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Ozet

Amag  Tiberkiiloz (TB) tiim diinyada ciddi bir problem olmaya devam etmektedir. Tiirkiye hala TB insidansi orta derecede olan iilkeler arasinda yer almaktadir. Diinya Saglik
Orgiitit (WHO)'niin 2019 yil kiiresel verem raporuna gore, 2018 yilinda Tiirkiyede ki TB insidanst 100.000'de 18 dir. Bu raporda iilkemizde ayni yildaki yeni ve yeniden
tedavi edilen olgularin goklu ilag direnci (GID) oran1 % 2,9 ve % 16 olarak bildirilmistir. Adiyaman ilinde izole edilen Mycobacterium tuberculosis kompleksi (MTBK)
suglarina ait ilag direnci profili ve genotip dagilimi hakkinda veri bulunmamaktadir. Bu ¢aligma ilimizde izole edilen MTBK suslarinin direng profili ve genotip
dagiliminin belirlenmesi amaci ile yapilmigtir.

Yontem  Adiyaman Universitesi Egitim ve Aragtirma Hastanesi Tiiberkiiloz Laboratuvarinda Ocak 2015-Aralik 2016 tarihleri arasinda izole edilen toplam 46 MTBK
susunun ilag duyarlilik testi igin BACTECTM MGITTM 960 antiTB SIRE kiti kullanildi. izolatlarin genotiplemesi, spoligotipleme ve MIRU- VNTR yontemleri ile
yapildi.

Bulgular ~ Gahismada incelenen 46 MTBK izolati ¢oklu ilaca direng orani %6,52 olarak saptandi. 46 izolattin 37’sinde 6 spoligotip ailesi saptanmis olup, en fazla T ailesinde
kiimelenme oldugu tespit edildi. MIRU sonuglarina gore giincellenmis bir veri tabaninda mevcut MIRU uluslararasi tiirleri ile eslesen 12 orphan ve 21 pattern tanim-
land.

Sonu¢  Tiim diinyada 6nemli halk saghgi problemlerinden biri olan tiiberkiilozun kontrol altina alinmasinda ve direncin en kisa siirede saptanmasinda mikrobiyolojik ¢alis-
malarin 6nemi biiyiiktiir. Tiiberkiilozun kontrol altina alinmasi ve diren¢ durumunun belirlenmesinde mutlaka ilag duyarlilik testlerinin yapilmasi ve genotip diizeyin-
deki epidemiyolojik verilerin 6nemli bir yeri vardir.

Anahtar  Tiiberkiiloz, Mikobakteri , Spoligotiplendirme, MIRU-VNTR
kelimeler

Abstract

Aim  Tuberculosis continues to be a serious problem in the world. Turkey is still among the countries with moderate TB incidence. According to the 2019 World Health Organization (WHO)
global TB report, in 2018 the incidence of TB in Turkey 18 cases per 100,000 people. Multi drug resistance rate of new and retreatment cases in 2013 was 0-2,9 % and 12-29,9 % in
Turkey. There is no data on drug resistance profile and genotype distribution of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains isolated in Adiyaman. There was no previos data
for molecular epidemiology and drug resistance profile in Adiyaman province. This study was carried out to determine the resistance profile and genotype distribution of MTBK strains
isolated in our city.

Methods  Drug susceptibility testing of a total of 46 MTBK strains isolated in Adiyaman University Training and Research Hospital Mycobacteriology Laboratory between January 2015 and Decem-
ber 2016 was performed using the BACTECTM MGITTM 960 TB drug sensitivity test SIRE kit. Isolates were genotyped by spoligotyping and MIRU-VNTR methods.

Results  Susceptibility testing to streptomycin, isoniazid, rifampin and ethambutol was also performed by MGIT 960 system by using SIRE Kit. Multidrug resistance was found as 2.17% among
46 MTBK isolates. In 37 of 46 isolates, 6 spoligotype families were detected, and it was found that there was clustering in the T family the most. In a database updated according to MIRU
results, 12 orphan and 21 patterns matching existing MIRU international types were identified.

Conlusion  Microbiological studies are of great importance in controlling tuberculosis, which is one of the important public health problems all over the world, and determining resistance as soon as
possible. Drug susceptibility tests and genotype epidemiological data have an important role in controlling tuberculosis and determining the resistance status.

Key words  Tuberculosis, Mycobacteria, Spoligotyping, MIRU-VNTR
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GIRiS
Tiberkiloz (TB), her yil yaklasik 8 milyondan fazla yeni
olgu ve 2 milyondan fazla 6liime neden olan en énemli
bulasici hastaliklardan biridir. Tan1 ve tedavilerinin iyiles-
tirilmesi ile TB epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasy
TB salginlarini kontrol etmek ve yenilerinin gelismesini
engellemek igin gok nemli kogullardir'. Diinya Saglik Or-
giitii (DSO)’niin 2019 yili kiiresel TB raporuna gére, 2018
yilinda Tiirkiyede ki TB insidans1 100.000'de 18 dir. Ulke-
mizde 2018 yilinda yeni ve yeniden tedavi edilen olgular
arasinda coklu ilag direnci (CID) orani sirast ile % 2,9
ve % 16 olarak saptanmistir’. Molekiiler epidemiyolojik
incelemeler, geleneksel epidemiyolojik analizlere tamam-
layic1 bir arag olarak giderek daha fazla kullanilmaktadr.
Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrar
(CRISPR) lokuslari, kiimelenmis Mycobacterium tubercu-
losis kompleksinin (MTBK) diinya ¢apindaki gesitliligini
tanimlayan biiyiik “spoligotip” veri tabanlar1 yaymnlan-
mistir ve MTBK ‘nin yerel epidemiyolojik bulgularinin
kiiresel verileri ile karsilastirilarak incelenmesine imkan

saglamigtir’™.

Spoligotiplendirme ve 24 mycobacterial interspersed re-
petitive unit (MIRU)-variable-number tandem-repeat
(VNTR) lokus analizinin birlikte kullanilmasi artik mole-
kiiler epidemiyolojide geleneksel IS6110-restriksiyon frag-
man uzunlugu polimorfizmi tekniginin yerini almistir>”.
Adiyaman ilinde molekiiler epidemiyoloji ve ila¢ direnci
profiline iliskin veri bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, Adi-
yamanda izole edilen MTBK izolatlarinin spoligotiplen-
dirme yontemleri ve 24 lokuslu MIRU-VNTR ile geno-
tiplendirme analizi yapilarak, molekiiler epidemiyolojik
profillerinin belirlenmesi ve bu modeller ile CID-TB
arasindaki olasi bir iligkinin analiz edilmesi amaci ile ya-

pilmigtir.

MATERYAL VE YONTEM
Bakteri izolatlar1: Ocak 2015-Aralik 2016 tarihleri arasin-
da Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi

Tiberkiloz Laboratuvarinda izole edilen toplam 46 MTBK

susu ¢alismaya dahil edildi. Her hastanin klinik érnegin-
den soyutlanan sadece bir izolat ¢alisildi. Tim izolatlar,
spoligotiplendirme ve 24 mycobacterial interspersed re-
petitive units (MIRU) -variable-number tandem-tekrar

(VNTR) yontemi tiplemesi ile analiz edildi.

Bakteriyolojik islemler ve ila¢ duyarlilik testleri
Caligmada incelenen biitiin hastalara ait balgam 6rnekleri
%4 NaOH-NALC yontemine gore dekontaminasyon-ho-
mojenizasyon ve konsantrasyon(DHK) isleminde sonra
BACTECTM MGITTM 960 TB kiiltiir sisteminde ¢alisild1.
MGIT tiplerinde pozitif saptanan érneklerin BD MGIT™
TBC Identifikasyon Testi ile MTBK dogrulamast yapildik-
tan sonra; tiretici firmanin onerileri dogrultusunda strep-
tomisin,isoniazid,rifampisin ve etambutol i¢in antibiyog-
ram testleri BACTECTM MGITTM 960 TB ilag duyarlilik
testi SIRE kiti ile yapildi®®. Bu tiiplerden ayni: zamanda
molekiiler testler icin Lowenstein Jensen (LJ) besiyeri-
ne alt kiiltiiri yapilarak, belirgin koloniler olusana ka-
dar 37°Cide bekletildi. L] besiyerinde iiremis kolonilerden
steril distile su ile siispansiyon yapilarak molekiiler testler

i¢in DNA izolasyonunda kullanild1.

DNA izolasyonu
Bir 6ze dolusu bakteri kolonisi, 400 ul 1X TE (10 mM Tris,
1 mM EDTA pH: 8) iginde siispanse edildi ve 80°Cde 20
dakika inaktive edildi. Bakteriyel DNA, Mickle cihazin-
da asitle ytkanmig mini cam boncuklar kullanilarak izole
edildi.

Molekiiler tiplendirme testleri
Spoligotiplendirme Isogen Bioscience kiti (Isogen Bios-
cience BV, Maarssen, The Netherlands) kiti kullanilarak,
tretici firmanin Onerdigi prosediirlere gore Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Adana tarafindan caligild.

DNA konsantrasyonu spektrofotometrik olarak olgiildii.
Hedef bolgedeki dogrudan tekrarlar arasindaki mesafeler,

5 ugta biotinlenmis Dra ve DRb primerleri kullanilarak
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amplifiye edildi. Amplifiye edilmis DNA, ters ¢izgi blotla-
ma ile M. tuberculosis H37Rv ve M.bovis BCG P3’iin spa-
cer sekanslarindan tiiretilen 43 immobilize edilmis oligo-
niikleotid setine hibridize edildi. Hibridize edici DNAnin
tespiti, gelistirilmis kemiliiminesans (ECL; Gelistirilmis
Kemo-Liiminesans Tespit kiti; Amersham, Little Chalfont,
Ingiltere) ve ardindan iireticinin &nerilerine uygun olarak
X-1s1m1 filmine (Hyperfilm ECL, Amersham) maruz bi-
rakilarak yapildi (Resim I). M. tuberculosis H37Rv ve M.
bovis BCG P3 Pasteur susu, spoligotipleme i¢in referans
suslar olarak kullanildi. Spoligotiplendirme sonuglar ikili
formatta Excel elektronik tablolar: olarak girildi ve Pasteur
de Guadeloupe Enstitiisi'niin Diinya Spoligotype Verita-
bani  (www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLI-
NE) ile karsilagtirildi'®™.

HH H

B

L e

le

Resim I : MTBK izolatlarimn spoligotipleme goriintiisii

MIRU-VNTR genotiplemesi, multipleks PCR, Rox etiket-
li MapMarker 1000 boyut standard: ve ABI 3100 ve ABI
3730-XL sekans cihazi kullanildi. PCR fragmanlarimin
boyutlandirilmas: ve cesitli VNTR allellerinin atanmasi,
ozellestirilmis GeneScan ve Genotyper veya Genemapper
yazilm paketleri (PE Applied Biosystems) kullanilarak
yapildi. PCR karisimlari, 96 oyuklu plaklar ve bir HotS-
tartTaq DNA polimeraz kiti kullanildi. PCR karisimi; 0.2
mM dNTP, PCR tamponu 2.5 mM MgCI2, 0.3 M oligo-
niikleotid ve 0.3 M isaretlenmis oligoniikleotid kullani-
larak hazirlandi. Her ¢alismada pozitif ve negatif kontrol
kullanildi. PCR reaksiyonu 95°Cde 15 dk 6n denatiiras-
yon isleminden sonra;1 min at 94°Ce 1 dk, 59°Cde 1 dk
ve 72°Cde 1 dk 30 sn 40 siklus olarak devam edildi. En

son agsamada reaksiyon 72°Cde 10 dk bekletilerek gercek-
lestirildi. Tim primer setleri icin ayni reaksiyon sartlar
kullanildi. Amplifikasyon isleminlerinde pozitif kontrol
olarak M. tuberculosis H37Ry, negatif kontrol olarak disti-
le su kullanildi. Kiimeler, 6zdes kombine MIRU-VNTR ve
spoligotiplendirme paternleri gosteren MTBK ile enfekte

hasta gruplari olarak tanimlandi'>.

BULGULAR
Bu ¢aligmada laboratuvarimizda izole edilen MTBK birin-
ci kusak antitiiberkiiloz ilaglara (streptomisin,izoniazid,

rifampisin, etambutol) kars1 diren¢ sonuglar1 Tabo 1de

verilmistir.
Tablo I: 46 MTBK izolatinin ilag duyarlilik test sonuglar1
flaglar Direngli Izolatlarin Sayist (%)
Streptomisin (S) 5(10.86)
Izoniazid (I) 4(6.52)
Rifampisin (R) 4(6.52)
Etambutol(E) 2 (4.34)
S+1 0(0.0)
S+E 1(2.17)
+R 1(2.17)
I+E 2 (4.34)
S+I+R 0(0.0)
I+R+E 0(0.0)
S+I+R+E 2 (4.34)
Toplam GID 3(2.17)
Toplam 15( 32.60)

Buna gore 46 izolatin 31’1 ( %67.39) 4 major ilaca duyarl,
151 (% 32.60) en az bir ilaca direngli bulunmustur. Direng-
li izolatlar arasinda yapilan degerlendirmede; 15 izolat bir
ilaca direngli (%32.60) iken 4ii iki ilaca (%8.69) idi. Ince-
lenen izolatlar arasinda ii¢ ilaca direng birlikte saptanma-
di. 2 izolat 4 ilaca da direngli (%4.34) bulundu. 46 MTBC

izolat1 icinde ¢oklu ilaca direnci % 2.17 olarak saptandu.

Spoligotiplendirme yonteminde 46 izolattan 37’sinde test
i¢in tanimlayict sonug alind1. Incelenen 37 izolat arasinda

6 spoligotip ailesi tespit edildi. Bu ¢alismada Beijing aile-
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sine rastlanmadi. Sonuglarimiz diinyadaki spoligotip veri
bankasi ile karsilastirildiginda; 6 grup olusturan 37 izo-
lattan 23 izolat T1, 5 izolat LAM7TUR, 3 izolat LAM7, 3
izolat H3, 2 izolat EA15 ve 1 izolat Tclade spoligotip ailesi
igerisinde yer almistir (Tablo 2).

Tablo 2: MTBK Izolat kiimelerinin spoligotipleri

Kiime Kiime [zolatlarin Octal Spoligotip
Diizeni | Biytkliigii | Yiizdesi Kod ailesi

A 5 13.51 777777404760771 L?[I}/IIZ
B 23 62.16 777777600760771 T1

C 3 8.10 747767777700771 H3

D 3 8.10 777777474760771 LAM7
E 1 2.70 777777637760771 Tclade
F 2 5.40 547727737400771 EA15

MIRU sonuglarina gore, giincellenmis bir veri tabaninda
mevcut MIRU uluslararas: tiplerle eslesen 12 orphan ve 21

pattern saptanmustir

TARTISMA
Tiberkiloz insan saghgini tehdit eden enfeksiyon has-
taliklarinin basinda gelmektedir. Etkili tedavi ve kontrol
onlemlerine ragmen, ¢oklu ilaca direngli bakteri koken-
lerinin ortaya ¢ikmasi ve bunlarin duyarli popiilasyonda
yayilmaya baglamasi hastaligin tedavisi ve kontrol altina
alinmasinda 6nemli problemlere neden olmaktadir. Tii-
berkiilozun kontrol altina alinmasinda etkenin mikrobiyo-
lojik tanisi altin standarttir. Dogru ilag tedavi programla-
rinin uygulanmast i¢in ilag duyarlilik testlerinin yapilmasi
kriitik 6nem tagimaktadir. Hastalarin takip ve tedavisinin
diizenlenmesinde; toplumdaki ilag direng oranlarmin bi-
linmesi, buna ek olarak bireysel diren¢ durumunun sap-

tanmasi1 Onem tagimaktadir'®*°,

Molekiiler testlerin epidemiyolojik amagl kullanilmasi ile
birlikte 6zellikle toplumda dolasan kokenlerin bilinmesi,
bulas kaynaklarinin tahmin edilmesi bakimindan 6nemli
agsamalar kaydedilmis olup, bu ¢alismalar tiiberkiiloz kont-

rol ve tedavisinde yeni programlarin gelistirilmesine katki

saglamigtir.

Calismamizda, ilimizde ettigimiz 46 adet M.tuberculosis
izolatinin ilag duyarhilik profili BACTECTM MGT TM
960 TB ila¢ duyarlilik test ile belirlendi. Incelenen 46
izolatin 31’i ( %67.39) dort ilaca (streptomisin, izoniazid,
rifampisin, etambutol) duyarli iken, 15’i (% 32.60) en az
bir ilaca direngli bulundu. Direngli izolatlar arasinda ya-
pilan degerlendirmede; 15 izolat bir ilaca direngli(%32.60)
iken, 4t iki ilaca (%8.69)direncli idi. Incelenen izolatlar
arasinda ii¢ ilaca direng birlikte saptanmadiu. 2 izolat 4 ila-
ca da direngli (%4.34) bulundu. fzoniazid ve rifampisine
birlikte direngli olarak 3 (%2.17) izolat CID olarak tanim-
land. Tiirkiye gesitli bolgelerden ve dispanserlerden yapi-
lan ¢aligmalarin analizinde, yeni hastalardan izole edilen
tiberkiiloz basillerinde en az bir ilaca direng¢ oranmnin %
18-26, CID MTB oraninin % 1.3-4.8; tedavi gérmiis hasta-
larin izolatlarinda en az bir ilaca diren¢ oraninin % 28-53,
CID MTB oraninin ise % 4-17 arasinda dagilim gosterdigi
belirlenmistir?'. Ulkemizde diren¢ durumunu yansitan en
kapsamli ¢aligmalardan biri, 1984-1989 ve 1990-1995 yil-
lar1 arasinda yapilmis 21 ¢aligma ve 27.959 kokenin sonug-
larini kapsayan bir meta-analiz ¢aligmasidir. Bu ¢aligmaya
gore 1984-1989 yillarinda toplam direng oranlari sirasiyla,
STR (% 22.5), RIF (% 22.3), INH (% 27.8) ve EMB (% 7.8)
olarak verilirken, 1990-1995 yilarinda toplam direng oran-
lar1 sirastyla, STR (% 17.9), RIF (% 22.1), INH (% 23.8) ve
EMB (% 7.7) olarak belirtilmektedir?.

DSO’niin 2019 yil1 kiiresel verem raporuna gére, 2018 y1-
linda Tiirkiyede ki tiiberkiiloz insidansi 100.000de 18 dir.
2018 yilinda yeni ve yeniden tedavi edilen olgularin ¢oklu
ilag direnci orani Tiirkiyeden % 2,9 ve% 16 olarak belir-

lenmistir?.

2018 yilinda yeni ve yeniden tedavi edilen olgularin ¢oklu
ilag direnci orani Tiirkiyeden % 2,9 ve % 16 olarak sap-
tanmigtir. DSO’nun “Kiiresel Tiiberkiiloz 2018 Raporu’na
gore ise Tiirkiye igin 2017 yilinda yeni GID olgu oran1 %3,3

olarak belirtilmistir**. Caligmamizin yapildigi donemde
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Saglik Bakanligrnca yaymlanan “Tiirkiyede Verem Sava-
s1 2017 Raporu’nda tilkemizdeki 2015 yilindaki direng
oranlart INH igin %11,8; RIF i¢in %3,6; EMB icin %3,6;
SM igin %10,3 olarak verilirken CID-TB oran1 %2,5 olarak
verilmistir. Bu verilerde en yiiksek diren¢ oranina sahip
olan birinci secenek anti-TB ilag INH olarak belirtilmis-
tir®. Calismamizda tek bagina INH %6.52 olarak saptandi.
Calismamizdaki diger birinci secenek ila¢ direng oranlar1
ile kiyaslandiginda diger ¢alismalar ile uyumlu bulundu.
Calismamizda CID orani %2.17 olarak bulunmustur. CID-
TB saptanan 3 izolattan 2’ sinin Cin, digerinin Liibnan

uyruklu hastalara ait oldugu belirlendi.

Tiberkiiloz ¢ok bulasici ve ilag direnci yiiksek bir hasta-
lik olmasi nedeniyle daha iyi siirveyans programlarina ve
hastaligin tanisinin ¢ok ¢abuk konulmasina gereksinim
vardir. Suglar arasi epidemiyolojik agidan cografik farkli-
liklar oldugu distiniilmektedir. Yapilan epidemiyolojik ¢a-
ligmalarda farkli cografik bolgelerden izole edilen suslarin
tiiberkiilozun tiim diinyada gegis yollari, yiiksek viriilans
ve GID-TB'le iliskili suglar saptanabilecegini diisiindiir-
mektedir. Molekiiler yontemlerin rutin kullanima gir-
mesiyle birlikte epidemiyoloji ¢aligmalar1 kolaylagmistir.
Bakteri suslarinin tiplendirilmesi, tiiberkiiloz prevalansi
ve yayilimi ¢aligilan en 6nemli konular: olusturmaktadir.
Spoligotiplendirme, MIRU ve IS6110 yontemleri ile yapi-
lan ¢aligmalarda M.tuberculosis izolatlar1 duyarli bir sekil-

25-31

de tiplendirilmektedir

Bu c¢aligmalardan elde edilen veriler sayesinde epidemi-
yolojik kokene gore hizli bir sekilde tedavi protokolleri-
nin olusturulmas: ve hastaligin kontrol altina alinmasi
planlanmaktadir. Caliymamizda laboratuarimizda izole
ettigimiz 46 adet MTBK susunun spoligotiplendirme ve
24 lokuslu MIRU yontemleri ile epidemiyolojik kokenleri
aragtirildr. 9 izolatta diisiitk DNA konsantrasyonu nedeni
ile sonug almamadi. Incelenen 37 izolat arasinda 6 spo-
ligotip ailesi tespit edildi. Bu ¢aliygmada Beijing ailesine

rastlanmadi. Sonuglarimiz diinyadaki spoligotip veri ban-

kasi ile karsilastirildiginda 6 grup olusturan 37 izolattan
23 izolat T1, 5 izolat LAM7TUR, 3 izolat LAM7, 3 izolat
H3, 2 izolat EA15 ve 1 izolat Tclade spoligotip ailesi ige-
risinde yer almistir. Degerlendirmeye aldigimiz 37 izolat
igerisinde T1 suslarinin %62,16 orani ile en sik kargilagilan
aileyi olusturduklar1 ve SpolDB4 database de bu ailenin 3
alt tipinin oldugu goriilmiistiir. MIRU sonuglarina gore,
glincellenmis bir veri tabaninda mevcut MIRU uluslara-
rast tiplerle eslesen 12 orphan ve 21 pattern saptanmustir.

Zeytinli ve ark.nin Cukurova bolgesinde ve Giineydogu
Anadolu bolgesini de igine alan genis kapsaml ¢alismala-
rinda tiiberkiiloz tanisi amaci ile Adana ilindeki bolge tii-
berkiiloz laboratuvarina gonderilen akciger tiiberkiilozlu
hastalara ait 6rneklerden iiretilen 467 MTBK izolatlari ile
yaptiklar ¢caligmada; spoligotiplendirme yontemiyle 467
izolatta bolgede en yaygin goriilen ailenin T1 ailesi oldu-
gu (%51.9) ve bunu LAM7 TUR ailesinin (%11.5) izledigi
belirtilmistir. Spoligotiplendirme yontemiyle degerlendi-
rilen suslar arasinda, bolgede T1 ailesinin daha baskin ol-
dugu tespit edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz sonug

bolge verileri ile uyumluluk gostermistir®.

Sonug olarak, tiim diinyada 6nemli halk saglig1 problemle-
rinden biri olan tiiberkiilozun kontrol altina alinmasinda
ve direncin en kisa siirede saptanmasinda mikrobiyolojik
calismalarin 6nemi biytiktiir. Dogru tedavi protokolleri-
nin olusturulmasinda mutlaka ilag duyarlilik testlerinin
yapilmasi ve genotip diizeyindeki epidemiyolojik verilerin
enfeksiyon kaynaginin tanimlanmasi ve kontrol énlemle-

rinin alinmasinda 6nemli oldugu diisiincesindeyiz.
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