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TUBERKULOZ TANISI VE MOLEKULER EPIDEMIYOLOJIK CALISMALARDA
ELDE EDILEN LABORATUVAR SONUCLARINA YAKLASIMIMIZ NASIL
OLMALI ?
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Son 10-20 yil iginde molekiiler epidemiyoloji konusunda yapilan ¢alismalar, konvansiyonel epidemiyolojik yontemler-
le birlikte kullamldiginda, tiiberkiiloz bulag dinamiklerinin daha iyi anlagilmasin saglamigtir. Siirekli gelisen yontemler, ye-
rel ve global tiiberkiiloz epidemiyolojisinin daha ayrintili ve kesin anlasilmasini olanakli hale getirmisti. Hangi yontemleri ne
zaman kullanacagini herbir merkezin ihtiyaglar: ve amaglar: bizzat belirleyecektir.

Anahtar sozciikler: DNA parmakizi, molekiiler epidemiyoloji, tiiberkiiloz

SUMMARY

The Approach to the Results of Molecular Epidemiological Typing Studies in Tuberculosis

Molecular epidemiologic studies over the past one to two decades, when combined with conventional epidemiological
tools have yielded a better understanding of tuberculosis transmission dynamics. The ever developing methods has achieved
a greater resolution and accuracy in describing the local and global epidemiology of tuberculosis. The decision when and
which method to use is totally dependent on each research centre’s own need and aims.
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Son yillarda gelistirilen molekiiler epide-
miyolojik tiplendirme yontemlerin konvansiyo-
nel epidemiyolojik araglarla birlikte kullanimi,
Moycobacterium tuberculosis suslarinin daha kesin
olarak birbirinden ayirdlanmasini ve hastaligin
toplum icinde bulas ve yayilma dinamiklerinin
daha iyi anlagilmasini saglamigtir(6).

KLINIK FAYDALAR

1. Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme
yontemleri ile elde edilen sonuglar tiiberkiiloz
laboratuvarlarindaki kros-kontaminasyonlarin
varligindan siiphelenilmesi, saptanmasi ve za-
ten siiphelenilen hallerde onaylanmasini sagla-
yabilmektedir. Klinik tiiberkiiloz laboratuvarla-
rinda M.tuberculosis liretilen hastalarin yaklasik
olarak % 3’iinde®, ki bu oran bazi yayinlarda
% 16'ya kadar ¢gikmaktadir(?), tiiberkiiloz hasta-
Iig1 gercekte bulunmamaktadir. ARB yaymasi
negatif ve sadece tek kiiltiirde pozitifligin sap-

tandig1 olgularda kros-kontaminasyon olasilig1
daha ytiiksektir. Klinik bulgularin tiiberkiilozu
diisiindiirmedigi, yayma negatif tek kiiltiir po-
zitif olgularda molekiiler tiplendirme yontemle-
ri de kros-kontaminasyonu isaret ediyorsa, anti-
tliberkiiloz tedaviye baslanmaz, eger baslandry-
sa tedavi kesilir.

2. Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme
yontemlerinin bir diger klinik faydas1 ayn has-
tadan izole edilen susun degisik direng patern-
leri gostermesi halinde ortaya gikar;

a. Onceleri duyarli olan bir sus zaman igin-
de “direncli” sonug veriyorsa, su olasiliklar ak-
la gelmelidir; ya hastaligin basindan beri mev-
cut olan sug tedavi esnasinda direngli hale gel-
mis veya hasta direngli farkli bir susla reinfekte
olmus veya hastanin kiiltiirii laboratuvardaki
ekim prosediirii esnasinda direncgli bir diger
susla kros-kontamine olmustur. Hastadan izole
edilen suslarla, hastanin materyalinin islendigi
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giin laboratuvarda tireyen diger suslarin mole-
kiiler epidemiyolojik tiplendirmesi (genotiplen-
dirmesi) bu olasiliklarin hangisinin s6z konusu
oldugunu ortaya cikarir. Birinci olasilik s6z ko-
nusu ise, yani duyarl: orijinal sus tedavi uyum-
suzlugu, malabsorbsiyon veya ila¢ etkilesmesi
sonucu direngli hale geldi ve ilk ve sonrasinda-
ki kiiltiirlerde tiretilen suslarin parmakizleri ay-
n1 (0zdes) ise, tedavi semasinda degisiklik ya-
pilmalidir. Tkinci olasilik yani reinfeksiyon sz
konusu ise yani ilk ve sonrasindaki kiiltiirlerde
iretilen suslarin parmakizleri farkl ise tedavi
semasinda yine degisiklik yapilmali, bunun ya-
nisira kaynak olgunun belirlenmesine ¢alisiima-
Indar. Ugiincii olasilik, kros kontaminasyon s6z
konusu ise, tedavi semasinda bir degisiklik ya-
pilmamals, kiiltiir tekrar edilmelidir.

b. Daha nadiren direncli bir sus, reinfeksi-
yon veya laboratuvar kros-kontaminasyonuna
bagh olarak sonradan duyarl sonug verebilir.
Hangi olasiigin incelenen 6zel durumda soz
konusu oldugu yine genotiplendirme ile sapta-
nir.

Rekiirran tiiberkiiloz olgularinda, eger her
iki episoda neden olan susun da genotiplendir-
mesi yapildiysa, ikinci episodun relaps mi1 yok-
sa yeni bir susla reinfeksiyona mi1 bagh olarak
gelistigi saptanabilir. Relaps s6z konusu ise te-
davi basarisizligina hiikmedilir.

EPIDEMIiYOLOJIK FAYDALAR

Molekiiler epidemiyolojik yontemler, kii-
ciik olcekte degerlendirildiginde bulaslar1 sap-
tayarak epidemiyolojik veri olusturmanin yani-
sira, global diizeyde tiiberkiiloz hastaliginin
diinyanin degisik bolgelerinde dagilma dina-
miklerinin saptanmasma yardimci olur. Ancak
bu iki farkli amag i¢in kullanilan yontemler de
farklidir. Yerel epidemiyolojik calismalar icin
tekrarlayict DNA elemanlarimi temel alan spoli-
gotyping, MIRU-VNTR, 1S6110-RFLP gibi yon-
temler kullanilirken(14.1517,18,22-25,30) d{inya ba-
zinda tiiberkiiloz hastaliginin yayilimi, filoge-
netik ve filocografik calismalar s6z konusu ol-
dugunda, tiim genom diizeyinde genetik var-
yasyonlarin saptanmasini temel alan, “Large Se-
quence Polymorphisms (LSPs)” ve “Single Nuc-
leotide Polymorphism (SNP)”lerden faydalanil-
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maktadir. Mikobakterilerdeki biiyiik dizi poli-
morfizmleri (LSPs), tiim genom karsilastirmali
hibridizasyonu temelli DNA microarray tekno-
lojisi kullanilarak saptanir16,19-21,28,29) SNP’ler
ise tim genomu desifre edilmis M.tuberculosis
suslarimin dizilerinin bilgisayar ortaminda “in-
silico” kargilagtirilmast ile saptanir(1,5,6:8,11-13),

Kiciik olcekte, baska bir deyisle yerel epi-
demiyolojik calismalarin bir parcasi olarak mo-
lekiiler yontemler kullanildiginda, ki bunlar yu-
karida da bahsedildigi gibi, tekrarlayict DNA
elemanlarmi temel alan spoligotyping, MIRU-
VNTR, IS6110-RFLP gibi yontemlerdir,

a. Bulas zinciri i¢inde yer alan hastalar, bu
zincirin kaynak ve endeks olgular1 sapta-
nabilir. Bulasin karakteristigi tespit edi-
lip, bulastirici hastalar tedavi edildigin-
den bulas durdurulabilir.

b. Bolgesel onemi olan tiiberkiiloz genotip-
leri belirlenebilir. Bunlarin hastalik for-
malari, antitiiberkiiloz ilaglarla iliskileri
saptanabilir. Bir cografi bolgeye spesifik
olup ayni zamanda yaygin olarak bulu-
nabilen genoaileleri saptanabilir. Bir ti-
berkiiloz klonunun devami olan bir po-
pulasyonun bolgeye 6zgiin yapisal 6zel-
likler kazanmasi, fenotipik ve genotipik
yeni ve farkli M.tuberculosis populasyon-
larinin ortaya ¢gikmasina neden olabilir ki,
belki de Mycobacterium bovis BCG asila-
malarina yanitin bolgesel farkliliklar gos-
termesi, diinyanin baz1 bolgelerinde eks-
trapulmoner tiiberkiiloza yatkinligin faz-
la olmasi, en azindan kismi olarak, farkl
bolgelerdeki farklilasmis M.tuberculosis
populasyonlarinin varhigina baghdir®.

Tiiberkiiloz suslarmin global dagilimi, de-
gisik bolgelerdeki tiiberkiiloz suslarmin birbir-
leriyle iligkisi, kokenlerinin arastirilmas: da mo-
lekiiler epidemiyolojik yontemlerle miimkiin
olmustur. Ancak tekrarlayict DNA elemanlari-
na dayanan standard molekiiler epidemiyolojik
yontemler, gorece hizli degisime ugrayip, ya-
kinsak (konverjan) mikroevolusyonlar gegirdi-
ginden, ¢ok farkli kokenlerden gelen suslar ayni
parmakizi paternleri (homoplazi) gosterir ve
gecmise yonelik derin filogenetik izler saptana-



maz. Bu amacla yukarida bahsedilen LSP ve
SNP analizleri ¢ok daha iyi yol gostericidir. Bu
sayede degisik arastirmacilar tiiberkiiloz susla-
rinin 4-6 ana kokenden yayildigini saptamislar-
dir2591227)_ Farklilagmus, genetik varyasyonlar
gosteren M.tuberculosis populasyonlariin varli-
&1 baz1 tani testlerinin bazi tiiberkiiloz suglarin-
da negatif sonug vermesine yol acabilir. Gene-
tik varyasyonlar sonucunda, bazi cografyalarda
daha sik bulunan tiiberkiiloz soylarinin antitii-
berkiiloz ilaglara karsi dogal direng saglayan
polimorfizmlere sahip olma olasilit mevcut-
tur(10),

Molekiiler yontemlerin tiiberkiiloz alania
girmesi tliberkiilozun yerel ve yaygin epidemi-
yolojisine onemli katkida bulunmustur. Yukari-
da sayilan degisik faydalarin hepsi molekiiler
epidemiyolojik tiiberkiiloz yontemleri uygula-
narak saglanabilir. Bu testlerin uygulanmasima
ve sonuglaria yaklasimimizi herbir arastirma
merkezinin kendi amaclar1 belirleyecektir.

KAYNAKLAR

1. Alland D, Whittam TS, Murray MB et al: Mode-
ling bacterial evolution with comparative-geno-
me-based marker systems: application to Myco-
bacterium tuberculosis evolution and pathogene-
sis, ] Bacteriol 2003;185(11):3392-9.

2. Baker L, Brown T, Maiden MC, Drobniewski F: Si-
lent nucleotide polymorphisms and a phylogeny
for Mycobacterium tuberculosis, Emerg Infect Dis
2004;10(9):1568-77.

3. Barnes PF, Cave MD: Molecular epidemiology of
tuberculosis, N Engl ] Med 2003;349(12):1149-56.

4. Behr MA, Wilson MA, Gill WP et al: Comparative
genomics of BCG vaccines by whole-genome
DNA microarray, Science 1999;284(5419):1520-3.

5. Cole ST, Brosch R, Parkhill J et al: Deciphering the
biology of Mycobacterium tuberculosis from the
complete genome sequence, Nature 1998;393
(6685):537-44.

6. Filliol I, Motiwala AS, Cavatore M et al: Global
phylogeny of Mycobacterium tuberculosis based
on single nucleotide polymorphism (SNP) analy-
sis: Insights into tuberculosis evolution, phyloge-
netic accuracy of other DNA fingerprinting sys-
tems, and recommendations for a minimal stan-
dard SNP Set, ] Bacteriol 2006;188(2):759-72.

95

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Fischl MA, Uttamchandani RB, Daikos GL: An
outbreak of tuberculosis caused by multi-drug re-
sistant tubercle bacilli among patients with HIV
infection, Ann Intern Med 1992;117(3):177-83.
Fleischmann RD, Alland D, Eisen JA et al: Whole-
genome comparison of Mycobacterium tubercu-
losis clinical and laboratory strains, J Bacteriol
2002;184(19):5479-90.

Gagneux S, DeRiemer K, Van T et al: Variable
host-pathogen compatibility in Mycobacterium
tuberculosis, Proc Natl Acad Sci USA
2006;103(8):2869-73.

Gagneux S, Small PM: Global phylogeography of
Mycobacterium tuberculosis and implications for
tuberculosis product development, Lancet Infect
Dis 2007;7(5):328-37.

Garnier T, Eiglmeier K, Camus JC et al: The comp-
lete genome sequence of Mycobacterium bovis,
Proc Natl Acad Sci USA 2003;100(13):7877-82.
Gutacker MM, Mathema B, Soini H et al: Single-
nucleotide polymorphism-based population ge-
netic analysis of Mycobacterium tuberculosis
strains from 4 geographic sites, J Infect Dis
2006;193(1):121-8.

Gutacker MM, Smoot JC, Migliaccio CA et al: Ge-
nome-wide analysis of synonymous single nucle-
otide polymorphisms in Mycobacterium tubercu-
losis complex organisms: resolution of genetic re-
lationships among closely related microbial stra-
ins, Genetics 2002;162(4):1533-43.

Kam KM, Yip CW, Tse LW et al: Optimization of
variable number tandem repeat typing set for dif-
ferentiating Mycobacterium tuberculosis strains
in the Beijing family, FEMS Microbiol Lett
2006;256(2):258-65.

Kamerbeek J, Schouls L, Kolk A et al: Simultaneo-
us detection and strain differentiation of Myco-
bacterium tuberculosis for diagnosis and epide-
miology, ] Clin Microbiol 1997;35(4):907-14.
Kato-Maeda M, Rhee JT, Gingeras TR et al: Com-
paring genomes within the species Mycobacteri-
um tuberculosis, Genome Res 2001;11(4):547-54.
Kremer K, Au BK, Yip PC et al: Use of variable-
number tandem-repeat typing to differentiate
Mycobacterium tuberculosis Beijing family isola-
tes from Hong Kong and comparison with 156110
restriction fragment length polymorphism typing
and spoligotyping, J Clin Microbiol 2005;43(1):
314-20.

Mazars E, Lesjean S, Banuls AL et al: High-resolu-
tion minisatellite-based typing as a portable ap-
proach to global analysis of Mycobacterium tu-
berculosis molecular epidemiology, Proc Natl



19.

20.

21.

22.

23.

24.

Acad Sci USA 2001;98(4):1901-6.

Mostowy S, Cousins D, Behr MA: Genomic inter-
rogation of the dassie bacillus reveals it as a uni-
que RD1 mutant within the Mycobacterium tu-
berculosis complex, ] Bacteriol 2004;186(1):104-9.

Mostowy S, Cousins D, Brinkman J, Aranaz A,
Behr MA: Genomic deletions suggest a phylo-
geny for the Mycobacterium tuberculosis comp-
lex, J Infect Dis 2002;186(1):74-80.

Mostowy S, Onipede A, Gagneux S et al:Genomic
analysis distinguishes Mycobacterium africanum,
J Clin Microbiol 2004;42(8):3594-9.

Oelemann MC, Diel R, Vatin V et al: Assessment
of an optimized Mycobacterial interpersed repeti-
tive unit-variable number of tandem repeat typ-
ing system combined with spoligotyping for po-
pulation-based molecular epidemiology studies
of tuberculosis, ] Clin Microbiol 2006;45(3):691-7.

Roring S, Scott A, Brittain D et al: Development
of variable-number tandem repeat typing of
Mycobacterium bovis: comparison of results with
those obtained by using existing exact tandem re-
peats and spoligotyping, ] Clin Microbiol
2002;40(6):2126-33.

Roring S, Scott AN, Hewinson RG, Neill SD, Sku-
ce RA: Evaluation of variable number tandem re-
peat (VNTR) loci in molecular typing of Mycobac-
terium bovis isolates from Ireland, Vet Microbiol
2004;101(1):65-73.

96

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Skuce RA, McCorry TP, McCarroll JF et al: Dis-
crimination of Mycobacterium tuberculosis
complex bacteria using novel VNTR-PCR targets,
Microbiology 2002;148(Pt 2):519-28.

Small PM, van Embden JDA: Molecular epide-
miology of tuberculosis, “Bloom BR (ed): Tuber-
culosis Pathogenesis, Protection, and Control” ki-
tabinda s.569-82, ASM Press, Washington, DC
(1994).

Sreevatsan S, Pan X, Stockbauer KE et al: Restric-
ted structural gene polymorphism in the Myco-
bacterium tuberculosis complex indicates evoluti-
onarily recent global dissemination, Proc Natl
Acad Sci USA 1997;94(18):9869-74.

Tsolaki AG, Gagneux S, Pym AS et al: Genomic
deletions classify the Beijing/W strains as a dis-
tinct genetic lineage of Mycobacterium tuberculo-
sis, ] Clin Microbiol 2005;43(7):3185-91.

Tsolaki AG, Hirsh AE, DeRiemer K et al: Functio-
nal and evolutionary genomics of Mycobacterium
tuberculosis: insights from genomic deletions in
100 strains, Proc Natl Acad Sci USA
2004;101(14):4865-70.

Zhang L, Chen ], Shen X et al: Highly polymorp-
hic variable-number tandem repeats loci for diffe-
rentiating Beijing genotype strains of Mycobacte-
rium tuberculosis in Shanghai, China, FEMS Mic-
robiol Lett 2008;282(1):22-31.



