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Primer Antitiiberkiiloz flaclara Direncli Mycobacterium tuberculosis kompleks

izolatlariin Molekiiler Yontemlerle Genotiplendirilmesi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ibrahim Halil SAHIN
Damsman: Prof. Dr. Nezahat AKPOLAT
Anabilim Dali: Tibbi Mikrobiyoloji AD

1. OZET

1.1. Tiirkce Ozet

Amag: Fenotipik olarak primer anti-tiiberkiiloz ilaglara direngli oldugu saptanan
Mpycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK) izolatlarinin spoligotipleme, MIRU-
VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units —Variable Number of Tandem
Repeats) yontemleriyle genotiplendirilmesi ve dirence neden olan mutasyonlarin tespit
edilmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Ocak 2014-Agustos 2019 tarihleri arasinda Dicle
Universitesi ~Hastanesi ~ Laboratuvari  Mikobakteriyoloji ~ biriminde  klinik
materyallerden izole edilen ve MGIT 960 sistemi ile primer antitiiberkiiloz ilaglara
direngli oldugu saptanan MTBK izolatlar1 dahil edildi. Toplam 69 izolatin 32’si
(%46.4) coklu ilag direncli (CID), 34’ii (%49.3) izoniazid (INH) ile birlikte primer
anti-tliberkiiloz ajanlardan bir veya birkacina, iicli (%4.3) ise rifampine (RIF)
direncliydi. izolatlar spoligotipleme ve 15 lokus MIRU-VNTR yodntemleri ile
genotipik cesitlilik ve klonal iliskiler yoniinden degerlendirildi, GenoType MTBDR
plus (Hain Lifescience, Almanya) kiti ile direncle iligkili gen mutasyonlar1 saptandi.
Bulgular: Spoligotipleme sonucu en ¢ok liyeye sahip aileler T1 (%55.4) ile TUR
(%13.8) idi. izolatlarin yaklasik iigte biri (%36.92) T1 ailesinin SIT53’iinde, %9.23’ii
SIT284, %12.31°1 SIT41°de ve %0.77’s1 herhangi bir aileye dahil olmayan spoligotip
SIT2560°ta kiimelendi. Yedi izolat SIT2560, birer izolat SIT4, SIT608 ve bir izolat
da orphan sus olarak tanimlandi.

RIF direngli izolatlarin 19’unda (%57.6) saptanan, rpoB geninin 531. Gen
bolgesindeki TCG/TTG mutasyonu direngten sorumlu en yaygin mutasyondu. INH
direngli izolatlarin 14’iinde (%46.7) katG315 gen bdlgesinde AGC/ACC mutasyonu,



8’inde (%?26.7) ise inhA gen bolgesinin -15 pozisyonunda C/T mutasyonlar
saptandi.

Sonug: Izolatlarrmizin kiimelendigi majér familyalarin %55.4 ile T1 ve %13.8 ile
TUR oldugu, saptanan kiimelerin genellikle farkli illerden gelen hastalara ait karisik
izolatlardan olustugu ve aralarinda klonal iligki bulunmadigi, direngli izolatlarin
literatiirde belirtilen yaygin mutasyonlar gosterdikleri saptandi.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, ilag direnci, genotipleme

teknikleri



Genotyping of Mycobacterium tuberculosis complex isolates resistant to

primary antituberculosis drugs by molecularmethods

Student’s Surname and Name: SAHIN Halil ibrahim
Adyviser of Thesis: Prof. Dr. Nezahat AKPOLAT
Department: Medical Microbiology

1.2. Abstract

Aim: Genotype determination of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC)
isolates, which were phenotypically resistant to primary anti-tuberculosis drugs, by
spoligotyping and Mycobacterial interspersed repetetive units, (MIRU) - variable
number of tandem repeat (VNTR) typing methods was aimed.

Materials and Methods: MTBC strains isolated from clinical materials in Dicle
University Hospital Laboratory Mycobacteriology unit and found to be resistant to
primary antituberculosis drugs with the MGIT 960 system between January 2014 and
August 2019 were included. Of the 69 isolates, 32 (46.4%) were multi-drug resistant
(MDR), 34 (49.3%) were resistant to one or more of the primary anti-tuberculosis
agents in addition to isoniazid (INH), and three (4.3%) were resistant to rifampin
(RIF). Isolates were evaluated in terms of genotypic diversity and clonal associations
by spoligotyping and 15 loci MIRU-VNTR methods. Resistance genes were
determined by GenoType MTBDR plus (Hain Lifescience, Germany).

Results: Families with the highest number of members by spoligotyping were T1
(55.4%) and TUR (13.8%). Approximately one-third (36.92%) of the isolates
clustered in SIT53 of T1 family, 9.23% in SIT284, 12.31% in SIT41, and 0.77% in
the spoligotype SIT2560, which was not included in any family. Seven isolates were
identified as SIT2560, one isolate SIT4, SIT608 and orphan strain.

TCG/TTG mutation in the 531st gene region of the rpoB gene, found in 19 (57.6%)
of the RIF resistant isolates, was the most detected mutation responsible for
resistance. AGC/ACC mutations were found in the katG315 gene region in 14
(46.7%) of the INH resistant isolates, and C/T mutations were detected in the -15
position of the inhA gene region in 8 (26.7%) of the INH resistant isolates.
Conclusion: The major families in which our isolates clustered were T1 with 55.4%

and TUR with 13.8%, the clusters determined were generally mixed isolates from



patients from different provinces and there was no clonal relationship between them,

and resistant isolates showed common mutations stated in the literature.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, drug resistance, genotyping techniques



2. GIRIS ve AMAC

Insanlik tarihi iizerinde &nemli bir etkiye sahip olan tiiberkiiloz (TB), tarih
boyunca yol actifi salginlarla insanlik tarihine carpici bir bi¢imde damgasini
vurdugu gibi giiniimiizde de en oliimciil bulasici hastaliklardan biri olmaya devam
etmektedir. Etiyolojik ajani heniiz bilinmeden, tiiketim hastalig1, phitiasis, scrofula,
pott hastaligi veya beyaz Oliim olarak adlandirilan TB, akciger dokusunda, lenf
nodlarinda veya viicudun diger organlarinda progresif graniillomatdz veya tiiberkiil
gelisimi ile karakterize bir bakteriyel enfeksiyondur. Tiiberkiiloza, Mycobacterium
tuberculosis kompleksi (MTBK) olarak bilinen ve %99 oraninda genom benzerligi
gosteren, filogenetik olarak yakindan iliskili bir grup aside direngli bakteri(ARB)

neden olmaktadir(1).

Diinya niifusunun dortte birinin MTBK {iyeleri ile enfekte oldugu ve bu kisilerin
aktif tiiberkiiloz gelisimi i¢in on yillarca siirecek biiyiik bir kaynak olusturdugu
tahmin edilmektedir(2,3,4). Kadinlara oranla erkelerde biraz daha fazla gériilmesine
ragmen yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak toplumdaki tiim bireyleri etkileyebilme
potansiyeline sahip olan TB, tek bir bulasici ajandan kaynaklanan kiiresel 6liimlerin

baslica nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir(3).

Bir yoksulluk hastalig1 prototipi olan TB’nin gelisimi ve yayilmasi i¢in bilinen
sosyo-ekonomik ve g¢evresel risk faktorlerine ek olarak, Insan Immiin yetmezlik
viriisii/Kazanilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (HIV/AIDS) ve o6zellikle 1940’1
yillarda baslayan kemoterapide kullanilan antitiiberkiiloz ilaclara karsi, MTBK
suslarinda intrinsik biyolojik faktdrlere bagl olarak var olan ilag direncine ek olarak
kazanilmis diren¢ de ortaya cikmaya baglamistir. Bu predispozan faktorler,
tiiberkiiloza kars1 verilen miicadelenin basartya ulagsmasii zorlastirdigi gibi,
giiniimiizde ¢oklu ilag direncinin de ortaya ¢ikmasimna zemin hazirlamistir. Ozellikle
TB tedavisinde kullanilan birinci segenek antitiiberkiiloz ilaglardan izoniazid ve
rifampisine kars1 coklu ilag direncli (CID-TB, Multi Drug Resistance Tuberculosis /
MDR-TB), ve vyaygin ilag direngli (YID-TB, Extensively drug resistance
Tuberculosis /XDR-TB), olarak adlandirilan, rifampisinin yam: sira herhangi bir

florokinolon grubu antibiyotik ile bedakuilin veya linezolid ilaglarindan en az birine



direncli MTBK suslarinin ortaya ¢ikmasi, post antibiyotik ¢agi baslatmis ve tedavi
edilebilir ve Onlenebilir bir enfeksiyonu yetersiz ve eksik tedavi uygulamalar

sonucunda yasami tehdit eden hastaliga doniistiirmiis durumdadir(1,3,5).

Kiiresel olarak, son on yildir tespit edilmis olan yeni TB vakalarinin igerisindeki
CID-TB veya rifampisine direncli tiiberkiiloz ( RR-TB) vakalarinin orani1 %3-4 iken
daha oOnce tedavi edilmis kisiler arasinda %18-21 diizeyinde oldugu rapor
edilmistir(3). Son kiiresel tahminler, 2020’de yaklasik 350-400 bin yeni CID veya
RR-TB vakasinin tespit edilebildigini ve bunlarin kiiresel diizeyde yillik
antitiiberkiiloz ilaca direngli vakalarin ancak %40’n1 olusturdugu tahmin
edilmektedir. Giiniimiizde CID/RR-TB hastalar1 i¢in uygulanan tedavi rejimleri, ilaca
duyarli TB vakalarindaki tedavi rejimleriyle karsilastirildiginda, bu rejimlerin daha
uzun siireli tedavi siireci gerektirmesi, daha yiiksek toksisite profiline sahip ikinci
secenek ilaglarin kullanimi ve bunun sonucunda hastalar iizerinde ciddi yan etkilere
sahip olmalari, Bedaquilin ve linezolid gibi yeni antitiiberkiiloz ilaglar gelistirilmis
olunsa da, uygulanan mevcut tedavi rejimlerinin tatmin edici olmaktan uzak

oldugunu gostermektedir(3,6,7,8).

Giliniimlizde giderek artan oranda anti-TB ilaglara direngli suslarin ortaya
¢tkmasi, muhtemelen kiiresel sagligin karsi karsiya oldugu en derin zorluklardan
birini olusturmakta ve ilaglarin artik etkili olmadigi bir ¢aga doniis olasiligim
artirdig1 i¢in de TB’nin kontroliinii ciddi sekilde tehdit etmektedir. Ozellikle ¢oklu
ilag direnci gelistirme riski yiliksek olan Cin kokenli Beijing suslarinin kiiresel ¢apta
yayilmasi, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin tiiberkiilozu sonlandirma stratejisi, The
End Tuberculosis Strategy, kapsaminda 2015’e¢ kiyasla 2020 yili i¢in belirlemis
oldugu TB insidansindaki %20’lik ve 2035 yili i¢in belirlemis oldugu %90’lik
azaltma hedefleri i¢in uygulanan programlarin basarisint ciddi oranda tehdit
etmektedir. Bu durumun asilabilmesi ve uygulanan control programlari igin
belirlenen hedefelere ulasimabilmesi i¢in, uygulanan TB kontrol programlarinin
gozden gecirilmesi ve tiiberkiilozun tanisi, tedavisi ve Onlenmesine olanak
saglayacak daha 6zgiil, duyarli, hizli ve maliyet-etkin modern arag¢ ve ydntemlerin

gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir(3,6,9).



MTBK iiyelerinden 6zellikle ¢oklu ilag direnci gosteren izolatlarin yayilmasinin
engellenmesi, bu suslarin tiir tanimlanmalarinin yapilmasini, ilag direng profillerinin
belirlenmesini ve farkli hastalardan elde edilen klinik izolatlar arasindaki filogenetik
iliskilerin belirlenmesini gerektirmektedir. Bu nedenle ¢oklu ilaca direngli klinik
izolatlarin  taginma  zincirlerinin  takip edilmesinde, evrimsel iligkilerinin
belirlenmesinde, direng¢ gelisimine zemin hazirlayan risk faktorlerinin tespitinde ve
epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde; koloni morfolojisi, lireme hizlari,
antibiyotik duyarliliklari, faj tiplendirilmesi gibi geleneksel fenotipik silirveyans
araclar1 yerine TB gelisimine olanak saglayan konakgi-patojen dinamigini
anlamamiza ve klinik izolatlar arasinda filogenetik iliskilerin belirlenmesini miimkiin
kilan molekiiler yontemlerin kullanilmasi zorunlu hale getirmistir. Bu yontemlerin
kullanilmasi, tiiberkiilozun epidemiyolojisinin belirlenmesi amacina hizmet ettigi
gibi DSO’niin kiiresel diizeyde TB eradikasyonu icim uyguladigi programlarin

basartya ulagsmasina da olanak saglayacaktir.

Molekiiler yontemlerin epidemiyolojik alana uygulanmasiyla klinik MTBK
suslarinin  genotiplendirilmesi, molekiiler epidemiyoloji alaninin 6nemli o6lgiide
gelismesine olanak sagladigi gibi MTBK iiyelerinin evrimsel tarihine iliskin
anlayisimizi biiylik oranda degistirmis durumdadir. Ayrica MTBK klinik izolatlarinin
genotiplendirilmesi, TB hastalar1 arasindaki olast epidemiyolojik baglantilari
gostererek, siipheli salginlar1 ve laboratuvar ¢apraz kontaminasyonlarii saptamasi,
niiks vakalarda eksojen reinfeksiyonu ve endojen reaktivasyonunu birbirinden ayirt
edilmesine olanak saglamasi, bu yontemlerin TB’nin epidemiyolojik arastirmalarinda

genis kullanim alan1 bulmasini saglamistir(10).

Giliniimiizde MTBK iyelerinin tanimlanmast ve filogenetik iligkilerinin
belirlenmesi amaciyla tiim genom dizileme (Whole genome sequence=WGS), Single
nucleotide polymorphism (SNP), IS6110 Restriction Fragment Length
Polymorphism (IS6110 RFLP), Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing)
ve Mycobacterial Interspersed Repetitive Units —Variable Number of Tandem
Repeats (MIRU-VNTR) gibi bircok molekiiller metot gelistirilmistir. Mevcut
yontemlerden, tiiberkiilozun molekiiler epidemiyolojik arastirmalarinda en fazla
kullanilanlari, M.tuberculosis’in kromozomal DNA’sinda dagilmis bir sekilde

bulunan insertion sequence (IS) gibi mobil genetik elementlerin sayr ve



konumlarindaki degiskenligi saptayan parmak izi (fingerprint) tabanli bir metot olan
IS6110 RFLP metodu, hemen hemen tiim MTBK {iyelerinde bulunan Direct-Variant
Repeat (DvR) lokuslar1 olarak adlandirilan belirli bir genomik bolgelerdeki
polimorfizmleri hedef alan PCR tabanli bir genotiplendirme metodu olan
Spoligotiplendirme (Spacer oligonucleotide typing) metodu ve yine PCR tabanli bir
tiplendirme metodu olup intergenik bolgedeki degisken sayida tekrar dizileri
(VNTR) iceren c¢oklu genomik lokuslarin polimorfizmine dayanan MIRU-VNTR
metotlaridir. Bu metotlardan IS6110 RFLP tiplendirme metodu, uzun siire MTBK
tiyelerinin molekiiler tiplendirilmesinde altin standart bir metot olarak kullanilmig
olunmasina ragmen, yontemin emek yogun olmasinin yani sira, kiiltir ve DNA
saflastirmas1 i¢in uzun zamana ihtiyag gOstermesi, elde edilen karmagik bant
profillerinin yorumlanmasindaki gii¢liikler ve nihayet IS6110 elementlerinin diisiik
kopya sayist iceren izolatlarda ayirim giicliniin  diisiik olmasi gibi dezavantajlari
sebebi ile, gliniimiizde tliberkiilozun molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarinda, hizl,
tekrarlanabilir ve kolay uygulanabilir olan spoligotiplendirme ve MIRU-VNTR
metotlarinin tek basina veya kombinasyonu daha yaygin bir sekilde kullanilmaya

baslanmig ve IS6110 RFLP metodunun yerini almaya baglamislardir(10,11,12,13).

Bu calismamizin temel amaci; bolgemizde tedaviye cevap vermeyen ve TB
salginlar1 yoniinden risk olusturabilme potansiyeline sahip CID-TB veya YID-TB
suslarinin, TB 6n tanili hasta klinik 6rneklerinden izole edilen genel MTBK izolatlar
arasindaki prevalansini ve bu suslarin Spoligotipleme ve MIRU-VNTR yontemleri
kullanilarak genotipik o6zelliklerini tespit etmek, suslar arasindaki klonal iligkiyi
belirlemek, anti-tiiberkiiloz ajanlara karsi duyarlilik profilleri, direncin molekiiler
mekanizmalar1 ve direng profilleri ile genotip iizellikleri arasindaki muhtemel
iligkiyi aragtirarak bolgemizde TB epidemiyolojisi ile ilgili prediktif veri

olusturmaktir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Tiiberkiilozun Tarihgesi

Diinyadaki en o6liimciil ama ayn1 zamanda tedavi edilebilir ve hatta 6nlenebilir
hastaliklardan biri olan Tiiberkiilloz (TB); muhtemelen bilinen insanlik tarihinden
daha uzun bir ge¢mise sahip olup, eski ¢ag antik enfeksiyon hastaliklarindan biri
olarak ge¢miste oldugu gibi giiniimiizde de her yil diinya capinda milyonlarca
insanin Oliimiine neden olmaktadir. Hastaligin etyolojik ajaninin ortaya ¢ikmasi ve
yayilmasi sosyal ve biyolojik faktorlerle yakindan iligkili oldugundan, muazzam
sosyal ve ekonomik gelismelere ragmen asirlardir dalgalanmalarla seyrettigi bilinen
tiiberkiiloz epidemilerinin meydana gelmesi, bu hastaligin tarihini, toplumlarin
bilimsel, tibbi, sosyal ve politik basarisizliginin tarihi olarak ele alinmasinm

gerektirmektedir.

Bir hipoteze gore; Mikobakterilerin yaklasik olarak 150 milyon yil once
yeryliziinde ortaya c¢iktigr iddia edilmekte ve bulunduklar1 ¢evre sartlar1 ve adapte
olduklar1 konagin yapisina bagli olarak 15-20 milyon yil 6nce bir evrimsel siireg

gecirip alt tiirlere ayrildiklar: diistiniilmektedir(14,15).

Giliniimlizde Mikobakteri cinsi igerisinde 120°den fazla tir tanimlanmis
olunmasma ragmen, bunlarin MTBK olarak siniflandirilan ve konak tropizmi,
patojeniteleri ve fenotipleri farkli olan ¢ok az bir kismi, vertabralilarda enfeksiyon

etkeni olarak izole edilmisleridir(16).

Insan tiiberkiilozu etkeni olan mikobaterilerin en eski tarihsel kanitlar1, yaklasik
olarak MO 8000’¢ kadar eskiye dayanmaktadir(14). Vertebralilarm fosillerindeki
tanimlanmis olan TB kemik lezyonlari, tiiberkiilozun etyolojik ajan1 olan MTBK
tiyeleri ile insan konakg1 arasinda uzun siiredir devam eden iliskinin neolitik doneme
kadar uzandigimi gostermektedir(17). Yakin zamana kadar, insanlarda hastaligin,
neolitik dénem gibi sosyal ve besinsel degisim donemleri sirasinda evcillestirilmis
olduklar1 sigirlarda tiiberkiiloz etkeni olan M. bovis'ten kokenlendigi bilimsel
anlayis1 hakim olmustur(18). Bununla birlikte, M. tuberculosis'in tim genomu

1998'de dizinlendiginde yeni, gézden gecirilmis bir teori ortaya ¢ikmis ve yapilan



karsilastirilmali genom analizleri sonucunda, M. bovis'in M. tuberculosis'ten daha
kiigiik bir kromozoma yapisina sahip oldugunu ve M. tuberculosis’in dogrudan bir
sigir tiiberkiilozu etkeni olan M. bovis’ten evrimlesmesinin miimkiin olmadigini
gostermistir(18). Bu evrim senaryosu daha sonra birgok baska ¢alisma tarafindan da
dogrulanmistir(19,20,21,22).  Yapilan genom dizilimi ¢alismlarina dayanarak, M.
tuberculosis'in yaklagik 35.000 y1l dnce ayr1 bir patojen olarak var oldugu mantikli
gorinmektedir. Bununla birlikte farkli ¢alismalarda, MTBK tiim basillerinin atasinin
yaklasik ti¢c milyon y1l 6nce Dogu Afrika'da hominidleri enfekte etmis olabilecegi ve
20.000-15.000 1l once ilk defa modern M. tuberculosis tiirlerinin ortak atasinin
ortaya ¢ikmis olabilecegi de varsayilmaktadir(23). Ayrica bu basilinin tiim genom
diizenlemesinin aydinlatilmasindan bu yana gecen 20 yilda elde edilen bilgi birikimi,
oldukg¢a basarili bir insan patojeni olan M. tuberculosis’in yeryiiziinde ilk ortaya
cikisindan etyolojik ajani oldugu bilinen mevcut salginlara kadar uzun bir gecmisi

oldugunu da varsaymamizi saglamistir(24).

Milattan Once, 2400’11 yillara kadar dayanan Misir mumyalarinda tiiberkiiloza
6zgl Pott lezyonlar1 ve benzer iskelet deformitelerinin varliginin, TB tarihi iizerinde
calisan arastirmacilar tarafindan ortaya konulmus olmasi, bu hastaligin eski Misir
doneminde de bilindigini gostermektedir. Ayni zamanda benzer anormalliklerin
erken Misir sanatinda acikca gosterilmis olmasi, spinal TB'nin muhtemelen MO
3500'e¢ kadar var oldugunu ve TB'min eski Misir hanedanlarinin erken ve geg
donemlerinde tanimlandigini gdstermektedir. Bununla birlikte, Misir papiriisiinde TB
lezyonlar1 hakkinda higcbir kanit bildirilmemistir. TB'yi tanimlayan ilk yazili belgeler
sirastyla MO 3300 ve 2300 yillarda Hindistan ve Cin'de bulunmustur (25)

Misir'da oldugu gibi, Amerika'da da TB’nin ¢ok eski ¢aglardan beri var oldugu
ile ilgili arkeolojik kanitlar bulunmustur(26,27,28). Pott hastaligi da dahil olmak
tizere kemik tiiberkiilozu Misir'da oldugu gibi Perulu mumyalarda da M. tuberculosis
DNA's1;, mumyalanmis dokulardan c¢esitli yontemlerle gosterilmistir. Amerika'da
Kolomb 6ncesi tiiberkiilozun tarihi And Boélgesinden goriilen vakalara dayandirilsa
da , hastaligin yarikiirede ilk Avrupali kasiflerin gelisinden 6nce meydana geldigine

dair bol miktarda arkeolojik kanit bulunmustur(29).
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Tarihsel siire¢ icerisinde farkli isimlerle anilan tiiberkiiloz asirlar boyu bir¢ok
kisinin yasamimi sonlandirdig1 i¢in “Oliimiin Kaptani, Captain of the Death”,
hastalar1 soldurarak yok ettigi icin “Beyaz Oliim White Death” veya “Beyaz Veba-
White Plaque”, yakaladigr insani eriterek Oldiirdigii i¢in “Tiiketim Hastaligi,
Consumption” adiyla tanimlanmistir. Romalilar bu hastaliga hiriltili nefes alip verme
ve Oksiiriikle balgam atma anlaminda “Phthisis” adin1 koymuslardir. Bizim dilimizde

ise “ince hastalik ” en ¢ok kullanilan tanimidir(30,31,32).

On dokuzuncu yiiz yilda tiiberkiilozun Enfeksiydz dogasinin aydinlatilmasinda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Alman bir doktor olan Johann Lukas Schonlein,
1834'te ilk defa tiiberkiiloz terimini hastalig1 tarif ederken kullanmis ve Fransiz
askeri tip okulunda bir cerrah olan Jean Antoine Villemin 1865°te hastaligin
kiglalarda uzun siire kalan askerler arasinda, sahadakilere gére daha sik goriildiigiinii,
ayrica kirsal kesimden gelen saglikli askerlerin, hizmete basladiktan birka¢ ay sonra
hastaligin  belirtilerini gosteren askerlerle ayni semptomlar1 gosterdiklerini
gozlemleyerek yaptigi calismalarla tiiberkiilozun bulasici bir hastalik oldugunu

bildirmistir.(33)

Paul Ehrlich tarafindan oOnerilen metilen mavisi boyasint modifiye ederek
kullanan iinli bilim adami Dr. Robert Koch, TB’den 6len gen¢ bir hastanin
akcigerinden basili izole ederek, Ortagag Avrupa’sinda kalitimsal bir hastalik olarak
bilinen TB’nin etyolojik ajanini ilk defa izole etmeyi basarmistir. Daha sonra bunu
kiiltiirde iiretmis ve tekrar deney hayvanlaria vererek TB olusturmayi basarmistir.
Buldugu bu etyolojik ajana M. tuberculosis ismini veren Dr. Robert Koch, 24 Mart
1882°de Berlin fizyoloji dernegi toplantisinda bu olaganiistii bulgularini sunmus ve
bu hastalikla miicadele yollar1 hakkinda beyanlarda bulunmustur(*,**). Bu kesfi takip
eden sonraki yillarda, Pirquet ve Mantoux tiiberkiilin cilt testini, 1921 yilinda ise
Calmette ve Guerin de M. bovis’i yaklasik 20 yil siireyle 233 defa pasajlayarak,
basilin zayiflatilmis formundan bir tiiberkiiloz asis1 gelistirdiler. Hastalik yapma
yetenegini yitirmis fakat canli olan bu as1 kokenine Bacille Calmette-Guerin / BCG
ad1 verilmistir. Ilk defa Paris’te basarili as1 calismalarindan sonra asi, Avrupa ve
ABD gibi diinyanin bir¢ok {ilkesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve
zaman icerisinde basarili sonuclar elde edilmistir(30). Seibert ve Glenn(1939) old
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tiiberkiilini saflagtirarak, saflastirilmis bu protein derivesi (PPD)’yle TB varligini
tespit etmeye baslamistir(35).

Jorgen Lehmann(1943) tarafindan bulanan para-amino salisilik asit (PAS),
tiilberkiiloz tedavisinde kullanilan ilk kemoterapdtik olup bakteriyostatik etkisi
nedeniyle tedavide istenilen basariy1 saglayamamistir. Tiiberkiiloz tedavisinde etkili
ilk antibiyotik olan streptomycin’in 1944 yilinda Amerika Birlesik devletlerinde
toprak biyologu olan Selman Waksman tarafindan bir Actinomyces tiirii bir
mantardan izole edilmesi ve tiiberkiiloz tedavisinde kullanilmasiyla bir doéniim
noktas1 meydana gelmistir. Ancak kemoterapide ilaglarin tek basina kullanilmalar
tiiberkiiloz etkenlerinin kisa siirede direng gelistirmesine neden olmus ve tedavi
umutlarinin  zayiflamasina neden olmustur. Kisa bir silire sonra izoniazid’in
tiiberkiiloz basili lizerindeki etkisinin tespit edilmesiyle PAS, INH ve STR’ den
olusan kombine ila¢ tedavisi donemi baslamis ve bu li¢ ilacin 18-24 ay siireyle
devamli olarak kullanilmasiyla tiiberkiiloz hastalarinin % 90-95°i tedavi edilebilir
hale gelmistir. Sonraki yillarda pirazinamid (PZD), ethambutol (ETM) ve rifampisin
(RIF)’in tedavide kullanilmasi, tiiberkiiloz tedavisinde yeni umutlarin dogmasina
neden olmussa da etyolojik ajanin bu ilaglara karst kisa siire igerisinde direng

gelistirmesi, yeni anti-tiiberkiiloz ajanlarinin gelistirilmesini zorunlu kilmistir(36).

Yetmisli yillarda Uygulanan tedavi yontemleri ve asilama programlari sayesinde
geligmis bat1 {ilkelerinde tiiberkiilozun eradikasyonunun basarilmasina ramak kaldig:
diisiiniilmeye baglanmig, bu durum ise tiiberkiiloz kontrol programlarinda
gevsemelerin meydana gelmesine neden olmustur. Ancak seksenli yillarda
AIDS(Acquired Immun Deficiency Syndrome)’in ortaya ¢ikmasi, ekonomik temelli
sorunlar, artan kontrolsiiz gogler, tiim diinyada oldugu gibi Avrupa’da da TB’nin
insidansinda artiy meydana getirmis olmasi nedeniyle, halk sagligi otoritelerinin
dikkatini yeniden {zerinde toplamaya baslamistir(37). Ayrica etyolojik ajanin
giderek artan oranda anti-tiiberkiioz ilaglara diren¢ kazanmasi ve ¢oklu ilag direngli
/CID-TB ile vyaygin ilag direncli/YID-TB suslarin yaygimlasmasi, tedavi
seceneklerini smirlandirarak tehlikenin kiiresel bir boyut kazanmasina neden
olmustur. Bu durum DSO tarafindan uzun yillardir uygulanan tiiberkiiloz Kontrol

Programlarmnin yetersiz oldugunu ortaya koymus ve DSO’niin TB Kontrol
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Programlarimin yeniden ve daha kapsamli bir sekilde revize edilmesinin gerekliligini

ortaya ¢ikarmistir(38,39).
3.2. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler, spor olusturmayan, hareketsiz, aerobik bakteriler olup, boyutlar
ve sekilleri iireme ortamina gore degismekle birlikte 0,2-0,6x1-10 mikrometre
boyutlarinda, hafif kivrik ya da diizglin basillerdir. Mikobakteriler, Genomik
desoksiribontikleik asitlerinde(DNA) olagandis1 bir sekilde yiiksek bir guanin ve
sitozin (G+C) igerigine (%61-71 mol) ve bakteriler arasinda hiicre duvarlarinda
muhtemelen en yiiksek lipid igerigine sahip olup, Actinomycetales takiminin
Mycobacteriaceae familyasi igerisinde simiflandirilmiglardir. Hiicre duvarlarinda
peptidoglikan tabaka bulunmasi nedeniyle Gram(+) bakterilere benzerlik gosterseler
de, bakteri duvarinda bulunan hidrofobik lipid molekiilleri nedeniyle dezenfektanlara
ve yaygin laboratuvar boyalarina (anilin boyalar) karsi direng gosterirler. Bu nedenle
Anilin ve diger bazi yogun boyalar1 almalar i¢in ya 1sitalarak boyanmalart ya da
uzun silire boyaya maruz birakilmalar1 gerekmektedir. Mikobakteriler Ziehl-Neelsen
ya da Kinyoun boyama yontemleri ile bir kez boyandiktan sonra, asit-alkolle
muamele edildiklerinde boyay1 birakmadiklarindan, aside direncgli bakteriler(ARB)
olarak adlandirilirlar.(40,41)

Mikobakteriler ile diger yakindan iligkili cinsler (Corynebacterium, Gordona,
Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus ve Dietzia) benzer hiicre duvari bilesiklerine
ve yapilarna sahip olmalar1 nedeniyle bazi fenotipik  benzerlikler

gostermektedirler(42).
3.2.1. Mikobakterilerde hiicre duvar yapisi

Mikobakterilerdeki hiicre ¢eperinin olagan iistii karmasikligi, mikobakterileri
diger bakterilerden ayiran en temel 6zelliklerden biridir. Mikobakterilerdeki hiicre
duvarmin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesiyle ilgili caligmalar, 1960 ve 1970'lerde
baglatildi. Uzun bir sessizlik doneminden sonra, NMR ve kiitle spektral analizlerdeki
gelismeler ile M.tuberculosis genomunun aydinlatilmasi ile ilgili incelemeler, sadece
mikobakteriyel hiicre duvari yapisinin ve igerdigi lipidlerin yapisinin degil, aym
zamanda bu siireclerin genetik temeli ve biyosentez asamalarini da anlamamizi

saglamistir. M.tuberculosis’te, bakterinin hayatta kalmasi ve viriilansi i¢in hayati bir
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oneme sahip, hidrofilik maddelere kars1 bir gegirgenlik bariyeri olusturan, lipid ve
karbohidrat molekiillerinin yogun oldugu, olagan dis1 bir hiicre duvar yapisina sahip
oldugu belirlenmistir. Mikolil-arabinogalaktan peptidoglikan kompleksi olarak
adlandirilan bu biiyiilk makromolekiiler yapilar ve fosfatidil-miyo-inositol bazl
lipoglikanlar, mikobakteriyel hiicre duvarinin temel O6zelliklerini belirlemektedir.
Bugiinkii bilgilerimize gore; ii¢ tabakadan olusmus hiicre duvarinin en i¢ tabakasini
bakteri hiicre membrani olusturmakta ve orta tabakanin iskeleti ise peptidoglikan ve
arabinogalaktandan olugmaktadir. Peptidoglikan tabaka fosfodiester baglariyla
Mpycolylarabinogalaktan =~ (mAG)’a  kovalent  olarak  baglanmig  olup,
Mycolylarabinogalaktan (mAG) da hiicre zaria dikey dogrultuda dallanmis mikolik
asitlere baglanmistir. Bu mikolik asitler, M. tuberculosis'in bir¢cok fizyolojik ve
viriilansindan sorumlu gergekten 6zel bir lipid bariyeri saglamaktadir. Bakteri
duvarinda mikolik asitlerden baska ¢ok fazla sayida lipid, glikolipid ve
peptidoglikolipid bulunmaktadir. Bu maddeler bakteri duvar agirliginin yaklasik
olarak %60-65’ini olusturmaktadir. Lipidler arasinda trehalose monomycolatlar ve
trehalose dimycolatlar gibi fagozomlarin go¢iinii engelleyen ve grandliim olusumunu

provake eden agillenmis trehalozlar bulunmaktadir(43,44).
3.3. Mikobakterilerde Ureme Ozellikleri

M. tuberculosis, Uygun laboratuvar sartlar1 altinda her 12 ila 24 saatte bir
boliinmektedir. Bu jenerasyon zamani, dakikalarla 6l¢iilen boliinme siirelerine sahip
kiiltiire edilebilir ¢ogu diger bakterilerle karsilagtirildiginda son derece yavastir.
Yavas boliinme hizi, besin alimim siirlayan hiicre duvari gecirimsizligi tarafindan
kismen belirlenebilirse de, yapilan bazi caligmalarda riboniikleik asit (RNA)
sentezinin, tiiberkiiloz basilinin uzun boliinme siiresi ile iliskili ana faktér oldugunu
ortaya koymustur. Bu calismalarda mycobacterium tuberculosis’teki RNA/DNA
oraninin ve RNA niikleotit zincirinin uzama hizinin, Escherichia coli’ye oranla on
kat daha yavas oldugu ortaya konulmustur(45). Mikobakterilerin {iireme
gereksinimleri ¢ok fazla oldugu i¢in, laboratuvar ortaminda kiiltiirlerinin
yapilmasinda kati ya da sivi bazli sentetik veya yari sentetik zenginlestirlmis
besiyerleri kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu amagla MGIT 960, BACTEC-TB 460,
MYCOLOR TK gibi s1v1 besiyerleri veya Lowenstein-Jansen gibi kat1 besiyerleri
kullanilmaktadir ya da her iki besiyerleri birlikte kullanilmaktadir. Mikobakteriler
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aerob bakteriler olmalarina ragmen laboratuvar ortamindaki ilk izolasyonlarinda %5-
10 oraninda CO;’in bulunmasimin bakteri gelisimini destekledigi belirlenmistir.
Basilin ¢ogalabildigi sicaklik ve hidrojen iyonu konsantrasyon araliklari nispeten
dardir. Lowenstein-Jansen besiyerinde optimum iireme 1sis1 olan 37(28-42)°C de ve
pH 7.0+0.2’de, ortalama 4-6 haftada iirerler. Sivi bazli besiyerlerinde bu siire daha
kisa olup, MGIT 960 sivi besiyerinde ortalama iireme siiresi 7-14 giline kadar

kisaltilabilmistir(46,47).
3.4. M. Tuberculosis Genom Ozellikleri

Mikobakteriyel genomlarin organizasyonunun kapsamli olarak anlagilmasi, 1998
yilinda M. tuberculosis'in tam genom dizisinin aydinlatilmasiyla baglamistir.
Patojenik karekterdeki mikobakterilerin biyolojisini anlamak ve bu patojenlere karsi
yeni profilaktik ve terapotik miidahale yontemleri gelistirmek amaciyla 1998 yilinda
M, tuberculosis’in en iyi karekterize edilmis susu olan, H37Rv susunun tam genom
dizilimi belirlenmistir. Genom analizi sonucunda kromozomunun halka seklinde
oldugu, 4.411.529 baz cifti igerdigi ve yaklasik olarak 4.000 gen icerdigi
belirlenmistir. DNA’larinda ¢ok yliksek oranda G+C(% 62-70) igerigine sahip olan
bu bakteriler, mikolik asit tlreten Nocardia(%60-69), Rhodococcus (%59-69) ve
Corynebacterium spp.(%51-59) gibi diger bakteri tlirleriyle benzerlik gostermelerine
ragmen, genom kapasitesinin ¢ok biiylik bir boliimiiniin lipogenez ve lipoliz ile ilgili
enzimlerin kodlanmasina ve antijenik varyasyon icin bir kaynak olusturan
tekrarlayan bir yapiya sahip glisin bakimindan zengin iki yeni protein ailesine
ayrilmis  olmasi  bakimindan  diger  bakterilerden  olduk¢a  farklilik
gostermektedirler(48,49).

3.5. Mikobakterilerin Smmiflandirilmasi

Actinomycetales takiminin Mycobacteriaceae familyasinin igerisinde yer alan,
Mycobacterium cinsi yaklasik olarak 169 farkli tiir barindirmaktadir. Bu tiirlerin
cogu dogada saprofit olarak bulunurken bir kismi insan ve havyanlar i¢in klinik bir
oneme sahiptir. Bu tiirler M, tuberculosis kompleksi (MTBK), M. leprae ve bunlarin
disinda kalan Tiiberkiiloz dis1 (Nontuberculous mycobacteria=NTM) olmak {izere ii¢

ana gruba ayrilir(50). TB’un etyolojik ajan1 olan MTBK {iyeleri tanimlanmis
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herhangi bir ¢evresel rezervuarlart olmayan, insan ve hayvanlarin hiicre ici

patojenleridirler.

Cografi dagilimlari, belirli fizyolojik 6zellikleri (koloni morfolojisi, inhibitorlere
duyarlilik profilleri v.b) ve Mikobakteri genomik analizleri dikkate alinarak, konak
secicilikleri ve patojeniteleri farkli olmasina ragmen, DNA benzerlikleri temel
almarak yakin iligkili tiirlere “kompleks” adi verilmektedir. Bu tanimlaya gore,
yiiksek oranda niikleotid dizi benzerligi gosteren, M. tuberculosis, M africanum, M
bovis, M bovis BCG, M microti, M caprae, M canettii, M mungi, M orygis ve M
pinnipedii gibi mikobakteriler, M. tuberculosis kompleks/MTBK
adlandirilmaktadirlar(46,47,50). MTBK igerisinde yer almayan diger mikobakteriler,
Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler /TDM ve ya atipik mikobakteriler olarak

siiflandirilirlar.
3.5.1. Fenotipik ozelliklerine gore simiflandirma

Mikobekteri genusuna ait tiirlerin siniflandirilmasinda koloni morfolojisi ve
tireme hizlari, pigment iiretimi gibi bazi biyolojik 6zelliklerine gore siniflandirma
islemleri Ernest Runyon tarafindan 1950°de ger¢eklestirilmistir(51,52). Daha 6nce de
belirtildigi gibi mikobakteriler ; MTBK, M. leprae ve bunlarin disinda kalan NTM
olmak lizere li¢ ana gruba ayrilir. M. tuberculosis ve MTBK tiirleri yavas trerler,
kolonileri ya pigmentsizdir ya da acik ten rengindedir (Resim:1). Evrimsel genom
indirgemesi nedeniyle diger tanimlanmis tiim mikobakteri tiirlerinden genetik ve
fenotipik olarak farkli olan M Ileprae’min bu giine kadar in vitro kiltiiri
yaptlamamistir. Atipik mikobakteriler olarak adlandirilan Ugiincii ana biiyiik grubu
olusturan mikobakteriler, lireme hizlar1 ve pigmentasyon 6zelliklerine gére Runyon
tarafindan; yavas iireyen fotokromojenler (6rnegin, M. kansasii, M. marinum), yavas
tireyen skotokromojenler (6rnegin, M. gordonae), yavas 1lreyen pigmentsiz
mikobakteriler (6rn. M. avium, M. intraselliiler) ve hizla iireyen mikobakteriler (6rn.
M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus) olmak tlizere 4 gruba ayrilmistir. Hizl
tireyen mikobakteriler bu giine tanimlanmis atipik mikobakterilerin yaklagik %95 ini
olusturan ¢ogu saprofit veya insan ve hayvanlar i¢in non-patojen mikobakterilerdir
(Tablo). Giiniimiizde Mikobakterilerin hizli tespiti ve tanimlanmasi i¢in kullanilan

yontemler bu semay1 daha az 6nemli hale getirmistir(53,54,55).
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3.5.2. Genotipik ozelliklerine gore siniflandirma

Konak tropizmleri, fenotipleri ve patojeniteleri farkli bir grup, insan ve hayvan
petojeni olan MTBK iiyeleri, %99.9 oraninda genom niikleotid dizilimi benzerligi
gostermektedir(19,56). Hepsinin ortak bir atadan tiiredigini varsayarsak, bazilarinin
yalnizca insan (M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii) veya kemirgen
patojenleri (M. microti), digerlerinin ise genis bir konak¢r spektrumuna (M. bovis)

sahip olmasi sasirticidir.

Bu farkli konak adaptasyonlar1 ve patojenitelerine ragmen, MTBK {iyeleri
%0,01-0,03 oraninda sinonim niikleotit varyasyonlar1 gostermektedir. Bununla
birlikte analizler i¢in hedeflenmis bu genomik varyasyon bdlgelerin varligi veya
yoklugu, SNP veri kiimelerinin karsilastirilmasi yoluyla klonal farklilik gosteren bazi

belli bagh filogenetik kdkenler ayirt edilebilmektedir.

Yapilan karsilagtirilmali genomik analizler sonucunda MTBK iiyeleri arasinda
delesyona bagli olarak genetik materyal kaybini temsil eden ve genom biiytikliigii 2-
12.7 kb arasinda degisen 16 farklilasma bolgesi (Regions of Difference=RD1-16)
tespit edilmistir. Bu grupta rekombinasyon heniiz tespit edilmediginden, kayip bir
DNA dizisi tekrar kazanilmayacagi ve bu durumun klonal farkliliklara yol agacagi
diisiiniilmektedir. Farklilasma bolgeleri(RD) ve secilen bazi genlerdeki sekans
polimorfizmleri kriter alinarak yapilan bir ¢alismada, MTBK iiyelerinin filogenetik

evrimsel semasi(Sekil 1) ortaya konulmustur(19,57).
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Sekil 1. Belirli soylarda ardisik DNA kaybini gosteren tiiberkiiloz basilinin 6nerilen
evrimsel semasi(57)

RD polimorfizmleri kriter alinarak yapilan karsilastirilmali genomik ¢aligmalara
gore; MTBK iiyelerinden M.tuberculosis ve M.canettii’nin RD9 farklilasma
bolgesini korumus olmalariyla diger MTBK {iyelerinden filogenetik olarak ayrilirlar.
M.tuberculosis RD1, RD2, RD4, RD7, RDS, RD9Y, RD10, RD12, RD13 ve RD14
farklilasma bolgelerini korumustur. Bu RD profili M.tuberculosis’i diger MTBK
tiyelerinden filogenetik ve evrim sirast yoniinden ayirmaktadir. M.tuberculosis RD9
bolgesine ek olarak RD4-RD11 farklilasma bolgelerini korumus olmasiyla
M.bovis’ten, M.bovis RD1, RD2, RD4 gen bolgelerini kaybetmis olmasiyla M. bovis
BCG’den filogenetik olarak farklilagtirmaktadir. (Brosch et al. 2002). M. bovis, RDI1,
RD2, RD4,RD12, RD13, ve RD14 gen bolgelerinin delesyona ugramis olmasiyla M.

microti ‘den ayrilmistir(58).

Tipik olarak M .africanum cografi kokene ve biyokimyasal 6zelliklere gore iki
ana alt gruba ayrilmaktadir. M. africanum alt tiirlerini igeren bu alt gruplar; Bati
Afrika kokenli ve M. bovis benzeri Ozellikler sergileyen subtip I, Dogu Afrika
kokenli ve M. tuberculosis benzeri Ozellikler gosteren subtip II’dir. M.africanum
RD?9 bélgesinin delesyonuyla M.tuberculosis ve M.canettii’den, RD7, RD8 ve RD10
farklilagsma bolgelerinin delesyonuyla birbirlerinden ayrilmiglardir (19,58).

Diger bakterilerle karsilastirildiklarinda, MTBK f{iyeleri arasinda %0,01-0,03
oraninda sinonim niikleotit varyasyonlar1 gostermeleriyle genetik homojenligin en ug
orneklerinden birini olustururlar. Bu durum MTBK {yelerinin farkli konak
adaptasyonlari, cografi dagilimlar1 ve patojenitelerine ragmen ortak bir atadan kdken
aldiklarim1 diisiindiirmektedir. MTBK {iyelerinden insanlara adapte olmus, M.
tuberculosis sensu strictu olarak adlandirilan ve bazilar1 kiiresel bir yayilim
gosterirken bazilar1 da ancak belirli bolgelerle sinirli olan yedi soy tanimlanmistir
(59,60). Bu soylar MBTK dyelerinin 20 farkli genomik bdlgesinin
insersiyon/delesyon analizine dayanarak belirlenmistir. Bunlardan soyl; Dogu
Afrika, Filipinler, Hint Okyanusu bolgesinde, soy 2 Beijing susu da dahil Dogu
Asya’da, soy 3 ; Dogu Afrika, Orta Asya’da, soy 4 : Avrupa, Amerika, Afrika’da, M.
africanum filogenetik olarak farkli iki soya boliinmiis olarak, soy 5 ; Bat1 Afrika 1 ve

soy 6 ; Bati Afrika 2 ve soy 7: Etiyopya’da olmak iizere cografi bolgelere
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dagilmiglardir (Sekil 2). Genomik delesyonlarin filogenetik analizlerine dayanarak
MTBK'ye 6zgii bir TbD1 (specific deletion 1) bolgesinin varligi veya yokluguna
dayanarak bu soylar modern(TbD1-) ve ya antik(TbD1+) soylar olarak iki alt gruba
ayrilabilir. Buna gore Beijing, African ve Haarlem suslarini igeren 2,3 ve 4 soylari
modern soylar iken, 1, 5, 6 ve 7 soylari ile M. bovis, M. microti ve M. pinnipedi gibi

konak adaptasyonlar1 hayvanlar olan soylar antik soylar olarak gruplandirilmistir(18).
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Sekil 2. MTBK iiyelerinin genom ¢alismalarina dayali filogenetik soylari(18)
3.6. Diinyada ve Tiirkiye’de Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

M tuberculosis’in tim genom analizlerinin gergeklestirilmesinden bu yana
giderek artan oranda elde edilen bilgi birikimi, basilin yeryiiziinde ilk ortaya
cikisindan, tarith boyunca yaptigi salginlara kadar, insanlik tarihindeki izlerini
stirmemize olanak saglamistir. Milyonlarca y1l 6nce dogada ortaya ¢ikmis olan
cevresel mikobakterilerden, yatay transfer mutasyonu yoluyla evrimlesmis olan
mikobakteriyel tiirlerin, ilk olarak orta Afrika’da insanlara adapte olmus ve daha
sonra Ortadogu’ya ve Uzakdogu’ya yayildig1 tahmin edilmektedir. Tiiberkiiloz un ilk
biiyiilk epidemilerinin, diinyanin en eski yerlesik medeniyetlerinin bulundugu
Mezopotamya bolgesindeki yerlesik hayatla birlikte ortaya ¢iktig1 ve ardindan Dogu
Asya, Akdeniz bolgesi, Rusya ve Kuzey Avrupa dahil olmak tlizere diger bolgelere
yayildig1 varsayilmaktadir (24).

Tiiberkiiloz basilinin Robert Koch tarafindan kesfedilmesinden bir yiizyildan

fazla bir slire gegmis olmasina ragmen, tliberkiilloz tek bir bulasict ajandan
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kaynaklanan kiiresel liimlerin baglica nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir.
Diinya niifusunun yaklagik Dortte birinin M. tuberculosis kompleks iiyeleri ile latent
olarak enfekte oldugu ve bu enfekte kisilerin yaklasik olarak %10'unun yasamlarinin

bir noktasinda aktif enfeksiyon gelisecegi diisiiniilmektedir (61).

Tiiberkiiloz tan1 ve tedavisindeki gelismeler 20. yy ortalarinda gelismis iilkelerde
enfeksiyonun goriilme sikliginda ve mortalite oranlarinda 6nemli bir azalma saglamis
olsa da ylizyilin sonlarinda artan AIDS vakalar1 ve ¢oklu ilaca direngli M.
tuberculosis suslarmin ortaya ¢ikmasi, tiiberkiilozun tekrar giindeme gelmesine

neden olmustur(62).

Afrika’daki HIV epidemisinin TB vakalar1 ve oliimlerinin sayist tlizerindeki
dramatik etkisi DSO’niin 1993°te TB igin kiiresel diizeyde acil durum ilan etmesine
ve TB nin bakimi ve kontrolii i¢in biitiin iilkelere Dogrudan Gozetimli Tedavi
(DGTS) stratejisi uygulamalarimi ve bdylelikle tiiberkiilozun eradikasyonunu
gerceklestirmeleri icin  harekete gegmelerini  Onermistir. Bu stratejiyle TB
insidansinda ve neden oldugu 6liim oranlarinda 6nemli oranda azalma saglanmis
olunsa da HIV ile enfekte kisilerin sayisinda meydana gelen artis ve CID-TB ile
YID-TB suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasiyla ilgili artan kiiresel endiseler,
Diinya Saghk Orgiiti'nii TB'yi kiiresel olgekte daha etkin bir sekilde ele alma
thtiyacini ortaya ¢ikarmistir. MTBK tiirleri arasinda artan oranda gelisen ilag direnci,
yoksulluk, diizensiz gocler, yetersiz beslenme ve gelir adaletsizligindeki dagilim
ozellikle geri kalmis ve gelismekteki olan iilkelerde DSO tarafindan o6nerilen
eradikasyon programlarinin yetersiz uygulanmasina neden olmustur. Bu durum DSO
nin iki bin yili i¢in belirlemis oldugu hedefin tam olarak ger¢eklesmesini
engellemistir. Bunun {izerine DSO 2015 yilinda 1990 verileri baz almarak, TB’nin
kiiresel yiikiinii azaltmak ve tiiberkiiloza bagli 6liimleri yiizde elli oraninda azaltmak
icin Tiiberkiillozu Durdurma Stratejisi (The Stop TB Strategy) programini
uygulamistir. Ardindan 2050 yilinda tiiberkiilozu biiyiilk oranda eradike etmeyi
hedefleyen ve 2015 ile 2035 yillar1 arasinda uygulanacak olan END TB stratejini
uygulamaya baslamistir(3,63,64,65).

DSO, 1997'den beri her yil kiiresel bir TB raporu yaymlamaktadir. Bu raporun

amaci, TB salgininin durumunu ve kiiresel stratejiler ve hedefler baglaminda bu
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epidemiye karsi verilen miicadelenin etkinligini bolgesel ve ulusal diizeylerde
kapsamli ve giincel bir degerlendirmesini yapmaktir. Bu raporlar baslica, DSO niin
iiye iilkelerden toplamis oldugu verilere dayanmaktadir. DSO’niin 2021 TB raporu
diinya niifusunun yaklasik olarak %99 unu kapsayan 197 iilke ve bdlgeden elde

edilen verilerin analiz edilmesiyle hazirlanmistir(3).

Glinlimiizde halk sagligi acisindan ciddi bir tehdit olmaya devam eden
tiiberkiiloz, 2020’de diinya {lizerindeki en yaygin 6liim nedenleri arasinda on iigilincii,
tek bir enfeksiyon ajanindan kaynaklanan 6liimii nedenleri arasinda 2.ci sirada yer
almaktadir. DSO tarafindan 2021 yilinda yaymlanan kiiresel tiiberkiiloz raporuna
gore; 2020 yilinda Diinya capinda tahminen 9,9 milyon (8,9—11 milyon) yeni
tiiberkiiloz vakasinin meydana geldigini(127/100 000) ve TB enfeksiyonu nedeniyle
1,3 milyonu(1,2-1,4 milyon) HIV negatif kisiler arasinda, 214 000(187 000-242
000)’1 HIV pozitif kisiler arasinda olmak iizere toplamda 1,5 milyondan fazla kisinin

Olimiine neden oldugu tahmin edilmektedir(3).

DSO niin 2021 raporuna gore Cografi olarak, 2020 de tahmini olarak TB
olgularinin ¢ogu, Giineydogu Asya (%43), Afrika (%25) ve Bati1 Pasifik (%18)
bolgeleri ile daha az bir kism1 Dogu Akdeniz (%8.3), Amerika (%3.0) ve Avrupa
(%2.3) bolgelerindeydi. Ulkeler bazinda diisiiniildiigiinde, Yiiksek TB yiikiine sahip
olan 30 iilke, diinya capinda tiim tahmini TB vakalarinin %86'sin1 olusturuyordu. Bu
iilkelerden, Hindistan (%26), Cin (%8.5), Endonezya (%8,4), Filipinler (%6,0),
Pakistan (%5,8), Nijerya (%#4,6), Banglades (%3,6) ve Giiney Afrika (%3,3) olmak

tizere sekizi, TB vakalarinin kiiresel toplamin iigte ikisini olusturuyordu (3).
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Sekil 3. Vaka sayisi acisindan ilk sekiz sirada yer alan ve 2020'deki kiiresel vakalarin
ticte ikisini olusturan sekiz tlilke(3)

Ulusal TB salginlarinin insidansi, yilda 100.000 niifus basia diisen TB vakast
sayist ile belirlenmekte olup bu oran iilkeler arasinda biiyiikk farkliliklar
gostermektedir(sekil 4). 2020'de TB insidansi ¢ogu Amerika, Avrupa, Dogu Akdeniz
ve Bat1 Pasifik Ulkelerinde olmak iizere 57 iilkede TB insidans1 yillik 100.000 kiside
10’dan az vaka goriiliirken, Yiiksek TB yiikii olan 30 iilkenin ¢ogunda 100.000
kiside 150-400 TB vakast bildirilmistir. Orta Afrika Cumhuriyeti, Kore Demokratik
Halk Cumbhuriyeti, Gabon, Lesoto, Filipinler ve Giliney Afrika'da TB insidansi
100.000 niifus basina 500'den fazla TB vakas1 bildirilmistir.(3)

Sekil 4. 2020 yil1 Tahmini TB insidans oranlari(3)

Yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak tiim bireyleri etkileme potansiyeline sahip
olan tiiberkiilloz, kadinlarla karsilastirildiginda erkeklerde biraz daha fazla
goriilmektedir. 2020 de goriilen vakalarin %56 sin1 yetiskin erkekler, %33 {inii
yetiskin kadinlar ve %11 inin ¢ocuklardan olustugu rapor edilmistir. 2020'de kiiresel
olarak, HIV-negatif insanlar arasindaki TB Oliimlerinin yaklasik %841 ve HIV-
negatif ve HIV-pozitif insanlar arasindaki toplam TB dliimlerinin %851 DSO Afrika
ve Gilineydogu Asya bolgelerinde meydana geldigi rapor edilmistir. HIV negatif
kisiler arasindaki Sliimlerin %53"i erkek, %32'si kadin ve %16's1 ¢ocuklardir (<15
yas). HIV pozitif kisilerde tiiberkiiloz 6liimlerinin %50'si erkek, %401 kadin ve
%9,8'inin ¢cocuk oldugu bildirilmistir(3).
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Sekil 5. HIV negatif kisilerde 2020 yili tahmini TB 6liim oranlari(’)

Antimikrobiyallere direng¢ dogal bir fenomendir, bununla birlikte M.
tuberculosis'teki anti-TB ilaglara direng, genellikle yetersiz veya eksik tedavi
sirasinda spontan ila¢ direnci mutasyonlarinin yapay seciminden kaynaklandigi i¢in
“insan yapim1” olarak kabul edilir. Yaklasik olarak bundan otuz bes y1l 6nce Michael
Iseman, effektif olmayan TBC kontrol programlarinin ‘bilingsiz  genetik
mithendisligine' isaret etti ve patlamay1 bekleyen zaman ayarli bir bomba konusunda
uyarida bulundu. Birinci basamak ilaglara kars1 direnci 6nlemekte veya kontrol altina
almamakta, "Son derece tedavi edilebilir bir enfeksiyonu farkinda olmadan tedavisi
asir1 derecede pahali olan, yasami tehdit eden bir hastaliga doniistiiriiyoruz" diye

yazdi(66,67).

Ilaca direngli tiiberkiiloza yanit vermek, muhtemelen kiiresel sagligin karsi
karsiya oldugu en derin zorluklardan biridir. Anti-TB ilaglara diren¢ gelisimi,
1947'de (streptomisin) piyasaya siiriildiikten kisa bir siire sonra tespit edildi.
Gegtigimiz 40 yil iginde, giderek artan oranda TB suslarinda klinik, epidemiyolojik
ve laboratuvar verilerine dayanan ¢esitli ilag direnci modelleri ortaya ¢ikmustir. ilag
direncinin belirlenmesi, TB nin bakteriyolojik olarak dogrulanmasini, hizli molekiiler
testler ve dizileme teknolojilerinin kullanimi ile ila¢ direncinin test edilmesini

gerektirmektedir(68,69).

Giiniimiizde DSO, ilaca direngli TB vakalarin1 bes kategori smiflandirmaktadir.
Bunlar; izoniazide direngli TB, RR-TB, CID-TB, pre-extensively drug-resistant TB
(pre-XDR-TB) ve YID-TBdir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan primer anti-

23



tiiberkiiloz ilaglardan en etkili iki birinci basamak ilag olan izoniazid ve rifampisine
kars1 direncin birlikte goriilmesi CID-TB olarak tanimlanir. Bu iki antitiiberkiiloz
ilaca direng en etkili iki primer antitiiberkiiloz ajan1 olduklarindan klinik 6neme
sahiptirler. Pre-XDR-TB, rifampisine ve herhangi bir florokinolon'a direngli TB'dir.
YID-TB, rifampisin ile birlikte herhangi bir florokinolon ve ayrica bedakuilin ve

linezolid ilaglarindan en az birine direngli TB'dir.(3)

Kiiresel olarak, son on yildir tespit edilmis olan yeni tiiberkiiloz vakalarinin
icerisindeki CID-TB veya RR-TB'nin (CID/RR-TB) vakalarinin oram %3-4, daha
once tedavi edilmis kisiler arasinda %18-21 diizeyindedir. Bu oran 2020 yili i¢in
tahminen 350-400 bin civarinda kisi olup ¢ogunlugu pulmoner TB vakalarindan
olugmaktadir(WHO2018-19-2020-2021). 2020'de diinya ¢apinda akciger tiiberkiilozu
teshisi konan 4,8 milyon kisiden %59'unun bakteriyolojik olarak dogrulandig: tespit
edildi. Bakteriyolojik olarak dogrulanmis bu vakalarin %71'c1 (2,1/3,0 milyon)
rifampisin direnci i¢in test edilmis olup, bunlar arasinda toplamda 157 903 TB vakasi
ilaca direncli olarak tespit edilmistir. Bunlarin 132 222 MDR/RR-TB vakasi ve 25
681 XDR-TB o6ncesi veya XDR-TB vakasi tespit edildi. 2019°da tespit edilmis olan
201 997 direngli TB vakasi ile karsilastirildiginda yaklasik olarak %22’lik bir diisiis
oldugu gozlemlenmektedir. 2019 da 177100, 2020'de diinya ¢apinda 150 359 yeni
CID/RD-TB hastas: tedavi almaya baslamistir. (WHO2021) 2018'den 2020'ye kadar
tedavi edildigi bilinen kayith CID/RD-TB'li kiimiilatif toplam hasta sayis1 482
683'tiir ve bu rakam, DSO’niin (2018-2021) yillar1 aras1 igin belirlemis oldugu 1,5
milyonluk hedefin yalmizca %32'sine denk gelmektedir. Ayrica Cin, Demokratik
Kongo Cumhuriyeti, Hindistan, Endonezya, Nijerya, Pakistan, Filipinler, Rusya
Federasyonu, Giiney Afrika ve Vietnam tahminen kiiresel CID/RD-TB yiikiiniin
yaklasik %70’ini olusturmaktadir(6,7,3)

Giliniimlizde giderek artan oranda anti- tiiberkiiloz ilaclara direngli suslarin
ortaya ¢ikmasi hem halk sagligini hem de tiiberkiiloza karsi verilen miicadelede
uygulanan programlarin bagarisim ciddi oranda tehdit etmektedir. DSO’niin
baslatmis oldugu Tiiberkiiloz Sonu Stratejisi, 2015’e kiyasla 2020’e kadar tiiberkiiloz
insidansint %20 azaltmay1 ve tiiberkiilozdan 6liim oranin1 % 35 azaltmayi, 2035°te
ise TB insidansin1 %90 azaltmay1 ve 6liim oranini ise %95 azaltmay1 hedeflemistir.

Kiiresel olarak, TB insidans oranindaki ortalama diisiis oran1 2000-2018 déneminde
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yillik ortalama % 1,6 ve 2017 ile 2018 arasinda % 2,0 oldugu kaydedilmistir. 2015
ile 2018 arasindaki kiimiilatif azalma yalnizca% 6,3'tii. Bu oranlar Tiiberkiilozu
sonlandirma stratejisinin 2015-2020 yil1 periyodu i¢in hedeflenmis olan % 20'lik bir
azalmanin ¢ok gerisinde bir orandir. 2015 ile 2020 yillar1 arasinda Tiiberkiiloz
kaynakli 6liim sayisindaki kiiresel diisiis oran1 % 9,2 olup, bu oran DSO’ niin 2020
yilt i¢in belirlemis oldugu tiiberkiilozu sonlandirma stratejisinin hedeflemis oldugu %
35'lik diislis oraninin yaklasik olarak dortte birine denk gelmektedir. Bu oran
DSO’niin 2020 yil1 igin belirlemis oldugu Tiiberkiilozu sonlandirma stratejisinin
kilometre taslar1 olan rakamlara ulasmak icin yeteri diizeyde olmadigimizi

gostermistir( 2,3,6,70).

Ulkemizde tiiberkiiloza kars1 verilen miicadelenin tarihi bir yiizyildan daha fazla
bir ge¢mise sahip olmasina ragmen, tiiberkiilozun kontrolii ve eradikasyonu icin
verilen sistematik cabalar, DSO tarafindan 2007 benimsenmis olan tiiberkiilozu
durdurma stratejisine paralel ve ayni standartlara sahip “Ulusal Tiiberkiiloz Kontrol
Programi1” n1 uygulamasiyla baslamistir. Bu amacin gerceklestirilmesi icin gerekli
olan, planlama, alt yapi, biitce ve insan kaynaklar1 Saglik bakanligi tarafindan
karsilanmaktadir. Bu program kapsaminda herhangi bir sosyal gilivenceye
bakilmaksizin tiiberkiilozlu ve ya temashh tiim vatandaglarimiza, saglik
kuruluslarindan ila¢ temin edilip dagitilmaktadir. Ayrica Dispanser ve saglik
kuruluglarina kayitli tan1 konulan her bir tiiberkiilozlu hastanin verileri toplanarak
analiz edilip raporlanmaktadir. Elde edilen veriler ulusal tiiberkiiloz raporlar1 haline
getirilerek yayinlanmaktadir. Ayn1 zamanda bu veriler “Diinya Saghk Orgiitii
Tiberkiilloz Ag1’” na girilerek, Kiiresel Tiiberkiiloz Raporlarinin hazirlanmasina

katkida bulunulmaktadir.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bir halk saglig1 sorunu olmaya devam
eden Tiiberkiilozla ilgili Tirkiye halk sagligi kurumunun 2020 yilinda yaymlamis
oldugu “Tirkiye’de Verem Savast 2019 Raporu” verilere gore; iilkemizde 2017
yilinda 12.046 tiiberkiiloz hastas1 saglik kuruluslar1 kayitlarina girmis ve bu olgularin
68’inin HIV (+) oldugu tespit edilmistir. Toplam olgu hiz1 yiiz binde 14,9 olarak
belirlenmistir. DSO verilerine gére 2016 yilinda iilkemizde goriilen TB vakalarmin

211’1 coklu ilaca direngli, 9 u yaygin ilaca diren¢li iken, 2017 yilinda goriilen
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vakalardan 191°1 c¢oklu ilaca direngli, ikisi ise yaygin ilaca direngli oldugu tespit

edilmistir.(2,71)

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2019 da yaymlamis oldugu kiiresel tiiberkiiloz
raporunda; Ulkemizdeki TB insidansi1 yiiz binde 16 ve tahmini mortalite hiz1 da yiiz
binde 0,51 olarak verilmistir. Ayn1 raporda; Tiirkiye’den 2018 yilinda bildirilen Yeni
+ niiks vaka sayist 11786 olup bu vakalarinin %40’nin kadin, % 54’linilin erkek,
%6’sm ¢ocuk(0-14 yas) oldugu bildirilmistir. ilgili raporda bildirilen vakalarin
%65 nin pulmoner tiiberkiilozlu, %35’inin akciger dis1 tiiberkiiloz vakalar1 oldugu

belirlenmistir.(z)

Tiiberkiiloz tedavisinde karsilagilan ve kontrol programlari i¢in ciddi bir tehdit
etyolojik ajanm ilag direnci gelistirmesidir. DSO verilerine gore 2020 yilinda
iilkemizde tedavi yeni edilen vakalarin % 3,5(3-4) inde ve Onceden tedavi almis

vakalarin % 12(9-15) sinde ilag direnci gelistigi bildirilmistir(2).
3.7. Antitiiberkiiloz ilaclarin Etki ve Diren¢ Mekanizmalar
3.7.1. Primer antitiiberkiiloz ilaclar

3.7.1.1. Streptomisin

Bir aminosiklitol glikozit olan streptomisin, Streptomyces griseus'tan izole
edilen ve TB'ye karsi basariyla kullanilan ilk antibiyotik olup, DSO tarafindan
Onerilen alternatif birinci segenek bir anti-TB ilacidir. Bu nedenle STR, INH, RIF,
PZA ve EMB'yi igeren dort ilag rejimiyle birlikte TB vakalarinin yeniden tedavisinde
kullanilmaktadir(72). Streptomisin 16S rRNA ve S12 ribozomal proteini (rrs ve
rpsL) ile etkilesime girereck mRNA'nin yanlis okunmasina ve protein sentezinin

inhibisyonuna neden olur(73).

STR, TB'ye kars1 basariyla kullanilan ilk antibiyotikt olmasina ragmen, terapide
tek basma kullaniminin bir sonucu olarak kisa bir siire sonra ilaca karsi direncin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Yapilan ¢alismalarda STR ye direngli izolatlarda
16S rRNA’y1 kodlayan rrs geninde ve Ribozomal S12 proteinini kodlayan rpsL
geninde iki tiir mustasyonun meydana geldigi tespit edilmistir(74). Sonug olarak,
rpsL ve rrs genlerindeki mutasyonlar, streptomisine direncin ana mekanizmalardir,

ancak STR direngli izolatlarin %65-67'sinde r1rs ve rpsL genlerinde nokta
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mutasyonlart bildirilmigtir. Yapilan ¢alismalarda rpsL’de Lys43Arg amino asit
degisimin en yaygin mutasyon oldugu ve bunun da yiiksek STR direncine neden
oldugu saptanmistir. STR direncinden sorumlu olan diger mutasyonlarin rrs'de 530.
ve 915. kodonlardaki mutasyonlar olduklar1 saptanmistir. Son yillarda, 16S rRNA'ya
0zgili korunmus bir 7-metilguanozin metiltransferaz1 kodlayan bir gen olan gidB'deki
mutasyonlarin, streptomisine diisikk seviyeli diren¢ kazandirdigi da bildirilmistir.
Yine de bu iki gende mutasyon saptanmayan direngli izolatlarin varligi, STR
direncinden sorumlu baska mekanizmalarin da var oldugunu

distindiirmektedir(73,75).
3.7.1.2. izoniazid (INH)

Izoniazid (INH) olarak da bilinen izonikotinik asit hidrazid, 1952’den beri
tiiberkiilozun efektif tedavisinde ve proflaksisinde kullanilan bir antibiyotik olup,
giiniimiizde hala kullanilan primer antitiiberkiiloz ilaglardan biri olmaya devam
etmektedir. ("®). INH, mikolik asitlerin biyosentezini inhibe ederek mikobakteriyel
hiicre duvarina karsi etkisini gostermekte ve boylelikle hiicre lizisine neden
olmaktadir. Bu inhibisyon, yag asidi sentaz II sisteminin NADH bagiml1 enoil-acyl
carrier protein (ACP) reduktaz enzimi ile etkilesime girmesi yoluyla mikolik asitlerin
sentezini inhibe ederek etki eder. INH’mn etkisini gostermesi i¢in katG geni
tarafindan kodlanan katalaz/peroksidaz enzimi tarafindan aktive edilmesi gerekir.
KatG aktivasyonu, NADH ile reaksiyona girerek InhA genin kodladigr enziminin
aktif bolgesine baglanan bir NAD-INH eklentisi olusturur. (77,78)

Ne yazik ki, izoniazidin kullanimindan kisa bir siire sonra klinik izolatlarda
INH'ye kars1 direng gelistigi bildirilmistir. (Steenken ve ark. 1952). INH direnci, inha
genin aktif bolgesi, inhA promotor bdlgesi ve katG i¢indeki mutasyonlar dahil olmak
lizere cesitli yollarla ortaya c¢ikar (79). Bununla birlikte klinik izolatlarin yaklasik
%?22'sinde bilinen bir diren¢ mekanizmasi tespit edilememistir. inhA geni icinde
meydana gelen bazi mutasyonlar, NAD-INH i¢in hedef protein olan enoil acyl carrier
protein (ACP) reduktaz enziminin aktif bolgesinde yapisal degisiklikler meyadana
getirmesi yoluyla, NAD-INH ‘nin ilgili enzime baglanma afinitesinde azalmaya
neden oldugu belirlenmigtir. (80). INH aktif bioformuna doniistiirmek i¢in gerekli

olan katalaz-peroksidaz enzimini kodlayan katG geninde meydana gelen delesyonlar,
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missense mutasyonlar ve insersiyonlarin enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu

ve bunun da izolatlarda izoniazid direncine sebep oldugu diistiniilmektedir. (81)

KatG geninde, Ozellikle izoniazide direngli izolatlarda ©Onemli genetik
polimorfizmler vardir. izoniazide direngli izolat arasinda en yaygin mutasyonlarin
Argd63Leu (%51), Ser315Thr (%29) ve Ser315Asn (%9.8) idi. Enzim kinetigi
calismalar1 KatG genindeki Ser315Thr (S315T) mutasyonun enzim kinetigini énemli
oranda degistirildigini bunun da yiiksek izoniazid direncine neden oldugu
saptanmistir. Yapilan farkli calismalarda Izoniazide direng, katG ve inhA
genlerindeki mutasyonlar disinda kasA, ahpC, ve oxyR gibi farkli genlerdeki
mutasyonlarla da iligkilendirilmistir. (82,83,84)

3.7.1.3. Rifampisin

Rifampisin, 1972'de bir antitiiberkiiloz ajan1 olarak tanitilan bir rifamisin
tirevidir. En etkili anti-TB antibiyotiklerden biridir ve izoniazid ile birlikte TB i¢in
coklu ilag tedavisi rejiminin temelini olusturur. Rifampisin, biiyiiyen ve biiylimeyen
(yavas metabolize olan) basillere karsi aktiftir(85). M. tuberculosis'te rifampisinin
etki sekli, RNA polimerazin B-alt birimine baglanarak mRNA'nin uzamasini inhibe
etmesidir(86). M. tuberculosis'in rifampisine direngli klinik izolatlarinin ¢ogu, RNA
polimerazin B-alt birimini kodlayan rpoB geninde mutasyonlar barindirir. Bunun
sonucunda ilaca afiniteyi azaltan ve diren¢ gelisimine neden olan konformasyonel

degisiklikler meydana gelir(87).

Rifampisine direngli M. tuberculosis izolatlarinin yaklasik %96'sinda, rpoB
geninin 81-bp'lik 507-533 kodonlarinda mutasyonlar saptanmistir. Bu bodlge aym
zamanda rifampisin direncini belirleyen bolge “rifampin resistance determining
region (RRDR)” ve ya “hot spot” bolge olarak da bilinir(88). Yapilan ¢aligmalarin
cogunda rpoB genindeki 516. , 526. Ve 531. Kodonlarindaki mutasyonlarin
rifampisin direnci ile iligkili en yaygin mutasyonlar oldugu bildirilmistir(89,90).
Daha az siklikta olmakla birlikte, bazi ¢aligmalarda, rpoB'nin “rifampin resistance
determining region (RRDR)”  disinda mutasyonlarin meydana geldigini de
bildirmislerdir(91,92). rpoB geninde meydana gelen mutasyonlar diger rifamisinlere
capraz direng olusturabildigi belirlenmistir. Baz1 kodonlardaki mutasyonlar (6rn. 518

veya 529), rifampisine diisiik seviyeli direng ile iliskilendirilmistir, ancak yine de bu
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durum rifabutin veya rifalazil gibi diger rifamisinler i¢in sliphelidir(93,94). Ancak
Rifabutin, sitokrom P450 CYP3A oksidatif enziminin daha az etkili bir indiikleyicisi
oldugundan, bu durum antiretroviral tedavi almasi1 gereken TB hastalar1 i¢in 6nemli
bir avantajdir(95). Ote yandan, rifampisine mono diren¢ olduk¢a nadirdir ve hemen
hemen rifampisine direngli suslar 6zellikle izoniazide oldugu gibi diger ilaclara
direnclidirler. Rifampisin direncin CID-TB igin bir gdsterge olarak diisiiniilmesinin

temel nedeni budur(96).

Son zamanlarda yapilan genom dizileme caligmalari, rpoB'deki mutasyonlara
sahip rifampisine direngli suglarda RNA polimerazin a ve f' alt birimlerini kodlayan
poA ve rpoC'de, telafi edici (compensatory) mutasyonlarin edinildigini ortaya
cikarmistir(97). Bu telafi edici(compensatory) mutasyonlar, diregli suslarin in vivo
ortamda rifampisine duyarlili@in geri kazanilmasindan sorumlu olduklar

diisiiniilmektedir(98,99,73).
3.7.1.4. Ethambutol

TB tedavisinde izoniazid ile birlikte kullanilan etkili ve ¢ok spesifik sentetik bir
antibiyotik olan etambutol ilk kez 1996’da TB tedavisinde kullanilmaya baslanmis
olup, gilinlimiizde TB tedavi rejiminin birinci se¢enek antibiyotikleri arasinda yer
almaktadir. Etambutol, arabinozil transferaz enzimiyle etkilesip hiicre duvarindaki
arabinogalaktan biyosentezini etkileyerek hiicre duvari sentezini bozarak, vegatatif
formadaki basillere karsi bakteriyostatik etki gostermektedir. M. tuberculosis'te, bir
operon olarak organize olmus embCAB genleri, arabinogalaktan sentezinde yer alan
arabinosil transferaz1 kodlayarak D-arabinofuranosil-P-dekaprenol birikimini saglar.
Arabinozun bir anologu oldugu diisliniilen etambutol’un, arabinozil transferaz
enzmini inhibe ederek, arabinogalaktan ve lipoarabinomannanin hiicre duvarma

taginmasini engelledigi tespit edilmistir(100,101)

Yapilan caligmalarin ¢ogunda, embB geninin 306. Kodonundaki mutasyonlarin
etambutol direnciyle iligkili oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte yapilan bazi
caligmalar, etambutole duyarli izolatlarda da embB 306. kodonunda mutasyonlar
oldugunu tespit etmiglerdir. Cok sayida M. tuberculosis izolat1 ile yapilan bir
calismada, embB306 kodonunda meydana gelen mutasyonun etambutol direnci i¢in

zorunlu olmadigi, ancak artan oranda direng gelisimi i¢in bir predispozan faktor
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oldugunu ortaya koymustur. Aslinda, alelik degisim ¢alismalari, belirli amino asit
substitusyonuna (Met306Val, Phe330Val, Thr63lle) neden olan bireysel
mutasyonlarin yiiksek etambutol direncine (MIK > 40ug/ml) neden oldugunu, diger
amino asit substitusyonlarinin ise etambutol direnci lizerinde ¢ok az veya hig etkisi
olmadigin1 gostermistir. embB306'daki mutasyonlarin, etambutol direnci i¢in gerekli
oldugunu, ancak etambutole yiiksek diizeyde diren¢ olusturmak i¢in yeterli olmadigi

anlasilmaktadir(73,75).
3.7.1.5. Pyranizamid

Pirazinamid, 1950'lerin basinda TB tedavisinde kullanilmaya baslanilmis olup,
giiniimiizde tiiberkiiloz tedavi rejiminin birin se¢enek antibiyotikler arasindaki yerini
korumaktadir. Pirazinamid, nikotinamidin bir analogudur ve etkili sterilizasyon
aktivitesine sahip olup, kemoterapdtik rejimi 12 aydan 6 aya kadar kisaltir.
Tiiberkiiloz lezyonlarinda, asidik bir ortamda bulunan semi-dorman basillerin
tiremesini inhibe etme Ozelligine sahip ve pncA geni tarafindan kodlanan
pirazinamidaz/nikotinamidaz enzimi tarafindan aktif formu olan pirazinoik aside
dontistiiriilmesi gereken bir On-ilagtir. Pirazinamidin etki mekanizmasi, pirazinoik
asid’in bakteriyel membran enerjisini bozarak ve membran trasnportunu
engelleyerek etkisini gosterir. Pirazinamid bakteri hiicresine pasif diflizyonla girer ve
pirazinoik aside doniistiiriildiikten sonra zayif bir akis pompast ile atilir. Asit
kosullar1 altinda, protonlanmig pirazinoik asit, verimsiz bir akis pompasi nedeniyle

hiicreye geri emilir ve hiicre i¢inde birikerek hiicresel hasara neden olur (102,73).

Pirazinamid direnci gosteren izolatlarda, ilaci aktif formuna doniistiiren
pirazinamidaz enzimini kodlayan PncA geninde oldukca yaygin mutasyonlara
rastlanilmistir. M. tuberculosis pncA geninin Scorpio ve arkadaslar1 tarafindan
klonlanmas1 ve karakterizasyonu sonucunda, pncA mutasyonlariin PZA direnci
sagladigin1 gosterilmistir. PZA'ya direngli klinik izolatlarin %70'inden fazlasinda
PncA geni boyunca dagilmis cesitli mutasyonlari tanimlanmistir. Bununla birlikte
mutasyonlarin ¢ogu gen boyunca dagilmis olup, genellikle ilgil genin ORF(open
reading frame)’nin 561-bp'lik bir bdlgesinde veya varsayilan promotoriiniin 82-bp'lik
bir bolgesinde meydana geldigi tespit edilmistir. Ancak simdiye kadar mutasyonel

hot-spot bolgesi tanimlanamamustir. Yapilan birkag¢ ¢alismada, pncA'da herhangi bir
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mutasyon olmaksizin pirazinamide direngli suslarin ortaya ¢iktigini bildirmis ve
direncin heniiz tanimlanmamis bagka bir diizenleyici gendeki mutasyonlardan

kaynaklanabilecegini belirtmistir(73,103,75).
3.7.2. ikinci secenek ilaglar

DSQ'ya gére, asagidaki ilaglar TB tedavisinde kullanilan ikinci secenek ilaglar
olarak siniflandirilabilir. Bunlar: aminoglikozitler (kanamisin ve amikasin),
polipeptitler (kapreomisin, viomisin ve enviomisin), florokinolonlar (ofloksasin,
siprofloksasin ve gatifloksasin), D-sikloserin ve tiyonamidler (etionamid) ve
prothionamidler (Diinya Saglik Orgiitii, 2001)’dir. Ne yazik ki, ikinci segenek ilaglar
dogal olarak birinci segenek ilaglardan daha toksik ve daha az etkilidirler (DSO,
2001). ikinci secenek ilaglar cogunlukla CID-TB tedavisinde kullanilir ve sonug

olarak toplam tedavi siiresini 6 ila 9 ay arasinda uzatirlar (104,105).
3.7.2.1. Florokinolonlar

Giiniimiizde, CID-TB tedavisinde ikinci segenek ilaglar olarak kullanilan hem
siprofloksasin hem de ofloksasin gibi Florokinolonlar, anti-malaryal klorokinin bir
yan T{riinii olan nalidiksik asidin sentetik tiirevleridirler. Moksifloksasin ve
gatifloksasin gibi daha yeni nesil kinolonlar klinik ¢alismalarda degerlendirilmekte
ve TB'de tedavi siiresini kisaltmak amaciyla birinci basamak antibiyotikler olarak

onerilmektedir(75).

Florokinolonlarin etki sekli, bakteri canlilig1 i¢in hayati bir 6neme sahip iki
kritik enzim olan topoizomeraz Il (DNA giraz) ve topoizomeraz IV'ii inhibisyonuna
dayanir. Bu proteinler sirasiyla gyrA, gyrB, parC ve parE genleri tarafindan kodlanir.
M. tuberculosis'te sadece tip Il topoizomeraz (DNA giraz) enzimi var oldugu i¢in, M.
tuberculosis'te florokinolon aktivitesi bu enzimin inhibisyonuna dayanmaktadir

(106,107).

Tip II topoizomeraz, sirasiyla gyrA ve gyrB tarafindan kodlanan ve DNA'nin
siirepsarmalin1 katalize eden iki a ve B alt biriminden olusan bir tetramerdir. M.
tuberculosis'te florokinolon direncinin gelismesinin ana mekanizmasi, gyrA veya
gyrB'nin kinolon direncini belirleyen boélgesindeki kromozomal mutasyonlardir. En
sik rastlanan mutasyonlar gyrA'nin 90 ve 94. pozisyonundadir ancak 74, 88 ve 91.

pozisyonda mutasyonlar da bildirilmistir (108,109).
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3.7.2.2. Kanamisin, kapreomisin, amikasin, viomisin

Bu dort antibiyotik, ayn1 etki mekanizmasina sahip olup protein sentezini inhibe
ederek etkiyi gostermektedirler, ancak kanamisin ve amikasin aminoglikozitler iken,
kapreomisin ve viomycin siklik peptit antibiyotiklerdir. Dérdii de CID-TB

tedavisinde kullanilan ikinci basamak ilaglardir(73).
3.7.2.3. Ethionamide

Ethionamide, izoniazide yapisal olarak benzer bir izonikotinik asit tiirevidir.
Ayni1 zamanda, ethA geni tarafindan kodlanan bir monooksijenaz tarafindan
aktivasyon gerektiren bir On ilagtir. Enoil-ACP rediiktaz enzimini inhibe eden NAD

ile bir eklenti olusturarak mikolik asit sentezini bozar(75).
3.7.2.4. Para-amino salisilik asit (PAS)

Tiberkiilozun tedavisinde kullanilan 1ilk anti-tiiberkiiloz ilaglarindan biri
olmasina ragmen, izoniazid ve streptomisin ile birlikte para-amino salisilik asit veya
PAS artik CID-TB tedavi rejiminin ikinci secenek ilag grubu olarak kabul
edilmektedir. Yakin zamana kadar, etki mekanizmasi tam olarak tanimlanmamaisti.
Para-amino benzoik asidin bir analogu oldugu i¢in, folat sentezini bozarak etkisini

gosterdigi ileri siirtilmiistiir(110).
3.7.2.5. Sikloserin

Sikloserin, CID-TB tedavi rejimlerinde kullanilan oral bakteriyostatik ikinci
basamak bir anti-tiiberkiiloz ilacidir. D-alanin aktivitesini bloke eden bir D-alanin'in
analogudur: D-alanin ligaz, peptidoglikan sentezini inhibe eder. Ayrica L-alanin'in
D-alanin'e doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan D-alanin rasemazini (AlrA) da inhibe

edebilir(111)
3.7.2.6. Makrolidler

M. tuberculosis'e karst sl aktiviteleri nedeniyle daha ¢ok diger

mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in tavsiye edilir(73).
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3.7.3. Yeni anti-TB ilaclari
3.7.3.1. Bedakuilin

Eskiden TMC207 veya R207910 olarak bilinen bedakuilin, M. tuberculosis'e
kars1 spesifik aktiviteye sahip diarilkinolinler sinifina ait olup ayni zamanda diger
tiiberkiiloz disi mikobakterilere karst da in vitro aktivite gosteren yeni bir
antibiyotiktir. Bir ATP sentaz inhibitorii olan bedaquilin, antibiyotiklere duyarli ve
direngli TB'yi ve ayrica ¢ok ¢esitli tiiberkiiloz dis1 mikobakterileri de etkileyen genis
spektrumlu bir anti-mikobakteriyel bilesik olarak islev goriir. Bedakuilinin etki sekli,
bir antimikobakteriyel ila¢ i¢in tamamen yeni bir etki hedefi olan M. tuberculosis'in

ATP sentazin proton pompasini inhibe etmesidir(73).
3.7.3.2. Delamanid

Onceden OPC-67683 olarak bilinen Delamanid, M. tuberculosis'e kars: mikolik
asit sentezini inhibe ederek etki gosteren bir nitro-dihidro-imidazooksazol tiirevidir
ve faz III c¢aligmasinda klinik degerlendirmeden ge¢mektedir(112). Yapilan bazi
calismalarla Delamanid'in duyarli ve direngli M. tuberculosis izolatlarina karsit hem

in vitro hem de in vivo aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir(113).
3.8. fla¢c Duyarhliginin Belirlenmesi

M. tuberculosis suslarimin anti-tiiberkiiloz ilaglara kars1 duyarliliginin
belirlenmesinde kullanilan laboratuvar yontemleri, ya anti-tiiberkiiloz ilaci i¢eren bir
besiyerinde c¢ogalmasi ve ya metabolik inhibisyonuna dayanan konvansiyonel
fenotipik yontemler ya da ilag etkinligi ile ilgili genlerdeki mutasyonlarin molekiiler
diizeyde saptanmasiyla gerceklestirilen molekiiler temelli genotipik yOntemler

olmak iizere iki ana grupta siniflandirilabilir(114).

M. tuberculosis’teki ilag direncinin primer nedeni, hedef molekiilleri ya da
doniistiiriicii enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen delesyon, insersiyon ve ya
nokta mutasyonlarimin birikimi sonucu meydana gelmektedir. Bu durum her ne kadar
diisiik frekansta spontan olarak meydana gelen kromozomal mutasyonlardan
kaynaklanirsa da ¢ogunlukla yetersiz ve eksik tedavi sirasinda spontan ilag direnci
mutasyonlarinin yapay sec¢iliminden kaynaklandigi i¢in insan yapimi olarak kabul

edilmektedir(115,116,117).
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Bircok iilkede standart kisa siireli tedavi rejiminin yaygin kullanimi CID-TB ve
YID-TB vakalarm insidansinda artisa neden olmustur. CID-TB vakalar1 sadece daha
once uygun olmayan tedavi almis hastalar arasinda degil, ayn1 zamanda toplumdaki
bulas nedeniyle yeni vakalar arasinda da tehlikeli bir orana ulasmis durumdadir.
Coklu ve yaygin ilaca direngli tiiberkiilozun ortaya ¢ikmasi tiiberkiilozun tedavisini
daha karmagik ve maliyetli hale getirdiginden bu hastaligin kontroliinde 6nemli bir
engel olusturmaktadir. Antitiiberkiiloz ila¢ direnci slirveyansinin yayginlagsmasi ve
diinyanin bir¢ok yerinde insidansi artan ¢oklu ilag direngli tiiberkiiloz vakalarinin
uygun tedavisinde uygulanacak etkili tedavi rejimlerini gelistirmek icin M.
tuberculosis'in  anti-tiiberkiiloz ilaglara duyarliligini test etmede kullanilacak

giivenilir, kisa siirede sonu¢ veren ve maliyet-etkin yontemlere olan ihtiyaci ortaya

koymaktadir(114).
3.8.1. ila¢ duyarhhk testleri
3.8.1.1. Kiiltiire dayal yontemler

Kiiltire dayali fenotipik DST yontemleri, DSO tarafindan ilag direncinin
belirlenmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemler, kullandiklar1
besiyeri ve test sistemlerine gére yumurta veya agar bazli besiyeri kullanan klasik
kiltiir yontemleri ya da sivi bazli besiyeri kullanan tam veya yar1 otomotize hizli
kiiltir yontemleri olmak tizere 1ki gruba ayrilabilirler. Fenotipik DST
gerceklestirmek icin mikobakteriler genellikle baslangicta cesitli kat1 veya sivi kiiltiir
ortamlarinda ¢ogaltilirlar. Bu amagla en sik kullanilan besiyerleri Lowenstein—Jensen
(LJ), Middlebrook 7H10 agar (7H10), Middlebrook 7H11 zenginlestirilmis agar
(7H11) ve Middlebrook 7H9 broth'tur. Lowenstein—Jensen (LJ) veya Middlebrook
7H10 agar bazl besiyerinin kullanildig1 proporsiyon metodu, diren¢ orant metodu ve

mutlak konsantrasyon metodlar1 en ¢ok kullanilan fenotipik DST yontemleridir.

Proporsiyon metodu, M. tuberculosis’in ila¢ duyarliliginin belirlenmesinde
yaygin kullanilan referans bir yontemidir. Bu yontem primer ve sekonder
antitiiberkiiloz ila¢ duyarlilifinin belirlenmesinde kullanilan ve uluslar arasi
otoriteler ~ tarafindan  kabul = gormiis  antitiiberkiiloz  ilaglarin  kritik
konsantrasyonlarinda direngli organizmalarin oraninin belirlenmesinde kullanilan bir

yontemdir. Bu yontemde antitiiberkiiloz ajanin kritik konsantrasyonunu(Isoniazid 0.2
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mg/L, Rifampicin 40.0 mg/L, Ethambutol 2.0 mg/l, Levofloxacin 2.0 mg/L,
Moxifloxacin 1.0 mg/L, Amikacin 30.0 mg/L, Streptomycin 4.0mg/L) igeren LJ ve
ya Middlebrook 7HI10 agar bazli besiyerine test edilecek izolatin genellikle
MacFarland:1 siispansiyonunun 102 veya 10 gibi diliisyonlar1 inokiile edilir.
Antitiiberkiiloz ajan icermeyen kontrol besiyerine bu siispansiyonun 1/100 oraninda
seyreltilmis diliisyonu inokiile edilir. ilag iceren besiyerinde iireyen direngli
basillerin koloni sayisi, ilag icermeyen kontrol besiyerindeki koloni sayisina orani
hesaplanir ve orant1 yiizde olarak ifade edilir. Test edilen klinik izolatin ilacin kritik
konsantrasyonuna direngli basillerin oran1 papulasyon yiizdesi olarak ifade edilir.
flacin kritik konsantrasyonunda bu oran %1 veya daha fazla ise test edilen klinik
izolat o ilaca kars1 direngli olarak kabul edilir. Duyarli izolatlar i¢in 6n sonuglar 3-4
haftalik inkiibasyondan sonra okunabilir; kesin sonuglar ise 6 haftalik inkiibasyondan
sonra okunabilir(''®’). Belirli anti-TB ilaglar igin kiiltiire dayali fenotipik DST
yontemleri giivenilir ve tekrarlanabilir olmalarina ragmen bu yontemlerin zaman alici

olmalari, karmasik laboratuvar altyapisi gerektirmeleri, kalifiye personel ve siki

kalite kontrol gerektirmeleri nedeniyle rutinde pek kullanilmazlar.

Mutlak konsantrasyon ve direng orani yontemleri gibi diger yontemler, ek
kontroller ve standart bir inokiiliim gerektirir. Bu yontemler tiim antitiiberkiiloz
ajanlar icin yeterince degerlendirilmediginden, su anda DSO tarafindan kullanimlar

onerilmemektedir(118).
3.8.1.2. Hizl1 duyarlilik testleri

Stv1 bazli besiyeri kullanan sistemler hem mikobakterilerin klinik 6rneklerden
primer izolasyonlarinda, hem de antitiiberkiiloz ila¢ duyarliliklarinin belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. DST i¢in kullanilan sivi bazli kiiltiir sistemleri, kat1 besiyeri
kullanan sistemlerle gore gore daha duyarli olup daha hizli sonu¢ vermektedir.
Tiberkiilozun effektif tedavisini gerceklestirmek ve uygun olmayan tedavi sonucu
gelisebilecek ilag direncini engellemek icin hizli ve glivenli antimikrobiyal duyarlilik
testlerini gergeklestirmek zorunlulugu ortaya gikmistir. Haziran 2007°de DSO’de
ozellikle kaynaklar1 sinirl iilkelerde HIV ile iliskili TB’nin yayilimini engellemek ve

coklu ilaca diren¢li suslarin yayilimini simirlandirmak i¢in  Mikobakterilerin
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laboratuvar kiiltiirlerinin yapilmasinda ve ila¢ duyarliliginin belirlenmesinde kati

besiyerleriyle beraber sivi bazli besiyerlerin de kullanimini tavsiye etmistir(119).

Mikobakterilerin ilag duyarliliklarinin belirlenmesinde kullanilan bu yontemler
Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri veya modifikasyonlarini kullanan ticari tam otomatize
veya yarl otomatize kiiltiir sistemleridir. Bunlar; Fluoresan Kiiltiir Sistemi(BACTEC
Mycobacterium Growth Indicator Tube [MGIT] System 960, Kolorimetrik Kiiltiir
Sistemi(BacT/Alert 3D, bioMerieux, Durham, NC, USA), Radyometrik Kiiltiir
Sistemi(BACTEC 460 TB, BectonDickinson, Sparks, MD), Gaz Basing Degisimini
Saptayan Kiiltiir Sistemi(VersaTREK, AccuMed, Chicago, Ill.) dir. Bu siv1 besiyeri
kullanan sistemlerden BACTEC 460 TB radyometrik sistemi (Becton Dickinson
Diagnostic Instruments, Sparks) altin standart olarak kabul edilen agar proporsiyon
yoneminin modifiye bir versiyonu olup Mikobakterilerin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesinde kullanilan ilk otomotize sistemdir. Proprsiyon yoOntemiyle
karsilastirildiginda sonu¢ alma siiresini ortalama 21 giinden 5-6 giine kadar
indirmesiyle ciddi bir zaman tasarrufu saglamistir. Ancak radyoaktif madde
kullanim1 gerektirdiginden bu alanda c¢alisan arastirmacilarin birgok alternatif
sistemler gelistirmelerine ydneltmistir. Bu sistemlerden DSO tarafindan kullanim
onay1 almis ve fenotipik ila¢ duyarliliginin belirlenmesinde kullanilan MGIT 960
sistemi tam otomotize bir sistem olup mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kolayca

kullanilan en yaygin sistemlerden biridir(6,120).

3.8.1.3. Fluoresan kiiltiir sistemi (BACTEC) Mycobacterium Growth Indicator
Tube [MGIT] System 960

Besiyeri olarak Middlebrook 7H9 sivi bazli besiyeri kullanan BACTEC MGIT
960 sistemi kan hari¢ tiim klinik 6rneklerden mikobakterilerin izolasyonlarinda
kullanildig1 gibi, bu bakterilerin antibiyotik duyarlhiliklarinin belirlenmesinde de
kullanilabilen non-radyometrik tam otomatize bir sistemdir. MGIT 960 sistemi,
modifiye Middlebrook 7H9 besiyerini igeren tiiplerdeki mikobakteriyel cogalmanin
neden oldugu floresans degisimini saptamaya dayanir. Tiipiin dip kismindaki silikona
gomiilii, oksijene bagl bir florofor(rutenyum metal kompleksi) iceren tiiplerdeki
bakterilerin c¢ogalirken ayristirmis oldugu bu kompleksteki floroforun serbest

kalmas1 sonucunda ortaya cikan floresans olgiimiine dayanir. Ureme sonucunda
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Olusan fluoresans miktar1 bir sensor tarafindan algilanmakta ve “lireme indeksi
(Growth Unit)” olarak ol¢iilmektedir. Aksi durumda iireme gergeklesmediginde
oksijen tiiketimi gergeklesmez dolayisiyla floresans madde serbest kalmadigi igin
ortama gonderilen ultraviyole (UV) 1sin1 floresans olusumuna neden olmaz

boylelikle mikobakteri tiremedigi anlagilmis olur.

Bactec MGIT 960 sistemi ile klinik drneklerden mikobakteriler izole edildikten
sonra tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan streptomisin, izoniazid, rifampisin ve
etambutol’un belirlenen bir konsantrasyonunun mikobakterilere karsi etkinligi
kalitatif olarak saptanmaktadir. Bu sistemin ¢aligma prensibi, BACTEC MGIT 960
sisteminde kullanilan besiyerinde en az 1-5 giin once iiremis olan stok bakteri
soliisyonundan 0.5 ml alinarak, igerisine suplament(0.8 ml) ve test edilen
antitliberkiiloz ilacin(0.1 ml) belirlenmis konsantrasyonu eklenmis MGIT tiiplerine
inokiile edilir. Ayrica kontrol tiipii olarak hazirlanmis ve igerisine test edilecek ilag
eklenmemis tiiplere 1:100 oraninda seyreltilmis bakteri silispansiyonu eklenerek
cihaza yerlestirilir. Ilag igeren tiip ile ilagsiz kontrol tiipii arasindaki nispi cogalma
orani, sistemin yazilim algoritmas: tarafindan belitlenir. Ila¢ iceren tiipteki nispi
cogalma kontrol tiipliniinkine esit veya daha fazlaysa, izolat ilaca direncli olarak
kabul edilir; nisbi ¢ogalma kontrol tiipiindekinden daha az ise, izolat ilaca duyarl

olarak kabul edilir(121).
3.8.1.4. Molekiiler yontemler

M. tuberculosis suslarinda ilag direncinin saptanmasina yonelik geleneksel
yontemler, kiiltiir yoluyla izolasyona ve ardindan klinik izolatlarin ilag duyarlilik
testine (IDT) dayanir. M. tuberculosis'in ¢ok yavas jenerasyon zamani nedeniyle, bu
yontemler zaman alicidir ve duyarlilik testlerinin gerceklestirilmesi birka¢ haftalik
siire gerektirebilir. Ozellikle ilaca direngli TB vakalarinda etyolojik ajanin tespiti,
identifikasyonu ve ila¢ duyarliliginin belirlenmesi i¢cin hem spesifitesi ve sensitivitesi
yiiksek hem de zamandan tasarruf saglayan yontemlerin kullanilmasi bu hastalarin
etkili tedavi almasin1 ve bulasicilifinin engellenmesini saglamada kritik bir 6neme

sahiptir.

Antitiiberkiiloz ilaclara direncin molekiiler tanisi dogrudan klinik 6rneklerde

bulunan veya invitro kiiltiirlerde tiremis M.tuberculosis suslarindaki direng gelisimi

37



ile ilgili genlerdeki en yaygin mutasyonlarin tespitine dayanir. Bu mutasyonlar ya
antibiyotiklerin hedef molekiillerini kodlayan genlerde veya pre-antibiyotik
maddelerin doniisiimiinii saglayan enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar olup mikobakterilerde ilag¢ direnci gelisimine neden olur. Bu molekiiler
yontemlerle direncin belirlenmesi iki adimda gerceklestirilmektedir: ilk olarak, 6zel
olarak tasarlanmis direncle ilgili genlere spesifik primerler kullanilarak ilgili DNA
segmentinin PCR amplifikasyonu gerceklestirilir, ardindan hibridizasyon veya
dizileme ile amplifiye edilmis genlerdeki spesifik mutasyonlar, hibridizasyon veya

DNA dizi analizi ile belirlenir.

Giliniimiizde mikobakterilerde ila¢ direncinin saptanmasinda kullanilan ¢ok
sayida ticari ve laboratuvar tasarimli molekiiller metot gelistirilmistir. Bu
yontemlerden Line Prob Assay(LPA), GeneXpert MTB/RIF assay(Cepheid,
California, USA), loop-mediated isothermal amplification test (TB-LAMP; Eiken
Chemical, Tokyo, Japan), Truenat™ MTB, MTB Plus and MTBRIF Dx tests
(Molbio Diagnostics, Goa, India) ve DNA sekans analizi metotlar1 en ¢ok kullanilan
yontemler olup, DSO tarafindan mikobakterilerde ilag duyarliliklarin belirlenmesi

icin kullanim onay1 almislardir(122,6).
3.8.1.5. Line prob assay (LPA)

INNO-LiPA Rif.TB (Innogenetics, Zwijndrecht, Belgium), klinik 6rneklerden
M.tuberculosis DNA’s1 ve ilgili diren¢ bolgelerini amplifiye ederek ayni anda
saptayabilen niikleik asit amplifikasyon tabanli bir test sistemidir. M. tuberculosis
suslarinda RIF direnci, RNA polimerazin bir beta alt birimini kodlayan rpo B geninin
hypervariable bolgesi igindeki ¢esitli mutasyonlar grubu tarafindan verilir ve RIF
direncli izolatlarin yaklasik %95'inden fazlast bu hypervariable bolge iginde
mutasyonlara sahiptir(2,3)LiPA RIF TB testi sonuglarin 6zetlenmis oldugu bir meta
analiz calismasi, mikobakteri kiiltiiriinden elde edilmis bakterilerle calisildiginda,
LiPA RIF TB testinin %95 duyarlilik ve %100 6zgiilliige sahip oldugu belirlenmistir.
Klinik 6rneklere dogrudan uygulandiginda %80-100 arasinda bir duyarliliga, %100
ozgiilliige sahip oldugu bildirilmistir. M.tuberculosis’in tespiti ve ila¢ duyarliliginin
belirlenmesinde hizli ve dogru bir tani1 testi olmasina ragmen, LIPA teknolojisine

dayali testler yliksek maliyetleri ve sofistike test sistemleri nedeniyle sinirh
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kaynaklara sahip gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak
kullanilmamaktadirlar(122,123,124).
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Sekil 6. INNO lipa test stribi(125)
3.8.1.6. GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience, Nehren, Germany) testi

Dogrudan klinik 6rneklerden veya kiiltiirden MTBK {iyelerinin tanimlanmasi ile
RIF ve INH direncine neden olan genlerdeki mutasyonlar1 eszamanli olarak tespiti
icin Multiplex PCR ile ters hibridizasyona dayanan prob teknolojisini birlestiren bir
DNA Line Probe testidir. RiF ile INH direncini es zamanl olarak saptayabilen bir
test oldugundan CID-TB tamisinda yaygin kullanilan bu ticari bir test sisteminde,
multiplex PCR ile ¢ogaltilan spesifik DNA amplikonlar1 daha sonra membrana bagh
problara hibridize edilerek MTBK iiyeleri ve bunlarin ilag direnci saptanmaya
calisilir. Ters hibridizasyon temeline dayali bu test sistemi RIF direncine neden olan
ve RNA polimerazin Beta alt iinitesini kodlayan rpoB genin 81 bp’lik “core”
bolgesinde bulunan mutasyonlar1 hedef alirken, INH direncine neden olan ve katalaz
peroksidaz enzimini kodlayan katG geni ile NADH enoyl-acyl carrier protein (acp)
reductase enzimini kodlayan inhA geni promotor bolgesindeki direncle ilgili en
yaygin mutasyonlar1 hedef alir(14,15). Multiplex PCR ile cogaltilan amplikonlar,
membrana bagli ve rpoB geninin RRDR(rifampin resistance determining region)
bolgesi ile oOrtlisen sekizi duyarli wild type-WT prob, 4’ rpoB genindeki
Asp516Val, His526Tyr, His526Asp ve Ser531Leu mutasyonlar: iceren problarla ters
hibridizasyonu gerceklestirilir(Sekil 7.). RIF ve INH direncinin varlig: wild type-WT
problarda hibiridizasyonun gerceklesmemesi ve spesifik mutasyonu temsil eden
probla hibridizasyon sonucu olugan DNA sinyal bantlarinin goriinmesi direncin

varligi olarak yorumlanir (Sekil 8.) (126,127,88).

39



(RS YISV I IV

[ rpoBWT2 | | rpoBWT4 | [ rpoBWT6 |

[ rpoBWT1 | [ rpoBWT3 || rpoBWTS | [ rpoBWT7 |  rpoBWTS |
'sos| | |sosjsos| [s11| |s13lstalsis|sae| (s8] | | s22] | | [ 1] |533]
|
I rpoB MUT2A (H526Y)
rpoB MUT1 (D516V) rpoB MUT2B (H526D)

rpoB MUT3 (S531L)
Figure 1: RMP resistance region of the rpoB gene

Sekil 7. Genotip MTBDRplus rpoB geninin Rifampisin direncinden sorumlu
bolgelerin tespitinde kullanilan problar(128)

Konvansiyonel yontemlere gore 48 saat gibi kisa geri doniis siiresi ile iyi bir
duyarliliga ve ozgiilliige sahip olan MTBDRplus testi, CID-TB'nin hizli tanisi igin
yararli bir ara¢ olabilir. GenoType MTBDRplus testi ile fenotipik ilag duyarlilik
testlerinin karsilastirildig1 calismalarda bu testin RIF direncini saptamada %98-100
ve %-95-97,3 duyarhilik ve 6zgiilliige, INH direncini saptamada %-86-91,9 ve %90-
98,4 duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu belirlenmistir (129,130,131,132).
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3.8.1.7. GeneXpert MTB/RIF assay(Cepheid, California, USA)

DSO’den onay almis, pulmoner ve extra pulmoner klinik drneklerden eszamanli
olarak hem M. tuberculosis'in varligm hem de RIF-R'nin yaklasik %95'inden
sorumlu mutasyonlart saptamada kullanilan bir molekiiler tani testidir. GeneXpert
testi, RIF ilag direncine neden olan mutasyonlarla birlikte MTBKy1 tespit etmek igin
rpoB geninin 81 bp’lik RRDR(rifampicin resistance determining region)  hedef
bolgesine ozgli, ayn1 multiplex reaksiyonda gendeki farkli hedef sekanslarinin
tamamlayicisi olan ve farkli renkli bir florofor ile isaretlenmis, bes farkl niikleik asit

probu(A-E) kullanan, kartus tabanli, otomotik semi-nested real-time PCR sistemidir.
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Bu bes farkli prob, rpoB geninin rifampicin resistance determining region(RRDR)
bolgesindeki A (kodonlar 507-511), B (kodonlar 512-518), C (kodonlar518-523), D
(523-529 kodonlar1) ve E (kodonlar 529-533) sekanslara hibridize olur (Sekil 9.)
(127,133).

PROBE D

6'- GCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG -3

3'- CGTGGTCGGTCGACTCGGTTAAGTACCTGGTCTTGTTGGGCGACAGCCCCAACTGGGTGTTCGCGGCTGACAGCCGCGAC - &

Sekil 9. GeneXpert prob hedef dizileri

MTBK varliginin pozitif olarak kabul edilebilmesi icin, bes probdan en az
ikisinin bir dongii esigi (Cycle tresholf=Ct) < 38 gostermesi gerekir. Bir veya daha
fazla probun hibridizasyonu gostermeyen herhangi bir sus veya ilk ve son Ct
arasindaki fark 3.5'ten fazla oldugunda ise RR-TB pozitif olarak degerlendirilir
(127,134).

3.8.2. Genom dizi analizi yontemleri

M.tuberculosis izolatlarinin anti-tiiberkiiloz ilagara duyarliliklarinin zamaninda
ve dogru bir sekilde belirlenmesi &zellikle CID-TB’ nin toplumlarda yayilmasini
engellemek ve etkili tedaviye erisim i¢in hayati bir 6neme sahiptir. M.tuberculosis’in
laboratuvar ortaminda konvansiyonel yontemlerle tanisi ve ilag duyarliliginin
belirlenmesinin uzun zaman almasi, tliberkiiloza karsi verilen kiiresel miicadeleyi
zorlastirmaktadir. Son yillarda ilag duyarlihigmin belirlenmesinde kullanilan hizli
fenotipik yontemler ve GeneXpert MTB/RIF assay(Cepheid, California, USA),
GenoType MTBDRplus(Hain Lifescience, Nehren, Germany) gibi molekiiler testler,
mikobakteriyel tiirleri ve dirence neden olan mutasyonlart bir giinden az gibi bir
zaman igerisinde saptayabilmelerine ragmen, diren¢ kazandiran tiim mutasyonlar
tespit edememeleri ve ¢ogunlukla kiiltiirden sonra uygulanmalart bu testlerin

dezavantajlarini olusturmaktadir(135).

M.tuberculosis izolatlarinin kromozom dizi analizlerinin gergeklestirilmesi ve
ilag direnciyle ilgili mutasyonlarin saptanmasi geleneksel fenotipik testlerle iliskili
birgok dnemli zorlugun yan sira, prob tabanli molekiiler testlerinin sinirlamalarini da

ortadan kaldirmistir. Birden fazla gen golgesi veya tiim genomun ayrintili dizi analizi
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(Whole genome sequencing=WGS), MTBK f{iyelerinin ila¢ direng profilleri, genetik
cesitliligi ve bulag dinamiklerini belirlemede biiyiik kolayliklar saglamistir(136). M.
tuberculosis’in ilag direng profilinin belirlenmesinde WGS y&nteminin kullanilmast,
dirence neden olan ve farkli kromozomal bélgelerde bulunan ilgili mutasyonlarin
saptanmasini kolaylastirmistir. Yapilan ¢alismalar, WGS’nin M.tuberculosis igin
ilaca direng fenotipinin giivenli bir sekilde tahmin edilmesi i¢in potansiyel olarak
onemli olan Single nucleotide polymorphism (SNP) ve insertion-delesyonlar gibi
farkli genetik polimorfizleri belirleme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. M.
tuberculosis’in tim genom dizilimin belirlenmesinden yaklasik yirmi yil sonra yeni
nesil dizilime teknolojilerinin (next generation sequencing =NGS) ortaya ¢ikmasiyla,
tim genom dizilimi(WGS) yontemleri M.tuberculosis’in tanisinda, ilag direncinin
belirlenmesinde ve genotiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir

(Sekil 10) (81,137).

Sample Culture Sequencing Data file
[ \
¥ T — SRS s Online
(67 =| deposit
Assembly pipeline Read mapping Variant calling
G A
SNP table
Position SNP
253 [
23007 T
Drug resistance Clustering Strain typing
Position  SNP | Gene | Mutation | Drug ° Position | SNP | Gene | Lineage
761109 C rpoB | Asp435Tyr | RIF * 5520 | T g8 4321
2155168 | T katG | Ser315Thr | INH X 1473079 | A | s | M.microti
L L ]
| e
Reporting
M. tuberculosis sequencing report
Patient: John Smith Cluster detection
Birth date: 27 Feb 1959 Cluster 48

Strain information
Lineage 4

Drug susc
RIF Resistant
INH Susceptible

Sekil 10. WGS yonteminin M.tuberculosis ile ilgili kullanim alanlari(138).

Glinlimiizde genom baz dizilimin belirlenmesinde kullanilan sanger’in
dideoksiniikleotid yontemine dayali zincir sonlandirmali dizileme metodu, otomotize
sistemlerin kullanima girmesiyle daha pratik ve kolay uygulanabilir hale geldigi i¢in
arastirma laboratuvarlarinda genis kullanim alan1 bulmustur. Bu zincir sonlandirma
metodu, tek zincirli bir DNA kalibi, dizi analizi yapilacak bolgeye 6zgii primerler,

DNA polimeraz enzimi, floresan boyali normal deoksiniikleotit trifosfatlar(dNTP) ve
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DNA zincir uzamasini sonlandiran modifiye edilmis dideoksiniikleotit trifosfatlar
(ddDNTP) gerektirir. DNA zincirinin uzayan ucundaki niikleotitlere dNTP’ler
eklendiginde zincir uzamasi devam ederken, iki niikleotit arasinda fosfodiester
bagmin olusumu i¢in gerekli olan 3’-OH grubundan yoksun olan bu modifiye
niikleotitlerin (ddATP, ddGTP, ddCTP ve ddTTP) eklenmesi durumunda uzama
reaksiyonu durmakta ve her biri farkli floresan isaretli modifiye niikleotitle
sonlanmaktadir. Farkli modifiye niikleotitlerle sonlanmis DNA sekanslar1 kapiller jel
elektroforezinde yiiriitiiliirken, her bir sekansta bulunan modifiye ddNTP’lerin
yaymis oldugu farkli dalga boyundaki floresans igimalar sensorler tarafindan
algilanarak 6zel bir bilgisayar program tarafindan DNA dizilerine

dontstiiriiliir(139,140).

Glinlimiizde M. tuberculosis suslarinin Klinik 6rneklerden saptanmasinda
kullanilan molekiiler yontemler niikleik asit(DNA ve ya RNA) amplifikasyon temelli
yontemler ve niikleik asit hibridizasyon temelli yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir.
Tiiberkiillozun labaoratuvar tanisinda kullanilan Molekiiler testler ¢ogu polimeraz
zincir reaksiyonu(PCR) gibi amplifikasyon temelli yontemleri kullanarak klinik
orneklerden dogrudan ya da kiiltiirde iiretilmis bulunan M.tuberculosis’e 0zgii
niikleik asitlerin(DNA veya RNA) saptanmasimmi veya dizileme, niikleik asit
hibiridizasyon gibi yontemlerle anti-tiiberkiiloz ilaglarla ilgili gen mutasyonlarinin

saptanmasini amaglar(141).

TB’nin laboratuvar tanisinda kullanilan konvansiyonel yontemlerin c¢esitli
sinirhiliklart bulundugundan dolayr niikleik asit amplifikasyon testleri(NAAT)
geleneksel mikrobiyolojik tanimlamaya bir alternatif veya tamamlayici olarak ortaya.
Klasik PCR, Nested-PCR, reverse-transcription (RT)-PCR ve TB loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) gibi Niikleik asit amplifikasyonuna dayal
sistemler MTBK suslarinin niikleik asitlerinin spesifik bolgeleriyle hibiridize
olabilen molekiiler problar kullanir. Bu sistemler MTBK organizmalariin IS 6110
insersiyon dizisi, 16S rRNA ve ya 23S rRNA’sin1 hem yayma pozitif hem de yayma
negatif klinik 6rneklerden dogrudan saptayabilir. Mikobakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda 16S rRNA, hps65, rpoB ve daha bir ¢ok spesifik gen bolgesini
hedef alan bu sistemler, klinik 6rneklerde 1x10° basil/ml varliginda neredeyse %100

duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olup, mikroskobik tanidan daha iyi ve kiiltiirden daha
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hizli sonuglar vermektedirler. Yapilan bir caligmada IS6110 tabanli PCR ile
BACTEC MGIT 960 sistemi arasinda %100'liik bir korelasyon bulunmus ve yazarlar
her iki yontemin rutin klinik tani i¢in birlesik bir protokol olarak kullanilmasini
Oonermislerdir. Yayma negatif 6rneklerde NAAT sistemlerinin 6zgulliigii yiiksek olsa

da duyarliliginin diistik oldugu bulunmustur(141,142,143).

Glinlimiizde M.tuberculosis'in - molekiiler tanisinda ve ilag direncinin
belirlenmesinde DSO tarafindan 6nerilen real-time PCR temelli birgok ticari testler
bulunmaktadir (Tablo 1). Su anda DSO tarafindan onaylanan ve Tiiberkiilozun hizl
laboratuvar tanisinda kullanilan Xpert MTB/RIF (Cepheid, ABD) testi ve Birlesik
Devletler(USA) Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve ARB yaymasi
pozitif numuneleri test etmek i¢in kullanilan Amplified Mycobacterium Tuberculosis
Direct (MTD) Testi(Gen-Probe, San Diego, CA, USA), ve Amplicor Mycobacterium
tuberculosis(Roche Molecular Systems, Inc) ticari niikleik asit amplifikasyon Test
sistemleri bulunmaktadir. Xpert MTB/RIF (Cepheid, ABD) testi dogrudan klinik
orneklerden tiiberkiiloz tanist ve M. tuberculosis genomunda rifampisin direncini
kisa siirede tanimlayabilen otomatik bir sistem olup, TB basilini tanimlamada ytiksek
Ozgiillik ve duyarliliga sahip olmasi nedeniyle bircok laboratuvarda rutin olarak

kullanilmaktadir(144,145).

Tablo 1. M.tuberculosis'in laboratuvar tanisinda kullanilan DSO tarafindan onaylanmis

molekdiler ticari testler(146).

Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri - Real-time PCR Temelli Tani ve Diren¢ Saptama
Testleri

Xpert MTB/RIF (Cepheid, ABD)
Fluorotype MTBDR (Hain Lifescience, Almanya)
Anyplex I MTB/MDR/XDR (Seegene, Giiney Kore)
LCx MTB RIF/INH (Abbott Laboratories, ABD)

Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri - Line Probe Assay (LPA) Temelli Tam ve Diren¢
Saptama Testleri

InnoLipa RIF-TB (Innogenetics, Belgika)
MTBDRplus and MTBDRsl (Hain Lifescience, Almanya)
AID TB resistance LPA (AID Diagnostika, Almanya)
Lipa Nipro NTMs+MDRTB assay (Nipro Company, Japonya)
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3.8.3. Molekiiler epidemiyoloji

M. tuberculosis'in klinik izolatlar1 arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesi
ve TB’nin toplumdaki iletimin dinamiklerini anlamak i¢in molekiiler yontemlerin bu
alana uygulanmasina ilk olarak 1980’lerin ortalarinda baslanilmistir. Etiyolojik
ajanlarin  koloni morfolojisi, tireme hizlari, antibiyotik duyarhliklar, faj
tiplendirilmesi gibi geleneksel yontemler, klinik izolatlarin ayirimda yararli metotlar
olmalarina ragmen, smirli ayirnm giiciine sahip olduklarindan TB’nin molekiiler
epidemiyolojik calismalari i¢in kullanimlar1 smirli olmustur. Yani molekiiler
metotlarin bu alana uygulanmasindan Once tiiberkiilozun iletim dinamiklerini
belirlemek, gozlemsel verilere veya anekdot korelasyonlarina dayaniyordu.
Giinilimiizde molekiiler epidemiyolojik ¢alismalar i¢in bir¢ok yontem gelistirilmis
oldugu goz oniine alindiginda, TB’nin yayilim dinamiklerini anlasilmasi, salginlarin
ortaya cikarilmasi ve klinik izolatlar arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesi i¢in
uygun yontemin secimi onem arz etmektedir. Genel olarak TB’nin molekiiler
epidemiyolojik ¢aligmalar1 i¢in ydntem sec¢imindeki kilit nokta polulasyondaki
suslarin genetik cesitliligi ve gézlemlenen polimorfizm oranina dayanir. Yani, bir
biyomarkirin(6zgiin sekanslar, duplikasyonlar, delesyonlar, notr SNP veya [S6110 ile
baglantili polimorfizmler) degisim hizi, epidemiyolojik olarak iliskili olmayan suslar
ayirt etmek icin yeterli olmali ve yine de ilgili vakalari giivenilir bir sekilde
iligkilendirmek i¢in yeterince kararli olmalidir. Genel olarak TB epidemiyolojisi ile
ilgili caligmalarda molekiiler epidemiyolojik yontemler segilirken veya veriler

degerlendirilirken bu arka plan dikkate alinmalidir(147).

3.8.4. M. tuberculosis kompleksinin genotiplemesinde kullanilan molekiiler

yontemler
3.8.4.1. RFLP

Insersiyon dizileri(Insertion sequence=IS) ¢ogu bakteri genomunda dagilmis
olarak bulunan, genellikle 2,5 kb’den kii¢iik mobil genetik elementlerdir. IS
elementleri transpozonlarin aksine, sadece kendileri ile ilgili yerdegistirme ve
diizenleme bilgisini tagimazlar. Ayn1 zamanda antibiyotik direnci gibi karekterleri
kodlayan genleri de tasirlar. IS elemnetlerinin trasnpozisyonu siklikla giiclii polar

etkilere sahip olup, bitisik genlerin aktivasyonu veya gen ifadesi degisiminde de
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neden olabilirler. Bakteri tiirlerinde farkli tip ve sayida IS elementi ve bunlarin

kopyalar1 bulunmaktadir(147).

Bu mobil genetik elementlerden biri olan ve IS3 familyasina mensup IS6110
insersiyon dizisi MTBK {iyelerinde tanimlanmis 1,335 bp igeren bir mobil genetik
element olup, kopya sayilari ve entegrasyon bdlgeleri suslara gore degiskenlik
gostermektedir. Bu varyasyonlar suslarin ayiriminda siklikla kullanilan genetik
polimorfizmin temelini olusturmaktadir. IS6110 kopyalari olmayan bazi suslar
tanimlanmis olmasina ragmen, M. tuberculosis klinik izolatlarinin genomlarinda 1-

25 kadar degisen sayida kopyalar1 oldugu tespit edilmistir(148).

Epidemiyolojik arastirmalar ic¢in yeterince stabil oldugu igin, IS6110
polimorfizmine dayali ¢esitli molekiiler biyolojik teknikler gelistirilmistir. (149,150).
Bu yontemlerden biri IS6110 tabanli Southern blot hibridizasyon analizini
gerceklestirmek icin standartlagtirilmig bir yontem olan IS6110 RFLP yontemidir.
IS6110 RFLP, farkli arastirmacilar tarafindan MTBC DNA'sinda bulunan insersiyon
dizisinin kopyalarimin tanimlanmasinin ardindan gelistirilmistir. Bu metod Van
Embden ve arkadaslarinin Onerilerine gore standardize edilmis olup kisaca; M.
tuberculosis genomunda bulunan IS6110 bolgeleri bir restriksiyon endoniikleaz olan
Pvull enzimi ile kesilir. Elde edilen fragmentler biiyiikliiklerine gore agaroz jeller
tizerinde elektroforetik olarak sperasyonlar1 gerceklestirildikten sonra, susa O6zgi
DNA parmak izlerini olusturmak ic¢in IS6110 probu ile Southern blotlama
hibridizasyonu gergeklestirilir. DNA fragmentlerini goriiliir hale getirmek igin
kemiliiminesan kitler kullanilir. Test edilen suslardaki Olusan bantlar M.tuberculosis
izolatlarinin genomlarindaki [S6110 elementlerinin sayr ve konumlarindaki

degiskenligi yansitir(151).

IS6110 RFLP yiiksek ayirim giicline sahip olmasina ragmen, diger genotipleme
yontemlerinde oldugu gibi baz1 sinirlamalara sahiptir. Islemlerin uzun ve zaman alict
olmasi, yogun miktarda DNA’ ya ihtiya¢ duymasi, Standardizasyona ragmen
nispeten karmasik olabilen bantlama modellerinin karsilastirilmasinin zor olmast,
diger yontemlerle karsilastirildiginda daha fazla miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi
gibi smirlamalar yontemin yaygin kullanim alani bulmasini zorlastirmistir. Bazi

M.tubeculosis alt soylarinin ya hi¢ IS6110 elementi igermemesi ya da besten az
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kopya igermesi gibi yontemin ayirim giiciinii azaltan durumlarin olmasi, bu alanda
calisgan arastirmacilarin, PCR tabanli alternatif genotipleme yontemlerinin

arastirilmasina tesvik etmistir(147,151,152).
3.8.4.2. Spoligotipleme

Spoligotiplendirme metodu, MTBK iiyelerinin molekiiler epidemiyolojisi,
populayon genetigi ve evrimi ile ilgili ¢caligmalarda en ¢ok kullanilan ilk PCR-tabanl
genotiplendirme yontemlerinden biridir(153). Bu yontem hemen hemen tim MTBK
iiyelerinde bulunan Direct-Variant Repeat (DvR) lokuslar1 olarak adlandirilan belirli
bir genomik bdlgelerdeki polimorfizmleri hedef alir(154). Direct-Variant Repeat
(DvR) lokuslari, benzer boyutta(34—41 bp ) tekrarlamayan 0&zgiin niikleotit
dizileri(spacer)ile diizenli aralikla bdliinmiis 21-37 niikleotit Uzunlugunda
palindromik tekrar kiimelerinden(DR) meydana gelmis olup, diizenli araliklarla
boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR=Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats) ailesinin iiyesidirler. Direct variable repeat’lerin (DVR)
sayist ve spacer bolgelerinin sekans dizilimleri her bakteri susuna 06zgii olup,
bakteriler arasinda farklilik géstermektedir. Bu yontem, Mycobacterium tuberculosis
kompleks genomunda bulunan direct variable repeat’lerin (DVR) susa 6zgii spacer
sayisinin ve bu birimlerdeki DNA polimorfizmlerinin saptanmasina dayanir (Sekil

11) (152,155).

Bir izolatta bulunan DR lokusuna 06zgii biotinlenmis primerler ciftleri
kullanilarak PCR ile amplifiye edilir. Elde edilen amplikonlar daha sonra test edilen
izolatta her bir referans spacer in varligim1 veya yoklugunu ortaya ¢ikarmak i¢in bir
membrana baglanmis ve 0zgiin spacer bolgelerinin komplamenteri olan 43 farkl
sentetik  oligoniikleotit probla hibridize edilir. Hibridizassyon desenlerini
goriintiilemek i¢in floresans emisyonuyla sonuclanan ikinci bir antikor kullanilarak
spacerlerin varlig§i membranda gorsellestirilir. Floresans sinyallerine bakilarak 43
spacer dizilminin varlig1 ve ya yoklugu dijital ortamda belirlenerek o izolat igin bir
spoligotipleme deseni elde edilir. Sonuglar oktal kodlama sistemi kullanilarak “oktal
kod” formatina ¢evrilerek dijitallestirilir. 0-7 arasinda 15 rakamdan olusan bu oktal
kodlar SITVIT2 veritabanina(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/)

girilerek test edilen izolatlara ait Spoligotype International Type(SIT) numaralar
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elde edilir. SIT numaralari, SpolDB4 verileriyle karsilagtirilarak kiimeler ve major

familyalar (clade) belirlenir(156,1).
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Sekil 11. CRISPR bolgesinin DNA dizisive tiirlere 6zgii spacer bolgeleri(157)

Avantajlarima ragmen, Spoligotipleme, MTBK izolatlarinin tiir diizeyinde
tanimlanmasina olanak saglamazken, bunun yerine bazi1 6zgiin spacerlerin varligina
dayali olarak alt-tir diizeyinde tanimlanmasma olanak saglar. Ornegin, M.
tuberculosis spoligotipleri 33-36 spacerlarinin olmamasi ile karakterize edilirken, M.
bovis spoligotipleri genellikle 39-43 spacerlarina ve M. bovis BCG’de 3, 9, ve 16.
spacerlara sahip degildir. Ayrica, spoligotipleme, klinik ve epidemiyolojik dnemi
olan genotiplerin tanimlanmasma da olanak saglar. Ug¢ bir 6rnek olarak Pekin
bolgesinde, Asya'nin diger bolgelerinde, eski Sovyetler Birligi'nde ve diger cografi
bolgelerde yaygin olarak karsilasilan “Beijing ” genotip suslarinin ¢ogu, yalnizca 43
sentetik  oligoniikleotit prob bulunan paneldeki son 9 spacer (35-43) ile
hibridizasyona girer(152,158)

Spoligotipleme metodu, sonuglarin dogru ve tekrarlanabilir olan, nispeten basit,
uygun maliyetli ve kisa silirede sonu¢ alinabilen yiiksek verimli bir yontemdir.
Sonuglarin  dogrulugu DR lokuslarinin stabilitesine baghdir. Spoligotipleme
yonteminin Oonemli bir avantaji da 2-3 bakteri hiicresinden elde edilen DNA'ya
esdeger 10 fg kromozomal DNA’nin yeterli olmasi ve aynt zamanda saf olmayan
orneklerden cansiz numunelerden, parafine gdmiilmiis materyalden ve ARB pozitif

boyanmis yayma Orneklerinden calisilabilmesidir. Elde edilen verilerin ikili
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(mevcut/yok) formati ve bu ikili verilerin oktal kodlara g¢evrilerek dijital ortama
aktarilmasi, ayrica sonuclarin farkli laboratuvar ortamlarinda yapilan ¢aligsmalarla

karsilastirilabilir olmasi1 yontemin bir diger avantajini olusturmaktadir(50,155).

Yapilan farkli caligmalarda, spolitipleme metodunun, IS6110 RFLP tipleme
metodundan daha diisiik diizeyde bir ayirim kapasitesine(discrimination) sahip
oldugu ortaya konulmustur (106— 110). Bunun temel nedeni IS6110 tabanlt RFLP
analizi tiim genom boyunca dagilmis mobil IS genetik fragmentlerin analizine dayali
olmasi, spoligotipleme metodunun M.tuberculosis’in genomunun yaklasik %0,1 gibi
diisiik kismin1 olusturan tek bir lokusu hedeflemesinden kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte, spoligotipleme, diisik IS6110 kopya sayilarina (bant<5) sahip M.
tuberculosis suslarinin ayirt edilmesi i¢in etkin bir sekilde kullanilabilir [54, 113].
Spoligotipleme metodunun epidemiyolojik c¢aligmalar icin tek basina kullanilmasi
durumunda yeterince verimli olmayabilir. Epidemiyolojik ¢alismalarda daha iyi ve
giivenilir sonuglarin elde edilmesi i¢in diger molekiiler yontemlerle (RFLP, MIRU-
VNTR vb.) kullanilmas1 6nerilmektedir.(152,159,160)

3.8.4.3. MIRU-VNTR

M.tuberculosis, Okaryot Okartot genomlarinda tanimlanmis olan minisatellit
lokuslarina benzeyen ardisik tekrarlayan dizilerin tanimlanmis oldugu ilk bakteri
gruplarindan  biridir. Mikobakteriyel ardisik tekrarlayan diziler, insan ve
hayvanladakine benzer olup degisken sayida ardigik tekrar lokuslari(Variable
Numbers of Tandem Repeats =VNTRs) olarak adlandirilmiglardir. Mikobakterilerde
tanimlanmis olan sirali tekrar (tandem repeat) dizileri: major polymorphic tandem
repeat (MPTR) lokuslar1 ve exact tandem repeat (ETR) lokuslar1 olmak iizere Iki
tiptir. Frothingham and Meeker- O’Connell M. tuberculosis complex suslarinda
VNTR lokuslarimin ilk sistematik analizlerini gergeklestirdiklerinde, uzunluklar1 53-
76 bp arasinda degisen bes(A-E) major polimorfik sirali tekrar (major polymorphic
tandem repeat =MPTR) ve alti(A-F) tam sirali tekrarindan (exact tandem

repeats=ETR) olusan 11 lokus buldular(*®!

). M. tuberculosis genomunda 6zgiin 41
farkli degisebilen sirali tekrarlar (variable tandem repeats) tanimlamis ve bu farkl
siral1 tekrarlara mycobacterial interspersed repetitive units (MIRUs) ad1 verilmistir.

Ik zamanlarda MTBK iiyelerinin tiplendirilmesinde bunlardan 12’si kullanilmus
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daha sonra yontemin ayirim giiclinii arttirmak i¢in analiz edilen lokus sayis1 15°e
cikartlmistir. MIRU-VNTR analizinin ayirt edici giicii tipik olarak degerlendirilen
lokus sayisiyla orantili oldugundan son olarak M.tuberculosis suslarmin
genotiplendirilmesi i¢in yeteri diizeyde polimorfizm gdosterdikleri tespit edilen 24’e
cikarilarak giiniimiizde kullanilan MIRU-VNTR standart yontemi gelistirilmistir
(16,162).

Yeni bir PCR tabanli tiplendirme medu olan bu yontem, intergenik bdlgedeki
degisken sayida tekrar dizileri (VNTR) igeren ¢oklu genomik lokuslarin analizine
dayanir. Tekrarlama birimi boyutlar1 yaklasik 50 ila 110 bp arasinda degisir. VNTR
lokuslarmin polimorfizmine dayali bu genotiplendirme metodu, her VNTR lokusunu
icine alan yan bdlgelere 6zgii primerler kullanilarak, hedef bolgelerin PCR
aracilifiyla amplifiye edilmesi ve bu PCR iirlinlerinin standart jel elektroforezi
yardimryla gorsellestirilmesine dayanir. amplifiye edilen hedef bolgelerin bant
biiyiikliiklerinden hareketle lokuslardaki tekrarlayan dizi sayisi ile lokusu i¢ine alan

her iki yandaki yerlesmis genom segmentlerinin boyutu tespit edilebilir (Sekil 12).

on

'

VNTR units
54447 15347

Sekil 12. M.tuberculosis’in VNTR tipnedirme prensibi(163)

Yeni bir PCR tabanl tiplendirme medu olan MIRU-VNTR pratik olmasi, maliyet
etkin olmasi, tekrarlanabilir sonuglar ve yliksek ayirim giicline sahip olmasi bu
yontemin M.tuberculosis suslariin genotiplendirilmesi i¢in uygun bir yontem haline

getirmistir.
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3.8.4.5. SNP analizi

M.tuberculosis’in kapsamli karsilagtirmali genomik analizi, MTBK iiyelerinin
kromozomlar1 arasinda dikkate deger bir DNA dizi korunumu(%99) ortaya
koydugundan, niikleotit seviyesindeki polimorfizmler, bu alanda ¢alisan
aragtirmacilara klinik izolatlar1 ayirt etmek ve klinik suslarin filogenetik iliskilerini
incelemek i¢in bir molekiiler marker olusturur. Hem nonsynonymous single-
nucleotide polymorphisms (nsSNP) hem de synonymous SNP (sSNP)
polymorphism’ler M.tuberculosis izolatlarimi karsilastirmada uygulanabilecek faydali

bilgiler saglar.

Genel olarak nsSNP’ler i¢ veya dis etkiler sonucu bir amino asit degisikligine
neden olabilir. Bu nedenle ila¢ direnciyle ilgili genetik lokuslardaki nsSNP’ler
fenotipik ila¢ direncine neden olabilir. Buna gére M.tuberculosis’in antitiiberkiiloz
ajanlara direnci hemen hemen her zaman kromozomlarin ilgili bolgelerindeki
nonsynonymous nokta mustasyonlari, insersiyon ve delesyon gibi genetik
degisimlerle korelasyon gosterir. Buna karsin islevsel olarak nétr kabul edilen
SNP’ler, fonksiyonel proteinlerin amino asit dizilimlerinin degisimine neden
olmazlar. Yapisal veya housekeeping genlerde meydana gelen bu SNP’ler,
mikobakteriler arasindaki evrimsel iliskilerin belirlenmesinde ve genotipik
ayirmminda molekiiler bir temel olustururlar. Bu yontemi baz alarak yapilan
caligmalarla, MTBK tiyeleri, katalaz-peroksidaz enzimini kodlayan katG genin 463.
Kodonundaki (Leu463Arg) ve DNA giraz enziminin A alt linitesini kodlayan gyrA
geninin 95 .kodonundaki (Thr95Ser) polimorfizm kombinasyonlarina dayali olarak i¢
temel genotipik gruba(principle genetic groups=PGG) ayrilmaktadir. Bu ii¢ temel
grup;PGG1 (katG*® CTC [Leu] gyrA”> ACC [Thr]), PGG2 (katG'® CGG [Arg]
gyrA” ACC [Thr]), ve PGG3 (katG'” CGG [Arg] gyrA” AGC [Ser])’ten
olusmaktadir(20,1). Yapilan bu calismalar klinik izolatlarin filogenetik iligkisine
daha fazla 1s1ik tutarken, aym1 zamanda farkli soylarin popiilasyonlarda farklh
epidemiyolojiler gosterip gostermedigini incelemek icin genis bir gerceve islevi

goriir(147).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Orneklerin Toplanmasi

Diyarbakir ilimizde bulunan farkli hastane ve verem savas dispanserlerinden
Ocak 2014-Agustos 2019 tarihleri arasinda akciger tiiberkiillozu ve/veya siipheli
temas Oykiisii ile Dicle Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar
Mikobakteriyoloji birimine farkli klinik ve polikliniklerden génderilen hastalara ait
balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL), apse, aclik mide sivisi (AMS), BOS, doku ve
eklem sivisinin bulundugu klinik materyallerden sivi bazli (MGIT960) ve kat1 bazli
(Lowenstein Jensen-LJ) besiyerleri kullanilarak izole edilen ve MPT64(BD,Polonya)
kart testi ile MTBK tiyesi olduklar1 dogrulanan, 69 MTBK izolati: ¢calismaya dahil
edildi.

izolatlar genotipik identifikasyon yoniinden spoligotipleme ve MIRU-VNTR
yontemleri ile es zamanli olarak direncin molekiiller mekanizmasi GenoType
MTBDRplus yontemi ile degerlendirildi. Elde edilen sonuglar SITVIT2 ve miruvntr-

plus veritabanlar1 kullanarak analiz edildi.
4.2. Molekiiler Yontemler icin Genomik DNA izolasyonu

4.2.1. Spoligotipleme ve MIRU-VNTR genotiplendirme yontemleri icin genomik
DNA izolasyonu

Spoligotipleme ve MIRU-VNTR genotiplendirme yontemlerinde kullanmak
tizere 69 MTBK izolatinin DNA izolasyonu amact ile MGIT sivi besiyerinden
Mickle tissue disintegrator cihazi kullanilarak mekanik ekstraksiyon asagidaki

protokole gore gergeklestirildi.

e 1. Calismaya dahil ettigimiz 6rneklerden 500ul mikrosantrifiij tiiplerine

alindi.
e 2.95°C’de 20 dk inkiibe ederek bakterileri inaktive edildi.
e 3.15.000xg'de 15 dk santrifiijlendi ve supernatanti atildi.

e 4.500ul 1xTE buffer ilave edildi.
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5. 15.000xg'de 15 dk santrifiijledik ve supernatanti atildi.
e 6. Tiiplere 250ul 1xTE buffer ilave edildi.

e 7. 1XTE buffer asamasindan sonra her bir tiipe 100ul cam boncuk (SIGMA

acid washed glass beads) ilave edildi.

e 8. 3 dk Mickle tissue disintegrator cihazinda mekanik hiicre parcalama

islemine tabi tutuldu.

e 9.15000xG'de 10 dk santrifiij sonrasi supernatanti yeni bir mikrosantrifiij

tiiptine alindi.
e 10. izole edilen DNA’lar1 -20°C’de saklanildi.
4.2.2. GenoType MTBDRplus genotipik direnc¢ analizi icin DNA izolasyonu

Fenotipik yontemler ile RIF ve/veya INH direncini tespit ettigimiz izolatlarimiza
GenoType MTBDRplus (LPA; Hain Life Sciences, Almanya) DNA Line Probe
teknigi ile genotipik diren¢ analizi yapilarak, direncten sorumlu mutasyonlarin
varlig1 ve mevcut mutayonlarin sikligini belirleme amaci ile DNA izolasyonu iiretici

firma talimatlar1 dogrultusunda asagidaki protokole gore gerceklestirildi.
e 1. MGIT960 besiyerinde iirettigimiz suglarimizdan 1ml ependorflara alindu.
e 2.10.000xg de 15 dk santrifiij gerceklestirdik ve supernatant: atildi.
e 3. Pellet' in iizerine100 pl F-LYS karisimi ekledik ve vortekslendi.
e 4.95°C'de 5 dk inkiibe edildi.
e 5.100ul F-NB eklenildi ve vortekslendi.

e 6. En yiiksek devirde 5 dk santrifiij agamasindan sonra siipernatant1 yeni bir

tiipe aktarilarak analiz yapilacagi zamana kadar -20°C'de saklandi.

4.3. lIzole edilen DNA’larin Spoligotipleme, MIRU-VNTR ve GenoType
MTBDRplus ile Analizleri

4.3.1. Spoligotipleme

Izolatlarin genotiplerini ve klonal iliskilerini belirleme amaci ile DR bélgesini

hedef alan biotin igaretli primerler kullanarak spoligotipleme yontemi uygulandi.
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DRa : 5°-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’-ucundan biotin ile isaretli)
DRb : 5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-¥

Her calismamizda pozitif kontrol (M. bovis ve M. tuberculosis H37Rv) ve
negatif kontrol (dH20) kullanildi.

Her bir izolat i¢in reaksiyon karisimi, 17.5ul dH20, 25ul 2x PCR Master Mix,
1.25ul DRa (Spmol/ul), 1.25ul DRb (5pmol/ul), Syl Kalip DNA, hazirladik ve
Thermal Cycler gerlestirildi. Amplifikasyon agsamalarini 6n denatiirasyon 96°C 5 dk;
30 siklus olmak tizere denatiirasyon 96°C 1 dk, annealing 55°C 1 dk, uzama 72°C 30

sn: son uzama 72°C 5 dk olarak ayarlandi.

PCR sonrast amplikonlarin literatiirlerde belirtilen sekilde membran
hibridizasyonu gergeklestirildi ve hibridizasyon sonrasi {irlinler streptavidin alkalen

fosfataz enzimi ve fosfatli kemifloresan substrati ile goriiniir hale getirildi.

Spoligotipleme metodu sonuglarinin yorumlanmasi asamasinda, hibridizasyonu
sonucunda membran lizerindeki spacer bolgelerin varligi ve yoklugunu dikkate

alinarak degerlendirildi.

Elde ettigimiz sonuglar1 Oktal kodlama yontemi kullanilarak 0-7 arasinda 15
rakamdan olusan “Oktal kod” formatina g¢evirerek, asagida belirtilen veritabanlarini

kullanarak izolatlarimizin kiimeleri ve familyalar1 (clade) belirlendi.

e ooo=0 oom=1 omo =2 Omm =3
e miO=4 mOm =5 EmC=6 mmm="7
e m=1 o=0

e http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/

e http://www.miru-vntrplus.org

4.3.2. MIRU-VNTR

e (Calismada 15 lokus MIRU-VNTR yontemi kullanildi. Hedeflenen MIRU
lokuslari i¢in literatiirde belirtilen primer ¢iftler sentezletildi ve her bir susa

ozgii MIRU lokusunun VNTR sayisinin belirlenmesinde PCR ydntemi
kullanildi.
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4.3.2.1. PCR primer dizileri ve amplifikasyon asamalari

PCR amplifikasyonu ve analiz asamalarinda, hedeflenen MIRU lokuslari
icin kullanilan primerler Tablo 2’de verilmis olup, her bir izolata 6zgii 15
lokusun VNTR sayisinin belirlenmesi amaci ile PCR amplifikasyonu i¢in
kullanilacak malzemeler ve miktarlari Tablo 3’de VNTR bolgelerine
spesifik amplifikasyon asamalar1 Tablo 4’te belirtilen protokole gore
gerceklestirildi. Amplikonlar 120V, 45 dk, etidyum bromiirlii % 2 lik agaroz
(SIGMA) jel elektroforezinde yiiriitiildii. Beklenen bantlarin uzunluguna
bagli olarak, her bir MIRU lokusunda bulunan allel tekrar sayilar1 Tablo
5’teki PCR bant biiyiikliiklerine dayanarak belirlendi.

Tablo 2. 15 lokus MIRU-VNTR yo6nteminde kullanilan primerler

Primerler Tekrar bolgeleri bp Primer dizileri

MIRU 4; ETRD 77 GCGCGAGAGCCCGAACTGC
GCGCAGCAGAAACGCCAGC

MIRU 26 51 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG

MIRU 40 54 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

MIRU 10 53 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

MIRU 16 53 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

MIRU 31; ETRE 53 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT

Mtub04 51 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC

ETR C 58 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA

ETR A 75 AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT

Mtub30 58 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA

Mtub39 58 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

QUB-4156 59 TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT

QUB-11b 69 CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
CGAAGTGAATGGTGGCAT

Mtub21 57 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
CAACATCGCCTGGTTCTGTA

QUB-26 111 AACGCTCAGCTGTCGGAT

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
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Tablo 3. MIRU-VNTR PCR asamasinda kullanilan malzemeler ve miktarlari

PCR Amplifikasyon bilesenleri Hacim
dH,O* pl

2X PCR Master Mix (Thermo science) 12,5 ul
DMSO 1 ul
Primer Cifti 1,5-3pul
DNA S5ul
Toplam hacim 25 ul

* Secilen primer miktarina gore toplam hacim dH2O ile ayarlandi.

Tablo 4. VNTR bdélgelerine spesifik Amplifikasyon asamalari

Amplifikasyon Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Asamasi
On Denatiirasyon 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma* 61°C 30 sn 35
Uzama™** 70°C 1 dk
Son Uzama 72 °C 7 dk 1

* Mtub 04, Mtub 39, QUB primerleri i¢in baglanma basamagi 55°C’de 30sn
**QUB 26 primeri i¢in uzama basamagi 70°C’de 1dk 30sn

Tablo 5. MIRU-VNTR yonteminde kopya sayilarma gore PCR iiriinii bant

buytikliikleri
Primerler
s g g s s g g s = s &
& & & & & & & & & & &
N N N N N N N N N 4 -
[—] v o o - w o o~ [+) (=) y—
ETRA - 247 322 397 472 547 622 697 772 847 922
ETRC - 172 230 288 346 404 462 520 578 636 684
MIRUO04-ETRD - 253 330 407 484 561 638 715 792 869 -
MIRU10 - 535 590 643 696 749 802 855 908 961 1013
MIRU16 - 618 671 724 777 829 882 935 088 1041 -
MIRU26 - 511 562 613 664 715 766 817 868 919 -
MIRU31-ETRE - 545 598 651 704 757 810 863 916 - -
MIRU40 - 407 461 55 569 623 677 731 785 839 893
Mtub04 177 218 269 320 371 422 473 524 575 626 -
Mtub21 - 149 206 263 320 377 434 491 548 605 662
Mtub30 - 261 319 377 435 493 551 609 667 725 783
Mtub39 225 283 341 399 457 515 573 631 689 747 -
Qubllb - 136 205 274 343 412 481 550 619 688 757
Qub26 - 264 375 486 597 708 819 930 1041 1152 1263
Qub4156 563 622 681 740 799 858 917 - - - -
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4.3.3. GenoType MTBDRplus genotipik diren¢ analizi

Uretici firmanin (LPA; Hain Life Sciences, Almanya) talimatlar1 dogrultusunda
DNA izolasyonunu takiben PCR islemi igin, kit i¢eriginde bulunan biotin ile isaretli
primerleri iceren AM-A ve AM-B amplifikasyon karigimlarindan sirasi ile 10ul ve
35ul olacak sekilde toplam calisacagimiz 6rnek sayisina gore hazirlandi ve tiiplere
dagitildi. Toplam hacim 50ul olacak sekilde karisgimlarimiza Spul DNA ekledik ve
Thermal Cycler’da Tablo 6.’da belirtilen amplifikasyon asamalarini kullanarak
reaksiyonumuz gergeklestirildi. PCR islemi sonrasinda amplikonlarin striplere
hibridizasyonunu manuel olarak Tretici firma talimatlart  dogrultusunda
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar, Hain Lifescience GenoType MTBDRplus

direnc¢ analizi ve mutasyon arastirma cetveli ile karsilastirarak yorumlanda.

Tablo 6. GenoType MTBDRplus Amplifikasyon asamalari

Amplifikasyon Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Asamasi
On Denatiirasyon 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 65°C 2 dk 10
Denatiirasyon 95°C 25 sn
Baglanma 50°C 40 sn 20
Uzama 70°C 40 sn
Son Uzama 70 °C 8 dk 1
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S. BULGULAR

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Mikobakteriyoloji Laboratuvarimiza gonderilen hastalarina ait klinik materyallerden
izole edilen primer anti-tiiberkiiloz ilaglara direngliligini fenotipik olarak sivi bazli
MGIT960 yéntemi ile belirledigimiz, 32 (%46.4) sus CID-TB iken geri kalan
suslardan ii¢ tanesi (%4.3) RIF, 34 (%49.3)’ii de INH ile birlikte primer segenek anti-
tiiberkiiloz ajanlardan bir veya bir kagina direngli toplam 69 MTBK izolatini,
spoligotipleme ve 15 lokus MIRU-VNTR yontemleri ile genotipik cesitlilik ve klonal

iligkiler yoniinden degerlendirildi.

Calisilan 69 MTBK izolatin 65’inde (%94.2) genotipik identifikasyon yoniinden
yorumlanabilir sonuglar alindi. Batman, Diyarbakir ve Elazig illerine ait 2 MDR ve
2 INH direngli toplam 4 izolat diisik DNA konsantrasyonu ve/veya asirt DNA
kirliliginden kaynaklanan sebeplerden dolay1 ¢alisma dis1 birakildi.

Suslarin izole edildigi hastalarin ikamet adresleri Tablo 7’de verilmistir.
Hastalarin ikamet adreslerine gore demografik 6zellikleri incelendiginde, hastalarin
en c¢ok Diyarbakir(%53.8) ilinde yogunlastigini buna karsilik en diisiik hasta
sayilarmin birer vaka ile Istanbul (%1.5) ve Ukrayna (%1.5) kdkenli oldugu goriildii.

Tablo 7. Hastalara ait izolatlarin ikamet adreslerine gore dagilimlar

) Ornek Sayisi
Ikamet Adresleri
n %
Diyarbakir 35 53.8
Mardin 9 13.8
Sanlhurfa 7 10.8
Bingol 4 6.2
Suriye 4 6.2
Bitlis 2 3.1
Siirt 2 3.1
Istanbul 1 1.5
Ukrayna 1 1.5
Toplam 65 100
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Fenotipik tanimlamadan sonra molekiiler ¢alismalara uygun kalitede DNA
ekstrakte edilerek calismaya dahil edilen izolatlarin, MGIT960 fenotipik duyarlilik
testi sonucunda; STR ve INH direncgli 18 (%27.7), mono-INH direncli 14 (%21.5)
olmak tizere toplam 32 (%49.2) izolatin INH direncli (INH-R), MDR diren¢ patern
tanimina gore degerlendirdigimizde biitlin anti tliberkiiloz ilaglara direngli 21
(%32.3), INH ve RIF direngli 4 (%6.2), STR, INH ve RIF direngli 3 (%4.6) ve INH,
RIF ve EMB direngli 2 (%3.1) olmak {izere toplam 30 (%46.2) izolatimizin MDR
direng paterni ile uyumlu oldugunu, mono-RIF direncinin (monoRIF-R) 3 (%4.6)
hasta izolatinda goriildiigii tespit edildi (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalara ait izolatlarin direng profillerine gore dagilimlari

Ornek Sayis
Direnc Profili

n %o
CiDp* 30 46.2
mono RIF-D#** 3 4.6
mono INH-D:: 14 21.5

RIF-D +diger 0 0
INH-D +diger 18 217
Toplam 65 100

*CID: Coklu ilag direngli, **RIF-D: Rifampicin direngli, ***INH-D: Isoniazid direngli
Sonug¢ olarak test izolatlarimizin %350.8 (33/65)’1 RIF direncli iken %95.4
(62/65)’lintin INH direngli oldugu goriildii.

Calisilan izolatlarin direng profillerinin hastalarin ikamet adreslerine gore
dagilimlan incelendiginde; Bingél, Bitlis, Istanbul ve Ukrayna kdkenli hastalara ait
izolatlarin tamammin CID-TB suslarindan olustugu, Siirt ili kokenli hastalara ait
izolatlarin tamaminin ise INH-R oldugunu, yani diger duyarlilik profillerinden daha
yiiksek oranda c¢oklu ilag direnci gelistirme riskine sahip olduklar1 tespit edildi.
Izolatlarin direng profillerinin hasta ikametlerine gore dagilimlari Tablo 9°de

verilmistir.
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Tablo 9. izolatlarin direng profillerinin hasta ikametlerine gore dagilimlar

ikamet Adresleri CiD INH-D RIF-D Toplam
/ Direng Profili

n % n % n % n %

Diyarbakir 15 429 17 486 3 86 35 100

Mardin 4 444 5 556 - -9 100
Sanhurfa 1 143 6 857 - - 7 100
Bingol 4 100 - - - - 4 100
Suriye 2 50 2 50 - - 4 100
Bitlis 2 100 - - - -2 100
Siirt - - 2 100 - - 2 100
Istanbul 1 100 - - - - L 100
Ukrayna 1 100 - - - - 1 100
Toplam 30 462 32 492 3 46 65 100

* CID: Coklu ilag direngli, ** RIF-D: Rifampicin direngli, *** INH-D: Isoniazid direncli

Direncli izolatlarin izole edildikleri hasta cinsiyete ve suslarin izole edildigi

yillara gére dagilimi1 Tablo 10°da verilmistir. Ilag direncinin erkek hastalarda %75.4

(49/65) orani ile daha fazla goriildiigi tespit edildi.

Tablo 10. Izolatlarimizin izole edildikleri hasta cinsiyetleri ve yillara gére dagilimlari

KADIN ERKEK
(n=16) (n=49) Toplam
Y/ CiD INH-D RIF-D CiD INH-D RIF-D
Direng
Profili n %0 n % n n % Yo n % n Yo n %0
2014 3 429 - - - - 4 57.1 - - - - 7 100
2015 2 154 4 308 - - - - 7 53.8 - - 13 100
2016 1 9.1 - - 1 9.1 8 72.7 - - 1 9.1 11 100
2017 - - 1 6.2 5 31.3 9 56.3 1 62 16 100
2018 1 1.1 2 222 3 33.3 3 333 - - 9 100
2019 1 11.1 - - - - 2 22.2 6 66.7 - - 9 100
Toplam 8 123 7 108 1 1.5 22 33.8 25 38.5 2 3.1 65 100

*CID: Coklu ilag direngli, **RIF-D: Rifampicin direncli, ***INH-D: Isoniazid direncli

CID, INH-D ve RIF-D izolatlarin yayma pozitif ve negatif sonugglarinin yillara gore

dagilimi diren¢li suslarimizin izole edildikleri klinik materyellerin direkt yayma
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sonuclarinin yillara gére dagilimi Tablo 11°de verilmistir. Yayma pozitifligi direngli

suslar arasinda %64.6 (42/65) ile daha yiiksek oranda goriildiigii tespit edildi.

Tablo 11. Direngli izolatlarin yayma sonuglarinin yillara goére dagilimlari

Yayma Pozitif Yayma Negatif
(n=42) (n=23) Toplam

Y/ CiD INH-D RIF-D CiD INH-D RIF-D

Direng

Profili n % n %0 n n % % n %0 n % n %0
2014 6 857 - - - - 1 143 - - - - 7 100
2015 2 153 5 385 - - - - 6 462 - - 13 100
2016 6 545 - - 2 182 3 273 - - - - 11 100
2017 4 25 6 374 1 63 1 63 4 25 - - 16 100
2018 2 222 4 444 - - 2 222 1 112 - - 9 100
2019 2 222 2 222 - - 1 112 4 444 - - 9 100

Toplam 22 338 17 262 3 46 8 123 15 231 - - 65 100

*CID: Coklu ilag direngli, **RIF-D: Rifampicin direngli, ***INH-D: Isoniazid direngli

Fenotipik yontemler ile 30 CID ve 3 monoRIF direngli toplam 33 izolatin
direncin molekiiler diren¢ mekanizmasi, hibridizasyon temelli Hain Lifescience
GenoType MTBDRplus yontemi ile degerlendirildi. Fenotipik ve genotipik direng
profili sonuglar karsilastirildiginda; analiz edilen izolatlarin rifampisin ve isoniyazid
icin sirast ile 31/33 ve 26/30 susta fenotipik direncin bilinen bir molekiiler direng
mekanizmasi ile izah edilebilecegi belirlendi. Direncli suslardan 19 (%57.6) izolatta
RIF direncinden rpoB genin 531. gen bdlgesinde TCG/TTG mutasyonunun, INH
direncinde ise 14 (%46.7) izolatta katG315 gen bolgesindeki AGC/ACC
mutasyonunun, 8 (%26.7) izolatta da inhA gen bolgesinin -15 pozisyonunda C/T
mutasyonlarinin direngten sorumlu yaygin mutasyonlar oldugu goriildii. Direncli

izolatlarin say1 ve yiizdeleri tablo Tablo 12’de verildi.
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Tablo 12. Direngli izolatlara ait molekiiler direng mekanizmalar1 ve dagilimlar

Gene Kodon Niikleotid Amino Asit Izolat sayis1
Degisimi Degisimi n %
rpoB 516 GAC/GTC  Asp 516 Val 3 %9.1
526 CAC/GAC  His 526 Asp 5 %15.2
526 CAC/TAC  His 526 Tyr 1 %3
531 TCG/TTG  Ser 531 Leu 19 %57.6
Diger 5 %15.2
katG 315 AGC/ACC  Ser 315 Thr 14 %46.7
315 AGC/AAC  Ser 315 Asn 4 %13.3
Diger 3 %10
inhA  -15 C/IT CIST 8 %26.7
-8 T/A T8A 2 %6.7
Diger 1 %3.3

Toplam 65 MTBK izolatin genotipik 6zelliklerini molekiiler epidemiyolojik
yontemlerden biri olan spoligotipleme metodu ile analiz ettigimizde; suslarin 19
farkli spoligotip paternine dagildiklar1 goriildii. Izolatlarmn 53’{iniin 7 farkh
spoligotipinde kiimelenirken 12 izolatin tek {iiyeli unique profiller olusturduklar
tespit edildi. Spoligotipleme verilerine gore en ¢ok liyeye sahip ailelerin 36 (%55.4)
tyeli T1 ve 9 (%13.8) tiiyeli TUR aileleri oldugu goriildii. Suslar arasinda en yaygin
spoligotiplerin ise 24 (%36,92) izolat ile T1 ailesi igerisinde yer alan SIT53 ve 8
(%12,31) izolat ile TUR ailesi icerisinde yer alan SIT41 oldugun belirlendi. Tablo
13’de izolatlarin spoligotip profil ve genotip dagiliminin sayr ve yiizdeleri

verilmistir.
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Tablo 13. Izolatlarin spoligotip profil ve genotip dagilimlar

Spoligotip Profilleri SIT Lineage  Say1 %
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 53 T1 24 36,92
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000VOOVVVVVOOOOVVVVVVYV 41 TUR 8 12,31
VVVVVVVVVVVVOVVVVVVO0000000VVO00000000VVVVY 2560 7 10,77
0000VVVVVVVOOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVYV 284 T1 6 9,23
OVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 7 T1 4 6,15
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOVOOOOVVVVVVV 777 URAL-1 2 3,08

0000000000000000000000000000000000VVVVVVVVV 1 Beijing 2 3,08
0000000000000000000000VVVVVVVVVVO00OVVVVVVY 2558 T1 1 1,54
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVOOOOVVVVVVV 122 T1 1 1,54

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOVVOVOOOOVVVVVVV 1735 H3 1 1,54

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVV 50 H3 1 1,54

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000VOOVVVVVOOOOVVVOVVV 1261 TUR 1 1,54

OVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 1834 T3 1 1,54

VVVVVVVVVVVVVVO000000000VVVVVVVVOOOOVVVVVVV 254 LAM-RUS 1 1,54

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00000VOOOOVVVOVVV 62 H1 1 1,54

VVOVVVVVOVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVVVVVVVVVVO0000 820 BOV 1 1,54

000000000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVVVVV 4 1 1,54
VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVVVVVO000000000000000000 608 1 1,54
VVVVVVVVVVOVOVOVVVVO0000000VVO00000000VVVVY  orphan 1 1,54
Toplam 65 100,00

En ¢ok izolat igeren T1 ailesi iiyelerinin, istanbul ve Ukrayna kdkenli hastalara
ait izolatlar harig, diger biitiin illerde goriildiigiinii ve biitiin il izolatlar1 arasinda en

sik tanimlanan aile oldugunu tespit edildi.

Direngli izolatlarimiz arasinda ikinci en yaygin aile olan TUR ailesinin, yalnizca
Diyarbakir kokenli hastalara ait toplam 9 (%13.8) iiyeden olustugu belirlendi. Bir
baska ifade ile TUR ailesi i¢inde tanimlanan suslarin tamaminin Diyarbakir’li hasta
izolatlarina ait oldugu goriildii. Sekil 13°de Spoligotip ailelerinin izole edildigi hasta

ikamet adreslerine gore dagilimlar verilmistir.
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Sekil 13. Spoligotip ailelerinin ikamet adreslerine gore Dagilimlari

Fenotipik olarak RIF ve/veya INH direngli izolatlar1 dahil etti§imiz ve
suslarimizin spoligotiplerinin direng profilleri ile muhtemel iliskisini tespit amaci ile
yaptigimiz degerlendirmede; CID-TB olarak tanimladigimiz suslardan 20 (%55.6)
izolat T1 ailesinde, bu orana benzer olarak INH-D direng profiline sahip 16 (%44.4)
izolatin da ayni ailede yogunlastiklar1 goriildii. Ayn1 zamanda birer izolat igeren
LAM-RUS, SIT4 ve SIT608 ailelerine ek olarak, calismamizda veritabanlarinda yer

almayan orphan spoligopaterninin de yalnizca INH direngli suslar arasinda idi.

Buna karsilik olarak rifampisin direngli 3 (%4.6) izolatin birer tiye ile H1, T3 ve
BOV ailelerine dagildig:r belirlendi. Tablo 14’de Spoligotip ailelerinin direng

profillerine gore dagilimlar verilmistir.

Diinya genelinde yayilim gosteren yaygin ilag direngli tiiberkiiloz tanimina uyan,
toplam 2 (%3.1) Beijing susun, biri Istanbul digeri de Ukrayna’da ikamet eden iki
farkli hastaya ait klinik materyallerden izole edilen MDR suslarimiz arasinda yer
aldig1 tespit edildi. Yine ¢oklu diren¢ profiline sahip ve diger direng profillerinde
goriilmeyen URAL-1 ailesine ait toplam 2 (%3.1) izolatin, Diyarbakir ve Sanliurfa

kokenli hasta 6rneklerinden izole edilen suglar arasinda oldugu goriildii.
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Tablo 14. Spoligotip ailelerinin direng profillerine gére dagilimlari

Spoligotip Cip INH-D RIF-D Toplam

/ Direng Profili % n % n % n %

T1 20 556 16 444 - - 36 100
TUR 3 333 6 66.7 - - 9 100
SIT2560 2 286 5 714 - - 7 100
Beijing 2 100 - - - - 2100
H3 1 50 1 50 - -2 100
URAL-1 2 100 - - - - 2100
LAM-RUS - - 1 100 - - 1100
SIT4 - - 1 100 - - I 100
H1 , . . - 1 100 1 100
T3 - - - - 1 100 1 100
BOV - - - - 1 100 1 100
SIT608 - - 1 100 - - 1 100
Orphan - - 1 100 - - 1 100
Toplam 30 462 32 492 3 46 65 100

*CID: Coklu ilag direncli, **RIF-D: Rifampicin direncli, ***INH-D: Isoniazid direncli

Sekil 14. MIRU-VNTR PCR jel goriintiisii
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Spoligotipleme metodu ile ailelere dagilan suslar arasindaki klonal iliskiyi
gostererek ayrim giicii daha yiiksek sonuglar iiretmek amaci ile ¢alistigimiz 15 lokus
MIRU-VNTR sonuglarini degerlendirdigimizde, ¢alismaya dahil edilen 65 izolatin,
47’sinin 9 kiime de yogunlastig1 ve 18’inin de tek iiyeli olmak {izere toplam 27 farkli
kiimeye dagildiklar1 goriildii Sekil 14’te MIRU-VNTR PCR jel goriintiisii verilmistir.
MIRU-VNTRplus (https://www.miru-vntrplus.org) veritabanin1 kullanarak tespit
edilen MIRU-VNTR paternleri ile birlikte spoligo-ailelerinden filogenetik agac
olusturuldu (Sekil 15).

Filogenetik agactan faydalanarak izolatlarimizin demografik ve cografik
karakteristiklerini filogenetik 6zellikleri ile tekrar degerlendirildi. Birden ¢ok tiyeli
kiimelerin genellikle farkli illerden gelen hastalara ait karisik izolatlardan olustugu
tespit edildi. MIRU-VNTR yo6nteminin her ne kadar ayrim giicii spoligotipleme
yonteminden yiiksek de olsa, ¢alismamiza dahil ettigimiz izolatlarimizin 15 lokus
MIRU-VNTR yontemi ile analizi sonucunda istatistiki anlamda klonal iliski i¢in bir

verl bulunamadi.
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Sekil 15. izolatlarm filogenetik agac ile iliskilendirilmesi
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6. TARTISMA

Bir yoksulluk hastaligi prototipi olan tiiberkiiloz, tedavi edilebilir ve onlenebilir
bir enfeksiyon hastaligi olmasina ragmen, giinlimiizde 6nemli bir kiiresel saglik
sorunu ve insanligi etkileyen en onemli bulasict hastaliklardan biri olmaya devam
etmektedir. Giiniimiizde her yil kiiresel ¢apta bir milyondan fazla insanin 6limiine
neden olan tiiberkiiloz, kiiresel diizeydeki gelir adaletsizliginin bir sonucu olarak
ortaya cikan yetersiz beslenme, yoksulluk, i¢ karisikliklar gibi sosyoekonomik
sorunlarin oldugu diisiik ve orta gelirli tllkelerde yaygin olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte yiiksek gelirli tilkelerde bagisiklik sitemini zayiflatan HIV/AIDS
vakalari, diyabet, kronik rahatsizliklar gibi TB gelisimine zemin hazirlayan
durumlarin insidansindaki artis, tiiberkiilozun bu {iilkelerde de halk saglig1 icin bir
tehdit haline gelmesine neden olmustur. Anti tiiberkiiloz ilaglarin kesfedilesi ve
tedavide kullanilmaya baslanmasiyla tiiberkiiloza karsi verilen miicadelede 6nemli
kazanimlar elde edilmistir. Ancak seksenlerin baglarinda ortaya ¢ikan ve yayginlasan
HIV/AIDS vakalar ile birlikte son yillarda CID/YID-TB vakalarindaki artis ile son
yillardaki Covid-19 pandemisi, temel tiiberkiiloz hizmetlerinin saglanmasinda ve
kiiresel tiiberkiiloz yikiiniin azaltilmasinda yillarca kaydedilen ilerlemeyi tersine
cevirmis durumdadir(3). Bu durum uygulanan tiiberkiiloz kontrol programlarinin
gbzden gecirilmesini ve tiiberkiilozun tanisi, tedavisi ve Onlenmesine olanak
saglayacak oOzgil, duyarli, hizli ve maliyet-etkin modern ara¢ ve yontemlerin

gelistirilmesini gerekli kilmistir.

DSO verilerine gore; 2020 yilinda diinya ¢apinda 10 milyona yakin yeni
tiiberkiiloz vakasinin goriildiigii ve TB nedeniyle 1,3 milyonu HIV negatif kisiler
arasinda, 214 000’inde HIV pozitif kisiler arasinda olmak {izere toplamda 1,5
milyondan fazla kisinin 6liimiine neden oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica 2020’de
yaklisik 350-400 bin yeni CID-TB veya RD-TB vakasinin tespit edildigi ve bunlarin
kiiresel diizeyde yillik ilaca direngli vakalarin %40°n1 olusturdugu tahmin

edilmektedir(3)

MTBK iyelerinden 06zellikle de c¢oklu ilaca direng gosteren izolatlarin

yayilmasinin engellenmesi, bu suglarin tiir tanimlanmalarinin yapilmasini, ilag direng
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profillerinin belirlenmesini ve farkli hastalardan elde edilen klinik izolatlar
arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesini gerektirmektedir. Bu nedenle ¢oklu
ilaca direncgli klinik izolatlarin taginma zincirlerinin takip edilmesinde, evrimsel
iliskilerinin belirlenmesinde, diren¢ gelisimine zemin hazirlayan risk faktorlerinin
belirlenmesinde ve epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde molekiiler yontemlerin
kullanilmasi, tiiberkiilozun epidemiyolojisinin belirlenmesi amacina hizmet ettigi
gibi DSO’niin kiiresel diizeyde TB eradikasyonu i¢in uyguladigi programlarin

basariya ulagsmasina olanak saglayacaktir.

Glinimizde MTBK’nin molekiiler epidemiyolojik calismalarinda bakteri
DNA'sinda bulunan IS6110 gibi insersiyon dizilerinin kopyalarinin tanimlanmasinda
kullanilan IS6110 RFLP yontemi, diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar
kiimeleri (CRISPR) analizine dayanan spoligotiplendirme yontemi ve intergenik
bolgedeki degisken sayida tekrar dizileri(VNTR) iceren coklu genomik lokuslarin
analizine dayanan MIRU-VNTR yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Spoligotiplendirme ile MIRU-VNTR yontemlerinin birlikte kullanilmasi; uygulama
ve standardizasyonlarinin kolay olmasi ile karsilastirma yapmak i¢in uluslararasi veri
tabanlarinin  bulunmasi1 nedeniyle klinik izolatlarin filogenetik iliskilerinin
belirlenmesinde uzun yillardir altin standart yontem olarak kullanilan IS6110-RFLP

yonteminin yerini almaya baslamislardir(164,156).

Giiniimiizde, tiim genom(WGS) analizlerine dayanarak, Insan tiiberkiilozunun
etiyolojik ajan1 olan MTBK {iyelerinin, filogenetik olarak farkli yedi soy(Lineagel-
7)’dan olustugu bilinmektedir. Yapilan bir¢cok calisma, bu soylarin farkli cografik
bolgelerle iligkili, giiclii bir filocografik popiilasyon yapisi gosterdigini ve ayrica bu
soylardan bazilarinin digerlerinden kiiresel olarak daha yaygin oldugu ortaya
konulmustur(165). Bu soylardan soy2(L2=East Asian) ve 4(L4=Euro-American)
kiiresel olarak en yaygin bulunan soylardir. Beijing familyasini igeren ve Dogu Asya
soyu olarak bilinen soy2, Dogu Asya’da baskin soy olsa da, Orta Asya, Rusya ve
Gliney Afrikada da yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Avro-Amerikan soyu olarak da
bilinen soy4(L4), Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika’daki toplumlarda siklikla
gorilmektedir. Soyl(L1=Indo-Oceanic) ve 3(L3=East African-Indian), Dogu Afrika,
Orta, Giiney ve Giineydogu Asya ile daha sinirli bir cografi dagilim gostermektedir.

Soy5,6(West African) ve 7(Ethiopian) cografik olarak en kisithh soylar olup,
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Afrikanin belirli bolgelerinde goriilmektedirler. Bunlardan Bati Afrika 1 ve Bati
Afrika 2 soyu olarak bilinen soy 5 ve 6, neredeyse yalnizca Bat1 Afrika'da veya bu
bolgelerden gelen son gogmenlerde goriiliir. Soy6(L6) oncelikle Bat1 Afrika'nin Bati
kesiminde goriiliirken, soy5(L5) daha ¢ok Gine Korfezi'ni ¢evreleyen bolgelerde
baskindir. Benzer sekilde, yakin zamanda kesfedilen soy7(L7), Etiyopya ve diinyanin
o bolgesinden gelen go¢gmenlerle sinirlidir(165,166,167).

Tiiberkiiloza neden olan genotiplerin kiiresel dagilimini belirlemek amaciyla
yapilan bir meta analiz ¢calismasinda 27 yil boyunca 85 iilkeden izole edilen 200 bin
MTBK susunun incelendigi 206 c¢aligmanin analizi sonucunda, Euro-Amerikan
soyu(L4) ve Dogu Asya soyu(L5)’unun en yaygin soylar oldugu ve Bati Afrika
soylarin(L5-6) cografik olarak en az kiiresel dagilima sahip olduklari
belirlenmistir(168).

Genotiplendirme metotlar1 ve bunlarin uygulanmasi sonucu elde edilen veriler,
tiberkiilloz salginlarinda enfeksiyon kaynagmin belirlenmesinde ve yeni
poplilasyonlarda hizla yayilma olasiligi en yiiksek olan MTBK genotiplerini

belirlemede yaygin bir sekilde kullanilmaktadur('®’

). Ayrica MTBK genotipleriyle
ilgili risk faktorlerini anlamak, daha yiiksek tedavi basarisizligi, niiks, ilag direnci
veya Oliim riski ile iliskili suglarla enfekte hastalarin erken tanisim1 gergeklestirmek
amaciyla gelistirilecek molekiiler tan1 testlerinin gelistirilmesine  yardimci

olabilir(168).

Dogu Akdeniz iilkeleri arasinda en yliksek TB insidansina sahip iilkelerden biri
olan Irak’ta yapilan iki farkli ¢calismada, tilkenin farkli yerlerindeki hastalardan izole
edilen 270 M.tuberculosis susunun genotiplendirilmesi sonucunda, izolatlarin
%39,6’sinin CAS, %29,6’sin T, %7,4’linlin Manu, %7’sinin Haarlem, %4,1’inin
Ural, %3,3’liniin LAM, %0.7’sinin LAM7- TUR, %0.7’sinin X, %0.7’sinin EAI,
%0.7’sinin S spoligotip familyalarina ait oldugu ve en ¢ok izolatin kiimelendigi
spoligotip paternlerin sirastyla SIT309 (CAS1-Delhi) ve SIT1144 (T1) oldugu
bildirilmigtir. Bu c¢alismadan iki yil sonra Irak Ulusal tiiberkiilloz Referans
Laboratuvarindan elde edilen 134 M.tuberculosis izolatin, Spoligotipleme ve MIRU-
VNTR yontemiyle genotiplendirilmesi sonucunda, klinik izolatlarin en ¢ok

kiimelendigi major spoligotip ailelerin sirasiyla, 56(%41.80) CASI1_Delhi, 36
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(9%26.8)T1, 8(%5.97)H3, 8(%5.97)MANU2 ve 4 (2.98) LAM7-TUR oldugu
bildirilmistir. Ayrica bu klinik izolatlarin en fazla kiimelenme oranlar1,20(%14.9) ile
T1 ailesine ait SIT1144’te goriiliirtken bunu sirasiyla 19(%14.2) ile CAS1_Delhi
ailesine ait SIT125 ve 12(%12.9) kiimelenme orani ile CAS_Delhi ailesine ait SIT22
spoligotipleme paterni izlemistir. Bu ¢alismalardaki ilgi ¢ekici noktalardan biri Irak’a
komsu iilkelerde bulunmayan T1 familyasma ait SIT1144’{in baskin spoligotip

olmasi ve Irak bolgesi ile sinirli bir filocografik dagilim gostermesidir(170,171).

Bir diger sinir komsumuz olan Iran’in bes farkli bdlgesinde M.tuberculosis
izolatlarinin genotipik analizi ve ¢oklu ila¢ direnci iliskili genotiplerin belirlenmesi
amaciyla 291 klinik izolatin dahil edildigi bir ¢aligmada, major spoligotipleme
ailelerinin sirasiyla, %34.3 ile Ural, %24 ile CAS, %18.2 ile T, %7.5 ile Manu ve
%6.1 ile LAM ailerinin oldugu ve engok izolatin toplandigi bes spoligotipleme
paterninin %15.8 ile SIT127(Ural), %9.2 ile SIT126(CAS1), %6.1 ile SIT53(T1),
%5.4 ile SIT284(T1) ve %4.4 ile SIT25(CAS1) oldugunu bildirmislerdir(172). Yine
aym iilkede yapilan bir derlemede 8329 izolatin incelendigi 34 farkli yayinda
irandaki en yaygin M.tuberculosis major spoligotip ailerinin %21.94 ile NEWI,
%19.21 1le CAS, %12.95 ile EAI ve %12.16 ile T aileleri oldugu, TUR ailesinin de
% 2’den daha az bir oranda bulundugu bildirilmistir(173). Ayrica Iran ve komsu
iilkelerdeki MTBK suslarinin yaygin spoligo modellerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen ve hasta popiilasyonunun Iran (n=1,074), Afgan gd¢menler(n=668),
Pakistanli(n=926) ve Tiirkiyeli(n=381) hastalardan olustugu bir baska g¢alismada,
Tiirk hastalar arasinda baskin ailenin 36.5% ile T ailesi oldugu ve aym sekilde
[ranli hastalar arasindaki majér spoligotip ailenin 32.3% orani ile T ailesi oldugunu,
Afgan gogmenler ve Pakistanli hastalar arasinda dominant ailenin CAS ailesi oldugu
ve oranin sirastyla %27.4 , %61.3 arasinda oldugunu bildirmistir. Ayrica Tirkiyeli
hastalar arasinda CAS ailesine rastlanmazken, ikinci dominant aile % ile LAM ailesi
oldugunu bildirmislerdir, bu calismada elde edilen bir diger bulgu da engok
kiimelenme goriilen spoligotip paternlerinin sirasiyla ST26, ST53, ST11, ST288,
ST52, ST1, ST37, ST47, ST41, ST40, ST284, ST50 ve ST458 oldugudur(174).

Suudi Arabistanin farkli bolgelerinde izole edilmis toplam 1.505 izolatin dahil
edildigi bir caligma sonucunda, baskin spoligotip ailerinin sirasiyla 22.5% ile CAS,

%19.5 ile T, %13.5 ile EAI, %7.5 ile Haarlem, 7.2% ile LAM, % 4.4 ile Beijing,
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%?2.7 ile X oldugu ve SIT1887 ile SIT 2671 spoligotip patrnlerinin Suudi Arabistan’a
0zgl olabilecegi rapor edilmistir(175).

Zozio ve ark. Ankara ve Malatya illerinden elde edilen 245 M.tuberculosis klinik
izolatin spoligotipleme yontemi ile genotiplendirdikleri bir ¢alismada, 206 klinik
izolatin 33 spoligotipinde kiimelendikleri ve 39 izolatin tek dyeli ozel
kiimeler(unique) olusturduklarini bildirmiglerdir. Coklu ilaca direng ile iliskili
Beijing familyasina ait suslarin tespit edilmedigi bu ¢alismada en biiylik kiimelenme
oran1 sirastyla LAM7-TUR(%21,0), T1(%16,3) ve Haarlem 3(%5,3) major
spoligotip familyalart igerisinde oldugunu bildirmislerdir. LAM7-TUR familyasi
igerisinde en fazla SIT41 (15.8%) altinda suslarin kiimelendigini bildirmislerdir(176).

Karsligil ve arkadaslar1 tarafindan Gaziantep ilimizde 55 klinik M.tuberculosis
izolatin spoligotipleme ve PCR-RFLP yontemiyle genotiplendirilmesi sonucunda 13
farkli spolitpleme paterni elde edilmis olup, 32 si T1(%64) ve 9°u LAM7-TUR(18%)
major spoligotip familyalari, engok izolatin kiimelendigi familyalar olarak

belirlenmistir(177).

Hatay ilimizde 2010-11 yillar1 arasinda izole edilen 19 MTBK susunun
Spoligotipleme metodu uygulanarak genotiplendirildigi bir ¢alismada major
spoligotip familyalar sirasiyla 7 (%36.8) susa sahip T1 ve 5 (%26.3) susa sahip
LAM7-TUR olarak belirlenmistir(178).

Zeytinli ve arkadaglarinin  farkli illerde ikamet eden(Sanlurfa , Osmaniye,
Gaziantep, Kahramanmaras, Antakya, Adana, Mersin) pulmoner tiiberkiilozlu
hastalardan 2007-2010 yillar1 arasinda izole edilmis 467 M. tuberculosis klinik
izolatin genotiplendirilmesi amaciyla spoligotipleme ve MIRU-VNTR yontemlerini
kullanarak gerceklestirdikleri bir calisma sonucunda, klinik izolatlarin 443'{iniin
(%94.,9) 21 farkli spoligotip paterni gosterdikleri ve major spoligo ailelerin 239
(%51,9) sus iceren T1 ailesi ve 54 (%11,5) sus iceren LAM7-TUR ailesi olduklarini
ve 24 (%5.1)1nln ise SpolDB4 veri tabanindaki higbir spolitip paterni ile
eslesmeyen orphan suslar olduklarini belirlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada Sanliurfa
ilinden izole edilen 6 klinik izolatin(%]1.3) beijing familyasina ait oldugu da
belirlenmistir(179). Bu ¢alismada en biiyiik kiimelenme oranina sahip T1 ailesi i¢in

tespit edilen %51.2°lik kiimelenme orani ve ikinci biiyiik aile olan TUR ailesi i¢in
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tespit edilen %11.5’lik kiimelenme orani bizim ¢alismamizda elde edilen %55.4’lik
ve %13.8 kiimelenme orani ile benzer bulunmustur. Ayrica bu ¢aligmaya dahil edilen
ve komsu illerimizden sanliurfa’dan izole edilen 71 MTBK susunun major spoligo
aileleri %53,5 ile T1 ve %11,2 ile TUR olarak bulunmus olup elde edilen oranlar,

calismamizda elde edilen sira ve oranlarla benzerlik gostermektedir.

Siiriciioglu ve arkdaslarmin Izmir’de 2006-2009 yillart arasinda farkli
hastalardan izole etmis olduklar1 79’u CID-TB ve 7’si sadece rifampisine direngi
M.tuberculosis ~ suglarinin ~ spoligotipleme  ve  PCR-RFLP  yoOntemiyle
genotiplendirilmesi sonucunda; klinik izolatlarin kiimelenmis olduklart  major
spoligo ailerinin sirasiyla 33(38%)LAM, 30(35%) T, 6(7%) Haarlem, 2(2%)
Beijing, 2(2%) S vel(1%) U aileleri olduklarini bildirmislerdir. Izolatlarm 6’s1 veri
tabanindaki herhangi bir aile ile eslesmemis olup, orphan olarak belirlenmistir. 27
farkli spoligo paterni gosteren izolatlarin en yaygin gosterdikleri paternler sirasiyla
%29 ile SIT41, SITS3, SIT206, SIT7,SIT367, SIT1261, SIT131, SIT284,
SIT1(Beijing),SIT4 SIT47 oldugu rapor edilmistir(180).

Cavusoglu ve arkadaslarinin  Izmir’de 1996-2014 yillar1 arasinda TB
hastalarindan elde ettikleri 470 M.tuberculosis klinik izolatin antimikrobiyal
duyarhiliklar1  ile genotipik varyasyonlar1 arasindaki olasi iligkileri belirlemek
amaciyla gergeklestirdikleri ¢alismalar1 sonucunda, 470 M.tuberculosis susu igin 132
farkli spoligo peterni tanmimlamis ve bunlardan 380’1 i¢in 46 farkli kiime
belirlenmistir. Major spoligotip ailelerinin T1(%24.7) ve TUR(%8.1) olarak
belirlendigi bu calismada elde edilen oranlar bizim c¢alismamizdan elde edilen
oranlardan diisiik olarak bulunmus olunmasira ragmen, major aileler yoniinden

benzerlik gostermektedir(181).

Aktag ve arkadaslarmin spoligotipleme ve MIRU-VNTR yontemleri ile
Zonguldak’taki M.tuberculosis izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisini ve biyolojik
cesitliligini degerlendirmek amaciyla 128 MTBK klinik izolat1 ile gerceklestirdikleri
caligmalarinda major spoligotipleme ailelerinin sirasiyla 28 (%21.8) T1 ve 18 (%14)
TUR aileleri oldugunu belirlemislerdir. Her iki baskin aile i¢in verdikleri kiimelenme
oranlar1 ¢aligmamizdaki oranlardan diisiik olmasina ragmen, major spoligotip

ailelerinin siralamasi benzer bulunmustur(182).
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Tasbakan ve arkadaslariin, ilag duyarlilifit ve genetik profil analizini
gerceklestirmek amaciyla 165 hastadan izole ettikleri 171 ekstrapulmoner yerlesimli
klinik izolatin 149’unu spoligotiplendirme yoOntemiyle genotiplendirdikleri
calismalarinda, izolatlarin 62(%41.6)’sinin T1 familyasma, 11(% 7.4)’inin LAM7-
TUR familyasia ait oldugunu rapor etmislerdir. Baskin spoligotipleme aile sirasi
benzer olmasina ragmen, her iki aileye ait oranlar ¢alismamizdan daha diisiik olarak

bulunmustur(183).

Otlu ve arkadaslarinin, Malatyada’ki pulmoner tiiberkiilozlu hastalardan izole
ettikleri 13’ii CID-TB olmak iizere tolpam 220 klinik izolatm, major spoligotip
profillerini belirlemek amaciyla spoligotipleme ve IS6110-RFLP ydntemlerini
kullanarak gergeklestirdikleri ¢aligmalart sonucunda; 38’i unique olmak iizere 64
farkli spoligotip profili elde etmislerdir. Major spoligotip ailelerinin sirasiyla
81(%36.8) izolath T1, 26(%]11.8) izolatli TUR ve 24(%10,9) izolatl Haarlem aileleri
oldugunu bildirmislerdir. Bu aile iiyelerinin sayisal oranlart ¢aligsmamizdaki oranlarla
karsilastirildiginda diisiik olarak bulunmus olunsa da baskin aile siralar1 benzer

bulunmustur(184).

Durmaz ve arkadaslarmin 2000-2004 yillar1 arasinda TB’li hastalardan izole
ettikleri 145 M.tuberculosis klinik izolatin ilaca duyarlilik profilleri ve genotipik
varyasyonlarint belirlemek amaciyla IS6110-RFLP, spoligotipleme ve 12-MIRU-
VNTR yontemlerini kullanarak gergeklestirdikleri calismalarinda, 120 izolatin 19
farkli kiimede toplandigi ve 25 izolatin unique spoligotip patern gosterdiklerini
belirlemislerdir. Izolatlarin %82.8’inin kiimelendigini bu ¢alismada, %17.2’sinin de
unique paterne sahip oldugunu ve %@4.1’inin orphan suslar olduklarini tespit
etmislerdir. Major spoligotip aileleri agisindan incelendiginde, T1 ailesinin 58(%40)
izolat icermesiyle en baskin aile iken %26.9 oran ile 39 izolat iceren LAM7-TUR
ailesi ikinci sirada yer almistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgularla
karsilastirildiginda baskin spoligotip ailelerinin siras1 benzerlik gostermis olsa da bu

ailelerdeki sayisal oranlar farklilik gostermektedir(185).

Karagdz ve arkadaslariin konya ve sivas illerinde tiiberkiilozlu hastalardan
izole ettikleri coklu ilaca direngli 200 M.tuberculosis susunu genotiplendirme

amaciyla  spoligotipleme ve  MIRU-VNTR  yontemlerini kullanarak
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gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, 13 farkli spoligotipleme paterni elde etmis olup,
major spoligotipleme ailelerinin sirasiyla 86(43.0%) tiyeli T, 52 (26.0%) tiyeli LAM,
16(%8.0) tiyeli H, 12(%6.0) tiyeli X, 12(%6.0) iiyeli S, 12(%6.0) tiyeli Beijing ve 10
(%5.0) tiyeli U aileleri oldugunu bildirmisleridir. Ayrica en ¢ok izolatin kiimelendigi
SIT paternleri incelendiginde, 72(%36.0) izolat iceren SIT53 en biiyiik kiimeyi
olustururken, onu sirastyla 26(%13.0) izolat iceren SIT41 ve 20(%10) izolat igeren
SIT261 izlemistir. SIT1105, SIT91, SIT35, SIT1073 ve SIT1’in her biri 12(%6.0)
izolat iceriyordu. 8(%#4.0)’er izolat iceren SIT608 ve SIT363’#, her biri 2(%1.0)
izolattan olusan SIT20, SIT50, SIT34’tn takip ettigini bildirmislerdir(186).
Calismamizda elde ettigimiz veriler ile karsilastirildiginda, bu ailelerdeki sayisal
oranlar farklilik gostermis olsa da, gerek baskin aile siralamasi gerekse izolatlarin en

cok kiimelendigi SIT paternleri biiyiik oranda benzerlik gdstermektedir.

Mersin ilimizde, spoligotiplendirme ve 15 lokus MIRU-VTR yontemleri ile 96
CID-MTBK izolatin klonal iliski yoniinden degerlendirildigi bir calismada, major
spoligotip ailelerin %40.86 ile T1, %17.20 ile Beijing, %9.67 ile LAMY ve %38.60 ile
LAM7-TUR oldugu bildirilmistir("*"). Tiirkiye’nin farkli illerinde ikamet eden
hastalardan i1zole edilen MTBK suslariyla gerceklestirilen bu calismada, en sik
karsilasilan major spoligo aileleri ve en ¢ok izolatin kiimelendigi SIT paternleri hem

tilkemizdeki diger ¢alismalarla hem de ¢alismamiz ile farkli bulunmustur.

Cukurova bdlgesinde, 51’1 T.C vatandasi 49°u yabanci uyruklu hastalara ait
klinik materyallerden izole edilen ve 52’si en az bir anti-tiiberkiiloz ilaca direngli 100
MTBK izolatinin, MIRU-VNTR ve TB-SPRINT metotlar1 ile klonal iligki yoniinden
degerlendirildigi bir c¢aligmada, hem yabanci uyruklu hem de iilkemiz
vatandaslarindan izole edilen suslarin olusturdugu major spoligotip ailelerinin
T1(%45.9) ve TUR(%28.6) oldugunu ve en yaygin spoligotiplerin sirasiyla TUR
ailesi igerisinde yer alan SIT41(%27.5) ve T1 ailesi igerisinde yer alan SIT53(%25.5)
oldugunu bildirmislerdir(188). Izolatlarin en ¢ok kiimelendigi Spoligotipler farklilik
gostermis olsa da, major spoligotip aile siralamasi calismamiz ile benzer

bulunmustur.

Calismamizda inceledigimiz 30’u CID ve 35’i her hangi bir primer anti-

tiiberkiiloz ilaca direngli 65 MTBK izolatinin spoligotiplenmesi sonucunda %81.53
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gibi yiiksek bir kiimelenme orani elde edilmis olup, iilkemizde daha 6nce Durmaz ve
ark.(%77) Gencer ve Ark.(%76) ve Kisa ve ark.(%85) tarafindan spoligotipleme
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Bu oran
Meksika(%66), Suudi Arabistan(%59.5) ve Hindistan(%43.5) gibi iilkelerde ilaca
direncli izolatlarla yapilan ¢alismalarda elde edilen kiimelenme oranlarindan yiiksek
olsa da, Zimbabwe (%84,1) ve Finlandiya(%90) gibi iilkelerden bildirilen oranlardan
daha diisiik olarak bulunmustur(189,190,191,192,193,194,195,196,197).

Calismamizda elde ettigimiz verilere goére izolatlarrmizin %36,92(24)’si T1
ailesi igerisinde yer alan SIT53 ve %12,31(8)’i TUR ailesi igerisinde yer alan SIT41,
%10,77(7)’sin herhangi bir familya igerisine dahil edilmeyen SIT2560 ve
%9,23(6)’tiniin T1 familyasi igerisinde yer alan SIT284 spoligo tipinde kiimelendigi
saptanmustir. Izolatlarin en ¢ok kiimelendigi SIT53(%36,92) ve SIT41(%12,31)
spolitip swras1 Siiriiciioglu ve arkdaslarimin Izmir’de yaptigi ve Zozio ve
arkadaslarinin Ankara ve Malatya illerinde yapmis oldugu c¢alismalarin sonuglariyla
ortiismese de iilkemizdeki yapilan bir¢ok caligmada elde edilen sonuglarla benzerlik

gostermektedir(180,176).
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Bolgemizde bulunan MTBK izolatlarimizin  kdkenlerinin ~ molekiiler

epidemiyolojisinin belirlenmesini ve belirlenen genotiplerin filogenetik iliskisine ek

olarak bu genotiplerin diren¢ kaliplar1 ile arasindaki muhtemel iliskiyi arastirmay1

amaciyla gerceklestirilen bu ¢aligmamizda;

1.

Calismaya dahil ettigimiz toplam 65 MTBK izolatimizi spoligotipleme
metodu ile analiz ettigimizde; 19 farkli spoligotip paternine dagildiklarini ve
53’iiniin 7 farkli spoligotipinde kiimelenirken 12 izolatin tek tiyeli unique

profiller olusturduklarini (Tablo 13),

MIRU-VNTR yontemiyle sonuglart degerlendirdigimizde ise izolatlarimizn
47’sinin 9 kiime de yogunlastig1 ve 18’inin de tek iiyeli olmak {izere toplam
27 farkl kiimeye dagildiklarini (Sekil 4.7) ve bu durumun MTBK {iyelerinin
genotiplendirilmesinde kullanilan spoligotipleme yonteminin literatiirde
belirttigi gibt MIRU-VNTR yo6nteminden daha diisiik bir aymrim giiciine

sahip oldugunu

Spoligotipleme verilerimize gore en ¢ok tiyeye sahip ailelerin %55.4 ile T1

ve %13.8 ile TUR oldugunu(Tablo 13),

Izolatlarimiz arasinda en yaygin spoligotiplerin ise 24 (%36,92) izolat ile T1
ailesi igerisinde yer alan SIT53 ve 8 (%12,31) izolat ile TUR ailesi
igerisinde yer alan SIT41 oldugunu(Tablo 13),

Birden ¢ok iiyeli kiimelerin genellikle farkli illerden gelen hastalara ait
karisik izolatlardan olustugunu ve MIRU-VNTR yontemi ile analizi

sonucunda klonal iligki bulunmadigini,

MDR izolatlarimiz ile INH-R izolatlarimizin ¢alismamizdaki en ¢ok iiyeye
sahip T1 ailesi igerisinde yogunlastiklarin1 ve calismamizdaki baskin

spoligotip aile siralamasi ile uyumlu oldugunu (Tablo 14),

Ilaca direngle ilgili mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan genotipik test

sonucunda, rifampisin direnci ile ilgili mutasyonlarin en ¢cok rpoB geninin
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531. kodonunda TCG/TTG mutasyonunun, izoniazid’e direncin ise katG
geninin 315.Kodonunda AGC/ACC(Ser315Thr) mutasyonunun ve inhA gen
bolgesinin -15 pozisyonunda C/T mutasyonlarinin direngten sorumlu yaygin

mutasyonlar oldugunu(Tablo 14),

8. MDR suslarimiz arasinda iki farkli hastaya ait klinik materyallerinden izole
edilen biri Istanbul digeri de Ukrayna’da ikamet eden ve aym spolgotip
paternine sahip Beijing izolatinin oldugunu, toplam MDR suslar1 arasindaki
%3.1’lik oranla olmasiyla iilkemizdeki diger calismalarda edilen oranlar

araliginda oldugu,

9. Calismaya dahil ettigimiz izolatlarimiz arasinda konak adaptasyonu daha

cok hayvanlar olan M.bovis izolatinin bulundugunu tespit ettik

Calismamiz, bolgemizdeki su anda dolasimda olan DR-TB ve MDR-TB
suslarinin genotiplerinin belirlenmesi i¢in bir baslangi¢ verisi olustursa da, DR-TB
ve MDR-TB suslarmin genotipik dagilimlarinin  belirlenmesi ve Ozellikle
bolgemizde bulunan Batman ve Sanliurfa illerinde tespit edilmis olan c¢oklu ilaca
diren¢ ile iliskilendirilen ve kiiresel yayilma egilimi olan Beijing suslarinin
calismamizda da tespit edilmis olmasi, bu suslarin bolgemizdeki yayilimin

belirlenmesi i¢in daha kapsamli ¢caligmalara olan ihtiyaci ortaya koymaktadir.

Ayrica bolgemizde izole edilen ¢oklu ilag direngli tiiberkiilloz suslarinin
genotiplendirilmesi amaci ile kullandigimiz spoligotipleme ve MIRU-VNTR
yontemlerinin birlikte kullanim1 sonucu her ne kadar izolatlarimiz arasinda klonal bir
iliski tespit edilememis olsa da, elde edilen yiiksek kiimelenme orani benzer
calismalarin periyodik olarak tekrarlanarak baskin MTBK genotiplerinin yillar
icerisindeki muhtemel degisikliginin izlenmesinin iilkemizde siirdiiriilmekte olan
tiiberkiiloz korunma ve kontrol programlarinin basarisinin devamliligi amaci ile

gerekli oldugu kanaatine varilmistir.
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