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ARASTIRMA

Balgam orneklerinden Mycobacterium tuberculosis
komplex turlerinin nested PCR metodu ile direkt

belirlenmesi
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Ozet

Bu calismanin amaci, balgam ornek-
lerinde Mycobacterium tuberculosis
komplex tiirlerinin 1S6110 kokenli
"nested polymerase chain reaction”
(PCR) ile direkt olarak belirlenme-
sidir. Bu amagcla, calismada, akciger
tuberkilozu tanms1 konmus 120 has-
tadan alinan balgam ornekleri kul-
lanildi. Dekontaminasyon islemini
takiben, balgam orneklerinin bir
kism1 Lowenstein-Jensen besiyerine
ekildi ve ornekler 35-37 ‘C'de 4-8
hafta inkiibe edildi. Kultir sonucun-
da, 105 ornekte tiberkiiloz basil-
lerinin Uredigi belirlendi. Bu neden-
le, nested PCR metodunda 105 has-
taya ait kiltir ve direkt balgam
orneklerinden elde edilen DNA'lar
kullanildi. Nested PCR sonucunda,
toplam 105 direkt balgam orneginin
78'inde (%74.29), kiiltlir orneklerinin
ise 84'Unde (%80) M. tuberculosis
komplex tirleri belirlendi. Kiltiirde
gerceklestirilen nested PCR ile kiyas-
landiginda direkt balgamda gercek-
lestirilen nested PCRin duyarliligi
%92.8 (78/84), ozgullugl ise %100
(21/21) olarak tespit edildi. Calis-
manin sonuclarina gore, nested PCR
metodunun direkt balgam ornek-
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lerinden M. tuberculosis komplex
turlerinin belirlenmesinde pratik,
ozgiil ve duyarli bir metod oldugu
kaydedilmistir.

Anahtar kelimeler: Balgam, 156110
gen bolgesi, Mycobacterium tuber-
culosis kompleksi, nested PCR

Summary

Direct detection of Mycobacterium
tuberculosis complex strains from
sputum samples by nested PCR
method

The purpose of this study was to
detect the presence of Mycobac-
terium tuberculosis complex strains
in sputum samples by 1S6110-based
nested polymerase chain reaction
(PCR). The sputum samples of 120
patients with pulmonary tuberculo-
sis were collected. After decontami-
nation procedure, a portion of the
sputum samples was inoculated on
Lowenstein-Jensen medium and
then the samples were incubated at
35-37 °C, for 4-8 weeks. Tubercu-
losis bacilles were identified in 105
out of 120 sputum cultures collected
from the patients with tuberculosis.
Therefore, the direct sputum sam-
ples and the DNAs extracted from
the culture of those 105 patients
were used for amplification of
IS6110 gene region by nested PCR. In
the result of the nested PCR
method, 78 (74.29%) of the direct
sputum samples were found to be
positive for M. tuberculosis com-
plex, while 84 (80%) of the culture
samples were positive. When the
results of the direct sputum samples
were compared to the culture sam-

ples, the sensitivity and specificity
of nested PCR from direct sputum
samples were 92.8% (78/84), and
100% (21/21), respectively. This
study has shown that nested PCR
method is a practical, sensitive and
specific method for the detection of
M. tuberculosis complex strains from
sputum samples.

Key words: Sputum, 156110 gene
region, Mycobacterium tuberculosis
complex, nested PCR

Giris

Ttuberkiiloz, halk saghgini tehdit
eden o6nemli bir enfeksiyondur.
Diinya Saglik Orgiitii; diinyanin tigte
birinin tiiberkiiloz basili ile enfekte
oldugunu bildirmistir (1). Bugiin
tiberkiiloz enfeksiyonlarinin %95'1
gelismekte olan tilkelerde ortaya ¢ik-
makta ve tiiberkiilozdan o6liimlerin
%99'u bu iilkelerde gorillmektedir
(2).

Bu mikroorganizmanin kiltiir
ortaminda ¢ok yavag tiremesi, tanisi
bakimindan oldukga énemli bir dez-
avantajdir. Bu yiizden; tiiberkiilozun
etkili gekilde kontrolii igin kiiltiire
alternatif’ olabilecek, hizli, 6zgil ve
duyarli tan: yontemlerinin gelisti-
rilmesi galigmalart siklikla yapilmak-
tadir. Bu amacla son yillarda basta
molekiiler yontemlerle tani yontem-
leri olmak tizere, birgok ¢aligma rapor
edilmigtir (3-5). Bu molekiiler tani
yontemleri yalnizca tiiberkiiloz basil-
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lerinin belirlenmesinde degil, aym
zamanda bu basillerin tiplendiril-
mesinde oldukca sik kullanilmaya
baglanmistir. Bu amagla kullanilan
molekiiler yontemler, cogunlukla
genom {izerindeki tekrarlanan ele-
mentleri hedef almaktadir. Bunlarin
baglicalar;; insersiyon sekanslari
IS6110 ve IS1081, biityiik polimorfik
tekrar elementleri, GC zengin poli-
morfik dizilimler, degisken sayida
tandem tekrarlar, direkt tekrar loku-

su, kesici oligoniikleotitler,
"mycobacterial interspersed repeti-
tive" elementlerdir. M.tuberculosis

komplex genom iizerinde farkli
kopya sayilarinda  bulunan ve
lokalizasyon bakimindan da tiirler
arasinda degisim gosteren bir trans-
pozon olan IS6110, molekiiler ¢alis-
malarda siklikla kullanilan bir "mar-
ker"dir (3-5).

Bu ¢alismada, akciger tiiberkii-
lozu tanist konmug hastalarin balgam
orncklerinde M. tuberculosis komplex
varliginin, IS6110 insersiyon gen bol-
gesi hedef almarak, nested PCR'la
belirlenmesi amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem

Balgam orneklerinin dekontaminasyo-
nu ve Ehrlich-Ziehl-Neelsen yontemiyle
boyamasi: Bu ¢alismada kullanilan bal-
gam Ornekleri, 2002-2004 tarihleri
arasinda, Elazig  Verem  Savag
Dernegi'nde daha 6nce yapilan klinik
ve laboratuvar tetkiklerinde akciger
titberkiilozu tanist konmus olan 120
hastadan alindi. Orneklere, oncelikle,
organik kalmtilar1 sindirmek ve kon-
taminasyona sebep olan bakteri ve
mantarlar1 elimine etmek amaciyla
dekontaminasyon iglemi uygulandi.
Bu islem igin N-asetil-L-sistein
(NALC-Mukolitik) ve sodyum
hidroksid (NaOH) yontemi tercih
edildi (6). Lam f{izerine 6rneklerden
yayma yapilarak, ornekler Ehrlich-
Zichl-Neelsen karbolfiiksin yontemi
ile boyandi. Lam oda 1s1sinda bekletil-
erck  hava etkisiyle kurutuldu.
Boyanmis yayma preparat, 1s1k
mikroskobunda incelenerck aside-
alkole direngli basiller gézlendi (7).

Mikobakterilerin kiiltiirii: De-konta-
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minasyonu yapilmis olan balgam
orneklerinin bir kismindan
Lowenstein-Jensen besiyerine ckim
yapilarak 35-37 “C'de 4-8 hafta inkiibe
edildi. Balgam Orneklerinin diger
kismi ise PCR'da kullanilincaya kadar
-20 °C'de saklandi. Kiiltiire ekilen
ornekler, her hafta, hem makroskopik
hem de mikroskopik olarak incelendi
ve tiremeleri kontrol edildi (6).

DNA Izolasyonu ve Nested PCR:
Hem kiiltiir hem de dekontamine
balgam orneklerinin DNA ekstrak-
siyonu, ticari bir kit ile (Wizard
Genomic DNA Purification Kkiti,
Promega) gergeklestirildi. Kisaca,
santrifiij sonrast pelletlere 10 mg/ml'-
lik lizozim enzimi ve 50 mM'lik
EDTA ilave edilerek, ornekler 37
‘C'de 2 saat karigtirict inkiibe edildi.
Karigima ticari kit i¢inde olan niikleik
lizis soltisyonu cklenerek, karigim 80
‘C'de 10 dk bekletildi. Karigima, yine
kit iginde bulunan RNA'ase enzimi
katilarak, karigim 37 °C'de 30 dk bira-
kildi. Sonra, karigima protein ¢ok-
tiirme soliisyonu birakilarak, karigim
10 dk buzlu suda bekletildi. Santrifiij
sonrast ist sivi, yeni mikrosantrifiij
tiptine aktarildi ve tizerine esit
voliimde izopropranolol cklendi.
Tupler ¢oktiirme iglemi igin 1 gece
oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra
%701k etil alkol ile yikamalar
yapilarak DNA pelletleri kurutuldu.
Pellet DNA'lar 40 I steril distile su ile
sulandirildi. Bu 6rnekler, PCR'da
kullanilincaya kadar -80 °C'de sak-
landi (8,9).

Nested PCR';m, gerek duyarlilik
gerekse Ozgiillitk bakimindan normal
PCR'a dstiinlitkleri bulunmaktadir.
Nested PCR'm pek ¢ok farkl klinik
ornckten M.tuberculosis kompleks tiir-
lerinin belirlenmesinde etkin oldugu
gosterilmistir (8). Bu nedenle nested
PCR, elde edilen DNA ile IS6110
gen bolgesine spesifik primerler kul-
lanilarak gerceklestirildi (8). Mevcut
¢aligmada, nested PCR'mn birinci asa-
masinda her 6rnek i¢in; 10X PCR
buffer, 25mM MgCl,, her biri 100
mM olan dNTP, 20 pmol/ul primer 1
(TJ5; 5'- CCG CAA AGT GTG
GCT AAC - 3'), 20 pmol/ul primer 2

(TJ3;5'- ATC CCC TAT CCG TAT
GGT G - 3"), 23.5 ul dH2O ve 0.5 ul
1U Taq DNA polimeraz (Pro-
mega/ABD) enzimi igeren karigim
hazirland1. Mikrosantrifiij tiiplerine
40 ul PCR karigimi ve 10 ul 6rnek
DNA'st birakildi. Daha sonra 6rnek-
ler, 1 déngii 94 °C'de 2 dk 6n 1sitmay1
takiben, 94 °C'de 1 dk denatiirasyon,
56 °C'de 1 dk birlesme ile 72 °C'de 2
dk wuzamadan olusan toplam 36
dongii ve 1 déngii de son uzatma 72
°C'de 10 dk olacak sekilde PCR
cihazinda cogaltildi. Tkinci asama
PCR'da ise; 20 pmol/ul primer 3
(OLI5; 5'- AAC GGC TGA TGA
CCA AAC - 3") ve 20 pmol/ul primer
4 (STAN3; 5'- GTC GAG TAC
GCCTTCTTGTT - 3") primerleri-
ni igeren karigim hazirlanarak iizerine
2 ul birinci asama PCR driinlerinden
katild1. Orneklere birinci asama PCR
dongiisii uygulanarak nested PCR
gergeklestirildi (8).

Elde edilen PCR irtnleri 0.5
g/ml etidyum bromid igeren %2'lik
agaroz jelde elektroforez edildi.
Elektroforez sonrasi, jeller goriin-
tilleme sisteminde ultraviyole 1gmlart
ile incelendi.

Bu ¢alismada pozitif kontrol
olarak standart M. tuberculosis komp-
leks ATCC susu (ATTC-35810) ve
negatif kontrol olarak ise steril dH,O
kullanildt.

Kiiltiirde ve direkt balgamda
gergeklestirilen nested PCR deney-
lerinin sonuglar1 arasindaki istatistik-
sel iligki, ki-kare (y2) testi kullanilarak
belirlendi (10).

Bulgular

Kiiltiirde, tiiberkiiloz teshisi almig
olan 120 hastadan 105'inin balgam-
larinda ttberkiloz basillerinin iire-
digi belirlendi. Bu 105 hastanin kiil-
tiir ve direkt balgam 6rneklerinden
DNA izolasyonunu takiben, IS6110
gen bolgesine 6zgii primerlerle nest-
ed PCR iglemi gerceklestirildi.
Porzitiflik, birinci agama PCR sonu-
cunda 409 baz ¢ifti (bg), ikinci asama
PCR sonucunda ise 316 bg biiyiik-
ligiindeki DNA bantlarina gore
degerlendirildi (Sekil 1). Toplam 105
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Sekil 1. Elde edilen PCR iirtinlerinin % 2'lik
agaroz jeldeki goriintiisii. Hat 1; Klinik 6rnek-
te I. asama PCR sonucu belirlenen bant (409
be.'lik), hat 2; Klinik 6rnekte II. agama PCR
sonucu belirlenen bant (316 bg.'lik), hat 3; po-
zitif kontrolde II. asama PCR sonucu belir-
lenen bant (316 bg.'lik), hat 4; negatif klinik
ornek, hat 5; negatif kontrol, M; 100 be.'lik
DNA ladder marker

balgam o6rneklerinde yapilan nested
PCR sonucunda 78'inde (%74.28),
kiltiir orneklerine yapilan nested
PCR sonucunda ise 84'tinde (%80)
IS6110 gen bolgesinin 316 b¢'lik
kismi gozlendi. Balgam 6rnek-
lerinden M.tuberculosis kompleks po-
zitif olarak belirlenen Orneklerin
tamamu kiiltiir 6rneklerinde de pozi-
tif olarak belirlendi. Kiiltiirde gergek-
lestirilen nested PCR ile kiyas-
landiginda direkt balgamda gergek-
lestirilen nested PCR'!n duyarlilig:
%92.8 (78/84), ozgullugi ise %100
(21/21) olarak tespit edildi. Ayni ¢alig-
mada, direkt balgamda gergeklesti-
rilen nested PCR';n pozitif prediktif
degeri %100 (78/78) ve negatif
prediktif degeri %77.7 (21/27) olarak
belirlenmigtir. Bu nedenle, direkt
balgamda gergeklestirilen nested
PCR'!n sonuglan ile kiiltiir 6rnek-
lerinde gergeklestirilen nested PCR
sonuglart arasinda 6nemli fark tespit
edilmemigtir (x2=0.972; p=0.324).

Tartigma

Ttiiberkiiloz basillerinin tiplen-
dirilmesi; hastalarin epidemiyolojik
olarak birbirleriyle iligkilerinin belir-
lenmesi, reaktivasyonun bulagmadan
ayirt edilmesi, hastane ve toplumsal
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kaynakli enfeksiyonlarin belirlenmesi
ve laboratuvar kontaminasyonlarinin
saptanmasi bakimindan 6nemlidir
©N

Insanlarda goriilen tiiberkiiloz
olgularinda M.tuberculosis kompleks
turleri, kompleks digi mikobakteri
tiirlerine kiyasla, daha sik belirlen-
mektedir. Bu tiirlerin  ayriminda
biyokimyasal testler ve faj tiplendir-
me gibi konvansiyonel yontemler
uzun siire kullanilmig olmakla bera-
ber, bu yéntemlerin 6nemli eksiklik-
leri bulunmaktadir. Bunlar kiiltiire
dayali ydntemler olduklarindan, uzun
bir siirede sonug verebilmektedir. Bu
sebeple direkt klinik o6rneklerden
calisilabilecek, dogru ve hizli tiplen-
dirme metoduna gereksinim duyul-
maktadir. Bu amagla son yillarda,
cesitli DNA temelli teknikler uygu-
lanmakta ve mikobakteri hedef gen-
leri incelenerek tiirlere 6zgii gen bol-
geleri segilmektedir (5,11).

Tiiberkiiloz basillerinin tiplendi-
rilmesi amaciyla siklikla kullanilan
bolgeler, genom {izerinde tekrar ele-
mentlerdir. Bu amagla kullanilan
IS6110 insersiyon gen elementi, M.
tuberculosis kompleks genomu iize-
rinde farkli kopya (1-20) sayilarinda
bulunan, lokalizasyon bakimindan da
tiirler arasinda degisim gosteren bir
transpozondur (5). Kivi ve ark,
IS6110 gen bolgesini hedef alan galig-
mada Orneklerinin  %64'tinde M.
tuberculosis kompleks tiirlerini belir-
lemiglerdir (12). Warren ve ark., IS-3'
probunu ve DNA parmak izi yon-
temini kullanarak %99.7 oraninda M.
tuberculosis izolatlar1 tanimlamiglardir
(13). Montenegro ve ark. pulmoner
tiberkiilozlu 222 ¢ocuk hastada 322
klinik 6rnege (mide aglik sivisi, nazo-
faringeal sivi, balgam ve digerleri)
Pt8/Pt9 ve TB290/Pt9 primerleriyle
yapmig olduklar1 seminested PCR
sonucunda %67 oraninda IS6110 gen
bolgesini tespit etmiglerdir (14).
Durmaz ve ark. IS6110 ve DNA par-
mak izi metoduyla yapmug olduklar
galismada ise, 88 M.tuberculosis izo-
latinin 58'ini (%65.90) tiplendirmis-
lerdir (15). Toraman ve ark. 77 beyin
omurilik sivisi, 13 mide a¢lik sivisi, 10

balgam, 6 plevral mayi ve 5 torasentez
mayi olmak iizere toplam 121 6rnek-
te TJ3/TJ5 ve OLI5/STANS3 primer-
lerini kullanarak yapmig olduklar:
nested PCR yontemiyle 42 (%34.70)
ornekte  1S6110 gen  bdlgesini
belirleyerek M.tuberculosis kompleks
tiirleri ile diger mikobakterileri bir-
birinden ayirt etmiglerdir (16).
Atabey ve ark. cesitli orneklerde
(BOS, periton swvisi, plevra sivisi,
doku biyopsileri, balgam) IS6110 gen
bolgesini belirleyerek 150 hasta Or-
neginin 69'unda M.tuberculosis komp-
leks tirlerini tespit etmiglerdir (17).

TJ3/TJ5 ve OLI5/STANS3 primer-
leri kullanilarak yaptigimiz bu galigma
sonucunda ise; 105 hastanin 78'inin
(%74.29) direkt balgam 6rneklerinde,
84'tintin (%80) kiiltiir 6rneklerinde
IS6110 gen bolgesi elde edilerck, hem
direkt balgam hem de kiiltiir 6rnek-
lerinden M.tuberculosis kompleks tiir-
leri tespit edilmigtir. Bu 6rneklerin
tamamu akciger tiiberkiilozu tanisi
konmug hastalardan alinmig ve tiim
orneklerde Zichl-Neelsen karbol-
titkksin yontemi ile boyamada aside-
alkole direngli basiller gézlenmis
olmasina ragmen, balgam o&rnek-
lerinin 27'si (%25.71), kiiltiir 6rnek-
lerinin ise 211 (%20) nested PCR
negatif olarak degerlendirilmistir. Bu
negatifligin sebebi, aliman ornekten
nested PCR'm deteksiyon limitinin
altinda bakteri bulunmasindan kay-
naklanabilecegi gibi, bu 6rneklerdeki
etkenlerin  M.tuberculosis kompleks
dist mikobakteriler olmasi da muhte-
meldi. Ancak, bu caligmada negatif
orneklerde M.tuberculosis kompleks
dis1 mikobakteriler i¢in bir tiplendir-
meye gidilmemistir. M.tuberculosis
kompleks dis1 mikobakteriler igin bir
tiplendirmeye gidilmemis olunmasi-
na ragmen, yalnizca mevcut pozitif-
likler dikkate alindiginda, bolgemizde
titberkiiloz olgularinda M. tuberculosis
kompleks tiirlerinin yiitkseck oranda
bulundugunu ifade edebiliriz.

Bu calismanin verilerine gore,
pozitif prediktif deger yiiksek ¢ik-
mugtir. Calismada drneklerin tamami-
nin klinik tiiberkiiloz hastalarindan
se¢ilmis olmasi pozitif prediktif deger
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yiiksek ¢ikmasinin sebebi olarak
goriilebilir. Ancak, ¢alismanin sonug-
lar1 balgam orneklerinde nested
PCR'n duyarli ve 6zgiil oldugunu,
ayrica etkenin kiilttir veya direket bal-
gamda belirlenmesi noktasinda ista-
tistiksel olarak da anlaml bir farkin
olmadigini gostermektedir. Balgam
orneklerinden etkenin dogrudan
nested PCR ile belirlenmesinde yiik-
sck ozgiilliik ve duyarlhilik nedeniyle
de, benzer yaklasgimim klinik olarak
dogrulanamayan vakalarda M.tubercu-
losis kompleks tiirlerinin kisa siirede
ve giivenli bir sckilde belirlen-
mesinde de kullanilabilecegini dii-
stinmekteyiz.

Sonug olarak, bu ¢aligmanin veri-
leri M.tuberculosis kompleks tiirlerinin
nested PCR ile direkt balgam 6rnek-
lerinden belirlenmesinin  pratik,
duyarli ve 6zgiil bir yaklagim oldugu
kanaatini desteklemektedir.
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