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INFEKSIYON HASTALIKLARININ TEDAVISINI iZLEMEDE
MOLEKULER BIYOLOJI TEKNIKLERININ ONEMI

Selda ERENSOY

Niikleik asitlerin  kantitatif analizinde molekiiler biyolojik yontemlerin
kullanulabilirligi ile birlikte, bu teknolojinin klinik mikrobiyolojideki yeri, getirdigi
avantajlar ve anlamu tartigrimaya baglanugtir. Bu teknolojinin rutin kullamma girdigi ilk
alan hepatit B virus infeksiyonudur(3,9). Dogrudan hibridizasyon yéntemi ile serumda-
ki serbest virus, 6zgiil DNA'min kantitatif analizi ile belirtenebilmektedir. Stvi hibridi-
zasyonu veya hibrid yakalama gibi prensiplerin kullaniidigs HBV DNA testlerinde bir
ml serum/plazmada 1-10 pg HBV DNA saptanabilmektedir(12). Viremi diizeyinin daha
diigiik oldugu ve hibridizasyon testlerinin duyarlihifinm yetersiz oldugu HIV ve HCV
gibi infeksiyonlarda ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi niikleik asit amplifikas-

yonu gerckmektedir. Kantitatif PCR gereksinimi ile 6nce hibridizasyon testlerindeki gi-
~ bi standart dis panellerle elde edilen efrilerden viral niikleik asit miktan belirlenmeye
caligilmistir(6). Ancak her ornekteki PCR etkinlifi degigebileceginden, bu yontemler
bagarth olmamgtir. Bu amagla her érnek icine dogal niikleik asit ile birlikte amplifiye
edilen dizi farki olan, kopya sayist bilinen DNA/RNA katilarak yarigmali PCR
dencnmigtir(15). Benzer prensipten yola ¢ikilarak i¢ kontrollerin kullanitdigs, koampli-
fikasyona dayali daha standart ticari testler geligtirilmistir (Amplicor Monitor; Roche
Molecular Systems). PCR gibi hedef niikleik asitleri cogaltan nillkdeik asit dizisine
dayal amplifikasyonda (NASBA; Organon Teknika) da i¢ kontrollerle kantifikasyon
saglanmakta, transkripsiyona dayali amplifikasyonda (TMA; Gen Probe) ise standart
panel kullamimaktadir. Hedef niikleik asitlert gogaltmayan ancak sinyal amplifikasyon
ybntemi olan dalh DNA (Quantiplex; Chiron) ve prob amplifikasyonu olan Q-beta rep-
likaz (Gene Trak) gibi testler ise daha stabildir ve standart paneller yeterli olmaktadir.

Virus yiikiiniin &lgiilebilmesi ile prognoz ve tedaviye yamt éngoriilebilmekiedir.
Molekiiler yontemlerin, tedavi endikasyonunun konulmasi, tedavi refiminin segilmesi
ve etkinlifinin izlenmesinde yer almast icin bu testlerin giivenilir, ulagilabilir olmast ve
daha basit testlerin yetersizligi veya olmamas1 gerekmektedir. Dogrudan etkene yonelik
olduklanndan dinamik ve erken fikir veren testlerdir. Hastalik mekanizmalar yi
anlagiidiginda, laboratuvar testlert de hem klinik arastirmalar hem de hasta yénetiminde
yararhdir. Bu tanimlamalara en ¢ok uyan ve bu testlerin yerini buldugu, deneyiminin en
¢ok biriktifi infeksiyonlar HIV ve viral hepatitlerdir.

HIV infeksiyomunda plazmadaki HIV RNA miktarimn dogru olgiilebilmesi ile
hem viral dinamikler ve patogenezin aragtirilmasinda, hem de daha etkili tedavilerin
geligtirilmesinde 6nemli bir arag olmugtur. HIV/AIDS'de viral yiik (HIV RNA diizeyi)
dlglimiiniin gerekliligi artik kabul edilmigtir. HIV infeksiyonu tanisi konuldugunda baz
degerler alinmalidir. Tnfeksiyonun erken déneminde, immun sistemin fonksiyonu heniiz
bozulmadan ve klinik progresyon riski diiglikken antiretroviral tedaviye baslamak
gerektifi bilinmektedir. CD4+ hiicre sayisindaki diigiikliik immun sistemde ortaya
¢ikmug hasart gdsterir. Klinik bulgu yokken, CD4+ hiicre sayist normal iken bile plaz-
ma HIV RNA diizeyi 30,000-50,000/ml'nin iizerinde ise tedavi nerilmektedir(2,14).
5000-10000/ml'nin izerinde ise olguya gore tedavi diigiinitlmelidir. Tedavi basladiktan
3-4 hafta sonra viral yiik ile tedavinin etkinlifi arastirdmaly; en az 0.5 log diigiis yoksa
tedavi degistirilmelidir(14). Viral yiikteki artma tedavi etkinliinin yitirildigini, diren-
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cin ortaya giktifim gosterir. Direng ile iligkili genetik diziler molekiiler biyolojik
yontemlerle aragturilabilir(13). Ozellikle direngli kékenlerin artmas: ve bulagmast nede-
niyle tedaviye baslarken direng aragtinlmasimn yeri degerlendirilmektedir. Tedavi re-
jimlerinin lenforetikiiler dokular, santral sinir sistemi ve genital yol gibi diger kompart-
manlarda benzer viral supresyonu saglayip saglamadifim belirleyebilmek igin bu
bolgelerde kantitatif HIV RNA testleri iizerinde galigiimaktadir.

HBV infeksiyonunda, HBV DNA diizeyi viral replikasyonun iyi bir gstergesidir
ve kronik hepatit B tedavisine baglamada ve etkinlifini degerlendirmede
anlamlidir(11). HBeAg de replikasyonla iliskili olmakla birlikte, yeterli degildir; pre-
corc mutantlarda BV replikasyonuna ragmen HBeAg olugmaz. HBV DNA
saptanmast igin cesitli teknikler gelistirilmigtir; isaretli problarla yapian hibridizasyon
testleri ile kantitatif sonuglar alinabilir. Duyarliliklan diisiiktiir, 1 pg/m!'nin altiu sapta-
yamaz (3x105 virus partikiilii)(17). HBV infeksiyonunda genellikle bu duyarhhik yeter-
lidir. Amplifikasyon yéntemleri ise daha duyarhdir, kronik B hepatitinde HBsAg ve an-
ti-HBe olumlularda replikasyonu arastirmak icin kullamlabilir. Klinik kullanimda kanti-
tatif deggerler gerekebilir, Karacifer transplantasyonundan sonra greftin HBV infeksiyo-
nu riskini degerlendirmede kullamitir(12,17). Ayrica antiviral tedavinin etkinliginin 10
pg/m} diizeyinin altinda izlenebilmesini saglar. Ancak yalanc olumluluk/olumsuziuk ve
PCR testlerinin standardizasyonundaki zorluk dikkate alinmalidir. Cesitli laboratuvar-
larda yapilan gahgmalarda ciddi standardizasyon sorunlart vardir. Bu nedenle PCR tes-
tinin yorumu dikkatle yapilmalidir. Ozel durumlar diginda hibridizasyon testleri yeterli-
dir, Dalli DNA hibridizasyon testinde duyarlilik 100 genom/ml'dir(17).

Hepatit C virus infeksiyonunda, tedaviye yaniti etkileyen cesitli faktorler vardir;
karacigerdeki yanginin derecesi ve fibrozis, HCV RNA diizeyleri, HCY genotipi, HCV
genomundaki heterojenite dnemli etkenlerdir(10,18). Kronik HCV infeksiyonunda te-
daviye uzun siireli yanit oranmin diisiik olmasi ngdeniyle baglamadan Gnce yanitin
ongoriilebilmesi anlamlidir. Tedavi sirasinda etkinligin degerlendirilebilmesi de, tedavi-
ye devam etmek ya da degistirmek igin gereklidir. Serum veya plazmada HCV RNA
aragtmlmast bu anlamda en degerli yontemdir. Tedavi dncesi HCYV diizeyi ve HCV ge-
notipinin kalict yamtla iligkili bashca ve birbirinden bafimsiz faktorler oldugu
gosterilmistir(4,10). Karino ve arkadaglarinin(7) caligmasinda serum HCYV diizeyleri 0.5
Meg/ml'den diisiik hastalanin %70'inde, 0.5 Meqg/mi'nin tizerindekilerin ise % 9.5'inde
kalic1 yamt alimirken, 7 Meq/ml'nin iizerindekilerin higbirinde kalici yamt olmadig: bil-
dirilmektedir. Yamada ve arkadaslaninin(16) bildirdigi gibi bu ¢aligmada da IFN'a
yaniti dngoérmede en anlamh faktor HCV RNA diizeyleridir. HCV RNA diizeylerinin
arastmilmas: ile uygun hasta segimi yapilabilecektir. Ancak tedavi srasinda uygun
HCV RNA testi ile izlem de gereklidir; baglangic HCV RNA diizeylen diistik olmasina
karsin bazi hastalar IFN'a yamt vermemekte ya da tedavi kesildikten sonra niiksler
olmaktadir. HCV genotip 1b'nin tedaviye yanitimn kotii oldugu, 2 ve 3'in ise daha iyi
yamt verdigi bilinmektedir(7). Viral heterojenite ile ortaya ¢ikan tiriimsi gegitliliginin
de karacifer hastalift ve TFN'a yanusizlikla iligkili bagumsiz bir faktor oldugu one
stirtilmektedir(5,8).

HCV genomunun ¢ok heterojen olmasimin, hem virolojik hem de klinik etkileri
vardir. Virus, dolasimda diigiik diizeylerde bulunmaktadir. Bu da HCV RNA'mn
saptanmas: ve diizeyinin dlgiilebilmesi igin duyarlihifs yiiksek testleri gerektirmektedir.
HCYV ile ilgili bilgiler hizla birikmistir, ancak celigkili verilerle tartigmalar da artmustir.
HCV genotiplerinin ve vireminin anlanu ve sonuglan iki dnemibi konudur. Kolay
ulagilabilir bir hayvan modelinin ve hiicre killtir sisteminin olmamas1 nedeniyle
molekiiler biyolojik yontemlerin kullantimast zorunludur. Bu yontemlerin standardizas-
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yon ve optimizasyonundaki zorluk altin standart geligtirmede sikints yaratmaktadir. Ge-
notiplemede en kesin yéntem HCV niikleotid dizisinin tam analizi, filogenetik afag
yapisinin ortaya cikarilmas: ve kangik genofipleri de saptayabilmek icin tiim
popiilasyonu temsil edecek sekilde gesitli klonlann galigilmasidir, Ancak bu yontem ko-
lay degildir ve klinik galigmalar icin uygun degildir. Ozgiil primerlerle PCR, ozgiil
problarla hibridizasyon ve RFLP gibi yontemler duyarhilik ve ozgiilliikle iliskiti
siurhiliklart olsa da daha pratiktir ve klinik uygulamada degerlidirler(10).

Serum veya plazmadaki HCV RNA diizeylerinin dlgiilmest HCV infeksiyonunun
yonetiminde en Onemli aragtir. Hem viral replikasyon hizim hem de virusun temizlen-
mesini yansitir, Bu amagla en fazla kullamlan iki farkli yéntem vardir; kantitatif PCR
gibi hedefin amplifikasyonu ve dallit DNA gibi sinyal amplifikasyon yontemleri en
yvaygin kullanitanlardir. Cesitli laboratuvarlann kendilerinin diizenledikleri kantitatitf
PCR testleri tamimlanmug ofsa da etkinlilderi degigkendir ve standardize edilememekte-
dirler. Kit formatinda olan Amplicor Monitor testinin dinamik araligs 1000-108 RNA
kopyasi/ml'dir. Bu testin 6nemli bir simrlilifr, etkinliginin HCV genotiplerine gore
degismesidir(5). Genotip 1'e gore 2'de % 11, 3'de ise % 8 deger vermektedir, Bu neden-
le degeriendirme yapilrken genotip 2'de bulunan miktarm 9 kati, 3'de 12 kan
hesaplanmahdur. 2 ve 3 igin fark bir log i¢indedir, ancak genotip 4'de farkin iki log
olabilecegi bildirilmigtir(5). Tim genotipleri benzer etkinlikte saptayacak modifikasyon
tizerinde ¢alipilmaktadir. Dalle DNA testinin (Quantiplex) duyarliifi daha diisiikuiir;
ikinci versiyonunda, ml'de 200,000 RNA genomun karsiligy saptanabilmektedir. Tedavi
almamus hastalarin % 90'inda HCV RNA diizeyi bunun distiinde olsa da, tedavi izlemin-
de bu duyarhilik yetersizdir. Testteld modifikasyonla bu diizey 50 RNA kopyasina indi-
rilmeye ¢alisilmaktadir. Genotipler arasinda anlamls bir etkinlik fark: yoktur. Bu testin
birinci versiyonunda genotip 2 ve 3'deki etkinlik daha diigtiktiir ve bu testin kanllanildegi
galigmalar degerlendirilirken genotip 2, diizeltme faktogti 3 ile, 3 ise 2 ile carpilmalidar.
Bu diizeltmeler yapudifinda, eskiden kabul edilenin aksine HCV genotipi ile RNA
diizeyi arasinda bir iliski olmadift anlagidmigtir; genotipin prognoz ve IFN tedavisine
yanit iizerindeki etlkisi farklt bir mekanizma ile olmalidir(5).

IFN tedavisinin 4. haftasinda serurnda HCV RNA olumlulugu kaher yanit aleyhi-
nedir; IFN tedavisinin kesilerck bagka bir tedaviye gecilmesi, tedavi rcjiminin
yogunlagtiriimas: veya kombine edilmesi dnerilmektedir. Daha erken dénemde, tedavi-
nin birinci haftasinda HCV RNA eclumsuzlugunun kalici yamt lehine daha iistiin bir
gosterge oldufu one stirlilmektedir(7). Karino ve arkadaglarmun(7) g¢aligmasinda,
duyarldigr ve dzgilliigii yitksek modifiye Amplicor testi ile HCV RNA'st 1. haftada
kaybolanlarin % 75.97unda, 2. haftada kaybolanlarin % 35.7'sinde, 4. haftada
kaybolanlarin ise ancak % 12.5'inde kahct yanit sagiandif) bildirilmektedir. Tedavi iz-
leminde duyarliligs yiiksek bir HCV RNA testi kullanilmaldir.

Sitomegalovirus infeksiyonunda da gansiklovir tedavisinin duyarh CMV DNA
testi ile izlenebilecegi, antijenemi testi ile uyumlu sonuglar alindigs bildirilmektedir(1).

Molekdiler biyolojik yéntemler, viral infeksiyonlarin tedavisinde énemii bir dénem
baglatmustir. Tedaviye baslarken viral yiikiin yan: sira, HCV'de oldugu gibi genotipin
belirlenmesi ve HIV'de oldugu gibi direngten sorumin genetik dizilerin arastinlmasi te-
davi strafejilerinin belirlenmesinde dnemli araglardir. Ayrica protokollerin saptanmast
ve yeni ilaglanin geligtirilmesindeki yerleri de yadsinamaz. Kantitatif testlerle tedavinin
etkinlifinin izlenmesi ve erken dénemde defigikliklerin yapilmasi olasidir. Ancak
simrhiliklar hep gbz Oniinde bulundurulmalido. Bunlarin agilmasi igin  yapilan
galigmalar dikkatle izlenmeli ve degerlendirmeye almmahlidic. HIV RNA igin sadece
plazma kulianidmakla birlikte HBV DNA ve HCV RNA gibi diger testlerde simdilik se-
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rum veya plazma kullamlabilmektedir. Ancak plazma ile duyarklifm dnemli Slgiide
arttig1 da bildirilmektedir. Aynca uygun antikoagulanin kullanilmasi gerekidir, 6megin
PCR'da inhibitér oldugu icin heparin kesintikle kullamimamalidir, Bir hastanin izlemin-
de hep ayni sekilde drek alinmali ve aymi test kullanidmahidir. Testin duyarlilify, dina-
mik arahif dikkate alinmalidir. Klinisyenle laboratuvar arasindaki iligki ve igbirliginden
kesinlikle 6diin verilmemelidir, Uygun tmek toplanmas: ve saklanmasindan testin yo-
rumuna kadar standardizasyon saglanmalidir.
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