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OZET

Tiiberkiilozun tanist hastaligin semptomlari, radyografisi, histopatolojisi, mikroskopisi ve altin standart olarak kabul
edilen Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC)'in kiiltiirii ile konur. MTBC yavasg tireyen bir bakteri oldugu icin, izo-
lasyonu, tammlanmasi, ilag duyarlilik testleri 3-6 hafta siirede tamamlanir. Klinik materyalin direk mikroskopik incelemesi
zaman almaz, ancak metodun duyarlilik ve 6zguilltigii diisiiktiir.

Molekiiler biyoloji sahasindaki son gelismeler ve MTBC nin molekiiler temelinin anlagilmasi ile birlikte tiiberkiilozun
hizli tamist ve antitiiberkiiloz ilag duyarlilik testleri icin yeni secenekler ortaya ¢ikmugstir. Niikleik asit amplifikasyon testleri
(NAAT) tiiberkiiloz tanisinda olduk¢a 0zgiildiir, ancak materyalin direk incelemelerinde, ozellikle mikroskopi negatif olgular-
da, duyarliig: diisiiktiir. Molekiiler yontemler ile basta rifampisin olmak iizere ¢esitli antitiiberkiiloz ilaglara karst direng ¢ok
kisa siirede saptanabilmektedir.

Bununla birlikte bu tekniklerin maliyetinin yiiksek olusu, ileri teknolojiye sahip cihazlara ve egitilmis personele ihtiyag
duyulmas nedeni ile gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak kullanilamamaktadir.

Anahtar sozciikler: duyarlilik testleri, molekiiler tani, MTBC, Mycobacterium tuberculosis complex
SUMMARY
The Position of Molecular Methods in the Diagnosis of Tuberculosis

Tuberculosis can be diagnosed by its symptoms, radiography, histopathology, smear microscopy, and by cultivation of
Muycobacterium tuberculosis complex (MTBC) which is considered as the gold standard. Because of the slow growth rate of
the causative agent MTBC, isolation, identification, and drug susceptibility testing of this organism can take 3-6 weeks. Di-
rect staining and microscopic examination of clinical specimens can produce results more quickly, but these methods lack sen-
sitivity and specificity.

Recent advances in molecular biology and molecular epidemiology, and a better understanding of the molecular basis
of drug resistance in MTBC, have provided new tools for rapid diagnosis. The nucleic acid amplification tests (NAAT) pro-
vide a reliable way of increasing the specificity of diagnosis, but sensitivity is poor, especially in smear-negative disease where cli-
nical diagnosis is equivocal. In addition to this, by the molecular methods, drug resistant mutants for drugs like rifampicin
can be detected with reasonable certainty within hours.

However, the high cost of most of these techniques, and their requirements for sophisticated equipment and skilled per-
sonnel have precluded their implementation on a routine basis, especially in developing countries.

Keywords: molecular dignosis, MTBC, Mycobacterium tuberculosis complex, susceptibility tests

Tiiberkiilozun tanisi hastaligin semptom- lanmas1 ve duyarlilik testlerinin sonuglandiril-
lar1, balgamin direk mikroskopisi ve altin stan- masi igin 3-6 haftalik siireye gereksinim duyu-
dart olarak kabul edilen Mycobacterium tubercu- lur. Test stiresini kisaltmak amaci ile hizli kiiltiir
losis complex (MTBC)'in kultiirii ve radyolojik yontemleri gelistirilmis, ancak bu yeni yontem-
goriintiilerine gore konur. MTBC’in boliinme ler ile bu siire ancak yariya indirilebilmis-
zamani uzundur ve genellikle 2-3 haftalik inkii- tir(®,10,11),
basyondan sonra besiyerinde koloni gortilebilir. Klasik laboratuvar tani yontemlerinden
Bu 6zellikleri nedeni ile mikobakterilerin klasik mikroskopinin 6zgtllik ve duyarliligimin dii-
yontemler ile iiretilmesi, tiir diizeyinde tanim- siik olmasi, kiiltiir yontemlerinin ise uzun
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zaman almasi nedeniyle yeni yontemler gelisti-
rilmistir. Tiiberkiiloz hastalarinin erken tani ve
tedavisi bu hastaliktan toplumu korumada en
etkili yoldur. Rutin uygulamalarda, kiltir ve
fenotipik 6zelliklere dayanan mikobakteri iden-
tifikasyon ve duyarlilik yontemlerinin altin
standart oldugu gozard: edilmeksizin, molekii-
ler yontemlerin kullanilmas: rutin uygulamala-
ra girmistir. Molekiiler yontemler klinik 6rnek-
lerde bulunabilecek etkenin kisa stirede goste-
rilmesi, tanimlanmasi, alt tipleme ve ilag diren-
cinin saptanmasinda kullanilmaktadir3-7).

Son yillarda prob hibridizasyon metodla-
rmin kullanimi yaygilagmustir. Prob hibridi-
zasyon yontemleri disinda DNA dizi analizi,
Polymerase Chain Reaction - Restriction En-
zyme Analysis (PRA), Single-Stranded Confor-
mation Polymorphism Analysis (SSCP) gibi
yontemler de kullanilmaktadir. Mikobakteri ta-
nimlamasinda 16S rRNA veya DNA, hsp65,
rpoB, 165-23S interspace gibi gen bolgelerinden
yararlanilmaktadir. Tiim bu molekiiler yontem-
ler mikobakterilerin tanimlanmasi igin gereken
zamani haftalardan giine indirmistir. 165 rRNA
(veya DNA) gen bolgesi ile diger bakteriler de
tanimlanabilir(3-8,10,11),

Molekiiler metodlarla MTBC tanisinin ko-
nulmasi yaninda, antitiiberkiiloz ilag duyarlili-
ginda molekiiler metodlar ¢ogu kez rifampisin
(RIF), baz: ticari kitlerde izoniazid (INH) sap-
tanmasi1 amaciyla kullanilmaktadir. RIF'in ter-
cih nedeni olarak, RIF'in en 6nemli antitiiberkii-
loz ilaglardan biri olma 6zelligi yaninda, direng-
li suslarin hemen hemen tamamina yakin bir
kisminda rpoB geninin 81 bp’lik bolgesindeki
mutasyonlarin olmasi gosterilebilir. Ayrica
RIF'e direngli izolatlarmn yaklagik % 90'mda
INH direnci de bulunmakta olup, RIF direnci
INH direncinin de bir gostergesidir. INH diren-
cinin biiyiik ¢ogunlugundan katG mutasyonu
mevcut olup, en sik 315. kodonda Ser315Thr
mutasyonu gozlenmektedir7,9.12),

1. Klinik o6rneklerden direkt MTBC’in
saptanmasi

Aside alkole rezistan basil (AARB) boya-
ma teknikleri ile mikroskopik inceleme kiiltiire
gore daha hizli bir metot olarak kabul edilebilir.
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Ancak mikroskopik incelemede AARB’in gorti-
lebilmesi i¢in klinik 6rnegin mililitresinde yak-
lasik 10,000 bakteri olmasi gerekir. Ayrica mik-
roskopik inceleme sonucu saptanan basilin
MTBC veya hangi tiir mikobakteri oldugu ko-
nusunda karar verilemez. Bu amagla in-vitro
sartlarda tiire 6zgii niikleik asid bolgesinin ¢o-
galtilmasi ve tespitine olanak saglayan niikleik
asid amplifikasyon testleri (NAAT) gelistiril-
mistirG-8,10,11),

Mikroskopta aside-alkole resistan basil
(AARB) gortilen akciger tiiberkiilozu olgularin-
da, NAAT ile mikroskopta gortilen basilin, bir
giin iginde MTBC veya non-tiiberkiiloz miko-
bakteri (NTM) olduguna karar verilir. MTBC ile
NTM infeksiyonlarinin tedavileri farkli olup, bu
ayrimin 6nemi biiytiktiir. Ayrica, AARB pozitif
olgularda direkt materyalden NAAT I ¢oklu
ilaca direncli tiiberkiiloz (CIT) tayininde kulla-
nilmasi da onerilmektedir. Tiiberkiiloz salginla-
rinin ¢ogunlugunun CIT olgularindan kaynak-
landig, olgularin tedavisinin ¢ok uzun stirdii-
g, tedavi basar1 oranlariin diisiik oldugu ve
sekonder ilacglarla yapilan tiiberkiiloz tedavisi-
nin maliyetinin yiiksek oldugu diisiiniiliir ise;
erken taninin halk saghg agisindan ne kadar
oneme sahip oldugu ortaya gikar(256,8,10,11),

AARB negatif ancak tiiberkiiloz hastaligi-
n1 yiiksek diizeyde siiphelendiren klinik verile-
re sahip olgularda, NAAT ile MTBC pozitifligi-
nin saptanmas tiiberkiiloz tanisin kesinlestirir.
Bu olgularda, negatif test sonucu tiiberkiiloz
hastalig1 varligini dislamak icin yeterli degildir.

AARB negatif ancak tiiberkiiloz hastaligi-
n1 orta diizeyde sliphelendiren klinik bulgulara
sahip olgularda, pozitif bir NAAT tiiberkiiloz
tanisina yardimci olur. Bu nedenle NAAT test-
leri klinik bulgulardan kaynaklanacak hatali tii-
berkiiloz tan1 ihtimalini azaltmakta olup, bu test
sonuglarini tek basina degerlendirmek anlaml
degildir. Immun yetmezligi bulunan hastalarda
Kklasik tiiberkiiloz bulgular1 gozlenmeyebilecegi
hatirdan ¢ikarilmamalidir. Bir 6rnek verilecek
olursa HIV pozitif bireylerde, akciger grafisi ka-
rekteristik olmayabilir. Balgam mikroskopisi
negatif, ancak kiiltiiri pozitif olabilir. Bu olgu-
larda, negatif NAAT sonuglar1 taniy1 zorlastira-
bilir@.



Ekstrapulmoner tiiberkiiloz olgularinda
NAAT diisiik duyarlilik ve ozgiilliige sahiptir.
Kdlttir, histoloji, radyoloji ekstrapulmoner tii-
berkiiloz tanisinda kullanilmaktadir. Ploral tii-
berkiilozda adenozin deaminaz (ADA) ve inter-
feron-sitokin testlerinin duyarliliklar1 yiiksek,
ancak ozgilligii diistiktiir. NAAT, ADA ve in-
terferon-sitokin testlerine gore daha ozgildiir.
Bu nedenle tiim testler birlikte degerlendirilme-
lidir. Plérozide pozitif NAAT testleri taniy1 dog-
rularken, negatif test sonucu tiiberkiilozdan
uzaklastirmaz. Bununla birlikte negatif ADA
testi tiiberkiiloz hastaligl ihtimalini 10 kat azal-
tir. ADA ve NAAT birlikte uygulandiginda ne-
gatif sonuclar elde edilmesi olgunun tiiberkiiloz
olmadigin1 dogrular. Her iki test pozitif ise, tii-
berkiiloz plorozi tanist % 90'1n lizerinde olasi-
Iikla konur. Tiberkiiloz menenjit tanisinda da
tiiberkiiloz plorozisindeki gibi NAAT’a ilaveten
ADA kullanilabilir. Her iki test pozitif ise % 99
olasilikla tiiberkiiloz tanis1 konurken, negatif ol-
dugunda yanilma olasilig1 % 3’den daha diisiik-
tir2.5,6,8,10,11),

Klinik orneklerden direkt MTBC tayini
icin farkli amplifikasyon metodlarmin kullanil-
dig1 pek ¢ok ticari sistem bulunmaktadir. Giinii-
miizde Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan onay verilen iki ticari sistem mevcut-
tur: Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct
Test (MTD), Gen-Probe ve AMPLICOR Myco-
bacterium tuberculosis Test (Roche Diagnostic
System). Bu iki sitemde de FDA onay1 solunum
sistemi Ornekleri i¢in alinmistir. Her iki sistem
icin AARB porzitif klinik 6rneklerde sonuglar
miikemmel (duyarlilik % 95-96, 6zgiilliik % 100)
iken, AARB negatif 6rneklerde duyarlilik ve 6z-
giilliikkleri diigiiktiir (duyarhiik % 48-53, 6zgiil-
lik % 96-99). Bu nedenle FDA bu iki iiriin i¢in
1996 yilinda sadece AARB pozitif solunum yolu
orneklerinde kullanima onay vermistir. 1999 y1-
Iinda MTD AARB negatif ornekler i¢in de FDA
onayinit almistir. Bunun tizerine, National Insti-
tute for Health and Clinical Excellence (NICE)
2000 yilinda yeni bir algoritm hazirlayarak reh-
berini yenilemistir. Yeni rehbere gore, EZN bo-
yamas1 ve mikobakteri kiltiirti i¢in farkli tig
glinde ti¢ balgam 6rnegi alinmasini onermistir.
Ik 6rnek EZN pozitif ve NAAT pozitif ise, has-
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tanin tiiberkiilozlu oldugu kabul edilir, testin
tekrarma gerek yoktur. Eger ilk balgam AARB
pozitif, ancak NAAT negatif ise, inhibitorlerin
varligr arastirilmalidir. Herhangi bir inhibitor
madde tesbit edilemez ise, ikinci bir balgam 6r-
neginde test tekrarlanmalidir. Eger ikinci bal-
gam AARB pozitif, NAAT negatif ve herhangi
inhibitor madde saptanamaz ise, hastanin NTM
ile infekte oldugu kabul edilir. Eger inhibitoriin
varlig1 tespit edilmis ise, NAATin tan1 degeri
yoktur. Bu durumda ikinci bir balgam ornegi ile
test tekrarlanmalidir (Test tekrarinin tigten fazla
yapilmasinin yarar1 yoktur).

AMPLICOR sisteminin 6rnekte bulunan
inhibisyonu saptayabilme yetenegi vardir. MTD
testinde inhibisyonun belirlenmesi i¢in ekstrak-
te edilmis balgamin igine yaklasik 10 MTBC ba-
sili konulmasi Onerilir. Negatif sonug inhibitor
varligini gosterir.

Eger AARB negatif ve MTD pozitif ise, NI-
CE hastanin ikinci bir balgam 6rneginde testin
bir kez daha tekrarlanmasini onermektedir.
Ikinci kez MTD pozitif bulunmus ise, hastanin
tiiberkiilozlu oldugu varsayilir. Ikinci tekrarm
nedeni, AARB negatif olgularda MTD testinin
ozgulliigiiniin % 96-99 arasinda olmasina baglh
konulabilecek yanlis tanidan kaginmaktir. Kros
kontaminasyona bagh gelisebilecek yanlis pozi-
tif sonuglar goz ardi edilmemeli, AARB negatif
ve MTD pozitif olgularda hastanin klinigi ve
radyolojisi ile uyumlu oldugu gozlenmelidir.
Ayrica yedi glinden fazla veya son bir yil icinde
antitiiberkiiloz ilag alan hastalarin solunum yo-
lu ornekleri NAAT igin kabul edilmez.

Solunum yolu disindaki klinik érneklerde
direkt MTBC aranmasi i¢in ticari tirtinlere FDA
onayr bulunmamaktadir. Bu konuda kontrolli
genis calismalara ve yontem modifikasyonlari-
na gereksinim duyulmaktadir. Ornegin plevral
stvida bulunan inhibitorlerin MTD amplifikas-
yonunu Onledigi saptanmis olup, bu tiir klinik
materyallerde bulunan inhibitorlerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra calisilmast Oneril-
mektedir(D.

FDA onay1 olmamakla birlikte diger kuru-
luslardan onay almis ve satisa sunulmus gesitli
ticari tirtinler de bulunmaktadir. Strand Displa-
cement Amplification (SDA) yonteminin kulla-



nildig1 BDProbeTec ET (BD Biosciences), Ligase
Chain Reaction (LCR) yonteminin kullanildig:
LCx Anyliser (Abbott), Nucleic Acid Sequence
Based Amplification (NASBA) yonteminin kul-
lanildigr QR System Anyliser (Organon Tekni-
ka) bu gruptadir. Klinik materyalden direkt
MTBC arama igsleminde laboratuvarda hazirlan-
mis (in-house) PCR yonteminin kullanilmasi
durumunda standardizasyon problemleri ile
karsilasilmaktadir(),

NAAT testleri tiiberkiiloz tedavisinin iz-
lenmesinde kullanilmaz. Tiberkiiloz tedavisine
baglh kiiltiir negatiflesmesinden hatta tedavinin
tamamlanmasindan sonra da, bu testlerin pozi-
tifligi devam edebilmektedir. Ayrica bir 6nceki
hastadan alinan ve bronkoskopta kalan MTBC
veya DNA kalintilarinin yanlis pozitiflige yol
agabilecegi unutulmamalidir(D.

2. Kiiltiirde iiretilen mikobakterilerin tiir
diizeyinde tanimlanmasi

NICE 1993 yilinda MTBC niikleik asid
proplar;, NAP testi, high-performance liquid
chromotography (HPLC) gibi ¢abuk sonuglanan
test yontemlerin kullanilmasini onermistir. Bu
yontemlerin MTBC tamisinda 2-3 hafta avantaj
sagladig bildirilmektedir(12).

Mikobakterilerin kromozomal DNA veya
ribozomal RNA’larinin, bunlara 6zgiil olarak
baglanabilen DNA veya RNA proplar1 yardim
ile tiir diizeyinde tanimlanmasi miimkiin hale
gelmistir. Giintimiizde prob teknolojisi olarak
AccuProbe (Gen-Probe), BD ProbeTec ET (BD
Biosciences) ve bir mikrodiliisyon plate hibridi-
zasyon (DDH Mycobacteria, Kyokuto Pharma-
ceutical Industrial Co) bulunmaktadir. Bu test-
ler prob teknolojsine gore ¢alistig1 igin ornekte
en az 10°/ml basil bulunmalidir. HPLC miko-
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan mikolik
asit yap1 farkliliklarini ortaya koyarak tiir sevi-
yesinde tanimlar. HPLC cihazinin pahali olmasi
ve iyi yetismis eleman gerektirmesi kullanimi
sinirlar. Referans laboratuvarlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir(3-6,8,10,11),

1993’ten sonra mikobakterilerin tiir diize-
yinde tanimlanmasinda 165 rRNA, hsp65, rpoB
ve diger gen bolgeleri hedef olarak segilip, PCR
basta olmak tizere gesitli amplifikasyon metod-
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lar1 ile cogaltilmasina dayanan yontemler gelis-
tirilmistir. Amplifikasyondan sonra uygulanan
prob hibridizasyon, restriction fragment length
polymorphism (RFLP), DNA dizi ve DNA mik-
roarrays analizleri ile mikobakterilerin tiir dii-
zeyinde tanimlanmas: yapilabilmektedir. Miko-
bakterilerin identifikasyonunda DNA dizi ana-
lizi en yiiksek seviyede dogru sonug vermesine
ragmen cihazin pahali olmas: kullanimin smir-
lar. MikroSeq 500 sistemi (Applied Biyosistems)
16S rRNA geninin bir boliimiintin DNA dizisi-
nin belirlenmesine dayanir. Bu yontemle M.tu-
berculosis diger MTBC basillerinden ayrilabil-
mekte ve klinik 6rneklerden sik olarak izole edi-
len bazi mikobakteri tiirleri tanimlanabilmekte-
dir. LIPA Mycobacteria, 165-23S ribozomal RNA
ara bolgesinin amplifikasyonu ve bu bolgenin
PCR ftirtinlerinin revers-hibridizasyonu temeli-
ne dayanir. Bu metodla klinik 6rneklerden sik
olarak izole edilen mikobakteri tiirleri tanimla-
nabilmektedir. Klinik o6rneklerden izole edilen
mikobakterilerin hemen hemen tamamin ta-
nimlayabilen PCR tabanli RFLP yontemi gelisti-
rilmistir. Bu yontem, 65 kDa agirhigindaki 1s1
sok proteinini kodlayan 439 bp uzunlugundaki
hsp65 gen bolgesinin ¢ogaltilmas: ve BstEIl ve
Hae III enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edi-
len DNA pargalarinin jel elektroforezdeki pa-
ternlerinin yorumlanmasina dayanir. Laboratu-
varda hazirlanmis olarak uygulanabildigi icin

ticari sistemlere gore daha ekonomik-
tir(5,6,8,10,11)

3. Kiiltiirde iireyen MTBC'nin duyarlilik
testleri

MTBC yavas tireyen bir mikroorganizma
oldugu i¢in klasik kiltiir besiyerleri ile yapilan
duyarlilik test yontemleri uzun zaman almakta-
dir. Molekiiler tan1 yontemleri ilag direncinden
sorumlu mutasyonlarin belirlenmesini ve ilag
duyarliligini hizli bir sekilde belirleyebilmekte-
dir. MTBC ila¢ direncinin molekiiler diizeyde
tanimlanmas1 ve uygun tedavi protokollerinin
uygulanmasi bu agidan 6nemlidir. Rutin uygu-
lamalarda RIF igin rpoB ve INH i¢in katG gen mu-
tasyonlari ile ilgili olarak kitler mevcuttur. Pirazi-
namid i¢in de ¢aligsmalar devam etmektedir.

Tiberkiiloz tedavisinde 1970’li yillardan



giiniimiize kadar kullanilan RIF, sterilizan etki-
si nedeni ile tedavide anahtar rolii olan bir ilag-
tir. Rifampisine direncgli M.tuberculosis klinik
izolatlarinin % 95’inden fazlasinda RNA poli-
meraz enziminin, alt tinitesini kodlayan rpoB
genin 507-533. kodonlar1 arasindaki 81 baz ¢ifti
uzunlugundaki rifampin resistance determi-
ning region (RRDR) veya hot spot ad1 verilen
bolgede missense mutasyonlarin (niikleotid
degisimi), kiiglik delesyon (niikleotid kayb1) ve-
ya insersiyonlarin (niikleotid ilavesi) oldugu
gosterilmistir.

Tiberkiiloz tedavisinde 2. 6nemli ila¢ INH
olup, ozellikle mikolik asitlerin biyosentezini
inhibe ettigi diistiniilmektedir. INH direnci ile
ilgili olarak siklikla katG, inhA ve ahpC olmak
iizere, en sik 315. kodonda Ser315Thr mutasyo-
nu gozlenmektedir. Genetik ¢alismalar 1s181nda
INH ile katalaz-peroksidaz enzimi arasinda siki
bir iliski oldugu anlasilmistir. INH'1n aktive
olmasi icin katalaz peroksidaz enzimi gerekli
olup, bu enzim katG geni tarafindan kodlan-
maktadir. katG genindeki mutasyonlar katalaz
peroksidaz sistemini etkilemekte ve dolayisi ile
INH direncine neden olmaktadir®.

Pirazinamid duyarlilik testlerinin uygula-
ma zorluklari, mutasyonlari ¢ogunun pncA ge-
ni tizerinde bulunmas: nedeni ile pirazinamid
direncinin genetik temele bagh belirlenmesinin
rutin uygulamalara girecegi tahmin edilmekte-
dir. Pirazinamide direngli kokenlerin % 72-
94'linde pirazinamidaz enzimini kodlayan pncA
geninde cesitli tipte mutasyonlarin oldugu bi-
linmektedir. Mutasyonlariin ¢ok fazla degis-
kenlik gostermesi ve gen boyunca dagilmis ol-
masi pncA disindaki direng genlerinde goriilme-
yen bir durumdur. Buna karsin prcA geninin tig
bolgesinde (3-17, 61-85 ve 132-142. kodonlar
arasinda) mutasyonlar belli bir kiimelesme gos-
termektedir. Bu bolgede missense mutasyonla-
rin yanisira delesyon, insersiyon ve terminas-
yon mutasyonlarinin da olabilecegi bilinmekte-
dir(1,7,9,12),

Molekiiler biyoloji sahasindaki son gelis-
meler ve M.tuberculosis’in molekiiler temelinin
anlagilmasi ile molekiiler metodlarla hizli tam
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ve antitiiberkiiloz ila¢ duyarhlik testleri icin ye-
ni imkanlar olugsmustur. Bununla birlikte, bu
tekniklerin maliyetinin yiiksek olusu, ileri tek-
nolojide cihazlara ve egitilmis personele ihtiyag
gostermesi gelismekte olan tiilkelerde sorun
olusturmaktadir(®.
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