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Son 20 yil icinde gelisen teknikler tiiberkiiloz tanisinda genel bir hizlanma saglamistir. Yeni yontemler icinde en ¢cok
iimid vaad edenler molekiiler genetik tekniklerdir. Ne var ki, yeni yontemlerin de eksiklikleri vardir, yontemleri gelistirmeye
olan ihtiyag siirmektedir. Yontemlerdeki gelismeler hem bireysel tedavilerin hem de kontrol programlarimin basarisina etki

edecektir
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SUMMARY

Tuberculosis Diagnosis and its Weaknesses Today

Molecular techniques evolved within the past two decades have yielded an overall rapidity in tuberculosis diagnosis.
Molecular genetic tools are apparently the most promising among the novel methods. This does not necessarily mean that they
are without shortcomings, thus efforts to improve them keep going. The improvement of the methods, in turn, directly influ-
ence the success both of the treatment of individual patients and the control programmes.
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Klinik ttiberkiiloz (TB) laboratuvarlarinda
verilen hizmetler baslica su dort ana grupta top-
lanabilir:

1. Muayene maddesinde tiiberkiiloz varligi-
nin saptanmasi (direkt tant)

2. Mikobakteri identifikasyonu

3. Tlag duyarlilik testleri

4. Kaynak olgu ve bulas saptanmasi,

Koch basilinin tanimlanmasindan itibaren
gecen ytlizyil agkin stire i¢inde, yukarida belirti-
len dort ana grupta da daha hizli, kolay ve ucuz
tan1 saglamaya yonelik degisik yontemler orta-
ya atilmustir. Bircogu laboratuvarlarimiza énem-
li kolayliklar ve hiz kazandirmakla beraber,
daha iyiye olan arayislarimiz siirmektedir. Bu
yazida, bu dort ana baslik kapsaminda giinii-
miizde TB laboratuvarlarinda ulastigimiz son
nokta ve halen mevcut giigliikler/eksiklikler
sirastyla konu edilecektir.

1. Muayene maddesinde TB varliginin saptan-
mas1 (Direkt tani)

Hizli TB tan1 yontemlerinin gelistirilmesi
i¢in siiren gabalara ragmen, 1800°1ii yillarin son-
larinda iki Alman doktor (Ziehl ve Neelsen)
tarafindan gelistirilen ilk hizli yontem olan aside
direngli boyama® en sik kullanilan ve giivenilen
yontem olmaya devam etmektedir. Aside direng-
li boyama yontemi her yeni gelistirilen direkt
tan1 yonteminin adeta karsisina dikilmekte ve
iistiin 6zellikleri dolayisiyla, gogunun arkasinda
biiyiik endiistri destegi olan bu yeni yontemleri
tercih edilemez duruma getirmektedir.

Her yeni yontem aside direngli yontem-
den daha duyarli oldugu iddiasiyla ortaya ¢ik-
makta fakat kisa zaman icinde aside direncli
boyama teknigi kadar yiiksek spesifisite (6zgtin-
liikk) ve pozitif prediktif degere sahip olmadig:
anlagilmaktadir; 1980°li yillarda ticari ELISA
kitlerinin ve 90’1 yillarda piyasaya siiriilmeye
baslayan ticari niikleik asit amplifikasyon test
(NAAT) kitlerinin baslarina gelen budur.
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Gelismis tilkelerde atipik mikobakteri/TB
orani 2-3/1’dir ve mikroskop pozitif olgulara
tiiberkiiloz tedavisi baglanmas: biiyiik olasilikla
hatali olacaktir. Bu durumda Mycobacterium
tuberculosis igin spesifik olan NAAT kitleri, TB/
atipik mikobakteri ayrimi da yapabildiginden,
kullanim bulabilmektedir. Tiiberkiiloz sorunun
atipik mikobakteri hastaliklarina gore ¢ok daha
yiiksek oldugu {ilkelerde ki, buna iilkemiz de
dahildir®®, mikroskop pozitifligi hemen her
zaman tiliberkiiloz lehinedir ve pahali NAAT
testlerinin kullanimi gereksizdir.

Aside direngli boyama teknik olarak her
laboratuvarda uygulanacak kadar basit, 15-30
dakikada sonug verecek kadar hizli ve yiiksek
6zgiinliigii ile yeni yontemlere meydan okuma-
ya devam etmektedir ve en ¢ok kullanilan yon-
temdir.

Bugtin kullandigimiz yeni kiiltiir yontem-
leri de yumurta bazh kati besiyerlerine gore
daha hizhidir. Otomatize siv1 besiyeri sistemleri
uretme siirelerini kisaltmiglardir (Heifets). ik
otomatize kiiltiir sistemi radyometrik ve enjek-
tor kullanmay1 gerektirirken, yeni yontemler
non-radyometrik ve enjektor kullanimi gerektir-
mez hale getirilmistir.

2. Mikobakteri identifikasyonu

1983 yilinda 53 mikobakteri tiirii tanim-
lanmisken®™ bugtin bilinen mikobakteri tiir
sayis1t 150’den fazladir. Tiir sayisindaki bu artis
son 20 yil iginde gelistirilen genetik yontemlere
baglidir. Baslangicta taksonomi c¢alismalar:
yapabilen smirli sayida merkezde kullanilabile-
cek kadar pahali olan bu yontemler giderek
ucuzlatilip, kolaylastirilarak klinik laboratuvar-
larda kullanilabilecek hale getirilmistir. Kon-
vansiyonel biyokimyasal ve fenotipik tiir tanisi
yontemleri ¢ok zahmetli, {iremeden sonra 3-6
hafta kadar uzun bir zamana ihtiya¢ duymasi ve
ayird etme giicii diisiik oldugundan yerlerini
tamamen molekiiler yontemlere birakmustir.
Bugtin artik hsp65 PCR-REA®, 16S rDNA
dizilendirme® yontemleri TB laboratuvarlarmn-
da yaygm olarak kullanilmaktadir. Ayrica sade-
ce klinik 6nemi olan mikobakteri tiirlerini iden-
tifiye edebilmeyi saglayan ticari DNA hibridi-
zasyon kitleri yogun rutin ytiik altindaki labora-
tuvarlara ucuz olmayan fakat daha kolay bir
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alternatif sunmaktadir.

3. Ila¢ duyarlilik testleri

1980°1i yillarin sonlarinda kullanima giren
otomatize sivi besiyeri sistemleri Lowenstein-
Jensen besiyerinde yapilan direng testlerine gore
daha hizli sonug vermektedir. Bu yeni yontem-
lerle duyarlilik testi sonucu verme siiresi 4-6
haftadan iki haftaya diismiistiir. Pratik acidan
bakildiginda, bu siire de ¢ok uzun kalmaktadur.
Ciinki ulusal kontrol programimiza gore, teda-
viye baslandiginda tedavi hi¢ degistirilmeksizin
bes ay boyunca devam eder. Mikroskop sonu-
cundan ti¢-dort hafta sonra rapor edilen duyar-
lilik testlerinde direng saptansa bile, klinisyen
standard tedaviyi kesememekte, duyarhlik testi
sonucu ise yaramamaktadir.

Molekiiler direng genlerinin hizla incele-
nerek direnci kodlayan mutasyonlarin tedavi
baslanmadan saptanmasi bu noktada imdadi-
miza yetismistir. Ozellikle klinik 6nemi yiiksek
olan rifampisine karsi direncli mutasyonlarin
fenotipik direng testleri ve klinik durumla
% 96'nun tizerinde uyumlu olmas: yiiz giildiirii-
cli olmustur. Bugiin artik yayma pozitif hastala-
ra ayni giin i¢cinde molekiiler testler uygulaya-
rak rifampisin ve hatta izoniazid direnci bakila-
bilmektedir.

Ne var ki, molekiiler direng testleri de
eksiksiz degildir. Rifampisin direngli suslarin
% 4-5inde, izoniazid direngli suslarin %
10-15'inde mutasyon saptanamamaktadir. Diger
antibiyotikler i¢in bu oranlar daha da artabil-
mektedir. Bunun sebebi mutasyonu kodlayan
gen bolgelerinin hepsinin hentiz bilinememesi,
incelenen hotspot bolgelerin disinda da mutas-
yonlarin olusabilmesidir.

Tiim genom dizi analizi gibi yeni teknikle-
rin gelismesi ile bu sorunlarin da {istesinden
gelinecegi umut edilmektedir.

4. Kaynak olgu ve bulaslarin saptanmasi

Son yillarda gelistirilen molekiiler epide-
miyolojik tiplendirme ydntemlerinin konvansi-
yonel epidemiyolojik araclarla birlikte kullani-
mi1, M.tuberculosis suslarinin daha kesin olarak
birbirinden ayirdlanmasini ve hastaligin toplum
icinde bulas ve yayilma dinamiklerinin daha iyi
anlagilmasin saglamigtir®.



Molekiiler epidemiyolojik yontemlerin
kullanimryla birlikte:

1) Epidemiyolojik olarak siipheli bulaglarmn
onaylanmasi,

2) Epidemiyolojik olarak siiphelenilmeyen
bulaglarin saptanmasi,

3) Laboratuvarlardaki (besiyerlerindeki) kros-
kontaminasyonlarin saptanmasi,

4) Kaynak olgunun belirlenmesi,

5) Tekrarlayan tiiberkiiloz olgularinin reakti-
vasyona mi yoksa re-infeksiyona mi1 bagh
oldugunun saptanmasi,

6) Tiiberkiilozun kiiresel ve yerel yayiliminin
ayrintilarinin  anlagilabilmesi miimkiin
olmustur.

Tiiberkiiloz suslarinin genomlarimin uni-
que (tek kopya) bolgeleri yiiksek diizeyde
homojenlik gosterdiklerinden, suslarin birbirin-
den ayirdlanmasinda tekrarlayici elemanlardan
faydalanir®; ciinkii tekrarlayici elemanlar her
tiiberkiiloz susunun genomunda farkl yerlerde
yerlesir ve/veya farkli sayida bulunurlar.
Bugiine kadar onlarca farkli tekrarlayici eleman
saptanmis olmasina ragmen, bugiin icin en ¢ok
kabul goren ve en sik kullanilan tekrarlayici ele-
manlar IS6110, DR ve MIRU dur.

Tiim diinyadaki suslarmin dagilim farklh-
liklarinin/benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi
amaciyla standard tek bir yontemin kullanilma-
sma 1993 yilinda baslanmistir®™. Ancak 156110
yontemi emek yogun bir yontem olup, fazla
say1ida susun tiplendirmesinin s6z konusu oldu-
gu durumlarda yetersiz kalmaktadur.

Buna karsilik PCR bazl iki ydontem olan
spoligotyping® ve 24-loci MIRU-VNTR PCR®#®
analizi IS6110-RFLP yontemine gore ¢ok daha
hizli sonug verdiginden, fazla sayida sus ile ¢ali-
silmas1 gereken durumlarda iyi bir alternatif
olusturmaktadir.
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