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OZET

Tipta tiim tani laboratuvar: disiplinlerinde hedef ideal teste ulagmaktir. Bunu hem hizli, hem ekonomik, hem de dogru
gerceklestirmek icin son yillarda cok yol kat edilmistir. Testler hiz kazanmis ve ozellikle infeksiyon hastaliklarinin tanisinda
bir seferde ¢ok sayida mikroorganizmanin saptanmast hedeflenmistir. Bunun igin yeni teknolojiler ve cihazlar laboratuvarla-
rimiza girmis ve girmektedirler. Bu oturumda yeni teknolojiler cesitli yonleri ile ortaya konmus, katilimcilarin deneyimleri ile
beslenerek bir yon cizilmeye, bir yol haritast ortaya konmaya ¢calisilmgtir.

Anahtar sozciikler: coklu tani, izl tani, molekiiler mikrobiyoloji
SUMMARY
Advences in Multiplex and Rapid Detection Methods in Molecular Microbiology
An ideal diagnostic test is the ultimate goal of nearly all medical diagnostic laboratories. Significant progress has been
made to realize it rapidly, economically and reliably. Tests, faster then today, particularly in the diagnosis of infectious
diseases will render the diagnosis of a large number of microorganisms in a single session with new instruments which many
are under development. In this meeting, these new technologies have been discussed with the contribution of the partici-

pants with significant know-how.

Keywords: multiplex tests, rapid tests, molecular microbiology

GIRIS polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)1 (ve yon-

temlerini) gerceklestirebilmek i¢in bir¢cok yerde

Coklu ve hizlh testlerin infeksiyon hasta- yatinm yapilmis durumdadir. Bir yandan da
liklarinda kullanimina ge¢meden o6nce genel mikroorganizmalarin molekiiler ydntemlerle
olarak molekiiler tani testlerinin iilkemizde ne saptanmasinin {izerine, bu saptananlarmn ayrin-
durumda oldugu konusunda bir saptama yap- til1 arastirilmasi ve 6zellikle molekiiler epidemi-
makta yarar vardir. Cok genel birseyler soyle- yolojileri i¢in DNA dizi analizleri (dizileme) alt
mek gerekirse ki, ayrmtili bir dokiimantasyon yapilart da bir¢gok merkezde kurulmus durum-
yapmak ve veri olusturmak oldukca giictiir. dadir. Bugiin bu yontemlerin nerelerde, ne
Molekiiler testlerin infeksiyon hastaliklar: konu- yogunlukta ve ne kadar dogru bir amaca hizmet
sunda hemen her yerde, her diizeyde, bir sekil- ettikleri konusu biiyiik bir soru isareti olarak
de kullanilmaya baslanmis oldugunu gériiyo- durmaktadir. Diinyada yeni uygulamaya giren
ruz. En azindan, son yillarda, basta real-time (girmeye baslayan-girecek olan) yeni ve ¢oklu/
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hizli yéntemlere gegmeden hemen 6nce yapaca-
gimiz ¢ok giincel baz1 vurgulamalar tartismamu-
za da 151k tutacaktir.

Molekiiler yontemleri dogru ve optimal kulla-
nan merkezlerin ¢alismalarindan bazi 6rnek-
ler

Son yillarda iilkemizde karsilagtigimiz
baz1 virus infeksiyonlarmin ortaya gikarilmasi
ve karakterize edilmesi hizla miimkiin olmus-
tur. Buna “kus gribi” salgminin, Kirim-Kongo
kanamali atesinin ve “Norovirus” salgininin
ortaya ¢ikarilmasi ¢ok iyi 6rnekler olarak goste-
rilebilir. Cok daha giincel ve ¢ok daha yakindan
sahit oldugumuz Aksaray ilimizde ortaya gikan
gastroenterit etkeninin hizla belirlenmesi ve adi-
nin “Norovirus” olarak konmasi, hatta hemen
dizilenerek (heniiz bu veriler ¢ok taze olup tizer-
lerinde calisilmaya devam edilse de) belli cogra-
fi ve filogenetik iliskilendirmelere olanak sagla-
yan verilerin elimizde olmasi, molekiiler yon-
temlerin dogru elllerde ve dogru kullanildikla-
rinda son derece verimli sonuglar sagladiklarimni
gostermektedir (Cok yakin tarihlerde gercekles-
tigi icin kisaca bunlar1 saydik ancak, tilkemizde
viral hepatitler basta olmak {izere, Ozellikle,
Ornegin herpesviruslar, HIV gibi baz1 farkh
virus gruplarinda son derece 6nemli ve iftiharla
anabilecegimiz ekiplerin calismalar1 da kayda
ve anmaya degerdir).

Kategorize etmek

Bugiin molekiiler yontemlerin, rutin tani-
da kullanimi ile ilgili olarak, kullanildiklar:
kurumlar1 ¢ok genel olarak kategorize edersek,
tim altyap: ve tam bir bilgi birikimi (ekip) ile
donanmis olanlar (ideal) basta olmak {izere,
belki iki grup daha tanimlamak olasidir: mole-
kiiler yontemlerin temel altyapisi olmadan tama-
men iistyapist bulunanlar ve bu iistyapiy1 yeter-
li bilgi birikimi ve ekip olmadan bulunduranlar.
Burada altyapidan kasit, DNA/RNA’y1 “isle-
mek” ile ilgili tim donanimin bulunmasi, tistya-
pidan kast edilen ise, tek bir “real-time” altyapi-
st ve bununla ilgili cihazlarin bulunmasidir.

“Molekiiler egitim”
Gelecekte, ¢cok yakin gelecekte, molekiiler
yontemlerin laboratuvarlarimiza ¢ok daha fazla

214

girecegi asikardir. Bu durumda, bugilin igin
yapabilecegimiz c¢ok Onemli birsey egitimdir.
Dogru yerde, dogru yontemler kullanmak gere-
kiyor; {ilkenin ve kurumlarm maddi kosullarini
gozeterek, saglik sisteminin kaldirabilecegi
sekilde, onu destekleyen, gesitli politikalar olus-
turmada rol oynayabilecek, kaliteli isler ¢ikar-
mak igin her yonden donanimli olmak sarttir.
Hi¢ olmazsa teorik olarak donanimli olmak.
Peki bu olast m1? Yalnizca “teorik” olarak bu
yontemlere hakim olmak miimkiin mii? Cesitli
goriisler bulunmaktadir bu konuda. Gortinen
odur ki, DNA/RNA ¢aligmalarinda belli bir yere
gelmis uzmanlarm (ve hocalarimizin) altyapila-
rinda her zaman bu yontemler ile ilgili tiim alt-
yap1 mevcuttur. Basit bir jel elektroforezinin,
egitimin en basinda, gerek ogrencilerimize,
gerekse ¢esitli ilgili uzmanlik alaninda egitim
alan asistanlarimiza Ogretilmesi gerektigi ve
artik birgok yerde bunun uygulanmaya baglan-
dig1 goriinmektedir. “Molekiiler egitimin” artik
standart ve diizenli bir sekilde verilmeye bas-
lanmas1 gerekliligi {izerine bugiin hi¢ kusku
yoktur. Uygulamada, tip fakiiltelerinde bu egiti-
min zaten bir¢cok dalda baslanmis oldugu goze
carpmaktadir. Biyofizik ve biyokimya dallarin-
da, bu temel verilmektedir. Mikrobiyoloji ve
genetik dallar1 da, kendi alanlarina yonelik
bunu tamamlayic1 egitim vermektedirler.
Glintimiiziin artik popiiler olmus bir konusu
olan genetik/gen miithendisligi bu sayede orta
ogretimde bile yer bulabilmektedir. Yani, daha
diin diyebilecegimiz bir yakin geg¢miste, tip
fakiiltesi egitimi siirecinde kuramsal ya da
uygulamali olarak hi¢ yer almayan, DNA ve
RNA ile ilgili tiim bilgilerinin, 6rnegin bir mik-
robiyoloji uzmanliginda “yeniden hatirlatildig1”
bir kusak s6z konusu iken, ¢ok yakin bir gele-
cekte her kademeden 6grencilerimizin ¢ok daha
donanimli olacaklarint umut etmek i¢in neden-
lerimiz ¢oktur.

Ancak, molekiiler yontemler ile ilgili tam
bugtline baktigimizda, yukarida sdylenenlere ek
olarak sdyle bir saptama yapilmas: miimkiin-
diir: belli merkezlerde bu yodntemlerin belli
diizeylere gelmis olmasi, bu konuda duyulan
“heyecanin” riinii olup, bireysel basarilardir
da cogu kez. Ulkemizde genel olarak yapilan
seyler pek “planli-programli” olamiyor. Molekii-
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ler yontemlerin hangi ¢ercevede kullanilacagini
da iyi tartismak gerekiyor. Ornegin salginlarda
nasil kullanilacak ve yonlendirici kim olacaktir?
Rutin kullanim nasil olacaktir? Halk saglig: ile
ilgili konularda 6rnegin, saglik otoritesinin labo-
ratuvarlari s6z sahibi olmalidir. Bugiin bunun
tam olarak saglanip saglanamadigi 6nemli bir
konudur.

Ideal bir laboratuvar test formatindan bek-
lenenler minimum 6rnek miktarinda, mimkiin-
se aninda olas1 etkenlerin tiimiinii ve bu etken-
lerin klinik (direng gibi) ve epidemiyolojik agi-
dan kritik 6neme sahip 6zelliklerinin saptanma-
sma olanak vermesidir. Dogal olarak tiim bunla-
r1 olanakl kilan bir test formati heniiz gelistiril-
memistir. Bununla birlikte, 6zellikle niikleik asit
amplifikasyon teknikleri (NAT) ve bunlarin
gesitli saptama sistemleri ile kombinasyonlar1 ve
minyatiirize edilmeleri ile gelistirilen test for-
matlar yukaridaki ideale giden yolda &nemli
mesafeler olup oldukg¢a {imit vaat edicidir®.
Ancak biitiin bunlar saglanirken, bu test format-
lar1 dogalar geregi baz1 sakincalar1 da beraber-
lerinde getirmektedir. Bunlardan en onemlile-
rinden biri 6zgtillik sorunu, digeri ise inhibis-
yondur. Ote yandan, bu test formatlarinin biiyiik
¢ogunlugu hentiiz gelistirilme asamasinda
olduklarindan klinik kullanimda yer alabilmele-
ri i¢in standardizasyon gereklidir ve “ince ayar-
larmin” yapilmasi i¢in zamana gereksinim var-
dir. Bir diger sorun da test maliyetleridir. NAT
tabanl testler genelde klinik kullanim agisindan
kabul edilebilir bir sonug alma siiresine sahip
olsalar da, basta “biyoterdrist” saldirilar ve gida
glivenligi olmak {izere, tedavi alanindaki gelis-
melerle birlikte ortaya ¢ikan hizh tan1 ve tedavi
karar1 gerektiren klinik durumlarda bu stireler
yetersiz kalabilmekte ve sahada ya da hasta
basinda aninda sonug¢ alinmas: zorunlulugu
ortaya ctkmaktadir. Giiniimiizde molekiiler test-
ler, genelde iyi donanimli uzmanlik laboratu-
varlari ile siirhidir. Hasta basi ya da sahada
kullanima yonelik olarak son zamanlarda batar-
ya ile ¢alisan tasmnabilir PCR cihazlar gelistiril-
mis olsa da yayginlasmamuislardir®”19.

Ozellikle tanisal mikrobiyolojide klinik
orneklerde olas1 biitiin patojenlerin ya da olas1
tim direng elemanlarmin tek asamada saptan-
masina yonelik girisimler polimeraz zincir reak-
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siyonu (PCR) ve diger niikleik asit amplifikas-
yon tekniklerinin (NAT) 6ncesine dayanmakta-
dir. Ancak amplifikasyonsuz genellikle salt hib-
ridizasyona dayali bu yodntemlerin yaygmn ve
standart hale gelemeyislerinin o6niindeki en
biiyiik engel duyarliliklarmin diisiik olusu ve
sonucun kisa stirede alinmayisidir. Amplifikas-
yon teknikleri ile birlikte duyarhlik sorununun
iistesinden gelinmistir. Bu asamada ilk gelistiri-
len formatlar, NAT ve sonrasinda sivi ya da kat
fazda hibridizasyona ya da enzim isaretli antijen-
antikor testlerine dayanmakta olup gene dogal
olarak yeterince hizli sonug alinan testler degil-
dir. Bu baglamda revers hibridizasyon olarak
adlandirilan “line blot assay” formatinda bazi
ticari kitler, hepatit C virusu, human papilloma-
virus genotip tayini ve hepatit B virusu ile insan
bagisiklik eksikligi sendromu virusu (HIV)'nda
ilag direnci ile iligkili olabilecek mutasyonlarin
saptanmasi amaciyla kullanima sunulmustur ve
bunlar halen kullanimdadir.

Fluoresans isaretli prob ve real time PCR
ile birlikte, hem ¢oklu hem de hizli saptama agi-
sindan biiyiik bir ilerleme saglanmistir. Son yil-
larda kars1 karstya kalinan biyoterorist saldirilar
da bu yondeki ¢alismalara ivme kazandirmustir.
Bu iki alanda yapilan modifikasyonlar ve real
time PCR cihazlarimin daha da gelistirilmesi bu
amaca daha etkin bir bicimde ulasilmas1 yontin-
de olumlu gelismelerdir. Ozellikle bioterdrist
saldirillarin erken saptanmasi icin batarya ile
calisan, elle tasinabilir, gerek gercek zamanli,
gerekse “son-nokta” okumali PCR cihazlar
gelistirilmis ve 30 dakika gibi bir siire icinde
sonug alinabilir hale gelmistir. Coklu saptama
real time PCR platformlarinda, erime egrisi ana-
lizi ile de gergeklestirilebilmektedir. Ancak real
time PCR platformlarinda dortten fazla farkl
prob kullanilamamaktadur.

Coklu saptama acisindan son yillarda
cesitli tekniklerin kombinasyonundan ibaret
pekegok yeni platform gelistirilmistir. Bunlardan
bazilari: MIP (Molecular Inversion Probe assay),
HyPlex, Luminex, Multicode, Proximity Ligation
Assay olarak siralanabilir (Tablo)*®. Bu plat-
formlarin kan, solunum yollar1 ve genital 6rnek-
lerde ¢oklu patojen saptamada basarili olduklar:
bildirilmis ve bunlardan bazilar1 rutin kullanim
i¢in onaylanmigtir®?).
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Tablo. Coklu saptamaya olanak veren niikleik asit test formatlart.

* Multipleks PCR ve PCR ELISA
Dual priming oligo tabanh multipleks PCR, ...
® Real time PCR
® Proba dayal sistemler
FISH
PNA
Line probe assay
MIP (Molecular Inversion Probe assay)
HyPlex
Luminex
Multicode
Proximity Ligation Assay ...
e Array teknolojileri
Staphchip
Nanochip
Virochip
* Patogeneze yonelik
Konak ve etkenin ekspresyon profil analizleri
Istege bagh tasarim
* Son nokta—p-"Point of care test”ler ve “Lab-on- a-Chip”
Real time PCR’a dayal
Proba dayali
Bioluminsans
Mikropompa

Binlerce probun kullanimina olanak veren
“microarray”lerde problar yeri belirlenebilir
solid desteklere (sabit arrayler ya da ¢ip) ya da
yine, flow-sitometri ile yonlendirilerek tanimla-
nabilir mikrokiireciklere (Luminex) tutturul-
maktadir. Floresans isaretlerin kullanimi ve
minyatiirizasyon tekniklerindeki gelismelerle
birlikte gelecek agisindan iimit veren bu plat-
formlar ¢ok cekicidirler. Ornegin bilinen tiim
viruslara yonelik problar igeren Virochip saye-
sinde, son zamanlarda solunum yollar1 patojeni
yeni viruslar ve yeni gastroenterit etkenleri
tanimlanmistir®?. Ayrica bu tip ¢iplerle tiim
genom capinda genotiplendirmeler (Staphchip;
genomotiplendirme) yapilabilmekte ve epide-
miyolojik acidan daha giivenilir ve daha kap-
saml bilgi edinilebilmesi miimkiin olabilmekte-
dir. Bu tip platformlarin gen ekspresyonlarmin
analizinde de kullanimlari ile birlikte, gerek
konak gerekse patojene yonelik “microarray”’lerle
patogenez, ila¢ ya da degisik kosullarm, konak
savunmasinin patojenler tizerindeki etkileri
genis kapsamli olarak arastirilabilir hale gelmis-
tir. Bilinen tiim insan transkriptlerini kapsayan
cipler ya da ismarlama ¢ipler ticari olarak bulun-
maktadir. “Microarray” ve minyatiriize sistem-
lerdeki tiim bu gelismelerin varmasi arzu edilen
son noktalar, biitlin bir laboratuvarin ¢ok kiiciik
formatlara indirgenmesine olanak verecek “lab
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on a chip” olarak adlandirilan sistemler ve hasta
basinda ¢ok kisa siire i¢cinde sonug¢ alinmasina
olanak verecek “point of care” test formatlari
olacaktir. Ayrica gelismekte olan ve az gelismis
iilkelerde, su an igin yiiksek ilk yatirim maliyet-
leri ve deneyim gerektiren bu testlerin yaygin
olarak kullanilma olanag: dogacaktir®.
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