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KABUL VE ONAY SAYFASI

Derya USTUNER'in YUOKSEK LISANS TEZI olarak haziriadig “Degisik Klinik
dmekierde tiiberkiilozun PCR (Polymerase Chain Reaction) ile kesin ve hizh tanisi” baghkh bu
galigma, jlrimizce Lisanstistd Ogretim Y8netmeli§i'nin ilgili maddeleri uyarninca
dederlendirilerek kabul edilmistir. '

S8I0K.(396

/W v
robamur V)

\%sk« Bge: chﬁd%rk\\{;uaet‘m/xd@iw i Aeiklawne ek ﬁalbora/o

sonolmus"{wr R > Lalbol edilemer ﬂl'ﬁ%[’kﬁ’dﬁ“.

Oye: Yrd. Dac.Dr . Mohsin gLPEw 2

Y rd Do D Stwilben ARTAY %41/0@3

e

Uye:

giin ve 342/839sayih karanyla onaylanmistir,

%

Prof. Dr. Nes'e TUNCEL
Enstitil Madtird U/



ICINDEKILER

ICINDEKILER. ....ecvvnrrraeencrsnsensissssssssessessssnssssssnssssssssnssssssssessosnsssnsssnsasees i
OZET eeeeeesnsnssessssecnnesessssssesssssessesssesssssnsesssssssessssessnssssssasasessnans iii
SUMMARY ...covtriiirttiimnniiinessisnssssssesssnississssssssiossssssossssesosassssessassssssns iv
ANAHTAR KELIMELER..........ccoetrereencrssessrasssensassessssenssssesersssssssssssesns iii
RESIMLER DIZINLL.....oorienreenrcrenreeresssssssesssssssssessssssssssssassassesssssanens v
GIZELGELER DIZINI ..o veonreeineeercncensesenncenssssssssssssesssssssssssssssssssssans vi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINL.......c.oeeveeeeeerrernernrensrenenenesresnenns vii
1. GIRISVE AMAG.....oeimeereiecrieneerennensesasesesssassenesssnesesesesessssassasscssonsn 1
2, GENEL BILGILER ....e.ecueerererencrcerensesesreeessssssssssessssssesssssssssssssssssnsens 2
2.1. Mycobacterium HUDEICUIOSIS.......ccooveererirearsnssseerscsorescsssasssssesesses 2
2.1.1. M. tuberculosis'in TanhGesl........ccceeccirersvnsecsrnenssessasssserssnns 2

2.1.2. M. tuberculosis Basilinin OzelliKlefi ..........ccecererrerrereereeernanee 2

2.1.3. M. tuberculosis’in Gorlilme SIKIG! .......ooemereenivrviniinrienenne 3

2.1.4. M. tuberculosis'in Tani Yontemleri ..........oeeeeiiinccesnernnnans 5

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).......ccceecstiecscntnnnnrsscnssnnsesssnes 6
2.2.1. PCRIN TANIMI ...uciiienesnisencsnssnssnssesssossesssnsssnssacassnsrassassans 6

2.2.2. PCR'daki Gerekli Elemanlar............ccccunsueisnnsnsnssisacssensennns 6



2.2.3. PCR'IN UG ASAMES! ....veceeeenercrerererenenesnsesecsecsssssssssscsnnsanes 7

3. GEREG VE YONTEM.......ccoirvrvermrirnerireresessssssesssesessesssssensssssssenes 11

31 GOIEG ...ttt sttt e sae s sa e sse e s e 11

AL Materyal......ooniceecreerceceee e rts et ne e as 11

3.1.2. Kimyasal Maddeler ..........ccoeevrerrrrrereerrcrueseeesneenseenesenennns 12

3.1.3. SOlUSYONIAr......ccccrrereerecrmirinsennreesesssestrsnensesssessssssessnnans 13

3.1.3.1. DNA Izolasyon Tamponlar.........cccceeveeeveereerereeressnnne 13

3.1.3.2. Jel Elektroforez Tamponlart ...........ccvceeeeecveecreeseneenanee 15

3.1.3.3. DNA Amplifikasyon Tamponlari ...........ccecceeeeercecncanenn 16

3.1.4. Aygitlar ve Geregler.........ccvveeeererccerertrnrnenrensscessesssnsraenns 17

3.2, YONOIM.....cceeneieienrrrrenscessesssnstenssesesenasstssananessesassnsansonsnans 18

3.2.1. DNA EIAESI .......ooneiecririniicreccecnnienence s cesneassananas 18

3.2.1.1. Balgamdan DNA Eldesi..........ccccceeemreerrnrnrscennsscncnnnns 18

3.2.1.2. Plevra Mayiinden DNA Eldesi ........c.ccccoenvrriirsucennen. 20

3.2.1.3. Kandan DNA Eldesi..........cccccemvmrrnnrenureesrnsnseceranaes 21

3.2.2. PCR lle AMplIfikasyon ............coeeeeereerersnnrenenesesesssesesnnnnns 23

3.2.3. PCR Uranlerinin Agaroz Jelde Degieriendirilmesi .............. 24

4. BULGULAR......cccoviittrtrrencrnnrrnsscseinersasseeseesesstsssassnessssssasssssesesnsnnns 25

5. TARTISMA .....comotimitreescnscritssissnsensssesessestssessrsssesssssssnessassssonanses 29

B. SONUG ......coreieiinriresersessessssseseststansensesssssesssesstassassessssssssessssssaraas 32

KAYNAKLAR DIZINL......ccucverrrrerercresennninsnnssssssesssssessnssessrsssssssssessssans 33
OZGEGMIS

i



OZET

Taberkdloz hastaliinin PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) ile kesin ve hizli
tanisint  gerceklestimmek (zere, Eskigehir Osmangazi Universitesl Tip Fakitesi Goégls
Hastaliklan Klinidi, Eskisehir Verem Savag Dispanseri, Ankara Atatlrk Gogls Hastaliklan
Hastanesl ve G6glis Cerrahi Merkezi'ndeki, toplam 25 tlberkilloz hastasindan alinan kan,
plevra mayii ve balgam &rnekleri ile bu galigma gerceklegtirildi.

Aragtirma beg asamada yapildl. lik asamada, 6mekler dekontamine edildikten
sonra M. tuberculosis basilinin DNA's1 elde edildi. Ikinci agamada elde edilen DNA'nin PCR ile
¢oJaltiimas! yani amplifikasyon basama@ gergeklestirildi. Uglinch agsamada, DNA'lann % 3 lik
agarozda, 90 V - 60 A'e maruz birakilarak yGritilmesi saflandi. D&rdincd asamada, UV
altinda sonuglar, pozitif ve negatif kontrollaria, toplanan dmekler pozitif veya negatif olarak
degerlendirildi. Sonuncu agsamada ise UV altinda MP4 Polaroid kamera sistemi ile émeklerin
fotograflan ¢ekildi.

Degerlendirmeler sonucunda, PCR ile tGberk{iloz hastali§inin kesin ve hizli
tanisinin yapilabilirli§i géralmastar.

Anahtar Kelimeler: PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ), Balgam,
Mycobacterium tuberculosis
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SUMMARY

In this study, a method based on PCR (Polymerase Chain Reaction) for the
rapid and definitive detection of M. tuberculosis was used to 25 clinical specimens. Such as,
sputum, peripheral blood, and pleural fluid. The specimens were obtained from Eskigehir
Osmangazi University Medical Faculty Hospital, Eskigehir tuberculosis Union, and Ankara
Atatlirk Chest Disease Hospital.

The research was obtained from five stages. In the first stage, after specimens
decontaminated, DNA of M. tuberculosis bacille was obtained. In the second stage, the
extracted DNA was amplificated by PCR. In the third stage, PCR-amplified DNA were
electrophoretically analysed on 3% agarose gel. In the fourth stage, the positive and the
negative results were compared with positive and negative controls under the UV. Finally, the
photographs of all results were taken with MP4 Polaroid Camera.

After the resuits of the evaluations it has seen that all the rapid and definitive
diagnosis of the tuberculosis can be put forward to by PCR.

Key Words: PCR (Polymerase Chain Reaction), Sputum,
Mycobacterium tuberculosis.
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1. GIRIS§ VE AMAC

Son yillarda bagta enfeksiyon hastaliklan olmak Uzere cesitli tip dallarinda
Snemli ilerlemeler olmustur. Molekiler genetik, mikobakteriyal hastalikian ¢ok c¢abuk
belirleyebilmektedir. Genetik polimorfizm nedeni ile, Kafkasya'da yagayanlar arasinda
thberkiloz hastali§inin az géruldGgting, buna karsilik Afrika yerlilerinde ve Kizilderili'lerde bu
hastaliin daha fazla oldugunu ve irkiara gbre hastalanma gansinin degistigi bilinmektedir (41).

Taberkiloz hastalifinin tanisi, hastanin hikayesl, klinik ve radyolojik bulgular
Gzerinden yapilabilmekte ancak kesin bakteriyolojik tani, balgam yaymasindan asit-fast
bakterilerin g&sterilmesi ve kiittrde etkenin Gretiimesine dayanmaktadir. Ehrlich-Ziehl-Neelsen
boyama y&ntemi ile asit-fast bakterinin (AFB) direkt mikroskobide g&sterilmesi en hizli ve basit
ydntemlerden birisi olmakla beraber duyarilifi ve 8zgullagd olmayan bir testtir (30). Ayrica
patojenik mikobakterilerin kiltirde Gremeleri 4 ile 8 hafta gibl uzun siire almaktadir. Son
zamanlarda tuberk{loz tanisinda gabuk, duyarli ve &zgiil testler geligtirilmigtir. Ozgtl nukleik
asit dizgelerinin PCR ile amplifikasyonu (gogaltiimast) birgok infeksiyon etkeninin saptanmasi
icin glglh bir sistem olustumustur (6,29,32,33,56). M. tuberculosis’in PCR tanisinda en gok
kullanilan primerierden birisi “putative insertion dizgesi® olan 1S6110'dir. M. tuberculosis’in
ortaya ¢ikartiimast igin 1S6110 dizgesindeki 123 bg'lik DNA amplifiye edilmektedir (7,54).

Hastadan alinan dmeklerle g¢aligilan PCR sonuglan, bakteriyolojik ve klinik
bulgular ile kargilagtinldifinda ydntemin olduk¢a duyarh ve 6zgil oldudu ortaya gtkmaktadir (1,
5, 22, 25, 56).

Thberkbloz dinyadaki 6lumlerde, besinci sirayir almaktadir. Simdiye kadar
uygulanan mevcut tam ve tedavi ySntemleri tGberklloz hastaliinin Sniine gegememistir.
Molekiiler biyolojinin bu yeni ydntemi, tlberkiloz hastahifina kesin ve hizh tani koyarak bu
hastaliktan Slimleri azaltmayi planlamaktadir (22,30).

Gergektende PCR, toberkllozda tam 6zglll§d ve duyarliigi olan bir
ydntemdir. Sadece M. tuberculosis igin degil pek ¢ok viral ve bakteriyel hastaliklann tani ve
teshisinde de kullaniimaktadir.

Biz, bu galigmada, PCR'a dayali bir metod uygulayarak tiiberkilozlu hastalara
bir glin gibi kisa bir zamanda kesin ve hizli sonug verme olanagini saglamaya calistik. Bdylece
hemen ilag tedavisi de uygulanabilecektir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

2.1.1. M. tuberculosis’in Tarihcesi

Taberkliloz, ¢ok eski dénemlerin hastaliklarindandir. ToOberkiloz tarihinin
dénim noktasi 1882'dir. Berlin Fizyoloji Demegi'nin toplantisinda R. Koch, tiiberkGloza neden
olan basilin izolasyonunu tanimlamigtir. Bunu 1921'de tiiberktloz asisi olan BCG'nin Fransiz
aragtirmacilar Calmette ve Guarin tarafindan bulunusu izler. 1944'de ise Waksman tarafindan
itk tiberkiloz ilaci olan Streptomisin bulunmustur (30).

2.1.2. M. tuberculosis Basilinin Ozellikleri

Bergey'in Manuel of Determinative Bacteriology'de tanimladigi gibi, 0.3-0.6 p
ve 14 p boyutlarinda olan basil, diiz veya biraz egri tek veya birkag tanesi bir arada bulunur.
Kuvvetli asit ve asit-alkole dayanikh oldugu Ehrich-Ziehl Neelsen (EZN) yéntemleri ile
gosterilmistir. Mikobakteriler Gram veya basit boya yéntemleri ile kolay boyanmazlar. Hucre
duvannin yiksek lipid igeri§i, boyanin penetrasyonuna direnglidir. Normal kogullarda Gram
boyasinda mikobakteriler, cok az mavi boya alirken, alkol ve asetonla renk gidermeye de
direngli olduklarindan G(+) olarak tarif edilmislerdir. Hiicre duvan lipid icerigi ve antibiyotik
direnci agisindan G(-) bakterilere benzetenler vardir. Hatta bazilan da Gram nétr olarak
bildirmiglerdir (17, 20, 49).

Mycobacterium tuberculosis teker teker, yahut ufak kiimeler halinde duran uzun
ya da kisa gomakgiklardir. Toparlak sekillerine de rastlanir. Tuberkiiloz mikrobunun sporu,
kapsilQ ve kirpikleri yoktur. Mikobakteriler aerop veya mikroaerofildir. %5-10 CO'li ortamda
tremeleri hizlandinlabilir. Tipik suslarin replikasyon zamani 15-20 saattir. Inokilasyondan
sonra koloniler Middlebrook-Cohn, 7H10 gibi besiyerierinde en erken 2 haftada, L&wenstein-
Jensen gibi yumurtall besiyerlerinde ise en erken 3 haftada gbrilebilir. M. tuberculosis’in
optimal Greme derecesi 37°C'dir (16, 30).

M. tuberculosis %99 niasin meydana getirir. Bu o&zellik kuvvetli nitrat
redUksiyonu ile belirtilir. Yine M. tuberculosis, katalaz aktivitesini 68°C'de 20 dakikada
kaybeder. RedUktaz aktivites!, potassium telluritin siyah metalik tellurium redtksiyonu ile
belirenir. Mikobakteriler i1siya duyarlidir. Pastdrizasyonla 20 dakikada tahrip olurlar. Ozellikle
balgamin dekontaminasyonunda kullanilan, asit, alkali ve kimyasal dezenfektanlara direnglidir.
%5 fenol ile 24 saatte dezenfekte edilir. Kuruluga, haftalar hatta aylarca dayarir. Kitor



besiyerlerinde 2-8 ay canli kalabilirler. Basil igeren balgamin 20-30 saat glineg 1sigina maruz
kalmasi halinde basiller 8l0r. Mikobakteriler, direkt glines igi§indan korundugu zaman, pttrifiye
balgamda birkag hafta, kuru balgamda 6-8 ay canli kalabilir. Kuru balgam, toz partikllerinde
havada 8-10 glin bulagici olabilir (17, 30, 49).

Infeksiyon kaynaklar ise, M. tuberculosis’in insan tipl igin tOberkaloziu
hastalardir. M. bovis igin ise, infeksiyon kaynag sttor.

2.1.3. M. tuberculosis *in Goriilme Sikh

1990 Daunya Saglik Orgltd (WHO) verilerine gbre, Diinya nifusunun yaklasik
1/3'0ni olugturan 1.7 milyar kigi tiberklloz basili ile enfektedir ve bu sayiya her yil 100-200
milyon kigi eklenmektedir. Yine Diinya'da 20 milyondan fazla tuberkiiloz hastasi bulunmaktadir
ve bunlara her yil 8 milyon yeni hasta eklenmektedir. Her yil 3 milyonu, bir diger deyigle hergiin
5500-8000'i veya her 11-16 saniyede biri 6imektedir. Bir tiiberkiiloz hastasinin ortalama 5-10
kigiyi enfekte ettigi tahmin edilmektedir (30).

Cizelge 2.1. M. tuberculosis’in Dinyada Goérilme Sikhgi (1990 yilina gére).

Bolge Enfekte Toplum Oltamler
(Milyon)
Afrika 171 660.000
Amerika 117 220.000
Dogu Akdeniz 52 | 160.000
Giney-Dogdu Asya 426 940.000
Bat Pasifik 547 890.000
Avrupa ve Diger 382 40.000
Geligmis Ulkeler




Cizelge 2.2. Dinyadaki 6limlerde tlberkiloz 5. sirada yer almaktadir.

Hastalik Yillik Olam
Kalp-damar hastaliklari 12 milyon
Diyare ile ilgili hastaliklar 5 milyon

Kanser 4.8 milyon
Pnémoni 4.8 milyon
Tuberkiloz 3 milyon

Kronik obstriiktif Akciger Hastaligi 2.7 milyon
Kizamik 1.5 milyon

Cizelge 2.3. Turkiye'nin degisik cografik bélgelerinde 1981-82 aragtirmasi bulgularina ve
dispanser kayitlarina gore aktif tiiberk{iloz prevalansi (S.B. Verem Savag).

Toberkiloz Prevalansi
Béigeler 1981-82 aragtirmast Dispanser kayitlan
(binde) (binde)
Ege 1.86 1.40
Akdeniz 2.32 1.58
Marmara 3.66 2.04
Dogu Anadolu 3.73 2.86
Trakya 3.97 1.48
Karadeniz 4.80 1.57
GineyDogu 7.44 242
Tlrkiye Geneli 3.58 1.76




2.1.4. M. tuberculosis’in Tam YOntemleri

Tuberkiloz tanisinda bugin kullanilan ydntemler (Ttberktloz basilinin yayma
ve kiitir metodlan, tiberkdlin testi ve akciger grafisi) yaklagik 100 yil énce bulunmug ve ne
yazik ki son 50 yilda bu alanda ciddi bir ileleme saglanamamigtir. O zamandan beri taberkiiloz
bakteriyolojisinde, hizli fakat pahali bir yontem olan radyometrik teknikler diginda ¢ok az
degisiklik olmugtur (30,56).

Taberktloz basilinin kaitird ve daha sonra kGltGr GrinGnin tanimlanmasi
tiberkiloz teghisinde geleneksel olarak bagvurulan yOntemlerden biridir. Bununla birlikte
taberkiloz basilinin gok yavag olan biylime hizi konvansiyonel ySntemlerle teghisin slresinin
3-6 haftaya kadar uzamasina yol agmaktadir. Bu da tani ve tedavinin gecikmesine neden
olmaktadir. KoIltGrin, birgoklan tarafindan tOberkliloz teghisinde esas ydntem olarak kabul
gbrmesine kargin, kiltir éncesinde numuneyi difer mikroorganizmalardan temizlemek igin
yapilan dekontaminasyon sirasindaki ufak bir dikkatsiziik bile yaymada gérilmis basilin
tirememesine yol agabilmektedir.

Balgam mikroskopisi ile vaka bulma etkinligi konusunda da tartigmalar vardir.
Balgamin direkt mikroskopik incelemesi kolay bir ydntem degildir. Mikroskobi uzmanlarinca
degerlendirilen tek balgam yaymasinda %33-40, tekrarianan balgam yaymalarinda ise %65-
70'lik pozitifiik elde edilirken ortalama olarak en gok %30-50'sinin saptanabilmis olmast, bu
ybntemin vaka bulma galismalainda yeterince yararli olmadigimi distindtirmektedir.

1977'deki Middlebrook ve arkadaslan tarafindan, M. tuberculosis’in, C14 igaretli
palmitik asit iceren 7H12 kultGr ortaminda Gremesini 6zgll olarak saptayabilen otomatize
radyometrik bir metod geligtirilmistir. Bu yontemde, mikobakteriyel tremeyi, bu tireme sonucu
kaltir ortaminda olusan serbest 14CO; 6lgimO ile saptayabilen Bactec isimli bir alet
kullanilmaktadir. Bu ydntemle M. tuberculosis'in ayinmi ve adlandirma siresi 2-3 haftaya
indirilebilmigtir. Olduk¢a pahali olan bu cihaz, geligmisg Glkelerde ve yurdumuzda da yaygin bir
kultamm alani bulmustur (30).

PCR teknolojisinin tam otomasyona y&nelik olarak tanimlandigi 1987 yilindan
bu yana PCR sadece genomik DNA'y1 incelemekle kalmamig, aymi zamanda mikrobik
enfeksiyonlarnn tanisinda da yeni ve genig ufuklar agmigtir. Mikobakteri yéntinden konu ele
alindiinda degisik mikobakteri suslanimin herbiri; ve tabi ki bu arada M. tuberculosis igin
mikroorganizma genomunun farkli bolgelerine spesifik PCR y6ntemleri geligtiriimistir
(44,45,53,58). Klinik numunelerden tiberkGloz tanisimn PCR (Polymerase Chain Reaction) ile



konulmas! bir ¢aligma gtnd iginde gergeklestirilebilmekte ve duyarihgt %85, 8zguliigh %97
olmaktadir (18, 39, 42, 50).

2.2. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PCR)

2.2.1. PCR’1n Tamm

Polimeraz zincir reaksiyonu, (PCR) spesifik DNA veya RNA dizilerinin in vitro
amplifikasyon teknigidir. PCR teknigi Mullis ve arkadaslan (38) tarafindan Cetus Anonim
Sirketi'nde tasarlanmig ve isimlendiriimis olup prensipleri Khorana ve arkadaslan tarafindan
1985 yilinda detayls bir gekilde izah edilmigtir.

Molekdler biyolojinin en glgla tekniklerinden olan PCR, avantajlan nedeniyle
¢ok kisa bir stire igerisinde genig bir uygulama alami bulmustur. PCR, DNA ya da RNA'nin
enzimatik olarak in vitro sartlarda milyonlarca defa gogaltiimasina olanak saglayan bir
ySntemdir (10,18,21,23). Genetik hastaliklann molekiler dizeyde analiz ve tanisina yenilik
getirmigtir. Bu ydntemde degigik dokulardan elde edilen 1-2 hlicreden sonug aima olanad
bulunmaktadir. Omegin; ajiz calkalamast sonucu ortama diigen bukkal mukoza hicreleri, tek
bir sag teli, bir spermium, bir lenfosit gibi tek hiicreden fikse edilmis patolojik drekler,
kurutulmusg kan damlalan gibi degigik kaynakh pek ¢cok materyal yeterli olabilmektedir (2, 3, 12,
19, 55).

PCR az miktardaki 6mekten spesifik bir gen bdlgesini godaltmak ve taniya
yénelik incelemeler igin yeterii genetik materyal saglamak amaciyla kullaniimaktadir.

2.2.2. PCR’daki Gerekli Elemanlar

PCR uygulamasina gegilmeden 6nce kalip DNA gerekmektedir. Komplementer
zinciri sentezlemek igin gerekli primerier, istya dayanikli Taq DNA polimeraz, dNTP, Mg++
iyonlan, tampon ve bidistle su gereklidir. Primerler liyofilize veya solGsyon halinde
bulunmaktadir. Taq polimeraz bulunmadan 6nce, enzim olarak Escherichia Coli DNA polimeraz
enzimi kullaniimigtir (43, 51). Fakat bu enzim yliksek i1siya dayaniksiz oldugu igin, her sikiusta
denaturasyon sonrasi ortama yeniden konulmaktaydi. Daha sonra volkanik sularda bile
yasayabilen Thermus aquaticus bakierisinden elde edilen, yliksek isilara dayanikli Taq
polimeraz bulunarak, enzimin her defasinda yeniden eklenmesine ihtiyag kalmamistir (9,28,
38). Hedef DNA pargasinin amplifikasyonu, thermocycle adi verilen, isty1 stratle yﬁkseltip,
alcaltan otomatik aygitiar ile sa§lanir ve tek bir eppendorf tlpa icinde gergeklestirilir (26).



2.2.3. PCR’1n U¢ Asamasi

Denatiirasyon: DNA molekiiGntin her iki iplik¢igi birbirlerine hidrojen baglan ile
tutunmuslardir. Isinin 94°C'ye getirilmesi ile bu iki iplikgik birbirinden ayrilir.

Baglanma(Annealing): Isinin aniden dasrilmesi ile, ortama ilave ediimig olan
primerler birbirinden aynimig DNA iplikgiklerinin komplementerine baglaniriar. Bu primerier 18-
20 bazdan olugan oligontkieotidler olup, seg¢imi bilgisayariar tarafindan yapiimaktadiriar.
Etkene 6zgll olarak &nceden sentezlenmislerdir. Baglanma isisi;

Tm = 4(G+C) + 2(A+T) formlld ile bulunur. Tm 50°C ile 65°C arasinda
degismektedir.

Uzama(Extension): Isinin 72°C'ye yikseltiimesi ile ortamdaki Taq polimeraz
enzimi, uygun bdlgelere bagli primerierden hareketle ve yine ortama ilave edilmig dNTP
kullanarak, yeni ve komplementer zincir sentezini gerceklestirir. Bu sentez 5 ugdan 3' uca
dogru ve kalip gbrevi yapan ana zincirin her bir bazinin kargisina komplementeri olan baz
gelerek devam eder.

PCR ile DNA'nin godalmast 2" formailiine gore olur ve yaklagik 1 saat siiren 30-
40 dongiiden sonra elde edilen DNA yaklastk 1073741824 katindadir. (n=D&ngl sayist)(2, 3,4,
12, 19, 55).

PCR drinleri agaroz-jel elektroforezi ile molekll agiriklanina gére aynlarak,
DNA'nin varli§y gosterilebilir. Olugan bantlann &zgillaga UV altinda degeriendirilir. Bununla
beraber PCR'in 6zgQiliga ve duyarhhgini etkileyen faktérier bulunmaktadir. Buniar kalip DNA,
primerierin uzunlugu, kullanilan 1s1 ve reaktiflerin konsantrasyonu gibi parametrelerdir. Yine
enzim ve primer konsantrasyonlan da PCR'in baganyla yapilmasini etkilemektedir. Cogaltma
islemi de, her ne kadar siklus sayisi ile dogru orantili ise de, bazt durumlarda siklus sayisir bir
yerden sonra arttirmak, duyarilifii aym oranda arttirmamakta ve hatali sonuglar elde
edilmektedir. Bu tip durumlarda nested PCR (n.PCR) seklinde tanimlanan ve kisaca iki agamali
PCR dedi§imiz yontem uygulanir. Bu yéntemde ilk olarak daha uzun olan outer primerier ile
amplifikasyon yapilmaktadir (30 déngii). Daha sonra ise ilk amplifikasyon tiplnden alinan
‘Smekteki DNA daha kisa olan inner primerler ile gogaltiimaktadir (20 déngti). Nested PCR ile
testin duyarhili§ artmaktadir (50).

Araghrmamizda, M. tuberculosisin PCR ile tanisinda en ¢ok kullanilan
primerlerden birisl olan putative insertion dizgesl diye anilan 1S6110'u kullandik. 1S6110 M.
tuberculosis kompleksindeki suslar igin (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) 6zgUldar.



1S6110, M. tuberculosis’in birgok susunda yiksek kopya sayisinda (10-20 kopya) bulunur (54,
56).

M. tuberculosis, igin 6zglllGdu ve tekrarayan kopyalann bulunmasi 1S6110'u
amplifikasyon igin ideal bir hedef olarak ortaya g¢ikartmaktadir. M. tuberculosis’in ortaya
gikarimasi i¢in 1S6110 dizgesindeki 123 baz ¢iftik DNA amplifiye (gogaltiimali) edilmelidir (5,
24,31,56).

DNA amplifikasyonunda kullanilan PCR'iIn optimal hale getiriimesi M.

tuberculosis basilinin analizi igin ¢ok &nemlidir. Reaksiyon sonrasi elde edilen istenmeyen

~amplifikasyonlar analizin yanhs de§erlendirilmesine yol agabilir Eide edilen sonucun
degerlendiriimesl i¢in mutlaka PCR iginde kullanilan maddelerin ¢ok uygun konsantrasyonda

ve déngllerin uygun sayida olmasi gerekmektedir. Fazla miktarda hedef DNA konmasi

istenmeyen amplikifasyona sebep olabilir. Kontaminasyonu engellemek igin de kullanilan tip

yada pipet uglannin tek kullanimlik olmasi 6neriler arasindadir. Her tarla kontaminasyona karsi

alinabilecek dnlemlerden birisi galigma alanlarinin ve reaktiflerinin UV'lenmesidir (26, 36, 52).

PCR'In en blylk sorunu yalanci pozitifliktir. Iste gok az miktardaki DNA
pargacigini milyonlarca kez goJaltiyor olmasi bu ySntemi gok duyarlt yapmakla beraber yalanct
pozitiflije de neden olmaktadir. Kullanilan reaktiflerin kontaminasyonu veya 6émeklerin birbirini
kontamine etmeleri yalanci pozitifiikle sonuglanmaktadir. Bu yizden PCR agamalannin farkli
mekanlarda gergeklesmesi gerekmektedir. DNA eldesi, amplifikasyon, reaktiflerin haziranmasi
ve PCR ile PCR sonras! farkli bélimlerde olmalidir (11,27,35, 37).

Biyolojik ydntemle, kontaminasyonun 6&nlenmesi ise UNG (Urasil N-
Glycosylase) Sterilizasyonu ile gergeklestirilir. UNG, DNA'daki deoksiurasilleri bularak onian
moleklllden uzaklagtiran bir enzimdir. Amplifikasyon tGptne dTTP yerine dUTP konarak
amplifikasyon gerceklestirimekte bsylece sentezlenen DNA'nin yapisina deoksiurasiller
girmektedir. Bu DNA'lar UNG ile muamele edildijinde, enzim tarafindan deoksiurasiller
uzaklagtinimaktadir. Deoksiurasilleri giderilen DNA molekllleri alkali ve 1sinin etkisiyle
parcalanmakta ve sonug olarak, amplifikasyon tlpline kansgmig olsalar bile amplifiye
olamamaktadiriar (15, 16, 56).

PCR’in gesitli mikroorganizmalar igin hizla standardizasyonu gerekmektedir. Bu da
tutarsizliklari engellemek igin tek tip ticari kitlerin ¢ikip, yayginlagmasi ile gergeklesir (18, 47,
56).



Cizelge 2.4. Amplifikasyon igleminde yaklagik 30 déngii sonucu hedef DNA ¢ogalma sayist.

Déngll Sayisi Hedef DNA'nin Sayisi
n=1 2! 2
n=2 2 4
n=3 2* 8
n=4 2* 16
n= 2° 32
n=6 2° 64
n= 2’ 128
n= 2° 256
n= 2° 512
n=10 2'° 1024
n=11 2" 2048
n=12 2 4096
n=13 2" 8192

n=14 2" 16348
n=15 2 32768
n=16 2'® 65536
n=17 2" 131072
n=18 2" 262144
n=19 2'® 525288
n=20 2% 1048576




n=21 2 2097152
n= 22 4194304
n=23 y i 8388608
n=24 2 16777216
n=25 2% 33554432
n=26 2 67108864
n=27 ad 134217728
n=28 y 268435456
n=29 v 536870912
=30 2% 1073741824

PCR teknolojisinin saglik sekitriine safladi§) baglica iki bliytk imkan vardir,
Bunlardan biri, dojum oncesi kalitsal hastaliklarin, digeri de bulasici hastaliklar olarak
tanimladi§imiz viral ve bakteriyel hastaliklarin tani ve teghisidir. Her ikisini de biytk bir
hassasiyet ve cabuklukla yapmasi, kesin sonuca ulagmasi, PCR'In en gtzde teknoloji

olmasinin nedenidir (1, 36).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

Osmangazi Universitesi Tip Fakliltesi G6§ls Hastaliklan B6&limi ve Eskigehir
Verem Savag Dispanseri, Ankara Atatlirk Go§ls Hastaliklan Hastanesi ve God§iis Cerrahisi
Merkezi'nden, 25 tane tlberkllozlu hastadan kan, plevra mayii, balgam toplandi. Balgam
dmekieri sabah erkenden steril disposable petri kaplarina alindi. Ankara Universitesi Tip
Fakiltesi Go§us Hastaliklan Bakteriyoloji laboratuvarinda dekontaminasyon iglemi yapiidiktan
sonra, balgam Omekleri buz torbalan ile -20 °C'lik 1sida kdpliklerin iginde tasindi. Kan
6meklerinin transportu ise EDTA'I tiiplerie yapildi.

Cizelge 3.1. Caligmaya alinan 25 TGberkiloz Hastasi.

Tanty1 Koyan Birim Tani Calistlan Caligilan PCR PCR
Klinik Kiinik Omek | Sonucu { Sonucu
Omek Sayist
+ -
Ankara Atatirk Go63as | Akciger Balgam 12 12 —_
Hastaliklan Hastanesi ve | Taberk{ilozu
Goyis Cerrahisi Merkezi
Eskisehir Osmangazi | Akciger Balgam 4 4 _—
Oniversitesi Tip Fakiiltesi | Tuberkilozu
Gogls Hastaliklan
Eskigehir Verem Savaﬁ Akciger Balgam 3 3 —_—
Dispanseri TiberkGlozu
Eskisehir Osmangazi | Akciger Plevra 3 3 —_—
Universitesi Tip Fakltesi | Tuberktlozu | Mayi
Gogs Hastaliklan
Ankara Atatirk G6g§ts | Miliyer Kan 3 3 —_—
Hastaliklan Hastanesi ve | Taberklloz

G64ts Cerrahisi Merkezi
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Tris baz
EDTA
Etidyum bromid
Taq polimeraz
dNTP

Primer
lzoamil alkol
Izopropanol
TrisHCL

SDS

NaCH
Proteinaz K
Fenol
Kloroform
Alkol

PBS

EDTA'li 20 ml'lik plastik tip
Parafilm
Eppendorf tip
NaCl

HCI

Polaroid Film

12



Siizgeg Kagidi

Falkon tlipti

Potasyum fosfat

Sodyum fosfat

Sodyum Sitrat dihidrat
NazHPO, (Anhydr)

KHzPO4

N.A.L.C. (N-Acetyl-L-Cysteine)
Triton X-100

NazHPOﬂHzO

3.1.3. Soliisyonlar

3.1.3.1. DNA lizolasyon Tamponlar

Liziz Tampon: NH.Cl
KHCO

EDTA

STE Tampon: NaCl,

EDTA

TrisHCI

Proteinaz K: 200 mg/mi

13

115 mM

10 mM

0.1 mM

100 mM

1mM

50 mM



% 20 (wiv)SDS:

Fenol Tampon:

(VIV) (25:24:1)

TE Tampon:

Stok Proteinaz K :

Sol l:

Sol lI:

Sodyum dotesil stlfat

Distile su

Doymus Fenol (pH=7.4)
Kloroform

[zoamil alko!

TrisHCI (pH=7.4)

EDTA (pH=8.0)

Proteinaz K
Triton X-100

TrisHCI (pH=8.3)

Sodyum Sitrat dihidrit

Distile Su

1 M NaOH

Distile Su

0.067 M'lik Fosfat Buffer (pH=6.8):

Sol A (Sodyum Fosfat) :

Na;HPO4 (Anhydr)

Distile Su

14

20 gram

100 mi

25 mi
24 mi

1ml

10 mM

1mM

0.1 mg/ml
% 0.5

200 mM

29 gram

11t

40 gram

11t

9.47 gram

11t



Sol B (Potasyum Fosfat): KHzPO4 9.07 gram

Distile Su 11t

N-Acety-L-Cysteineli alkali eriyigi hazirlamig :
Sodyum Sitrat dihidrat 1 hacim
1 M'ik NaOH 1 hacim

kanstinlir ve Gzerlerine % 0.5 gram N.ALC. kathr. Bu kangm
dekontaminasyon sollisyonudur. 24 saat i¢inde kullaniimahdir. CtinkG N.A.L.C. bu siire iginde
bozulmaktadir. +4 °C'de saklanir.

10 X Phosphate Buffered Saline (PBS) :

NaCl 80 gram
KCI . 2 gram
KH2PO4 2 gram
Na;HPO47H,0O 11.5 gram

1 It distile suda ¢dzindaralr.

3.1.3.2. Jel Elektroforez Tamponlan

Tris Asetat Tampon: Tris baz 2M
(TAE 50X, pH=8.0) EDTA 50 mM
Asetik asit 57 ml
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Tris Borat Tampon: Tris baz 1.8 mM

(TBE 20X, pH=8.3) Borik asit 1.8 mM
EDTA 50 mM

Yiikleme Tamponu: NaOH 04 M
EDTA 25mM
Bromfenol mavisi % 0.6

Etidyum Bromdir: Distile Su 10 mg/mi

distile su ile g8zGindaralar.

3.1.3.3. DNA Amplifikasyon Tamponlar

Taq Polimeraz: (5U/ul) Thermus aquaticus bakterisinden
saflastinimig DNA polimeraz (Boehringer
Mannheim Company).

dNTP Kangimi: d ATP 20 mM

(pH=7.4) dCTP 20 mM
d GTP 20 mM
dTTP 20 mM
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Amplifikasyon: Her primer bir reakslyon icin 660 ng olacak
sekilde distile su ile ¢zaldar.

3.1.4. Aygtlar ve Gerecler

Etav

Lamin Air Flow

Santrifij

Elektronik hassas terazi
Digital pH metre

10 mr'lik disposable ttpler
Mikro Santrifdj

Sogutmali Santrifij

Sicak su banyolar
Mikropipet

Mikropipet ucu

Buz makinesi

Vortex

Hot plate+Vortex

Pastor pipeti (uzun ve kisa)
Polimer tp

MezGr

Beher

17



InkGbator

Kuru hava sterilizatéra
Distile su cihazi
Buzdolabi
Dgep-freeze

Cam yazar kalem
Shaker

Thermocycle

UV Transilliminator
Elektroforez

MP4 Polaroid Kamera
UV Gazioga

Mikrodalga Firin

3.2. YONTEM

3.2.1. DNA Eldesi

3.2.1.1. Balgamdan DNA Eldesi

Taberklloz tarust igin balgam, bronkoalveolar lavaj dmegi veya brongiyal
yikama kullaniimaktadir. Balgam igin sabah erken 5-10 cc arasindaki 6rnek steril disposable
kaba alinir. Oncelikle dekontaminasyon ve homojenizasyon iglemi yapilir (13, 14, 34, 45, 48):

1. 5veya 10 cc balgam {izerine ayni miktarda N-acety-L-cysteineli alkali eriyigi
eklendi.

2. Tap sikica kapatildi ve vortexde iyice kangtiriid,
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3. Tiap oda 1sisinda 20-25°C’de 15 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda tiiptin
dolmasina az kalana kadar 0,1 M’lik fosfat tampon eriyigi (pH=6.8) eklendi.

4. 3000 G'de yarim saat santrifQj edildi.

5. Tapln agz1 %70’lik alkol ile 1slatiimig pamukla silindi.

6. Santrifllj sonunda tlpin stiinde kalan sivi (slipernatant) atild:.
7. Tapln agdz tekrar alkol ile silindi.

8. Tipde kalan pelet Gzerine 2 ml 0,1 M'lik fosfat tampon eriyi§i (pH=6.8)
eklendi.

Homojenizasyon ve dekontaminasyon igleminden sonra kalan peletten,

1. 1iml alindi ve 13000 rpm de mikrosantrifijde 2 dakika santrifij edildi.
Silpemnatant atildi.

2. 283 yl dilution buffer eklendi. Daha sonra polimer tiipe aktarilip Gzerine 16ul
deterjan sollisyonu, 1,5 pf'lik proteolitik enzim sollisyonu ekiendi.

3. Kangtinldi ve 37°C'de 1 saat inklibe edildi.
4. 50yl salin soliisyonu eklendi ve karigtinidi.

5. 40ul'lik presipitasyon sollisyonu eklendi, kangtiriidi ve 65°C'de 10 dakika
inklibe edildi.

6. 400pl'lik ekstraksiyon sollisyonu eklendi ve kanstinidi. 13000 rpm'de
mikrosantriftjde 5 dakika santriflj edildi. Santrifij sonras! G¢ faz g6rulda. En
asagidaki organik fazdir ve proteinler burada toplandi. Orta fazda jel ve baz1 -+
proteinler vardir. En Gstteki ise DNA'h fazdir. ’

7. Yeni bir tipe en st faz alindi. Isopropanol alkol ekiendi. Oda sicakhiinda
10 dakika bekletildi.
Alinan DNA'lI faza gére isopropanol eklendi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Balgamdan DNA eldesinde alinan stipernatant miktarnna
karsilik eklenecek isopropanol alkol miktar.

Alinan siipernatant (ul) Eklenen isopropanol alkol (ul)
400 pl 240
350 pi 210
300 pl 180 pl
250 pi 150 pi
200 pit 120 pl

8. 13000 rpm’'de 10 dakika santriflj yapildi. SGpernatant atiid.
9. 1mllik %70lik etil alkolle yikandi.
10.Vakumila pelet kurutuldu, alko! uzaklastiriidi.

11.Elde edilen DNA miktarina gére 60 ile 100ul arasinda bidistile su eklendi.
37°C-50°C arasinda 1 saat inktibe edildi.

12.Daha sonra PCR'I yapiimak {izere +4°C'ye kaldinidi (7,24,42,47).

3.2.1.2. Plevra Mayiinden DNA Eldesi
1. 600 pl plevra mayii, 200 pl TE buffer ile kanigtinldi.

2. Uzerine 100 pl stok proteinaz-K eklendi ve 60 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

3. Fenol-kloroform ekstraksiyonu yapildi. Bunun igin 950 pl fenol eklendi ve
kanstinidi.

4. 10 dakika 13000 rpm’de santriftij edildi

5. Ustteki faz baska bir eppendorf tGplne aktarlip, Gzerine esit hacimde
kioroform eklendi ve kangtinidi.

6. 10 dakika 13000 rpm‘de santrift] edildi.
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7. Ustteki faz yine bagka bir eppendorf tiptine aktanidi. Uzerine 300 ul NaCl
ve 600 pi absolu ethanol (-20 °C'den ¢ikmig) eklendi.

8. Absolii ethanol eklendikten sonra gece boyunca +4°C veya 1 saat -20 °C'de
bekletildi.

9. 20 dakika 13000 devirde santrifljj edildi. SUpernatant atildi.

10.Pelet Gizerine 1 ml % 70 etanol eklendi. 10 dakika 13000 devirde santrif(jj
edildi.

11.S0Opernatant dikkatli bir sekilde pelet korunarak atildi.

12.Eppendorf kurutma kagidina ters vurularak fazla sivi dsékaldi. Pelet kurusun
diye yanm saat agzi agik 37°C'lik etlivde bekletildi.

13.En son olarak 100 pl TE buffer eklenerek, PCR"1 yapiimak Gzere +4 °C'de
saklandi (11, 13, 40).

3.2.1.3. Kandan DNA Eldesi

1. EDTA'l 1 mblik kan, 1 dakika 11500 devirde santrifljj edildi.

2. Stupematant doktldo ve iki-U¢g kez 0.5 mllik PBS (Phosphate Buffered
Saline) ile yikandi.

3. 1 dakika 11500 devirde santrifij edildi ve siipernatant atildi.

4. Uzerine 180 pl'lik dilution buffer eklenip, kargtinidi.

5. Karigim polimer tGpe aktarildi.

6. 200 pl lizis buffer eklenip, tip 2-3 kez ters-yliz edildi.

7. 20 pl proteolitik enzim eklendi ve yine tlip 2-3 kez ters-y(z edildi.
8. 65°C'de yaklagik 2 saat inkiibe edildi.

9. 400 pl ekstraksiyon sollisyonu eklendi ve vortex ile kanstirild.

10. 1 dakika 11500 devirde santriftj edildi. Ug faz olustu. En Gstteki DNA'lI faz
bagka bir tipe alindi.
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11.En Gstteki fazdan alinan miktar kadar salin soliisyonu ve absolil ethanol eklendi.
Yarim saat -20 °C'de bekletildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Kandan DNA eldesinde alinan slipernatant miktanina kargilik  eklenecek
salin sollisyonu ve absolil ethano! miktar.

Ahnan Siipernatant Eklenecek Salin Soliisyonu | Eklenecek Absolii Ethanol
@) @D | @D
400 200 1000
300 150 900
200 100 600
100 50 300

12.11500 devirde +4 °C'de 15 dakika santrif(jj edildi.

13.Siipernatant dékilda ve % 707k 1 ml ethanol eklendi. 10 dakika +4 °C'de 11500
devirde santriftj edildi.

14.Peletin kurumast saglandi.

15.200 prlik dilution buffer ile kanistinidi. 37 °C - 50 °C'de yaklasik 1 saat bekletildi ve
DNA'nin ¢dziinmesi sadlandi.

16.Daha sonra PCR'i yapilmak lizere +4 °C'ye kaldinlidi (15, 16).
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3.2.2. PCR ile Amplifikasyon

1. Her bir 6mek igin 24.8 pl reaksiyon karigimi (ANTP, tampon, bidistile su, primerier) ve
0.2 ul'lik Taq polimeraz enzimi konularak 25 pl'lik tipler haziriandi.

Cizelge 3.4. M. tuberculosis'i belirleyen primer dizileri (Real Company).

Hedef Isim Nikieotid Sirasi 5' den 3' ne
1S6110 T4 CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG
1S6110 T5 CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG

2. Yine pozitif ve negatif kontrollara 25 pl'lik reaksiyon kangimi ve Taq polimeraz enzimi
konduktan sonra, negatif kontrol icin 25 pl steril su, pozitif kontrol olarak M.
tuberculosis basili taglyan hastadan elde edilen DNA kondu.

w

. Bizim topladifimiz ve DNA'lannt elde ettifimiz, +4 °C'de bekleyen 6mekierimizden
de 25 pl alinarak, reaksiyon karigimi ve Taq polimeraz enzimi igeren 25 pl'nin Gstiine
eklendi.

P

. Birkag dakika santrifigasyon yapildi.

5. Thermocycle'da zaman ve sicaklik ayarlamasi yapilarak tlipler yerlegtirildi.

(o2}

. Yaklagik 1 saat sonra amplifikasyon iglemi tamamiandi (52)

Cizelge 3.5. PCR ile amplifikasyonda d6éngil sayisi, sicaklik ve zaman.

Dongii Sayis Sicakhik Zaman
1 94°C 2 dakika
94°C " 15saniye
35 68 °C 15 saniye
72°C 15 saniye
1 72°C 6 dakika
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3.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Deperlendirilmesi

3 gram agaroz, 100 ml'lik TBE tamponu iginde mikrodalga finnda % 30’luk
defrostda 5 dakikada eritildi. Mikrodalga finndan giktiktan sonra agaroza 5 pl Etidyum bromid
eklenerek DNA'min UV altinda gérGlmesi saglandi.Etidyum bromid, kanserojen bir madde
oldugundan inhalasyonu &nlemek igin jele 65°C civanndayken eklendi. Elektroforez kasetinin

kenarian bantlandi ve kuyucuklan olusturmak (izere tarak takildiktan sonra agaroz dokaldi. 15
dakika sonra katilasan jel elektroforez tankina kondu. Tarak ve bantlar ¢ikartildi (56).

Parafilm Gizerinde 2 pl bromfenol mavisi (elektroforez ylkleme c¢zeltisi) ve
12 pl PCR GrinG mikropipet yardimi ile kangtirilarak 6mekler ve pozitif, negatif kontrollar,
marker kuyucuklara ytklendi (57).

Elektroforez tanki TBE tamponu ile dolduruldu. 90 Volt ve 60 Amper
uygulanarak &meklerimiz 3045 dakika arasinda kosturuldu ve bantlann ayriimasi saglandi
(46).

PCR Grlndindn jeldeki boyutunu tesbit etmek icin DNA boyut belirleyici olarak
Marker Haelll kullanildi. En son olarak UV transilluminatér ile gérilip, MP4 Polaroid kamera
sistemi ile resimlendirildi (14, 48).
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4. BULGULAR

Kesin Tiberklloz tanisi konmusg hastalardan alinan kan, plevra mayii ve
balgam &rnekleriyle ¢aligiidi. Bu teknik ile bir giin gibi kisa slirede sonug verilece§i gériild.

Caligmamizdaki DNA amplifikasyonu igin kullamian primerler daha &nce
kutlaniimig ve test edilmig oldugundan, PCR reakslyonunda, primerierin kendi aralarinda
sammallagma durumu g&rGimemistir.

Markerla kargilagtinlinca 6meklerimizin 123 baz ¢ifti agirifinda bant verdigi
gorlildd. Bu da basilin varhgini g&steren bir sonugtur.

Battn dmeklerde basil DNA'sinin 123 baz ¢ifti agirifinda oldugu gérilmastar.
Bunlardan 19 balgam émeginin 8'u , plevra mayii ve kan &rneklerinin tamami Resim 4.1,4.2 ve
4.3'de gbsterilmigtir.

Resim 4.1, MP4 Polaroid kamera ile UV altinda gériintiilendi. Sag bastaki
birinci kuyuda PCR @rlinlin boyutunu kargilagtirabilecedimiz Haelll marken bulunmaktadir.
Jelde gérmeyi bekledigimiz 123 baz ¢iftlik bantlan gérdtigimaz halde iyi fotograflayamadigimiz
icin 2. ve 3. kuyu haricindeki bantlar resimde net gérinmiyor. Yine 5. kuyuda anormal
amplifikasyona baglh olarak jel boyunca slirintd (smear) gérilmistir. En sondaki 10. kuyuda
pozitif , 11. kuyuda negatif kontrolumuz bulunmaktadir.

Akciger Tuberkiloz tanisi konan hastalarnn balgam Smeklerinden elde edilen
DNA'lar amplifiye edilerek elektroforez sonras! 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. ve 9. kuyularda 123 baz
ciftlik agiriktaki bantlar géralop fotograflandinimigtir.

Resim 4.2'de ise Akciger Tberkiloz tanisi konmug hastalardan alinmig plevra
mayil 6meklerinden elde edilen amplifiye edilmig basil DNA'lan fotograflanmaya galigiimigtir.
Pozitif ve negatif kontrollanmiz 2. ve 6. kuyudadir. 3., 4. ve 5. kuyularda ise amplifiye edilmig
DNA bantlant bulunmaktadir. Diger kuyulara herhangi bir ek ylklenmemigtir.

Resim 4.3'de, Miliyer Tuberkiloz tanisi konan hastalardan alinmig olan kan
dmekleriyle cahstimigtir. 3., 4. ve 5. kuyularda bantlar net olarak gérilmektedir. 2. kuyuda
pozitif kontrolumuz, 8. kuyuda negatif kontrolumuz bulunmaktadir. Pozitif kontrolun, markerin
ve hastalann 123 baz ciftiik bant verdigi gériimUstir. Burada da dider kuyulara herhangl bir
6mek yliklenmemigtir.
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N

Marker

1.

Kuyu Kuyu

Resim 4.1. Bir grup Akciger Ttberkaloz hastasinin PCR ile amplifiye
edilen bakteri DNA ‘sinin agaroz jelde, UV altindaki goriintisi
(Balgamdaki basil DNA'st)
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1. 2. Marker

Kuyu " Kuyu

Resim 4.2.Bagka bir grup Akciger Tiberktloz hastasinin PCR ile amplifiye
edilen bakteri DNA'sinin UV altindaki géranima (Plevra
mayiideki basil DNA's)
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2. Marker

.
Kuyu Kuyu

Resim 4.3. Bir grup Miliyer Tuberkiloz hastasinin PCR ile amplifiye edilen
bakteri DNA'sinin agaroz jelde, UV altindaki gériintasd (Kandaki

basil DNA'sI).
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5. TARTISMA

Tlberkiloz tamisimin hizh bir sekilde konulmasi, tedaviye hangi ilag ile
baglanacaginin belifenmesi agisindan gok énemlidir.Hasta eger tuberkilloz ise tedaviye ne
kadar cabuk baslanirsa o kadar hizli sonug alinir. PCR yéntemiyle, tiberkiloz hastaliginin hizl
ve kesin tanisi konulabilmektedirBu da PCR y&nteminin yaygin olarak kullanimini
saglamigtin(10,21,23).

Bazi arastincilar genetik faktdrierin, hastaliyin gelismesinde rolii oldugunu
6zellikle Kafkasya'da yasayanlar arasinda tuberkiloz hastaliginin az gérldigind buna karsilik
Afrika yerlilerinde ve Kizilderil'ler arasinda hastaligin daha fazla oldugunu belirtmislerdir (41).

Ucuz ve sonug alinan mikroskobik incelemede etkenin gdsterilebilmesi igin
mililitrede en az 10 000 adet basil bulunmasi gerektidi gibi, gézlenen basil Mycobacteriaceae
familyasina ait herhangi bir bakteri olabilir. Ktltar ydnteminde ise alinan émekte birkag bakteri
dahi dretilebilirse de bu dmekte canli basilin bulunmasi gerekir ve basilin Gremesi igin 4-8
haftaya ihtiyag vardir. PCR'a dayandinilarak yaptiimiz bu galismada arastinlacak dmekte; tek
bir M. tuberculosis basilinin bulunmasi tani igin yeteridir (17,22).

PCR reaksiyonu ile tiiberkaloz etkeninin bulunmas! diger ydntemlere gére daha
pahali bir yéntemdir (31). Ancak yasamsal énemi bulunan vakalarda, &megin tUberkiloz
menenjitde etkenin gésterilmesi daha gabuk, daha hassas ve daha 6zgiin oldugdu igin klasik
bakteriyolojik ydntemler yerine tercih edilmektedir (22). Tuberkiloz menenjit vakalarinda hasta
hemen tedavi ediimezse 34 hafta iginde 6ltr.Bu gibi acil tedavi gerektiren vakalarda uzun
sireli kiltdr sonuglan sadece klinik taniy! kesinlestirmesi agisindan énemlidir. PCR ile ilk tani
evresinde, tani basil DNA'sinin amplifikasyonu ile g&sterilip, tiberkiloz tedavisine gegilir. Uzun
sdreli kaltir sonucunda M.tuberculosis etkeni Gretilip PCR bulgulan teyid edilir (6,7,22,31,42).

Vakalarda klasik yéntemlerde gdézlenen hatali negatiflik ve hatali pozitiflik
oranlari bu teknik ile en aza indirilmigtir (7,8,22). PCR reaksiyonunda kullanilan primerier
sadece M.tuberculosis genine 8zgiin oldudu igin PCR teknigi ile, aside direngli olarak boyanan
mikroorganizmanin M.tuberculosis olup olmadidi da kesin olarak ayrilabilmektedir (22,31,42).

Pao ve arkadaglarinin 1990'da yaptiklan caligmada koitdr ySntemiyle 38
balgam 6megine pozitif sonug verirken, 198 balgam &megine negatif sonug vermigtir. Pozitif
sonug verilen 38 balgam &rmegine PCR'da pozitif sonug vermistir. Oysa negatif sonug verilen
198 balgam Smeginde, PCR sadece 137'sine negatif sonug vermigtir. Yine ayni ¢alismada
omek olarak balgam diginda plevra mayiide kullaniimigtir. Burada da yine kultarie 11 émege
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pozitif sonug verilirken PCR'da 11 émege pozitif sonug vermistir. Fakat kultar ySntemiyle 37
émege negatif sonug verilicken, bu PCR ile 29 &mektir (42). Kaltir yéntemine gére PCR'In
daha duyarl oldugu bu galismalaria da gérilmektedir.

Clamridge ve arkadaglannin, 1993'de yaptiklan bir galigmada da 121 balgam
émegine PCR pozitif sonug verirken, 6 balgam &megine PCR negatif sonug vermistir. Oysa
kultar ydntemiyle 127 6mege de pozitif sonug verilmistir. Ayni galigmada kdltr ySntemi ile 52
balgam 6megine negatif sonug verilirken, PCR sadece bunlardan 19'una negatif sonug
vermistir (11). Yine kaitar ydnteminde yalanci pozitiflik sayisinin fazla oldugunu bu sonuglar
gbstermektedir.

Frederick ve arkadaglannin 1993'de yaptiklan galisgmada da sadece jel analizi
ile PCR'da %85 duyarlilik ve %97 6zgallik saptamiglardir. Bu agamadan sonra hibridizasyon
yaptiklart zaman duyarlilik %91, 6zgullokde ise %100'e ulagmislardir (40,53).

Biz galigmamizda;
T4 5 CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 3' ve
T5 5 CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 3

primerierini kullandik. Amacimiz M. tuberculosis’in ortaya gikanimasi igin 1S6110 dizgesinde
123 baz giftlik DNA'nin amplifiye edilmesi idi. Bu sonucu bittin kan, balgam ve plevra mayii
Smeklerinde aldik.

Bazen tekrar edilen PCR reaksiyonundan sonra gdrilmesi gereken Qriinin
gorilmemesi, yalanci negatiflik olarak isimlendirilir. Yalanci negatiflije neden olabilecek
durumlar gunlar olabilir (39) :

- Kullanilan primerierin hedef DNA ile her zaman homolog olmamast,
- Reaksiyonda PCR inhibitérieri bqunfnasL

- Yetersiz amplifikasyon,

- Bagarisiz ekstraksiyon.

Anne ve arkadaglarinin 1989'da yaptiklan g¢alimada, farkh primerier
kullanilarak farkli molekaler agirliktaki bantlari elde etmislerdir. Omegin;

TB-15 GAGATCGAGCTGGAGGATCC 3've

TB-2 5 AGCTGCAGCCCAAAGGTGTT 3'
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primerlerini kullanarak PCR ve elektroforez sonrasi 383 baz giftlik bantlan gérip, M.
tuberculosis tanisi koymuslardir (39).

Wilson ve arkadaglaninin 1993'de yaptiklan bagka bir ¢aligmada ise iki primer
yerine dért primer kullanarak PCR ile testin duyarlil§ini daha da artirmiglardir. (nested PCR)

T6294 5 GGACAACGCCGAATTGCGAAGGGC 3' ve
T6850 5' TAGGCGTCGGTGACAAAGGCCACG 3'
primerierini kullanarak 580 baz ¢iftlik bantlar elde etmiglerdir. Daha sonra
T6505 5' ACGACCACATCAACC 3've
T6670 5 AGTTTGGTCATCAGCC 3'
primerierini de kullanarak 181 baz giftlik bantlar elde edilmistir (50).

Bizim galigmamiz, Pao ve arkadaglannin 1990'da yaptiklan galismaya ve
Clarridge ve arkadaslannin 1993'de yaptiklan galismaya uymaktadir. Biz de degisik klinik
6meklerde T4 ve T5 primerlerini kullanarak 1S6110 dizgesindeki 123 baz giftik DNA'yi
amplifiye ederek M.tuberculosis'i gosterdik. Gunkd kullandiyimiz  primerler aymi ve
uyguladigimiz ySntemler birbirine benzer idi.

Kocagéz ve arkadaslaninin 1993'de yaptiklan galigmada, kiltir ve PCR
yontemini karsilagtirmis, kiltir ydnteminde %76 hassaslik ve %100 dzgulltk bulunurken, PCR
ydnteminde %87 hassaslik ve %96 6zgullik tespit edilmistir. Bu sonugta bize PCR'in ne kadar
duyarh oldugunu géstermektedir (31).

Uretilen mikobakterilerin tiplerinin belifenmesinde veya klinik &meklerdeki M.
tuberculosis tanisinda PCR yontemi gabuk, duyarli ve &zgil bir ydntemdir. Devam eden
galigmalar sonucunda, bu testin rutin kullanimdaki yeri daha iyi tayin edilecektir (8,11, 35, 36).
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6. SONUC

Amacimiz tiberklloz hastalidi igin kesin ve hizh tani saglayabilmektir. Mevcut
literatirdeki molekler tani ydntemleri kullanilarak bu galisma gergeklestiriimistir.

1. Bu galismada 25 tane tiiberkilloz hastasi, negatif ve pozitif kontrolle
birlikte ¢aligilmigtir. Literatardeki bu tdr ¢aligmalaria kargilagtinimis ve
T4 ve T5 primerierini kullanarak 1S6110 dizgesindeki 123 baz ¢iflik DNA
amplifiye edilmigtir.

2. Degisik klinik 6meklerden DNA eldesi yapilarak, metodun optimizasyonu
ve daha saf ve fazla miktarda DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA'lara
PCR uygulanmigtir.

3. Degisik miktarlardaki enzim ve DNA'nin istenmeyen reaksiyonlara neden
oldugu belidenmistir. Omegin; asin amplifikasyon nedeni ile bazi
kuyularda smear olugmustur.

4. PCR ile tiberkiloz hastaligimin kesin ve hizli tanisinin yapilabilirigi
saptanmugtir.
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