetinde rol oynadigini ortaya cikarmigtir
(Abel et al. 2018, Fox et al. 2016). Tiiberkiiloz patogeneziyle ilgili su anda kabul edilen
hipotez, hastalik siirecinin iki ana asamasim icerir. Ik asamada, maruz kalan kisiler
herhangi bir klinik hastalik belirtisi olmadan M.tuberculosis ile enfekte olur. In vivo
tiiberkiilin deri testi (TST) veya M.tuberculosis antijenine yanit olarak kan hiicreleri
tarafindan ex vivo interferon 7y salimi gibi bagisiklik tahlillerinde, bu bireyler pozitiflige
doniisme (IGRA testleri) ile karakterize edilir. Bu bireylerin M.tuberculosis basili
tasidiklari ve TB ile gizli enfeksiyondan (LTBI) muzdarip olduklari bilinmektedir. Tkinci
asamada, LTBI olarak teshis edilenlerin bir alt kiimesi, genellikle LTBI doniisiimiiniin ilk
iki yilinda TB gelistirecektir (Behr et al. 2018). Dogal TB enfeksiyonu direngleri,
deneklerin LTBI'ya doniismedigi agir M.tuberculosis ortamlarina maruz kalmadan
cikarilmigtir ve enfeksiyon direncinin bu fenotipinin genetik bir bilesene sahip oldugu
gosterilmistir (Abel et al. 2018, Dallmann-Sauer et al. 2018, Orlova and Schurr 2017,
Simmons et al.2018).

Maruziyette yiiksek diizey devam etse de, insanlarin biiyiik bir kismi (yaklasik %10-
20) enfekte olmaz ve bu nedenle hastalik asla gelismez. Enfekte olanlarin yaklasik %5’1
enfeksiyondan sonraki iki y1l i¢inde klinik tiiberkiiloz gelisimi; bu birincil TB 6zellikle

cocuklarda yaygindir ve akciger dist hastalikla iligskilendirilebilir. M. tuberculosis’li geri
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Sekil 1.4. Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu insan enfeksiyonunun dogal
seyri ve ardindan klinik tiiberkiiloz geligimi.

kalan denekler gizli tiiberkiiloz enfeksiyonu (LTBI) gelistirir. LTBI’1i kisilerin yalnzca
kiigtik bir kismu (yaklasik % 5-10), genellikle orijinal enfeksiyonun yeniden aktivasyonu
nedeniyle yasamlar1 boyunca klinik TB gelistirir (Marais et al. 2009).

1.2. Mycobacterium tuberculosis’in bakteriyolojik ozellikleri

Mycobacterium tuberculosis basilleri ince, diiz ya da hafif kivrik, zorunlu aerop,
kapsiilsiiz, spor olusturmayan 0.2-0.6X1-4um biiyiikliigiinde hareketsiz comakciklardir.
12-18 saatte boliinebilen, oldukg¢a yavag iireyen mikroorganizmalardir. M. tuberculosis,
%5-10 CO2 ve pH-6.5-6.8 Kkiiltiir ortammna irerler. M. tuberculosis kompleks,
M.tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. microtive M.
pinnipediitiirlerinden olusur. Bu kompleks disinda kalan mikobakteriler tiiberkiiloz disi
mikobakteriler olarak adlandirilirlar.  Mikobakteri cinsine ait diinyanin en eski
hastaliklar1 olarak bilinen tiiberkiiloz ve lepra etkeni olan M. tuberculosisve M. lepraedir.
(Todar, 2005). Bu bakterinin kiiltiir ortaminda izole edlmesi yaklasik 3-6 hafta siirer. Bu
nedenle klinik orneklerin negatif rapor vermeden Once hazirlanan kiiltiirlerin 6-8 hafta
bekletilmesi gereklidir. Lowenstein — Jensen (LJ) Kkiiltir ortami, Ozellikle M.
tuberculosisve diger Mycobacterium tiirlerinin kiiltiirii i¢in 6zel olarak kullanilan bir
biiylime ortamidir. Ziehl-Neelsen, Kinyoun, floresan gibi ayirt edici boyalarla aside
diren¢li boyanan uzun ince basil olarak boyanirlar (Sekil 1.5). M. tuberculosisbu
ortaminda biiyiitiildiigiinde kahverengi, graniiler koloniler olarak goriiniir. Aside direncli
bakterinin auromin, rodamin gibi florokrom boyalarla boyandiktan sonra sari-turuncu
floresan verdiklerden ve kolayliklar1 nedeniyle de klinik orneklerde tercih edilen boyalar
olmuslardir (Ryan et al. 2004) (Sekil 1.5-B).

Gram pozitif bakterilerde bulunan N-asetilmuramik asit yerine, hiicre duvari,

N-glikolik muramik asit peptidoglikan icerir. Uzun zincirli yag asitleri olan ve toplam
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Sekil 1.5. Karbol-fuksin bazli kinyoun boyasi (A) ve aurain-rodamin boyasi (B) ile
boyanmis mikobakteriler (Caulfiel and Wengenack 2016). 40x biiyiitme altinda floresan
oramin-rodamin boyama (B) ve 100x yag emiilsiyonu altinda AFB boyama.

hiicre duvan kiitlesinin %60’ 11 olusturan mikolik asitler ve Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaritine benzeyen lipoarabinomannan (LAM), hiicre duvarmin diger onemli
bilesenleridir. Hiicre duvarina hidrofobik bir kalite veren ve Gram-negatif bakterilere
kiyasla bir gecirgenlik bariyeri olusturan mikozitler ve siilfolipitler de mevcuttur. Porin
molekiilleri, hidrofilik besin emilimi i¢in sulu kanallar olusturur. Hidrofobik yiizeyi
sayesinde TB, ozellikle dehidrasyona ve cogu dezenfektana karsi1 bagisiktir (Sekil 1.6).
Ancak 1siya duyarhidir (65°C 15 dakika) ve ultraviyole (UV) isinlarina duyarhdir
(Rageade et al. 2014).

e (UL RRRNRRY DB%W YL ’é,azzzaagﬁzz’z

EIMurNAG/Ge ) Man O Ara Protein Phasphatidylinositol
Wl GIcNAC (] Gal, @ L-Rhamnose

Sekil 1.6. Mycobacterium tuberculosishiicre duvari. Mycobacterium tuberculosisi’nin
antijenik yapisi, ¢esitli proteinler ve polisakkaritlerden olusur (Rageade et al. 2014).
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1.3. Mycobacterium tuberculosis ssmflandirmasi

Asagidaki cinsler; Mycobacterium, Corynebacterium, Actinomyces ve Nocardia
ayni takson kapsamina girerken, mycobacterium, Mycobacteriaceae familyas1 olarak
atanan Actinobacteria sinifi altinda bir cinstir. M. tuberculosis siniflandirmasi Cizelge

1.2 de verilmistir.

Alem Bacteria
Bolim Actinobacteria
Sinifi Actinomycetales
Familya | Mycobacteriaceae
Cins Mycobacterium
Tiir M. tuberculosis
Cizelge 1.2 Mycobacterium tuberculosis taksonomisi.

Mycobacterium tiirleri, metal isleme icin su, toprak ve sivi kiitleleri dahil olmak
tizere bir dizi habitatta bulunur (Hartmans et al. 2006, Tortoli 2012). Mycobacterium
cinsi, isimleri gercekten dagitilmis 188 tiirden olusur (Parte 2014).Tipki tek bir cinste
bulunan ekolojik tiirler kadar klinik olarak 6nemli olan her iki tiirden de biiyiik miktarlar
gdz Oniine alindiginda, bu organizmalar arasindaki baglantilarin anlasilmasi cok
onemlidir (Fedrizzi et al. 2017, Gao and Gupta 2012, Magee and Ward 2012, Tortoli
2012). 16S ribozomal RNA (veya 16S rRNA), Shine-Dalgarno dizisine baglanan bir
prokaryotik ribozomun 30S kiiciik alt biriminin bilesenidir. Bu gen bolgesinin yavas
evrim hizlar1 nedeniyle, onu kodlayan genler 16S rRNA geni olarak adlandirilir ve
filogenileri yeniden olusturmak i¢in kullanilir (Woese and Georgel977). Woese ve
George (1977) filogenetikte 16S rRNA’nin kullanilmasina onciiliik eden iki kisiydi. 16S
rRNA geninin birden cok dizisi tek bir bakteri (Case et al. 2007). Mycobacterium cinsi
icindeki 1iligkilerin en yeni anlayisinin temeli, 16S rRNA gen dizilerinin ve
organizmalarin dier fiziksel ve kemotaksonomik ozelliklerinin incelenmesidir
(Goodfellow and Magee, 1998, Hartmans et al. 2006, Magee and Ward 2012). 16S
rRNA’ya ek olarak, gyrB (Kasai er al. 2000), rpoB (Tortoli 2012) ve gyrA), 16S-23S
aywrict diziler (Roth er al. 1998) ve hsp65 (Kim et al.2005, Tortoli et al. 2015)
mikobakteriyel tiirler arasindaki iligkileri arastirmak icin de kullanilmistir (Guillemin et
al.1995).

Sinirh sayida mikobakteriyel tiir, 16S rRNA, rpoB ve hsp65 (Kim and Shin 2017)
tizerinde birlestirilmis niikleotid dizilerine veya farkli gen dizilerinden amino asit

parcalarina dayanan c¢oklu odak dizisi analizini kullanan c¢esitli deneyler
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gerceklestirilmistir; 16S rRNA, hsp65, sodA, recA, rpoB (Adékambi and Drancourt
2004) ve hsp65, tuf, rpoB, smpB, 16S rRNA, sodA, tmRNA, (Mignard and Flandrois
2008). Bu caligmalarin sonuglari, Mycobacterium cinsinin tiyeleri arasindaki iligkiler

hakkinda degerli bilgiler vermektedir.

1.4. Mycobacterium tuberculosis kompleksi

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) iiyeleri arasinda M. cannetti, M.
africanum, M. pinnipedii, M. caprae, M. microti, M. bovis BCG ve M. tuberculosis yer
alir, % 99.9’dan fazla niikleotit Ozdesligine ve 6zdes 16S rRNA sekansina sahip
bakteriler, MTBC {iyeleri olarak siniflandirilir.  Tiim bu iiyeler, konak¢i araliklari,
epidemiyoloji, klinik goériiniim ve laboratuar fenotiplerinde farklilik gosterir, ancak bu
farkliliklar hakkinda cok az sey bilinmektedir. MTBC iiyelerinin evrimi i¢in genomik
delesyonlarin onemli oldugu gosterilmistir. M. canetti, M. tuberculosis ve M. africanum
II’nin dogal konagi insandir. M. pinnipedii, M. caprae’nin konaklan yiizgec ayaklilar,
keciler, tarla fareleri ve ineklerdir. (Sreevatsan ef al. 1997) Ancak bulagsma yetenekleri
(Valway et al.1998), hastalik belirtileri (Dorman et al. 2004), immiinolojik tepkiler
(Manca et al. 2004, Reed et al. 2004, Chacon-Salinas et al. 2005), replikasyon orani
(Zhang et al. 1999) ve muhtemelen ilag¢ direnci siklig1 (Glynn ef al.2002) ve asilamadan
kacma yetenegi (Abebe er al. 2006).

MTBC evrimi ve genetiginin anlasilmasi, M. tuberculosis H37Rv’nin (Cole et
al.1998; McEvoy et al. 2007) ve birka¢c M. bovis susunun (Garnier et al. 2003,
Rothschild ef al. 2001) tim genom sekanslamasindan sonra genigletildi. MTBC
tiyelerini incelemek icin cesitli genetik kaynaklar kullanilmistir - parmak izi kaliba,
sekanslama, Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) ve biiyiik sekans polimorfizmleri
(Mostowy et al. 2005). 16S rRNA ve 23S rRNA arasindaki bolge, olduk¢a polimorfik
bir 275bp-ITS bolgesidir.  Dizi analizi, MTBC iiyelerinde tamamen korundugunu
gosterir (Mathema et al.2006).

1.5. Mycobacterium tuberculosis genom organizasyonu

Diinya genelinde izole edilen M. tuberculosis suslardaki genom caligsmalarda
saglanan degerli bilgilerle, biyolojik farkliliklarin anlagilmasi, karsilagtiriimasini
kolaylastirmistir (Fleischmann et al. 2002). Genomik dizi analizi tamamlanan ilk M.
tuberculosis orijini H37Rv’dir. Bu amagla kiiltiir ortaminda yavag iireyen basilini

gelistirmek H37Rv susunun tiim genom sekansi tanimlanmistit. M. fuberculosis’in
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laboratuar susu (H37Rv) genomik analiz, genom 4000 gen icerir 4411 532 baz ¢iftinden
(bp) olusur (Cole 2002) ve yiiksek G+C igerigi mevcuttur. Basilin aerobik yasam
sekliyle iligkili olrak, genomunun ortalama % 65.6 oraninda G+C igerigine sahip
oldugunu ortaya cikarildi (Cole 2002, Fleischmann et al. 2002).

M.tuberculosis H37TRv susunun gen haritasinin ¢ikarilmasi sonucunda toplam 20
degisken delesyona acik bolge gosterilmisti.  Bunlar 14 degisken bolge (region
different-RD1-14), H37Rv icin spesifik 5 degisken bolge (RvD1-5) ve M.tuberculosis
icin spesifik olan bir degisken (TbD1) bolgelerde evrimsel oneme sahip ii¢ farkl
delesyon sekillenmektedir. Birincisi mobil elementler olan, phiRvl (RD3) ve phiRv2
(RD11) profajlar ile insersiyon dizileri IS1532 (RD6) ve IS6110 (RD5)’de delesyonel
mutasyonlar sekillenir. Digeri delesyonel mutasyonlar ise bitisik insersiyon elementleri
(IS6110) arasindaki homolog rekombinasyonlar sonucu ortaya c¢ikar. Burada arada
M.tuberculosis igin spesifik DNA dizilerinin (RvD2, RvD3, RvD4, ve RvDS5) bir veya
bir kacinin kaybi soz konusu olur. Gen duplikasyonu veya alan karigtirma olaylarina
gore, genlerin en az %51’inin genomun %3,4’ii insersiyon dizilerinden IS, phiRvl ve
phiRv2 olugsurken gelisti (Cole 2002). Genel olarak Cole’un arastirmasi, 1S3, IS5, IS21°e
ait yaklasik 56 kopya IS bileseni oldugunu buldu. 1S30, IS110, IS256 ve ISL3 aileleri
(Cole 2002).

Ek olarak, genom dizileri, MTBC iiyelerinin hizli ve net bir sekilde tanimlanmasi
icin teshis araclari olusturmak igin kullamilabilir. ~ Ornegin, Mikobakterium spp
kargilastirmali genomik, viriilan veya zayiflatilmis tiirlerden farkli olan genleri veya
lokuslar1 simiflandirmayr amaglamaktadir (Cole 2002). Bu bulgulardan elde edilen
veriler, suglar1 siniflandirmak ve patojenligin molekiiler mekanizmalarini tanimlamak ve
bunlara katkida bulunmak i¢in kullanilabilir. Yeni as1 gelistirme ayrintilart (Cole 2002).
Ravn et al. (2005) ve CFP-10 tarafindan incelenen erken salgilanan antijenik hedef 6
kDa proteini, bunlarin mikobakteriyel genomun RD1 (fark bolgesi) icinde bulundugunu
belirtti. Bununla birlikte, bu proteinler, M. avium’da ve TB as1 susundaki (M. bovis
BCG) diger bir¢ok tiiberkiiloz olmayan mikobakteride bulunmadigindan, mikobakteri
tiirleri arasinda ayrim yapmay1 kolaylastirir (Ravn et al.2005).

Mycobacterium tuberculosis H37Rv referans laboratuar susunun kromozom
haritas1 (Camus et al. 2002), Dig daire 6l¢egi mega bazlarda tanimlar, O, replikasyonun
baglangicidir.  IIk halkanin digindan kararli RNA genlerinin pozisyonlar1 (mavide

tRNA’lardir ve pembe renkte digerleridir) ve dogrudan tekrarli bolge (pembe Kkiip)
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Sekil 1.7. Mycobacterium tuberculosis H37Rv dairesel kromozom haritasi (Smith,
2003).

spoligotipleme tahlilinin hedefini gosterir, ikinci halka kodlama dizisini tanimlar tel ile
(saat yoniinde, koyu yesil; saat yoniiniin tersine, agik yesil); iiclincii halka, tekrarlayan
DNA’y1 gosterir (insersiyon dizileri [IS], turuncu; 13E12 REP ailesi, koyu pembe;
profilaksi, mavi) bunlar, IS6110 bazli simirlama parcast uzunluk polimorfizmi (IS6110
RFLF) deneyi ile hedeflenir; dordiincii halka, KKD ailesi iiyelerinin konumlarini gosterir
(yesil); besinci halka PE aile iiyelerinin pozisyonlarimi gosterir (mor); ve altinci halka,
Polimorfik GC acisindan zengin tekrarli dizi (PGRS) tahlili tarafindan hedeflenen PGRS
dizilerinin (koyu kirmizi) pozisyonlarini gosterir. Histogram kirmizi renkte %65 G + C
ile G + C icerigini temsil eder (Cole ef al. 1998, Zumbo et al. 2013). IS, 2.5 kbp’den
daha kiiciik boyutta ve bakteriyel genomda yaygin olarak dagilmis kiiciik mobil genetik
bilesenlerdir (Chandler and Mabhillon 2002). Antibiyotik direncini kodlayan genlerin

barindirilmasindan da sorumlu olan transpozisyon ve regiilasyon ile ilgili genetik bilgi,
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tagima olarak tanimlanmaktadir (Barnard et al. 2004). Ana polimorfik tandem tekrarlar
(MPTR) genomda bulunur ve molekiiler epidemiyolojide M. tuberculosis suslarinin
tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilir ve ayrica polimorfik GC acgisindan zengin
tekrarlayan dizilemi (PGRS) icerir (Mathema et al. 2006). M. tuberculosis kompleksi
icinde, tam genom dizilerinin incelenmesi farkli anlayislar kazanmistir.  1905°te
tiiberkiiloz H37 ilk olarak izole edildi. Bu sus, H37 nin farkli pH seviyelerinde ortamdan
seri gecisiyle, farkli koloni morfolojilerine sahip iki varyanta, H37Rv (kaba) ve
zayiflatilmis H37Ra (piiriizsiiz) halinde ayristirildi. Bu iki sug, mikobakteriyel hastalik
olusturma c¢alismalarinda yaygin olarak kullamilmistir (Bifani er al. 2000). H37Rv
karsilagtirmast ve tam klinik M. tuberculosis genom dizileri, Tiiberkiiloz suglari, tek
niikleotid polimorfizmlerinin (SNP’ler) yaygin olmadigin1 ve genomik varyasyonun ana
nedeninin ekleme veya delesyon olaylart oldugunu gostermistir.  Esansiyel amino
asitleri, vitaminleri ve enzimleri sentezlemek icin gerekli tiim genlerin tiiberkiilozda
bulundugu gosterilmistir (Cole et al. 1998, Fleischmann et al. 2002).

Calismalar, M. tuberculosis’te tekrarlayan diziler adi1 verilen polimorfik genomik
bolgeler oldugunu gostermistir. Bircok tekrarlayan dizinin varligi, genomu karakterize
eder. Bu polimorfik tekrar dizileri, belirli bir cografi konumda M. tuberculosis suslar
arasindaki genetik cesitlilik ile iligkilendirilmistir (Sreevatsan et al. 1997;Chandler and
Mabhillon, 2002). Yinelenen birimlerin iki bicimi, serpistirilmis tekrarlar (IR) ve sirali
tekrarlar (TR) kesfedilmistir. IR, yerlestirme sirasina (IS) ve dogrudan tekrar (DR)
boliinebilir.  Alelik polimorfizmleri ¢cok nadirdir ¢iinkii M. tuberculosis kompleksinin
tiyeleri ayn1 16SrRNA dizisini ve niikleotid dizisi benzerligini paylasir (Brosch et al.
2002, Sreevatsan et al. 1997). Ayrica, M. tuberculosis Kompleks tiirlerinin farkl: tiirleri
arasinda, benzer niikleotid polimorfizmlerinin yaklasik %0.01 ila %0.03’liik bir insidans1
ile biiyiik bir tiirler aras1 genetik homojenlik 6rnegi ile sekanslama homolojisi genisler

(Gutacker et al. 2002).

1.6. Mycobacterium tuberculosis kompleksin genotiplendirilmesi

Mycobacterium  tuberculosis  kompleksinin  genotiplendirilmesi,  suslarin
birbirinden ayirt edilmesi, hastaligin ve izolatlarin toplum icinde kiiresel ve yerel bulag
ve yayillma dinamiklerinin ortaya cikarilmasi, hastalik icin risk faktorlerinin
belirlenmesini, yeni enfeksiyonlar ve yeniden aktive olmug vakalar arasinda ayrim gibi

son derece degerli olan bilgilere de ulasilmasina imkan saglamistir (Adwoa Asante-Poku
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2015). Genotipleme, oOnceki izolatlarla karsilastirmaya olanak tanir ve her izolat
izerinde, hastanin niiksedip ge¢medigine veya yeni bir susla enfekte olup olmadigina
karar verelebilinir ve ila¢ direnci gelistirebilecegini dogrulayabilir (Burman et al. 2009).

Molekiiler yontemlerle, patojenin evrimsel iligkilerin, farkli durumlarda sus
kokenlerinin, konakg¢ilar arasinda organizma aktarim mekanizmalarinin, epidemiyolojik
siirveyansin ve kontroliin incelenmesini kolaylastirir ve ayrica salginlarin arastirilmasina
yardimct olur (Drobniewski et al. 2003). Son on yilda, TB Kompleks tiirlerini ve
tiiberkiiloz suglarini karakterize etmek ve farkli suslar arasindaki genetik iligkiyi test
etmek icin cok sayida molekiiler yontem gelistirilmistir (Mathema et al. 2006). Ideal bir
molekiiler genotipleme yontemi ucuz olmali, olduk¢a ayrimct olmali, yiiriitiilmesi kolay
hizl1 sonuclar saglamali ve hassas laboratuvar karsilastirmasina olanak taniyan kolay ve
yorumlanabilir sonuglar iiretmelidir (Hanekom et al. 2008). Molekiiler yontemlerin
kullanilmas1 Mycobacterium tuberculosis kompleksinin tanisinda 16S rRNA gen bolgesi
diziliminin belirlenmesi i¢in 16S-23S rRNA bolge amplifikasyonu ve reverse
hibridizasyon yontemi baz alan INNO-Lipa gibi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler
ile de tir diizeyinde tamimlamasina olanak saglamistir (Brosch et al.  2002).
Mycobacterium tuberculosis genotiplendirmesinde, genetik varyasyonu anlamak igin
klasik genotipleme yontemleri arasinda IS6110 insersiyon dizilerinin dagiliminin,
kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism,
RFLP) yontemi patojen suslarini ayirt etmek icin yaygin kullanilan ilk ydntemdir
(Jagielsk et al. 2014). Analiz edilen suslarin % 0,1’ inden daha azinda elementin hic
kopyast  olmadigindan IS6110 RFLP  yontemi  M.tuberculosis  tanisinda
kulanilabilinmektedir. Giintimiizde de en yaygin kullanilan genotipleme metodu olarak
IS6110 RFLP tiplendirmesi mikobakteri molekiiler epidemiyolojisinde altin standart
kabul edilmektedir. PZR’a temelli yontemlerden Spoligotipleme (Spacer Oligotipleme),
degisik sayida sirali tekrarlar (Variable-number tandem repeats, VNTR) tiplemesi ve
mycobacterial intersperced repetitive units (MIRU) tiplemesi aymrim daha etkin
oldugundan en yiiksek tekrarlanabilme 6zelligi ve ayirim giicii sayesinde MIRU-VNTR
yontemi IS6110 RFLP yonteminin yerini almaktadir (Brudey et al. 2006, Jagielsk et al.
2014, Ali 2014).

18



1.7. Mycobacterium tuberculosis bulasmasi

TB ozellilikle hastalarin Oksiiriik ve aksiriklariyla havaya sacilan mikroplarin
inhalasyonu, siit ve siit iiriinleri gibi kontamine besinlerin tiiketilmesi ve direkt temas
yoluyla bulagir (28). En 6nemli infeksiyon kaynagi hasta kisilerdir. Saghkli tasiyicilik
yoktur. Enfeksiyon kaynagi olarak hasta siirlarin rolii bizde ¢cok siirhidir. Bulagma
prensip olarak direkt temasla, ¢cogu kez damlacik enfeksiyonu ile olur. Tozlarla veya
siitle bulagma istisnadir. Kulugka siiresi ise 4-12 haftadir.

Mycobacterium tuberculosis, solundugunda konakgilar arasinda yayilan hava
kaynakl1 bir patojendir. Bulagma, yalnizca aktif TB’si olan kisilerde olmakla birlikte
gizli TB enfeksiyonu olan kisilerin bulasici oldugu bilinmemektedir (Kumar et al, 2007).
Bir kisiden digerine bulasma olasiligi, tasiyici tarafindan atilan damlalardaki yiiksek
bakteri yiikii, ventilasyon etkinligi, enfekte ve enfekte olmayan kisiler arasinda daha
uzun maruz kalma siiresi, M. tuberculosis viriilans1 gibi cesitli faktorlere baghdir.
Tiiberkiiloz susu, enfekte olmayan bireyde bagisiklik diizeyi ve damlaciklarin ¢ekirdek
boyutlart ile iligkilidir (Kang et al. 2011, Richeldi 20006).

Aktif akciger TB’si olan kisiler tarafindan iiretilen damlaciklar, basil icerir.
Damlacik, oksiirme, hapsirma, konusma ya da sarki sdyleme sirasinda nefesini veren
enfekte bir kiginin solunum hareketleri ile basil yiikli damlaciklarla havaya yayilir.
Damlacik buharlagarak daha da kiigiik partikiil olusur. Olusan damlacik cekirdeleri hasta
olmayan kisilere solunum yolundan bulasara hastaliga neden olur. Damlacik ¢ekirdekleri
hava akimlarinda hareket edebilir ve birka¢c saat havada kalabilir. TB gecisinin
gerceklesmesi icin bulasict bir kisiye sekiz saat maruz kalmanin gerekli oldugu tahmin
edilmektedir (Musher 2003). Damlaciklarin ¢ekirdegi cap olarak Sum’den daha kiigiiktiir
ve difiizyonlarla dogrudan alveollere birakilir.  Alveollerde kirpikler yoktur ve bu
nedenle burada biriken parcaciklar mukosiliyer klirens ile uzaklastirilamaz. En biiyiik
damlacik cekirdekleri hava akisindan diiser ve iist solunum yollarim1 kaplayan mukusta
hapsolur. Hava yolu epitelyumu, mukozay1 agza dogru hareket ettiren ve boylece
yakalanan partikiilleri akcigerden uzaklastiran kirpikler ile kaplidir (Musher 2003,
Thwaites et al. 2008).

1.8. Patojenite
Mycobacterium tuberculosis zorunlu bir aerobik bakteridir. Bu nedenle klasik

verem basili her zaman akcigerlerin iyi havalandirilmis iist loblarinda bulunur. Bir
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Temasin niteligi Enfeksiyon riski
Higbiri bilinmiyor 1 /100. 000
Giindelik sosyal iletisim 1/100.000
Okul ve igyeri 1/50-17/3
Huzurevi 1/20
Bar ve sosyal kuliip 1/ 10
Yurt 1/5
Ev 1/3

Cizelge 1.3  Enfekte bir kisiye farkli maruz kalma tiirlerinden kaynaklanan tiiberkuloz
enfeksiyon riski (Musher 2003).

enfeksiyon olusmast i¢in, kisi akcigerlerin alveollerine ulasan basil iceren damlacik
cekirdeklerini solur. Bu basiller alveolar makrofajlar tarafindan yutulur. Makrofajlar, T
lenfositlerini bolgeye ceken proteolitik enzimlerin ve sitokinlerin iiretimini indiikler
(Knechel 2009). Basillerinin ¢ogu yok edilir veya inhibe edilir. Cok az sayida basil
hiicre i¢inde ¢ogalabilir ve makrofajlar 6ldiiglinde salinir. Yasiyorsa, bu basiller lenfatik
kanallar yoluyla veya kan dolagimi yoluyla daha uzak dokulara ve organlara yayilabilir.
TB hastaliginin gelisme olasiligi en yiiksek olan viicut bolgeleri, bolgesel lenf
diigtimleri, akcigerin tepe noktasi, bobrekler, beyin ve kemik dokudur (Dheda et
al.2010). 1Iki ile sekiz hafta icinde makrofajlar tiiberkiil basilini yutar ve cevreler.
Hiicreler, basilleri barindiran ve kontrol altinda tutan graniilom adi verilen bir bariyer
kabugu olusturur, bu gizli TB enfeksiyonu olarak bilinir. M. tuberculosis ile enfekte
olanlarin yaklagik %90’min latent oldugu diisiiniilmektedir. Bagisiklik sistemi basili
kontrol altinda tutamazsa, basiller hizla ¢ogalmaya baglayarak TB’ye neden olur
(Kaufmann 2001, Dye and Williams 2010). Bu siire¢ akcigerler, bobrekler, beyin ve
kemik gibi viicudun farkli bolgelerinde meydana gelebilir. Latent kisilerin viicutlarinda
Mycobacterium tuberculosis vardir ancak hastalik yoktur. Enfeksiyonu diger insanlara
yayamazlar. Verem hastalig1 olan kisiler genellikle bulastiricidir ve bakterileri diger
insanlara yayabilir. Bazi1 insanlar digerlerinden daha biiyiik risk altindayken TB
hastaligi, gizli TB enfeksiyonu olan biri tarafindan edinilebilir. gizli TB’li kisilerde HIV
enfeksiyonu, bagisiklik sisteminin zayiflamasi nedeniyle TB gelisimi icin en yiiksek risk
faktoriidiir (Dye and Williams 2010, Kawabata 1998). Bagisiklik, yaslilik, BCG asisi,
enfeksiyonlar, yetersiz beslenme, alkolizm, sigara, AIDS, diyabet, 10semi, kat1 tiimorler,
immiinsiipresif ila¢ tedavileri ve genetik faktorler, TB hastaligi ve 6liim gelisme riskinin
artmasinda rol oynayan faktorlerden bazilaridir (Amerikan Toraks Dernegi 2000, Cole
2005, WHO 2019).
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Sekil 1.8. Mycobacterium tuberculosis patojenitesi (Nunes-Alves et al. 2014).

Mycobacterium tuberculosis, ilk enfeksiyondan 7 ila 21 giin sonra tercihen
makrofaj fagozomunda yasar (Todar, 2005a, Ahmad 2011). Fagozomda diiretilen
mikobakteriyel peptitler, dogrudan makrofaj Fc reseptorlerine baglanir ve hiicre
yiizeyine yerlestirilen ana sinif II histo-uyumluluk kompleksi (MHC II) molekiilleri ile
etkilesime girer (Ahmad 2011).Tiiberkiil basili, makrofajlar iizerindeki reseptorlere
dogrudan veya dolayli olarak tamamlayici reseptorler veya Fc reseptorleri araciligiyla
baglanabilir (Todar 2005a). Tiiberkiil basilinin MHC II molekiillerine baglanmasi,
farklilasma 4 (CD4) timus hiicresi (Tcells) kiimesini tetikler (Kaufmann 2001,
Kaufmann and Parida 2008). Sonu¢ olarak, diger makrofajlar periferik kandan
birikmeye baglar; ancak bu makrofajlar inaktive olur ve Mycobacterium tuberculosis’i
yok edemez (Ryan et al. 2014, Andersen et al. 2000). Baglica histokompatibilite
kompleksi sinif I (MHC I) molekiilleri, M. tuberculosu’nu tanir ve sitokinler, interferon
gama (IFN-7), interlokin2, tiimor nekroz faktorii alfa (TNFa) ve makrofaj koloni uyarici
faktorleri iiretmek igcin CD4 + T lenfositleri ve Tcd lenfositleri infiltre eder (Todar

2005b, Ahmad 2011, Robert and Mahon 2015) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Mycobacterium tuberculosis kars1 immiin yanitta farkli T hiicre
popiilasyonlarinin aktivasyonunu tetikleyen farkli T hiicresi isleme yollar1 (Kaufmann
2001).

1.8.1. Tiiberkiiloz belirtileri

Tiiberkiiloz, enfeksiyon bolgesine gore akciger TB veya akciger disi TB olarak
siniflandirilir.  Akciger TB, tiiberkiilozun en yaygin seklidir ve esas olarak akcigerleri
tutar. Klasik semptomlar arasinda gogiis agrisi, iki hafta veya daha fazla siiren inatci
oksiiriik, ates, gece terlemeleri, istahsizlik ve kilo kayb1 yer alir. Insanlar genellikle
kendilerini yorgun ve rahatsiz hissederler. Hastaligin sonraki asamalarinda, hava
yollarindan oksiiren mukusta veya hemoptizide kan olabilir, ancak bu semptomlar <3 yas
cocuklarda ve HIV enfeksiyonu veya diger immiin baskilayici hastaliklar1 olan
hastalarda daha az belirgin olabilir. (Lawn and Zumla 2011, Perez-Velez and Marais
2012). Akciger dis1 TB, basillerin bitisik yapilara bitisik yayilmasinin bir sonucu olarak
ortaya cikar. Akciger dis1 TB, vakalarin %15-30’unda goriilir ve hemen hemen her
organda lokalize olabilir. Hastalar genellikle anayasal semptomlarla bagvurur; ates, gece
terlemeleri, kilo kaybi ve hastaligin yeri ile ilgili yerel ozellikler enfeksiyonun
bulundugu yere gore degisir. Yaygin bolgelerden bazilari, tiiberkiiloz plorezide plevra,
perikarditte perikard, menenjitte merkezi sinir sistemi, lenfadenitte lenfatik sistem,
omurga Pott hastalifinda kemik ve eklemler ve iirogenital sistem TB’sidir (Sekil 1.10)
(Sharma and Mohan 2006). Akciger dis1 TB, bagisiklig1 baskilanmus kisilerde ve HIV'li
kisilerde kii¢iik cocuklarda daha sik goriiliir, bu vakalarin %50’sinden fazlasinda goriiliir

(Golden and Vikram 2005).
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Sekil 1.10. Akciger dis1 tiiberkiilozdan en c¢ok etkilenen bolgeler.

1.8.2. Tiiberkiiloz teshisi

Tiberkiiloz icin eksiksiz bir tibbi degerlendirme, tibbi bir ge¢mis, fizik muayene,
gbgiis rontgeni ve mikrobiyolojik incelemeyi icermelidir.  Tiiberkiilin deri testi
(tiberkiilin testi) ve cerrahi biyopsi de igerebilir. ~ Direkt mikroskopi balgam
muayenesinde tekrar tekrar negatif olan solunum semptomatik hastalarda tan1 koymak
icin akciger grafisi taniya yardimci olabilecegi gibi, balgam iiretemeyen hastalarda
bakteriyolojik inceleme icin de Onemlidir. Genel olarak, gdgiis radyografilerinde iist
akcigerlerde goriilen anormallikler (infiltrasyon veya bogluklar) genellikle TB’yi
diistindiiriir, ancak kesin olarak TB i¢in kesin degildir (Kumar et al. 2007, NICE 2011).

Kiiltiirle dogrulanmig akciger TB’si olan hastalarin %9’unun normal gogiis
rontgeni ¢ektigi bulundu (Pepper et al. 2008). Ek olarak, solunumla ilgili olmayan TB’si
olan tiim hastalar, birlikte var olan solunum TB’sini dogrulamak i¢in gogiis rontgeni
cektirmelidir (NICE 2011). Teshis, bilgisayarli tomografi (BT) taramasi veya manyetik
rezonans goriintilleme (MR) ile akciger dis1 TB i¢in yapilir. BT taramasi, TB ve akciger
dist TB’nin, ozellikle lenf diigiimii ve iskelet hastalifinin teshisine yardimci olabilir.
Idrar ve kandan ornekler sistemik mikobakteriyel enfeksiyonun belirlenmesi igin
toplanirken, akciger disi TB’den siiphelenildiginde enfekte bolgeden doku biyopsisi
almabilir (NICE 2011). Steril olmayan bolgelerde ornekler ortak flora igerebilir, bu
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nedenle ornekler %4 sodyum hidroksit ile dekontamine edilmelidir. Dekontaminasyon
stireci cok onemlidir ¢iinkii M. fuberculosis’in benzersiz ve tanimlayici ozellikleri yavas
bir biiyiime oranina sahiptir, bu da kiiltiire mikobakterileri izole etmeyi zorlastiran
kirleticiler tarafindan hizla domine edildigi anlamina gelir. Bunun aksine, hizla biiyiiyen
mikroorganizmalar, mikobakterilere gore sodyum hidroksite karst daha diisiik bir dirence
sahiptir, bu nedenle, sodyum hidroksite kontrollii bir sekilde maruz kalmak, tiim

mikobakterileri yok etmeden kirletici maddeleri 6ldiirebilir (Nema 2012, Pfyffer 2015).

1.9. Mycobacterium tuberculosis’in smear mikroskobu

TB’nin erken teshisi, kontrolii i¢in ¢cok 6nemlidir. Mikobakterilerin hiicre duvari,
belirli boyama teknikleri kullanildi§inda asit-alkol ile renk giderilmesine direnmelerini
saglayan lipit bakimindan zengindir. TB’yi tanimlamak i¢in rutin olarak iki boyama
teknigi kullanilir, Ziehl-Neelses (ZN) boyasi ve Auramine-O (AO) floresan boyadir.
Orneklerin mikroskopisi, mikobakterileri pembeye boyayan bir ZN boyasina sahip hafif
mikroskopi veya mikobakterileri sari-yesil boyayan bir AO boyas: ile floresan
mikroskopi kullanilarak gerceklestirilebilir (Pfyffer ef al. 2015). ZN boyasina dayal1 Isik
mikroskobunun en 6nemli 6zellikleri daha kolay, ucuz ve hizli sonu¢ vermesi, kaynak
yetersizligi olan bircok ortamda TB tanisinda kullanilmaktadir. Ayrica yansiyan giines
15181 kullanilarak elektrigin olmadig1 alanlarda da yapilabilmektedir (Nema 2012). AO
boyasina dayali floresan mikroskopi, ZN boyamasindan %10 daha duyarhidir, ancak
geleneksel olarak pahali bir floresan mikroskobu ve karanlik bir oda gerektirir (Mizuno
et al. 2009). Bu teshis testi i¢in daha 1yi dogruluk elde etmek i¢in en 6dnemli prosediir,
kullanilan mikroskopi tiirii, 6rnek sayis1 ve drnekleme siiresidir. Sabah erken saatlerde
alian orneklerin daha fazla organizma igerdigi diisiiniilmekte ve tekrar alinan 6rnekler

balgam siiriintiilerinin duyarliliginin arttigini gostermistir (Ulukanligil 2000).

1.10. Mycobacterium tuberculosis’in Kiiltiirii

TB tedavisi goren hastalarda M. tuberculosis kiiltiirii her zaman pozitif olmamakla
birlikte tanida altin standart kabul edilir ve smear mikroskobu negatif vakalarin tespiti
icin gereklidir. Ek olarak, Ingiltere verileri, TB hastalarinin yalmzca %56’simn pozitif
bir kiiltiirle dogrulandigin1 gostermektedir (Tiruviluamala and Reichman 2002, Saglhk
Koruma Ajans1 2009). M. tuberculosis bakteri 0zellikle yavas tiremesine bagl olarak,
kiiltir yogun emek gerektirir ve yavastir, kolonilerin elde edilmesi haftalar alabilir.

Kiiltiiriin hassasiyeti mikroskopiden ¢ok daha yiiksektir ve diisiik mikobakteriyel yiikleri
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tespit edebilir (Della 2004). Tiim diinyada, Lowenstein-Jensen’in besiyeri gibi yumurta
bazl kiiltiir besiyeri, agirlikli olarak M. tuberculosis izolasyonu i¢in kullanilmaktadir
(Sekil 1.11); ancak; Middlebrook adli agar bazli kiiltiir besiyeri de kiiltiir icin kullanilir.
Her iki besiyerinin de goriiniir kolonileri gostermesi i¢in asilamadan itibaren 6 - 8 hafta
gerekir (Naveen and Peerapur2012).

Son otuz yildir, tiiberkiiloz testi konusunda uzmanlagsmis laboratuvarlar, biiyiime
tespiti icin BACTEC 460 ve BACTEC MGIT 960 sistemleri gibi ticari broth tabanl
sistemleri uygulamaya koymustur. Mikobakteriler, kat1 ortama kiyasla siv1 ortamda biraz
daha hizli biiylime oranina sahiptir; sonu¢ olarak, sivi bilylime ortamini iceren
kiiltiirleme yontemleri, klinik orneklerden mikobakterilerin cogu duyarlhiligina ve hizli

bir sekilde tanimlanmasina izin verir (Chihota et al. 2010, Sorlozano et al. 2009).

Sekil 1.11. Lowenstein-Jensen iizerindeki Mycobacterium tuberculosis kolonileri.

1.11. Mycobacterium tuberculosis kompleks fenotipinin tamimlanmasi

Geleneksel tiir tanimlama siirecleri, biyokimyasal testlere, farkli ortamlardaki
biiyiime ozelliklerine ve koloni morfolojisine bagh olan fenotipik karakterlere dayanir.
Koloni morfolojisi, diiz piiriizsiiz, kubbeli parlak kolonilerden kuru ve piiriizlii kolonilere
kadar degisen M. tuberculosis kompleks tiirleri arasinda farklilik gosterir (Pfyffer et al.
2015). Mikobakteriyumun tanimlanmasinda kullanilan nihai avantajli ve Onemli
biyokimyasal testler, niasin birikimi, nitrat indirgeme, pirazinamidaz aktivitesi,

tiyofen-2-karoksilik asit hidrazid inhibisyonu ve {iireaz aktivitesidir. Ek bilgi
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saglayabilen diger testler, telliirit azaltma, tween 80 hidroliz, demir alimi ve NaCL
toleransidir. Bu biyokimyasal testler genellikle bir L.J egiminde gerceklestirilir ve
sonuclarin elde edilmesi 3 haftaya kadar gerektirir. Buna ek olarak, biyokimyasal
testlerin gerceklestirilmesi basit ve ucuz olmasina ragmen, sonuclari yorumlamak i¢in
deneyimli kisiler gerektirir ve tiirler arasinda net bir ayrim yapmaz (Babady and

Wengenack 2012, Hall and Roberts 2006).

1.12. Mycobacterium tuberculosis’in immiinolojik tamsi

Mycobacterium tuberculosis ile enfeksiyonun tanimlanmasina yonelik geleneksel
yontemler, tiiberkiilin deri testi (TST) olarak saflastirilmig protein tiirevinin (PPD) deri
altina enjeksiyonu ve konakg¢1 yanitinin analizidir. TST, gizli TB enfeksiyonunu tespit
etmek icin kullanilan en eski tani testlerinden biridir. LTBI, aktif TB’nin klinik kaniti
olmaksizin M. tuberculosis antijenlerine kars1 immiin yanitlarin varligi olarak tanimlanir
(Richeldi 2006).Buna ek olarak, daha once BCG agsis1 ile agilanmis veya cevresel
mikobakteriler ile enfekte olmus kisilerde M. tuberculosis enfeksiyonunu
belirleyemedigi i¢in TST nin 6zgiilliigii sinirhidir (Tissot et al. 2005). TST ile ilgili
engel, enzime bagh immiinosorbent testi (ELISA) ile T lenfositlerinden interferon-gama
(Interferon -7y) salimim Olgen ticari antijene 6zgii testlerin gelistirilmesine yol agmustir.
IFN-salim testlerinde (IGRAs), kan Ornekleri BCG’de veya TB olmayan
mikobakterilerde bulunmayan Mikobakterium tiiberkiilozis’e 0zgii antijenlerle
kanistintlir.  Bir kisi Mycobacterium tuberculosis ile temas halindeyse, T hiicreleri
antijene tepki verir ve IFN-y salgilar (Brosch and Vincent 2007). Bununla birlikte
C-reaktif protein (CRP) gibi enflamatuar belirtegler TB’nin teshisinde kullanilir; ancak;
TB hastalarinin %15’inin CRP seviyeleri normaldi (Breen et al. 2008).Tiiberkiiloz i¢in
diger merkantil duyarl test lipo-arabinomannan’dir; TB’1i hastalarin idrarindaki bir dizi

mikobakteriyel antijeni tespit edebilir (Hamasur et al. 2015).

1.13. Fenotipik ila¢ duyarhlik testi

M. tuberculosis’in fenotipik ila¢ duyarlilik testi (DST), ilaclarin varliginda kati
veya s1vi ortamda bakterilerin kiiltiirlenmesini iceriyordu. Kiiresel olarak kati ortamda,
fenotipik tespit cogunlukla gerceklestirilir ve altin standarttir, ancak bu birkag hafta siirer
(Babady and Wengenack, 2012).Mikobakterilerin biiyiimesini tespit etmek i¢in ilk ticari
stvi bazli yontem 1980’lerde tamitildi. BACTEC 460 olarak adlandirilan bu cihaz,

biiylime sirasinda bakteriyel metabolizmanin izlenmesini iceren radyometrik bir
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yontemdir (Siddiqi ef al. 1981). Broth tabanli bir yaklagim oldugundan, DST sonuclari
kati ortam kullanan yontemlere gore daha hizli iiretilebilir. Radyometrik olmayan
BACTEC MGIT 960 sistemi i¢in yontem daha sonra daha da gelistirildi. Ticari sivi
kiiltiiriin bu iki DST yOntemi nispeten kisa bir igleme siiresine sahiptir, ancak 0zel aletler

ve maliyetli aletler gerektirir (Rusch-Gerdes et al. 1999).

1.14. Tiiberkiiloz tanisinda yeni molekiiler testler
1.14.1. Line Probe Assay (LPA)

Son yillarda TB, ¢oklu ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB) ve biiyiik 6lciide ilaca
direncli tiiberkiiloz (BOD-TB) tanis1 alaninda 6nemli bilimsel gelismeler kaydedilmistir.
DNA strip teknolojisi ile iiretilen revers hibridizasyon yontemi olan Line Probe Assay
(LPA) testi mikobakterlerin molekiiler tanisinda kullanilmaktadir (Sekil 1.12). Kiiltiir
ortamindan tiiberkiiloz tanisim1 saglayan ticari iiriinlerdir. LPA testi, M. tuberculosis
kompleksinin farklilagsmasi ve ila¢ direnci ile birlikte hizli tespit imkani saglar (WHO

2008).

Chromogen (MBTBCIP) | [
N

\---.___ﬁ. Colour reaction
Alkaline Phospll.u.u—v—’
/
Streptavidin -
Blotin Biotin-labelled
single stranded
| amplified target

DMNA-probe

Nitrocellulose strip

Principle of the Line Probe Assays

Sekil 1.12. Line Probe Assay prensibi (Barnard et al, 2012b).

Tiirlerin tanimlanmasi

M. tuberculosis kompleksindeki tiirler yakindan iligkilidir. M. tuberculosis’in diger
mikobakterilerden farklilasmasi, TB tanisinda 6nemli bir saglik sorunudur. NTM’ler,
insanlarda firsat¢1 enfeksiyonlarin nedensel ajanlari olarak giderek daha fazla
taninmaktadir (van Ingen et al. 2012). Ticari olarak GenoType MTBC (Hain

Lifescience, Almanya), M. tuberculosis kompleks suslarinin iiyelerinin hizli bir sekilde
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tanimlanmasin1 ve ayirt edilmesini saglayan bir LPA’dir ve geleneksel yontemlere
kiyasla daha yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikle tiiberkiiloz ve tiiberkiiloz olmayan
mikobakterileri tespit etmek i¢in yeni perspektifler sunar.(Somoskovi et al. 2008).
GenoType MTBC, M. tuberculosis kompleksinin ¢esitli tiyelerinin hizli bir sekilde
farklilasmasini ve ayrica M. bovis BCG’nin tanimlanmasini saglar. Bu tahlil gyrB DNA
dizisi polimorfizmlerine ve M. bovis BCG’nin RD1’inin varligina veya yokluguna
dayanmaktadir. Bu sekanslar1 hedefleyen spesifik oligoniikleotidler, membran seritleri
tizerinde hareketsizlestirilir ve tiirler, yorum semasina gore tanimlanabilir (Richter et al,

2003, 2004)

1.14.2. GeneXpert MTB / RIF testi

GeneXpert MTB/RIF testi tek bir islem dongiisiinde klinik 6rnegin islenmesi ve
semi-nested gercek zamanli PZR ile kapali sistemde tiirtiilmektedir. Xpert MTB/RIF, iki
saatin altinda dogrudan balgamdan TB ve rifampisin direncinin eszamanli tespiti icin
otomatik, kartus tabanli bir niikleik amplifikasyon testidir. ~ Teknoloji GeneXpert
platformuna dayanmaktadir. DSO, teknolojinin Aralik 2010’da kullamlmasini
onermistirt WHO 2016). Hasta orneklerinde M. tuberculosis kompleks genomunun
varlig1 ve Rifampisin direncinden sorumlu anahtar mutasyonlarin genomik dizilerinin
varligl, GeneXpert MTB / RIF (rpoB gen mutasyonu) ile belirlenebilir (Sekil 1.13)
(Guillet-Caruba et al. 2014).

1.14.3. Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) testi

Japon Eiken kimyasal sirket tarafindan gelistirilen cihaz ile (Sekil 1.14) Loop
aracili izotermal amplifikasyon anlamina gelen LAMP, basit, hizli, spesifik ve uygun
maliyetli bir niikleik asit amplifikasyon yontemi uygulanmaktadir. Hedef gen tizerindeki
6 farkli bolgeyi tanimak i¢in 6zel olarak tasarlanmig dort farkli primerin kullanilmasiyla
karakterize edilir ve reaksiyon islemi, iplik degistirme reaksiyonu kullanilarak sabit bir
sicaklikta ilerler. Gen amplifikasyonu ve tespiti, numuneler, primerler, sarmal yer
degistirme aktivitesine sahip DNA polimeraz ve substratlarin sabit bir sicaklikta
(yaklasik 65°C) inkiibe edilmesiyle tek bir asamada tamamlanabilir. 15-60 dakikada
109-1010 kez amplifiye edilen DNA ile yiiksek amplifikasyon etkinligi saglar. Yiiksek
Ozgiilligii nedeniyle, amplifiye edilmis iirliniin varligi, hedef genin varligini gosterebilir

(WHO 2016).
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Information about test

Interpretation of results

Real-Time PCR curves

Sekil 1.13. Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu ve rifampisin direnci teshisi i¢in
Cepheid Xpert® sistemi ve MTB/RIF test kartusu (Caulfield e al.2016).
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Sekil 1.14. Humaloop T cihaz1.

1.14.4. Tuberkiilozun tedavisi
TB, tedavi i¢in tek bir ilag rejiminin kullanildigi diger bakteriyel hastaliklarin
cogunun aksine, iki nedenden dolay1 kombinasyon tedavisi kullanilarak tedavi edilmisgtir:
a) Ilac direnci gelistirme sansini1 en aza indirmek.
b) Birlesik ila¢ etki modlari, bakterileri verimli bir sekilde temizlemeye yardimci olur.

Ilagsiz verem o6liim oranlari yiiksektir (WHO 2014). Verem igin 20. Yiiz yilin
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ortalarina kadar kesin bir tedavi yoktu. Etkili ila¢ tedavileri ilk olarak 1940’larda
formiile edildi. TB tedavisi i¢in streptomisin (STP) saglandi. Tiiberkiiloza direng, ilag
kullanilmaya baglandiktan kisa siire sonra bulundu. Daha sonra, INH, RIF, EMB ve PZA
dahil olmak iizere tiiberkiiloz tedavisinde birinci basamak ila¢ olarak dort ila¢ kullanildi
ve en etkili birinci basamak TBC ilact RIF’dir (WHO 2016). Dort ilag tedavisi, TB
hastalig1 tedavisine baglamak icin standart bakimdir. Tek ila¢ tedavisi, bu ilaca bagisik
olan bir bakteri popiilasyonunun gelismesine yol acabilir. Ilaca duyarli TB hastalar1 2 ay
siireyle INH, RIF, PZA ve EMB veya STP kombinasyonu ile tedavi edilir, ardindan 4
veya 7 ay RIF ve INH ile tedavi edilir. Alt1 aylik tedavi kisa siireli anti-tiiberkiiloz
tedavisi olarak adlandirilirken, latent TB hastalar1 6 veya 9 ay siireyle INH veya 6 veya 9
ay siireyle INH veya 3-4 ay boyunca INH art1 rifampisin veya 3 icin RIF ile tedavi
edilebilir (Brosch and Vincent 2007, Good 2011, WHO 2016).

CID-TB hastalarinin tedavisi, ilaca egilimli vakalara kiyasla zordur; FQ ve Cm,
Km veya Amk enjektabl gibi ikinci basamak anti-TB ilaglarinin kullanimini igerir.
Tedavi dongiisii 6 ay yerine 18-24 ay uzatilir ve bu, ilaca diren¢li TB olmayan hastalarin
tedavisinde kullanilandan daha karmasiktir. Buna karsilik, tedavi cok daha az etkili, daha
pahali, daha zararhidir ve 6liim orani ¢ok daha yiiksektir (WHO 2016). 2015’in sonunda,
DSO, hizh standartlastirilmis rejimde CID-TB °1i hastalar icin iki yeni ilacin (Bedaquline
ve Delamanid) kullanimini onayladi. Bu rejim 9 ila 12 ay siirer ve tamamlanmasi 2 yila
kadar siirebilen geleneksel CID-TB tedavisinden ¢ok daha az maliyetlidir. (WHO2016).

Yalnizca birincisine kars1 bagisik olan BOD-TB’ler tanimlanmistir, bu nedenle,
yaygin olarak bulunan TBC 0Onleyici ilaglarin yani sira en gii¢lii ikinci basamak anti-TB
ilaglarinin bazilartyla ugragsmak cok zordur. Aslinda, BOD-TB tedavisinin etkinligi
zayiftr, bu nedenle BOD-TB tedavisi, herhangi bir ilac tedavisinin olmamasiyla

karsilagtirilabilir (Liu ef al. 2011).

1.14.5. Tiiberkoloz asilama

Mycobacterium tuberculosis’a kargt mevcut oldugu tespit edilen tek asi, yaklasik
100 yi1l once kurulan as1 ile ilgilidir, Bacillus Calmette Guerin’in (BCG) cocuklarda
ciddi verem formlarini onledigi gosterilmistir (WHO 2019). Insanlar icin BCG agis1
uygulamast 1921°de basladi ve bu yildan bu yana ii¢ milyardan fazla insana saglandi
(Behr 2002, WHO 2019). BCG asisi, yiiksek verem vakalarinin goriildiigii bir¢ok tilkede

zorunludur, iyi bir cocuk korumasi saglamak i¢in dogumdan sonraki ilk ii¢ giin {icretsiz
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verilir ve en 6nemli koruyucu faydalar dogumdan sonraki ilk ii¢ giinde olup 6liim riskini
azaltir, menenjit ve yeni doganlarda ve kiiciik cocuklarda hastalik yayilmasi.ancak su
anda, enfeksiyonla veremden Once veya sonra yetiskin verem hastalifinin 6nlenmesinde
etkili hicbir as1 yoktur. Su anda, TB enfeksiyonunun Onlenmesine yonelik klinik
deneylerde 13 potansiyel as1 aday1 ve LTBI’li kisilerde TB hastaliginin onlenmesi i¢in
adaylar bulunmaktadir (WHO2016).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada kullanilan materyaller Cizelge 2.1°te verilmistir. Calismada kullanilan

kitler Cizelge 2.2 te verilmigtir.

MALZEME OZELLIK MODEL SAYISI
Biyogiivenlik kabini Almanya S.N.061 1
Eppendorf Sigma, Harz / Almanya S.N.84593 1
Genexpert MTB/RIF PCR Cepheid Inc/USA S.N.803104 1
Barkod okuyucu Cepheid Inc/USA 1
Bilgisayar HP/USA 1
CD Cepheid Inc/USA 1
Kesintisiz Gii¢ Kaynag1(UPS) Getx/Canada S.N.E1711005608 2
Humaloop T PCR HUMAN/Almanya S.N.1611- 0009B | 1
Buzdolabi National / Japonya 1
Etil Alkol %70 CAS No. 64-17-5 1
Fenol % 5 LabChem/ 100ml
AFB kiti JOURILABS/Lebanon
Saf su 2 paket
Isaretleme kalemi Edding 8014/Almanya 2
Saatler dijital saat/Cin 2
Makas (mini) Haiju Laboratory Equipment Co/ Cin | 1
Plastik yikama siseleri 4
Mikropipet CAPP Bravo Pipette/Denmark 1
Pipet ucu Castimolab/Tiirkiye 200

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan materyaller.
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NO Kiti Sirket Ulke

Genexpert MTB/RIF kiti Cepheid Inc. USA

Kartug - -

Boncuk 1 (dondurularak kurutulmusg) kartug bagina 2 adet - -

dNTP’ler (deoksiniikleosit trifosfatlar) - -

Prob - -

1
a
1
° Polimeraz - -
[ )
[ ]
[ )

BSA (S18ir serum albiimini) - _

ii. | Boncuk 2 (dondurularak kurutulmus) kartus basina 2 adet - -

° Primerler - -
Problar - -
° BSA (S1gir serum albiimini) - -
iii. | Boncuk 3 (dondurularak kurutulmus) kartus bagina 1 - -
Ornek Isleme Kontrolii (SPC) ~6.000 bulasic1 olmayan B. globigii sporlar1 | - -
Reaktif 1, kartus bagina 4 mL - -
Tris Tampon - -
Yiizey aktif maddeler - -
EDTA (etilendiamintetraasetik asit) - -
Reaktif 2, kartus bagina 4 mL - -
Tris Tampon - -
Yiizey aktif maddeler - -
EDTA (etilendiamintetraasetik asit) - -
Ornek Reaktifi sise bagina 8 mL - -
Sodyum hidroksit - -
Izopropanol - -
Tek Kullanimlik Transfer Pipetleri 12 - -
TB-LAMP kiti Eiken Japonya
Loopamp™ PURE DNA Ekstraksiyon Kiti(90 test) Human - Eiken | Japonya
Loopamp™ MTBC Tespit Kiti(2 x 48 test) Human - Eiken | Japonya
MTBC reaktifi (2 X 48 tiip) - -
Bst DNA polimeraz * 1 - -
Deoksiniikleotid trifosfatlar - -
Magnezyum siilfat - -
Calcein - -
Manganez kloriir - -
Astarlar * 2 - -
Pozitif kontrol MTB (PC MTB)*3 1 X 0.4 mL - -
Negatif kontrol MTB (NC MTB) 6 X 0.5 mL - -
30 uL damlalik dro 12 damlalik - -
1s1tma tiipleri ve adsorban tiipler - -

Cizelge 2.2 Calismada kullanilan kitler

*1: Bacillus stearothermophilus’tan tiiretilmis BstDNA polimeraz5’—3’ten yoksun bir
sarmal yer degistirme DNA polimerazidir ekzoniikleaz aktivitesi.

*2: DNA gyrase alt birimi B’de (gyrB) tasarlanmig primerler ve MTBC genomunun
ekleme dizisi IS6110 (IS) bolgesi HPLC ile sentezlenmis oligoniikleotitlerden
saflagtirilmig DNA.* 3: PC MTB, in vitro amplifikasyondan kaynaklanan bir iiriin icerir
M. tuberculosis’in bir sablon genom DNA’s1. H37Rv (GenBank No. NC_000962)
mengei.

® ® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 T DNV GG 0 G0 O 0 0 0 T e

2.1.1. Calisma yeri, hastalar ve numuneler
Bu calisma Irak’ta kurumsal izinler alinarak yapilmistir (2000/1969 EK1). Bu

calisma, uluslararas1 standartlara gore Irak’taki ilk tiiberkiiloz referans merkezi olan
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Bagdat’taki Ulusal Solunum Merkezi’nin Molekiiler Biyoloji Birimi’nde gergeklestirildi
(Sekil 2.1). Calismada 3 Eyliil 2020 - 23 Aralik 2020 tarihleri arasinda Tip Sehri ve
Bagdat’taki Solunum Hastaliklar1 [htisas Merkezi’ndeki hastalardan 117 akciger TB ve
34 akciger dist TB olmak iizere toplam 141 klinik ornek ¢alismaya alindi (Cizelge 2.3).
Kontrol numuleri i¢in de 10 saglikli insandan numune alindi. Bu ¢alisma, Genexpert
MTB/RIF ve Loop Mediation izotermal Amplifikasyon (TB-LAMP) kullanilarak
akciger tiiberkiilozu ve akciger digi tiiberkiiloz modelleri i¢in balgam ve akciger disi

numunelerin hazirlandiktan sonra laboratuvar incelemesi yapildi (Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Caligma yer tesisinden goriintiiler.
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Numune tiirii Numara

Balgam 92
Bronsiyal Yikama 10
Bronkoalveolar lavaj (BAL) 2
Mide yikama 3
Toplam akciger TB ornekleri 107
Plevral s1v 16
Asit s1visi 6
Beyin omurilik sivis1 (BOS) 4
Deri siiriintiisti 4
Lenf diigtimiinden siiriintii 4
Irin 2
Siniisten siirtintii 2
Toplam akciger dis1 TB 34
Genel Toplam 141

Cizelge 2.3 Numune tiirii ve sayist.

2.2. Yontem

Tim prosediirler ve testler, mikobakterilerin aerosol ge¢isini ve yayilmasini
onlemek icin kat1 aseptik kosullar altinda ultraviyole 151k (UV) kullanilarak biyogiivenlik
kabininde gerceklestirildi. PZR icin laboratuvar, 30 dakika UV maruziyet tabi tutuldu.
Calismalarda labaratuvar giivenlik lurallarinina uyularak iglemler yapolmistir.  Her
kullanimdan Once ve sonra. laboratuvar calismasi sirasinda eldivenler ve maskeler (N
95) kullanildi. Tezgahlar1 ve davlumbazi sterilize etmek icin %35 fenol ve %70 alkol
kullanilarak dekontaminasyon islemi uygulandi. Hastalarin yas, cinsiyet, ikamet yeri,
enfeksiyonun yeni mi eski mi oldugu ve hastanin aldigi1 tedavi gibi gerekli bilgiler
alindiktan sonra hastalardan numunler alindi. Akciger veya akciger dis1 TB siiphesi olan
hastadan alinan 6rnek Genexpert MTB/RIF ile ve ikinci kistm TB-LAMP analizi i¢in iki

kisma ayrildi.

2.2.1. Ornek toplama ve dekontaminasyon iglemi

Ornek toplama ve dekontaminasyon islemleri, labortuvar giivenlik ve uygulama
talimatina (Mankhi 2009) uygun olarak yapildu.

Balgam oOrnekleri: Her hastaya Ornek verme sirasinda burun salgilart veya
tikiiriikten kacinmasi gerektigi aciklandiktan sonra Oksiirme c¢ikan balgami steril kaba
aktarmasi istendi. Her bir hastadan ii¢ 6rnek toplandi. Birinci 6rnek hastandan merkeze
geldiginde alindi, ikincisi Ornek sabah erken saatlerde kahvaltidan Once alindi ve

ticlinciisii de giiniin herhangi bir saatinde toplandi.
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Bronkoalveolar lavaj ornekleri: Hasta balgam veremedigi gibi 6zel durumlarda
bronkoalveolar lavaj yoluyla numune alindi ve 3000rpm’de 15dk santrifiijlendi
supernatant atildi ve pellet kullanildi.

Viicut sivilar1 ve diger ornekler: Alinan numuneler 3000rpm’de 15dk santrifiij
edilerek konsantrasyon igleminden sonra supernatant atilarak pelet kullanildi.

Tiim klinik 6rneklere N-asetil-L-sistein-Sodyum Hidroksit (NALC-NaOH) yontemi
ile homojenizsayon- dekontaminasyon islemi uygulandi. Klinik 6rnekler konik 50ml’lik
NALC iceren santrifiij tiipiine alindi. 50 ml c¢izgisine kadar fosfat tampon ilave edildi.
Ardindan 3000 rpm’de 15 dk santrifiij sonrasinda siipernatant atild1 ve dipteki pelletin iki
kat1 sitrath NaOH eklendi. Vortekslendi ve 15 dk oda sicakliginda beklitildikten sonra

tekrar santrifiij edildi ve pellet kistmi kullanilda.

2.2.2. Mikroskobik inceleme yontemi

On islemden gegirilen 6rnekler dncelikle EZN (Ehrlich Ziehl Neelsen) boyama ile
degerlendirildi. Ayrica iireme olan kiiltiirlerden boyama i¢in ornek alind1 ve EZN boyali
preparatlarda asit-fast basiller goriilmesi ile kiiltiir pozitifligi mikobakteri acisindan
dogrulandi.

On islemden gecirilen drnekler mikroskobik inceleme yontemi ile degerelendirildi.
Steril bir bakteriyolojik 6ze kullanilarak pelletden yeni ve temiz bir lam {izerine yayma
preparatt hazirlandi. Hazirlanan preparat havada kurutulup, alevde tespit edildi. Yayma
lam preparatin iizeri tamamen kaplanacak sekilde karbol fuksin soliisyonu ile boyandi.
Preparat 5 dk ara ile kabarcik olusmayacak sekilde alttan 1sitild1 ardindan su ile yikandi.
% 25 siilfiirik asit soliisyonu (H2SO4) ile dekolorizasyon sonrasi tekrar su ile yikandi.
Ardindan 1 dk siire ile metilen mavisi soliisyonu ile boyandi ve su ile yikandi. Preparat
kurutulduktan sonra immersiyon yagi damlatildi ve mikroskopta x100 biiyiitmeli
objektifte incelendi. Mavi zeminde pembe kirmizi renkli basillerin goriildiigii preparatlar
ARB bakimindan (+) pozitif olarak degerlendirildi. Tiim bu islemler bir saatten daha az

bir siirede yapilda.

2.2.3. Genexpert MTB/RIF testi yontemi

Test, numune isleme, DNA ekstraksiyonu ve heminest edilmis gercek zamanli PCR
i¢cin gerekli tamponlar ve liyofilize reaktif boncuklarla dnceden yiiklenmis tek kullanimlik
cok bolmeli bir plastik kartustan olusur (Sekil 2.2). Tahlil kartusu ayrica dahili bir numune

isleme ve PZR kontrolii olarak gorev yapan liyofilize Bacillus globigii sporlart icerir.

36



Buffer
chambers

Cartridge
base

Valve
Syringe body
barrel =

Gasket

PCR tub
Etioe Cartridge

body

Sekil 2.2. Kartus bilesenleri

Sporlar, ornek isleme adimi sirasinda otomatik olarak yeniden siispanse edilir ve
islenir, elde edilen B. globigii DNA’s1, PZR adimi sirasinda amplifiye edilir. Standart
kullanict arayiizii, M.tuberculosis’in varligin1 veya yoklugunu, RIF direncinin varligini
veya yoklugunu ve M. tuberculosis konsantrasyonunun yari kantitatif bir tahminini
(yliksek, orta, diisiik ve ¢cok diisiik) gosterir.

M. tuberculosis icin negatif ve ayrica B. globigii dahili kontrolii icin negatif olan
testler gecersiz olarak rapor edilir. PZR testi, heminest gercek zamanli PZR’de M.
tuberculosis rpoB geninin 192 bp’lik bir segmentini amplifiye eder. I¢ kontrol hemineste
B. Globigii, M. tuberculosis testi ile multiplekslenir. M. tuberculosis, vahsi tip rpoB
geninin 81-bp RIF direncini belirleyen "¢ekirdek" bolgesinin tamamina tamamlayict
olan bes iist iiste binen molekiiler isaret probu (A’dan E’ye problar) kullanilarak tespit
edilir (5, 7, 14). RpoB geni hedefindeki mutasyonlar, bir veya daha fazla rpoB’ye 6zgii
molekiiler isaretin hibridizasyonunu inhibe ederek karsilik gelen problardan gelen
sinyali azaltir veya ortadan kaldirir. M. tuberculosis, bes rpoB’ye 6zgii molekiiler
isaretin en az ikisi, 38 olan ve en fazla iki dongii farkli olan dongii esigi (CT) degerlerine

sahip pozitif bir sinyal verdiginde tamimlanir. B. globigii DNA, tek B. globigii molekiiler
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isaret¢isi <38 dongii CT iirettiginde saptanir. Cok fazla tiikiiriik iceren, belirgin yiyecek
parcaciklari olani Paan veya diger ¢igneme tiitiiniiniin kalintilar1 ile kati partikiil bulunan
baglam Ornekleri incelemeye alinmaz. Hemen kullanilacak balgam ve akciger disi

ornekler 2-8°C’de saklandi.

GeneXpert testi icin ornekler hazirlamasi

Ornek toplama kabmin kapagini acin, calisma yiizeyine damlamamasi icin ters
cevirildi.  GeneXpert Reaktifini kaptaki ornek miktarina esit bir kaseye eklendi.
Genexpert Reaktif sisesinin balgam ve akciger dis1 6rnekler kabina temas etmesine izin
verilmedi. Sisede kalan herhangi bir GeneXpert Reaktifi varsa, sonraki testlerde
kullanmak iizere saklandi. Reaktifi ekledikten sonra balgam ve akciger dis1 ornekler
toplama kabinin kapagi yerine takildi ve dokiilme en aza indirmek i¢in parmaklarinizin
kapagin1 ve govdeyi kavradigindan sikica tutularak saat yoniinde 10-20 kez sallandi.
Karisim oda 15 dakika dinlendirin. S1vi ¢ozelti beklerken GeneXpert kartusu masaya dik
olarak hazirlandi. Kartug barkodla etiketlendi. Numune 10 dakika bekletildikten sonra
10-20 kez salland1 ve 5 dk bekletirelerek terara sallandi. Ornekler, balgam kiimeleri
olmayacak sivilagtirilncaya kadar tekrarlandi. Balgam ve akciger dis1 orneklerini suya
benzer bir kivama gelince teste kullanildi (Sekil 2.3). 30 dk i¢cinde GeneXpert testi
uygulamalidir. Numuneyi hazirladiktan sonra, cihazi kullanim talimatina uygun sekilde

calistirildi.

Sekil 2.3. Numuneyi kartusa yerlestirme adimlari.

Genexpert testi, DNA izolasyonu, MTB konsantrasyonu ve amplifikasyonu
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saglandi. MTBC’nin genin RNA polimeraz beta (rpoB) dizisini biiyilitmek i¢in ii¢ primer
kullanildi ve genin RIF diren¢ belirleme bolgesi (RRDR) icindeki mutasyonlari
saptamak i¢in bes molekiiler prob kullanildi (Boehme et al. 2010; Darman et al. 2018).
Her molekiiler isaret, farkli bir florofor ile etiketlenmistir. MTB/RIF veri analizi
icin, A, B ve C probu icin 39,0’lik bir maksimum dongii (Ct) ve D ve E probu i¢in 36,0’ ik
bir maksimum doéngii gecerliligi atanmistir (Sekil 2.4). Iki prob minimum pozitif sinyal
ve 38 dongii (CT). Cihazdan elde edilen standart sonug, M. tuberculosis’in varliginin veya

yoklugunun ve rifampisine diren¢ olup olmadiginin belirlendi.
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Sekil 2.4. Gergek zamanli bityiime egrisi dongiisii esigi (Ct). (Global TB program GLI,
2020)

Rifampisin direnci (RD), coklu ilaca direncli tiiberkiilozun (CID-TB) temel bir
gostergesidir ve RD’nin %95’1, M tuberculosis kompleksinin rpoB geninin 81-bp
rifampisin direnci belirleme bolgesindeki (RDBB) mutasyonla iligkilidir. Xpert MTB /
RIF (Xpert) testi, MTBC ve RD ile iligkili mutasyonlar1 tespit eden RRDR bdolgesine
tamamlayic1 olan bes Ortiisen molekiiler isaret probu (A-E) kullanir.
geninin RRDR dizisine hibritlenir: A (kodonlar 507-511), B (kodonlar 512-518), C
(kodonlar518-523), D (kodonlar 523-529) ve E (kodonlar 529-533 ) .13 MTBC, bes

Problar, rpoB

probdan en az ikisi bir dongii esigi (Ct) < 38 gosterdiginde tespit edilir (Sekil 2.5). Bir
veya daha fazla prob hibridizasyonu gostermeyen herhangi bir sus veya ilk ve son Ct
arasindaki fark 3,5’ten fazla oldugunda, RD vakasi olarak degerlendirilmektedir (Lawn
and Nicol 2011).

B. globigii i¢ kontrol olarak kullanilir ve tek probu 38 dongii CT iirettiginde pozitif
kabul edilir. M. tuberculosis ve B. globigii icin negatif olan tahliller gecersiz tahliller
olarak rapor edilmis ve calismadan c¢ikarilmistir (Promod ef al. 2012). Testin kalite
Kontrolii, bir rnek Isleme Kontrolii (SPC) ve Prob Kontrol Kontrolii (PCC) igerir.
Ornek Isleme Kontrolii (SPC), 6rnegin dogru sekilde islendiginden emin olur. SPC,
MTB’nin yeterli sekilde islendigini dogrulamak icin her kartusa dahil edilen kuru spor
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p !
rpoB

81 bp core \

11150 GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG11230

Molecular Amplified Hybridization
beacon DNA target resulting in onset
of fluorescence

Sekil 2.5. rpoB geninin 81 bp ¢ekirdek dizisi.

keki seklinde bulasict olmayan sporlar igerir. SPC, organizmalar mevcutsa MTB’ nin
parcalanmasi icin kosullarin olustugunu ve 6rnek islemenin yeterli oldugunu dogrular.
Ek olarak, bu kontrol, gercek zamanli PCR reaksiyonlarinin numuneyle iligkili
inhibisyonunu saptar ve dahili bir pozitif kontrol gorevi goriir. (Cepheid 2019).
MTB-negatif bir numunede, SPC pozitif olmalidir ve pozitif bir numunede negatif veya
pozitif olabilir. SPC, dogrulanmig kabul gereksinimlerini karsiliyorsa gecmektedir. Bir
MTB-negatif numunede SPC gozlenmezse, test sonucu gecersizdir. Prob Kontrol
Kontrolii (PCC, QC1, QC2), nested PCR testinin birinci ve ikinci reaksiyonlarinin
baslamasindan ©Once, GeneXpert Enstriiman Sistemi, QC1 ve QC2 problarindan
(reaksiyon 1) ve rpoB ve SPC problarindan gelen floresans sinyalini 6lger (reaksiyon 2)
boncuk rehidrasyonunu, reaksiyon tiipii doldurmayi, prob biitiinliigiinii ve boya
stabilitesini izlemek i¢in. PCC, atanan kabul kriterlerini karsiliyorsa basarili olur (Sekil
2.6) (Cepheid 2019).
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Sekil 2.6. Genexpert MTB/RIF uygulama protokoliinii.

Genexpert MTB/RIF sonuclarinin yorumlanmasi

Genexpert MTB / RIF sonuglarimin yorumlamasi Cizelge 2.4°de belirtilen kriterlere
gore yapildi (Cepheid 2019).
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Sonug Yorumlama
MTB hedefi 6rnek icinde tespit edilir:

MTB TESPIT EDILDI; . . S
RIF Direnci ® rpoB geninde bir mutasyon tespl} edl{dl. ) . - -
e SPC: NA (uygulanamaz). SPC sinyali gerekli degildir. Ciinkii MTB amplifikasyonu bununla rekabet edebilir.
; - Kontrol:
TESPIT EDILDI ® Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): BASARILI. Tiim prob kontrolii sonuglar gecerli.
MTB TESPIT EDILDI; MTB hedefi 6rnek icinde tespit edilir:
RIF Direnci * rpoB geninde bir mutasyon tespit edilmemistir.
* SPC: NA (uygulanamaz). SPC sinyali gerekli degildir ciinkii MTB amplifikasyonu bununla rekabet edebilir kontrol.
TESPIT EDILMEDI{ * Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): BASARILI. Tiim prob kontrolii sonuglar gegerli.
MTB hedefi 6rnek icinde tespit edilir:
MTB TESPIT EDILDI: « rpoB genindeki bir mutasyon nedeniyle tespit edilemedi yetersiz sinyal tespiti.

* SPC: NA (uygulanamaz). SPC sinyali gerekli degildir ¢iinkit MTB amplifikasyonu bununla rekabet edebilir
Kontrol:

 Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): BASARILI. Tiim prob kontrolii sonuglar gecerli.

Numune i¢inde hedef MTB tespit edilmedi.

MTB TESPIT EDILEMEDI | *SPC, kabul kriterlerini karsiladi. SPC: BASARILIL

*Probun incelenmesi (QC1 ve QC2): BASARILI. Tiim sorusturma incelemesi , Sonuglar gecer.

MTB’nin varlig1 veya yoklugu belirlenemez.

SPC kabul kriterlerini karsilamiyor, numune uygun sekilde islenmedi veya PCR engellendi. , tekrar test prosediirii.
GECERSIZ « MTB GECERSIZ: MTB DNA’sinin varlig1 veya yoklugu belirlenemiyor.

*SPC: BASARISIZ. MTB hedef sonucu negatiftir ve SPC Ct gecerli aralikta degildir.

 Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): BASARILI. Tiim prob kontrol sonuglart basarili.

MTB’nin varlig1 veya yoklugu belirlenemez.

Testi tekrarlayin.

* MTB: SONUC YOK

* SPC: SONUC YOK

« Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): BASARILI/ BASARISIZ.

Prob kontrol hatasi, hatanin kaynagi olabilir, ancak sistem bileseni arizasi gibi hatalar meydana gelebilir prob kontrolii gegse bile
MTB’nin varlig1 veya yoklugu belirlenemez., Yeniden Test Prosediirii.

SONUC YOK, yetersiz veri toplandigini gosterir. Ornegin, operator devam eden bir testi durdurdu.

SONUC YOK * MTB: SONUC YOK

* SPC: SONUC YOK

« Prob Kontrolii (QC1 ve QC2): NA (uygulanamaz).

Cizelge 2.4 Genexpert MTB/RIF sonuglarinin yorumlanmasi.

RIF Direnci Belirsiz

HATA

2.2.4. TB-LAMP testiyontemi

Loopamp™ MTBC Tespit Kiti, M. tuberculosis, M. bovis ve Mycobacterium
tuberculosis Complex’e (MTBC) ait olan M. africanum’u saptar. Bu tiirler birbirinden
ayirt edilemez. Hedef sekanslar gyrase B geni ve IS 6110 ekleme sekansi iizerinde
bulunur.(WHO 2016). Temel amplifikasyon reaksiyonu, hedef genin alti bolgesine
tamamlayic1 olan dort tip primer gerektirir (Sekil 2.7). Cift sarmalli DNA, 65°C
civarinda bir sicaklikta dinamik denge durumunda oldugundan, LAMP primerlerinden
biri ¢ift sarmalli hedef DNA’nin tamamlayic1 dizisine baglanabilir ve sarmal yer
degistirme aktivitesi olan DNA polimeraz ile DNA sentezini baglatabilir ve tek sarmalll
bir DNA’'nin serbest birakilmasi. Hedef amplikonun yakin bolgelerindeki FIP ve BIP
primerlerinin 5 *ucunun tamamlayicilig1 nedeniyle dongii yapilart olusur. Bu, ayn1 serit
tizerindeki hedef dizinin doniisiimlii olarak ters ¢evrilmis tekrarlarindan olusan cesitli
boyutlu yapilarin hizli bir sekilde olusmasina izin verir.

Firkete yapisinin 5 ’ucundaki tek sarmalli dongii bolgesine tamamlayict diziler
iceren dongii primerlerinin eklenmesi, DNA sentezi i¢cin daha fazla sayida baslangic
noktasi saglayarak reaksiyonu hizlandirir.Dongii primerleri kullanilarak, 15-30 dakika
icinde 109 - 1010 kez amplifikasyon saglanabilir. TB-LAMP analizi, 8 konuma baglanan

toplam alt1 primer i¢in halka primerleri icerir. Birden fazla baglanma sahasinda homojen
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Sekil 2.7. TB-LAMP molekiiler prensibi

sekans icin bu gereklilik, bir sondanin yoklugunda bile testin spesifikligini korur.

LAMP yontemi, DNA ve DNA yan iiriinlerinin (pirofosfat tuzlari) birikmesine
nispeten duyarsizdir, bu nedenle reaksiyon, biiyiikk miktarlarda amplikon iiretilinceye
kadar devam eder. Bu ozellik, SYBR green gibi dsDNA baglayic1 boyalar1 kullanarak,
cokelen magnezyum pirofosfatin neden oldugu bulaniklig1 tespit ederek veya iki
degerlikli katyonlarin varliginda sondiiriilen, inhibe edici olmayan bir floresan reaktifi

kullanarak bagarilt amplifikasyonun goriiniir tespitini miimkiin kilar.(WHO 2016).

LAMP’ta kullanilan primerler

1- Forward Inner Primer (FIP): FIP, 3’iin sonunda bir F2 bdolgesinden ve 5’in
sonunda Flc bolgesinden olusur. F2 bolgesi, sablon dizinin F2c Baglayici
tamamlayicidir. Prototip dizisinin Flc bolgesi Flc Benzer benzer (Parida et al. 2008).

2- Forward Outer Primer (FOP): FOP (F3 Primer olarak da bilinir) sablon dizinin
F3c birlikte tamamlayici olan bir F3 alanindan olusur. Bu primerin uzunlugu daha kisadir
ve sorgu olarak FIP’den daha diisiiktiir (Parida et al. 2008).

3- Backward Inner Primer (BIP): BIP, 3’{in sonunda bir B2 bolgesi ve 5’in sonunda
bir Blc bolgesinden olusur. B2 bdolgesi, sablon dizisinin B2¢ bolgesini tamamlayicidir.
B1c bolgesi, prototip dizi bolgesi Blc’ye benzer (Parida et al. 2008).

4- Backward Outer Primer (BOP): BOP (B3 Primer olarak da bilinir), sablon dizinin
B3c birlikte tamamlayici olan bir B3 alanindan olusur (Parida et al. 2008).

Iki dongii primeri, ileri dongii primer (FLP) ve geri dongii primer (BLP), i¢
primerlere erigilmeyen ek bolglere baglanarak amplifikasyon reaksiyonunu hizlandirir

(Parida et al. 2008).
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F3C F2C F1C B1 BLP B2 B3 .
3 L} o7 5
s - O - .
F3 F2

FLP F1 B1C B2C B3C

Forward Internal Primer (FIP) Forward Outer Primer (F3) Forward Loop Primer (FLP)
FiC F2

s -HH- ¥ 5'-3- 5‘3'

Backward Internal Primer (BIP) Backward Outer Primer (B3) Backward Loop Primer (BLP)
B1C B2

5 -TTTT- 3 5'- 3 5 ¥
Sekil 2.8. TB-LAMP primerleri ile hedef genin amplifikasyonu (Parida et al. 2008).

TB-LAMP prosediirii

TB-LAMP’nin prosediirii talimatlara uygun adimlari icerecek sekilde yapildi
(Sekil 2.9). Kisaca, 60 pl balgam 1sitma tiiptine aktarildi, ¢alkalayarak iyice karistirildi.
Ardindan tiip HumaLoop T veya HumaHeat 1sitma iinitesinde 90°C’de 5 dk inkiibe
edildi. Loopamp TM PURE DNA ekstraksiyonu iglemi uygulandi. DNA reaksiyon
tipiine alindi. Dongii aracili izotermal amplifikasyon islemi uygulandi. Reaksiyon
tiiptini Humal.oop T reaksiyon iinitesi veya HumaTurb A’da 45 dakika 67°C’de inkiibe
edildi (Sekil 2.9).

DNA e
Sample Amplification Detection

preparation PAsAG (LAMP reaction)

(PURE)

Cotleat 60w using
Eiken disposable
pipatte

Reaction
tubes
Close lids and it
sfand upside dowrr
far 2 min; then mix

Flvarescent signal
catection

Adsorbent  Injection
tube cap

Heating block 80° C far 5 min &7 C for 40 min

Sekil 2.9. TB-LAMP prosediirii
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Sonucun degerlendirilmesinde, tiipleri tespit {initesine yerlestirildi ve UV 15181n1
acildi. UV altinda pozitif 6rneklerde acik yesil floresan1 gosterdi ve negatif olanlarda ise

floresan yansima olmadi (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. TB-LAMP testi i¢in pozitif ve negatif sonug¢larin degerlendirilmesi.
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3. BULGULAR

Akciger veya akciger dis1 TB siiphesi oldugundan siiphelenilen hastalardan 141
ornek, Bagdat’taki Ulusal Solunum Hastaliklart Uzman Merkezi ve Tip Sehri
Hastanelerinden alindi. Sonuglarimiz Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Tiiberkiiloz enfekte olmug veya oldugundan siiphelenilen bireylerden elde edilen
bilgiler yas, cinsiyet, ikamet yeri ve varsa komorbiditelerin varhiidir, tiim ornekler
hazirlandiktan sonra dogrudan 1sik mikroskobu ve Genexpert MTB / RIF ve TB- ile
incelenir.

Daha o6nce de agikladigimiz gibi test sonuclarint Genexpert MTB / RIF’den 2 saat
sonra ve 1 saat sonra TB-LAMP ile test sonucunu aliyoruz. Sonuglar asagidaki gibidir.
Genexpert MTB / RIF %63.83 duyarhilik, %50.00 o6zgiilliik; Pozitif degerler sirasiyla
%58.36 - %68.96 ve %42.73 ve %57.27 negatif olarak bulundu. TB-LAMP %55,32
duyarhilik %350,00, pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %49.61, %60.89,
%43.70 ve %56.30 iken, optik mikroskopinin duyarliligi %41.13 ve o6zgiillik %50.00
olarak tespit edildi. Pozitif ve negatif prediktif degerler sirasiyla %35.26, %47.27 ve

9%44.88, %55.12 arasinda degisir ve bu degerler hastalik prevalansinin kapsamina

baghdir.
Dongii aracili izotermal amplifikasyon
Genexpert MTB/RIF TB-LAMB z.n
Numune tiirii Toplam No. | Algila | Algilanmadi | Toplam No. | +Ve - Ve +)
1 | Pulmoner TB 107 76 31 107 70 | 37 54
a | Balgam 92 63 29 92 57 |35 47
b | Brongiyal Yikama 10 8 2 10 8 2 5
¢ | Bronsiyal alveolar lavaj (BAL) | 2 2 0 2 2 0
d | Mide yikama 3 3 0 3 3 0 1
2 | Ekstra pulmoner TB 34 14 20 34 8 26 4
a | Plevral s1v 16 8 8 16 6 10 3
b | Asit s1vist 4 0 4 4 0 4
¢ | Deri siirlintiisti 4 4 0 4 0 4
d | Beyin omurilik s1vist (BOS) 2 0 2 2 0 2
e | Lenf diigiimiinden siiriintii 4 2 2 4 2 2 1
f | irin 2 0 2 2 0 2
g | sintisten siirtintii 2 0 2 2 0 2

Cizelge 3.1 Genexpert MTB/RIE, TB-LAMP ve mikroskobik incelenen 6rneklerinin
sayisl, tiirleri ve sonuglari

3.1. Mikroskobik inceleme sonuclari
Ziehl-Neelsen boyasi i¢in asamalart takip edip Ornekleri 1s1tk mikroskobu ile
inceledikten (Sekil 3.1) sonra, pozitif sonuglarin toplami 58 (54 akciger + 4

ekstrapulmoner) oldu ve orneklerin istatistiksel analizi Cizelge 3.2°da gosterildigi gibi
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yapildi.

- * & -.-" - -

-

e - —
Sekil 3.1. Mycobacterium tuberculosis basilin mikroskop altinda goriiniimii (x100).

Parametre Deger %95 CI
Duyarlilik %41.13 | 32.92 - 49.37
Ozgiilliik %50.00 | 42.15 - 57.85
+ olasilik orani 0,82 0.64 - 1.06
-Olasilik orami 1,18 0.96 -1.45
Hastalik yayginligi 45,93 | 40.25-51.68
Ongoriilen pozitif degeri | 41.13 35.25-47.27
Tahmini negatif deger %50.00 | 44.88-55.12
Dogruluk 45,93 | 40.25-51.68

Cizelge 3.2 Orneklerin mikroskopik inceleme sonuglarinin istatistiksel analizi.

3.2. Genexpert MTB/RIF test sonuclar:

Genexpert MTB / RIF testi ile M. tuberculosis ’in molekiiler tanis1 yapildi.
Orneklerden 76 akciger ve 14 akciger disi olmak iizere toplam 90 ornek pozitif
bulunudu. Sonuclar, Genexpert MTB/RIF sistemi tarafindan izole edilen TB
mikroplarinin sayisina gore bilgisayar ekraninda belirdi (Sekil 3.2) ve bunlar (¢ok az, az,

orta veya yiiksek, cok yiiksek) idi. Sadece iki vakada rifampisine direngli tan1 konuldu.
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Ileri tetkik ve degerlendirilme icin uzman hekime sevk edildi.

Sekil 3.2. GeneXpert MTB/RIF testi sonuglarinin drnekleri.

Parametre Deger %95 CI
Duyarlilik %63,83 | 55.32-71.75
Ozgiilliik %50.00 | 39.93- 60.07
+ olasilik oram 1,28 1.01 -1.16
-Olasilik oram 0,72 0.54 - 0.97
Hastalik yayginlig1 958,02 | 51.55- 64.30
Ongoriilen pozitif degeri | %63.83 | 58.36- 68.96
Tahmini negatif deger %50.00 | 42.73-57.27
Dogruluk 58,02 | 51.55-64.30

Cizelge 3.3  Genexpert MTB/RIF 6rneklerinin sonug¢larinin istatistiksel analizi
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3.3. TB-LAMP testi sonuclari
Mycobacterium tuberculosis’in molekiiler tanis1 yapildi ve 78 (70 akciger+8 akciger
dis1) ornek pozitif bulundu. Calismanin sonuclari, TB-LAMP cihazinin floresan tespit

tinitesinde UV 15181 altinda degerlendirildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. TB-LAMP testi sonuclarinin drnekleri.

Genexpert MTB/RIF ile test edilen akciger numunelerinin, balgam 63, bronsiyal
lavaj 8, brongiyal alveolar lavaj 2, gastrik lavaj 3 olmak iizere Genexpert MTB/RIF ile
toplam 76 pozitif tan1 konuldu. Akciger dis1 orneklerden de plevral siv1 8, cilt ekiivyonu
4, lenf nodu ekiivyonu 2 olmak iizere toplam 14 6rnekte pozitif tan1 konuldu.

Diger taraftan TB-LAMP ile test edilen drneklerden; balgam 57, bronsiyal lavaj 8,
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Cizelge 3.4 TB-LAMP orneklerinin sonuglarinin istatistiksel analizi.

alveolar bronkoalveolar lavaj 2, gastrik lavaj 3 olmak iizere toplam 70 akciger orneginde
pozitif tan1 konuldu. Akciger dis1 6rnekler, TB-LAMP ile 8 pozitif tani (plevral siv1 6, lenf
diigiimii 2) konuldu. Mikroskobik incelemesi yapilan orenkelerin de 54 akciger (balgam
47, bronsiyal lavaj 5, alveolar bronkoalveolar lavaj BAL 1, gastrik lavaj 1) 6rnegi pozitif

degerlendirilmistir. Akciger dis1 drneklerde 4’ii (plevral sivi 3, lenf diigtimii 1) pozitif

Parametre Deger %95 C1
Duyarlilik %55,32 | 46.72- 63.69
Ozgiilliik %50.00 | 40.97-59.03
+ olasilik orani 1,11 0.88-1.39
-Olasilik orami 0,89 0.69-1.15
Hastalik yayginligi %52,81 | 46.63-58.92
Ongoriilen pozitif degeri | %55.32 | 49.61-60.89%
Tahmini negatif deger %50.00 | 43.70-56.30
Dogruluk 52,81 46.63-64.30

degerlendirilmistir (Sekil 3.4).
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70

Genexpert

14
8
] 4
Genexpert TB-LAMP PTB TB-LAMP EPTB Z.NPTP Z.N EPTP
MTB/RIF PTB MTB/RIFEPTB  sonuglari sonuglari sonuglari sonuglari

sonuglari

sonuglari

Sekil 3.4. Pulmoner (PTB) ve ekstrapulmoner (EPTB) 6rneklerde pozitif sonug sayisi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye’de 2015 yilinda akciger ve akciger disi tiiberkiiloz ile ilgili yapilan bir
calismada. 227 (%61) erkek, 145 (%39) kadin hastanin ve 204 (%54,8) akciger
tiiberkiilozu 168 (% 45,2) hastada da akciger dis1 tiiberkiiloz tanist konulmustur (Guler e?
al. 2015). Diger taraftan, Suudi Arabistan kaynakli caligmada Al-Otaibi ve Al-Hazmi
(2010) tarafindan akciger tiiberkiilozu ve akciger dis1 tiiberkiiloz oraninin sirasiyla %
42,5 ve % 57,5 oldugunu rapor edilmistir. Madagaskar’da yapilan molekiiler bir
arastirmada, tiiberkiilozun teshisi i¢cin hem Genexoert MTB/RIF hem de TB-LAMP’1n
oldukca hassas oldugunu bildirilmistir (Rakotosamimanana 2019). Gambiya’da sunulan
calisma raporunda hem GeneXpert hem de TB-LAMP’in tanisal faydasini
gostermektedir. TB-LAMP daha az altyapr gerektirirken, ilaca direngli kaliplar tespit
edemez ve bu nedenle periferik saglik kliniklerinde yeni TB vakalari i¢in bir tarama testi
olarak en uygun olanidir. Hem TB-LAMP hem de GeneXpert, yasa veya enfeksiyon
tiirtine bakilmaksizin yiiksek hassasiyet ve ozgiillik gosterdigi bildirilmistir. (Bojang
2016). GeneXpert MTB/RIF testiyle TB-LAMP testi karsilastirildiginda ile hemen
hemen tiim yayma pozitif TB vakalarim1 ve smear negatif TB vakalarini tespit
edebilecegi degerlendirilmistir (Thu ez al. 2018).

Aside direncli boyama teknigi ve yayma preparat negatif ya da kiiltiir pozitif
orneklerde LAMP ve Xpert MTB/RIF analizi ile karsilastirildiginda, tespit oraninda
947,17 (21/44) ve %54,6 (24/44). Bu LAMP’nin hizli TB teghisi i¢in hassas bir teshis
testi saglama potansiyeline sahip oldugunu bildirilmistir (Phetsuksiri 2020). Kuzey
Hindistan yapilan bir ¢alisma, akciger TB semptomlar1 ile bagvuran toplam 530 hasta
hastadan balgam Ornegiyle TB-LAMP testi (Loopamp ™ MTBC Saptama Kkiti)
yapilmustir. Akciger TB semptomlari ile bagvuran 453 hastadan elde edilen pozitif kiiltiir
orneklerde TB-LAMP testinin duyarlilifn ve ozgiillugi sirasiyla %100 (%95 CI
94,7-100) ve %99,2 (%95 CI 97.8-99.8) oldugu ifade edilmistir (Yadav et al. 2017).

Bizim calisgmamizda da Bagdat Ulusal Solunum Hastaliklart Merkezi’'nde, 6-65
yas grubundaki akciger veya akciger dig1 tiiberkiiloz siiphesi olan bireylerde tiim akciger
ve akciger dig1 ornekleri (107 akciger ve 34 akciger dis1) degerlendirildi. 141 6rnek
incelendi. Pozitif 6rnekler 90 (70 erkek %78,77 ve 20 kadin %?22,2). Orneklerin
mikroskobik incelemesi yapilirken 58 (54 pulmoner ve 4 ekstrapulmoner) 6rnek TB

pozitif olarak tespit edildi. Bizim ¢alismamizda da kullanilan Genexoert MTB/RIF testi
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9%78.95 (90/114) oraninda pozitif bulunmustur. Bu test ile 6rneklerin %66.66 oraninda
akciger TB ve %12.28 oramida da akciger dist TB tanist konulmustur. TB-LAMP
testinde de orneklerin %68.42 oraninda TB pozitif tanisi konulmustur. Bizim ¢alismanin
sonuglarida 6nceki ¢alismalart dogrular niteliktedir.

Sonug olarak TB enfeksiyonu prevalansinin yiiksek Sadr, Al-Shula, Al-Hussainiya
ve Al-Baladiyat gibi Bagdat sehrinin popiiler bolgelerinde erkekler kadinlardan daha
fazla etkilenmigtir. Tiiberkiiloz prevalans1 25-35 yas grubunda diger yas gruplarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Genexoert MTB/RIF testi TB-LAMP ve mikroskobik
incelemeye karsilastirlldiginda dah yiiksek oraninda TB pozitif tanis1 konulmustur.

Bu calismanin sonuglarinda su Onerilerde bulunabiliriz; (a) Genexpert MTB/RIF
ve TB-LAMP testlerinin dogrudan akciger ve akciger dist klinik Orneklerden
mikobakteriyel enfeksiyonlarin rutin laboratuvar tanisinda kullanilmasi, (b) Genexpert
MTB/RIF ve TB-LAMP testleri, ekstrapulmoner TB numuneleri, 6zellikle Genexpert
MTB/RIF i¢in gergeklestirilebilir. (c) Bu cihazlar ile M. tuberculosis’in hizl1 ve dogru
teshis konulmasina olanak saglayarak 6zellikle saglik durumu kritik olan hastalarda ve
kiiltir sonucunun sekiz hafta gibi uzun siirdiigiinden hastalarda biran 6nce teadviye
baglanarak tibbi destegin sunulmasi olduk¢ca 6nemlidir. Bu amagla her bir vilayet TB
taramasi amaciyla bir veya iki Genexpert MTB/RIF ve TB-LAMP cihaz ile laboratuvar
alt yaps1 desteklenmeslidir. Diger bir taraftanda TB yiikiinii azaltmak i¢in, biiyiik 6l¢ekli
ilaca direncli vakalarinda tarafindan tespiti dahil olmak iizere molekiiler taninin
iyilestirilmesi ve ozellikle HIV pozitif hastalarda aktif TB’nin hizli ve dogru teshisine
ihtiyac vardir.
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