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HATAY ILINDE IZOLE EDILEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IZOLATLARININ
SPOLIGOTYPING YONTEMI ILE GENOTIPLENDIRILMESI

OZET

Mycobacterium tuberculosis basili basta gelismekte olan bdlgeler
olmak Uzere dinya nlfusunun ©Onemli Dbir oranini enfekte etmektedir.
Calismanin amaci Hatay ilinden izole edilen M. tuberculosis izolatlarinin
genotiplerinin spoligotyping yontemi ile belirlenmesidir. Calismaya 2010
ve 2011 yillarina c¢esitli Orneklerinden soyutlanan 19 M. tuberculosis susu
dahil edildi. Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina goénderilen Ornekler BacT/ALERT MP siselerine
ekim vyapildi ve BacT/ALERT 3D sistemi kullanildi. Ureme saptanan
izolatlar, biyokimyasal Ozelliklerine gdre tanimlandi. Bakteriyel DNA,
Mickle doku pargalayicisi 1ile 1izole edildi. M. tuberculosis kompleksi
icinde yer alan izolatlarin genotipik ©6zellikleri Spoligotyping yontemi
ile arastirildi. Spoligotyping metodu ile en sik prevalansa sahip M.
tuberculosis kdkenleri: T1 ailesi (7, %36.8), LAM7 TUR ailesi (5, %26.3),
T3 ailesi (3, %15.8), X3 ailesi (2, %10.5)ve H3 ailesi (2, %10.5) olarak
tespit edildi. Sonuc¢ olarak bodlgemize ait edemen susun T1 ailesine ait
suslar oldudu, bunu ikinci sirada LAM7 TUR ailesinin izledigi gorllmistir.
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GENOTYPING OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS STRAINS ISOLATED IN HATAY CITY BY
SPOLIGOTYPING METHOD

ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis bacilli infect a significant proportion
of the world population and constitute a major public health problem,
particularly in developing regions. The aim of the study is to determine
genotypes of M. tuberculosis strains isolated from Hatay city by
spoligotyping method. Nineteen M. tuberculosis strains isolated from
various clinical samples between 2010-2011 years were included the study.
The samples send to Mustafa Kemal University, Faculty of Medicine,
Department of Microbiology laboratory were cultivated to BacT/ALERT MP
bottles and BacT/ALERT 3D system were used. Culture positive samples were
identified by biochemical properties. The DNA of bacteria was extracted
using Mickle cell disruptor. Genotypes of the M. tuberculosis isolates
were determined by spoligotyping method. The most prevalent M.
tuberculosis lineages were: T1 family (7, 36.8%), LAM7 TUR family (5,
26.3%), T3 family (3, 15.8%), X3 family (2, 10.5%) and H3 family (2,
10.5%) Dby spoligotyping method. In conclusion, it 1is observed that the
dominant strains were belong to Tl family and followed by LAM7 TUR family
in our region.
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1. GIRiS (INTRODUCTION)

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu akciger ve akciger
disi tuberkiiloz (TB) enfeksiyonlarinin Onemi giderek artmaktadir [1].
Ozellikle Dbagisiklik sistemini etkileyen HIV gibi enfeksiyonlarain,
diisiik sosyoekonomik diizey, koti hijyen ve kalabalik yasam kosullarinin
TB insidansini artirdidi bilinmektedir.

Dinya saglik orgitii (DSO) tarafindan 2011 yilinda vyayinlanan
global tiberkiiloz kontrol raporuna gore, tahmini olarak 2010 yilinda
tim dinyada 8.8 milyon TB vakasinin oldudu, 1.1 milyon HIV negatif TB
olgusunun ©61dtgi, ek olarak 0.35 milyon o6limin @ HIV pozitif TB
olgularinda gerceklestigi bildirilmektedir [2]. Yine DSO verilerine
gbre Tirkiye’de 2010 yili iginde 15.183 yeni TB vakasi raporlanmistir
[3].

Bagisiklik sistemini baskilayan kortikostreoidlerin ve
antineoplastik benzeri ilaclarain kullaniminin artmasi, HIV
prevalansindaki artis ile birlikte M. tuberculosis enfeksiyonlarinin
yeniden artis trendine girmesine yol acmistair. Mikobakteriyel

enfeksiyonlarin kontroliinde, hizli, maliyet etkin, vylksek duyarlilik
ve 6zglllikte tani ydntemlerine, daha etkili anti-tiberkiiloz ilag¢larain
iiretilmesine ve mikroorganizmanin toplum icerisindeki hareketlerinin
ve bulas mekanizmalarinin tespitine imkan sadlayacak molekiiler
diizeyinde tanimlama yapabilen epidemiyolojik yontemlerin ve sirveyans
sistemlerinin gelistirilmesine ihtivyac duyulmaktadir. Molekuler
epidemiyolojik yoéntemler ile M. tuberculosis poplilasyonunun genotipik
karakterleri, muhtemel kaynak ve bulas yollari, antijenik ozellikleri,
antibiyotik direncleri ve codrafi dadilimlari gibi Onemli prediktif
bilgiler elde edilebilmektedir [4, 5 ve 6]. Ulkemizde bazi bdlgelerde
de varliga bildirilen Beijing genotipine sahip Mycobacterium
tuberculosis suslarinin bdlgemizde daha &once raporlanmamakla birlikte
coklu ila¢ direncine sahip olduklari ve prevalanslarinin diinya g¢apinda
giderek arttidi bildirilmektedir [7].

Literatiirde 0zellikle endemik ve riskli bolgelerde tiliberkiiloz
epidemiyolojisi ile ilgili Spoligotyping ve Mycobacterial Interspersed
Repetitive Unit (MIRU) - Variable Number Tandem Repeats (VNTR)
yontemleri gibi molekiiler bazli yontemler kullanilmaktadir [8 ve 9].
Spoligotyping yontemi, PCR Dbazli reverse dot blot hibridizasyon
prensibinde calismakta ve klinik laboratuarlarda, molekiler
epidemiyoloji, evrim ve popilasyon genetigi arastirilmalarinda
siklikla kullanilmaktadir. Spoligotyping, tiiberkiiloz enfeksiyonlarinda
en yaygin kullanilan epidemiyolojik yontemlerdendir [10].

2. CALISMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Tuberkilozun toplum icerisindeki yayilimi, endemileri ve
epidemileri, reenfeksiyon ve reaktivasyon ayirimi molekiler bazli
epidemiyolojik yontemlerle izlem altina alinabilmektedir. Calismanin
amaci laboratuarimizdan 1izole edilen M. tuberculosis 1izolatlarinin
spoligotyping yontemi ile molekiiler dizeyde tiplendirilmesi olarak
belirlenmistir.

3. MATERYAL VE METOD (MATERIALS AND METHODS)

e Orneklerin Secilmesi ve Kiiltiir: Calismaya Hatay ilinde, 2010 ve
2011 yillarina c¢esitli O0rneklerinden izole edilen 19 M.
tuberculosis susu dahil edildi. Mustafa Kemal Universitesi Taip
Fakilltesi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarina pulmoner ve
ekstrapulmoner tiberkiiloz 6n tanisi konan hastalardan gdnderilen
6rnekler BacT/ALERT MP (BioMérieux, Fransa) siselerine ekim
yapildl ve BacT/ALERT 3D (BioMérieux, Fransa) sistemi
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kullanildi. Ayni zamanda Lowenstein Jensen (BioMérieux, Fransa)
besiyerine ekim vyapilarak 37 °C’de 6-8 hafta inkiibe edildi.
Ureme saptanan suslardan nitrat, niasin ve katalaz testleri
pozitif olanlar ve parabenzoik asitli besiyerinde {remeyenler
Mycobacterium tuberculosis olarak tanimlandzi.

e DNA Izolasyonu ve Molekiiler Analiz: Genotip tespiti Cukurova

Universitesi Tip Fakiultesi Mikrobiyoloji bélumtinde
gergeklestirildi. M.tuberculosis izolatlarindan DNA izolasyonu
i¢in Middlebrook 7H9 sivi besiyerinden mekanik parcalama yapan
Mickle cihazini kullanarak gerceklestirildi. Ekstraksiyon
sonrasi spektrofotometre ile DNA Ol¢imid vyapilarak yeterli
miktarda DNA bulundugu kontrol edildi.
M. tuberculosis kompleksi icinde yer alan izolatlarin
genotiplendirilmesi Spoligotyping yontemi ile arastiralda.
Ozetle, spoligotyping metodunun PCR asamasinda 36 bp uzunludunda
DR bodlgelerinin amplifikasyonu DRa: 5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-
3’ ve DRb: 5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3' primer c¢iftleri ile
amplifikasyon vyapildi. PCR sonrasi elde edilen amplikonlarin
hibridizasyonu gercgeklestirildi. Hibridizasyon ve hibridizasyon
sonrasi {Urinlerin streptavidin alkalen fosfataz enzimi ve
fosfatla kemiluminesan substrati eklenerek gorunur hale
getirildi. Elde edilen veriler SpolDB4 veritabani kullanilarak
kiimeler ve familyalar (clade) belirlendi [11].

4. BULGULAR (FINDINGS)

Calismaya dahil edilen 19 M. tuberculosis izolatin Spoligotyping
metodu ile tiplendirilmesi sonucu T1 ailesi 7(%36.8) susta, LAM7 TUR
ailesi 5(%26.3) susta, T3 ailesi 3(%15.8) susta, X3 ailesi 2(%10.5)
susta ve H3 ailesi 2(%10.5) susta tespit edilmistir. Sonuc¢ olarak
bolgemize ait edemen izolatlarin T1 ailesine ait izolatlar oldugu,
bunu ikinci sirada LAM7 TUR ailesinin izledidi belirlenmistir (Sekil
1).

WX
L/
mT:
mT:
mH

Sekil 1. M. tuberculosis genotiplerinin grafiksel dagilimi
(Figure 1. Grafical distribution of M. tuberculosis genotypes)
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5. TARTISMA (DISCUSSION)

Gunumtzde onemini artarak devam ettiren M. tuberculosis
enfeksiyonlari ciddi mortalite ve morbidite oranlarina yol acmaktadir.
Tiberkiiloz, tim dinyada AIDS’den sonra eriskinlerde en ¢ok O6lime yol
acan 1ikinci enfeksiyon hastaligidir [12]. Bu nedenlerle patojenin
klinik davranisinin belirlenmesi kadar Beijing gibi anti-tiberkiiloz
ilaglara direnc¢li suslarin ve genotiplerin Dbdlgeler arasindaki
dagiliminin ve epidemiyolojik  &zelliklerin belirlenmesi etkenin
biyolojik davranisini anlamaya ve korucu Onlemler almaya yardimci
olacaktir. Ginlimizde M. tuberculosis suslarin izlenmesinde fenotipik
karakterlere dayali ayirimin vyerini genotipik ©Ozelliklere dayali
spoligotipleme ve MIRU-VNTR yontemleri almistir.

Dong H. ve ark. [13] Cin’de 13 ayri bdélgeyi kapsayan ve 2.346 M.
tuberculosis 1izolatinin spoligotyping yontemi ile tiplendirdikleri
calismada en yiiksek prevelansa sahip ailenin Beijing ailesinin(%$74.08)
oldugu ve bunu takiben T ailesinin (%14.11)oldudunu bildirmislerdir.
Meksikada, 2010 yilinda Molina-Torres ve ark. [9] kirsal bdlgelerden
izole ettikleri 180 Dblberkiiloz basilinin spoligotyping metodu 1ile
genotiplendirmeleri sonucunda en sik goritlen gen ailesinin 43 (%23,8)
sus ile T1, ikinci siklikta goriilen aileninde ise 28 (%15,5) sus ile
X1 ailesi oldugunu bildirmiglerdir. Bulgaristan’in farklz
bolgelerinden izole edilen 113 M. tuberculosis susunu, Spoligotyping
ve MIRU-VNTR metodu ile genotipik 0©zellikleri yodniinden dederlendiren
baska bir calismada ise en biylk kimenin %25,7’1ik oran ile TI1(ST53)
ailesi suslarina ait oldugunu, LAM7 TUR (ST41l) ailesinin %5,4 orani
ile bunu takip ettigini raporlamislardir. Calismada LAM7 TUR
sikliginin diinya ortalamalarinin Uzerinde bulunmasindaki etkenlerden

birinin de Tirkiye ile komsulugu olabilecedini vurgulayan
arastirmacilar, M. tuberculosis genotiplerinin vyayiliminda gdc¢lerin
6nemini wvurgulamislardir [14]. Nieman S. ve ark. [15] 2010 vyilinda

Gurcistan’da vyaptiklari c¢alismada Spoligotyping metodu ile 183 M.
tuberculosis izolatini incelemislerdir. Calismalarinda suslarin %26’
sinin Beijing, %18’inin LAM, %12’sinin Ural ve %5’inin de Haarlem
ailelerine ait olduklarini bildirmislerdir.

Ulkemizde ve Cukurova bélgesinde M. tuberculosis suslarinin
klonal diizeyde sus tanimlamasi vyapabilen molekiiler ydntemlerin
kullanimi ile gercgeklestirilen ¢ok az sayida c¢alisma bulunmaktadir.
Kisa 0. ve ark. [16] 2012 yilinda Ankara’da yaptiklari calisma da 95
antibiyotik direnc¢li M. tuberculosis kompleksi iyesi klinik izolatlara
spoligotyping ile tanimlamislardir. Calismalarinda en c¢ok prevelansa
sahip M. tuberculosis k&kenlerinin sirasiyla Haarlem (%24.2), T suUper
ailesi (%23.2), LAM7-TUR (%20), Beijing (%6.3) oldugunu tespit
etmislerdir. Durmaz R. ve ark. [17] 2007 vyilinda Malatya ilinde
yaptiklari calismada 145 M. tuberculosis susundan %23, 9’unun LAM7 TUR
ailesi igerisinde yogunlastigini bunu %22,5 orani ile Tl ailesine ait
suslarin izledigini bildirmislerdir. Ulkemizde 2008 vyilinda vyapilan
bir diger calismada ise Zonguldak ilinde izole edilen 128 M.
tuberculosis susunu Spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemi ile
incelemisler ve LAM7 TUR ailesine ait suslarin %19,5 1ile en sik
karsilasilan suslar olduklarini bildirmislerdir [18]. Zeytinli U. ve
ark. [19] Hatay ilinin de bulundugu Cukurova bodlgesinde vyaptiklara
calismalarinda 2007-2010 yillari arasinda 467 M. tuberculosis
izolatini spoligotyping ve MIRU-VNTR yontemleri ile degerlendirmisler
ve diger calismalardan farkli olarak en yaygin olan ailenin 239 izolat
($51,9) 1ile T1 ailesi oldugu bunu 54 izolat (%11,5) ile LAM7 TUR
ailesinin takip ettidini bulmuslardir. Biz de c¢alismamizda tiberkiloz
stipheli o6rneklerden izole edilen 19 M. tuberculosis 1izolatinin
Spoligotyping metodu ile tiplendirilmesi sonucu en sik genotipin T1
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ailesine (%$36.8) bunu takiben %26.3 oraniyla LAM7 TUR ailesinin vyer
aldigi tespit ettik. Calismamiz Zeytinli U. ve ark.’nin [19] Cukurova
bblgesindeki yaptiklari calismaya paralel olarak en sik tespit edilen
kokenin degismekle birlikte ilk iki siklikta tespit edilen
genotiplerin Dbirbirleri ile Dbenzer oldudunu gdstermistir. Aradaki
farklilidin Hatay ilinin Suriye ile yakin komsuludu ve artan iki yonli
ziyaret¢i akimlari nedeniyle olabilecedini diusiinmekteyiz.

6. SONUC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Hatay ilinde M. tuberculosis enfeksiyonu ciddi bir halk sagligi
problemi olarak gdriilmemekle Dberaber, Suriye gibi ilimize komsu
iilkelerden muhtemel gdg¢ler nedeniyle c¢oklu ila¢ direncine sahip ve
Beijing familyasina ait suslarin gecgebilecedi g6z ©Online alinarak
yliksek Ornek sayisi 1ile c¢alismanin devam etmesinin ve tiliberkiiloz
sirveyans c¢alismalarinin yapilmasi gerektigi kanaatine wvarilmistir.
Spoligotyping yonteminin tiberkiiloz enfeksiyonunun tedavisindeki
basarisizliklarinin farkli genotipteki bir susla reinfeksiyon mu yoksa
reaktivasyon mu oldugunun belirlenmesinde son derece yararli
olabilecedini disinmekteyiz. Calismamizdaki Ornek sayisi az olmakla
birlikte ilimizdeki eJemen M. tuberculosis suslarinin T1 ve LAM7 TUR
genotipi oldudu belirlenmistir.

NOT (NOTICE)

Bu c¢alaisma 7. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji
Kongresi, Ankara’da 5-8 Haziran 2012 tarihlerinde poster sunum olarak
sunulmustur.
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