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ÖZET

Günümüzde hala önemli bir halk sa¤l›¤› sorunu olan tüberküloz, y›lda üç milyon kiflinin ölümüne neden olmaktad›r.

Geleneksel yöntemlerle laboratuvar tan›s› zaman al›c› ve zahmetli olan mikobakteri infeksiyonlar›nda h›zl›, duyarl› ve

özgül testlere gereksinim duyulmaktad›r. Mikobakteriyolojik tan›da moleküler yöntemler; klinik örnekten tan›, tür

düzeyinde tan›mlama, ilaç direncinin belirlenmesi ve epidemiyolojik araflt›rmalarda kullan›lmaktad›r. 

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 örnekten tan›

Nüklek asit ço¤altma yöntemleri:  Her ne kadar gele-

neksel yöntemlere göre daha h›zl› sonuçlansa da, mole-

küler testlerin klinik örnekte tüberküloz varl›¤›n›n saptan-

mas›nda alt›n standart olan direkt bak› ve kültür kombi-

nasyonu ile birlikte uygulanmas› önerilmektedir. Di¤er

infeksiyon etkenlerinde oldu¤u gibi, mikobakterilerde

bulunan özgül nükleik asit dizisinin, saptanabilecek düzeye

gelinceye kadar ço¤alt›lmas› esas›na dayanmaktad›r. Poli-

meraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemiyle ço¤alt›lmas›

istenen DNA örne¤i, replikasyon için gerekli olan primer-

ler, nükleotitler, Taq polimeraz gibi gerekli maddelerle

beraber ayr›lma (denaturation), birleflme (annealing) ve

uzama basamaklar›ndan oluflan döngülerle ço¤alt›l›r. Bir

çok laboratuvarda kullan›lmakta olan in-house PZR

yönteminin duyarl›l›k ve özgüllükleri, ekstraksiyon ve

amplifiye ürün saptanmas›nda farkl› yöntemlerin kullan›l-

mas› nedeniyle de¤iflmektedir. Noordhoek ve ark. (1) yedi

laboratuvarda ayn› örneklerden ayn› primerler kullan›la-

rak M. tuberculosis’in PZR yöntemiyle arand›¤› kör çal›fl-

mada, duyarl›l›k ve özgüllüklerin %2-90, yalanc› pozitif-

liklerin ise %3-77 oran›nda de¤iflti¤ini saptam›fllard›r.

Bu nedenle klinik örnekte M. tuberculosis tan›s›nda kulla-

n›lan standardize  edilmifl olan iki test Amerika Birleflik

Devletlerinde, G›da ve ‹laç Yönetimi (FDA) taraf›ndan

onaylanm›flt›r. Bu onayl› testlerden olan PZR tabanl›

Roche-Amplicor testinde ‹nternal kontrol bulunmakta ve

AmpErase (UNG) yalanc› pozitifli¤i engellemektedir. Bu

testin FDA onay›, son bir y›l içinde tedavi görmeyen,

direkt bak›s› pozitif olgular›n solunum yolu örneklerinde

ve M. tuberculosis ayr›m›n›n yap›labildi¤i merkezlerde

kültür ile birlikte yap›lmas› koflulu ile geçerlidir (2).
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Onayl› di¤er test ise izotermal bir amplifikasyon yöntemi

olan TMA (transcription mediated amplification) yöntemi-

dir. Bu yöntemde ço¤alt›lan hedef nükleik asit ribozomal

RNA (rRNA)’d›r. Sentezlenen komplementer DNA mole-

külünden RNA polimeraz enzimi ile yeni RNA kopyalar›

ç›kar›ld›ktan sonra ürünün varl›¤› M. tuberculosis’e özgül

akridinyum ile iflaretli prob ile belirlenmektedir (3). Bu

test de; Amplikor’da oldu¤u gibi son bir y›l içinde tedavi

almayan olgular›n solunum yolu örneklerinde ve M. tuber-

culosis ayr›m›n›n yap›labildi¤i merkezlerde, kültür ile bir-

likte yap›lmas› koflulu ile FDA onayl› olup, Amplicor’dan

farkl› olarak sadece direkt bak› pozitif örneklere de¤il,

negatif örneklere de uygulanabilmektedir (2). 

SDA (Strand Displacement Amplification = Zincir ay›rm a

ço¤altmas›):  ‹zotermal olan bu tepkimelerde restriksiyon

enzimi (HincII) ile kesilen kal›p DNA, Escherichia coli

DNA polimeraz I (Klenow polimeraz)’in kesim noktas›n-

dan bafllayarak bir zinciri ay›r›p di¤eri üzerinde DNA sen-

tezi yapabilme özelli¤ine dayan›r. IS6110 ve 16SrRNA

ço¤alt›ld›¤› için cins ve M. tuberculosis için tür saptan-

mas› yapabilmektedir (4).

LCR (Ligase chain reaction = Ligaz zincir reaksiyonu) :

‹nfeksiyon etkeninin ortaya konmas›nda ›s›ya dayan›kl›

DNA ligaz›n kullan›ld›¤› prob hibridizasyon bazl› nükleik

asit ço¤altma yöntemidir. Ligasyon ürünleri ›s› ile dena-

türe edilerek kal›p DNA’dan ayr›l›rlar, di¤er oligonükleo-

titlerin ba¤lanmas›n› sa¤lamada kal›p rolü üstlenirler.

Hedef nükleik aside özgül, kal›p üzerinde komflu olacak

flekilde haz›rlanm›fl iflaretli problar ile hibridizasyon ger-

çekleflir. Is›ya dayan›kl› DNA ligaz taraf›ndan birbirine

ba¤lanma ve denatürasyon aflamalar›ndan oluflan döngü-

ler ile ço¤altma meydana gelir (3).  

Tür düzeyinde tan›

DNA dizi analizi:  Mutasyonlar›n saptanmas›nda alt›n

standart olmas›na karfl›n manuel uygulanmalar›nda tek-

nik zorluklar vard›r. Otomatik DNA sekanslama ise pahal›

ve yat›r›m gerektirmektedir. Amplifikasyon iflleminden

sonra PZR ürünlerinin saflaflt›r›lmas›, florokrom iflaretli

didioksi sekanslama reaksiyonu, sekanslama ürünlerine

elektroforez uygulanmas› ve analiz gibi basamaklar›

gerektirir. Sekans enzimlerinden birisi kullan›larak DNA

iplikçi¤inin komplementeri sentezlenirken dNTP eklendi-

¤inde uzama devam eder, ddNTP eklendi¤inde ise zincir

uzamas› durmaktad›r. Tepkimeler sonucu ortaya ç›kan

farkl› uzunluktaki DNA parçalar›na poliakrilamit jelde

elektroforez uygulan›r. Radyoaktif madde, kemilümine-

sans veya florometrik maddelerle iflaretleme yap›lmak-

tad›r. DNA dizi analizinde, mikobakterilerde tür tayini ve

ilaç direncini belirleyen mutasyonlar gibi filogenetik bilgi-

lere ulafl›labilmektedir. Oldukça h›zl› ve kesin sonuçlar

vermesine karfl›n pahal› ve zahmetli bir yöntem oldu-

¤undan rutin olarak de¤il, araflt›rma amac›yla kullan›l-

maktad›r. Tüm mikobakteri türlerinin sahip oldu¤u 65

kDa’luk ›s› flok proteinin (hsp65) kodlad›¤› gen bölgesi,

türe özgül allelik varyasyonlarla mikobakteri türlerinin

ayr›m›nda  kullan›lmaktad›r. hsp65 ve 16SrRNA gen

bölgelerinin kullan›ld›¤› dizi analizlerinde M. tuberculosis

kompleks üyelerinin genetik benzerli¤i nedeniyle ayr›m

mümkün olmamaktad›r (5). 

PZR-REA (Restriksiyon enzim analizi) (PRA):  Miko-

bakterilerin k›sa sürede tiplendirilmesi amac›yla gelifl-

tirilen PRA yöntemi, hsp65’i kodlayan genin, restriksiyon

enzimleriyle kesilmesi temeline dayanmaktad›r. Elde

edilen paternler tür saptama cetveline göre analiz edilir.

Hibridizasyon basamaklar› ve radyoaktivite içermeyen

bu yöntem ile k›sa sürede sonuç verilir (6, 7).

Nükleik asit hibridizasyon yöntemleri:   Hedef DNA

dizisi komplementeri olan iflaretli prob ile hibridlenmekte

ve tan› konmaktad›r. Özgüllükleri yüksek fakat duyarl›-

l›klar› düflük olan bu yöntemlerde prob olarak kullan›lan

moleküllerin örne¤e yeterince ba¤lanmas› için nükleik

asitlerin yeterli miktarda bulunmas› gerekti¤inden özel-

likle kültürde üreyen mikobakterilerin tan› ve tiplendir-

mesinde kullan›lmaktad›r. Otomatize ve yar› otomatize

kültür sistemlerinin gelifltirilmesi ile daha k›sa sürede

üretilen mikobakteriler, 1980’li y›llardan beri kullan›lmakta

olan Accuprobe yöntemi ile erken dönemde do¤rulana-

bilmektedir. Bu DNA problar›n›n en büyük dezavantaj›;

her seferinde sadece bir mikobakteri türünün test edil-

mesidir. M. tuberculosis kompleksi, M. avium kompleksi,

M. avium, M. intracellulare, M. kansasii ve M. gordonae’den

oluflan s›n›rl› say›da tür için eldeki DNA problar›, klinik

laboratuvarlarda s›kl›kla izole edilen bu türlerin tan›m-

lanmas›nda biyokimyasal testlere gereksinimi ortadan

kald›rmaktad›r (8). Son y›llarda ters hibridizasyon yönte-

mi olan Line probe Assay (LiPA) ile mikobakterilerin

identifikasyonu yap›labilmektedir. Polimeraz zincir reak-

siyonu ile ço¤alt›ld›ktan sonra membran üzerinde yer-

lefltirilmifl olan problar hibridizasyona sokularak tek

çal›flma ile; Mycobacterium spp., M. tuberculosis komp-

leks, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. avium

kompleks, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum

ve M. chelonae-abscessus kompleks olarak tan› yapabil-

mektedir (9).

‹laç direncinin belirlenmesi

1980’li y›llardan itibaren tüm dünyada tüberküloz olgu-

lar›n›n art›fl› ilaç direnci ile birlikte gözlenmifltir. ‹laç

dirençlerinin geleneksel yöntemlerle saptanmas›, izolas-

yonda oldu¤u gibi zahmetli ve zaman al›c›d›r. Moleküler

yöntemlerle, dirençten sorumlu mutasyonlar›n gösteril-

mesi direnci kan›tlarken, dirençli oldu¤u saptanan fakat 
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sa¤lan›r. Farkl› bakteriden geldi¤i halde uygunluk gös-

teren tek zincirler de bir araya gelerek heterodupleksler

oluflur. Eflleflme duyarl› bir suflta tam olurken, dirençli

sufllarda heterodupleksler aras›nda mutasyon nokta-

s›nda bozukluk olur. Bu durum çift sarmal yap›y› bozar,

zincirdeki bükülmeler elektroforez s›ras›nda molekülün

mutasyon bulunmayan DNA’dan farkl› h›zda yürümesine

neden olur. Çift zincirlerin etidyum bromür ile boyan›p

ultraviyole transluminatörde hemen gözlenebilir olmas›

rutinde kullan›lmaya uygun olmas›n› sa¤lam›flt›r (11-13).

Ters hibridizasyon yöntemi:  Rifampisin direncini sapta-

maya yönelik ticari formu bulunmaktad›r. Yöntemde direnç-

ten sorumlu gen bölgesine ait dizileri içeren problar bir

nitrosellüloz membran üzerine aktar›lm›flt›r. Problar

üzerinde normal ve mutant gen bölgelerine özgül diziler

bulunmaktad›r. Polimeraz zincir reaksiyonu ile ço¤alt›l-

d›ktan sonra dirençten sorumlu gen bölgelerine ait DNA

molekülleri bu problar ile hibridizasyona sokulur. Dirençli

kökenler mutant dizileri tafl›yan problara, duyarl› kökenler

ise normal dizileri içeren problara ba¤lanarak ilaç direnci

saptanabilir (11-13).

Floresans rezonansl› enerji aktar›m› (FRET-Fluo-

rescence Resonance Energy Transfer):  Polimeraz

zincir reaksiyonu s›ras›nda ço¤alt›lm›fl DNA molekülüne

ba¤lanan biri 3’ di¤eri 5’ ucu floresans ile iflaretli ve çok

yak›n yerleflimli iki DNA prob aras›nda enerji aktar›m› ile

floresans›n ortaya ç›kmas› sa¤lanmaktad›r. 3’ ucu flore-

sans ile iflaretli olan ve DNA molekülüne s›k› ba¤lanan

verici molekül, 5’ ucu iflaretli olan al›c› moleküle enerji

aktar›r. Mutasyonlar›n tan›mlanmas› için 5’ ucu iflaretli

problar›n mutasyonun beklendi¤i bölgeyi kaplayacak

flekilde tasarlanmas› gerekmektedir. Amplifikasyonun

sonunda en yüksek miktarda probun birbirlerine yak›n

tutunmas›yla en yüksek miktarda floresans üretilmekte-

dir. Daha sonra tüpler yavafl yavafl ›s›t›l›rken floresans

izlenir ve erime e¤rileri elde edilir. Belirli ›s›larda 5’ucu

floresans iflaretli olan probun ba¤land›¤› bölgeden ayr›l-

mas›yla floresans aniden azal›r. Floresans›n en fazla

azald›¤› ›s›ya erime noktas› denir. Probun ba¤land›¤›

bölgede mutasyon varl›¤›, gevflek ba¤lanmaya ve erime

nokta ›s›s›n›n düflmesine neden olmaktad›r. Bu yöntem

özellikle ilaç dirençlerini belirleyen mutasyonlar›n ve

klinik örneklerdeki mikobakterilerin saptanmas›nda kulla-

n›lmaktad›r (14, 15).

Epidemiyolojik araflt›rmalar

Moleküler yöntemlerin gelifltirilmesi ile epidemiyolojik

araflt›rmalar, özellikle salg›nlarda kayna¤›n belirlenmesi,

reenfeksiyon-reaktivasyon ayr›m›n›n yap›labilmesi, iyatro-

jenik infeksiyonlar›n ve laboratuvar kontaminasyonla-

r›n›n tan›mlanmas› mümkün olabilmektedir.

mutasyonlar›n gösterilemedi¤i olgular, dirençte baflka gen

bölge mutasyonlar› veya baflka mekanizmalar olabilece-

¤ini düflündürmektedir. Rifampine dirençli mutasyonlar;

genellikle, rpoβ’n›n 81 bazçiftlik gen bölgesinde nokta

mutasyon, delesyon ve insersiyonlar›n oldu¤u gözlenmifl

ve bu bölge RRDR (rifampisin direncini belirleyen bölge=

rifampin resistance determining region) olarak adland›r›l-

m›flt›r. ‹zoniyazit dirençli kökenlerin %50-60’›nda katG

taraf›ndan kodlanan bölgede; nokta mutasyonlar›, deles-

yon ve insersiyonlar saptanm›flt›r. Bu mutasyonlar›n

ço¤unlu¤u 315. kodondad›r. ‹zoniyazidin mikolik asit

sentezi üzerine etkisi inhA lokusu taraf›ndan kodlanmak-

tad›r. Pirazinamide dirençli mutantlar pirazinamidi aktif

formu olan pirazionik aside dönüfltüren pirazinamidaz

üretemezler. Pirazinamidaz› kodlayan pncA mutasyon-

lar› d›fl›nda pirazinamit ile ilgili mutasyon bulunamam›flt›r.

Etambutole dirençli kökenlerin %70’inde 306. kodonda

oluflan ve ço¤unlu¤unun arabinozil transferaz genini kod-

layan embB deki mutasyonlar saptanm›flt›r. Florokino-

lonlar›n hedef bölgesi gyrA ve gyrB taraf›ndan kodlanan

DNA giraz ve bu enzimin supersarmal yap›c› etkisidir.

Mikobakterilerin florokinolonlara direnci h›zla meydana

gelir ve bu bölge FRDR (florokinolon direncini belirleyen

bölge = fluoroquinolone resistance determining region)

olarak kabul edilmifltir (10).   

DNA dizi analizi:  ‹laç direncine neden olan mutasyon,

delesyon ve insersiyonlar PZR bazl› yöntemler ile

saptanmakta ve DNA dizi analizi, antimikobakteriyel ilaç

duyarl›l›¤›nda moleküler alt›n standart olarak kabul edil-

mektedir (8).

Tek zincir biçim çeflitlili¤i (Single strand conformation

polymorphism=SSCP):  Bu yöntemde, PZR ile ço¤alt›lan

ilaç direncinden sorumlu gen bölgesindeki çift zincirli

DNA, ›s› ile denatüre edilerek tek zincirler elde edilir. Her

zincir içerdi¤i nükleotit dizisine göre k›vr›lmalar ile özgül

yap› oluflturur. Uygulanan elektroforez s›ras›nda zincirin

özgül yap›s› jel gözeneklerinden geçifl h›z›n› etkiler.

‹laca duyarl› bir kontrol köken ile hastadan elde edilen

SSCP karfl›laflt›r›ld›¤›nda farkl›l›¤›n saptanmas›, o

gende bir mutasyon oldu¤unu ortaya ç›kart›r. Tek zincirli

DNA’n›n elektoforez jelinde görülebilmesi genellikle

radyoaktif bir madde ile iflaretleme ile sa¤lan›r. Deneyim

gerektirmesi ve uygulama zorluklar› nedeniyle günlük

kullan›ma gire-memifltir (11, 12). 

Heterodupleks analizi:  Bu yöntemde ilaç direncine

neden olan gen bölgesi, hem hastadan izole edilen

basilden hem de ilaca duyarl› oldu¤u bilinen bir kontrol

suflundan PZR ile ço¤alt›l›r. Ço¤altma ürünleri bir tüpte

kar›flt›r›l›p, önce 95° C’ye kadar ›s›t›larak DNA zincir-

lerinin birbirinden ayr›lmas›, daha sonra oda s›cakl›¤›na

dek so¤utularak zincirlerin yeniden eflleflerek birleflmesi 
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mas›na uygulanabilece¤i gibi parafin bloklardan veya

arkeolojik örneklerden de çal›fl›labilmektedir. IS6110

kopya say›lar› beflten az olan M. tuberculosis kompleks

izolatlar›n›n tan›mlanmas›nda spoligotyping, IS6110

profiline dayanan yöntemlerden üstündür. En az 20 kez

tekrar kullan›labilen membranlarda 43 örnek birlikte çal›-

fl›labilmektedir. De¤erlendirilmesi ve uygulamas› kolay

nispeten ekonomik bir yöntemdir (18). 

MIRU-VNTR (Variable number tandem repeats of

mycobacterial interspersed repetitive units-Miko-

bakterilerde tekrarlayan ünitelerin de¤iflken say›da

tekrarlar›):  Son y›llarda gelifltirilen PZR bazl› moleküler

yöntemde her izolat, genomda da¤›lm›fl bulunan 12

ba¤›ms›z bölgedeki tekrarlayan ünitelerin kopya say›lar›

ile tiplendirilmektedir. Elliiki ile 77 nükleotit uzunlu¤unda

olan tekrarlayan ünitelerin say›lar› tüm bölgelerin ço¤al-

t›lmas› ile elde edilen ürün büyüklü¤ü ile belirlenmek-

tedir. Bu yöntem IS6110 kopya say›s›n›n düflük oldu¤u

M. tuberculosis kompleks kökenlerinde oldu¤u gibi say›-

n›n yüksek oldu¤u kökenlerde de grup çeflitlili¤ini art›r-

maktad›r (19).

DNA chip analizi:  DNA molekülündeki farkl› nükleik

asitlerin kat› faz üzerinde belirli bir düzende yerlefltirilmifl

bulunan oligonükleotitlere ba¤lanmas› sinyal oluflumuna

neden olmaktad›r. Maliyeti düflük, kullan›m› basit ve

de¤erlendirmesi kolay olan bu yöntem önceleri sadece

gen ekspresyonu ve genomik içerik incelemesinde kul-

lan›l›rken, son y›llarda M. tuberculosis’in rifampin direncini

ve IS6110 kopya say›lar›n› belirlemede de kullan›lmaya

bafllanm›flt›r (20, 21).

IS6110 REA:  Özellikle epidemiyolojik çal›flmalarda özgül

türlerin yay›lmas›n›n belirlenmesinde baflvurulan bir yön-

temdir. Kromozomal DNA’n›n IS6110 tekrar bölgelerin-

den restriksiyon enzimleriyle kesilerek oluflan de¤iflik

uzunluktaki parçalar›n agaroz jel elektroforezinde yürü-

tüldükten sonra DNA bantlar›n›n membrana aktar›larak

hibridizasyon yap›lmas› esas›na dayan›r. Mycobacterium

tuberculosis kompleks kökenlerinin kromozomlar›nda bulu-

nan IS6110’un tekrarlanma özelli¤i, uluslararas› standar-

dize edilmifl DNA parmak izi protokolunun gelifltirilmesini

sa¤layarak klinik kökenlerin genotiplerinin belirlenme-

sinde kullan›lmaktad›r. Yayg›n olarak kullan›lmakla bera-

ber bu yöntem,  IS6110 kopya say›s› befl ve daha az

olan M. tuberculosis kompleks kökenlerinin tan›mlan-

mas›nda yetersiz kalmaktad›r (16).

PGRS ile tiplendirme : Üzerinde PGRS (polimorfik GC’den

zengin bölge - polimorfik GC rich sequence) tafl›yan

rekombinant bir plazmit olan pTBN12, E. coli DH5a'dan

izole edilip çeflitli enzimler ile kesildikten sonra saflafl-

t›r›l›p prob olarak kullan›lmaktad›r. Bu prob her genom

üzerinde yaklafl›k 30 kez tekrarlayan PGRS ile hibridi-

zasyona girmektedir (16, 17). 

Spoligotyping (Spacer oligonucleotide typing):  Direkt

tekrarlayan kromozomal bölgelerin amplifikasyonu hedef-

lenerek M. tuberculosis kompleks kökenlerinin ayr›m›nda

kullan›lan PZR bazl› moleküler yöntemlerdendir. Bu

bölgelere yönelik PZR sonras› ortalama 36 baz çitlik

amplifiye ürünler 43 set oligonükleotit içeren membran

ile hibridize edilmektedir. Farkl› epidemiyolojik kökenli

izolatlarda bölgeler ve say›larda de¤ifliklik görülmektedir.

Bu yöntem direkt olarak canl› M. tuberculosis organiz-
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