BAGISIKLIK SISTEMi BASKILANMIS HASTALARDA

0-19 TUBERKULOZUN LABORATUVAR TANISI

Taml Kocagoz

T{iberkiiloz tim diinyada en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya de-
vam etmektedir. Yilda yaklagik 10 milyon yeni tiiberkiiloz hastas1 ortaya
¢gikmakta ve 3 milyon kisi bu hastaliktan 6lmektedir. Bagisiklik sistemini
baskilayici tedavilerin artmasi ve AIDS’in diinyada hizla yayilmas: tiiber-
kiilozun da hizla tirmaniga gegcmesine neden olmustur. Birgok tilkede yapi-
lan arastirmalar AIDS hastalarinin %18-25’inin hastalik siireci sirasinda ti-
berkiiloza yakalandiklarimi ortaya koymustur. Tiiberkiiloz hastalarimin er-
ken tani ve tedavisi hastalarin iyilestirilebilmesi ve bu hastaliktan toplu-
mun korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle tiiberkiiloza yakalandig:
diisiiniilen hastalarin tanilarim kamitlayacak, duyarhilig: ve 6zgiilligi yiik-
sek, hizli sonug veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar
yontemlerinin giinliik kullanima girmesi 6nemli bir gereksinim haline gel-
misgtir.

Bagisiklik sistemi baskilanmamis kisilerde tiiberkiiloz %85 olguda tek ba-
sina akcigerlerde ortaya gikar. Geriye kalan %15 olgunun bir kisminda da
diger organ tutulumu ile birlikte akcigerlerde de hastalik vardir. Oysa bagi-
siklik sistemi baskilanmig kigilerde olgularin sadece %38’inde tek bagina
akciger tutulumu goriilirken %32’sinde bagka organla birlikte akciger,
%30’unda ise tek bagina akciger dig1 infeksiyon goriilmektedir. Akciger di-
s1 tliberkiiloz olgularinda 6rnek alinmasi ve alinan érnekte tiiberkiiloz ba-
silinin saptanmasi giiclesmektedir.

Mikroskopi: Robert Koch'un tiiberkiiloz basilini bulusundan giiniimiize
dek yiizyili agkin siire gegmesine karsin, mikroskopi hala en hizli ve en
ucuz tani yontemi olmaya devam etmektedir. Ziehl-Neelsen gibi aside di-
rengli boyama teknikleri ile mikroskopta mikobakterilerin goriilmesi 6zgiil-
ligi yiiksek bir sekilde tan1 konmasini saglar. Buna karsin mikroskopi du-
yarliligy diisiik bir yontemdir ve incelenen 6rnegin mililitresinde en az 5-
10 bin kadar bakteri bulunursa mikroskop incelemesi ile bunlar:1 yakalamak
miimkiin olur. Florokrom boyalarin kullanilmasi bu duyarlilig: arttirirken
Ozgulliigiin azalmas1 s6zkonusudur.

Kiiltiir: Kiiltiir ile 6rnekteki birkag canli mikobakterinin dahi gosterilebil-
mesi olasidir. Ancak Lowenstein Jensen gibi klasik besiyerlerinde kolonile-
rin gozle goriilebilir boya ulagmasi 3-8 hafta kadar siirmektedir.
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BACTEC gibi radyometrik kiiltiir yontemleri ile M. tuberculosis’in klinik 6r-
neklerde varhiginin gésterilmesi ortalama on giine indirilmis, ancak yonte-
min pahali olusu ve radyoizotoplar gerektirmesi dzellikle gelismekte olan
ilkelerde yaygin kulllanimini kisitlamigtir. Tiiplerde oksijen tiiketilmesi ve
karbondioksit olugumunu gosteren bir indikatoér esasina dayanan “Myco-
bacterium Growth Indicator Tube (MGIT)” radyoizotop kullanimi sorunu-
nu ¢6zmis, ancak bu sistem de heniiz ekonomik olmaktan uzak kalmastir.
Bizim gelistirmekte oldugumuz ve mikobakteri varliginda heniiz koloniler
ortaya ¢cikmadan rengi kirmizidan sariya dénen “TK-besiyeri” hem hizli ta-
n1 hem de ekonomik olma agisindan umut vermektedir. Bu besiyerinin di-
ger hizhi kiiltiir sistemlerine bir bagka 6nemli {istiinliigii ise kontaminasyon
varliginda renginin yesile dénmesi ve bdylece kontaminasyonu gercek mi-
kobakteri iremesinden ayirt edebilmesidir.

Serolojik yontemler: Tiiberkiiloz tanisi igin ilk kullanilan yontemler olma-
sina kargin serolojik testlerin 6zgiilliigiiniin diisiik olmas1 kullanimlarini
kisitlamigtir. Bunun en 6nemli nedeni gevrede yaygin olarak bulunan M. tu-
berculosis digindaki mikobakterilerin gapraz tepkimeye yol agan antijenle-
ri ile siklikla karsilagilmasidir. Bu durumu 6nlemek icin testlerde kullani-
labilecek, her mikobakteriye 6zgiil antijen arayiglari stirmektedir. Tiim bun-
lara kargin 6zellikle akciger disi tiiberkiiloz olgularinda serolojik yontemler
taniya yardimc: olabilmektedir.

Hiicre kokenli enzimlerin arastirilmasi: Adenozin deaminaz (ADA) piirin
metabolizmasinda islevi olan bir enzimdir ve monosit, makrofaj ve 6zellik-
le T-lenfosit gibi bir¢cok hiicrenin olgunlagmasinda énemli rol oynar. Plev-
ra, periton, perikard ve beyin omurilik sivilarinda, bu bogluklarda tiiberkii-
loz bulundugu zaman ADA diizeyinin yiikselmis oldugu belirlenmisgtir. Bu
durum kotii huylu tiimérlerin varligr gibi durumlarda da goriilmekle bera-
ber ADA diizeyindeki yiikseklik genellikle tiiberkiilozda oldugu kadar be-
lirgin degildir. Baz1 aragtirmalarda beyin omurilik sivilarinda, tiiberkiiloz
menenjit olgularinda, diger hastaliklarla kargilagtirildiginda ADA anlamh
Olgiide artmis bulunurken, plevral sivi 6rneklerinde tiim olgularda boyle
kesin ayrim yapilabilmesini saglayacak yeterli farklilik gosterilememisgtir.

Aktive olmus makrofaj, monosit ve graniilositlerden salgilanan ve bakteri-
lerin duvarindaki peptidoglikani parcalayan lizozimin de tiiberkiiloz plére-
zi olgularinda plevral s1vida belirgin sekilde arttig1 ve bunun tamida gok ya-
rarli olabilecegi gosterilmistir.

Niikleik asit problari: Mikobakterilerin kromozomal DNA veya ribozomal
RNA’lar1, bunlara 6zgiil olarak baglanabilen DNA veya RNA problan ile
saptanabilmektedir. Bu yontemlerin 6zgiilliiklerinin gok yiiksek olmasina
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karsin duyarliliklar: oldukga diigiiktiir. Bu nedenle klinik 6érneklerde miko-
bakteri saptanmasindan gok, kiiltiirde tretilen mikobakterilerin tiiriiniin
hizli ve kesin bir gekilde saptanmasinda kullanim alani bulmusgtur. Yonte-
min duyarliligini arttirmak igin “dallanan DNA sinyal arttirma sistemi” ad1
verilen yeni bir teknik gelistirilmistir. Bu yontemde 6zgiil problar aracilig:
ile gok sayida bildirici enzim molekiiliiniin hedef niikleik aside baglanma-
s1 saglanmaktadar.

Niikleik asit cogaltma yéntemleri: Mullis tarafindan 1985 yilinda PCR
(Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu) tanimlan-
diktan sonra niikleik asitler in vitro 6zgiil olarak gogaltilabilir hale gelmisg-
lerdir. Bu yontemler ile klinik érneklerdeki mikobakterilerin varligi niikle-
ik asitlerinin bir bolgesinin milyonlarca kat gogaltilmasi ile kolayca sapta-
nabilmektedir. Bu yontemlerin duyarliligi ¢ok yiiksek oldugu igin, dikkat-
li, kontrollii bir galisma gerektirmekte, en kiigiik kontaminasyon dahi ya-
lanci pozitif sonuglara yol agabilmektedir.

PCR: Bu yontemde ¢ogaltilmas istenen DNA &rnegi, DNA replikasyonu igin
gereken maddelerle birlikte, ti¢ degisik 1s1da bir dongii (siklus) igerisinde tu-
tulur. ik basamak denatiirasyondur. 94°C’ye dek 1sitilan DNAm iki zinci-
ri birbirinden ayrilir. ikinci basamak birlesmedir (Annealing). Sadece ¢ogal-
tilmak istenen DNA dizisini 6zgiil olarak taniyan iki primer, sicakligin (55-
70°C’ye) diiglirlilmesiyle, birbirinden ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA
tek zincirlerine baglamir. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir. Opti-
mum galigsma sicakligr 72°C olan Termus aquaticus (Taq) polimerazi (ya da
1s1ya dayanikli bagka polimerazlar) bu 1sida primerlerden baglayarak DNA
sentezi yapar. Bu li¢ basamak bir déngiiyli olusturur ve her tekrarlaniginda
iki primer arasinda kalan 6zgiil DNA pargas: iki katina ¢ikarilmig olur. De-
ney tlipleri bu ti¢ degisik 1s1da sira ile belli siireler otomatik olarak ve iste-
nildigi sayida dongiliye programlanabilen bir ara¢ tarafindan tutulur. Ge-
ometrik olarak artan ve kisa siirede ¢ok biiyiik miktarlara ulagan 6zgiil DNA
iirtiniiniin elektroforez gibi bir yontemle gosterilmesi oldukga kolaydar.

SDA (Strand Displacement Amplification-Zincir Ayirma Cogaltma): PCR’a
benzeyen bu yontem E. coli DNA polimerazi Klenow pargasinin gift zincir-
li DNA {izerinde kesilmis tek zincir varliginda, bu noktadan baglayarak, bir
zinciri ayirip digeri iizerinde DNA sentezi yapabilme yetenegine dayanir.
Biitiin tepkime 37°C’de yiiriitiiliir ve primer baglanmasi, kesilme, zincir ay-
rilmas1 ve DNA sentezi ile PCR’da oldugu gibi 6zgiil bir bolge geometrik
olarak gogaltilir. Yontemin 6zgiilliigii yine sadece aranan etkene 6zgii DNA
dizilerini taniyacak primerlerin kullanilmasina baglidir.

TMA (Transcription Mediated Amplification-Transkripsiyona Dayali Co-
galtma): TMA da SDA gibi izotermal bir amplifikasyon yéntemidir. Bu yon-
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temde cogaltilan hedef niikleik asit ribozomal RNA’dir. Once ribozomal
RNAnin “reverse transcriptase” ile DNA kopyas1 gikarilir. Sonra bundan
RNA polimeraz ile yeniden birgok RNA kopyas yapilir. Tepkimelerin ken-
di kendine tekrarlamasi ile tirtin gogaltilmig olur. M. tuberculosis’e 6zgiil bir
igaretli prob ile gogaltilan iiriiniin varlig belirlenir. Bu yontem igin gerekli
olan RNA 1000 kopya kadardir ki; bu bir basilde bulunan ribozomal
RNA’nin yar1 miktarina egdegerdir.

Bildirici mikobakteriyofaj: Ateg boceginin 1g1k tiretmesinden sorumlu lusi-
feraz enzim geninin mikobakteriyofajlara klonlanmas ile bildirici fajlar el-
de edilmigtir. Klinik 6rneklerde bu fajlar ile infekte edilen basiller “lucife-
rin” eklendiginde 1s1k olugturarak karanlik alanda kolayca goriiniir hale ge-
lirler. Bu yontem ile canli ve cansiz bakteriler de ayirt edilebildiginden ba-
sillerin bir ila¢ varliginda 1s1k iiretip iiretmediklerine bakilarak, kisa siire-
de antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilik da belirlenebilmektedir.

Mikobakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan yontemler: Bagisiklik siste-
mi baskilanmig hastalarda M. tuberculosis disindaki mikobakterilerin de in-
feksiyona yol agabilmesi, tedavileri birbirinden énemli farkliliklar gosteren
mikobakterilerin tiplendirilmesinin biiyiik 6nem kazanmasina neden ol-
mustur. Haftalarca siirmekte olan biyokimyasal tiplendirme yontemlerinin
yerini giiniimiizde hizli molekiiler yontemler almaktadir. Ozgiil niikleik
asit problan ile baz: atipik mikobakterilerin tanimlanmasi giinliik kullani-
ma girmistir. Bilinen tiim mikobakteri tiplerini kesin olarak tanimlayabilen,
hsp65 geninin PCR ile ¢gogaltilmasi ve restriksiyon enzim analizine daya-
nan yontem ise gelecek i¢in en umut veren yontemler arasindadir.

ila¢ direncinin hizli saptanmasinda kullanmilan yontemler: Klasik kiiltiir
besiyerleri ile mikobakterilerin antitiiberkiiloz ilaglara duyarliliklar: aylar-
ca stirebilirken, hizli kiiltiir sistemlerinin kullanilmaya baglamasi ile bu sii-
re bir miktar kisalmigtir. Yukarida belirttigimiz bildirici mikobakteriyofaj-
lar ile bu siirenin bir veya birkag giine indirilebilecegi diisiiniilmektedir.
Fluorometrik niikleik asit gogaltma sistemlerinin ortaya ¢ikmas: giintimiiz-
de ilag direncinden sorumlu mutasyonlarin birkag saat igerisinde saptana-
bilmesini saglayabilecek giigtedir. Halen gelistirmekte oldugumuz bu tiir
bir yontem ile, aside direngli basilin bulundugu klinik 6érneklerden, dogru-
dan rifampisin direncine neden olan mutasyonlarin %90’dan fazlasini sap-
tayabilmekte, bu mutasyonlarin rifabutine gapraz direng olugturup olustur-
madigini da belirleyebilmekteyiz.
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