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Tuberktloz tim dinyada insan saghgini tehdit eden en 6nemli
enfeksiyonlardan birisidir.Yaklasik olarak 60 milyondan fazla kisinin enfekte
oldugu, her yil 8 milyon kiside aktif enfeksiyon gelistigi ve yaklasik olarak 3
milyona yakin kisinin de tiberkiiloz sebebi ile 8ldigiu Dinya Saghk Orgita
tarafindan bildirilmektedir. Ailede bir ferdin tlberkilozlu olmasi halinde diger
fertlerde tuberklloz gelisme riskinin %30 oldugu da bildiriimektedir. Son yillarda
HIV epidemisi ile yeniden 6nem kazanan tUberkiloz epidemisinde bir diger
6nemli problemde ¢oklu ilag direnci gosteren suslarin populasyondaki artisidir.
ilk insanla birlikte var oldugu distunilen tuberklloza ait deliller M.O. 4000 ila
2400’14 yillarda eski Misir'da Firavunlar ddneminden kalma Thebes bélgesinde
bulunan 85 mumyadan alinan organik materyalden ARB, PCR ve 1S6110- RFLP ile
ispatlanmis, spoligotipleme ile de sus tayini yapilabilmistir. Yine bu déneme ait
kemik kalintilarinda tuberkiiloza ait Pott’s hastaligina bagh kemik lezyonlarinin
gosterilmesi, vazo ve testi gibi sanat eserleri tGizerinde ki figtrlerde kemik lezyonlu
hastalarin tanimlanmasi bu dénemde tiberkUlozun yayginhgi hakkinda fikir
vermektedir. Hipokrat M.O. 460’'li yillarda “fitizis”i klinik olarak tanimlamis ve

eski Yunan literatirane taberkilozu yerlestirmistir.

Amerika'da precolombian dénemde tlberkllozun sik gorialdtigu Peru’da
1Izotopkarbon analizi ile yaklasik 1000 yasindan daha blylk oldugu tahmin edilen
spontan olarak mumyalasmis bir kadina ait akciger dokusundaki lezyonda 1S6110
ile M.tuberculosis’in varligi gosterilmistir. Asya’da egemen olan M.tuberculosis
Beijing susunun 13. yy ‘da Mogol istilasi ile yayildigi ileri sGralmustar. Ancak
Kuzey Amerika'ya mikobakterilerin Bering bogazindan gecen insanlar ve
hayvanlarla tasindigini ileri stren iddialarda mevcuttur.Bu taktir de Asya’'daki
thberkiloz suslarinin yaklasik 100.000 yil 6nce Afrika’dan ¢ikan 2. insan goc ile
Asya'ya ulastigi sdylenebilir.

Eski Avrupa’da da son derece yaygin oldugu dustnulen tuberkilozun 15-17
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yy.larda Avrupa toplumunun % 25'ini enfekte ettigi Litvanya’'da toplanan ve
tuberktloza ait kemik lezyonlari olan insan kemik ve dis 6rneklerinde 1S6110
RFLP yontemi ile M.tuberculosis kompleksine ait bakterilerin varliginin gésterilmesi
ile ispatlanmistir. Dislerdeki lezyonlarinda o dénemde hastaligin siklikla

bakteriyemiye sebep oldugu seklinde yorumlanmistir.

Multiplikasyon slresi 24 saat olan mikobakterilerin bu sebeple kronik
enfeksiyonlar olusturdugu séylenebilir. Ancak M.tuberculosis suslari arasindaki
klonal olusumlar, konak spesifitesini yaratan fenotipik 6zelliklerin genetik karsiligi,
antimikotiklere direng, bagisiklik ve asemptomatik tasiyicihigin sebepleri gibi
thberklloz kontrolinde édnemli olan sorularin cevaplanmasi, popilasyon bazl
genetige dayali epidemiyolojik ve filogenetik calismalarla verilebilir. Oysa kompleks
icerisinde yar alan suslar arasinda striktlrel genlerdeki %99.9 oranina ulasan
konservatif yapi, otolog genlerdeki ¢cok distk oranlarda gérilen ve protein
sentezini etkilemeyen sessiz polimorfizm ve identik olan16S rRNA geni bu
sorularin cevabini guclestirmektedir. insanlarda ciddi enfeksiyon hastaliklara
sebep olan salmonella , stafilokok veya koliform basiller gibi major bakteriyel
patojenlerde klonal farklilasma icin otolog genlerde en az %1'lik polimorfizm
beklenirken M.tuberculosis kompleksinde yer alan bakterilerde sinonim
polimorfizm %0.0038-0.0047 gibi son derece disik oranlardadir.iste bu stabil
yap! M.tuberculosis kompleksi bakterilerle olusan enfeksiyonlari anlamamizi
guclestirirken bu mikroorganizmalarinda klonal farklilasmalarini on binlerce yil
6nce tamamlamis olduklarini veya muhtemel mutasyonlara karsi tamir
mekanizmalarinin ¢ok guclu ¢alistigini distindirmektedir.Ancak mikobakterilerde
genetik mutasyonlar iki sekilde devam etmektedir.Bunlardan ilki fenotipe yansiyan
sonuglar dogurmaktan 6te klonal farkliliklara yol acan insersiyon segmentleri
veya hareketli , random tekrarlanan dizilerde gérulen polimorfizm,digeri de
antibiyotiklere direnci saglayan nokta mutasyonlaridir.Diger bakterilerden farkl
olarak mikobakterilerde antibiyotik direncinin plazmidler yerine kromozomda
kodlaniyor olmasi ve bakterinin gerekli gérdigi halde nokta mutasonlari ile
antibiyotiklere direnc gelistirmesinin mimkiin olmasi M.tuberculosis kompleksinde
yer alan mikroorganizmalarda bu tip nokta mutasyonlarinin sonsuza kadar
strecegini goéstermektedir. Nitekim M.tuberculosis’de mutasyonlarin % 95
antibiyotik direncine sebep olan nokta mutasyonlari seklindedir.Fakat filogenetik
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olarak tuberkuloz basillerinde striktiirel genlerde meydana gelen en son atasal
degisiklik nedir ve bu hangi konakta yasanmistir,konak spesifitesini yaratan
genetik olay nedir gibi tiberklloz patojenitesini ve epidemiyolojisini aydinlatacak
ve hastaligin yayiliminda gelecege yonelik stratejilerin tespitinde son derece

6nemli olan sorular yakin bir gecmise kadar buyuk 6l¢ide cevaplanamamisti.

M. tuberculosis H37Rv genom analizinin yapilmasi diinya genelinde izole
edilen suslardaki biyolojik farkliliklarin anlasilmasini ve karsilastiriimasini
kolaylastirmistir Nitekim fenotipik 6zellikler ve konak spektrumundaki genislik
dikkate alinarak M.tuberculosis kompleksinin atasi olarak kabul edilen ve birbirinin
benzeri olan gen alleleride bu iddiaya delil olarak gosterilen M.bovis teoremi
BCG susu , M.tuberculosis H37Rv susu ve M. bovis AF2122/97 susu genomlarinin
karsilastiriimasi ve delesyonel mutasyonlarin daha iyi anlasilmasindan sonra
tartisilir hale gelmistir. Son yillarda gelistirilen molekiler metotlarla poptlasyon
genetigine yonelik daha inandirici calismalarin mimkin olmasi ve antik dénemlere
ait bol miktarda biomateryalin bu yéntemlerle degerlendirilmesi gerek
epidemiyolojik takip gerekse mikobakterilerin evrimi ve klonal farklilasmanin
tarihi hakkinda degerli bilgilere ulasmamiza sebep olmustur.
Bu calismalarda, direkt tekrarlayan boélgelerin (DR) polimorfizmi ve DR-RFLP
kaliplari, DR bolgeleri arasindaki spacer oligonucleotide dizilerinin polimorfizmi
(spoligotipleme), double-repetitive elementlerin— polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltilmasi (DRE-PCR) ve 1S6110-RFLP-prophibridizasyon yontemi, polimorfik
GC-zengin dizilerin RFLP kaliplari ve major polimorfik tandem tekrarlar gibi
molekUler epidemiyoloji ve mikobakterilerin filogenetik 6zelliklerinin

yapilandirilmasina ¢alisiimistir.

Tuberktlozun molekiler epidemiyolojisini tespitte en sik kullanilan yéntem
IS6110 bolgesini RFLP yontemi ile kesilip uygun proplarla hibridize edilmesi
yontemidir.IS6110 M.tuberculosis kompleksinde yer alan suslar icin spesifik olup
gendeki dagilimlari ve sayilari suslar arasinda farkhliklar géstermekle birlikte
sayilari 30-0 arasinda degisen 1335 bp uzunlugundaki dizilerdir.Ancak sus
icerisindeki sayi ve yerleri son derce stabildir.Bu stabilite 156110°u molekuler
epidemiyoloji icin gtivenli bir marker haline getirmektedir.IS3 ailesi segmentler
icerisinde yer alan 1S6110 kullanilan teknige baglh zorluk,standardizasyonsuzluk
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ve zamana bagli sonug yaratmak gibi 6nemli dezavantajlarin yani sira diger IS
tasiyan bakterilerde goéruldugu tzere sadece klonal iliskisi olan birbirine yakin
epidemiyolojik éneme sahip sonuglar Uretebilmektedir.Buda populasyon
epidemiyolojisi icin olmasa bile filogenetik iliskisizligi ortaya koymada yetersiz

mi sorusunu akla getirmektedir.

Filogenetik iliskilerin tespitinde kullanilan bir diger genetik marker da DR
bolgesi ve onu sinirlandiran spacer bélgelerdir. DR bolgeleri M.tuberculosis
kompleksi bakterilerin genomunda yerlesen ve 36-41 bp uzunlugunda 6zel spacer
dizilerle bir birlerinden ayrilmis 36 bp uzunlugunda tekrarlayan polimorfik
lokuslardir.Bir DR ve takip eden spacer dizi DVR olarak tanimlanan bir dizi
kimesini olustururlar.iste 156110 da oldugu gibi suslara arasinda bu DVR'lerin
yeri sayilari ve buyuklikleri degisir yani polimorfizm gésterir.Ozellikle spacer
bolgelerdeki polimorfizmi hedef alan spoligotipleme hem epidemiyolojik hemde
filogenetik 6neme sahip bir genetik markerdir.DVR’lerdeki polimorfizmin sebebi
uzak veya yakin lokuslardaki homojen rekombinasyonlarla izah edilmektedir ki

bu da filogenetik olarak anlamini azaltmaktadir.

Mikobakterilerde evrim sureci ve filogenetik iliskilerin izahi M.tuberculosis
H37Rv susunun gen haritasinin gikartilmasi ve M. bovis AF2122/97 susunun gen
haritasi ile karsilastiriimasi ile netlik kazanmistir. M.tuberculosis H37Rv genomunda
molekuler buyuklikleri 2 ila 12.7 kb arasinda degisen delesyona agik 14 degisken
bolge (region different -RD1-14),H37Rv icin spesifik 5 degisken bolge (RvD1-5)
ve M.tuberculosis icin spesifik olan bir degisken bolge (TbD1) olmak Gizere toplam
20 degisken delesyona acik bélge gosterilmistir. Bu bolgelerde evrimsel 6neme
sahip 3 farklh delesyon sekillenmektedir.Bunlardan ilkinde mobil elementler
olan, phiRv1 (RD3) ve phiRv2 (RD11) profajlar ile insersiyon dizileri 1IS1532 (RD6)
ve IS6110 (RD5)'de delesyonel mutasyonlar sekillenir.ikinci tip delesyonel
mutasyonlar ise bitisik insersiyon elementleri (IS6110) arasindaki homolog
rekombinasyonlar sonucu ortaya cikar.Burada arada M.tuberculosis icin spesifik
DNA dizilerinin (RvD2, RvD3, RvD4, ve RvD5) bir veya bir kaginin kaybi s6z konusu
olur.Bu mutasyonlar da suslar arasinda degiskenlik gésterirler. Oncii mutasyon
tipide genel anlamda tekrarlayan dizileri etkilemeyen dizilerin ug kisimlarinda

gorulen delesyonel mutasyonlardir. Sonucta ucu kesilmis genler olusur ki bunlar
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M.tuberculosis kompleksinin diger suslarinda intaktir.Bu tip delesyonlara neyin
yol actigi hala kesin degildir. DNA polimeraz enzimindeki kaymalarin kesik uglu
delesyonlara yol actig1 dustinilmektedir. iste bu delesyonel elementler (RD1-
14,Rv1-5 ve Thd1) ve ortaya cikan delesyonel mutasyonlar M.tuberculosis
kompleksinde yer alan suslarin evrimsel ve filogenetik 6zelliklerinin tespitinde
yol gosterici olmustur. Bu tespitler i1sigi altinda M.tuberculosis icin spesifik olan
TbD1 bélgesinin butiin M.tuberculosis suslarinda olmadigi, bu bélgeyi tasiyan
suslarin atasal-eski-M.tuberculosis suslari, bu bolgeleri delesyona ugramis suslarinda
modern M.tuberculosis suslari olarak tanimlanmasi gerektigi ve eski M.tuberculosis
susunun M.tuberculosis kompleksinin atasi oldugu ileri sGralmUstir.TbD1
mutasyonu olmayan bu sus orjinaldir ve hicbir delesyone mutasyona ugramamistir.
Atasal M.tuberculosis susuna son derece yakin olan M.canettii sadece bu suslarda
gorilen RDcan mutasyonu sebebi ile Modern M.tuberculosis suslarindaki genetik
kirllma meydana gelmeden ¢ok 6nce atasal susun mutasyonuyla ortaya cikmistir.
Yine atasal/eski M.tuberculosis susundan mutasyonla TbD1 kirilmasi olmadan
once RD9 ve miteakiben RD7,RD8,RD10,RD12,RD13,RD1,RD2 ve RD14 bélgelerinde
meydana gelen mutasyonlar sirasi ile M.africanum, M.microti ve M.bovis sus ve
subtiplerinin ortaya cikmasina sebep olmustur. Yani eski M.tuberculosis,
M.bovis'inde atasidir.Nitekim M.bovisin genomu delesyonlar sebebi ile atasal
M.tuberculosis susunun genomundan daha ktguktar. Canka kompleksin diger
Gyelerinde gorilen RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12, RD13 ve RD14
gibi degisken bolgeler cografi bolge ve fenotipik 6zellik dagilimi gostermeksizin
tim M.tuberculosis suslarinda korunmustur. M.tuberculosis suslarinda sadece
profaj phiRv1 (RD3) ve profaj phiRv2 (RD11) ile 151532 (RD6) ve 1S6110 (RD5)
gibi insersiyon segmentlerinde homojen rekombinant veya delesyonel mutasyonlar
gorulebilir. Bu mutasyonlarda genomun bayukligunt M.bovis'deki kadar
etkilemez. M.tuberculosis suslarinda en sik mutasyonlar M.tuberculosis icin spesifik
olan TbD1 ve RvD boélgelerinde gérullr. Yukarida da bahsedildigi gibi Haarlem,
Beijing, ve Afrika subtipleri olarak tanimlanan modern M.tuberculosis suslarin
tamaminda ,mmpS6 ve mmpL6 olarak tanimlanan ve bir membran proteininin
kodlayan , TbD1 spesifik bolgesi delesyona ugramistir. Ayrica RvD2 ve RvD3
bolgeleri Beijing suslarinda delesyona ugramis RvD2 yerine RvD5 gelmistir. (Sekil:1)
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Sekil 1: M. tuberculosis kompleksi bakterilerinin evrimi

M.tuberculosis kompleksinde yer alan suslarin strikttrel genlerde, 6zelliklede
oxyR, pncA, katG, ve gyrA gen dizilerinde gérilen sinonim ve non sinonim nokta
mutasyonlarinda evrimsel gelisim ile ilgisi vardir. Sreevatsan S. ve arkadaslari
katG kodon 463 (katG463
alarak M.tuberculosis kompleksi icerisinde yer alan basilleri 3 gruba ayirmiglardir.

) ve gyrA kodon 95 (gyrA®)'deki dizi polimorfizmi dikkate

463

CTG (Leu), gyrA95 ACC (Thr);
CGG (Arg), gyrA95 ACC (Thr);
CGG (Arg), gyrA95 AGC (Ser) nokta mutasyonuna sahip
suslar bu gruplara yerlestirildi. Bu semaya goére TbD1 delesyonu olan modern

Grup 1 icerisinde : katG

463

Grup 2 icerisinde : katG

463

Grup 3 icerisinde: katG

suslardan Beijing’ler grup 1'de ,Harlem ve Afrika grubu grup 2 de, H37Rv ve
H37Ra da 3. grupta yer almaktadir.ilgin¢c olan TbD1 delesyonu olmayan suslar
tUm atasal suslarda olan katG'*de leucine (CTG) yer ahyordu ki bu da atasal
suslarin grup 1 de yani TbD1 tasiyan suslar icerisinde yer almasi gerektigini ortaya
koymaktadir.Tabi bu sonug Sreevatsan S. ve arkadaslarinin kompleksin tespit
edilebilen en eski atasi M.bovis'tir 8nermesi ile de celismektedir. Evrimsel sGrecle
ilgili bir diger dikkate alinmasi gereken iddia da Gutierrez MC ve arkadaslarinin
dogu Afrika’daki Djibouti’'de yasayan veya yasamis pulmoner veya ekstrapulmoner
tUberktlozlu hastadan izole ettikleri yuvarlak tiberktloz basillerinin yapisal
genlerini diger kompleks Gyelerinin otolog genleri ile kiyasladiklari ¢alismaya
dayattiklari prototuberkiiloz basiline ait teoridir. Bu grup izole ettikleri yuvarlak
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mikobakterilerin M.tuberculosis kompleksi Gyesi oldugunu 3.387 bp uzunlugundaki
katG, gryB, gryA, rpoB, hsp65 ve sodA strikttrel genler ile 16S rRNA homolojisini
dikkate alarak belirlemisler, daha sonra bu genler ile mobil elementler olan DR
lokusu ve IS, 6zellikle 1S1081 genlerindeki mutasyonlari karsilastirmislardir.
Sonugta TbD1 ve RD bélgelerinde mutasyonu bulunmayan bu yuvarlak suslarin
insanlarda nadiren enfeksiyon olusturan M.canettii suslarinin atasi
oldugunu,M.canettii'de RD12cam mutasyonunun ilk evrimsel kirilmayi
olusturdugunu bunu pes pese gelisen mutasyonel delesyonlarla ortaya ¢ikan
kompleksin diger suslardaki kirilmalarin izledigini belirtmislerdir.
M.protottberculosis olarak tanimladiklari bu yuvarlak suslardan mutasyonlarla
ortaya c¢ikan kirilmalarinda en az 2.5 veya 3 milyon yil 6nce basladigini

belirtmislerdir.

Sonug olarak M.tuberculosis kompleksinde yer alan suslarin filogenetik
6zellikleri konak mikroorganizma iliskisinin 6zelliklerinin belirlenmesi ve gelecege
yonelik tiberkiloz kontrol programlarinin diizenlenmesinde son derece dnemlidir.
Mevcut molekiler epidemiyolojik ydntemler gerek evrimsel iliskinin tespiti gerekse
populasyon bazh epidemiyolojik calismalar icin duyarli sonuglar tretebilecek
yetenektedir. Ancak striktlrel genlerdeki polimorfizm, mobil elementlerdeki
delesyonel mutasyonlar ve fenotipik karakterleri esas alan mevcut bulgulara
dayanarak M.tuberculosis kompleksin filogenetik iliskileri hakkinda kesin hiikme

varmak mimkun gértlmemektedir.
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