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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’IN

LABORATUVAR TANISI

Mehmet Sait TEKEREKOGLU®
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Tiiberkiiloz basilinin kisa sirede tammianmasi, ila¢ direncinin saptanmasi ve
infeksivon kaynagimn belirlenmesi etkin bir tedavi igin ¢ok Gnemlidir. Bu
nedenle klasik laboratuvar tam metodiarr yamnda hizli sonug veren, duyariihgi

ve Ozgiilligii yiiksek, kolay uygulanabilir yveni kiltir ydntemleri ve molekiiler
biyoloji teknikleri gelistirilmistir.
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The laboratory diagnosis of mycobacterium tuberculosis

Rapid /laboratory detection of the tuberculosis bacilli, determination of its drug
resistance and detection of the source of infection are very important for
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Tarihin en eski hastaliklarindan birisi olan
tliberkiiloz bir enfeksiyon hastalidi yaninda
ayrica sosyal bir hastalik olup; giiniimizde
tani ve tedavi ydntemlerindeki ilerlemelere
ragmen dnemini korumaya devam etmektedir.
1980 yillardan sonra ortaya ¢ikan “Human
Immunodeficiency Virus® (HIV) infeksiyonu ile
birlikte tekrar giindeme gelmistir. Bugiin
sadece az gelismis ya da gelismekte olan
lilkeler degil, gelismis iilkelerin de en biiylik
sorunlarindan birisini olusturan tiiberkiiloz,
biitiin diinyada yaygin olarak gériilmekte ve
dnemini  korumaktadir.'® Yurdumuzda da
tiiberkiilozlu hasta sayisi son yillarda artmaya
devam etmektedir. *

Klasik olarak tiiberkiiloz tanisi; klinik belirtiler,
radyolojik goriiniim, tiiberkiilin deri testi, klinik
orneklerden hazirlanan preparatlarda
tiiberkiiloz basilinin goriilmesi ve besiyerinde
uretilmesiyle miimkiin olmaktadir. Klasik tani
yontemlerinden mikroskopinin  duyarliliginin
diisiik olmasi, kdiltiiriin ise uzun zaman almasi,
arastirmacilari bu hastaligin erken tanisinda
kullanilabilecek yeni ydntemleri denemeye
yoneltmistir.>®
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successful treatment. Therefore rapid, highly specific and sensitive, easily
applicable novel culture methods and molecular diagnostic techniques have
been developed in the recent years.

Key words: Mycobacterium tuberculosfs, Laboratory diagnosfs.

Giinlimiizde tiiberkiiloz tanisinda kisa siirede
sonu¢ alinmasina olanak saglayan molekiiler
biyoloji teknikleri kullanilimaya baslanmistir.
Polimeraz zincir reaksiyon yéntemi (PZR) bu
amagla  kullanilan  metodlarin  basinda
gelmektedir®°,  Ancak yaygin  olarak
denenmesine  karsin  PZR  ydnteminde
arzulanan 6zgiillik ve duyarlhlik heniiz elde
edilememistir. %

MYCOBACTERIUM TUBERCU LOSIS'IN
GENEL OZELLIKLERI

0.2-0.5 pm eninde ve 1-4 pm boyunda olan
Mycobacterium tuberculosis, tek tek kiigiik
zincirler halinde bulunabildigi gibi kiiciik
demetler halinde de bulunabilen hareketsiz,
sporsuz ve kapsiilsiiz basillerdir.
Besiyerlerindeki kiiltiirlerinden yapilan prepa-

ratlarda ise c¢odu kez biyiik kiimeler
olustururlar.
Tiberkiiloz basilleri Gram boyas! ile gii¢

boyanirlar. Mikobakterilerin boyanmasinda en
¢ok kullanilan ydntem Ehrlich Ziehl-Neelsen
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dir. Ayrnica Auramin ve Kinyoun boyama
yéntemleri de kullaniimaktadir 2.

Kati  besiyerinde kuru, partiikli, sigil
goriinimiinde kirli beyaz, deve tiiyii renginde,
hafif sarimtirak, 1-2 mm c¢apinda koloniler
olusturur. Sivi besiyerinde graniiler sekilde,
ylzeye yakin lireme gosterir. Mycobacterium
tuberculosisin ikiye béliinme siiresi ortalama
15-20 saat arasinda dedismektedir. Bunun
nedeni DNA'ya bagimli RNA polimeraz enzim
defektine bagl oldugu diisiiniilmektedir®. Ikiye
béliinme siiresinin  uzun olmasi nedeniyle
koloni olusturma siireleri 10-14 giinii bulurken,
bu siire iki aya kadar uzayabilmektedir.l

LABORATUVAR TANISI

Yurdumuz icin de ¢ok &nemli bir saglik sorunu
olan tiiberkiilozun tanisi ile ilgili problemler,
bugiin hala klinik &rneklerin alinmasi ve
laboratuvara ulastinimasi asamasinda,
hazirlamada, kiiltiir tekniklerinde ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) testlerinde karsilasilan
problemler olmak lzere incelemek
miimkiindiir:

Idrar: Erken saatlerde, en az 40 ml, ilk akim
idrari alinmasi ve en kisa siirede laboratuvara
ulastiriimasi gerekir. Diger zamanlarda alinan
idrar ©Ornekleri diliie olacagindan uygun
degildir. Birbirini takibeden (i¢ giinde, {ic ayri
idrar  Ornedinin  incelenmesi  mikobakteri
izolasyon sansini artirir.

Balgam: Sabah erken saatlerde, hastanin agiz
temizligi yapildiktan sonra ve yataktan
kalkmadan o®nce, 50 mllik plastik kullanilip
atilabilen disposible santrifiij tiiplerinin 1/5'ini
gecmeyecek sekilde balgam ©rnedi almak
gereklidir.

Balgam kiiltiiriinii birbirini izleyen {i¢ glinde, (¢
kez tekrar etmek izolasyon sansini artirir.
Ancak klinigi israrla tiiberkiilozu diisiindiiren
hastalarda (ic ©rnedin negatif ¢ikmasi
durumunda bes veya alti 6rnegin incelenmesi
Onerilmektedir.

Achk mide suyu (AMS): Hasta birsey
yemeden ve yataktan kalkmadan, mimkiinse
bir gece hastanede yatinildiktan sonra, sabah
erken saatlerde AMS alinmasi  gerekir.
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Mikobakteriler mide suyunda canliliklarini gok
cabuk kaybettiginden, klinik 6rnegin % 40k
anhidréz disodyum fosfat (Na,HPQ,) ile
nétralize edildikten sonra (her 35-50 ml drnek
icin 1.5 ml tampon sivisi) miimkiin olan en kisa
siirede laboratuvara ulastinimasi ve laboratu-
varda bekletilmeden islenmesi gerekmektedir.

Steril viicut sivilani: Plevra, perikard, beyin-
omurilik sivisi (BOS), sinoviyal ve asit sivilari,
kan, kemik ilidi ve irin gibi 6rnekler aspirasyon
teknikleri veya cerrahi ydntemler kullanilarak
aseptik kosullarda alinmalidir. Miimkiin oldugu
kadar cok miktarda (10-15 ml) steril kaplara
veya enjektore toplanmali ve kanh orneklere

antikoagiilan olarak, sodyum polyanetol
siilffonat (SPS) eklenmelidir. BOS gibi
niimuneler az sayida mikobakteri

icereceginden, inceleme icin en az iki ml érnek
gerekir.'*

Tiiberkiiloz hastalarinin erken tani ve tedavisi,
tiiberkiilozdan toplumun korunmasinda en
onemli yoldur. Bu nedenle tiberkiloz
infeksiyonuna yakalandidi diisiiniilen hastalarin

teshislerini  kanitlayacak, duyarlhligi  ve
ozgulligi yiiksek, hizl sonu¢ veren,
uygulamasi kolay ve pahali olmayan
laboratuvar yontemlerinin  rutin  kullanima

girmesi oldukca dnemlidir.
I. MIKROSKOPiK INCELEME

Tiiberkiiloz basilinin en hizh ve en ekonomik
tani yontemidir. Alinan materyalden dogrudan
veya homojenizasyon isleminden sonra
hazirlanan  preparat, Ziehl-Neelsen gibi
boyama teknidi ile boyanarak incelenir. Fazla
duyarl olmamasina ragmen cabuk sonug
alinmasi nedeniyle laboratuvarlarda siklikla
uygulanmakta olup; tani degeri oldukca
yiiksektir **°, Pratikte fazla kullanilmamakla
birlikte, floresan boyalarla boyanarak, UV
mikroskobunda veya &zel diyafram takilarak
normal 1stk  mikroskobunda  preparatlar
incelenebilmektedir.'® Mikroskopik incelemede
aside direngli basilin goriilebilmesi icin rnedin
mililitresinde en az 10.000 kadar bakteri
bulunmasi gerekmektedir .
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II. KULTUR YONTEMLERI

Altin standart olarak dnemini halen koruyan
kiiltirin -~ duyarlihgi  direkt  mikroskopik
incelemeye gére daha fazladir. Cogunlukla
Lewenstein-Jensen ve Middlebrook besiyerleri
kullanilmaktadir. Hizh sonu¢ veren baz
sistemlere karsin ge¢ sonug vermesine ragmen
kiiltiir,  bakterilerin ~ canlihdini  dogrudan
gbstermesi, ayrica c¢ogaltilan susun daha
sonraki inceleme ve arastirmalar i¢in muhafaza
edilebilmesini  sadlamasi  agisindan  ¢ok
onemlidir. Tiberkiiloz tanisinda mutlaka kiiltiir
yapilarak bakteri (retilmeye calisiimalidir.
Kiiltiir negatif denilebilmesi icin en az 6 hafta
beklenmesi gereklidir. Son yillarda hizli sonug
veren kiiltiir sistemleri gelistirilmistir.

Radyometrik ydntem (Bactec): Kiiltir
siseleri icerisinde karbon kaynagi olarak *C
iceren palmitik asit bulunur. Mikobakteriler
Uireme esnasinda palmitik asiti kullanarak
radyoaktif CO, olustururlar. Uretilen radyoaktif
gazin miktarn Olgllerek bakteri iremesi daha
kisa siirede belirlenmektedir. Bu ydntemle
klinik orneklerde M. tuberculosis’in
gosterilmesi ortalama bir haftadir. Pahal
olmasi ve radyoaktif madde gerektirmesi
dezavantajdir. Avantaji hizli, kolay iiretme ve
tiplendirme sadlamasidir. Bu ydntemle kisa
siirede antibakteriyel duyarliik incelemesi de
yapilabilmektedir.'

Floresan yéntemi: Mikobakteri (iremesi,
ortamdaki oksijenin kullaniimasina bagh olarak
floresans veren bir madde iceren tiipte
(Mycobacteria growth indicator tube, MGIT)
kiiltiir yapilarak gosterilir. MGITte dipteki
silikona gémiilii floresan bir madde bulunur.
Besiyerinde oksijen bulunmasi floresansi
engeller. Ancak bakteri liremeye basladijinda
oksijen tiiketimine bagli olarak floresans
ortaya cikar. Uremeye bagl floresans 365 nm
dalga boyunda ultraviyole 1s1§1 (Wood lambasi)
ile gorilir. Bu sistemde iireme on giinde
saptanabilmektedir. Bu ybntemle
antitiiberkiiloz ilaglara duyarliik da hizli olarak
belirlenebilmektedir.'’

Haberci mikobakteriyofaj:

Mikobakteriyofaj, =~ mikobakterileri  infekte
edebilen ve bakteri icerisinde kolayca tesbit
edilebilen bir {iriin olusturan viriistiir. Lusiferaz
enzim geninin bu fajlara klonlanmasi ile
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haberci fajlar elde edilmistir. Lusiferaz enzimi,

ATP varlhidinda lusiferinin  oksitlenmesini
katalize eder ve bu sirada 151k olusmasina yol
acar. Klinik orneklerde haberci

mikobakteriyofaj ile infekte edilen basiller
lusiferin eklendidinde isik olusturarak karanhk
alanda kolayca goériiniirler. Klinik érnekte 500-
5000 basil olmasi tani icin yeterli olmaktadir.
Bu yontem dort saat gibi kisa bir siirede
tamamlanabildiinden mikobakterilerde ilag
direncinin gabuk belirlenmesinde oldukca
onemli olmaktadir.*>*

III. SEROLOJIK YONTEMLER

Serolojik yontemlerin  dzgiilliikleri  oldukga
disiiktiir. Ortamda bulunan M. tuberculosis
disi mikobakterilerin antijenleri ile c¢apraz
tepkimeye yol acmaktadirlar. Bu nedenle
sadece M. tuberculosiste bulunan antijenler
saflastinimis ve 6zgiil monoklonal antikorlar

elde  edilmistir.  Teknolojik  gelismeler
sonucunda, serolojik yontemler tiberkiiloz
tanisinda yeniden énem kazanmaya

baglamistir. En sik kullanilan ydntem ELISA'dir.
Antijenler bircok epitop tasidiklan i¢in capraz
tepkimelere neden olabilmekte ve o6zgiilliigii
azaltmaktadir. Bu olumsuzluklari ortadan
kaldirabilmek amaciyla kati fazda antikor
rekabet testi (solid-phase antibody competition
test, SACT) isimli bir ydntem gelistirilmistir. Bu
yontemde plastik bir yiizey tiim mikobakteri
antijenleri ile kaplanip, lizerine konan
serumun, daha sonra eklenecek bir epitopa
0zgiil monoklonal antikorun bagdlanmasini ne
Olciide engelledigi arastinlir. Sadece bir
epitopa karsi yanit arandidindan 6zgiilliik
artmaktadir.

Serolojik testlerin duyarhhklar % 60 ile % 80
arasinda degismektedir. Ozgiilligii ise tek
0zgll epitopa antikor cevabi arandijinda %
100'e varmaktadir. Tiiberkiilozda serolojik
tanida genellikle olumlu sonuglar, hastaligin
ilerlemis devrelerinde elde edilmektedir. Bu
nedenle serolojik yontemler taniya ek bir katki
saglamamaktadir.>

IV. HUCRELERDEN SALINAN CESIiTLi
ENZIMLERIN BELIRLENMESI

Adenozin deaminaz (ADA): Adenozin deaminaz
pirin  metabolizmasinda goérevi olan bir

Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi 7(2):2000



Mycobacterium tuberculosis’in laboratuvar tanisi

enzimdir ve makrofaj, monosit ve dzellikle de
T-lenfosit gibi bir¢ok hiicrenin olgunlasmasinda
onemli rol oynar. Plevra, periton, perikart ve
beyin-omurilik sivilarinda tiiberkiiloz
bulundugunda ADA diizeyinin vyiikseldigi
belirlenmistir. Bu yiikseklik maling tiimérlerin
varlidinda da goriilmekle birlikte tiiberkiilozda
yiikseklik oldukga belirgindir. *°

Lizozim: Aktive olmus makrofaj, monosit ve
graniilositlerden  salgilanan  ve  bakteri
duvarindaki peptidoglikani pargalayan lizozimin
de tiiberkiiloz plorezi olgularinda plevral sivida
belirgin sekilde arttigi ve bunun tanida ¢ok
yararl olabilecegi gdsterilmistir.'’

V. MOLEKULER BiYOLOJiK YONTEMLER

a) Niikleik asit hibridizasyon ydntemleri:
Basilin  kromozomal DNA veya ribozomal
RNA’larinin, bunlara 6zgiil olarak baglanabilen
DNA veya RNA problan ile, tiir diizeyinde
saptanmasi  miimkiin  olabilmektedir. Bu
yontemlerin  6zgiilliiklerinin -~ gok  yiiksek
olmasina karsin duyarhhklan diisiiktiir. Prob
olarak kullanilan molekiillerin 6rnede yeterince
baglanabilmesi icin ornekte yeterli miktarda
niikleik asit bulunmasi gerekmektedir. Bu
nedenle problar genellikle sadece Kkiiltiirde
tiremekte olan  mikobakterilerin  erken
saptanmasi ve tiplendirilmesi amaciyla kullanil-
maktadir. 718

b) Niikleik asit cogaltma yontemleri:

A) Hedef amplifikasyon metotlar: Bu
yontemler hedef molekiilleri enzimatik olarak
replike ederek kolayca tespit edilebilir
seviyelere getirirler. Infeksiyon etkenleri, klasik
yontemlerle saptanamayacak kadar az oldugu
zaman, bunlarin gdsteriimesinde en etkili
yollardan biri de sadece hedef organizmada
bulunan bir niikleik asit dizisini, saptanmasi
miimkiin bir diizeye ulagana dek ¢ogaltmaktir.

I. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):
PZR DNA polimeraz enzimi kullanilarak ézgiil
niikleik asit segmentinin in vitro kosullarda
arka arkaya defalarca sentez edilmesidir.
Mikroskop ve kiiltiir yéntemleri ile saptanmasi
zor veya olanaksiz olan bir ¢ok infeksiyon
etkeninin  saptanmasinda  kullanildidi  gibi
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tiiberkiiloz tanisinda da en fazla umut veren
yéntemler arasina girmistir.

DNA kopyalarinin olusturulmasinda kiigiik bir
cift DNA primeri ve DNA polimeraz enzimi
kullanilr 1%2°,

Ornegin 1sitilmasi ile cift zincirli DNAnin tek
zincirli DNA haline getirilmesi (denatiirasyon),
primerlerin  tek zincirli hedef DNA'ya
badlanmasi (annealing), primer’lerin baglanma
oldugu tek zincirli DNA’nin komplemanterinin
sentezlenmesi baska bir ifadeyle primerlerin

uzamasi (ekstansiyon) seklinde gergekles-
mektedir, %101
Bu uzama isleminden sonra, orijinal DNA

segmenti ve yeni olusan komplementer DNA
zinciri yeni kaliplar olarak kullanilirlar. Bu
sekilde, her PZR siklusu mevcut DNA miktarini
iki katina ¢ikarir. Amplifiye olan riinle-
rin hizl tespit edilebilmesi nedeniyle PZR
tanisal amagla daha sk kullanilmaya
baglanmistir.  PZR c¢ok hizli bir metoddur.
PZR’in yanls negatif ve hatali pozitif sonuglar
verebilmesi dezavantajlaridir. Yanlis
negatiflikler ¢odgunlukla ortamda bulunabilen
inhibitorlere veya yetersiz sayida primer ve
enzim kullaniimasina badlidir.  Sakiniimasi
gereken en 6nemli sorun yanhs pozitifliklerdir.
Bunlar ozellikle bir dnceki deney sirasinda
amplifiye edilen ve ortamda kalan DNA
kalintilarinin (amplikon) veya direkt bakteriyel
DNA'nin (kontaminasyon) amplifikasyon
tiipine karismasi ile  meydana gelir.
Laboratuvar prosediirlerinin titizlikle
uygulanmasi ve vyeni gelistirilen cesitli
tekniklerin uygulamaya girmesi sonucunda
amplikonlar ve yabanci DNA ile kontaminasyon
riski 5Snemli dlgiide azalmaktadir. *°

2. Transkripsiyona dayah amplifikasyon
yontemleri (TAS/3SR): Birinci asamada,
“reverse transcriptase” (RT) enzimiyle drnekte
bulunan her bir tek zincir RNAmin
komplementeri olan DNA sentezlenmektedir.
Ikinci asamada ise, 1s1 ile denatiirasyonu
takiben tek zincir haline getirilen cDNA'nin T7
RNA polimeraz enzimi ile in vitro
transkripsiyonu saglanmaktadir. Herbir
cDNAnin transkripsiyonu ile yaklasik 40 kadar
RNA olusmakta ve bunlar bir sonraki siklusta
yeni cDNA'larin olusumu igin kullanilmaktadir.®®
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3. “Strand displacement amplification”
(SDA): Cift sarmal DNA'nin
denatiirasyonundan sonra (¢ deoksiniikleozid
trifosfat ve deoksiadenozin 5-(alfa-thio)-
trifosfat ile uygun primerler kullanilarak
lizerinde “restriction endonuclease site-specific
nick” boélgeleri bulunan DNA'lar
olusturulmakta, sonra restriksiyon enzimi ile
DNA Uzerinde kopmalar meydana
getirilmektedir. Daha sonra DNA polimeraz
enzimi, kinlan zincirin kisa pargasinin 3’
ucundan baslayarak DNA sentezini yaparken,
kopan DNA'ya ait uzun pargalarin yer
degistirmesini sadglamaktadir, Yer dedistiren bu
parcalar yeni reaksiyonlarin baslangicinda
hedef DNA gorevini lstlenmektedir. Kiriima,
polimerizasyon, yer degistirme islemlerinden
olusan siklusun tekrarlanmasi ile amplifikasyon
gerceklesmektedir. *°

B) Prob c¢ogaltma yo6ntemleri: Bu
yontemlerde, hedef niikleik asit dizileri yerine
bu dizileri saptamak icin  kullanilan
oligoniikleotid problar cogaltiimaktadir.

1. Ligaz zincir reaksiyonu (LZR): Ligaz
iIstya dayanikll termostabil bir enzim olup;
hedefe badlanan problar birbirine baglar.
Denatiirasyon, anneling ve birlesme (ligasyon)
sikluslarindan sonra DNA kopyas! olusur. LZR
avantajlar, yiiksek derecede spesifik olmasi ve
diger amplifikasyon teknikleri ile birlikte
kullanilabilmesidir. Her asamada enzim eklen-
mesi, nonspesifik Uriinlerin olusmasi ve konta-

minasyon kontrol sistemlerinin  olmamasi
dezavantajlarindandir.?
2. Q beta replikaz amplifikasyon

yontemi: QP replikaz, QB bakteriyofajinin
replikasyonunda gorev alan bir RNA badimli
RNA polimeraz enzimidir. Bu enzim kullanilarak
RNA problarinin kisa siire icinde
amplifikasyonu saglanmaktadir. Cok hizli
olmasi, biylk miktarda driin olusmasi,
deneyin 2-3 saat icinde tamamlanmasi,
izotermal sartlarda gerceklesmesi, spesifik
laboratuvar donanimina gerek duyulmamasi
avantajidir. En &nemli dezavantaji yanls
pozitifliklere neden olmasidir. 2

C) T“Restriction Fragment Length
Polymorphisms” (RFLP): Restriksiyon
endoniikleaz adl enzimler gift sarmalli DNA'yi
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daha kigciik parcalara ayirirlar. Herhangi bir
restriksiyon enzimi tarafindan taninan DNA
dizisine restriksiyon bdlgesi denir. Bu bolgeler
DNA iizerinde rastgele yerlerde bulunurlar. Bu
enzimler DNA'y1 dedisik biiylikliikte parcalara
béler. Niikleotid dizileri ve tanima bdlgelerinin
uzunludu agisindan birbirinden farkh yiizlerce

enzim vardir. Bu metodun uygulanmasi
ortamda ¢ok sayida DNA bulunmasini
gerektirdiginden, sekonder kaltir

kullanilmasina ihtiya¢ vardir. Zaman agisindan

bu bir dezavantajdir. Ancak tiiberkiiloz
suslarinin genotiplendiriimesine olanak
sagladidi icin epidemiyolojik calismalarda

biiyiik 8nemi vardir.?*

D) Baz dizi analizi: Cogunlukla antitiiberkiiz

ilaglara direncin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Baz dizisi tayin edilecek
DNA'nin  tek  zincirinin komplementeri

sentezlenerek kalip DNA'nin baz dizisi tesbit
edilmektedir. Tek zincirli DNA hedef olarak
kullaniimaktadir. 2%

E) Diger molekiiler yontemler: Yukardaki
yontemlere ilaveten “insertion segence” (IS)
primer setlerinin  kullanildigi  yontemler,
rastgele secilmis bir primer kullanilarak yapilan
“arbitrary” PZR ve ¢ift primer setinin
kullanildigi  “nested” PZR ydntemleri de
tiiberkiilozda c¢esitli amaclarla  kullanilabil-
mektedir. Ayrica KatG geni ve rpoB genine
yonelik primerler kullanilarak izoniazid ve
rifampisine direncli suslar tesbit edilebil-
mektedir. 23

Sonug olarak; giderek artan oranda &nemini
korumaya devam eden tiibekiilozun tani ve
tedavisinde basari saglamak icin; klasik tani
metodlarina ilaveten ilerleyen teknolojinin
geredi olarak hizh, duyarihdi ve o&zgiilliigi
yuksek, pahali olmayan, kolay uygulanabilir
tani metodlarin en kisa siirede girmesi
gerekmektedir.
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