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Tan›l Kocagöz

Tüberküloz tüm dünyada en önemli sa¤l›k sorunlar›ndan biri olmaya de-
vam etmektedir. Y›lda yaklafl›k 10 milyon yeni tüberküloz hastas› ortaya
ç›kmakta ve 3 milyon kifli bu hastal›ktan ölmektedir. Ba¤›fl›kl›k sistemini
bask›lay›c› tedavilerin artmas› ve AIDS’in dünyada h›zla yay›lmas› tüber-
külozun da h›zla t›rman›fla geçmesine neden olmufltur. Birçok ülkede yap›-
lan araflt›rmalar AIDS hastalar›n›n %18-25’inin hastal›k süreci s›ras›nda tü-
berküloza yakaland›klar›n› ortaya koymufltur. Tüberküloz hastalar›n›n er-
ken tan› ve tedavisi hastalar›n iyilefltirilebilmesi ve bu hastal›ktan toplu-
mun korunmas›nda en etkili yoldur. Bu nedenle tüberküloza yakaland›¤›
düflünülen hastalar›n tan›lar›n› kan›tlayacak, duyarl›l›¤› ve özgüllü¤ü yük-
sek, h›zl› sonuç veren, uygulamas› kolay ve pahal› olmayan laboratuvar
yöntemlerinin günlük kullan›ma girmesi önemli bir gereksinim haline gel-
mifltir.

Ba¤›fl›kl›k sistemi bask›lanmam›fl kiflilerde tüberküloz %85 olguda tek ba-
fl›na akci¤erlerde ortaya ç›kar. Geriye kalan %15 olgunun bir k›sm›nda da
di¤er organ tutulumu ile birlikte akci¤erlerde de hastal›k vard›r. Oysa ba¤›-
fl›kl›k sistemi bask›lanm›fl kiflilerde olgular›n sadece %38’inde tek bafl›na
akci¤er tutulumu görülürken %32’sinde baflka organla birlikte akci¤er,
%30’unda ise tek bafl›na akci¤er d›fl› infeksiyon görülmektedir. Akci¤er d›-
fl› tüberküloz olgular›nda örnek al›nmas› ve al›nan örnekte tüberküloz ba-
silinin saptanmas› güçleflmektedir.

Mikroskopi: Robert Koch’un tüberküloz basilini buluflundan günümüze
dek yüzy›l› aflk›n süre geçmesine karfl›n, mikroskopi hala en h›zl› ve en
ucuz tan› yöntemi olmaya devam etmektedir. Ziehl-Neelsen gibi aside di-
rençli boyama teknikleri ile mikroskopta mikobakterilerin görülmesi özgül-
lü¤ü yüksek bir flekilde tan› konmas›n› sa¤lar. Buna karfl›n mikroskopi du-
yarl›l›¤› düflük bir yöntemdir ve incelenen örne¤in mililitresinde en az 5-
10 bin kadar bakteri bulunursa mikroskop incelemesi ile bunlar› yakalamak
mümkün olur. Florokrom boyalar›n kullan›lmas› bu duyarl›l›¤› artt›r›rken
özgüllü¤ün azalmas› sözkonusudur.

Kültür: Kültür ile örnekteki birkaç canl› mikobakterinin dahi gösterilebil-
mesi olas›d›r. Ancak Löwenstein Jensen gibi klasik besiyerlerinde kolonile-
rin gözle görülebilir boya ulaflmas› 3-8 hafta kadar sürmektedir.
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BACTEC gibi radyometrik kültür yöntemleri ile M. tuberculosis’in klinik ör-
neklerde varl›¤›n›n gösterilmesi ortalama on güne indirilmifl, ancak yönte-
min pahal› oluflu ve radyoizotoplar gerektirmesi özellikle geliflmekte olan
ülkelerde yayg›n kulllan›m›n› k›s›tlam›flt›r. Tüplerde oksijen tüketilmesi ve
karbondioksit oluflumunu gösteren bir indikatör esas›na dayanan “Myco-
bacterium Growth Indicator Tube (MGIT)” radyoizotop kullan›m› sorunu-
nu çözmüfl, ancak bu sistem de henüz ekonomik olmaktan uzak kalm›flt›r.
Bizim gelifltirmekte oldu¤umuz ve mikobakteri varl›¤›nda henüz koloniler
ortaya ç›kmadan rengi k›rm›z›dan sar›ya dönen “TK-besiyeri” hem h›zl› ta-
n› hem de ekonomik olma aç›s›ndan umut vermektedir. Bu besiyerinin di-
¤er h›zl› kültür sistemlerine bir baflka önemli üstünlü¤ü ise kontaminasyon
varl›¤›nda renginin yeflile dönmesi ve böylece kontaminasyonu gerçek mi-
kobakteri üremesinden ay›rt edebilmesidir.

Serolojik yöntemler: Tüberküloz tan›s› için ilk kullan›lan yöntemler olma-
s›na karfl›n serolojik testlerin özgüllü¤ünün düflük olmas› kullan›mlar›n›
k›s›tlam›flt›r. Bunun en önemli nedeni çevrede yayg›n olarak bulunan M. tu-
berculosis d›fl›ndaki mikobakterilerin çapraz tepkimeye yol açan antijenle-
ri ile s›kl›kla karfl›lafl›lmas›d›r. Bu durumu önlemek için testlerde kullan›-
labilecek, her mikobakteriye özgül antijen aray›fllar› sürmektedir. Tüm bun-
lara karfl›n özellikle akci¤er d›fl› tüberküloz olgular›nda serolojik yöntemler
tan›ya yard›mc› olabilmektedir.

Hücre kökenli enzimlerin araflt›r›lmas›: Adenozin deaminaz (ADA) pürin
metabolizmas›nda ifllevi olan bir enzimdir ve monosit, makrofaj ve özellik-
le T-lenfosit gibi birçok hücrenin olgunlaflmas›nda önemli rol oynar. Plev-
ra, periton, perikard ve beyin omurilik s›v›lar›nda, bu boflluklarda tüberkü-
loz bulundu¤u zaman ADA düzeyinin yükselmifl oldu¤u belirlenmifltir. Bu
durum kötü huylu tümörlerin varl›¤› gibi durumlarda da görülmekle bera-
ber ADA düzeyindeki yükseklik genellikle tüberkülozda oldu¤u kadar be-
lirgin de¤ildir. Baz› araflt›rmalarda beyin omurilik s›v›lar›nda, tüberküloz
menenjit olgular›nda, di¤er hastal›klarla karfl›laflt›r›ld›¤›nda ADA anlaml›
ölçüde artm›fl bulunurken, plevral s›v› örneklerinde tüm olgularda böyle
kesin ayr›m yap›labilmesini sa¤layacak yeterli farkl›l›k gösterilememifltir.

Aktive olmufl makrofaj, monosit ve granülositlerden salg›lanan ve bakteri-
lerin duvar›ndaki peptidoglikan› parçalayan lizozimin de tüberküloz plöre-
zi olgular›nda plevral s›v›da belirgin flekilde artt›¤› ve bunun tan›da çok ya-
rarl› olabilece¤i gösterilmifltir.

Nükleik asit problar›: Mikobakterilerin kromozomal DNA veya ribozomal
RNA’lar›, bunlara özgül olarak ba¤lanabilen DNA veya RNA problar› ile
saptanabilmektedir. Bu yöntemlerin özgüllüklerinin çok yüksek olmas›na
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karfl›n duyarl›l›klar› oldukça düflüktür. Bu nedenle klinik örneklerde miko-
bakteri saptanmas›ndan çok, kültürde üretilen mikobakterilerin türünün
h›zl› ve kesin bir flekilde saptanmas›nda kullan›m alan› bulmufltur. Yönte-
min duyarl›l›¤›n› artt›rmak için “dallanan DNA sinyal artt›rma sistemi” ad›
verilen yeni bir teknik gelifltirilmifltir. Bu yöntemde özgül problar arac›l›¤›
ile çok say›da bildirici enzim molekülünün hedef nükleik aside ba¤lanma-
s› sa¤lanmaktad›r.

Nükleik asit ço¤altma yöntemleri: Mullis taraf›ndan 1985 y›l›nda PCR
(Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu) tan›mlan-
d›ktan sonra nükleik asitler in vitro özgül olarak ço¤alt›labilir hale gelmifl-
lerdir. Bu yöntemler ile klinik örneklerdeki mikobakterilerin varl›¤› nükle-
ik asitlerinin bir bölgesinin milyonlarca kat ço¤alt›lmas› ile kolayca sapta-
nabilmektedir. Bu yöntemlerin duyarl›l›¤› çok yüksek oldu¤u için, dikkat-
li, kontrollü bir çal›flma gerektirmekte, en küçük kontaminasyon dahi ya-
lanc› pozitif sonuçlara yol açabilmektedir.

PCR: Bu yöntemde ço¤alt›lmas› istenen DNA örne¤i, DNA replikasyonu için
gereken maddelerle birlikte, üç de¤iflik ›s›da bir döngü (siklus) içerisinde tu-
tulur. ‹lk basamak denatürasyondur. 94°C’ye dek ›s›t›lan DNA’n›n iki zinci-
ri birbirinden ayr›l›r. ‹kinci basamak birleflmedir (Annealing). Sadece ço¤al-
t›lmak istenen DNA dizisini özgül olarak tan›yan iki primer, s›cakl›¤›n (55-
70°C’ye) düflürülmesiyle, birbirinden ilk basamakta ayr›lm›fl olan kal›p DNA
tek zincirlerine ba¤lan›r. Üçüncü basamak primerlerin uzamas›d›r. Opti-
mum çal›flma s›cakl›¤› 72°C olan Termus aquaticus (Taq) polimeraz› (ya da
›s›ya dayan›kl› baflka polimerazlar) bu ›s›da primerlerden bafllayarak DNA
sentezi yapar. Bu üç basamak bir döngüyü oluflturur ve her tekrarlan›fl›nda
iki primer aras›nda kalan özgül DNA parças› iki kat›na ç›kar›lm›fl olur. De-
ney tüpleri bu üç de¤iflik ›s›da s›ra ile belli süreler otomatik olarak ve iste-
nildi¤i say›da döngüye programlanabilen bir araç taraf›ndan tutulur. Ge-
ometrik olarak artan ve k›sa sürede çok büyük miktarlara ulaflan özgül DNA
ürününün elektroforez gibi bir yöntemle gösterilmesi oldukça kolayd›r.

SDA (Strand Displacement Amplification-Zincir Ay›rma Ço¤altma): PCR’a
benzeyen bu yöntem E. coli DNA polimeraz› Klenow parças›n›n çift zincir-
li DNA üzerinde kesilmifl tek zincir varl›¤›nda, bu noktadan bafllayarak, bir
zinciri ay›r›p di¤eri üzerinde DNA sentezi yapabilme yetene¤ine dayan›r.
Bütün tepkime 37°C’de yürütülür ve primer ba¤lanmas›, kesilme, zincir ay-
r›lmas› ve DNA sentezi ile PCR’da oldu¤u gibi özgül bir bölge geometrik
olarak ço¤alt›l›r. Yöntemin özgüllü¤ü yine sadece aranan etkene özgü DNA
dizilerini tan›yacak primerlerin kullan›lmas›na ba¤l›d›r.

TMA (Transcription Mediated Amplification-Transkripsiyona Dayal› Ço-
¤altma): TMA da SDA gibi izotermal bir amplifikasyon yöntemidir. Bu yön-
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temde ço¤alt›lan hedef nükleik asit ribozomal RNA’d›r. Önce ribozomal
RNA’n›n “reverse transcriptase” ile DNA kopyas› ç›kar›l›r. Sonra bundan
RNA polimeraz ile yeniden birçok RNA kopyas› yap›l›r. Tepkimelerin ken-
di kendine tekrarlamas› ile ürün ço¤alt›lm›fl olur. M. tuberculosis’e özgül bir
iflaretli prob ile ço¤alt›lan ürünün varl›¤› belirlenir. Bu yöntem için gerekli
olan RNA 1000 kopya kadard›r ki; bu bir basilde bulunan ribozomal
RNA’n›n yar› miktar›na eflde¤erdir.

Bildirici mikobakteriyofaj: Atefl böce¤inin ›fl›k üretmesinden sorumlu lusi-
feraz enzim geninin mikobakteriyofajlara klonlanmas› ile bildirici fajlar el-
de edilmifltir. Klinik örneklerde bu fajlar ile infekte edilen basiller “lucife-
rin” eklendi¤inde ›fl›k oluflturarak karanl›k alanda kolayca görünür hale ge-
lirler. Bu yöntem ile canl› ve cans›z bakteriler de ay›rt edilebildi¤inden ba-
sillerin bir ilaç varl›¤›nda ›fl›k üretip üretmediklerine bak›larak, k›sa süre-
de antitüberküloz ilaçlara duyarl›l›k da belirlenebilmektedir.

Mikobakterilerin tiplendirilmesinde kullan›lan yöntemler: Ba¤›fl›kl›k siste-
mi bask›lanm›fl hastalarda M. tuberculosis d›fl›ndaki mikobakterilerin de in-
feksiyona yol açabilmesi, tedavileri birbirinden önemli farkl›l›klar gösteren
mikobakterilerin tiplendirilmesinin büyük önem kazanmas›na neden ol-
mufltur. Haftalarca sürmekte olan biyokimyasal tiplendirme yöntemlerinin
yerini günümüzde h›zl› moleküler yöntemler almaktad›r. Özgül nükleik
asit problar› ile baz› atipik mikobakterilerin tan›mlanmas› günlük kullan›-
ma girmifltir. Bilinen tüm mikobakteri tiplerini kesin olarak tan›mlayabilen,
hsp65 geninin PCR ile ço¤alt›lmas› ve restriksiyon enzim analizine daya-
nan yöntem ise gelecek için en umut veren yöntemler aras›ndad›r.

‹laç direncinin h›zl› saptanmas›nda kullan›lan yöntemler: Klasik kültür
besiyerleri ile mikobakterilerin antitüberküloz ilaçlara duyarl›l›klar› aylar-
ca sürebilirken, h›zl› kültür sistemlerinin kullan›lmaya bafllamas› ile bu sü-
re bir miktar k›salm›flt›r. Yukar›da belirtti¤imiz bildirici mikobakteriyofaj-
lar ile bu sürenin bir veya birkaç güne indirilebilece¤i düflünülmektedir.
Fluorometrik nükleik asit ço¤altma sistemlerinin ortaya ç›kmas› günümüz-
de ilaç direncinden sorumlu mutasyonlar›n birkaç saat içerisinde saptana-
bilmesini sa¤layabilecek güçtedir. Halen gelifltirmekte oldu¤umuz bu tür
bir yöntem ile, aside dirençli basilin bulundu¤u klinik örneklerden, do¤ru-
dan rifampisin direncine neden olan mutasyonlar›n %90’dan fazlas›n› sap-
tayabilmekte, bu mutasyonlar›n rifabutine çapraz direnç oluflturup olufltur-
mad›¤›n› da belirleyebilmekteyiz.
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