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Amag: Tiiberkiiloz, giiniimiizde giderek artan bir toplum saghgi sorunu haline gelmistir. infek-
siyon dinamiklerini incelemek ve uygun tedavi ve infeksiyon kontrol stratejileri belirleyebilmek
icin etkenin molekiiler tiplendirmesi 6nemlidir. Mycobacterium tuberculosis genotiplemesinde
altin standart IS6770 RFLP analizi olmakla birlikte, yontemle ilgili zorluklar nedeniyle son yillarda
Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) dayali ydntemler de kullaniimaktadir. Bu calismada, akciger
tuberkulozlu 39 farkli hastadan izole edilen M. tuberculosis izolatinin, PZR yontemi ile genotiplen-
dirilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Lowenstein-Jensen besiyerinde Uretilen suglarin hiicre duvarlari cam boncuk-
larla parcalanarak DNA elde edilmistir. PZR ile genotiplendirme icin, IS6710 insersiyon dizisinin iki
ucuna yonelik hazirlanan I1S-1 (5'CAA GAA CCT TTC CTA CCC CA 3’) ve IS-2 (5'GGC TGA GGT CTC
AGATCA G 3') primerleri kullaniimistir. Elde edilen bant paternleri bilgisayar ortamina aktarilarak,
suslar arasi genetik yakinlik, Syngene Gene Directory 1.02.0 (Syngene, Cambridge, ingiltere) prog-
raminda UPGMA metodu ile Dice katsayisi kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular ve Sonug: Calisma sonucunda izolatlarin hepsinin genotipik olarak birbirinden farkl
oldugu tespit edilmis, yontem kolay uygulanabilir, hizli, ucuz ve tekrarlanabilir bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Mycobacterium tuberculosis, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), genotipleme

Aim: Tuberculosis is an increasing public health problem world wide. In order to evaluate the
infection dynamics and to develop appropriate therapeutic and infection control strategies, mo-
lecular typing of the infectious agent is important. The gold standard of genotyping Mycobacte-
rium tuberculosis isolates is IS6110 RFLP analyses. As this method is technically hard to perform,
methods relying on Polymerase Chain Reaction (PCR) typing have been increasingly used. In this
study we aimed to genotype 39 M. tuberculosis isolates obtained from different pulmonary tuber-
culosis patients by PCR.

Materials and Methods: The cell walls of the isolates grown on Lowenstein-Jensen medium
were destructed by glass-beads in order to obtain genomic DNA. PCR genotyping was performed
by using the primers I1S-1 (5'CAA GAA CCT TTC CTA CCC CA 3’) and IS-2 (5'GGC TGA GGT CTC
AGA TCA G 3’), designed to cover the two sides of IS6110 insertion sequence. The band patterns
were transferred to computer and genetic relatedness of the strains were analyzed by using the
Syngene Gene Directory 1.02.0 (Syngene, Cambridge, England) program with UPGMA method by
using the Dice coefficient.

Results and Conclusion: All the isolates were found to be genetically unrelated, and the method
easy to perform, rapid, cheap and reproducible.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, polymerase chain reaction (PCR), genotyping

yeobacterium tuberculosis kromozomal DNA’sinin analizi, hizli tani koy-
maya yonelik molekiiler testlerinin gelistirilmesini saglamis ve mole-
kiiler genotipleme analizlerini kullanima sokmustur. Tiiberkiiloz siir-
veyansinin en 6nemli unsuru epidemiyolojik ¢alismalardir. Molekiiler tiplendirme
yontemlerinin kullanilmast ile cok degerli epidemiyolojik bilgiler edinilebilir: Kiil-
tiir sonuglarinin, gergek etyolojik ajana mi1 yoksa laboratuarda bir kontaminas-
yona mut bagli oldugunu belirlemede, yeni bulagt reaktivasyondan ve ekzojen bir
enfeksiyonu alevlenmeden ayirmada ve tedavi esnasinda direng gelisimini izlemede

139



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2006; 59(4)

genotipleme yontemlerine bagvurulur (1-3). Epidemiyolojik
veriler bir tiiberkiiloz salginini isaret ettiginde, genotipleme
yontemleri, gergek bir salgin mi oldugunu yoksa rastlantisal
olarak ¢ok sayida vakanin mi bir araya geldigini ortaya ko-
yar. Bu sonuglara gore toplum saglig parametreleri deger-
lendirilerek infeksiyonun yayilmasi engellenebilir. Hastalik
kaynaginin ve bulas zamaninin belirlenmesinde de genotip-
leme yontemleri kullanilmakeadir (1).

Tiberkiiloz kontrol programlarinda, tiiberkiiloz bulagi-
nin dinamiklerini incelemek i¢in genotipleme yontemleri
kullanilmaktadir. Ozellikle, tiiberkiiloz agisindan ylksek
riskli gruplarin belirlenmesi, temas vakalarinin aragtirilmast
ve etkili tiiberkiiloz kontrol programlarinin gelistirilmesin-
de genotipleme yontemlerinden yararlanilmaktadir. Gele-
neksel goriis, mikobakterilerin esit viriilansa sahip oldugu
seklinde olsa da, topluma dayali yapilan genotipleme calis-
malari, az sayidaki susun toplumdaki vakalarin ¢ogundan
sorumlu oldugunu ortaya koymustur. Yapilan caligmalar,
farklt M. tuberculosis suslarinin konak ile degisik iliskiler
kurdugunu ve bulas potansiyellerinin birbirlerinden farkls
oldugunu gostermektedir (1,4).

M. tuberculosis genotiplendirmesinde kullanilan standart
metot, farklt suglarin kromozomlarinda 1-25 kopya ola-
rak bulunan ve bagska mikroorganizmalarda bulunmayan,
156110 insersiyon dizilerinin dagiliminin, “kesilmis parca-
larin uzunluk polimorfizmi” (restriction fragment length
polymorphism [RFLP]) yontemi ile ortaya konmasidir (5,
6). Bu amacla, kromozomal DNA Pvull enzimi ile kesilir,
kesilen parcalar agaroz jel elektroforezi ile ayrilir, daha sonra
isaretlenmis /561710 fragmani ile Southern blot (SB) yonte-
mi kullanilarak hibridize edilir (1, 7). Bugiin i¢in bu yontem
M. tuberculosis tiplendirmesinde altin standart olarak kabul
edilmekteyse de, SB analizi ile ilgili uygulama zorluklari, bu
yontemin referans laboratuarlarinda bile yaygin olarak kul-
lanilmasina engel olmustur (1, 4). Buna kargilik, polimeraz
zincir reaksiyonuna (PZR) dayali tiplendirme yontemleri,
ucuz, kolay ve hizlidir. Yapilan ¢alismalar, PZR’ye dayali tip-
lendirme yontemlerinin duyarliliginin SB yontemi ile ben-
zer oldugunu gostermekeedir (4, 7).

Bu calismada, Ankara Atatiitk Goglis Hastaliklari ve
Gogiis Cerrahisi Hastanesi'nde akciger tiiberkiilozu tanis:
ile izlenen 39 hastanin balgamindan izole edilen M. ruber-
culosis suglarinin PZR ile genotiplendirmesi ve yontemin
uygulanabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmistur.

Gere¢ ve Yontem

Hastalar ve M.tuberculosis suslari: Calismaya, Anka-
ra Atatiirk Gogiis Hastaliklart ve Gogiis Cerrahisi Hasta-
nesinde Mayis 2003-Eyliil 2003 tarihleri arasinda akciger
tiberkiilozu tanusi ile yaurilarak takip edilen 39 hastanin
balgam kiiltiiriinden izole edilen 39 M. ruberculosis susu

dahil edilmistir. Hastalarin yas ortalamast 39.6 olup, yedi-
si kadin, 42’si erkektir (K/E= 0,16). Hastalarin hicbirinin
birbiri ile akrabaligi olmadig gibi, ayn1 ¢evrede de yasama-
maktadir. Hastalardan elde edilen izolatlarin hepsi en az bir
anti-tiiberkiiloz ajana karst direngli bulunmugtur. Direng
tayini, 20-40 mg/L Rifampin, 0,2-1 mg/L Izoniyazid, 2-4
mg/L Ethambutol ve 4-8 mg/L Streptomisin kritik kon-
santrasyonlarini iceren Lowenstein-Jensen vasatlarinda in-
direkt proporsiyon metodu ile yapilmistir. Antimikrobiyal
iceren besiyerinde tireyen kolonilerin sayist, antimikrobiyal
icermeyen besiyerinde iireyenlerin sayisinin %1’inden azsa
ilaca duyarls, aksi halde direngli olarak kabul edilmistir.
Caligmaya alinan hastalar ve hastalardan izole edilen sus-
larla ilgili genel bilgi Tablo 1'de goriilmektedir.

DNA Eldesi: Lowenstein-Jensen besiyerinde tiretilen M.
tuberculosis izolatlarindan kromozomal DNA eldesi, cam
boncuklarla hiicre duvarlarinin pargalanmast ile literatiirde
belirtilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak gerceklesti-
rilmistir (8,9). Kisaca, besi yeri iizerinde tireyen koloniler
steril oze ile alinarak, 500 pl steril distile su igerisinde siis-
panse edilmistir. 80 C”de 10 dakika tutularak inaktive edil-
dikten sonra 15000 rpmde 20 dakika santriftij edilmiglerdir.
Elde edilen ¢okelti, 100 pl TE tamponu (1 M Tris HCL, 0,5
M EDTA, pH= 8.0) icerisinde yeniden siispanse edildikten
sonra {izerine yaklasik 33 pl 425-600pm boyunda yikanma-
mig cam boncuk (Sigma, Almanya) eklenmis ve maksimum
hizda 10 dakika vortekslenerek hiicre geperleri parcalan-
mustir. 15000 rpmde 10 dakika santriftij sonrasi elde edilen
stipernatan, yeni bir steril mikrosantrifiij tiiptine alinarak,
PZR islemine kadar -20 C*de saklanmistir.

PZR: PZR reaksiyonu, /56110 insersiyon dizisinin iki
ucuna yonelik hazirlanan IS-1 (5CAA GAA CCT TTC
CTA CCC CA3’) ve IS-2 (5’GGC TGA GGT CTC AGA
TCA G3’) primerleri kullanilarak literatiirde belirtildigi
sekilde gerceklestirilmistir (7). PZR karisimi, 20 pl top-
lam hacim igerisinde 1 U Taqg DNA Polimeraz (Fermen-
tas, Lituanya), 3 mM MgClz, 200 pM dNTP (Fermentas,
Lituanya), her bir primerden 1 pM ve 3 pl DNA icerecek
sekilde hazirlanmistir. PZR sartlar;; 95 C°de 3 dakika ilk
denatiirasyon, 35 siklus 95 C*de 1 dakika, 55 C”de 1 daki-
ka ve 72 C%de 1 dakika ve son olarak, 72 C®de 5 dakikalik
son uzama olacak sekilde uygulanmisur. Elde edilen PZR
tirtinleri %10’luk poliakrilamid jele yiiklenerek 150V’°da 6
saat yliriitiilmiis ve giimiis boyama yontemi ile bantlar go-
riiniir hale getirilmistir.

Analiz: Elde edilen bant patern fotograflart bilgisayar
ortamina aktarilmis ve suslar arasi genetik yakinlik, Synge-
ne Gene Directory 1.02.0 (Syngene, Cambridge, Ingiltere)
programinda UPGMA metodu ile Dice katsaysi kullani-
larak belirlenmistir.
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Tablo 1. Calismaya dahil edilen hastalar ve bu hastalardan izole edilen
suslarin direng durumu

No Yag Cins Memleket Direng
1 35 E Erzurum R
2 41 E Kastamonu R
8 37 E Urfa RIE
4 25 E Bingol RISE
b 40 E Trabzon RIS
6 38 K Mus RIS
7 34 E Adana R
8 45 E Bursa RI
9 4 E Urfa RIS
10 23 E Adana RS
11 21 E Tokat RI
12 19 K Gaziantep RIS
13 52 E Gankir RI
14 73 K Siirt RIS
15 39 E Mersin RIS
16 70 K Bartin R
17 56 E Konya RISE
18 37 E Gaziantep RIE
19 40 E Urfa RISE

20 48 E Kars RISE

21 37 E Gaziantep R

22 23 E Adana RIS

23 26 K Samsun RIS

24 26 E istanbul RIS

25 48 E Antalya R

26 60 E istanbul R

27 24 E Bursa RIS

28 44 E Gorum RISE

29 28 E Antalya RIS

30 43 E Adana R

31 43 E Ordu RISE

32 40 E Mardin RI

33 50 E Ankara RI

34 40 E Diyarbakir RIE

35 37 K Konya RIS

36 40 E Ordu R

37 24 E Ordu R

38 50 E Konya RIS

39 50 K Malatya RISE

R: Rifampin, I: izoniyazid, E: Ethambutol, S: Streptomisin

Bulgular

Calismaya dahil edilen 39 hastanin higbirinin birbiri
ile iliskisi olmadigt 6grenilmistir. Hastalardan izole edilen
M. tuberculosis suslarinin PZR ile genotiplendirmesi sonu-
cunda, sayilart 4-13 arasinda degisen, koyu boyanan bant
gozlenmistir. Elde edilen bantlar kolaylikla ayirt edilebil-
mektedir (Sekil 1). Deneyin tekrarlanabilirligini test etmek
amactyla her bir 6rnek iki kere ¢alisilmis ve her seferinde
ayn1 bant paternleri elde edilmistir.

6 7 & 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 1. Elde edilen bant paternlerini gosteren jel géruntisi. M ile
belirtilen 1. sirada molekuler buyuklik belirteci (¢x 174 DNA Hinfl kesim),
1-15. siralarda hasta izolatlarina ait bant patern érnekleri gérilmektedir.

t] # 0B B & & ¢ M o#H

Genatik Takmlic Bant Paternien

—|

Sekil 2. Elde edilen bantlarin bilgisayar ortaminda degerlendirilmesi
sonucu elde edilen dendogram gériintisi. Sag tarafta karsilik gelen bant
gorintileri ve hasta numaralan goérilmektedir.

Bilgisayar programinda degerlendirmede sadece koyu
boyanan bantlar dikkate alinmustr. Bantlarin degerlendi-
rilmesi sonucunda, dendogramda da goriildiigi tizere bii-
tiin suglarin genetik olarak birbirinden farkli oldugu tespit
edilmistir (Sekil 2). Suglar arast genetik yakinlik %3 ile
%71 arasinda degismektedir.

Tartisma

M. tuberculosis kompleks (MTK) bakterileri igerisinde
genetik homojenitenin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu-
nunla birlikte, son yillarda yapilan ¢aligmalar, IS elemanla-

Z. C. Karahan, A. Tekeli, F. Atalay, N. Akar

141



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2006; 59(4)

wl
~

CAAG AACC TTICC TACCCC A
IS-1

1 33 13
CGAIGAACCGOCCOGGCATIGICCGGAG MCTICC AGTIC IIGEH A A AGGA TG G T-a—-

IS-2
GGCIGAGGIC IC MG AICAG
Cadl

o 139
GHCIGAGG ICICAGATICAGAGAGIC ICCGGACICAC CGGGEE GGIIC AC MG A

Sekil 3. 1S-1 ve IS-2 primerlerinin 1359b¢’lik 1S6710 dizisi tizerindeki gériinimu. Oklar, dizi Gzerinde primerlerin oturma yoniinl gostermektedir.

11 ve kisa tekrarlayan DNA dizileri gibi MTB genomunda
tekrarlayan DNA elemanlarinin dagilimindaki farkliliklara
baglt polimorfizmlerin, suslarin ayriminda kullanilabile-
cegini ortaya koymustur (2,10). M. tuberculosis kompleks
icerisindeki DNA polimorfizmlerini tanimlamada kesilmis
fragmanlarin uzunluk polimorfizmi (restriction fragment
length polymorphism, RFLP), DNA hibridizayonu, spo-
ligotipleme, rasgele tekrarlarin sayr degiskenligi (variable
number of tandem repeat, VNTR) tiplendirmesi, Miko-
bakteriyel daginik tekrarlayan birim (Mycobacterial inters-
persed repetetive units, MIRU) tiplendirmesi ve PZR gibi
bir¢ok farklt yontem ve bu yontemlerin kombinasyonlar:
kullanilmaktadir. Biitiin bu yontemlerin birbirlerine gore
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir (1,4,11,12).

MTK suslarinda, genotiplemede kullanilabilecek dért
adet IS tanimlanmustir: 1S6770, 1S1081, 1S1547 ve IS-
benzeri eleman. Bunlar icerisinde; tiim suslarda bulunmast,
mobilitesinin ve kopya sayisinin fazla olmast nedeniyle en
stk kullanilani IS6710 olmustur. Digerlerinin kopya sayis
daha az olup, ayirim giicleri de IS6110 ile kargilagtirildigin-
da oldukea dustikeiir (11). IS6710 tiplendirmesi ile 0-25
arasinda bant tespit edilmekredir. Elde edilen sonuglar ileri
derecede ayirici ve tekrarlanabilir olup, yéntem birbirleri
ile yakin iligkili ve iligkisiz suslar1 birbirinden ayirabilme
giiciine sahiptir (2). Yillardir kullanilmasi nedeniyle bu
yonteme dayali veri bankalari olusmus durumdadir. Bugiin
icin IS6110 RFLP tiplendirmesi altn standart olarak ka-
bul edilmekle birlikte, bugiine kadar ¢ok az sayida referans
laboratuarinda, hatta az sayida tiiberkiiloz kontrol progra-
minda bu yontem kullanilabilmistir (1). Bunun en énemli
nedeni, yonteminin karmagiklig1, sonuglarin alinmast igin
uzun zaman ge¢mesinin gerekmesi ve maliyet yiiksekligi-
dir. Ayrica yontem, bol miktarda canli bakteri varligina
ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle, yeterli miktarda bakeeri
tiretebilmek icin degerlendirmeye kadar gegen siire uza-
maktadir. Ozellikle kopya sayist 5'den az olan 6rneklerde
giivenilir sonug alinabilmesi icin, ek bir yontemin devreye
sokulmast gerekmektedir. Cok sayida bandin degerlendi-
rildigi durumlarda laboratuarlar arasi degerlendirmelerde
farkliliklar olabilmektedir (2,10,12).

Alternatif olarak kullanilabilen PZR’ye dayali yontem-
ler, daha az sayida bakteri ile uygulanabilir, ayrim giicii ve
tekrarlanabilirligi de en az 1IS6770 RFLP tiplendirmesi ka-
dar iyidir. Nispeten daha kolay ve ucuzdur. PZR’ye dayali
yontemler igerisinde, ayrim gii¢lerinin nispeten daha yiik-
sek olmasi nedeniyle en sik kullanilan yontemler, spoligo-
tipleme, VNTR tiplemesi ve MIRU tiplemesidir (2).

Calismamizda kullanilan PZR ydntemi, M. tuberculo-
sis genomunda daginik halde bulunan IS6710 kopyalar:
arasinda kalan bolgeleri ¢ogaltarak suglar arasindaki fark-
liliklar1 ortaya koymaktadir. Kullanilan primerler, 3’ ugla-
r1 IS6710 elemaninin disina tasacak sekilde elemanin iki
ucuna yonelik olarak gelistirilmigtir (Sekil 3).

Yontem, kat1 veya stvi besiyerinde tireyen bakterilerden
direkt olarak DNA eldesini takiben, az miktarda DNA ile
uygulanabilmekte, degerlendirilmesi kolay ve nispeten ucuz
olup, hizli sonug vermektedir. Elde edilen sonuglarin Sout-
hern blot hibridizasyon ile benzer duyarlilikta oldugu belir-
tilmektedir (7). Yontem, bizim calismamizda da literatiirde
belirtildigi sekilde tekrarlanabilir ve giivenilir bulunmustur.
Yontemin en 6nemli dezavantajy, silik boyanan bantlar ne-
deniyle ¢ok sayida izolatin degerlendirilmesinde problem
olusmast ve laboratuarlar arast tekrarlanabilirliginin dagiik
olusudur (7,10). Bizim ¢alismamizda da silik boyanan bant-
lar, 6zellikle bilgisayar ortamina aktarmada problem olustur-
mugtur. Bant koyulugunun degerlendirilmesi siibjektif ol-
dugundan, hangi bantlarin degerlendirmeye alinacagini be-
lirlemek, ozellikle silik boyanan bant sayisi fazla olan 6rnek-
lerde sorun yaratmaktadir. Farkli bantlarin dahil edilmesinin
sonuglart da etkileyebilecegi dikkate alindiginda, yéntemin
farkli izolatlarda ayni sartlar alunda degerlendirilmesinin uy-
gun olacagi kanisindayiz. Uygun programlarin yiiklii oldugu
bilgisayar veya goriintiileme ortamlarinda bant yogunlukla-
rina gore segim yapmak daha giivenilir sonuglar alinmasina
olanak verecektir. Bunun miimkiin olmadig: hallerde ise,
calisma sonuglarinin ayni kisi tarafindan degerlendirilmesi
hata payini azaltabilir.

Turkiyede M. muberculosis izolatlarinin genotiplemesi-
ne yonelik ilk ¢alismayi, Durmaz ve ark. (13) yapmiglardur.
Arastiricilar, 320 hastadan izole edilen M. tuberculosis susla-
rint standart IS6770 ve pTBN12 genotipleme yontemleri ile
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degerlendirmisler ve Tiirkiyede birgok tiiberkiiloz susunun
yaygin olarak bulundugunu tespit etmislerdir. 320 hastadan
155 farkli IS paterni, pTBN12 ile kombine edildiginde ise,
317 izolatta 216 farkli patern tespit etmiglerdir. Bunlarin
farkli cografik bolgelerde yaygin olarak bulundugunu, ki-
melenen hastalarin da gogunun birbirleriyle iligkisi oldugu-
nu belirlemislerdir (13). Bizim calismamizda ne izolatlarin
antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklar: ile genotipleri arasinda
bir iliski saptanmis, ne de hastalarin yasadiklar1 bolgelere
gore bir kiimelenme tespit edilmistir. Calismamizda deger-
lendirilen suglar arasinda yakin iligkili izolatlarin olusturdugu
kiimelerin bulunmamasi, bu hastalarin ortak bir kaynaktan
koken alan yeni bulas sonucu ortaya ¢ikan vakalar olmadigi-
ny; aksine, daha 6nce gecirilmis infeksiyonun reaktivasyonu
sonucu oldugunu diisiindiirmektedir.

Tiberkiilozun etkin kontroliiniin saglanmasi i¢in bu-
lag kaynaklarinin ve yiiksek riskli gruplarin ve risk faktor-
lerinin belirlenmesi énemlidir. Ozellikle iilkemizde, tii-
berkiiloz insidansinin yiiksekligi nedeniyle etkin infeksi-
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