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Tuberkuloz (TB), diinyada yaygin olarak halk
saghgini tehdit edebilen major tehlikelerden
biri olup en sik 6lime neden olan infeksiyon
hastaligidir. Cogunlugu gelismekte olan
Ulkelerde olmak Uzere dinya nufusunun
yaklasik ucte birinden fazlasi M.tuberculosis
ile enfektedir. WHO verilerine gore, dinyada
yaklasik 20 milyon TB vakasi bildirilmis olup
her yil ortalama sekiz milyon yeni TB olgusu
rapor edilmektedir. Yilda yaklasik iki-tg
milyon insan sadece TB nedeniyle 6lmekte
ve tedavi gérmemis kontrol disi pulmoner
TB’lu her hasta, yilda 10-15 insana hastaligi

aktararak TB tehtidini koriklemektedir.

Hastahigin yayihminin onlenmesi

bakimindan M.tuberculosis’in  tespiti  ve
identifikasyonunun mumkin olan en kisa

surede yapilmasi bir zorunluluktur. Bu

nedenle klinik mikobakteriyoloji
laboratuvarlari, hasta orneginde
M.tuberculosisin  aranmasi, izolasyonu,

identifikasyonu ile  anti-tiberklloz ilag

duyarhiligini  test ederek tiliberkilozun

yayihmini  énlemede ve kontrol altina

alabilmede 6nemli bir role sahiptir. Etkin TB
kontrol programinin en 6nemli asamasi ise
aktif olgularin tesbiti ve dogru taninin

konabilmesidir.

Mycobacterium genusu icinde

Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) ve 80’den fazla M.tuberculosis disi
(MOTT) tard

Tuberkulozda ilk tani klinik verilerle yapilmis

complex

mikobakteri vardir.

olsa bile kesin tani igin etken
mikroorganizmanin  konvansiyonel olarak
direkt bakida tespiti ve laboratuvarda

Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle
tanida “gold standart” kdltir ve klinik tani
birlikteligidir. Ancak mikobakteriler, yavas
Ureyen mikroorganizmalar olduklarindan bu
testlerin tamamlanmasi igin ortalama 2-8
haftaya gereksinim duyulur. Son yillarda TB
ilaclarina direncli basillerin izolasyonlarindaki

artis ve taniya ydnelik konvansiyonel testlere

ait slrenin uzunlugu, hastahd kontrol
edebilmede  karsilasilan  sorunlari  ve
¢bzimilne  yonelik arayiglari  yeniden

gindeme getirmistir. Bu amagla son 10 yil



icinde mikobakterilerin hastalik érneklerinden
saptanmasi, tir dizeyinde tanimlanmasi ile
duyarhlik testleri igin, 6zgullik ve duyarhhgi
yuksek, guvenilir, hizli sonug verebilen, kolay
uygulanabilir ~ yeni  ydntemler Uzerinde
calisiimis ve otomasyona uygun bircok
sistem gelistiriimistir. Bu ydntemlerin bir
kismi diagnostik amagla bu  gun
mikobakteriyoloji  laboratuvarlarinda  rutin
calismalar ve epidemiyolojik arastirmalar icin
kullanilmasina ragmen bir kisminin halen faz
calismalari devam etmektedir. Bunlardan,
Radyometrik (BACTEC) ve
(HPLC) sistemler , nukleik aside dayal
yontemler (PCR, DNA prob
hibridizasyon, DNA microarry, PCR-RFLP,
PCR-DNA dizi analizi) , mikobakteriyofajlarla

RIF diren¢ tayini (Faj amplifikasyonu) gibi

kromotografik

molekuler

fenotipik ve genotipik teknikler tani suresini
kisaltmada ve tedaviye ydnelik antibiyotik
direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasinda
umut  verici
kullaniimamakla birlikte RIA, ELISA ve lateks

aglitinasyonu gibi immiunolojik ve serolojik

yOntemlerdir. Rutinde pek

ybntemler kullanilarak monoklonal
antikorlarla tir tayini yapilabilmektedir. Ayrica
tuberkulloz menenijitte mikobakteriyel
antijenlere karsi gelisen 6zgul antikorlari
saptayabilen ELISA IgM ve IgG Kkitleri klinik

taniya yardimci olarak kullanilabilmektedir.

ik kez 1985 vyilinda Kary Mullis
tarafindan PCR tekniginin geligtiriimesi ile
baslayan molekller c¢alismalar sonrasi,
tuberkllozun tanisinda kromozomal DNA
veya rRNA aranmasina yodnelik cesitli
molekuler ydntemler gelistirilmistir. Hasta
orneklerinden direkt olarak MTBC'in tanisi

icin - buglin pek ¢ok laboratuvarda
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uygulanmakta olan in-house PCR teknigine
ait protokol ve reagentlarda henlz bir
sikhkla

pozitif sonuglarin

standardizasyonun bulunmamasi,

yalanci negatiflik ve

olusmasina neden olabilmektedir.

PCR uygulamalarinda sikga godzlenebilen
kontaminasyon riskini ortadan kaldirabilmek,
duyarliik ve 6zgulligu arttirabilmek igin bir
¢ok yeni yontem gelistiriimis olmakla birlikte
bir kismi igin halen arastirma calismalari
devam etmektedir. Bu amagla ginumuzde,
hasta o&rneklerinden direkt olarak MTBC
varligini arastirmak amaciyla nikleik asit
amplifikasyon (NAA) esasli sistemler ile
kultirde Greyen mikobakterilerin kisa slrede
tir duzeyinde tanimlanmasini ve/veya TB
ilaclarina karsi direng ile iligkili mutasyonlari
saptamaya ydnelik; DNA prob hibridizasyonu
easl Urinler, DNA sequence analiz kitleri ve
molekuler biyoloji ile bilgisayar teknolojisini
birlestiren DNA microarray teknolojisi drinler

geligtirilmigtir.

. Klinik direkt

Mycobacterium tuberculosis complex’in

orneklerden

tanimlanmasi

Bu amacla gelistirilen ticari tranler,
Nukleik asit amplifikasyonu (NAA) esasina
dayali sistemleri icerir. Bu sistemler igin
IS 6110
insersiyon dizisi ve 16S rRNA geni ile 23S

primer amplifikasyon hedefleri
rRNA dir. Bu sistemler hasta &érnegindeki
MOTT  basillerini
orneklerinde( tercihan smear pozitif solunum
DNA veya

RNA’sini  saptayarak kultir sonucu belli

tanimlamazlar. Hasta

yolu &érneklerinde) basilin
olmadan kisa sirede (3-8 saat igerisinde)

tani konmasina yardimci olabilen

yontemlerdir. Urlinlere ait 6zelliklere “NAA
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testlerinin calisma prensipleri ve
performanslari” bdliminde daha fazla yer
verilmigtir. Bu sistemleri FDA onaylarina gore

iki grupta toplamak mumkundar.

a) FDA onay alanlar : Bu grupta sadece
iki ticari sistem mevcuttur: Bunlar,
Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct Test (MTD) (Gen-Probe) ve
Cobas AMPLICOR MTB Assay
(Roche Diagnostic System) olup
hedef
sistemlerdir. FDA bu iki Grln igin
1996 yilinda sadece AARB pozitif

orneklerinde

cogaltmaya yonelik

solunum yolu
kullanimina onay vermis olup 1999
yilinda MTD, AARB negatif solunum

sistemi drnekleri icin de FDA onayini

almistir.

b) FDA onayir olmayanlar: Klinik
Oorneklerden direkt MTBC tayini
yapabilen ancak FDA  onayi

olmamakla birlikte diger kuruluglardan
onay almis ve satigsa sunulmus cesitli
ticari UrtGnler de bulunmaktadir.
BDProbeTec ET (BD

Biosciences), Strand

Bunlardan,
Displacement
Amplification (SDA) yéntemiyle ve QR
System Analyser (Organon Teknika)
Nikleik Asid Dizi Bazli Amplifikasyon
(NASBA) hedef
¢ogaltarak , LCx Analyser (Abbott) ise
Chain (LCR)

yontemiyle ve Q beta replicase

yontemiyle

Ligase Reaction

amplified probe assay-Galileo

versiyon(Downers Grove, IL), Q beta
replicase amplifikasyon ydéntemi ile
prob ¢ogaltarak etkili olmaktadir.

Ayrica Real-Time PCR yontemi

esasina dayali MTBC ticari tani
(LightCycler-
iCycler - BIO-RAD, ABI PRISM 7000
System-Applied Biosystem) ile ilgili

sistemleri Roche,

Urdnlerin  Kklinik c¢alismalari devam
etmektedir.
Il. Kiltirde iiretilen mikobakterilerin

identifikasyonu ve TB ilag direnci ile ilgili
mutasyonlarin saptanmasi

Gunimuizde epidemiyolojik

calismalar ile kati veya sivi kdltdr
ortamlarinda sikhkla Greyen M.tuberculosis
complex,

M.avium complex, M.kansasii,

M.gordona gibi mikobakterilerin tar
diizeyinde tanimlanmalari igin

mikobakterilerin rRNA’sI ile hibridize olan

ozgul DNA problari gelistirilmistir.
Mikobakterilerin tar dizeyinde
tanimlanmasinda genellikle 16S rRNA,

hsp65,

hedef olarak segilir

rooB ve daha pek ¢ok gen bolgesi

Prob teknolojisi ile mikobakterilerin
tir dizeyinde tanisi igin en sik kullanilan
(Gen-Probe) ile Line
Probe Assay (INNO-LIPA Mycobacteria;/nno-
Genetics NV, Ghent, Belgium)dir. Ayrica

urtinler AccuProbe

kolorimetrik hibridizasyon esasli bir
mikroplate hibridizasyon Urinu olan DDH
(Kyokuto

Industrial  Co) fticari

Mycobacteria Pharmaceutical
olarak mevcuttur.
AccuProbe ile alti, Line Probe Assay ile
DDH Mycobacteria ile 18

mikobakteri tirG tanimlanabilmektedir. Test

dokuz ve

suresi, AccuProbe ile 1-2 saat, Line Probe

Assay ile yaklasik 3 saatlik bir periyottur.

DNA dizileme ve DNA

mikroarray analizleride mikobakterilerin tir
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diizeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik direnci

ile ilgili mutasyonlarin  saptanmasinda
kullanilan  ydntemlerdir.  Mikobakterilerin
idantifikasyonunda altin standart olarak

distnldlen DNA dizileme analizi en yuksek
seviyede dogru sonug¢ veren gulvenilir bir
yontem olmasina ragmen, manuel dizileme
isleminin zorlugu ve deneyim gerektirmesi,
otomatize sekans cihazlarinin( ABI PRISM
310 Genetic analyzer , Perkin-Elmer/Applied
Biosystems, Toster city, California) pahal
olmasi kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Bu
amagla ticari olarak gelistirilen MicroSeq 500
16S rDNA Bacterial Sequencing Kit (PE
Applied Biosystems) kullanilarak 16S rRNA
geninin 500 bp lik bir bélimine ait DNA
dizilemesi yapilabilmektedir. Bu ydntem ile
M.tuberculosis’ in diger MTBC (Uyelerinden
ayrimi - mumkin olabilmekle birlikte sik¢a
turleride

izole edilen bazi mikobakteri

tanimlanabilmektedir.

Ticari sistemlerin en 6nemli avantajlari,

hizl, emniyetli ve guvenilir olmasinin
yanisira, kontaminasyon riskinin digtk buna
bagh olarak sensitivite ve spesivitelerinin
yuksek olmasidir. Ayrica bir gogunun teknik
olarak otomatize veya vyari otomatize
olmalari, reaktif ve standartlarinin kullanima
hazir olmasi laboratuvar kullanimlarini
kolaylastiran faktorler olarak énemlidir. En
onemli dezavantajlari ise pahali olmalari ,

¢ogunun hentiz FDA onayi olmamasi ve bir

kismininda faz calismalarinin
tamamlanmamis olmasidir. Bu nedenle
sistemlere ait mevcut ticari Urlnlerin

screening test olarak kullanilmamalari, daha

¢ok smear pozitif klinik  6érneklerde

kullanilmalari tercih edilmelidir.
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Center for Disease Control and
Prevention (CDC) 2000 yilinda FDA onayi
almis NAA esasli ticari molekuler sistemlerin
kullanildi§i laboratuvarlarda taniya yonelik

yararlanmak Uzere yeni bir algoritma rehberi

hazirlamigtir.  Buna go6re, Ehrlich Ziehl
Neelsen (EZN) boyamasi ile direkt
mikroskopi ve mikobakteri kultiri igin

hastalardan tg¢ ayri gliinde ¢ balgam 6rnegi
alinmalidir. ilk érnekte direkt bakida asit fast
bakteri (AFB) ve NAA test sonugclari pozitif
ise;  hastanin tuberkllozlu oldugu kabul
edilir, test tekrarina gerek yoktur. Eger ilk
balgam AFB pozitif, ancak NAA test sonucu
inhibitdr

arastinimahdir. Arastirma sonucu herhangi

negatif ise; Ornekte varligi
bir inhibitér madde tesbit edilemez ise; ikinci
bir balgam 0rnedi ile NAA test tekrar
yapilmaldir. ikinci balgamda da AFB pozitif,
NAA test sonucu negatif bulunup herhangi
inhibitor madde saptanmaz ise; hastanin
muhtemel olarak MOTT basili ile infekte
oldugu kabul edilir. Eger inhibitér varligi
tespit edilmis ise bu durumda NAA test
sonucunun tani degeri yoktur. Bdyle bir
durumda ikinci balgam drneginde NAA test
islemi tekrarlanmalidir (Test tekrarinin lgten

fazla yapilmasinin yarari yoktur) .

Bu sunuda agirlikli olarak direkt tanida
kullaniimakta olan NAA sistemleri igerisinde
FDA onayl almis olan COBAS AMPLICOR
ve MTD (M.tuberculosis Direkt Test) tani
sistemlerinin c¢alisma prensipleri ile diger
ticari sistemlerin karsilastirmali

performanslari konu edilecektir.
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TiCARi OLARAK HAZIR NUKLEIK ASIT
AMPLIFIKASYON TESTLERININ CALISMA
PRENSIPLERiI VE PERFORMANSLARI

Mycobacterium tuberculosis Direct Test
(MTD; Gen-Probe, San Diego California)

Amplifiye 6érnekten dogrudan M.tuberculosis’i
tanimlayan bir sistemdir. Bu sistemde,
Transkripsiyon esasina dayali amplifikasyon
(TMA)  ve Gen-Probe

Protection Assay (HPA) teknigi birlestirilmis

Hibridizasyon

olup amplifikasyon ve arama iki agsamali
Hedef,
rRNA’s1 olup test suresi

olarak ard arda gercgeklesir.
mikobakterinin

yaklasik 3.5 saattir.

Hazirlanan oOrneklerden sonikasyonla elde
edilen mikobakteri hedef nikleik asidi (16S
rRNA) izotermal olarak TMA ydéntemi ile
42°C’'de tek bir

Ribozomal RNA her mikobakteri hlicresinde

tupte amplifiye edilir.

yaklagik 2000 kopya olarak bulunur Bu
yontemde kendi kendine devam eden bir dizi
kopyalama islemi olur. Olusan amplikonlar
HPA asamasinda akridinyum esterle isaretli
DNA problari ile birleserek kararli RNA:DNA
hibridleri olusturur. isaretli RNA:DNA hibritleri
luminometrede Bagil Isik Birimi (Relative
Light Unite-RLU) cinsinden dlgiliir. inhibitér
varhgini arastirmak icin sistemde internal
amplifikasyon kontrol bulunmamaktadir. MTD
icin inhibitor testi, kuskulu durumlarda veya
gerektiginde ekstrakte edilmis balgamin
10-100 MTBC basili

konularak test tekrari ile yapilir. Negatif

icerisine yaklasik

sonug inhibitér varligini gosterir.

MTD’nin performansinin degerlendirildigi ilk

klinik galismalarda solunum &rnekleri igin

testin duyarliigi ve 6zgulligu klinik tani ile
karsilastirildiginda %83-91.4 ve % 96.4-100
olarak saptanmistir. Solunum o6rneklerinde

M.tuberculosis  complex  saptanmasinda
kultdr sonucglarina gére MTD’in duyarlilik,
Ozgullik, pozitif ve negatif prediktif degerleri
sirasiyla % 88.0 - 91.2, % 99.1-100 , % 93.9
— 986 ve % 917 - 994 arasinda
bulunmustur. Direkt baki pozitif rneklerde bu
degerler sirasiyla % 100, %100, %100 ve
%87.5 olarak saptanirken direkt baki negatif
ornekler igin sirasiyla %72.3-85.7 ,%99.4,
%85.7-94.7 ve %99.4

degerlendirilmigtir.

olarak

MTD pozitifligi, direkt baki pozitif, kultir
pozitif solunum sistemi 6rneklerinde %100 ve
direkt baki negatif, kiltlr pozitif drneklerde

%83.3 ve kulttur negatif érneklerde %1.3 ‘tar.

Ekstrapulmoner  tlberkilozlu  hastalarda
M.tuberculosis comlex’in drneklerden direkt
tanisinda sistemin duyarliik ve 6zgulligu
genel olarak sirasiyla % 74-86.8 ve %98.5-
direkt baki

Oorneklerde artis gosterirken (%92.6) direkt

100 olup duyarhlik, pozitif

baki negatif érneklerde dusuktur (%83).

Cobas Amplicor MTB Assay (Roche

Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg, N.J.)

Amplicor, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
temeline dayanan bir sistemdir. Bakterinin
16S rRNA geni

kullanilarak

biyotinlenmig  primerler

amplifiye edilir, olusan
amplikonlar manyetik partikillerin yizeyine
kaplanmis M.tuberculosis compleks’e 6zgil
oligonukleotit problarla hibridize edilir. Daha
sonra avidinle bagl yabanturpu peroksidazi
(Av-HRP)

baglanir.

biyotinle  isaretli  amplikona

Baglanmis  konjugat hidrojen
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peroksit varhginda 3,3, 5,5 - tetrametil
bezidin (TMB) ile reaksiyona girerek renkli bir
kompleks olusturur, sonuglar fotometreyle
Olcllerek

saptanir. Amplicor'da

kontaminasyonu &nlemek icin urasil-N-
glikozilaz (UNG) enzimi kullanilir. Bu sitemde
ayrica orneklerdeki inhibitér madde varligida
(IAC) ile

monitérize edilir. Cobas Amplicor yaklasik 4

Internal amplifikasyon control

saat icinde sonuglanmaktadir .

Cobas Amplicor'un performansinin  Klinik
taniya gore dederlendirildigi c¢alismalarda,
duyarlihigr ve 6zgullugu sirasiyla %76.4-91.9
ve %99.8-100 olarak bulunmustur. Solunum
ornekleri ile yapilan calismalar
degerlendirildiginde kultir sonuglarina goére
Cobas Amplikor’'un duyarhlik, 6zgullik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %78.3 -
96.1, % 99.7-100 , % 90.9 - 100% ve % 97.5
— 99.8 arasinda bulunmustur. Direkt baki
pozitif 6rneklerde bu degerler sirasiyla %
96.9, %100, %100 ve %99.2 olarak
saptanirken direkt baki negatif 6rnekler igin
sirasiyla %68.0-91.7, %89.4-100, %100 ve
%99.3 olarak degerlendirilmigtir. Sistemin
direkt baki ve kulttr

orneklerinde performansi % 96.9 iken direkt

pozitif solunum

baki negatif, kiltir pozitif 6rneklerde %83.3,

ve direkt baki negatif, kuiltir negatif
Orneklerde %3.8 ‘dir.
Ekstrapulmoner  tuberkilozlu  hastalarda

M.tuberculosis comlex’in drneklerden direkt
tanisinda sistemin duyarliik ve 6zgulligu
% 60-85 ve %93.1-
100 olup duyarhhk, direkt baki
orneklerde artig gosterirken (%90-100) direkt

baki negatif érneklerde disuktir (%53-75).

genel olarak sirasiyla

pozitif
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Cobas Amplikorun 6zgulligu oldukga
iyi olmasina ragmen direkt bakisi negatif
hasta drneklerinde

duyarliliginin  dasuk

olmasi bu orneklerde kullanimini

sinirlandirmaktadir.

LCx MTB Assay (Abbott Laboratories,
Chicago, Il

LCx, ligaz zincir reaksiyonu (LCR) prensibi
temeline dayanan yari otomatize bir sistemdir
. LCx ‘de amplifiye edilen hedef, bakterinin
35-kDa’luk (Pab)’ini
kodlayan kromozomal genidir . Bu gen M.

protein antijen b
tuberculosis compleks’e 6zglldir ve tim M.
tuberculosis complex bakterilerinde bulunur.
Amplifikasyon yari otomatize bir sistemde
gerceklesir, olusan driin abbott LCx Analyzer
cihazinda mikropartikil enzim immunassay

(MEIA) teknidi ile saptanir. Test 5 saat icinde

sonuglanir.

Solunum drneklerinde M.tuberculosis
complex saptanmasi igin LCx MTB'nin
performansinin  arastinldigi  ¢alismalarda

klinik taniya gore duyarlihgi ve 6zgulligu
sirasiyla %70-90.2 ve %95.8-98.7 olarak
bulunmustur.  Kaltir  sonuglarina  gdre
sistemin duyarlilik, 6zgullik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirasiyla; % 85-100 ,
%99.3-100, % 98.7-100 ve % 98.0-100
arasinda bulunmustur. Direkt baki pozitif
orneklerde, duyarhlk , 6zgullik ve pozitif
prediktif deger %100 ve negatif prediktif
deger % 94.2, direkt baki negatif érnekler igin
%72-100, %97.9-99.3 , % 92.3
ve % 100 olarak saptanmigtir. Sistemin direkt

kaltar

sirasiyla;

baki  pozitif, pozitif  solunum
Orneklerinde pozitif saptama orani % 100
bulunurken direkt baki negatif, kiltir pozitif

hasta Orneklerindede %100 bulunmus ve
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direkt baki negatif, kiltir negatif érneklerde

ise %4 .4 olarak saptanmistir.

Ekstrapulmoner  tlberkilozlu  hastalarda
M.tuberculosis comlex’in drneklerden direkt
tanisinda sistemin duyarliik ve 6zgulligu
genel olarak sirasiyla % 53.6-79.2 ve %98-
direkt baki

orneklerde artis gosterirken (%93.4) direkt

99.3 olup duyarlilik, pozitif

baki negatif érneklerde disuktir (%68).

BD ProbeTec ET (Becton Dickinson
Biosciences, Sparks, Md.)
BDProbe Tec ET sistemi , Strand

displacement amplification” (SDA) yontemi
prensibi ile ¢alisan ve floresan enerji transfer
saptama teknolojisiyle birlestirilmis, direkt
olarak solunum o6rneklerinden M.tuberculosis
complex’i saptayabilen kullanim kolayhgi
olan vyari otomatize bir sistemdir. Séz
konusu bu sistem Orneklerin
amplifikasyonunu ve saptanmasini kapali bir
sistem formatinda gerceklestirerek
kontaminasyona karsi kismen guvenli bir
ortam saglar. Sistemde, inhibitoér varligini
saptamak amaciyla IAC vyapilarak yalanci
negatiflik Onlenebilmektedir. Hasta
Oorneginden veya pozitif kiltir ortamlarindan
M.tuberculosis complex’in BDProbeTec ET
ile saptanmasinda toplam test suresi yaklasik
3 saat'tir. Bu ydntemde, M.tuberculosis
complex’e 6zgul 1S6110 geni ile bircok
mikobakteri turinde ortak olan 16S rRNA
geni (16S rDNA) izotermal olarak birlikte
amplifiye edilir (6).
complex’de hem 1S6110 hemde16S rDNA

Amplifiye

M.tuberculosis
olurken,  M.tuberculosis  digi
mikobakterilerde yalniz 16S rDNA amplifiye

olmaktadir Sistemde DNA saptanmasi

Floresan Enerji Transferinin simultane

amplifikasyonu ile meydana cikar.

Solunum drneklerinde M.tuberculosis
complex saptanmasi igin BDProbeTec ET
sisteminin performansinin arastirildigi
calismalarda klinik taniya gére duyarlilidi %
95.8 , Ozgulligi %99.8 ve kiltire gore
duyarlilik, 6zgllluk, pozitif ve negatif prediktif
degerleri sirasiyla; % 87.5-92.7 , %96.0-99.0,
% 70.0-97.0 ve % 96.0-99.7 arasinda
bulunmustur. Direkt baki pozitif érneklerde
duyarlilik ve 6zgullik sirasiyla %100 ve %
96.2-100, direkt baki negatif 6rnekler igin
%75 -85.1 ve %94.4-97.3

saptanmigtir.

olarak

Ekstrapulmoner 6rneklerde M.tuberculosis

complex'in aranmasina ydnelik yapilan

BDProbeTec ET
sisteminin duyarlihgi %60.7, 6zgullugu %96.7

galismalardan birinde
olarak rapor edilmistir. Ayni ¢calismada direkt
bakisi pozitif 6érneklerde sistemin duyarlihdi
% 98.5’e c¢ikarken negatif drneklerde %40.3

olarak tespit edilmistir.

dikkate

Ozellikle solunum ornekleri ile direkt bakisi

Degerlendirmeler alindiginda,

pozitif olan ekstrapulmoner O&rneklerde

tuberkulloz basilinin aranmasinda
BDProbeTec ET sistemi, guvenilir bir sistem

olarak goriinmektedir.

Q-Beta replicase-amplified prob assay

(Downers Grove, IL)

Bu sistem, MBTC icin hedef bdlge olarak
dedektor

Galileo versiyonu

23S rRNA vya yonelik &zgul
problarin kullanildigi
otomatize bir NAA sistemidir. Solunum
Orneklerinden yapilan direkt tanida, hedefe

baglanan 6zgll detektér RNA prob, Q-Beta
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replicase enzimi ile geometrik olarak
amplifiye olur. Sistemle ilgili bu giine kadar
yapilan c¢alismalarda solunum d&rneklerinde
testin duyarhhg@r kdltirle karsilastirildiginda
%79, 6zgullugu %98 , pozitif prediktif degeri
%97 , negatif prediktif degeri %85 olarak
rapor edilmigtir. Klinik tani ile
karsilatirildiginda duyarhhdr % 84 6zgullugu
%97 bulunmustur. Kiltir pozitif, smear
negatif orneklerin %69.2’sinin bu ybntemle
Yoéntemin

tanimlanabildigi  bildirilmigtir.

yalanci pozitiflik orani yuksektir. Sistemle
ilgili klinik calismalar devam etmekte olup

test suresi yaklasik 6 saattir.

Real-Time PCR MTB Assay (LightCycler-
Roche, iCycler - BIO-RAD, ABI PRISIM
7000 — Applied Biosystem)

Bu ticari sistemler, real-time PCR esasina

bagh olarak geligtiriimis ve  &rnekte
M.tuberculosis complex varligini
amplifikasyon ile es zamanh olarak
saptayabilen  sistemlerdir. Bu amagla

hedefe(16S rRNA) 6zgul primer veya problar
kullanihr. Hedef nukleik asitlerin  varlgi,
amplifikasyonla es zamanh olarak artig
gOsteren bir floresan sinyalin dlgcllmesi ile

saptanabilmektedir.

GlUnumuzde, hasta ornekleri ile kulttr
pozitif 6rneklerde M.tuberculosis complex’in
varhgini ve diger mikobakterilerden ayirimi
icin geligtiriimis en hizli  sistem olup
diagnostik mikobakteri laboratuvarlarinda
gelistiriimis  NAA esasl teknolojiler icinde
ileriye ybnelik olarak iyi bir alternatif olabilir.
Bu konuda sisteme ait drunlerle ilgili Kklinik-
laboratuvar c¢alismalari halen arastirma
asamasindadir. Yaklasik 1 saat gibi kisa

sirede sonug¢ alinabilmesi, elektroforeze
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gereksinim duyulmadan amplifikasyon

sirasinda sonucun izlenebilmesi, kontrol
standartlari ve kullanima hazir PCR master
mix reagentlari ile sonuglarinin tekrarlanabilir
olusu ve  kontaminasyon riskinin dusuk
olmasi sistemin 6nemli avantajlari olarak

gOrulmektedir.

The AccuProbe System (Gen-Probe, San

Diego California),

AccuProbe Mycobacterium kultur

identifikasyon testi, Nukleik asit hibridizasyon
yontemi esasina dayali bir rapid DNA prob
edilen

test olup, kiltirden izole

Mycobacterium tuberculosis complex’ in

yanisira  M.avium  complex,  M.avium,

M.intracellulare, M.kansasii, M.gordonae’l

yaklagik 1-2 saat icerisinde

tanimlayabilmektedir. Sistemde hedef
organizmanin rRNA’sina komplementer olan,
isaretli, tek zincirli DNA probu kullanilir.
Organizmaya ait rRNA, isaretli DNA prob ile
DNA:RNA  hibriti

isaretlenmis olan bu hibridler

birleserek kararli  bir
olusturur.
luminometre
Pozitif

degerine esit veya ustinde olan degerlerdir.

ile Olcllerek degerlendirilir.

sonug, luminometrenin  cut-off
M.tuberculosis complex’in identifikasyonuna
yonelik calismalarda sistemin duyarlilik ve
Ozgulliglu sirasiyla % 92-99.2 ve %87-99
arasinda bildirilmigtir.  Diger tirler igin
duyarhlik oranlari %99.3 -100 ve 6zgulligu

ise %99 -100 arasinda saptanmigtir.

Line Probe (INNO-LIPA

Mycobacteria;Innogenetics V,Ghent,Belgium)

Assay

Line-probe teknolojisi ve revers hibridizasyon
esasina gobre identifikasyon yapabilen bir

DNA prob ydéntemidir. Kit, sivi veya kati
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besiyerlerinde izole edilen Mycobacterium
tlrlerinin eszamanh olarak aranmasi ve
identifikasyonu
Hedef, 16S-23S rRNA spacer bdlgesidir. Bu

amacla amplifiye edilmis, biyotinle isaretli

amaciyla kullaniimaktadir.

DNA materyali, spesifik oligontkleotid
problari ile hibridize edilir. Hibridizasyon
alkalen
hibride

baglanir. Kromogen ile inkiibasyon sonrasi

sonrasi, ortama ilave edilen

fosfatazla isaretlenmis streptavidin

biotin-streptavidin baglanmasi kolorometrik
bir sistemle tespit edilerek yorumlanir. Line
Probe Assay ile patojen dokuz mikobakteri(
M.avium -

M.tuberculosis complex,

M.intracelliilare complex,

M.chelonae - M.abscessus complex,
M.avium, M.intracellulare, M.kansasii,
M.gordonae, M.xenopi,  M.scrofulaceum)

tanimlanabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
INNO-LIPA sikhkla

karsilasilan mikobakterilerin rutin

Mycobacteria'nin

identifikasyonlarinda yorumu ve calisiimasi
kolay bir ydntem oldugu bildiriimis ve
laboratuvar identifikasyon testleri ile LIPA
arasinda biydk bir uyum (%99.6) rapor
edilmistir. Duyarlilik ve 6zgulligd % 100
suresi, PCR

amplifikasyon ve gel elektroforezini takiben

bulunmustur. Test

yaklasik 3 saattir.

MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems)

Mikobakterilerin  identifikasyonu amaciyla
gelistirilen molekuler tekniklerden biridir. Bu
amagla izole edilen mikobakteri tlrlerilerinde
16S rRNA genine ait yaklasik 500 bp’ lik

blaylk bir boélge (76S rDNA) incelenir.

identifikasyonda, 6ncelikle hedef bdlgenin

amplifikasyonu  vyapilir.  Bunu  takiben
amplifiye edilen Urln sekans analizi ile tdr
tanimlanir. Test

boyutunda islemi,

amplifikasyon ve elektroforez iglemlerini
takiben yaklagik 4 saatte tamamlanir. Daha
Onceden fenotipik metodlarla  yapilan
tanimlamalar ile sekanslama kiti'nin uyumu
% 82-87 arasinda degismektedir. American
Type Culture Collection (ATCC) suslari ile
yapilan bir baska calismada tur, grup veya
nikleik asit

kompleks seviyesinde

sekanslama ile %98.3 oraninda dogru

tanimlama yapilabildigi saptanmigtir.

DNA olgimleme, miktar tayini ve sekans

analiz islemlerinin tamaminin otomatize
edildigi cihaz, ABI PRISM 310 Genetic
analyzer (Perkin-Elmer/Applied Biosystems,
Toster city, California) ticari olarak mevcuttur.
Bu sistemde o&rneklerin analizi “multicolor
floresans”

teknolojisi ile yapilmakta ve

degerlendirmeler icin  gelistiriimis  uygun

programlar kullaniimaktadir.
DNA microarray

Bu teknoloji, diger nukleik asit tabanh
teknolojiler gibi  birbirine  komplementer
dizilerin hibridizasyonu ve goéruntilenmesi
esasina dayanir. Sistem gerek sivi veya kati
besiyerlerinde Uretilen mikobakterilerin tir
dizeyinde tanimlanmasi  gerekse TB
ilaclarina direnci saptamak igin kullanilabilir.
Henuz bu teknolojinin TB tanisi ile ilgili
calismalari arastirma asamasinda olup ilag
direnci ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda dizi
analizi ile uyumlu sonuglari rapor edilmistir.
DNA microarray teknolojisi ile 54 mikobakteri

tirind ayirt edebilen 82 farkli 16S rRNA
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dizisi ve 51 farkli rpoB gen mutasyon dizisi

bulunmaktadir.

Tanimlamalar, mikobakteriden PCR ile elde

edilen amplikonlarin, ¢ok sayida farkl
oligonukleotid prob iceren minyattr analitik
araclar tzerinde ( DNA chipleri’nde) kendine
uyan prob ile hibridize olmasi sonrasinda
ortama yayilan floresan sinyallerin bir tarayici
tarafindan saptanmasiyla gergeklesir. Testin
ortalama sonuglanma suresi yaklasik 4

saattir.

Sonu¢ olarak; Konvansiyonel y&ntemlerin
altin standart oldugu géz ardi edilmeksizin
ginimizde pekgok mikobakteri
laboratuvarinda ticari molekiler sistemler,
rutin uygulamalarda 6zellikle solunum yolu
drneklerinden hizli tani amagli
kullaniimaktadir. Ozellikle FDA onayi almig
olanlar ile FDA onayi olmayan ancak Ulkemiz
diginda pek cok Ulkede diagnostik amacla
kullanilmakta olan diger ticari sistemlerin bir

kismi, supheli hastalarin takibinde, hizl

taranmasinda, hastaligin eredikasyonu
savasinda ve optimal tedavilerinin
yonlendirilmesinde oldukca etkili
gOrinmektedir. Ancak ekstrapulmoner

orneklerden M.tuberculosis’in ticari molekdler
sistemlerle tanisi icin daha pekgok kontrolll
genis
modifikasyonlarina

calismalara ve yontem
gereksinim

duyulmaktadir.
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