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Amag: Tiiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) lyelerinin etken oldugu, hava yoluyla
bulasan ve énemli bir halk saghgi sorunu olan enfeksiyon hastaligidir. Calismamizin amaci, laboratuvarimizda
izole edilen MITBC izolatlarinda tiir tayininin yapilmasi ve ilag direnci ile iliskili mutasyonlarin arastirilmasidir.
Yontem: Klinik izolatlardan elde edilen 55 MTBC izolatinda; tir tayini icin GenoType MTBC (Hain-Lifescience,
Almanya), izoniyazid ve rifampisin direnci ile iliskili mutasyonlarin tespiti icin GenoType MTBDRplus (Hain-
Lifescience, Almanya) kitleri liretici 6nerileri dogrultusunda kullanild.

Bulgular: 55 MTBC izolatinin 39'u (%70.9) M. tuberculosis / M. canettii, 11°i (%20) M. bovis, 5’i (%9.1) M. caprae
olarak belirlendi. Ug izolatta rpoB MUTS3, iki izolatta katG MUT1 ve iki izolatta inhA MUT1 mutasyonu saptandi.
Sonug: Bdlgemizde, insan tiiberkiloz olgularinin ¢ogunlugu M. tuberculosis / M. canettii kaynakli olmakla
birlikte, zoonotik tiirler olan M. bovis ve M. caprae de 6nemli oranda gériilmektedir. ilag direnci ile iliskili olarak,
izolatlarimizda rpoB MUT3, katG MUT1 ve inhA MUT1 mutasyonlari bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae, ilag
direnci

ABSTRACT

Objective: Tuberculosis is an airborne infectious disease caused by the members of the Mycobacterium
tuberculosis complex (MTBC) and is a significant public health problem. Our study aims to determine the species
of MTBC isolates obtained from our laboratory and investigate mutations associated with drug resistance.
Methods: We analyzed 55 MTBC isolates obtained from clinical samples. We used the GenoType MTBC assay
(Hain-Lifescience, Germany) for species determination and the GenoType MTBDRplus assay (Hain-Lifescience,
Germany) to detect mutations associated with isoniazid and rifampicin resistance, following the manufacturer’s
recommendations.

Results: Out of the 55 MTBC isolates, 39 (70.9%) were identified as M. tuberculosis / M. canettii, 11 (20%) as
M. bovis, and 5 (9.1%) as M. caprae. We detected the katG MUT1 mutation in two isolates and the inhA MUT1
mutation in two isolates. The rpoB MUT3 mutation was found in three isolates.

Conclusion: In our region, the majority of human tuberculosis cases are caused by M. tuberculosis / M. canettii.
However, zoonotic species like M. bovis and M. caprae are also significantly present. Our isolates contain rpoB
MUTS3, katG MUT1 and inhA MUT1 mutations associated with drug resistance.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae, drug
resistance
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GIRIS

Tuberkilloz (TB), primer olarak akcigerleri
enfekte eden ve klasik pulmoner TB'ye yol agan
Mycobacterium tuberculosis basilinin neden oldugu
bulasici bir hastaliktir®, Tiiberkiiloz tedavi edilebilir ve
onlenebilir bir bulasici hastalik olmasina karsin diinya
genelinde 6limlerin dnde gelen nedenleri arasinda
olmaya devam etmektedir®. Diinya Saglik Orgiiti’ne
(DSO) gore, her yil 10 milyon kisi tiiberkiiloza
yakalanmakta ve 1.5 milyon kisi tlberkilozdan
Slmektedir®. Mpycobacterium tuberculosis
kompleks’de  (MTBC) bulunan mikobakteriler,
nikleotid diizeyinde %99.9 benzerlik gdstermelerine
ve O0zdes 16S rRNA dizilerine sahip olmalarina karsin
konak tropizmleri, fenotipleri ve patojeniteleri
acisindan 6nemli farkliliklar gostermektedirler®,
MTBC’de bulunan tirler Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti,
Mpycobacterium  pinnipedii ve  Mycobacterium
caprae’dir. Ayrica yaygin olan bu tirlerin yani sira iki
yeni tlr (Mycobacterium orygis ve Mycobacterium
mungi) de MTBC’de yer almaktadir. Hastaliga neden
olan MTBC tirlerinden bazilari ¢esitli hayvanlara
adapte olmuglardir. Bunlar arasinda Mycobacterium
bovis (sigir), Mycobacterium caprae (kegi ve
koyun), Mycobacterium pinipedii (deniz aslanlari
veya fok), Mycobacterium microti (tarla fareleri) ve
Mycobacterium orygis (oriks) bulunmaktadir®.

Aktif, ilaca duyarli TB igin onerilen rejim; ilk 2 ay
rifampisin (RIF), izoniyazid (INH), pirazinamid ve
etambutol (ETM), ardindan dort ay INH ve RIF'in
yer aldigi en az alti aylik tedavidir®. ilaca direngli
TB, hastaligin tedavisinde ve kontrollinde glgliklere
neden olmaktadir”. DSO global tiiberkiiloz
raporunda, 2021 yilinda ¢ok ilaca direncli (CID)
veya RIF direngli tiberkiloz insidansinin bir énceki
yilla gore artis gostererek, tahmini olarak 450000
oldugu ifade edilmistir. Ayni yil diinya genelinde
bakteriyolojik olarak dogrulanmis akciger tiiberkilozu
tanisi alan hastalarin %71’inin (2.4/3.4 milyon)
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RIF direnci acgisindan test edildigi ve %6.9 (166991
olgu) oraninda RIF direnci saptandigi belirtilmistir.
ilaca direncli TB’yi etkili bir sekilde kontrol etmek
ve tedavi etmek icin ilag direncinin mekanizmasinin
arastiriimasi, hizli ve etkili tespit yontemlerinin
gelistirilmesi dnemlidir®. INH direngli TB vakalarinin
orani kiresel olarak artmaktadir ve TB tedavisinin
sonucu Uzerinde oOnemli etkiler olusturmaktadir.
INH direngli TB'nin yayginhiginin ortaya konmasi,
INH direncinin yalnizca tedavi basari olasihgini
azaltmayip, ayni zamanda CID-TB’nin yayilmasina
olanak vermesi ve koruyucu tedavinin etkinligini
azaltabilmesi nedeniyle 6nemlidir®. Tirkiye'de
Verem Savasl 2021 Raporu’nda; 2020 yilinda INH,
RIF, ETM ve streptomisin (SM) direng oranlarinin
sirastyla %10.7, %2.9, %2.8 ve %9.1, CiD TB’nin ise
%2.6 oldugu belirtilmistir,

Calismamizin amaci, laboratuvarimizda izole edilen
ve birinci secenek ilag duyarllik testi (IDT) yapilan
MTBC izolatlarinda tir tayininin yapilmasi ve ilag
direnci ile iliskili mutasyonlarin arastiriimasidir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Girisimsel Olmayan Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan (18.04.2022 tarih ve 09/09 sayi)
onaylanmistir.

Trakya Universitesi, Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Boliumi Tiberklloz Laboratuvari’nda
Ocak 2020 — Ocak 2023 tarihleri arasinda izole edilen
55 MTBC izolati ¢alismaya dahil edildi. BACTEC 960
Mycobacteria-Growth Indicator Tube (MGIT) ve
Léwenstein-Jensen (L)) besiyerlerine kiltiri yapilan
klinik 6rneklerde Mycobacterium cinsi bakterilerin
tUreme ve fenotipik yontem (BACTEC MGIT 960,
Becton Dickinson, ABD) ile yapilan birinci secenek
iDT sonuglari laboratuvar kayitlarindan geriye déniik

olarak incelendi.
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Kultirde dreyen ve stoklanan, farklh hastalara
ait 55 MTBC izolati sivi (MGIT) ve/veya kati (LJ)
besiyerine pasajlandi. Alinan pasajlarda Ureme
gozlenmeyen 19 izolatin DNA’si direkt olarak
stoklanan sivi besiyerinden elde edildi. Tir tayini igin
GenoType MTBC (Hain-Lifescience GmbH, Almanya)
ve ila¢g direnci icin GenoType MTBDRplus (Hain-
Lifescience GmbH, Almanya) kitleri lretici onerileri
dogrultusunda kullanildi. Bu amagla, besiyerlerinde
Ureyen izolatlarin DNA’sI Fluorolyse (Hain Lifescience
GmbH, Almanya) kiti kullanilarak ekstrakte edildi.
GenoType MTBC ve GenoType MTBDRplus kitleri
ile hedef bolgeler amplifiye edildi. Polimeraz zincir
reaksiyonu drilnleri denatiire edildikten sonra,
membran seritlerde bulunan 6zgll problar ile
hibridize edildi. Hibridizasyon sonrasinda konjugat
ve ardindan substrat eklendi. Olusan bant paternleri
her bir kit icerigindeki degerlendirme kartina gore
incelenerek MTBC tiri ve ilag direnci ile iligkili
mutasyonlar belirlendi. GenoType MTBDRplus Kkiti
ile yapilan calismalarda, herhangi bir “wild type”
(WT) bandinda hibridizasyon olmamasi veya bir
mutant gende hibridizasyonun olmasi, mutasyon
varligi seklinde yorumlandi. Tim c¢alismalarda
Mpycobacterium tuberculosis H37Ra susu kontrol
olarak kullanildi.

GenoType MTBC kiti ile M. tuberculosis / M. canettii,
M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae ve BCG
susu ayirimi yapilabilmektedir. GenoType MTBDRplus
kiti ile ise INH direnci ile iliskili olarak katG ve inhA

gen mutasyonlari, RIF direnci ile iliskili olarak da rpoB
gen mutasyonlari arastirilabilmektedir.

BULGULAR

Trakya Universitesi, Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji Bolimi Tiberkiloz Laboratuvari’nda
Ocak 2020 — Ocak 2023 tarihleri arasinda 4047 klinik
ornegin kiltiri yapildi ve 95 hastaya ait toplam 220
ornekte MTBC (remesi saptandi. Belirtilen tarih
araliginda farkh hastalardan izole edilen ve galismaya
dahil edilen 55 MTBC izolatinin klinik 6rnek turiine
gore dagilimlar Tablo 1’de gosterilmektedir. Buna
gore orneklerin 53’0 (%96.4) solunum sistemine ait
drneklerden olusmakta idi. izolatlarin tiir dagihmina
bakildiginda ise; 39’unun (%70.9) M. tuberculosis /
M. canettii, 11’inin (%20) M. bovis, 5’'inin (%9.1) M.
caprae oldugu belirlendi.

izolatlarin  geriye déniik olarak laboratuvar
kayitlarindan birinci secenek fenotipik IDT sonuglari
incelendi. Buna gére SM ve RIF'e %5.5 (3/55), INH’a
%7.3 (4/55) oraninda direng saptandi. ETM’e direngli
izolata ise rastlanmadi.

GenoType MTBDRplus kiti ile g izolatta rpoB
WTS8 bant kaybi ve rpoB MUT3 (S531L mutasyonu)
probunda hibridizasyon, iki izolatta katG WT bant
kaybi ve katG MUT1 (S315T1 mutasyonu) probunda

Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis kompleks tiirlerinin klinik 6rnek tiiriine gére dagihmi

Mycobacterium tuberculosis /

Klinik 6rnek Mycobacterium canettii Mycobacterium bovis Mycobacterium caprae Toplam (%)
Balgam 31 10 4 45 (81.8)
Selektif lavaj 3 - - 3(5.5)
Brons lavaji 2 - - 2(3.6)
Periton sivisi 2 - - 2 (3.6)
Mide aglik sivisi - 1 1 2 (3.6)
Plevra sivisi 1 - - 1(1.8)
Toplam (%) 39 (70.9) 11 (20) 5(9.1) 55 (100)
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Tablo 2. Mutasyon saptanan izolatlarin direng geni paternleri ve fenotipik ilag duyarlilik test sonuglari

MTBDRplus Fenotipik IDT
izolat no.  Tiir RIF INH RIF INH
9 M. tuberculosis / M. canettii WT inhA WT1 (-), inhA MUT1 S R
15 M. tuberculosis / M. canettii rpoB WT8 (-), rpoB MUT3 WT R S
16 M. tuberculosis / M. canettii rpoB WT8 (-), rpoB MUT3 WT R S
40 M. tuberculosis / M. canettii rpoB WT8 (-), rpoB MUT3 WT R S
43 M. tuberculosis / M. canettii WT inhA WT1 (-), inhA MUT1 S R
53 M. tuberculosis / M. canettii WT katG WT (-), katG MUT1 S R
59 M. tuberculosis / M. canettii WT katG WT (-), katG MUT1 S R

RIF: Rifampisin; INH: [zoniyazid; IDT: ilag duyarlilik testi

hibridizasyon ve iki izolatta inhA WT1 bant kaybi ile
inhA MUT1 (C-15T) mutasyonu saptandi (Tablo 2).
Mutasyon saptanan tim izolatlarda fenotipik olarak
da o ilaca direncin oldugu gorild.

TARTISMA

Mycobacterium tuberculosis kompleks icerisinde yer
alan tirler, genetik olarak yakin iliskili olmalarina
karsin epidemiyoloji, patojenite, cografi dagihm,
konak tercihi ve insanlarda tuberkiiloz hastaliginin
ciddiyeti  acisindan  farkliik  gdstermektedir.
insanlarda tiiberkiilloza esas olarak cesitli genetik
soylardan olusan M. tuberculosis neden olmakla
birlikte MTBC’nin diger Uyeleri de bu hastaliga
yol acabilmektedir®2, MTBC icerisinde yer alp
zoonotik TB ile iliskili turler arasinda M. bovis, M.
caprae, M. canetti, M. pinnipedii, M. orygis, M.
microti ve M. mungi bulunmaktadir™. insan TB
olgulari icinde zoonotik tiiberkiilozun ortalama orani
Avrupa’da %0.4, Amerika’da %0.3, Afrika’da ise %2.8
olarak bildirilmistir®,

2009-2014 yillari arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiltesi Hastanesinde klinik 6rneklerden
soyutlanan 482 MTBC izolatinin %2.7’sinin M. bovis
oldugu belirlenmistir®). Dlzce’de gerceklestirilen
bir calismada MTBC izolatlarinin 217 (%98.6)’sinin
M. tuberculosis / M. canettii, Ggiiniin (%1.4) ise M.
bovis oldugu tespit edilmistir*®. Elazig’da PCR-RFLP
ile MTBC tirlerinin belirlendigi bir calismada, 44

MTBC susunun 34’0 (%77.3) M. tuberculosis, sekizi
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(%18.2) M. bovis, biri (%2.3) M. microti ve biri (%2.3)
M. africanum olarak saptanmistir®”. Calismamizda
MTBC izolatlarinin %70.9’u M. tuberculosis / M.
canettii, %20’si M. bovis ve besi (%9.1) M. caprae
olarak belirlenmistir. Bir baska ifadeyle izolatlarin
%29.1’inin zoonotik MTBC tiirt oldugu belirlenmistir.
Pastorize edilmemis siit veya sit Grlnlerinin
tuketimi ve enfekte hayvanlara hava yoluyla maruz
kalma M. bovis'in 6nemli bulas vyollaridir. M.
bovis, ayrica mukoza ve bitUnliglu bozulmus deri
araciligiyla dogrudan temas sonucu da insanlara
bulasabilmektedir*®. Calismamizda M. bovis oraninin
Ulkemizde yapilan benzer calismalara gore yiiksek
oldugu gortlmis olup, bu durumun bdlgemizde
hayvanciligin yaygin sekilde yapiliyor olmasi ile iligkili
olabilecegi diisiintilmektedir.

Mycobacterium caprae (eski adiyla Mycobacterium
bovis ssp. caprae/Mycobacterium tuberculosis
ssp. caprae), kecilerde tiiberkiilozun ana etkenidir,
bununla birlikte diger evcil ve vahsi hayvanlari
da enfekte edebilmektedir. M. caprae, rutin
mikrobiyolojik tanida tanimlanmasini saglayacak
herhangi bir benzersiz 6zellik sunmamaktadir. Bu
nedenle ¢ogu tani laboratuvarinda yalnizca MTBC’ye
kadar test yapildigindan M. caprae tir diizeyinde
tanimlanamamaktadir.  Bu  tlri kesin  olarak
tanimlamak icin 6zgll yaklasimlar uygulandiginda
ozellikle  Avrupa lkelerinde 0Onemli oranda
saptandigi gérulmustir®®29, Bayraktar ve ark.*" 188
MTBC susunu dahil ettikleri calismalarinda izolatlarin
177’sini (%94.1) M. tuberculosis, sekizini (%4.3) M.
bovis, Uclinl (%1.6) M. caprae olarak belirlemistir.
Bir izolatin M. bovis BCG oldugunu saptamislardir.



C. Eryildiz ve E. Cetinkaya, MTBC izolatlarinda Tiir Dagilimi ve Direng

Bu calismada yazarlar M. bovis ve M. caprae’nin
Turkiye’deki cografi dagilimlarinin farkli oldugunu;
M. caprae vakalarinin Tilrkiye’nin Avrupa kisminda,
M. bovis vakalarinin ise Asya kisminda gorildugina
belirtmislerdir. Bununla birlikte, vaka sayilarinin
az oldugunu da yorumlarina eklemislerdir. Trakya
bolgesinde yer alan Edirne ilinde %9.1 oraninda
saptadigimiz M. caprae, bu tirin Turkiye'deki cografi
dagihmi hakkindaki verilere katki sunmaktadir.
Bununla birlikte, tir dagilimlarinin belirlenmesinde
M. tuberculosis / M. canettii ayiriminin yapilamamis
olmasi ve izolat sayisinin distklGgu ¢alismamizin
kisithliklari olarak degerlendirilmektedir.

Mycobacterium tuberculosis, genetik
mutasyonlar yoluyla antitliberkiiloz ilaglara direng
gelistirmektedir. Direngle iliskili genlerde ilag
direncinin iki ana mekanizmasi; hedef modifikasyonu
ve bir 6n ilaci aktif ilaca dénistiren enzimin kusurlu
olmasidir?), Rifampisinin M. tuberculosis'teki etki
sekli, RNA polimerazin B-alt Unitesine baglanarak
haberci RNA'nin uzamasini inhibe etmesidir. RNA
polimerazin B-alt Unitesinde yapisal degisikliklere
yol agan mutasyonlar sonucunda RIF’in, bu bolgeye
baglanmasi giclesebilir veya engellenebilir, bu
da RIF direncine neden olabilir. M. tuberculosis’in
RIF'e direngli klinik izolatlarinin g¢ogunlugu, RNA
polimerazin B-alt birimini kodlayan rpoB geninde
mutasyonlar  barindinr?2),  Calismamizda, (¢
izolatta rpoB MUT3 mutasyonu saptanmis ve bu

mutasyonlarin fenotipe de yansidigi goéralmustr.

Bir 6n ilag olan INH'In basil Gzerinde toksik etki
olusturabilen aktif forma dontsmesiigin katG geninin
kodladigi katalaz/peroksidaz enzimi KatG tarafindan
aktive edilmesi gerekmektedir. M. tuberculosis’in
tiim INH-R izolatlarinin yarisindan fazlasinda katG’de
mutasyon bulunmakta ve bu mutasyonlar genellikle
yuksek dizeyde INH direncine yol agmaktadir. inhA
geni, aktif INH icin bir hedef gorevi géren hiicre
duvari mikolik asit sentezinde rol oynayan bir enzim
olan InhA’yi kodlamaktadir. inhA promotorinin
aktivitesini artiran mutasyonlar, INH'In tamamen
inhibe edebileceginden daha fazla InhA proteininin
sentezine ve dolayisiyla dusik seviyeli INH direncine
yol agmaktadir®?23),

Saglik ve ark./nin® 84 klinik 6rnegi dahil ettikleri
calismalarinda GenoType MTBDR testiile sekizizolatta
katG S315T1 ve yedi izolatta rpoB gen mutasyonu
saptamislardir. istanbul’da yapilan bir calismada, INH
direnci i¢in en sik gorilen mutasyonlar katG MUT1
(%61.3) ve inhA MUT1 (%56.7) olarak belirlenirken
RIF'e direngli izolatlarin %78.7’sinde (137/174)
rpoB gen bolgelerinde MUT3 mutasyonlari tespit
edilmistir®). Calismamizda, benzer sekilde rpoB
MUT3, katG MUT1 ve inhA MUT1 mutasyonlarina
rastlaniimistir. Fenotipik olarak RIF direnci saptanan
izolatlarin tamaminda rpoB MUT3 mutasyonu
goralirken INH direnci saptanan izolatlarda da
katG MUT1 ve inhA MUT1 mutasyonlari esit
oranda gorlilmdistar. Bununla birlikte, dislk izolat
sayisinin mutasyon dagilimlarinin belirlenmesinde
¢alismamizin bir kisithhigr oldugunu distinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, bolgemizde, insan tiiberkiiloz
olgularinin ¢ogunlugu M. tuberculosis / M. canettii
kaynakli olmakla birlikte, zoonotik tirler olan M.
bovis ve M. caprae’ye de TB olgularinda onemli
oranda rastlanmaktadir. Calismaya dahil ettigimiz
hastalardan izole edilen MTBC izolatlarinda fenotipik
diren¢ oraninin SM, INH ve ETM icin, Tirkiye'de
Verem Savasi 2021 Raporu verilerine kiyasla bir
miktar disiik oldugu gériilmektedir. ilag direnciyle
iliskili genlere bakildiginda, RIF direncli izolatlarda
rpoB MUT3 mutasyonu ve INH direngli izolatlarda ise
katG MUT1 ve inhA MUT1 mutasyonlarinin oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, tir dagihmi ve ilag
direnci iliskili mutasyonlarin belirlenmesinde farkli
merkezlerden elde edilen ¢ok sayida izolatin dahil
edildigi ve ileri molekuler tekniklerin kullanildigi genis

kapsamli calismalara ihtiyac oldugu disiinilmektedir.
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