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Enfeksiyon Hastaliklarinin Tani ve Tedavisi

Yeni milenyum igin molekiiler yontemler

Michael A. PEALLER!

Molekiiler biyoloji arasurmalarmda kullamilan
teknikler, enfeksiyon hastaliklarinin epidemiyoloji
ve patogenezini anlamamiza bilylik katkida bu-
lunmuglardir. Son on yil igerisinde bu teknikler, kli-
nik  materyallerdeki  mikroorganizmalarin - ta-
ninmasinda ve tiplerinin  belirlenmesinde (iden-
tifikasyonunda) yaygn olarak kullamlmaya bag-
lanmistr, Pek gok klinik mikrobiyoloji laboratuvar,
niikleik asit amplifikasyon yontemlerini  en-
feksiyonlarn tamsinda, patojenlerin belirlenmesinde
ve  antimikrobiyal  direng  genlerinin  ka-
rakterizasyonunda kullanmaktadir. Belki de, mo-
lekiiler yéntemlerin en heyecanh  uygulama alam,
klasik kiltiirler ve mikroskopik yintemlerle tam ala-
mayan enfeksivonlarin etkenlerinin belirlenmesidir.
Dahasi, mikroorganizmalann molekiiler yéintemlerle
karaklerizasyonu, hem epidemiyolojik aragtirmalar,
hem de hastanelerde enfeksiyon kontrolu agisindan
gilclil bir gerectir.

Klinik labaratuarlarda, mikroorganizmalann ta-
msinda kullanilan ¢esitli niikleik asit kékenli kitler
meveuttur, Baz sistemlerde, niikleik asit problan
klinik matervallerden mikroorganizmalarin  direkt
belirlenmesi ya da daha tnce izole edilen mik-
roorganizmalann tiplendirilmesi igin kullamibrken,
difer sistemlerde ise probla hedef sckansi-dizilimi
belirlemezden Snee, bir tir sinyal veya hedef amp-
lifikasyon teknigi kullanilmaktadir,

MNiikleik Asit Probuna Dayanan Sistemler

Milkleik asit problan, patojenleri dirckl olarak
klinik materyallerde belirlevebilir, aym zamanda

I University of lowa College of Medicine, lowa City, lowa,

kitltiirle izolasyonu izleyerek mikroorganizmalan
ayristirabilir, Cok farkh yintem segenekler bulunsa
da, ticari tiriinler geligtirilirken, hemen hemen sadece
solusyon-faz hibridizasyon ve non-izotopik olarak
igaretlenmig problar kullamimaktadir. Bu tiir di-
zilime { sckansa) spesifik problar klinik drncklerdeki
patojenlerin izli ve basit olarak laminmasini sag-
lasalar da, sensitiviteleri diigiiktiir, Cogu direkt prob
assayinde tami igin hedef niikleik asidin mik-
rolitresinde 10,000 gen kopyasimin bulunmasina ge-
reksinim duyulurken, direkt preb assaylerinin sinyal
veva hedef amplifikasyonuyla beraber kullamilmas:
durumunda bu sayr mikrolitrede 500 gen kopyasina
kadar inchilmektedir. Prob assaylert hem HIV hem de
HCV'de viral yitkiin kantitatif olarak belirlenmesinde
yaygin olarak kullamilsalar da, polimeraz zincir re-
aksiyonu  (PCR, Roche Diagnostics, Indianapolis,
Ind.}) gibi hedef amplifikasyonuna dayanan yén-
lemlerin analitik sensitivitesine highir zaman ula-
samamaktadirlar,

Solusyon-faz hibridizasyon ve non-izotopik iga-
retleme kullanan bazi sistemler: GeneProbe (San
Diego, Calif.) PACE 2 sistemi ve Digene (Ga-
ithersburg, Md.) ve Murex (Abbott Park, 111.) hibrid
capture assay (HCA) sistemleridir. Bu sistemlerin
avantajlar, vzun raf omirleri, kullanier igin kolay
olan formatlan, ve kilgiik veya biiyiik sayilardaki o:-
nekleri galigabilmedeki esneklikleridir,

Amplifiye edilmig drilnleri tanimak igin problar
kullanan moelekiiler-kitkenli yéntemlere bir &mek
dallannug zincirli(branched chain) DNA tayinidir
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{Bayer Corporation, Tarrytown, N.Y.). Bu yintem,
enzim immiinassaylere benzer bir format kullanr ve
viral partikiillerin hem tammmasimi hem de ku-
antifikasyonunu saglar. Sinyal amplifikasyonuna da-
yanan yintemler, hedef amplifikasyon vintemleri
kadar sensitif olmasalar da , kantitatif sonuglar viral
yikil ve prognozu belirlemede, aynca tedaviye olan
cevabin izlenmesinde yardimer olabilirler,

Prob hibridizasyonu ile kiltiir identifikasyonu,
mikobakteriler gibi yavag treyen mikroorganizmalar
veya ticari identifikasyon sistemleri bulunmayan
mikroorganizmalann tams: igin yararhdir, Kiltiir
identifikasyonunda kullamlan ticari problarin hemen
hepsi Gen-Probe tarafindan  iiretilmektedir, Ac-
ridinium ile igaretli tire spesifik rRNA problan bu-
lunduran bu sistemler, bir is glni igerisinde kiil-
tirden identifikasyonu saBlamaktadirlar. Dahasi,
milkemmel sensitivite ve spesifisiteleri sayesinde,
Gen-Probe sistemleri M.tuberculosis ve iliskili tir-
lerin tamisinda baghca dayanaklardan biri olarak
kabul edilmektedirler,

Niikleik asit amplifikasyon sistemleri

Enfcksiyon hastaliklarimin tamsinda niikleik asit
amplifikasyonu kullanmamn en biiyiik avantap, yiin-
temin diigiik konsantrasyonlarda mevcut olan spe-
sifik hedefleri amplifiye edebilme yetenefidir. Ge-
listirilen amplifikasyon tekniklerinin ilki olan PCR,
hem aragtirma laboratuarlarinda hem de klinik la-
boratuarlarda hala en yayen olarak kullamlan mo-
lekiller tant ySntemidir. Diger amplifikasyon stra-
tejileri arasinda ligaz zincir reaksiyonu (Abbott la-
boratuarlar, Abbott park 111}, niikleik asit sarmalina
dayanan amplifikasyonlar (Organon Teknica, Dur-
ham, N.C.), sarmal yer degistirme amplifikasyonlar
(BD Biosciences, Franklin Lakes, N.J1.) ve trans-
kripsiyon aracili amplifikasyonlar (Gen-Probe) bu-
lunmakiadir, Farkl patojenler igin gok savida kar-
silastirmal calismalar yayinlanmig olsa da, degigik
amplifikasyon stratejileri kullanarak ulagilan tant
diizeyleri agisindan ydntemler arasinda ne derece
belirgin farkhilik oldugu hala gok nel degildir. Bu
agamada, meveut olan yintemlerden higbirinin PCR
sensitivitesine ulasamadif siylenehilir,

Simdiye kadar, enfeksiyon hastaliklar igin, amp-
lifikasyon kikenli drin segenekleri oldukga si-
mrhydi. Genel olarak piyasadaki sistemler, spesifik
viral hastaliklanin (HCV, HBV, HIV ve CMV) ta-
misina ve cinsel volla gegig gosieren hastahklann
baghcalanna (N.gonorrhoeae ve C.wrachomatis) ve
M. tuberculosise yimeliktir, Virlislerin kalitatf ta-

yinine ek olarak, klinik materyallerde viral yiikiin
kantitatilf olarak belirlenmesi HCV, HIV, HBY ve
CMYV enfeksiyonlannda tamda, prognozda ve te-
daviye cevabin izlenmesinde dnemli rol  oy-
namaktadir.

Ticari amplifikasyon sistemlerinin geligtirilmesi
ile, enfeksiyon hastaliklarinda molekiiler tam daha
fazla kabul gormeye baglamisur. Bu sistemler sa-
yesinde laboratuarlar, 6rmek kontaminasyonunu en-
gelleyebilmekte, reaktif standardizasyonu ve re-
aksiyon atomatizasyonunu saglayabilmektedirler. Bir
mikrobiyoloji laboratvaninda kullanilmas: planlanan
molekiiler tam sistemi segilirken, sunabildigi testlerin
say1s1, laboratarin i akigina olan uygunlugu ve
maliyeti giiz dniine alinmalidir. Cogu laboratuar igin
en uygun yaklagim, miimkiin olan en fazla test sa-
yisina sahip olan sistemi segmektir.

Patojenlerin belirlenmesi

Amplifikasyona dayanan yintemler siklikla kli-
nik materyallerden patojenlerin direkt tayini igin
kullanilsalar da, hem kiltirii yapilmis hem de kiil-
tiirii giic olan mikroorganizmalan belirleyebilmek
agisindan da deBerlidirler. Tiire spesifik bir amp-
lifikasyon reaksiyonu, M. Tuberculosis gibi asit-fast
bir etkeni huzla belirleyebilir. Ya da amplifikasyon
hir genus igindeki universal bir dizilimi hedef alabilir,
bundan sonra elde edilen amplikon restriksiyon en-
doniikleazlar ile sindirim, farkh problara  hib-
ridizasyon ve tirler arasinda aynm yapabilmek icin
dizi incelemesi gibi ileri yontemlerle karakienze edi-
lir. Amplifikasyonla kiiltliclerden yapilan tayinler
baglangigta sadece yavag lireyen mikobakteriler igin
kullanilmugur, fakat zaman igerisinde klasik viin
temlerle belirlenmesi gii¢ ya da imkansiz olan pa-
lojenlerde de uygulama alani bulmugtur.

Molekiiler Yéntemlerle Antimikrobiyal Direnc
Belirlenmesi

Antibiyotik direnci global bir problem haline
geldigi igin, klinik ortamlarda direncin daha hizh
belirlenebilmesi igin molekiiler yintemler giderck
daha yavgin olarak kullamilacaklardir. Molekiiler
teknikler kullamilarak yiiriitilen aragtirmalar, an-
tmikrobiyal direng genetifini ve direng  de-
terminantlarimin yayrmim anlamamiza gok biyiik
katkida bulunmuglardir.  Antibiyotik  direng  ta-
ramasinda kullamlan klasik vontemler, potansiyel
olurak ctkin terapdtik ajanlan se¢memize yardime
olsalar da, hem yavag hem de bir erganizma toplulu-
gunda diguk dizeylerde varolan direng me-
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kanizmalanm givenilir olarak belirlemede yetersiz
olduklan igin ok problemlidirler,

Farkli ajanlara verilen cévabi denetleyen kon-
vansiyonel antibiyouk duyarlibk testderi, sadece
mikroorganizmanin ~ fenotipik  profilini  be-
lirleyehilmektedirler. Fakat, drnefin sta-
filokoklardaki metisillin direnci gok heterojen bir se-
kilde ifade edilebilir, boylelikle de bu organizmadaki
direncin dogru fenotipik karakterizasyonu giig ola-
hilir. Sonug olarak, giinlimiizde cofu mikrobiyolaji
laboratuan, metisillin direncinin belirflenmesinde di-
reng geni mec A'min molekiler analizini altn standart
olarak kabul etmekiedir.

Ek olarak, molekiler yontemler direng ge-
notiplendirilmest  amacivla degisik  tiirdeki mik-
roorganizmalanin spesifik antimikrobiyal direng gen-
lerinin belirlenmesinde kullamdmaktadir.  Ayrica,
gok sayida viral enfeksiyonda ilag direnci etkin te-
daviye bilyllk bir engel olusturdugu igin, antiviral
ajanlara direngle iliskili spesifik mutasyonlann be-
lirlenmesi giderck dnem kazanmaktadir,

Molekiiler epidemiyoloji

Epidemiyologlar mikrobiyal patojenlerin  la-
boratuards karakicrizasyonuna sikhkla bagvursalar
da, antibiyogram. serotiplendirme, biyotiplendirme
ve faj uplendirmesi gibi standan fenoipik yéntemler,
enfeksiyon hastaliklan epidemiyolojisinde ok simich
kullamim alam bulmakiadir. Bu yontemler yavay ol-
duklan ve gok fazla is glict gerektirdikleri igin gok
tercih edilmemektedirler, DNA kékenli teknikler bu
problemlerin ¢ofunu ortadan kaldirmus ve epi-
demiyolojik tiplendirmede tercih edilen yintemler
haline gelmiglerdir. En siklikla kullamlan molekiiler
tiplendirme yontemleri; plazmid profillendirmesi,
plasmid ve genomik DNA'min restriksiyon  en-
doniikleazlan ile analizi, spesilik DNA problurn kul-
lamlarak yapilan Southern hibridizasyon analizi,
pulse alan jel elekiraforesi veya PCR'a dayanan yéin-
temler kullanarak yapilan kromozal DNA profili be-
lirlenmesidir. Bu ydntemlerin hepsinde, DNA frag-
manlari, kromozomlar ve plazmidler elekurik alam
kullamilarak parmak izlen olarak adlandirilan ve et-
hidium bromid ile  boyama veya niikleik asit prob
hibridizasyonu ile goriintiilenchilen  hirhirlerinden
tarkl pargaciklara ayristinlmakladirlar,

Muolekiiler tiplendirme genellikle farkh izolatlann
bir veya daha fazla wst igin farkl mi yoksa benzer
mi sonug verecegini belirlemede  kullamthir, Epi-
demiyolojik olarak iligkili olan izolatlar aym DNA

profiline veya parmak izine sahipken, sporadik veya
epidemiyolojik olarak baglantisiz izolatlar ise gok
farkh izolatlara sahiptirler, Eger farkli hastalardan
elde edilen 1zolatlar aym  parmak izini  pay-
lagiyorlarsa, ya aym klondan kaynaklamyorlardir ya
da ortak bir kaynak veya ortak bir mekanizma
aracihf ile hastadan hastaya gegmiglerdir. Bir has-
tadan tekrarlar gekilde bir organizmamn aym sugu
elde edilivorsa, bu organizma bilylik olasibikla o bi-
reyi kalonize veya enfekie etmektedic ve klinik ag-
dan anlamlidur,

Arastrmacilar son zamanlarda DNA  kikenh
tiplendirme yintemlerini kullanarak hastalarda ko-
lonize edici izolatlarla enfekre edici wzolatlar arasi
iligkiyi aragtirmmglar ve kontamine edici suglan en-
fekte edici suglardan ayirmaya, hastanede yatan has-
talar arasindaki nosokomiyal gegisi belirlemeye, en-
feksiyon tedavisi goren hastalarda reenfeksiyon ve
rilapst hirhirinden ayirmaya ve zaman igerisinde an-
timikrobiyal direng pisteren suslanin hastane iginde
nasil yayildigim belirlemeye galisnuglandir, Bae
yontemler belirh  mikroerganizmalar  igin  di-
gerlerinden daha kullamigh veya daha kolay uy-
gulanabilir olsalar da, epidemiyolojik inceleme agi-
sindan bakildifinda, elimizde olan DNA-kikenli
tiplendirme yonlemlerinin ¢offunun  drellikle no-
zokomiyal enfeksiyonlann araghnlmas: igin qok
avantajh olduklan girilecekiir. Tersine, en giiclii ve
en gelistirilmig tiplendirme yontemleri bile, anlaml
epidemiyolojik veriler olmaksizin tek baglarnina kul-
lamildiklarinda, geligkili ve kafa kanstinie: sonuglar
verebilmekiedir.

Gelecege bir bakig

Molekiiler biyolojik yiéintemler hi¢ siphesiz en-
feksiyon hastaliklarini anlamamiz ko-
laylastirmugtir. Ozellikle, hem niikleik asit problan,
hem de amplifikasyona dayanan yintemlerden ya-
mlan adaptasyonlar, ¢ogu mikrobival patojeni be-
lirleme, ayirdetme ve karakterize etme yetenegimizi
arttirmugtir. Yapilacak  basitlestirmeler ve  stan-
dardizasyonlar sayesinde, bu yinemler klinik mik-
robiyoloji lahoratuvarlaninda molekiiler taniyi her
glin kullambir hale gelecektir.

Molekiiler yontemler giiclii olsalar bile, onlarin
kinik mikrobiyoloji  laboratuvarlanndaki  keon-
vansiyonel ydntemlerin yerini alacagimi diigiinmek
yersizdir. Tleri incelemelerde kullandmak iizere mik-
roorganizmalann kiiltir ortamindan izolasyonu her
zaman gerekli olacakiir. Organizmalarin molekiiler
ve fenotipik karakterizasyonu, taksonomik amaglar
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ve direng mekanizmalari. veni ilag geligtirilmesi ve
palogencs galigmalan igin gerekli olacakur, Her yeni
teknolojik geligme surecinde oldugu gibi, klinik la-
boratwarlar kullamish bulduklan  yontemleri  be-
nimseyecekler, kullamgsiz ve modas: gegmis oldu-
gunu digiindikleri testleri ise hirakacaklardir,

En azindan yakin gelecek ig¢in, direng ge-
notiplendirmesinin, antimikrobiyal direng tamsinda
kullanilan fenotipik ydntemlerin tamamen verini al-
masini beklemiyoruz. Molekiiler yéntemler son de-
rece spesifik olsalar bile, yeni geligmekre olan direng
genlerini  belirleyemezler,  genin  daha  dnee
gozlenmedifi durumlarda da, diren¢ genlerinin ta-
ninmasinda kultamigh olmalar beklenemez. Ayrica,
bir direng geninin varhin o gemin ckspresyona ug-
rayacaZi anlamuna gelmez, bilinen bir direny geninin
yoklugu bagka bir mekanizmaya dayanan farkls bir
direncin olmadifim da postermez. Fenotipik tip-
lendirme yontemleri  degisik  gelismislik  di-
zeylerindeki laboratuarlarin cok gesitli organizmalan
test eimelerine, hem yeni gelisen hem de dnceden
varligi belirlenen direng paternlerini tanimalarina
olanak saglar. Sonug olarak, antimikrobival direng
tamisinda  kullamlan molekiler yontemler, kon-
vansiyonel duyarhihk test yntemlerine vardimer ol-
maya devam edecekler ama gogu klinik durumlar igin
bu yintemlerin yerine gecmeyeceklerdir. Gelecekte,
yiiksck-dansiteli prob array ve DNA ¢ip teknolojileri
sayesinde amplifive edilen iriinde gok sayida farkh
mutasyonu tarama sireci kolavlasacaktir,

Bu agamada teknik detaylarnin bir kism giziilmiis
oldugu igin, ¢ogu klinik laboratwar molekiler yin-
temleri rutin uygulamada kullanmakiadir, tarusilan
noktalar ise estlerin maliyet ve hasta bakimina olan
potansiyel katkilarndwr., Ginimuzde(managed care
gafinda) molekiiler tami yontemlerinin kullanimiyla
ilgili maliyet problemlen hastaneler ve laboratuarlar
agisindan ok onemlidir . Hastamin durumunun iyi-
legmesi, antimikrobiyal harcamalarimn azalmasi ve
hastanede yabg siiresinin kisalmas:, bu testlerin ma-
liyetine karmihik gelse de, bu tip tasarruflann dé-
kiimante edilmesi zordur. Su an igin, molekiler tam
testlerine yonelik harcamalanin hakli gosterilmesi ta-
mamen spekiifasyon agsamasindadir, cihaz maliyet,
reaktif ve personel harcamalan vardir ve yilksektr,

Ek olarak, molekiiler tan testleri igin veterli geri
tideme yapilmamaktadir. Enfeksiyon hastaliklan icin
yeni molekuler tam testlen giindeme geldikge, la-
boratwarlar bu testlerin her birinin malivet ve ya-
rarlanm deferlendireceklerdir. Bazi durumlarda, re-

ferans bir laboratuar kullanmak en iy1 segenck cla-
bilir. Niikleik asit dizi analizi yapmak igin hazir Kitler
heniiz bulunmasa da, hedef amplifikasyonu ile
hirlestirildiginde, bu teknik daha onceden kiiltirle
elde edilmeyen mikroorganizmalar igin tani segencii
olugturmakta, antmikrobiyal  direng  gen  mu-
tasyonlarini belirleyerek enfeksiyon hastahiklanmin
hem tam hem de tedavisine yardimer olmakiadir,
Aynica, gen gip teknolojisi ve DNA dizi eslesurmesi
klinik laboratvarlarda  mikroorganizmalann  ka-
rakterize edilmesi igin biiyiik timit vaad etmektedir.
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