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Son on yil icinde mikobakterilerin hastalik 6rneklerinden saptanmasi, ktlttrde
Ureyen mikobakterilerin tanimlanmasi ve antittberkiloz ilag direncinin saptanmasi
icin cok sayida nukleik asit temelli test kullanima sunuldu (23). Bu yéntemler
rutin uygulamada sagladiklari kolayliklarin ve yararlarin yani sira birtakim sorunlari
da beraberinde getirmistir. Sunulan derlemede klinik drneklerden mikobakterilerin
saptanmasinda, kultirde UGreyen mikobakterilerin tanimlanmasinda ve ilag
direncinin belirlenmesinde kullanilan molekdler yéntemlerin rutin uygulamalari

ve uygulmada karsilasilan sorunlar gézden gegirilmistir.
Kullanimdaki Ticari Direkt Amplifikasyon Testleri

Klinik 6rneklerden mikobakterilerin saptanmasinda basta polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA) olmak Uzere strand
displacement amplification (SDA) ve ligaz zincir reaksiyonu (LCR) gibi cesitli
amplifikasyon yontemleri kullaniimaktadir (23). Amplicor M.tuberculosis testi
(Roche Molecular System, Branchburg, NJ) tim mikobakteri tirlerinde ortak
olarak bulunan 16S rRNA geninin (16S rDNA) 584 b¢'lik boélgesinin PCR ile
¢ogaltilmasi ve olusan DNA amplikonlarinin M.tuberculosis kompleks'e 6zgu
proplarla kolorometrik yéntemle saptanmasi temeline dayanir. Yéntemin
otomotize sekli Cobas Amplicor MTB olarak adlandiriimaktadir. Testte internal
amplifikasyon kontroli bulunmakta ve test 6 saat icinde sonuclanmaktadir.
Amplicor direkt bakisi pozitif solunum érneklerinde tanisal amagla kullanilmasi
icin FDA onayi almistir (23). Amplified M.tuberculosis Direct (AMTD2) testi (Gen-
Probe, Inc., San Diego, Calif.) 165 rRNA'nin 420C'de izotermal olarak TMA ile
¢ogaltilmasi ve olusan RNA amplikonlarinin M.tuberculosis kompleks’'e 6zgu
acridinium esterle isaretlenmis DNA proplari ile kemiliminisens yontemle
saptanmasi temeline dayanir. AMTD2-2.5 saat i¢inde sonuclanmakta ve testte
internal amplifikasyon kontrolt bulunmamaktadir. Yontemin tim solunum
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orneklerinde tanisal amacla kullaniimasi FDA tarafindan onaylanmistir (23). BD
ProbeTec energy transfer (ET) Direct TB System (DTB) testi (Becton Dickenson
Biosciences Microbiology Products, Sparks, Md.) M.tuberculosis kompleks'e 6zgu
1S6110 ve mikobakteri turleri igin ortak 16S rDNA bolgesinin 52.50C"de izotermal
olarak SDA yéntemi ile ¢ogaltiimasi ve olusan DNA amplikonlarinin M.tuberculosis
kompleks'e 6zgu floresan boya ile isaretlenmis DNA proplari ile florimetrik
yontemle saptanmasi temeline dayanir. DTB'de internal amplifikasyon kontrolU
bulunmakta ve test 6 saat icinde sonuclanmaktadir. DTB tanisal amacla kullaniimasi
icin henlz FDA onayl almamistir. LCx MTB testi (Abbott Laboratories, Abbott
Park., Ill) LCR ile probe amplifikasyonu temeline dayanan bir yéntemdir. LCx MTB
FDA tarfindan onaylanmamis ve 2002 yilindan sonra Avrupa’da da kullanimdan
cekilmistir (23).

Klinik Uygulamadaki Deneyimler

Ticari direkt amplifikasyon testlerinin klinik performanslari hakkinda elimizde
yeterli veri bulunmasina karsin veri toplanmasi ve analizindeki farkl yan
tutmalardan dolayi calismalarin karsilastirilmasinda guglakler yasanmaktadir.
Ayrica, kulttrin ttberkiloz tanisinda altin standart olarak kabul edildigi
durumlarda basil ¢ikarmayan, kaltir negatif olgular altin standartta bir duyarlihk
sorunu yaratmaktadir. Bu durum duyarhligi daha yiksek ancak kontaminasyona
bagl olarak yanhs pozitiflik riski de bulunan bir yontemi altin standartla

karsilastirirken sikinti yaratmaktadir (16, 23).

Direkt bakrvkultur pozitif solunum érneklerinde Amplicor, AMTD2 ve DTB'nin
duyarliligi genelilkle %95'in Uzerindedir (8, 9, 16, 23). Direkt bakisi negatif
solunum 6rneklerinde ise Amplicor'un duyarlihgi %50-71.7, AMTD2'nin %75-83,
DTB'in ise %33-100 arasinda degismektedir (2, 3, 13, 22, 23, 25). Direkt baki/kulttr
pozitif ekstrapulmoner 6rneklerde Amplicor'un duyarhligi %87.5-100 arasinda
degisirken direkt baki/kultir negatif 6rneklerde bu oran %17.2-70.8 olarak
bulunmustur (23). Solunum disi 6rneklerde inhibitér maddelerin daha sik olmasi
nedeniyle 6zellikle plevral sivi, gastrik aspiratlar, lenf digimu ve BOS'da Amplicor’la
yetersiz sonuglar alinmaktadir (23). Testin kulttrle karsilastirildigi ¢calismalarda

antitiberkiloz tedavi alan hastalarda ve ttberkiloz disi mikobakteri enfeksiyonu




olan hastalarda yanlis pozitif sonuclar bildirilmistir (4, 14, 25, 26, 28). internal
amplifikasyon kontroltintin bulunmasi Cobas Amplicor’'un en 6nemli avantajidir
(23).

Direkt bakwkultur pozitif ekstrapulmoner 6rneklerde AMTD2'nin duyarhligi
%92.3-100 arasinda degisirken direkt baki/ktltur negatif 6rneklerde %63.6-88.9
olarak bulunmustur (1, 13, 22). AMTD2'de 30.000 RLU olan esik degeri ile nisbeten
stk yanhs pozitiflikler saptanmasi nedeniyle bu deger kitin Ureticisi tarafindan
degistirildi ve sonucu 30.000-500.000 RLU arasindaki ¢ikan érneklerde testin
tekrarlanmasi 6nerildi. Son yapilan ¢alismalarda optimal esik degeri 300.000 RLU
olarak alindiginda duyarlilikta dusme olmadan 6zgullukte diizelme saglandigi
bildirilmistir (17, 21). Testin kaltarle karsilastirildigi calismalarda tuberkiloz disi
mikobakteri enfeksiyonu olan hastalarda yanlis pozitif sonuglar bildirilmistir (1,
22, 24, 27). inhibitérleri saptayan internal amplifikasyon kontrol(iniin bulunmamasi
AMTD2'nin en 6nemli dezavantajidir (23).

Direkt baki/kultur pozitif ekstrapulmoner érneklerde DTB’nin duyarlihigi %90-
98.5 arasinda degisirken direkt baki/kulttur negatif 6rneklerde bu oran %40.3-
85.7 olarak bulunmustur (15, 19, 20). internal amplifikasyon kontrolindn
bulunmasi, sistemin amplikon kontaminasyonunu en aza indirecek sekilde
tasarlanmis olmasi, 6rnek islenmesi ve amplifikasyonun ayni ortamda
gergeklestirilebilmesi ve testte kullanilan tim reagenlerin oda isisinda
saklanabilmesi testin avantajidir. DTB ile tberkiloz disi mikobakteri enfeksiyonu
olan hastalarda yanlis pozitif sonuc bildirilmemistir. Ornek hazirlama isimelerinin

emek yogun olmasi sistemin en énemli eksikligidir. (23).

Yanlis Pozitif Sonuclar

Halen kullanimda olan ticari direkt amplifikasyon testleri canli ve cansiz
mikroorganizmayi ayiramamaktadir. Tedaviye iyi yanit verip klinik dizelme
saglanan hastalarda bile tedavi sirasinda ve tedavi bitiminden sonra bu testlerle
pozitif sonuglar alinabilmektedir (9, 23). Yanlis pozitifligin bir diger nedeni de
tanida altin standart olarak klinik kanitlarin yerine kulttr pozitifliginin kabul

edilmesidir. Direkt bakinin negatif oldugu az miktarda basil ¢cikarilan durumlarda




basilin 6rnek icinde dengesiz dagilimina bagl olarak kultirde Greme olmadigi
halde ticari direkt amplifikasyon testleri pozitif olarak saptanabilmektedir. Bu
nedenle tek basina kultur sonuclariyla ticari direkt amplifikasyon testlerinin
performansini degerlendirmek cok dogru degildir. Kulttr sonuclarinin klinik
bulgularla birlikte degerlendirilmesi daha dogru sonuc vermektedir. lyi egitilmis
personel, uygun ekipman ve yeterli fiziki kosullar amplikon kontaminasyonuna
bagli gercek yanlis pozitif sonuclardan kacinmak icin 6nemlidir. Ayrica yanlis
pozitif sonuglari énlemek i¢in ¢alisma ortami %10 ¢camasir suyu ile dezenfekte
edilmeli, amplikon kontaminasyonunun kontroli i¢in belli araliklarla ¢alisma

ortamindan alinan érnekler test edilmelidir (23).

Yanhs Negatif Sonuclar

Kullanimdaki ticari direkt amplifikasyon testleriyle aktif tuberkiloz
hastalarindan elde edilen klinik 6rneklerde yanlis negatif sonuclar elde edilebilir.
Bu 6rneklerin ¢ogu direkt bakisinda basil saptanamayan érneklerdir. Bu durumda
¢ok az sayida basil 6rnek icinde homojen olmayan bir sekilde dagilimis olabilir
ve dekontaminasyon islemi sirasinda érnek uygun bir sekilde dilie edilmezse
yanls negatif sonug alinabilir. Yanls negatifligin diger olasi nedenleri ise 6rnekte
bulunan inhibitérler ve hedefin yetersiz ekstraksiyonudur. Bazen érneklerin
icinde bulunabilen ntikleaz ve proteazlar amplifikasyonu inhibe ederek yanlis
negatiflige yol acabilirler. Orneklerde %1'den %20’lere kadar artan oranlarda
inhibitér madde olabildigi bildiriimektedir. inhibitérler cogu kez direkt bakisi
negatif 6rneklerde gértlmesine karsin direkt bakisi pozitif drneklerde de
gérulebilir. internal amplifikasyon kontroli iceren sistemlerde bu durum
saptanabilir. inhibitérler hastanin bitiin érneklerinde bulunmadigi i¢in hastanin
farkli bir 6rneginin calisiimasiyla cogu kez bu sorun asilabilir. Ayrica, ginimuzde
hedef ekstraksiyonu i¢in fenol-kloroform yéntemi gibi kimyasal temelli
yontemlerinin yerine 1sitma, sonikasyon gibi fiziksel temelli yéntemlerin kullaniimasi
da hem ekstraksiyon islemini basitlestirmis hem de kimyasallara bagli inhibisyon

riskini ortadan kaldirmistir (23).




Rutin Uygulmada Ticari Direkt Amplifikasyon Testleri: Temel Prensipler

Ticari direkt amplifikasyon testlerinden Amplicor ve AMTD2 klinik tanida
kullanilmasi icin FDA onayi almistir. Bu onay Amplicor icin yalniz direkt bakisi
pozitif solunum érneklerde gecerliyken, AMTD2 i¢in tim solunum 6rneklerinde
gecerlidir. Bununla birlikte ticari direkt amplifikasyon testleri ekstrapulmoner
orneklerde de tuberklloz tanisi icin kullaniimaktadir. Direkt amplifikasyon
testleriyle antitiberktloz tedavi alan hastalarda yanlis pozitif sonuclar alinabilir.
Bu nedenle bu testler 7 ginden uzun streyle antitiberkiloz ilag kullanan
hastalarda ve antitiberklloz tedavi bitiminden sonraki 2 ay icinde

uygulanmamalidir (23).

Hastadan alinan her ¢ balgam 6rneginin direkt bakisinin negatif oldugu
durumlarda direkt amplifikasyon testleri ilk toplanan érnekte uygulanmali, yoksa
direkt bakisi pozitif 6rnekte uygulanmalidir. Direkt bakisi ve direkt amplifikasyon
testinin pozitif saptandigi durumda ttberkuloz tanisi dogrulanir. Direkt bakisi
pozitif bir 6rnekte direkt amplifikasyon testi negatif ise inhibitor varligr agisindan
test ikinci kez hastanin direkt bakisi pozitif farkli bir 6rnegi ile tekrarlanir. Test
sonucu yine negatif ¢ikarsa tuberktloz disi mikobakteri enfeksiyonu olasiligi
dasunalur. Direkt bakisi negatif 6rnekte direkt amplifikasyon testi pozitif
saptanirsa test tekrarlanir; ikinci kez pozitif cikarsa tiberkiloz dastnalir. ki
ardisik 6rnekte hem direkt baki hem de direkt amplifikasyon testi negatif olarak
saptanirsa hastanin tiberkidloz olmadigi dastnalir (5, 23). Bununla birlikte kesin
tani klinik bulgularla birlikte degerlendirilerek verilmelidir. Ticari direkt
amplifikasyon testlerinin tlberklloz olma olasihigi ¢cok yiksek olan hastalarda
veya tUberkilozun ¢ok dustk olasilik oldugu hastalarda kullaniimasi saglik
kaynaklarinin uygunusuz kullanimina yol agmaktadir. Bu yéntemler temel olarak
diger bulgularla birlikte hastanin tanisal degerlendirmesini ve tedavisini
etkileyebilecek, tiberkllozun ne cok yiksek ne de ¢ok disuk bir olasilik oldugu
direkt bakisi negatif ancak klinisyen tarafindan ttberktloz kuskulu olarak

degerlendirilen hastalarda kullaniimahdir (23).

GUnUmuzde kabul goren goérluse gore molekuler testler sadece Amerikan
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yontemlerin kullaniimasinda yUksek standartlari yakalamis labortuvarlar tarafindan
uygulanmalidir. Hasta izleminde molekuler testleri haftada bir kez calismanin
suboptimal oldugu dustnulmektedir. Bu nedenle bu yontemler haftada iki, ¢

kez olacak sekilde calisiimalidir (23).

Sonug olarak yanls negatiflik, yanhs pozitiflik, direkt bakisi negatif érneklerde
ve ekstrapulmoner 6rneklerde goreceli olarak dustk duyarhlik ve tuberkiloz disi
mikobakterilerin saptanamamasi ticari direkt amplifikasyon testlerinin temel
sorunlaridir. Direkt bakisi negatif olgularda pozitif sonugclar bildirilirken dikkatli
olunmali ve kuskulu durumlarda test tekrarlanmalidir. Klinisyen boyle olgularda
testin sonucunu kanitlardan biri gibi dtstintlmelidir. Ayrica, bu yéntemler uygun

kalite gGvencesi altinda kullanilmalidir.

Kiiltirde Ureyen Mikobakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Testler

Hizli veya konvansiyonel yéntemlerle Gretilen mikobakterilerin tanimlanmasi
mikobakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda 6nemli bir asamadir. Biyokimyasal
yontemler zaman alici ve zahmetlidir. Bu nedenle kulttrde tGreyen mikobakterilerin
tanimlanmasinda molekuler yontemler tercih edilmektedir. Tr tanimlamasinda
165-23S rRNA ITS gen bolgesini hedef alan ve insanlarda hastalik etkeni mikobakteri
tdrlerinin dnemli bir bélimani saptayabilen INNO-LIPA Mycobacteria v2
(Innogenetics NV, Zwijndrecht, Belgium) gibi reverz hibridizasyon testleri rutin
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (12). Manuel ve otomatize olarak
uygulanabilen reverz hibridizasyon testleri molekller ydntemler igin asgari
kosullarin bulundugu laboratuvarlarda sorunsuz olarak kullanilabilmektedir. Bu
yontemlerle gunler, haftalar siren tanimlama islemleri 6 saat icinde
tamamlanabilmektedir. Bu testler ¢ok sayida klinik calismada degerlendirilmis

hizli, duyarli ve 6zgul bulunmustur (12).

DNA dizi analizi mikobakteri turlerinin tanimlanmasinda altin standart haline
gelmektedir. Tar tanimlamasi icin genellikle hsp65 geni, 16S rRNA geni ve 165-
23S rRNA ITS bélgesini hedef alan dizi analizleri kullaniimaktadir. Dizi analiziyle
bilinen turlerin yani sira yeni tir ya da alt tarlerin tanimlanmasi da mamkandar.

Genel kullanima acgik veri tabanlarinda mikobakteri turlerine ait DNA dizi havuzu




her gecen genislemekte bunun sonucunda elde edilen dizilerin daha saghkl

degerlendirilmesi mimkun olmaktadir.

ilac Direncinin Saptanmasinda Kullanilan Testler

Son on yil icinde M.tuberculosis’in ila¢ direncinin molekiler mekanizmalarinin
anlasiimasindan sonra hizli ilag direnci saptamaya yonelik molekuler uygulamalar
gelistirilmistir. Ozellikle rifampisin (RIF) ve izoniyazid (INH) direncini saptayan
yontemler klinik tani laboratuvarlarinda giderek artan oranlarda kullaniimaktadir.
RIF direncinin tamamina yakinindan rpoB geninin 81 b¢'lik bélimundeki
mutasyonlar sorumludur. Dahasi rpoB genindeki belli mutasyonlarla rifabutin
direnci arasinda da kuvvetli bir birliktelik bulunmaktadir. Ayrica bu kékenlerin
yaklasik %90'ininda RIF direnciyle birlikte INH direnci de saptanmaktadir. Bu
nedenle RIF direnci ayni zamanda INH direncini de goéstermektedir (10, 11). INH'a
direncli kokenlerde farkli gen bélgelerinde mutasyonlar saptanabilmesine karsin,
direncin yaklasik %90’inindan katG ve inhA boélgesindeki mutasyonlar sorumludur.
INH’a direngli kokenlerde yapilan gesitli calismalarda INH direncinin %34.6-
62.2'sinden katG bolgesindeki mutasyonlarin sorumlu oldugu gosterilmistir (18).
Cavusoglu ve ark.(7) tarafindan Ege Bolgesi izolatlarinda yapilan calismada bu

oran yaklasik %70 olarak bulunmustur.

Diren¢ saptamada INNO-LIPA RIF TB. (Innogenetics NV, Zwijndrecht, Belgium)
ve GenoType MTBDR (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) gibi reverz
hibridizasyon testleri ve DNA dizi analizi rutin uygulamalarda kullanilmaktadir
(7, 10). Manuel ve otomatize olarak uygulanabilen reverz hibridizasyon testleri
molekiler ydontemler icin asgari kosullarin bulundugu laboratuvarlarda sorunsuz
olarak kullanilabilmektedir. Bu yontemlerle gtnler, haftalar stren duyarlilik
testleri 6 saat icinde tamamlanabilmektedir. Bu yararlarina karsilik molekuler
testler hedefledikleri gen bolgesinin disinda kalan ve dirence yol acan mutasyonlari
saptayamamaktadir. Ayrica bu testlerle nadiren dirence yol acmayan sessiz (DNA
dizi analiz icin gecerli degil) ve nétral mutasyonlar da saptanarak yanlis pozitif

sonuclar elde edilebilmektedir.
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