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INFEKSIYON HASTALIKLARININ TANISINDA MOLEKULER
BIYOLOJI TEKNIKLERININ YERI

Salih TUORKOGLU

Infeksiyon hasialiklanimn tamsinda molekiiler biyolojik yontemler denince, tanida
hedef alinan molekiilin DNA ya da RNA oldugu ydniemler anfagiimaktadir. Bu
yontemlerden itk kuilanilam hibridizasyon yontemi olmustur. Bu y6ntemle mikroorga-
nizma tars: ve dzellikle idantifikasyonu olduke¢a yaygin bir bicimde kullanmima girmis
ve halen de bazi alanlarda bagart ile kullammm stimmektedir. Yontemin yaygin
kullanmumima olanak saglayan en 6nemli unsurlardan biri ticari kitlerin gelistiritmesi
olmustur. Bilindigi gibi hibridizasyon (niikleik asit hibridizasyonu), RNA ya da DNA
birbirine komplemanter bazlardan olugan iki niikleik asit zincirinin, in-vitro kosullarin
istenildigi gibi degistirilmesi ile birbirlerinden ayrilmas: (denatiirasyon) ya da tekrar
birlestirilmesi (renatiirasyon=hibridizasyonynun kullamidigi bir yontemdir. Burada her
mikroorganizma igin son derece Ozgiil olan niikleik asit dizileri hedef almir. Bunun
igin, aragtirdan mikroorganizmanim hedeflenen dizilerinin sirasinin daha énceden bilin-
mesi esastir. Yontem imminolojik yontemlere gore daha dzgiin oldugu gibi, nitkleik
asitlerin (6zellikle DNA'min) stabilitesi ve her mikroorganizma igin ayn prosediir gerek-
tirmemesi ile difer yontemlere tstiinliik gostermektedir. Son yillarda niikleik asitlerin
(NA) cogaltilmasim miimkiin kilan yontemler, tek bagina niikleik asit hibridizasyonu-
nun “pabucunu dama atrigta™. Ancak ydntem ne olursa olsun, hedef niikleik asit eldesi
ve gofalmasim takiben bir hibridizasyon agamasi nerede ise vazgegilmezdir (Gerek
cogalimali, gerekse cofaltmasiz, nitkleik asit hibridizasyonunun cesitli formatian
vardir, ancak burada tartigilmayacaktir). Nitkleik asit ¢ofaltma yontemlerinin infeksi-
yon hastaliklarinn tanisinda ilk ve en yaygin kullanilani polimeraz zincir reaksiyonu-
dur (polymerase chain reaction, PCR). Bu yéntemlerii giindeme gelmesini saglayan ve
ilk olarak ‘"icat" edilen yontem PCR'dy. Mucidine (K.Mullis) Nobel 6diikii
kazandimmstir. PCR'in yalmizea infeksiyvon hastalildarnt degil birgok alanda bilim
diinyasina kazandirdiklan inamlmaz boyutta olmugtor. Kullamma girdigi birgok alanda
Izl ve verimli veri alinmasim saglamug, bilime hiz, boylece "yillar" kazandirmmstrr.
Onemli bir kazarum da diigiinme tarzinda olmusg, varolan bilgilerin akillica bir araya ge-
tirilmesi ile nerede ise PCR kadar dahiyane bagka niikleik asit ¢ofaltma yontemleri de
ortaya ¢ikmig, kullanima girmigtir. Kugkusuz bunda PCR'm diinyada yalnizea bir tek
firmamn patentinde kalmas: da etkili olmusgtur. Diger ticari kuruluglar bunu agmak igin
bagka yOntermler arayigina girmigler ve bunda basarih olmuslardir, Kolayca anlagilacagi
gibi hem PCR hem de diger baz1 yontemler su anda ticari (ve standart) yéntemler ola-
rak diinyada piyasaya ¢ikarimiglardir. Agafida bu yontemler kisaca tammlandiktan
sonra, baghica Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dah Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dah'nda bu yontemlerin tamda kullamldig:
mikroorganizmalardan ve bunlann tanisinda bu yontemlerin yerinden stz edilecek ve
son olarak da, halen molekiiler yontemlerin saptanmalarinda (gerek klinik tant, gerekse
aragrma amagll) kullanildifi mikroorganizmalann genis bir listesi verilecektir.
Mikroorganizmalarin miktar tayininin yapilabildigi "kantitatif” yontemler bu kitapta
diger bir yaztun konusu oldugu icin burada onlardan soz edilmeyecekitir,
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Capa, Istanbul.
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Niikleik asit ¢ogaltma yontemleri

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR): Yukanda da deZinildigi gibi en gok
kuilanilan yéntemdir. Niikleik asit eldesini takiben hedeflenen DNA dizisinin her iki
ucuna Ozgll olarak onceden sentezlettirilen, "primer" denen 20-40 bazlik kisa
(oligoniikieotid) DNA dizileri, termostabil bir DNA polimeraz ve DNA'mn yapitaglari
dNTP'ler (deoksiniikleosid trifosfatlar) tek bir tiipte bir araya getirili. DNA
cogaltilmast "thermal cycler" denen ozel bir alette 1simn yiikseltilip algaltlmas: ile
sagilanir. Cogaltma 1-3 saat stirer. Uriinler en basit ve ucuz sekilde agaroz jel elektrofo-
rezi ile saptanabildigi gibi, tercihan bir (sivi ya da kat1 fazda; radyoaktif ya da non-rad-
yoaktif olarak) hibridizasyon ile saptamrlar. Bu asamaya alternatif olarak PCR
agamasini farkli -internal- primerler kullanilarak tekrarlanmast ile hem bzgiilligi hem
de duyarlilig1 artmis olan nested PCR da sik olarak bagvurulan bir yontemdir. PCR bir
hedef copaltma yontemidir. Piyasada bu yontemle hazirlanmig cegitli
mikroorganizmalarin saptanmasim saglayan ve bazilart uluslararast kabul gérmiis stan-
dart kitler bulunmaktadar. '

TAS (Transcription-based amplification system), 3SR (Self sustained sequen-
ce replication) ve NASBA (Nucleic acid sequence-based amplification}: In-vitro
transkripsiyon ile gogalttlmamn saglandigy sistemlerdir. Oligoniikleotid primerler bura-
da da kullanidir, Revers transkriptaz ve RNA polimeraz (NASBA ve 35R’da bunlara ek
olarak RNAse H) enzimleri kallanihr. Niildeik asit eldesini takiben ilgili reaktifier tek
bir tilbe konur ve reaksiyon tek bir 1stda (izotermal) gergeklestirilir. Cogalmig niikleik
asitler cesitli hibridizasyon formatlarinda saptanabilirler. Bu yontemler de hedef
copaltma yontemleriditler. Piyasada bazi mikroorganizmalar i¢in hazir olan ve yavag
yavag kallanima girmis olan kitleri bulunmaktader.

Ligaz zincir reaksiyonu (LCR): Bu yontemde 6zgiil oligontikleotidler, termofilik
DNA ligaz ve dNTP'ler kullanilir. Hedef DNA eldesinden sonra reakiifler hedef DNA
ile birlikte bir tiipe konurlar, Aynt PCR'da oldugu gibi "termal cycler” ile 1s1 degisimleri
yapilr ve ¢ogaltma saglamr. Ancak burada DNA  polimerizasyonu yoktur.
Oligoniikieotid primerler hedef DNA ile hibridize olduktan sonra DNA ligaz ile
baglamrlar ve her déngiide ¢ogalarak reaksiyon sonunda hibridizasyon ile saptamirlar.
Burada cogalan (ya da gogaltilan) probtur. Piyasada gesitli mikroorganizmalar igin kit
olarak bulunmaktadir.

Dallanms problar (Branched DNA, bDNA): Bu yontemde enzim kullamimaz
yani DNA ya da RNA polimerizasyonu ya da ligasyon yoktur. Hedet DNA'ya ¢ok
sayida prob baglanir ve bu problar bir yandan kati faza, bir yandan da bagka problara
baglamiriar. Reaksiyonun son agamasinda iizerlerine isaretli problar bagh tipks bir agag
dali gibi olan problar hedef DNA'nin tizerindeki aract problara baglanular ve eklenen
liiminesan substrat1 renklendirirler. Yani hedef niikleik asit ¢ofalmamasma ragmen
{izerine her asamada sayilart artan problar eklenir ve boylece "isaret” -signal- gofalmig
olur. Reaksiyon tek bir 1sida gergeklesir. Su anda tek bir firmanm {iriinii olarak piyasada
kitleri bulunmakta ve kullandmaktadir.

Yukanda sayilan yontemlerden bagka yontemler de infeksiyon hastaliklarimn
tamsinda kullanilmak iizere tasarlanmis, hatta bir kismu ticari olarak piyasaya da
verilmistir. Bu yontemler temelde PCR ya da yepyeni ¢ogaltma prensipleri kullamrlar.
Bunlar arasinda QB replikaz, SDA (Strand displacement amplification), Amplisensor ve
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Tagman sayilabilir.

Hepatit B virusu (HBYV) infeksiyonlarmda niikleik asit c¢ogalima
yontemlerinin yeri: Hepatit B virusu infeksiyonlarinimn tarusinda virusun antijenleri ve
bunlara karg: olusan antikorlarin serumda gésterilmesi ile hastaligin evresi ve takibi igin
dnemtii veriler elde edilebilmektedir. Ancak viral DNAnimn kalitatif ya da kantitatif ola-
rak seromda gdsterilmesi  bircok ybnden diger yoOntemlere Onemli  katkilar
saglamaktacir. Bunlardan en Onemlisi viral replikasyonun en iyl ve en duyarh
gostergesinin serumda HBV DNA'nmn saptanmasi olugudur. Bu yintemlerden kantitatif
olanlarr baska bir yazimin konusudor. Kalitatif olarak HBV DNA'sinin serumda
saptanmas: diger yintemlerle sonug alinamayan durumiarda, seronegatif HBV infeksi-
yvonlularda ve virusun ftiplerinin belirlenmesinde bagvurulan bir yontem olarak
kargimuza grkmaktadu(1). HBV DNA'sim serumda saptamaya yonelik ticari molekiiler
tam kitleri gerek kantitatif PCR, gerek difier cogaltma yontemlerini, gerekse direkt ola-
rak hibridizasyonu kullanmaktadir.

Hepatit C virusu (HCV)} infeksiyonlarinda niikleik asit cogaltma
yontemlerinin yeri: Bilindigi gibi hepatit C virusu (HCV) son bulunan hepatit etkeni
viruslar arasinda yol agtign hastalifin ciddiyeti bakimindan en onemli olanidir, Bir
bagka Onemi ya da dzellikli yonii molekiiler yontemlerle tantnmus olmasidir, Kidltiirti de
yapilamadif i¢in bu ybdntemler tamisinda zel bir yer tutarlar. Tamda en sik kullamlan
yontem olan antikor testi (anti-HCV) bazi yetersizlikler icerir. Bunlan siralarsak: anti-
HCV siklikla viremi ile birlikte saptansa da HCV-RNA'min varligini gostermemektedir;
antikorlarin dzgllliigiiniin dogrulanmas: gerekmektedir; akut infeksiyonku hastalar tiim
akut faz boyunca seronegatif kalmaktadirlar; kan dirtinii alan kigilerde pasif olarak
gecmis antikorlar pozitif antikor testine ve yanlighkla HCV infeksiyonu tamsi
konmasina neden olabilmektedirler. Bu yiizden agafida siralanan durumiarda HCV-
RNA testi uygulanir: 1- Serolojik tammn dofrulanmasi, 2- Kan dondrlerinde HCV
saptanmasi, 3- Akut HCV infekstyonunun tams:, 4- HCV tagryicilifinin saptanmasi, 5-
Bagigklik sisterni baskilanmiglarda HCV infeksiyonu tamsi, 6- Viremi diizeyinin
saptanmas: ve tedavinin izlenmesi, 7- HCV genomunun incelenmesi(o),

HIV infeksiyonlarmmin tamsinda niikleik asit cogaltma ydntemlerinin yeri:
HIV infeksiyonlaninda da NA ¢ogaltma yontemleri standart kitlerin de kullanima gir-
mesi ile uygulanmaya baglannustir. Buradaki kullamm alanlan séyle siralanabilir: 1-
infelte kisilerin lokositlerinde HIV DNA'sinin, plazmalarinda RNA'siin géisterilmesi
ve miktar tayininde, 2- Infeksiyonun pencere déneminde antikor olusana kadar gegen
siirede HIV infeksiyonu tamsinda, 3- Diger yontemlerle sonug almamayan durumlarda,
4- Yenidoganlarda ve 15 aya kadar bebeklerde HIV infeksiyonu tanisinda, 5- HIV-1 ve
HIV-2'nin birlikte etken olduklan kansik infeksiyonlarin saptanmasinda, 6- Agilanng
ve buna bagh olarak serolojik yontemlerle pozitif olan ancak HIV proviral DNA'y1
tagimayan kisilerde HIV infeksiyonu tanismda, 7- HIV ile infekte kigilerde prognozu
saptamada, 8- Tedavide kullamlan antiviral ilaglara karss direng gelisimini izlemede(7).

Cytomegalovirus (CMY) infeksivonlarimin tamsmda niikleik asit ¢ofalima
yontemlerinin yeri: Herpesviridae ailesinin bir fiyesi olarak latent infeksiyonlara yol
agan CMYV birgok saglikhi kigide bulunur ve infeksiyon genelde asemptomatiktir. Bona
karsilik in-utero {primer infeksiyon) olarak ve organ nakli yapilmislar ya da AIDS gibi
bapigikhik sistemi baskilanmmsglarda klinik belirtili, yagamu tehdit eden infeksiyonlara
{primer ya da reaktivasyon) yol acar. CMV infeksiyonlanimn tanssinda idrar ya da peri-
ferilk kanin 1okositleri kullanilarak hiicre kiltiirii yapilmaktadir. En son kullanilan hiicre
kiiltiirii yonternleri 16 saat gibi bir siirede (geleneksel yintemlere kiyasla) "hizli” sonug
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verseler de, hem her laboratuvarin kullanamadii tekniklerdir hem de hiicre kiiltiirii tek-
nik olarak emek-yogun bir tekniktir. Son yilarda viral DNA ve RNA'mn saptandigi
molekiiler teknikler sistemik CMV  hastalifinn  erken famsinda  Onem
kazanmglardir(3). Bu yontemierin duyarhliklar yiiksekiir ve huzh tam saglarlar. Piya-
sada ticari olarak satin alinabilen CMV tam kitleri bulunmaktadir.

Enterovirus infeksiyonlarimin tamisinda niikleik asit cogaltma yontemlerinin
yeri: Picornaviridae ailesinin bir iiyesi olan, Poliovirus'lar, A ve B grubu Coxsackie-
virushar, Echovirus'lar ve diger numaralandinilmig enteroviruslar igeren bu grup in-
sanda hastalik yapan mikroorganizmalar arasinda Snemli bir yere sahiptir ve birgok sis-
terni ilgilendirebilen hastahk tablolart olusturur. Tanida en sik kullamlan ve "gold stan-
dart” olan yontem hiicre kiiltiirtidiir ve kullanimi hiicre kiltiiri vontemi ile ilgili
dezavantajlari igerdigi gibi bazi enteroviruslar hiicre kiiltiiriinde iiremezken bazi sero-
tipler son derece yavag iirerler. Enteroviruslann tarusinda NA gogaltma teknikleri ve
szellikle de PCR dnemli bir potansiyel icermektedir. En nemhi avantajlanndan bir ta-
nesi tiim enteroviruslara ortak diziler igeren genom bodlgelerinin bulunmast ve
cogaltmada bunlann hedeflenmesidir(5). Muayene maddesi olarak BOS, serum ve idrar
kullanilabilecektir. Enteroviruslanin molekiiler tant yontemleri (PCR) ile saptanmasim
saglayan ticari bir kit halen piyasada bulunmaktadar.

Herpes simplex virusu (HSY) infeksiyonlarinm tanisinda  miikleik  asit
cogialtma yéntemlerinin yeri: Herpesviridae ailesinin bir iiyesi olarak latent infeksi-
yonlara yol agan bu viruslann yol agtifr klinik tablolar arasinda tamda giiclilklere yol
agan ve molekiiler yontemleri gtindeme getiren HSV ile olan merkez sinir sistemi
(MSS) infeksiyonlaridir. Ensefalitlerin yaklagik %10undan sornmludurlar. Tedavi
olmadiganda mortalite %70 kadardir ve uygun tedavi bu orani %20'ye diistirebilir.
Tamda kullaniimakta olan hiicre kiiltiriiniin duyarhligy digiiktiir ve yavag sonug verir.
BOS'ta antijen ve antikor aranmasiun da duyarlihk ve Szgiilliigh diigtiktir. PCR ile
HSV genom dizilerinin BOS'ta saptanmasi birgok aragtamact tarafindan bagan ile
uygulanmigtir(2). Halen bu amagla hazirlanan ticari bir kit piyasada bulunmaktadur.

Rubella infeksiyonlarimin tamsmda niikleik asit gogaltma yontemlerinin yeri:
Rubella infeksiyonu, yol agtigi akut, dekiintiilii kizammkeik tablosu ve konjenital infek-
siyonlardan baska, komplikasyonlarinin romatolojik, otoimmiin ve ndrolojik tablolar
olabildigi bir dizi hastalifa da yol agabilmektedir. Hamile kadinlardaki infeksiyon
birgok iilkede agilama ile kontrol edilebilir hale gelmigse de rubella infeksiyonunun
bazt bolgelerde artig gostermekte oldugu bildiritmektedir. Bu yiizden hastalifin hizh
tanis1 bnem kazanmaktadir, Tanida kullantan hiicre kiiltiirii yontemi, virusun kiiltiirde
firemesinin yavas ve zor olugu ve sitopatik eikisinin az olusu nedeni ile bagarili olmak-
tan uzaktir. Rubella tams: icin PCR, hem Klinik dmeklerde virusun duyarl olarak
saptanmas, hem de kiiltiir konfirmasyonu igin bagari ile kallamlmustir, Rubella PCR'1
igin laboratuvarlar kendi reakiif ve prosediirleri ile aligmaktadirlar, -

Chlamydia infeksiyonlarimn tamsmda nikleik asit ¢ogaltma yontemierinin
yeri: Chlamydia trachomatis genitoiiriner sistem, rektum, nazofarinks ve konjunktiva
gibi cesitli mukoza yiizeylerinde infeksiyona yol agabilen intraselliiler bir bakteridir.
Kesin laboratuvar tanist hiicre kiiltiirii ile inkliizyon cisimlerinin gosterilmesi ile konur.
Hizl: tamsinda direkt immiinoflzoresan mikroskopi ve enzim immiinoessey de yaygin
olarak kullanilir. Bugiin NA ¢ogaltma yontemleri ile Chlamydia trachomatis'in ¢ok da-
ha duyarli bir sekilde saptandiga bir ¢ok grop tarafindan bildirifmektedir. Kullamlan
yontemler arasinda ticari kitleri bulunan PCR ve LCR'da bulunmaktadir.
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Yukarida sayilan ve baghca Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikro-
biyoloji Anabilim Dah Viroloji ve Temel Immiinoloii Bilim Dali'nda molekiiler tanisi
yapimakta olan mikroorganizmalar arasindan segilen infeksiyon etkenleri listesi daha
da uzatilabilir. Ancak hem yer kisithligs hem de deneyim sahibi oldugumuz mikroorga-
nizma grubu viruslar oldugu igin bundan kaginilmistir. Ornegin Mycobacterium tuber-
culosis gibi ticari kitleri bulunan ve rutin tamida molekiiler yontemlerin kullanildig:
kiiltlirii gii¢ ve uzun stiren bakterilerden séz edilmemigtir, Buna ragmen halen NA
gogaltma yontemlerinin kuilamilabildigi mikroorganizmalarin bir listesi yazinin sonuna
eklenmigtir. Liste her gegen giin biiyiimekte ve ilgili yontemlerin miithis potansiyelini
yansutmaktadir, NA yontemleri yillardan beridir yazilagelen dezavantajlarma (yalanc
pozitiflik, yalanci negatiflik, vb.) bazt yéntemler kullanildifinda, artik sahip degilseler
de, halen siirmekte olan uluslararasi-gok merkezli caligmalar bunun  aksini
stylemektedirler. Yani halen bu yontemleri dogru bir bigimde kullanmak deneyimli ei-
fer ve her yonden iyi bir altyapiy1 gerektirmektedir. Yine, bu yontemlerin molekiiler
epidemiyoloji gibi g¢ok onemli, ancak baglangicta rutin kullantmda ok gecerli
olmayacakrmsg gibi goriinen ve diger epidemiyolojik yontemlere gore birgok yonden
tistiin olan yonleri de animadan gegilmemelidir. Ote yandan, szellikle kiiltiirii gii¢ olan
bakteriyel infeksiyonlann tamsinda giindeme gelebilecek 168 ribozomal RNA genleri-
nin PCR ile ¢ogaltilmasint takiben yapilan DNA dizi analizi ile tani, Gizerinde cok
galisulan ve gelecek vaat eden bir konudur, Otomatik DNA dizi analizi cihazlarinin ru-
tin laboratuvarlarda mikroorganizma saptanmast (belki de veni mikroganizmalar!) ve
tiplendirilmesi i¢in kullanilacagl giinler belki de sandigimizdan cok daha yakimmdadur.
Herhangi birimiz bundan 10 yil éncesinde molekiiter tanida bugiin geldifimiz noktada
olacagimizi sdylemis clsaydi onunla ¢ok bityiik olasihikla "dalga” geemis olurduk.

Tablo. Niikleik asit ¢ogaltma yontemleri ile saptanabilen mikroorganizmalar(4).

Bakteri

Actinobacillus pleuropneumoniae
Aeromonas hydrophila

Bacillus anthracis

Rickettsia spp
Salmonella typhimurinm
Shigella spp
Staphylococcus aureus

Orthomyxoviridae
Influenza virus
Parvoviridae
Human purvovirus B19

Bakteriyel menenjit etkenleri Staphylococcus aurens toksinleri  Adenoviridae
Bordatella pertussis Treponema pallidum Human adenovirus
Barrelia burgdorferi Ureaplasma urealyticum Togaviridae
Campylobacter spp Vibsio cholerae Rubella virus

Chlamydia trachomatis Whipple hastalifs ile i2gili bakierilex Picornaviridae

Chlamydia pneumoniae Yersinia enterocolitica Rhinovirus
Clostridium difficile Yersinia pestis Hepatitis A virus
Comamonas spp Virus Mantar

Corynebacterinm diphtheriae Herpesviridae Blastomyces dermatitidis

E.coli (Enterchemorajik)
E.coli (Enterotoksijenik)
Ehrlichia spp.
Haemophilus influenzae
Helicobacter pylori

Herpes simplex virus I ve I
Epstein-Barr virus
Cytomegalovirus
Varicelia-zoster virusu
Human herpesviruses 6 ve 7

Candida albicans
Coccidioides immitis
Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum

Preumocystis carinii
‘Trichosporon beigelii
Protozoon

Babesia bigemina

Koliform bakieriler
Legionella pneumophila
Leptospira spp

Papovaviridac
Human JC virus
Human papillomavirus

Listeria monocytogenes Flaviviridae Babesia bovis
M.avium-intracelhddare Hepatit C virusn Babesia microti
M.leprac Enteroviruses Entamoeba histolytica
M.iuberculosis Hepadnaviridae Giardia intestinalis
Mycoplasma fermenians Hepatit B virusu Leishmania spp
Mycoplasma gesitalium Refroviridae Naegieria fowleri

HIV-1 ve HIV.2
HTLV-1 ve HTLV-II
HBLV

Mycoplasma preumoniae
Neisseria gonorthogae
Neisseria meningitidis

Plasmodium falciparum
Toxoplasma gondii
Trichomonas vaginalis
Trypanosomsa spp
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