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GIRIS

[k insanla birlikte var oldugu diisiiniilen tiiberkiiloz, tan1 ve tedavi yontemlerindeki
ilerlemelere ve yasam kalitesinin artmasma ragmen, diinyada ve iilkemizde insan sagligin
tehdit eden en 6nemli infeksiyon hastaliklarindan biridir (1). Diinya niifusunun yaklasik 1/3
Mycobacterium tuberculosis ile infektedir. Her y1l bu hastaliga bagl olarak yaklasik 3 milyon
kisi 6lmektedir (2).

1980°li yillarda cicek hastaligi gibi diinyadan eradike edilecegi diisiiniilen
tiiberkiilozun geri doniisii, ilacla tedavinin bagsladigi yillara oranla daha dramatik olmustur.
Cogul ilag direncli (CID) suslarla infekte vakalarin artmasi, sekonder ilaclarin ciddi yan
etkilerinin olusu ve yiiksek maliyet, bu vakalarin tedavisini zorlastirmakta ve mortaliteyi
artirmaktadir. Baglangicta gelismekte olan iilkeler i¢in ciddi bir problem olusturan tiiberkiiloz,
immunsiipresse hasta populasyonunun artmast ve HIV epidemisine bagli olarak gelismis
iilkeleri de tehdit etmektedir (3,4).

Infeksiyon havuzunun bu denli genis oldugu diinyanmizda, iilkemiz orta insidansa sahip
iilkeler arasinda yer almaktadir. Insidans 100.000 de 26 , infeksiyon prevalansi da %25 olarak
belirlenmistir (5,6). Ulkemizde; tiiberkiiloz vakalarmin biiyiik bir kism1 gen¢ populasyonda
goriiliirken, kadinlara gore erkeklerde 2.5 kat daha fazla infeksiyon gelismekte ve akciger
tiiberkiilozunun daha yaygin oldugu belirtilmektedir (7,8).

Ulusal diizeyde ila¢ direnci ile ilgili bir siirveyans calismasi yapilmamistir. Ancak
bolgesel olarak yapilan calismalarin sonuglarina baktigimizda baslangi¢ direnci % 1.3-4.8 ,
edinsel direng ise % 4.4- 16.6 olarak bulunmustur (6,7,9).

Tiiberkiilozun tan1 ve tedavisinin basarili bir sekilde yapilabilmesi, etkili koruma ve
kontrol 6nlemlerinin alinmasina ve tiiberkiilozun epidemiyolojisinin anlasilmasina baglidir.
Molekiiler tiplendirme yontemlerinin  gelismesi, klasik epidemiyolojik  verilerin
degerlendirilmesine biiyiik katki saglamistir (9,10).

Mycobacterium tuberculosis’in molekiiler tiplemesi i¢in altin standart 1S61710-
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) metodudur (11-13). Bu yontemin
standardizasyonu tam olarak saglanmis olmasina ragmen, uzun zaman almasi, sekonder
kiiltiire gereksinim duyulmasi, yiiksek maliyet, RFLP profillerinin laboratuvarlar arasi
karsilagtirilmasinin  zorlugu ve diisiik kopya sayili suglarin ayrimindaki yetersizlik, bu
yontemin global epidemiyolojik ¢alismalarda kullanimim siirlamistir (14,15). Bu problem,
ilk zamanlarda, polimeraz zincir reaksiyon (PZR) tabanli, kullanimi kolay ve hizh

“spoligotipleme” yonteminin IS6770-RFLP ile birlikte kullanilmasiyla giderilmistir (13,16).
9



Spoligotipleme ile 6zellikle diisiik sayida IS6170 kopyas1 bulunduran veya hi¢ IS6710 bolgesi
bulunmayan Mycobacterium tuberculosis suslarinin molekiiler tiplemesi daha yiiksek
giivenilirlikte saptanabilmekte ve tiiberkiiloz basillerinin filogenetik dagilimi hakkinda
bilgiler edinilebilmektedir (13-15). Herhangi bir toplumdaki tiiberkiiloz izolatlar1 arasinda
saptanan major spoligotip familyalar1 diger iilkelerdeki ile kiyaslanarak basilin diinya
iizerindeki yayilim yolu hakkinda bilgiler edinilebilmektedir (9).

Tiirkiye’de tiiberkiilozun molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili calismalar daha cok
IS67110 RFLP ve pTBNI2 tiplendirme yontemlerine dayali olarak yapilmistir (7,8). Bu
calismalardan ilimiz ve Tirkiye genelindeki Mycobacterium tuberculosis izolatlarindaki
klonal iliski hakkinda bir fikir sahibi olmaktayiz. Ancak iilkemizdeki spoligotip profillerinin
neler oldugu, bu profillerin ila¢ direnciyle iliskileri, cogul ilaca direncli izolatlar i¢in 6zgii
profil bulunup bulunmadigi, spoligotiplemenin IS67//0 RFLP tiplemesinin ozgiilliigiine
katkisinin ne oranda oldugu konularinda yeterli veri bulunmamaktadir. Ayrica 1S6/70 RFLP
yontemiyle farkli profil gosteren W/Beijing, Mycobacterium bovis , Mycobacterium canettii
ve Mycobacterium microti gibi Mycobacterium tuberculosis kompleks i¢inde bulunan tiirler
spoligotipleme ile 6zgiil bir profil olusturduklarindan kolayca tanimlanabilmektedir (13,16-
17).

Tezin amaglar;

1- Mycobacterium tuberculosis izolatlar1 arasindaki major spoligotip profillerinin belirlenmesi
2-Major spoligotip familyalarinin bolgeler arasindaki degisiminin incelenmesi
3-Major spoligotip familyalarinin ila¢ direnciyle iligkilerinin aragtirilmasi
4-Cogul ilaca direngli izolatlar ic¢in 0Ozgii spoligotip profili bulunup bulunmadiginin
degerlendirilmesi
5- Spoligotiplemenin IS6770 RFLP yonteminin 6zgiilliigiine katkisinin ne oranda oldugunun
belirlenmesi
6-Ulkemizdeki Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin diinyadaki kokeni ve dagilim yollar:

hakkinda hipotezler kurulmasi.
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GENEL BIiLGILER

Tarihin en eski hastaliklarindan biri olan tiiberkiillozun etkeni Mycobacterium
tuberculosis 1882’de Robert Koch tarafindan bulunmustur. Gelistirdigi patolojik yapiya gore
“tliberkiiloz basili”, bulan kisiye izafeten “Koch basili” ve boyanma 6zelligine gore de ARB
(aside direncli bakteri) veya AARB (aside alkole direncli bakteri) olarak adlandirilmistir (18).
Dogada, toprakta, sularda ve cevrede yaygin olarak bulunan mikobakterilerin ilk insan
topluluklarinin sigirlar evcillestirmeye baslamasiyla insanlara bulastigi diisiiniilmektedir (19).
Mikobakterilerin saprofit ve patojen olan 100’e yakin tiirii tanimlanmis ve bunlardan 14
tanesinin insanda hastalik yaptigi belirlenmistir (20,21).

Mikobakterilerin siniflandirilmasi (22,23).
Alem : Prokaryot

Boliim: Firmicutes

Smif : Actinobacteria

Takim: Actinomycetales

Aile : Mycobacteriaceae

Cins : Mycobacterium

Tir : Mycobacterium tuberculosis

Bakteriyolojik o6zellikleri ve DNA benzerlikleri yoniinden birbirleriyle yakindan
iligkili olan tiirler kompleks baglig1 altinda gruplandirilmaktadir. Mycobacterium tuberculosis
kompleks (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii, Mycobacterium ulcerans ve Mycobacterium
bovis BCG) ve Mpycobacterium avium kompleks gibi (21). Mycobacterium tuberculosis
kompleks disinda kalan mikobakterilerin siniflandirilmasi Runyon tarafindan iireme hizi,
koloni morfolojisi ve pigmentasyon esas alinarak yapilmistir (21,22).

Runyon sinflandirmasi:

Runyon grup 1 Fotokromojenler (karanlikta renksiz 1s1kta pigmentli)
Mycobacterium kansasii

Mycobacterium marinum

Mycobacterium simiae

Runyon grup 2 Skotokromojenler (karanlikta ve 1sikta pigmentli)
Mycobacterium szulgae

Mycobacterium gordonae

Mycobacterium xenopi
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Runyon grup 3 Non kromojenler (karanlikta ve 1sikta pigmentsiz)
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium avium
Mycobacterium haemophilum
Runyon grup 4 Hizh iireyenler (pigmentsiz olanlar)
Mycobacterium abcessus
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan mikobakteriler Atipik
mikobakteriler (ATM), nontiiberkiiloz mikobakteriler (NTM) ve tiiberkiiloz basili disindaki
mikobakteriler (MOTT= Mycobacteria other than tubercle bacilli) olarak isimlendirilmistir

(21,22).

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler 0.2-0.6 um eninde 1-10 wm boyutlarinda hareketsiz, sporsuz,
kapsiilsiiz, hiicre ici yerlesim gosteren aerop basillerdir. Tek tek kiicgiik zincirler veya demetler
halinde bulunabildigi gibi klinik orneklerde X, V, L harfleri olusturacak bicimde de
bulunurlar DNA’daki G+C orami diger bakterilere oranla yiiksektir (%62-70) (20-22). Hiicre
duvar yapilart diger bakterilerden olduk¢a farklidir. Hiicre duvar yapisinin ana iskeletini
peptidoglikan ve arabinogalaktan molekiilleri olusturur. Ayrica arabinogalaktan ve
glikolipidler arasinda yer alan uzun zincirli doymus yag asitlerinden olan mikolik asit hiicre
duvarmin ©nemli yapilarindandir. Hiicre duvarimin kalnhigt ve yiikksek lipid orani
mikobakterilere boyanma sirasinda aside direng, konak hiicre tarafindan salinan litik
enzimlere, fagositoza ve bakterisidal ilaclara direnc gibi temel 6zelliklerinin olugsmasina yol
acmaktadir (21,22).

Mikobakterilerin hiicre duvari ii¢ tabakadan olugsmustur. Plazma zarimin {izerinde
bulunan en i¢ tabaka peptidoglikandir (miirein). Bu tabaka kisa peptid zincirleri, ¢apraz
baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri icerir ve hiicrenin sert yapisimi saglar.
Peptidoglikan tabakasinin iizerinde bulunan ikinci tabaka arabinogalaktan tabakasi olup hiicre
duvar kitlesinin %35'ini yapar ve peptidoglikan tabakasina fosfodiester kopriileriyle baghdir
Sekil 1. Arabinogalaktanlarin yan zincirindeki u¢ arabinaz birimlerine mikolik asitler kovalent
olarak baglanirlar. Bu asitler hiicre duvar1 kalinligindan ve biiylik oranda da hiicrenin aside
direncli olmasindan sorumludur. Mikolik asitler, trehaloz dimikolata baglanarak kord faktorii

olustururlar. En dig tabaka ise bir grup hetorojen peptidoglikolipidler veya fenolik
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glikolipidden olusmustur ve mikozidler olarak adlandirilirlar. Hiicre duvarinda bulunan ve
duvar agirliginin %6011 yapan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli yag asitlerinden olugmaktadir. Bu

lipidler tiiberkiilostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri icerirler (3,22,23).
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvari (Ozerol L.H. 21 Yiizyilda Tiiberkiiloz Sempozyumu. 11-12
Haziran, Samsun, 2003, Sayfa: 1-6.

Mikobakterilerin lipid, protein ve polisakkaritlerden olusan antijenleri vardir:

Old tiiberkiilin (OT) : Robert Koch tarafindan bulunan ve tiiberkiilin deri testinde

kullanilan 1s1ya dayanikli bir proteindir.

Piirifiye protein deriveleri (PPD) : OT’nin piirifikasyonu ile elde edilen ve DSO

tarafindan tiiberkiilin deri testinde kullanilmasi kabul edilen test maddesidir.

Trehaloz dimikolat (Kord faktor): Bakterinin virulansi ile ilgilidir. Kiiltiirden
hazirlanan preparatlarda bakterinin demetler halinde bir arada bulunmasindan sorumlu
oldugu gibi PNL migrasyonunu Onleme ve graniilom olusumunu stimiile etme gibi

fonksiyonlara da sahiptir.

Sulfolipidler (trehaloz-2- sulfat): Bakterinin hiicre icinde canli kalmasindan ve kord

faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur.

Is1 sok proteinleri (65Kda, 38 Kda, 12 Kda): Koruyucu immiinite gelismesinde ve
komplikasyonlardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (20,22).
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Mikobakterilerin Ureme Ozellikleri: Zorunlu aerop bakterilerdir, ortamda %5-10
CO, varliginda daha iyi iirerler. Optimal {ireme 1silar1 35-37°C dir, ancak 24-42°C arasinda
iireyebilmektedirler. Mikobakterileri iiretmek i¢in yumurta ve patates bazli semi sentetik
kat1 (Lowenstein-Jensen ve Petragnani), ayrica vitamin, katalaz enzimi, oleik asit gibi
zenginlestirici maddeler iceren kati-sivi besiyerleri (Middlebrook 7H9-12) mevcuttur.
Mikobakterileri diger bakterilerden ayiran en 6nemli 6zellik boliinme siirelerinin 18-20
saat olmasidir, bu nedenle kati1 besiyerinde gozle goriiliir koloni olugturmalar1 15-20 giinii
bulmaktadir (22). Son zamanlarda otomatize sistemlerde (BACTEC TB 460, MGIT 960,
MB/BacT Alert, Myco-ESPII ve MYCOLOR TK) kati-s1v1 besiyerleri kullanilarak bu siire

on giine kadar inmistir (24).

Boyama ve Mikroskopik inceleme: Hiicre duvar yapilarinin 6zelliginden dolay1
rutin mikrobiyolojik boyalarla boyanmazlar. Mikobakteriler i¢in en yaygin kullanilan
boyama teknigi Ehrlich-Ziehl-Neelsen yontemidir. Preparatlar alttan 1sitilarak pembe-
kirmizi renkte olan karbol fuksinin hiicrenin igine girmesi saglanir. Asit alkole direngli
olan bu bakteriler dekolare olmadiklarindan zit boya metilen mavisi ile boyandiklarinda
100’liik objektif de mavi zeminde pembe kirmizi basiller olarak goriiniirler (Sekil 2). Diger
bir boyama yontem olan Kinyoun ‘da ise on kat daha yogun hazirlanmis karbol fuksin ile
preparatlar uzun siireli ve 1sitilmadan boyanmaktadir (25). Mikobakterilerin tanisinda
florokrom boyalarda yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Auramin ile boyanan
preparatlar floresan mikroskopta 25 veya 40’lik objektif de bakildiginda siyah zeminde
portakal saris1 renkte goriiniirler (26) (Sekil 3).

Sekil 2. Ziehl-Neelsen boyama ile mikobakterilerin goriiniimii (http:bepast.org./dataman.mycobacterium
tuberculosis.jpg).
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Sekil

3..Auramine boyama ile floresan mikroskopta mikobakterilerin goriiniimil

(www2.provlab.ab.ca/bugs/mycob/afb_stain/fl_ar.htm ).

Cevresel Faktorlere Diren¢ Durumu: Mycobacterium tuberculosis kuruluga
olduk¢a dayaniklidir, giines gormeyen ortamda kuru balgamda 6-8 ay , kat1 besiyerinde 12
yil canli ve virulan olarak kalabilmektedir. Ancak, sicaga duyarhidir; 60°C de 20 dakika,
70°C de 10 dakikada dlmektedirler. Camasir suyu, povidon-iyot, %5 fenol bilesiklerine ve
UV 1sinlarina karsi duyarhidirlar (3,20,22).

Patogenez ve Patoloji: Mycobacterium tuberculosis‘in salgiladigi bir toksini ve
virillansim1 belirleyen bir 6zelligi yoktur. Tiiberkiiloz, infeksiyon olusumu ve bundan
sonraki donemde hastalik gelisimi olmak iizere iki asamali bir siirece sahiptir. ilk
infeksiyon inhalasyon ile olusur. Mycobacterium tuberculosis mukusu gecemediginden
enfeksiyon olusumu i¢in mutlaka alveoler alana ulagmalidir. Buraya da ancak 1-10 um’lik
damlacik cekirdekleri ulasabilir. Insanda minimal infekte edici basil sayis1 10, tavsan ve
kobaylarda ise 1-3 kadardir (3,21,22). Inhale edilen bakterinin hastalik olusturmasi hem
basilin virulansina hem de alveolar makrofajin 6ldiirme kapasitesine baglidir. Eger bakteri
bu asamada yok edilmezse histolojik olarak iki tip reaksiyon olusur. Eksiidatif lezyon;
bakterinin girdigi bolgede c¢ogalmasi sonucu PNL (polimorf niiveli lokosit)’lerin rol
oynadigi akut ve subakut enflamasyondur. Graniillomatdz (prodiiktif) lezyon ise; konagin
tiiberkiilo proteine hipersensitivite gelistirmesi ile olur. Bakteri ile karsilasan makrofajlar
epiteloid hiicreler haline donerek hastaligin karakteristik yapis1 olan tiiberkiilleri

olustururlar. Tiiberkiilin ortasinda dev hiicreler ¢cevresinde ise lenfosit ve fibroblastlar yer
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alir. Bir siire sonra tiiberkiilin orta kism1 nekroze olur (kazefikasyon nekrozu). Bu gec tip
asirt duyarlhiliga baghdir. Bulastan 2-8 hafta sonra meydana gelir. Eger konagin cevabi
giiclii olursa lezyon fibrozis ve kalsifikasyonla sonlanir. Bu bolge ve bolgesel lenf nodiili
primer kompleks-Ghon kompleksi adin1 alir. Eger konagin immun yamiti yeterli degilse
hastalik ilerler ve primer tiiberkiiloz meydana gelir. Bazen disaridan tekrar basil alinmasi
veya hastaligin reaktivasyonu ile sekonder veya reenfeksiyon tiiberkiiloz meydana gelir

(3,22).

Bulasic1 nitelikteki bir akciger tiiberkiilozlu hasta ile (yayma pozitif) karsilasan
tiiberkiilin deri testi negatif temaslilarin yaklasik %30’unda tiiberkiiloz infeksiyonu olusur
ve bu kisilerde gerek klinik gerekse radyolojik hi¢ bir belirti olmaksizin tiiberkiilin deri
testi pozitiflesir. Infekte olan bu kisilerin %5’inde enfeksiyonu izleyen 5 yil icinde hastalik
gelisir (primer tiiberkiiloz). Primer enfeksiyonu izleyen uzun bir latent donemden sonra (en
az 5 yil sonra) infekte kisilerin %5’inde hastalik gelismektedir (sekonder tiiberkiiloz).
Tiiberkiilozda, canli bir tiiberkiiloz basilinin alveole yerlesmesinden kaviter akciger
tiiberkiilozu gelisimine kadar gecen olaylar, basil ile konak¢r arasindaki bir seri “savas”
sonucu olur. Konak¢i tarafindan olusturulan hiicre aracilikli immiinite ve geg¢ tip asiri
duyarlilik reaksiyonlan tiiberkiiloz patogenezinde belirleyici rolii oynarlar. Bu immiin
yanitlar olusuncaya kadar tiiberkiiloz basilinin kendisi konak¢1 dokularinda hi¢ bir hasar
olugturamaz. Basil cogalmasi ile konagin olusturdugu immiinolojik yanitlar arasindaki
etkilesim hastaligin hem ilerlemesini veya gerilemesini hem de gelisecek olan hastaligin

tipini belirler (3,21).

Hastaliga duyarhilikta wklar arasindaki farklilik ve genetik yapi 6nemli rol
oynamaktadir. Ornegin kizilderililerin, eskimolarin ve zencilerin bu hastaliga daha yatkin
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica HLA BW15 tasiyan zenciler ile HLA DR2 tasiyan
kizilderililerin daha duyarli olduklar1 tespit edilmis (20). Yas, cinsiyet, sosyo ekonomik
durum, sigara kullanimi, alkolizim, uyusturucu madde bagimliligi, kalabalik yasanti,

diyabet, HIV ve evsizlik hastalifin gelisimi i¢in risk faktorleri arasindadir (6,27,28).
Tiiberkiilozun baslica klinik formlar1 sunlardir:

Akciger tiiberkiilozu: Tiiberkiilozun en sik rastlanan formudur. Hastalik insandan
insana yakin temas ile enfekte aerosollerin (damlacik cekirdegi) alinmasi ile bulasir.
Tiiberkiilozun ortaya cikabilmesi i¢in basilin akcigerlere ulasmas1 gerekmektedir, konagin
enfeksiyona verdigi yanita bagh olarak doku hasar1 ve fibrozis ile karakterizedir. Akcigere

ulasan bakteri alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilirler konagin cevab1 bu asamada
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giiclii olursa bakteriler temizlenir. Eger basil miktar1 fazla ve immiin sistem zayif ise
bakteri iiremesine devam ederek primer odak olusturur. Bu genelde sub plevral
yerlesimlidir ve alt-orta loblarda bulunur. iki haftadan uzun siiren oksiiriik, gogiis agrisi,
nefes darlig1 ve ses kisikligr ile baglar ve halsizlik, ¢cabuk yorulma istahsizlik, kilo kaybi,
ates ve gece terlemesi gibi klinik bulgularla devam eder. Tanida fiziki muayene yardimci
degildir ancak altta yatan nedenlerin belirlenmesi i¢in zorunludur. Akciger grafisi ve PPD
pozitifligi kiymetlidir ancak kesin tam bakteriyolojiktir. Balgam, bronsial lavaj ve aclik
mide suyu gibi orneklerin mikroskopi, kiiltir ve niikleik asit ¢ogaltma yontemleriyle

incelenmesi ile tam1 konulabilmektedir (3,5,21,29).

Miliyer tiiberkiiloz: Tiiberkiiloz basillerinin bir odaktan hematojen yolla tim
viicuda yayilmasi ve gesitli organ ve dokularda graniilom gelistirmesidir. Olim orani
oldukca yiiksektir. Basta ¢cocuklar olmak {izere, immunsiiprese hastalarda ve kroniklesmis
altta yatan hastalig1 olan erigkinlerde sik goriiliir. Genellikle kazedz lezyonun pulmoner
vene riiptiire olmasi ile ortaya cikar. Tiiberkiilin testi negatiftir. Tamida karaciger,

kemikiligi biyopsileri ve akciger grafisi 6nemlidir. Genelde tan1 post mortaldir (22,29).

Tiiberkiiloz lenfadenit: Akciger dis1 tiiberkiiloz icinde en sik rastlanan formudur.
Hastalik primer pulmoner odaktan hematojen yayilan tiiberkiiloz basilleriyle meydana
gelmektedir. En sik tutulan lenf nodlar1 anterior servikal ve supraklavikiiler lenf nodlaridir

(29).

Plevra tiiberkiilozu: Akciger dist tiiberkiilozlarin en sik rastlanan ikinci klinik
seklidir. Yaghlarda ve eriskinlerde eksiidatif plorezinin en Onemli nedenidir. Plevral
boslukta toplanan s1ivi membranin spesifik allerjik reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikar. Tanida
stvinin incelenmesi yaralidir ancak graniillomlardan alinan biyopsi Orneklerinden etken

daha sik izole edilmektedir (20-22).

Kemik ve Eklem Tiiberkiilozu: Hematojen yayilim sonrasi ortaya cikar. Kemik
tiiberkiilozunun %50 sini olusturan “Pott hastaligi’” yani tiiberkiiloz spondilit siklikla
torakal bolgeyi daha sonra da lomber, servikal ve sakral bolgeyi tutar. Klinikte soguk abse
olarak bilinen tipik bir tablo olusturur. En onemli komplikasyonu paraplejidir. Tanida
effiizyon materyalinde ve biyopsi materyalinde basilin ARB boyama ile gosterilmesi ve

kiltiirii, direkt iskelet sistemi grafileri kiymetlidir (21-22,29).

Bobrek Tiiberkiilozu: Basilin uzak bir odaktan hematojen yayilimi ile olugmaktadir.

Genellikle her iki bobrek de infektedir. Fakat yalniz birinde hastaligin ilerledigi kabul

17



edilmektedir. Hastalik basilin, bagisiklik sisteminin etkili olamadig1 hipertonik bir ortam
olan kortikal medullaya yerlesmesiyle baslar. Sinsi seyreder, cogu zaman da
asemptomatiktir. Idrar kiiltiirlerinde iireme olmamasi, hematiiri ve proteiniiri vardir. Ug
giin ard arda yogunlastirilmis idrarin ARB, kiiltiir ve PZR yontemleriyle incelenmesi ile

tan1 konulabilir. Ancak saprofit mikobakteriler tanida problem olusturmaktadir (22,29).

Barsak Tiiberkiilozu: Burada en sik izole edilen etken Mycobacterium bovis’ dir.
Pastorize edilmemis siitlerin igilmesi ile bulasir. Akciger ve larinks odagi olan hastalarda
hematojen yayilimla ve enfekte balgamin yutulmas: ile enfeksiyon gelisir. Tanida gaitanin

incelenmesi ve kolonoskopi degerlidir (21).

Tiiberkiiloz menenjit: Tiiberkiilozun en agir klinik formudur. Her yasta goriilebilirse
de 6zellikle 5 yas altinda siktir. Primer infeksiyonun erken veya ge¢ komplikasyonu olarak
gelisir. Cogu olgunun kendisinde ya da ailesinde tiiberkiiloz Oykiisii vardir. Deri testi
negatifdir. BOS basinc1 artmistir, hiicre sayis1 500 altinda ve lenfosit hakimiyeti vardir.

Mikroskobik inceleme, kiiltiir ve PZR taniya yardimci olabilmektedir (20-22,29).

Tiiberkiiloz ve HIV Enfeksiyonu: HIV ile enfekte kisilerde CD4 T lenfosit
fonksiyonlarinin bozulmas: tiiberkiiloz basilinin bagisiklik sisteminden kagmasina neden
olur. Normal kisilerde tiiberkiiloz basili ile karsilagildiktan sonra enfeksiyon geligsme riski
%10 iken HIV pozitif hastalarda bu oran bir y1l icinde %10 dur. Tiiberkiiloz diger firsatci
enfeksiyonlardan daha erken ortaya ¢ikar, akciger disi1 bolgelere yayilimi ve mortalite orani

yiiksektir (22).
Tedavi

Giiniimiizde tedavi edilebilir hastaliklar arasinda yer alan tiiberkiilozla etkin tedavi,
1950 yilindan itibaren baslamistir. Tedavide amag; hastaligi kisa siirede iyilestirmek,
temaslilar1 ve toplumu korumak, kazanilmis ila¢ direncini onlemek, akciger hasarina ve

komplikasyonlara bagl 6liimleri 6nlemektir (3,29).

Tedavide kullanilan ilaglar; kullamim Onceligine gore birinci secenek ilaclar
(major); izoniazid (INH), Rifampisin (RIF), Etambutol (ETB) ve Pyrazinamid (PZA).
Ikinci secenek ilaglar (mindr); Streptomisin (SM), Sikloserin, Etionamid, Tiasetazon,
Amikasin, Kanamisin, Kapreomisin, Para-amino salisilik asit (PAS), Rifabutin ve
Florokinolonlardir. Ikinci secenek ilaclar birinci secenek ilaglara gore daha az etkili ve yan
etkileri daha fazladir. Akciger tiiberkiilozlu olgularda ii¢ farkli mikobakteri populasyonu

bulundugundan (agik lezyonda ekstraselliilar yerlesmis olanlar, makrofaj icinde asidik
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ortamda bulunan intraselliilar basiller ve kazetz lezyon i¢inde bulunanlar) bu ii¢ gruba da
etkili kombine ila¢ kullantmi gerekmektedir. Streptomisin acik lezyonda bulunan ve hizl
tireyen gruba etkilidir. Pirazinamid asidik ortamda etkili olmasi nedeniyle makrofajlar
icindeki gruba etkili olurken izoniazid ve Rifampisin tiim populasyona etkilidir. Bu
nedenle tiiberkiilozun tedavisinde ana iskeleti olusturmaktadir. Her iki ilaca birlikte direng
“cogul diren¢” (CID) olarak tanimlanmaktadir (3,21). Bu tip olgular ikinci secenek
ilaglarla hastane ortaminda ve uzun siireli tedavi edilir. Diinya Saglik Orgiitii son yillarda
tiiberkiiloz tamis1 konulan her hastanin direkt gozlem altinda tedavi (DGT) programina

alinmasini 6nermektedir (3,21,30).
Tiiberkiilozdan Korunma

Asi, canli avirulan M. bovis BCG susundan elde edilir. PPD negatif kisilere
uygulanir. Bugiin BCG asisinin tiiberkiilloz menenjite ve dissemine tiiberkiiloza karsi
koruma sagladigi, fakat akciger tiiberkiilozundan korumadigi bilinmektedir. Gelismis
tilkelerde tiiberkiiloz infeksiyon riskinin az olmasi, BCG'nin verdigi immiinitenin PPD'nin
tanidaki degerini azaltmasi ve koruyuculugunun degisken olmasi nedeniyle tiim toplumun
asilanmasi politikasindan vazgecilmistir. Ulkemizde ise dogumdan hemen sonra ve okul

caginda olmak iizere iki kez BCG asis1 uygulanmaktadir (3,21,31).
Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz tarihte oldugu gibi giiniimiizde de halk sagligini tehdit eden en 6nemli
hastaliklardan biridir ve tiim diinyada 6nlenebilir 6liimlerin en 6nemli sebepleri arasinda
yer almaktadir (23). 1946°da streptomisinin 1966 ‘da rifampisinin bulunmasiyla ilagla
tedavide biiyiik basarilar elde edilmis ve uygulanan asilama, tan1 ve tedavi stratejileriyle
1980°1i yillara gelindiginde o6zellikle gelismis iilkelerde biiyiik basarilar elde edilmistir.
Ancak elde edilen bu bagarinin ardindan hiikiimetlerin ilgilerinin azalmasi, biitceden yeterli
kaynak aktarilmamasi, ilaglara direng gelisimi, hastaligin sorun oldugu bolgelerden gogler

ve HIV epidemisine bagl olarak tiiberkiiloz geri donmiistiir (6).

Tiiberkiilozdan korunma ve etkin kontrol dnlemlerinin gelistirilmesinde hastalar
arasindaki yayilmanin derecesini ve kaynagin bilinmesi ¢ok ©nemlidir. Bunun igin
kokenler arasindaki benzerligin arastirilmasi gereklidir. Mikobakterilerin biyokimyasal ve
morfolojik 0Ozelliklerinden yararlanilarak cins ve tiir diizeyinde tamimlamalari
yapilabilmektedir. Tiir diizeyinde tanmimlama tiiberkiilozun etiyolojisini aydinlatma

bakimindan yeterli olabilmektedir. Ancak, salginlar esnasinda izole edilen ayni tiir icindeki
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bir¢ok susun birbiriyle klonal iligkisinin olup olmadigim belirlemek icin tiir i¢inde farklilik

gosterebilen varyantlarin saptanmasi yani alt tipleme yapilmasi gerekmektedir (28).

Bir toplumdaki tiiberkiiloz sorununun boyutlarii kavramak, zaman igindeki seyrini
izlemek ve alman kontrol oOnlemlerinin etkinligini degerlendirmek amaciyla degisik

epidemiyolojik ol¢iitler kullanilmaktadir.

Tiiberkiiloz epidemiyolojisinde kullanilan kavramlar :

Tiiberkiiloz infeksiyonu: Basilin bulasip, lokal graniilomatoz bir inflamasyona

neden olmasi ve basilllerin sistemik olarak kontrol altina alinmasidir (6,29,32).
Aktif tiiberkiiloz olgusu: Balgam ve diger klinik 6rneklerle basil ¢ikaran olgu (6).

Tiiberkiiloz infeksiyon prevalansi: Belli bir toplumda bir yillik siirede infekte
bulunan kisilerin (BCG ile asilanmamus kisiler arasinda PPD’si pozitif olanlarin) orani. Bir
ilkede infekte insan havuzunu bilmek acisindan onemli bir epidemiyolojik gostergedir

(6,29,32).

Tiiberkiiloz infeksiyon riski (yillik infeksiyoin riski): Bir y1l icinde tiiberkiiloz basili
ile ilk defa infekte olacaklarin orani. Yani belli bir toplumda tiiberkiiloz basili ile infekte
olmamis ve BCG asis1 yaptirmamus, tiiberkiilin deri testi negatif olan kisilerin bir y1l icinde
infekte olma ihtimalidir. Bir iilkedeki tiiberkiiloz bulagiciligini yansitan ©nemli bir
epidemiyolojik olg¢iittiir. PPD pozitifligi takip edilerek hesaplanir. Azalma %10 ve {izerinde
ise tiiberkiiloz kontrol 6nlemleri basarili, %5 den az ise basarisiz olarak degerlendirilir

(6,32).

Tiiberkiiloz prevalanst (nokta prevalans): Belli bir toplumda arastirmanin yapildigi
anda, 100 bin kisilik niifusta bulunan tiiberkiilozlu hasta (eski + yeni olgu) sayisin1 gosterir

4.5).

Tiiberkiiloz insidansi: Bir yil i¢cinde 100 bin kisilik niifusta saptanan yeni hasta
sayisidir. DSO tiiberkiiloz insidanst 25/100.000’den az olan iilkeleri diisiik, 25-
100/100.000 olanlart orta ve 100/100.000’den fazla olanlar1 hastalik insidansi agisindan
yiiksek iilkeler olarak kabul etmektedir (6,32). Tiim diinyada bulunan tiiberkiiloz
hastalarinin %80’1 22 iilkede bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok hastanin bulundugu bes
tilke Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve Giiney Afrika’dir. Tiiberkiiloz hastaligina
bagh oliimler tiim diinyadaki Oliimlerin %7’sini, az gelismis iilkelerde ise %?26’sin1

olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerdeki diger bir problemde gercek tiiberkiiloz
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hastalarinin ancak %46’sinin saptanabildigi ve bunlarinda yarisinin tedavi edilebildigi

gercegidir (5,6).

HIV infeksiyonu ABD gibi gelismis iilkelerde tiiberkiilozun daha geng¢ hastalarda
rastlanmasi, reaktivasyona gore primer tiiberkiiloz olgularinin artmasi ve ¢ok ilaca direngli
tiiberkiiloz sayisinda artig gibi tiiberkiiloz epidemiyolojisinde 6nemli degisimlere neden
olmustur. Amerika ve Afrika’dan sonra Giiney Dogu Asya ve Eski Sovyetler Birligi

tilkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artig gostermistir (5,28).

Tiiberkiilozun tekrar diinyanin giindemine girmesinde etkili olan en 6nemli faktor
cogul ilaca direngli suslarin oranindaki artigdir. Cin’in Beijing bolgesinden orjin aldig1 ve
daha sonra tiim diinyaya yayildig1 tahmin edilen W genotipinin ¢ogul ila¢ direncine sahip
oldugunun belirlenmesi epidemiyolojik c¢alismalarin bu yone kaymasina neden olmustur

(33).

Ulkemizde saglik hizmetlerinin farkli kurumlar iizerinden saglanmasi ve kayit ihbar
sisteminin yeterince islemeyisi nedeniyle tiiberkiilozun epidemiyolojisi ile ilgili yeterli,
giivenilir ve giincel veri bulunmamaktadir. BCG agisin1 rutin uygulamamizdan dolay1
infeksiyon riski hesaplamalar1 yapilamamakta ve dispanserlere kayith hastalar disindaki
hastalarin sayilar1 ve 6zellikleri saglikli sekilde bilinmemektedir (5,6). Ulkemizde yapilan
bir ¢ok calismanin sonucglarina gore; tiiberkiiloz hastalarinin ¢ogunlugunun geng yasta
oldugu, kadinlara gore erkeklerde 2.5 kat daha fazla sikhikta gorildiigii, akciger
tiiberkiilozunun daha yaygin oldugunu soyleyebiliriz (9). Ulusal diren¢ durumunu yansitan
veri  bulunmamakla birlikte farkli illerden yapilan c¢alismalarin  sonuglar
degerlendirildiginde CID suslarinda baslangic ve kazanilmis direng orami %1.3-4.8 ve %
4.4- 16.6 arasinda degismekte, en az bir ilaca kars1 primer ve sekonder direng oranlari ise

sirasiyla % 18-26.6 ve % 28- 53.4 arasinda goriilmektedir (6-8).

Yiiksek insidansin yaninda primer ilag direncinin de artmis olmasi tilkemizde bulas
oraninin yiiksekligini ve tiiberkiiloz kontrol 6nlemlerinin yetersizligine isaret etmektedir.
Tiiberkiiloz insidansin1 gelismis iilkelerdeki seviyeye diisiirmede erken tani, dogru tedavi

ve etkin korunma-kontrol énlemlerinin alinmasi kaginilmazdir (9).

Tiiberkiilozun epidemiyolojisinin ~ belirlenmesinde ~ kullanilan ~ yontemleri

fenotiplendirme ve genotiplendirme olmak iizere iki ana baslik altinda inceleyebiliriz (34).
Fenotiplendirme Yontemleri:

Yirminci yiizyilin ortalarina kadar bugiin bilinen patojen olan bakterilerin cogu
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tamimlanmis ve identifikasyonunda temel olacak fenotipik 6zellikleri belirlenmistir. 1980°1i
yillara kadar epidemi olusturan suslar cins, tiir, biotip, serotip, faj tipi, bakteriyosin tipi ve
antibiyotik duyarlilik profillerine dayanan fenotipik yontemlerle incelenmistir. Belirli bir
fenotipik 6zellik bir susta ender olarak bulunuyorsa bu 6zellik sayesinde susun bulas yolu
hakkinda fikir sahibi olabiliriz. Ancak her zaman goriillen fenotipik Ozelliklere sahip

suslarda alt tiplendirme yontemlerine ihtiyac vardir (34).
Genel olarak kullanilan fenotipik yontemler:

Antibiyotik duyarlilik profili,

Agir metaller ve kimyasal maddelere duyarliliklari,
Biyotipleme,

Bakteriyofaj tipi,

Bakteriyosin tipi,

Serotipleme,

Protein elektroforezi

Tiiberkiiloz basillerinin ortak biyokimyasal 6zellik ve duyarlilik profili gostermesi ve
mikobakterilerin sinirli sayida (8 adet) fajimin olmasi, bazi fenotipik 6zelliklerinin her
zaman eksperese olmayan genler iizerinde kodlanmasi nedeniyle duyarliliginin diisiik
olmasi bu yontemlerin en bilyiik dezavantaji olmus ve kullanimini sinirlamistir (35,36). Bu
sorunlart asacak ve klasik epidemiyolojik verilere ekstra katki saglayacak , ayirt ediciligi
yiiksek, uygulamas1 kolay, tekrarlanabilir ve cok merkezli calismalara uygun molekiiler
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Boylece tiiberkiilozda molekiiler epidemiyolojiden

de s6z etmek miimkiin olmustur.

Molekiiler epidemiyoloji genel epidemiyolojiye dayanir, farkli olarak hastaligin
gelisiminde etkili olabilecek spesifik yollar, genler ve molekiilleri tamimlayarak hastaligin

patogenezinin anlasilmasina katki saglamaktadir (37).

Molekiiler epidemiyoloji; infeksiyon hastaliklarinin tanisi, etkenin biyokimyasal ve
molekiiler seviyede tanimlanmasi ve tiplendirilmesi, patogenezden sorumlu genlerin
saptanmasi, genetik duyarliligin belirlenmesi, konak-patojen iliskisi, virulans ve bulagicilik
yoniinden farklilik gosterebilen spesifik suslarin arastirilmasi, toplumlar ve akraba gruplari

arasinda hastalifin yayilmasi, kontrolii ve etiyolojisine, molekiiler seviyede katkida
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bulunur. Aym1 zamanda potansiyel genetik ve cevresel risk faktorlerinin katkisi; infeksiyon
hastaliklarinin aile i¢i ve toplumlar arasinda yayilmasimin Onlenmesi iizerinde ¢alisma
yapan ; klinisyen, epidemiyolog, cevre sagligi uzmani, biyoistatik¢i, insan genetikgisi,
molekiiler mikrobiyolog ve bilgisayar miihendisi gibi bir ¢ok bilim adaminin birlikte

caligmasini gerektiren bir bilim dalidir (35-37).

Molekiiler tipleme yoOntemlerinin gelistirilmesiyle infeksiyon hastaliklarinin
epidemiyolojisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu yontemlerle tiir icinde degisken
ancak suslarda stabil olan belirli bir genetik gosterge kullamilarak salgin esnasinda
toplanan, epidemiyolojik olarak iligkili, ayn1 tiir i¢indeki izolatlarin genetik olarak da

iliskili olup olmadiklar1 aragtirilabilmektedir.
Molekiiler tiplendirme baslica su amaglar i¢in kullanilmaktadir;
Salgin arastirilmasinda,
Hastalari epidemiyolojik olarak iliskilerinin belirlenmesinde,
Re- aktivasyonun re- infeksiyondan ayirt edilmesinde,
Antibiyotik tedavisinin etkinliginin belirlenmesinde ,
Hastane ve toplumsal kaynakli infeksiyonlarin ayriminda,
Laboratuvar i¢i bulasin tespitinde,

Antibiyotik direncinden sorumlu genler hedef alinarak yapilan tipleme ile direncli

suslarin tanimi ve yayginliklarinin belirlenmesinde (37,39,40).

Molekiiler tekniklerin gelismesiyle, Mycobacterium tuberculosis’in filogenetik
ozellikleri ve yayilma dinamikleri daha iyi anlasilabilir hale gelmistir. Molekiiler tipleme ile
tiiberkiilozun rekiirensi, sekonder enfeksiyonun reenfeksiyon veya reaktivasyon olup olmadigi
ve bir hastada aymi anda iki veya daha fazla sus ile enfeksiyonun varligi ortaya
konulabilmektedir. Boylece tiiberkiilloz kontrol ve tedavi protokollerinin etkinligi
arastirilabilmektedir. Salginlarin  arastirilmasinda ve laboratuvar i¢i capraz bulasin
tanimlanmasinda biiyiik yararlar elde edilmektedir. Bu yontemlerle belirli bir cografik alan
icindeki bulagin analizi yapilabilmekte, immiin sistemi tam veya yetersiz hastalardaki ekzojen
kaynakli siiper enfeksiyonlar belirlenebilmektedir. Rolapshi hastalarda farkli suslarla
enfeksiyon oldugu, ayri tip sus ciftlerinin gosterilmesiyle ortaya konulmaktadir (36).

Molekiiler tipleme yontemleriyle ¢ogul ilaca direncli CID suslarin kaynak ve yayilma

yollar1 gosterilebilmektedir. Mycobacterium tuberculosis suslarimin tiplendirilmesi, bir toplum
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ya da aile icindeki infeksiyonun orjini, yayilmasi ve diren¢ kazanmis olan suglarin erken
saptanmas1 gibi Onemli epidemiyolojik sorularin yanitin1 verebilir. Tipleme metotlart,
tiiberkiilozun yayillmasin etkileyen faktorlerin daha iyi anlasilmasinda, ilave araglar olarak
kullanilabilir. Risk faktorlerinin belirlenmesi ve bolgesel kontrol programlarinin
degerlendirilmesi, daha rasyonel ve etkili kontrol ©nlemlerinin almabilmesine olanak
saglayabilir. Eger bir toplumdaki tiiberkiiloz vakalarinin énemli bir kismi yeni olusmus bir
bulas sonucunda meydana gelmis ise, bu durum o toplumda tiiberkiilozun Onlenmesi icin
alimmig olan korunma tedbirlerinin yetersizligini gostermektedir (36,41). Molekiiler
epidemiyoloji, daha viriilan kabul edilen izolatlarin toplumdaki dagilimlarinin izlenmesine
yardimci olmaktadir.

Bir tipleme yonteminden beklenen, susa 6zel genetik profili ortaya koyabilmesidir. Bu
profiller parmak izi “fingerprints” olarak adlandirilir. Iki veya daha fazla sus ayn1 veya cok
benzer profil olusturuyor ise bunlar ayni1 grup (cluster) olarak adlandirilir. Farkli hastalardan
izole edilen fakat aynmi genetik profili gdsteren izolatlar, biiyiik olasilikla epidemiyolojik
olarak iliskilidir. Bu durum genellikle hastalar arasindaki yeni bulasmay1 yansitmaktadir (36).

Tipleme yontemlerinin yaygin kullanim alami bulabilmesi i¢in belirli kriterlere sahip
olmalar1 gerekmektedir (40).

Tiplendirebilirlik: Kullanilan yontemin, bir tiir igindeki tiim mikroorganizmalari
tiplendirebilme yetenegidir.

Ayrim giicti: Tipleme yonteminin bir tiriin farkli suslann arasinda etkin ayrim
yapabilme 6zelligidir.

Tekrarlanabilirlik: Belirli bir sus ile yapilan tekrarlarda ayni sonucun alinabilmesidir.

Stabilite: Aymi klondan gelen izolatlarin zaman iginde hep aymi tipi gosterebilme
olasiligidir.

Teknigin kullamim kolayligi, fiyati, sonu¢ verme siiresi ve sonuclarmin kolayca
yorumlanabilir olmasi: Tipleme yoOntemi basit ve ekonomik olmalidir. Yontemin kolay
uygulanabilirligi ile klinik laboratuvarlarda yaygin kullanimi arasinda iligki vardir. Teknik
olarak kompleks olan metotlar, rutin uygulamalardan ziyade referans laboratuvarlarinda
kullanilmaktadirlar.

Bu kriterlerin tamamimi karsilayacak tek bir yontem olmadigi icin bu yontemleri
birlikte kullanmak gerekli bir kural gibidir . Tek merkezi ilgilendiren kisa siireli bir salgindan
izole edilen suslarin ayrim1 yapilacak ise, bir tipleme yontemi yeterli olmaktadir. Ancak, iilke
genelinde yapilacak olan kapsamli epidemiyolojik calismalarda birkac tipleme yonteminin

birlikte kullanilmasi gerekmektedir (40).
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Genotiplendirme Yontemleri

Mycobacterium tuberculosis genomunun biitiin baz dizilimi ¢ikarilmistir. Genom
yaklasik 4.4 mega baz ciftinden olusmaktadir ve oldukca yiiksek oranda guanin-sitozin (%62-
70) icermektedir (23,36). Mikobakterilerin dogru sekilde tiplendirilmeleri icin kullanilacak en
ideal yontem tiim genomun dizi analizini yapmaktir. Ancak genomun biiyiikliigii dikkate
alindiginda bunun zaman alict ve maliyetinin yiiksek olmas1 kullanimini simirlamistir (36). Bu
nedenle mikobakteri DNA’sim1 direkt restriksiyon enzimi ile kesimi, Ozgiil bir bolgenin
restriksiyon enzimi ile kesimi, genom {izerinde bulunan tekrarlayan bolgeleri ya da bunlarin
arasindaki bogluklarin polimorfizmini hedefleyen yontemler gelistirilmis ve yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (38).

Baslica tipleme metodlari:

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
IS6110 RFLP

PGRS-RFLP

Spoligotipleme

MIRU- VNTR

16S ve 23S rRNA

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE): Bir c¢ok bakteri i¢in salgmlarin
arastirilmasinda ve popiilasyon bazli ¢alismalarda kullanilan molekiiler tiplendirmede “altin
standart” kabul edilen bu yontemde genomik DNA diisiik 1s1li agaroz jel icinde ekstrakte
edilerek cesitli restriksiyon enzimleriyle (EcoR1,Asel, Dral, Spel ve Xbal) kesimin ardindan
belirli araliklarla yonii degistirilen uzun siireli elektrik akimina tabi tutularak bantlarin
ayrigsmasi saglanir. Etidyum bromiir ile boyanan jelde her bir izolata ait tiim bakteri
genomunun restriksiyon enzim paternleri belirlenir. Sinirli sayida bant olusturmasi ve buna
bagl olarak ayrnm giiciiniin yetersiz olmas1 Mycobacterium tuberculosis’in epidemiyolojik
calismalarinda kullanimini kisitlamistir (36,42,43).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP): Restriksiyon enzimleri cift
sarmal DNA’y1 ¢ok 6zgiil olarak belirli bolgelerden keserek parcalara ayiran enzimlerdir.
DNA’nin bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz jel
elektroforezinde bantlarin ayrismasi ve bdylece DNA parcalarinin biiyiikliigii ve sayisi

kiyaslanarak elde edilen cesitlilige RFLP adi verilir. Yontem genel olarak DNA’nin
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izolasyonu, restriksiyon enzimiyle kesim elektroforez, jelin goriintiilenmesi ve yorumlanmasi
asamalarindan olusur.

Bu yontemde kullanilacak enzimlerin seciminde genomik DNA’y1 en fazla 20
noktadan kesecek restriksiyon enzimi se¢ilmelidir. DNA’nin kiigiik pargalara ayrilmasi daha
fazla bant olugsmasi anlamina gelir ki bu da sonuglarin yorumlanmasini giiclestirmektedir. Bu
yontem temel alinarak cok sayida yeni tiplendirme metotlart gelistirilmistir (35,36).

Hibridizasyon bazli RFLP:

1S6110 RFLP:Mycobacterium tuberculosis’ de bulunan tekrarlayan bolgelerden biri de
IS (insertion element)dir. Bu giine kadar dort farkli yerlesim elementi IS61710, IS1081, 1S1547
ve IS-like tanmimlanmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanmilam [S6770 ‘dur.
Enterobakteriyel 1S3 ailesine ait 1361 baz ciftlik bir yerlesim elementidir. M. tuberculosis
kompleksinde susdan susa yeri ve sayisi (0-25 kopya) degiskenlik gostermekle birlikte
cogunlukla 8-15 kopya halinde bulunur. Bu yontem M. tuberculosis tiplendirilmesinde “altin
standart olarak kabul edilmektedir. Burada oncelikle kromozomal DNA’daki IS61710
bolgeleri Pvull enzimi ile kesilmekte, ardindan gecelik elektroforez yapilarak bantlarin
ayrigsmasi saglanmaktadir. Alkali ortamda denatiire edilen jeldeki DNA, southern blotting
yontemi ile naylon membrana aktarilir. DNA membrana fikse edildikten sonra 1S6/170 kesim
bolgesinin sag tarafi ile hibridize olan 521 baz ciftlik kemiluminesan veren maddeyle isaretli
prop kullanilarak hibridizasyon yapilir. Elde edilen 1sima x-ray film iizerine aktarilarak
sonuglar yorumlanir (Sekil 4). Yiiksek seviyede ayirim giiciinden dolay1 yeni gelistirilen PZR
bazli yontemlerin dogrulanmasinda kullanilir. Yontemin dezavantaji sekonder kiiltiire
gereksinim duyulmasi , uzun zaman almasi, deneyimli personel ihtiyaci ve en 6nemlisi de
kopya sayis1 5 ve altinda olan suslarda ayrim giiciiniin yetersiz kalmasidir. Ayrica 1S6/10

kopyasi bulunmayan suslarda sonu¢ alinamamaktadir (11-13,36).
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DNA Kesimi
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Sekil 4. IS6110 RFLP yonteminin sematik goriiniimii (52).

PGRS-RFLP: Sekonder tiplendirme yontemlerinden biridir. IS6770 kopyasi olmayan
veya diisiik sayida kopya bulunduran M. tuberculosis suslarinin tiplendirilmesinde kullanilir.
M. tuberculosis kompleksinde 96 baz ¢ifti uzunlugunda yaklasik 30 kopya kadar bulunan G-C
zengin tekrarlayan bolge Alul enzimi ile kesilir, sonraki tiim basamaklar IS6/7/0 RFLP ile
aymdir. IS6/10 RFLP’ den farkli olarak, pTBN12 E.coli plazmidinden elde edilen prop
kullanilir. IS61710 RFLP ile benzer dezavantajlara sahiptir (36,44,45).

Spoligotipleme: M. tuberculosis kompleksinde 36 baz c¢iftlik direkt tekrar (direct
repeat DR) bolgeleri bulunmaktadir. DR lokusu olarak adlandirilan tek bir genomik lokusda
bulununan bu yapilarin arsinda 35-41 baz cifti uzunlugunda 6zgii bosluk olusturan dizilimler
(spacer) bulunmaktadir. Hem DR’lerin sayis1 hem de spacer dizilimlerinin varligi sustan susa
farklilik gosterir. DR’lerin arasinda 94 farkli spacer tanimlanmistir, ancak bunlardan 43 tanesi
tiplendirmede kullanilmaktadir. DR dizilimini hedef alan biyotinle isaretli primerler
kullanilarak DR’lerin arasindaki farkli ayiric1 bolgeler cogaltilmaktadir. Amplifikasyon iiriinii
ticari olarak elde edilen ve iizerinde 43 spacera ait prop bagli membran ile hibridize edilir.
Ayiricl dizilimlerin varligi veya yoklugu dijital olarak gozlenmektedir. Ayirici dizilimler

suslar arsinda degisim gostermektedir ve hibridizasyon membraninin sabitlesme yiizeyinde
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leke seklinde goriilmektedir. Reverse dot blot hibridizasyon metodudur (Sekil 5). Bu
yontemle M. bovis, M. microti ve M. canettii suslar1 kolayca tiplendirilebilmektedir. Basit
hizl1 ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Diisiikk IS6710 kopya sayili suslarin tiplendirilmesinde
ayrim giicii yiiksektir. Bu metot 1S6//0 RFLP’den sonra Mycobacterium tuberculosis ’in

tiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilan sekonder bir yontemdir (13,36,46-48).
4 5 8 v

— " Olusan PCR
— firiinleri

o=
e —

deratlire drneklerin
kapiletlere yuklenmesi

membranin blotter'a yetleg
tirilmesi

| |
=]

hibridizasyaon sonucunun x-ray filme
hikriclizasyon aktarimi

Sekil 5. Spoligotipleme yonteminin sematik goriintimii (47).

Degisik sayida sirali tekrarlar iceren kiiciik uydulara dayali metotlar:

M. tuberculosis genomunda 41 farkli MIRU (mycobacterial interspersed repetitive
units) bolgesi tammmlanmistir (Sekil 6). Bu lokuslar PZR bazli tipleme metodunun temelini
olusturur. MPTR (major polymorphic tandem repeat) ve ETR (exact tandem repeat) olmak

iizere iki tip sirali tekrar tanimlanmistir (36,41).
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Sekil 6. M. tuberculosis genomundaki 41 MIRU bolgesi  (w.w.w.aphl.org.programs
/infectious_diseases/shinnick.pdf)

MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed repetitive units—variable numbers of
tandem repeats): Degisik sayida sirali tekrarlar igeren kiiciik uydularin (minisatellites)
polimorfizmine dayali bir yontemdir. Sirali tekrar lokuslarindan (tandem repeat loci) elde
edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi yapilarak sirali tekrarlarin sayisi ve bunlarin (tandem
repeats) her iki yaninda lokalize olmus DNA segmentlerinin biiyiikliigii belirlenmektedir.
Genomda bagimsiz halde bulunan 12 farkli lokusdaki ‘tekrarlar’ degerlendirilir . Tekrarlar
52-77 oligoniikleotid biiyiikliigiindedir. PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde yiiriitiiliir, her
lokusdaki MIRU tekrarlar1 bant biiyiikliiklerine gore degerlendirilir. Sonuglar 12 rakaml
dijital formata cevrilir. Aynm giicii yiiksek, tekrarlanabilir ve uygulamasi kolay, ¢ok

merkezli ¢aligmalara uygun ve otomatize edilebilir bir yontemdir (36,41).

ETR-VNTR(exact tandem repeat-variable numbers of tandem repeats ):VNTR iceren 6
lokusun (ETR lokus A-F) amplifikasyonuna dayanan bir yontemdir. ETR-A, ETR-B, ETR-C,
ETR-D, ETR-E lokuslarina 6zel bir ¢ift primerle amplifikasyon yapilmakta ve agaroz jel
elektroforezinde amplifikasyon {iriiniiniin biiytikliigii ve her lokustaki ETR sayisi
belirlenmektedir. Ayirim giicii ve tekrarlanabilirligi MIRU-VNTR tipleme yonteminden daha
diistiktiir (36,41).
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16S ve 23S rRNA : 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin arasinda kalan ve suslar
arasinda farklilik gosteren bolgelerin ¢ogaltilmasi ve sonrasinda restriksiyon enzimi ile
kesilerek agaroz jel elektroforezinde olusan restriksiyon enzim paternlerinin belirlenmesi
seklinde uygulanir. YOntemin tekrarlanabilirligi ve ayrnim giicii diger yontemlerle
kiyaslandiginda yetersiz bulunmustur (36,49).

Arbitrarily Primed (Random Amplified) PZR (RAPD): Bu yontemde spesifik bir DNA
bolgesini ¢ogaltmak yerine, rastgele secilen bir veya iki primerle DNA’daki bir ¢ok bdlgenin
cogaltilmas1 esasina dayanir. Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik agaroz jel
elektroforezinde farkli biiyiikliikte ve sayida bantlarin olugmasina neden olur. Bu metot da
kullanilan primerler 10-15 baz ciftlik kisa ve G-C ce zengindirler. Diger amplifikasyon
sartlarindan farkli olarak primerlerin baglanma 1silar (annealing ) 40-50°C’ye diisiiriilmiistiir.
Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde ortaya ¢ikan bir mutasyon susa 6zgii bant
polimorfizmin olugmasina neden olur. Elektroforez sonucu ortaya ¢ikan her bir izolata ait bant
profilleri birbirleriyle karsilagtirilarak sonug¢lar yorumlanir. Uygulama kolayligi, kisa siirede
sonu¢ alma ve ¢ok sayida ornek ¢alisilmasina imkan tanimasi nedeniyle genis kullanim alan
bulmustur. Ancak en Onemli dezavantaji laboratuvarlar  aras1 standardizasyonunun
saglanmamig olmasidir (35,36,50,51).

PZR bazli yontemlerden biri de tekrarlayan bolgelerin arasinda kalan bolgelerin
cogaltilmasidir. Yontemde iki tekrarlanan element olan IS677/0 ve PGRS’nin arasinda kalan
DNA parcalarinin ¢ogaltilmasi yapilmaktadir. Tekrarlayan bolgelerin sayist ve aralarindaki
uzaklik bant polimorfizmine neden olmaktadir. Yontem %96’ lik prediktif degere sahiptir ve
olusan paternlerin epidemiyolojik caligmalara uygun oldugu goriilmiistiir. Iki tekrarlayan
elementin arasindaki bolgelerin amplifikasyonu icin dort adet primer kullanilmaktadir. 1S67170
icin Risl ve Ris 2, PGRS icin Ptbnl ve Ptbn2 primerleri kullanilmaktadir. Primerler tekrar
bolgelerin her iki ucundan disa bakacak sekilde dizayn edilmistir. Yontemin tekrarlanabilirligi
diisiik fakat ayrim giicii yliksek bulunmustur. Bu nedenle primer tipleme metotlariyla grup

icinde bulunan suslarin dogrulanmasi amaciyla kullanilabilir (36).
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MATERYAL METOD

M. tuberculosis suslari: 1 Ocak 2000-31 Aralik 2005 yillar1 arasinda Inonii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Malatya Devlet Hastanesi ve Malatya Verem Savas
Dispanserlerine tiiberkiilloz ©n tanis1 ile gelen hastalardan izole edilerek tiir tayini ve
duyarlilik testleri yapilmis 200 sus ile, tiir tayini ve duyarlilik testleri ilgili merkezlerce
yapilmis ve ¢ogunlukla direngli olanlarin secildigi Marmara bolgesinden 150 (1 Ocak 2003-
31 Aralik 2005), Ege bolgesinden 50 (1 Ocak 1999- 31 Aralik 2001) ve Akdeniz bolgesinden
50 sus (1 Ocak 2001-31 Aralik 2004) olmak iizere toplam 450 M. tuberculosis izolat1 caligma

kapsamina alinmistir. Her hastadan tek izolat alinmistir.

Molekiiler tipleme: Suslarin tamami /S6110 RFLP ve Spoligotipleme yontemleriyle
tiplendirildi.

DNA izolasyonu: van Soolingen ve ark. (12) tarafindan gelistirilmis olan CTAB (N-
cetyl-N, N, N-trimethyl amonyum bromiir) yontemi kullanildi. Lowenstein-Jensen
besiyerinde iiremis M. tuberculosis kolonileri ekiivyonlu ¢ubukla bolca toplanarak 500 ul TE
(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH:8) tamponu icinde siispanse edildi. Calisma giivenligi
acisindan ekstraksiyon islemlerine gecilmeden once 80°C de 20 dakika su banyosunda
bekletilerek bakterinin 6lmesi saglandi. Ekstraksiyon su asamalardan olugsmaktadir:

Enzimatik Liziz: Is1 ile inaktive edilen bakteri siispansiyonunun iizerine, TE tamponu
icinde hazirlanmis ve 20 mg/ml yogunlukta olan lizozim enziminden 50 pl kondu. Vorteks
yapilarak 37°C de 2 saat inkiibe edildi. Orneklere 70 ul %10’luk SDS (Sodyum dodesil siilfat)
ve 12 ul 10 mg/ml Proteinaz K enziminden eklenerek 65°C de 30 dakika bekletildi.

DNA’nin saflagtiriimasi: NaCl (SM) 100 pl ve 80 pl %10 CTAB eklenip, siitlii bir
goriinim olana kadar vortekslendi. 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Taze hazirlanmig
kloroform/ izoamil alkol (24:1) karisimindan 600-700 pl eklendi. Vorteks yapildiktan sonra
13.000 g de 5 dakika santrifiij edildi.Ust faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe alinarak
kloroform/ izoamil alkol asamasi tekrar edildi. Ust kisim yeni bir tiipe almarak —20°C de
bekletilmis isopropanoldan 500 ul eklendi, 10-15 saniye vortekslendikten sonra —70°C de en
az bir saat bekletildi. Oda 1s1sinda 13.000 g de 15 dakika santrifiij yapildiktan sonra, iist faz
atildi. Tiipiin tabaninda kalan DNA yikandi.

DNA’nin yitkanmasi: Pelet tizerine 1 ml soguk %70’lik etanol eklendi. 13.000 g de 10
dakika santrifiij edildi. Alkol dokiilerek peletin kurumasi saglandi. Pelet 50 pul TE tamponu ile
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homojenize edildi. 37°C de 1 saat bekletildikten sonra UV spektrometre kullanilarak iki farkli
dalga boyunda (260/280 nm) 6l¢iim yapilarak DNA ve protein miktarlari belirlendi (11,12).

IS6110 RFLP uygulamasi:

Genomik DNA nin restriksiyon enzimi ile kesimi:

Her ornek ve standart (M. tuberculosis H37Rv) i¢in 20ul i¢inde 2 ug DNA olacak
sekilde asagidaki karisim hazirlands;

DNA ve distile su............. 17wl
10 X Enzim tamponu......... 2ul
Pvu 11 (10 TU/UL)....eeneee 1ul

Karisim, 2 saat 37°C de su banyosunda inkiibe edildi. Kesimi durdurmak icin tiiplere Sul 5X
bromfenol mavisi (Brom fenol mavisi 40 mg, Gliserol Sml, EDTA 0.5M’dan 1.5 ml ve Su
3.5ml) eklendi.

Enzimle kesim asamasimin kontrolii: TBE (Tris 100 mM-Borik asit1l00 mM-EDTA
20mM) tamponu i¢inde hazirlanmis % 0.8 ‘lik agaroz jele, 5 Wl orneklerden yiiklenerek 120
volt/2 saat elektroforez uygulandi. Kesim ve orneklerin yogunluga bakildi. En az yogun
olandan 20 pl olacak sekilde gecelik elektroforez jeline yiiklenecek 6rnek miktar1 hesaplandi.
Burada amacg elektroforez sonrasinda tiim Orneklerdeki bant yogunlugunun ayni olmasini
saglamaktir.

Gecelik elektroforez: TBE (1X) tamponu i¢inde hazirlanmis %1°lik agaroz (etidyum
bromiirsiiz) 15X20 cm’lik kalipta hazirlandi. Orneklerden jele uygun miktarda yiiklendi.
Molekiiler agirlik standardi olarak kullanilacak olan H37Rv’den hazirlanmig olan DNA
orneginden, basa ortaya ve sona asimetri olusturacak sekilde (6rnek sirasini belirlemek icin)
yiikleme yapildi. ik 10 dakika 100 volt uygulanarak orneklerin kuyucuklardan cikmasi
saglandi. Daha sonra akim 50 volta diisiiriilerek 16.5 saat elektroforez yapildi. Jel etidyum

bromiir (500 pg/l) ile 10 dakika boyandiktan sonra goriintiilendi.

Southern blotting:

Jeldeki DNA’nin denatiirasyonu: Jelde c¢ift sarmal halde bulunan DNA, blotlama

isleminden once, 500 ml transfer solusyonu i¢inde (NaOH 10N+NaCl 5M) oda 1sisinda, 30
dakika 25 rpm’de calkalanarak denatiire edildi.

Blotlama: 500 ml transfer solusyonu (NaOH 10N + NaCl 5M ) blotlama yapilacak
uygun bir plastik kaba kondu. Gecelik elektroforez jel kalib1 ters cevrilerek kabin icine
yerlestirildi. Whatman 3M filtre kagidindan 15X30 cm ebadinda 2-3 adet koprii olusturacak

32



sekilde kalibin iizerine yerlestirildi ve u¢ kisimlarinin transfer solusyonuna temas etmesi
saglandi.

Denatiire edilen jel iki plastik levha arasina almarak ters cevrildi. Jel yine plastik levha
yardimiyla dikkatli bir bicimde kaydirilarak filtre kagidi iizerine alindi. Jel ile filtre kagidi
arasinda hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterildi. 14X20 cm boyutlarinda kesilmis, uzun
kenarin orta kisimlart ve sag alt kogsesi isaretli naylon membran transfer solusyonu ile
1slatildiktan sonra jelin iizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi. Membranin
iizerine 3-4 adet (14X20cm) Whatman 3M filtre kagidi 1slatilarak kapatildi. Bunun {iizerine
yaklagik 12-13 cm yiiksekliginde jelin enine uygun olarak katlanmis kagit havlular
yerlestirilerek plastik kabin kapagi kapatildi. 4.5 saat oda 1sinda bekletildi.

Notralizasyon: Blotlama isleminin bitiminde membran yazili yiizii yukart gelecek
sekilde 300 ml notralizasyon tamponu (TrisHCI 2M + NaCl SM pH 7.8) bulunan kabin i¢ine
aliarak 30 dakika oda 1s1sinda calkalandi.

DNA’nin membrana fiksasyonu: Filtre kagidinin {izerine alinan membran iyice
kuruduktan sonra pastdor firininda 80°C’de 2 saat bekletilerek DNA’nin  membrana
sabitlenmesi saglandi.

I1S6110 probun_elde edilmesi ve isaretlenmesi: M. tuberculosis H37Rv veya M. bovis

BCG standart suslarinin DNA’sindan hazirlanan prob kullanildi. IS6710 kesim bolgesinin sag

tarafiyla hibridize olan 521 baz ciftlik bolge p43 (5’- TCA GCC GCG TCC ACG CCG CCA-

3”), p53(5’-CCG ACC GCT CCG ACC GAC GGT-3’) primerleri kullanilarak ¢ogaltildi.
Amplifikasyon tiipiiniin igerigi:

2X amplifikasyon karigimi* 25ul

p43 (20 pmol/ul) 0.5ul
pS53 (20 pmol/ul) 0.5ul
TagDNA pol. (5 TU/ul) 0.3ul

Distile su (DNaz, RNaz free)  18.7ul
*2X Amplifikasyon miksinin igerigi: 10X Enzim tamponu, 1.5mM MgCl, 2.5 mM dNTP
miks, 1mM Bovin Serum Albumin (BSA) ve DNaz RNaz icermeyen su.

Amplifikasyon programi

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 5 dakika -2 1 kez
Denatiirasyon 94°C 1.5 dakika
Baglanma 60°C 1.45 dakika 30 kez
Uzama 72°C 2.5 dakika
Ek uzama 72°C 10 dakika - 1 kez
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Amplifikasyon iiriinii %0.8’lik agaroz jel de 120 volt/2 saat elektroforeze tabi tutuldu. Uygun
bir marker yardimiyla 521 baz ¢iftlik iiriiniin yeri tespit edildi. Sonra, UV 151k altinda 521 bg
DNA bandi kesildi. Jelden DNA ekstraksiyon kiti (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System Promega Corp. Madison, WI, USA) kullanilarak prop saflastirildi. DNA o&l¢iimii
yapilarak yogunlugu 10 ng/ul olacak sekilde sulandirildi.

Prob’un isaretlenmesi: 10 ng/ul yogunluktaki proptan her membran i¢in 15ul aliarak

bir eppendorf tiipe konularak, 95°C’lik kaynayan suda 5 dakika denatiire edildi.

Hemen kirik buz icine alindi ve burada da 5 dakika bekletildi. Kisa siireli santrifiij yapildi.
Prop miktar1 kadar “labelling reagent” ve gluteraldehit (ECL Amersham Biosciences UK
Limited Buckinghamshire, England) sirayla eklendi, hafifce pipetaj yapildiktan sonra 37°C de
10 dakika inkiibe edildi. Kisa siireli santrifiijiin ardindan prop hibridizasyon i¢in hazirlanmis
oldu.

Hibridizasyon: On 1sitma islemi icin hibridizasyon firrm 42°C’ye getirildi. Her

membran i¢in 20 ml -20°C’de saklanan hibridizasyon tamponu bir saat 1sitildi. Hibridizasyon
yapilacak membranlar rulo haline getirilerek hibridizasyon tiipiine yerlestirildi. Onceden
1sitilmis hibridizasyon tamponu hibridizasyon tiipiine dik durumda iken kondu. Sonra tiip yan
yatirildi. Tampon 6nce membranin merkezi boyunca hareket ettirildi, sonra asagi yukari
hareketle tiipii saga sola dondiirerek hava kabarcigi kalmayacak sekilde membranin 1slanmasi
saglandi.
Hibridizasyon tamponu + membran 42°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu arada prop
isaretlendi.
[saretli proptan 45ul hibridizasyon tiipiine eklenerek 42°C’de gecelik inkiibasyona birakildi.
Membranin yikanmasi: Primer yikama solusyonu (her membran icin 100ml) 42°C’ye
ayarlanir, ayn1 1s1da membran 2 kez 20 dakika yikandi. Membran, sekonder yikama solusyonu
(her membran i¢in 300ml) ile oda 1s1sinda 2 kez 5 dakika calkalamali etiivde bekletildi.

Hibridizasyon sonucunun goézlenmesi: Membran esit olarak karistirilmis “Detection

reagent 1-2” (ECL Amersham Biosciences UK Limited Buckinghamshire, England) bulunan
kaba konur bir dakika bekletildikten sonra seffaf dosya arasina veya strec filme sarilarak
miimkiin olan en kisa siirede kasetteki X-ray filmin altina yerlestirilir. Dort saat sonra film
gelistirilir.

Goriintii dijital kamera kullanilarak (Nikon E995 Coolpix Tokyo 100-8331, Japan)
bilgisayar ortamina alindi. Analizleri GelCompar II (version 3.5 Applied Math, Ghent,

34



Belgium) programi kullanilarak yapildi (11,45,52). Calismada kullanilan tampon ve c¢ozeltiler

Ek1’de verilmistir.

Tipleme sonuclarimin yorumlanmasi:

Farkli (0zgii=unique) suslar: 1S6110 RFLP bant sayis1t >6 olup, aralarinda ortak bant
bulundurmayan suslar

Benzer suslar: 1S6110 RFLP bant sayis1 >6 olup, aralarinda bir bant farki olan suslar.

Kiime (cluster) olusturan suslar:

1-IS6110 RFLP bant sayis1 >6 olup, aralarinda bant farki olmayan (%100 ayni olan)
suslar

2- IS6110 RFLP profilleri benzer, spoligotip profilleri ayni1 olan suslar

3- IS6110 RFLP bant sayist <5 olup aym bant sayisina sahip olan suslar spoligotipleme

ile de ayn1 ise kiime i¢inde tanimlandi (53).

Spoligotipleme

Genomik DNA 'nin Amplifikasyon: Kamerbeek ve ark. tarafindan tanimlanan
protokol modifiye edilerek kullanildi (46,47,52). Amplifikasyon, CTAB yoOntemi ile elde
edilen DNA’larin biyotinle isaretli DRa ve DRb primerleri kullanilarak gerceklestirildi.
Primerlerin dizilimi:
DRa 5’ GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’ (5’ biyotinli)
DRb 5° CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’
Orneklerin ve pozitif kontrol olarak kullanilacak olan H37Rv ve M. bovis BCG suslarmin
DNA’s1 uygun konsantrasyonlarda sulandirildi (en az 10 ng/ul DNA).
Amplifikasyon tiipiiniin icerigi:
2X amplifikasyon miksi*....... 12.5 pl
Primer Dra (10pmol/ul) ....... 2 ul
Primer Drb (10pmol/ul) ....... 2 ul

Taq DNA pol. (5 U/ul) ......... 0.3 ul
Su (DNAaz-RNaz free) ......... 5.7 ul
Toplam 22.5ul
Kalip DNA 2.5ul

*2X Amplifikasyon miksinin igerigi: 10X Enzim tamponu, 1.5mM MgCl, 2.5 mM dNTP
miks, 1mM Bovin Serum Albumin (BSA) ve DNAaz-RNaz icermeyen su.
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Amplifikasyon programa:

Baslangic denatiirasyonu 94°C 5 dakika -2 1 kez
Denatiirasyon 94°C 1 dakika

Baglanma 55°C 1 dakika 25 kez
Uzama 72°C 45 saniye

Ek uzama 72°C 10 dakika - 1 kez

PZR Uriiniiniin Hibridizasyonu:

Membranin isitilmasi: 20mM EDTA icinde 4°C de saklanan membran kullanilmadan
once 2xSSPE + % 0.1 SDS ile 60°C de 5 dakika 1s1tild1.

Denatiirasyon: Amplifikasyon tiiplerine 150 ul 2xSSPE + %0.1 SDS eklenir, 100°C de
10 dakika kuru 1s1 blogunda denatiire edildi.

Hibridizasyon: Miniblotter’in alt kapagina siinger yastif1i yerlestirip iizerine plastik

penset yardimiyla kesik kismu sol iist kdseye gelecek sekilde membran dikkatlice yerlestirildi.
Miniblotter’1n tist kapagini kapattiktan sonra tiim kapillerlerin i¢indeki siv1 aspire edildi.
Denatiire edilmis ornekler hava kabarcigi kalmayacak sekilde, yaklasik 150-160 pl kadar
kapillerlere yiiklendi ve 60°C’ de bir saat inkiibe edildi.

Membranmin Yikanmasi: inkiibasyon sonunda hibridizasyon sivisinin tamami aspire

edildi ve membran 2xSSPE + %0.5 SDS ile iki kez 60°C’ de 10 dakika yikand.

Konjugat Fklenmesi: Membran oda 1sisina geldikten sonra seffaf bir dosya arasina
alarak, 10 ml 2xSSPE + %0.5 SDS ve 10 pl Streptavidin horseradish peroksidaz (ECL
Amersham Biosciences UK Limited Buckinghamshire, England) eklendi. Hava kabarciklar
uzaklastirildiktan sonra plastik kapatict yardimiyla kapatilarak 42°C de bir saat inkiibe edildi.
(Bu asamada streptavidinin membranin her tarafina temas edebilmesi icin, hibridizasyon
torbasi diiz bir zemine birakilmalidir).

Membranin Yikanmasi: 200 ml 2xSSPE + %0.5 SDS ile iki kez 42 °C de 10 dakika
membran yikandi.

Goriintiileme: Membran, esit olarak karistirlmis “Detection reagent 1-2” (ECL
Amersham Biosciences UK Limited Buckinghamshire, England) kabina konur, bir dakika
bekletildikten sonra, seffaf bir dosya arasina alinarak etraf1 kapatilir. En kisa siirede membran
birinci kasetteki X-ray filmin altina yerlestirilir. Bir dakika bekletildikten sonra membran
ikinci kasete alinarak bir dakikalik filmin 1s1ma siddetine gore ikinci kasetin bekleme siiresi

belirlendi.
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Membranin Regenerasyonu: Membran %1 SDS ile iki kez 80°C de 30 dakika yikanda.
EDTA 20mM (pH: 8.0) ile 15 dakika oda 1sinda bekletildi. Membran 20 ml EDTA (20mM

pH: 8.0) bulunan seffaf dosya icine alindi. Plastik kapatici ile kapatilarak +4°C de kullanim
sayis1 ve tarih yazilarak saklandi (46,47,52).

Sonuglar bir bilgisayar programi kullamilarak, hibridize olan ve olmayan alanlar
sematik olarak gosteren “hibridizasyon kod” ve 0-7 arasinda 15 rakamdan olusan “oktal kod”

formatina cevrildi. Elde edilen veriler SpolDB4 (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/ outilsConsultation.jsp) veri tabam kullanmilarak kiimeler

“paylasilan tip (PT)” ve familyalar (clade) belirlendi (13,46-48). Calismada kullanilan tampon

ve ¢ozeltiler Ek2’de verilmistir.
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BULGULAR

Ocak 2000-Aralik 2005 tarihleri arasinda Malatya’daki tiiberkiilozlu hastalardan izole

edilen 200 sus ile Marmara bolgesinden 150, Akdeniz bolgesinden 50 ve Ege bolgesinden

50 olmak {iizere toplam 450 Mycobacterium tuberculosis susu 1S6110 RFLP ve

Spoligotipleme yontemleri kullamilarak tiplendirildi. Suslarin bolgelere dagilimi ve

antitiiberkiiloz ilaglara diren¢ durumlar1 Tablo 1’ de goriilmektedir.

Tablol . Suslarin bolgeler ve direng profillerine gore daglimi.

ILACLAR MALATYA | MARMARA EGE AKDENIZ
[ZONIAZID (INH) 22 9 3 9
RIFAMPISIN  (RIF) 4 8 3 1
STREPTOMISIN (SM) 22 4 2 2
ETAMBUTOL (ETB) 4 1 1 4
INH+RIF 5 23 6 8
INH+ETB - - - 1
INH+SM 3 2 1 5
RIF+SM 1 - - -
RIF+ETB - - 1 -
SM+ETB 2 4 1 -
INH+RIF+SM - 11 13 5
INH+RIF+ETB 1 4 3 3
INH+RIF+SM+ETB 7 23 7 4
DUYARLI 129 61 9 8
TOPLAM 200 150 50 50

IS6110 RFLP analizi ile 304 farkli patern belirlenmistir. IS6//0 RFLP tipleme

sonucunu gosteren ornek bir membran Sekil 7°de, analiz edilen 450 susun GelCompar 11

software (version 3.5 Applied Math, Ghent, Belgium) programi kullanilarak yapilan

dendogram sonuglar1 da Sekil 8°de verilmistir. iki yiiz ii¢c 6rnegin bulundugu 57 kiime

(kiimelesme orant: %45.1) ve 175 6zgii profil (%38.9) tespit edilirken, 72 (%16) sus

benzer bulunmustur.
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M 1 2 3 4 5 6 7 M &8 9 1011 12 M

Sekil 7. IS6110 RFLP tipleme sonucunu gosteren drnek bir membran. 1-12 6zgii profil gosteren M.tuberculosis
izolatlari. M: molekiiler standart. (H37Rv standart susu Pvull enzimi ile kesilerek kullanildi)
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U | || G@TBC-IS6110@11.0. N450 Marmara
Il | G@TBC-IS6110@ekim.N716 Marmara
LI I ||| ceTBc-set1o@ekim.N766 Marmara
\ H\ \ \ \ \ \ \ G@TBC-IS6110@B-bi. ZD109  Ege
M I || G@TBC-Is6110@82-. ZD33 Marmara
H\ HH \ H G@TBC-IS6110@B-0. TK020  Malatya
\ H\ \ H G@TBC-IS6110@B-0. TK027  Malatya
| G@TBC-IS6110@B-0. TK0O12  Malatya
|| G@TBC-IS6110@B-fr. N217 Malatya
| [ | G@TBC-IS6110@tbc-. ZD138  Marmara
\ \ \ H G@TBC-IS6110@B-fr. N4 Malatya
H \ \ \ \ H \ G@TBC-IS6110@01.0. N273 Malatya
H \ \ \ \ H \ G@TBC-IS6110@B-fr. N89 Malatya
\ H \ G@TBC-1S6110@30.0. N179 Malatya
|| | G@TBC-IS6110@ekim.N803  Malatya
| | G@TBC-IS6110@11.0. N479 Akdeniz
\ \ H\ \ \ G@TBC-IS6110@B-fr. N288 Malatya
\ \H \ \ H\ \ \ G@TBC-IS6110@B-fr. N160 Malatya
|1l | G@TBC-IS6110@ekim.N782 Akdeniz
[l G@TBC-1S6110@B-fr. N91 Malatya
\ \H \ \ H \ G@TBC-IS6110@B-fr. N94 Malatya
T T ] G@TBC-IS6110@ekim.N688 Marmara
Rl Il G@TBC-IS6110@ekim.N726 Marmara
LT T | G@TBC-IS6110@B-bi. ZD121  Ege
HIE I ||| G@TBC-IS6110@B-bi. ZD113  Ege
H \H H \ \ \ \ G@TBC-IS6110@B-0. TK005  Malatya
H‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ G@TBC-IS6110@tbc-. ZD132 Marmara
\ \ \ \ \ H H \ H \ G@TBC-IS6110@B-fr. N85 Malatya
N [ ] G@TBC-IS6110@82-. ZD86 Marmara
LR |l c@TBC-Is6110@66-. ZD81 Ege
IR | | G@TBC-IS6110@66-. ZDE6  Akdeniz
\ H H H\ H \ H G@TBC-1S6110@02.0. N241 Malatya
|| | || c@TBC-Iss110@1-1. ZD16 Marmara
| | || G@TBC-IS6110@ekim.N751 Akdeniz
| | G@TBC-IS6110@B-bi. ZD105  Ege
T | G@TBC-IS6110@B-bi. ZD104  Ege
] | G@TBC-IS6110@B-bi. ZD114  Ege
HH H H \ \ G@TBC-IS6110@48-. ZD48 Marmara
A . G@TBC-IS6110@01.0. N290 Malatya
Il | G@TBC-IS6110@ekim.N771 Ege
\ \ \ H H \ G@TBC-IS6110@ekim.N693 Marmara
LT | | G@TBC-IS6110@ekim.N753 Marmara
\ \H \ H G@TBC-IS6110@B-0. TK063  Malatya
I 1| | G@TBC-IS6110@B-0. TK0E8  Malatya
1 || G@TBC-IS6110@B-0. TKO54  Malatya
H \H \ \ G@TBC-IS6110@B-0. TK023  Malatya
N | G@TBC-IS6110@B-0. TK036  Malatya
\ \ G@TBC-IS6110@ekim.N740 Marmara
TN |ll| G@TBC-Ise110@B-0. TKs0  Malatya
I T Il ceTsc-set10@B-0. TKO78  Malatya
\ H \ \ \H G@TBC-IS6110@ekim.N775 Ege
I Il G@TBC-IS6110@B-0. TK070  Malatya
\ \ \ \ \ H \ H G@TBC-IS6110@B-0. TK064  Malatya
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ G@TBC-IS6110@tbc-. ZD131 Marmara
T T G@TBC-IS6110@ekim.N708 Marmara
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ G@TBC-IS6110@tbc-. ZD129 Marmara
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G@TBC-IS6110@B-0.
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G@TBC-IS6110@B-r.
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G@TBC-IS6110@B-fr. N88 Malatya
G@TBC-IS6110@B-fr. N9 Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK079  Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK050  Malatya
G@TBC-IS6110@ekim.N817 Malatya
G@TBC-IS6110@48-. ZD58 Marmara
G@TBC-IS6110@ekim.N737 Marmara
G@TBC-IS6110@tbc-. ZD143 Marmara
G@TBC-IS6110@ekim.N649 Akdeniz
G@TBC-IS6110@B-0. TK0O10  Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK013  Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK091 Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK053  Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK055  Malatya
G@TBC-IS6110@11.0. N441 Marmara
G@TBC-IS6110@¢ekim.N780 Marmara
G@TBC-IS6110@B-0. TK043  Malatya
G@TBC-IS6110@B-0. TK096  Malatya
G@TBC-IS6110@01.0. N305 Malatya
G@TBC-I1S6110@ekim.N50 Malatya
G@TBC-IS6110@1-1. ZD4 Ege

G@TBC-IS6110@01.0. N306 Malatya
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Sekil 8. 450 Mycobacterium tuberculosis susunun GelComparll software (version 3.5 Applied Math,

Ghent, Belgium) program kullanilarak yapilan dendogram sonuglari.

IS6110 kopya sayis1 2-16 arasinda degisiklik gostermekte ve kiime i¢inde bulunan

sus araligt 2-36 dir. Bir kopya IS6//0 bulunduran ve hi¢ bulundurmayan sus

saptanmamustir. Tablo 2’de 1S61710 kopya sayisina gore kiimelesme orani verilmistir.

Tablo 2. IS6110 kopya sayisina gore kiimelesme oran

TOPLAM (n=450)

IS6110 KOPYA KUME SAYISI KUME OLUSTURAN SUS
SAYISI SAYISI (%)
2 (n=42) 3 42 (100)

3 (n=28) 7 21 (75)

4 (n=33) 6 24(72.7)
5 (n=26) 3 9 (34.6)
6 (n=23) 3 11.(47.8)
7 (n=47) 9 30 (63.8)
8 (n=60) 5 16 (26.6)
9 (n=57) 4 9 (15.8)
10 (n=49) 7 17 (34.6)
11 (n=41) 5 12.(29.2)
12 (n=21) 3 8 (38)
13 (n=11) - }

14 (n=7) 1 2(285)
15 (n=4) l 2 (50)
16 (n=1) 3

57 203
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IS6110 kopya sayis1 5 ve altinda olan (diisiik kopya sayil1) sus sayis1 129 (%28.6)

dur. Bolgelere gore diisiik kopya sayili suglarin dagilimi1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Diisiik kopya sayili suslarin bolgelere gore dagilimi

BOLGELER SUS SAYISI YUZDESI
MALATYA 56 56/200 (%28.0)
MARMARA 40 40/150 (%26.6)
AKDENIZ 18 18/50 (%36.0)
EGE 15 15/50 (%30.0)
TOPLAM 129 129/450 (% 28.6)

Spoligotipleme ile 113 farkli patern belirlendi. Kirk yedi kiime i¢inde 384 (%85.3)

sus yer alirken, 66 (%14.7) sus 6zgi profil gosterdi. Calismaya alinan 450 susa ait

hibridizasyon ve oktal kod profilleri ile paylasilan tip (PT) numaralart ve duyarlilik

sonuglar1 Tablo 4’de gosterilmistir. Ozgii profil gosteren suslardan 49 (%10.9) tanesi

SpolDB4 veri bankasindaki suslarla karsilastirildiginda hicbir susla kiime olusturmadi

(yalmiz sus). Familyalan tespit edilemeyen bu suglara ait hibridizasyon ve oktal kod

profilleri Tablo 5’de verilmistir. Diinyanin bir¢ok iilkesine ait 45.000 susun incelenmesi

ile elde edilen ve 1939 farkli spoligotip profiline sahip SpolDB4 veri bankasindaki

suslarla eslesmeyen ancak kendi aralarinda 4 kiime olusturan 14 susa ait bilgiler Tablo

6’da goriilmektedir.

Tablo 4. Bu calismadaki 450 susun spoligotipleme sonuglart ve SpolDB4 veri bankasina gore

degerlendirilmeleri
Ornek o e . Direncg .
No Hibridizasyon profili Oktal Kod PT o Familya
No Profili

1 TKO001 ! momooo 774777777420771 | 262 CID DEGIL H4
2 TK002 conoooooooooooooooo | 777767770000000 | 1656 | CID DEGIL U
3 TK003 ooo I aals 037637777760771 284 DUYARLI Tl
4 TKO004 oooo 777777777760771 53 DUYARLI T1
5 TK005 g oo 776377777760771 34 CiD DEGIL S
6 TK006 fafalalal Ta: falal 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
7 TK007 - CoCEERCoERmODD: 677777607160771 | 1791 | DUYARLI LAM1
8 TKO008 £0000000000CO0ROEAAA000CNOO0000NO0a0 000000004020771 2 CiD DEGIL H2
9 TKO009 nooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
10 TKO010 nooomo oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
11 TKO11 mmmoooooo: oo 700377777760771 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
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12 TKO12 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

13 TKO013 mooomo: o 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
14 TKO14 ooooooonoo: oo 770000777760771 | 280 DUYARLI TI1_RUS2
15 TKO15 mRmOOO000; WO 700377777720771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
16 TKO016 oo oo moCoommmooo: 037227760160771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
17 TKO17 o000 oomt oowmcmmmm | 037627777760671 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
18 TKO18 JmmOCCooomo: oo 777767004760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
19 TK020 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

20 TK022 mooomo: o 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
21 TK023 009900000000000000000000 oo 000000007760771 4 DUYARLI S

22 TK024 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

23 TK025 oooomo: o 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
24 TK026 o oooooooooooooooooo | 776177770000000 | 608 | CID DEGIL 9]

25 TK027 oo 777767777760771 | 118 DUYARLI T

26 TK028 Jnooomo oo 777737404760771 | 367 | CIDDEGIL | LAM7TUR
27 TK029 nooomo: oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
28 TKO030 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

29 TKO31 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

30 TK032 oo oo oo 077637777760771 | 759 DUYARLI T1

31 TK033 oooomo: o 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
32 TKO034 oo oo 777701777760771 | 1916 | DUYARLI T1

33 TK035 e e e e e S S S S SIeIel TeIere" 000000004020771 2 DUYARLI H2

34 TK036 coooooooooooOOoooooooon: o 000000007760771 4 DUYARLI S

35 TK037 nooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
36 TKO038 00090000000000000000000OANONNNOAO00D 000000004020771 2 DUYARLI H2

37 TKO039 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

38 TK040 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

39 TKO041 oooo00000000 oo 770000777760771 | 280 DUYARLI T1_RUS2
40 TK042 ! oomoon; 774777777420771 | 262 | CiD DEGIL H4

41 TKO043 oo 777777777760771 53 CiD T1

42 TKO044 w00 777777777720771 50 DUYARLI H3

43 TKO045 I falal: T77737774760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
44 TK047 InonoomOnnr 777777774020771 47 CID DEGIL H1

45 TK048 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

46 TK049 Jnooomo oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
47 TK050 mooomo: o 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
48 TKO051 coommmcmms | 777777777760731 52 CiD DEGIL T

49 TK052 oooo oo oo 037637777760771 | 284 DUYARLI T1

50 TK053 Jnooomo oo oo | 777777404760760 | 1937 CiD LAM7TUR
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51 TKO054 ] oo 776377377760771 | 466 DUYARLI S

52 TK055 nooomo oo o | 777777404760760 | 1937 CID LAM7TUR
53 TKO056 ooooooooooooooooon | 777777770000000 46 CiD DEGIL H benzeri
54 TKO057 oooo oo oo 037637777760771 | 284 CiD DEGIL T1

55 TKO059 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL T1

56 TK060 o ) oo 676377737760771 | 1253 | DUYARLI S

57 TKO061 w00 777777777720771 50 DUYARLI H3

58 TKO062 nooomo: oot 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
59 TK063 e e e e e S S eIe! oo 000000007760771 4 CiD DEGIL S

60 TKO064 oo 777777777760771 53 CID T1

61 TK065 Jnooomo oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
62 TKO066 mooomo: oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
63 TKO067 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL T1

64 TKO068 009900000000000000000000 oo 000000007760771 4 DUYARLI S

65 TKO069 Jooooomooo: 775767774020771 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
66 TK070 ! cocwmmcmmm | 776373777760731 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
67 TKO071 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

68 TKO072 mooomo: oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
69 TK073 ooomommmmn | 777776777760571 | 878 DUYARLI X1

70 TKO075 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

71 TKO076 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

72 TKO077 . o oo 577677077760771 | 1936 | DUYARLI Tl

73 TKO078 un y oo 676377737760771 | 1253 | DUYARLI S

74 TKO079 s nooomo oo 677777404760771 | 930 DUYARLI | LAM7TUR
75 TKO080 oooo oo oo 037637777760771 | 284 DUYARLI T1

76 TK082 oooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
77 TKO083 nooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
78 TKO084 nooomo: oot 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
79 TKO085 mooomo: oo 777777404760771 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
80 TKO086 Moo 777777777720771 50 DUYARLI H3

81 TKO087 p— 777777777660771 | 167 DUYARLI T1

82 TKO089 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

83 TK090 oo 777767677760771 | 173 DUYARLI Tl

84 TKO091 nooomo: oot 777777404760771 41 CiD LAM7TUR
85 TK092 nooomo: oo oo | 777777404760760 | 1937 | DUYARLI | LAM7TUR
86 TK094 mooo; 777777777720771 50 DUYARLI H3

87 TK095 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

88 TK096 oo 777777777760771 53 CID T1

89 NOO2 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
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90 NOO3 oooo: oo 777701777760771 | 1916 | DUYARLI T1

91 NOO4 p— mooomo: o 761777404760771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
92 NOOS oo 777777737760771 86 DUYARLI T

93 N006 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

94 NOO8 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

95 NO09 oo oot 777777404760771 | 41 CIDDEGIL | LAM7TUR
96 NO10 Jooomo: . 777777404760731 | 1261 | CIDDEGIL | LAM7TUR
97 No11 o000 oo oo 037637777760771 | 284 CiD DEGIL T1

98 NO14 oo 777767777760771 | 118 DUYARLI T2

99 NOI6 Jnooomo; oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
100 N020 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

101 NO28 oo oo 777701777760771 | 1916 | DUYARLI Tl

102 N029 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

103 NO30 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
104 NO34 oooo oo oo 037637777760771 | 284 DUYARLI Tl

105 No44 Jnooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
106 NO45 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
107 | Noss oooomcooossmomss | 777777774020731 | 62 DUYARLI H“‘V“’iem
108 N049 Jnooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
109 NOS50 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
110 NOS3 oo 377777757760771 | 1330 | DUYARLI T5

111 NO54 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

12 | oss oooomcooossmomss | 777777774020731 | 62 DUYARLI Haj’fm
113 N059 Jnooomo: cocwmmommm | 777777404760731 | 1261 | DUYARLI | LAM7TUR
114 NOT1 oo 777777737760771 86 CiD T

115 NOT3 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

116 NOTS oo 777777677760771 | 291 DUYARLI T1

117 NOT7 ! oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

118 NOSO oo : oo 037637777760771 | 284 DUYARLI T1

119 NOS3 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
120 NOS4 w00 777777777720771 50 DUYARLI H3

121 NO85 I falal: T77774777760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
122 NOSS nooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
123 NO89 o Joomooor 577737777420771 | 361 CiD H4

124 NO91 - oo 677777777760771 | 196 DUYARLI T

125 N092 Moo 777777777720771 50 DUYARLI H3

126 N094 o oo 677777777760771 | 196 | CID DEGIL T

127 N096 oo 777776777760771 | 659 DUYARLI X1

128 | 1099 ooooomcooossmomss | 777777774020731 | 62 DUYARLI Haj’;fm
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129 N102 o oo 377777777760771 7 CiD DEGIL T

130 [uinininte (ainsint 1 1=l ] 1 777777774020731 62 DUYARLI Haarlem
N105 var.

131 N144 oo T77777777760771 53 CID T1

132 N146 alul 777777777760771 53 DUYARLI T1

133 N148 falalal ] T lafalala] T77777777760700 51 CiD DEGIL T1

134 Ni51 alul T77777777760771 53 DUYARLI T1

135 N153 oooo oo oo 037637777760771 284 DUYARLI T1

136 N154 falalalal ful: alal 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR

137 N160 [T oo 677777777760771 196 DUYARLI T

138 N170 [ oo 677777777760771 196 DUYARLI T

139 Ni71 falalalal Tal: oo 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR

140 NI74 HO00OO5OH6EABNNEEEENBNNEEEEONN: 000000000003771 1 cip Beijing

141 N179 o aTal altat 577777777420771 127 DUYARLI H4

142 NIgl oooomac oo 777737404760771 367 DUYARLI LAM7TUR

143 N185 lalalul T T Tl 1T ] T77777777760731 52 CID DEGIL T

144 N186 oooo T77777777760771 53 DUYARLI T1

145 ooocomoooommscans | 777777774020731 | 62 | DUYARLI | Tlaadem
N210 var.

146 N217 0000000000 000oOooCOOEEEE 770000777400071 Yeni DUYARLI Bilinmeyen

147 N221 oo T77737777760771 37 DUYARLI T

148 N232 alul 777777777760771 53 DUYARLI T1

149 N234 lalal 777777777760771 53 CID DEGIL T1

150 N238 alntat T77777777720771 50 CID DEGIL H3

151 N241 oooo OOmmmEO oo 037636377760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen

152 N242 alul 777377777760771 1166 DUYARLI T1

153 N243 tainial 11T Jal T T lainlah 777737607560771 176 DUYARLI LAMS

154 N250 oo T77777777760771 53 DUYARLI T1

155 N257 oo 777377777760771 1166 DUYARLI T1

156 N259 falal alal 777777607760771 42 DUYARLI LAM9

157 N261 oo T77777777760771 53 DUYARLI T1

158 N263 0000000000000000000000000000000000 000000000003771 1 CID Beljlng

159 N271 Jooooma: oo 777777404760771 41 CiD DEGIL LAM7TUR

160 N273 uo moooe 57773777720771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen

161 ooocomoooommscans | 777777774020731 | 62 | DUYARLI | Tlaarem
N276 var.

162 N282 alul 777777777760771 53 DUYARLI T1

163 N286 ool oooo 177777777760771 191 DUYARLI T1

164 N288 oool oo 077777777760771 751 DUYARLI T1

165 N289 oo T77777777760771 53 DUYARLI T1

166 N290 alul 777777777760771 53 CID T1

167 N291 o ool oo 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
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168 N297 EEmCEEEEOD )000000000000000000000 736377700000000 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
169 | \oog ooooomcooossmomss | 777777774020731 | 62 DUYARLI Haj’;fm
170 N300 oo oo 777777747760771 | 1580 | DUYARLI T1

171 N305 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

172 N306 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

173 N308 o oo 177777777760771 | 191 DUYARLI T1

174 N309 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

175 N315 e e e e S S S S eSS e e e 000000000003771 1 CiD Beijing
176 N316 o oo 377777777760771 7 CiD DEGIL T

177 N430 oooo oo oo 037637777760771 | 284 DUYARLI Tl

178 N431 Jooooomooor 777777774020771 47 DUYARLI HI1

179 N432 JooooomoooT 777777774020771 47 DUYARLI HI

180 N436 nooomo oot 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
181 N440 Jnooomo oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
182 Na4l coommcooom | 777377777760601 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
183 Na42 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

184 N449 i oo 777777774760771 | 353 DUYARLI T1

185 N450 STttt = e e el e e e e el oo 000000007760771 4 DUYARLI S

186 N463 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

187 N4T6 OoDCmmmODO0 777777777760700 51 DUYARLI T1

188 N4T7 JooooomoooT 777777774020771 47 CID DEGIL HI

189 N4T9 oo 777677777760771 | 498 CID DEGIL Tl

190 N483 oo oo 777777607760771 42 DUYARLI LAM9
191 N489 ooo oooooooooooonooooos | 776177770000000 | 608 DUYARLI U

192 N500 ! oo 776377777760770 | 1938 | DUYARLI S

193 N502 ! oo 776377777760770 | 1938 | DUYARLI S

194 N503 nooomo oot 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
195 | Nsod oooomcooossmomss | 777777774020731 | 62 DUYARLI H“‘V“’iem
196 N505 Jnooomo: oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
197 N551 mmooo oooooooooooommcoooms | 703777740003031 24 DUYARLI | Cas_l delhi
198 N648 oo : oo 037637777760771 | 284 | CID DEGIL Tl

199 N649 oo 777777777760771 53 DUYARLI T1

200 N650 Jnooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
201 N651 nooomo oot 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
202 N686 JooooomoooT 777777774020771 47 DUYARLI HI

203 N687 nooomo oocmmmcmms | 777777404760731 | 1261 | DUYARLI | LAM7TUR
204 N6SS noooomooo: 777777774020771 47 CID DEGIL HI

205 N691 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl

206 N692 oo 777777777760771 53 DUYARLI Tl
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207 N693 000000000000000000000000 oo 000000007760771 4 CID DEGIL LAM3
208 N695 Jooooma: oo 777777404760771 41 CID DEGIL LAM7TUR
209 N696 alul T77777777760771 53 DUYARLI T1

210 N697 falalalal Tal: oo T77777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
211 N698 alul 777777777760771 53 DUYARLI T1

212 N699 0000000000CMEEEE 777777774000171 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
213 N700 alul T77777777760771 53 DUYARLI T1

214 N701 oo T77777777760771 53 DUYARLI T1

215 N702 I alul 776377777760771 34 CID DEGIL S

216 N703 oo 777777737760771 86 DUYARLI T

217 N704 000000000000 ERCEE. 777777760000731 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
218 N705 alafal I alal 037637777760771 284 DUYARLI T1

219 N707 00000000000000000000000: falah 000000007760771 4 DUYARLI LAM3
220 N708 I oo 776377777760771 34 DUYARLI S

221 N709 mOo0 T77777777720771 50 DUYARLI H3

222 N711 1 1T Talnia 773777776760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
223 N712 oooo oo ooog 037637777760771 284 DUYARLI T1

224 N713 lalalul {ul TTT T ] T77777777760571 520 CID DEGIL T1

225 N714 oooomac oo 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
226 N715 fala] Jalufal 777737777420771 35 DUYARLI H4

227 N716 oo 777377777760771 1166 DUYARLI T1

228 N718 oo alal 777777607760771 42 DUYARLI LAM9
229 N719 falalalal ful: alal 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
230 N720 oo T77777777760771 53 DUYARLI T1

231 N721 falalalal Tal: oo 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
232 N722 falalalal ful: alal 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
233 N725 fal ] Jalufal T77737777460771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
234 N726 [T oo 677777777760771 196 DUYARLI LAM9
235 N727 oo alal 777777607760771 42 DUYARLI LAM9
236 N730 iaralar T Iar T T T77777777760731 52 DUYARLI T2

237 N731 alalul 777773777760371 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
238 N734 falalalal Tal: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
239 N735 Jooooma: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
240 NT36 oooo 777777377760771 40 CID DEGIL T4

241 N737 [ oooomac oo 677777404760771 930 CID LAM7TUR
242 N738 fatal Talatal T77737777420771 35 CID H4

243 N739 Jooooma: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
244 N740 Oooooooooooooooooooooooo oot 000000007760771 4 CID DEGIL S

245 N742 oooomac oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
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246 N746 eletelat Tal oot 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
247 N748 DoOEEECEEE 777777777760731 52 DUYARLI T

248 N749 alel 777777777760771 53 DUYARLI T1

249 N750 0000000000000000000 777777770000000 46 DUYARLI H benzeri
250 N751 alel 777377777760771 1166 DUYARLI Tl

251 N752 lalulalalal Talala 777777774020771 47 DUYARLI H1

252 N753 I alel 776377777760771 34 DUYARLI S

253 N754 J00000000000CMEEEE 777777774000171 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
254 N755 telaalatal Talaral 777777774020771 47 DUYARLI H1

255 N756 OooCmemoo0o 777777777760700 51 DUYARLI T1

256 N757 talalalalal Talalal 777777774020771 47 DUYARLI H1

257 N758 talalalalal Talala 777777774020771 47 DUYARLI H1

258 N759 I lalal 776377777760771 34 CID DEGIL S

259 N760 lalal 777777777760771 53 DUYARLI T1

260 N761 talalalalal Talalal 777777774020771 47 DUYARLI H1

261 N762 alel 777777777760771 53 CID Tl

262 N763 eletelat Tal oot 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
263 N764 talalalalal Talala 777777774020771 47 CID DEGIL H1

264 N765 DooEERCEEE 777777777760731 52 CID DEGIL T

265 N766 D0000000000000000000000; alel 000000007760771 4 DUYARLI S

266 N768 eletelat Tal oot 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
267 N770 Joooomar oo 777777404760771 41 DUYARLI LAM7TUR
268 N771 alel 777777777760771 53 DUYARLI T1

269 N772 lalal 777777777760771 53 DUYARLI T1

270 N773 lalal 777777777760771 53 CID T1

271 N774 alel 777777737760771 86 DUYARLI T

272 N775 e I falal 676377737760771 1253 DUYARLI S

273 N777 mooo: 777777777720771 50 DUYARLI H3

274 N778 OmmmROOO; 777777776360771 123 DUYARLI T1

275 N779 LT TeRtek OO00000000OORmOCEEEEG 703777740003170 | Yeni DUYARLI Bilinmeyen
276 N80 ooommoooom | 777377777760601 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
277 N781 o lalal 377777777760771 7 CID T

278 N782 e alel 677777777760771 196 DUYARLI LAMO9
279 N786 o oo falal: 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
280 N787 mCERERCO Joomooo: 674777777420771 1117 DUYARLI H4

281 N788 lalal T77777777760771 53 CID DEGIL T1

282 N789 I Joomooo: 774777777420771 262 DUYARLI H4

283 N790 alalelal Tal iaralar Ta T T 777777404760571 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
284 N791 DooECEEEEE 777777777760571 520 CID DEGIL T1
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285 N796 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

286 N798 - oo 677777777760771 | 196 DUYARLI LAM9
287 N799 oo ! oo 037637777760771 | 284 CID DEGIL Tl

288 N8O2 600 oooooooooooooooooos | 776177770000000 | 608 DUYARLI U

289 N803 ooooRor oo 777777404760771 | 41 CID DEGIL | LAM7TUR
290 N804 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

291 N8OS oo 377777777760771 7 CID DEGIL T

292 N806 nooomo oo 777777404760771 41 DUYARLI | LAM7TUR
293 N809 leleiaialal lelaia T77777774020771 47 DUYARLI H1

294 N810 o oomooo 577777777420771 | 127 DUYARLI H4

295 NS12 oo o000 777777177760771 | 1252 | DUYARLI X

296 N813 - oo 677777777760771 | 196 DUYARLI LAM9
297 N815 oo 777377777760771 | 1166 | CID DEGIL Tl

298 N817 I falal: T77771777760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
299 N920 Jnooo0000000 e 777760007760771 | 254 DUYARLI T5 RUSI
300 N930 mooo: 777777777720771 50 DUYARLI H3

301 NO32 oooomoooomsscems | 777777774020731 | 62 DUYARLI Haj‘i:em
302 NO49 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

303 N960 o ! oo 177777763760771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
304 N970 joooocomcooommmcmms | 777773777760771 | 1105 | CID DEGIL T1

305 N9T3 oo 377777777760771 7 CID DEGIL T

306 NOS3 oo 777767774020731 | 610 DUYARLI HI1
307 ZD001 : oo 777777177760771 1252 | CiD DEGIL X

308 | up002 CommmmOOO; 777777776360771 | 123 CID T1

309 | 7poo3 oooRD: oo 777777404760771 | 41 CID LAM7TUR
310 | yp004 oo 777777777760771 53 CID T1

311 ZD005 oo 777777777760771 53 CID T1

312 | opoo7 p— 777777777660771 | 167 CID Tl

313 7D008 . oo 777771777760771 | Yeni CID Bilinmeyen
314 D009 mooomo:; oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
315 7D010 SIa]a] Tale]a[alal falal: 777761007760771 766 CID LAM
316 | port oo : oo 037637777760771 | 284 CID Tl

317 | uporia nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
3181 | po13 mooot 777777777720771 50 CID H3

319 7D014 eIeleetelaial TT T T} 777737777700171 Yeni CID Bilinmeyen
320 | Zpos oo 777777777760771 53 CID Tl

321 D017 oooo oo oo 037637777760771 | 284 CID T1

322 | 7porg nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
323 7D020 mooo: 777777777720771 50 CID H3
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324 | upo nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
325 7D023 moCoCCCMEEmOoooT 777777400740371 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
326 | 7po24 IHEEEEEEaaat oooooooooooooooooo | 770000770000000 | 877 CID U

327 | 7pos nooomo: oocmmmcmmn | 777777404760731 | 1261 CID LAM7TUR
328 7D026 oo oo 777777607760771 42 CiD DEGIL LAM9
329 7D027 SIa]a] Tale]a[alal falal: 777761007760771 766 CID LAM
330 | 7pog oo 777777737760771 86 CID T

331 7D030 Jnooomo; oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
332 7D031 o oo 717777777760771 | 358 CID Tl

333 D032 o oo 377737777760771 | 1834 CID T1

334 7D033 oo 777737777720771 36 CiD DEGIL H3-T3
335 7D034 w00 777777777720771 50 CID H3

336 7D035 nooomo oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
337 | upose nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
338 7D037 nooomo ooommmcmnn | 777777404760731 | 1261 CID LAM7TUR
339 7D038 R cocwmmommn | 777777404760731 | 1261 | CID DEGIL | LAM7TUR
30 | 25030 noooomooo: 777777774020771 47 CiD DEGIL HI

341 7D040 mooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
342 ZD041 OROCCOOOROCCORERCREE 777777764020731 | 315 CID DEGIL H1

343 7D042 oo 777777777740771 | 172 CID U

344 7D043 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

345 7D044 oo 777777777760771 53 CID Tl

346 | spo46 Jnooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
347 | ypoa7 nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
348 7D048 000000000000000000000000) lelalel 000000007740771 | Yeni CID Bilinmeyen
349 7D050 ooor o 037737777760771 | Yeni CID Bilinmeyen
350 D053 nooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
351 7D054 iaTalalalalal Tala) oooo 777776004760771 Yeni CID Bilinmeyen
352 7D055 oo 777777777760771 53 CID Tl

353 | 7pose JooooomooD: 777777774020771 | 47 | CID DEGIL HI

354 7D057 nooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
355 7D058 s nooomo oo 677777404760771 | 930 CID LAM7 TUR
356 ZD060 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

357 | 7post Moo 777777777720771 50 CID H3

358 7D062 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

359 7D063 w00 777777777720771 50 CID H3

360 | po6s mooomo: oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
361 D066 oo 777777777760771 53 CID T1

362 7D068 nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
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363 D069 ooomo:; oo 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
364 ZD070 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL T1

365 D071 w00 777777777720771 50 CID H3

366 7D072 oo 777777707760371 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
367 7D073 mmmOooo 00000000000eROoOOe e 703777740003031 24 CID Casldelhi
368 7D074 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

369 ZD075 oo ! oo 037637777760771 | 284 CID DEGIL Tl

370 | spo76 oo 777777777760771 53 CID T1

371 7D077 oooooomesss | 777777777760711 78 CID T1-T2
372 7D078 falal: T77777777740171 Yeni CID Bilinmeyen
373 7D079 Moo 777777777720771 50 CID H3

374 7D080 ! oo 377777763760771 | Yeni CID Bilinmeyen
375 ZD081 POE0E0E0ENE0EN00EN0NONON0NE0R0E000! 000000000003771 1 CID Beijing
376 7D082 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

377 7D083 nooomo ooommmcmnn | 777777404760731 | 1261 CID LAM7TUR
378 7D084 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL T1

379 D085 o oo 377767777760771 | 1645 | CID DEGIL T1

380 | Zpoge oo 777737777760771 37 CID T

381 7D089 nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
382 7D090 oooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
383 ZD091 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

384 7D092 ) oo 377777763760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
385 7D093 - oo 757777777760771 154 CiD DEGIL T1

386 7D094 I falal: T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
387 | poos oo 777777777760771 53 CID T1

388 7D096 . oo 777771777760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
389 | poo7 Jnooomo: ooommmommn | 777777404760731 | 1261 CID LAM7TUR
390 | 7poos Moo 777777777720771 50 CID H3

391 ZD099 oo 777777777760771 53 CID Tl

392 7D100 000000000 falal: 773760007760771 Yeni CID Bilinmeyen
393 D101 Jooooomooo: 777777774020771 47 CiD DEGIL H1

39% | ubi02 o oo 377777777760771 7 CID T

395 ZD103 oooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
39 | upio4 oo 776377777760771 34 CID S

397 ZD10S 009900000000000000000000 ooe 000000007760771 4 CID LAM3 ve S
398 7D106 ! Joomooo: 774777777420771 | 262 CID H4

399 ZD107 oooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
400 7D108 I falal: T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
401 7D109 Jooc 777777777760771 53 CiD DEGIL T1
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402 | 110 Jnooooooooo: 777777770000771 | 602 CID U

403 ZD111 oooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
404 | spi12 oooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
405 7D113 s oo 677777777760771 | 196 CID LAM9
406 7D114 I oo 777771777760771 | Yeni CID Bilinmeyen
407 D116 Jnoooma: oot 777777404760771 41 CID DEGIL | LAM7TUR
408 | 7piis y oo 777717777760771 | 131 CID T1

409 | pi19 o oo 377777777760771 7 CID T

410 ZD120 mmoo fualntaal Tata'alt 0 617777774020760 | Yeni CID Bilinmeyen
411 7D121 s oo 677777777760771 | 196 CID LAM9
412 7D122 Jooc 777777777760771 53 CID T1

413 7D123 oo 777777737760771 86 CID T

414 7D124 oooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
415 D125 nooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
416 7D126 nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
417 7D127 Joomooo: 777737777420771 35 CID H4

418 | 109 ] oocmmmcmmn | 776377777760731 | 784 CID T2-S
419 7D130 y cocwmmcmmn | 776377777760731 | 784 CID T2-S
420 | o3 )nooooooooo: 777777770000771 | 602 CID 9]

421 ZD132 R — oo 716376777760771 | Yeni CID Bilinmeyen
422 | i3 oo 777777777760771 53 CID T1

423 7D134 ooo; oo 777760007760771 | 254 | CID DEGIL T5 RUS1
424 D135 oo 777777777760771 53 CID DEGIL Tl

425 D137 mREROOOOOREOD oo 740637777760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
426 D138 o coowmmcmmn | 377777777760731 853 CiD DEGIL T2

427 7D139 ) oo 777763777760771 | 732 | CiD DEGIL T1

428 | spiat Jnooomo: ooommmommn | 777777404760731 | 1261 CID LAM7TUR
429 | o1 Jooooomooo: 777777774020771 47 CID HI

430 | ,pias - R oo 677777404760771 | 930 CID LAM7 TUR
431 D146 000 oo oo 037637777760771 | 284 CID T1

432 | ypia7 oooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
433 7D148 nooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
434 7D149 oo y oo 037637777760771 | 284 CID T1

435 D150 I oo 777777774760771 | 353 CID T1

436 ZDI151 nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
437 7D153 oooomo: o 777777404760771 41 CID LAM7TUR
438 7D152 noooomooor 777777774020771 47 CID H1

439 | 7pise nooomo: oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
440 | 57 Jooc 777777777760771 53 CiD DEGIL T1
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441 7D158 EEEECEEERD Ooooooooooooo 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
442 7D159 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

443 7D160 oo 777777777760771 53 CiD DEGIL Tl

444 1 e Jooooomooo: 777777774020771 47 CiD DEGIL HI

445 7D162 No00C0O000C00D0oo 777777770000000 46 CiD DEGIL H benzer
46 | o163 noooomooo: 777777774020771 47 CiD DEGIL HI

447 7D164 EEEECEEERC 000000000000 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
448 | s nooomo oo 777777404760771 41 CID LAM7TUR
449 7D166 oo : w00 037637477720771 | Yeni CID Bilinmeyen
450 | 67 oo 777777777760771 53 CID T1

Tablo 5. SpolDB4 veri bankasina gore familyasi belirlenemeyen 49 susun hibridizasyon ve oktal kod profilleri.

No o;l":k Hibridizasyon profili Oktal Kod | PT lD,'rff'?l‘{ Familya
1 TKO11 mRROOOO00; oo 700377777760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
2 TKO15 mmmoooooo; oo 700377777720771 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
3 TKO16 ooo: moo alalaiatal T 1 Talniat 037227760160771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
4 TKO17 oooo oomt ooowmcmmmm | 037627777760671 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
5 TKO018 JmmCCooooeor oo 777767004760771 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
6 TKO045 I falal: T77737774760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
7 TKO069 Jooooomooo: 775767774020771 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
8 TKO70 I iaralar T Iar T T 776373777760731 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
9 NOO4 p— mooomo: o 761777404760771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
10 NO85 I falal: 777774777760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
11 N217 oooooooooooo jmooooooooommms | 770000777400071 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
12 N241 oot e oo 037636377760771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
13 N2T3 u oo 577737777720771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
14 N291 o oo falal: 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
15 N297 s jnooooooooooooooooooos | 736377700000000 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
16 N4l coommcooom | 777377777760601 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
17 N699 0000000000CMEEEE 777777774000171 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
18 N704 000000000000 eeCEeE 777777760000731 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
19 N711 et 773777776760771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen

20 N725 ommooor 777737777460771 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
21 N731 falalal 777773777760371 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
22 N754 OoDOOOOOOOOCOEEEEE 777777774000171 | Yeni DUYARLI Bilinmeyen
23 N779 | mwmsos pocpooooooommocmmems | 703777740003170 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
24 N80 ooommcooom | 777377777760601 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
25 N786 o oo falal: 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
26 N790 oooomo cocmcmmmmm | 777777404760571 | Yeni | DUYARLI | Bilinmeyen
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27 N817 I falal: T77771777760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
28 N960 o I alal 177777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
29 7D008 I alal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
30 7D014 eIeleetelaial TT T T} 777737777700171 Yeni CID Bilinmeyen
31 7023 TR ——— 777777400740371 | Yeni | CIDDEGIL | Bilinmeyen
32 7D048 000000000000000000000000) felalel 000000007740771 Yeni CID Bilinmeyen
33 7D050 ooo: alal 037737777760771 Yeni CID Bilinmeyen
34 7D054 iaTalalalalal Tala) falal: 777776004760771 Yeni CID Bilinmeyen
35 7D072 o 777777707760371 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
36 7D078 falal: T77777777740171 Yeni CID Bilinmeyen
37 7D080 o ool falal 377777763760771 Yeni CID Bilinmeyen
38 7D092 ! o 377777763760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
39 7D094 I lalals T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
40 D096 i oo 777771777760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
41 7ZD100 000000000 falal 773760007760771 Yeni CID Bilinmeyen
42 7D108 I alal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
43 7D114 I falal: T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
44 7D120 [Tjatet oDooomooo el 617777774020760 Yeni CID Bilinmeyen
45 7D132 [LLISECT TRl falal 716376777760771 Yeni CID Bilinmeyen
46 S o 740637777760771 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
47 7D158 EEmECEEERD 0000000000000 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
48 ZD164 EEEECEEERC 000000000000 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
49 7D166 ooo: I I mooo: 037637477720771 Yeni CID Bilinmeyen
Tablo 6. Kendi aralarinda 4 kiime olusturan 14 yalmz susa ait bilgiler.
No Olr\lnek Hibridizasyon profili Oktal Kod PT Direnc Familya
o Profili

1 N817 I alal T77771777760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
2 7D008 I lalal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
3 7D094 I lalal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
4 7D096 I falal T77771777760771 Yeni CciD DEGIL Bilinmeyen
5 7D108 I alal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
6 7D114 I lalal T77771777760771 Yeni CID Bilinmeyen
7 7D158 EEEECEEENC 000000000000 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
8 7D164 EEmECEEEEC alalalaln[aiualn(n'ale] 757377777700000 Yeni CID Bilinmeyen
9 N291 I lalals 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
10 7D080 o oo falal: 377777763760771 Yeni CID Bilinmeyen
11 7D092 I lalals 377777763760771 Yeni CciD DEGIL Bilinmeyen
12 N786 I lalal 377777763760771 Yeni DUYARLI Bilinmeyen
13 N780 ooommoooom | 777377777760601 | Yeni | CID DEGIL | Bilinmeyen
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[niuiu| | [alalals] |

Il

777377777760601 ‘ Yeni

N441 ‘ CiD DEGIL ‘ Bilinmeyen

En sik rastlanan spoligotip kiimeleri sirasiyla, PT41 (87/450) % 19.3, PT 53
(85/450) % 18.8, PT47 (20/450) % 4.4, PT50 (18/450) % 4, PT284 (18/450) % 4, PT196
(10/450) % 2.2. Suslara ait 6rnek bir membran Sekil 9°da verilmistir. Tablo 7°de major

PT’lerin bolgelere gore dagilimi goriilmektedir. Major PT’lerin bolgelere gore

dagiliminda 6nemli bir farklilik gbzlenmedi.

Sekil 9. Spoligotipleme yontemine ait 6rnek bir membran. Tlk sira H37Rv; 2, 5-10 6rnekler LAM7TUR; 18,19
T1; 22. ornekte tipik profil gosteren Beijing susu. 21. sira negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Tablo 7. Major paylasilan tiplerin (PT) bolgelere gore dagilima.

PAYLASILAN TiP BOLGELER
™) MALATYA MARMARA AKDENIZ EGE
(n=200) (n=150) (n=50) (n=50)

PT 41 (87) 37 27 14 9
PT 53 (85) 43 23 11 8
PT47 (20) 4 9 G 1
PT 50 (18) 7 7 } 1
PT 284 (18) 8 4 3 3
PT 196 (10) 5 1 1 3
PT 4 (10) 4 5 B 1
PT 62 9) 7 2 B :
PT1261 ) 2 4 2 1
YALNIZ (49) 18 19 5

Calismamizda en sik rastlanan ii¢ familya gegici tanimlanmis T stiper familyasi
(174/450) %38.6, LAM (123/450) %27.3 ve Haarlem (67/450) %14.8 olarak belirlenmistir.
Ayrica Hindistan bolgesine 6zgii olan CAS1-Delhi familyasindan 2 sus (2/450) %0.44 ve
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cogul ila¢ direnciyle iliskili olan Beijing/W familyasina ait de 4 sus (4/450) %0.9 tespit

edildi. Diger familyalar ve goriilme sikliklar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. 450 susa ait familyalar ve goriilme siklig1.

FAMILYALAR GORULME
SIKLIGI (N)
Beijing 4
Casl-Delhi 2
Haarlem 67
LAM 123
S 19
T 174
§] 8
X 4
BILINMEYEN 49
TOPLAM 450

Dort cografik bolgeye 6zgii major bir spoligotip profili bulunmamigtir. On dokuz

S familyasinin %68.5’i duyarli, %31.5

de direncli suslardan olusurken gecici

tanimlanmis T siiper familyasi, Haarlem ve familyas1 bilinmeyen grupta duyarli direngli

sus dagilim yaklasik yartyariya bulunmustur. LAM familyasinda ise %61.8 oraninda

direncli suglar baskin durumdadir. Dort Beijing genotipinin hepsi ¢ogul ilag direngli

bulundu. Duyarli, direncli ve ¢ogul direncgli suslardaki spoligotip familyalar1 Tablo 9’da

verilmistir.

Tablo 9.Duyarli, direngli ve ¢ogul direngli suslardaki spoligotip familyalar1

FAMILYALAR DUYARLI DIRENCLi |COGUL DIRENCLI
S (n=19) 13 (%68.5) 4 (%20) 2 (%10.5)
T (n=174) | 84 (%483) | 30 (%17.2) | 60 (%34.5)
U (n=8) 2 (%25) 4 (%50) 2 (%25)
BEUING (n=4) - - 4 (%100)
LAM (n=123) | 47 (%382) | 44 (%358) | 32 (%26)
HAARLEM (n=67) 36 (%53.8) | 20 (%29.8) | 11 (%16.4)
CASI-Delhi (n=2) 1 (%50) 1 (%50) -
X (n=4) 3 (%75) 1 (%25)
BILINMEYEN  (n=49) 21 (%429) | 16 (%32.7) | 12 (%24.4)
TOPLAM (n=450) 207 120 123
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Her iki tipleme yonteminin birlikte kullanilmasiyla 299 farkli patern elde edildi.
Ikiyiiz on dokuz susun dahil oldugu 68 (%48.7) kiime tanimland1, 231 (% 51.3) sus ozgii
bulundu. Tablo 10’da yontemlerin tek tek ve birlikte degerlendirilmesi ile elde edilen
sonucglar verilmektedir. IS6/70 profili benzer olan 72 sus ile kopya sayis1 5< olan 96
susun (IS6//0 ile kiime icinde bulunan) spoligotipleme sonuglarina gore
degerlendirilmesiyle I1S6710 profili benzer olan 72 sustan 39 tanesi kiime, 33 tanesi de
0zgii olarak belirlendi. IS6710 ile kiime i¢inde bulunan 96 diisiik kopya sayili susdan

73’1 kiime, 23’ de 6zgii olarak tespit edildi.

Tablo 10. Molekiiler tipleme yontemlerin tek tek ve birlikte degerlendirilme sonuglari.

KUME
6zGU BENZER KOME S AviacomE | TOPLAM PROFIL
PROFiL PROFIL iCINDEKI SUS SAYISI
SAYISI (%)

S6110 RFLP 175 (%38.9) | 72(%l6) | 57 203(45.1) 304
SPOLIGOTIPLEME 66 (%14.7) - 47 384 (85.3) 113
IS6170 RFLP _ +
SPOLIGOTIPLEME 231 - 68 219 (48.7) 299
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TARTISMA

Tarihin her doneminde insan sagligini tehdit eden ve giiniimiizde de Onemini
koruyan tiiberkiilozla etkin bir miicadele i¢in hizli ve duyarli tam1 yOntemlerinin
gelistirilmesi kadar, epidemiyolojik verilerin alinacagi popiilasyon genetigi ¢alismalarina
da ihtiya¢ vardir (1). Son yirmi yilda, molekiiler epidemiyoloji, arastirmacilarin ilgi odag:
olmustur (54).

Molekiiler  tekniklerin  gelistirilmesi  ile  infeksiyon  hastaliklarinin
epidemiyolojisinin anlasilmasi konusunda ©nemli ilerlemeler kaydedilmistir (37).
Molekiiler tiplendirme tiiberkiilozun; bulas ile risk faktorleri arasindaki iliskinin
aciklanmasinda, direngli suglarin yayilimlarinin belirlenmesinde, farkli suslardaki
virulans ve diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasinda, salginlarin belirlenmesinde,
filogenetik Ozelliklerinin ve yayillma dinamiklerinin tespitinde, reenfeksiyonun
reaktivasyondan ayriminda ve laboratuvar kontaminasyonlarinin gosterilmesinde son
derece yararli olmustur (36).

Ulkemiz bir tarafta Bat1 Avrupa gibi diisiik tiiberkiiloz insidansina sahip iilkelerle
komsuyken, diger taraftan da Eski Sovyetler Birligi ve Asya iilkeleri gibi yiiksek
insidansa sahip bir cografyada bulunmaktadir (4). Hizli niifus artisi ve kirsal alandan
biiyiik sehirlere gociin devam ettigi iilkemizde tiiberkiilozla etkin bir miicadele i¢in izole
edilen tiim suslarin molekiiler epidemiyolojik bilgilerinin ¢ikarilmasi kaginilmazdir.

Tiiberkiilozun molekiiler tiplendirilmesinde ¢ok sayida yontem gelistirilmis
olmasina ragmen hi¢ biri tek basma yeterli ayrim giicli saglayamamistir. Bu sorunu
ortadan kaldirmak i¢in sistemlerin birlikte kullanilmasi tercih edilmistir. Birinci metot ile
grup olusturan suslar belirlenmekte, ikinci yontemle grup icinde bulunan suslarin
dogrulamasi yapilmaktadir (36). Bizde bu ¢alismada 1S6/70 RFLP ve Spoligotipleme
yontemlerini birlikte kullanarak Tiirkiye’nin dort farkli cografik bolgesine ait 450
Mycobacterium tuberculosis izolatinin molekiiler tiplendirmesini yaptik.

Epidemiyolojik ve demografik verilerini toplayabildigimiz ilimizdeki hastalarin
genel degerlendirmesi yapildiginda; Malatya’da tiiberkiiloz vakasi kadinlara gore
erkeklerde 1.4 kat daha fazla goriilmektedir. Durmaz ve ark. (7,8) yaptig1 calismada bu
oran ortalama 2.5 olarak hesaplanmistir. Amerika Birlesik Devletleri, isvigre, Hollanda,
Ekvator, Iran, Tiirkmenistan ve Ozbekistan’da yapilan caligmalarda ortalama 1.6 olarak

tespit edilmis (55-61).
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Tiiberkiiloz basilleri iizerine yapilacak olan arastirmalarda iizerinde durulmasi
gereken hususlardan biri, izolatlarin anti-tiiberkiiloz ilaclara diren¢ profillerinin
bilinmesidir. Bu calismada kullanilan suglarin %46’s1 (207/450) test edilen dort major
ilaglara duyarh, %22’si (99/450) tek bir ilaca direncli, %27.3’ii (123/450) CID ve %4.7’si
(21/450) iki veya daha fazla ilaca direngliydi. Malatya disindaki bolgelerden alinan
suslarin direng verileri o toplumlardaki gercek durumu yansitmayabilir. Ciinkii bu tezin
temel amaci, farkli bolgelerdeki direngli suslar arasindaki klonal iliskiyi irdelemek
oldugundan, Malatya disindaki suslarin seciminde oOzellikle direngli suslar tercih
edilmistir. Malatya’dan izole edilen suslarin %64.5’i (129/200) dort major ilaclara
duyarli, % 6.5°i (13/200) CID ve %29’u (58/200) bir veya daha fazla ilaca direncli
bulundu. Bu oranlar ilimizde yapilmis olan diger ¢alismalarla kiyaslandiginda, Durmaz
ve ark. tarafindan 2000 yilinda yapilan ¢alismada incelenen 88 susun %67’si duyarli,
%30.8’i bir veya daha fazla ilaca direngliyken, %2.2 oraminda CID tespit edilmistir (6).
CID oranindaki uyumsuzluk; Durmaz ve ark. yaptigi caligmada primer ilag direnci
bakilirken, bu calismada primer ve sekonder direncin birlikte degerlendirilmesinden
kaynaklanmis olabilir.

Istanbul bolge tiiberkiiloz laboratuvarinda yapilan ilag diren¢ g¢aligmalarinin
sonuglart incelendiginde; yeni olgulardan iiretilmis suslarda en az bir ilaca direng %14,
tedavi almis hastalardan iiretilmis olanlarda %34.3 olarak bulunmustur. Bu gruplardaki
CID oranlar1 sirasiyla %4.3 ve %17.1 oldugu goriilmiistiir (30). Tiirkiye’nin her
bolgesinden goc alan Istanbul’dan 1865 susa ait bu sonuglar iilke genelini temsil etmesi
bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

Gencer ve ark. alti ilden (Ankara, Antalya, Kayseri, Trabzon, Samsun, Van)
toplanan 381 sus lizerinde yaptiklar1 benzer ¢aligmada; bir veya daha fazla ilaca direng

%23, CID oram %4.4 olarak tespit edilmistir (62).

Oztiirk ve ark. tarafindan Diizce’de 62 M. tuberculosis izolatinin major ilaglara direng

profillerinin degerlendirildigi calismada duyarli, bir veya daha fazla ilaca direncli ve CIiD

oranlart sirasiyla %83.8, %11.4 ve %4.8 olarak bulunmustur (63).

Bengisun ve ark. tarafindan Ankara’da yapilan ve 21 yillik (1976-1997) bir donemi

kapsayan retrospektif ¢alismanin sonuclarina bakildiginda; duyarli suslarin oran1 %60.8, en az

bir ilaca direng %33.4 ve CID %5.8 oldugu goriilmektedir (64).

Ege bolgesinde 1999 ve 2001 yillarindaki direng oranlarinin degerlendirildigi

retrospektif bir calismada: duyarl suslarin oranlar1 %76, %85; en az bir ilaca direncli olanlar

%17.4, %9.2; ve CID olanlar % 6.6, %5.8 olarak hesaplanmis (65).
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Genel olarak duyarlilik test sonuglar1 c¢alisilan hasta gruplarina ve kullanilan
yontemlere gore onemli degisiklikler gdstermektedir. Bolgemiz izolatlarina ait direng profili
iilkemizdeki suslarin direng profilleriyle benzerlik gostermistir.

Avrupa iilkelerindeki durumu yansitan ve Euro TB grubu tarafindan 2003 yilinda
yapilan ¢ok merkezli ¢aligmada Bat1 ve Orta Avrupa’da CID vaka oran1 %1.7 diizeyindeyken,
Baltik iilkelerinde bu oran %19.5 gibi ¢ok yiiksek degerlerde bulunmustur. Ayrica dikkat
cekici olarak CID TB goriilen vakalarin %80’nin Avrupa disinda dogmus kisilerde goriilmesi
ve bunlar icinde de Eski Sovyet iilkesi vatandaslarinin oraninin %24 olmasidir (66).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2003 yili icin tahmini CID-TB oranlari; yeni
vakalarda %2.6, tedavi almislarda %21.8 olarak aciklamrken, diinyada en fazla CID-TB
goriilen bolgelerin de Dogu Avrupa, Giiney Dogu Asya ve Bati1 Pasifik oldugu agiklanmistir
(30).

Bolgemize yakin iilkelerden Iran da yapilan calismada; duyarh, direncli ve CID
oranlari sirastyla %77, %21 ve %2 olarak hesaplanmis (67). Diinyada primer CiD oraninin en
yiiksek oldugu Kazakistan’a komsu Ozbekistan ve Tiirkmenistan’da yapilan ¢alismada
izolatlarin sadece % 38’i major ilaglara duyarli bulunmus, CID-TB olgularinin %75 ninin
Beijing susu ile iligkili oldugu tespit edilmis (58). NewYork sehrinde iki yillik periyotta izole
edilen 4955 susun %96’ s1 duyarli, %4’ii CID olarak bulunmustur (68).

Ulkemizde ve diinya da yapilan diger calismalari birlikte degerlendirdigimizde
iilkemizdeki diren¢ oranlart Bati1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerindekinden yiiksek,
Eski Sovyet Ulkeleri, Balttkk Devletleri ve Dogu Asya Ulkelerine oranla da diisiik
bulunmustur.

Tiiberkiilozla miicadelede basarili olmus olan iilkeler etkenin Kkisa siirede
saptanmasi, etkin tedavi i¢in elzem olan kokenlerin in vitro diren¢ durumunu belirleyerek
olabilecek en uygun ilag kombinasyonuyla tedavinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi
yaninda, kontrol 6nlemleri acisindan da 6nemli mesafeler almislardir. Bir¢ok Bati Avrupa
iilkesi ve Amerika Birlesik Devletleri’nde tiiberkiilozun epidemiyolojisi, korunma ve
kontrol 6nlemlerine onemli katkilar saglamakta olan molekiiler tipleme calismalarina
uzun siire once baslanmis ve halen yaygin olarak yapilmaktadir. Ulkemizde de bu
calismalara ge¢ de olsa baslanmis, yapilan calismalarla iilkemizdeki kokenlerin klonal
iligkisine yonelik énemli bilgiler alinmistir (6, 40, 62). Tiiberkiiloz insidansinin yiiksek
oldugu oldugu iilkemizde bu konuda yapilacak olan caligmalar ihtiya¢ vardir.

Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden toplanan 450 susun IS67//0 RFLP

analizinin yapildig1r bu calismada 304 farkli patern elde edilmistir. Kiimelesme oram
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%45.1, 6zgii profil %38.9 ve benzer profil olusturma oran1 %16 olarak bulunmustur.
Izolatlarm %28.6’s1 diisiik kopyal1 sus, 5 kopyanin altinda IS6770 bulundurmakta, olarak
tanimlandi. Bu sonuclara gore tek basma IS6//0 RFLP kullanildigi zaman ¢alismada
kullanilan suslarin yaklasik %45°1 tiplendirilememektedir. Ciinkii IS677/0 RFLP ydntemi
kopya sayis1 diisiik olan suslar ile IS6//0 RFLP profili benzer olanlarini ayrimim
yapamamaktadir (44,45). Ankara’da yapilan bir calismada 368 sustan 232’si kiime i¢inde
(%63) yer alirken, diisiik kopya sayili suslarin orant %27.7, iki adet IS6710 kopyasi
tagiyan sus oram1 da %10 olarak saptanmistir (62). Malatya’da daha Once yapilan
calismalarda; diisiik kopya sayili suslarin oranm1 %25.3 ve %26 olarak belirlenmistir (7,8).

Kerry H. Lok ve ark. tarafindan Alabama’da gerceklestirilen arastirmada diisiik
kopyali suslarin oraninin %41 oldugu ve bunlarin icinde 2 kopyali olanlarmm %14’
olusturdugu belirlemislerdir (14). iran’da 105 susla yapilan calismada diisiik kopyali
suslarin oran1 bizim ve diger arastirmacilarin verilerine gore oldukca diisiik (%38.6)
bulunmustur (67).

Heldal E. ve ark.’min yaptiklar1 calismada da bes ve daha az 1S617/0 kopyasi
tasiyan suslarin oranmmi %11.2 olarak bulmuslardir. Norve¢’te yapilan bu arastirmada
Avrupa Ulkesi dogumlu olanlara gére Asya ve Afrika dogumlu olanlarda kopya sayisi
yoniinden anlaml bir farklilik gézlenmistir (69).

IS6110 RFLP’nin Spoligotipleme ile birlikte degerlendirilmesiyle kiimelesme
oranimiz beklenmedik bir bicimde %45.1°den %48.7 ¢ikmistir. Aslinda ikinci tipleme
yontemi olarak kullanilan spoligotiplemeden beklenen, diisiikk sayida IS67/0 kopyasi
bulundurmalar1 nedeniyle I[S6//0 RFLP yontemiyle hatali olarak kiime icinde
degerlendirilmis olan suslarin, ilave ayrimlarim1 yapmasi ve boylece kiimelesme oranim
diisiirmesidir. Ancak; beklenenin aksine kiimelesme oranini artirmistir. Bu durum, daha
once belirtilmis olanin (44) aksine, kokenler arasindaki epidemiyolojik iliskiyi
belirlemede ikinci tipleme yontemi olarak spoligotipleme yontemini kullanmanin yararh
olmadigim gostermektedir. Son gelismelerde Spoligotipleme’yi molekiiler tiplemede
kullanmak yerine, kokenler arasindaki filogenetik iliskiyi belirlemede kullanmaya
yonelmektedir (70).

Bolgelere gore kiimelesme oranlarimiz; Malatya’da %54, Marmara’da %42.6,
Akdeniz’de %52 ve Ege Bolgesi'nde %42 olarak hesaplandi. Ulkemizde; Gencer ve ark.
tarafindan her iki yontem kullanilarak yapilan benzer bir calismada kiimelesme oram

%37 olarak bulunmustur (62).
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Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde yapilan calismalarda kiimelesme oranlar
Hollanda ve Danimarka da %50, Norvec’te %20 ve ABD’de %48 olarak belirlenmistir
(66,71-73). Iran’da klonal iliski bizdekine yakin olarak (%43) bulunmustur (57).

IS6110 RFLP ve Spoligotipleme yontemlerini birlikte kullanarak 1S67//0 RFLP
ile bir bant farklilig1 nedeniyle benzer bulunan ve kopya sayis1 5 ve altinda olan suslar
icin ilave bir tiplendirme amaglanirken, ayrica spoligotipleme yontemine gore ayn1 profili
paylasan tipler (PT) ve major spoligotip familyalar1 belirlenerek, bir susun filogenetik
yayilim1 hakkinda fikir yiriitiilebilmektedir. Diinya’nin bir¢ok iilkesinden yapilan
calismalarla diinyanin her tarafinda goriillen ya da belirli bir cografik bolgeye 06zgii
familyalar belirlenmis ve bunlar uluslar arasi veri bankasinda toplanmistir. Bu veri tabam
uluslar arasi1 kullanmima agilarak, diinyanin neresinden olursa olsun yapilan tipleme
sonuglart bu veri bankasindakilerle kiyaslanarak, calisilan M. tuberculosis izolatlarmin
familyalar1 ve PT’lerinin belirlenmesi gergeklestirilebilmistir (48,74,75).

Spoligotipleme ile incelemeye alian 450 sus arasindan 113 farkli profil elde
edildi. Bu yonteme gore suslarin oldukca biiyiikk bir yiizdesi (%85.3) kiime iginde
tanimlanmistir. Malatya’da daha once yapilan bir calismada kiimlesme oramt %66.7
olarak bulunmustur (74). Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada da kiimlesme oranini
%77 bulmuslardir (62). Giiney Afrika’da yapilan bir ¢alismada ise %77 oraninda
kiimelesme saptanmustir (76). Italya’da 282 M. tuberculosis izolati iizerinde yapilan
tiplendirme sonucunda kiimelesme oram1 %65.9, Danimarka’da %57 olarak bulunmustur
(77,78). Komsu iilkelerde yapilan calismalarda; Rusya’da %68.1, iran’da %74.4 gibi
sonuglar alinirken, Amerika Birlesik Devletlerinde bu iilke dogumlu olanlarla, gogmen
popiilasyonunun yogunluguna bagl olarak % 29-71 arasinda degisen oranlar alinmistir
(57,79,80). Daha once tartisildigr gibi bu veriler de spoligotipleme sonuclarini
epidemiyolojik iliskiyi degerlendirmek amaciyla kullanmamin hatali olacagim
vurgulamaktadir.

Calismamizda saptanan major spoligotip familyalarinin degerlendirmesinde;
gecici tanimlanmis T siiper familyas1 (%38.6.), LAM7TUR (%27.3) ve Haarlem (%14.8)
familyalan ilk ii¢ sirada yer almislardir. Ayrica Beijing genotipinden 4 (%0.9) ve
Hindistan’in Delhi bolgesine 6zgii CAS1-Delhi genotipinden 2 (%.44) sus tespit
edilmistir. Malatya suslart ile yapilan onceki calismada gegici tamimlanmis T siiper
familyas1 (%22), LAM7TUR (%21) ve Haarlem (%5.3) oraminda bulunmustur (74).
Ankara’da yapilan calismada ise gecici tanimlanmis T siiper familyas1 (%37),

LAM7TUR (%20), Haarlem (%8) ve Beijing genotipinden (%?2) bolgemizdekine benzer
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oranlar tespit edilmig(62). Yaklasik 190 iilkeye ait 45000 M. tuberculosis susuna ait
profilleri iceren SpolDB4 veri bankasindaki hi¢ bir susla eslesmeyen %10.9 oraninda
yalmiz sus tespit edilmistir. Diger {iilkelerde yapilan c¢alismalarla sonuglarimizi
karsilastirdiginizda; Lari ve ark. Italya suslariyla yaptiklari ¢alismada benzer sonuglar
alinmustir(77).

Dogu Asya iilkelerinde yapilan calismalarda Beijing/W genotipi direngli suglar
arasinda en sik rastlanan familya olmustur. Honkong’da tiplendirme yapilan 355 izolatin
243’1 (%68.5), Azerbaycan’da mahkumlardan alinan direngli 46 suslarla yapilan
calismada 28 sus (%60.9) Beijing/W olarak tespit edilmistir. Tiirkmenistan ve
Ozbekistan’da ise 382 susun yaris1 Beijing/W genotipi olarak belirlenirken, %19.5 gibi
yilksek oranda CASI1-Delhi genotipi elde edilmistir (58,81,82). Bizim calismamizda
Beijing/W %0.9 gibi diisiik oranda tespit edilmistir. Ulkemizde yapilan baska bir
calismada bu tip %2 oraninda bulunurken, Amerika’da 620 Tiirk hastaya ait izolatlarin
incelenmesiyle Beijing/W oran1 bizim sonucumuza oldukg¢a yakin (%1) ¢cikmistir (62,83)
Izole ettigimiz 4 Beijing/W susunun hepsi CIiD sahipti. IS6/70 RFLP bant sayilar1 9 (1
sus), 10 (2 sus) ve 16 (1 sus) olarak bulundu. Bu calismadaki suglarda saptanan yiiksek
sayida IS6110 kopya sayisi, Beijing/W icin tipik olan bir 6zelligi yansitmaktadir (81).
Ayrica Beijing/W genotipi gibi ilag¢ direnci ile iligskilendirilmeye calisilan (84) 2 CASI1-
Delhi tipinin biri dért major ilaglara duyarl iken digeri CID’ne sahipti.

Paylagilan tip (PT) degerleri de SpolDB4 veri tabani1 kullanilarak belirlendi. En
sik rastlananlar PT41 (87/450) % 19.3, PT 53 (85/450) % 18.8, PT47 (20/450) % 4.4,
PT50 (18/450) % 4, PT284 (18/450) % 4, PT196 (10/450) % 2.2. Diinyanin her tarafinda
yaygin olarak goriilen kiimeler bizim izolatlarimizda da gosterilmistir. Farkli olarak genel
goriilme siklign %0.1 diizeyinde olan ve Bulgaristan, Tiirkiye ve Suudi Arabistan’da
yayilim gosteren PT284 bu calismamizda %4, bir 6nceki ¢calismamizda ise %3 oraninda
tespit edilmistir (74).

Niifusunun biiyiik ¢ogunlugu sehirlerde yasayan genis bir cografyaya sahip
iilkemizde tiiberkiiloz ciddi bir tehdit unsuru olamaya devam etmektedir. Kiimelesme ve
primer ila¢ direncimizin yiiksek olmasi etkin bir miicadeleden yoksun oldugumuzun bir
gostergesidir. Arzu edilen, iilkemizdeki tiiberkiiloz hastalarinin tiim klasik epidemiyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi ve buna dayali olarak yapilacak molekiiler tipleme
yontemlerinin  sonuglarindan da yararlanilarak daha etkin korunma ve kontrol

Onlemlerinin gelistirilmesidir.
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SONUC VE ONERILER

1.

Malatya’dan izole edilen suslardaki CID orani iilke geneline gore yiiksek bulundu.

2. Direngli ve duyarl suslara 6zgii IS6110 profili tespit edilmedi.
3.
4

Ulkemiz izolatlarmin %28.6’sin1 diisiik kopyali suslar olusturmaktadir.

. Diinyada yaygin olarak goriilen iki kopyali suslar iilkemiz izolatlarinda da baskin

durumdadir.

Calismamizda bir kopya ve hi¢ IS6//0 kopyasi bulundurmayan susa
rastlanmamistir.

Diisiik kopya sayili suglarin bolgelere gore dagiliminda ve kiimlesme oraninda
farklilik gézlenmedi.

Kiimelesme oranlarimizda son ii¢ yilda degisim goriillmemistir.

CID oranimizda artis olmasina ragmen Beijing genotipinin goriilme sikhig %0.9
diizeyindedir.

Ulkemizde saptanan major spoligotip familyalart gecici tammlanmuis T siiper

familyasi, LAM ve Haarlem dir.

10. ikinci siklikta goriilen LAM7 TUR iilkemize 6zgii bir profil olarak belirlenmistir.

11. Paylasilan tip (PT) 284 diger iilkelere gore daha sik izole edilmistir.

13. ki yontemin birlikte kullanilmasi ile kiimelesme oranimiz %45.1 den %48.7 ye

cikmistir.
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OZET

TURKIYE’NIN FARKLI COGRAFIK BOLGELERINDEN TOPLANAN
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IZOLATLARININ 1S6110 RFLP VE SPOLIGOTIP
PROFILLERININ BELIRLENMESI

Tani, tedavi ve yasam kosullarindaki ilerlemelere ragmen, tiiberkiiloz giiniizde hala halk
sagligini tehdit eden en 6nemli enfeksiyon hastaligidir. DSO verilerine gore Tiirkiye orta
insidansa (26/100.000) sahip iilkeler arasinda yer almaktadir. Ulkemiz izolatlarinin
genotipik Ozelliklerini belirlemek amaciyla Malatya, Marmara, Akdeniz ve Ege
Bolgelerinden 2000-2005 yillarinda izole edilen 450 M. tuberculosis susu 1S6110 RFLP
ve spoligotipleme yoOntemleri ile tiplendirildi. IS6//0 RFLP ile 304 farkli patern
belirlendi. Elli yedi kiime (%45.1), 175 6zgii (%38.9) profil belirlenirken 72 6rnekte
(%16) benzer bulundu. Kiime i¢indeki sus sayis1 2-36 ve diisiik kopya sayili suslarin
oranida %28.6 olarak tespit edildi.

Spoligotipleme ile 384 susun yer aldig1 47 kiime (%85.3) ve 66 6zgii (%14.7) profil elde
edildi. Veriler SpolDB4 veri bankasindaki suslarla karsilagtirildiginda hicbir sugla
eslesmeyen 49 (%10.9) yalniz sus tespit edildi. En sik rastlanan kiimeler sirasiyla PT41
(87/450) % 19.3, PT 53 (85/450) % 18.8, PT47 (20/450) % 4.4, PT50 (18/450) % 4,
PT284 (18/450) % 4, PT196 (10/450) % 2.2. Spoligotip familyalarindan gecici
tanimlanmis T siiper familyasi, LAM ve Haarlem en sik goriilen ii¢c familyadir.Cogul ilag
direnciyle ilgkili oldugu belirlenen Beijing genotipinden %0.9 oraninda tespit edildi.

Her iki yontem birlikte kullanilarak 68 kiime (%48.7) ve 231 6zgii sus elde edildi. IS6110
RFLP ile benzer olan 72 sustan 39’u ve diisiik kopyal1 96 sustan da 73’ii kiime olusturdu.
Bolgelere 6zgii major bir genotip bulunmazken kiimelesme agisindan da anlamli bir
farklilik farklilik gézlenmedi. Kiimelesme oranimizin ve ilag direncimizin yiiksek olmasi
tiiberkiilozdan korunma ve kontrol 6nlemlerimizin yetersizligine isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Spoligotipleme, M. tuberculosis, 1S6110 RFLP, Molekiiler epidemiyoloji,
CiD
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SUMMARY

DETECTION OF 1S67/10 RFLP AND SPOLIGOTYPE PROFILES OF MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COLLECTED FROM DIFFERENT REGIONS OF TURKEY

Althought improvements in diagnosis, treatment and living condition, tuberculosis has
still continued to be one of the most important infectious diseases. According to World
Health Organisation (WHO), Turkey with an insidence of 26/100.000 is among the
countries having moderate tuberculosis incidence. In order to determine genotypic
characteristics of Turkish isolates, a total of 450 M. tuberculosis strains collected from
Malatya, Marmara, Mediterranean and Aegean Regions in a period of 6 years (2000-
2005) were typed by 1S6/10 RFLP and spoligotyping. IS6//0 RFLP yielded 304
different profiles including 57 cluster having 203 strains (45.1%), 175 unique (38.9%),
and 72 (16%) similar profiles. Clusters included 2-36 strains. The rate of low copy
number strains was established as 28.6%. A total of 113 spoligotyping patterns were
observed. Forty-seven spoligotyping-defined clusters totaling 384 patients (85.3%) and
66 (14.7%) unique patterns were found. After comparison with the SpolDB4 database, a
total of 49 (10.9%) orphan strains were determined. The major shared-types (STs)
encountered in the present study were ST 41 with 87 strains (19.3%), STS53 with 85
strains (18.8%), ST 47 with 20 strains (4.4%), ST 50 with 18 strains (4%), ST 284 with
18 strains (4%), and ST 196 with 10 strains (2.2%). ill-defined T superfamily, Latin-
America & Mediterranean (LAM), and Haarlem are the frequently observed three major
clades. Beijing genotype which is related to multidrug resistance was detected as 0.9%.
By the using of both typing methods, 68 cluster having 219 strains (48.7%) and 231
unique profiles were obtained. Thirty-nine of the 72 strains with similar RFLP profiles
and 73 of the 96 strains having low copy number of IS6110 were defined as cluster by
spoligotyping. There was no a major genotype which was specific for regions. Also there
was no difference among the clustering rates of the regions. The high clustering and drug
resistant rates indicate that control and prevention measurements are ineffective in this
region.

Key Words: Spoligotyping, M. tuberculosis, 1IS6110 RFLP, Molecular epidemiology, MDR
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EKLER

EK1: IS6110 RFLP Yo6nteminde kullanilan tampon ve c¢ozeltiler
TBE Buffer ( Tris-Borik asit- EDTA): Stok soliisyon (10x, pH 8.0)
Tris base 121.1 gm
Borik asit 55.55 gm
EDTA (iki sulu) 3.8 gm
Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanir.
0.5 M EDTA’nin hazirlanisi
EDTA 2H,0 37.22 gm 160 ml distile su icesinde manyetik karigtiric1 yardimi ile
coziinmesi saglanir. pH’nin 8.0 olmas1 icin NaOH peleti ilave edilir. Otoklavda steril
edilerek kullanilir.
Etidyum bromiir ( 5 mg/ ml stok) son derece mutajenik bir maddedir. Tartimlarda
mutlaka eldiven giyilmeli, maske kullanilmali, kesinlikle etrafa bulastirmamaya &6zen
gosterilmelidir.
Etidyum bromiir’tin 50 mg’t 10 ml distile suda, manyetik karistirci iizerinde bir kag¢ saat
karnistirilarak, ¢oziinmesi ile hazirlanir. Renkli siseye konur ve sisenin etrafi aliminyum foil ile
kapatilir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden her 100 ml agaroza nihayi konsantrasyon 0.5 ng/ml
olacak sekilde eklenir.
TE tamponu (pH=8): Total hacim 200ml i¢in.
a) 10mM Tris HCl i¢in
315.12 mg/200ml
b)Yukaridaki ¢ozelti icinde ImM EDTA hazirlamak i¢in 74.45 mg EDTA cozeltiye eklenir.
Maddeler iyice ¢oziindiikten sonra pH=_8.0 ‘a ayarlanir.
%10’luk SDS
50 gm SDS 450 ml distile suda ¢oziiniir. lyice ¢oziinmesi icin 68°C’deki su banyosunda
bekletilir. Sonra toplam hacim 500 ml’ye tamamlanir.
1IN HCIL:
8.5 ml konsantre HCl
91.5 ml distile su tizerine ilave edilir.
2 M Tris HC1
Tris HCI  177.6 gm
Tris base  106.0 gm
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Distile su 900 ml ilave edilir, ¢oziindiikten sonra toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanir
Gel loading dye: ( Endostop solusyonu)
Bromphenol 40 mg

Gliserol S5 ml
EDTA (0.5M) 1.5ml
Distile su 4.5 ml

Total voliim 10 ml hazirlandiktan sonra 500ul mikrotiiplere dagitilir ve buzdolabinda saklanir.
5 M NaCl

292.2 gm NaCl 950 ml distile suda ¢oziildiikten sonra toplam hacim 1 litreye tamamlanir.

10 N NaOH
200 gm NaOH 400 ml suda ¢oziilditkkten sonra toplam hacim 500 ml’ye tamamlanir.
*QOldukca dikkatli calisilmalidir. Yiiksek NaOH konsantrasyonundan dolay1 tiip 1sinmaktadir.

Mutlaka eldiven giyilmeli ve lavabo kenarinda ¢alisilmalidir.

Primer yikama solusyonu

Ure ... 360 gm

SDS ..4gm

20xSSC  .5ml

Distile su ile toplam hacim bir litreye tamamlanir.
20 x SSC

NaCl 175.3 gm

Sodyum sitrat 88.2 gm
950 ml suda c¢oziildiikten sonra toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanir. Buz dolabinda

saklanir.

Sekonder yikama solusyonu

20xSSC 100 ml
Distile su 900 ml

Notralizasyon solusyonu

Tris-HC1 (2M) 150 ml
NaCl (5M) 120 ml
Distile su 330 ml

Transfer solusyonu
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60 ml 10 N NaOH
180 ml 5 M NaCl
1260 ml distile su

CTAB ( N-cetyl-N, N, N-trimethyl amonyum bromiir)
10 gm CTAB

100 ml distile suda 1sitilarak (65 °C) ¢oziiliir. Oda 1s1sinda en fazla 6 ay saklanabilir.

EK2: Spoligotipleme yonteminde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler
0.5 M EDTA (pH:8.0)

186.12 g EDTA. 2 H20/ L distile su
20mM EDTA (pH 8.0)

40 ml 0.5 M EDTA
960 ml distile su

20X SSPE

0.2 M Na2HPO4. 2 H20 356¢
3.6 M NaCl 210.24 g
0.5 M EDTA 40 ml
Distile su 960 ml
% 10 SDS

100 g SDS onceden 60 °C ye getirilmis 950 ml distile suda iyice ¢oziindiikten sonra 1000
ml ye tamamlanir. (oda 1s1sinda bekletilmelidir ve en fazla bir ay i¢inde kullanilmalidir)

2X SSPE + 0.1 SDS

890 ml distile suya 100 ml 20X SSPE ve 10 ml %10 SDS ilave edilir.

2X SSPE + 0.5 SDS
850 ml distile suya 100 ml 20X SSPE ve 50 ml %10 SDS ilave edilir
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OZGECMIS

Malatya 1964 dogumluyum. Ik ve orta dgrenimimi burada tamamladiktan sonra, 1982
yilinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiine girdim. 1987 yilinda
mezun oldum. 1988-1989 yillan1 arasinda yedek subay olarak askerligimi yaptim. 1991
yilinda Adiyaman SSK hastanesinde Biyolog olarak goreve basladim. Aymi yil Inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin acmis oldugu simavi
kazanarak halen calismakta bulundugum Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Biyolog
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poster ve bildirim bulunmaktadir. Tiiberkiilozun molekiiler epidemiyolojisini belirlemeye
yonelik ii¢ Tiibitak projesinde gorev aldim. Yabanci dilim Ingilizcedir.

Evli ve bir ¢cocuk babasiyim.
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