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1. OZET

Mycobacterium tuberculoss Suslarimn MIRU-VNTR ve ETR-VNTR Yodntemiyle

Molekller Tiplendirmes

Dunyada Mycobacterium tuberculosis suslarinin epidemiyolojisi ile ilgili yaygin
sekilde arastirmalar yapilmasina karsin, Ulkemizde bu konuda yeterli veri bulunmamaktadir.
Molekuler tiplendirme yontemleri M. tuberculosis suslarimin epidemiyolojik ¢aligmalarinda
Onemli yer tutmaktadir. Birgok molekiler tiplendirme yontemi bulunmasina karsilik son
yillarda yapilan caligmalarin sonuclarina gore Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
(MIRU) - Variable Number Tandem Repeats (VNTR) yontemi; ayrim guci ile
tekrarlanabilirligi yiksek, uygulamasi kolay, ¢cok merkezli calismalara uygun ve otomatize
edilebilir bir yontemdir. MIRU-VNTR yoOnteminin tuberktlozla iligkili  molekiler
epidemiyolojik calismalarda kullamimi giderek artmakta, yakin gelecekte diger yontemlerin
yerine gegecesi disiiniilmektedir. Ulkemizdeki diger molekiler yontemlerde oldugu gibi
MIRU-VNTR profilleri konusunda da yeterli veri bulunmamaktadir. Bu c¢alismada,
bolgemizden soyutlanan 152 M. tuberculosis izolatimn MIRU-VNTR yamsira ETR-VNTR
yonteminin de kullamilarak tiplendirilmesi amaglanmis ve ETR gen bdlgesi primerlerinin
calismaya eklenmesinin, sadece MIRU gen bdlgesi primerleri kullanilarak ortaya ¢gikan ayrim

guciine etkisi arastirild.

QBASIC 4.5 programlama diliyle bu ¢alisma igin hazirlanmis bir bilgisayar program
yardimiyla 152 MIRU-VNTR ve ETR-VNTR sonucu retrospektif olarak analiz edildi. Bu
program araciligiyla, 12 MIRU ve 3 ETR gen bolgesinin her primerinin ve primer
kombinasyonlarinin ayrim guicti yan sira olusan kiime sayilar1 ve tek izolatlar belirlendi.

Elde edilen sonuclara gore primer setleri tek baslarina degerlendirildiklerinde en
yuksek ayrim guct MIRU 26 primeriyle saptamirken, en disuk ayrim MIRU 39 primeriyle
elde edildi. 12 MIRU gen bolgesi primerine 3 ETR gen bolges primeri eklendiginde ortaya
¢cikan kime sayisinin 111 den 122 ye ciktigim ve ETR gen bdlges primerlerinin ayrima
onemli katki sagladigi gorilmektedir. 12 MIRU gen bolgesi primerlerinin kullammiyla ek
olarak 3 ETR gen bodlgesi primerlerinin kullanim yani 15 primerin toplu kullamm
karsilastirildiginda; ilk dort sirada tercih edilen primerlerde (MIRU 26, MIRU 40, MIRU 16
ve MIRU 10) degisiklik olmadig:1 saptand: (Tablo 4-5). Fakat gerekli ayrim saglamak igin
kullanilmasi gereken 5. primer olan MIRU 23'Un yerini ETR-A gen bolgesinin aldigi
belirlendi.



Bir tiplendirme yonteminin ayrimi gugli bir sekilde yapmasinin yaninda hizli sonug
vermesi ve ekonomik olmasi da Onemlidir. M. tuberculosisin molekiler olarak
tiplendirilmesi gerektiginde ve epidemiyolojik calismalarda yontemin daha hizli sonug
vermes ve ekonomik olmasi icin MIRU ve ETR gen bolgeleri primerlerinin kademeli bir

sekilde kullamImas: gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Sozcukler: Mycobacterium tuberculosis, molekiler tiplendirme, MIRU-VNTR,
ETR-VNTR



2. SUMMARY

Molecular typing of Mycobacterium tuberculosis isolates using MIRU-VNTR and ETR-
VNTR methods

In spite of global epidemiological investigations on Mycobacterium tuberculosis
isolates, there is insufficient datarelated to our country. Molecular typing methods play a key
role in epidemiological studies. Although many methods were used for molecular typing,
recent researches show that Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (MIRU)-Variable
Number Tandem Repeats (VNTR) method has a high discriminatory power and
reproducibility, is easy to perform, and available for multi-centric studies and automation. As
is the case in the other molecular typing methods, there is insufficient data for MIRU-VNTR
profile related to our country. The aim of this study was molecular typing of 152 clinical
isolates which were isolated from our region, by ETR-VNTR in addition to MIRU-VNTR.
The addition of ETR loci primers to MIRU loci primers allowed us to assess its effect on
discriminatory power when compared to using MIRU alone.

A retrospective analysis of 152 MIRU-VNTR and ETR-VNTR data was performed by
a computer based program which was prepared by using QBASIC 4,5 programming language.
By this program, individual and combined discriminatory powers of 15 different primers (12
MIRU and 3 ETR loci) were calculated, the clusters were differentiated and unique isolates
were identified.

According to the results of this study, MIRU loci 26 has the highest and MIRU loci 39
has the lowest discriminatory power. Our results indicate that the addition of these 3 ETR
loci, increases the clusters 111 to 122, and discriminatory power obtained with the 12 MIRU
loci. First four primers (MIRU 26, MIRU 40, MIRU 16 ve MIRU 10) which have the highest
discriminatory power, remained unchanged when compared 12 MIRU with 12 MIRU and 3
ETR (Table 4-5). However, it was determined that ETR-A loci took the fifth highest place
instead of MIRU 23.

Beside discriminatory power, rapidity and cost-effectivity of a typing method is also
considerable. As a conclusion, to get more rapid and economic epidemiological investigations
and molecular typing of M. tuberculosis in case of necessity, MIRU and ETR loci primers
have to be performed progressively.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, molecular typing, MIRU-VNTR, ETR-VNTR



3. GIRIS ve AMAC

TUberkiloz (TB), insanlar arasinda yuksek derecede bulasici bir hastaliktir. Etkin
ilaglar ve korunma onlemlerine ragmen dinya nifusunun Ggte birinin (1,7 milyar Kisi)
Mycobacterium tuberculosis ile enfekte oldugu ve klinik TB gegirme riski tasidig
Ongorulmektedir. Gunumuzdeki yaklasimlar degismezse, Onumuzdeki 20 yil igerisinde
yaklasik 200 milyon kisinin hastalik gegirme riski olacag: dngorulmektedir. Tuberkiloz, insan
morbidite ve mortalitesinin tim dinyada ve Ulkemizde dnemli bir nedeni olmaya devam
etmektedir. TB, 1549 yaslar arasinda tek bir enfeksiydz hastaliktan 6lim nedenleri arasinda
ilk siradadir. Bu hastalikla iliskili olarak, her yil yaklasik sekiz milyon yeni aktif olgu ve Ug
milyon 6lum rapor edilmektedir (1,2). Ulkemizde 2005 yil1 verilerine gore TB insidanst yiiz
binde 26 olarak bildirilmistir. Enfeksiyon prevalans: da %25 olarak belirlenmistir. Ulkemizde;
TB vakalarimin buyuk bir kismi geng nufusta gorulirken, kadinlara gore erkeklerde 2,5 kat
daha fazla enfeksiyon gelismektedir (3).

Halk sagligim ilgilendiren diger enfeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi TB'da da
korunma Onlemleri en az tedavi kadar 6nemlidir. Korunma onlemlerinin alinmasinda gerekli
stratejilerin  belirlenmesi  igin  bulas kaynaklarimin ve salginlarin ortaya gikarilmast
gerekmektedir. Hastalik olusmadan M. tuberculosis yayilimimin sinmirlandiriimas baglica
amaci olusturmaktadir. Aktif TB’lu olgularin tam ve tedavisinde ¢ok uzun sire ve yiksek
maliyet gerekmektedir. Belirli M. tuberculosis susunun duyarl bir poptlasyonda yayilirken
yakalanmasinin ¢ok zor oldugu bilinmektedir. Aktif TB’lu bireylerden soyutlanan izolatlarin
tiplendirilmesi; enfeksiyon kaynagi, yayilim dinamigi ve Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda
Onemli rol oynamaktadir.

Mikobakterilerin tiplendirilmesinde; biyokimyasal testler, duyarlilik test sonuglar: gibi
geleneksel yontemler kullanilmig, fakat yeterli sonuc elde edilememistir. M. tuberculosis
kompleks suslarimin  aymriminda fa tiplendirmesi de denenmis, fakat birkag tipi
tanimlayabilmesi ve teknik olarak ¢esitli sorunlar icermesi nedeniyle sinirli kullamm alam
bulmustur. Serotiplendirme ise, M. tuberculosis kompleks icerisindeki suslarin farkliliklarin
saptayamamistir. Bu nedenle, M. tuberculosis suslarimin tiplendirilmesinde molekiler
yontemler kullanimaktadir (4).

Tuberkilozun tarm ve tedavisinin basarili bir sekilde yapilabilmesi, etkili koruma ve
kontrol 6nlemlerinin alinmasina ve tuberkilozun epidemiyolojisinin anlasilmasina baglidir.



Molekuler tiplendirme yontemlerinin gelismesi, klasik epidemiyolojik verilerin
degerlendirilmesine buytk katki  saglamistir.  Tiarkiye'de tUberkilozun  molekiler
epidemiyolojisi ile ilgili calisgmalar daha cok 1S6110 RFLP ve pTBN12 tiplendirme
yontemlerine dayal1 olarak yapilmstir (5,6).

Tiplendirme yontemlerinin; uygulamasi kolay, hizli, yinelenebilir, ekonomik ve klinik
ornege direkt olarak uygulanabilir olmasi tercih edilmektedir. Gunumuizde kullamlan
yontemler bu kriterlerin tumini karsilayamamaktadir. Ayrica, yontemin ayrim gucu ve
stabilitesi epidemiyolojik arastirmalarda 0nem tasimaktadir. Salginlarin kontrol altina
alinmasinda mikroorganizmalar arasindaki  evrimsel  gesitliligin - (genetik  yakinligin)
gogterilmesi igin genetik belirleyicilere gereksinim duyulmaktadir (7).

M. tuberculosis in molekiler tiplemesi icin altin standart 1S6110-Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) metodudur. Standardizasyonu saglanmis olmasina ragmen,
uzun zaman amasi, kultire gereksinim duyulmasi, yiksek maliyet, RFLP profillerinin
l[aboratuvarlar arasi karsilastirilmasinin zorlugu ve dusiik kopya sayili suslarin ayrimindaki
yetersizlik, bu yontemin dinya capindaki epidemiyolojik calismalarda kullammim
sinirlamustir (7,8).

Son vyillarda yapilan calismalarin sonuclarina gore Mycobacterial Interspersed
Repetitive Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats (VNTR) yontemi; ayrim gicu ile
tekrarlanabilirligi yiksek, uygulamasi kolay, ¢cok merkezli ¢alismalara uygun ve otomatize
edilebilir bir yontemdir (5,9,10). Tuberkilozun kuresel epidemiyolojik slrveyans: igin
uygundur. Polimeraz zincir tepkimesi (PZT) bazli bu yontemle ayni giin igerisinde sonug
verilebilmektedir. 1S6110 RFLP ve spoligotipleme ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR tipleme
daha fazla ayirict profil olusturmaktadir. Bu nedenle, kabul edilebilir uluslararasi standart
protokoliin adaptasyonunu takiben MIRU-VNTR yontemi, yakin gelecekte 1S6110'u gdlgede
birakacaktir (5,9-13).

Ulkemizde ve tim diinyada cok fazla sayida insam enfekte eden ve aktif hastalik
olusturan TB ile savasimda uluslararasi stratgjilerin belirlenmesi gereklidir. Tlberktlozun
epidemiyolojisinde molekiler tiplendirme yontemlerinin rutin  kullammu, hastaligin
yayiliminin ortaya cikarilmasim ve tim toplumu ilgilendiren bu halk sagligi sorununa karsi
koruyucu onlemler alinmasini saglayacaktir. M. tuberculosis suslarimin yayilim dinamigi ve
Ozelliklerini ortaya gikarabilmek amact ile farkli cografik bolgelerde ve laboratuvarlarda gok
sayida susla yapilan calisma sonuclar karsilastirilmalidir.



Ulkemizdeki MIRU-VNTR profillerinin  neler oldugu konusunda yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu calismada, bdlgemizden soyutlanan M. tuberculosis izolatlarinin
tiplendirilmesinde MIRU-VNTR ve ETR-VNTR yontemi birlikte kullanilmistir. Bu ¢alisma,
Ulkemizde ilk defa MIRU-VNTR ve ETR-VNTR yonteminin birlikte kullamldig: arastirma
Ozelligindedir. Elde edilen sonuglar, yiksek virulansa sahip izolatlarin saptanmasina,
laboratuvar gapraz kontaminasyonlarinin belirlenmesine ve reaktivasyon-reenfeksiyon ayirimi
icin gerekli molekuler epidemiyolojik calismalara 1sik tutacaktir.



4.GENEL BIiLGILER
4.1 Kisa Tarihge

Mikobakteriyel enfeksiyonlarin ilk kez M.O. 8000 yillarinda, insanlarin yerlesik
toplum dizenine gecmeleri ve sigirlart  evcillestirmesiyle birlikte ortaya ¢iktigi
dustnulmektedir. Milyonlarca yil 6nce Kuzey Afrika da ortaya ¢iktigi kabul edilen ilk insan
topluluklari, yasamak icin sigirlart  ehlilestirmeleriyle  Mycobacterium  bovis ile
karsilagsmiglardir. Mikobakteriler, Afrika dan daha iyi yasam ortam bulmak icin Nil Vadisine,
Avrupa'ya ve sonraki yuzyillarda diger kitalara go¢ eden insanlar ve beraberlerindeki
hayvanlarla daha genis bolgelere yayilmistir (14,15).

Verem basilinin yaptigi hastalik batida “Tiketim Hastaligi” olarak bilinmekteydi.
Kapadokya l1 Arateus, veremlileri “Bedenleri erimis oldugundan kemikleri belirginlesmis,
goder soluk ve gokiik. Yuzii kadavra gliisti gibi” seklinde tarif etmistir. Onceleri Phytisis
(balgaml1 6kslrik ve hiriltr) olarak bilinen tlberkiloz, bati diinyasinda beyaz 6lum, beyaz
veba, bizde ise ince hastalik, teverriim, duman olarak anilmaktadir (15).

Misir'da, M.O. 5000, Hindistan’da M.O. 3300 ve Cin'de M.O. 2300 yillarina ait
kaynaklarda tliberkilozu disunduren ifadeler bulunmaktadir. M.S. 700 civarinda Peru’da ve
Misir’ da bulunan mumyalarda Pott hastaligina dair bulgular saptanmistir (14,16).

Sigir tipi verem basili, DNA’sint degistirerek daha virdlan olan insan tiru
Mycobacterium tuberculosis humanus'a donmus ve bu degisiklik insanlar: kirip gegirmistir.
XVIII ve XIX. yuzyillarda Avrupa nifusunun %701 vereme yakalanmis ve bunlarin 1/7'si
Olmistar. Verem, yoksullarin ve sanatkarlarin erken yasta 6lmesine sebep olmustur. Esi de
tuberkilozdan 6lmis olan Dubois, endlstri devriminde Manchester sehrinde iscilerde veremin
sik gorulmesini “Verem epidemis, insafsz sOmirist nedeniyle kapitalist toplumun 6demis
oldugu kefarettir” diye 6zetlemistir (15).

Bugun tuberkiloz hastaliginin klinigi ve patolojisi hakkindaki bilgiler, 1781-1826
yillart arasinda yasamis olan Rene Theophhile Hyanchinthe Laenec’in tiberkiloz Gzerine
yaptig1 degerli calismalar sonucudur. Yaptig: klinik ve otops calismalar: ile ttiberkilozdaki
fizik bulgular ve patolojik formlarini eserlerinde anlatmistir. Solunum  sisteminin
muayenesinde kullanilan perkiisyon yontemi Leopold Auenbruger; oskiiltasyon bulgular: da
Rene Laenec tarafindan gelistirilmistir (14,15).

Olumiin kaptam olarak nitelendirilen verem basili insanlarin en kurnaz
dusmanlarindandir. M. tuberculosis in verem hastaliginin sebebi oldugu, 1843-1910 yillarinda



yasamis olan Dr.Robert Koch tarafindan gosterilmeden énce kalitimsal bir hastalik olarak
biliniyordu. Koch, 1882 yilinda tlberkilozdan 6len hastasinin akcigerindeki lezyonlarinda;
basili gOstermis, kiltirde Uretmis ve dretilen basil ile deney hayvanlarinda verem
olusturmustur. Buldugu basile Mycobacterium tuberculosis adini vermis ve arastirma
sonuglarim 1882 yilinda sunmustur (14). Tedavinin asi ile yapilabilecegini dustinen Koch,
1890 yilinda Berlin'de yapilan Uluslararasi Tip Kongresinde, bedene zarar vermeden orada
yasayan bakteriyi zararsiz hale getirmenin mimkin oldugu goérisiini savunmustur. Isitilarak
Oldurulen basil atiklarimin hastalarin bagisiklik sistemini  kamgilayacagim disunmustur.
Clemence vonPirquet ile birlikte Koch, old tiberkdtlin (OT)’i tedavi amaciyla kullanmislardr.
Bugiin uygulanan dozun 12.000 katinin kullamldig: taberktlin arastirmalarinin ilk sonuclari
umit vermisti. Ancak bu tedavi sadece hafif vakalarda etkili olup, ileri vakalarda zarar
vermeye baslayinca istatistiki verilere agirlik veren Prusya'li Prof.Guttstadt tdberkdlinin
tedavide kayda deger bir yarar1 olmadigimi yayinladi (14,15).

1895 senesinde Pasteur enstitiisiinde ¢alismaya baslayan Dr. Albert Calmette, Camile
Guerin ile birlikte verem asisi Uzerinde calismalara agirlik verdi. Patates-gliserin-safral
vasatta 20 yil, 230 pasajla hastalik yapamaz duruma gelince verem asist icin gerekli olan
zararsiz basil bulundu ve buna iki arastiricinin isimlerine izafeten Bacille Calmette-Guerin
(BCG) adh verildi. Asinin koruyucu oldugu 6nce hayvanlarda sonra da 630 ¢ocukta gosterildi.
Avrupa'da BCG yaygin olarak kullanilmaya baslandi. Ancak, yanligslhikla BCG susunun
virtilan verem basiliyle karistirilmasi sonucu Libeck sehrindeki cocuklardan 73’0 61di, 135'i
ise vereme yakalandch. BCG asis1 Isveg’te yaygin olarak kullaniimaya baslamas: Calmette'yi
mutlu etmis fakat bunalimdan ¢ikaramamisti. Ona ulusal ve uluslar arasi 6duller verildi
(14,15).

XX. yuzyihin baslarinda, sert ve temiz dag havasinin iyi geldigi dustncesiyle, yiksek
yerlerde sanatoryum denilen verem hastaneleri kuruldu. ilk sanatoryumun 1854 yilinda
Almanya da acilmasiyla tiberkiloz tedavisinde farkli bir yaklasim basladi. Kisa bir sire
sonra tum Avrupa da ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'de yayginlasan bu uygulamada,
dag yamaclarindaki kuruluslarda zengin bir diyet, hafif egzersiz ve 8-12 saatlik dag havasiyla
temas saglanmaktaydi. W. Roentgen’in 1895 yilinda X 1sinim  bulmasindan sonra
sanatoryumlar; radyolojik, bakteriyolojik ve loroskopik incelemelerin yapildig: tiberkiloz
tani, tedavi ve arastirma merkezleri haline geldi (17).



Y Uzyilimizin basinda tUberkiloz tedavisinde cerrahi yaklasimlar basladi. Yirminci
yuzyilin ilk yarisinda tiberkiloz tedavisine egemen olan sanatoryum ve cerrahi tedavi
yaklasimi, modern kemoterapinin basladigi 1950’ li yillardan itibaren giderek azaldi (14).

Tuberklloz tarihinde yeni bir dénem 1940’ larin ortasinda ABD’ de streptomisinin ve
Isveg'te para-aminosalisilik asit (PAS)’in bulunmast ile baslamistir. Tek basina kullanilan bu
ilaglara bir ay gibi kisa zaman iginde direng gelisimi blytk hayal kiriklarina yol agmis ve yeni
ilag bulma cabalarii da zorunlu kilmustir. 1952 yilinda Robizek ve Selikof tarafindan
izoniazid (INH)'in bulunmasindan sonra U¢ ilagla 18-24 ay siren kombine tedavinin
uygulanmasi sonucu tiberkiloz tedavi edilebilir bir hastalik haline gelmistir. Daha sonra 1954
yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda etambutol (EMB) ve 1966 yilinda rifampisin (RIF)
bulunmustur (18).

Bat1 Ulkelerinde, yetmisli yillarda tiberkiloz sorununun bittigi ve hastalik
eradikasyonunun kisa siirede gergeklesecegi dustinuldiyse de 1985 yilindan itibaren insidans
yeniden artmaya basladi. Gelismekte olan Ulkelerde kayit sistemlerindeki yetersizlik
nedeniyle 1950 6ncesi durum hakkinda yeterli veri bulunmamaktadir. Diinya Saglik Orgti
(DSO)' niin 6nerisiyle bu llkelerde 1960 lardan sonra uygulanmaya baslanan, erken tan,
tedavi ve asilamay1 6neren, tlberktloz kontrol programlarinin 1990’11 yillarda yetersiz oldugu
goriildii (14,17,18).

4.2. Tuberkilozun Dunyada ve Turkiye deki Epidemiyolojis

TUberkiloz (TB) hastaligi, 21. ylzyilin basinda hala tim dinyamn en 6énemli saglik
sorunlarindandir. DSO, dinyada TB hasta sayisinin artisinda dort  énemli  unsuru

vurgulamustir:

1) Hukdmetlerin hastaligi ihmal etmeleri sonucunda TB kontrol sistemleri kotilesmis ve
hatta bircok yerde kaybolmustur.

2) Kotu yonetilen ya da dogru yaklasimlarin uygulanmadigi TB kontrol programlar:
hastaligin artis1 yaminda ilaca direngli tiberkilozun artisina yol agmustir.

3) TB veHIV’in birlikte oldugu hallerde, HIV'in endemik oldugu yerlerde TB patlayici
artis yapmustir.

4) Ndufus artist TB olgu sayillarinda artisa yol agmustir. Hastalik insidansinin yiksek
oldugu Ulkelerden goclerle gelen TB olgulari, sanayilesmis tlkelerde artis nedenlerinden
birisini olusturmaktadr.



Dunya nufusunun Ugte birisinin yani yaklasik 2 milyar kisinin TB basiliyle enfekte
oldugu tahmin edilmektedir. DSO’ niin Kiiresel TB Kontrolii 2003 raporunda, 2001 yilinda
dunyada kayith TB hasta sayisinin 3.813.109, bunlardan 1.602.153'Gnun yayma pozitif
oldugu belirtilmektedir. Buna karsin tahmin edilen toplam hasta sayisi 8.464.000, yeni yayma
pozitif olgu sayisi 3.745.000'dir. Dinyada tahmin edilen TB insidansi 2001 yilinda
138/100.000, yayma pozitif TB insidans: ise 61/100.000'dir (1). Dunyada TB insidansi yilda
%0,4 artmaktadir. Bu artis, Sahra Guneyi Afrika ve Eski Sovyetler Birligi tlkelerinde daha
fazladir. TB hastaligina bagli yilda yaklasik 2 milyon insanin 6ldugt tahmin edilmektedir.
Cogu oOnlenebilir olan bu hastalik nedeniyle olumler genellikle genc ve eriskin yas
gruplarindadr.

Dunyadaki TB hastalarimin ytizde 80’ inin bulundugu, yuksek olgu yuku olan tlkelerin
sayisi 22'dir. Bu Ulkelerden 12'si Asya'da, 9'u Afrika'da ve 1'i Guney Amerika dadir.
Hindistan, Cin, Endonezya, Nijerya ve Banglades en ¢cok hastanin oldugu bes tlkedir. Sahra
Guneyi Afrikaile Guney Dogu Asya da HIV ve TB birlikteligi buytk sorundur. Son yillarda
Eski Sovyetler Birligi tlkelerinde de bu iki hastaligin birlikteligi artis gostermektedir (1,19)

DSO, 1993 yilinda TB igin acil durum ilan etmis ve son 10 yilda uluslararas: alanda
tiberkiiloza karst gucli bir halk saghgi hareketi baslatilmistir. Veremle savasta DSO
“Dogrudan gozetimli tedavi stratgjisi” (DGTS)' ni esas almaktadir. Bu strateji, semptomatik
hastalarda; bakteriyolojik tam, gozetimli tedavi, kayit-raporlama-analiz sistematiginin
kurulmasi, Ucretsiz ilag ve butin bunlari ylritmek icgin politik iradenin ortaya konmasi
unsurlarint icermektedir. 1991 yilinda sadece ¢ Ulkede uygulanmaya baslayan DGTS, 2001
yilinda 155 ulkede uygulanir hale gelmistir. Dinyadaki TB hastalarinin %32’si bu stratgjinin
uygulandig1 bolgelerdedir. DSO, 2000 yilinda, yayma pozitif hastalarin %70’ ine tam koymak
ve bunlarin %85’ inde kur saglamak hedefine ulasamayinca, 2005 yili igin de aym hedefi
koymus ve bu hedefe ulasmak igin 6zellikle yiksek olgu yuki olan tlkelere yonelik yeni bir
program uygulanmaya baslanmistir. 2007 yilinda 6zellikle coklu ilag direnci (CID)-TB
hastalarinin dnemli boyutlarda oldugu bdlgelerde, DGTS programinin ilag duyarlilik test
sonuglarina gére uygulanmasini, gerekirse ikinci grup TB ilaglarinin kullanilmasim igeren
DGTS-Art1 yaklagimina gegilmistir (1,19).

Gecgen yuzyilin basinda Turkiye'de ciddi bir epidemiye neden olan TB, butin oltim
nedenleri arasinda ilk sirada yer almistir. Ulkemizde TB ile etkin miicadele 1950'li yillarda
baglatiimis ve 1960 yilinda Verem Savas Dispanserleri kurulmustur. Bunun sonucu olarak
1945 yilinda TB 6lumleri 262/100.000 iken, 1950 yilinda 204/100.000'e dismstir (20).
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Verem Savas Daire Bagkanliginin 2007 raporuna goére (21); 1965'de 172/100.000 olan TB
insidansi 2005 yilinda 26/100.000 olarak bildirilmistir. 2005 yilinda Trkiye genelinde toplam
hasta sayisi 20.535, yeni vaka sayist 18.753 olarak bulunmustur. Bu rakamlarin Turkiye de
tim hastalar1 icermedigi bilinmektedir. Aym rapora gore; tlkemizde tuberkiloz hastalarinin
%61,66'sinin 1544 yas arasi geng yastaki hastalar oldugu bildirilmistir. Verem Savas Daire
Baskanligimin 2007 raporuna gore; tlkemizde TB’un mikrobiyolojik tamsinin konulmasinda
da eksiklikler oldugu gortlmektedir. 2005 yilinda akciger TB’lu hastalarin yaklasik yarisinin
(%55,6) yayma pozitif oldugu ve %38,1’inin kilttr pozitif oldugu bildirilmistir (21).

Dunyada 1999 yili kohortunda, Turkiye DGTS uygulanmayan bir dlke olarak
listelenmekte ve tedavi sonucu vermeyen, yani degerlendirilemeyen Ulkeler arasinda kayitlara
gegmekteydi (1). DGTS ne yonelik ilk uygulamalar 2000 yilinda baglamis, 2003 yil1 itibariyla
pilot olarak uygulanmis, 2006 yilinda ise tim tlke geneline yayginlastirilmistir. 2005-2006
yilinda DGTS'ye hazirlik olarak yapilan egitimler ve formlarin yenilenmesi, bireysel veri
tabanina gegis ve yapilan degerlendirmeler sonucunda Tirkiye DSO’ ne veri gonderen ulkeler
arasinda yer almistir. Saglik Bakanligi Verem Savas1 Dairesi Baskanlig: tarafindan yarUtilen
“Turkiye Ulusal Tuberklloz Strveyans Arastirmast” ile toplanan ve degerlendirilen veriler
2007 y1l1 raporu olarak yayinlanmustir (20,21).

4.3. Mikobakteriler ve Siniflandirilmas

Mycobacteriacea  ailesinde sadece  Mycobacterium  cinsi  bulunmaktadir.
Mikobakteriler; sporsuz, hareketsiz, aside direncli, bolinme sireleri 12-18 saat olmasi
nedeniyle yavas Ureyen, pleomorfik comaklardir. Cogu dogada saprofit olan mikobakterilerin
sadece kigUk bir oram yuksek vertabrali hayvanlarda 6limle sonlanabilen hastaliklara neden
olan hticre ici patojenlerdir. Mikobakterilerin insanlarda enfeksiyon olusturan turleri arasinda,
tim diinyada onlenebilir 6lumlerin en 6nemli sebepleri arasinda yer alan tiberkiloz da yer
almaktadir. Son derece 0zellesmis hticre duvar yapilar: ile korunarak kronik enfeksiyonlara
yol acabilmektedirler (17).

Mikobakteri genomunda 20 degisken bolgede meydana gelen insersiyon ve
delesyonlar: dikkate alarak yapilan calismalarda filogenetik iliskileri belirlenen yaklasik 100
farkli tar oldugu saptanmustir. Bakteriyolojik 6zellikleri ve molekiler diizeyde benzerlikleri
bulunan yakin iliskili tirler kompleks bashg: atinda toplanmaktadir (17,22). Kdilturt
yapilabilen mikobakteriler, M. tuberculosis kompleks ve tuberkiloz dist mikobakteriler
(TDM) olmak Uzere iki grup altinda toplanmaktadir. M. tuberculosis komplekse dahil olanlar
genetik olarak c¢ok yakin oldugundan tir yerine alttir tammlamasi kullaniimaktadir (17).
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Kompleks igerisindeki alttirleri; M. tuberculosis, M. bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti ve Mycobacterium canettii ve TB asisint olusturan atentie M. bovis
BCG olusturmaktadir. M. tuberculosis kompleksin altturlerinin ayrimi, biyokimyasal testler
ve Ureme Ozellikleriyle yapilmasi zor oldugundan, DNA parmak izi analizi yonteminin
kullanim giderek yayginlasmaktadir (7,17,23).

TDM, genetik olarak daha heterojen bir gruptur. Pigment Uretimi ve treme 6zellikleri
acisindan atipik mikobakteriler; fotokromojenler, skotokromojenler, kromojen olmayanlar ve
hizl1 Ureyenler olmak Uzere 4 gruba ayrilirlar. Genel olarak atipik mikobakteriler insanlarda
sinirlt  patojenite  gosterirler. Mycobacterium  kansasii, Mycobacterium malmoense ve
Mycobacterium avium gibi bazi tirler ise 6zellikle bagisik sistemi baskilanmis hastalarda, TB
benzeri tablolara yol acabilirler (17,24). Genetik olarak heterojen olan M. avium kompleks
(MAC), genellikle cevresel kaynaklarda bulunur ve TB benzeri hastaliga yol agmazlar. Buna
karsin, M. avium spp. avium alttird, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde yaygin hastaliga
neden olmaktadir (24). MAC igerisindeki diger alttir, M. avium spp. paratuberculosis,
genetik olarak belirli Olgide korunmusluk gdstermektedir. Gevis getirenlerde Johne
hastaligina neden olmakta, insanlarda ise Crohn hastaliginin etyolojisinde rol oynadigi dne
siridlmektedir (25). DNA dizi analizi yontemlerinin gelistiriimesi ile son vyillarda
Mycobacterium  confluentis, Mycobacterium celatum, Mycobacterium  interjectum,
Mycobacterium mucogenicum, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium novocastrense,
Mycobacterium wolinskyi ve Mycobacterium goodii gibi tirler de tammlanmistir (17,26). Bu
bakterilerin hastalardan izole edilmesinin  6nemi tartigmalidir. Bir hastadan aym
mikobakterinin yineleyerek izolasyonu hastaligi dustndirmekte ve antimikobakteriyel
tedaviyi gerektirmektedir.

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi alisilagelmis Gram negatif veya pozitif bakteri
hiicre duvarlarindan oldukga farkli, karmagsik bir yapidir. Hiicre duvar yapisinin altinda diger
bakterilerde de gortlen plazma membran: vardir. Plazma membraninin Gzerinde bulunan en i
tabaka peptidoglikandir. Bu tabaka kisa peptit zincirleri, capraz baglarla sikica baglanan uzun
polisakkarit zincirleri icerir ve hicrenin sert yapisim saglar. Peptidoglikan tabakasina
fosfodiester kopruleriyle bagli olan arabinogalaktan tabakasi hiicre duvarimn %35'ini
olusturur (Sekil 1). Arabinogalaktanlara kovalent olarak baglanan mikolik asitler, hiicre duvar
kalinligindan ve blyik oranda da hticrenin aside direngli olmasindan sorumludur. Mikolik
aditler, trehaloz dimikolata baglanarak kord faktori olustururlar. Bir grup heterojen
peptidoglikolipitler veya fenolik glikolipitten olusan en dis tabaka ise mikozitler olarak
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adlandirilirlar. Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirliginin %60'1n: olusturan lipitlerin cogu
uzun zincirli yag asitleridir. Bu lipitler tuberkulostearik asit, mikoserik asit ve mikolik asitleri
icerirler (27,28).
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvari (29)

Mikobakterilerin lipit, protein ve polisakkaritlerden olusan antijenleri vardr.
Bunlardan OT, Robert Koch tarafindan bulunan ve tiberkdlin deri testinde kullanilan 1siya
dayanikl1 bir proteindir. OT’in saflastirilmasi ile elde edilen purifiye protein deriveleri (PPD),
DSO'niin de 6nerisiyle tiberkilin deri testinde kullamimaktadir. Kord faktori, bakterinin
virulanst ile ilgilidir. Ktltirden hazirlanan preparatlarda bakterinin demetler halinde bir arada
bulunmasindan sorumlu oldugu gibi PNL migrasyonunu 6nleme ve granilom olusumunu
stimule etme gibi fonksiyonlara da sahiptir. Sulfolipitler (trehaloz 2 sulfat), bakterinin hticre
icinde canli kalmasindan ve kord faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur. Isi sok
proteinlerinin  (65Kda, 38Kda, 12Kda), koruyucu imminite gelismesinde ve
komplikasyonlardan sorumlu oldugu dustntlmektedir (30).

Mikobakterilerle ilgili calismalar; M. tuberculosis, M. bovis ve M. lepra tirlerinin gen
analizlerinin yapilmasindan sonra hizlanms, bakterinin fizyolojik, biyokimyasal, antijenik ve

genetik Ozellikleri hakkindaki bilgiler artrmis, bu bilgilerin 1s1g31nda yeni profilaksi ve tedavi
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caligmalar1 baslamistir. M. tuberculosis H37Rv susunun gen biydkltgu 4.411.529 baz cifti
(bg) olup yaklasik 3.986 proteini kodlamaktadir. Buna karsilik M. tuberculosis CDC1551 susu
4.403.836 bg olarak saptanmis ve yaklasik olarak 4.187 proteini kodladig: bildirilmistir. M.
lepra genomu ise 3.300.000 b¢ kadardir. Bu suslarda tammlanabildigi kadar1 ile genomun
blyuk kismimn (%59) replikasyonla ilgili oldugu, kalan bdlgenin %30 unun lipit ve poliketit
sentetaz ile ilgili genler, %10 ununda PE (prolin glutamat) ve PPE (prolin-prolinglutamat)
olarak tammlanan iki akraba gen ailesine ait oldugu belirlenmistir. Ayrica “ noncoding”
diziler (13E12 ailesi), insertion dizileri (IS) ve mikobakterilere Ozgin “Mikobakteri
tekrarlayan Uniteleri” (MIRU) kodlayan gen bdlgeleri de saptanmustir. Mikobakterilerde PE
ve PPE proteinlerini kodlayan gen dizileri disinda kalan bdlgelerde Guanin (G) + Sitozin (C)
oramnmin da alisilmis bakterilerden daha yUksek olusu (%80), bunlarin farkli bir gen ailesi
olusturdugunu gostermektedir (26,28,31,32).

Mikobakterilerde lipit metabolizmas: ile ilgili genlerin ¢oklugu bu bakterilerin
metabolizmalarinda lipitleri kullandiklarim gostermektedir. M. tuberculosis genomunda da E.
coli’deki FadD geni ve FadE geni ile homolog 36 gen bolgesi bulunmaktadir. M. tuberculosis
genomundaki diger énemli gen topluluklar: olan PE ve PPE genleri hiicre duvar lipitlerinin
sentezinde 6nemli rol oynayan ve bagisik sistemi baskilayan suda ¢6zilmeyen ¢ok sayida
protein kodlarlar. Bu gen bdlgeleri adlarini kodladiklar1 proteinleri amino N uglarindaki
motiflerden alirlar. Konservatif 6zellige sahip bu motiflerden PE yaklasik olarak 110, PPE ise
yaklasik olarak 180 aminoasit biytkltginde yapilardir. Bu proteinlerin C terminal uzantilari
ise 100-1400 aminoasit arasinda degismektedir. Protein analiz calismalar1 ile
mikobakterilerde 38 PE proteini, 61 PE-PGRS proteini ve 68 PPE proteini tespit edilmistir.
PE ailesi proteinleri arasinda filogenetik analiz yontemi ile cok sayida alt grup tespit
edilmistir. Tim PE’nin %50’ sinden fazlasim olusturan, Gly-Gly-X tekrarlayan dizisine sahip
olan glisin zengin polymorphic glycin repetetive sequence (PGRS) grubun en buydgudur.
PPE ailesinde yer alan proteinler de 3 at grup icerisinde toplanmustir. Bunlarin ilki;
NXGXGNXG tekrarlayan (maor polymorphic tandem repeated-MPTR) dizileri tasiyan
gruptur. ikinci alt gruptaise GxxSVPxxW tekrarlayan bolgelere sahip proteinler yer alirken 3.
gruptaki proteinlerin benzer tekrarlayan bolgeleri yoktur. PE ve PPE genleri tarafindan
kodlanan proteinler hiicre duvari sentezinde rol oynayan antijenik 6zellige sahip proteinlerdir.
Bu proteinlerin yamsindaki degisiklikler konagin bagisik yamtindan korunmada etkili
olmaktadir (7,23,26,32).
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Mikobakteriler hiicre duvari komplekslerinin disik permabilite ve hidrofobisite
Ozellikleri nedeniyle hidrofilik antibiyotikler, metal iyonlari, dezenfektanlar gibi kimyasal
toksik gjanlara ve oksijen radikalleri gibi hicresel toksinlere intrinsik dirence sahiptirler. Bu
Ozellikleriyle hicre ici ve hiicre disinda korunan mikobakteriler, hiicre duvarlarindaki bazi
yapilarla konagin bagisik yanitim da etkileyerek, asemptomatik tasiyiciliktan tedaviye cevap
vermeyen ve yiksek mortaliteyle seyreden kronik grantilomatdz enfeksiyonlara kadar degisen
klinik tablolara yol agarlar (28,31).

Tlberklloz; ates, oOksuruk, kanli balgam, kilo kaybi, halsizlik gibi semptomlar
vermektedir. ilerleyici akciger hasar1 olusur ve bakterilerin akciger disina gikmasi ile
kemikler, eklemler, karaciger, dalak, gastrointestinal sistem ve beyin tutulumu olabilir.

Hastaligin sistemik formu olan milier TB ise siklikla 6lumcil seyretmektedir.

Oksirme ile ortama salinan c¢ok kiigiik damlaciklar, hem (ist solunum yolu savunma
mekanizmalarimt asarlar, hem de biyik partikillere oranla havada daha fazla asil1 kalirlar.
Insandan insana aerosollerle bulasan TB hastaligi genellikle sinsi seyretmekte, hastanin
sagligr yillar icerisinde bozulmaktadir. AIDS |i hastalarda ise TB ¢ok daha hizl1 ilerlemekte,
aylar icerisinde ilerleyerek %80’ lere varan 0ltiime neden olmaktadir (18,30).

Son yillarda 6zellikle, gelismis toplumlarda dogumsal veya kazamlmis bagisiklik
yetmezlik artisina bagli olarak, M. tuberculosis izolatlarinda ¢oklu ilag direncinin artmasi ve
bu suslarla olusan enfeksiyonlardan %70'inin 4—6 hafta gibi daha kisa bir sirede 6limle
sonlanmast mikobakterilerle ilgili calismalarin yeniden hiz kazanmasina neden olmustur.
Mikobakterilerde 1960’ 1 yillarda iki ilaca kars1 %1—2 oramnda olan direng, 1991 yilinda dort
ilaca kars1t %13 gibi yuksek oranlara ulasmistir. Bu nedenle ¢alismalarin odagim daha etkili,
Ozellikle bakterisidal yeni antibiyotikler ve koruyucu bagisik yamti uyarabilecek yeni asilar
yaratmak olusturmaktadir. Bu amaglara ulasabilmek icin de mikobakteri hticre duvar yapisi,
fizyolojik ve kimyasal Ozellikleri ve biyosentez mekanizmalarimin ¢ok iyi incelenmesi
gerekmektedir (28,31).

4.4 Mikobakterilerin Tamsanda ve Duyarhhklarimn Belirlenmesinde Kullamlan
Y ontemler

Klinik, radyolojik velveya patolojik bulgularla bir hastada tiberkilozdan
kuskulanilabilir. Ancak hastaligin kesin tamsi sadece klinik 6rneklerde tuberkiloz basilinin
varhigiin kanitlanmasi ile mamkuindar. TB tam yontemlerinin amaci, klinik 6rneklerde

mikobakterilerin varligim gostermek ve hastalik etkeni olan turd izole etmektir. Tammn tam
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ve dogru olarak yapilabilmesi uygun 6rnegin, uygun yontemle alinmasina, uygun kosullarda
laboratuvara gonderilmesine, uygun yontemle islemlenmesine baglhidir. Tuberkiloz
laboratuvarina gonderilen solunum yolu 6rnekleri arasinda balgam, indiklenmis balgam, aclik
mide suyu, bronkoalveolar lavaj (BAL), brongiyal firgalama drnekleri bulunur. Solunum yolu
disinda ise idrar, doku biyopsi, beyin omurilik sivisi (BOS), periton sivisi, plevra sivi ve

perikardiyal siv1 gibi 6rnekler sayilabilir (33).

4.4.1. Orneklerin Islemlenmesi: Mikobakterilerle birlikte kontaminasyona neden olabilen
bakteri, mantar ve bu mikroorganizmalarin etrafint saran |6kosit, eritrosit ve doku gibi
organik kalintilar besiyerlerinde Uremeyi baskilarlar. Balgam gibi normalde steril olmagig:
dustnulen orneklerde bu organik kalintilari sindirmek ve kontaminasyona neden olan
organizmalar1 elimine etmek icin dekontaminasyon ve homojenizasyon, ardindan bakteri
yogunlugunu artirmak amaciyla konsantrasyon islemi uygulamir. Laboratuvarda tim islemler
biyoguvenlik kabinlerinde ve belirli standartlara uyularak yapilmalidir (33).

4.4.2. Mikroskobik inceleme. Mikroskopi ile hasta Ornegindeki tuberkiloz basillerinin
saptanmasi, tuberkiloz hastaligimn tamsim koymak icin en hizli, en ucuz ve pratik bir
yontemdir. Tuberktloz basilinin ikiye bélinme siiresi ortalama 18 saat oldugundan, kiltr ile
Uretilmesi uzun zaman almaktadir. Bu nedenle de tuiberktloz i¢in mikroskopik tan gliniimtize
kadar Onemini korumustur. Ancak mikroskopik incelemede aside direngli basilin
gorilebilmesi icin 6rnegin mililitresinde en az 5000 kadar bakteri bulunmasi gerekmektedir,
bu durum yontemin duyarhligim azaltmaktadir (33,34). Aside direnglilik; bakterinin hicre
duvarinin yapisina baglidir ve gelistirilmis pek ¢ok boyama yontemiyle gosterebilir. En sik
kullanilan boyalar fenol sollsyonu igeren boyalardir. Lipitten zengin hticre duvarina bu
boyalar daha iyi penetre olmaktadir ve renk giderici asit-alkol ile islemlendiginde hicre
duvarindan ilk boyanin uzaklastirilmas: ¢ok zordur. Sertlesen hiicre duvar: boyay: birakmaz.
Ek olarak zit renkli bir boya ile tekrar boyama islemi aside direncli bakterilerin (ARB) daha
rahat goriinmesi icinde kontrast saglayacaktir (33). ARB boyama yonteminde dekontamine ve
konsantre edilmis orneklerden hazirlanmis preparatlar tespit edildikten sonra boyama islemi

uygulanir (33).
A. Karbol fuksin boyama; 151k mikroskobu kullarmilarak degerlendirilir.
a Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)
b. Kinyoun

B. Florokrom boyama; floresan mikroskobu kullamlarak degerlendirilir.
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a. Auramin-Rodamin
b. Auromin O

Erlich-Ziehl Neelsen (EZN), en yaygin kullanilan aside direngli boyama yontemidir.
EZN ile boyanmis bir preparatta en az 300 mikroskop sahasi tarandiktan sonra negatif
olduguna karar verilmelidir. 300 mikroskop alamnda saptanan 1-2 basil sUpheli olarak
degerlendirilirken 100 alanda 1-9 basil gorulmesi (+), 10 aanda 1-9 basil gorilmesi (++), her
alanda 1-9 basil gorilmesi (+++) olarak degerlendirilirken, her alanda 10'dan fazla basilin
gorilmesi (++++) olarak yorumlanmalidir. Florokrom boyama yontemiyle, bol miktarda hasta
ornegi incelenebilmekte, bu nedenle az sayida bakterinin  bulunan Ornekler bile
saptanabilmekte, degerlendirmeler daha hizli ve kolay olarak yapilabilmektedir. Florokrom
yontemle pozitif saptanan 6rneklerin EZN boyama yontemiyle dogrulanmast 6nerilmektedir.
Direkt preparat hazirlama asamasi, aerosol olusturan bir islem olmasi nedeniyle calisan
personel ve gevreyi korumak igin guivenlik kabini iginde yapilmalidir (33,34).

4.4.3. Kultar yontemleri:

Kultdr yontemleri ge¢ sonug vermesine ragmen tur dizeyinde tammlama icin
izolatlarin elde edilebilmelerini, bakterilerin canliliklarimn dogrudan gosterilmelerini, ilag
duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmelerini, gogaltilan izolatlarin
daha sonraki arastirmalar icin saklanmalarim saglamasi agisindan, TB’un tamsinda altin
standart olmaya devam etmektedir. Mikobakteri kultird icin sivi ve kat1 besiyerleri
kullanilabilmektedir. Kat1 besiyerleri yumurta bazl1 besiyerleri ve agar bazl1 besiyerleri olarak
iki grupta incelenebilir. Bu besiyerlerinin tumd, antibiyotik eklenerek secici hale getirilebilir.
En hizli Ureme sivi besiyerlerinde gozlenmekte, ancak koloni morfolojisini inceleme sansi
olmamaktadir. The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) mikobakterilerin
birincil izolasyonunda klasik kat1 besiyerleri yam sira sivi besiyerlerinin de birlikte
kullamilmasint 6nermektedir. Eger iki kati1 besiyeri kullamlacaksa besiyerlerinden birinin
secici olmasi Onerilmektedir (30,33).

4.4.4. Duyar hhk Testleri

M. tuberculosisin duyarlhilik testlerinde kati ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir
(35,36). Baslica, kat1 besiyerlerinden; LJ, Middlebrook 7H10 ve 11, sivi besiyerlerinden ise;
Middlebrook 7H9 iceren besiyerleri kullamlmaktadir (35,37). Duyarlilik testlerinde, agar
proporsiyon yanmsira BACTEC 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks,
MD) yontemi de CL S| tarafindan 6nerilmekte ve altin standart olarak kabul edilmektedir (35).
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Diger geleneksel yontemlerden; mutlak konsantrasyon, direng oran ve disk elisyon
yontemleri sayilabilir. BACTEC 460 TB disinda hizli  kdltir sistemlerinden Myco-ESP
(Extra Sensing Power) Il (Trek Diagnostics, Inc., Westlake, Ohio), MB/Bact T (Organon
Teknika, Durham, NC), BACTEC 9000, BACTEC MGIT (Mycobacteria growth indicator
tube) 960, TK (Salubris, Istanbul) sistemlerinin de duyarhlik testleri gelistirilmistir (35,38).
Ayrica; kolorimetrik yontemler, modifiye agar-dilisyon yontemleri, E-test yontemi,
mikobakteriyofaj yontemi, lusiferaz tasiyici fa yontemi, biyoluminesans (hiicre ATP
Olcimu), flow sitometri yeni duyarlilik yontemleri arasinda sayilabilir (36,38). Bu yontemler
diginda polimeraz zincir tepkimesi (PZT), restriction fragment length polymorphism (RFLP),
single-strand conformation polymorphism (SSCP), heterodubleks analizi, dideoks
fingerprinting (ddF), otomatize DNA dizi analizi, kat1 faz hibridizasyon gibi molekiler
yontemler de direnci belirleyen mutasyonlarin saptanmasinda kullanmlmaktadir (38,39).

4.4.5. Nukleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT):

TB’un laboratuvar tamisinda ARB mikroskobisinin duyarliligimn disik olmasi, kultir
de Gremenin uzun zaman amasi, hizl1 ve guvenilir sonuglar veren yeni yontem arayislarina
neden olmustur. Molekiler yontemler, 6zellikle mikroskobi ile gorilmesi, kilttrde dretilmesi
uzun zaman alan, zor veya olanaksiz mikroorganizmalarin saptanmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Molekuler yontemler oldukc¢a hizli olmalari ve tammlama araliklarimin
genisligi nedeniyle mikobakteri enfeksiyonlarinin tamsinda da yaygin kullamm alan
bulmustur. Bu molekuler yontemlerin tuberkiloz tamsinda kullanimimin yayginlasmasi
tuberkiloz tamsina hiz kazandirmistir. Molekuler testler dogrudan klinik orneklerden M.
tuberculosis in saptanmasi yaninda, kiltirde Uretilen mikobakteri turlerinin saptanmasi veya
tiplendirilmesi, antimikobakteriyal ilaglara kars1 direncli olup olmadiklarimin arastiriimasi ve
epidemiyolojik arastirmalarda da kullanmlmaktadir (40,41).

Klinik Ornekten TB tamsina yonelik molekiler testler genel olarak niukleik asit
amplifikasyonu (NAA) temeline dayanmaktadir. Bu testlerde diger enfeksiyon etkenlerinde
oldugu gibi M. tuberculosisin 6zgul nikleik asit dizisinin, saptanabilecek diizeye gelinceye
kadar cogatilmasi amaclanmaktadir. Bu sistemler igin primer cogaltma hedefleri M.
tuberculosis' e 6zgul 1S6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA geni ile 23S rRNA’dir (40,41,42).
Klinik ornekten TB tamisina yonelik molekiler yontemler genellikle ¢ ana basamaktan
olusur: Ik basamak klinik Ornekten mikroorganizmanin nikleik asitlerinin elde edildigi
ekstraksiyon basamagidir. Fenol-kloroform yontemi, distile suda kaynatma, deterjanlar ile
proteinaz K, degisik kimyasallarin kullanimi (Chelox-100, Guanidin vb.) ve sonikasyon gibi

18



degisik ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Ayrica ticari olarak kullamlan DNA/RNA
ekstraksiyon kitleri de mevcuttur. ikinci basamakta hedef nikleik asit bolgesinin (DNA veya
RNA) saptanabilir diizeye gelinceye kadar gogaltilmasi degisik tekniklerle gerceklestirilebilir.
Bu tekniklerden en sk kullanilanlar arasinda PZT, TMA (Transcription mediated
amplification), SDA (Strand displacement amplification) sayilabilir. Uciincli basamakta
cogaltilmig olan hedef bdlgenin (amplikon) 6zgil problarla saptanmasi da degisik tekniklerle
gerceklestirilebilmektedir [hibridizasyon, ters hibridizasyon (revers hybridization), DNA-
ELISA, gercek zamanli saptama (real-time detection), hybridization protection assay (HPA)
gibi] (17,42). Klinik Orneklerden M. tuberculosisin saptanmasinda in-house yontemler
kullanilabilmesine karsin, son yillarda ¢ok sayida ticari testler piyasaya suridlmis ve
bunlardan ikisi tant amagli kullamm icin ABD’de FDA (Food and Drug Administration)
onay1 almistir. GUnlimiizde otomatize veya yari1 otomatize ve standardize ticari testler giderek
artan oranda rutin tamda kullaniimaktadir (17,33,40).

4.45.1. In-house PZT: Geleneksel in-house PZT, nikleik asitlerin istenilen kisimlarinin,
bolgeye 0zel, sentetik oligonikleotid primerleri kullanilarak, in vitro ortamda kopyalanmasini
esas alir. Hedef olarak rRNA veya genomik DNA'nin ayirici 6zellik tasiyan farkli bolgeleri
kullanilabilir. Kopyalama islemi kisa sirmesi blyidk bir avantajdir. Yontemin bir diger
avantaji, az miktarlarda hedef molekul oldugu hallerde dahi sonuca gidebilmektir. PZT igin,
mililitrede 10 basil bulunmasi tan igin yeterli olmaktadir. Burada en 6nemli faktor, DNA
kontaminasyonudur. DNA dayanikli bir molekildur. Laboratuvar uygulamalari sirasinda
aerosol ile reaksiyona girerek, yalanci pozitiflik yaratabilir. Bununla birlikte, calisilan
materyalin turine gore, PZT'nin inhibe olmasi s6z konusu olabilir ki bu da yalanci negatif
sonuglarin ortaya gikmasina neden olur. Y ontemin guvenirliliginin saglanmast igin mutlaka
negatif ve pozitif kontrollerle galisiimali, sonuglar klinik bulgular ve diger laboratuvar
yontemleri ile bir arada degerlendirilmelidir (17,40).

DNA'nin gogaltilabilmesi igin PZT tepkime karisiminda olmast gerekenler; DNA
ekstrakti, primerler, dNTP karisimi, DNA polimeraz, tamponlar ve MgCl,'dir. Tum karisim
“thermal cycler” aletine yerlestirilir ve 6zgul programi uygulamr. Cogaltilan PZT Urdnleri
degisik yontemlerle belirlenir. En yaygin kullanilan yontem agaroz jel elektroforezidir.
Agaroz jel elektroferezinde gorilebilmesi icin floresan bir boyayla boyanir. Olusan DNA
bantlar1 UV 151g1 altinda gorindr hale gelir (43). In-house (home-Brew) PZT olarak
tammlanan teknikte standardizasyon eksikligi, laboratuvarlar arasi degisen duyarlilik ve
Ozgulltklere neden olmaktadir. Bir calismada yedi farkli laboratuarda aym 200 Ornek
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calisilmis ve %377 arasinda degisen yanlis pozitif sonuclar elde edilmistir (44). In-house
PZT kullamlarak yapilmis 84 calismamin bulgularinin degerlendirildigi bir meta analiz
sonucunda duyarlilik ve 6zgulligin srasiyla %9-100 ve %6-100 arasinda degistigi
gordlmistar (45). Bu nedenle guinimtzde klinik 6rneklerde M. tuberculosis saptanmasinda
daha standardize molekdler testler tercih edilmektedir (42).

4.5. Mikobakterilerin Tiplendirilmesinde Kullamlan Y 6ntemler
Tiplendirme yontemlerinde bazi 6zellikler aranmaktadr:

Sonuglarin yinelenebilirligi: Belirli bir susla yinelenen yontemin, aym sonucu
verebilme yetenegi olarak tammlanabilir. Epidemiyolojik olarak birbiriyle iliskili
hastalardan elde edilen bir susun ayni veya benzer tiplendirme sonucunu vermesidir.

Ayrim guic: Tipleme ydnteminin bir tiriin farkli suslar: arasinda etkin ayrim yapabilme
ozeligidir.

Teknigin kullamm kolayligi, fiyati, sonu¢ verme siresi ve sonuglarinin kolay
yorumlanabilir olmast: Tipleme yontemi basit ve ekonomik olmalidir. Y dntemin kolay
uygulanabilirligi ile klinik laboratuvarlarda yaygin kullammi arasinda iliski vardir.
Teknik olarak karmagik olan yontemler, rutin uygulamalardan c¢ok referans
l[aboratuvarlarda kullanilmaktadirlar.

Bu kriterlerin tamamim karsilayacak tek bir yontem olmadig: igin testlerin birlikte
kullamim gerekli bir kural gibidir. Tek merkezi ilgilendiren kisa streli bir salgindan izole
edilen suslarin ayrimi yapilacak ise, bir tipleme yontemi yeterli olmaktadir. Ancak, tlke
genelinde yapilacak olan kapsamli epidemiyolojik calismalarda birkag tipleme yonteminin
birlikte kullamlmas: gerekmektedir (46). Genel olarak tiplendirme yontemleri fenotipik ve
genotipik olmak Uzere iki gruptaincelenir.

4.5.1. Mikobakterilerin Tiplendirilmesinde Fenotipik Y dntemler

Bugin bilinen bakterilerin cogu 19-20. yuzyillar arasinda tanmumlanmis, fenotipik
Ozellikleri belirlenmistir. Bir bakteride dzgul olarak bulunan fenotipik 6zellik, susun yayilimi
hakkinda bilgi verebilmektedir. Ortak fenotipik 6zelliklere sahip suslar sz konusu oldugunda
ek olarak; biyotiplendirme (biyokimyasal reaksiyonlar, cevre sartlarina tolerans), antibiyotik
duyarliliklar, basta agir metaller olmak Uzere gesitli kimyasal maddelere duyarliliklarin
belirlenmesi, faj ve bakteriyosin tiplendirmesi, serotiplendirme, protein elektroforezleri (tam

hiicre proteini, immunoblotting, multilokus enzim elektroforezi, zimotiplendirme) gibi
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yontemler kullamimaktadir. M. tuberculosis suslarimin ayriminda kullanilan faj tiplendirmesi
sadece birkag farkli tipi tamimlayabilmesi ve teknik olarak cesitli sorunlar icermesi nedeniyle
sinirli kalmigtir.  Serotiplendirme ise M. tuberculosis kompleksi icerisindeki suslarin

farkliliklarint saptayamamaktadir (47).

Mikroorganizma Uzerindeki cevresel segici baskilar, degisken antijenik yapi,
antibiyotik tedavilerinin direng gelisimine etkileri, fenotipik Ozelliklerin farkli genlerde
kodlanabilmesi, ticari olarak bulunmayan bazi ayiraclarin gereksinimi, bir tir icerisindeki
susun ayirtedici  Ozelliklerinin  yetersiz olmasi, fenotipik yontemlerin  duyarliligim
azaltmaktadir. Bu nedenle, M. tuberculosis suslarimn basit ve hizli tiplendirilmesi igin

genotipik yontemler denenmektedir (4).
4.5.2. Mikobakterilerin Tiplendirilmesinde Genotipik Yontemler

M. tuberculosis genomunun biittin dizilimi ¢ikarilmistir. Genom yaklasik 4,4 mega baz
ciftinden olusmakta ve %62-70 gibi oldukgca yiksek oranda G + C icermektedir.
Mikobakterilerin dogru sekilde tiplendirilmeleri icin kullamlacak en ideal yontem tim
genomun dizi analizini yapmaktir. Ancak genomun blydkligl dikkate alindiginda bunun
zaman alict ve maliyetinin yiksek olmast kullanmmim simirlamigtir (9). Bu nedenle
mikobakteri DNA’sinin veya 6zgul bir bolgenin restriksiyon enzimi (RE) ile kesimi, genom
Uzerinde bulunan tekrarlayan bolgeleri ya da bunlarin arasindaki bosluklarin polimorfizmini

hedefleyen yontemler gelistirilmis ve yaygin olarak kullamlmaya baglanmustir (48).

45.2.1. Kromozomal DNA Analizi [Southern blotting, RFLP yontemleri ve problu
hibridizasyon  (DNA  fingerprinting)]:  Southern  blotting  yontemiyle  birgok
mikroorganizmamn genomik dizisi incelenmektedir. Kromozomal DNA, RE ile kesilir ve
parcalar agaroz jel icerisinde elektroforez ile yurtulir. Membrana bagl nikleik asit daha
sonra bir veya daha ¢ok isaretli ve incelenen genle homolog olan prob ile hibridize edilir. Bu
yontem; incelenen 0zel genetik bolge icerisinde cesitli RE'lerinin  tamdigi  yerlerin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu bolgeler suslar arasinda degiskenlik gostermekte ve
farkli blydklikte bantlar olusmaktadir. Tamimlanmis genetik bolgelerden RE ile kesilen
parcalarin polimorfik yapida olmasi nedeniyle, yonteme RFLP adi verilmistir. RFLP
analizinde sadece problarla hibridize olan DNA pargalar1 gorinur hale geldigi igin, sonuglarin

analizi de blyuk 6lgude kolaylasmstir (47).

4.5.2.2. PZT bazh tiplendirme yontemleri: PZT, 50-2000 baz ciftli DNA veya RNA’'nin
yar1 otomatik sistem igerisinde birkag saatte bir milyondan daha fazla gogaltilmasim saglayan
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ardisik Uc basit tepkimenin (denatirasyon, baglanma, uzama) bir dongu halinde
yinelenmesidir. Duyarliligi, 6zgulligu yiksek ve hizli bir yontem olmasi, mikroorganizmalar:
dogrudan tiplendirilebilmesi yararli ©zellikleridir. Buna karsin, kontaminan DNA’nin
cogatiimas: ya da epidemi ile ilgisi bulunmayan mikroorganizmalarin benzer nikleik asit
siralarinin tammlanmasina bagli yalanci pozitif sonug vermesi, primerlerin sadece hedeflenen
nikleik asit dizisini tammlamasi ve DNA kaybi nedeniyle yalanci negatif sonuglar baslica
olumsuz Ozellikleridir. Geleneksel PZT nin sahip oldugu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak
icin niikleik asit tabanl1 yeni molekuler tant yontemleri gelistirilmistir (47).

4.5.2.2.1. PZT bazh bdlgeye 6zgul RFLP: Bu yontemde PZT ile 6zgul gen bdlgesi gogaltilir
ve RFLP analizi ile incelenir. Incelenen suslar arasindaki farkhliklar belirlenir veya

antimikrobiyal direnc ortaya gikarilir.

45.2.2.2. Rasgele cogaltilan polimorfik DNA [Random amplified polymorphic DNA
(RAPD) = Arbitrarily Primed PZT (AP-PZT)]: DusUk 1silarda kromozomal DNA dizilerine
baglanan 9-10 bazdan olusan rasgele primerlerin kullanildigi bir yontemdir. Bu rasgele
primer bolgeleri, yerlesim ve sayilart yoninden bir bakteri tirintn degisik suslarinda farklilik
gostermektedir. Sonugta agaroz jelde elektroforez ile her sus igin karakteristik bantlar ortaya
cikmaktadir (47).

4.5.2.3. DNA dizi analizi: Ozel bir bolgenin tim dizgisi cikarilir. DNA dizi analizinde,
hedeflenen gen bolgesi icin kullanilacak primerler belirlenerek hedef nikleik asit PZT ile
cogaltilir. Elde edilen PZT uruni saflastirildiktan sonra poliakrilamit jel tUzerinde yuritilerek
gen dizisi igerisindeki bazlar tammlanir. Otomatize sekanslama cihazlar1 ve bilgisayarl
sistemlerle PZT Urundntn dizgisi saptanir. Adenin (A), C, G, timin (T) bazlar: igin dort farkl
floresan boya kullanilarak farkli dalga boylarinda isimalarin buyudkltkleri ve tipleri bilgisayar
yarchmiyla bir elektroferogram (zerinde gosterilmektedir. DNA dizi analizleri hem
mutasyonel degisimlerin saptanmasi hem de suslarin genetik Ozelliklerinin - ortaya
cikarilmasinda ¢ok etkin bir yontemdir. Ancak 0zel ve pahali ekipman gerektirmesi bu

yontemin rutinde kullanilmasim zorlastirmaktadir (47).
4.6. Mycobacterium tuberculosisin Tiplendirmesinde Kullanmilan M olektiler Y dntemler

Molekller tekniklerin gelismesiyle, M. tuberculosisin filogenetik Ozellikleri ve
yayilma dinamikleri daha iyi anlasilabilir hale gelmistir. Molekiler tipleme ile tlberkilozun
rekurrensi, sekonder enfeksiyonun reenfeksiyon veya reaktivasyon olup olmadigi ve bir

hastada ayn anda iki veya daha fazla sus ile enfeksiyonun varligi ortaya konulabilmektedir.
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Boylece tuberkiloz kontrol ve tedavi protokollerinin etkinligi arastirilabilmektedir.
Salginlarin arastirilmasinda ve laboratuvar igi ¢apraz bulasin tammlanmasinda blyutk yararlar
elde edilmektedir. Bu yontemlerle belirli bir cografik alan igindeki bulasin analizi
yapilabilmektedir (9).

Molekiler tipleme yontemleriyle coklu ilag direnci olan suslarin saptanmasi, kaynak
ve yayilma yollar1 gosterilebilmektedir. M. tuberculosis suslarinin tiplendirilmesi, bir toplum
veya aile igindeki enfeksiyonun kaynagi, yayilmasi ve diren¢ kazanmis olan suslarin erken
saptanmasi gibi 6nemli epidemiyolojik sorularin yamtin verebilir. Molekuler yontemler,
tuberktlozun yayilmasini etkileyen faktorlerin daha iyi anlasilmasinda ilave araglar olarak
kullanilabilir. Risk faktorlerinin  belirlenmesi  ve Dbolgesel kontrol programlarinin
degerlendirilmesi, daha rasyonel ve etkili kontrol onlemlerinin alinabilmesine olanak
saglayabilir. Eger bir toplumdaki tUberkiloz vakalarinin 6nemli bir kismi yeni olusmus bir
bulas sonucunda meydana gelmis ise, bu durum o toplumda ttberkilozun 6nlenmesi icin
alinmig olan korunma tedbirlerinin yetersizligini gostermektedir (5,9).

Bir tipleme yonteminden beklenen, susa 6zel genetik profili ortaya koyabilmesidir. Bu
profiller parmak izi “fingerprints’ olarak adlanchrilir. iki veya daha fazla sus aym veya cok
benzer profil olusturuyor ise bunlar aynm kime (cluster) icinde olarak adlandirilir. Farkl
hastalardan izole edilen fakat aym genetik profili gosteren izolatlar, buyuk olasilikla
epidemiyolojik olarak iliskilidir. Bu durum genellikle hastalar arasindaki yeni bulasmay1
yansitmaktadir (9).

Molekller yontemlerde, genellikle genom Uzerinde bulunan yineleyen elemanlar
kullanmlmistir. Bu elemanlar: su sekilde siralayabiliriz:

1. insersiyon sekanslar1 (Insertion sequence - 1S): 15986, 15987, 151081, 156110

2. Major Polimorfik Dizenli Yineleyen Elemanlar (Major Polymorphic Tandem
Repeats - MPTR)

3. Polimorfik GC-zengin Sekanslar (Polymorphic GC-rich Sequences - PGRYS)

4. Degisken Sayili Duzenli Yineleyen Elemanlar (Variable Number Tandem Repeats -
VNTR)

5. Direkt Yineleyen Elemanlar (Direct Repeats - DR)

Yineleyen DNA sekanslarinin M. tuberculosis epidemiyolojisinde kullamimasi 1980l
yillarin sonlarinda yapilan ¢alismalarla baglamistir (49).
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4.6.1. RFLP: RE'ler ciftsarmal DNA’y1 ¢ok 0zgul olarak belirli bolgelerden keserek
parcalara aywrmaktadir. DNA, bir veya daha fazla RE ile kesildikten sonra, agaroz jel
elektroforezinde bantlarin ayrismast ve bdylece DNA parcalarinin blyiklugl ve sayisi
kiyaslanarak elde edilen cesitlilige RFLP adi verilir. Yontem genel olarak DNA’nin
izolasyonu, RE ile kesim, elektroforez, jelin gorintilenmesi ve yorumlanmasi asamalarindan
olusur. Bu yontemde kullamlacak enzimlerin seciminde genomik DNA’y1 en fazla 20
noktadan kesecek RE secilmelidir. DNA’nin kicuk parcalara ayrilmasiyla olusan ¢cok sayida
bant, sonuglarin yorumlanmasini guiglestirmektedir. Bu yontem temel alinarak ¢ok sayida yeni
metot gelistirilmistir (9,47).

4.6.1.1. Hibridizasyon bazhh RFLP: DNA polimorfizmi, kesime ugratilmis nikleik asitlerin,
genomik DNA veya 0zgul pargalarla hibridizasyonu ile gosterilebilir. Prob olarak DNA"min
tamami  kullanlldiginda zeminde problem olmakta ve sonuglarin  yorumlanmast
guclesmektedir. Bu nedenle genellikle M. tuberculosis'den klonlanmis tekrarlayan DNA
dizileri  kullamlmaktadir.  Tekrarlayan elementlerin  epidemiyolojik  calismalarda
kullanilabilmesi igin farkli suslar arasinda polimorfizm bulunmalidir. Bunlardan en yaygin
olarak kullanmilan: 1S6110-RFLP yontemidir.

4.6.1.1.1. 1S6110-RFLP: M. tuberculosis de bulunan tekrarlayan bolgelerden birisini IS
(insersiyon sekanslar1 - Insertion sequences) olusturur. Bu giine kadar bircok yerlesim
elementi tanimlanmustir. Bunlardan en yaygin olarak kullanmilan 1S6110 dur. 1324 baz cifti
uzunlugunda olan 1S1081 de M. tuberculosis komplekste bulunmaktadir. Cogunlukla
degismeden her genomda 5—7 kopya halinde bulunmaktadir. Transpoziyonal aktivitesinin az
olmasi ve kopya sayisinin 1S6110’ dan daha distik olmasi nedeniyle sinirlt DNA polimorfizmi
olusturur, epidemiyolojik calismalardaki kullanimint sinirlidir. 1S1547 ve |S-like element her
genomda bir veya iki kopya halinde bulunmaktadir. 1S6110 ile kiyaslandiginda, 1S1547-
RFLP nin ayrim guct dusiktir. 1S6110 enterobakteriyel 1S3 ailesine ait 1361 baz ciftlik bir
yerlesim elementidir. M. tuberculosis kompleksinde yeri ve sayist (0-25 kopya) degiskenlik
gostermekle birlikte cogunlukla 8-15 kopya halinde bulunur. Bu yontem M. tuberculosis
tiplendirilmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Burada oOncelikle bakteriyel
kilturden DNA elde edilmekte ve kromozomal DNA’daki 1S6110 bolgeleri Pvull enzimi ile
kesilmekte, ardindan elektroforez yapilarak bantlarin ayrismasi saglanmaktadir. Alkali
ortamda denature edilen jeldeki DNA, southern blotting yontemi ile naylon membrana
aktarilir. 1S6110 iceren parcalart gorunttlemek icin 156110 DNA sekansina komplementer
521 baz ciftlik DNA dizgisine sahip peroksidaz isaretli prob, hibridizasyon tamponuna
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eklenir. 1S6110 probu ile hibridize olan Pwull ile kesilmis restriksiyon parcalart
kemiluminesans reaksiyon ile goruntulenirler. Elde edilen 1sima x-ray film Uzerine aktarilarak
sonuclar yorumlanir (Sekil 2). Yontemin dezavantaji, kultirde Uremeye gereksinim
duyulmasi, uzun zaman almasi, deneyimli personel ihtiyaci ve en 6nemlisi de kopya sayisi bes
ve daha az olan suslarda ayrim gicunin yetersiz kalmasidir. Ayrica 1S6110 kopyasi
bulunmayan suslarda sonu¢ alinamamaktadir (50-52). 1S6110-RFLP tiplendirmesinin hemen
sonrasinda, bazi M. tuberculosis suslarinin ve epidemiyolojik olarak baglantili izolatlarin
Ureme donemlerinde kaybedilen 1S eleman transpozonlari, DNA parmak izlerinde kaymalara
yol agmustir (53). Bu bulgu, bu yontemin TB olgularinin epidemiyolojik arastirmalarinda
guvenilirligi agisindan tartisma yaratmstir.

DNA Kesimi
‘ Pvu I1

Agaroz jelde elekiroforez Olusan fragmentlerin
membrana transferi

= .

156110 probu ile
hibridizasyon

DNA Ekstraksivon

Hibridizasyon
profillerinin analizi

I
I
I 1l

i

il
LIRRNAN
FHEn
[ 11
11

Sekil 2. 1S6110-RFLP yonteminin sematik gorinima (54).

4.6.1.1.2. PGRS-RFLP: Polymorphic GC-rich sequence (PGRS), tuiberkiiloz kompleksinde
en ¢ok bulunan tekrarlanan elementtir. Cok sayida, 96 baz cifti uzunlugunda G + C’ce zengin
uyum dizilimin birbiri arkasina siralanmis tekrarlarini (tandem repeats) icerir. M. tuberculosis
kompleksi ve diger mikobakterilerde yaklasik 30 kadar tekrarlanmaktadir. Bu yontemde,
Uzerinde polimorfik GC’den zengin dizi (PGRS) bulunduran ve bir rekombinant plazmit olan
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pPTBN12 nin yerlestiriimesiyle hazirlanan prob kullamimaktadir. 156110 kopyasi olmayan
veya dustk sayida kopya bulunduran M. tuberculosis suslarinin tiplendirilmesinde ikincil
yontem olarak kullamlImaktadir. pTBN12 parmakizi yonteminde; kromozomal DNA Alul
enzimi ile kesildikten sonra, agaroz jel elektroforeziyle DNA parcalarinin ayristirilmasi
yapiimaktadir. Naylon membrana transfer edilen DNA parcalarimin  gdsterilmesinde,
kemiliminesan veren maddeyle isaretli prob (pTBN12) kullanilmaktadir. pTBN12; E. coli
DHs,'dan izole edilmekte, EcoRI ve Hindlll ile kesildikten sonra yerlestirilen kisim
saflastirilarak prob olarak kullanilmaktadir. Bu prob, M. tuberculoss ve diger
mikobakterilerde, her genom Uzerinde yaklasik 30 kez yinelenen PGRS ile hibridizasyona
girmektedir (55). Bu yontemin tekrarlanabilirligi %100 olarak bulunmustur. Ayrim guict de
yiiksektir. 1S6110-RFLP ile aym dezavantajlara sahiptir. ilave olarak cok fazla sayida bant

elde edilmekte ve bunun sonucu olarak verilerin degerlendirilmesinde sikint1 olugsmaktadir.

4.6.2. Spoligotipleme: M. tuberculosis kompleksinde 36 baz ciftlik dogrudan tekrarlayan
(direct repeat - DR) bolgeler bulunmaktadir. DR bdlgesi olarak adlandirilan tek bir genomik
bolgede bulunan bu yapilarin arasinda 3541 baz cifti uzunlugunda susa 6zgu bosluk
olusturan diziler (spacer) bulunmaktadir. Hem DR’lerin sayist hem de bosluklarin varligi
suslar arasinda farklilik gosterir. DR’ler arasinda 94 farkli spacer tanmmlanmistir. M. bovis
BCG as1 susu (P3) ve M. tuberculosis H37Rv suslarinin DR bolgelerinde bulunan ayirict bos
bolge sekanslar1 baz alinarak 43 sentetik oligonukleotid tasarlanmis ve bu oligontikleotidler
bir DNA membramnin Uzerine gizgisel olarak yerlestirilmistir. Arastirilan M. tuberculosis
kompleks susunun DR bolgesindeki 43 ayirict bos bolgenin incelenmesi igin, bu susun tim
DR bolgess PZT ile cogaltiimaktadir. Farkli blydklikteki PZT drOnleri, sentetik
oligonikleotitleri dik olarak kesecek siralar halinde membran Uzerine aktarilmaktadir. DR
primerlerinin bir tanesi biotin ile isaretlenerek streptavidin-peroksidaz konjugat: ve substrat
yoluyla sentetik oligonukleotidlerin  Uzerindeki  hibridizasyon membran Uzerinde
kemiliminesans yontemi ile gosterilebilmektedir. Ayirici dizilimlerin varligi veya yoklugu
dijital olarak gozlenmektedir. Ayirici dizilimler suslar arasinda degisim gostermektedir ve
hibridizasyon membraninin sabitlesme ylzeyinde leke seklinde gorulmektedir. (Sekil 3). Bu
membran en az 20 kere kullanilabilmektedir. Bu yontemle M. bovis, M. microti ve M. canettii
suslar1 kolayca ayrilabilmektedir. Basit hizl1 ve tekrarlanabilirligi ylksektir. Sonuglar basit bir
bilgisayar programinda dijital olarak kodlanarak degerlendirilebilmektedir (52,56).

Bu yontem M. tuberculosis'in tiplendirilmesinde 1S6110-RFLP den sonra en yaygin
olarak kullamImaktadir (51,52). Yuksek kopya sayili suslar analiz edildiginde
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spoligotiplemenin ayrim gicl 1S6110-RFLP' den daha disik, dusik kopyali suslarin
degerlendirilmesinde ise Usttindur. Spoligotiplendirmede 1S6110-RFLP' ye gore daha fazla
korunmus genetik bilgi kullanildigindan, bu yontem, M. tuberculosis kompleks izolatlarinin
takson veya altturlere ayriminda yararhdir. Spoligotiplendirmenin 1S6110-RFLP den en
belirgin Gstinlgu, tek bir deney icerisinde M. tuberculosis kompleksinin hem arastirilmasi
hem de tiplendirilmesinin yapilabilmesidir (57). Ayrica, canliligim yitirmis dokulardan, EZN
boyal1 preparatlardan ve parafinle islemlenmis 6rneklerden calisilabilecegi gosterilmistir (58).

Bununla birlikte, spoligotiplendirmenin 1S6110-RFLP tiplendirmesinin yerini alma
konusu kuskulu bulunmaktadir. 1S6110-RFLP tiplendirme paternlerinde belirgin farkliliklar
gosteren bazi M. tuberculosis suslari benzer spoligopaternler gostermektedir (59). Ayrica,
spoligotiplendirmenin M. bovis izolatlarindaki ayrim guci PGRS veya DR-bazli RFLP
tiplendirmesine gore daha dustktir (60). Buna karsin spoligotiplendirmenin, epidemiyolojik
analizlerde uygun bir tarama yontemi oldugu kabul edilmektedir.

4 D 6 7

DR DR DR DR DR —
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membranin blotter'a yerles
tirilmeszi

denstire drneklerin
kapilerlere yiklenmesi

hibridizasyon sonucunun x-ray filme
hibridizasyon aktarimi

Sekil 3. Spoligotipleme yonteminin sematik gorianimi (61)
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4.6.3. Mycobacterial I nterspersed Repetitive Units (MIRU) — Variable Numbers of Tandem
Repeats (VNTR):

Degisik sayida siral1 tekrarlar iceren kiguk uydularin (minisatellites) polimorfizmine
dayal1 bir yontemdir. Bu bolgeler PZT bazli olan bu tipleme yonteminin temelini olusturur.
Sirali tekrar bolgelerinden (tandem repeat loci) elde edilen PZT Grtnlerinin dizi analizi
yapilarak sirali tekrarlarin sayisi ve bunlarin her iki yamnda lokalize olmus DNA parcalarinin
blyuklagl belirlenmektedir. M. tuberculosis genomunda boyle 41 farkli degisebilen siralt
tekrarlar (variable tandem repeats) tammlanmig ve bunlara MIRU adh verilmistir (Sekil 4)
Genomda bagimsiz halde bulunan 12 farkli bolgedeki tekrarlar degerlendirilir. Tekrarlar 52—
77 oligonukleotid buyuklGgundedir. PZT drdnleri %2’'lik agaroz jelde yudrGtuldr, her
bdlgedeki MIRU tekrarlari bant blydkluklerine gore degerlendirilir. Sonuglar 12 rakamli
dijital formata cevrilir.

Ayrim gucu yuksek, tekrarlanabilir ve uygulamas: kolay, cok merkezli calismalara
uygun ve otomatize edilebilir bir yontemdir (5,9,10). Tuberkilozun kiresel epidemiyolojik
sirveyans: igin uygundur. PZT bazli yontemler gibi aym gin igerisinde sonug
verebilmektedir. 1S6110-RFLP ve spoligotipleme ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR tipleme
daha fazla ayirici profil olusturmaktadir. Bu yontemler, kabul edilebilir uluslararasi standart
protokoliin adaptasyonunu takiben, yakin gelecekte 1S6110'u gblgede birakacaklardir
(5,9,10).
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4.6.4. Exact Tandem Repeat (ETR) - VNTR: VNTR igeren 6 bolgenin (ETR bolgeleri A-F)
cogaltilmasina dayanan bir yontemdir. ETR-A, ETR-B, ETR-C, ETR-D, ETR-E bdlgelerine
Ozel birer cift primerle gogaltiimakta ve agaroz jel elektroforezinde trinitn buyuklugi ve her
bdlgedeki ETR sayisi belirlenmektedir. Ayrim giicti MIRU-VNTR tipleme yonteminden daha
dusuktdr (5,9).

4.6.5. 16S ve 23S rRNA: 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin arasinda kalan ve suslar
arasinda farklilik gosteren bolgelerin gogaltiimas: ve sonrasinda RE ile kesilerek agaroz jel
elektroforezinde olusan paternlerin  belirlenmesi  seklinde  uygulamir.  Yontemin
tekrarlanabilirligi ve ayrim gicu diger yontemlerle kiyaslandiginda yetersiz bulunmustur (9).

4.6.6. Rasgele ¢ogaltilan polimorfik DNA (Random amplified polymorphic DNA -RAPD)
= Arbitrarily Primed - AP) PZT: Bu yontemde spesifik bir DNA bdlgesini cogaltmak yerine,
rasgele segilen bir veya iki primerle DNA’daki birgok bolgenin ¢ogaltiimasi esasina dayanir.
Primerlerin baglanma yerleri arasindaki uzaklik agaroz jel elektroforezinde farkl: blyuiklikte
ve sayida bantlarin olusmasina neden olur. Bu yontemde kullanilan primerler 10-15 baz
ciftlik kisa ve G + C agisindan zengindirler. Diger amplifikasyon sartlarindan farkli olarak
primerlerin baglanma 1silarn 40-50°C’ye dusurulmistir. RAPD PZT Urunlerinin genelde
kicik (< 2000b¢) olmast ve primerlerin korunmus bolgeleri hedef almasi nedeniyle M.
tuberculosis tiplendirilmesinde ayrim guict oldukga zayiftir.

Suslar arasinda primerlerin baglanma yerlerinde ortaya gikan bir mutasyon, susa 6zgu
bant polimorfizmin olusmasina neden olur. Elektroforez sonucu ortaya ¢ikan her bir izolata ait
bant profilleri birbirleriyle karsilastirilarak sonuglar yorumlanir. Uygulama kolayligi, kisa
siirede sonug alma ve ¢ok sayida 6rnek calisilmasina imkan tamimasi nedeniyle genis kullanim
alam bulmustur. Ancak en Onemli dezavantaji laboratuvarlar arasi standardizasyonunun
saglanmamis olmasidir (9,62). Amplifikasyonun erken dongulerindeki tepkime degisimleri,
primer / kalip DNA oran, kalip DNA’'nin safligi ve “thermal cycler” cihazinda farkli 1s1
profilleri nedeniyle yinelenebilirlik azalmaktadir. Bu nedenle, yontemin guvenilirligi ve
kullanilabilirligi tartisma konusu olmus ve bu yontemle ilgili ileri ¢alismalara gereksinim
oldugu belirtilmistir (62).

4.6.7. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE): Bu yontemde genomik DNA, yuksek
molekil agirlikli parcalar olusturan ve kesim alanlari sinirli olan ¢esitli RE ile (EcoR1, Asel,
Dral, Spel ve Xbal) kesimin ardindan belirli araliklarla yont degistirilen uzun sireli elektrik
akimina tabi tutularak bantlarin ayrismasi saglanir. Etidyum bromir ile boyanan jelde her bir
izolata ait tum bakteri genomunun RE paternleri belirlenir. Birgok bakteri igin salginlarin
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arastirilmasinda ve popilasyon bazli ¢calismalarda kullanilan molekiler tiplendirmede altin
standart kabul edilmektedir. Sinirli sayida bant olusturmast ve buna bagli olarak ayrim
gucuniin yetersiz olmast M. tuberculosis'in epidemiyolojik c¢alismalarinda kullanimin:
kisitlamistir (9,55).

4.7. Mycobacterium tuberculosis kompleks Altturlerinin Belirlenmesinde Molekuler
Yontemlerin Yeri

Insanlarda TB olusmasina, sadece M. tuberculosis degil, M. tuberculosis kompleksi
icerisindeki diger bakteriler de neden olmaktadir. M. tuberculosis gibi, M. africanum da
bagslica primatlar: enfekte etmektedir. Biyokimyasal olarak M. africanum, M. tuberculosis ile
M. bovis arasinda bulunmakta ve insanlarda M. tuberculosis le aym1 semptomlara neden
olmaktadir. M. tuberculosis ve M. bovis'ten ayirdetmek icin kullamilan testlerin degisken
sonuclar vermesi M. africanum’un farkli bir tir olmasi konusunda kuskular yaratmis, DNA
parmak izi yontemlerinin gelistirilmesi ile agikliga kavusmustur (63).

IS6110-RFLP tiplendirmesi ile M. tuberculosisin zoonotik yayilimi ortaya
cikarilmustir.  Onceleri kiigik kemiricilerin basili olarak bilinen M. microti'nin, son
zamanlarda, DNA parmak izi yontemlerinin gindeme gelmesiyle, insanlarda agir TB
formlarina neden olabilecegi gosterilmistir. Tammlanan M. microti suslarinin karakteristik
1S6110-RFLP profillerine ve spoligopaternlere sahip oldugu bulunmus ve insanlarda M.
microti’ den kaynaklanan TB arastirilabilmistir. Tim M. microti enfeksiyonlari, klasik akciger
TB veya hastaligin yaygin formlari seklinde gordlmislerdir. M. microti tamsi, bu
mikroorganizmanmin ¢ok yavas Uremesi nedeniyle oldukga sinirhidir. Bu patojen kati
besiyerinde 6-12 haftada, sivi besiyerlerinde ise daha kisa siirede (reyebilmektedir. ilk
izolasyonu kat1 besiyerinde uygulanan ¢ogu laboratuvarda, kilttrler bu bakterinin Gremesinin
gbzlenecegi zamana kadar inklbe edilmemektedir. Bu nedenle, mikroskopik olarak pozitif,
fakat kultdr negatif sonuglar gorulebilmekte, 6zellikle kemirici prevalansinin yuksek oldugu
bolgelerde sanildigindan daha fazla M. microti enfeksiyonu oldugu distinilmektedir (64).

M. tuberculosis kompleksi icerisinde tammlanan M. canetti en yuksek evrimsel
genetik degiskenligi gosteren alttirdir. Bu bakteri, ilk kez Somali’li geng bir hastadan izole
edilmis, Stipi koloni morfolojisi ve diger M. tuberculosis kompleksi bakterilerinden daha kisa
zamanda Uremesi ile dikkati cekmistir. 1S1081-RFLP ile yaklasik 2000 M. canettii izolatinda
5-7 bant saptanmustir. Buna karsin, birbirinden farkli ve bagimsiz kaynakli G¢ M. canettii

susunda ise sadece bir bant gozlenmistir (65).
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M. tuberculosis ve M. africanum'un aksine, M. bovis cesitli evcil ve vahsi
hayvanlardan olusan genis bir konak¢i yelpazesinde enfeksiyonlara neden olmaktadir (66).
M. bovis, diger M. tuberculosis kompleksi alttirlerinden biyokimyasal testler ve koloni
morfolojisi ile ayrilabilmektedir. Spoligotiplendirmede, ¢ogu M. bovis susu karakteristik
paternler gostermektedir (4,60). Bununla birlikte, biyokimyasal testlerle M. bovis oldugu
dustinulen bazi suslarda, bunlarin disinda farkl1 paternler de saptanmustir (4).

M. bovis enfeksiyonlari, klasik olarak, enfekte ineklerden insanlara ¢ig sit yoluyla
gecmekte ve genellikle insandan insana bulas gorilmemektedir. M. bovis enfeksiyonlari, M.
tuberculosis enfeksiyonlarindan daha sik olarak solunum dis1 bolgelerde gorulmektedir.
1S6110-RFLP tiplendirmesi M. bovis yayilimint arastirmak icin en uygun yontem olmasa da
gruplandiriimasinda kullanilabilmektedir (60,66). ineklerden ve insanlardan izole edilen M.
bovis izolatlarinin blyik bir bdlimi sabit bir genomik pozisyonda sadece bir 1S6110 kopyast
icermektedirler (60,67). Diger evcil ve vahsi hayvanlardan soyutlanan izolatlarda ise, daha
yuksek sayilarda 156110 elemam saptanmistir (4,67). M. bovis izolatlar: icin PGRS-RFLP
tiplendirmesinin ayrim guctnun yiksek oldugu gorulmektedir (4,60). Son zamanlarda, M.
bovis tiplendirmesinde, spoligotiplendirme ve diger DNA parmak izi yontemleri
kullanilmaktadir (4,67).

Canli BCG asis1, atentie M. bovis susundan elde edilmektedir. Molekiler yontemlerle
bu suslarin da TB enfeksiyonuna neden oldugu kanitlanmistir. Karakteristik 1S6110 ve
1S1081 paternleri BCG izolatlarimin  tammlanmalarim  saglamaktadir (7). Hastalardan
soyutlanan M. bovis BCG izolatlarimn tammlanmasiyla, bagisiklik sistemi  baskilanmig
bireylerde yaygin TB formlarina neden olabilecesi gosterilmistir. Onceleri, BCG kaynakli TB
enfeksiyonlariin ~ atentie  bakterilerle asilamadan uzun bir sire sonra, endojen
reaktivasyonlara bagli oldugu dustnilmekteydi. Son yillarda, iyatrojenik yol olarak
adlandirilan diger olasi enfeksiyon kaynagi gindeme gelmistir. Ginumizde mesane
kanserinin tedavisinde siklikla kullamlan ¢ok sayida canli bakteri igeren liyofilize BCG,
sklikla diger hastalara uygulanacak kemoterapétiklerle ayni guvenlik kabinlerinde
hazirlanmaktadir. Kanser tedavisi uygulanan hastalar igin kullanmilan BCG bakterilerinin DNA
parmak izleri ile hastalardan izole edilenler karsilastirildhiginda bazi enfeksiyonlarin hastane
eczanelerinden kaynaklandigi gosterilmistir (68).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Cahsma Grubu

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvar’ na Haziran 2002 ile

Temmuz 2006 tarihleri arasinda basvuran aktif TB 6n tanil1 hasta 6rneklerinden soyutlanan ve

M. tuberculosis kompleks olarak tammlanan 152 farkl: hastaya ait izolat ve H37Rv calismaya

alind.
5.2. Mycobacterium tuberculosis izolatlarimin Molekiiler Tiplendirilmes

M. tuberculosisizolatlar igin kromozomal DNA izolasyonu, MIRU-VNTR ve ETR-VNTR
gen bolgelerine goretiplendirme; uluslararasi, standardize edilmis protokollerle yapildi
(12,69,70).

5.2.1. Mikobakterilerden Genomik DNA izolasyonu
Mikobakterilerden yuksek molekiler agirlikli genomik DNA izole edildi.
Gerecler:
1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) sok soltisyonu (500 mM)
Na&EDTA (Sigma E5134) 18,6 g
Distile su ile 100 mL’ye tamamlandh.
pH’1 ayarlamak igin 100 mM’lik NaOH kullamildi.
Otoklavlandi, oda sicakliginda sakland.
2. TrisEDTA (TE 1X) pH=8
TrissHCL (SigmaT5941) 1,576 g
500 mM EDTA 2 mL
Distile su ile 1000 mL’ ye tamamland:.
Otoklavland, oda sicakliginda sakland:
Yontem:

1. Guvenlik kabininde M. tuberculosis izolatina ait kulttirden steril bir ektivyonla
koloniler toplanarak, vidal1 kapakli ependorfta bulunan 1 mL serum fizyolojik
icerisine alindi, 11.000 g de 1 dakika santriflij edildi ve slipernatan kisim atildi.

2. Cokelti Uzerine 250 uL 1X TE tamponu eklenerek vortekslendi.
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5.

6.

11.000 g de 1 dakika santrif(jj edildi ve siipernatan atildh.

COkelti tUzerine 250 puL 1X TE tamponu eklenerek, 95 °C’ de 10 dakika inkibe edildi.

11.000 g de 1 dakika santrifj edildi.

Supernatan kisim DNA ekstrakti olarak -20 °C’ de sakland:.

5.2.2. MIRU-VNTR ve ETR-VNTR gen bolgelerinin PZT ile ¢cogaltiimas

M. tuberculosisizolatlarina ait kromozomal DNA’dan MIRU-VNTR ve ETR-VNTR gen
bolgeleri PZT ile cogaltilarak elde edildi.

Gerecler:

1.

2.

7.

8.

Mikobakteriyel genomik DNA
25 mM MgCl;

dH,O

2mM dNTP

10X tampon

%10 DM SO

Hot start tag DNA polimeraz

Primerler

MIRU-2-ileri 5'- TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT -3

MIRU-2-geri 5- TACTCG GACGCCGGC TCA AAAT -3

MIRU-4-ileri 5'- GCG CGA GAGCCCGAACTGC-3

MIRU-4-geri 5'- GCG CAG CAGAAACGCCAGC-3

MIRU-10-ileri 5- GTT CTT GACCAACTGCAGTCGTCC-3

MIRU-10-geri 5- GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT -3

MIRU-16-ileri 5- TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCAAGTA-3

MIRU-16-geri 5- CCC GTC GTG CAGCCCTGG TAC- 3

MIRU-20-ileri 5'- TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG -3

MIRU-20-geri 5'- GGA GAC CGC GACCAG GTACTT GTA-3
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MIRU-23-ileri
MIRU-23-geri
MIRU-24-ileri
MIRU-24-geri
MIRU-26-ileri
MIRU-26-geri
MIRU-27-ileri
MIRU-27-geri
MIRU-31-ileri
MIRU-31-geri
MIRU-39-ileri
MIRU-39-geri
MIRU-40-ileri
MIRU-40-geri
ETR-A-ileri

ETR-A-geri

ETR-B-ileri

ETR-B-geri

ETR-C-ileri

ETR-C-geri

Y ontem:

5-CTGTCGATG GCC GCA ACAAAACG-3
5-AGCTCAACGGGT TCGCCCTTTTGT C-3
5'- CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT -3
5'- GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA -3
5'- TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC -3
5'- CAT AGG CGA CCA GGC GAATAG-3
5-TCGAAA GCCTCT GCGTGC CAGTAA -3
5-GCGATGTGA GCGTGCCACTCAA-3
5-ACT GATTGG CTT CAT ACGGCT TTA-3
5-GTGCCGACGTGGTCTTGAT -3
5'-CGCATCGACAAACTGGAGCCA AAC-3
5'- CGG AAA CGT CTACGCCCCACACAT-3
5-GGGTTG CTG GAT GACAACGTGT -3
5'- GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAGATA -3
5-AAATCGGTCCCATCACCT TCT TAT -3
5-CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT -3
5- GCGAACACCAGGACAGCATCATG-3
5-GGCATGCCGGTGATCGAGTGG -3
5'- GTGAGT CGC TGCAGA ACCTGCAG-3

5-GGCGTCTTGACCTCCACGAGT G-3

1. PZT Karisim (amplifikasyon miksi) asagida belirtilen sekilde her primer seti igin ayr

hazirlands;
dH>O MIRU 10, 16, 31, 2, 23 ve 39 primerleri igin 12,5 uL
MIRU 4, 26, 40, 20, 24 ve 27 ile tUm ETR primerleri icin 12,0 uL
25 mM MgCl, MIRU 10, 16, 31, 2, 23 ve 39 primerleri icin 1ulL



2mM dNTP
10X tampon
%10 DM SO
Primer 1

Primer 2

MIRU 4, 26, 40, 20, 24 ve 27 iletim ETR primerleri i¢cin 1,5 uL

Hot start tag DNA polimeraz

Toplam hacim

2,0 uL
3,0 uL
25uL
1,0 uL
1,0 uL
1,0 uL

24 ulL

2. Calisilacak 0rnek sayisi kadar hazirlanan karigim 0.5mL’ lik tdplerin her birine 24 pL

dagitildi.

3. Uzerlerine 1pL ekstrakte DNA eklendi.

4. Thermal cycler aletine (Techne TC—412) yerlestirildi. Thermal cycler aletinde

asagidaki siklus program: uyguland:.

95 °C de 15 dakika ilk denatiirasyon

94 °C de 60 saniye

59 °C de 60 saniye 40 siklus
72 °C de 90 saniye

72 °C de 10 dakika son uzatma

5. Reaksiyon 4°C’ de durduruldu. Amplifikasyon triini saptama basmaginin
uygulanacag1 zamana kadar 2—8°C’ de sakland:.

5.2.3. Jel elektroforez

M. tuberculosis suglarina ait kromozomal DNA’dan PZT ile cogaltilan MIRU ve ETR gen

bolgeleri gosterildi.

Gerecler:

1. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 0,5X)

Borik asit (Sigma B6768)

Trizma base (Sigma T1503) 27 g

13,75
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EDTA (AppliChem A2937) 199

500 mL distile su igerisinde eritildi ve 5000 mL’ye tamamlandh.
2. Etidyum bromit 1000X soltisyonu (EtBr) (5 mg/mL)

Etidyum bromit (Sigma E8751) 0,5 g

Distile suyla 100 mL’ye tamamland.

Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda saklandh.

3. Jel yukleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’ de saklandh
4. 100 b¢ DNA ladder (Fermentas SM0241) -20 °C’ de saklandh.
5. Agar

Y ontem:

1. %2 lik agaroz jel (%2’ lik agaroz jel = 2.6 g agaroz, 130 mL 0,5 X TBE, 6 pL EtBr),

20 x 25 cm'lik elektroforez tanki kullamlarak dokuldi.
2. Katilasmasi igin 20 dk beklendi.
3. 1lk kuyucuga standard belirleyici olarak 100 b¢ DNA ladder yiiklendi.

4. ikinci kuyucuktan itibaren 2 L jel yukleme tamponu ile homojen olarak karistirilan
her primer igin ayr1 10 uL PZT drdni yuklendi.

5. Son kuyucuga standart belirleyici olarak 100 b¢ DNA ladder yUklendi.
6. 45 dk. 130 voltta elektroforez yapild.

7. UV transluminatér Uzerinde jel fotograflandh.
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5.3. QBASIC 4.5 ile gcahstirilan yazihhmin kodu

10 SCREEN 2: CLS: W = 0: OPEN "I", #1, "MIRU15.TXT": BEEP: OPEN "O", #2, "STXT": WRITE #2,
"KULLANILAN PRIMER SAYISI", "PRIMERLER", "GRUP SAYISI", "TANIMLANAMAYAN IZOLAT
SAYISI", "TEK IZOLAT"

20 WHILE NOT EOF(1)

30 INPUT #1, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15: W =W + 1

40 'PRINT P1;P2;P3;P4;P5; P6; P7;P8:P9;P10;P11;P12;P13;P14:P15

50 WEND: CLOSE #1: DIM P(W, 15): DIM EN$(15, 4): FOR X = 1 TO 15: EN$(X, 3) = STR$(W): NEXT X
55 A$ = INKEY$: IFA$="" THEN 55

100 WW = 0: OPEN "I", #1, "MIRU15.TXT"

120 WHILE NOT EOF(1)

130 INPUT #1, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15: WW = WW + 1

230 P(WW, 10) = P10

240 P(WW, 11) = P11

250 P(WW, 12) = P12

251 P(WW, 13) = P13

252 P(WW, 14) = P14

253 P(WW, 15) = P15

260 WEND: CLOSE #1

270FORX = 1TOW

280 PRINT P(X, 1); P(X, 2); P(X, 3); P(X, 4); P(X, 5); P(X, 6); P(X, 7); P(X, 8); P(X, 9); P(X, 10); P(X, 11);
P(X, 12); P(X, 13); P(X, 14); P(X, 15)

290 NEXT X

300 DIM TANIM$(W, 1): PRINT TIMES

310 FORP1=15TO 1 STEP-1

320 FOR P2=P1TO O STEP-1: IFP2= 0 THEN 330

321 IF P2 = P1L THEN 1210

330 FORP3= P2 TO 0 STEP-1: IFP3= 0 THEN 340

331 IF P3 = P1 OR P3 = P2 THEN 1200

340 FOR P4 = P3TO 0 STEP-1: IF P4 =0 THEN 350

341 IF P4= P1 OR P4 = P2 OR P4 = P3 THEN 1190

350 FOR P5= P4 TO 0 STEP-1: IF P5= 0 THEN 360

351 IFP5 = P1OR P5= P2 OR P5 = P3 OR P5 = P4 THEN 1180
360 FOR P6 = P5S TO 0 STEP-1: IF P6 = 0 THEN 370

361 IF P6 = P1L OR P6 = P2 OR P6 = P3 OR P6 = P4 THEN 1170
362 IF P6 = P5 THEN 1170

370 FOR P7 = P6 TO 0 STEP-1: IF P7 = 0 THEN 380

371 1F P7 = PLOR P7 = P2 OR P7 = P3 OR P7 = P4 THEN 1160
372 IF P7 = P5 OR P7 = P6 THEN 1160

380 FOR P8 = P7 TO 0 STEP-1: IF P8= 0 THEN 390

381 IF P8 = PLOR P8 = P2 OR P8 = P3 OR P8 = P4 THEN 1150
382 IF P8 = P5 OR P8 = P6 OR P8 = P7 THEN 1150

390 FOR P9 = P8 TO 0 STEP-1: IF P9 = 0 THEN 400

391 IF P9 = P1L OR P9 = P2 OR P9 = P3 OR P9 = P4 THEN 1140
392 IF P9 = P5 OR P9 = P6 OR P9 = P7 OR P9 = P8 THEN 1140

400 FORP10=PO9TO O STEP
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6. BULGULAR

6.1. Mycobacterim tuberculosisizolatlarinin MIRU ve ETR gen bdolgelerinin tekrar

sayilarimin belirlenmes

Agar jel elektroforez goruntilerine gore elde edilen bantlar molekiler buyukluk
gogterges ile karsilastirilip degerlendirildi. Bu islem her izolat ve her primer igin ayr1 ayri

yapildi.

MCcCB ACBAUCEBAM
149 149 149 10 10 10 H37 H37 H37

Resm 1. H37Rv(H37) susu, 10 ve 149 nolu hastaizolatlarimn ETR-A(A), ETR-B(B), ETR-
C(C) gen bolgelerinin agar jel elektroforez gorintuleri.

Tablo 1'de belirtilen MIRU ve ETR gen bolgeleri igin belirlenmis olan tekrarlarin
blyuklUkleri sayesinde tekrar sayilar1 hesaplanarak bulundu.

Primer |2 |4 |10 |16 (20 |23 |24 |26 |27 |31 |39 |40 |A |B |C

Bolge |236|182|272|419|292|131| 365|291|321|160| 238| 276| 195 | 121| 44

Tekrar |53 |77 |53 |53 |77 |53 |54 |51 |53 |53 [53 [54 |75 |57 |58

H37Rv | 342 | 413 | 431| 525| 446 | 449 | 419 | 444 | 480 | 319 | 344 | 330 | 420 | 292| 276

Tablo 1: Bdlge: MIRU ve ETR gen bolgelerinin tekrarlar olmadan buyukltgu

Tekrar: MIRU ve ETR gen bolgelerinde bir tekrarin blydkIGgu

H37Rv: H37Rv susunun MIRU ve ETR gen bolgelerinin tekrarlaryla birlikte
buyuklagi (71,72)
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H37Rv susu icin MIRU ve ETR gen bolgelerindeki tekrar sayilarinin hesaplanmast;

MIRU 2 bolgesinin tekrar sayisi:
MIRU 4 bolgesinin tekrar sayisi:

MIRU 10 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 16 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 20 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 23 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 24 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 26 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 27 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 31 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 39 bdlgesinin tekrar sayist:
MIRU 40 bdlgesinin tekrar sayist:

ETR A bolgesinin tekrar sayisi:
ETR B bodlgesinin tekrar sayisi:
ETR C bolgesinin tekrar sayisi:

236 + 53.x =342
182 + 77.x = 413
272 +53x=431
419 + 52.x = 525
292 + 77.x = 446
131 + 53.x = 449
365 + 54.x =419
291 + 51.x =444
321 + 53.x =480
160 + 53.x = 319
238+ 53.x=344
276 +54.x =330
195 + 75.x = 420
121 + 57.x = 292
44 + 58.x = 276

tekrar sayist (x) = 2
tekrar say1si (xX) = 3
tekrar say1si (xX) = 3
tekrar sayist (x) = 2
tekrar sayist (x) = 2
tekrar say1si (X) = 6
tekrar sayisi (x) =1
tekrar say1si (xX) = 3
tekrar say1si () = 3
tekrar say1si () = 3
tekrar sayist (x) = 2
tekrar say1si (x) =1
tekrar say1si (xX) = 3
tekrar say1si () = 3
tekrar say1si (X) =4

152 Mycobacterim tuberculosis hasta izolat1 ve H37Rv susunun her bir MIRU bdlgesi
icin bulunan tekrar sayilari tabloya islendi. Saptanamayan bantlar yerine 9 yazild.

Tablo 2. 1 numarada gosterilen H37Rv susunun ve 152 hasta izolatinin MIRU ve ETR gen
bdlgelerinin tekrar sayilar:
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2

N N N DNDNDNMNPFPPFPDNP PP PFPPFPNDN

4 10 16 20 23 24
3 3 2 2 6 1
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2 3 1 2 5 1
2 5 3 2 5 1
2 4 3 1 5 1
2 5 3 2 3 1
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2 3 3 2 3 1
2 3 2 2 5 2
2 3 1 1 5 1
2 5 3 2 4 1
2 4 3 1 5 1
2 3 2 2 5 1
2 6 2 2 5 1
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16 20 23 24 26 27 31 39 40

10

16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33

35
36
37

38
39

40

41

42

45

46

47

48

49

50
51

52

40



16 20 23 24 26 27 31 39 40

10

53

55
56
57

58
59

60
61

62

63

65
66
67

68
69

70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83

85
86
87

88
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16 20 23 24 26 27 31 39 40

10

89

90
91

92

93
94
95
%
97

98
99
100
101
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
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16 20 23 24 26 27 31 39 40

10

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

6.2 Kullamilan primerlerin ayri ayri ve birlikte ayrim gugclerinin belirlenmes

152 hasta izolat1 ve H37Rv susu ile elde edilen sonuglara gore 15 farkl: primer setinin

hem tek baslarinahem de diger primerlerle birlikte kullanildiklar: tim kombinasyonlarin

ayrim guct QBASIC 4,5 programlama dili ile kodladigimiz bir yazilim (Ek 1) kullanilarak
Primer setleri tek baslarina kullamildiklarinda elde edilen grup sayilary,

hesapland.

tanimlanamayan izolat sayisi ve tek izolattan ibaret grup sayilar: Tablo 3’ de gosterildi.
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Tablo 3. Primer setleri tek baglarina kullamldiklarinda elde edilen grup sayilari,
tanimlanamayan izolat sayisi ve tek izolattan ibaret grup sayilar

PRIMERLER| KUME SAYIS| | TEK iZOLAT | TANIMLANAMAYAN iZOLAT SAYISI
26 1 4

ETR-A
27

40
ETR-C
31

24

16

23

10

4

20
ETR-B

lnjwik|lO_|WIN

=
o

R[OOI |0 NN
OIFR|FPIN|IO|IOIFRPIFPINININ|IO|WIN

N[O~ N
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Ayrim guict en yuksek olan primer seti ve sirasiyla kullanildikga ayrim giiciint en
fazla arttiran primer setleri ile elde edilen grup sayilari, tammlanamayan izolat sayisi ve tek
izolattan ibaret grup sayilart MIRU-VNTR 12 igin Tablo 4 de, MIRU-VNTR 12 + ETR-
VNTR 3i¢in Tablo 5’ de gosterildi.

Tablo 4. 12 MIRU primeri igin ayrim giicti en yuksek olan primer seti ve sirasiyla
kullanildikga ayrim glctni en fazla arttiran primer setleri ile elde edilen grup sayilary,
tanimlanamayan izolat sayisi ve tek izolattan ibaret grup sayilar

KUME TEK TANIMLANAMAYAN
MIRU-VNTR 12 SAYISI | iZOLAT IZOLAT SAYIS|
26 7 1 4
26, 40 24 7 5
26, 40, 16 47 25 8
26, 40, 16, 10 67 39 13
26, 40, 16, 10, 23 80 56 13
26, 40, 16, 10, 23, 31 89 64 9
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27 98 74 6
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27, 20 103 82 7
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27, 20, 2 108 88 8
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27, 20, 2, 4 110 89 8
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27, 20, 2, 4, 24 111 89 8
26, 40, 16, 10, 23, 31, 27, 20, 2, 4, 24, 39 111 89 8




Tablo 5. 12 MIRU ve 3 ETR primeri igin ayrim guict en yiksek olan primer seti ve sirasiyla
kullanildikga ayrim glcuni en fazla arttiran primer setleri ile elde edilen grup sayilary,

tanimlanamayan izolat sayisi ve tek izolattan ibaret grup sayilar

KUME _TEK TANIMLANAMAYAN

MIRU-VNTR 12 + ETR-VNTR 3 SAYISI | IZOLAT IZOLAT SAYISI
26 7 1 4

26,40 24 7 5
26,40,16 47 25 8
26,40,16,10 67 39 13
26,40,16,10,ETR-A 80 55 12
26,40,16,10,ETR-A,31 90 66 8
26,40,16,10,ETR-A,31,27 98 74 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23 104 82 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2 110 91 7
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20 115 99 8
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20,ETR-C 119 105 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20,ETR-C,4 121 108 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20,ETR-C,4,24 122 109 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20,ETR-C,4,24,ETR-B 122 109 6
26,40,16,10,ETR-A,31,27,23,2,20,ETR-C,4,24 ETR-B,39 [ 122 109 6
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7. TARTISMA

Tani, tedavi ve kontrol yontemlerindeki gelismelere ragmen, tuberkiloz 6nemli bir
halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. M. tuberculosis'in hizli ve dogru laboratuvar
tamst tuberkilozlu hastalarin tedavisinde ve hastaligin kontroliinde ¢ok oOnemlidir. M.
tuberculosis'in laboratuvar tamsinda yillardan beri kullaniimakta olan mikroskopi ve kiltur,
distk duyarlilik ve gec sonug verme gibi simirlamalara sahiptir. Son yillarda tanida yasanan
bu sorunlarin asilabilmesi amaciyla, klinik Orneklerdeki M. tuberculosis DNA’sini
cogaltmaya yonelik nikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) gelistirilmis ve TB’un rutin
tamsinda yer almaya baslamiglardir (40,41,73).

Tuberkllozla etkin bir mucadele igin hizli ve duyarl: tam yontemlerinin gelistirilmesi
kadar, epidemiyolojik verilerin alinacag: ¢calismalara da ihtiyag vardir. Bu nedenle son yirmi
yilda molekuler epidemiyoloji, arastirmacilarin ilgi odag: olmustur (4,46). Bu arastirmacilarin
calismalart ile farkli cografik bolgelerden soyutlanan izolat ve hasta gruplarinin dzelliklerini
iceren veritabanlarr olusturulmaktadir. Epidemiyolojik calismalar, tip, molekiler biyoloji,
epidemiyoloji ve biyoistatistik gibi birden fazla disiplini ilgilendirmektedir.

Molekller epidemiyoloji; bir hastaligin yayilimi, patogenezi ve etyolojisini arastiran
bilim olarak tammlanmaktadir. Bu 6zellige dayanarak molektler epidemiyolojik calismalar,
hastaligin yayilimi ile olusan risk faktorlerinin ortaya cikarilmasi, salginlarin arastirilmasi,
yayihm gosteren suslarin  arastirilmasi, resktivasyon veya reenfeksiyon olgularinin
saptanmasi, patojenlerin dinyadaki yayilimlarinin saptanmasi, farkli suslarda virulans ve
direng mekanizmalarimin anlasiimasi, enfeksiyon hastaliklarinin yayilim dinamiklerinin ve
yayilim yollarinin ortaya konmasi, tedavi ve korunma stratgjilerinin gelistirilmesinde
kullanmimaktadir (5,9).

Ulkemiz bir tarafta Bat1 Avrupa gibi diisik tuberkiiloz insidansina sahip ilkelerle
komsuyken, diger taraftan da Eski Sovyetler Birligi ve Asya Ulkeleri gibi yiksek insidansa
sahip bir cografyada bulunmaktadir (20). Hizl1 nifus artis1 ve kirsal alandan buytk sehirlere
gocln devam ettigi Ulkemizde tuberkilozla etkin bir micadele icin izole edilen tim suslarin
molekuler epidemiyolojik bilgilerinin ¢ikarilmast kaginilmazdr.

Ozellikle gelismekte olan Ulkelerde, DSO’ niin 6nerilerine ragmen, TB insidans: hala
gok yiiksektir. HIV sorunu ile CID de bu artis1 tetiklemektir. Molekiller epidemiyolojik
calismalar sorunlarin anlasilmasinda ve kontrol mekanizmalarimin gelistirilmesinde yararl:
olmaktadir. 156110 RFLP referans yontem olarak kabul edilmekle birlikte benzer paternlere
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sahip veya dustk kopya sayili izolatlarin ayriminda yeterli olmamaktadir (52). Bu nedenle, ek
yontemlerin kullanilmas: ile daha iyi sonucglar alinmaktadir. Bu yontemler arasinda;
gpoligotiplendirme, pTBN12, MIRU-VNTR, ETR-VNTR, DRE-PZT, RAPD PZT
bulunmaktadir (9,10,52,55,62).

Son yillarda, yeni molekiler yontemlerin tanimlanmasi, TB epidemiyolojisi ve
filogenetik analizlerine dnemli katkilarda bulunmustur. 1997 yilinda Supply ve ark tarafindan
gelistirilen MIRU-VNTR yontemi sonraki yillarda uygulamasi daha pratik hale getirilmistir.

2002 yil1 icerisinde bildirilen bir calismada Glney Afrika'da 6 yil icinde toplam 56
hastadan alinmis 123 izolat 156110 ve MIRU-VNTR yontemleri kullanilarak kimeler
olusturulmustur. Alt1 yillik stire icinde MIRU-VNTR yonteminin tekrarlanabilirliligi oldukga
yuksek bulunmus, 56 hastamn 55 inde (%98,2) karsilastirilan izolatlar yillar iginde ayn
genetik profili gbstermistir. 1S6110 yontemiyle ise 56 hastadan soyutlanan izolatlardan sadece
45'inde (%80,3) yillar icinde ayni genetik profil gozlenmistir. Bu ¢alismamn sonucunda
arastrmacilar MIRU-VNTR yonteminin kolay uygulanabilir ve hizli olmasinin yaninda
tekrarlanabilirliligi yoninden de 1S6110 yontemine gére daha iyi performans gosterdigi
sonucunda birlesmislerdir (11).

Uc molekiiller yontemin birlikte uygulandigi ve 2002 yilinda bildirilen bir calismada
11 farkl: cografik bolgeden alinmig 116 M. tuberculosis klinik izolat genetik profil yoninden
degerlendirilmistir. Ayirt edici gucun Hunter-Gaston indeksi (HGI) ile saptandigi bu
calismada spoligotipleme, MIRU ve tamamlayict ¢ VNTR (ETR-A, ETR-B, ETR-C)
degerleri sirastyla 0.956, 0.988, 0.959 olarak saptanmustir. Sonug olarak en iyi ayrim guct
MIRU yontemiyle bulunmustur. Yontemlerin ikiserli degerlendirilmesinde ise en iyi ayrimin
MIRU + ETR-A, ETR-B, ETR-C yontemleriyle yapildig1 saptanmistir (10).

Supply P. ve arkadaslarimin 2001 yilinda yayinlanmis olan calismalarinda; 38 ayri
Ulkeden, DNA dizi analiziyle 90 farkli M. tuberculosis izolat: oldugu belirlenen suslara
MIRU-VNTR yoOntemi uygulanmistir. Sonug olarak MIRU-VNTR yonteminin diger
molekuler tiplendirme yontemlerinden daha fazla ayrim glicline sahip oldugu saptanmustir.
Ayrica bu ¢aligmada, gelistirilen web sitesiyle MIRU-VNTR genotiplerinin internet yoluyla
analizinin  mumkin oldugu wvurgulanmig, bunun da M tuberculosisin epidemiyolojik
calismalarina evrensellik katacag: ve bu patojenin evriminin daha iyi izlenecegi belirtilmistir
(12).
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Bu calismada, 152 hasta izolat1 ve H37Rv susu ile elde edilen agar jel elektroforez
sonuclarini 15 farkli primer setinin hem tek baglarina hem de diger primerlerle birlikte
kullanildiklar: tim kombinasyonlarin ayrim gict QBASIC 4,5 programlama dili ile
kodlanilan bir yazilim kullanilarak hesaplandi. Bu program ile bittin primerler tek tek ve
kombine halde sirasiyla degerlendirildi. Siralama, oncelikle ortaya ¢ikan kiime sayisina gore
yapildi. Ortaya ¢ikan kiime sayis1 ne kadar fazla ise o primer kombinasyonu oncelige sahiptir.
Kime sayisinin ardindan siralamayi belirleyen tammlanamayan izolat sayisimin ne kadar az
oldugudur. Bu programla en son olarak tek izolat sayisina 6nem verildi. Kiime sayisinin ve
tammlanamayan izolat sayisinin esit oldugu durumlarda tek izolat sayisi fazla olan
kombinasyon daha iyi ayrim gucine sahiptir. Literatirdeki diger MIRU-VNTR
calisgmalarindan farkli olarak bu calismada kullanilan QBASIC 4,5 programlama dili ile
kodlanlan bir yazilim kullanildi. Sola ve arkadagslarinin (10) ¢alismasinda, bu ¢alismaile aym
primerler kullamlmis, her birinin ayrim guict ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Bu galismada ise hem
primerlerin ayrim gucu tek tek hesaplandi, hem de tim kombinasyonlarin ayrim gugleri
belirlendi.

Elde edilen sonuclara gore primer setleri tek baslarina degerlendirildiklerinde en
yuksek ayrim gucti MIRU 26 ve ETR-A primerleriyle saptanirken. en distk ayrim MIRU 39
primeriyle elde edildi.

12 MIRU gen bolgesi primerine 3 ETR gen bolgesi primeri eklendiginde ortaya ¢ikan
kime sayisinin 111 den 122 ye ¢iktigint ve ETR gen bolgesi primerlerinin ayrima 6nemli
katk: sagladigi gorulmektedir.

12 MIRU gen bolgesi primerleriyle ek olarak 3 ETR gen bolgesi primerlerinin
kullanimi yani 15 primerin toplu kullamm karsilastirildiginda; ilk dort sirada tercih edilen
primerlerde (MIRU 26, MIRU 40, MIRU 16 ve MIRU 10) degisiklik olmadig1 gorulmektedir
(Tablo 4-5). Fakat gerekli ayrimi saglamak igin kullamlmasi gereken 5. primer olan MIRU
23'Un yerini ETR-A gen bolgesinin aldigi gorilmektedir. Siralamada 5. olarak kullamilmasi
oncelikli primer MIRU 23 veya ETR-A gen bolgesine ait olmasimin kime sayisim
degistirmedigi belirlendi. Yani her iki primerin de ayr1 ayr1 ilk 4 primere eklenmesiyle 80
kime olustu. Fakat ETR-A primeri 5. oncelikli olarak kullamldiginda tammlanamayan izolat
sayisi 12, MIRU 23 primerinde ise bu say1 13 olarak saptandi. Ayrica, ETR-A primeri 6.
oncelikli primerle birlikte 90 kiime olustururken, MIRU 23 ile ancak 89 kime elde edildi.
Kisacasi ETR-A primerinin ayrim guictinin MIRU 23 primerinden daha yuksek oldugu ve 5.

oncelikli primer oldugu gorulmektedir.
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12 MIRU gen bolgesi primerlerine 3 ETR gen bdlgesi primerlerinin eklenmesi 12
MIRU gen bolgesi primerlerinin kendi icinde de kullanim siralarinda degisiklige yol acti.
MIRU 23 primeri, 12 primerli sralamada 5. Oncelige sahipken, ETR primerlerinin
eklenmesiyle MIRU 31 ve MIRU 27 primerlerinin MIRU 23 primerinden daha iyi ayrim giict
sagladigi goruldu. Aym sekilde MIRU 2 ve MIRU 20 primerlerinin kullanim onceliklerinin
kendi aralarinda degistigi belirlendi. 12 MIRU primeri kullamldiginda MIRU 20 primerinin
ayrim gucu MIRU 2 primerinden daha yuksekken, 15 primer kullanildiginda kullamm
onceliginin MIRU 2 lehine degistigi saptandh.

ETR-C primeri, MIRU 4, MIRU 24 ve MIRU 39 primerleriyle kiyaslandiginda
kullanim onceligi oldugu sdylenebilir. Bu nedenle 15 primerli olan siralamada ETR-C primeri
11. sirada kullamimalidir.

Onbes bolgeye ait primerlerin hepsi kullanildiginda, MIRU 24 primerinin kiime
sayisim sadece bir artirdigini, ETR-B ve MIRU 39 primerlerinin ise kiime sayisina etkisinin
olmadhg: saptandi. Bu sonuglar 1s1ginda bizim toplumumuzdan elde edilen suslarda molekiler
calismalarda MIRU 24, ETR-B ve MIRU 39 bolgelerine ait primerleri kullanmamn dnemli

katkist olamayacag1 soylenebilir.

Bu calismada; 12 MIRU gen bolgesi primerlerine ek olarak 3 ETR gen bdlgesi
primerlerinin kullamlmasimn ayrim gucuni 6nemli derecede artirdigi gorilmektedir. 12
MIRU-VNTR ile kiime sayisi 111, tek izolat sayisi 89 iken, 12 MIRU-VNTR + 3ETR-VNTR
ile kiime say1s1 122, tek izolat sayist 109 olarak saptandi. Oelemann ve arkadaslarimin (13)
154 izolatla yaptiklar: galismada ise 12 MIRU-VNTR ile kiime sayi1si 104, tek izolat sayisi 84,
12 MIRU-VNTR + 3 ETR-VNTR ile kime sayist 116, tek izolat sayist 103 olarak

bulunmustur.

Bu calismada bilgisayar programu ile elde edilen kombinasyonlarda en yiksek ayrimi
saglayan MIRU 26, MIRU 40, MIRU 16, MIRU 10, ETR-A ve MIRU 31 primerlerinden
MIRU 16 disindakilerin ayrim giicti Sola ve arkadaslarimin (10) calismasinda da ¢ok yuksek
diuzeyde bulundu. Daha sonraki siralamalarda ise ayrim gulglerinde farkliliklar go6ze
carpmaktadir. Bu farklhiliklar, toplumlar arasindaki farklardan kaynaklanabilecegi gibi bu
calismada kullanilan bilgisayar programina da bagli olabilir. Sola ve arkadaslarinin
calismasinda primerlerin ayrim glict tek tek degerlenirken, bu ¢alismada birbirlerine benzer
sekilde ayrima neden olan primerlerin, elde edilen kombinasyonlardaki oncelik sirasini

desistirdigi dustiniilebilir.
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Bir tiplendirme yonteminin ayrimi gugli bir sekilde yapmasinin yaninda hizli sonug
vermesi ve ekonomik olmast da Onemlidir. M. tuberculosisin molekuler olarak
tiplendirilmesinin gerektigi durumlarda ve epidemiyolojik calismalarda MIRU-VNTR ve
ETR-VNTR gen bolgeleri primerlerini kademeli bir sekilde kullanarak yontemin daha hizl:
sonug vermesi ve ekonomik olmasi saglanabilir. Primer setleri birlikte kullanildiklarinda
ayrim guglerine gore gruplara ayrilabilir. Ayrim guct en yiksek olan 3'Iu gruplarla hasta
izolatlar1 ¢aligmaya alinabilir. Bu galismadaki veriler 1s1ginda, oncelikli olarak MIRU 26,
MIRU 40 ve MIRU 16 primerleri, yeterli ayrim saglanmadiginda 2. sirada MIRU 10, ETR-A
ve MIRU 31 primerleri, yine yeterli ayrim saglanmadiginda 3. olarak MIRU 27, MIRU 23 ve
MIRU 2 primerleri ve yine yeterli ayrim saglanmadiginda ise son olarak MIRU 20, ETR-C ve
MIRU 4 primerleri kademeli olarak kullarilabilir. Daha 6nce de belirtidigi gibi calismada
kullanilan suslarda MIRU 24, ETR-B ve MIRU 39 primerleri yarar saglamacig igin tercih
edilmeyebilir. Primer setlerinin kademeli bir bicimde kullamlmasinin zaman ve ekonomik
yonden faydalar saglayacag: asikardir.

ikinci kez yinelenmesine ragmen bazi hasta izolatlarinda baz: primerlere karsilik gelen
agar jel elektroforez goruntllerinde herhangi bir bant saptanamadi. Bunun nedeni olarak bu
izolatlarda DNA miktarinin az miktarda oldugu dusuntlebilir. Bu ¢alismada genomik DNA
izolasyonunda kullanilan kaynatma yontemine bagli olarak yeterli miktarda DNA izole
edilememis olabilir. Bu sorunu gidermek amaciyla baska bir izolasyon yontemi denenmelidir.
Cikmayan bu bantlarin tekrar sayisi, programa uygun olmasi ve diger tekrar sayilariyla
karismamast icin 9 tekrar olarak kabul edildi.

Sonug olarak, molekiler yontemler gelistirilmeden ©6nce, TB epidemiyolojisinde
¢ozimlenmemis bircok sorun bulunmaktaydi. Aktif yayilimin ortaya cikarilmasinda
molekiler tiplendirme kullanilmaya baslanmis ve geleneksel yontemler ile ayirt edilemeyen
izolatlar tanimlanabilmistir. Bu galismalar, epidemiyolojik verilerle birlestirildiginde iliskili
olgular ortaya ¢ikarilabilmistir.

Nufusunun buyik cogunlugu sehirlerde yasayan genis bir cografyaya sahip tlkemizde
tuberkiloz ciddi bir tehdit unsuru olmaya devam etmektedir. Birgok kurumun ortak
calismasiyla standart yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Arzu edilen, Ulkemizdeki
tuberkiloz hastalarinin tim klasik epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve buna dayal
olarak yapilacak molekiler tiplendirme yontemlerinin sonuglarindan da yararlanmilarak daha
etkin korunma ve kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesidir. Ayrica tlkemizde TB’un yayilim,
TB hastalar1 arasindaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya cikarilmas: ve farkli cografik
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bdlgelerdeki hastalardan soyutlanan TB izolatlarinin genotipik 6zelliklerinin belirlenmesi igin
cok merkezli calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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8. SONUC VE ONERILER

1.

M. tuberculosis suslarinin  molekiler tiplendirmesi, tuberkilozun yayiliminin
arastirilmasi, salginlarin saptanmasi, laboratuvar gapraz kontaminasyonlarinin ortaya
cikarilmasi, reaktivasyon-reenfeksiyonlarin belirlenmesi, hastaligin patogenezi ve
etkenin virulans 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir

M. tuberculosis suslarimn molekdler tiplendirilmesinde MIRU-VNTR yontemi ayrim
guicll yuksek, tekrarlanabilir ve uygulamas: kolay, cok merkezli calismalara uygun ve
otomeatize edilebilir bir yontemdir. MIRU-VNTR yOntemi uluslararasi bir kodlama
sisteminin olmasiyla, dinyada tuberkiloz suslarinin yayilimmnin degerlendirilmesi
acisindan kuresel epidemiyolojik sirveyans calismalart igin  de kullanidabilir
ozelliktedir.

QBASIC 4,5 programlama dili ile kodlanilan bir yazilim kullanilarak bttin primerler
ayrim guclerine gore tek tek ve kombine halde sirasiyla degerlendirilebilir.

12 MIRU gen bolgesi primerine 3 ETR gen bolgesi primeri eklendiginde ortaya ¢ikan

kiume sayisimin artmasiyla ayrim giiciinin arttigi gorulmastar.

En yuksek ayrim giici MIRU 26 ve ETR-A primerleriyle saptanirken. en distk ayrim
MIRU 39 primeriyle elde edildi.

12 MIRU gen bolgesi primerleriyle ek olarak 3 ETR gen bolgesi primerlerinin
kullanimi yani 15 primerin toplu kullanim karsilastirildiginda; ilk dort sirada tercih
edilen primerlerde (MIRU 26, MIRU 40, MIRU 16 ve MIRU 10) degisiklik olmadig:
gorulmektedir. Fakat gerekli ayrimi saglamak icin kullamlmasi gereken 5. primer olan
MIRU 23 Un yerini ETR-A gen bolgesi primerinin aldig1 saptanmustir.

MIRU-VNTR ve ETR-VNTR gen bolgeleri primerlerini kademeli bir sekilde
kullanarak yontemin daha hizl1 sonug vermesi ve ekonomik olmasi saglanabilir.

Oncelikli olarak MIRU 26, MIRU 40 ve MIRU 16 primerleri, yeterli ayrim
saglanmadiginda 2. sirada MIRU 10, ETR-A ve MIRU 31 primerleri, yine yeterli
ayrim saglanmadiginda 3. olarak MIRU 27, MIRU 23 ve MIRU 2 primerleri ve yine
yeterli ayrim saglanmadiginda ise son olarak MIRU 20, ETR-C ve MIRU 4 primerleri
kademeli olarak kullanilabilir.

Ulkemizde TB’un yayilimi, TB hastalar: arasindaki epidemiyolojik iliskilerin ortaya
cikarilmas: ve farkli cografik bolgelerdeki hastalardan soyutlanan TB izolatlarinin
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genotipik dzelliklerinin belirlenmesi icin MIRU-VNTR ve ETR-VNTR profilleri gok
merkezli calismalarla ortaya cikarilmalidir. Boylece daha etkin korunma ve kontrol

Onlemlerinin gelistirilmesi saglanacaktir.

53



9. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

World Health Organization. Stop TB, Communicable Diseases. An Expanded DOTS
Framework for Effective Tuberculosis Control. World Health Organization.
Geneva,2002. WHO/CDC/TB/2002.297.

Task Force of ERS, WHO and the Europe Region of IUATLD. Tuberculosis
management in Europe. Eur Respir J 1999; 14:978-92.

T.C. Saglik Bakanlig1 Verem Savas Dairesi Baskanligi. Turkiye' de Verem Savas,
2007 Raporu. Ankara, 2007.

Kamerbeek J, SchoulsL, Kolk A, van Agterveld M, van Soolingen D, Kuijper S,
Bunschoten A, Molhuizen H, Shaw R, Goyal M, van Embden J. Simultaneous
detection and strain differentiaiton of Mycobacterium tuberculosis for diagnosis and
epidemiology. J Clin Microbiol 1997; 35: 907-14.

Durmaz R. TUberkilozun Molekiler Epidemiyolojisinde Yeni Gelismeler. 5. Ulusal
Mikobakteri Sempozyumu 9-12 Aralik, izmir, 2004, Sayfa: 41-6.

Durmaz, R., Gunal, S., Yang, Z., Ozerol, IH., Cave, M.D. Molecular Epidemiology of
Tuberculosisin Turkey. Clin Microbiol Infect 2003; 9: 873-7.

Van Soolingen D, Hermans PW, de Haas PE, van Embden JD. Insertion element

| S1081-associated restriction fragment length polymorphisms in Mycobacterium
tuberculosis complex species: areliable tool for recognizing Mycobacterium bovis
BCG. JClin Microbiol 1992; 30:1772-7.

Hermans PWM, van Soolingen D, Bik EM, de Haas PEW, Dale JW, van Embden
JDA. The insertion element 1S 987 from Mycobacterium bovis BCG islocated in a
hot spot integration region for insertion elements in Mycobacterium tuberculosis
complex strains. Infect Immun 1991; 59: 2695-705.

Durmaz R. Tuberkilozun Epidemiyolojik Arastirmalarinda Laboratuvarin Yeri. 21.
Y Uizyilda T Uberkiloz Sempozyumu. 11-12 Haziran, Samsun, 2003, Sayfa: 443-56.

Sola C, Filliol I, Legrand E, Lesjean S, Locht C, Supply P, Rastogi N. Genotyping of
the Mycobacterium tuberculosis complex using MIRUs: association with VNTR and
spoligotyping for molecular epidemiology and evolutionary genetics. Infect Genet
Evol 2003; 3: 125-33.

Savine E, Warren RM, van der Spuy GD, Beyers N, van Helden PD, Locht C, Supply
P. Stability of variable-number tandem repeats of mycobacterial interspersed repetitive
units from 12 loci in serial isolates of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol.
2002; 40: 4561-6.

Supply P, Lesjean S, Savine E, Kremer K, van Soolingen D, Locht C. Automated
high-throughput genotyping for study of global epidemiology of Mycobacterium
tuberculosis based on mycobacterial interspersed repetitive units. J Clin Microbiol
2001, 39: 3563-71.

Oelemann MC, Diel R, Vatin V, Haas W, Riusch-Gerdes S, Locht C, Niemann S,
Supply P. Assessment of an optimized mycobacterial interspersed repetitive- unit-
variable-number tandem-repest typing system combined with spoligotyping for
population-based molecular epidemiology studies of tuberculosis. J Clin Microbiol.
2007; 45: 691-7.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

Daniel TM. Captain of the Death. The Story of Tuberculosis. University of Rochester
Pres, Rochester, 1997.

Baris 1.Y. Caglar Boyu Tlberkiloz. 21. Y tizyilda Tberkiloz Sempozyumu. 11-12
Haziran, Samsun, 2003.

Sotomayor H, Burgos J, Arango M. Demonstration of tuberculosis by DNA ribotyping
of Mycobacterium tuberculosis in a Colombian prehispanic mummy. Biomedica 2004;
24: 18-26.

Palomino JC.,Ledo SC., Ritacco V. Tuberculosis 2007.
(www.TuberculosisT extbook.com)

Karlikaya C. Tuberklloz Ders Notlari. 1998;
http://celalkarlikaya.trakya.edu.tr/T Bdernot.htm

Bilgi¢c H. Tuberkiloz Epidemiyolojisi ve Tuberkiloz Tedavisi. Bilgi¢, H(Ed.)
TUberkiloz El Kitabi. GATA Basimevi-2003.

Kiligaslan Z. Dunyada ve Turkiyede TUberkiloz Epidemiyolojisi ve Kontroli. Uzun
O, Unal S (eds). Giincel bilgiler 1s131nda enfeksiyon hastaliklars, cilt 2, Bilimsel Tip
Y ayinevi, 2002: 821-33.

T.C. Saglik Bakanlig1 Verem Savas Dairesi Baskanligi. Turkiye' de Verem Savas,
2007 Raporu. Ankara, 2007.

Brosch R, Gordon SV, Marmiesse M, Brodin P, Buchrieser C, Eiglmeier K, Garnier T,
Gutierrez C, Hewinson G, Kremer K, Parsons LM, Pym AS, Samper S, van Soolingen
D, Cole ST. A new evolutionary scenario for the Mycobacterium tuberculosis
complex. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002; 99: 3684-9.

Mc Nabb SIN, Braden CK, Navin TR. DNA fingerprinting of Mycobacterium
tuberculosis: lessons learned and implications for the future. Emerg Infect Dis 2002;
8(11). (http://www.cdc.gov/ncidod/ElD/vol8no11/02-402.htm).

Nightingale SD, Byrd LT, Southern PM, Jockusch JD, Cal SX, Wynne BA. incidence
of Mycobacterium avium-intracellulare complex bacteriemia in human
immunodeficiency virus-positive patients. JInfect Dis 1992; 165: 1082-5.

Cocito C, Glot P, Coene M. Paratuberculosis Clin Microbiol Rev 1994; 7: 328-45.

Boddinghaus B, Rogall T, Flohr T, Blocker H, Bottger EC. Detection and
identification of mycobacteria by amplification of rRNA. J Clin Microbiol 1990; 28:
1751-9.

Koksal F, Yaman A. Farkli Bir Bakteri Toplulugu Mikobakterilerde Hiicre Duvari
Y apist 21 Y tizyilda Tuberkiloz Sempozyumu. 11-12 Haziran, Samsun, 2003,
Sayfa:34-47.

Brennan P. J Structure, function, and biogenesis of the cell wall of Mycobacterium
tuberculosis. Tuberculosis, 2003; 83:91-7.

Ozerol TH. 21 Yizyilda Tiiberkiiloz Sempozyumu. 11-12 Haziran, Samsun, 2003,
Sayfa: 1-6.

Pfyffer GE, Brown BA, Swenson JM, Wallace RJ Jr. Mycobacterium: General
Characteristics, Isolation and Staining Procedures. In: Murray PR, Baron EJ,
Jorgensen JH, Pfaller MA, Yolken RH (Eds:) Manuel of Clinical Microbiology 8th
edition, ASM Pres, Washington DC, 2003.

55


http://www.TuberculosisTextbook.com
http://celalkarlikaya.trakya.edu.tr/TBdernot.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/EID/vol8no11/02-402.htm

31. Belisle JT. Role of the major antigen of Mycobacterium tuberculosisin cell wall
biogenesis. Science 1997; 276:1420-2.

32. Wiker HG, Harboe M. The antigen 85 complex: a major secretion product of
Mycobacterium tuberculosis. Microbiol. Rev. 1992; 56:648-61.

33. Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI). Laboratory Detection and
| dentification of Mycobacteria; Proposed Guideline. CSLI document M48-P,
Pennsylvania, USA, 2007.

34. World Health Organization (WHO), Laboratory Servises in Tuberculosis Control.
(WHO/TB/98.258), Geneva Switzerland.1998.

35. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Susceptibility Testing of
Mycobacteria, Nocardia, and other aerobic Actinomycetes; Approved Standard,
NCCLS document M24-A (ISBN 1-56238-500-3). Pennsylvania USA 2003.

36. Uzun M: Orneklerin islemlenmesi ve kltir yontemleri. 21. Y tizyilda Tuberkiiloz
Sempozyumu (11-12 Haziran 2003) kitabinda, Samsun: Otak Form-Ofset Basim
SanTic. A.S., 1. Basim, Haziran 2003: 285-90.

37. Ozakin C: Tuberkiloz kiiltiriinde kullanilan yeni yontemler. Eds: M Uzun, Z Erturan.

4. Ulusal Mikobakteri Simpozyumu (31 Ekim-2 Kasim 2002, Abant) kitabinda,
Istanbul: Tirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayin No: 45, 2002:49-56.

38. Bergman JS, Woods GL. Evaluation of ESP Culture System | for testing
susceptibilities of Mycobacterium tuberculosis isolates to four primary anti-
tuberculosis drugs. J Clin Microbiol 1998; 36:2940-3.

39. Rusch-Gerdes S, Domeli C, Nardi G. Multicenter evaluation of the MGIT for testing

susceptibility of Mycobacterium tuberculosisto first-line drugs. J Clin Microbiol
1999, 37: 45-8.

40. Piersimoni C, Scarparo C. Relevence of Commercial Amplification Methods for

Direct Detection of Mycobacterium tuberculosis Compleks in Clinical Samples. J Clin

Microbiol 2003; 41:5355-65.

41. Drobniewski FA, CawsM, Gibson A, Young D. Modern laboratory diagnosis of
tuberculosis. The Lancet Infect Dis 2003; 3:141-7.

42. Huggett JF, McHugh TD, Zumla A. Tuberculosis: amplification-based clinical
diagnostic techniques.Int Biochem Cell Biology 2003; 35:1407-12.

43. Sarmiento OL, Weigle KA, Alexander J, Weber DJ, Miller WC. Assessment by Meta-

Analysis of PCR for Diagnosis of Smear-Negative Pulmonary Tuberculosis. JClin
Microbiol. 2003; 41: 3233-40.

44. Noordhoek GT, kol AH, Bjune G, et al. Sensitivity and specificity of PCR for
detection of Mycobacterium tuberculosis: a blind comparison study among seven
laboratories. J Clin Microbiol. 1994, 32: 277-84.

45. FloresLL, Pai M, Colford Jr M, Riley LW. In-house nucleic acid amplification tests

fort he detection of Mycobacterium tuberculosi s in sputum specimens: meta-analysis

and meta-regression. BMC Microbiology 2005; 5: 55.

46. Durmaz R. Molekuler Epidemiyolojinin Prensipleri. Uygulamali Molekiler
Mikrobiyoloji Kurs Kitali 2001, Sayfa: 139-47.

56



47. Sengul Derbentli: Hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde molekiler biyolojik
yontemlerin yeri. In: Agacfidan A, Badur S, Turkoglu S (eds): Infeksiyon
Hastaliklarimin laboratuvar tamsinda molekuler yontemler, Turk Mikrobiyoloji
Cemiyeti yayin No: 42, istanbul,2002:6-13.

48. Hosoglu S. Molekuler Epidemiyolojide Temel Y 6ntemler. 3.Ulusal Molekuler ve
Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi Ankara, 2004, Sayfa:60-2.

49. Eisenach KD, Crawford JT, Bates JH. Repetitive DNA sequences as probes for
Mycobacterium tuberculosis: J Clin Microbiol 1988; 26:2240-5.

50. Burgos MV, Pym AS. Molecular epidemiology tuberculosis. Eur Respir J 2002, 20:
suppl. 36: 54s-65s.

51. Thierry D, Cave MD, Eisenach KD. 1S6110, and 1S-like element of Mycobacterium
tuberculosis complex. Nucleic Acids Res 1990; 18:188.

52. Kremer K, van Soolingen D, Frothingham R. Comparison of methods based on
different molecular epidemiological markers for typing of Mycobacterium
tuberculosis complex strains: interlaboratory study of disocrimingtory power ad
reprodudihility. JClin Microbiol 1999; 37: 2607-18.

53. Goyal M, Saunders NA, van Embden JDA, Young DB, Shaw RJ. Differentiation of
Mycobacterium tuberculosis isolates by spoligotyping and 1S 6110 Restriction
Fragment Length Polymorphism. J Clin Microbiol; 1997; 35:647-51.

54. Mokrousov |., Narvskaya O. Methods for DNA Fingerprinting and Genotypic
Detection of Drug Resistance of Mycobacterium tuberculosis. Protocols. S. Angeloff
Institute of Microbiology, Bulgarian Academy of Sciences 2004;.25-30.

55. Durmaz, B., Durmaz, R. Pulsed-Field Gel Electrophoresis Uygulamali Molekiler
Mikrobiyoloji Kurs Kitali Nobel Tip Kitapevleri, Ankara, 2001.Sayfa: 161-8.

56. Safi H, Aznar J, Palomares JC. Molecular epidemiology of Mycobacterium
tuberculosis strains isolated during a 3 year period (1993-1995) in Seville, Spain. J
Clin Microbiol 1997; 35:2472-6.

57. Heyderman RS, Goyal M, Roberts P, Ushewokunze S, Zizhou S, Marshall BG,
Makombe R, Van Embden JD, Mason PR, Shaw RJ. Pulmonary tuberculosisin
Harare, Zimbabwe: analysis by spoligotyping. Thorax 1998; 53:346-50.

58. Van der Zanden AG, Hoentjen AH, Heilmann FG, Weltevreden EF, Schouls LM, van
Embden JD. Simultaneous detection and strain differentiation of Mycobacterium
tuberculosis complex in paraffin wax embedded tissues and in stained microscopic
preparations. Mol Pathol 1998; 51:209-14.

59. Wilson SM, Goss S, Drobnievski F. Evaluation of strategies for molecular
fingerprinting for use in the routine work of a Mycobacterium reference unit. JClin
Microbiol 1998; 36:3385-8.

60. Cousins D, Williams S, Liebana E, Aranaz A, Bunschoten A, Van Embden J, Ellis T.
Evaluation of four DNA typing techniques in epidemiological investigations of bovine
tuberculosis. J Clin Microbiol 1998; 36:168-78.

61. Kremer K, Bunschoten A, Schouls L, Soolingen van D, Embden van J.
“Spoligotyping” A PCR-Based Method to Simultaneously Detect and Type
Mycobacterium tuberculosis Complex Bacteria. National Institute of Public Health
and the Environment, Bilthoven, The Netherlands version. 2002.

57



62.

63.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

72.

73.

Singh HB, Chauhan DS, Singh D, Das R, Srivastava K, Yadav VS, Kumar, A, Katoch,
VM, SharmaVD. Rapid Discrimination of Indian Isolates of Mycobacterium
tuberculosis by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analysis-A
preliminary Report. Indian J Med Microbiol 2002; 20:69-71.

Niemann S, Richter E, Rusch GS. Differentiation among members of the
Mycobacterium tuberculosis complex by molecular and biochemical features:
evidence for two pyrazinamid-susceptible subtypes of Mycobacterium bovis. JClin
Microbiol 2000; 38:152-7.

. Van Soolingen D, van der Zanden AG, de Haas PE, Noordhoek GT, Kiers A,

Foudraine NA, Portaels F, Kolk AH, Kremer K, van Embden JD. Diagnosis of
Mycobacterium microti infections among humans by using novel genetic markers. J
Clin Microbiol 1998; 36:1840-5.

Pfyffer GE, Auckenthaler R, van Embden JDA, van Soolingen D. Mycobacterum
canettii, the smooth variant of Mycobacterium tuberculoss, isolated from a Swiss
patient exposed in Africa. Emerg Infect. Dis 1998; 4.631-4.

Aranaz A, Liebana E, Mateos A, Dominguez L, Vidal D, Domingo M, Gonzolez O,
Rodriguez-Ferri EF, Bunschoten AE, Van Embden JD, Cousins D. A tool for studying
epidemiology of tuberculosis. J Clin Microbiol 1996; 34:2734-40.

Costello E, O’'grady D, Flynn O, O'Brien R, Rogers M, Quigley F, Egan J, Griffin J.
Study of restriction fragment length polymorphism analysis and spoligotyping for
epidemiological investigation of Mycobacterium bovis infection. J Clin Microbiol
1999; 37:3217-22.

Waecker —-NJJ, Stefanova R, Cave MD, Davis CE, Dankner WM. Nosocomial
transmission of Mycobacterium bovis bacilli Calmette-Guerin to children receiving
cancer therapy and to their health care providers. Clin Infect Dis 2000; 30:356-62.

MazarsE, Legean S, Banuls AL, Gilbert MG, Vincent V, Gicquel B, Tibayrenc M,
Locht C, Supply P. Highresolution minisatellite-based typing as a portable approach to
global analysis of Mycobacterium tuberculosis molecular epidemiology. Proc Natl
Acad Sci U S A 2001; 98:1901-6.

http://www..ibl.fr/mirug/mirus.html

Frothingham R, Meeker-O’ Connell WA,.Genetic diversity in the Mycobacterium
tuberculosis complex based on variable numbers of tandem DNA repeats.
Microbiology 1998; 144:1189-96.

Kwara A, Schiro R, Cowan LS, Hyslop NE, Wiser MF, Harrison SR, Kissinger P,
Diem L, Crawford JT. Evaluation of the Epidemiologic Utility of Secondary Typing
Methods for Differentiation of Mycobacterium tuberculosis I solates J Clin Microbiol.
2003; 41: 2683-5.

Katoch VM. Newer diagnostic techniques for tuberculosis. Indian JMed Res 2004;
120:418-28.

58


http://www.ibl.fr/mirus/mirus.html

