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SIMGE VE KISALTMALAR

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

CDC Center for Disease Control and Preventation
EZN Ehrlich-Ziehl- Neelsen

FDA U.S.Food and Drug Administration

Gl Ureme indeksi (Growth Index)

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

IS Insertion Sequences

MOTT Mycobacteria Other Than Tuberculosis

MTK Mycobacterium tuberculosis kompleks

NAP p-Nitro-a-Acetylamino-B-Hydroxypropiopheone
ORFs Open Reading Frames

PANTA Polimiksin B, Nalidiksik asit, Trimetoprim, Amfoterisin B, Azlosilin
PRA PCR-RFLP Analizi

PCR Polymerase Chain Reaction

POES Polioksietilen Stearat

PFGE Pulsed Field Gel Elektorophoresis

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RE Restriksiyon enzimleri

Taq Thermus aquaticus



GiRiS VE AMAG

Ulkemizde mikobakteri tirlerinin dagiimini gésteren uzun sureli bir calisma
yoktur. [stanbul’daki mikobakteri tirlerinin dagilimini kismen yansitacak bir galismada
biyokimyasal testler, NAP (p-Nitro-a-Acetylamino-B-Hydroxypropiopheone) testi ve
bakterinin kord olusturma 6zelligi kargilastinlmis, molekiler metotlardan hsp65
geninin Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism
PCR-RFLP (PCR-RFLP) analizi (PRA) metodunun daha ucuz ve hizli oldudu icin
kullanilabilecedi vurgulanmigtir (1). Konuyla ilgili dis Glkelerden yapilan yayinlar
bulunmaktadir. Bu g¢aligmalarda molekiiler metotlarin diger metotlara gére hizli ve
guvenilir oldugu belirtilmistir (2-7).

Kord faktérde denilen 6'-6' dimikolat trehaloz, bakterinin tween-albumin
besiyerinde, 37 °C’de, 10-15 gun iginde galt demetine benzer gériinim almasindan
sorumludur. Kati besiyerlerinde koloni morfolojisi degerlendirmesi ne kadar zor ve
yaniltici ise, sivi besiyerinde kord olusturma degerlendirmesi de o kadar kolay, hizli,
pratik ve ucuzdur (1,8-10).

Mikobakteri tarlerinin identifikasyonu igin sivi besiyeri iceren BACTEC 12B
sisesinden NAP testi yapilmaktadir. NAP, Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) kompleksin (MTK) Uremesini inhibe ederken MOTT (Mycobacteria
Other Than Tuberculosis) tirlerinin Gremesini etkilemeyerek kabaca identifikasyon
saglamaktadir. Ancak MOTT tirlerini alt gruplara ayirmada kullanilamamaktadir. Test
ortalama bes ginde tamamlanir, ayrica pahahdir. MOTT tlrlerinin  hizh
identifikasyonu, hastanin klinigini degerlendirmede ve uygun tedaviyi segmede yol
gostericidir (1).



Ist sok proteinleri, 1sidaki ani artis veya dier gevresel strese kargi cevapta
sentezlenen proteinlerdir. Bilinen tim mikobakteri turlerinde olan 65 kDa isiI sok
proteinin hsp65 genindeki dizilim farklari hem yavas hem de hizli ireyen mikobakteri
turlerinin saptanmasinda kullanilabilmektedir (6). Hsp65 geni, 16 S rRNA gen
dizilimine gére daha degisken, bu nedenle genetik olarak iligkili tiirlerin ayirminda
daha kullanmighdir. 16S rRNA geninin RFLP analizinde ¢ veya bes farkli enzim
gerekirken hsp65 PRA metodunda sadece iki restriksiyon enzimi yeterlidir (11).

PRA metotu butiin mikobakteriler igin ortak olan primerler kullanilarak elde
edilen PCR Urtininiin restriksiyon enzim analizine dayanir. Bu molekiiler metot sivi
besiyerinde Ureyen kiltirlere uygulanabilmekte ve bir giinde sonuglanmaktadir,
mikobakterileri tlr dlzeyinde identifiye etmek igin standart bir metoddur,
hibridizasyon, tlire 6zgl prob, radyoaktivite gerektirmez (6,7,11-13)

Bu aragtirmada kord faktér ve NAP testi ile MTK ve MOTT tanisi konmus
mikobakterilerin PRA metodu kullanilarak dogrulanmasi ve ayni zamanda MOTT
olarak kabul edilen turlerin identifikasyonu amaglanmigtir. NAP testiyle 3-5 giinde
sonug alinirken, bu metotla 1 giinde sonug alinabilmektedir.

Boylece hem kord faktér hem de NAP testi sonuclan molekiiler metotla
dogrulanacak ve ayni zamanda hizli, kolay, en dogru sonucu veren metot

belirlenerek mikobakteri tir identifikasyonu yapilacaktir.



GENEL BILGILER

Thberkiiloz, insanlk tarihinin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan
biridir. Uygarlifin baglangicindan bu yana var olan ve muhtemelen de sonuna dek
beraber olacak bir hastaliktir. Bakterinin paleotik ¢cagda, insanlarn infekte etmeden
6énce, hayvanlar arasinda yaygin olarak bulundugu tahmin edilmektedir (14).

Dinya niifusunun yaklagik 1/3’Gniin M. tuberculosis ile infekte oldugu ve her
yil 3 milyon civarinda kiginin 6limine neden oldudu bilinen tiberkilloz basta az
gelismis Ulkeler olmak tizere diinyanin her yerinde gériilebilen bir enfeksiyondur.
Enfeksiyona kars! yapilan yogun miicadeleler sonucu bir ara diinyada gériilme orani
giderek dusmus ancak 1980’li yillarin sonuna dogru Turkiye'de ve dinyada tekrar
artig gostermigtir. Kalabalik yagam kosullari, uyusturucu ve alkol bagimlihgi, fakirlik,
kétl beslenme, immin sistem bozuklugu ve ézellikle bati tlkelerinde ortaya ¢ikan
“ Acquired Immunodeficiency Syndrome “ (AIDS), tlberkiloz olgularinin artiginda
6nemli rol oynamigtir. Yaginin 300 milyon oldudu bilinen M. tuberculosis, dodada,
toprakta, sularda, ¢ayirda ve gimenlerde, petrol atiklarinda bol olarak bulunmaktadir.

Mikobakteriler tarih boyunca oldugu gibi ginimizde de salginlara yol
acmakta, yeni epidemiyolojik tipler veya ilaglara direngli mikroorganizmalar olarak
karsimiza gikmaktadir. Taberkllozun kontroll igin erken teshis esastir. Glinimiizde
tuberkilloz tanisinda en kolay ve hizlh metot aside direngli basillerin Ehrlich-Ziehl-
Neelsen (EZN) boyasiyla gosteriimesidir. Bununla beraber boyama ve yayma
mikroskobisi icin mlI'de 5000-10000 bakteri gerekmektedir. Tedavi edilmemis
hastalarda yapilan cesitli calismalarda tliberkiloz hastalarinin % 50-80’inde yayma
pozitifligi gosterilebilmistir (15). Gunimuzde hala altin standart kalttrdir. Kaltar



balgam, brong lavajindan baska beyin omurilik sivisi ve idrar gibi solunum sistemi
digi 6érneklerde de rahatlikla kullanilabilmektedir. Kiitir ayni sekilde yaymadan
yaklagik 500 kez daha duyarlidir ve duyarlilik saptanmasi gibi daha ileri arastirmalar
icin bakteriyi de saglar. Mikroskopi ve kulttr gibi klasik tan1 yontemleri mikobakterilere
bagh infeksiyonlarin tanisinda &nemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun
zaman almakta ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir (15).

Mikobakteriler aerobik, spor olugturmayan, hareketsiz, kapstlsiuz basillerdir.
Hafifce kivrik veya diiz, 0.2-0.6 uym eninde, 1.0-10.0 ym boyunda nadiren dallanma
gosterebilen mikroorganizmalardir. Ipliksi veya migelyum benzeri bir Greme tarzi
olabilir, fakat bu ipliksi yapilar kolaylikla gomak veya kokobasiller elemanlara
parcalanir. Mikobakterilerin hiicre duvari, dallanmis ve uzun zincirli mikolik asitlerin
varligina bagli olarak lipidge zengin tabiattadir (14).

Lipidge zengin hiicre duvarlan diger bakterileri boyamada kullanilan anilin
boyalarin penetrasyonunu engelier. Bu ylizden mikobakteriler Gram pozitif 6zellikte
olmalarina ragmen, Gram boyama ydntemi ile kolay boyanmaz. Anilin boyalarin
hiicre duvarindan gegebilmesini saglamak icin fenol veya isi ile birlikte fenol
kullanilir. Yine ayni sebeple (lipidge zengin, kalin hiicre duvan) hiicre duvarina nifuz
eden boyanin uzaklastinimasi da zordur. Dekolorizasyon (renk giderme) islemi diger
bakterilerde sadece alkolle yapilabilirken mikobakterilerde asit-alkolle yapilir, asit
kullanimina ragmen ilk boya (Ziehi-fuksin) hiicre duvarinda kalir. Bu 6zellikleri “aside
direnglilik” olarak tanimlanir. Ancak aside direngli boyanma 6zelli§i her mikobakteri
turtnde ayni degildir. Ozellikle hizli ireyen mikobakteri tirleri bazen aside direngli
gbzikmeyebilirler, bazen de bakterilerin ¢gok az bir kismi sadece bazi mikroskop
alanlarinda aside direngli boyanir (16).

Tuberkiloz bakterilerinin  elektron mikroskobuyla yapilan incelemeleri;
sitoplazma iginde bol miktarda ribozom, polifosfat graniilleri, vakuoller, lipid
damlaciklan ve kitle seklinde fibriler bir DNA bulundugunu, G¢ kath plazma
membraninin G¢ kath bir hiicre duvan ile gevrildigini ortaya koymustur. Hicre
duvarinin plazma membranina baglanmasi fosfatidil inositol mannosid tarafindan
saglanir. Hucre duvarinin iskeleti, peptidoglikan ve arabinogalaktandan olusur.
Peptidoglikan tabakada N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit, arabinogalaktan
tabakada ise D-arabinoz, D-galaktoz ve mikolik asit bulunur. Bu iki tabaka D-arabinoz
ve N-asetii muramik asit arasindaki fosfodiester koprileri ile birbirine baglanir.
Mikobakterilerde lipopolisakkarit yan zincirler daha 6zgul olup terminal uglarindan
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uzun zincirli yag asitlerine baglanmiglardir. Yag asitleri hiicre duvar kalinhgindan ve
buylk oranda aside direngli boyanma 6zelliginden sorumludur. Serbest lipidlerden
biri olan Wax D, immunoadjuvan aktiviteye sahip olmasindan dolay! 6zel éneme
sahiptir. Kord faktérde denilen 6'-6' dimikolat trehaloz, bakterinin tween-albumin
besiyerinde, 37 °C’de, 10-15 gin iginde cali demetine benzer gériinim almasindan
sorumludur. Sulfatid ve sulfatid acil trehalozlar, makrofaj iginde fagozomla lizozimin
birlesmesini engelleyerek virulansta rol oynar. Tiberkiiloz basillerinin hiicre kuru
agirhginin % 60’1 lipidlerden olusur (14).

Mycobacterium cinsi (genusu), Eubacteria st aleminin (superregnum),
Firmicutes béliminin (divisio), Actinomycetes sinifinin (classis), Mycobacteria
takiminin (ordo), Mycobacteriaceae ailesine (familia) dahildir ve bu ailedeki tek
cinstir.

Mycobacterium cinsi, bilimsel literatlire ilk olarak 1896’da girmistir. Bu cins
icinde bugiin 80'den fazla tlr tanimlanmis olmakia birlikte, 1950’lere kadar bilimsel
cevrelerin ilgisi, esas olarak klinik 6nemi nedeniyle, g tir (M.tuberculosis, M.bovis,
M.leprae) Uzerinde yogunlasmisgtir (17).

Insan ve diger sicak kanl hayvanlarda hastalik olusturan M. tuberculosis,

M. bovis, M. africanum ve M. microtinin birbirleriyle gosterdikleri genetik yakinlk
temel alinarak bu tirler, “M.tuberculosis complex “ adi altinda toplanmiglardir (17).

Yirminci ylzyilin baginda M. tuberculosis, Mycobacterium cinsinde insanlarda
hastalik yaptii bilinen tek tlrdi. Daha sonralan insanlarda hastalik yapan diger
mikobakteriler bulundu ve atipik olarak adlandinimaya baglandilar. Bu grup
“Mycobacteria Other Than Tuberculosis® (MOTT) (tlberklloz harici diger
mikobakteriler) olarak da isimlendirildi. Bu grupta 70 civarinda mikobakteri turii
bilinmektedir.

MTK icinde yer alan turlerin bir &6zelligi, trehaloz-6’,6’'dimikolat maddesi
varhigina baglt olarak sivi besiyerlerinde uzun kordonlar olusturmalaridir Kati
besiyerlerinde koloni morfolojisi degerlendirmesi ne kadar zor ve yaniltici ise sivi
besiyerinde kord olusturma degerlendirmesi de o kadar kolay, hizl, pratik ve
ucuzdur. Kord olugturan bakterilerin ylizlerce hatta binlercesi bir araya gelerek genis
bakteri kimeleri meydana getirirler. Ancak bu kiimeler bakterilerin rastgele Ust Uste
veya yan yana yigiimasi ile olugsmus dizensiz kimeler geklinde degildir. Tam tersine
kordon iginde yer alan her bir bakterinin uzun ekseni kordonun uzun eksenine paralel
olacak sekilde dizilirler ve mikroskobik incelemede kordonun igine bakildiginda bu

5



muntazam yapi hemen fark edilir Kord faktér olusturma 6ézelligine gére MTK suslari,
MOTT suslarnindan ayirt edilebilir ve bu nedenle kord olugumu hizli bir 6n tanimlama
araci olarak kabul edilmistir (8,9,18-20).

Atipik mikobakteriler ireme hizlarina gére yavag ve hizli areyenler olarak iki
blyuk gruba ayniimaktadir. Yavag treyenlerin kolonileri yedi giinden daha uzun bir
strede gozle gorinir hale gelirken, hizli Greyenlerin kolonileri besiyerlerinde 7 giin
ve daha kisa bir zamanda gézle gorunir hale gelir (21). Bu ayinm yapilirken asla
primer izolasyon besiyerlerindeki ireme hizlan baz alinmaz, zira materyal ekilmeden
énce uygulanan dekontaminasyon iglemleri, tedavi altindaki hastalarin kullandiklari
antimikrobiyal ilaglar ve muayene maddesinin igerdigi olasi Ureme inhibitérieri ireme
slresinin uzamasina yol acgar, bu sekilde aslinda hizli Greyen gruba dahil olan bir
mikobakteri sugsunun yavag lireme 6zellijinde bir sus oldugu zannedilebilir. Tam tersi
yénde hatalarda mimkindir; gercekte yavas lreyen gruba dahil bir mikobakteri susu
bir muayene maddesi iginde ¢ok bol miktarda mevcut ise ¢ok kisa bir stire (Om. 3-5
gln) icinde treyebilir. Dolayisiyla bir mikobakteri susunun ireme hizina iligkin karar,
ekim oncesi susun inokulum miktarinin seri dilisyonlarla ayarlandidi, bu sekilde
primer iretme besiyerindeki inhibitérlerin giderildigi veya biyiik élcide minimalize
edildigi, Lowenstein-Jensen (L-J) besiyerine yapilan pasajlarinda verilir (1).

Yavag ve hizli Greyen olmak lzere iki ana gruba ayrilan mikobakteri suglarinin
yavag Ureyenler grubuna dahil olanlari, kati besiyerinde pigment olusturma 6zellikleri
degerlendirilerek tg¢ alt gruba aynilir; pigment olusturmayanlar (nonfotokromojenler),
hem karanlikta hem de aydinlikta pigment olusturanlar (skotokromojenler), karanlikta
Uredikleri slirece pigment olusturmayip, sadece 1g1da maruz kaldijinda pigment
olusturanlar (fotokromojenler). Bu sekilde Runyon mikobakterileri Greme hizi ve
pigment olusturma ézelliklerine gére dort gruba ayirmigtir (21).

1. Fotokromojenler (Runyon Grup l): M.kansasii, M.asiaticum, M.marinum,
M.intermedium, M.simiae

2. Skotokromojenler (RunyonGrup Il): M.szulgai, M.xenopi, M.scrofulaceum,
M.interjectum, M.gordonae, M.flavescens, M.lentiflavum

3. Nonfotokromojenler (Runyon Grup Ill): M.avium-intracellulare, M.celatum,
M.genavense, M.haemophilum, M.malmoense, M.shimoidei, M.ulcerans, M.branderi.

4. Hizl Greyenler (Runyon Grup 1V): M.fortuitium, M.chelonae, M.abscessus,

M.mucogenicum, M.peregrinum



Bazi eksikliklerine ragmen Runyon'un gruplandirmasi bugiin dahi
biyokimyasal yéntemin ana akis semasini olusturmaktadir. Zira her uretilen
mikobakteri sugu 6nce Runyon’un belirtti§i gibi dort gruptan birine ayrilir, sonra her
grupta yer alan tirlerden hangisine ait olduguna biyokimyasal deneylerle karar verilir.

Klinik énemi olan mikobakteriler gsunlardir (14).

Patojen M.tuberculosis, M.bovis, M.ulcerans
Siklikla patojen M.kansasii, M.marinum
Potansiyel patojen M.avium-intracelullare, M.fortuitum,

M.chelonae, M.simiae, M.scrofulaceum
M.szulgai, M.xenopi, M.malmoense
M.abscessus,M.haemophilum, M.aciaticum
M.genavense

Saprofit (nadiren patojen) M.gordonae, M.gastri, M.flavescens,
M.vaccae, M.terrae, M.trivale, M.phlei
M.smegmatis, M.thermoresistible

Genel olarak klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin taniya yénelik temel hedefi,
gonderilen muayene maddelerinde veya cgevresel 6rneklerde etyolojik ajanlarin
varligini saptamak ve sonra identifikasyonunu yapmaktir. Taksonomi bilimi ise, bu
mikroorganizmalarin identifikasyonu, siniflandiriimasi (klasifikasyonu) ve isimlendiril-
mesi (nomenklattr) ile ugrasir.

Taksonomik yéntemler baslica 4 gruba ayrilir (1).

a. Fenotipik ydntemler: Koloni morfolojisi Gram boyanma 6zelligi, EZN
boyama, biyotiplendirme, kromojenik enzimatik reaksiyonlar, antibiyotiplendirme,
kolisin tiplendirmesi, faj tiplendirmesi v.b.

b. Serolojik yéntemler: Serolojik analiz, “ immunoblotting “ v.b.

c. Analitik ydntemler: Hiicre duvan bilegiklerinin analizi, membran veya tim
hicre lipid analizi v.b.

d. Molekiler yéntemler: G+C orani, RFLP, ribotiplendirme, “ Pulsed Field
Gel Elektorophoresis “ (PFGE), DNA-DNA hibridizasyonu, rRNA dizi analizi, 1S6110,
“ spoligotyping “ v.b

Taksonomide kullanilan yéntemlerin  bir kismi  klinik  mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda uzun siredir kullaniimaktadir, bazilan ise yiiksek ilk yatinm ve
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karmagsik teknikler gerektirmesi, zaman alici olmasi dolayisiyla ve yetismis personel
gerektirdidi icin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarina son yillarda girmigtir.

Mikobakteri turlerinin taksonomik siniflandirmasinda ise fenotipik karakterlerin
belirlenmesi 6nemli yer tutar. M. tuberculosis’de ikiye bélinme slresi 15-20 saat
(ortalama 18 saat)’dir. Kesin olmamakla birlikte bunun, DNA dependent RNA
polimeraz enzim defektine bagdll oldugu saniimaktadir. Bu nedenle tiiberkiloz
basillerinin kati besiyerinde kolonilerinin gértlebilmesi i¢in en az 2 hafta gegmesi
gereklidir. M. tuberculosis, yumurtal besiyerlerinde (Léwenstein-Jensen) 37 °C'de, 2-
3.haftada, Ustl ve kenarlan girintili ¢ikintili, kuru, sert, kirli beyaz veya deve tiyi
renginde 1-2 mm ¢apli pigmentsiz koloniler olusturur. Zamanla koloniler biyir,
birbirleriyle birlesir, daha diizensiz ve daha kuru bir hal alir. Iginde gliserin bulunan
sivi besiyerlerinde zorunlu aerop olmasindan dolayi zar olugturarak Grer. Yari-kati
besiyerlerinde, ylizeyde ince tabaka halinde rer (14).

Mikobakterilerin Uretiimesinde yumurtali (Léwenstein-Jensen, Petregnani,
Trudeau), ve agarh (Middiebrook 7H10 ve 7H11, Dubos oleik asit-albuminli agar) bir
cok besiyeri kullanilir (14).

Genus icinde yer alan bakterilerin, boyanma karakterleri en belirgin
6zelliklerinden birisidir. Mikroskobik incelemede kullanilan EZN boyama yéntemi, yeni
olgularin tesbiti, tedaviye cevabin izlenmesi, ilaca direngli vakalarnn ortaya konmasi
ve hastaneden gikarma gibi bir ¢ok konuda 6nemli ipuglari verir. Aside direngli
bakteriler mavi zeminde, parlak kirmizi olarak goérilir. Karsit boyamada metilen
mavisi yerine pikrik asit kullanilirsa zemin sari renkte, malasit yesili kullanilirsa yesil
renkte boyanir. Eski kiltirlerden ve kronik hastalarin klinik érneklerinden hazirlanan
preparatlarda; bakteri sitoplazmasinda bulunan polifosfat graniilleri ve vakuollerin
degisik derecelerde boya almalari nedeniyle, basiller diizensiz sekilde boyanip,
boncuk dizisi veya tesbih tanesi seklinde goérilir. Tedavi ile 6nce kiiltiir, sonra yayma
negatiflesir. Tedaviye ragmen preparattaki bakteri sayisinda azalma olmamasi, ilag
direncini distndurir. Bu sebeblerden dolayi yaymalar dikkatli bir sekilde incelenmeli,
gorulen basil sayisi Centers for Disease Control and Prevention (CDC) kriterlerine
gore rapor edilmeldir (14).

Klinik 6érneklerdeki mikobakterilerin gdésteriimesinde florokrom boyama
yontemlerinden de (auramin-fenol, auramin-rodamin, Glikerson-Kanner yéntemi v.b)
yararlanilir. En sik kullanilan auramin-rodamin boyamasidir. Aside direngli bakteriler
parlak sari, zemin siyah renkte goralar (14).
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Fenotipik 6zellikleri esas alan yéntemlerden, kord olusturma ve NAP testi de
mikobakteri identifikasyonu igin kullaniimaktadir.

KORD OLUSTURMA

Pozitif BACTEC 12 B sigelerinden hazirlanan ve EZN yéntemiyle boyanan
preparatlar x 1000 buyiitmede incelendiginde, preparatta goérillen aside direngli
bakterilerin geligi glizel, diizensiz bir araya gelmis bakteri yiginlan seklinde degil de
kordonlar olusturacak sekilde ve her bir kordonu olusturan yiizlerce hatta binlerce
basilin her birinin uzun ekseninin kordonun uzun eksenine paralel olmasi, bdylelikle
kordonun i¢ yapisinin son derece dizenli gézukmesi durumunda, bir mikobakteri
susunun kord olusturma o6zelligine sahip oldugundan bahsedilir. Bu sekilde uzun
kordonlar olugturabilme 6zelli§i M. tuberculosis kompleks turlerinin hiicre duvarinda
varolan trehaloz-6’,6’-dimikolat maddesinin varligina baglanmigtir. Bu sebeple kord
olusturma 6zelli§i temel olarak M. tuberculosis kompleks’e ait bir 6zellik olarak kabul
edilir. Nadiren bazen M.kansasii, M.avium-intracellulare kompleks (MAl), M.terrae, M.
phlei, M.szulgai, M.chelonea, M.gordonae ve M.marinum suslarinin kord olusturdugu
bildirilmis ise de bunlarin degerlendirme hatasindan mi, yoksa bazi MOTT tlrlerinin
bazi susglarinda trehaloz-6’,6’dimikolat maddesinin sentezlenmesine mi bagh oldugu

aciklik kazanmamigtir (1,8-10).
NAP (p-Nitro-a-Acetylamino-p-Hydroxypropiopheone) DENEYI

Mycobacterium cinsinin en sik rastlanilan, en 6nemli patojen tirleri M.
tuberculosis ve daha az oranda da olsa M.bovis ve M.bovis BCG, M.microti ve
M.africanum oldugundan, klinik laboratuvarlarda M. tuberculosis kompleks suslarini
diger MOTT suglarindan ayirt etmek tedavinin yénlendiriimesi, hastanin hastaneye
yatiriimasina karar verilmesi agisindan deder tasir. Bu nedenle M. tuberculosis
kompleks suglarini inhibe eden ancak MOTT tirlerini inhibe etmeyen, béylelikle sinirli
bir identifikasyon saglayan bazi kimyasal maddeler kullaniimigtir; p-nitrobenzoat,
hidroksilamin hidroklorir, 8-azaguanin, nitroksolin ve NAP bunlardan bazilaridir. NAP
kloramfenikol sentezinde bir ara Urin olmakla beraber, M.tuberculosis’'e
kloramfenikole gére dért kat etkindir. Cogul direngli tliberkiiloz olgularinin tim



diinyada ciddi bir sorun olmaya baglamasiyla bu klasik ve yavas deneylerin daha
hizli radyometrik BACTEC yéntemine gére adapte edilmesine ¢alisiimistir (1).

Biyokimyasal mikobakteri identifikasyon deneyleri, mikobakteri taksonomisi ile
ilgili caligmalarda hala énemini korurken, klinik laboratuvarlarda yakin zamana kadar
geleneksel olarak kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen yéntemdi. Ancak
metodolojisinin gok emek gerektirmesi, 3-10 hafta gibi uzun sirelerde sonuglanmasi,
suslarin fenotipik degiskenlik géstermesi, fenotipik homojenite ve disiik tekrarla-
nabilirlik gdstermesi rutin klinik laboratuvarlarini daha kolay, hizli, givenilirligi ve
tekrarlanabilirliyi daha yiksek olan molekiler biyolojik identifikasyon y&ntemlerine
yoneltmistir (22).

Analitk yontemlerden olan hlcre duvar lipid igeriginin ince tabaka
kromatografisi, gaz-sivi kromatografisi, High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC) analizi ile mikobakteri tirlerinin birbirinden ayirt edilmesi de mikobakteri
taksonomisinde 6nemli bir yer tutar (23).

Mikolik asit analizi yeni mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in birkag minimal
kriterden biri olarak &nerilmigtir. Mikolik asitlerin HPLC analizi yontemi ile bir gok
mikobakteri tlriiniin tamimlanmasi igin hizli ve givenilir bir metot olarak gosterilmigtir
(24).

Diger taraftan en gelismis ve guvenilir taksonomik yontemler olarak kabul
edilen G+C orani, DNA hibridizasyonu, 16S rRNA dizi analizi, kromatografi
ybntemleri de dahil olmak {izere higcbir taksonomik yéntem cins veya tarleri ayirt
etmek amaciyla tek basina kullanilabilecek yetkinlikte degildir. Bu ylizden yeni bir
cins veya tur taksonomik siniflandirmada yerini alir, isimlendirmeye dahil edilirken bu
sayllan yéntemlerin birgogu bir arada kullanilir (1).

Mycobacterium cinsi iginde yer alan turler DNA'larindaki yiksek G + C icerigi
(% 61 - 71) ile diger mikolik asit Ureten bakterilere benzer; nitekim Nocardia turleri
icin bu oran % 64 - 72, Rhodococcus tiirleri igin % 63 — 73, Gordonia tiirleri i¢in % 63
— 69 arasindadir. (16).

Bundan 10 yil kadar énce nikleik asid dizi analizi yéntemi sadece sinirli
sayida mikobakteri referans merkezinde taksonomik amaglarla kullanilirken, giini-
mizde otomatize cihazlann geligtiriimesi sonucu geligsmis (lkelerdeki sayisiz
merkezde rutin identikasyon amaciyla kullaniimaktadir. (24).

DNA dizi analizi teknolojilerinin uygulanmasi bu organizmalarin kendine 6zgi

yavag Uremeleri nedeniyle mikobakteri identifikasyonu i¢in bllylk fayda saglamistir.
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Hedef amplifikasyonu ve dizi analizinin otomatizasyonundaki yeni geligmeler klinik
laboratuvarlarda DNA dizi analizinin pratik olarak yapilmasina imkan saglamistir
(24). Mikobakterilerin identifikasyonunda altin standart olarak dusiiniilen DNA dizi
analizi en yuksek seviyede dogru sonug veren giivenilir bir ydntem olmasina ragmen,
manuel dizileme igleminin zorluju ve deneyim gerektirmesi, otomatize DNA dizi
analizi cihazlarinin pahali oimasi kullanimlarini sinirlandirmaktadir (25).

MTK iginde yer alan tirler birbirleriyle % 85'in lUstinde DNA-DNA homolojisi
gOstermektedirier. 16S rDNA’ lan ayni olup, 16S-23S rDNA gen dizilimindeki
bosluklarda (spacer) ayni yerlerde bulunmaktadir. Cok sayida yapisal genin
karsilagtiriimali sekans analizleri MTK iginde yer alan 4 tir arasinda minimal bir
polimorfizm oldugunu ortaya koymustur. Son yillarda ézellikle gen reglilasyonu ve
ekspresyonunu belirlemek (zere yeni gelistirlen “DNA microarrays” yoéntemi,
mikobakteri fizyolojisi ve biyolojisi alanlarinda &énemli gelismelerin kaynagdini
olusturacak gibi géziikkmektedir. M tuberculosis H37Rv standart kékeninin tiim genom
diziliminin belirlenmesi, mikobakteriyal alandaki gelismelerin en 6nemlilerinden
birisidir. Genomun 4,411,529 baz c¢iftinden olustugu, %65.6 oraninda G+C ve 3924
“‘open reading frames” (ORFs) icerdigi belirlenmistir (17).

Geligtirilen molekiler teknikler sayesinde, MTK'da yer alan turlerin, “insertion
sequences (IS), short repetetive DNA” sekanslari gibi tekrarlayan DNA bdlgelerinde
yiksek derecede polimorfizm oldugu gésterilmigtir. Belirgin mobilitesi ve genomdaki
ortalama kopya sayisinin yiksekligi nedeniyle 6zellikle /1S6110, genetik polimorfizmi
saptamada en ¢ok kullanilan belirteclerden biridir (17).

PFGE metodu hizli Gireyen mikobakteriler igin en yaygin olarak kullanilan
tekniklerden biridir. Farkli plazmid hareketleri bazi izolatlardaki bir yada iki banttaki
farkililiklarin bir nedenidir ve plazmidler igin hizli Greyen mikobakteri zincirlerinin
gorintilenmesini saglar (24).

INNO-LIPA teknolojisi “ reverse hibridizasyon ” esasina gére identifikasyon
yapabilen bir DNA prob yéntemidir. Kit, sivi veya kati besiyerlerinde izole edilen
Mycobacterium tirlerinin eszamanl olarak identifikasyonu amaciyla kullaniimaktadir.
Hedef 16S ve 23S rRNA bdlgesidir (25).

AccuProbe (Gen-Probe) Mycobacterium Kiltlr identifikasyon testi, niikleik asit
hibridizasyon yéntemi esasina dayal bir rapid DNA prob testi olup, kiltlirden izole
edilen MTK’'nin yani sira M.avium complex, M.avium, M.intracellulare, M.kansasii,

M.gordonae’i yaklagik 1-2 saat igerisinde tanimlayabilmektedir (25).
11



Son yillarda ise bakteri gruplannin tir ve hatta alttlr (subspecies) seviyesin-
deki ayirimlar igin 65 kDa’llk “ heat shock proteini” ni kodlayan hsp65 geni ¢ok
énemli ipuglan vermektedir (13). hsp65 geninin 441 baz cift'lik bir fragmaninin PCR
yéntemi ile gogaltilip restriksiyon enzimleriyle kesilmesi - ki bu yonteme kisaca PRA
yontemi de denmektedir — ile Nocardia, Actinomadura, Gordona, Rhodococcus gibi
diger bazi aerobic Actinomyecetes cinsleri yaninda Mycobacterium genusu iginde yer
alan turlerin de siniflandiriimasi miimkiin olmustur (7,12,13).

Molekuler biyolojik calismalarin temeli Watson ve Crick'in 1953 yilinda DNA
molekil yapisini tanimlamalarina dayanmaktadir. DNA yapisi tanimlandiktan sonra
ilerlemeler bag déndiriici bir hizla geligmigtir. Ters transkriptaz (RNA’dan
complementary DNA yapimi) enzimlerinin tanimlanmasi, restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin kesfi, klonlama teknolojisinin gelismesi, DNA dizi analizinin bagariimasi,
DNA problan ve PCR gibi niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin gelistiriimesi hizl
bir gekilde bir biri ardina ortaya konmustur (15). PCR o6zellikle diger molekiiler
yéntemlerden farkl olarak tasidigi potansiyel nedeniyle daha yaygin kullanim alani
bularak hemen hemen her molekiler laboratuvara girmistir.

Molekiler yontemler, 6zellikle mikroskopi ile goriilmesi, kiltiirde Uretilmesi
uzun zaman alan yada zor veya olanaksiz olan mikroorganizmalarin saptanmasinda
6nemli rol oynamaktadir. Bu yéntemlerin tani amaciyla bir baska kullanim alani, has-
taneye gelmeden o6nce tedavi baglandigi igin kultiirde Uretilemeyen mikroorganiz-
malarin saptanmasidir.

Molekiiler yéntemler oldukga hizli olmalari ve tanimlama araliklarinin genigligi
nedeniyle mikobakteri infeksiyonlarinin tanisinda da yaygin kullanim alani bulmustur.
Mikobakteri infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molekiler yéntemlerin amaci, su
ana bagliklar altinda toplanabilir:

1. Mikobakterilerin klinik drneklerde varliginin saptanmasi.

2. Klinik érneklerde bulunan veya kiiltirde Uretilen bakterilerin tiplendiriimesi veya
tarlerinin saptanmast.

3. Mikobakterilerin antimikrobiyal ilaglara kars! direngli olup olmadiklarinin arastiril-
masi.

4. Molekiler epidemiyolojik arastirmalar ile mikobakteri infeksiyonlarinin kaynaginin

ortaya c¢ikartiimasi.
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POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (Polymerase Chain Reaction, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmigtir (14). Bu
yéntemde ¢ogaltiimasi (replikasyon) istenen DNA &érnegi, replikasyon igin gereken
maddelerle birlikte bir tipe konarak, G¢ degdisik 1sida bir déngiu (siklus) icerisinde
tutulur. llk basamak DNA’nin denatiirasyonudur. 94-95 °C'ye isitilan DNA' nin iki
zinciri birbirinden aynlir (denatiirasyon). Ikinci basamak baglanmadir (yapisma =
annealing). Ortama konmus ve sadece ¢ogaltiimak istenen DNA bélgesine 6zgil iki
primer, sicakliyin (50-70°C' ye) dusurilmesiyle, ilk basamakta ayriimig olan kalip
DNA'nin 6zgil oldukiarn bolgelerine baglanirlar. Ugiincii basamak primerlerin
uzamasidir (sentez = extension). Ortama konmus ve optimum sentez sicakligi 72-74
°C olan Thermus aquaticus (Taq) polimerazi (ya da isiya dayanikh baska
polimerazlar) bu isida hedef DNA'ya yapigsmig primerlerin 3’ ucundan baglayarak
istenen DNA bélgesinin sentezini yapar. Bu ti¢ basamak bir dénglyt olusturur ve her
tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan 6zgil DNA pargasi ¢ogaltilarak iki katina
cikariimis olur. Yeni sentezlenen DNA da bir sonraki déngide kalip olarak kullanilir
ve bu DNA pargalarn geometrik olarak artar. Teoride 6zgil DNA parcasi siklus sayisi
(n) ve baslangictaki hedef sayisina (t) baglh olarak yaklasik tx2" sayisina ulasir.
Hedef sayisi, enzim, dNTP, primer konsantrasyonu ve gogaltilan bélgenin birikmesi
gibi nedenlerle Grin miktarn formildeki sayiya ulasmaz. Fakat yinede milyonlarca
kopyalik ¢ok yiiksek yogduniuga ulagan hedef DNA molekilinin PCR sonrasi agaroz
jel elektroforezi gibi bir ydontemle gésterilmesi oldukga kolaydir (15,26).

PCR Uygulamasinda Karsilagilan Sorunlar

PCR'deki sorunlarin ana nedeni testin yiiksek duyarlilidi; ideal sartlarda bir tek
genomu (bakteri veya virlis,vb.) dahi tespit edebilmesine dayanmaktadir. Hassas
calisma metotlar ile dahi PCR laboratuvarinda karsilagilan sorunlar agilamamistir.
Daha gavenilir, standart, uygulamasi kolay, az emek ve maliyet gerektiren tekniklere
rutin uygulamada biyik ihtiyag vardir (15).

En sik karsilagilan sorunlar agagida siralanmigtir:

1. Yalanci pozitif ve negatiflik
2. Deneyimli personel ve hassas ¢alisma gerektirme

3. Uzun siire ve is yogunlugu
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4. Ozel laboratuvar alt yapisi ve ekipman gerektirme

5. Sonuglarin deneyimli kigiler tarafindan yorumlanmasi

6. Standardizasyon gereklili§i

7. Maliyet Bu sorunlarin ¢6ziimi veya en aza indirilebilmesi igin 6rnek alimindan

PCR’nin son agamasina kadar bir dizi uyar ve énleme siki bir gekilde uyulmalidir.
Ornek Alma, Tagima ve Iigleme

PCR igin vicut sivi (serum, vb.) ve sekresyonlari veya dokular gibi her tirlQ
materyal érnek olabilir. Fakat hemoglobin ve heparin gibi inhibitérlerden miimk(in
oldugu kadar kaginiimalidir. PCR ig¢in en uygun érnekler; etkenin yogun bulundugu,
elde edilmesi kolay, en az kompleks ve yeterli miktarda elde edilebilen érneklerdir.
Ornek usuliine uygun olarak alindiktan sonra; uygun 6rnek kabina (miumkinse
RNAse ve DNAse bulunmayan) konularak tasinmall ve saklanmalidir. Bazi érneklere

gerekirse dekontaminasyon ve homojenizasyon iglemleri uygulanabilir (15).
Niikleik Asitlerin Izolasyonu

Bir érnegin PCR igleminde kullanilabilmesi icin DNA veya RNA'nin izole
edilmesi yani diger maddelerden ayrilarak saflastinimasi (purifikasyon) gerekir. Bu
islemde izole edilecek hedefe (DNA veya RNA) uygun metot kullaniimaldir. Hedef
RNA ise RNase inhibitérii ve RNase bulunmayan su, tamponlar ve sarf malzemeleri
kullaniimaldir. Bu agsamada o&rnekten (idrar, balgam ve hemoglobin,vb.) veya
metottan kaynaklanan inhibitérier (fenol, SDS) elimine edilmelidir. Basit, etkili, hizli ve
glvenilir metotlar tercih edilmelidir. Yiiksek i1s1 (kaynatma metodu) veya pH (alkali
lizis metodu) 6zgullidl ve DNA kalitesini azaltabilir. Kullanilan malzemeler (pipet,
nikleaz bulunmayan tip ve filtreli ug) kaliteli olmahdir. Primer, prob ve niikleotitler
mimkinse HPLC ile purifiye edilmis olmalidir. Kaliteli enzimler (taq polimeraz)
mimkinse oda isisinda inaktif olan ve isitildiginda aktiflesen modifiye taq poli-
merazlar kullaniimalidir (15).
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Alet ve Alt Yapi

PCR uygulamasi yapilacak alan mimkinse fiziksel olarak birbirinden ayriimis
dort odaya ayrilmalidir. 1. Reajant hazirlama odasi 2. Ekstraksiyon odasi 3. Nestet
PCR yapilacaksa ikinci PCR’nin pipetajinin yapilacagi oda ve 4. Kirli oda (agaroz jel
elektroforezinin yapilacagi oda). Eger imkanlar yetersiz ise 3 oda da yeterli olabilir.
"Termal Cycler”; hizh, kapaktan isitmall olmali, elektrik kesildiginde kaldigi siklustan
baglayabilmeli, 0.2 ml ve 0.5 mllik bloklan degisebilen aletler tercih edilmelidir.
Reaktifler, diger tampon sivilari ve PCR karisimi mimkiinse klas | laminer kabinde
hazirlanmalhdir. Orneklerden DNA izole edilirken klas Il laminer kabin tercih edilir.
Kabin yoksa hava sirkiilasyonu olmayan sadece bir yizi agik camekanh b&élimeler

kullanilabilir.
Goriintiileme Asamasinda Karsilasilan Sorunlar

Agaroz jelde bant goériilmemesi; etidyum bromid katiimamasina, UV lambasi-
nin zayifigina veya spesifik Grinan yokluguna bagh olabilir. Bu nedenle her PCR
uygulamasinda sistemin c¢alistiginin gosterilmesi i¢cin mutlaka pozitif kontrol
bulunmalidir. Bantlar bozuk ise trlin fazlaligi olabilir, agaroz jel iyi dékiilmemistir
veya elektrik siddeti fazla uygulanmigtir. Bantlar zayif gériliyor ise; Urlin veya
etidyum bromid azdir, elektrik siddeti fazladir. Fazla sayida bant veya smear olusumu
varsa; PCR optimize degil, agaroz jel ve elektrik siddeti uygun degildir.

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE) kesfi molekiler metotlarin geligsimini daha da
hiziandirmigtir. RE’leri ¢ift zincirli DNA dizisini belli niikleotit dizelerinden (6r. ATGC
gibi) taniyan ve kesen enzimlerdir. RE’leri bakterilerin kendilerini yabanci DNA’lardan
korumasini saglayan enzimlerdir. 1978 yilinda RE’lerini ilk tanimlayan Aber W, Smith
H ve Nathans D Nobel 6duli kazanmiglardir. Ganimizde yaklasik 1200 RE
tanimlanmig ve siniflandirimigtir. Siniflandirmada ilk G¢ harf enzimin kaynagi olan
bakteriyi ve rakamda tanimlandikga 1, 2 ve 3 gibi numarayi ifade eder. Ornegin Pvul
enzimi Proteus vulgaris'ten elde edilen ilk RE'ni ifade eder. RE’lerinin DNA analizinde
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kullaniimast ile ayrim gich oldukga yiksek bir teknik olan RFLP yéntemi
geligtiriimistir. Bu ydntemin temeli tim kromozomal DNA veya PCR sonrasi elde
edilen DNA'nin RE'leri ile kesilerek DNA pargalarinin agaroz jelde buytkliklerine
goére ayrildiktan sonra etidyum bromid ile boyanarak dederlendiriimesine dayanir. Bu
yontem oldukga 6zguldir ve komple DNA analizlerine alternatif olabilir (15). Genomik
DNA’'nin RFE’leri ile kesilmesinde olduk¢a uzun ve degerlendirmesi zor olan bu
yéontem PCR sonrasi uygulamalarda nispeten daha kolay ve kisa slirede
uygulanabilir (6). Bu yéntemin avantaji ¢ok az DNA ile ¢aligiimasi, kisa strede sonug
vermesi ve radyoaktif madde kullaniimamasidir. Yoéntemin dezavantajlarn ise
genomda ortaya ¢ikan dogal mutasyonlarin kesim bélgelerinin degistirebilmesi ve
bazen kismi kesimlerin olmasidir. RE’leri genellikle 10 tnite/ml konsantrasyonunda
ve % 50 gliserollii tamponda — 20 °C’de tutulur. Enzimler olduk¢a pahali oldugu igin
steril ortamlarda c¢aligiimali ve enzimler buz Uzerinde tutulmahdir. Her enzimin
optimum tamponu dretici firma tarafindan enzimle birlikte verilmektedir. PCR {riing,
enzim ve tamponu uygun konsantrasyonda karigtirildiktan sonra enzime uygun
sicakhkta belirli bir sire (enzime gére degisir) tutulmalidir. Sonra ise kesilen Urin
agaroz jelde ydrutilebilir. Gunumizde RFLP teknigi insan genetik caligmalar
(allellerin aynmi vb.) basta olmak Uzere birgcok genetik calismada kullaniimakta ve

her gegen gun yeni RE'leri kesfedilmektedir (15).
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GEREC VE YONTEMLER

Trakya Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal'na tuberkilloz siphesi ile goénderilen dekontaminasyon-homojenizasyon
isleminden gegirilen muayene maddeleri BACTEC 12 B (Middlebrook 7H12)
besiyerine ekildi, Greme indeksi (Growth Index =Gl) 250 oluncaya kadar baskaca bir
islem yapiimadan inkiibe edilmeye devam edildi. M.tuberculosis igin Gl her gin iki kat
artti. MOTT basilleri daha yiksek gunlik artis (3-10 kat) gosterirler ve daha erken
saptanirlar (27). MOTT basilleri iginde M. kansasii en yavas Ureyendir. MTK'in
ortalama saptanma zamani 7-12 gin, MOTT basillerinin ise MTK'den 2-3 giin
éncedir. Gl 250 oldugunda her 12B besiyerinden kanh agara pasaj yapildi, 37 °C'de
24 saat inkilbe edildi ve kanli besiyerinde baska bakteriler {remediyse lreme
Mycobacterium cinsi olarak kabul edildi. Ayni zamanda Ehrlich-Ziehl-Neelsen
yénteminde 1s1k mikroskobunda x1000 biyitmede incelemek izere yayma preparat
hazirland..

Hazirlanan preparatta aside direngli bakteri ve Kord faktér varigi arastiriidi.
Preparatta goériilen aside direngli bakterilerin geligiglizel, diizensiz bir araya gelmis
bakteri yiginlar seklinde degil de, kordonlar olusturacak sekilde ve her bir kordonu
olusturan ylzlerce hatta binlerce basilin her birinin uzun ekseninin kordonun uzun
eksenine paralel olmasi, bdylelikle kordonun i¢ yapisinin son derece dizenli
géziukmesi durumunda, bir mikobakteri sugsunun kord olusturma 6zelliine sahip
oldugu anlasildi. Bu sekilde uzun kordonlar olusturabilme 6zellifi MTK turlerinin
hiicre duvarinda varolan trehaloz-6’,6’-dimikolat maddesinin varigina baglanmigtir.
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Bu sebeble kord olusturma 6zelligi temel olarak MTK’e ait bir ézellik olarak kabul
edildi. Kord olugturmayanlar ise MOTT olarak kabul edildi.

Tam Urlnlere NAP testi yapildi. NAP’1 inhibe edenler MTK, inhibe etmeyenler
ise MOTT olarak kabul edildi.

Kord faktér ve NAP testi ile MTK ve MOTT olarak kabul edilenlere tir
identifikasyonu yapilmak tzere molekiler metot uygulandi.

Kord faktér ve NAP testi, Trakya Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji laboratuvarinda galigildi.

BACTEC BESIYERINE EKIM (27)

1. BACTEC 12 B sigesinde diger mikroorganizmalarin Uremesini 6énlemek igin
PANTA uremeyi hizlandinci bir madde (POES) iginde ¢éziindurildi. Her BACTEC
12B sisesine 0.1 ml (4U) eklendi.

2. Dekontaminasyon, homojenizasyon igleminden gegirilen materyaller BACTEC 12B
siselerine 0.5 ml (20 U) ekildi, siselerin lastik tipalari her ekimden sonra
dezenfektanla ve ardindan % 70 isopropil alkol ile silindi, 37 = 1 °C’de inkiibe edildi.

3. BACTEC 12B besiyeri kullanildiinda bir Léweinstein-Jensen besiyeri kullanilirsa
mikobakterinin remesine % 2-3 katkida bulundugundan bir adet Léweinstein-Jensen

besiyerine de 0.1-0.25 ml ekim yapildi.
4. Bitin iglemler emniyet kabininde yapildi (Sinif 2, HSM 1200)

Kiiltiirlerin Okuma Programi (27)

1. Ekim yapilan BACTEC 12B sigeleri ilk ¢ hafta, haftada 2 kez (Pazartesi-
Pergsembe), son {¢ hafta haftada 1 kez okutuldu (daha sik test etmek saptama

zamanini kisaltir).
2. Gl 210 olan bir gise pozitif kabul edildi ve her giin test edildi.

3. Léweinstein-Jensen besiyerleri 6-8 hafta siireyle haftada bir kez kontrol edildi.
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Pozitif BACTEC 12B Sisesinden EZN Yayma (27)

1. Kiiltir pozitifse (Gl > 10) ise gunlik okuma yapildi. Gl > 50 olunca EZN yayma

yapilmak tzere agagidaki sekilde hazirlandi.

2. BACTEC 12B sigesindeki besiyeri proteinden fakir oldugundan pozitif kiiltarlerden
yayma yaparken yapismasi igin lama fiksasyon solusyonundan bir damla konuldu.

Yayma Fiksasyon Solusyonu:
Thiomerosal (Sigma) 0.02 gr (1:5000)

Distile su 80 ml

Fenol 0.5 ml (% 5)

lyice ¢dzildi ve % 20 tavsan serumu (veya diger hayvan serumlan) eklendi. Koyu
renkli sisede, oda i1sisinda bir kag ay kullanilabilir.

3. Pozitif BACTEC 12B sigesinden enjektérle 1-2 damla fiksasyon solusyonu zerine
eklendi.

4. Havada kurutuldu. Bir ka¢ kez alevden gegirerek veya 65-75 °C’de elektrikli 1sitici
Uzerinde 2 saat bekletilerek yayma fikse edildi.

5. Ustii karbol fuksin (fenollit fuksin, bazik fuksin) ile kaplandi. Lamilar, buhar gikana
kadar ama kaynamayacak sekilde 4-5 dakika isitilip, yikandi ve asit- alkol karigimi (3
ml HCL + 97 ml etil alkol - %95'lik) ile 2 dakika dekolorizasyon islemine tabi tutuldu.
Tekrar su ile yikandiktan sonra zit bir boyada (Léfflerin metilen mavisi) 1-2 dakika
tutuldu. Yikandi ve havada kurutuldu.

6. Boyanmig yaymanin Uzerine bir damla immersiyon yadi konularak mikroskopta
incelendi.

7. MTK yilanvari geritler olugturdu (kord faktér). Diger mikobakteriler gevsek, daginik

kimeler halinde goéruldi.
BACTEC NAP TESTI IiLE iDENTIFIKASYON (27)

1. NAP M. tuberculosis kompleksini inhibe eder. MOTT ise inhibe olmaz.
2. NAP test sisesi icinde 5 mcg/ml NAP igeren bir disk vardir. Bu sise tsiya ve neme

maruz birakilmamali ve buzdolabinda (2-8 °C) saklanmalidir.
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3. Bitln islemler emniyet kabininde yapiidi.
4. BACTEC 12B sigesinde GI:50-100 olunca kanli besiyerine ekilerek, kontaminas-
yon olmadidi gésterildi. Bu siseden 1 ml alinip NAP sisesine aktarildi, ana sise

kontrol olarak kullanildi.

5. Gl:100’den blyikse ana BACTEC 12B sisesinden, asagida belirtilen oranlarda
taze BACTEC 12B sisesine aktarildi, iyice ¢alkalandi. Buradan 1 ml alindi NAP
sisesine aktarildi. Sulandirmin yapildi§i taze BACTEC 12B sigesi kontrol olarak

kullaniidi.

Gl: 50-100 dilisyon gerekmez
Gl: 101-201 0.8 ml

Gl: 201-400 0.6 ml

Gl: 401-600 0.4 ml

Gl: 601-800 0.3 ml

Gl: 801-999 0.2 ml

Gl: 999 ve Usti 0.1 ml

6. Kontrol ve NAP siseleri 37 + 1 °C’de inkiibe edildi.

7. NAP ve kontrol sigesinin giinlik GI'lari 2-6 giin boyunca her giin test edilerek
kaydedildi.

8. Kontrol gigesinin ginlik Gl dederinin artmasi gerekir.

9. NAP sigesinde ekimden sonra Gl'da arka arkaya iki belirgin azalma veya ilk iki giin
az fakat belirgin olmayan artis ve sonra azalma olmasi MTK olarak kabul edildi.

10. NAP sisesinde doért giin icinde 400 Uzerinde gunlik Gl artigi veya ilk 1-3 ginde
hafif azalma veya hi¢ artis olmamasi ve sonra birbirini takip eden iki gtnluk belirgin
artis olmasi MOTT olarak kabul edildi.

11. NAP testinin tamamlanmasi i¢in ortalama siire 4 ginddr.

PCR ve RFLP YONTEMLERI ILE MYCOBACTERIUM TURLERININ
IDENTIFIKASYONU

PCR ve RFLP metodu Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakuitesi, Mikrobiyoloji
Klinik Mikrobiyoloji ve Anabilim Dali laboratuvarinda ¢aligildi.
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Gereken Maddeler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit), Sigma

Trizma Base, y

Borik asit "

Chelex-100 "

Standard agaroz N

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 G/ul) Promega, Roche veya Fermentas
dNTP " 1 i’

Primer TB11: 5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3 50 nmol TIB MOLBIOL
Primer TB12: 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ ¢ “
Primer T4: 5-CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG -¥ “ ¢
Primer T5: 5-CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG -3 ¢ “
Enjeksiyonluk distile su Eczacibasi ilag
Mubhtelif Filtreli pipet uglari: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 ul hacimlerinde
Muhtelif Eppendorf tlipleri: 0.2 (ince cidarli), 0.5 (thermal cyclerda kullanilacaksa
ince cidarli) ve 1.5 ml (yazi yazmak i¢in yan ylzleri ptiriizli) hacimlerinde.

PCR’da kullanilan Kitler

1. 10x PCR Buffer Il

Contains no MgCl»

1,5ml Roche

Lot: DO2634

Applied Biosystems
2. MgCl;, Solution

25mM, 1,5 ml Roche

Lot: DO3123

Applied Biosystems
3. Ampli Tag Gold

250 Units  5u/pl Roche

Lot: DO3993

Applied Biosystems
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4. Primerler ; marka adi: TIB MOBIOL
TB11; Production Description no. 377960
TIB reference no: 002120977
5 —ACC ACC gAT ggt gTg TCC AT
TB12; Production Description no. 377961
TIB reference no: 002120977
5 —CCT gTC gAA CCg CAT ACC CT

RFLP’de kullanilan kitler ; marka adi: MBI Fermentas

1. BstEll (Eco 91I)

#ERO0391

10 units/ul, 1000 units
Lot.2721

Kaynagi; Escherichia coli RFL 91
5..G|GTNAC C..3
3..C C ANTG?1G..5
Buffer O*

#B05

with BSA
Lot.4810

10x 1 ml

2. Haelll (BsuRlI)

#ER0151

10 units/pl, 3000 units
Lot.1222
Kaynagi; Bacillus subtilis R
5. GG|C C.%
3..CCG G..%
Buffer R*
#BR5
with BSA
Lot. 4110
10x 1 ml
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Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru isitici blok, Nive

Vorteks, Techne

Derin dondurucu (-20 °C) Nuarie

Buzdolabi 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 °C’lik bélmesi olan

Laminar hava akimli kabin CB 1204, dan LAF

Mikrosantrifij (en az 14.000 devir, sogutmali ) Jouan

Thermal cycler Sanyo DNA Amplifies MIR — D40

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi (Komple set)

pH metre

UV transilliminator

Mikrodalga firin veya kigiik elektrik isiticisi Arcelik

Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 ul)  Rainin, Biohit, Costar

Calisma Ug Asamada Yapildi:

1. Mycobacterium DNA'sInin izole edilmesi.
2.-Mycobacterium DNA’sinin saptanmasi.

a. Tum Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Is1 S ok Proteini
Bélgesine ait PCR : Tiberkiilloz basilleri kompleksi digindaki mikobakteriler de
tiplendirilebilir.

b. Agaroz jel elektroforezi
3. Tum Mycobacterium’lara Ozgiil 65 Kilo Daltonluk IsiS ok Proteini Bélgesine Ait
PCR uriinunin restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium tirlerinin

identifikasyonu.
1.  Mycobakterium DNA’sinin izole Edilmesi:

Nikleik asitlerin hiicrelerden ayrilarak, fiziksel ve/veya kimyasal iglemlerden
gecirilip saflagtinlma iglemi ekstraksiyon (izolasyon) olarak tanimlanmaktadir. Bu
islem esnasinda niikleik asidlerin pargalanmaya kargi korunmasi, amplifikasyon
inhibitérlerinin  ortamdan uzaklastiriimasi ve hedef nikleik asidin saflagtinlarak

konsantre edilmesi amaglandi. Bu ¢alismada Léwenstein-Jensen besiyerinde taze
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tremis bir 6ze dolusu koloni alinip distile suda slspansiyon yapildiktan ve
vortekslendikten sonra Urtinler 80-84 °C ‘de 1 saat 15 dk. 1si blojunda bekletildi ve

nikleospin yéntemi uygulanarak DNA izolasyonu yapildi(15,28,29).
2. Mycobacterium DNA’sinin Saptanmasi.

a. Tim Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini
Bolgesine ait PCR (6,15).
DNA'nin ¢ogaltilabilmesi igcin PCR tepkime karigiminda gerekli olan

elemanlar sunlardir:

DNA Ekstrakti: Ekstraksiyonu yapilmig, amplifikasyona hazir hale getirilmig
DNA érnegi.

Primer’ler: Cogaltilacak bdlgeyi sagdan ve soldan sinirlayan, ¢ogaltiimasi
cift sentetik DNA parcgalaridir. Primerler 15-30 nikleotid uzunluunda olup,
mikroorganizma genomunun spesifik bélgesine yapigsmaya uygun olarak hazirland..
Primerler liyofilize halde geldijinde DNAz ve RNAz free distile suda 10 pmol/ul
olacak gekilde sulandirildi. Daha sonra kiigiik hacimlere (10-20 6rneklik) bolinerek —
20 °C'de saklandi (21). Tum mikobakterilerin PCR ile saptanmasi igin primer TB11:
5'-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3’ ve TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC
CT-3’ kullanildi (6,15).

dNTP Kangimi: Amplifikasyon esnhasinda denatire edilen zincirlerin
tamamlanmasinda kullanilacak olan deoksi niikleotit trifosfatlar (dNTP’ler: esit oranda
dATP, dGTP, dCTP, dTTP)lardan olusur (21). Stok dNTPler 100 mM
konsantrasyonda olup 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda sulandirilarak kigulk
hacimlere (25-50 ©meklik) bollinerek —20 °C'de saklandi. Sulandirilan bu

sollisyondan 50 ul PCR karigimi igin 1 ul dNTP eklendi.

DNA Polimeraz: Thermus aquaticus (Taq) bakterilerinden elde edilen
termostabil Tag DNA polimeraz enzimi kullanildi. Optimal sicaklikta (70-80 °C)
saniyede 35-100 nikleotidin polimerizasyonu ve 5-3 ekzoniikleaz aktivitesini
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gerceklestirme 6zelligine sahipti. Taq polimeraz genellikle 5 tinite/ul konsantrasyonda
ve —20 °C’de sakland..

Tamponlar ve MgCl.: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCI
bulunmaktadir. Taq DNA polimeraz MgCl, varliginda etkindir. MgCl'in PCR’In
6zgullugu ve trtn verimi Gzerinde ¢ok énemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum
MgCl, konsantrasyonu olarak 1.5 mM tercih edildi. Gunki dustk Mg* iyon
konsantrasyonu zayif Uriin olusumuna, yilksek Mg*? iyon konsantrasyonu ise 6zgl
olmayan uriin olusumuna sebep olmaktayd: (22,25). PCR buffer 10X ve MgCl, (25

mM) Taqg enzimi ile birlikte agagida belirtilen konsantrasyonda kullanildi.
PCR Kansiminin Hazirlanmasi:

Kirik buz tizerinde 1.5 ml'lik reaksiyon tipunde agsagidaki karigim hazirlandi:

Distile su 34.75 ul
PCR Bufer (10x konsantrasyonda) 5.0 '
MgCl, (25 mM) 3.0 "
dNTP (10 mM) 1.0 .
Primer 1 (TB11, 10 pmol/ul) 0.5 .
Primer 2 (TB12, 10 pmol/ul) 0.5 .
Taq polimeraz (Promega, Roche veya Fementas 5 U/ul) 0.25 "
Ormek DNA 5

Toplam 50 '

Yukaridaki karigim vortekslenerek karigtirildiktan sonra santrifije edildi.
Caligilacak 6rnek sayisinin garpimi kadar hazirlanan karigim 45°er pl olarak érnek
numaralar yaziimig 0.2 mllik eppendorf tuplerine dagitidi. Uzerine 5 i
Mycobacterium DNA’si eklenerek thermal cycler aletine yerlestirildi. “Thermal cycler’
aletinde asagidaki siklus programi uygulandi
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95
95
55
72
72

Tiim Mycobacterium’lara Spesifik PCR Programi:

°C'de 10 dk. 1 siklus
" 1 "
" 1 ,, 35 siklus
" 2 ,,

8 ' 1 siklus

b-) Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jelde DNA bantlarinin gériilebilmesi igin PCR drlnleri floresans bir

boyayla (Etidyum bromid) muamele edildi. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlari

ultraviyole (Transilliminatér) 1s1§1 altinda goérinir hale geldi. Beklenen PCR

artnlerinin varligi DNA molektl agdirhk standartlart (DNA marker) veya pozitif

kontroldeki bant blylkligu ile karsilagtirilarak belirlendi (15,24).

Beklenen PCR uriania blyiikligine gére agaroz konsantrasyonu Tablo 1'den

belirlendi (15).

Tablo 1. Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ayirma Giicii Arasindaki iligki.

Agaroz Konsantrasyonu (%)

DNA Ayirma Arahidi (baz cifti)

0.3
0.6
0.7
0.8
1.2
1.5
2.0

5000-60000
1000-20000
800-10000
500-7000
400-6000
200-3000
100-2000
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PCR  Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiirtitiilmesi (15)

1. 100 ile 2000 baz ¢ifti arasindaki bir trin icin % 2.0’lik agaroz kullanildi.

2. Agaroz ve terazinin bulundudu odada elektroforez tankinin biyukligline gére
dokalecek jel miktant belirlendi. 120 ml'lik tank igin; 2.4 gram agaroz tartilip 120 ml
0.5 x TBE tamponuna ilave edildi.

3. 5x stok TBE buffer (54 gr Tris base, 27.5 gr Boric acid, 20 ml 0.5 M EDTA pH:8.0,
1 litre distile suda eritildi) on defa distile suda sulandiriidi ve 0.5x TBE bufer kullanma
sollisyonu hazirlandi.

4. 120 ml 0.5x TBE bufer behere konuldu. Uzerine tartilan agaroz eklenerek
kanstirildi.

5. Mikro dalga finnda 1 dk 400 Watta tutuldu. Kanstirildiktan sonra sogumasi igin
beklenirken agaroz jelin dokilecegi plate hazirlandi. Ornek sayisina gére 8'li veya
12’li tarak yerlestirildi.

6. 50 °C civarina kadar soguyan 120 mllik agaroza 12 pl ethidium bromide (5
mg/ml) eklendi karigtirildiktan sonra jel dokilda.

7. Jel donduktan sonra (yaklagik 30 dakika oda isisinda) plate’nin iki tarafindaki
lastikler ve tarak ¢ikarildi.

8. Her dérnek icin parafilm Gzerine 2 pl yiikleme soltisyonu (10x Loding bufer: 500 mg
Bromophenol blue, 5 ml gliserol, 5 ml distile su) kondu. 8er pl PCR (rtinti 2 pl
yikleme sollisyonu ile karigtirildiktan sonra sirayla agaroz jele yiklendi.

9. 80 voltta 55 dakika elektroforez uygulandi.

10. Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatérde incelendi. Beklenen
bant goérilen &rnekler pozitif kabul edildi. Poloroid fotograf makinasi ile jeller
fotograflandi.

3. Tiim Mycobacterium’lara Ozgiil 65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini
Bolgesine ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek
Mycobacterium tiirlerinin identifikasyonu (6,15)

Uygun (bekienen yerde ve yeterli yogunlukta) bant gériilen 6rneklerin 11’er

ul'si Haelll (BsuRl) ve BstEll (Eco91l) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium tirleri

identifiye edildi.
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Haelll ile PCR iiriiniiniin kesilmesi:

Distile su 1.5
Buffer R* 3.0
Haelll (10 Unite/ul, Fermentas) 1.5
PCR Urini 14.0 .,
Toplam 20.0 ,,
BstEll ile PCR iiriiniiniin kesilmesi:

Distile su 1.5 i
Buffer O* 3.0 ,,
BstEll (10 unite/ul, Fermentas) 1.5
PCR urini 14.0
Toplam 20.0 ,,

Enzim ve buffer kangimlan érnek sayisinca temiz odada hazirlandiktan sonra 0.2
mllik eppendorf tiiplerine 6’ar pl olarak bollindli. Daha sonra kirli odada lizerlerine
14’er ul PCR urni eklendi ve 37 °C’de 24 saat etlivde bekletildi.

11.  Daha sonra Mycobacterium tirlerinin identifikasyonu igin restriksiyon enzimleri
ile kesilen ve kesilmeyen urinler birlikte % 3’'lik NuSieve GTG agaroz (FMC
BioProduct)’da ydritildi. PCR 0Oraninin kesilmesi ile ortaya c¢ikan bantlar
degerlendirilerek Poloroid fotograf makinasi ile jeller fotograflandi (25,33).
Mycobacterium turleri isimlendirildi (6,15).

12.Isimlendiriime  http://www.hospvd.ch:8005 internet adresinde ve Tablo 2'de
gosterildigi gibi yapild.
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Tablo 2. PCR-RFLP ile Mikobakterilerin identifikasyon Tablosu

BstEIl

440

325-130

325-120

240-210

130-105-70

130-95-7

Haelll

170-130-0
160-85-55
145-130-0
140-100-20
140-55-50
130-115-70-55
130-110-0

200-60-55

185-140-0
170-140-0
145-130-50
140-85-565
140-60-55
130-115-60
130-110-70-55
130-105-0

200-70-60
180-135-70-50
180-130-0
180-100-50
145-140-100-55
145-130-95
145-130-0
145-105-80
145-105-60
145-70-60-50
140-120-100-60
140-105-80
140-80-60-50
130-115-0
130-105-80

5-60
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Tirlerin Adi

M. trivale type 1

M. flavescens type 3
M. lentiflavum type 1
M. new type 1

M. flavescens type 1
M. aurum type 2

M. new

M. szul

gai type 1

M. chelonae type 1

160-110-0 M. haemoihlium iie 1

M. terrae type 1

M. neoaurum type 1
M. simiae type 4

M. chitae type 1

M. nonchromogenicum type 2

M. gordonae type 4
M. gordonae type 8
M. genavense type 1

M. kansasii type 5

M. abscessus type 2

M. thermoresistibile type 1

M. simiae type 1

M. new type 1

M. peregrinum type 1
M. scrofulaceum type 1
M. intracellulare type 3
M. marinum type 1

M. new type 1

M. abscessus type 1
M. peregrinum type 2
M. intracellulare type 2
M. phlei type 1

M. gordonae type 5

M. kansasii type 1




BstEll

240-210

Haelll
130-105-60
130-105-0
130-80-60
125-110-0
120-115-110
110-105-0

Tiirlerin Adi

. avium type 1

. avium type 2

. celatum type 1

. interjectum type 1

. intracellulare type 4
. asiaticum type 1

EEEEEE

240-130-85

240-120-100

240-120-85

240-135-80

130-95

130-95-6

140-105-70

160-85-55
145-140-100-60
145-125-60
130-105-80
130-105-70
130-105-0
130-100-75
130-90-70

165-115-0
160-110-60
145-130-60
145-130-0
140-105-80
140-60-0
130-110-0

220-110-0
185-140-50
160-115-60
160-105-60
150-130-70
160-60-65
145-120-55-50
140-125-55-50
140-95-90
130-115-70-50
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. shimoidei

. species type 1

. peregrinum type 3
. Smegmatis type 1
. celatum type 2

. gastri type 1

. kansasii type 2

. kansasii type 6

. kansasii type 3

. lentiflavum type 4

. gordonae type 9

. gordonae type 7

. intracellulare type 1
. lentiflavum type 3

. malmoense type 1

. hiberniae type 1

. gordonae type 3

. intracellulare type 4

. gordonae type 2

. senegalense type 1

. gordonae type 1

. xenopi type 1

. tuberculosis complex

nonchromogenicum type 1

. fortuitum type 1

. farcinogenes type 1
. fortuitum type 2

. kansasii type 4



BULGULAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal’'na tiiberkiiloz stiphesi ile génderilen muayene maddelerinden retilen ve M.
tuberculosis kompleks ve MOTT olarak kabul edilen 24 adet mikobakteri kbkeni
calismaya alindi.

Bu kékenlerin ilk asamada Kord faktér olusturup olusturmadiklari incelendi ve
24 6rnegin 10'unda Kord faktor pozitif (+) bulundu ve bunlar M. tuberculosis
kompleks olarak kabul edildi. Kord faktor negatif (-) olan 14 koken ise MOTT olarak
kabul edildi.

Resim 1'de kord faktér olusturan MTK kékeninin fotografi gérilmektedir.

Resim 1. Kord olusumu
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ikinci agamada bu kékenlere NAP testi uygulandi. NAP'I  inhibe eden 10
koken M. tuberculosis kompleks, inhibe etmeyen 14 kdken ise MOTT olarak kabul
edildi.

Uclincli asamada ise bu kdkenlere PRA metodu uygulandi. Tiim mikobakteri-
lerin 6zgul 65 Kilo daltonluk 1s1 sok proteini bélgesine ait PCR trinleri, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek tur identifikasyonu yapildi.

Resim 2 ve Resim 3'de PCR sonrasi agaroz jelde yurutilen bazi Urunlerin

fotograflar goériilmektedir.

Marker Marker

Resim 2. PCR sonrasi liriinlerin goriintiileri

Marker

Resim 3. PCR sonrasi liriinlerin gériintiileri.
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Kord faktor ve NAP testi ile M. tuberculosis kompleks olarak isimlendirilen 10
koken PRA metoduyla M. tuberculosis kompleks olarak kabul edildi. MOTT olarak

kabul edilen 14 kdken ise PRA metoduyla isimlendirildi. Bu kokenler:

- 3 koken Mycobacterium intracellulare tip |
- 2 koken Mycobacterium phlei

- 2 kdken Mycobacterium kansasii

- 1 kéken Mycobacterium fortuitum tip |

- 1 kdken Mycobacterium gordonae tip |

- 1 koken Mycobacterium abscessus tip |

- 1 kdéken Mycobacterium scrofulaceum

- 1 koken Mycobacterium szulgai tip |

- 1 kdéken Mycobacterium avium tip Il

- 1 koken Mycobacterium terrae

Tablo 3'de BstE Il ve Hae Il restriksiyon enzimleri ile kesilen 24 kékenin bant

patern numaralari ve isimleri gérilmektedir.

Tablo 3. isimlendirilmesi yapilan 24 kéken.

KOKENLER BstE Il Hae Il TURLER

1 240.210 140.80.60 | Mycobacterium phlei

2 240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
3 240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
4 240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
o 240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
6

i

8

9

240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis
240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis

10 240.120.85 | 150.130.85 | Mycobacterium tuberculosis

11 240.210 140.90.60 | Mycobacterium phlei

12 240.120.100 | 145.130.60 | Mycobacterium intracellulare tip |
13 240.120.100 | 145.130.60 | Mycobacterium intracellulare tip |
14 325.130 185.140 Mycobacterium terrae

15 240.210 130.105.80 | Mycobacterium kansasii

16 240.120.85 | 150.130.70 | Mycobacterium tuberculosis

17 240.120.85 | 145.120.55 | Mycobacterium fortuitum tip |

18 240.120.85 | 160.115.60 | Mycobacterium gordonae tip |

19 240.120.100 | 145.130.60 | Mycobacterium intracellulare tip |
20 240.210 145.70.60 | Mycobacterium abscessus tip |
21 440 130.105.70 | Mycobacterium szulgai tip |

22 240.210 145.130.95 | Mycobacterium scrofulaceum

23 240.210 130.105.80 | Mycobacterium kansasii

24 240.210 130.105.0 | Mycobacterium avium tip Il
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Marker 1 2 3 4 Marker 5 11 12 16 Marker

Resim 4. Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon iiriiniiniin
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gériintiileri.

Isimlendirilmesi yapilan 24 kékenin bant patern gériintileri fotograflandi.
Resim 4'de 1,2,3,4,5,11,12,16 numarali tranlerin Hae Ill enzimi ile kesildikten
sonra agaroz jelde yuritilmesiyle elde edilen bant patern gérintuleri ve Tablo 4'de

ise bu Urtinlerin bant numaralari ve isimleri gériiimektedir.

Tablo 4. isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari.

Hae IlI TURLER

1 140.80.60 Mycobacterium phlei

2 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis

3 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis

4 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis

5 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis
11 140.90.60 Mycobacterium phlei
12 145.130.60 Mycobacterium intracellulare tip |
16 150.130.70 Mycobacterium tuberkulosis
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Marker 1 2 3 4 Marker 5 11 12 16 Marker

Resim 5. Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon iiriiniiniin
BstEll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gériintiileri.

Resim 5'de 1,2,3,4,5,11,12,16 numarali Urtnlerin BstE Il enzimi ile kesildikten
sonra agaroz jelde yurutulmesiyle elde edilen bant patern gortntiileri ve Tablo 5'de

ise bu Uriinlerin bant numaralari ve isimleri géralmektedir.

Tablo 5: isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari.

BstE 1T TURLER

1 240.210 Mycobacterium phlei

2 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis

3 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis

-+ 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis

5 240.120.85 Moycobacterium tuberculosis

11 240.210 Mycobacterium phlei

12 240.120.100 Mycobacterium intracellulare tip 1
16 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
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Marker 6 13 14  Marker 8 15 10 Marker

Resim 6. Isi sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon iiriiniiniin
BstEll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern goriintiileri.

Resim 6'da 6,7,13,14,8,9,15,10 numarall Griinlerin BstE Il enzimi ile
kesildikten sonra agaroz jelde yurittlmesiyle elde edilen bant patern gorintileri ve

Tablo 6'da ise bu Uriinlerin bant numaralari ve isimleri gérilmektedir.

Tablo 6. isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari

BstE 11 TURLER
6 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
7 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
8 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
9 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
10 240.120.85 Mycobacterium tuberculosis
13 240.120.100 Mycobacterium intracellulare tip 1
14 325.130 Mycobacterium terrae
15 240.210 Mycobacterium kansasii
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Marker 6 7 13 14 Marker 8 9 15 10 Marker

Resim 7. Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon triiniiniin
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gériintiileri.

Resim 7'de 6,7,13,14,8,9,15,10 numarali UrGnlerin Hae Il enzimi ile
kesildikten sonra agaroz jelde yduritilmesiyle elde edilen bant patern gorintileri ve

Tablo 7'de ise bu urtinlerin bant numaralari ve isimleri gériilmektedir.

Tablo 7. isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari

Hae I11 TURLER
6 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis
7 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis
8 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis
9 150.130.70 Mycobacterium tuberculosis
10 150.130.85 Mycobacterium tuberculosis
13 145.130.60 Mycobacterium intracellulare tip 1
14 185.140 Mycobacterium terrae
15 130.105.80 Mycobacterium kansasii
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Marker 17 18 19 20 Marker 21 22 23 24 Marker

Resim 8. Isi sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon liriiniiniin
BstEll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern goriintiileri.

Resim 8'de 17,18,19,20,21,22,23,24 numaral Urtnlerin BstE Il enzimi ile
kesildikten sonra agaroz jelde yiriitilmesiyle elde edilen bant patern goértntileri ve

Tablo 8'de ise bu Urtinlerin bant numaralari ve isimleri gérilmektedir.

Tablo 8. isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari

BstE I1 BstE IT TURLER
17 240.120.85 Mycobacterium fortuitum tip 1
18 240.120.85 Mycobacterium gordonae tip 1
19 240.120.100 Mycobacterium intracellulare tip I
20 240.210 Mycobacterium abscessus tip 1
21 440 Mycobacterium szulgai tip 1
22 240.210 Mycobacterium scrofulaceum
23 240.210 Mycobacterium kansasii
24 240.210 Mycobacterium avium tip 11

38



Marker 17 18 19 20 Marker 21 22 23 24  Marker

Resim 9. Isi sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon iiriiniiniin
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern goriintiileri

Resim 9da 17,18,19,20,21,22,23,24 numarali Urunlerin Hae Ill enzimi ile
kesildikten sonra agaroz jelde yuritilmesiyle elde edilen bant patern gorintuleri ve

Tablo 9'da ise bu urtinlerin bant numaralari ve isimleri gértilmektedir.

Tablo 9. isimlendirilmesi yapilan iiriinler ve bant numaralari

Hae IT1 TURLER
17 145.120.55 Mycobacterium fortuitum tip I
18 160.115.60 Mycobacterium gordonae tip 1
19 145.130.60 Mycobacterium intracellulare tip 1
20 145.70.60 Mycobacterium abscessus tip I
21 130.105.70 Mycobacterium szulgai tip 1
22 145.130.95 Mycobacterium scrofulaceum
23 130.105.80 Mycobacterium kansasii
24 130.105.0 Mycobacterium avium tip 11
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TARTISMA

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dalr'na tuberkiloz suphesi ile génderilen muayene maddelerinden tretilen 24 adet
mikobakteri kékeni caligmaya alindi. Kord faktér ve NAP testi ile M.tuberculosis
kompleks olarak isimlendirilen 10 kdken molekiler metotla da M.tuberculosis
kompleks olarak kabul edildi. MOTT olarak kabul edilen 14 kéken ise kullandigimiz
molekiler metotla farkh mikobakteri tirleri olarak identifiye edildi.

TUberkilozun dinyada siratle yayilmasi, direngli tiberkiloz suslarinin
ylzdesinin giderek artmasi, hizli laboratuvar tanisini kaginiimaz hale getirmistir.
Gunimizde yeni vakalari en kisa stirede saptamanin, hastalarin uygun tedavilerine
bir an 6nce gegebilmek ve bulagtirici sireyi kisaltmak i¢in ¢ok énemli oldugu kabul
edilmistir.

Tenover ve ark.(31) thberkiloz laboratuvarlarinin hizh tanity1 saglayabilecek
sekilde yeniden dizenlenmesi gerektigini 1993 yilindan baglamak izere vurgulamisg-
lar, EZN yayma sonuglarinin 24 saat iginde bildirilmesini, M tuberculosis suslarinin
uretilmesi ve identifikasyonun 10 —14 gin icinde tamamlanmasini, direng deneyi
sonuglarinin da 15-30 giinler arasinda verilmesini hedef olarak géstermiglerdir.

Mikobakteri tirlerinin identifikasyonunda Kord olusturma ve BACTEC NAP
deneyi 1990l yillarin baglarina kadar altin standart olarak kabul edilirken, yakin
zamanlarda bu é6zelligini molekiler yéntemlere kaptirmigtir (1).

Bazt MOTT tirleri nadiren kord olusgtursalar da, kord olusturma esas olarak,
M. tuberculosis kompleks tirlerine ait bir 6zelliktir (8,9,18-20). Kord olugturma deneyi

¢ok ucuz olmasi, ilk yatirm gerektirmemesi, var olan konvansiyonel tiiberkiiloz
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laboratuvarlar teknisyenlerince kolayca uygulanabilecek olmasi, hizli sonug¢ vermesi
dolayisiyla tlkemiz kogullar igin ¢gok uygundur (11).

Koksalan'in (1) caligsmasinda 77 pozitif BACTEC kulturinden yapilan EZN
yaymalarinda kord faktoriin duyarlilidi, 6zgullagi, pozitif ve negatif prediktif degerleri
sirasiyla % 92.6, %100, %100 ve % 64.3 bulunmustur. Negatif prediktif dederin
disilk olmasi nedeniyle ulkemizde kord faktér pozitif bulunan durumlarda
M.tuberculosis complex tredi seklinde 6n tani verilebilecegi fakat kord faktériin
negatif bulundugu durumlarda ise sadece kord faktére dayanarak bir &n tani
veriimemesi ve hsp65 PRA gibi bagka bir identifikasyon yénteminin es zamanl olarak
kullaniimasi gerektidini bildirilmistir.

Izmirde Badak ve ark. (32) 370 pozitif MB/BacT kultirinden, Kinyoun
boyamasiyla kord olusumunu degeriendirdigi calismada duyarlilik, 6zgillik, pozitif ve
negatif prediktif degerler birinci gézlemci tarafindan sirasiyla % 88.2, % 97.4, %99.2,
% 69.7, ikinci go6zlemci tarafindan; % 90.6, %52.3, %82.8, %69.7 olarak
bulunmustur. Sonug olarak M. fuberculosis complex lretme orani yiiksek laboratu-
varlarda deneyimli mikrobiyologlar tarafindan yaymalarda kord olusumunun gézlen-
mesinin hizli ve glvenilir oldugu vurgulanmigtir.

McCarter ve ark. (19) M.tuberculosis’in tanimlanmasi igin ¢ok hizli bir metot
olarak BACTEC 12B besiyerinde kord olusumunu buimuslardir. Pozitif 666 BACTEC
kulturtinden Kinyoun boyamayla kord olusumunun duyarlilik, 6zgulluk, pozitif prediktif
ve negatif prediktif degerlerini sirasiyla % 89.2, % 99.2, %98.5, % 94.2 oldugunu ve
BACTEC 12B iginde kord olugsumunun varliginin belirlenmesinin guvenilir ve
M.tuberculosis’in hizl bir sekilde belirlenmesi igin kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Yagupsky ve ark. (10) calismasinda 270 pozitif BACTEC 7H12 kltirinden
NAP ve biyokimyasal yontemlerle tir identifikasyonu yapilmis olup, kinyoun yénte-
miyle boyanan yaymalarda 3 gézlemci kord olusumunu degerlendirmistir. Her Gg¢
gézlemci arasinda uyum % 93.3 olarak saptanmistir.

Bu degerlere bakilarak ve en dnemlisi de ¢ok hizli, kolay ve ucuz olmasi
dolayisiyla kord olusumu 6n tani deneyi olarak &nerilebilir.

BACTEC NAP deneyi, M.tuberculosis kompleks kdkenlerini MOTT suglarindan
ayiran ancak MOTT kokenlerinin tir dizeyinde ayrimini vermeyen kismi bir
identifikasyon yontemidir ve olduk¢a pahali bir yéntemdir (her kéken igin yaklagik
olarak 22-25 USD). BACTEC sisteminin en énemli dezavantajlarindan biri dogru ve
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daha hizli sonug igin mutlaka hafta sonu okumalarina ihtiyag géstermesidir. Ayrica
testin sonuglanmasi ortalama besg glin stirmektedir (1,6).

Biyokimyasal testler g¢ok ucuz maliyetli olmasi, tir dlzeyine kadar
identifikasyon yapmasina ragmen ¢ok fazla emek gerektirdigi icin UGlkemizde rutin
taberkiloz laboratuvarlarinda énerilmemektedir (15).

[lk kez 1993 yilinin baglarinda giindeme gelen hsp 65 geninin PCR-RFLP
analizi ydnteminin 6zgulliga, hizlihgi, maliyet etkinligi ve verimliligini ortaya ¢ikaran
bir gcok galisma gesitli yayinlarda da bildiriimis ve rutin olarak uygulanmasini olanakli
kilmigtir (7,11,33,34).

Ayrica hsp65 geninin PCR-RFLP analizi digerleri gibi 6zel cihazlar, hibridizas-
yon agsamalari gerektirmez, kolay, hizli, ucuz olup tek deneyde, bir ginde pek ¢ok
taran izolasyonunu saglar. Sivi besiyerinden izolasyonda kullanilabilir (6,7).

da Silva CF ve ark. (2) materyallerden izole ettikleri suglarla yaptiklari
galigmanin sonucunda biyokimyasal identifikasyon ve PRA metodu arasinda uyum
oldugunu ancak PRA metodunda tirlerin tanimlanmasi igin gereken zamanin bir
haftadan az oldugunu, tek bir kisi tarafindan uygulanabilecegini, biyokimyasal
yontemlere gére de ekonomik oldugu igin rutin uygulamada mikobakteri
tanimlamasini yapabilcegini bildirmislerdir. Bunun yaninda biyokimyasal yéntemlerin
genellikle sterilizasyon, ortamin hazirlanmasi ve kdltlrlerin taginmasi iginde farkh
kisilere ihtiya¢ gésterdigini bildirmislerdir.

da Silva Rocha ve ark. (3) PCR-RFLP yénteminin tanimlanamayan
mikobakteriyal drneklerin aragtiriimasi igin yararli olabilecegini ve g¢alistiklar tim
mikobakteriyal izolatlarin ayrimi igin ekonomik ve kolay bir yéntem oldugunu
bildirmiglerdir.

Mikobakterilerin hizli identifikasyonunda kullanilan ticari sistemlerin en 6nemli
avantajlari, hizli, emniyetli ve givenilir olmasinin yani sira, kontaminasyon riskinin
disik buna bagh olarak duyarlilik ve 6zgilliklerinin ylksek olmasidir. Ayrica bir
cojunun teknik olarak otomatize veya vyari otomatize olmalari, reaktif ve
standartlarinin kullanima hazir olmasi laboratuvar kullanimlarini kolaylastiran faktér-
ler olarak énemlidir. En énemli dezavantajlari ise pahali olmalar, ¢ogunun heniiz “
Food and Drug Administration “ FDA onayl almamasi ve bir kismininda faz
calismalarinin tamamlanmamis olmasidir. Bu nedenle sistemlere ait mevcut ticari
Grtnlerin tarama testi olarak kullaniimamalar, daha c¢ok yayma pozitif klinik

rneklerde kullaniimalari tercih edilmelidir (25).
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Suffys ve ark. (35) INNO-LIPA testini kullanarak mikobakterilerin tiir diizeyine
kadar ayrimlarini yapmig ve bunlari DNA dizi analizi ve PRA metodu ile kargilagtir-
mistir. 16S-23S rRNA bélgesini hedef alan LIPA testinin givenilirigini % 99.4
oldugunu, LIPA testi ile hsp65 genini hedef alan PRA’nin tanimlamalari arasinda bir
iliski bulundugunu bildirmiglerdir.

Mondragon-Barreto ve ark. (36) biyokimyasal testler, HPLC ve PCR-RFLP
olmak uzere ug¢ farkh yontemi mikobakteri tanimlanmasinda uygunluk, ekonomi ve
algoritma bulunmasi agisindan kargilagtirmisglardir. PCR-RFLP yénteminin en hizlisi
ve 6zgil olmasina kargin pahahl oldugunu, biyokimyasal testlerin M.tuberculosis’in
tanimlanmasi i¢in Ustln bir yéntem ancak diger tirler icin daha pahal ve uzun sire
gerektirdigini, HPLC yénteminin ise maliyet, hiz ve 6zglllik olarak ortada yer aldigini
sbylemislerdir. M.tuberculosis’in tanimlanmast igin éncelikle biyokimyasal testlerin
uygulanmasini, sonuglar MOTT gdsteriyorsa izolatlarin HPLC ile analiz edilmesini,
sonuglar belirsiz ise PCR-RFLP yénteminin kullaniimasini daha énce belirlenmemis
PCR-RFLP paterni gésteren izolatlarin ise DNA dizi analizi yéntemiyle karakterize
edilmesi gerektigini bildirmiglerdir.

Ena P ve ark. (6) MOTT turlerinin olusturdugu kutanéz infeksiyonlarin dogru
ve hizli tanimlanmasi igin mikobakterilerin varliginin gdésterilmesi gerektigini, rutin
uygulanabilir tekniklerin hassasiyetinin diigsilk ve ¢ok yorucu oldugunu siklikla
mikobakterilerin EZN boyamadan sonra gérilmedigini, sivi besiyerinde {reyen
mikobakterilerin tanimlanmasi icin PCR-PRA kullandiklarini ve tanimlama siresinin
de konvansiyonel metotlara gére daha kisa oldugunu bildirmiglerdir.

de Magalhaes ve ark. (37) 247 muyene materyalinden ve 88 pozitif kiltirden
mikobakteri tdrlerinin tanimlanmasi igin hsp65 RFLP yénteminin guvenirligini,
konvansiyonel kultir ve biyokimyasal test sonugclanyla karsilagtirmiglardir. Bu
yontemin ¢ok duguk biyume indeksine sahip olan bakteriyel kiltirlerde bile etkili
oldugunu, tani icin zamani kisalttigini ancak klinik 6rneklere uygulandiginda disik
6zgulluk gésterdigini bildirmiglerdir.

hsp65 geninin PCR-RFLP analizi EZN pozitif balgamdan DNA elde edilerek
denenmis ama restriksiyon enzimini inhibe eden maddelerin varliyi nedeniyle basaril
olamamistir (20,38). Bu yéntemle M tuberculosis kompleksten, M tuberculosis ayirt
edilemez. Bu durum grubun ileri diizeyde genetik iligkisi nedeniyledir ve bu sorun
PCR’a dayall diger identifikasyon metotlari igin de gecerlidir (7).
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Derek ve ark. (4) hsp 65 genin PCR-RFLP analizi yontemiyle Mycobacterium
tuberculosis ve Mycobacterium avium kompleks ornekleri igin duyarlihlk ve
6zgullugiint % 100 olarak bildirmislerdir. Test edilen izolatlarin sayisinin az olmasina
ragmen sonuglarin cesaret verici, diger testlerle karsilastiriidiginda da maliyetinin
ekonomik oldugu (her bir érnek igin 1.50 USD) ve rutin klinik laboratuvarlarda
kullaniminin oldukg¢a uygun oldugunu bildirmiglerdir.

hsp 65 genin PCR-RFLP analizi yontemi bir glinde sonuglanan ve
mikobakterileri tiir dizeyinde identifiye etmek igin standard bir metoddur,
hibridizasyon, tire ézgul prob, radyoaktivite gerektirmez (6,7,9,11,13,38).

hsp65 geninin PCR-RFLP analizinde kullanilan Tb11 ve Tb12 primerieri
mikobakteriyel olmayan diger bakterilerin de (Nocardia braziliensis, Streptococcus
albus, Rhodococcus equi vb) 65 kDa isi sok protein geninin bir bélimini ¢gogaltabilir.
Genellikle PCR-RFLP analizinden énce kilturin EZN boyamasi yapildijindan ve
olusan restriksiyon paternleri karigsmayacagindan bu sorun yaratmayacaktir (6).

Kord olusumu ve BACTEC NAP deneyi, Mycobacterium tuberculosis
kompleks kékenlerini MOTT kékenlerinden ayiran, ancak MOTT kdkenlerinin tlr
dizeyinde ayirimini vermeyen kismi bir identifikasyon yéntemidir. hsp65 genin PCR-
RFLP analizi metodu ise MOTT kékenlerinin tir dizeyinde ayirnmini veren bir
identifikasyon yéntemidir.

Kord olusturma deneyinin dogrulanmasi gerektiginde sonu¢ hsp 65 genin
PCR-RFLP analizi yontemiyle bir gin iginde verilebilmekte, toplam identifikasyon
maliyeti (kord olusturma deneyi maliyeti + hsp 65 genin PCR-RFLP analizi maliyeti)
sadece 1.6 (0.1 + 1.5) USD tutmaktadir (10,17). Bunun igin halen rutin identifikasyon
yontemi olarak kullanilan pahali BACTEC NAP deneyi yerine, toplam maliyeti 1.6
USD olan kord olusturma deneyi - hsp 65 geninin PCR-RFLP analizi ydéntemlerinin
rutin uygulamaya gegirilmesi énerilmektedir (1,4).

Bu calismada rutin uygulamada kullanilan kord olusumu ve NAP deneyi ile
Mycobacterium tuberculosis kompleks ve MOTT olarak degerlendirilen kdkenler
kullanilan PRA metoduyla da %100 uyumlu bulundu. Bu c¢aligmada yer alan
kékenlerin PRA metodu kullanilarak bir giinde tanimlanmasi ve olduk¢a ekonomik
oldugunun diger caligmalarda gésteriimesi bu metodun kullanimini énermemizin

onemli nedenidir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dal’'na tuberkiloz slphesi ile génderilen muayene maddelerinden (retilen ve
Mycobacterium tuberculosis kompleks ve MOTT olarak kabul edilen 24 adet
mikobakteri kokeni calismaya alindi.

Bu kokenlerin ilk asamada kord faktér olugturup olusturmadiklar incelendi ve
24 o6rnegin 10’'unda Kord faktér pozitif (+) bulundu ve bunlar Mycobacterium
tuberculosis kompleks olarak kabul edildi. Kord faktér negatif (-) olan 14 kdken ise
MOTT olarak kabul edildi.

Ikinci asamada bu kékenlere NAP testi uygulandi. NAPI inhibe eden 10
kéken M. tuberculosis kompleks, inhibe etmeyen 14 kdken ise MOTT olarak kabul
edildi.

Uglinci agamada ise bu kokenlere molekiler metot uygulandi. Tim
mikobakterilere spesifik 65 Kilo daltonluk 1si sok proteini bolgesine ait PCR uriinleri
restriksiyon enzimleri ile kesilerek mikobakteri tirlerinin identifikasyonu yapildi.

Kord faktér ve NAP testi ile MTK olarak isimlendirilen 10 kéken molekiiler
metotlada MTK olarak bulundu. MOTT olarak kabul edilen 14 kéken ise kullandi§imiz
molekiller metotla PCR drinin kesilmesi ile ortaya c¢ikan bantlann

degerlendiriimesiyle mikobakteri tlrleri olarak identifiye edildi. Bunlar:
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- 3 kdken Mycobacterium intracellulare tip |
- 2 kdken Mycobacterium phlei

- 2 koken Mycobacterium kansasii

- 1 kéken Mycobacterium fortuitum tip |

- 1 kdken Mycobacterium gordonae tip |
- 1 kdken Mycobacterium abscessus tip |
- 1 kdken Mycobacterium scrofulaceum
- 1 kéken Mycobacterium szulgai tip |

- 1 kdken Mycobacterium avium tip Il

- 1 kdken Mycobacterium terrae

hsp65 Geninin PCR-RFLP analizi metodu ¢ok hizli (24 saat) olmasinin
yaninda kismi identifikasyon degil, tr diizeyinde tam identifikasyon yapabilen metot
oldugundan rutinde kullanilacak bir metot olarak kabul edilebilir.
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OZET

Isi sok proteinleri, 1sidaki ani artig veya diger gevresel strese kargi cevapta
sentezlenen proteinlerdir. Bilinen tim mikobakteri tlrlerinde olan 65 kDa 1s1 sok
protein’in hsp65 genindeki dizilim farklari hem yavag hem de hizli Greyen mikobakteri
turlerinin saptanmasinda kullanilabilmektedir.

hsp65 genin Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP) analizi metodu bitiin mikobakteriler igin ortak olan
primerler kullanilarak elde edilen PCR raniiniin restriksiyon enzim analizine dayanur.
Bu metot sivi besiyerinde 0reyen kiltlrlere uygulanabilmekte ve bir ginde
sonuglanmaktadir, mikobakterileri tlir diizeyinde identifiye etmek icin standart bir
yontemdir, hibridizasyon, radyoaktivite gerektirmez.

Bu aragtirmada Kord faktér ve NAP testi ile Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTK) ve Mycobacteria Other Than Tuberculosis (MOTT) tanisi konmus
mikobakterilerin PCR-RFLP analizi metodu kullanilarak dogrulanmasi ve ayni
zamanda MOTT olarak kabul edilen tirlerin identifikasyonu amaclanmigtir. NAP
testiyle 3-5 giinde sonug alinirken, bu metotla 1 giinde sonug alinabilmistir.

Kord faktor ve NAP testi ile MTK olarak isimlendirilen 10 kéken PCR-RFLP
metoduyla’da MTK olarak kabul edildi. MOTT olarak kabul edilen 14 kdken ise
kullandiimiz molekiler metotla PCR @riininin kesilmesi ile ortaya ¢ikan bantlarin
degerlendiriimesiyle Mycobacterium tirleri olarak identifiye edildi. Bunlar: 3 kéken
M.intracellulare tip 1, 2 kéken M.phlei, 2 kdken M.kansasii ve 1’er kdken de
M.fortuitum tip 1, M.gordonae tip |1, M.abscessus tip |, M.scrofulaceum, M.szulgai tip |,
M.avium tip |, M.terrae olarak bulundu.
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PCR-RFLP; ¢ok hizh (24 saat), mikobakterilerin tir dizeyinde tam
identifikasyonunu yapabildijinden rutinde kullanilacak bir metot olarak kabul
edilebilir.

Anahtar kelimeler. Mycobacteria, PCR-RFLP, hsp65.
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IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIA SPECIES
BY MOLECULAR METHODS
SUMMARY

Heat shock proteins are the ones synthesized in response to sudden increase
in temperature or other enviromental stress factors. All the known mycobacteria have
65kDa heat shock protein. Sequence differences of hsp65 gene can be used to
identify both rapidly or slowly growing mycobacteria.

Polimeraz Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) analysis of the hsp65 gene method involves restriction enzyme analysis of
PCR products obtained with primers common to all mycobacteria. This method is a
standart procedure which can identify mycobacteria to the species level, can be
performed within one working day, doesn’t include hybridization steps or radioactivity
but can be performed only with fluid culture media.

In this study, mycobacteria identified as M.tuberculosis complex (MTC) and
Mycobacteria Other Than Tuberculosis (MOTT) before with cord factor and NAP test
were reidentified with PCR-RFLP analysis method. MOTT were also identified to the
species level. Although the NAP test resulted within 3-5 days, PCR-RFLP resulted in
one day.

Ten species identified as MTC with NAP and cord factor were confirmed with
PCR-RFLP. With the restriction of PCR product with PCR-RFLP, fourteen species
identified as MOTT were also identified to the species level. These are as follows:
Three species M.intracellulare type |, two species M.phlei, two species M.kansasii
and one species M.fortuitum tip |, one species M.gordonae type |, one species
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M.abscessus type |, one species M.scrofulaceum, one species M.szulgai type |, one
species M.avium type, one species M.terrae.ll.

PCR-RFLP is a very rapid method which provides exact identification of
mycobacteria species so it can be performed in routine procedures.

Keywords: Mycobacteria, PCR-RFLP, hsp65.
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RESIMLEMELER LISTESI

Resim 1.Kord OlUSUMU ...........eeeiieiieeee e e e e e e e
Resim 2.PCR sonrasi Urtinlerin gorantlleri.............cccvvvvreeviei e
Resim 3.PCR sonrasi Griinlerin gorintlleri.............cccevveeiieeei e cccccciiereeereeee e

Resim 4.Is1 sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon trtninin
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
Lo Lo 1101 (1 L=y O

Resim 5.IsI sok proteinini kodlayan gen bdlgesinin ampifikasyon trGniniin
BstEIll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
Lo [o] YU 1) LV [= o ROt

Resim 6.Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon Grlininan
BstEIl enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
o o] (] 01 (0] (=7 o PPN

Resim 7.ls1 sok proteinini kodlayan gen bdlgesinin ampifikasyon Griintin{in
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
(o [oT (0] 01 (] =Y o N

Resim 8.Is1 sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon Grininiin
BstEll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
Lo Lo (11 o1 (1 (= o O

Resim 9.Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon triininiin
Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern
o Lo T yU] ) (V] (=4 SRR UUURRRRNt
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