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GiRiS

Tuberkuloz  tarihin en eski
hastaliklarindan biri olmasina ragmen,
halen 6nemli halk sagligdi sorunu olarak
devam etmektedir. Dilnya nidfusunun
yaklasik 1/3’G Mycobacterium tuberculosis
ile infektedir. Yilda yaklasik 7-8.8 milyon

yeni vaka olugmakta ve her yil 2.6 milyon

kisi tlberkilozdan &lmektedir. World
Health Organization (WHO)
hesaplamalarina gére etkin  kontrol
Onlemleri  gelistirimez ise  2020’ye

gelindiginde yeni infekte olmus Kkisilerin

sayisi yaklasik bir milyari bulacaktir.
Bunda demografik faktorler, populasyon
hareketleri, HIV

direncin roli

epidemisi ve artan
vardir. Gelismekte olan
Ulkeleri etkileyen diger bir cok hastaliktan
tiberklloz (TB) etkin

altina

farkli  olarak,
Onlemlerinin alinmasiyla kontrol
alinabilir ve tedavi edilebilir. Vakalarin
kisa surede bulunmasi ve tedavisi
bulagsma riskini énemli 6lglide azaltmakla
birlikte,

engelleyecek etkin kontrol &nlemlerinin

taberkulozun yayllmasini

alinabilmesi i¢cin, izolatlar arasindaki

klonal iliskinin bilinmesine gerek
duyulmaktadir.

Molekuler tekniklerin gelismesiyle,
M. tuberculosis’in filogenetik Ozellikleri ve

yayllma dinamikleri daha iyi anlagilabilir

hale gelmistir. Molekuler tipleme ile
taberkulozun rekurensi, sekonder
infeksiyonun reinfeksiyon veya

reaktivasyon olup olmadigi ve bir hastada
ayni anda iki veya daha fazla sus ile
infeksiyonun

varhgi ortaya

konulabilmektedir. Bdylece tuberkiloz
kontrol ve tedavi protokollerinin etkinligi
arastirilabilmektedir. Salginlarin
arastirnilmasinda ve laboratuvar igi gapraz
bulasin tanimlanmasinda biytk yararlar
elde edilmektedir. Bu ydntemlerle belirli
bir cografik alan icindeki bulagin analizi
yapilabilmekte, immune sistemi tam veya
yetersiz hastalardaki

ekzojen kaynakl

sUperinfeksiyonlar belirlenebilmektedir.

Roélapsli hastalarda  farkli  suslarla

infeksiyon oldugu, ayri tip sus ciftlerinin
konulmaktadir.

gosterilmesiyle  ortaya



Molekduler tipleme yodntemleriyle c¢ogul
ilaca direncgli (multi-drug rezistan= MDR)
suglarin  kaynak ve

yayllma yollari

gosterilebilmektedir. M. tuberculosis
suglarinin tiplendirilmesi, bir toplum ya da
aile igindeki infeksiyonun orijini, yayillmasi
ve direng kazanmis olan suslarin erken
saptanmasi gibi  6nemli epidemiyolojik

sorularin yanitini verebilir.

Tipleme metotlari, tlberkilozun

yayllmasini etkileyen faktérlerin daha iyi

anlasilmasinda, ilave aracglar olarak
kullanilabilir. Risk faktorlerinin
belirlenmesi ve bolgesel kontrol

programlarinin  degerlendiriimesi, daha
rasyonel ve etkili kontrol &nlemlerinin
alinabilmesine olanak sadglayabilir. Eger
toplumdaki tuberkiloz olgularinin édnemli
bir kismi yeni olusmus bir bulas
sonucunda meydana gelmis ise, bu durum
o toplumda tuberkilozun 6nlenmesi igin
tedbirlerinin

alinmig  olan  korunma

yetersizligini gdstermektedir. Molekiler
epidemiyoloji, daha virtlan kabul edilen
izolatlarin toplumdaki dagihimlarinin
izlenmesine yardimci olmaktadir.

Bir tipleme yonteminden beklenen,
susa  Ozel genetik

profili  ortaya

koyabilmesidir Bu profiller parmak izi
“fingerprints” olarak adlandirilir. ki veya
daha fazla sus ayni veya ¢ok benzer profil
olusturuyor ise bunlar ayni grup (cluster)
olarak adlandirilir. Farkli hastalardan izole

edilen fakat ayni genetik profili gésteren

izolatlar, buyuk olasilikla epidemiyolojik
olarak iligkilidir. Bu durum genellikle
hastalar arasindaki yeni bulagsmayi

yansitmaktadir. Fakat bu yaklagim her
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zaman dogru olmayip, grup (cluster),
mutlaka yeni bulas oldugunu ispatlamaz.
Transmisyonun goésterilmesi populasyonun

uygun
insidansina,

orneklemesine, tiberkilozun

calisma popillasyonunun

Ozelliklerine (yas, populasyon mobilitesi,

ikametin  slresi, imun durum gibi)
baglidir. Genetik olarak grup iginde
tanimlanan hastalarin  yalnizca %?25-

42’sinde grup icindeki diger bireylerle

epidemiyolojik iliski saptanmaktadir.

TIiPLEME METODLARI
FENOTIPIK YONTEMLER
Tiplendirmede biyokimyasal

testler, duyarlilik test sonuglari, faj

tiplemeleri ve serolojik metodlar gibi

konvansiyonel ybntemler uzun slre

kullanilmis  olmakla birlikte, bunlarin
onemli yetersizlikleri bulunmaktadir.
Tuberklloz basilleri genellikle benzer

biyokimyasal &zellik ve duyarlilik profili
gostermektedir. Faj tiplendirmesi ise
molekiler tekniklerden once M.

tuberculosis komleks suslarinin
ayiriminda en fazla kullanilan metottur.
Ancak, kullanimi kolay olmayan, uzun
zaman alan tekniktir. Sinirh  sayida
mikobakterium fajinin olmasi nedeniyle
duyarhih@l duasuktiar. Fakat salgin suslari
ve laboratuvar ici g¢apraz bulas sonucu
olusan suslarin ayiriminda faydali bilgiler
saglamigtir. Serolojik metodlar tanida
kullanilabilir, fakat farkli suslar tarafindan
olusturulmus salginlarin ayirimini
yapamaz.

Bu zorluklar, arastirmacilari
tiberkllozun epidemiyolojisinde kolayca

kullanilabilecek, hizli ve guvenilir sonuglar
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verebilen genotipleme yontemlerini
gelistirmeye yoéneltmistir.

GENOTIPLEME

M. tuberculosis genomunun
tamaminin  dizi analizi  ¢ikariimistir.

Genom yaklasik 4.4 mega baz ciftinden
Yaklasik 4000 proteini

kodladigr hesaplanmaktadir ve oldukga

olugsmaktadir.

yuksek oranda guanin-sitozin

icermektedir. Genomda sinirli  sayida
sessiz nukleotid degisimleri goérilmektedir.
Ancak ilag¢ direncinde oldukc¢a fazla sayida
Farkli

sikca

mutasyonlar olusmaktadir.

transpozonlar aracihgi ile
rekombinasyon gorilmektedir. En basit
transpozonlar insertion sequences (ISs)
(yerlesim dizilimler) dir. Genom Uzerinde
14’den fazla farkh IS

saptanmistir. IS elementlerinin, genetik

elementi

polimorfizmin
kabul

suslar

olusumunu  sagladiklari
Bu nedenle farkl
siklikla

Epidemiyolojik

edilmektedir.
arasindaki  ayrimda

kullaniimaktadirlar.

calismalarda en yaygin  kullanilan IS,

IS67110°dur.

Bakteriyel suslari mimkin olan en

dogru bicimde tiplendirmek icin

kullanilabilecek en iyi ydntem, her bir
sugsa ait tim genomun dizi analizini
¢citkarmaktir. Ancak bu yéntem zaman alici
ve kost-efektif degildir. Bu ylzden nukleik
kullanildigir M.

tuberclosis kompleks suslarinin ayrimi,

asit bazli tekniklerin
kromozomal DNA Uzerindeki belirli DNA

dizilimlerinin sikhigina ve susa 0zgu

farklihklarina baghidir.

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

Bakteri kromozomu, yiksek molekdil

agirlikh fragmentler olusturan ve kesim
alanlari sinirli olan restriksiyon
endonukleaz (RE) enzimleriyle (6rnegdin
EcoRl) kesilmekte, 6zel kosullar altinda,
bantlarin

olusan ayrigtiriimasi

yapiimaktadir. Bu yontemin temel

dezavantaji, sinirli sayida bant olugsmasi

nedeniyle her zaman yeterli ayirim
saglayamayisidir. Bu nedenle
tiberkllozun epidemiyolojisi i¢cin uygun
degildir.

Restriction fragment length

polymorphism (RFLP)

Genomik DNA’nin spesifik bir restriksiyon
endonikleaz enzimiyle kesilmesi ve DNA
segmentlerinin agarozda ayristiriimasiyla
olugsturulan DNA profillerinin, restriction
fragment length polymorphism (RFLP),
analizine dayanir. Bu tip analizler teknik
mumkunddar ve

olarak problarla

hibridizasyon iglemini gerektirmez. Ancak,

fazla sayida bantlar kompleks pattern
olusturdugu icin  sonuglarin  yorumu
zordur.

Hibridizasyonlu RFLP

DNA polimorfizmi, kesime ugratilmis

nikleik asitlerin, genomik DNA veya 6zgul
fragmentlerle hibridizasyonu ile
Prob olarak total DNA

kullanildiginda zeminde problem olmakta

gosterilebilir.
ve sonuglarin yorumlanmasini
etkilemektedir. Bu nedenle arastirmalarda
genellikle M. tuberculosis’ den klonlanmis

tekrarlayan DNA dizilimleri prob olarak



kullanmaktadir. Tekrarlayan elementlerin
epidemiyolojik calismalarda
kullanilabilmesi igin farkli suslar arasinda
polimorfizm bulunmalidir. Tablo 1'de
tekrarlayan elementlerin Ornekleri

gorilmektedir.

Riza Durmaz

Tablo 1. Mycobacterium tuberculosis deki tekrarlayan DNA dizilimleri

Tekrarlanan
dizilimler Konak dagilimi Kopya sayisi Polimorfizm
1S6110 (1S986, M. tuberculosis 0-20 Ylksek
1S987)
M. africanum 0-20 Yiksek
M. bovis 1-20 Yiksek
M. bovis-ECG 1-2 Yok
1S1081 M. tuberculosis 5-6 Dusuk
M. africanum 5-6 Dusuk
M. bovis 5-6 Dusuk
M. bovis-ECG 5-6 Disuk
DR grup M. tuberculosis 1 YUksek
M. africanum 1 Yiksek
M. bovis 1 Yiksek
M. bovis-ECG 1 Yok
MPTR Tuberkiloz kompleksi 180 Dusuk
PGRS Tuberkiloz kompleksi 26-30 Yuksek

Tekrarlayan elementlere (repetitive
elements) bagh metodlar: M.
tuberculosis  kompleksindeki  genetik
homojeniteye ragmen, kisa tekrarlayan
DNA dizileri (short repetitive DNA
sequences) ve yerlesim elementleri
(insertion elements) gibi tekrarlayan
dizilimlerle iliskili olarak yuksek seviyede
DNA polimorfizmi gérulmektedir. Bu
elementler, mikobakteri suslari
arasindaki ayrim icin hedef dizilimler
olarak sikga kullaniimaktadir.

M. tuberculosis kompleks
suglarinin ayiriminda faydali olan bes tip

kisa tekrarlayan DNA elementi vardir.

Bunlardan G¢ tanesi; polimorfik guanin

ve sitozince zengin dizilim (polymorphic

GC-rich

GTG’nin tekrari (a repeat of the triplet

GTG) ve major polimorfik sirali tekrar

(major

olarak alti adet tam sirali tekrar (exact
repeat=ETR)
PGRS ve MPTR’lerin
lokuslari  ayni  DNA

tandem

tanimlanmigtir.
ETR

dizilimlerinin

aksine,

icermektedir.

polymorphic
repeat=MPTR)  dir. Bunlar  ¢oklu

kromozomal lokuslarda bulunur.

sequence=  PGRS), Uglu

sirali tekrarlarini
Her lokus 53-79 baz

tandem

ilave

lokuslari



giftinden olusmus 6zgl bir tekrar dizilim
icerir.

M. tuberculosis kompleks suslarindaki
ETR ve MPTR

polimorfizmini saptamak amaciyla farkli

lokuslarinin

sayida sirali tekrar (variable number of
tandem repeat= VNTR) tipleme ydntemi
tanimlanmistir.

Bu gline kadar dort adet
yerlesim elementi (insertion element=IS);
IS6110, 1S1081, 1S1547 ve |S-like
element tanimlanmistir. 1S67110 en
yaygin kullanilan elementtir. 1S7081,
1324 baz gifti uzunlugunda ve M.
bulunan

tuberculosis komplekste

yerlesim elementidir. Cogunlukla
degismeden her genomda 5-7 kopya
halinde bulunmaktadir. Transpoziyonal
aktivitesinin az olmasi ve kopya sayisi
IS6110’dan daha disuk olmasi nedeniyle

sinirh DNA  polimorfizmi  olusturur,
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epidemiyolojik caligmalardaki kullanimini
sinirhdir. 1IS1547 ve IS-like element her
genomda bir veya iki kopya halinde
bulunmaktadir. 1IS6110 ile
kiyaslandiginda, IS71547-RFLP’nin ayirim

gucu dusiktir.

IS6110-RFLP: 1S6110,
enterobakteriyel 1S3 ailesine ait bir
yerlesim dizilimidir. M. tuberculosis’ de
IS6110 veya 1S986, M. bovis-BCG’'de
IS987 olarak adlandirilir. Kromozomun
dedisik yerlerine lokalize olmustur.
Genomdaki sayisi tir ve susa bagh
olarak egismektedir. M. tuberculosis
kompleksinde sayr 0 ve 25 arasinda
degismekle birlikte, suslarin ¢ogu 8-15

arasinda kopya bulundurur (Seki1).

Sekil 1.1S67110 RFLP tipleme galismalarindan alinan sonuglarin temsili drneklemesi
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IS67110’un, bakteri

integrasyonu icin belirli sicak noktalar

kromozomuna
(hotspots)  oldugu ve dolayisiyla
genomdaki lokalizasyonun tesaduf
olmadigi bilinmektedir. DR bdlgesi
(direct repeat) bu sicak noktalardan
biridir. IS67110 i¢cin muhtemel integrasyon
bolgelerinden G¢ tanesi; ip/ lokus

(IS6110 preferantial locus), dnaA-dnaN

ayristirildiktan sonra, naylon membrana
aktarilmaktadir. Membrana aktarilan
DNA bantlarinin gdsterilmesinde, kesim
noktasinin sag tarafiyla baglanabilen,
kemiluminesan veren maddeyle isaretli
IS67110 probu kullaniimaktadir. Yétem
Van Embden ve arkadaslari tarafindan
standardize edilmigtir. Farkh

laboratuvarlardan elde edilen sonuglarin
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Sekil 2. 1IS6110 lokalizasonu ve Pvull ile kesimi.

M. tuberculosis genetik haritalamasi
Genom uzunlugu: 4.411.529 baz ¢ifti
IS6110 uzunlugu: 1361 baz cifti
IS6110 kopya sayisi: 0-25

Bu yontemin major dezavantajlari
kultire gerek duyulmasi, yliksek kalite ve
miktarlarda (5-10 pg) DNA gerektirmesi,
yontemin bes gunde tamamlanabilmesi,
Ozel laboratuar aletleri ve egitilmis personel
gerektirmesidir. Bu nedenlerden dolayi
sonucun kisa surede alinmasinin 6nemli

oldugu salginlarin arastiriimasinda problem

interjenik boélge ve Rv1754c ve Rv1762c

bdlgeleridir.

1S6110 tipleme, molekiuler
epidemiyolojik calismalarda en yaygin
olarak kullanilan metottur. Yoéntemde
Oncelikle bakteri kromozomundaki
IS6710 baz dizilimleri Pvull ile kesime
ugratilmaktadir (Sekil 2). Olusan DNA
pargalari agaroz jel elektroforeziyle
ulusal ve uluslararasi c¢alismalarda
karsilastirilabilmesine imkan
saglamaktadir. Yiksek seviyede ayirim
gucunden dolayl, yeni geligtirilen
polimeraz zincir reaksiyon (PZR) bazl
metotlarin dogrulanmasinda kullanilan

referans yontemdir

olusturmaktadir. Bazi toplumlarda disik
kopya sayili (<5) suglarin orani %25e
kadar ¢cikmaktadir. Bu suglarin bant sayilari
yeterli polimorfizmi saglamadigindan
1IS67110 tipleme yontemi yetersiz
kalmaktadir. Ilave olarak bazi suslarda
IS6110 kopyasi bulunmamakta ve tiberkiloz

disindaki bazi mikobakteriler 1S6770 probu



ile hibridizasyona giren fazla sayida kopya
bulundurabilmektedir. Bu nedenle
tiplendirmeye  gecmeden  d6nce  tlr
tanimlanmasinin ~ dogru  yapildigindan
emin olunmalidir.

PGRS-RFLP: PGRS, tuberkiloz
kompleksinde en ¢ok bulunan
tekrarlanan elementtir. Cok sayida, 96
baz ¢ifti uzunlugunda GC’'ce zengin uyum
dizilimin birbiri arkasina siralanmis
tekrarlarini  (tandem repeats) igerir. M.
tuberculosis kompleksi ve diger
mikobakterilerde yaklasik 30 kadar
tekrarlanmaktadir. PGRS, rekombinat
pTBN12 plazmiti icinde bulunur ve bunun

prob olarak kullanildigi tipleme yontemi
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Rekombinant pTEN12 plazmit
Sekil 3. PGRS tekrarlari ve pTBN12 probu

Bu ydntemin tekrarlanabilirligi %100
olarak bulunmustur. Ayirm gici de
IS6110-RFLP ile ayni

dezavantajlara sahiptir. ilave olarak c¢ok

yuksektir.

fazla sayida bant elde edilmekte ve bunun
sonucu olarak verilerin
degerlendiriimesinde sikinti
olusturmaktadir.

Tekrarlayan
kullanan diger metotlar: M. tuberculosis

elementleri
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(PGRS-RFLP), 1S67110 kopyas! olmayan
veya dislk sayida kopya (<4) bulunduran
M. tuberculosis suglarinin tiplendirmesinde
sekonder yontem olarak kullaniimaktadir.
pTBN12 fingerprinting yonteminde;
kromozomal DNA Alul enzimi ile kesildikten
sonra, agaroz elektroforeziyle  DNA
parcalarinin ayristirimasi  yapiimaktadir.
Naylon membrana transfer edilen DNA
fragmentlerinin gOsterilmesinde,
kemiliminesan veren madde ile isaretli,
‘insert” prob (pTBN12 probu) olarak
kullaniimaktadir. pTBN12; E. coli DHa’dan
izole edilmekte, EcoRl ve Hindlll ile
kesildikten sonra “insert” saflastiriimaktadir
(Sekil 3).

kompleksi Uyelerinin genomunda diger kisa
diziimler de tanimlanmistir. IS6710
integrasyonunun sicak noktasi farkli sayida
36 baz ciftlik direkt tekrar (direct repeat=DR)
icerir. Bu moleklller, DR lokusu olarak
adlandirilan tek bir genomik lokusta
bulunurlar ve aralarinda 35-41 baz cifti
uzunlugunda 6zgu, aralik olusturan dizilimler
(spacers) bulunmaktadir. Hem DR’lerin

kopya sayisi (50 ye kadar degisebilir) ve hem



de spacer dizilimlerin varlidi sustan susa
degisim gdsterir. Bu durum, DR kiimesindeki
varyasyonlarin temeline  dayali Sus
tiplemesine (spoligotyping) imkan sadlar.
DR’lerin 94  farkli

tanimlanmistir, ancak bunlardan 43 tanesi

arasinda spacer
rutin galismalarda kullaniimaktadir. DR- ve
PGRS-bazl fingerprinting yontemleri dusuk
1IS6110

faydalidir.

kopyali ayiriminda
1IS6110 grup

tanimlanan suslarin ayni olup olmadiklarini

suslarin
ile icinde
dogrulamak amaciyla kullaniimaktadirlar.
Diger tekrarlanan element, major
polimorfik sirall tekrar  [major
polymorphic tandem repeat (MPTR)]

dir. Beg adet aralik olusturan dizilim
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dizilimlerin amplifikasyonuna dayali PZR-
PZR-bazli

direkt klinik érnekten basilin tiplendirmesini

bazli metotlardir. yontemler,

yapabildiklerinden sureyi oldukca

kisaltmaktadirlar. Canli olmayan basille
kullanilabilirler. Fakat, bu metotlarin bazilari
tekrarlanabilirlikten yoksundur veya ayrim
glcleri IS6770 RFLP’den daha dusuktur.
1S6110-bazii
metodlari. Bu metotlardan biri “ampli-
IS67110’un ug

hibridizasyona

amplifikasyon

typing” dir. Ydéntemde
kisimlariyla giren
oligonukleotid primerleri kullaniimakta

ve olusturulan PZR reaksiyonu yerlesim

Ris 2 Fis | Puth 1 Pinb 2

Fis 2

diziliminden (1S) disa dogru
yonlendirilmigtir. Ozgiil olmayan
Ris 1 Prth 1 Pritb 2

o mmp O O mmp

(— m—=p

IS 6110 PGRS
(spacer sequences) ile ayrilmis 10 baz
ciftik bu tekrar, 80 kadar kopya
bulundurur. MPTR, M. tuberculosis

kompleks ile sinirlh olmayip, konak dagihmi
PGRS’ ye benzer.

tarleri

Patojenik mikobakteri
icin epidemiyolojik marker olarak
kullaniimaktadir. Ancak sinirli polimorfizme

sahiptir.

Amplifikasyona dayali metodlar

RFLP tiplemede, uygun DNA elde etmek
icin
duyulmaktadir. Bu da salgin galigmalarinin

bolca  Uremis  kiltire  gerek

analizinde uzun zaman ge¢mesine sebep
olmaktadir. Béyle durumlar icin daha hizli
teknikler gelistiriimis ve bunlarin ¢cogu M.
IS6710'u alan

tuberculosis deki icine

IS 6110

PGRS

amplifikasyondan dolayi, tekrarlanabilirligi
ampli-typing,
sayida suglarin karsilasgtiriimasi igin uygun
Fakat bir

arastiriimasinda kullanilabilir.

dislk oldugundan, fazla

degildir. supheli salginin

Diger metod, unileteral nested PZR
ve hibridizasyon analizi ile 1IS6710 ve MPTR
arasindaki mesafe farkliigini arastirmaya
dayalidir. Yontemin eksikligi PZR rtnlerinin
sinirli sayi ve buyuklikte olmasidir .

Mikst baglayici PZR (Mixt linker-
IS67110 element

bir amplifikasyon yéntemdir.

PCR):
dayall

polimorfizmine
ik
islem olarak Hhal restriksiyon endonikleaz
kullanilarak DNA kesilmektedir.

Olusan butin fragmentler 3’ c¢ikintili uca

enzimi
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sahiptir ve bodylece komplementer &’
cikintih uca sahip “linker” ile
baglanabilmektedr (ligation). Cift zincirli
linker, bir primer baglanma vyeri
icermektedir. Bu 6zel zincir timidin yerine
urasil igerdiginden “mixed linker” adini
almaktadir. PZR’da kullanilan primerlerden
biri IS6110'a, digeri ise linker'a
baglanmaktadir. Urasil baz ciftleri, urasil N
glikozilaz ile uzaklastirildigi i¢in, PZR’nun ilk
siklusunda linker primeri baglanamaz.
IS6710un 3’ ucuna 6zglu diger primer ise
yalnizca bir zincirin amplifikasyonunu
gerceklestirmektedir. ik siklustan sonra,
linker primer baglanma yeri yeniden
olugturulmaktar ~ve  polimeraz  zincir
yalnizca IS6110-3’

fragmentlerinin amplifikasyonu icin devam

reaksiyonu
edecektir. Amplikonlar agaroz
elektroforezinde vyurutilerek fragmentlerin

ayristirilmasi gerceklestiriimektedir. Yéntem

IS6110-RFLP’den daha hizl, fakat
diger PZR bazl tekniklerden yavastir.

Direkt tekrarlanan element-PZR
(Direct  repetitive  element-PCR).  Bu
Sekil 4-DRE-PZR’nin sematik gortntisu .

Kismi nested ters PZR (Hemi-
nested inverse PCR): 1IS6110 diziliminin bir
parcasi ve onun yanindaki dizilimin birlikte
amplifikasyonu yapilmaktadir. Metot, teknik
olarak basit ve standart RFLP ile
kiyaslandiginda mikemmel ayrim gucune
sahiptir.

Yeni bir metod olarak, basit DNA
ekstraksiyon protokolonu takiben
IS67110°nun ters tekrar dizilimini (inverted

repeat sequence of 1S6770) hedefleyen

yontemde iki tekrarlanan element olan
IS67110 ve PGRS'nin arasinda kalan DNA
segmentlerinin amplifikasyonu
yaplimaktadir.  Elementlerin  arasindaki
mesafeye ve elementlerin tekrar sayisina
bagli olarak gelistirilen bant polimorfizmi
tiplemede kullaniimaktadir. Yéntem, %96'lik
prediktif degere sahiptir ve DNA paternleri
epidemiyolojik calismalarda kullanilabilecek
yeterli stabilitede gdrilmektedir. iki
tekrarlayan element arasindaki
segmentlerin amplifikasyonu i¢in doért adet
primer kullaniimaktadir. Pimerlerden bir gifti
(Ris1 ve Ris 2) 1IS67110, diger ¢ift (Pntb 1
ve Pntb2) PGRS‘nin u¢ kisimlar icin
Ozgulddr. Primerler, tekrarlayan
elementlerin her iki ucundan digsa bakacak
sekilde dizayn edilmistir (Sekil 4). Boéylece
tekrar elementlerinin arasinda kalan DNA
dizilimlerinin ~ amplifikasyonu mUmkin
olmaktadir.  Yéntemin tekrarlanabilirligi
disik (%58), fakat ayirm guicli yuksek
bulunmustur. Bu nedenle, primer tipleme
metotlariyla grup (cluster) iginde bulunan
suslarin dogrulanmasi amaciyla

kullanilabilir.

tek primerin kullanildigi PZR dnerilmigtir.
blyudklikteki

ayirmini

Metot yaklasik ayni
amplifikasyon drtnlerinin
yapamamaktadir ve bu ylzden standart
RFLP ile  kargilagtirilabilir  sonuglarin
alinabilmesi icin ilave bir restriksiyon
asamasi gerekmektedir.

16S- ve 23S rRNA-bazli
metotlar. 16S ve 23S rRNA’yl kodlayan
genlerin arasindaki ayirici boélgenin
(spacer region) ampifikasyonu ve

amplikonlarin restriksiyon enzimleriyle



kesilmesi, M. tuberculosis  suslarinin
tiplendirilmesinde  kullanilmigtir.  Random
amplified  polymorphic DNA (RAPD)
analizinin  kullaniimasiyla ayirm gucl
artinlmistir. Ancak RAPD bazili metodun
tekrarlanabilirligi ve son ayirim gucu sinirli
bulunmusgtur.

DR bélgesine dayali PZR
metotlari (direct variable repeat
PCR). Yontem, DR bolgesi igindeki
IS6710un disa dogru amplifikasyonuna
(outward amplification) dayanir. Olusturulan
sus spesifik amplifikasyon bantlari, DR
probu ile hibridizasyona sokulmaktadir.
Sinirli sayida sus test edildiginde iyi ayirm
glcline sahiptir. Fakat DR bdlgesinin
stabilitesi 1S6770'unkinden daha ylksek
oldugundan, IS67710-RFLP ile farkh bulunan
suglar, bunda ayni gérilebilmektedir.

Spoligotyping
oligonucleotide typing). Bu yontem,

(Spacer

kromozomal DR lokusundaki polimorfizmi
g6stermeye dayanir. DR dizilimini hedef
alan  primerler kullanilarak  DR’lerin
arasindaki  farkh  ayiricilar  (spacers)
amplifiye edilmektedir. Sonra,
amplifikasyon ardna, membrana
baglanmis olan ve DR’ler arasinda lokalize
olan farkli ayirict (spacer) bdlgelere
komplementer olan 43 farkh oligonukleotit
probla hibridizasyona sokulmaktadir. Ayirci
dizilimlerin varligi veya yoklugu dijital
olarak gbézlenmektedir. Benzer veya farkli
olan susglar kendilerinin spoligotipleme
patternleri ile ayrilmaktadir. Ayirici (spacer)
dizilimler suslar arasinda degdisim
gostermektedir ve hibridizasyon
membraninin sabitlesme yilizeyinde leke

seklinde gorulmektedir.

Riza Durmaz

Bu metod 1S6770'nun arkasindan,
tuberkllozun epidemiyolojisinde en yaygin
olarak kullanilan metottur. Basit, hizli ve
tekrarlanabilirligi oldukca yuUksektir. Ylksek
kopya sayilli suslar analiz edildiginde
spoligotiplemenin ayirrm glictu 1S67110
tiplemeden daha dusulktir, fakat dusuk
kopyali suslarin degerlendiriimesinde
Ustinddr. Ayirim guclu dusidk veya orta
seviyede olmasi nedeniyle, ikinci bir
yontem  olarak  kullaniimaktadir. M.
tuberculosis ve M. bovis ayrimini
yapabilmektedir.

Aralik olusturan dizilimler (spacers)
delesyonla kaybedilebilmekte ve bir hastada
ayni anda iki farkh spoligotipleme
saptanabilmektedir. Bunlardan biri orijinal
susa ait, diger ise ayni susun delesyon
olusmus formuna ait olabilir. Delesyon,
hasta susu tasidigi zaman periyodu icinde
olusabilmektedir. Fakat bu tip delesyon

oldukga nadirdir.

Minisatellite-based  methods.
Degisik sayida sirali tekrarlar [variable
numbers of tandem repeats (VNTRSs)]
iceren klUcuUk wuydulara (minisatellites)
dayali metotlarin, M.  tuberculosis
tiplemesi icin efektif ve uygulanabilir
olduklari  gdésterilmistir. M. tuberculosis
genomunda bdyle 41 farkli degisebilen siral
tekrarlar (variable tandem repeats) tanimlamis
ve bunlara mycobacterial interspersed repet-
itive units (MIRUs) adi vermistir. Bu lokuslar
PZR-bazli tipleme metodunun temelini
olusturur. Iki tip sirali tekrar (tandem repat)
tanimlanmistir: major polymorphic tandem
repeat (MPTR) lokuslar ve exact tandem

repeat (ETR) lokuslari. Sirali  tekrar
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lokuslarindan (tandem repeat loci) elde
edilen PZR Urdnlerinin dizi analizi yapilarak,
sirali tekrarlarin sayisi ve bunlarin (tandem
repeats) her iki yaninda lokalize olmus DNA

segmentlerinin buyukligu belilenmektedir.

Bu metod otomatize edilebilir,
tekrarlanabilir, M. tuberculosis kompleks
izolatlar  icin  duyarli ve  &zguldur.
Tuberkllozun global epidemiyolojik
surveyansi igin uygundur. Otomatik bir dizi
analiz cihazi olan laboratuvarlar igin
metodu kurmak olduk¢a kolaydir. PZR
bazli yéntemler gibi ayni gin icerisinde
sonug verebilmektedir. Ancak altyapi
gereksinimleri bu metodu bulyik referans ve
aragtirma
getirmektedir. 1IS6110 RFLP ve

Spoligotyping ile kiyaslandiginda, MIRU-

merkezleriyle  sinirh hale

VNTR tipleme daha fazla ayirici profil
olusturmaktadir. European Union
Concerted Action Meeting goérusine goére
tiberkulozun kontrolu ve epidemiyolojisi
igin yeni genetik marker ve teknikler, MIRU-
bazli tipleme metotlaridir. Bu metotlar, kabul
edilebilir uluslar arasi standart protokolln

adaptasyonunu takiben, yakin gelecekte

IS67110'u gblgede birakacaklardir.
Amplifikasyon bazli yéntemlerinin érnekleri

Tablo 2’de gorulmektedir.

TIPLEME METOTLARININ OZEL
UYGULAMASI

Molekller tipleme metotlarinin uygulamalari
iki farkli strateji icinde gruplandirilabilir. 1)
Gorilen salginin dogrulanmasi, yeni bulasa
06zgl zincirinin belirlenmesi. Bu tip bulas;
kurumlarda, toplumdaki komsular arasinda
ve laboratuardaki Ornekler arasinda
olugsabilmektedir. 2) Genis toplumlardaki
tiberkuloz basillerinin transmisyon
dinamiklerini analiz etmek igin populasyon
seviyesindeki M. tuberculosis tipleme
verilerinin  yorumlanmasi. Bu  analiz,
hastaligin  patogenezinin  anlasiimasina
yardimci olmak ve yayllmayi énlemek igin
bireysel hastalara da  uygulanabilir.
Sekonder tiberkulozun ekzojen
reinfeksiyon mu yoksa endojen
reaktivasyon mu oldugunun

belirlenmesinde kullanilabilir.



Riza Durmaz

Tablo 2. M.tuberculosis’in tiplendiriimesinde kullanilan yontemlerin karsilagtiriimasi

1S6110

RFLP’ye Tekrarla-
Metot Hedef dizi kiyasla ayirim Sinirlamalar nabilirlik
RFLP (Pvull) 1S6110 Disuk kopyal suslar 100
RFLP (Alu ) PGRS Benzer Fazla bant olusumu 100
Amplityping 1S6110 Benzer Tekrarlanabilirligi dugtk
IS6110-ampliprinting IS6110/MPTR Benzer Kuguk PZR Grunleri 39
RAPD analizi 16S-23S spacer YUksek Tekrarlanabilirligi duguk
RAPD analizi ISs Benzer Tekrarlanabilirligi dugtk
Mixed-linker PCR IS6110/linker  Yuksek Tekrarlanabilirlik ve 100

Direct variable repeat 1S6110/DR Benzer

Uygulanabilirlik ?
Kompleks PZR

Double repetitive IS6110/PGRS  Benzer Yok 58
element PCR
Spoligotyping DR/spacers Dusuk 1IS6110 kopya sayisi fazla 94
olanlarda ayirim gucu dusuk
MIRU-VNTR MIRU Degisken Yok 100
iceren M.  tuberculosis izolatlari.

Genis ulusal ve uluslararasi

calismalar:

IS6710-RFLP, tlberkllozun uluslar arasi
epidemiyolojisinin ¢aligiimasi i¢in standart
metot olarak kabul edilmektedir. PGRS
tipleme, 1S6710 ile ayni grup iginde
tanimlanan suslar arasindaki benzerligi
dogrulamak veya dusuk kopyall suslari
tiplendirmek icin  O6nerilmektedir.  Bu
ybntemle Uretilen bantlarin fazla sayida
olmasi  agaroz  jeldeki  goérintinin
yorumlanmasinda zorluk olusturdugundan,
bunun bir primer tipleme teknidi olarak
uygulamalarini  sinirlamaktadir. Ozel bir
susun veya organizma grubunun [6rnegin

Beijing susu; 35-43 spoligotype spacers

transmisyonu calisilacagi durumlarda,
izolatlar MIRU-VNTR veya spoligotyping
gibi  amplifikasyon bazhh  ydntemlerle
taranabilir ve sonra 1S6110- RFLP ile

suglarin ayni olup olmadiklari dogrulanir.
Lokal salgin arastirilmasi

Genotipleme, hapishane, okul, huzurevi,
fabrika, bar gibi bir sosyal kurulusun
icindeki veya hastahanelerdeki salginla
ilikili suglarin karakterizasyonunda
kullaniimaktadir. Salgini dogrulamada ve
gelisen cogul direncin (multi-drug
rezistans=MDR) izlenmesinde yararli
olmaktadir. Bu tip salginlarin ¢ogunda iki
ortak 6zellik vardir: ilki, izolatlar siklikla

kolayca tanimlanabilen bir fenotipik

2



karakter (ilag duyarhlik profili  gibi)
bakimindan birlikte gruplandiriimaktadirlar.
ikincisi, salginlar genellikle immun sistemi
baskilanmis kisilerde gérilmektedir. Bu
durumlar yok ise, nozokomiyal veya diger
kurumsal bulas elimine edilebilir.

IS6110 sikhkla buyuk merkezler
icin kullaniimaktadir ve analizlerde dnemli
gecikmeye yol agmaktadir. Salginlarin
kisa surede degerlendiriimesinde daha
hizli metotlar faydali olabilir. ik PZR-bazli
tipleme teknikleri yetersiz tekrarlanabilirlik
gOstermekte veya spoligotiplemede oldugu
gibi ayinm gugleri diistk olmaktadir. Fakat,
MIRU-VNTR, bu problemlerin lstesinden
gelmis gibi goérulmektedir. Bu metotlar, bir
hastahane klinigindeki salgin siiphesinde

kullanilacak hizli tipleme i¢in uygundurlar.

Laboratuvar ici gapraz bulasin
degerlendirilmesi:

Laboratuvar iGi capraz bulas,
tiberkulozdaki suregelen problemlerden
birisidir. Capraz bulas oranlar %0.1-65
arasinda degismektedir. En iyi organize
edilmis laboratuvarlarda oran <1% olmalidir.
Molekiler  tipleme  teknikleri  ¢apraz
bulagsmay! g0Ostererek, gereksiz tedavinin
onldne gegmektedir.

PZR-bazl amplifikasyon metotlari,
basit ve hizli olmalari nedeniyle bu
uygulama igin ¢ok 6nemlidir. Muhtemel
¢apraz bulas 1S6710-RFLP gibi belirleyici
bir ydntemle dogrulanabilir. Bu gibi
durumlarda; PZR’nin hizi ile I1S67710un
ayirim gicund almig olan spoligotipleme
veya MIRU-VNTR daha uygun

gorilmektedir.

Riza Durmaz

Arastirmaciya disen c¢ok sayida
molekller tipleme yobntemi arasindan
amacina en uygun olani se¢mektir. Bu
segimi yapmada, Kanduma ve
arkadaslari tarafindan hazirlanmis olan
diyagram yararli olabilir (Sekil 5).

Sonug:

M.  tuberculosis  suslarinin  molekuler
tiplemesi, epidemiyolojik durum hakkinda
bilgi verebilir ve tiberklloz pandemisinin
karakterizasyonunda kullanilabilir. Ancak
molekuler tipleme her zaman geleneksel
epidemiyoloji ile  korelasyonlu olarak
disundlmelidir. Ginimizde M.
tuberculosis suslarinin  tiplendiriimesinde
referans standart metot 1S6770 RFLP’dir.
Bu, ayirt ediciligi en yuksek olan metot
olarak degerlendirilir. Ancak uzun zaman
almakta, deneyimli personel ve gelismis alt
yapi gerektirmektedir. Bu nedenle alternatif
olarak PZR  bazl yeni metotlar
geligtirilmigtir. Ne yazik ki bu yeni metotlarin
hic biri tek basina 1IS6770 RFLP ile ayni
ayirt etme yetenegini  gbésterememistir.
Daha yuksek ayirt etme 6zelligi elde etmek
icin yukarida tanimlanan PZR metotlarin
ikisi yada daha fazlasi kombine edilebilir.
Birinci metot ile grup olusturan suglar
belirlenir, ikinci metot ile grup icindeki
suglarin dogrulamasi yapilr. Givenirligin
yuksek olmasi igin iki metodun tercihen
farkli genetik pleomorfizmi  kullanmasi
gerekir. En az iki bagimsiz markerla uyumlu
sonuglar aliniyorsa, bakteri
populasyonunun klonal iligkisi belirlenebilir.

Tlberkulozun molekuler
epidemiyolojisi ile iliskili ¢alismalar heniiz
temel disiplinlerde devam etmektedir.

Molekuler teknikler hizl, basit, glivenilir ve
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maliyeti uygun, tim dlnyada ulasilabilir molekiler biyolojide c¢ok sayida insanin
haline getirildiginde, klinisyen icin gercekten editimi  ve  bilgilendiriimesi  dnemlidir.
etkin olacaktir.
Tlberkulozu global olarak azaltmak
icin ve son hedef olan hastaligin
eradikasyonu igin, mevcut butin tanisal ve
terapdtik  araglar  kullaniimahdir.  Bu
metotlarin yalniz endustriyel Ulkelerde degil,
gelismekte olan Ulkelerde de uygulanmasi

icin gerekenler yapilmaldir. Bu baglamda,

Thisal
Thuslar aran Lokal salgm
Cahsmalar T.ah ranmar hulac
I56110
tiplerne
Cruplar.ve <:| Yiiksek kepya ﬁ %
diigiik kepyah avih auglar
suslar 5 Gup vok Gruplamia
ﬂ ﬂ Salgm ve fapraz
bulaf dimnine
Sonuuoun olilir.
o> o) [ A
Tanardanan
salymn suglan

Sekil 5-Arastirma amacina uygun olarak tipleme ydntemlerinin akis diyagrami.






Tiiberkiilozun Epidemiyolojik Arastirmalarinda Laboratuvarin Yeri

KAYNAKLAR
1-Abed Y, Bolted C, Mica P. Identification and

strain  differentiation of Mycobacterium
species on the basis of DNA 16S— 23 S
spacer region polymorphism. Research
Microbiol 1995;146: 405— 413.

2-Braden CR, Templeton GL, Cave MD, et al.
Interpretation of restriction fragment length
polymorphism analysis of Mycobacterium
tuberculosis isolates from a state with a large
rural population. J Infect Dis 1997;175:1446-
1452.

3-Collyns TA, Gascoyne-Binzi DM, Hawkey
PM. Molecular

Mycobacterium tuberculosis: does it help in

fingerprinting of

understanding the  epidemiology  of
tuberculosis. Rew Med Microbiol 2002; 13
(3):119-127.

4-Cowan LS, Mosher L, Diem L, Massey JP,
Crawford JT. Variable-number tandem repeat
typing of mycobacterium tuberculosis isolates
with low copy numbers of IS6710 by using
mycobacterial interspersed repetitive units. J
Clin Microbiol 2002; 40: 1592-1602.

5-Durmaz R. Mycobacterium tuberculosis
suslarinin  genotiplendirmesi: 1S6110 ve
pTBN12 fingerprinting. In Durmaz R (ed).
Uygulamali Molekuler Mikrobiyoloji. 2. baski.
istanbul. Nobel Tip Kitabevleri Ltd Sti.
2001:181-200.

6-Durmaz R, Gunal S, Yang Z, Ozerol IH, Cave
MD. Molecular epidemiology of tuberculosis.
Press in CMI 2003; 9:000-000.

7-Ellis BA, Crawford JT, Braden CR, et al.
Molecular epidemiology of tuberculosis in a
sentinel surveillance population. Emerg
Infect Dis 2002;8:1197-1209,

8-Fletcher HA. Molecular epidemiology of
tuberculosis: recent developments and
applications. Curr Opin  Pulm Med
2001;7:154-159.

9-Foxman B, Riley L. Molecular epidemiology:
focus on infecton. Am J
2001;153:1135-1141.

10-Friedman CR, Stoeckle MY, Johnson JR,

Riley LW. Double-repetitive-element PCR

Epidemiol

method for sub-typing M. tuberculosis clinical
isolates. J Clin Microbiol 1995;33:1383-1384.

11-Hermans PWM, van Soolingen D, Dale JW, et
al.  Insertion element 1S986  from
Mycobacterium tuberculosis: a useful tool for
diagnosis and epidemiology of tuberculosis. J
Clin Microbiol 1990: 28; 2051-2058.

12-Jasmer RM, Hahn JA, Small PM, et al. A
molecular epidemiologic analysis of tuberculosis
trends in San Francisco, 1991-1997. Ann Intern
Med 1999;130:971-978.

13-Kamerbeek J, Schouls L, Kolk A, et al.
Simultaneous detection and strain
differentiation of Mycobacterium tuberculosis for
diagnosis and epidemiology. J Clin Microbiol
1997;35: 907—914.

14-Kanduma E, McHungh TD, Gillespie SH.
Molecular  methods  for  Mycobacterium
tuberculosis strains typing: a users guide. J Appl
Microbiol 2003; 94: 781-791.

15-Kochi A. Tuberculosis: distribution, risk
factors, mortality. Immunobiol 1994;191: 325-
336.

16-Kremer K, van den Brandt A, Kurepina NE,
Glynn J, Bifani PJ, van Soolingen D. Definition
of the Mycobacterium tuberculosis Beijing
genotype. European Union Concerted Action
meeting 'New genetic markers and techniques
for the epidemiology and control of
tuberculosis', Cascais, Portugal. 2002.

17-Kremer K, Van Soolingen D, Frothingham
R, et al. Comparison of methods based on
different molecular epidemiological markers for
typing of Mycobacterium tuberculosis complex
strains: inter-laboratory study of discriminatory
power and reproducibility. J Clin Microbiol

1999; 37:2607-2618.



18-Lockman S, Sheppard JD, Braden CR, et
al. Molecular and conventional epidemiology
of Mycobacterium tuberculosis in Botswana:
a population-based prospective study of 301
pulmonary tuberculosis patients. J Clin
Microbiol 2001;39:1042-1047.

19-Maguire H, Dale JW, McHugh TD, et al.
Molecular epidemiology of tuberculosis in
London 1995 to 1997 demonstrating low
rate of active transmission. Thorax 2002;57:
617—622.

20-McHugh TD, Dickens A, Gillespie SH .
False molecular clusters due to non-random
association 0ofIS67110 with Mycobacterium
tuberculosis. J Clin Microbiol 2000;38:2081-
2086.

21-McHugh TD, Newport LE, Gillespie SH.
IS6110 homologs are present in multiple
copies in mycobacteria other than
tuberculosis. J Clin Microbiol 1997;35:1769-
1771.

22-Mostrom P, Gordon M, Sola C, Ridell M,
Rostogi N. Methods used in the molecula
epidemiology of tuberculosis. CMI (2002);8:
694-704.

23- Raviglione MC, Jr. Snider DE, Kochi A.
Global  epidemiology of tuberculosis.
Morbidity and mortality of a worldwide
epidemic. JAMA 1995;273: 220-226.

24-Small PM, Hopewell PC, Singh SP, et al.
The epidemiology of tuberculosis in San
Francisco: a population-based study using
conventional and molecular methods. N Engl
J Med 1994;330:1703-1709.

25-Small PM, Mc Clenny NB, Singh SP,
Schoolnik GK, Tompkins LS, Mickelsen PA.
Molecular strain typing of Mycobacterium
tuberculosis to confirm cross-contamination
in the mycobacteriology laboratory and
modification of procedures to minimize
occurence of false positive cultures. J Clin
Microbiol 1993:31;1677-1682.

Riza Durmaz

26-Supply P, Mazars E, Lesjean S, Vincent V,

Gicquel B, Locht C. Variable human
minisatellite-like regions in the Mycobacterium
tuberculosis  genome. Molecular  Microbiol
2000;36: 762—771.

27-van Embden JDA, Cave MD, Crawford JT,

et al. Strain identification of Mycobacterium
tuberculosis by DNA fingerprinting:
recommendations for a standardised
methodology. J Clin Microbiol 1993;31: 406-

409.

28-Van Soolingen D, De Haas PE, Hermans

PW, Groenen PM, van Embden JD.
Comparison of various repetitive DNA
elements as genetic markers for strain
differentiation and epidemiology of M.
tuberculosis. J Clin Microbiol 1993;31:1987-
1995.

29-Van Soolingen D, Hermans PWM, de Haas
PEW, Soll DR, van Embden JDA. Occurrence
and stability of insertion sequences in
Mycobacterium tuberculosis complex strains:
Evaluation of an insertion sequence dependent
DNA polymorphism as a tool in the
epidemiology of tuberculosis. J Clin Microbiol
1991; 29; 2578-2586.

30-Yang Z, Chaves F, Barnes PF, et al
Evaluation of method for secondary DNA typing
of Mycobacterium tuberculosis with pTBN12 in
epidemiological study of tuberculosis. J Clin
Microbiol 1996; 34:3044-3048.

31-Yates DM, Drobniewski AF, Wilson SM.

PCR-based

epidemiological typing method for routine

Evaluation of a rapid

studies of M. tuberculosis. J Clin Microbiol
2002;40: 712-714.

32-Yuen KY, Chan CM, Chan KS, Yam WC,
Ho PL, Chau PY. IS6110 based amplityping
assay and RFLP fingerprinting of clinical
isolates of M. tuberculosis. J Clin Pathol
1995;48:924-928.



Tiiberkiilozun Epidemiyolojik Arastirmalarinda Laboratuvarin Yeri



