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OZET

Glnidmuzde hala 6nemli bir halk sagligi sorunu olan tiberkdloz, yilda t¢ milyon kisinin éliimine neden olmaktadir.
Geleneksel yéntemlerle laboratuvar tanisi zaman alici ve zahmetli olan mikobakteri infeksiyonlarinda hizli, duyarli ve
ozglil testlere gereksinim duyulmaktadir. Mikobakteriyolojik tanida molekdiler yéntemler; klinik érnekten tani, tdr
diizeyinde tanimlama, ilag direncinin belirlenmesi ve epidemiyolojik arastirmalarda kullaniimaktadir.

SUMMARY

Tuberculosis remains a major public health problem, leading to three million deaths per year. Since the conventional
methods for mycobacterial infections are time-consuming and labor intensive, there is a need for rapid, sensitive and
specific methods. Molecular methods have been used in mycobacteriology for detection of Mycobacterium tuberculosis

from clinical specimens, identification, drug resistance and epidemiological studies.

Klinik 6rnekten tani

Niiklek asit cogaltma yéntemleri:  Her ne kadar gele-
neksel yéntemlere gére daha hizli sonuglansa da, mole-
kiler testlerin klinik 6rnekte tliberkiloz varliginin saptan-
masinda altin standart olan direkt baki ve kiltir kombi-
nasyonu ile birlikte uygulanmasi 6nerilmektedir. Diger
infeksiyon etkenlerinde oldugu gibi, mikobakterilerde
bulunan 6zgul nlkleik asit dizisinin, saptanabilecek diizeye
gelinceye kadar ¢ogaltiimasi esasina dayanmaktadir. Poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) y6ntemiyle cogdaltiimasi
istenen DNA &rnegi, replikasyon igin gerekli olan primer-
ler, nlkleotitler, Taq polimeraz gibi gerekli maddelerle
beraber ayrilma (denaturation), birlesme (annealing) ve
uzama basamaklarindan olusan déngdlerle ¢ogaltilir. Bir
¢ok laboratuvarda kullaniimakta olan in-house PZR
yoénteminin duyarliik ve &zgullukleri, ekstraksiyon ve

amplifiye Urlin saptanmasinda farkl yéntemlerin kullanil-
masi nedeniyle degismektedir. Noordhoek ve ark. (1) yedi
laboratuvarda ayni érneklerden ayni primerler kullanila-
rak M. tuberculosisin PZR ydntemiyle arandigi kér calig:
mada, duyarhlk ve 6zgulliklerin %2-90, yalanci pozitif-
liklerin ise %3-77 oraninda degistigini saptamiglardir.

Bu nedenle Klinik 6rnekte M. tuberculosis tanisinda kulla-
nilan standardize edilmis olan iki test Amerika Birlesik
Devletlerinde, Gida ve ilag Yénetimi (FDA) tarafindan
onaylanmistir. Bu onayl testlerden olan PZR tabanli
Roche-Amplicor testinde internal kontrol bulunmakta ve
AmpErase (UNG) yalanci pozitifligi engellemektedir. Bu
testin FDA onayi, son bir yil icinde tedavi gérmeyen,
direkt bakisi pozitif olgularin solunum yolu érneklerinde
ve M. tuberculosis ayriminin yapilabildigi merkezlerde
kultdr ile birlikte yapilmasi kosulu ile gecerlidir (2).
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Onayli diger test ise izotermal bir amplifikasyon yéntemi
olan TMA (transcription mediated amplification) yontemi-
dir. Bu yontemde ¢ogaltilan hedef nukleik asit ribozomal
RNA (rRNA)’dir. Sentezlenen komplementer DNA mole-
kalinden RNA polimeraz enzimi ile yeni RNA kopyalari
¢ikarildiktan sonra Urtndn varh@i M. tuberculosis’e 6zgul
akridinyum ile isaretli prob ile belirlenmektedir (3). Bu
test de; Amplikor'da oldugu gibi son bir yil iginde tedavi
almayan olgularin solunum yolu érneklerinde ve M. fuber-
culosis ayriminin yapilabildigi merkezlerde, kiiltir ile bir-
likte yapilmasi kosulu ile FDA onayli olup, Amplicor'dan
farkll olarak sadece direkt baki pozitif drneklere degil,
negatif drneklere de uygulanabilmektedir (2).

SDA (Strand Displacement Amplification = Zincirayirm  a
cogaltmasi): izotermal olan bu tepkimelerde restriksiyon
enzimi (Hincll) ile kesilen kalip DNA, Escherichia coli
DNA polimeraz | (Klenow polimeraz)’'in kesim noktasin-
dan baslayarak bir zinciri ayirip digeri tizerinde DNA sen-
tezi yapabilme 6zelligine dayanir. 1IS6110 ve 16SrRNA
¢ogaltildigi igin cins ve M. tuberculosis igin tir saptan-
masi yapabilmektedir (4).

LCR (Ligase chain reaction = Ligaz zincir reaksiyonu)
infeksiyon etkeninin ortaya konmasinda isiya dayanikli
DNA ligazin kullanildigi prob hibridizasyon bazli nikleik
asit cogaltma ydntemidir. Ligasyon urinleri 1si ile dena-
tire edilerek kalip DNA’dan ayrilirlar, diger oligonikleo-
titlerin baglanmasini saglamada kalip roll Ustlenirler.
Hedef nikleik aside 6zgll, kalip tGzerinde komsu olacak
sekilde hazirlanmis isaretli problar ile hibridizasyon ger-
ceklesir. Isiya dayanikli DNA ligaz tarafindan birbirine
baglanma ve denatiirasyon asamalarindan olusan déngu-
ler ile gogaltma meydana gelir (3).

Tir diizeyinde tani

DNA dizi analizi: Mutasyonlarin saptanmasinda altin
standart olmasina karsin manuel uygulanmalarinda tek-
nik zorluklar vardir. Otomatik DNA sekanslama ise pahal
ve yatinm gerektirmektedir. Amplifikasyon isleminden
sonra PZR drinlerinin saflastiriimasi, florokrom isaretli
didioksi sekanslama reaksiyonu, sekanslama drinlerine
elektroforez uygulanmasi ve analiz gibi basamaklari
gerektirir. Sekans enzimlerinden birisi kullanilarak DNA
iplikgiginin komplementeri sentezlenirken dNTP eklendi-
ginde uzama devam eder, ddNTP eklendiginde ise zincir
uzamas! durmaktadir. Tepkimeler sonucu ortaya g¢ikan
farkli uzunluktaki DNA pargalarina poliakrilamit jelde
elektroforez uygulanir. Radyoaktif madde, kemilimine-
sans veya florometrik maddelerle isaretleme yapilmak-
tadir. DNA dizi analizinde, mikobakterilerde tur tayini ve
ilag direncini belirleyen mutasyonlar gibi filogenetik bilgi-
lere ulasilabilmektedir. Olduk¢a hizli ve kesin sonuclar
vermesine karsin pahali ve zahmetli bir yéntem oldu-
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gundan rutin olarak degil, arastirma amaciyla kullanil-
maktadir. Tim mikobakteri tlrlerinin sahip oldugu 65
kDa’luk 1si sok proteinin (hsp65) kodladigi gen bdlgesi,
tire 6zgll allelik varyasyonlarla mikobakteri tlrlerinin
ayriminda  kullaniimaktadir. hsp65 ve 16SrRNA gen
boélgelerinin kullanildigi dizi analizlerinde M. tuberculosis
kompleks Uyelerinin genetik benzerligi nedeniyle ayrim
mUmkin olmamaktadir (5).

PZR-REA (Restriksiyon enzim analizi) (PRA): Miko-
bakterilerin kisa sirede tiplendiriimesi amaciyla gelis-
tirilen PRA y6ntemi, hsp65’i kodlayan genin, restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi temeline dayanmaktadir. Elde
edilen paternler tlr saptama cetveline gére analiz edilir.
Hibridizasyon basamaklari ve radyoaktivite icermeyen
bu yéntem ile kisa surede sonug verilir (6, 7).

Niikleik asit hibridizasyon yéntemleri: Hedef DNA
dizisi komplementeri olan isaretli prob ile hibridlenmekte
ve tani konmaktadir. Ozgiilliikleri yiiksek fakat duyarli-
hiklar1 disuk olan bu yéntemlerde prob olarak kullanilan
molekdillerin 6rnege yeterince baglanmasi igin nikleik
asitlerin yeterli miktarda bulunmasi gerektiginden 6zel-
likle kdltirde Ureyen mikobakterilerin tani ve tiplendir-
mesinde kullaniimaktadir. Otomatize ve yari otomatize
kaltur sistemlerinin gelistiriimesi ile daha kisa sirede
Uretilen mikobakteriler, 1980’li yillardan beri kullaniimakta
olan Accuprobe yéntemi ile erken dénemde dogrulana-
bilmektedir. Bu DNA problarinin en biyik dezavantaji;
her seferinde sadece bir mikobakteri tlrinin test edil-
mesidir. M. tuberculosiskompleksi, M. avium kompleksi,
M. avium, M. intracellulare, M. kansasii ve M. gordonaeder
olugsan sinirl sayida tar icin eldeki DNA problari, klinik
laboratuvarlarda siklikla izole edilen bu tlrlerin tanim-
lanmasinda biyokimyasal testlere gereksinimi ortadan
kaldirmaktadir (8). Son yillarda ters hibridizasyon yénte-
mi olan Line probe Assay (LiPA) ile mikobakterilerin
identifikasyonu yapilabilmektedir. Polimeraz zincir reak-
siyonu ile ¢ogaltildiktan sonra membran Uzerinde yer-
lestirilmis olan problar hibridizasyona sokularak tek
¢alisma ile; Mycobacterium spp., M. tuberculosis komp-
leks, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. avium
kompleks, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceun
ve M. chelonae-abscessus kompleks olarak tani yapabil-
mektedir (9).

ilag direncinin belirlenmesi

1980’li yillardan itibaren tim dinyada tiberkiloz olgu-
larinin artisi ilag direnci ile birlikte gdzlenmistir. ilag
direnglerinin geleneksel yéntemlerle saptanmasi, izolas-
yonda oldugu gibi zahmetli ve zaman alicidir. Molekiiler
yéntemlerle, direngten sorumlu mutasyonlarin gésteril-
mesi direnci kanitlarken, direngli oldugu saptanan fakat
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mutasyonlarin gdsterilemedigi olgular, direngte baska gen
bdlge mutasyonlari veya bagska mekanizmalar olabilece-
gini dislndurmektedir. Rifampine direngli mutasyonlar;
genellikle, rpob’nin 81 bazciftlik gen bdlgesinde nokta
mutasyon, delesyon ve insersiyonlarin oldugu gézlenmis
ve bu bélge RRDR (rifampisin direncini belirleyen bélge=
rifampin resistance determining region) olarak adlandiril-
mistir. izoniyazit direncli kékenlerin %50-60'inda katG
tarafindan kodlanan bélgede; nokta mutasyonlari, deles-
yon ve insersiyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlarin
cogunlugu 315. kodondadir. izoniyazidin mikolik asit
sentezi Uzerine etkisi inhA lokusu tarafindan kodlanmak-
tadir. Pirazinamide direngli mutantlar pirazinamidi aktif
formu olan pirazionik aside dénustiren pirazinamidaz
Uretemezler. Pirazinamidazi kodlayan pncA mutasyon-
lari disinda pirazinamit ile ilgili mutasyon bulunamamistir.
Etambutole direncli kdkenlerin %70’inde 306. kodonda
olusan ve ¢cogunlugunun arabinozil transferaz genini kod-
layan embB deki mutasyonlar saptanmistir. Florokino-
lonlarin hedef bélgesi gyrA ve gyrB tarafindan kodlanan
DNA giraz ve bu enzimin supersarmal yapici etkisidir.
Mikobakterilerin florokinolonlara direnci hizla meydana
gelir ve bu bdlge FRDR (florokinolon direncini belirleyen
bélge = fluoroquinolone resistance determining region)
olarak kabul edilmigtir (10).

DNA dizi analizi: ilag direncine neden olan mutasyon,
delesyon ve insersiyonlar PZR bazli yéntemler ile
saptanmakta ve DNA dizi analizi, antimikobakteriyel ilag
duyarliliginda molekdiler altin standart olarak kabul edil-
mektedir (8).

Tek zincir bicim cesitliligi (Single strand conformation
polymorphism=SSCP): Bu ydntemde, PZR ile ¢ogaltilan
ilag direncinden sorumlu gen bdlgesindeki cift zincirli
DNA, isi ile denatire edilerek tek zincirler elde edilir. Her
zincir icerdigi nukleotit dizisine gére kivrilmalar ile 6zgul
yapi olusturur. Uygulanan elektroforez sirasinda zincirin
6zgll yapisi jel gbzeneklerinden gecis hizini etkiler.
ilaca duyarl bir kontrol kéken ile hastadan elde edilen
SSCP karsilastinidiginda farkhligin  saptanmasi, o
gende bir mutasyon oldugunu ortaya ¢ikartir. Tek zincirli
DNA’'nin elektoforez jelinde gérilebilmesi genellikle
radyoaktif bir madde ile isaretleme ile saglanir. Deneyim
gerektirmesi ve uygulama zorluklari nedeniyle ginlik
kullanima gire-memigtir (11, 12).

Heterodupleks analizi: Bu ydntemde ilag direncine
neden olan gen bdlgesi, hem hastadan izole edilen
basilden hem de ilaca duyarl oldugu bilinen bir kontrol
susundan PZR ile ¢ogaltiir. Gogaltma drinleri bir tlpte
karistirilip, énce 95° C’ye kadar isitilarak DNA zincir-
lerinin birbirinden ayrilmasi, daha sonra oda sicakhgina
dek sogutularak zincirlerin yeniden eglegerek birlesmesi
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saglanir. Farkli bakteriden geldigi halde uygunluk go&s-
teren tek zincirler de bir araya gelerek heterodupleksler
olusur. Eslesme duyarh bir susta tam olurken, direncgli
suglarda heterodupleksler arasinda mutasyon nokta-
sinda bozukluk olur. Bu durum ¢ift sarmal yapiy! bozar,
zincirdeki bilkulmeler elektroforez sirasinda molekulin
mutasyon bulunmayan DNA’dan farkl hizda ylirimesine
neden olur. Gift zincirlerin etidyum bromdir ile boyanip
ultraviyole transluminatérde hemen gdézlenebilir olmasi
rutinde kullaniimaya uygun olmasini saglamigtir (11-13).

Ters hibridizasyon yontemi: Rifampisin direncini sapta-
maya yonelik ticari formu bulunmaktadir. Yéntemde direncg-
ten sorumlu gen bdlgesine ait dizileri iceren problar bir
nitroselliloz membran Uzerine aktarilmigtir. Problai
Uzerinde normal ve mutant gen bélgelerine 6zgul diziler
bulunmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltil-
diktan sonra direngten sorumlu gen bélgelerine ait DNA
molekdlleri bu problar ile hibridizasyona sokulur. Direngli
kékenler mutant dizileri tagiyan problara, duyarl kékenlel
ise normal dizileri igeren problara baglanarak ilag direnci
saptanabilir (11-13).

Floresans rezonansh enerji aktarimi (FRET-Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer):  Polimeraz
zincir reaksiyonu sirasinda ¢ogaltiimis DNA molekdline
baglanan biri 3’ digeri 5’ ucu floresans ile isaretli ve ¢ok
yakin yerlesimli iki DNA prob arasinda enerji aktarimi ile
floresansin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir. 3’ ucu flore-
sans ile isaretli olan ve DNA molekiline siki baglanan
verici molekll, 5’ ucu isaretli olan alici molekile eneriji
aktarir. Mutasyonlarin tanimlanmasi igin 5’ ucu isaretli
problarin mutasyonun beklendigi bdlgeyi kaplayacak
sekilde tasarlanmasi gerekmektedir. Amplifikasyonun
sonunda en ylUksek miktarda probun birbirlerine yakin
tutunmasiyla en yiiksek miktarda floresans Uretiimekte-
dir. Daha sonra tipler yavas yavas isitilirken floresans
izlenir ve erime egrileri elde edilir. Belirli 1silarda 5’'uct
floresans isaretli olan probun baglandigi bdlgeden ayril-
maslyla floresans aniden azalir. Floresansin en fazla
azaldigi i1siya erime noktasi denir. Probun baglandigi
bélgede mutasyon varligi, gevsek baglanmaya ve erime
nokta i1sisinin dismesine neden olmaktadir. Bu yéntem
Ozellikle ilag direnglerini belirleyen mutasyonlarin ve
klinik érneklerdeki mikobakterilerin saptanmasinda kulla-
nilmaktadir (14, 15).

Epidemiyolojik arastirmalar

Molekiler ydntemlerin gelistiriimesi ile epidemiyolojik
arastirmalar, 6zellikle salginlarda kaynagin belirlenmesi,
reenfeksiyon-reaktivasyon ayriminin yapilabilmesi, iyatro-
jenik infeksiyonlarin ve laboratuvar kontaminasyonla-
rinin tanimlanmasi mimkan olabilmektedir.
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1S6110 REA: Ozellikle epidemiyolojik calismalarda 6zgiil
turlerin yayilmasinin belirlenmesinde basvurulan bir yén-
temdir. Kromozomal DNA’nin IS6110 tekrar bdlgelerin-
den restriksiyon enzimleriyle kesilerek olusan degisik
uzunluktaki parcalarin agaroz jel elektroforezinde yuri-
tuldikten sonra DNA bantlarinin membrana aktarilarak
hibridizasyon yapilmasi esasina dayanir. Mycobacterium
tuberculosis kompleks kdkenlerinin kromozomlarinda bulu-
nan 1S6110’un tekrarlanma 6zelligi, uluslararasi standar-
dize edilmis DNA parmak izi protokolunun gelistirilmesini
saglayarak klinik koékenlerin genotiplerinin belirlenme-
sinde kullaniimaktadir. Yaygin olarak kullaniimakla bera-
ber bu yéntem, 1S6110 kopya sayisi bes ve daha az
olan M. tuberculosis kompleks kokenlerinin tanimlan-
masinda yetersiz kalmaktadir (16).

PGRS ile tiplendirme :Uzerinde PGRS (polimorfik GC'den
zengin bdlge - polimorfik GC rich sequence) tasiyan
rekombinant bir plazmit olan pTBN12, E. coli DH5a'dan
izole edilip gesitli enzimler ile kesildikten sonra saflas-
tirlip prob olarak kullaniimaktadir. Bu prob her genom
Uzerinde yaklasik 30 kez tekrarlayan PGRS ile hibridi-
zasyona girmektedir (16, 17).

Spoligotyping (Spacer oligonucleotide typing): Direkt
tekrarlayan kromozomal bélgelerin amplifikasyonu hedef-
lenerek M. tuberculosis kompleks kdkenlerinin ayriminda
kullanilan PZR bazli molekiler y®éntemlerdendir. Bu
bolgelere ydnelik PZR sonrasi ortalama 36 baz citlik
amplifiye Grtnler 43 set oligonukleotit iceren membran
ile hibridize edilmektedir. Farkli epidemiyolojik kékenli
izolatlarda bélgeler ve sayilarda degisiklik gértimektedir.
Bu ydntem direkt olarak canli M. tuberculosis organiz-
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