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GIRIS VE AMAC

Insanlifm en eski saglik sorunlarmndan birisi olan tiiberkiiloz, tedavi
yontemlerindeki ilerlemelere ragmen giintimiizde de 6zellikle az gelismis
tilkelerde olmak tizere biitiin diinyada yaygin olarak gortlmektedir (1-3).

Ulkemiz i¢in de tiirberkiiloz énemli bir halk sagligi problemi olmaya
devam etmektedir. Ozellikle son yillarda tiiberkiilozlu hasta sayis: biitiin yas
gruplarmnda hissedilir oranda artmaktadir (4 ). Yurdumuzdaki bu duruma yol
acan faktorler; hastalarin yeterli olarak izlenememesi, diizenli bir tedavinin
uygulanamamasi, erken tam yontemlerinin yetersizligi, hasta yakimlarinin
yeterli diizeyde kontrol edilememesi, koruyucu asilarin diizenli yapilmamast,
sosyo-ekonomik olumsuz kosullar ve hekimlerin konuya veterli ilgi
gostermemest seklinde 6zetlenebilir (2,4).

Geligmis ulkelerde tiiberkiiloz, AIDS gibi immun sistemin
baskilandigt durumlarda daha sik goriilmektedir. Bu sebeple HIV
epidemisine paralel olarak tiiberkiiloz olgularinda dramatik bir artis s6z
konusudur . Bu iilkelerde goriilen tiiberkiiloz vakalarindaki artistan daha
onemlisi , siklikla ¢ogul direng gosteren Mycobacterium tuberculosis
suslarmin etken olmasidir. Ciinkii bu suslarla enfekte olan hastalarm 6liime
kadar gegen ortalama yasam siireleri 4-16 hafta gibi kisadir. Bu tip hastalarin

tedavisi miimkiin olmamakta, adeta ¢aresiz kalinmaktadir (5).



Tuberkiiloz basilinin tretilmesi, idantifikasyonu ve ila¢ direncinin
saptanmasinda kullanilan klasik yontemlerin uzun zaman almast eskiden beri
sorun olusturmaktadir. Etkenin kisa siirede tanimlanmasi ve ilag direncinin
saptanmast enfeksiyon kaynagmin belirlenmesi ve etkin bir tedavi i¢in biyiik
onem tagimaktadir ( 6-9).

Guniimiizde tiiberkiilozun tanisinda ¢ok kisa siirede sonu¢ almmasina
imkan veren molekiiler biyoloji teknikleri kullanilmaya baslanmistir. Bu
yontemlerle hastaligm kisa siirede tamimlanmasimin yaninda , etkenin ilag
direncinin saptanmasi ve alt tiplendirmesi yapilarak enfeksiyon kaynaginin
tesbit edilmesi hedeflenmektedir.

Bu ¢alismada, molekiiler yontemlerden Polimeraz Zincir Reaksiyon
(PZR) teknigi kullanilarak iilkemizin farkli cografik boélgelerinden izole
edilen A tuberculosis suslarimin epidemiyolojik ag¢idan birbirleriyle olan
iligkilerini ortaya koymak wve saptanan genotiplerle antitiiberkiloz ilag

direnci arasinda baglanti olup olmadigin1 belirlemek amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

Bin dokuz yiiz seksen dort yilma kadar modern tibbm tiiberkilozu
ortadan kaldirdigina inamiliyordu. Ancak 1985 yilindan itibaren tiiberkiilozun
halk saghpgmu tehdit ettifine dair sinyaller alimmistir(2,4). Giintimiizde
tiiberkiiloz geri donmektedir. Eger korunabilir bir hastalik olan tiiberkiiloz
hakkinda halk egitilmez ise enfeksiyon artmaya devam edecektir. Diinya
niiffusunun  1/3’1 tiberkiiloz kompleksi bakterilerle (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum ve M. microti) enfektedir. Tedavi edilmeyen
tiiberkiilozlu bir kisi yilda 10-15 kisiyi enfekte edecektir (3,4).

Yurdumuzda Saghk Bakanlhig Verem Savas Daire Baskanliginin
verilerine gore, enfekte olgu sayis1 1993 yili itibariyle 10 milyon kisi olarak
belirlenmistir. Bu kigiler tlkemiz igin biiyiikk bir enfeksiyon havuzu
olusturmaktadirlar. Bu rakamin her y1l %1-3’tintin hasta olacag1 dusimtiliirse
sorunun boyutlar1 ortaya ¢ikmaktadir (2 ).

Gunumiizde gerek iilkeleri kiyaslamada gerekse bir tilkede verem
savasl ¢alismalarmin etkmligmi izlemede “yillik enfeksiyon riski” adi verilen
ve kisinin bir yil iginde tiiberkiiloz basili ile karsilasma olasiigi anlamina
gelen bir index kullamlmaktadir. Etkin tedavi yontemlerinin gelismesi,
korunma ve kontrol onlemlerinin alinmasi ile “ yillik enfeksiyon riski”

gelismis dlkelerde her yil azalarak diisiik seviyelere inmistir. Gelismekte



olan tlkelerde ise bu risk ya hi¢ azalmamakta ya da ¢ok az dists
gostermektedir.

Tuberkiiloz uzmanlarina gore, korunma yoéntemlerinin uygulanmadigi
takdirde 1999 yilina kadar diinyada 90 milyon yeni tiiberkiiloz vakasi ve 30
milyon olim gorilecegi tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgitiniin
(WHO) raporuna gore, ¢ogul ilag direnci goriilen tiiberkiiloz vakalarmda da
artiy vardir. ABD’deki yeni vakalarin % 70’inden bu tip M. tuberculosis
suslar izole edilmektedir (2).

Tuberkiiloz wk, yas ve gelir seviyesine bakilmaksizin her kesimi
etkileyebilir, istisna olarak HLA BWI15 geni tasiyan zenciler ile HLLA DR2
geni tastvan kizilderililer hastaliga yatkmn kisilerdir. Ancak bazi gruplarda
risk daha yiiksektir. Bu gruplar iginde HIV ile enfekte kisiler, tiiberkiilozlu
hastalarla iligkide olanlar, tibbi bakimi kétii ya da ihmal edilen kisiler,
yoksullar, yiiksek tiiberkiiloz insidansi olan iilkelerden gelenler, mahkumlar,
alkolikler, intraventz ilag kullananlar, kresteki ¢ocuklar, yaghlar ve
tiuberkiilozlu hastalarla temasi olan hastabakicilar sayilabilir (4).

Tiberkiloz enfeksiyonu saglik personeli arasinda genellikle sessiz
seyreder. Aktif enfeksiyon riski % 10 dur. Diger gruplarda bu risk daha

yiiksektir.



Bakterinin Genel Ozellikleri

Tiberkiilozun etkeni olan bakteri 1882 yilinda Robert Koch
tarafindan tammlanmis ve funguslar gibi yavas tremeleri nedeniyle
Mycobacterium tuberculosis olarak isimlendirilmigtir.

Basiller 0,2-0,5 mm eninde, 1-4 mm boyundadir. Tek tek kiigiik
zincirler veya kiigiik demetler halinde bulunurlar. Hareketsiz, sporsuz ve
kapsiilsiiz bakterilerdir.

Mikobakteri’lerin hiicre duvar yapisi1 diger bakterilerden farkhdir.
Duvarin ana iskeleti peptidoglikan ve arabinogalaktan molekillerinin
fosfodiester baglar1 ile baglanmasi ile meydana gelir. Ayrica bu molekiillerin
arasinda yer alan uzun zincirli yag asitlerinden mikolik asit duvar yapisinin
onemli bir boltimiinii olusturur. Hiicre duvarinda bulunan bu yiiksek lipid
miktar1 bakterinin dig etkilere karsi direncinde, virulansinda ve boyanma
ozelliginde rol almaktadir.

Mikobakteri’lerin boyanmasinda en ¢ok kullanilan yontem Ziehl-
Neelsen dir. Bu yontemde kullanilan boya karbol fuksindir. Fuksin hiicre
duvarinda bulunan mikolik asitle 1s1 yardimiyla birleserek mikolat-fuksin
kompleksini olusturur. Bakteri alkol ve asit alkol ile yapilan dekolorasyona
ragmen boyay1 geri vermez. Bu ozellikleri nedeniyle aside direngli (ARB)
veya aside ya da alkole direngli (AARB) bakteri gibi isimlerle anilirlar. Bu

yontemle bakteri parlak kirmizi renkte boyanir (10).



Antijenik Yapilari

Mikobakterilerin fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerine gore
farkliliklar gosteren ¢ok sayida antijenik yapist mevcuttur. Bunlar,
lipoproteinler, 1s1 sok proteinleri , sitoplazmik, membrana bagl ve salgilanan
proteinler olarak 6zetlenebilir.

- Old tiiberkiilin: Tiiberkiilin testinde kullanilan 1stya direngli protein.

- Trehaloz glikolipidler (Kord faktor): Virulansla ilgilidir.

- Sulfolipidler: Kord faktore sinerjik etki yapar.

- WaxD : Hiicre duvarinda bulunur geg tip hipersensitivite

sorumludur.

- 65kDA Protein: Is1 sok proteinidir.

- Antijen 60: Sitoplazmik proteindir.

- Antijen 85: Salgisal bir proteindir. A60 proteininde oldugu gibi
tanisal amagla ELISA testlerinde kullanilmaktadiriar .

Ureme Ozellikleri

Zorunlu aerop bakterilerdir, ortamda % 5-10 CO, varliginda daha iyi
tirerler. Optimal treme 1s1lar1 35-37° C dir. Mikobakteri kompleksi digindaki
baz1 tirler 24-42° C lerde de tireyebilmektedirler, bu da tiirlerin ayriminda
kullanilan 6nemli bir kriterdir (1).

M. tuberculosis’i tretmek i¢in semi-sentetik ve organik besiyerleri

kullamlmaktadir. Genellikle Lowenstein-Jensen ve Middlebrook besiyerleri



kullamilmaktadir . Burada karbon kaynagi olarak gliserin, glikoz ve sitratlar,
azot kayna@l olarak aminoasitler ve amonyum tuzlar1 kullanirlar. Ayrica
iiremeyi luzlandirmak i¢in bir miktar potasyum, demir, magnezyum tuzlan
siilfat ve fosfatlar gereklidir. Diger bakterilerin iiremesini engellemek igin
inhibitér madde olarak malasit yesili kullanilir. Tiberkiiloz basilleri diger
bakterilere oranla ¢ok daha yavas tirer. Generasyon siresi 16-20 saat
kadardir. Bu nedenle kiiltiir sonuglarmm almabilmesi i¢in 4-6 haftalik bir
stireye gerek vardir (1).

Patogenez ve Patoloji

Bakterinin salgiladigi 6zel bir toksini yoktur, virulansinda birden fazla
faktor etkilidir. Konagm direnci, bakterinin girig yeri ve miktari, kord faktor
ve sulfatidler patogenezde rol oynayan ¢nemli faktorlerdir (3).

M. tuberculosis aerop bir bakteri oldugundan PO, 140 mmHg oldugu
ortamlarda iyi iirerler. Bu nedenle viicutta akcigerlerin apikal bolgelerine,
bobreklere ve kemiklerin u¢ kisimlarma yerlesme egilimleri vardir. Buna
karsin zayif PO, basmcimnin oldugu karaciger, dalak gibi organlara
yerlesmeleri , dissemine enfeksiyonlar disinda , pek mimkiin degildir.

Tiiberkiiloz basilleri genellikle solunum yoluyla bulagmakla birlikte,
duyarli kisilere genitotiriner sistem, deri ve gastrointestinal yollardan da
bulasabilinektedir. Aktif tiiberkiiloziu kisinin konugma, oksiirme, aksirma

ve balgam: ile etrafa sacilan basiller 1-10 mm’lik damlaciklar i¢inde



solunum yoluna girer ve ¢ok kiigiik olduklarmndan alveollere kadar ulagirlar.
Alveolar makrofajlar tarafindan tutulan mutant mokulum 1-3 organizmadan
fazla degildir (1,2,4).

Inhale edilen bakterinin hastalik olusturmasi hem basilin virulansina
hem de makrofajlarin 6ldirme kapasitelerine baghdir. Eger bakteriler bu
sathada oldiirtilmez ise lenfohematojen yolla yayilma meydana gelerek bir
cok doku ve orgam tutarlar ve lezyonlar olusur. Bunlarin bir ¢ogu iyilesir,
bununla birlikte reaktivasyon meydana gelirse milyer tiiberkiiloz ortaya
cikar. Enfeksiyondan 2-8 hafta sonra hiicresel immunite ve hipersensitivite
ortaya c¢ikar, tiberkilin testi pozitiflesir (4). Aktif tiberkiiloz gegiren
bireylerde primer enfeksiyonun iyilesmesinden sonra immun siipresyon
sonucu reaktivasyon gelisebilir. Bu genellikle basille karsilasmadan sonraki
3 yil i¢inde immiin yetmezlikli hastalarda goriiliir. Hastahgm ilerlemesini
saglayan faktorler immiin sistemin zayiflamasi ile ilgili fakttrlerdir. Bunlar
iginde; tekrarlayan hastaliklar ozellikle diabetes mellitus, primer immin
yetmezlige neden olan malign hastaliklar, toksik kemoterapi veya steroid
tedavisi gerektiren hastaliklar, astim , kollojen wvaskiiler hastaliklar, koti
beslenme , alkol ve ilag bagimhhigi, ileri yas, sigara i¢gme ve HIV
ifeksiyonlar: sayilabilir.

Tuberkillozun klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasindaki en Onemli

faktor tutunma yeridir. Akcigerlerde primer enfeksiyon olusursa, ates,



halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, gece terlemeleri, oksiirtik, balgam ¢ikarma
ve gogiis agris1 siklikla goriilen semptomlardandir. ABD’de yapilan bir
calismada HIV enfeksiyonu epidemisinden oOnce, yeni tesbit edilen
tiuberkiiloz olgularmm % 85 ‘inde pulmoner tutulum , kalan % 15’inde ise
ekstrapulmoner tutulum veya her iki yerde de goriilirken, HIV ile enfekte
kisilerde yapilan ¢aligmada pulmoner tutulum % 38, ekstrapulmoner tutulum
% 30 ve her iki bolgedeki tutulum % 32 oraminda bulunmustur.

Laboratuvar Tanisi

1. Mikroskobik inceleme:Tuberkiiloz basilinin en hizh ve en ucuz
tan1 yontemidir. Alinan materyalden dogrudan veya tercihen homojenizasyon
isleminden sonra hazirlanan preparat, Ziechl-Neelsen yontemi ile boyanarak
incelenir. Fazla duyarh bir yontem olmamasina ragmen ¢abuk sonug alinmasi
nedeniyle laboratuvarlarda siklikla uygulanmaktadir ve tanm1 degeri yiiksektir.
Aynica pratikte fazla kullanilmamakla birlikte, fluoresan boyalarla
boyanarak, U.V. mikroskobunda veya 6zel diyafram takilarak normal 1s1k
mikroskobunda preparatlar incelenebilmektedir (10).

2. Kiiltiir: Duyarlihg, direkt preparata gore daha fazladir. Genellikle
Lowenstein - Jensen ve Middlebrook besiyerleri kullanilmaktadir. Burada
koloni olusumu 3-4 hafta gibi uzun bir zaman almaktadir. Kiiltiir negatif
diyebilmek igin mutlaka 6 hafta beklenilmesi gerekmektedir. Son yillarda

bakteri metabolizmasi sonucu olusan radyoaktif CO, miktarini radyometrik



olarak olgiip iremeyi daha kisa siirede gosterebilen ve aym zamanda
antimikobakteriyal duyarlilk testi yapmaya imkan saglayan cihazlar
gelistirimigtir (4 ).

3. Immunolojik tani:

a) Serolojik tani: Bakterinin gesitli antijenlerine kars1 (6zellikle A60

proteini ve Antijen 85 kompleksine) olusan antikorlarn kompleman
fiksasyonu, hemagliitinasyon ve Enzim Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemleriyle arastirilmasiyla yapilir. Capraz reaksiyon vermeleri
ve antijenik yapilarmm degiskenlik gostermesi nedeniyle tam1 degeri
olmamakla birlikte, hastadan inceleme materyallerinin alinamadig
durumlarda nadiren kullanilmaktadir (11,12).

b) Tiiberkiilin testi: Bakteriye kars1 olusan geg¢ tip asirni duyarlilik

reaksiyonunu gostermeye yonelik bir deri testidir. Mantoux metodu ve
Piirifiye protein derivesi (PPD) antijeni kullanilarak uygulanir.

4. Molekiiler Biyolojik Yontemlerle tani

DNA hibridizasyonu ve niikleik asit ¢ogaltma (NAC) metodlart
gibi molekiiler yontemlerin mikrobiyoloji laboratuvarlarmda kullanilmaya
baslanllmasmdan  beri ., bu testler tiberkilozun erken tanisinda
denenmigstir (13,14).

Bu testlerden DNA prob temeli olan hibridizasyon yontemleri

ozellikle dokuda mikroorganizmanm lokalizasyonu ve dagilimmi tesbit
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etmek igin kullanilirken, NAC metodunda; klinik 6rnekte olabilecek belirli
bir mikroorganizmanin DNA veya RNA’si, ¢ogaltildiktan sonra gesitli
yontemlerle sonug goriintiilenerek tan1 konulmaktadir. NAC metodlar
arasinda en ¢ok kullamlan yontem polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) dur.

Tiiberkiiloz Basillerinin identifikasyonunda ve

Tiplendirilmesinde Kullanilan Yéntemler;

A. Klasik Yontemler

Klasik yontemlerle tiplendirmenin temelinde bakterinin biyokimyasal
ozelliklerinin arastirilmasi yatmaktadir. Bu yontemler:

1. Ureme 1sis1

2. Pigment olusumu

|98}

. Katalaz deneyi

4. Mac Conkey agarda tireme

(N

. Niacin deneyi

6. Pyrazinamidase deneyi

7. % 571lik NaCl, ortamda tireme
8. Telliirit rediiksiyonu

9. Tween 80 hidrolizi

10. Ureaz deneyi

11. Nitrat rediiksiyon deneyi

12. Aryl siilfataz deneyi

11



13. Antimikobakteriyal ilag duyarliligmmn saptanmasi olarak
siralayabiliriz (10).

Yukarida sozii edilen deneylerin biiyiikk bir ¢ogunlugunda sekonder
kiiltiirler kullanildigindan sonuglarin alinmasi uzun siirmektedir.

Serotip, biotip, bakteriyofaj duyarliligi ve antimikrobial ajanlara karsi
duyarlilik gibi fenotipik ozelliklere dayanan tiplendirme yontemlerinin
tilberkiiloz basillerine uygulanmasinda engeller vardir. M. tuberculosis
suslar1 arasmda biyokimyasal olarak bir ¢ok benzer 6zelliklerin olmasi ve
fenotipik bulgularm kiiltiir sartlarma bagl olarak degiskenlik gosterebilmesi
nedenleriyle bu yontemler, Mikobakteri’lerin tiplendirilmesinde yetersiz
kalmaktadir. Bu tarz giicliikklerin tistesinden gelebilmek igin tiplendirmede
genetik yapinin incelenmesi giindeme gelmistir (15,16)

B. Molekiiler Yontemlerle Tiplendirme:

I. DNA problan

Prob; spesifik DNA baz ciftlerine baglamak igin kullanilan genel
olarak 6-18 baz cifti uzunlugunda kiigiik bir (oligoniikleotid) DNA
parcasidir.  Oligoniikleotidler, radyoaktif izotop veya bir boya ile
ctiketlenerek direkt olarak spesifik baz dizilerinin tesbit edilmesinde
kullanitmaktadir. DNA problart ile 6zellikle klasik teknikler kullanilarak
tretilen mikroorganizmalarin hizli tanimmlanmast ve NAC metodlartyla

birlikte kullamldiginda tiplendirilmede yapilabilmektedir (17,18).
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Son yillarda non-izotopik etiketleme sistemlerinin gelistirilmesi 1ile
DNA prob teknolojisinin uygulama alanlar1 geniglemis, bir ¢ok
mikroorganizmanin tesbit ve tanimlanmasinda rutin metodlara alternatif bir
hale gelmistir. Bununla birlikte, test siiresinin uzun, islemlerin kompleks
olmasi, biiyiikk miktarda niikleik asit bulunmasiu gerektirmesi, yanlis negatif
ve pozitif sonug almabilmesi dezavantajlar arasindadar.

Niikleik Asit Cogaltma Metodlar: (NAC):

1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
2. Strand Displacement Amplification (SDA)
3. Ligase Chain Reaction (LCR)

1. Polimeraz Zincir Reaksiyvonu (PZR): Bu metod farkli 1s1

derecelerinde uygulanan ve birbirini takip eden 3 iglemin belirli sayilarda
tekrarlanmasi1 ile hedef niikleik asidin g¢ogaltiimas: esasma dayanir.
Reaksiyon; bir tlip igerisine hedef niikleik asit, primerler, Tag DNA
polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTPs), Mg"™ tampon ve su
konulduktan sonra ¢ift sarmalhi DNA’nin  birbirinden ayrilmasi
(denaturasyon), primerlerin hedef DNA’ya baglanmasi (anneling) ve hedef
DNA ile hibridizasyon yapan primerlerin 3' ucuna Taq DNA polimeraz
enzimi yardimiyla niikleotitler eklenerek, primerlerin uzamast (extension)

islemlerinin tekrarlanmast ile ger¢eklesir(14,17).
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Heniiz yeni bir teknik olmasma ragmen olduk¢a genis bir alanda
kullamim imkam bulmustur. Ozellikle in vitro kosullarda kiiltiirii yapilamayan
veya geg iireyen bakterilerin tamisinda, birgok bakteriyel, viral, paraziter ve
fungal enfeksiyonlarin tamsmda, antimikrobial direncin kisa zamanda
belirlenmesinde (6rn: tiiberkiiloz basillerinde rifampisin direnct) ve
mikroorganizmalarin genotipik olarak tiplendirilmesinde kullanilmaktadir
(19-21). Kan, balgam, BOS, plevral mayii ve parafine gomilii doku gibi
orneklerden hedef niikleik asit kolaylikla izole edilebilmektedir(6,7,22).

2. Strand displacement amplification (SDA); Cift sarmalli DNA nimn

denatiirasyonundan sonra ii¢ deoksiniikleozid trifosfat ve deoksiadenozin 5 -

(49

(alfa-thio) trifosfat ile uygun primerler kullanilarak tizerinde “ restriction
endonuclease site - specific nick” bolgeleri bulunan DNA’lar
olusturulmakta, sonra restriction enzimi ile DNA izerinde kopmalar
meydana getirilmektedir. Daha sonra DNA polimeraz enzimi kirilan zincirin
kisa parcasmim 3’ucundan baslayarak DNA sentezini yaparken, kopan
DNA’ya ait uzun pargalarin yer degistirmesini saglamaktadir. Yer degistiren
bu pargalar yeni reaksiyonlarmn baslangicinda hedef DNA gorevini
tistlenmektedir. Kirilma, polimerizasyon, yer degistirme islemlerinden olusan
siklusun tekrarlanmasi ile amplifikasyon ger¢eklesmektedir (14 ,23).

SDA yontemi kompleks olmasina ragmen her reaksiyon basamagi

aynt zamanda meydana gelir ve reaksiyonu baslatmak ic¢in ilave bir islem
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gerekmez. Baslangigta 95° C’de denatiirasyon yapma diginda SDA
reaksiyonlar izotermal kosullarda gergeklesir. Otuz yedi santigrat derecelik
1s1 kontrol cihazi disinda 6zel laboratuvar donanimm gerektirmez. Enzimle
katalizlenen tiim niikleik asit amplifikasyon islemlerinde oldugu gibi,
cozeltilerin ve 6rneklerin hedef DNA veya daha onceden amplifiye olan
DNA ile kontamine olmasi 6nemli bir problem olmaktadir.

Son zamanlarda, SDA yontemi klinik 6rneklerden M. tuberculosis
DNA’smin amplifiye edilmesiyle tamda, izolatlarm DNA sekanslarmin
belirlenmesi ile de tiplendirmede kullamlmaktadir.

3. Ligase Chain Reaction (LCR)

Bu metotda, iki kii¢iik DNA primeri ve bu iki olgoniikleotidi birbirinin
ucuna baglayan termo stabil ligaz enzimi kullanilir. Denatiirasyon, anneling
ve baglama sikluslarmndan sonra DNA kopyasi olusur. Is1 ile denatiire edilip
kalip DNA’dan oligoniikleotidlerin ayrilmasi saglanir. Daha sonraki siklusta
birbirine baglanan oligoniikleotid ¢iftleri ve orjinal baz dizileri kalip olarak
kullanilir. Bu metotda kullanilan ilk primerler kalip olarak kullanildigs igin,
ikinci primerler birinci primerlere tamamen komplementerdir. Ilk primerler
amplifiye edilmezse ikinci primerlerde amplifiye edilememektedir. LCR nin
en oOnemli avantajlari, yiiksek derecede spesifik olmast ve diger

amplifikasyon teknikleri ile birlikte kullanilabilmesidir. Her asamada enzim
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eklenmesi, nonspesifik uriinlerin olugmasi ve kontaminasyon kontrol
sistemlerinin olmamasi dezavantajlarindandir ( 18).

II. Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP):

Genomik DNA’nimn ¢ok biiyiik bir molekiil olmasi molekiiler diizeyde
incelenmesini zorlagtirir. Bu sorun “restriksiyon endoniikleazlar1 ad1 verilen
bir grup 6zel bakteriyel enzimin kesfinden sonra kismen ¢oziilmiistir. Bu
enzimler ¢ift sarmalli DNA y1 daha kiigiik pargalara aymrirlar. Herhangi bir
restriksiyon enzimi tarafindan taninan DNA dizisine restriksiyon bolgesi
denir. Bu bolgeler DNA tizerinde rastgele yerlerde bulunurlar. Bu nedenle
bu enzimler DNA’y1 degisik biiyiikliikte pargalara boler. Niikleotid dizileri
ve tanmma bolgelerinin uzunlugu agisindan birbirinden farkli yiizlerce enzim
vardir. Degisik kirma o6zgullikleri olan bu enzimler, analitik ayiraglar
halinde piyasada bulunmaktadir. Metodun uygulanmasi ortamda ¢ok sayida
DNA bulunmasimi gerektirdiginden, sekonder kiiltir kullamlmasi ve bu
islemlerin uzun zaman almasi dezavantaj olmasimna ragmen epidemiyolojik
¢aligmalarda kullamlan onemli bir yontem olma ozelligini korumaktadir
(24,25).

111.Baz dizi analizi:

Sanger ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontemde, baz dizisi tayin
edilecek, DNA’nm tek zincirinin komplementeri sentezlenerek kalip

DNA’nin baz dizisi tayin edilmektedir. Yontemin kritik noktast sentezi
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belirli noktalarda durdurmaktir. Bunun igin, her bazin bagh oldugu sekerin
2', 3" dideoksi analogu sentezlenmistir. Deney i¢in dort tiip alinarak, her tiipe
tek sarmalli DNA, DNA polimeraz 1 enzimi ve tampon konur. Her ¢ tiipe
tic isaretli normal dNTP, bir adet ise ddNTP ilave edilmektedir. Once
normal dNTP’lar ile DNA polimeraz 1 enzimi varliginda kisa bir primer
sentezlenir. Sonra sentez, kalip DNA’daki timinin karsisina adenin gelinceye
kadar devam eder. Bu noktadan sonra fosfodiester bagi yapilamadigi i¢in
zincir uzamasi olmaz. Aym deney her dNTP’tin dideoksi analogu yani
ddTTP, ddGTP ve ddCTP kullanilarak ayrt ayn tekrar edilir ve bu bazlarin
komplementer DNA zincirine girdigi noktalar tespit edilir. Daha sonra biitiin
karigim akrilamid jel elektroforezine tabi tutularak sonug gozlenir (26).

IV. Diger Molekiiler Yontemler

Yukarida bahsedilen yontemler yaninda insertion sequence (IS)
primer setlerinin kullanildigi yontemler, rastgele segilmis bir primer
kullamlarak yapilan arbitrariy PZR ve ¢ift primer setinin kullanildigi yan

nested PZR yontemleri de tiplendirmede kullantimaktadir. Ayrica katG geni
ve tbof genine yonelik primerler kullanilarak izoniazid ve rifampisine

direncli suglar tesbit edilebilmektedir (19,20,26-29).
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MATERYAL VE YONTEM

A. Materyal:

1. M. tuberculosis suslari:Calismamizda Ankara Refik Saydam
Hifzisthha Merkezi Arastirma Enstitiisti, Tiiberkiilloz laboratuvarina
tlkemizin degisik bolgelerinden gonderilen ve katalaz, peroksidaz, niacin ve
nitrat rediiksiyon test sonuglarma gore M. tuberculosis olarak tanimlanan
160 ve laboratuvarimizdan izole edilerek tanimlanan 21 sus ile tiiberkiiloz
hastaligt olan 4 aileye ait 13 kisiden almman balgam numunelerinden
hazirlanan DNA o6rekleri kullanildi. Ankara Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Aragtirma Enstitiisinden alman orneklerin illere gore dagilim

Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1:Ankara Refik Saydam Hifzisthha Enstitisinden Alinan 160 M. Tuberculosis
Susunun Illere Gore Dagilimi

ILLER SUS SAYIS1
Ankara 27
Bursa 20
Eskisehir 10
Izmir 16
Izmit 22
Samsun 15
Sivas 21
Trabzon 29
TOPLAM 160
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2. Cozeltiler:

a. TE tamponu : Once 10 mM Tris-HCI iginde 1 mM EDTA

hazirlanr. Bunun icin; 315,12 mg Tris-HCL 200 ml distile suda iyice
coziildikten sonra c¢ozeltiye 74.45 mg EDTA eklenerek hazirlandi.
Maddeler iyice ¢oziindiikten sonra pH 8.0’a ayarlanip sonra steril edilerek
kullanildz.

b. % 2’lik sodyum dodecyl silfat (SDS): SDS 10 gr. 450 ml distile

suda ¢oziniir. lyice ¢ozimmesi i¢in 68° C su banyosunda bekletilir. Sonra
toplam hacim 500 ml tamamlanir. pH 7.2°de kullanlir.

¢. IN NaOH: 20 gr. NaOH 500 ml distile suda ¢oziniir ve otoklavda

steril edildikten sonra kullanilir.

d._IM HCL-IM Tris-HCL: 183 ml distile suya 17 ml konsantre
hidroklorik asit (HCI) eklenerek 1M HCI hazirlanir. Bu ¢ozeltinin iizerine
31.5 gr. Tris-HCI eklenerek iyice ¢oziitir. Buzdolabmda saklanur.

e. Doymus Fenol: (Sigma P4557)

L Kloroform :(Merk C2431)

8. Absolii Alkol: (Tekel)

h. De iyonize distile su: (Sigma, DNA RNA free)

1. Lizozim enzimi: (Sigma 1.6876)
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B. Yontem:

1. DNA Elde Edilmesi: M. tiberculosis suslarindan DNA’nin
izolasyonu icin iki farkli metod kullanildi. a) Enzimatik yolla DNA
izolasyonu;, b) Is1 ile DNA izolasyonu. Birinci metodun islemlerinin
kompleks olusu ve uzun zaman almasina ragmen oldukg¢a hassas bir teknik
olmasi nedeniyle uygulamada biiyiik 6nemi vardir.

a) Enzimatik Yolla DNA izolasyonu:

Mac Farland 1 egeline gore hazirlanmmis bakteri siispansiyonundan
1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilir ve 80° C *de 20 dk bekletilerek
bakterilerin 6lmesi saglanir. Her 6rnek igin 500 pl taze hazirlanmis ve
icinde 20 mg/ml lizozim enzimi iceren TE (Tris-EDTA) tamponu eklenir.
Otuzyedi santigrat derece de 2 saat su banyosunda bekletilir. Inkiibasyon
sonunda % 2’lik SDS (sodium dodecyl siilfat) ve IN NaOH’in egit
karisimimdan 100 ul eklenir ve kaynar su banyosunda 5 dk. bekletilir. Oda
1sisinda soguduktan sonra tiplere 50 pl 1M HCI-1M Tris-HCI ilave edilir,
bu esnada karistirilimca kaybolan presipitatin olusumuna bakilir. Sonra oda
isisinda 13.000 x g’de 5 dk. santrifiij edilir, iist kistm yeni bir tiipe alinarak
tzerine 450 pl saturated fenol eklenir iyice karistirildiktan sonra 13.000 x
g’de 3 dk santrifiyj edilir. Bu islem iki kez tekrar edilir. Stipernetan yent bir
tipe almir ve 450 1l kloroform ilave edilerek iyice kangtirilir. 13.000 x g’de

3 dk. santrifiy edilir. Yine stipernetan yeni bir tiipe alinir {izerine buzlukta



bekletilmis 500 pl % 100°lik etanol eklenir, vorteks yapilir, oda 1sisinda 5
dk. bekletilir. Daha sonra 13.000 x g de 5dk. santrifiij edilir, alkol dikkatlice
dokiliir, pelletin tizerine bu defa % 70°lik alkolden 500 ul konarak 13.000 x
g’de 5 dk santrifiij edilir alkol uzaklagtirilir, pelletin oda 1sisimda kurumasi
beklenir. Kuruyan pellet 20 1l ¢ift deiyonize distile su ile sulandirilir ve -20°
C’de kullanihincaya kadar saklanir (30).

b) Is1ile DNA Izolasyonu:

Kati besiyerinde tretilmis bakteri kolonilerinin  kullamildigi
caligmalarda bagariyla uygulanmaktadir. Mac Farland 1 eseline gore
hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 250 ul, 1,5 ml’lik mikrosantrifij
tipiine konur ve tizerine buzlukta bekletilmis absolii etanoldan 583 pl ilave
edilir. (etanoliin final konsantrasyonu % 70 olmaktadir.) ve oda 1sisimda |
saat bekletilir. Inkiibasyon sonunda 13.000 x g’de 10 dk santrifiij edilir,
alkol dikkatli bir sekilde uzaklagtinldiktan sonra sediment iizerine 125 ul
deiyonize su eklenir iyice karigtirildiktan sonra kaynar su banyosunda 10 dk.
bekletilir. Oda 1s1sinda soguduktan sonra 5000 x g’de 5 dk. santrifiij edilir,
st kisim amplifikasyonda kullanilir (31).

2. PZR Amplifkasyonu:

M. tuberculosis kompleksi genomunda 1359 baz ¢ifti uzunlugundaki

IS6110 gen bolgesinin ug kisimlarma ozgiil I1S1 ve IS2 primerleriyle
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amplifikasyon yapilmigtir. Primerlerin  baz dizilimi ve IS6110 gen
bolgesindeki lokalizasyonu Sekil 1°de goriilmektedir (32).

IS-2

GGCTGAGGTCTCAGATCAG

_—
CGATGAACCGCCCCHGCATGTCCGGAGAGCTCCAGTTCTTGGAAAGGATGGGGT- -~ GGTCGAGGTCTCAGATCAGAGAGTCTCCGGACTCACCGGGGCGGTTCACGA

&
<

CAAGAACCTTTCCTACCCCA
Is-1

Sekil: 1: Amplifikasyonda kullanilan primerlerin baz dizisi ve lokalizasyonu

Toplam 50 pl olan amplifikasyon tliptiniin igerigi; 5 pl genomik DNA,
1uM primerler, 3mM Mg Cl,, 1,5 U Taq polimeraz (promega), 200 uM
dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP 200 uM dTTP, 1uM BSA (Bovin-
serum albumin), reaksiyon tamponu ve deiyonize sudan olusmaktadir.
Amplifikasyon otomatik thermal cycler (Ericomp USA) ile 94° C’de 3 dk
denatiirasyondan sonra, 94° C’de 1 dk, 68" C’de 1 dk ve 72° C’de 1 dk.’lik
islemler 35 kez tekrar edilerek tamamilanir (32).

3. Amplifikasyon Sonucunun Gozlenmesi:

Amplifikasyon trtni iginde etidyum bromid bulunan % 2’lik agaroz
jel’de elektroforeze tabi tutularak U.V. 151k altinda DNA size marker (¢x174
- Hae III) yardimiyla her bir sugtan elde edilen farkli buyiikliikteki bantlarin

okunmasi yapilmustir.
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BULGULAR

Calismamizda kullanilan 181 mikobakteri sugunun makroskobik,
mikroskobik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore idantifikasyonu
yapildiginda hepsi M. tuberculosis olarak bulunmugtur. Biyokimyasal
ozellikleri bakimindan; niacin ve nitrat rediiksiyon testleri bitin suglarda
pozitifdi. 25° C’da yapilan katalaz ve peroksidaz testlerinden peroksidazi
negatif olan iki sus hari¢ digerlerinden olumlu sonu¢ alinmigtir. Ayni deney
68" C’de yapildiginda katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin tim suslarda
negatif oldugu tesbit edilmistir.

Ankara Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisinden temin edilen 160
M. tuberculosis susunun antimikobakteriyel ilag duyarliliklar: incelendiginde
54 susun (%33.7) degisik ilaglara direngli oldugu gorilmustiir. Direngli olan
suglarin 38 tanesi (% 70.3) iki ya da daha fazla ilaca direngli iken, 16 susun
(% 29.7) tek bir ilaca direngli oldugu tesbit edilmigtir. Ayrica izoniazide
direngli olan 37 susun % 68.5%inin rifampisine de direngli oldugu
kaydedilmistir.

PZR yontemi ile genotiplendirmesi yapilan 181 sus arasindan 50 farkl
genotip saptanmugtir. Bu tiplerde 1353-118 baz ¢ifti uzunlukta 1 ila 7 farkl
bant saptanmistir. Genotiplerin cografik bolgelere gore dagilmimda oldukga
biiyiik heterojenlik goriilmiistiir. Saptanan bant tiplerinin illere gore dagilim

Tablo-2"de verilmistir.
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Tablo 4:En Fazla Goriilen 5 Genotip’in Antitiiberkiloz Ilaglara Direngli ve Duyarli Suglar

Arasindaki Dagilim
Genotipler 310 550 550,234 | 550,310 | 550,194

Toplam n=28 n=24 n=11 =8 n=9

INH Duyarli 15 13 5 2 8

Direngli 13 11 6 6 1

RIF Duyarls 15 13 5 3 8

Direncli 13 11 6 5 1

INF-RIF Duyarli 15 13 5 2 8

Direngli 13 11 6 5 1

INF-RIF-SM | Duyarl 12 11 4 2 1

Direngli 8 2 2 3 8
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Tirkiye genelinde izole edilen suslarda; en fazla 310 ve 550 baz ¢ifti
uzunlugundaki DNA bant profili gosteren tipler gorilmiistir. Incelemeye
alman suglarda en fazla saptanan bantlara gore belirlenen ilk 10 genotipin
dagilimi Tablo-3’de gosterilmisgtir.

Antibiyotik duyarlilik testleri yapilan 160 ornegin bant tiplerinin
analizi yapildiginda, direncli olan suslarda direnci agiklayacak spesifik bir
bant tipi tesbit edilememigtir. Antitiiberkiiloz ilaglara direnci olan suslarda
siklikla saptanan bant tipleri Tablo-4’de verilmektedir.

Kullamilan genotiplendirme yonteminin tekrarlanabilirligini ortaya
koymak iizere, aym sustan farklli zamanlarda yaptigimz 10 ayr
amplifikasyonda, hep aym bantlar elde edilmistir, (Resim 1).

Yontemin epidemiyolojik yonden birbirleriyle iliskisi olan bireylerden
izole edilen suslart ayirt edebilme potansiyelini ortaya koymak amaciyla,
aktif tiiberktilozu olan 4 farkh aileye ait 13 kisiden alinan balgam &rnekleri
incelendi. Hazirlanan DNA siispansiyonlan ile yapilan ¢alismada ayn: aileye
ait bireylerde ortak bantlar elde edilmistir (Resim 2).

Buna karsin, epidemiyolojik yonden iligkisi olmayan farkl

bireylerden alinan 6rneklerde degisik bantlar goriildii (Resim 3).
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TARTISMA

Gunimiizde birgok antibiyotigin kullannrmda olmasma ragmen
tiiberkiilozun tam1 ve tedavisinde problemleri ¢6zmek icin yeni yontemler
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunda rol oynayan faktérlerin baginda hig
siiphesiz tami, idantifikasyon ve duyarlilik testlerinin uzun zaman almasi,
hatta bazen hastaligin tamsmin konulamamast 6énemli rol oynamaktadir. Tiim
infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi tiiberkiilozdan korunmada da infekte
kisilerin kisa siirede bulunmasi yaninda, hastaligin yayilmasinda kaynak
roliinii iistlenenlerin de belirlenmesi gerekmektedir. Boylece infeksiyon
zincirini kirmada bagarili olunabilir. Kaynagin belirlenmesi hastalardan izole
edilen suslarin tiplendirilmesiyle miimkiin olmaktadir.

Bir¢ok bakterinin tiplendirilmesinde kullanilan serotip, biyotip ve faj
tiplendirme yontemlerini tiiberkiiloz basillerine uygulamada bazi zorluklarla
karsilagilmaktadir.  Antijenik yapmim kompleks olmasmdan dolayi
serotiplendirme  ¢ahgmalart  mikobakterileri  tiplendirmede  yetersiz
kalmaktadir. M. tuberculosis’lerin faj tiplendirme ¢aligmalari vardir, ancak
bu ¢alismalar epidemiyolojik acidan yetersizdir .

Bu zorluklar arastirmacilar basit, giivenilir ve kolayca uygulanabilir
yeni tiplendirme yontemlerini arastirmaya yoOneltmistir. Bugiin  birgok
molekiiler yontemlerle tiplendirme denemeleri yapilmaktadir. Bunlardan

birisi de polimeraz zincir reaksiyonudur (14).
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M. tuberculosis’in PZR yontemi ile molekiiler tiplendirilmesmin
temelinde; msertion sequences IS6110 ve IS1081, “major polymorphic
tandem repeats (MPTRs)”, “polymorphic GC-rich repetitive sequences
(PGRSs)” ve “direct repeat sequence (DR)” gibi bakteriyel genom tizerinde
yer yer tekrarlayan elementlerin aragtirilmasi yatmaktadir. Her ne kadar IS
ve diger mobil genetik elemanlarm transpozisyon riski s6z konusu ise de,
1S6110 bu yonden goreceli olarak stabil sayilmaktadir (11,33-36) In vitro
kultirlerde ve farelerde yapilan bir deneyde IS6110°da herhangi bir
transpozisyon gosterilememistir (16).

Bu calismada kullanilan PZR yontemi, ilk defa 1993 yilinda Ross ve
Dwyer tarafindan kullanilmistir (32). Yontem; M. tuberculosis kompleksi
genomunun ¢ogunlukla belirli bolgesinde 1-19 arasmda farkli sayilarda
bulunan ve izolatlar arasinda degisik yerlerde lokalize olabilen “insertion
element 1S6110” ad1 verilen spesifik bantlarm toplandigt DNA bélgesinin
amplifiye edilmesi ve olusan farkli DNA bantlarmm elektroforezde
gosterdigi heterojenlik profilinin izlenmesi esasina dayanmaktadir.

M. tuberculosis’in IS6110 bolgesinin uglarma uygun (3'-5") IS1 ve 1S2
primerlerinin kullamldigr bu teknik; epidemiyolojik ¢alismalar i¢in hizhi ve
basit bir yontemdir. Bu yontem, hastalifmm kokeninin belirlenmesi ve
yayllmasim izlenmesinde, etkin korunma ve ¢apraz kontaminasyonun agiga

¢ikarilmasida onemli Dbilgiler vermektedir (23,37-40). Southern blot

33



hibridizasyon, RFLP, DNA baz dizilimi gibi diger molekiiler yontemler
komplike cihazlar gerektirmesi, pahali olmasi, uzun zaman almasi ve uzman
kigi gerektirmesi ile kullamim alanlart smrli laboratuvarlar igerisinde
kalmigtir. Oysa bu ¢alismada kullanilan PZR ile tiplendirme basit ve hizli
sonug vermesi nedeniyle bir¢ok laboratuvarda kolayca uygulanabilir.

Ulkemizin farkh cografik bolgelerinden (Ankara, Bursa, Eskisehir,
[zmir, Izmit, Malatya, Samsun, Sivas, Trabzon) izole edilen 181 M.
tiiberculosis susunun incelenmesi neticesinde 1353-118 baz ¢ifti uzunlukta 1
ila 7 degisik bant iceren 50 farkli tip saptanmustir. Bu sonuglar
gostermektedir ki; ¢alisma kapsamina almman suslardan bir tanesi en az lig
kisiyi enfekte etmistir. Konunun daha ayrintili incelemesi yapildiginda; 310
baz ¢iftinden olusan tek bantli genotipin 31 (% 17.1) susta, 550 baz ¢iftinden
olusan genotip 27 (% 14.9) susta saptanmustir. Bu durum tilkemizdeki bazi
genotiplerin yaygmligimi gostermesi yaminda, gerekli koruyucu onlemlerin
alinmamasi halinde tek bir kiginin ne kadar fazla insan1 enfekte edebilecegini
gosteren ¢arpici bir sonugtur.

Suslar arasinda tek bantli genotipler yaminda, oldukga farkli bantlar
iceren tipler de saptanmigtir. Bant sayilarina gore 8 drnekte tek, 14 6rnekte
¢ift, 9 omekte t¢, 9 ormekte dort, 5 6rnekte bes, 4 ornekte alti, ve 1 drnekte
yedi bant goriilmistir (Tablo 2). Birgok arastirici kullandiklari suslar

arasinda en fazla goriilen ortak bantlara gore gruplama yoluna gitmistir (16).

34



Ancak g¢alismamizda bu yola gidilmemistir. Bunu yapmamizdaki amacimz;
suslarda saptanan her bir farkli bantin antitiiberkilloz ilaglara direng
bakimindan bir ip ucu olabilecegi varsayimidir. Bant sayisimn fazla olmasi
durumunda, ozellikle bazi suslarda birbirine yakin ve nisbeten zayif olan
bantlarin okunmasindaki zorluk, bu yontemin baglica dezavantaji gibi
gorinmektedir. Calismanuzda bireysel gozlemden kaynaklanan hatali
yorumlardan kag¢inmak i¢in silik bantlar degerlendirme dis1 birakilmigtir.
Elektroforezdeki DNA bantlarinin okunmasi birbirinden bagimmsiz iki kisi
tarafindan yaptirilmis ve bu kisilerin saptamis olduklar ortak bantlar o susa
ait genotipik profil olarak kaydedilmistir. Boylece miimkiin oldugunca
sonuglarin okunmasindan kaynaklanan hatalar elimine edilmistir.

Diger bir c¢ok arastirict tarafindan gergeklestirilen molekiiler
tiplendirme yontemleriyle de oldukca fazla sayida genotipler saptanmustir.
Arastirmada kullanilan yontemi ilk kez uygulayan Ross ve Dwyer (32) bu
yontemi southern blot hibridizasyon ile karsilastirmak amaciyla 9 farkli sus
mcelenmis; biittin suglarin farkli bantlar gosterdigini ve ayrica suslarn ayirt
etmede her iki yontemin birbirine benzer sonuglar verdigini kaydetmiglerdir.
Patel ve ark.’t hemmested PZR ile 204 o6rnek {izerinde yaptiklar
caligmada; 1-11 farkli bant igeren 136 ayn tip belirlemislerdir (27). Ayrica
Friedman ve ark. IS6110°nu kapsayan RFLP metodu ile 46 klinik izolatdan

25 farkli tip ayirt etmislerdir (35). Fransiz “Polynesia”da M.tuberculosis’in
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RFLP analizi yapilnmug, aragtirmada kullanilan 64 sustan 38 farkli tip
belirlenmistir. Aragtirmacilar, bu ¢ok sayidaki tipleri, ortak olan 3 bant1 esas
alarak yaptiklar1 gruplamada, 11 genotip tespit etmislerdir (16).

Saptanan genotiplerin iilkemizin farkli bolgelerindeki illere gore
dagilimi incelendiginde 310 baz ¢iftlik genotip ile 550 baz ¢iftlik genotipin
Eskisehir harig, biitiin illerde yaygin oldugu goriilmektedir (Tablo 3). Hemen
biitiin illerde ortak genotipik 6zellik gosteren suslar bulunmustur. Ancak bu
suslarin izole edildigi hastalara ait elimizdeki bilgilerin yetersizligi nedeniyle
hastalarin birbiriyle temasi, yasam alanlar1 ve akrabalik gibi epidemiyolojik
baglantilar1 belirlenememistir. Benzer genotipik Ozellik gosteren suslarm,
epidemiyolojik yonden birbiriyle, baglantilarmi kesin olarak ortaya koymak
amactyla, incelemeye alman aile i¢i enfeksiyonlu bireylerde, ayni genotipler
saptanmistir (Resim 2). Bir aileden iki, birinden ti¢ ve ikisinde dort bireyin
bulundugu, farkli ailelerin bireylerinde saptanan bu sonug, aile igi
enfeksiyonu gosteren oldukga anlamli bir bulgudur.

Diger taraftan epidemiyolojik yonden farkli oldugu bilinen suslar
tamamiyla farkli bant profili gostermistir (Resim 3). Bu durum kullanilan
yontemin  epidemiyolojik tiplendirilmede giivenle kullanilabilecegini
gostermektedir.

Ross ve Dwyer (32)’de ayn1 yontemle epidemiyolojik olarak birbiriyle

aynmi ve farkli olan suslarda yaptiklari ¢alismada bulgularimiza paralel
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sonuglar almiglardir. Bu noktadan hareketle; ilk defa bu arastirmacilarin
ortaya koydugu yontemle laboratuvarimiz kosullarndaki standardizasyon
caligmalarmin basarili oldugu soylenebilir.

Deneysel galismalarda kullamilan yontemlerin duyarlilik ve ozgulligu
yaninda, hi¢ kuskusuz tekrar edilebilirligi de olduk¢a Onemlidir. Bu
calisgmada kullanilan yontemin tekrarlanabilirligi, bir susa ait DNA oOrnegi
iizerinde on farkli zamanda yapilan g¢alismadan, tamamiyle ayni sonug
alinmasi ile gosterilmistir (Resim 1).

Incelemeye alman suslar arasinda antitiiberkiiloz ilaglara direng
gosterenlerde direng icin 6zel herhangi bir DNA banti saptanamamigtir.
Direngli suglar epidemiyolojik agidan birbirleriyle iligkili olabilecegi gibi
tamamiyle farkli da olabilir. Epidemiyolojik yonden birbirleriyle yakin
iligkisi olan bireylerde saptanan genotiplerin belki antitiiberkiiloz ilaglara
diren¢ hakkinda bazi ipuglart verebilir. Soyle ki, aile i¢inde infeksiyona ilk
yakalanan kisiden izole edilen susa ait antibiyogram sonucu, ondan enfekte
olan ve aym genotipik profil gosteren susu tasiyan hastanmn tedavisinde
antibiyotik sec¢imine yardimci olabilir. Ancak bu konu tamamiyla bir
varsaymmdir. Kesin olarak dogrulanabilmesi i¢in genotipik olarak tamamiyle

ayni olan ¢ok sayida susun, duyarlilik testlerinin incelenmesi gerekmektedir.

. cat
1.0, \m‘"‘;ft o e LZE
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SONUCLAR
1. Turkiye genelinde incelenen 181 M. tuberculosis susunda 50 farkh
genotip saptanmigtir.
2. Genotipleri belirlenen suslarda en az 1 en fazla 7 bant elde edilmistir.
3. Turkiye genelinde en yaygm olan genotip 310 (% 17.1) ve 550 (% 14.9)
baz ciftlik bant ihtiva eden genotiplerdir.
4. Turkiye’deki illere 6zgii herhangi bir genotip saptanamamustir.
5. Epidemiyolojik yonden birbiriyle iligkili olan ailelere ait 6rneklerden
benzer genotipler saptanmustir. Diger taraftan iliskisi olmayanlarda farkli
genotipler bulunmusgtur.
6. Aymi sustan elde edilen DNA 6rnegi iizerinde 10 farkli zamanda yapilan
genotiplendirme ¢aligmalarinda hep ayn1 sonuglar elde edilmistir.
7. Antitiiberkiiloz ilaglara direngli olan suslar igin, karakteristik olan

herhangi bir genotip saptanamamistir.
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OZET

Farkli hastalardan 1izole edilen M. ftuberculosis suglarmm
epidemiyolojik ag¢idan iligkilerini ortaya koyabilmek amaciyla, polimeraz
zincir reaksiyon (PZR) yontemi kullamilarak molekiiler tiplendirme
yapilmistir. Arastirmada, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Arastirma
Enstitiisi, Tiiberkiiloz laboratuvarina iilkemizin degisik bolgelerinden
gonderilen 160 ve laboratuvarmmizdan izole edﬂen 21 sus ile, tiberkiiloz
hastalig1 olan dort aileye ait 13 kisiden alinan balgamlardan hazirlanan DNA
ornekleri izerinde yapildi. Incelenen 181 sus arasmdan 50 farkhi tip
saptanmustir. Bu tiplerde 1353 ila 118 baz ¢ifti uzunlukta 1 tla 7 farklh band
bulunmustur. En fazla 310 ve 550 baz ¢ifti uzunlukta bantlar gozlenmistir.
Farkli cografik bolgelere 6zgii herhangi bir tip bulunamamugtir. Ayni aileden
olan tiiberkiiloz hastalarindan benzer genotipler saptanmistir. Bir hastaya ait
ornekten, farkli zamanlarda yapilan 10 ayr1 PZR uygulamasmdan, hep aym
sonu¢ alinmigtir. Epidemiyolojik yonden iliskili olmayan hastalardan izole
edilen sugslar, farkli genotipte bulunmustur. Antitiiberkiiloz ilaglara direngli
olan suslara 6zgii herhangi bir genotip bulunamanugtir. Bulgular, Ross ve
Dwyer tarafindan gelistirilen bu PZR yo6nteminin, iilkemizdeki tiiberkiiloz

basillerinin tiplendirilmesinde giivenle kullanilabilecegini géstermektedir.
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