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Sunum Akışı:

1. Son 20 yıllık sürece, örneklerle bakış

2. Altın standart yöntem haline gelen moleküler testler: 

Virus örnekleri

3. Meta analiz çalışmalarından örnekler:

– Solunum yolu enfeksiyonları viral etkenleri

– Sepsis tanısı

– Tüberküloz tanısı

4. Zor örneklerde güncel durum:

– Yayma-negatif tüberküloz

– Tüberküloz menenjiti

5. İlaç direnci sorunu ve yeni bakış açıları

6. Bakterilerde adaptif immünite

7. CRISPR-Cas sistemi; yeni antimikrobiyal kavramları

8. Moleküler tanı yöntemlerinde nereden nereye geldik? 

Kendimize bakış ve değerlendirme...



Moleküler Yöntemlerin Kullanım 

Alanları

• Tanı

• Tür düzeyinde tanımlama

• İlaç direnci saptanması

• Genotiplendirme



Artan Laboratuvar Etkinliği:

Kantitatif Moleküler Yöntemler

• Tanı

• Prognoz

• Tedavi izlemi



Artan Laboratuvar Etkinliği:

Kantitatif Moleküler Yöntemler

Son yirmi yıllık süreç:

•‘Competitive PCR’ (Yarışmalı PZT)

•‘Real-Time PCR’ (İzlenebilir PZT)

•Dijital PZT



Kantitasyon Çalışmaları: 1993

• Hibridizasyon-PZT kıyaslamaları.

• Kantitasyon gerekliliği: HBV, HCV, HIV.

• Yarışmalı PZT

Clementi M, et al: Quantitative PCR and RT-PCR in virology. Genome Research 1993; 2:191-196.



PZT Uygulamaları: 2002

• Özellikle viral etkenlerin tanısında giderek 

artan uygulamalar

• Ticari testler sınırlı sayıda etken için var

• Laboratuvar-yapımı (in-house) testlerde 

standardizasyon sorunu

Niesters HGM: Clinical virology in real time. J Clin Virol 2002; 25:S3-S12.



‘Real-Time PCR’ Uygulamaları: 2002

• Viral etkenlerin tanısında altın standart

• Güvenilir kantitasyon imkanı

• Geleneksel PZT’den daha pahalı

• Yarının laboratuvarları için hedef: 

Multipleks uygulamalar !

Mackay IM, et al: Real-time PCR in virology. Nucleic Acid Res 2002; 30:1292-1305.



Aşılması Gereken Sorunlar ve 

Çözüm Önerileri: 2004

• Doğru kantitasyon

• Evrensel iç ve dış kalite kontrolleri

• Daha verimli nükleik asit izolasyonu

• Daha hızlı sonuç: Otomasyon

• Laboratuvar yapımı testler arası 

uyumsuzluklar

Niesters HGM: Molecular and diagnostic virology in real timeClin Microbiol Infect 2004; 10:5-11.



Hangi tür PZT Yöntemi?

• Laboratuvar yapımı (in house) yöntemler

– Optimizasyona açık

– Ucuz

• Hazır ticari kitler

– Standardizasyon imkanı

– Belirli örnek türleri için optimize edilmiş



Hangi tür PCR Yöntemi?

– Laboratuvar yapımı yöntemlerle hazır ticari kitlerin 

duyarlılık ve özgüllükleri arasında önemli bir fark 

olmadığı gösterilmiş:

Huang TS et al: Comparison of the Amplicor assay and Digene 
system with in house PCR... J Clin Microbiol 1996, 34:3092-
3096.

Yuen KY et al: Comparison of two automated DNA 
amplification systems with a manual one-tube nested PCR... 
J Clin Microbiol 1997, 35:1385-1389.

Cohen RA et al: Diagnosis of pulmonary tuberculosis using 
PCR assays on sputum... Am J Respir Crit Care Med 1998, 
157:156-161.



HIV Viral Yük Tayininin Önemi

• Tedaviye başlandıktan sonraki süreç:

 1-4 hafta: HIV RNA seviyesinde hızlı düşüş.

 Daha uzun süreli (birkaç ay), fakat daha yavaş 

bir düşüş. 

 Maksimum antiviral etki 4-6 ayda sağlanır. 

Tedavi etkinliğinin anlaşılabilmesi amacıyla 

kullanılan en önemli parametre:

Kantitatif HIV RNA ölçümü = Viral Yük Tayini

J Infect Dis 2002; 185:178.



Tedavi Etkinliğinin 

HIV Viral Yük Ölçümü ile İzlenmesi

• HIV RNA;

 Tedaviye başlarken,

 3-4 aylık aralıklarla, bakılmalı.

 Anlamlı değişim: Viral yükte en az %50 azalma.

• Tedavi başarısı: 

 24-48 haftada viral yükün 50 kopya/ml’nin altına 

düşürülmesi.

Scand J Infect Dis 2003; 35:155.



Tedavi Etkinliğinin 

HIV Viral Yük Ölçümü ile İzlenmesi

• Lancet 2003; 362:679

Altı ay süreyle HAART uygulanan 9323 

hastada,

Klinik düzelmenin en önemli 

göstergeleri,

CD4 sayısı ve viral yük.



HIV ile Enfekte Kişilerin 

Değerlendirilmesi

• Avrupa AIDS Klinik Birliği (EACS) Kılavuzu:

HIV viral yüküne ne zaman bakılmalı?

İlk vizitte,

Tedavi almayan asemptomatik hastalarda 6 

ayda bir,

Tedaviye başlarken,

Tedavi sürerken 3 ayda bir.



Dijital PZT

• ‘Önce böl; sonra elde et’

• Örnek yüzlerce/milyonlarca kompartmana 

dağıtılır.

• Amaç: Her kompartmanda tek bir hedef 

kopya bulunması (veya sıfır).

• Her kompartmanda PZT yapılır.

• Pozitif ve negatif sonuçlu kompartmanlar 

sayılarak orijinal örnekteki kopya sayısı 

bulunur.



Dijital PZT

Baker M: Digital PCR hits its stride. Nature Methods 2012; 9:541-544.



Dijital PZT

• Uygulaması zor;

• İlk uygulama; 1992:

– 384 kuyucuklu plak

– 5 mikrolitre/kuyucuk

• Günümüzde:

– Mikroçipler üzerinde nanolitre veya pikolitre 

ölçekli kuyucuklar

– Toplam örnek hacmi: 5-50 mikrolitre

– Özgüllük problemi

– Cihaz ve çipler çok pahalı



Dijital PZT

Baker M: Digital PCR hits its stride. Nature Methods 2012; 9:541-544.



Moleküler Mikrobiyolojik Tanı için;

İdeal Test Var mı?

• Duyarlılığı yüksek olsun,

• Özgüllüğü yüksek olsun,

• Uygulaması çok zor olmasın,

• Hızlı sonuç alınabilsin,

• Ucuz olsun…
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Meta Analiz: Solunum Yolu PZT



Meta Analiz: Solunum Yolu PZT

Yayın tarama kriterleri:

• Kesitsel, olgu-kontrol veya kohort çalışma olması;

• Olguların 19 yaş altında olması;

• Viral insidans verisi bulunması;

• PZT veya izlenebilir PZT kullanılmış olması. 



Meta Analiz: Solunum Yolu PZT

• İlk tarama sonucu bulunan çalışma sayısı: 337

• Kriterlere uygun olup incelemeye alınan çalışma sayısı: 21

• Toplam hasta sayısı: 10.196

• Zaman aralığı: 2000-2014



Meta Analiz: Solunum Yolu PZT



Meta Analiz: Solunum Yolu PZT

YORUM:

• Kültür, antijen saptama ve seroloji gibi konvansiyonel 

yöntemlerle bütün bu virüslerin saptanması mümkün 

değildir.

• Daha fazla sayıda virüs saptayabilen testler 

kullanıldıkça viral enfeksiyon insidansı artmaktadır.

• İzlenebilir PZT kullanılan çalışmalarda viral enfeksiyon 

insidansının daha yüksek olduğu gözlenmiştir.



Rutin Bakteriyolojik Tanıda 

Moleküler Testler

• Vankomisin dirençli enterokoklar

• Metisilin dirençli S. aureus

• H. pylori

• M. tuberculosis

• …

• Multipleks PZT uygulamaları

– Sepsis etkenleri

– Gastrointestinal sistem patojenleri



Meta Analiz: Sepsis PZT



Meta Analiz: Sepsis PZT

Yayın tarama kriterleri:

• 16S rRNA PZT;

• Neonatal sepsis veya bakteriyemi olguları;

• Altın standart: Kan kültürü sonrasında konvansiyonel 

bakteriyolojik yöntemler.



Meta Analiz: Sepsis PZT

• İlk tarama sonucu bulunan çalışma sayısı: 1286

• Kriterlere uygun olup incelemeye alınan çalışma sayısı: 28

• Toplam hasta sayısı: 7378

• Zaman aralığı: 1997-2014



SONUÇLAR:

• Duyarlılık: %87

• Özgüllük: %94

• Klinik olarak anlamlı bir tanısal doğruluk derecesi var.

Meta Analiz: Sepsis PZT



Meta Analiz: Sepsis PZT



YORUM:

• 16S rRNA PZT testi sepsis tanısının doğrulanmasında 

hızlı, pratik ve geçerli bir testtir.

• Bu test, altın standart yöntemi destekleyen bir yöntem 

olarak kullanılabilir.

Meta Analiz: Sepsis PZT



Meta Analiz: Tüberküloz PZT-1



Ling DI, Flores LL, Riley DW, Pai M. Commercial nucleic acid amplification tests for

diagnosis of pulmonary tuberculosis in respiratory specimens: Meta-analysis and meta-

regression. PLoS One 2008; 3(2): e1536

Yayın tarama kriterleri:

• Pulmoner tüberküloz tanısı için NAAT kullanılmış 

olması;

• Altın standart kültür yöntemiyle karşılaştırma 

yapılmış olması;

• Duyarlılık ve özgüllük değerlerinin verilmiş olması;

• En az 50 örnekle çalışılmış olması. 

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-1



Ling DI, Flores LL, Riley DW, Pai M. Commercial nucleic acid amplification tests for

diagnosis of pulmonary tuberculosis in respiratory specimens: Meta-analysis and meta-

regression. PLoS One 2008; 3(2): e1536

• İlk tarama sonucu bulunan çalışma sayısı: 2948

• Kriterlere uygun olup incelemeye alınan çalışma sayısı: 
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• Ortalama örnek sayısı: 715 (57-7539)

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-1



Ling DI, Flores LL, Riley DW, Pai M. Commercial nucleic acid amplification tests for

diagnosis of pulmonary tuberculosis in respiratory specimens: Meta-analysis and meta-

regression. PLoS One 2008; 3(2): e1536

SONUÇLAR:

• Duyarlılık ve özgüllük sonuçları çok değişken.

• Duyarlılık: %85

• Özgüllük: %96

• Klinik olarak anlamlı bir tanısal doğruluk derecesi yok.

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-1





Ling DI, Flores LL, Riley DW, Pai M. Commercial nucleic acid amplification tests for

diagnosis of pulmonary tuberculosis in respiratory specimens: Meta-analysis and meta-

regression. PLoS One 2008; 3(2): e1536

YORUM:

• Bu duyarlılık seviyelerindeki bir test grubuna rutin 

uygulamada tek başına güvenilemez.

• Bu test grubu, ancak altın standart yöntemi destekleyen 

bir yöntem olarak kullanılabilir.

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-1



Xpert MTB/RIF Testi

• Ortak bir çalışmanın ürünü:

– FIND (Foundation for Innovative New Diagnostics)

– Cepheid (A.B.D.)

– University of Medicine and Dentistry of New Jersey

• İki saat içerisinde M. tuberculosis varlığının ve 

rifampin direncinin saptanması

• Üç primer ve beş prob kullanılarak uygulanan “hemi-

nested real-time PCR”





Xpert MTB/RIF Testi

2010 yılında yayınlanan ilk çalışmalarda tatmin edici 

sonuçlar alınmış:

• Yayma-pozitif, kültür-pozitif örneklerde duyarlılık : %99

• Yayma-negatif, kültür pozitif örneklerde duyarlılık: %90



Meta Analiz: Tüberküloz PZT-2



• Toplam 90 çalışma içinden 18’i seçilmiş.

• Toplam 10.224 örnek
– 2983 bakteriyolojik TB tanısı

– 6183 yayma ve kültür negatif

• TB tanısı için ortalama duyarlılık: %90.4

• TB tanısı için ortalama özgüllük: %98.4

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-2



• Rifampisin direnci için ortalama duyarlılık: %94.1

• Rifampisin direnci için ortalama özgüllük: %97.0

• Akciğer-dışı örneklerde ortalama duyarlılık: %80.4

• Akciğer-dışı örneklerde ortalama özgüllük: %86.1

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-2



YORUM:

• Xpert MTB/RIF testi klinik örneklerden tüberküloz 
tanısı ve rifampisin direncinin saptanmasında hızlı ve 
güvenilir bir yöntemdir. 

• Ancak rifampisin direncine neden olan mutasyonların 
%5’inin, bu test ile bakılan bölgenin dışında 
görülebileceği unutulmamalıdır.

Meta Analiz: Tüberküloz PZT-2



DSÖ’nün Xpert MTB/RIF Testi 
Değerlendirmesi-2011

• Xpert MTB/RIF testi:
– Analitik duyarlılık: 5 genom kopyası/saf DNA

veya 131 cfu/ml balgam 

(kültürde 10-100 cfu/ml balgam)



DSÖ’nün Xpert MTB/RIF Testi 
Değerlendirmesi-2011

Tavsiyeler:

• Xpert MTB/RIF testi ÇİD-TB veya HIV+TB 
şüphesi bulunan olguların ilk tanısal testi olarak 
kullanılmalıdır.

• Xpert MTB/RIF testi, ÇİD-TB veya HIV+TB 
olgularının çok olmadığı bölgelerde, özellikle 
yayma-negatif olguların tanısında mikroskobiye ek 
olarak kullanılabilir. 



DSÖ’nün Xpert MTB/RIF Testi 
Değerlendirmesi-2011

Son Not:

• Ancak, Xpert MTB/RIF testinin kullanımı, 
geleneksel mikroskobi, kültür ve ilaç duyarlılık 
testlerine olan ihtiyacı ortadan kaldırmaz.



Meta Analiz: Yayma-Negatif Tüberküloz



Meta Analiz: Yayma-Negatif Tüberküloz

Yayın tarama kriterleri:

• Yayma-negatif bronkoalveolar lavaj (BAL) sıvısı 

tüberküloz örnekleri ile çalışılmış olması;

• Duyarlılık ve özgüllük değerlerinin verilmiş olması;

• Her grup için en az 10 örnek bulunması.



Meta Analiz: Yayma-Negatif Tüberküloz

• İlk tarama sonucu bulunan çalışma sayısı: 46

• Kriterlere uygun olup incelemeye alınan çalışma sayısı: 9

• Toplam örnek sayısı: 1214



SONUÇLAR:

• Duyarlılık: %54

• Özgüllük: %97

• Klinik olarak anlamlı bir tanısal doğruluk derecesi var.

Meta Analiz: Yayma-Negatif Tüberküloz



YORUM:

• BAL sıvısı örneklerinde düşük duyarlılık nedeniyle 

yayma-negatif örneklerde NAAT tarama amaçlı olarak 

kullanılmamalıdır.

• Bu test, altın standart yöntemi destekleyen bir yöntem 

olarak kullanılabilir.

Meta Analiz: Yayma-Negatif Tüberküloz



Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti



Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti

Yayın tarama kriterleri:

• BOS örnekleri ile çalışılmış olması;

• Duyarlılık ve özgüllük değerlerinin verilmiş olması;

• Her grup için en az 10 örnek bulunması.



Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti

• İlk tarama sonucu bulunan çalışma sayısı: 1125

• Kriterlere uygun olup incelemeye alınan çalışma sayısı: 30

• Zaman aralığı: 2003-2013



SONUÇLAR:

• Ticari testler (9):

– Duyarlılık: %64

– Özgüllük: %98

• Laboratuvar yapımı testler (40):

– Duyarlılık: %73

– Özgüllük: %92

Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti



Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti



Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti

XpertMTB/RIF Testi (5):

 Duyarlılık: %70

 Özgüllük: %97



YORUM:

• Bu testler, altın standart yöntemi destekleyen yöntemler 

olarak kullanılabilir.

Meta Analiz: Tüberküloz Menenjiti



Tüberküloz Menenjiti Tanısında 

Moleküler Yöntemler

Meta-Analiz; 2003’e kadar:

•Duyarlılık: %56; özgüllük: %98

Meta-Analiz; 2003-2014:

•Duyarlılık: %64; özgüllük: %98

Meta-Analiz; 2011-2014:

•Xpert MTB/RIF Testi;

Duyarlılık: %70; özgüllük:%97



PCR keşfi

Geleneksel PCR

Real-Time PCR

Mikroçip Teknolojisi

Kartuş Testleri

1985







• Cevap şimdilik HAYIR!

• Hatta, evrim devam ederse: 

Antibiyotik Sonrası Döneme giriş riski!

(Post-antibiotic Era)

• 30 Nisan 2014 DSÖ Raporu: 

21. yüzyıl içinde Antibiyotik Sonrası Döneme 

girilebilir. 

• http://www.nature.com/news/who-warns-against-post-antibiotic-era-

1.15135

Dirençli bakteri evriminin bir sonu olabilir mi?



Müller B, et al. The heterogeneous evolution of multidrug-resistant M. tuberculosis. Trends in Genetics 

2013; 29:160-169. 



WHO: Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014





Bakterilerde Adaptif İmmünite

•Hücre içerisine invaziv elementlerin girişi,

•Belirli kısımların bakteri genomuna insersiyonu,

•Takip eden enfeksiyonları tanıma ve önleme.



Tekrarlayan DNA Dizileri





CRISPR

•‘Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic 

Repeats’

Düzenli Aralıklarla Dizilmiş Kısa Palindromik Tekrarlar

•Kritik element: CRISPR’ları ayıran diziler.

•Bu ayırıcı dizilerin bazı yabancı plazmid ve 

bakteriyofaj dizilerine homolog olduğu gösterilmiş. 



Bakterilerde Adaptif İmmünite: 

CRISPR-Cas Sistemleri;

-Aşılama Etkisi-

• CRISPR dizileri: 28-37 nükleotid

• Ayırıcı diziler: 32-38 nükleotid

• CRISPR lokuslarındaki tekrar sayısı genellikle 

50’den az.



Adaptif İmmünite

•Evrim

•Seleksiyon

•‘Fitness’ : Yaşamsal faaliyetlerin üst seviyede 

olması



Bakterilerde Adaptif İmmünite: CRISPR-Cas Sistemleri; -Aşılama Etkisi-

Barrangou R, et al: Bacteria get vaccinated. Nature 2014; 513: 175-176.



Bakterilerde Adaptif İmmünite: 

CRISPR-Cas Sistemleri;

-Aşılama Etkisi-

1. Hücre içine enjekte edilen DNA genom içerisine, 

CRISPR dizileri arasında ayırıcı dizi (spacer) olacak 

şekilde yerleşir (Kazanım; adaptasyon).

1. Bu CRISPR bölgesinin transkripsiyonu: Küçük 

interfere edici CRISPR RNA’lar oluşur (Biyogenez; 

ekspresyon)

1. CRISPR RNA’lar Cas enzimlerinin hedefi (ayırıcı 

dizilerin komplementeri) bularak parçalamasını 

sağlar (Hedefe saldırı; müdahale).



Bakterilerde Adaptif İmmünite: CRISPR-Cas Sistemleri;

Barrangou R, et al:CRISPR-Cas systems: prokaryotes upgrade to adaptive immunity. Mol Cell 2014; 54:234-244. 

doi:10.1016/j.molcel.2014.03.011.



Luo ML, et al: Current and future prospects of CRISPR-based tools in bacteria. Biotechnology and Bioengineering 

2016; 113:930-943.



CRISPR İlişkili Biyomoleküler Teknolojiler

Genom düzenlemeleri:

•Belirlenen hedef bölgede Cas9’un çift zincirli DNA’da 

kırık oluşturması,

•Endojen mekanizmalarla onarım,

•Ancak bakterilerin onarım kapasitesi ökaryotlara 

göre daha düşük.



CRISPR İlişkili Biyomoleküler Teknolojiler

Gen düzenlemeleri:

•Cas9 nükleaz, aktif bölgelerindeki mutasyonlarla bir DNA-

bağlayan proteine dönüştürülür.

•Katalitik olarak inaktif olan bu Cas9’un DNA parçalama 

özelliği kalmamıştır; ancak ona bağlanabilir. 

•Hedef genin promotor veya orf bölgesine bağlanan Cas9, 

transkripsiyonun başlamasını önler: 

Gen ekspresyonun inhibisyonu.



CRISPR Temelli Antimikrobiyaller

Luo ML, et al: Current and future prospects of CRISPR-based tools in bacteria. Biotechnology and Bioengineering 

2016; 113:930-943.





Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

•Laboratuvar mekanları

•Ticari firmalar

•Kalite kontrol

•Fiyatlar

•İnsan gücü

•Sağlık politikaları



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

Laboratuvar mekanları:

•Uygun mimari

•Yeterli alt yapı:

– Elektrik tesisatı

– Klima sistemi

– Su boruları



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

Ticari Firmalar:

•Teknik destek

•Dışa bağımlılık

•Yerli üretici



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

Kalite Kontrol:

•Uluslararası kalite kontrol programları

– QCMD

– NEQAS

•Ulusal kalite kontrol programları

– THSK

– MOTAKK



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

Fiyatlar:

•SUT karşılıkları

•Değişken fiyatlar



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

Sağlık politikaları:

•İstikrar

•Cemiyet ve dernekler



Moleküler Tanı Uygulamalarında 

Nereden Nereye Geldik?

İnsan Gücü:

•Laboratuvar personeli

•Klinisyen

•Uzman hekim




