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OZET

Mpycobacterium tuberculosis kompleks izolatlarinin molekdiler tiplendirmesinde pek ¢ok yontem kulla-
nilmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarin sonuglarina gére, “Mycobacterial Interspersed Repetitive
Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats (VNTR)” yonteminin ayrim glict ve yinelenebilirligi ytik-
sek bulunmustur. Uygulama kolayligina da sahip olan bu yontem, otomatize edilebilir ve cok merkezli ca-
lismalara uygundur. Ulkemizde diger molekiiler yéntemlerde oldugu gibi MIRU-VNTR profilleri konusun-
da da yeterli veri bulunmamaktadir. Bu calismanin amaci, rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda 6zel-
likle capraz kontaminasyonlari ve hastane kaynakli enfeksiyonlari saptayabilecek en iyi ve en az sayida MI-
RU-VNTR kombinasyonlarini belirlemektir. Laboratuvarimizda Agustos 2004-Temmuz 2006 tarihleri ara-
sindaki iki yillik donemde ardisik olarak izole edilen 152 klinik susun molekiiler tiplendirilmesi yapildiktan
sonra 12 primer kullanilarak elde edilen MIRU-VNTR verileri kendi yazdigimiz bilgisayar programi ile ge-
riye doniik incelenmistir. Programda QBASIC 4,5 programlama dili ile kodlanilan bir yazim kullanilmis-
tir. Bu program ile bitiin primerler tek tek ve kombine olarak degerlendirilmistir. Toplam 4095 olasi so-
nuctan kiimeleri ve tek izolatlari ayirt edebilecek en iyi kombinasyonlar belirlenmistir. Calisilan 152 has-
tanin sonuclari degerlendirildiginde; capraz kontaminasyonlari ve hastane kaynakli enfeksiyonlari ortaya
koyabilmek icin birinci adimda 26, 40, 16, 10 ve 23; ikinci adimda 31, 27, 20 ve 2; licinci adimda ise
4, 24 ve 39 numaral primerlerin kullanilmasinin uygun oldugu gorilmistir. Rutin mikobakteriyoloji la-
boratuvarlarinin gereksinimlerini karsilayabilecek olan bu yazilimin kullanimi kolay ve hizhdir. Tiplendir-
me yonteminin ayrim glicii yaninda hizli ve maliyet-etkin olmasi da 6nem tasimaktadir. Sonug olarak, ge-
rektiginde M.tuberculosis’in molekdler tiplendirmesi ve epidemiyolojik incelemelerin daha hizli ve ekono-
mik yapilabilmesi icin MIRU-VNTR yonteminin kademeli yapiimasi dnerilmektedir.

Anahtar sézciikler: Mycobacterium tuberculosis, molektiler tiplendirme, MIRU-VNTR.

ABSTRACT

Several methods are available for the molecular typing of Mycobacterium tuberculosis complex iso-
lates. The results of the recent research demonstrated that Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
(MIRU)-Variable Number Tandem Repeats (VNTR) method has high discriminatory power and reprodu-
cibility, is easy to perform, and available for multi-center studies and automation. However, there is in-
sufficient data about the MIRU-VNTR profiles in Turkey. The aim of this study was to determine the most
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appropriate MIRU-VNTR combinations to distinguish cross contaminations and nosocomial infections in
routine mycobacteriology laboratory practice. Following molecular typing of 152 clinical isolates which
were consecutively isolated from different patients in two years period (August 2004-July 2006) in our
laboratory, a retrospective analysis of MIRU-VNTR data of 12 loci primers was performed by an “in-ho-
use” computer based programme. The programme was prepared by using Microsoft QuickBASIC prog-
ramming language and all of the data were calculated by the help of this programme. The best combi-
nations to differentiate the clusters and to identify the unique isolates were determined out of 4095 pos-
sible results of 12 different primer pairs. According to our 152 MIRU-VNTR results, to determine cross
contaminations and nosocomial infections in routine mycobacteriology laboratory practice, we recom-
mend to use primers 26, 40, 16, 10 and 23 in the first step; primers 31, 27, 20 and 2 in the second step,
and primers 4, 24 and 39 in the third step. The created software is user friendly, fast and meets the re-
quirements of routine clinical mycobacteriology laboratories. Besides its discriminatory power, the spe-
ed and cost-effectiveness of a typing method is also considerable. According to the results of this study
it was suggested that for more rapid and economic molecular typing of M.tuberculosis and related epi-
demiological investigations, MIRU-VNTR should be performed in a stepwise manner.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, molecular typing, MIRU-VNTR.

GiRi$

Tlberkiiloz, morbidite ve mortalitenin tim diinyada ve lilkemizde énemli bir nedeni
olmaya devam etmektedir. Ulkemizde 2005 yili verilerine gére tiiberkiiloz insidans
100.000’de 26; enfeksiyon prevalansi da %25 olarak bildirilmistir'. Tiiberkiiloz ile miica-
delede gerekli stratejilerin belirlenmesi icin, bulas kaynaklarinin ve salginlarin ortaya cika-
rilmasi gerekmektedir. Belirli bir Mycobacterium tuberculosis susunun duyarli bir popdilas-
yonda yayilirken yakalanmasinin cok zor oldugu bilinmektedir. Aktif tliberkilozlu bireyler-
den izole edilen suslarin tiplendirilmesi; enfeksiyon kaynagdi, yayihm dinamigi ve 6zellikle-
rinin ortaya cikarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Molekdler tiplendirme yontemlerinin
gelismesi, klasik epidemiyolojik verilerin degerlendiriimesine buytk katki saglamistir. Ttr-
kiye'de tuberkiilozun molekiler epidemiyolojisi ile ilgili calismalar daha ¢ok 1S6770 RFLP
ve pTBN12 tiplendirme yéntemlerine dayali olarak yapilmistir>3. Tiplendirme yéntemle-
rinin; uygulamasi kolay, hizli, yinelenebilir, ekonomik ve klinik 6rnege direkt olarak uygu-
lanabilir olmasi tercih edilmektedir. Ayrica, yontemin ayrim glici ve stabilitesi de epide-
miyolojik arastirmalarda 6nem tagimaktadir. Giniimuzde kullanilan yontemler bu 6l¢it-
lerin timund karsilayamamaktadir. Son yillarda yapilan calismalarin sonuglarina goére
“Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (MIRU)-Variable Number Tandem Repeats
(VNTR)” yontemi; ayrim guicui ile tekrarlanabilirligi yliksek, uygulamasi kolay, cok merkez-
li caligmalara uygun ve otomatize edilebilir bir yéntemdir®*. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) bazli bu yontemle ayni glin icerisinde sonug verilebilmektedir. 1S6770 RFLP ve spo-
ligotipleme ile kiyaslandiginda, MIRU-VNTR yontemiyle tiplendirme daha fazla ayirici pro-
fil olusturmaktadir. Bu nedenle, kabul edilebilir uluslararasi standart protokoliin adaptas-
yonunu takiben MIRU-VNTR yéntemi, yakin gelecekte 1S6710'u golgede birakacaktir*”.

Ulkemizdeki MIRU-VNTR profillerine ait yeterli veri bulunmamaktadir. Bu calismada,
bolgemizden izole edilen M.tuberculosis suglart MIRU-VNTR yontemi ile tiplendirilmis ve
ilk kez QBasic programlama dili kullanarak yazdigimiz bir program ile MIRU-VNTR so-
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nuclarinin geriye doniik degerlendirilmesi yapilarak, rutin mikobakteriyoloji laboratuvar-
larinda MIRU-VNTR 12 primer setinin bir arada degil, asamali olarak uygulanmasi 6ne-
rilmistir. Boylece bu yontem, laboratuvar capraz kontaminasyonlarinin belirlenmesinde
ve reaktivasyon-reenfeksiyon ayriminda kullanilirken, zaman, emek ve gider yoniinden
tasarruf edilebilecektir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Merkez Laboratuvarina
Agustos 2004-Temmuz 2006 tarihleri arasinda bagvuran aktif tiiberkiloz 6n tanili hasta
orneklerinden izole edilen ve M.tuberculosis kompleks olarak tanimlanan ardisik 152 has-
taya ait izolat ile kontrol olarak H37Rv susu alindi. M.tuberculosis izolatlari icin kromozo-
mal DNA izolasyonu, MIRU-VNTR gen bodlgelerine gore tiplendirme; uluslararasi, stan-
dardize edilmis protokollerle yapildi®®.

M.tuberculosis izolatina ait kiltirden koloniler T ml serum fizyolojik icerisine alinarak
11.000xg’de 1 dakika santriflij edildi. Cokelti Gzerine 250 pyl TXTE tamponu eklenerek
vorteks ile karistirildi. Tekrar 11.000xg’de 1 dakika santriflij edildikten sonra ¢okelti lze-
rine 250 pl TXTE tamponu eklenerek, 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Santrifij islemi
tekrarlandi ve siipernatan kissm DNA ekstrakti olarak -20°C’de sakland.

M.tuberculosis izolatlarina ait kromozomal DNA'dan MIRU-VNTR gen bolgeleri PCRile
¢ogaltilarak elde edildi. Mikobakteriyel genomik DNA, 25 mM MgCl,, dH,0, 2 mM
dNTP, 10X PCR tamponu, %10 DMSO, Hot start Tag DNA polimeraz ve primerlerin bu-
lundugu bir kanisim hazirlandi. Calismada kullanilan primer dizileri Tablo I'de gosterildi.

Hazirlanan karisim, termal dongi cihazina (Techne TC-412) yerlestirilerek 95°C’de 15
dakika ilk denatiirasyon gerceklestirildi. Ardindan; 94°C’de 60 saniye, 59°C’de 60 saniye
ve 72°C’de 90 saniye olmak lizere 40 dongl uygulandi ve 72°C’de 10 dakika son uzat-
ma yapildi. Reaksiyon 4°C’de durdurularak amplifikasyon urtnleri jel elektroforezde gos-
terildi. Ilk ve son kuyucuga molekiler biytiklik gostergesi olarak 100 baz cift (bg)’lik DNA
belirteci; diger kuyucuklara ise her primer icin PCR urunleri ytklendi. Kirk bes dakika 130
voltta elektroforez yapildiktan sonra UV transiliminator Gizerinde jel goriintilendi.

BULGULAR

Calismamizda, agar jel elektroforez gortintilerine gore her izolat ve her primer icin el-
de edilen bantlar molekiiler bulytiklik gostergesi ile ayri ayr karsilastirilip degerlendiril-
mistir. Tablo 11’de belirtilen MIRU gen bolgeleri icin belirlenmis olan tekrarlarin biytklik-
leri sayesinde tekrar sayilari hesaplanmistir.

Hasta izolatlari (n=152) ve H37Rv susu ile elde edilen sonuclara gore, 12 farkli primer
setinin hem tek baslarina hem de diger primerlerle birlikte kullanildiklari tim kombinas-
yonlarin ayrim gtici QBASIC 4,5 programlama dili ile kodladigimiz yazihm kullanilarak
hesaplanmistir. Primer setleri tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen grup sayilari, ta-
nimlanamayan izolat sayisi ve tek izolattan ibaret grup sayilari Tablo Ill'te, diger primer-
lerle birlikte kullanildiklarinda elde edilen sonuglar Tablo IV’te gosterilmistir.

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 377




Rutin Mikobakteriyoloji Laboratuvarlari igin Ug Adimda MIRU-VNTR

Tablo I. Calismada Yer Alan MIRU-VNTR Primer Dizileri

Primer Dizi

2 ileri 5’-TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT-3'
Geri 5’-TAC TCG GAC GCC GGC TCA AAAT-3/

4 ileri 5’-GCG CGA GAG CCC GAA CTG C-3'
Geri 5’-GCG CAG CAG AAA CGC CAG C-37

10 ileri 5’-GTT CTT GAC CAA CTG CAG TCG TCC-3/
Geri 5’-GCC ACC TTG GTG ATC AGC TAC CT-3'

16 ileri 5’-TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A-3’
Geri 5’-CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC-3’

20 ileri 5’-TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG-3'
Geri 5’-GGA GAC CGC GAC CAG GTA CTT GTA-3/

23 ileri 5’-CTG TCG ATG GCC GCA ACA AAA CG-3/
Geri 5’-AGC TCA ACG GGT TCG CCC TTT TGT C-3’

24 ileri 5’-CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT-3'
Geri 5'-GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA-3’

26 ileri 5’-TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC-3'
Geri 5’-CAT AGG CGA CCA GGC GAATAG-3’

27 ileri 5’-TCG AAA GCC TCT GCG TGC CAG TAA-3’
Geri 5’-GCG ATG TGA GCG TGC CAC TCA A-3/

31 ileri 5’-ACT GAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA-3’
Geri 5’-GTG CCG ACG TGG TCT TGA T-3/

39 ileri 5’-CGC ATC GAC AAA CTG GAG CCA AAC-3'
Geri 5’-CGG AAA CGT CTA CGC CCC ACA CAT-3'

40 ileri 5’-GGG TTG CTG GAT GAC AAC GTG T-3/
Geri 5’-GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA-3’

Tablo 1. MIRU Gen Bélgeleri Igin Belirlenmis Olan Tekrarlarin Biiytikliikleri*

Primer
2 4 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40
Bolge** 236 182 272 419 292 131 365 291 321 160 238 276

Tekrar** 53 77 53 53 77 53 54 51 53 53 53 54
H37Rv** 342 413 431 525 446 449 419 444 480 319 344 330

* 9 no’lu kaynaktan alinmistir.
** Bolge: MIRU gen bolgelerinin tekrarlar olmadan biiytkligu; Tekrar: MIRU gen bolgelerinde bir tekrarin biiyiikli-
gu; H37Rv: H37Rv susunun MIRU gen bolgelerinin tekrarlariyla birlikte biyuklagu.
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Tablo Ill. Primer Setleri Tek Baslarina Kullanildiklarinda Elde Edilen Kiime Sayisi, Tek izolat Sayisi ve Tanim-
lanamayan Izolat Sayisi

Primerler Kiime sayisi Tek izolat sayisi Tanimlanamayan izolat sayisi
26 7 1 4
27 6 3 3
40 6 0 4
31 5 2 1
24 5 2 3
16 5 1 5
23 5 1 8
10 5 0 10
4 4 0 2
20 4 2 4
2 4 1 7
39 1 0 5

Tablo IV. Ayrim Glicii En Yiiksek Olan Primer Seti ve Sirasiyla Ayrim Glictinii Artiran Primer Setleri ile Kom-
binasyon Sonucu Elde Edilen Kiime Sayisi, Tek [zolat Sayisi ve Tanimlanamayan Izolat Sayisi

Kiime Tek izolat Tanimlanamayan
Primerler sayisl sayisi 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, 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
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TARTISMA

Tani, tedavi ve kontrol yontemlerindeki gelismelere ragmen, tiiberkiloz énemli bir
halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir. M.tuberculosis'in hizl ve dogru laboratu-
var tanisi tiberkilozlu hastalarin tedavisinde ve hastaligin kontroliinde ¢cok 6nemlidir.
Tiberkulozla etkin bir micadele icin hizli ve duyarli tani yontemlerinin gelistirilmesi ka-
dar, epidemiyolojik verilerin alinacagi calismalara da ihtiyac vardir. Bu nedenle son 20
yilda molekiiler epidemiyoloji, arastirmacilarin ilgi odagi olmustur'®'". Bu calismalar ile
farkli cografi bolgelerden izole edilen suslar ve hasta gruplarinin ozelliklerini iceren veri
tabanlari olusturulmaktadir. Epidemiyolojik calismalar, tip, molekiler biyoloji, epidemi-
yoloji ve biyoistatistik gibi birden fazla disiplini ilgilendirmektedir.

Molekiiler epidemiyoloji; bir hastaligin yayilimi, patogenezi ve etiyolojisini arastiran bi-
lim olarak tanimlanmaktadir. Bu 0zellige dayanarak molekiler epidemiyolojik calismalar;
hastaligin yayihmi ile olusan risk faktorlerinin ortaya cikarilmasi, salginlarin arastiriimasi, ya-
yihm gosteren suglarin arastirilmasi, reaktivasyon veya reenfeksiyon olgularinin saptanma-
sI, patojenlerin diinyadaki yayilimlarinin saptanmasi, farkl suslarda virulans ve direng me-
kanizmalarinin anlasiimasi, enfeksiyon hastaliklarinin yayihm dinamiklerinin ve yayiim yol-
larinin ortaya konmasl, tedavi ve korunma stratejilerinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir®.

Ulkemiz, bir tarafta Bati Avrupa gibi diisiik tiiberkiiloz insidansina sahip (lkelerle kom-
suyken, diger taraftan da Eski Sovyetler Birligi ve Asya Ulkeleri gibi ylksek insidansa sa-
hip komsularin bulundugu bir cografyada yer almaktadir'?. Hizli niifus artisi ve kirsal
alandan buyuk sehirlere gociin devam ettigi Glkemizde, tlberkilozla etkin bir micade-
le icin izole edilen suslarin molekiler epidemiyolojik bilgilerinin ¢ikarilmasi kaginilmazdir.
IS6110 RFLP referans yontem olarak kabul edilmekle birlikte, benzer paternlere sahip ve-
ya diisiik kopya sayili izolatlarin ayriminda yeterli olmamaktadir'®. Bu nedenle, ek yon-
temlerin kullanilmasi ile daha iyi sonuclar alinmaktadir. Bu yontemler arasinda; spoligo-
tiplendirme, pTBN12, MIRU-VNTR, DRE-PCR, RAPD-PCR bulunmaktadir®'314,

Son yillarda, yeni molekiler yontemlerin tanimlanmasi, tiberkiiloz epidemiyolojisi ve
filogenetik analizlere 6nemli katkilarda bulunmustur. 1997 yilinda Supply ve arkadasla-
n'S tarafindan gelistirilen MIRU-VNTR yéntemi sonraki yillarda uygulamasi daha pratik
hale getirilmistir. 2002 yili icerisinde bildirilen bir calismada, Giiney Afrika’da alti yil igin-
de toplam 56 hastadan alinmis 123 izolat 1IS6770 ve MIRU-VNTR yontemleri kullanilarak
kiimeler olusturulmustur. Alti yillik stire icinde MIRU-VNTR yonteminin tekrarlanabilirligi
oldukca yiiksek bulunmus, 56 hastanin 55 (%98.2)’inde karsilastirilan izolatlar yillar igin-
de ayni genetik profili gostermistir. IS6770 yontemiyle ise 56 hasta izolatindan sadece
45 (%80.3)’inde yillar icinde ayni genetik profil gézlenmistir. Bu calismanin sonucunda
arastirmacilar MIRU-VNTR yonteminin kolay uygulanabilir ve hizli olmasinin yaninda tek-
rarlanabilirligi yoninden de 1S6770 yontemine gore daha iyi performans gosterdigi so-
nucunda birlesmislerdir®.

Spoligotiplendirme ve MIRU yontemlerinin birlikte uygulandigi bir calismada, 11 fark-
Il cografi bolgeden alinmis 116 M.tuberculosis klinik izolati genetik profil yoniinden de-
gerlendirilmistir. Ayirt edici gliciin Hunter-Gaston indeksi (HGI) ile saptandigi bu calis-
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mada, spoligotipleme ve MIRU degerleri sirasiyla 0.956 ve 0.988 olarak saptanmis, so-
nug olarak MIRU yénteminin ayrim giicii daha yiiksek bulunmustur?. Supply ve arkadas-
larinin® 2001 yilindaki calismalarinda; 38 ayri ilkeden, DNA dizi analiziyle 90 farkli M.tu-
berculosis izolati oldugu belirlenen suslara MIRU-VNTR yontemi uygulanmis ve bu yon-
temin diger molekiiler tiplendirme yontemlerinden daha fazla ayrim gtictine sahip oldu-
gu saptanmistir. Ayni calismada, gelistirilen web sitesiyle MIRU-VNTR genotiplerinin in-
ternet yoluyla analizinin mimkin oldugu vurgulanmig, bunun da M.tuberculosis'in epi-
demiyolojik calismalarina evrensellik katacagi ve bu patojenin evriminin daha iyi izlene-
cegi belirtilmistir®.

Bu calismada, 152 hasta izolati ve H37Rv susu ile elde edilen MIRU-VNTR sonuclari
incelenmistir. On iki farkli primer setinin hem tek bagslarina hem de diger primerlerle
birlikte kullanildiklar tim kombinasyonlarin ayrim guicii QBASIC 4,5 programlama dili
ile kodlanilan bir yazihm kullanilarak hesaplanmistir. Bu program ile butin primerler tek
tek ve kombine halde sirasiyla degerlendirilmistir. Siralama, oncelikle ortaya c¢ikan k-
me sayisina gore yapiimistir. Ortaya ¢ikan kiime sayisi ne kadar fazla ise o primer kom-
binasyonunun 6ncelige sahip oldugu kabul edilmistir. Kiime sayisindan sonra, siralama-
y1, tanimlanamayan izolat sayisinin ne kadar az oldugu belirlemistir. Bu programla son
olarak tek izolat sayisina 6nem verilmistir. Kime sayisinin ve tanimlanamayan izolat sa-
yisinin esit oldugu durumlarda, tek izolat sayisi fazla olan kombinasyon daha iyi ayrim
glicline sahip olarak kabul edilmistir. Literattirdeki diger MIRU-VNTR calismalarindan
farkli olarak, bu calismada kullanilan QBASIC 4,5 programlama dili ile kodlanilan bir ya-
ziim kullanilmistir. Sola ve arkadaslarinin® calismasinda, bu calisma ile ayni primerler
kullanilmig, her birinin ayrnim glici ayr ayri hesaplanmistir. Bu calismada ise hem pri-
merlerin ayrim guicl tek tek hesaplanmis hem de tim kombinasyonlarin ayrim guicleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore primer setleri tek baslarina degerlendirildikle-
rinde en yuksek ayrim giict primer 26 ile saptanirken, en disik ayrim primer 39 ile el-
de edilmistir (Tablo IV).

Primer setleri tek baslarina degerlendirildiklerinde; primer 26'nin hemen altinda ikin-
ci sirada ayrim guctine sahip oldugu saptanan primer 27’nin, primer setleri birlikte de-
gerlendirildiginde ayrim gliciiniin yedinci siraya geriledigi saptanmistir. Bu sonug, ikinci
sirada yer alan primer 27 ile elde edilen kopya sayilarinin birinci sirada yer alan primer
26 ile elde edilen kopya sayilarina paralel olmasi nedeniyle ortaya ¢iktigini distinduir-
mektedir. Tek basina degerlendirildiginde ayrim glict yuksek bulunsa da, sonuclari pri-
mer 26 ile paralellik gosterdigi icin kombinasyonda ayrim giicline katkisi azalmaktadir.
Primer 31 ve primer 24 icin de benzer sonuclar elde edilirken, primer 40, primer 16 ve
primer 23 ise aksine tek baglarina degerlendirildiklerinde daha alt siralarda yer alirken,
kombinasyonlarda ayrim glictine daha fazla katki sagladiklari saptanmigstir (Tablo Il ve
IV). On iki bolgeye ait primer setlerinin hepsi kullanildiginda, primer 4’Gn kiime sayisini
iki, primer 24'Un sadece bir artirdigi, primer 39’un ise kiime sayisina etkisinin olmadig
saptanmistir. Bu sonuglar 1siginda bizim toplumumuzdan elde edilen suglarda molekiiler
calismalarda 4, 24 ve 39 bolgelerine ait primerleri kullanmanin 6nemli katkisi olamaya-
cagi soylenebilir.
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Bu calismada, bilgisayar programi ile elde edilen kombinasyonlarda en ytiksek ayrimi
saglayan primerler olarak tespit edilen 26, 40, 16, 10 ve 31 arasindan, primer 16 disin-
da kalanlarin ayrim giicii Sola ve arkadaslarinin® calismasinda da ¢ok yiiksek diizeyde bu-
lunmustur. Daha sonraki siralamalarda ise ayrim gticlerinde farkhliklar géze carpmakta-
dir. Bu farkhliklar, toplumlar arasindaki farklardan kaynaklanabilecegi gibi, bu calismada
kullanilan bilgisayar programina da bagh olabilir. Ayni calismada primerlerin ayrnim gtict
tek tek degerlendirilirken, bu calismada kopya sayilarindaki paralellik nedeniyle birbirle-
rine benzer sekilde ayrima neden olan primerlerin, elde edilen kombinasyonlardaki 6n-
celik sirasini degistirdigi distinilebilir.

Bir tiplendirme yonteminin ayrnimi giicli bir sekilde yapmasinin yaninda hizli sonug
vermesi ve maliyetinin dusiik olmasi da 6nemlidir. M.tuberculosis’in molekiiler olarak tip-
lendirilmesinin gerektigi durumlarda ve epidemiyolojik calismalarda MIRU-VNTR primer-
lerini kademeli bir sekilde kullanarak yontemin daha hizli sonug vermesi ve ekonomik ol-
masi saglanabilir. Primer setleri birlikte kullanildiklarinda ayrim guiclerine gore gruplara
ayrilabilir. Birinci adimda kullaniimasi 6nerilen primer setleri olan 26, 40, 16, 10 ve 23
ile gerekli ayrnim saglanamiyorsa ikinci adima gecilmelidir. Ikinci adimda ise 31, 27, 20
ve 2 numaral primer setleri 6nerilmektedir. Bu calismada 152 izolattan 150 tanesine kat-
kisi olmadigi saptanan 4, 24 ve 39 numarali primer setleri ise Gglincti adimda yer almak-
tadir. Bu analizlerin daha fazla sayida hastaya ait verilerle yapilmasi, sonuclarin daha faz-
la deger kazanmasi acisindan onemlidir. Primer setlerinin kademeli bir bicimde kullanil-
masinin zaman ve ekonomik yonden fayda saglayacagi aciktir.

Sonug olarak, molekiler yontemler gelistiriimeden 6nce, tiberkiiloz epidemiyolojisin-
de ¢6ziimlenmemis bircok sorun mevcutken, aktif yayihmin ortaya ¢ikariimasi amaciyla
molekiler tiplendirme yontemlerinin kullaniimaya baslamasi, geleneksel yontemler ile
ayirt edilemeyen izolatlarin tanimlanmasini saglamistir. Bu calismalar, epidemiyolojik ve-
rilerle birlestirildiginde iliskili olgular ortaya ¢ikanlabilmistir. Nifusunun biylk cogunlu-
gu sehirlerde yasayan genis bir cografyaya sahip tlkemizde, tlberkiiloz ciddi bir tehdit
unsuru olmaya devam etmektedir. Bircok kurumun ortak calismasiyla standart yontem-
lerin gelistirilmesi gerekmektedir. Arzu edilen, llkemizdeki tiiberkiiloz hastalarinin tim
klasik epidemiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve buna dayali olarak yapilacak molekii-
ler tiplendirme yontemlerinin sonuclarindan da yararlanilarak daha etkin korunma ve
kontrol onlemlerinin gelistirilmesidir. Ayrica tlkemizde tiiberkiilozun yayilhimi, tiberkiiloz
hastalari arasindaki epidemiyolojik iligkilerin ortaya cikarilmasi ve farkl cografi bolgeler-
deki hastalardan izole edilen M.tuberculosis suglarinin genotipik 6zelliklerinin belirlenme-
si icin cok merkezli calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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