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Klasik laboratuvar tami yontemlerinden mikroskopinin Ozgiillik ve
duyarliligimin diisiikk olmasi, kiiltiir yontemlerinin ise uzun zaman almas1 nedeniyle
molekiiler yontemler tiiberkiiloz laboratuvarlarina ¢ok hizli bir sekilde girmis ve
farkli uygulama alanlar1 bulmustur. Molekiiler yontemler klinik o6rneklerde
bulunabilecek etkenin kisa siirede gosterilmesi, tanimlanmasi, alt tipleme ve ilag
direncinin saptanmasinda kullanilmaktadir.

Mikobakterilerin tanisinda molekiiler yontemlerin kullanilmas:

Tanmida kullanilan molekiiler yontemlerin basinda polimeraz zincir reaksiyon
(PZR) gelmektedir. Gelistirilen ticari kitlerle orneklerin islenmesi, amlifikasyon ve
sonu¢ gozleme standardize edilerek laboratuvarlar arasi uyumsuzluklar giderilmeye
calisilmistir. PZR yoOnteminin ticari olarak iiretilmis sekli (COBAS AMPLICOR
PCR) solunum yolu 6rnekleri i¢in 6nerilmekte ve genel olarak duyarlilik %66.7-85.2,
ozgillik %98.8-99.7 olarak bulunmakta; mikroskopi pozitif olan oOrneklerde
duyarlilik %92.6-96.1°e ¢ikmakta, negatif olanlarda ise %48-71.7’ye diismektedir (1-
3). Ayni kitin beyin omurilik sivilarinda uygulanmasi halinde duyarlilik %60 (4),
solunum yolu disindaki diger 6rneklerde %61-100 (2) olmaktadir. Laboratuvarimizda
“Cobas Amplicor PCR” sistemi kullanilarak incelenen 928 6rnekte pozitiflik %12.5,
kiiltiirle incelenen 1179 6rnekte pozitiflik %8.7, mikroskopla incelenen 1932 6rnekte
pozitiflik %4.6 olarak saptanmustir (Tablol). Mikroskopi ve/veya Kkiiltiir pozitif
solunum yolu oOrnekleri i¢in duyarhilik %%75.4, BOS ve idrar orneklerindeki
duyarlilik ise %50 olarak bulunmustur.

Solunum yolu oOrneklerinde kullanilmak {izere iiretilmis diger bir kit “Gen-
Probe Amplified Mycobacterium Direct Test” (Gen-Probe)’tir. Bu testte, hedef
molekiil olarak her hiicrede yaklagik 2000 kadar bulunabilen rRNA secilerek,
duyarlilign artirmak hedeflenmistir. Kiiltiir pozitif = solunum yolu O6rneklerinde
yontemin duyarliligi %91-98.4 iken, ozgiilliik %98.5-98.9 olarak saptanmustir (5,6).
Solunum yolu disindaki 6rneklerde duyarlilik %20-100, 6zgiilliik %95-96.4 olarak
belirlenmistir (5).

Diger bir molekiiler yontem olan zincir ayristirma amplifikasyon (strand
displacement amplification=SDA) ile solunum yolu o&rneklerinden tiiberkiiloz
basillerinin arastirilmasinda; kiiltiir ve mikroskopi pozitif 6rneklerin tamamindan
pozitif sonug¢ alinmig, testin 6zgilligi %85-94 arasinda bulunmustur (7). Yontemin
bir versiyonu olan “BDProbeTec-SDA” ile kiiltiir pozitif drneklerin %94.7’sinden
pozitif sonug almirken, 6zgiilliik %99.8 olarak saptanmustir (8).

Tiiberkiilozun tanisinda alternatif bir DNA amplifikasyon yontemi olan Ligaz
zincir reaksiyon (Ligase chain reaction=LCR) ticari kit halinde {iiretilmistir. Bu
yontemle yapilan ¢alismalarda; klinik 6rneklere gore degismekle birlikte duyarhilik
%84-97.5, dzgiilliikk %95.8-100 olarak bulunmaktadir (9-11).

Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan konvansiyonel yontemlerle molekiiler tan
yontemlerinin bir karsilagtirilmas: Tablo 2°de verilmistir.



Tablo1. Cesitli klinik 6rneklerde mikroskopi, kiiltiir ve PZR sonuglari.

Ornek cinsi ARB ARB KULTUR KULTUR = PZR (+) PZR
() Q) () ) )
39 579 47 345 43 256
Balgam 6.31) (11.98) (14.3)
18 594 16 296 14 224
Idrar (2.94) (5.1) (5.88)
3 214 8 194 16 187
BOS (1.38) (3.96) (7.8)
4 70 5 64 7 42
Pl. mai (5.4) (724 (4.2
8 56 11 42 13 34
BAL (12.5) (20.7) (27.6)
1 6 3 5 6 5
Doku (14.2) (37.5) (54.5)
4 49 4 23 7 26
AMS (7.54) (14.8) (21.2)
12 2 12 3 6
Kan (14.2) (33.3)
12 263 7 95 7 32
Diger (4.36) (6.86) (17.9)
Toplam 89 1843 103 1076 116 812
(4.6) 8.7 (12.5)

Tablo 2. Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan yontemlerin karsilastirilmasi.
Yéntem Duyarlilik Ozgiilliik Siire Maliyet
Mikroskopi (ARB) Orta* Dakikalar Diisiik
Kiiltiir Miikemmel 3-12 hafta Orta
Niikleik asit ¢ogaltma Saatler Yiiksek
yontemleri Kiilttir/mikroskopi(+)

PZR %92-96 %99-100
TMA %91-98 %98.5-99
LCR %84-97.5 %96-100
SDA 95-100 %85-94

*Idrar, aglik mide suyu veya digkida normal florada bulunan mikobakterilere bagli hatali pozitif sonuglar alinabilmektedir.



Tiiberkiiloz laboratuvarlarinda fazla sayida degisik molekiiler tan1 yontemleri
denenmis olmakla birlikte, bu yontemlerin hi¢ biri heniiz mikroskopi ve kiiltiir gibi
konvensiyonel yontemlerin yerini alamamiglardir. Bunun baslica nedenleri sunlardir
(1,12): (1) Amplifikasyona dayali yoOntemlerin genel pozitiflik oranlarinin ve
duyarliligimin kiiltiirden anlamli derecede yiiksek olmayisi. Bu durum; balgam, idrar
ve BOS gibi o6rneklerde bulunan inhibitorlere veya uygun olmayan ornek alma ve
isleme kosullarinin kullanilmasina baghdir. Homojenizasyon ve dekontaminasyon ile
ornekteki canli basillerin %80’inin kaybolabilecegi hesaplanmistir (13). Ayrica kiiltiir
icin kullanilan 6rnek miktari, genelde, molekiiler yontemler i¢in kullanilandan 4-20
kat daha fazladir. Tiiberkiiloz basillerinin kiime halinde bir arada bulunma 6zellileri
g6z Oniine alindiginda, iyice homojenize edilmemis Orneklerde c¢aligilan hacim
azaldikca duyarlhilik da azalmaktadir. (2) Amplikon veya pozitif klinik 6rneklerin
birbirine karigmasina bagli olarak hatali pozitiflikler olabilmektedir. (3) Her klinik
ornek icin kullanilabilecek, standardize edilmis ticari kitin heniliz bulunmayisi.
Mevcut ticari kitler genelde solunum yolu ornekleriyle caligilmaya uygundur.
(4)Tedavi gormiis olan hastalarda, klinik 6rnekte 6lii basil varlifinda bile DNA
yontemleriyle pozitif sonug alinabileceginden, tedavinin etkinligini takip i¢in kiiltiir
gerekli olmaktadir. Bir calismada alt1 aylik tedaviden sonra orneklerin tamaminda
kiiltiir negatif oldugu halde, %25 6rnekte SDA ve PZR yontemleriyle pozitif sonug
almmustir (14). Genelde teknik tam olmadan, gerekli internal ve eksternal kontroller
saglanmadan, PZR yoOnteminin tiiberkiilozun rutin tamisinda kullanilmamasi
onerilmektedir (15).

DNA prob teknigi kullanilarak klinik 6rneklerden mikobakterilerin
saptanmasi, identifikasyonu, genotiplemesi ve antimikrobial ilaglara diren¢ durumunu
belirlemek olasidir. ideal olarak hibridizasyonun kiiltirden daha duyarli olmasi
beklenir. Ancak ticari olarak gelistirilmis olan Gen-Probe sistemi, klinik 6rnekle
pozitif sonug verebilmesi i¢in yaklasik 1-3 x 107 basil gereksinir (16).

Mikobakterilerin tanist ve tiplendirmelerinde molekiiler ydéntemlerin

kullanilmasi

Lowenstein-Jensen veya Bactec 460 sivi ortamlarindan alman orneklerde
tiilberkiiloz basillerine 6zgli amplifikasyon (IS6110 gen bolgesine 6zgii primerler
kullanilarak) yapilarak, iireyen bakterinin M. tuberculosis kompleksi i¢inde olup
olmadig1 anlasilabilmektedir. Mikobakterilerde tiir ayrimi yapabilmek i¢in;

e 16s rRNA/DNA amplifikasyonunu takiben dizi analizi veya
hibridizasyon yapilarak veya

e “Heat shock protein 65” (hsp) geninin amplifikasyonu ve restriksiyon
endoniikleazlar ile kesimi kullanilmaktadir.

16S rRNA/DNA gen bolgesinin tiim bakterilerde ortak olan korunmus
bolgesinin olmasi ve bu korunmus bolge i¢inde her bir mikroorganizma igin 6zgiil
olan bolgenin (signature /hyper variable bolge) bulunmasindan yararlanilmaktadir.
Once tiim bakterilerde ortak olan korunmus bolgeye 6zgii primerlerle amplifikasyon
yapilmakta, sonra ya asir1 degisken bolgenin dizi analizi yapilarak veya tiire 6zgii
problarla hibridizasyon yapilarak tiir ayrimina gidilmektedir.

Hsp gen bolgesinin bir boliimii tiim mikobakterilerde ortak olan bolgeye 6zgii
primerler ile amplifiye edilmekte, amplifikasyon iiriinii Bs¢EIl ve Haelll restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilmekte, olusan parcalarin elektroforezdeki farkliliklarina gore
tiir ayrimi yapilmaktadir.

Molekiiler tipleme yontemleriyle salgin esnasinda izole edilen tiiberkiiloz
basillerinin epidemiyolojik yonden birbiriyle olan iligkilerini belirlemek, salginin
kaynagin1 bulmak ve laboratuvar kontaminasyonunu ortaya ¢ikarmak miimkiin



olabilmektedir (17-20). Standart referans yontem olan “IS6110 restriction fragment
length polymorphism (IS 6110-RFLP)” yontemi kullanilarak, tiiberkiiloz insidansinin
yiiksek oldugu ilimizde, 2000 yilinda aktif tiiberkiiloz hastalarindan kiiltiirii pozitif
olan 94 hastaya ait M. tuberculosis susunun tiplemesi yapildi. Incelenen izolatlarin
icerisinden 74 (%78.7) farkli RFLP profili saptandi. Direngli ve duyarli suslar
arasindaki DNA profil farklilig1 sirasiyla %85.7 ve %93.2; ortak profil bulundurma
oranlari ise sirastyla %25.7 ve %18.64 olarak saptanda.

Mikobakterilerde direncin saptanmasinda molekiiler yontemlerin kullanilmas:

Molekiiler yontemlerin direng takibinde kullanilmalar1 da tanmida oldugu gibi
tiiberkiiloz basilleri iizerinde yogunlagsmistir. PZR teknolojisi ile mikobakterilerin
basta rifampin olmak iizere, izoniazid, streptomisin, etambutol, klaritromisin ve
florokinolonlara olan diren¢ durumlar1 hakkinda bilgi edinilebilmektedir (21,22).

Mikobakterilerde rifampin direnci, 6zellikle ¢ogul ila¢ direncinin 6énemli bir
gostergesidir. Kisa silirede saptanmasi tedavi protokoliiniin belirlenmesi agisindan
oldukca yararlidir. Rifampin RNA polimeraz enziminin  alt iinitesine baglanarak
transkripsiyon ve RNA’nin uzamasini engellemektedir. Mikobakterilerdeki rifampin
direnci, DNA’ya bagimlit RNA polimeraz enziminin 3 alt iinitesini kodlayan rpoB
genindeki mutasyonlarla iligkilidir. Direngli suslarin %95’inde mutasyonlar rpoB
genindeki 81-baz ciftlik kor bolgesinde bulunmaktadir. Bu bélgedeki mutasyonlarin
kisa siirede gosterilmesi amaciyla PZR-“single-strand conformation poymorphism”,
“heminested” PZR, PZR “heteroduplex analysis” , PZR-baz dizi analizi, PZR-“line
probe assay” gibi yontemler gelistirilmistir (22-25).

Ticari kit olarak gelistirilmis olan “line probe assay kit” (Inno-LiPA Rif.TB)
ile mutasyonlar1 iceren 255 bazlik bolgenin amplifikasyonu yapildiktan sonra,
mutasyonlara  6zgli problarla  hibridizasyon yapilarak rifampin  direnci
arastirllmaktadir. Bu yontem, fenotipik duyarlilik test sonuglariyla %90.2 oraninda
uyumlu bulunmustur (24).

“Real-time” PZR yontemiyle, rifampin direnci yaninda, yiiksek seviyede
izoniazid direnci de arastirilabilmektedir. Tek tiip igerisinde yapilan real-time
PZR’da; rifampin ve izoniazid direncinde en fazla goriilen mutasyonlart (rifampin
icin 526 ve 531 nolu kodonlarda, izoniazid i¢in 315 nolu kodonda) igine alan
bolgelerin amplifikasyonunu saglayacak primerler, floresans veren madde ile isareti
prob ve mutasyonlarla uyumlu isaretli problar kullanilmaktadir. Amplifikasyon,
hibridizasyon ve analiz islemlerinin kapali tek tiip i¢inde yapildigi bu yéntem 30
dakikada tamamlanmakta, rifampin ve izoniazide direngli olan suslarin tamami dogru
olarak saptanabilmektedir (23,26).

Rifampin direncinin saptanmasinda kullanilan real-time PZR ydnteminin diger
bir uygulama seklinde “molecular beacon” olarak adlandirilan yeni hibridizasyon
problarindan yararlanilmaktadir (26). Yontemin duyarlilign %97, 6zgilligi %100
olarak bulunmus ve mikroskopisi pozitif 6rneklere direkt olarak uygulanabilecegi
gosterilmistir (27).

Izoniazid direncinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi oldukc¢a kompleks bir
istir. Arastirmalar en az dort (katG, inhd, ahpC ve kasA) gende degisikliklerin
oldugunu gostermistir. Bunlardan katG genindeki mutasyonun direngteki dnemi agik
olarak gosterilmistir. Bu gendeki yalnizca bazi mutasyonlarin (315 nolu kodon)
yiiksek seviyede ilag direncinden sorumlu oldugu, digerlerinin ise direngle iligkili
olmadiklari belirtilmektedir (23).
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