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Balgam örneklerinden Mycobacterium tuberculosis
komplex türlerinin nested PCR metodu ile direkt
belirlenmesi

Ahmet Aðaçayak (*), Yasemin Bulut (*), Adnan Seyrek (*), Ayten Gündüz (*), 
Aziz Ramazan Dilek (*)

Giriþ
Tüberküloz, halk saðlýðýný tehdit

eden önemli bir enfeksiyondur.
Dünya Saðlýk Örgütü; dünyanýn üçte
birinin tüberküloz basili ile enfekte
olduðunu bildirmiþtir (1). Bugün
tüberküloz enfeksiyonlarýnýn %95'i
geliþmekte olan ülkelerde ortaya çýk-
makta ve tüberkülozdan ölümlerin
%99'u bu ülkelerde görülmektedir
(2).

Bu mikroorganizmanýn kültür
ortamýnda çok yavaþ üremesi, tanýsý
bakýmýndan oldukça önemli bir dez-
avantajdýr. Bu yüzden; tüberkülozun
etkili þekilde kontrolü için kültüre
alternatif olabilecek, hýzlý, özgül ve
duyarlý taný yöntemlerinin geliþti-
rilmesi çalýþmalarý sýklýkla yapýlmak-
tadýr. Bu amaçla son yýllarda baþta
moleküler yöntemlerle taný yöntem-
leri olmak üzere, birçok çalýþma rapor
edilmiþtir (3-5). Bu moleküler taný
yöntemleri yalnýzca tüberküloz basil-
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Özet
Bu çalýþmanýn amacý, balgam örnek-
lerinde Mycobacterium tuberculosis
komplex türlerinin IS6110 kökenli
"nested polymerase chain reaction"
(PCR) ile direkt olarak belirlenme-
sidir. Bu amaçla, çalýþmada, akciðer
tüberkülozu tanýsý konmuþ 120 has-
tadan alýnan balgam örnekleri kul-
lanýldý. Dekontaminasyon iþlemini
takiben, balgam örneklerinin bir
kýsmý Löwenstein-Jensen besiyerine
ekildi ve örnekler 35-37 οC'de 4-8
hafta inkübe edildi. Kültür sonucun-
da, 105 örnekte tüberküloz basil-
lerinin ürediði belirlendi. Bu neden-
le, nested PCR metodunda 105 has-
taya ait kültür ve direkt balgam
örneklerinden elde edilen DNA'lar
kullanýldý. Nested PCR sonucunda,
toplam 105 direkt balgam örneðinin
78'inde (%74.29), kültür örneklerinin
ise 84'ünde (%80) M. tuberculosis
komplex türleri belirlendi. Kültürde
gerçekleþtirilen nested PCR ile kýyas-
landýðýnda direkt balgamda gerçek-
leþtirilen nested PCR'ýn duyarlýlýðý
%92.8 (78/84), özgüllüðü ise %100
(21/21) olarak tespit edildi. Çalýþ-
manýn sonuçlarýna göre, nested PCR
metodunun direkt balgam örnek-

lerinden M. tuberculosis komplex
türlerinin belirlenmesinde pratik,
özgül ve duyarlý bir metod olduðu
kaydedilmiþtir.
Anahtar kelimeler: Balgam, IS6110
gen bölgesi, 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 IS6110-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
Löwenstein-Jensen medium and
then the samples were incubated at
35-37 ºC, 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, IS6110 gene
region, Mycobacterium tuberculosis
complex, nested PCR
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lerinin belirlenmesinde deðil, ayný
zamanda bu basillerin tiplendiril-
mesinde oldukça sýk kullanýlmaya
baþlanmýþtýr. Bu amaçla kullanýlan
moleküler yöntemler, çoðunlukla
genom üzerindeki tekrarlanan ele-
mentleri hedef almaktadýr. Bunlarýn
baþlýcalarý; insersiyon sekanslarý
IS6110 ve IS1081, büyük polimorfik
tekrar elementleri, GC zengin poli-
morfik dizilimler, deðiþken sayýda
tandem tekrarlar, direkt tekrar loku-
su, kesici oligonükleotitler,
"mycobacterial interspersed repeti-
tive" elementlerdir. M.tuberculosis
komplex genom üzerinde farklý
kopya sayýlarýnda bulunan ve
lokalizasyon bakýmýndan da türler
arasýnda deðiþim gösteren bir trans-
pozon olan IS6110, moleküler çalýþ-
malarda sýklýkla kullanýlan bir "mar-
ker"dir (3-5).

Bu çalýþmada, akciðer tüberkü-
lozu tanýsý konmuþ hastalarýn balgam
örneklerinde M. tuberculosis komplex
varlýðýnýn, IS6110 insersiyon gen böl-
gesi hedef alýnarak, nested PCR'la
belirlenmesi amaçlanmýþtýr.

Gereç ve Yöntem
Balgam örneklerinin dekontaminasyo-

nu ve Ehrlich-Ziehl-Neelsen yöntemiyle
boyamasý: Bu çalýþmada kullanýlan bal-
gam örnekleri, 2002-2004 tarihleri
arasýnda, Elazýð Verem Savaþ
Derneði'nde daha önce yapýlan klinik
ve laboratuvar tetkiklerinde akciðer
tüberkülozu tanýsý konmuþ olan 120
hastadan alýndý. Örneklere, öncelikle,
organik kalýntýlarý sindirmek ve kon-
taminasyona sebep olan bakteri ve
mantarlarý elimine etmek amacýyla
dekontaminasyon iþlemi uygulandý.
Bu iþlem için N-asetil-L-sistein
(NALC-Mukolitik) ve sodyum
hidroksid (NaOH) yöntemi tercih
edildi (6). Lam üzerine örneklerden
yayma yapýlarak, örnekler Ehrlich-
Ziehl-Neelsen karbolfüksin yöntemi
ile boyandý. Lam oda ýsýsýnda bekletil-
erek hava etkisiyle kurutuldu.
Boyanmýþ yayma preparat, ýþýk
mikroskobunda incelenerek aside-
alkole dirençli basiller gözlendi (7).

Mikobakterilerin kültürü: De-konta-

minasyonu yapýlmýþ olan balgam
örneklerinin bir kýsmýndan
Löwenstein-Jensen besiyerine ekim
yapýlarak 35-37  οC'de 4-8 hafta inkübe
edildi. Balgam örneklerinin diðer
kýsmý ise PCR'da kullanýlýncaya kadar
-20 οC'de saklandý. Kültüre ekilen
örnekler, her hafta, hem makroskopik
hem de mikroskopik olarak incelendi
ve üremeleri kontrol edildi (6).

DNA Ýzolasyonu ve Nested PCR:
Hem kültür hem de dekontamine
balgam örneklerinin DNA ekstrak-
siyonu, ticari bir kit ile (Wizard
Genomic DNA Purification kiti,
Promega) gerçekleþtirildi. Kýsaca,
santrifüj sonrasý pelletlere 10 mg/ml'-
lik lizozim enzimi ve 50 mM'lýk
EDTA ilave edilerek, örnekler 37
οC'de 2 saat karýþtýrýcý inkübe edildi.
Karýþýma ticari kit içinde olan nükleik
lizis solüsyonu eklenerek, karýþým 80
οC'de 10 dk bekletildi. Karýþýma, yine
kit içinde bulunan RNA'ase enzimi
katýlarak, karýþým 37  οC'de 30 dk býra-
kýldý. Sonra, karýþýma protein çök-
türme solüsyonu býrakýlarak, karýþým
10 dk buzlu suda bekletildi. Santrifüj
sonrasý üst sývý, yeni mikrosantrifüj
tüpüne aktarýldý ve üzerine eþit
volümde izopropranolol eklendi.
Tüpler çöktürme iþlemi için 1 gece
oda ýsýsýnda bekletildi. Daha sonra
%70'lik etil alkol ile yýkamalarý
yapýlarak DNA pelletleri kurutuldu.
Pellet DNA'lar 40  l steril distile su ile
sulandýrýldý. Bu örnekler, PCR'da
kullanýlýncaya kadar -80 °C'de sak-
landý (8,9).

Nested PCR'ýn, gerek duyarlýlýk
gerekse özgüllük bakýmýndan normal
PCR'a üstünlükleri bulunmaktadýr.
Nested PCR'ýn pek çok farklý klinik
örnekten M.tuberculosis kompleks tür-
lerinin belirlenmesinde etkin olduðu
gösterilmiþtir (8). Bu nedenle nested
PCR, elde edilen DNA ile IS6110
gen bölgesine spesifik primerler kul-
lanýlarak gerçekleþtirildi (8). Mevcut
çalýþmada, nested PCR'ýn birinci aþa-
masýnda her örnek için; 10X PCR
buffer, 25mM MgCl2, her biri 100
mM olan dNTP, 20 pmol/µl primer 1
(TJ5; 5'- CCG CAA AGT GTG
GCT AAC - 3'), 20 pmol/µl primer 2

(TJ3; 5'- ATC CCC TAT CCG TAT
GGT G - 3'), 23.5 µl dH2O ve 0.5 µl
1Ü Taq DNA polimeraz (Pro-
mega/ABD) enzimi içeren karýþým
hazýrlandý. Mikrosantrifüj tüplerine
40 µl PCR karýþýmý ve 10 µl örnek
DNA'sý býrakýldý. Daha sonra örnek-
ler, 1 döngü 94 °C'de 2 dk ön ýsýtmayý
takiben, 94 °C'de 1 dk denatürasyon,
56 °C'de 1 dk birleþme ile 72 °C'de 2
dk uzamadan oluþan toplam 36
döngü ve 1 döngü de son uzatma 72
°C'de 10 dk olacak þekilde PCR
cihazýnda çoðaltýldý. Ýkinci aþama
PCR'da ise; 20 pmol/µl primer 3
(OLÝ5; 5'- AAC GGC TGA TGA
CCA AAC - 3') ve 20 pmol/µl primer
4 (STAN3; 5'- GTC GAG TAC
GCC TTC TTG TT - 3') primerleri-
ni içeren karýþým hazýrlanarak üzerine
2 µl birinci aþama PCR ürünlerinden
katýldý. Örneklere birinci aþama PCR
döngüsü uygulanarak nested PCR
gerçekleþtirildi (8).

Elde edilen PCR ürünleri 0.5
g/ml etidyum bromid içeren %2'lik
agaroz jelde elektroforez edildi.
Elektroforez sonrasý, jeller görün-
tüleme sisteminde ultraviyole ýþýnlarý
ile incelendi.

Bu çalýþmada pozitif kontrol
olarak standart M. tuberculosis komp-
leks ATCC suþu (ATTC-35810) ve
negatif kontrol olarak ise steril dH2O
kullanýldý.

Kültürde ve direkt balgamda
gerçekleþtirilen nested PCR deney-
lerinin sonuçlarý arasýndaki istatistik-
sel iliþki, ki-kare (χ2) testi kullanýlarak
belirlendi (10).

Bulgular
Kültürde, tüberküloz teþhisi almýþ

olan 120 hastadan 105'inin balgam-
larýnda tüberküloz basillerinin üre-
diði belirlendi. Bu 105 hastanýn kül-
tür ve direkt balgam örneklerinden
DNA izolasyonunu takiben, IS6110
gen bölgesine özgü primerlerle nest-
ed PCR iþlemi gerçekleþtirildi.
Pozitiflik, birinci aþama PCR sonu-
cunda 409 baz çifti (bç), ikinci aþama
PCR sonucunda ise 316 bç büyük-
lüðündeki DNA bantlarýna göre
deðerlendirildi (Þekil 1). Toplam 105
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balgam örneklerinde yapýlan nested
PCR sonucunda 78'inde (%74.28),
kültür örneklerine yapýlan nested
PCR sonucunda ise 84'ünde (%80)
IS6110 gen bölgesinin 316 bç'lik
kýsmý gözlendi. Balgam örnek-
lerinden M.tuberculosis kompleks po-
zitif olarak belirlenen örneklerin
tamamý kültür örneklerinde de pozi-
tif olarak belirlendi. Kültürde gerçek-
leþtirilen nested PCR ile kýyas-
landýðýnda direkt balgamda gerçek-
leþtirilen nested PCR'ýn duyarlýlýðý
%92.8 (78/84), özgüllüðü ise %100
(21/21) olarak tespit edildi. Ayný çalýþ-
mada, direkt balgamda gerçekleþti-
rilen nested PCR'ýn pozitif prediktif
deðeri %100 (78/78) ve negatif
prediktif deðeri %77.7 (21/27) olarak
belirlenmiþtir. Bu nedenle, direkt
balgamda gerçekleþtirilen nested
PCR'ýn sonuçlarý ile kültür örnek-
lerinde gerçekleþtirilen nested PCR
sonuçlarý arasýnda önemli fark tespit
edilmemiþtir (χ2=0.972; p=0.324).

Tartýþma
Tüberküloz basillerinin tiplen-

dirilmesi; hastalarýn epidemiyolojik
olarak birbirleriyle iliþkilerinin belir-
lenmesi, reaktivasyonun bulaþmadan
ayýrt edilmesi, hastane ve toplumsal

kaynaklý enfeksiyonlarýn belirlenmesi
ve laboratuvar kontaminasyonlarýnýn
saptanmasý bakýmýndan önemlidir
(5).

Ýnsanlarda görülen tüberküloz
olgularýnda M.tuberculosis kompleks
türleri, kompleks dýþý mikobakteri
türlerine kýyasla, daha sýk belirlen-
mektedir. Bu türlerin ayrýmýnda
biyokimyasal testler ve faj tiplendir-
me gibi konvansiyonel yöntemler
uzun süre kullanýlmýþ olmakla bera-
ber, bu yöntemlerin önemli eksiklik-
leri bulunmaktadýr. Bunlar kültüre
dayalý yöntemler olduklarýndan, uzun
bir sürede sonuç verebilmektedir. Bu
sebeple direkt klinik örneklerden
çalýþýlabilecek, doðru ve hýzlý tiplen-
dirme metoduna gereksinim duyul-
maktadýr. Bu amaçla son yýllarda,
çeþitli DNA temelli teknikler uygu-
lanmakta ve mikobakteri hedef gen-
leri incelenerek türlere özgü gen böl-
geleri seçilmektedir (5,11).

Tüberküloz basillerinin tiplendi-
rilmesi amacýyla sýklýkla kullanýlan
bölgeler, genom üzerinde tekrar ele-
mentlerdir. Bu amaçla kullanýlan
IS6110 insersiyon gen elementi, M.
tuberculosis kompleks genomu üze-
rinde farklý kopya (1-20) sayýlarýnda
bulunan, lokalizasyon bakýmýndan da
türler arasýnda deðiþim gösteren bir
transpozondur (5). Kivi ve ark.,
IS6110 gen bölgesini hedef alan çalýþ-
mada örneklerinin %64'ünde M.
tuberculosis kompleks türlerini belir-
lemiþlerdir (12). Warren ve ark., IS-3'
probunu ve DNA parmak izi yön-
temini kullanarak %99.7 oranýnda M.
tuberculosis izolatlarý tanýmlamýþlardýr
(13). Montenegro ve ark. pulmoner
tüberkülozlu 222 çocuk hastada 322
klinik örneðe (mide açlýk sývýsý, nazo-
faringeal sývý, balgam ve diðerleri)
Pt8/Pt9 ve TB290/Pt9 primerleriyle
yapmýþ olduklarý seminested PCR
sonucunda %67 oranýnda IS6110 gen
bölgesini tespit etmiþlerdir (14).
Durmaz ve ark. IS6110 ve DNA par-
mak izi metoduyla yapmýþ olduklarý
çalýþmada ise, 88 M.tuberculosis izo-
latýnýn 58'ini (%65.90) tiplendirmiþ-
lerdir (15). Toraman ve ark. 77 beyin
omurilik sývýsý, 13 mide açlýk sývýsý, 10

balgam, 6 plevral mayi ve 5 torasentez
mayi olmak üzere toplam 121 örnek-
te TJ3/TJ5 ve OLÝ5/STAN3 primer-
lerini kullanarak yapmýþ olduklarý
nested PCR yöntemiyle 42 (%34.70)
örnekte IS6110 gen bölgesini
belirleyerek M.tuberculosis kompleks
türleri ile diðer mikobakterileri bir-
birinden ayýrt etmiþlerdir (16).
Atabey ve ark. çeþitli örneklerde
(BOS, periton sývýsý, plevra sývýsý,
doku biyopsileri, balgam) IS6110 gen
bölgesini belirleyerek 150 hasta ör-
neðinin 69'unda M.tuberculosis komp-
leks türlerini tespit etmiþlerdir (17).

TJ3/TJ5 ve OLÝ5/STAN3 primer-
leri kullanýlarak yaptýðýmýz bu çalýþma
sonucunda ise; 105 hastanýn 78'inin
(%74.29) direkt balgam örneklerinde,
84'ünün (%80) kültür örneklerinde
IS6110 gen bölgesi elde edilerek, hem
direkt balgam hem de kültür örnek-
lerinden M.tuberculosis kompleks tür-
leri tespit edilmiþtir. Bu örneklerin
tamamý akciðer tüberkülozu tanýsý
konmuþ hastalardan alýnmýþ ve tüm
örneklerde Ziehl-Neelsen karbol-
füksin yöntemi ile boyamada aside-
alkole dirençli basiller gözlenmiþ
olmasýna raðmen, balgam örnek-
lerinin 27'si (%25.71), kültür örnek-
lerinin ise 21'i (%20) nested PCR
negatif olarak deðerlendirilmiþtir. Bu
negatifliðin sebebi, alýnan örnekten
nested PCR'ýn deteksiyon limitinin
altýnda bakteri bulunmasýndan kay-
naklanabileceði gibi, bu örneklerdeki
etkenlerin M.tuberculosis kompleks
dýþý mikobakteriler olmasý da muhte-
meldi. Ancak, bu çalýþmada negatif
örneklerde M.tuberculosis kompleks
dýþý mikobakteriler için bir tiplendir-
meye gidilmemiþtir. M.tuberculosis
kompleks dýþý mikobakteriler için bir
tiplendirmeye gidilmemiþ olunmasý-
na raðmen, yalnýzca mevcut pozitif-
likler dikkate alýndýðýnda, bölgemizde
tüberküloz olgularýnda  M.tuberculosis
kompleks türlerinin yüksek oranda
bulunduðunu ifade edebiliriz.

Bu çalýþmanýn verilerine göre,
pozitif prediktif deðer yüksek çýk-
mýþtýr. Çalýþmada örneklerin tamamý-
nýn klinik tüberküloz hastalarýndan
seçilmiþ olmasý pozitif prediktif deðer

Þekil 1. Elde edilen PCR ürünlerinin % 2'lik
agaroz jeldeki görüntüsü. Hat 1; Klinik örnek-
te I. aþama PCR sonucu belirlenen bant (409
bç.'lik), hat 2; Klinik örnekte II. aþama  PCR
sonucu belirlenen bant (316 bç.'lik), hat 3; po-
zitif kontrolde II. aþama PCR sonucu belir-
lenen bant (316 bç.'lik), hat 4; negatif klinik
örnek, hat 5; negatif kontrol, M; 100 bç.'lik
DNA ladder marker
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yüksek çýkmasýnýn sebebi olarak
görülebilir. Ancak, çalýþmanýn sonuç-
larý balgam örneklerinde nested
PCR'ýn duyarlý ve özgül olduðunu,
ayrýca etkenin kültür veya direkt bal-
gamda belirlenmesi noktasýnda ista-
tistiksel olarak da anlamlý bir farkýn
olmadýðýný göstermektedir. Balgam
örneklerinden etkenin doðrudan
nested PCR ile belirlenmesinde yük-
sek özgüllük ve duyarlýlýk nedeniyle
de, benzer yaklaþýmýn klinik olarak
doðrulanamayan vakalarda M.tubercu-
losis kompleks türlerinin kýsa sürede
ve güvenli bir þekilde belirlen-
mesinde de kullanýlabileceðini dü-
þünmekteyiz.

Sonuç olarak, bu çalýþmanýn veri-
leri M.tuberculosis kompleks türlerinin
nested PCR ile direkt balgam örnek-
lerinden belirlenmesinin pratik,
duyarlý ve özgül bir yaklaþým olduðu
kanaatini desteklemektedir.

Teþekkür
Akciðer tüberküloz olduðu tespit

edilmiþ hastalara ulaþýlmasýnda ve bu
hastalarýn balgam örneklerinin temin
edilmesinde bizlerden yardýmlarýný
esirgemeyen Elazýð Verem Savaþ
Dispanseri sorumlu tabibi Dr. Hayri
Kýraç ve kurum çalýþanlarýna teþekkür
ederiz.
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