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SALGIN ARASTIRILMALARINDA MiKROBIiYOLOJi
LABORATUVARINDA KULLANILAN KONVENSIYONEL
ve MOLEKULER YONTEMLER

Cansu ONLEN GUNERI!

Mikroorganizmalara bagli olarak gelisen salginlar 6nemli morbidite ve mortalite
sebebi olmalar1 nedeniyle toplumsal saglig1 acisindan risk teskil etmektedir. Bu
salginlarin analizinde ve 6nlenmesinde basta mikrobiyoloji uzmani olmak tizere
epidemiyolog, enfeksiyon hastaliklar1 uzmani ve diger klinik brans uzmanlari-
na 6nemli gorevler diismektedir. Bu baglamda laboratuvarda gesitli tanisal testler
kullanilmaktadir. Bir¢ok alanda oldugu gibi laboratuvar alaninda da teknoloji-
nin hizli gelisimi sonucu tanisal yontemlerde birgok gelismeler yasanmis ve yeni
teknikler ortaya ¢ikmustir. Uzun zamandir kullanilan konvansiyonel yontemlerin
bazi parametreleri karsilamadig1 yoniinde goriisler bildirilmis olsa da hala tanisal
testlerdeki 6nemini korumaktadir. Ayrica son 20-30 yila damgasini vuran mole-
kiiler testler gelistirilmis ve hem medikal hem de toplumsal alanda 6nemli avan-
tajlar saglamaya baslanmistir. Bu béliimde konvansiyonel ve molekiiler yontem-
lerin salgin arastirmalarindaki yeri, avantajlari, dezavantajlar1 ve birbirlerine olan
stiinliikleri ele alinmistir.

1. KONVANSIYONEL YONTEMLER

Salgin arastirmalarinda basvurulan konvansiyonel yontemler mikroorganizma
tarafindan genetik olarak eksprese edilen biyokimyasal, morfolojik ve biyolojik
ozellikleri belirler. Gen ekspresyonuna bagli fenotipe yansiyan bu 6zellikler (hiic-
re ylizey antijenleri, antimikrobiyal duyarlilik kaliplari, protein igerikleri ve bak-
teriyofaj tipleri gibi) dikkate alinarak izolatlar arasinda epidemiyolojik baglant:
kurulabilir. Ancak, fenotipe yansiyan ozelliklerin ortam kosullarindan kolaylik-
la etkilenmeleri sonucunda ayni atasal suglar farkli 6zelliklere sahip olabilir ve
tarkli koloni morfolojisinde goriilebilir. Hiicre yiizey antijenleri/serotipleme ve faj

tiplerinin ayriminda ise uygun antiserum/reaktan bulma zorlugu ve yontemler
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acisindan standardizasyon problemi vardir. Bu sinirlayici faktorler yontemlerin
ayrim giictinii ve givenilirligini azaltmakta olup bir tiriin her bir susunu ayirt
etmek i¢in yeterli olmadigini gosterir. Fakat bu sinirlamalara ragmen pek ¢ok la-
boratuvar tarafindan fenotipik yontemler, 6zellikle antibiyotik duyarlilik testleri
gibi salgin aragtirmalar1 agisindan 6nemini hala korumakta ve kullanilmaktadir.
Fenotipik yontemler, temelde geleneksel yontemler ve proteine dayali yontemler
olmak tizere iki baslik altinda incelenir.

1.1. Geleneksel Yontemler

1.1.1. Biyotiplendirme

Geleneksel yontemlerden en eski method olan biyotipleme; mikroorganizmala-
rin fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve metobolik aktivitelerine gore ayrilmasi-
na olanak tanir. Biyokimyasal testler ile etkene ait 6zelikler belirlenebilir. Ancak
tiir diizeyinde tanimla yapabilmek igin gerekli test sayisinin fazla olmasi; siire,
maliyet ve is giiciinii arttirmaktadir. Biyokimyasal testlerle ayrimi zor olan bazi
mikroorganizmalar a¢isindan epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanimi smnirhidir.
Giiniimiizde bu yontem otomatize sistemler ile tiir tanimlanmasinda rutin olarak
kullanilir.

1.1.2. Antibiyotik Duyarhlik Profillerine Gére Tiplendirme

Mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan antibiyotik duyarlilik test-
leri, tekrarlanabilirligi yiiksek, yorumlanmas: kolay ve standardize edilmis yon-
temlerdir. Ozellikle spesifik izolatlarda antibiyotik direng tespiti salgin kontrolit
agisindan erken uyari saglar. Ancak hareketli genetik elementler ile antibiyotik
direng genleri aktarilabileceginden iligkili olmayan izolatlar, ayn1 duyarlilik pa-
ternine sahip olabilecegi gibi tam tersi durum da s6z konusu olabilir. Bu nedenle
epidemiyolojik tiplendirmede kullanimi sinirlidir.

1.1.3. Serotiplendirme

Hiicre ylizey antijenlerinin 6zgiil antiserumlarla reaksiyona girmesi prensibine
dayali serotiplendirme yontemi (antikor bazli testler) hiicre yiizey antijenlerine
gore subtiplere ayrilan Salmonella gibi patojenlerin siniflandirilmasinda kullanil-
maktadir. Farkli serotiplere sahip her mikroorganizma igin 6zgiil antiserumun
bulunma zorlugu, sinirli sayida bakteri tiirleri ve mantar gruplari arasinda ayrim
yapmalar1 ve pahali olmasi sebebiyle epidemiyolojik ¢aligmalar a¢isindan yeter-
sizdir.
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1.1.4. Faj Tiplendirme

Bakteri hiicre yiizeyinde bulunan reseptérlere bakteriyofaj ad1 verilen viriislerin
baglanip hiicreyi lizise ugratmasi ve farkl suglarda farkl reseptorlerden kaynakli
farkli lizis profilillerinin izlenmesi prensibine dayali yontem, faj tiplendirme ola-
rak tanimlanir. Glinimiizde bakteriyel tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in kulla-
nilmaya devam etmektedir. Fakat bakteriyofajlarin her laboratuvarda bulunma
zorlugu, tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi ve yogun is giicii gerektirmesi dolay-
styla epidemiyolojik amagli kullanimi yaygin degildir.

1.2. Proteine Dayal1 Yontemler

1.2.1. Multi-locus Enzim elektroforezi (MLEE)

Proteinleri kodlayan yapisal genlerin sekansini yansitan dolayisiyla bu protein-
lerdeki polimorfizmi izlemeye dayali fenotipik bir yontemdir. MLEE yo6ntemi,
ayn1 gen lokusunun (metabolik enzim lokusu) farkl: allellerinin gen iiriinlerinin
elektroforetik hareketliliklerindeki farkliliklar yoluyla allelik varyasyonlarini or-
taya koyar. Elektroforetik hareketlilik proteinin net yiikiine baglidir. Taksonomik
caligmalar ve ayn tiir igindeki suslarin evrimsel agidan karakterizasyonunda ol-
dukga etkili bir yontemdir; ancak epidemiyolojik arastirmalar i¢in tek basina ye-
terli ayrimci giice sahip degildir. Bu sebeple 6zellikle uzun siireli epidemiyolojik
arastirmalarda MLEE yontemi ile belirlenen metabolik enzim lokusundaki allellik
varyasyonlarinin Multilocus Sequence Typing (MLST) ile ayn1 gen lokuslarina ait
sekans tiplerinin karsilastirilmasi ayrim giiciini arttirir.

1.2.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Elektroforetik bir ortamda bakteriyel proteinlerin molekiil agirliklarina gore ay-
rilmasi prensibine dayanan bir yontem olup, proteinleri kodlayan genlerde mey-
dana gelen mutasyon vb. etkenlerin sonucunda eksprese edilen gen tirtinlerindeki
degisimin izlenmesine olanak tanir. Hiicre protein profillerinin tespiti ile ok sa-
yida yakindan iligkili susun karsilagtirilmas: ve gruplandirilmast miimkiin olup
epidemiyolojik tiplendirme amaciyla kullanilan standardize edilmis 6nemli bir
yontemdir. Ancak bakteriye ait bir¢ok farkli protein bandlariin olugsmasi ayrim
ve yorum giicliigiine sebep olur.

1.2.4. Immiinblot Profil Analizi (Western Blot)

Western immiinoblotlama teknigi, sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elekt-
roforezi (SDS-PAGE) ile ayristirilan protein antijenlerinin nitroselilloz membrana
blotlanmasi ve monoklonal antikorlar kullanilarak humoral bagisikligin kromoje-
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nik substratlarla degerlendirilmesine dayanir. Bu teknik daha ¢ok bazi enfeksiy6z
hastalik ajanlarina kars: spesifik antikorlarin tespiti i¢in kullanilir.

Genel olarak; ¢evresel faktorlere bagl olarak enfeksiyon etkenlerinde kararsiz
antijenik Ozelliklerin varlig1 ve etkene ait degerlendirilmekte olan karakteristigin
ekspresyonunu ongoriilebilir sekilde degistirmesi protein analizine dayali yon-
temler agisindan sinirlayici faktorlerdir.

Glintimiizde bakteri ve mantar enfeksiyon etkenlerinin tiirler aras1 ayriminda
biyokimyasal profile dayali biyotipleme hizli ve giivenilir teshis yontemleri saglar.
Fakat genel olarak epidemiyolojik tiplendirme amaciyla gerekli olan genetik bil-
giyi saglamaz. Dolayisiyla molekiiler yontemler bu anlamda olduk¢a degerlidir.

2. MOLEKULER YONTEMLER

Salgin aragtirmalarinda kullanilan DNA-bazli teknikler genellikle restriksiyon
enzimleri veya endoniikleazlar tarafindan niikleik asitlerin bilinen gen bolgele-
rinden kesilmesi ve elde edilen DNA fragmentlerindeki degisimlerin izlenmesine
veya niikleik asit amplifikasyonu ile elde edilen amplikonun arastirilmas: prensi-
bine dayanir ve bir tiire ait suslarin evrimsel agidan yakinlik derecesini belirler. Bu
gibi durumlarda salgin susu verileri i¢in kiitiiphane/veri havuzlar1 olusturulur ve
bu veri havuzlar1 uzun siireli epidemiyolojik siirveyans ¢aligmalarinda, onleyici
stratejilerin belirlenmesini, patojenlerin ve antibiyotik direncinin gelisiminin iz-
lenmesini miimkiin kilar. Ayrica, mikroorganizmalarin molekiiler epidemiyolojik
iligkilerine ait bilgilerin bulundugu bu veri havuzu sistemi ile patojen etkene ait
ulusal ve uluslararasi yayilim haritas: olusturulup pandemik, epidemik ve ende-
mik klonlarin global yayginliginin izlenmesi saglanir. Salgin durumunda arasti-
rilan izolatlarin epidemiyolojik yonden iligkili bulunabilmeleri i¢in ayni1 genotipe
sahip olmalar1 gerekir. Fakat mutasyon ihtimali, hareketli genetik elementlerin
varlig1 ve kullanilan molekiiler yontemin ayrim giictiniin disiik olmas: gibi bazi
durumlarda iliskili izolatlarin klonal olarak farkli veya tam tersi durum soz konu-
su olabilmekte ve farkli molekiiler tiplendirme yontemlerine yonlendirmektedir.
Bu amagla kullanilan pek ¢ok molekiiler yontemin birbirlerine olan tstiinliikleri-
nin bilinmesi epidemiyolojik yonden iliskili izolatlarin dogru aragtirilmasi agisin-
dan kolaylik saglar.

Giiniimiizde enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin tespitinde; basit plazmid
analizinden, tiim genom dizilemesi (Whole Genom Analyses (WGS)) yontemine
kadar uzanan gesitli teknikler kullanir.
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2.1. Plazmid Analizi

Plazmide sahip organizmalarin 6zellikle direng ve viriilans genlerinin yayilimi-
nin incelenmesinde basit ve diisiik maliyetli ilk kullanilan yontemlerden biridir.
Yontemin ayrim giiciinii arttirmak ve biiyiik plazmidlerin ayrimini saglamak i¢in
restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilir.

2.2. PCR-Restriction Fragment Length Polymorfizm (PCR-RFLP)

Bilinen gen bolgesinin amplifikasyonuna ve amplikonlarin restriksiyon enzimle-
riyle kesimine ve farkli bant profillerinin polimorfizminin izlenmesine dayanan
ozellikle bakteriyel ve viral genom tizerinde etkili bir yontemdir. Enfeksiy6z man-
tarlar gibi 6karyotik patojenler igin etkili degildir. Pulsed Field Gel Electroforesis
(PFGE) ile kullaniminda daha etkilidir.

2.3. Ribotipleme

Ribozomal RNAy1 kodlayan korunmus gen bolgelerindeki polimorfizminin RFLP
analizi ile tespitine ve elektroforez ile elde edilen bantlarin Southern blotlama tek-
nigi ile membrana aktarilmasi iglemlerini kapsar. Islem basamaklari fazla olan ve
yogun emek gerektiren bir yontemdir. Korunmus gen bolgelerinin ve restriksiyon
enzimlerinin sayisinin fazla olmasi yontemin ayrim giictinii arttirir. Otomatize
sistemlerde bu teknik kullanilmaktadur.

2.4. Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

RAPD’1n temel prensibi, bilinen gen bolgelerinin kisa primerlerle rastgele amp-
lifikasyonudur. Primerlerin baglanma bolgeleri arada kalan ¢ogaltilacak dizileri
ve jel elektroforezi ile farkli uzunluk ve boyutlardaki bant profilini belirler. Ay-
rim giici iyi olmasina ragmen; tekrarlanabilirliginin distiik ve bant profillerini
yorumlama agisindan standardizasyonun saglanamamis olmasi sebebiyle biiyiik
capli salgin ve epidemiyolojik siirveyans arastirmalarinda tercih edilebilirligi si-
nirlidir. Daha ¢ok kiigiik ¢apli salgin ve spesifik sinirli epidemiyolojik arastirma-
larda tercih edilir.

2.5. Repetitive Element Palindromic-PCR (Rep-PCR)

Bakteriyel genomda tekrarlayan gen dizilerini hedef alir. Tekrarlanan gen dizleri
arasinda yer alan bolgelerin suslar arasi farklilik veya benzerlikleri baz alinarak
agaroz jel elektroforezi ile olusan bant profillerinin izlenmesine ve karsilastirilma-
s1 prensibine dayanir. Sinirli uygulanabilirlige sahiptir; ancak RAPD’a gore tekrar-
lanabilirligi daha yiiksek ve bant yorumlamasinda standardize edilmesi sebebiyle
yerel epidemiyolojik siirveyans ¢alismalarinda tercih edilebilirligi daha yiiksektir.
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2.6. Amplified Fragment Lenght Polymorpism (AFLP)

Restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA pargalarininin adaptorlerle isaretlenme-
si ve iki basamakli amplikasyon islemi sonucu poliakrilamid jel elektroforezinde
bant profillerin izlenmesi prensibine dayanir. Yontemin islem basamaklar: fazla
olmasina ragmen; ayrim giicii yiiksektir. Salgin gozetimi ve siirveyans arastirma-
larinda subtiplerin belirlenerek yerel veri havuzu olusturulmasi agisindan uygun
bir yontemdir.

2.7. Pulsed Field Gel Electroforesis (PFGE)

PFGE yontemi tiim bakteriyel genomun restriksiyon enzimleri ile kesimi sonu-
cunda elektroforez sirasinda akim yoniinii ve siiresini belirli araliklarla degisti-
rerek 40-1000 kilobazlik biiyiik fragmentlere ayirmasi prensibine dayanir. Biiyiik
DNA fragmentlerinin elde edilmesinin sebebi genomda seyrek olarak goriilen
tanima bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve dolayisiyla fragment
sayisinin az olmasidir. Genomda enzim tanima bolgelerinde degisim olmasi du-
rumunda (mutasyon gibi) olusan bant sayisi ve biyiikligu degisecek ve suslar
arasindaki yakinlik iligkisi degerlendirilecektir. Yogun is giicii gerektiren, uzun
stireli (2-4 giin) ve islem basamaklar1 oldukga fazla olan bir yontemdir. Ayrim
giicii ¢ok yiiksek olup, molekiiler tiplendirmede altin standart olarak kabul edi-
lir. Tuir diizeyinde uygulama alani oldukea genistir (neredeyse tiim bakteriler ve
bazi funguslar). Ozellikle salgin aragtirmalarinda oldukga kullanish olup sonug-
lar1 epidemiyolojik verilerle uyumludur ve siirveyans programlarinda kiitiiphane
veritabanlar1 i¢in degerli veriler saglar.

2.8. Multilocus Sequence Typing (MLST)

Bu yontem; metabolik aktiviteden sorumlu yapisal genlerin (housekepping gen-
ler) amplifikasyonuna ve olusan amplikonlarin dizi analize dayanir. DNA dizi
analizine dayali ilk tiplendirme yontemlerinden biridir. Yapisal genlerdeki farkli
dizimler dikkate alinarak her bir tiir i¢in allellik profili ve sekans tipi belirlenir.
Ayni allelik profile sahip izolatlar ayni atasal koken iginde degerlendirilir. Tek-
rarlanabilirligi ve tiplendirilebilirligi oldukea yiiksektir. Ozellikle filogenetik ¢a-
ligmalar agisindan oldukga degerli bir yontemdir. Ancak ayrim giicii sinirhdir.
MLST yonteminin ayrim giictinii gelistirmek adina 6zellikle viriilansla iligkili
genlerin kullanimina dayanan multi-virulence locus sequence (MLVA) yontemi
ve MLST sonug semalarini basitlestirilmesi amaciyla benzer filogenetik bilgiyi
daha az ayrim giiciiyle sunan Single Nucleotid polimorphisms (SNP) yontemleri
gelistirilmistir.
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2.9. PCR-DNA Sequencing

Belirli bir gen bolgesinin niikleotid analizi prensibine dayali olduk¢a duyarli olan
bir yontemdir. Ozellikle nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinin genotipik antibiyo-
tik direng profillerinin belirlenmesinde 6nemli bir tan1 aracidir.

2.10.Whole-genome sequencing (WGS)

WGS 6zellikle salgin aragtirmalarinda PEGE ve MLST'den daha yiiksek ayrim gii-
ciine sahip yeni nesil bir yontemdir. Epidemiyolojik ¢aligmalar igin 6zellikle sal-
gin tespiti ve kontroliinde patojenik ajanlarin hizli tanimlanmasi, viriilans ve ilag
direncine dair gen polimorfizmleri gibi gerekli olan neredeyse tiim genetik bilgiyi
saglar. Bununla birlikte, WGS tarafindan tiretilen biiyitk miktarda verinin klinik
faydaya ¢evrilmesi hala gelistirilme agsamasindadir ve gelecekte mevcut molekiiler
tiplendirme tekniklerinin yerini almas1 muhtemeldir.

Sonug olarak, molekiiler tekniklerin sinirli sayida patojen tespiti, yanlis pozitif
sonuglarin alinabilmesi, asamali 6rnek hazirlama islemleri, kurulum maliyetinin
yiiksek olabilmesi, standart yorumlama kriterlerinin olmamasi, 6zel ekipman,
yiiksek teknoloji ve egitim gerektirmesi gibi dezavantajlari olmasina ragmen 6zel-
likle salgin aragtirmalarinin vazgegilmezi olan epidemiyolojik incelemelerde ol-
dukga 6nemli yontemlerdir.
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