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v Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR). kiltiire gore daha kisa stirede cevap vermesi necles lyle
Mycobacterium tuberculosis'in tarusinda kullanild:. Polimeraz zincir reaksivonunda lul-
larlan primerler bu bakteriye 6zgiil olan Insertion Sequence 6110 (1S6110)a ail olup 123
baz cifti uzunlugunda bir bolqemn (;anltxlmabmda kullanmildilar.

31 balgam. 20 idrar. 5 parasentez. 4 torasentez, 3 periton mayi ve 1 br, onkiyal 1:1\/ aj olrnalk
Uzere 64 drnek cahsildl. Balgam érneklerinin dekontamuﬂsyonu N-asetlil-L-sistein-NaOH.
diger orneklerin dekontaminasyonu ise NaOH-Sodyum sitrat yéntemiyle yapxldl. Kay-
natma yémemivle elde edilen DNA. polimeraz zincir reaksivonunda kullamicdi. 33 drnelk
PCR pozitif. 31 érnek PCR negatif olarak bulundu. ARB (aside-alkole rezistan basil) pozitil
orneklerin sayis1 30, ARB negatif érneklerin sayist ise 30'du. Kuilttir sonuclarina gire 17
ornek kaltar pozitif, 31 drnek ise kiiltiir negatifti. Polimeraz zincir reaksiyonunun -
varhhigi %94, 6zgullugn ise %79 olarak hesaplandi.

Standart  sus M. (uberculosis H37Rq'dan elde edilen DNA ile yuralilen PCR'm
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus DNA'Tarmimn varh@inda (1pg'dan az) bile normal
olarak cahstigi goruldaga. ’

Standart sus DNA'simin farkh konsantrasyonlarimin PCR ile cogaltilmasiyla elde edilen
sonuclara gore icinde yaklasik olarak 8 M. tuberculosis genomuna esdeger miktarlarda
DNA bulunduran biyclojik malteryallerde basilin varhinm gésterilmesinin miimkiin
oldugu bulundu. )

Sonu¢ olarak. PCR'm tiberkiiloz tamsmnda kullamilabilecek hizh. duyarll ve Ozgil bir
yontem olduﬁu gosterildi.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz, tant, PCR

¢/ Comparison of The Myobacterium Tuberculosis with The Conventional Methods

Polymerase chain reaction (PCR), due to its faster response than culture was used for the
diagnosis of Mycobacterium tuberculosis. Amplilication reactions were performed using
primers that amplify a 123 bp [ragment of Insertion Sequence 6110 (IS6110) specilic 1o
M. luberculosis.

A tolal of 64 samples were tested by PCR. The tvpe (number) of specimens tested as
lallows: sputum (31). urine (20). perisentez (5), torosentez (4], peritoneal uid (3) and bironcial
washing (1). Sputum samples were deconlaminated by N-acetyl-L-cysteine-NaOH. other
samples were decontaminaled by NaOH-Na citrate method. The DNA used in PCR was
obtained by boiling. 33 samples were found posilive with PCR and 30 samples were
negative with PCR. 30 samples were smear positive and 30 samples were smear negalive.
17 samples were culture positive and 30 samples were cullure negalive. The sensilivity
and specificity were 94% and 79%. respectively.

Polymerase chain reaction run with the DNA isolated from standart M. tuberculosis strain

* Bu cahyma Ondokuz Mays Universitesi Arastirma Fonu'nea (T-148 no.lu proje) destekknmm. olup.
Aras. Gér. Sezgin GUNES'in Yiiksek Lisans Tezi'nden hazirlannustir.
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Taberkdloz Tamsinda Polimeraz Zincir Reaksivonn
Yonteminin Konvansivonel Yontemlerle

Karsilastirihnas

H37Rq was working normally in the presence of DNAs (less than 1 pg) of Escherichia coli

and Staphylococcus aureus.

The detection limit for PCR was determined by making serial dilituons ol DNA [rom (he
standart M. tuberculosis H37Rq slrain. The detection limit of M. tuberculosis HB7Ry
strain was found lo be as low as ~8 M. tuberculosis genome eqivalents of DNA in

biological samples.

Key words: Tuberculosts, diagnosis, PCR

GIRIS

Diinya Saghk Orguti istatistiklerine gore,
1999 yilinda taberkiloz 9 milyon yeni has-
taya ve 3 milyon hastamn da éltimtine neden
olmustur®. Gelismekte olan tilkelerde, verteb-
ral Wiberktlozu hala bashea morbidite, morta-
lile ve non-travmatik parapleji nedenlerinden-
dirl. Gelismis tlkelerde de AIDS'in yaygm
hale gelmesiyle (iberkiilozlu hasta sayisi ye-
niden artmaya baslanustir®®. Tuberkiilozun
diger infeksiyon hastaliklanndan daha éldari-
¢ olmast ve HIV (Human Immunodeficiency
Virus} inleksiyonun epidemik hale gelmesi
nedeniyle erken tanisi buytk énem tasimak-
tachir®. Taberkiloz tedavisinde gelisen ilac
direnci hastah@in kontroliinti zorlastirmal-
tachr. Dtinya Saghle Orgitii'ntin Uluslararas:
Tuberktiloza Kars1 Birlik ve Akciger Has-

tahiklar:  Global DProjesinde (International
Union Against Tuberculosis and Lung Di-
sease  Global Projecl) 1994-1997 wyillan

arasmda 35 Ulkede yapilan istatistiklere gore
tberkiiloz tedavisinde yaygin kullanilan ilk
dort ilaca karst direnc¢ delismistir ve hizh
kontrol dnlemleri gelistirilmedigi strece bu
ilaclara karsi direnc oranlan artacaktur®.
Tihberktlozun gelismekle ve gelismis tlkeleri
ilgilendiren ve ilaclara kars1 direng gelistiren
bir hastalik olmast nedeniyle erken tanisi
biiytik énem lasimaktadir.

On tani, hasta hikayesi, klinik ve rad-
volojik bulgularin 1s1@inda konulabilirse de
kesin tam ic¢in hislolojik ve bakteriyolojik
analizler gerekmektedir!”. M. tuberculosis
tamsinda kullamilan en hizhh yontem boyan-
mis yayma preperatlarin mikroskopla ince-

lenmesiyle yapilan ARB (aside ve alkalene
direngli bakteri) arastirmasidir. Bu yonlemin
duyarlihgr oldukca dastktar ve ancak |
ml'de yaklasilk 10000 balkteri tasivan drnelk-
lerde pozilil sonug verir™ 11 Kiltir yéntemi
ise ancak 1 ml'de yaklasik 100 bakterivi
taniyabilmekte ve bazen 10 haltada sonucla-
nabilmektedir?. Bu testin duyarhlhigi valinz-
ca %50 olarak tahmin edilmektedir!!Y.

PCR. tipik ve atipik bakterileri avirabil-
mekledir. Bu durum, M. (tuberculosis ile ayim
klinik tabloyu gésteren diger mikobakterileri
ayirmada énemlidir!®,

Bu cahsmamzda tuberkiloz tamsmda
kullanilan PCR {estinin gelistirilmesi ile (am
testi olarak duyarhhk ve 6zgtilligunt clemeyi
amacladik.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma OMU Merkez Laboratuvar
Tiiberkiloz Unitesine ve Samsun Gogiis Has-
tabklar Hastanesinde ttberkiiloz tansivia
valmakta olan ve ila¢ tedavisi goren 64 hasta
ve 15 saghkh Kkisi tizerinde yapildi. 84 hasia
Ornegi 31 balgam, 20 idrar. 5 parasenter. 4
torasentez, 3 perilon, ve 1 plevral mayiden
olusmaktadir. 15 kontrol érnegdi 10 balgam ve
5 idrardan olusmakiacir. 13 érnedin kiilti-
riinde konlaminasyon olmasi, 1 érnegin kil-
tar ve 4 6rnegin ARB sonuclarimn bilinme-
mesi nedeniyle toplam 18 &rnek degerlendi-
rilmeye alinamadi.

Orneklerin PCR'a Hazirlanmasi

Orneklerin laboratuvar ve calisanlarn in-
feksiyonunu engellemesi amaciyla yapilan de-
kontaminasyon islemi icin Sechi®, bhakieri
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DNA'larnm sallastirmak icin "Kaynatma' me-
todu kullanildi®,

DNA Amplifikasyonu

Kullamilan primerler, M. tuberculosis kro-
mozomunda orlalama 16 kez tekrarlanan
156110 icinde 123 baz cifllik bélgeyi tam-
maktadir. Kullamlan primer ciflli
TUB-F:(5-CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-31) ve
TUB-R:(5"-CTCGTCCAGCGCCGCTTCCGG-3))
7 olup TUBITAK Gebze Arastirma Ens-
titsti'nde sentezlenmistir. PCR, 25 pllik re-
aksiyon hacminde, 1 x PCR tamponu (Pro-
Fermentas Taq DNA
polimeraz tamponlarndan biri), 1.5 mM
MgCl,. 200 upM  deoksiribontikleosid  (ri-
fosfatlar, her primerden 0.5 pM, %5 gliserol
ve DMSO, 1.25 U Taq DNA polimeraz (Pro-

mega, Extrapol, Fermentas) ve 2 pl DNA kul-

mega,  Exirapol,

lanilarak yapildi. Reaksiyon sartlari, 96°C'de
7 dakika denattirasyon: 35 dongili: 94°C'de
30 saniye denaliirasyon, 68°C'de 1 dakika
hibridizasyon ve 72°C'de 1 dakika sentez:
72°C'de 5 dakika son sentez seklindeydi.

PCR urtinleri %2'lik agarozda 100 bp
DNA Ladder'i (GIBCO BRL ve Promega) kul-
lamlarak yurttilda. Elekiroforez sonras: eli-
diyum bromid ile boyanan DNA, UV transillu-
minatdrde (Vilber Lourmat) incelendi ve (olog-
raflan gekildi. 123 bp'lik amplifikasyon ara-
nin gozlenmesi pozitif olarak degerlendirildi.

E. colive S. aureus DNA'larinin PCR'a
etkisi

E. coli ve S. awreus DNA'larm saflastir-
mak icin "Kaynatma" metodu® modifiye edi-
lerek kullanmildi. E. coli ve S. aureus inoku-
lumlan 37°C'de bir gece buytittldiler. Sonra
50mI'lik ti¢ falkon tiiptnden birincisine 5 ml
E. coli, ikineisine 5 ml S. awreus kullirle-
rinden eklendi, lticinciistine de 5 ml M. tu-
berculosis standart sus H37Rq stogundan bir
"loop"” dolusu bakleri konularak vorteksle
kanstinldh. Bundan sonra tic tipe de asagi-
daki islemler uygulandi'®. Cékelli Eppendor(

10
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taplerine alimip TE ile 400 plye tamamlandi
ve 30 dakika kaynauldi. Soguduktan sonra
esit hacimde kloroform:izoamil alkol (24:1)
konuldu. Vortekslendi. 13000 rpm'de 1 da-
kika santriftyj edildi. Swv1 tst fazdan 200 pl
%96k 400 i
soguk absolit alkol konuldu. -18°C'de 30 da-
kika bekletildi. 13000 rpm'de 10 dakika sani-
riftij edildi. Stipernatant dokalda. DNA peleli
tzerine %701k 1 ml alkol konuldu ve pelet

almdiklan sonra tlizerine

yikand:. 13000 rpm'de 10 dakika cokttritldi.
Supernatant atlp tiapler 37°C'de 30 dakika
kurutuldu. DNA'lara 25 npl TE eklenerek 4
°C'de saklandi. OD 260'da DNA konsantras-
yonlart dlctlda. M. tuberculosis H37Rqg DNA
konsantrasyonu 0.56 pg/pl, E. colimin 0.73
pg/ul. S, awreus'un 1.8 pg/pl olarak hesap-
landi. PCR daha 6nce anlatuldig sekilde ger-
ceklestirildi. PCR amplilikasyon tutinti %21k
agaroz jel eleklroforezi yapilarak analiz edildi.

Kullandigimiz Yontemin Test Edilmesi
PCR tra-

niini gorebilmemiz icin en az kac tane M. tu-

Kullandigimmz PCR yantemiyle,

berculosis genomunun bulunmasi gerektigini
test ettik. Bu test icin M. tuberculosis H37Rq
standart sus DNA'st kullamildi. H37Rq stan-
dart sus DNA'sindan 2'ser pl kullanilarak
PCR yapildi. Bu slok DNATNm konsantras-
yonu 112 ng/2 ul idi. H37Rq stok DNA's
101, 102, 102, 10% 10% 109 107 ve 108 kez
seyrellildi. Dolayisiyla 25 pl reaksiyon kar-
simlarnindaki DNA final
yvaklasik olarak 11 ng, 1 ng, 100 pg. 10 pg, 1
pg. 100 [g,
lilikasyon turiinleri eltidyum bromiir eklenmis

konsantrasyonlan
10 g ve 1 [g olacaklir. Amp-

olan %2'1ik agaroz jeli tizerinde elektrolorezle
ayristirlarak incelendi.

BULGULAR

Bu ¢alismada incelemeye alinan toplam 64
hastanin biyolojik érnekleriyle ytrtittilen PCR,
ARDB ve kualtur testleri sonuclan tablo 'de ve-
ornelkle PCR

rilmekledir. 46 yluriililen
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sonuclart tablo IP'de verilmelktedir. PCR so-

nueglarn kaltdr testi sonuclarma gore degerlen-
diritmektedir.

Tablo I PCR, ARB ve Kiliir Testleri Sonuclan.

Test Tiri Kontaminasyon Pozitif drek | Negatif mek
iceren 61‘”6‘( sayisi sayisi sayisi
PCR - 33 31
Kiliir 13 17 31
ARB - 30 30
Calismamizda duyarhilik  {PCR  pozilil

ornek sayisy/Tuberktiloz pozilil érnek sayisi x
100) %94, (PCR
sayist/Tiberkiloz negatit drnek sayist x 100)

dzgullik negatil  o6rnek
Y79, pozilif ongdrim %73, negalif 6ngdérim
2696 olarak hesaplandi.

15 kisilik kontrol grubundaki tim PCR
sonuclannda amplifikasyon gozlenmedi.

M. tuberculosis H37 Standart Susu'nun

E. coli ve S. aureus Varliginda

Cogaltilmasi

Standart sus M. tuberculosis H37 Rq
DNA's1 25 pllik re-
aksiyon kansimu icerisinde 1 pg E. coli ve S,
DNA'Tarmm
neden oldugu gortlda.

ile yuratilen PCRn

aureus varhfimin  inhibisyona

Tiberkiilloz Tamsmda Polimeraz Zincir Realesivonu
Yonteminin Konvansiyonel Yontemlerte

Rarsilastrlinas:

Kullandigimiz PCR Ydnteminin Test

Edilmesi

Standart H37 Rq susu DNAlarnmn farklh
Kkonsantrasyonlanmm PCR ile cogaltilmas: so-
nucunda, DNA KkKonsantrasyonunun azalma-
siyla PCR sonunda gozlenen
DNA
azalmaktadir (Sekil).

123 baz ¢ifti

uzunlugundald bantimim  yogunlugu

TARTISMA.

P‘CR M. tuberculosis tanismda kullamilan
diger laboratuvar yéntemlerine gore hizli, du-
yarli ve d6zgul bir yontemdir?-8:19 PCR'in du-
yarhhk ve 6zgillign degisik arastirma grup-
lar1 taralindan degisik ytzdelerde bulundu:
%81.3 ve %94. 79, %493 ve %75.504 04922 ve
9%98.515% 94100 ve %62.6110), 9487 ve w9717,
%94.7 ve %83.3U8. Bizim buldugumuz du-
yarihik ve ozgulluk ylzdeleri ise sirasivla
94.3 ve 79dur (tablo ). Sonuclarinuz hu
konudaki diger ¢alismalarm sonuclanyla pa-
ralellik gostermelktedir. M. tuberculosis'in PCR
ile yapilan tamsinda pozitil ve negalil dngo-
ram degerleri ise swrasiyla %97 ve 0840170
9%94.7 ve %8448 olarak bulundu. Bizim bul-
dugumuz pozilif ve negatil dngéram degerleri
ise %73 ve W96'dir (lablo II). PCR standart
kabul edilerels kulttr testiyle yapilan uyum

Tablo . M. Tuberculosis Tanisinda PCR Sonuglarnnin Kijltiir ve ARB ve Test Sonuclariyla Karsilastinlmasi.

Ormek sayssi Duyarilik | Ozgullik Ongériim
Ornek sayisi Kiiltor pozitif® Kultir negaﬁfb (sensitivity) | {specificity) {predictivity)
PCR+ PCR- PCR+ PCR- (%) (%) Pozitif Negatif
Toplam (46)* 16 1 6 23 94 79 73 96
ARB poziﬁF (22) 14 1 3 4 93 57 82 80
ARB negatif (24) 2 0 3 19 100 86 40 100

% M. tuberculosis icin pozi?if kiltir sonuclart

B M. tuberculosis negcnif kiiltir sonuclar

*13 Smegin kiiltirinde konmminosyon olmasi ve 5 Srnegin kisltir ya da ARB sonuclarimin bilinmemesi nedeniy|e rop|c1m 18 &rnek cieger|endiri|meyc

u||nC1mOCJI,

11
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Sekil. Optimize edilen PCR'in duyarlihginin slcilmesi.

O.M.U. Tip Dergisi Cilt: 19 No. |

klinik olarak goértlmeyen gecmisteki bir
pulmoner haslaliktan veya yalanci pozitil
sonuclardan kaynaklanabilirl!9),
Duyarliik ve ozgtllik sonuclart de-
kontaminasyon. DNA izolasyonu ve PCR
tranuan  gortntilenmesinde farkli yon-
temlerin kullammmina bagh olarak biiyiik
farkhiliklar gosterebilmektedir. Duyarhihk
ve dzgullugin karsilastimlmas: amaciyla
vapilan bir cabsmada yedi farkh labora-
tuvardan icinde hic M. tuberculosis bhasili
bulundurmayan veya bilinen sayida basil
bulunduran érneklere tam koymalart is-
IS6110
bolgesini codaltmaya yonelik kendi yon-

tenmistir?Y. Her laboratuvarm

temlerini kullandi@t tam cahsmalar so-

Kuyu no. 1-8: Saglkl insanlardan alinan srmeklerle yiritilen PCR;
Kuyu no. 9: "Promega 100 baz cifti DNA Ladder size marker";
Kuyu no. 10-15 standart sus M. tuberculosis H37 Rq DNA'lar: 10.
kuyu ~11 ng, 11. kuyu ~1 ng, 12. kuyu ~100 pg, 13. kuyu ~10
pg, 14. kuyu ~1pg, 15. kuyu ~100 fg, 16 kuyu negatif kontrol. Ne-
gatif kontrol ile balgam ve idrar sreklerinde bant gdzlenemezken,
standart sus M. tuberculosis H37 Rgq DNA'sinin 10'c1r(,kez sey-
reltilerek katlmasiyla yuritilen PCR tiplerinde beklendigi gibi 123

nuclarma gore yanlis pozitif sonuclarn
%3-20 halla laboratuvardan birinde %77
oldugu; duyarhihifin ise 10% bakterinin
var oldugu o6rneklerde %2-90 arasinda
degisligi goralmustur?Y. Elde edilen so-
nuclarn farkh olmasmm nedeni olarak
bu laboratuvarlarda balgam ormeklerine
uygulanan akicer hale gelirme (liquilica-

baz ciflik DNA banflan gszlendi.

kontrol testinde Kappa degeri 0.692. PCR ve
ARB uyumuna bakildiginda ise Kappa degeri
0.564 bulundu. Bu testler arasinda da makul
bir uyum gortilmektedir.

46 ornekle yurttilen PCR sonuclarina
gore orneklerin 14 lanesi (¢ testte de pozitil
sonug verdi. Bir 6rnek de kalttir pozitif oldu-
gu halde PCR sonucu negatif bulunmustur.
Bu durum. PCR'da inokilasyon hacmi cok
kiictik oldugu icin (inokulasyon hacmi kiil-
tiirde 0.5-1 ml, PCR'da ise 1-2 pl'dir}, bakteri
sayisinmn az oldugu durumlarda, 6megin islen-
diklen sonra inokiilasyon icin alinan kismin-
da mikobakteri DNA'sinin bulunmamasindan
kaynaklanabilir. 6 6rnek ise kiltiir sonucla-
rma gore negalil. PCR sonuclarina gére po-
#iUf sonuc¢ vermistir. Bu durum kialtirde ve

12

tion) ve dekontaminasyon islemlerinin

[arkl olusu ve amplilikasyon islemlerinde
standardizasyonun bulunmayisi gosterilmis-
tir2h,

M. tuberculosis'in PCR ile tanuisinda yanhs
sonuglara neden olan baz sorunlar gozlen-
mektedir. Bu sorunlardan biri, ozellikle M.
tuberculosis lamsimn rutin olarak yapildif
laboratuvarlarda gortlmektedir. Laboratuvar
malzemelerinden, kullamilan  pipetorlerden
veya dogrudan havadan daha once amplifive
edilmis PCR drimleri sonraki calismalarda
kontaminasyona neden olmakta ve yalanci
pozitil sonuclar ortaya c¢ikarabilmekiedir,
Bunu engellemek icin PCR'm ve dekonlami-
nasyonun yapildigis béliimler ayrn odalarda
olmahdir. Her PCR'da olasi konlaminasyonu
gozlemek amaciyla negatil’ kontrol kullanidr.

DNA izolasyonu ic¢in basil ve ucuz olusu ne-
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deniyle kaynatma yéntemini kullandik®,
DNA konsanlrasyonunun ylksek olusu da
PCR1 inhibe etmekle veya zayil bantlarm
gortlmesine neden olmakladir®®, Bu nedenle
reaksiyona girecek DNA konsantrasyonu iyi
ayarlanmalidir.

PCR sonucunda amplilikasyon gézlenme-
yen oOrneklerde. pipetajin DNAnm olmadig:
boltmden yapinus olabilecegi dustiniilerek,
ayni orneklen ikinci ve ucunceti kez PCR
vapildi. Bunlarm bir kismunin pozililf sonug
verdigi goraldi. Bu sonu¢ PCR'm kesin ne-
gatif sonuc verdigini sdyleyebilmek icin aym
drmegin  birkac kez cabsiimast gerektigini
gostermekiedir. Bu gozlemlerimiz, Afghani ve
ark.' nm yaptiklar calisma sonuclaryla da
uyum icindedir®d,

Mikobakterilerle ilgili bir diger sorun da,
hitere duvarlanmm bir 6zelliginden dolayr bu
baklerilerin bir araya gelerek kiumelesmele-
ridir. Bu durum. mikobaklerilerin klinik
ormeklerde esit dagilimin engellemektedir®?,

E. coli ve S. aureus bhakterilerinin normal
vicut florasinda varh@ nedeniyle bu bakle-
rilerin M. tuberculosis amplilikasyonunu inhi-
be edebilecegi distinialdi. Bunu test elmek
amaciyla, PCR, E. coli ve S. aureus DNA'la-
rmin farklt konsantrasyonlan varligimda ytra-
talda. 25 pllik reaksiyon karsinu igerisinde,
standart sus M. tuberculosis H37Rq'dan elde
edilen DNA ile yarttiilen PCR'da E. colive S.
aureus DNA'larmm 1 pg miktarlanmn in-
hibisyona neden olduklar gérilda.

Reaksivon kansimmnda denatiirasyon si-
calkhgmi distren DMSOR8 ve gliserol®?! (her
ikisi de %05 son konsantrasyonlarinda) ek-
lenerek PCR yuratildia. Reaksiyon kansi-
mimda DMSO ve gliserol icermeyen PCR'larda
negatil sonucg veren 15 6rnekien 3'G DMSO
ve gliserol varhginda pozitif sonuc verdiler,
Bu nedenle sonraki tim PCR calismalar bu
iki molekulti icerecek sekilde ytaratalda.

Kullandigumiz yonlemin test edilmesine

Tiberkiiloz Tamsinda Polimeraz Zincir Reaksivonu
Yonteminin Konvansiyonel Yontemlerle

Karsilastirilmas

yonelik yaptigimiz PCR sartlannda drmekler-
de en az 8 M. tuberculosis basili bulunmas
durumunda PCR'la pozitil sonuc¢ alinabil-
melktedir.

SONUC

PCR, inhibisyon ve capraz kontaminasyo-
nun engellenmesi durumunda M. tuberculosis
tanisinda  kullanilabilecek hizh, duyarh ve
ozgul bir yontemdir.
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