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OzET

Mikobakterileri enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda kullanilan
kaltar yéntemleri ve biyokimyasal testler uzun strede sonug vermekte ve
6zellikle tuberkiloz disi tarlerin kesin olarak tanimlanmasi ¢ogu zaman
mumkUn olamamaktadir. Mikobakterilerin tir dazeyinde hizli ve dogru
olarak tanimlanmasi, gerek epidemiyolojik verilerin toplanmasi gerekse

uygun tedavi protokollerinin olugturulmasi agisindan énem tagimaktadir.

Bu calismada, Hacettepe Universitesi Hastanesi Klinik Patoloji
Laboratuvarinda klinik 6rneklerden izole edilen 102 mikobakteri susu,
ortak bir antijen olan 65 kDa'luk 1si gok proteinini (hsp65) kodlayan genin
restriksiybn enzimleri ile kesilmesi prensibine dayanan polimeraz zincir
reaksiyonu — restriksiyon enzim analizi (PRA) yontemi ile tiplendirilmistir.
Suslarin 80'i (%78.4) Mycobacterium tuberculosis, 22'si (%21.5) ise
tuberkuloz disi mikobakteri olarak tanimlanmigtir. Taberkuloz disi
mikobakterilerin 4't (%18.2) M.gordonae |, 3'4 (%13.6) M.chelonae, 2'ser
adedi (%9.1) M.gordonae lll, M.gordonae IV, M.avium, M.peregrinum ve
1'er adedi (%4.5) M.fortuitum, M.flavescens, M.malmoense,
M.mucogenicum olarak tiplendirilmigtir. Ayrica literatirde bildirilen tar
saptama cetvellerinde yer almayan, farkli restriksiyon paterni gésteren 3
. farkli tar belirlenmistir. Taberklloz digi mikobakterilerin izole edildigi

hastalardan gogunun altta yatan bagka bir hastaligi mevcuttur.
Sonu¢c olarak, PRA ydntemi klinik o6rnekierden izole edilen

mikobakterilerin tar dizeyinde tanimlanmasinda hizli, pratik ve guvenilir

bir yéntem olarak gériinmektedir.

Anahtar sbzciikler: Mikobakteriler, PRA, hsp65.
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ABSTRACT

Classical laboratory methods based on culture and biochemical
tests for the diagnosis of mycobacterial infections, take a long time and
frequently fail to produce a precise identification especially for non-
tuberculous mycobacteria. Mycobacterial identification to the species level
is important for both collecting epidemiologic data and selecting a proper

treatment regimen.

In this study, a total of 102 mycobacterial strains isolated from
clinical specimens in Hacettepe University Hospital Clinical Pathology
Laboratories, were evaluated by polymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorphism analysis (PRA) method, which detects
common mycobacterial heat shock protein (hsp65). Eighty of 102 strains
(78.4% ) were identified as Mycobacterium tuberculosis, and 22 (21.5% )
were identified as non-tuberculous mycobacteria (NTM). Most of the NTM
strains have been isolated from patients who have underlying disorders
and 4 (18.2%) of them were M.gordonae | , 3 (13.6%) were M.chelonae, 2
of each (9.1%) were M.gordonae |ll, M.gordonae IV, M.avium,
M.peregrinum and one of each (4.5%) were M.fortuitum, M.flavescens,
M.malmoense, M.mucogenicum. Three strains of NTM that show different
restriction patterns from earlier algorithms described in literature, could

not be identified.
As a result, PRA seems to be a rapid, practical and safe method for

the species level identification of mycobacteria isolated from clinical

specimens.

Keywords:Mycobacteria,PRA, hsp65.
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GIiRIS

Mikobakteriler insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturabilen ve
aside-direngli boyanma 6&zelligi gésteren basillerdir. Uzun yillardan beri
insan patojeni olarak bilinen Mycobacterium tubercuiosis, M.bovis ve
M.leprae turlerinin yanisira, son yillarda, 6zellikle AIDS epidemilerinin
gundeme gelmesiyle M.avium, M.intracellulare, M.kansasii ve M.simiae
gibi diger bazi tiberkiloz digi firsatgi mikobakteri tarierinin de hastalik

yapabilecegi belirlenmistir (1).

M. tuberculosis tarafindan olusturulan tuberkuloz enfeksiyonunun
énemi glnimizde artarak devam etmektedir. Dunya Saglik Orgiti
verilerine gére, dinya Gzerinde 20 milyondan fazla tUberkulozlu hasta
bulunmakta ve her yil yaklasik 3 milyon hasta tiberklloz nedeniyle
kaybedilmektedir (2). Dunyadaki tim 6lumierin %7'sinden ve gelismekte
olan Ulkelerdeki 6nlenebilir erigkin élumlerinin %26'sindan sorumiu olan

tuberklloz enfeksiyonu, Glkemizde de énemli bir saglik sorunudur (3).

Tuberkllozun kontrolinde, izolasyon, tanimlama, tiplendirme ve
antibiyotik duyarlilk testierini gercekiegtiren kiinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarina blytk gérev dasmektedir. Ancak, mikobakterilerin

izolasyon ve tanimlanmasinda kullanilan yéntemierin zaman alici ve



zahmetli olmasi nedeniyle uygun tedavinin baglanmasi gecikebilmektedir.
Ayrica, M.tuberculosis ve tuberklloz digi mikobakteriler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarin tedavi protokollerinin farkiih  olmasi,
mikobakterilerin dodru olarak tiplendiriimesinin énemini artirmaktadir.
Dolayisiyla son yillarda hizli, pratik ve glvenilir metodlarin gelistiriimesi
yénindeki ¢alismalar yogunluk kazanmig ve O6zellikle molekller

mikrobiyolojik yontemler uygulamaya girmigtir (1, 4).

Mikobakterilerin kisa surede tiplendirilmesi amaciyla geligtirilen bir
yéntem olan polimeraz zincir reaksiyonu - restriksiyon enzim analizi
(Polymerase chain reaction - Restriction fragment length polymorphism
Analysis, PRA) yéntemi, tim mikobakteri tlrlerinde bulunan 65 kDa'luk isi
sok proteinini (heat shock protein, hsp65) kodlayan genin, restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi prensibine dayanmaktadir (4). Elde edilen
sonuglar, kesim bdélgelerine gére olusturulan bir “tir saptama cetveli”

(algoritma) ile degerlendiriimektedir.

Bu caligma, Hacettepe Universitesi Hastanesi Klinik Patoloji
Laboratuvari Mikrobiyoloji Unitesinde klinik &érneklerden izole edilen
mikobakterilerin PRA yéntemiyle tiplendiriimesi ve bdylece enfeksiyon
etkeni olan mikobakteri tarleri sikliginin belirlenerek, tlkemizin bu

konudaki verilerine 11k tutmasi amaciyla planlanmigtir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Mikobakterilerin genel yapilan ve lireme ozellikleri

Mycobacterium genusu, Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae
ailesinde yer alir. Bu grubun en 6nemli 6zelligi, hicre duvarinda yuksek
oranda lipid igermesidir. Dolayisiyla anilin boyalar! ile boyanmazlar ve
asit-alkol ile dekolorizasyona direnglidirler. Aside-direngli basiller olarak
da anllan“mikobakteriler, 0.2-0.6 um eninde,1.0-10 ym uzunlugunda, hafif
kivrik morfoloji gésteren, hareketsiz, sporsuz ve aerobik organizmalardir
(5).

Mikobakteriler kati besiyerinde R veya S tipi, seffaf veya opak
koloniler olugtururlar, ancak koloni morfolojisi tlrlere gére degisiklik
gésterir. Ornedin, Mycobacterium tuberculosis kuru tipte koloni
olugtururken, Mycobacterium avium-kompleks yumusak transparan
koloniler olusturmaktadir (5). Mikobakterilerin bélinme sureleri turlere
gore farkli olmakla birlikte 2-20 saat arasinda de@ismektedir. Optimal
kosullarda 2 glin-8 hafta arasinda gérulebilir koloniler olustururlar. Ureme
strelerine gére mikobakteriler, yavag Greyen ve hizh Greyen olmak Gzere
iki érupta toplanabili'rler. Hizh Ureyen tirlerde koloni olusumu 7 glnden
daha kisa suUrede, yavas Ureyen turlerde ise 7 ginden uzun sirede

olmaktadir (6).

1.0, VOKSEXTGRETIM KURULU
DOKOMANTASYON MERKEZE--



Bazi mikobakteri tlrleri besiyerine difize olabilen ve saridan
turuncuya kadar degigebilen renklerde pigment olugtururiar. Pigment
olugturmak igin 1g1ga gereksinim duyanlar fotokromojen, igikta veya
karanlikta pigment olusturanlar ise skotokromojen olarak adlandirilirlar
(6).

Ureme icin optimal 1si dereceleri de yine tirlere gére farklilik
gostermekte olup 30-45°C arasinda degigsmektedir. Bir ¢cok mikobakteri
tura nitrojen kaynagi olarak amonyak veya amino asitler, karbon kaynagi
olarak gliserol ve ek olarak mineral tuzlar igeren basit besiyerlerinde
Ureyebilirken, bazilari da hemin ve demir transport bilegikleri igeren
zengin besiyerlerine gereksinim duyarlar (5). Buna karsin M.leprae’nin in-

vitro kosullarda Uretilmesi mamkan olmamisgtir.

Robert Koch'un tiberkuloz basilini bulmasindan kisa bir siire sonra
M. tuberculosis'den farkli mikobakteri tirleri belirlenmigtir (7). Tanimianan
yeni turlerin sayilaninin artmasiyla, 1959 yilinda Runyon tarafindan
yapilan siniflama sistemi terkedilerek, “atipik mikobakteriler” terimi yerine,
“tuberklloz digi mikobakteriler” (non-tuberculous mycobacteria) terimi
tercin edilmigtir (7). Tuberklloz digi mikobakteriler, son yillarda
nozokomiyal enfeksiyonlar ve o6zellikle HIV (human immunodeficiency

virus) enfeksiyonlar nedeniyle 6nem kazanmiglardir.

Mikobakterilerin filogenetik tanimlanmas: 16S rRNA ¢alismalarina

dayanmakta olup, bugin i¢in tanimlanmig 71 mikobakteri tarQ



bulunmaktadir. M.tuberculosis kompleks = (M.tuberculosis, M.bovis,

M.microti, M.africanum) digindaki turler tUberklloz digi mikobakteriler

olarak isimlendirilmis olup siniflandinimalari ve en sik neden olduklan

hastalikiar Cizelge 2.1'de 6zetlenmisgtir (7).

Cizelge 2.1. Tiberkiiloz digi mikobakterilerin siniflandiriimasi ve en sik neden olduklan

hastaliklar

Tiir

Olusturdugu Hastalik

Grup |-Fotokromojenler

M .kansasii Akciger enfeksiyonu, lenfadenit
M.asiaticum Akciger enfeksiyonu
M.marinum Deri ve yumusak doku enfeksiyonu
M.intermedium Akciger enfeksiyonu

Grup lI-Skotokromaojenler
M.szulgai Akciger enfeksiyonu
M.scrofulaceum Lenfadenit, akcifer enfeksiyonu
M.interjectum Lenfadenit
M.gordonae Patojen degil*

M.cookii, M.hiberniae

Grup llI-Kromojen olmayaniar
M.avium kompleks
(M.avium, M.intracellulare)

Patojen degil*

Akciger enfeksiyon,yaygin enfeksiyon
lenfadenit

M.celatum Akcifer enfeksiyonu, yaygin enfeksiyon

M.genavense immunkompromize hastalarda deri
enfeksiyonu, septik artirit

M.haemophilum Immunkompromize hastalarda yaygin
enfeksiyon

M.malmoense Akciger enfeksiyonu

M.shimodei Akciger enfeksiyonu

M.simiae Akciger enfeksiyonu

M.ulcerans Akciger enfeksiyonu

M.xenopi Kronik deri Glserleri

M.gastri, M.terrae kompleks Patojen degil*

(M.nonchromogenicum, M.terrae, M.triviale)

Grup IV-Hizli Oreyenler

M.fortuitum kompleks (M.peregrinum, Yumusak doku, kemik hastalifj,
M.abscessus, M.chelonase) akciger enfeksiyonu
M.flavescens, M.smegmatis, Patojen degil *

M.neonarum, M.thermoresistible

* Genellikle saprofit fakat klinik hastalik vakalar var.



2.2. Hiicre duvan yapist

Mikobakteriler, birgok tabakadan olusan kompleks yapida bir geper
icermektedir. En igteki tabaka plazma membranidir. Burada proteinler,
fosfotidil-inozitol, mannozidler ve lipoarabinomannan bilesikleri
bulunmaktadir. ikinci tabaka peptidoglikan tabakadir. Bu tabaka,
tekrarlayan disakkarit Gniteleri N-asetil glutamik asit (NAGA), N-asetil
muramik asit (NAMA) ve baglantih olarak L-alanil-D-izoglutamil-
mezodiaminopimeil-D-alanin tetrapeptitlerini igermektedir. Son olarak
bakterinin ytizeyi mikoseratlar, kisa zincirli lipidler (agilgliseroller),
glikolipidier, peptidoglikolipidler ve hidrofobik mikolik asit tabakasindan
olugsmaktadir. Porinler ve transport proteinleri de bu tabakada vyer

almaktadir (8).

Mikobakteri hiicre duvarinin %60"1ni olugturan lipidier, hidrofobisite,
aside dayanikhlik, konak hlicre tarafindan salgilanan litik enzimlere ve
bakterisidal ilaglara direng ve hicre igi yasam gibi 6zelliklerden
sorumludurlar. Lipidler, genellikle uzun zincirli yag asitleri geklinde olup,
en iyi tanimlananlari tUberkllostearik asit ve mikoserozik asittir.
Mikobakteriyel mikolik asitler ise, 60-90 karbon atomundan olusan B-
hidroksi ya§ asitleridir ve trehaloz gibi karbohidratlarla baglanarak kord
faktér olusturabilirler. Her mikobakteri tari kendine 6zgll mikolik asit

grubu sentez eder ve bu 6zellik mikobakteri tar tayininde kullaniimaktadir

(8).

1.0, VEXSEXOERETIM KURULY



Mikobakteri hicre duvarinda yer alan ve toksik etkisi olan kord
faktér bakterinin virulansinda, polisakkaritier ¢abuk tip asiriduyarhilik
reaksiyonlarinda ve  proteinler tuberkdlin  tipi  asinduyarlilik

reaksiyonlarinda rot alirlar (5).

2.3. Genom Yapisi

Bakteriyel kromozom yapisi, ¢ift iplikli ¢embersel DNA
molekilunden olugmaktadir ve yaklasik olarak 3x10° baz gifti (bp)
buayukligundedir. Guanin + Sitozin (G+C) igerigi % 60-70'dir. Molekuler
ve rekombinant DNA analizlerine gére; birgok mikobakteri tarGnin
genomu, G+C'den zengin kisa dizilerden insersiyon elemanlari ve
transpozonlara kadar degisen tekrarlayan DNA elemanlari igermektedir.
Ornegin, 1S 6110 olarak adlandirilan insersiyon dizisi sadece M.
tuberculosis kompleks'te saptanmistir ve birgok M. tuberculosis susu bu
elemanin 1-20 kopyasini tagiyabilir. IS 6110 dizisi, 6zellikle epidemiyolojik

aragtirmalar igin kullaniimaktadir (8).

2.4. Epidemiyoloji

Tuberkiloz dunyada en yaygin gérulen enfeksiyonlardan biridir.
Tum dlnyadaki hastalarin %95'inin gelismekte olan Glkelerde oldugu ve
bu hastalarin %77'sinin de 50 yasin altinda oldugu bildiriimektedir (3).

Oysa geligsmis Ulkelerde enfekte bireylerin %80'i 50 yas ve Uzerindedir.



GUnUmizde her yil yaklagik 8 milyon yeni tiberkilozlu hastanin ortaya
¢iktigr ve buna gére her gun 9.000 olgunun tiberklloz nedeniyle 6ldagu

ifade edilmektedir (2).

Geligmis Ulkelerde 1980 yilindan itibaren tOberkiloz sorununun
alevienmesinde; gé¢ ve seyahatlerin artigi, HIV enfeksiyonunun yayilis,
sosyoekonomik kosullarin bozulmasi ve kontrol programlarinda

zayiflamanin ortaya ¢ikigi gibi faktérler rol oynamaktadir (8).

Ulkemizde de son 10 yildir tuberkilozlu hasta sayisinin buyuk
boyutlarda oldugunun bilinmesine karsin, yetersiz kayit-ihbar ve
denetleme sistemi nedeniyle kesin rakamiara ulagilamamaktadir.
Elimizdeki veriler Turkiye'de 1982 yil itibariyle tiberklloz prevalansinin
binde 3.58, 1992 yili itibariyle tOberklloz insidansinin ise binde 4.29

oldugunu géstermektedir (3).

Hastallk yapma potansiyeli ve halk saghg ile yakin iligkisi
nedeniyle en énemli tir olan M.tuberculosis igin tek kaynak insandir ve
bulagsma solunum yoluyla olur. Ancak su, toprak, toz, cesitli gida
maddeleri, evcil ve yabani hayvaniarda yaygin olarak bulunan tuberkiloz
disi mikobakteriler de, olusturduklari firsatgi enfeksiyonlar nedeniyle son
yillarda 6nem kazanmaya baslamislardir (6). Bu turler, vacut ytzeylerinde

kolonize olabildikleri gibi enfeksiyon etkeni olarak da izole edilebilirler.



Tim mikobakteriyel enfeksiyonlarin  %0.5-30'unun tUberklloz digi

mikobakteriler tarafindan olusturuldugu bildiriimektedir (9).

Tlberklloz digi mikobakteriler, inhalasyon yoluyla alindiklarinda
siklikla akciger enfeksiyonlari olusturmaktadirlar (10). AIDS'li hastalarda
ise gastrointestinal sistem yoluyla alinan mikobakteriler, lenfatik ve
vaskiler sisteme ulasarak bakteriyemi ve yaygin enfeksiyona neden
olurlar. AIDS'li hastalardan izole edilen mikobakterilerin % 90''inindan
fazlasi M.avium serovar 1, 4 ve 8'dir. Yaygin M.avium enfeksiyonu AIDS'li

hastalarin % 43'Unde géraimektedir (11, 12).

2.5. Patogenez ve enfeksiyon tipleri

Tuberkllozun patogenezi, canli bir tuberklloz basilinin alveole
yerlesmesinden kaviter akciger tUberkllozu gelisimine kadar, basil ile

konak arasindaki bir seri immunolojik reaksiyonun sonucudur (3).

Duyarlt bir kigi tarafindan solunan enfekte damlaciklarda bulunan
basil, alveoliere ulagtiktan sonra alveolar makrofajlar tarafindan fagosite
edilir. Konakta olugan hicresel immunite ve ge¢ tip asinduyarlilik

reaksiyonlari enfeksiyonun tipini ve prognozunu etkilemektedir (5).

T.6. YUKSEXOGRETiM  KURULY
DOKUMANTASYOR MERKEZ



M.tuberculosis enfeksiyonlarinin en sik gérilen sekli olan akciger
tuberkilozu, kronik inflamasyon, nekroz ve kazeifikasyon ile karakterize,
yavas ilerleyen inflamatuvar bir hastaliktir. En énemli klinik bulgular,
oksurik, kilo kaybi, ates, dispne ve gégus agrisidir. Enfeksiyon sirasinda
servikal adenit, deri lezyonlari, perikardit, sinovya tutulumu ve menenjit
gorulebilir. Basillerin vUcut igi yayilimina bagh olarak kemik, eklem,
bébrek, genital sistem ve gastrointestinal sistem tuberkulozlar da ortaya
¢cikabilmektedir. AIDS’li hastalarda ise enfeksiyon daha hizli ilerler ve

siklikla gokliu organ tutulumu vardir (3).

Tuberkiloz disi mikobakterilerin patogeneziyle ilgili bilgilerimiz ise
kisithdir. Yapilan hayvan deneylerinde, virulansianinin M.tuberculosis'e
gore daha az oldugunun gosterilmesine ragmen, olusturduklarn akciger
enfeksiyonu bulgular, klasik akciger tlberkllozundaki bulgulara
benzemektedir. Bronkojenik yayihm ile ortaya g¢lkan tuberkl,
kazeifikasyon, kaviter olugsumlar ve fibrozis ile iyilegme en sik saptanan

patolojik gérantmlerdir (13).

Akcigerlerin kronik hastaligi, tiberkiloz dis1 mikobakterilerle en sik
gbrulen enfeksiyon geklidir ve hastalarda kronik éksarik, balgam, akciger
radyolojik incelemesinde anormallik ve yaymalarda aside-direngli basil
varligi bulunmaktadir. M.tuberculosis'den ayirimlari ise ancak kultirde
Ureme sonrasi, biyokimyasal testlerle yapilabilmektedir. Bu tip

enfeksiyonlar 6zellikle, orta ve ileri yaglarda ve kronik obstraktif akciger
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hastaligi (KOAH), kronik bronsit, bronsiektazi, iyilegsmis veya aktif akciger
tuberkllozu, kistik fibrozis, kanser, aspirasyon pnémonisi ve gastrektomi
gibi altta yatan hastaliyi olanlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Solunum
yollarindan en sik izole edilen turler M.avium, M.kansasii, M.fortuitum ve

M.scrofulaceum’dur (14).

Tuberkiloz disi mikobakteriler tarafindan olusturulan diger
enfeksiyonlar arasinda lenfadenit, yumusak doku enfeksiyonlart ve
6zellikle immun supresif ve AIDS'li hastalarda gérulen yaygin
enfeksiyonlar sayilabilir (14). Lenfadenitlerde en sik M.avium, travma ve
cerrahi sonrasi olugan lokalize abselerde en sik M.fortuitum ve yuzme
havuzlar ve balik tanklan ile temas sonucu olugan kronik grantlomiar ve
Ulserlerde en sikk M.marinum etken olarak bildiriimektedir (14). AIDS'li
hastalarda ise &zellikle M.avium'a bagli yaygin enfeksiyonlara
rastlanmakta ve kemik iligi tutulumu gbéralebilmektedir (14, 15).
Tuberklloz digi mikobakteriler ayrica, kemikler, eklemler, tendon bagiari,

genitouriner sistem ve meninkslerde de enfeksiyon olugturabilirier (16).
2.6. Laboratuvar tanisi
Supheli enféksiyonlardan etken mikobakterilerin Gretiimesi ve
tanimlanmasi igin degisik klinik érnekler alinabilir. Bunlarin en énemlisi
solunum yolu érnekleri olup, idrar, steril vicut sivilar, doku ve gastrik

aspirat érnekleri de izolasyon igin kullanilabilir. Kan ve digki érnekleri ise
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6zellikle AIDS'li hastalardaki yaygin enfeksiyonlarin tanisinda deger

tagiyabilir (17,18).

Mikobakterilerin laboratuvar tanisinda ilk basamak her zaman direk
mikroskobik inceleme olmaktadir. Bu amagla, aside direngli boyama
yontemlerinden Ziehl-Neelsen (sicak boya) ve Kinyoun (soguk boya)
yéntemleri kullaniimaktadir. Ayrica o6rnekler, Fluorochrome boyama

yobntemi ile de incelenebilir (19).

Laboratuvara goénderilen idrar, doku ve vicut sivilan gibi steril
6rnekler kultur yapiimadan énce herhangi bir isleme alinmazken, diger
bakterilerle kontamine olan balgam 6rneklerinin dekontamine ediimesi
gereklidir. Dekontaminasyon igin en sik kullanilan yéntem N-asetil-L-

cysteine (NALC) - NaOH yéntemidir (19).

Mikobakterilerin Uretilmesi amaciyla yaygin olarak kullaniian
besiyerleri, Loweinstein-Jensen ve Middlebrook 7H10 olup, bu
besiyerlerinde 7 gun igerisinde koloni olusturaniar hizli Ureyen
mikobakteriler, daha ge¢ surede koloni olugturanlar ise yavag Ureyen

mikobakteriler olarak degerlendirilir (20).
Kultarde Uretilen mikobakterilerin tir duzeyinde tanimlanmasi ise
¢ok sayida biyokimyasal test ile yapilmaktadir. Bunlar arasinda, niasin

testi, arilstlfataz, katalaz, pirazinamidaz ve Ureaz Gretimi, nitrat ve tellUrit
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reduksiyonu, T2H (Thiophene-2-carboxylic acid hydrazide) inhibisyonu,
Tween 80 hidrolizi ve sodyum Klorir tolerans testi sayilabilir

(19,20,21,22).

Son yillarda mikobakterilerin hizli tanisi ve tiplendirmesi amaciyla
bazi ydntemler kullanima girmigtir. Bunlardan Radyometrik (BACTEC
12B) olarak bilinen yéntemde, besiyeri iginde bulunan 'C ile igaretli
palmitik asidin mikobakteri tarafindan kullaniimasi sonucu ortaya gikan
radyoaktif CO, gaz dlzeyi 6lgulur. Ayrica, kUltir ortamina eklenen p-
nitro-a-asetil-amino-B-hidroksipropiofenon (NAP) ile M. tuberculosis ve M.
bovis'in diger mikobakterilerden ayrimi yapilabilir (23). Diger bir yéntem
olan gaz-sivi kromatografisinde ise, mikolik asitlerin karakterizasyonu

mumkan olmaktadir (24,25).

Yapilan caligmalar, mikobakteri DNA ve rRNA’larini saptamaya
yonelik molekuler yéntemlerin tani ve tiplendirmede oldukga duyarli, 6zgul
ve pratik oldugunu géstermektedir (26, 27, 28). Bu yéntemler arasinda da
nikleik asit hibridizasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve PCR-

Restriction fragment length polymorphism Analizi (PRA) yer almaktadir.

Bu . gallgmada da uyguladigimiz PRA ybénteminde, butin
mikobakterilerde bulunan "heat-shock protein 65" (hsp65) geni, PCR ile
cogaltildiktan sonra iki ayri restriksiyon enzimi (BstEll ve Haelll) ile

kesilmekte ve ortaya gikan pargalar elektroforezde incelenmektedir. Bu
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sekilde tim mikobakterileri tiplendirmek mumkin olmaktadir. Ancak farkl
restriksiyon enzimlerinin kullanildi§y PRA yontemlerinde, tiplendirme igin

3-5 adet farkli enzime gereksinim duyulmaktadir (4,28,29,30).

2.7. Tedavi

Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk
secenek ilaglar izoniazid, rifampin, pirazinamide, etambutol ve
streptomisindir. Direng veya toksisitenin olustugu durumlarda ikinci
secenek “olarak para-aminosalisiik asit, ethionamid, sikloserin,
kapreomisin, kanamisin, amikasin, siprofloksasin, oftoksasin, rifabutin gibi

antibiyotikler kullaniimaktadir (31).

Son yillarda, 6zellikle yetersiz tedavi programlarinin uygulandig
gelismekte olan Ulkeler ile HIV epidemilerinin géraldugla Glkelerde gok
ilaca direngli M. tuberculosis enfeksiyonlari blylk sorun olusturmaya
baglamistir. Ulkemizde 1994 vyl itibariyle primer direncin %14-27,
sekonder direncin ise %37-66 oldugu belirlenmistir (3). Dolayisiyla
tedavinin antibiyotik duyarlilik test sonuglarina gére yénlendirilmesi, en az
3 ilag kullaniimasi ve tedavi gemasinin dogru olarak uygulanmasi gibi

énlemierin alinmasi zoruniudur.

Buna karsin, tuberkiloz digi  mikobakterilerle  olugan

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilacak antibiyotiklerle ilgili olarak
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verilerimiz kisithidir (32). Bu gruptaki mikobakterilerin antibiyotik duyarhlik
paternleri ve tedavi rejimleri Greme sekillerine goére degismektedir.
Ornegin; yavas Ureyen mikobakterilerden M. kansasii pulmoner
enfeksiyonunda izoniazid, rifampin, etambutol Gg¢lu tedavisine alternatif
olarak klaritromisin de verilirken, M.avium enfeksiyonunda etambutol,
rifampisin, amikasin, streptomisin, siprofloksasin, klofazimin, azitromisin,
klaritromisin ve rifabutin gibi birgok ilacin kullanilabilecegi bildiriimektedir
(32,33,34). Buna karsin hizli Greyen mikobakterilerden M. fortuitum,
M.abscessus ve M.chelonae tarafindan olusturulan enfeksiyonlar
antituberklloz ilaglara cevap vermemektedir. Bu etkenler, amikasin,
siprofloksasin, ofloksasin, sUlfonamidler, sefoksitin, imipenem,
klaritromisin ve doksisiklin gibi farkh antibiyotik gruplarina duyarlihk

gostermektedir (32,35).

2.8. Korunma
Tuberkliozdan - korunma galigmalarinda, henldz basil ile
kargilagmamig kisilerin, kaynak olgularia kargilagma riskinin azaltiimasi ve

canlh atente BCG agisi ile agilama ilk siray1 almaktadir.

Kontrol programlarinin en énemli hedefleri, ylksek tedavi basari
oranina ulagmak ve olgu bulma galigmalarini genigletmektir. Zira etkin ve
dogru bir tedavi programi, gerek enfeksiyonun kroniklesmesini gerekse

direngli basil tagiyan hastalarin eradikasyonunu saglayabilir.
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GEREC VE YONTEM

Hastalar: Bu calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Klinik Pétoloji Rutin Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 1997-1999
yillari arasinda 102 hasta érneginden izole edilen mikobakteri suslari
dahil edildi. Hastalarin 65'i (%63.7) erkek, 37’'si (%36.2) kadin olup yas
araliklari 20-79 yil (ortalama: 42+2) arasinda degismekteydi.
Hastanemizin gesitli servis ve poliklinikierine bagvuran hastalarin 84’
(%82.4) Ankara ve cevre ilgelerinden, 18'i (%17.6) ise farkh illerden (4'G
Zonguldék, 3'0 Kastamonu, 3'G Cankin, 2'si Gorum, 2'si Sivas, 2’si

Adiyaman, 1'i Nevsehir, 1'i Elazi§) gelmekteydi.

Ornekler: Toplam 102 hastadan alinan érneklerin 58 balgam,
12'si idrar, 8'i bronkoalveolar lavaj (BAL), 7'si torasentez sivisi, 5'i ply,
3'0 aghik mide suyu, 3'G trakeal aspirat ve birer adedi perikardiyal sivi, asit
sivisi, kemik iligi, abse drenaj sivisi, eklem sivisi ve plér.al sivi idi. Bu
orneklerin 73'0 Go6gus Hastalikian ve Enfeksiyon Hastaliklari
Polikliniklerinden, 13'G Uroloji, Nefroloji ve Dahiliye Poliklinik ve
Servislerinden, 7’si Dermatoloji ve Ortopedi Servislerinden ve 9'u Harig

poliklinikleri ve Kadin Dogum Servislerinden génderilmisti.

Rutin _Mikrobiyoloji Laboratuvannda uyqulanan ydntemler:

Rutin Laboratuvara tiberklloz suphesiyle génderilen ornekler;, aside
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direngli basil varhgi yéninden Ziehl-Neelsen yéntemiyle boyanarak
incelenmekte ve kiltar icin BACTEC radyometrik sistem (Becton-
Dickenson, USA) kullaniimaktadir. Bu sistemde Greme saptandi§inda,
Greyen bakterinin M.tuberculosis olarak tiplendiriimesi ise konvansiyonel

PCR (GenProbe, California, USA) yéntemiyle yapilmaktadir.

Calismamizda uyqulanan ydntemler: Calismamizda, BACTEC

sistemi 12B sivi besiyerinde Ureme indeksine gére pozitif bulunan
oérnekler kullanildi. Bu ornekler, oncelikle aside-direngli basil varligi
yénunden Kinyoun boyama ydntemiyle kontrol edildi ve PRA (PCR-
Restriction fragment length polymorphism Analizi) yoéntemiyle
tiplendiriimek Uzere c¢alismaya alindi. Ayrica, bu suslarin koloni
morfolojilerinin belirlenmesi ve daha sonra da saklanmasi amaciyla

Léweinstein-Jensen besiyerine pasajlari yapildi.

3.1. BACTEC 12B sivi besiyerinden DNA ekstraksiyonu

Bu amagla, mikobakteri Gremesi olan sivi besiyerlerinden 500 pi

hacimde alinan &mnekler, plastik mikrosantrifij tupune konuldu ve

asagidaki yontemle DNA ekstraksiyonu yapildt:
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- Tupler 15.000xg'de 10 dakika santriflj edildi.

- Ust sivi atildi, ¢okelti Gzerine 500 I Tris-EDTA (etilen diamin
tetraasetat) (TE) tamponu eklenerek vortekslendi ve 10 dakika
15.000xg'de santriflj edildi.

- Ust sivi atildi, ¢okelti Gzerine 200 ul TE eklenerek vortekslendi ve
15.000xg'de 5 dakika santrifj edildi.

- Ust sivi atildi, ¢okelti iizerine 200 pl TE eklendi ve vortekslenerek 20
dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

- Tekrar vortekslendikten sonra, bakteri DNA'sini igeren Ust kisim bagka

bir mikrosantrifij tiptne aktarildi ve -20°C'de saklandi.

TE tamponun hazirlanmasi:

1M Tris stok ¢ézeltisi (pH 8.0) :
Trisbase (Sigma) 121.1¢g
Steril distile su 800 ml'ye tamamlandi.

pH, HCl ile ayarland.

0.5M EDTA stok g¢ézeltisi (pH 8.0):
EDTA (Sigma) 186.1¢g
Steril distile su 800 ml'ye tamamlandi.
pH, NaOH ile ayarlandi.

TE 'tamponu (pH 8.6):
1M Tris 1ml
0.5 MEDTA 0.2ml
Steril distile su 100 ml'ye tamamlandi.
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3.2. PCRile hsp65 gen bolgesinin gogaltiimasi

PCR yéntemi kontaminasyonun &nlenmesi igin 6zel kabinde
uygulandi ve o&rnekler, son tepkime karigimi 50 pl olacak sekilde

asagidaki reaktiflerle hazirlandi:

Apirojen su 271 4l
Tampon (10X) (Epicentre) 5.2 ul
Enhancer (10X) (Epicentre) 5.0 pi
MgCl; (25mM) (Epicentre) 2.7 ul
dNTP (karigim) (10mM) (Epicentre) 4l
Primer Tb11 (100pM/ul) (Genomed Biotech) 0.5 pi
Primer Tb12 (100pM/pl) (Genomed Biotech) 0.5 ul
Taq polimeraz (5U/ul) (Epicentre) 0.25 yl
Test edilecek 6rnek DNA'sI 5ul

Kullanilan Tb11 ve Tb12 primerlerinin dizileri agsagida gésterildi:
Tb11=> 5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3'
Tb12 = 5'-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3

Bu karigim 0.20 ml'lik mikrosantriflj tuplerinde hazirlandiktan
sonra, tupler "thermocycler'a (MJ Research) yerlegtirilerek Mikobakteri

tiplendirme PCR programi agagidaki gibi uygulandi:

94°C 3 dakika (denaturasyon) 1 déngli
94°C 1 dakika (denaturasyon)

58°C 1 dakika (birlesme) 44 doéngu
72°C 1dakika 30 saniye (polimerizasyon)

72°C 4 dakika 1 déngl
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3.3. PCR g¢ogaltma iiriinlerinin elektroforez ile incelenmesi

PCR urtnleri- % 1.2'lik agaroz jelde, 10 V/cm gerilim ile elektroforez
tankinda TrisAsetat-EDTA (TAE) tamponu igerisinde 20 dakika yarttald.
Jel, 6nceden hazirlanmig TAE tamponu igeren etidyum bromur (1 pg/mi)
¢Ozeltisinde 15 dakika tutularak boyandi ve ultraviyole igik kaynagi
Gzerinde gorulen bantlar degerlendirildi. Tim galigmalarda pozitif kontrol
olarak M.tuberculosis H37 Ra susu, negatif kontrol olarak da apirojen su
kullanildi. 442 baz ciftlik (bp) blyUkiUkte ¢ogaltma Urinl gdsteren
ornekler tiplendirmede ikinci agama olan restriksiyon enzim analizine

alindi.

% 1.2'lik agaroz jel hazirlanisi (Mini jel icin):

Agaroz 0.360 g

TAE (1X) 35ml
TAE (50X) hazirianis!:

Trisbase 242 g

Glasiyal asetik asit 57.1 ml
0.5 MEDTAPpH 8.0 100 ml

Deionize su ile 1000 ml'ye tamamiandi.

3.4. Restriksiyon Enzim Analizi

Dortytzkirkiki baz ciftlik gogaltma Granleri restriksiyon enzimleri

BstEll ve Haelll ile enzim kesim béigelerine bakiimak (zere
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degeriendirmeye alindi. Bu amagla her iki enzim kesimi igin agagidaki
karigimlar ayr taplerde hazirlandi.

BstEIll enzimi igin;

Tampon (10X) (Boehringer) 2.5l
BstEll enzim (10U/ml) (Boehringer) 0.5 ul
PCR Urant 10 ul
Steril distile su 11.5 ul

BstEll enzimi igeren tlpler 60°C'de 1 saat bekletildi.

Haelll enzimi igin;

Tampon (10X)(Sigma) 2.5 pi
Haelll enzim (10U/ml) (Sigma) 0.5 ul
PCR Grunt 10 pl
Steril distile su 11.5 ul

Haelll enzimi iceren érnekler 37°C'de 1 saat bekletildi.

Omekler daha sonra %12'lik poliakrilamid jele yuklendi. Jel
elektroforez tankinda, Tris Borikasit EDTA (TBE)(1X) tamponu iginde

150V gerilim uygulanarak 1 saat yaratalda.

Poliakrilamid jel hazirlanis!:

Deiyonize su 4.9 ml
5X TBE 25ml
30:1 akrilamid/bisakrilamid 5 mi
Amonyum per sulfat(APS) (%10) 90 ul
Temed 10 pl
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TBE (5X) hazirlanist:

Tris base 54 g
Borik asit 27.5¢g
0.5MEDTApH 8.0 20 mi

Deionize su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

Akrilamid/bisakrilamid (30:1) hazirlanisi:
Akrilamid 30g
Bisakrilamid 19
Steril distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. +4°C'de saklandi.

Amonyum perstifat (APS) (%10) hazirlanisi:
Amonyum perslfat 19

Deionize su ile 10 mi'ye tamamlandi.

Jel, etidyum bromir ¢ézeltisinde (1ug/ml) 30 dakika boyandiktan
sonra ultraviyole 151k kaynagi tzerinde enzim ile kesim bélgelerine gére
tar tayini igin incelendi. Kesim isleminin istenildigi gibi gerceklestigini
kontrol etmek amaciyla M.tuberculosis H37 Ra susu her caligmada
kullanildi. Restriksiyon enzimi kesilme Urtin boylarinin saptanabilmesi igin,
X174 bakteriyofajinin Haelll enzimi ile kesiimis DNA'si molekll agirlik

standardi olarak her elektroforez jeline ylklendi.
Ayrica, 21 adet ATCC kontrol susu, hem hasta suslarin

tiplendirmede referans olmasi hem de ¢alisma yénteminin

uygulanabilirliginin saptanmasi amaciyla test edildi (Cizelge 3.1).
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Calismamizin sonunda mikobakterilerin tiplendiriimesi tlr saptama

cetveline (algoritma) gére yapildi (Gizelge 3.2) (4,36,37).

Cizelge 3.1. Enzim kesim paterni ¢aligilan kontrol suglari.

Tir Sus
M.tuberculosis H37 Ra ATCC 25177
M.avium ATCC 25291
M.intracellulare ATCC 13950
M.kansasii ATCC 12478
M.fortuitum ATCC 6841
M.phlei ATCC 11758
M.rhodoerous ATCC 13808
M.smegmatis ATCC 19420
M.diernhoferi ATCC 19340
M.parafortuitum ATCC 19686
M.chitae NCTC 10485
M.duvalii NCTC 358
M.chubuense ATCC 27278
M.aichiense ATCC 27280
M.tokaiense NCTC 10821
M.gadium ATCC 27726
M.rhodesiae NCTC 10779
M.austroafricanum ATCC 33464
M.gallinarum ATCC 19710
M.triviale ATCC 23292
M.senegalense TMC 806

ATCC: American Type Culture Collection
NCTC: National Collection of Type Cultures
TMC: Trudeau Mycobacterial Collection
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Cizelge 3.2. Mikobakterilerin tiplendirimesinde kullanilan tir saptama cetveli*.

BstEIll Haelll Mikobakteri turi
190/80/60 M.gadium
180/140 M.triviale
175/85/65 M.vaccae
175/85/60 M.gallinarum
460/80/60 M.parafortuitum
No digestion/44 150/130 M.lentiflavum |
440/105/70 M.szulgai
140/80/70 M.duvali
140 M.flavescens |
210 M.chelonae |
200/70/60 M.aichiense
175 M.haemophilum
325/140 160/70 M.immunogen |
155/85 M.mucogenicum |
190/140 M.terrae
1901140 M.diernhoferi
180/150 M.neoaurum/M.aurum |l
175/120/60 M.rhodesiae
155/85 M.mucogenicum Il
325/115 155/85/60 M.chitae
150/130 M.lentifiavum Il
150 M.engbacki
140/115/65 M.gordonae IV
140/105 M.genavense
140/100/80 M.kansasiV
140/65/60 M.chelonae !l
210/70 M.abscessus |l
200/135 M.simiae
200/115/80 M.ulcerans
190/150 M. fallax
180/60/55 M.austroafricanum
175 M.scotochromogen
160/115/80 M.marinum
160/70 M.abscessus |
245/220 155/150/100 M.peregrinum |
155/150/50 M.scrofulaceum
155/140 M.simiae ||
150/135/100 M.peregrinum |l
150/125/100 M.porcinum
150/100 M.flavescens |l
150/80 M.phlei
150/80/60 M.chubuense
140/115 M.gordonae IV
140/105/60 M.avium
140/75/60 M.celatum
1181110 M.asiaticum
175/80 M.aurum
160/130/60 M.smegmatis
156/150/100 M.peregrinum Il
245/140/85 150/110/70 M.shimodef
150/80/60 M.tokaiense
145/85/60 M.agri
140/120/95 M.gordonae IV
140/105/70 M.gastri
140/105 M.kansasii ll
170/115 M.gordonae Vil
245/115/100 . 155/140/60 M.intracellulare
185/110/70 M.malmoense
150/135 M.lentiflavum Il
150/65 M.hibernae
1401120 M.gordonae il
2351115 M.gordonae i
200/150 M.senegalense
170/115/60 M.gordonae |
245/115/80 170/105/60 M.xenopi
160/140/70 M.tuberculosis complex
160 M.nonchromogenicum |
155/135 M.fortuitum |
150/135/60/55 M.fortuitum |l
140/115/70 M.kansasi IV

* Kaynak 4, 36 ve 37'den birlestirilerek modifiye edilmigtir.



BULGULAR

Tiplendirmeye alinan 102 adet mikobakteri susunun, 65'i (%63.7)
erkek, 37’si (%36.2) kadin hastalardan izole edilmigtir. Bu hastalarin yag
aralig) 20-79 yil, yas ortalamasi ise 4212 yil olarak belirlenmistir. Calisilan
suglarin tamami hastanemiz rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilan
BACTEC 12B kultar sisteminde Uretiimig, 69'u (%67.6) direk mikroskopik
inceleme ile 80'i (%78.4) ise GenProbe PCR yéntemiyle pozitif olarak
bulunmugtur.

Tiplendirme sonunda mikobakterilerin 80’i (%78.4) Mycobacterium
tuberculosis, 22'si (%21.5) tuberkiloz disi mikobakteri olarak saptanmigtir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tiplendirilen mikobakteri suglari ve oraniari.

Sus Sayi Yiizde
M.tuberculosis 80 78.4
M.chelonae 3 2.9
M.gordonae | 4 3.9
M.gordonae Il 2 1.9
M.gordonae IV 2 1.9
M.avium 2 19
M.peregrinum 2 19
M.fortuitum 1 0.9
M.flavescens 1 0.9
M.malmoense 1 0.9
M.mucogenicum 1 0.9
Farkl patern* 3 29
TOPLAM 102 100.0

¢ : Restriksiyon kesim paterni mevcut semalarda yer almadid igin tiplendirilemeyen
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Tiplendirilen mikobakteri suslarinin izole edildikleri klinik érneklere

gore dagihmi Cizelge 4.2'de gériimektedir.

Gizelge 4.2. Mikobakteri suglarinin klinik érneklere gére dagilimi.

Balgam

BAL

Idrar

Tora-
sentez

Asit
SIvISI

Diger*

Toplam

M.tuberculosis

48

4

16

M.chelonae

2

1

M.gordonae |

M.gordonae lii

M.gordonae IV

M.avium

M.peregrinum

T N PN g XY

oo
(I FENTAE-

M.fortuitum

M.flavescens

M.malmoense

1

M.mucogenicum

1

Farkh patern

1

1

O~ ||

Toplam

58

8

12

1

16

-
N

* . Py (5), trakeal aspirat (3), aghk mide suyu (3), perikardiyal sivi (1), kemik iligi (1),
abse drenaj (1), eklem sivisi (1), ploral sivi (1).

M.tuberculosis olarak tiplendirilen mikobakterilerin 27’si (%33.7)

kadin, 53'U (%66.2) erkek hastalardan izole edilmis olup, bu hastalarin

yas ortalamalan 38t2 yildir. M.tuberculosis izole edilen balgam, BAL,

trakeal aspirat, torasentez, perikardiyal ve pléral sivi érnekleri (63/80,

%78.7) Goégus Hastalklar ve Enfeksiyon Hastaliklart Polikiiniklerinden,

idrar 6érnekleri (6/80, %7.5) Uroloji, Nefroloji ve Dahiliye Poliklinik ve

Servislerinden, ply, eklem sivisi ve abse drenaj érnekleri (7/80, %8.7)

Dermatoloji ve Ortopedi Servislerinden, diger 6rmekler (4/80, %5.0) ise

Hari¢ Polikliniklerinden génderilmis 6rneklerdir.
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mikobakteri suglarinin izole edildigi hastalaria ilgili bilgiler ise Cizelge

4.3'de gériimektedir.

Gizelge 4.3. Tuberkiloz disi mikobakterilerin izole edildigi hastalann 6zellikleri.

Yas/Cins | Mikobakteri Ornek Klinik tami Geldigi B&lim
62/ K :/lu.:;elonae TS* Perikardiyal eflizyon | Dahiliye Serv.
53/K M.chelonae TS* Akc. adeno ca. Enfek.Hast. Serv.
28/ K M.chelonae Asit sivisi | Uterus ca. Kadin Dog. Serv.
21/ E M.gordonae | Balgam Sinazit, Akc. tbc? Gogus Hast. Plk.
79/ K M.gordonae | | Balgam Kro. Sol. Yetm. Enfek. Hast.Serv.
58/E M.gordonae | Balgam Kro. Sol. Yetm. Harig Plk.

64/E | M.gordonae | idrar | Kro. Béb. Yetm. Nefroloji Plk.

48/ E M.gordonae i Balgam Kronik brongit Go6giis Hast. Plk.
25/E M.gordonae Il Idrar Kro. Béb. Yetm. Harig Plk.

54/ K M.gordonae IV | idrar Kro. Bob. Yetm. Romatoloji Plk.
51/ E M.gordonae IV | Balgam KOAH Gogis Hast. Plk.
39/E M.avium Balgam AIDS Enfek.Hast. Serv |
61/ K M.avium Balgam AIDS Enfek. Hast. Plk.
33/K M.peregrinum idrar Kro. Béb. Yetm. Hari¢ Plk.

48/K M.peregrinum Balgam Akc. tbc? Dahiliye Plk.
26/K M. fortuitam idrar AIDS Enfek.Hast.Serv.
71/ E M.flavescens BAL* Ake. ca., tbc? Dahiliye Serv.
62/ E M.malmoense Balgam Kro. Akc. Hast. Gégus Hast.Pik.
46/K M.mucogenicum | idrar Kro. Béb. Yet. Uroloji Plk.

66/ E Farkl patem* | Balgam KOAH Goégls Hast.Plk.
38/E Farkh patem* TS*™ KOAH Dahiliye Plk.

48/ E Farkh patern* BAL** Akc. ca? Tbc? Harig Plk.

* . Restriksiyon kesim pateni mevcut semalarda yer almadigi igin

tiplendirilemeyen

** . TS: Torasentez sivisi, BAL: Bronkoalveolar lavaj, KOAH: Kronik obstruktif
akciger hastaligi.
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Tur saptama cetvelinde Haelll enzimi kesim paterni bulunmadig
icin tiplendirilemeyen 3 tuberklloz digi mikobakteri susunun ¢alismamizda

elde edilen kesim bélgeleri Cizelge 4.4'de verilmigtir.

Gizelge 4.4. Tiplendirilemeyen suglarin kesim béigeleri.

Sus No. BstEll (bp) Haelll (bp)
1 442 155/100/80/60
2 325/140 155/110/90
3 325/115 145/120/80

Calisilan 21 adet kontrol susundan rastgele segilmis 8'inin BstEll
ve Haelll enzimleri ile kesim paternleri géruntalenmis ve $ekil 4.1 ve
4.2'de verilmistir. Ayni sekilde 6 hastaya ait mikobakteri tGrunin

restriksiyon enzim paternleri de Sekil 4.2.1 ve 4.2.2'de gérulmektedir.
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Sekil 4.1.1. Kontrol suglarinin BstEll enzimi ile PRA patemnleri.

M:Molekiiler agiik standardi ($X174) 1.M.tuberculosis H37Ra,
2.M.diernhoferi, 3.M.duvalii, 4.M.chubuense, 5.M.aichiense, 6.M.rhodesiae,
7.M.austroafricanum, 8.M.gallinarum.

Sekil 4.1.2. Kontrol susglarinin Haelll enzimi ile PRA paternleri.
M 1 2 3 4 65§ 6 7 8 |

310
194
118

M:Molekiiler agihik standardi ($X174) 1.M.tuberculosis H37Ra,
2.M.diernhoferi,  3.M.duvalii, 4.M.chubuense, 5.M.aichiense, 6.M.rhodesiae,
7.M.austroafricanum, 8.M.gallinarum.
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Sekil 4.2.1. Hastalardan izole edilen suglann BstEll enzimi ile PRA
paternleri.

310

194

118

M:Molekiller agirik standardi ($X174), 1.M.tuberculosis H37Ra
2.M.chelonae |, 3.Tiplendirilemeyen sus, 4.M.chelonae |, 5.M.peregrinum,
6.Tiplendirilemeyen sus, 7.M.tuberculosis.

Sekil 4.2.2. Hastalardan izole edilen suslarin Haelll enzimi ile PRA
paternleri.

1] |

M:Molekiiler agirik standardi ($X174), 1.M.tuberculosis H37Ra
2.M.chelonae |, 23.Tiplendirilemeyen sus, 4.M.chelonae |, 5.M.peregrinum,
6.Tiplendirilemeyen sug, 7.M.tuberculosis.
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TARTISMA

Gunumuzde tuberklloz enfeksiyonu insidansinin hizla artmasi ve
¢oklu ilag direnci gésteren M.tuberculosis suslarinin ortaya ¢ikmasi, klinik
6neme sahip mikobakterilerin izolasyon ve tanimlamasinda hizli ve
guvenilir  yontemlerin gelistiriimesi gereksinimini dogurmustur. Ayni
sekilde AIDS epidemileri ve immun sistemi baskilayan tedavilerin yaygin
kullanimi gibi nedenler de, tiberkiloz disi mikobakteri enfeksiyonlarinda
dikkati ceken bir artisa neden olmustur. Dolayisiyla, enfeksiyon etkeni
olarak izole edilen mikobakteri suslarinin tir dizeyinde tanimlanmasi,
gerek uygun tedavi protokollerini olusturmak gerekse epidemiyolojik
veriler agisindan 6nem tasimaktadir. Bu amagla son yillarda,
mikobakterilerin tar tayini icin hizh, glvenilir ve ucuz teknikler Gzerindeki

galismalar yogunluk kazanmgtir (37, 38, 39).

Mikobakteri enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi, hasta érneginin
aside direngli boyama yéntemiyle direk mikroskobik incelemesi, kaltarli ve
izole edilen susun biyokimyasal testlerle tiplendirimesi ile PCR
yéntemlerine dayanmaktadir. Kaltir yéntemlerinin uzun strede sonug
vermesi, biyokimyasal testlerin ise zahmetli ve zaman alici olmasi
nedeniyle mikobakterilerin tanimlanmasi ve uygun tedaviye baglanmas:

gecikmektedir. Ayrica, tOberklloz digi mikobakteri tdrlerinin bazen
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biyokimyasal olarak degiskenlik gésterebilmesi de dogru tiplendirmeyi

zorlagtirmaktadir.

Bu calismada, BACTEC 12B kuitar sistemi ile klinik érneklerden
izole edilen mikobakterilerin, PRA (PCR - Restriction Fragment Length
Polymorphism Analysis) yoéntemiyle tiplendiriimesi amaglanmis ve
hastanemizde ilk kez uygulanan bu yéntemle &zellikle tuberklloz digi

mikobakterilerin sikliginin belirlenmesi mimkun olmustur.

Calismamizda, PRA yodnteminin tercih edilmesi; hizh ve
biyokimyasal testlere gére nispeten kolay uygulanabilir bir yéntem olmasi,
diger molekller metodiardan farkl olarak tUm mikobakterilerde ortak olan
hsp65 geninin amplifikasyonuna dayanmas: ve kullanilan BstEll ve Haelll
enzimlerinin mikobakteri tiplendirmesinde dogru sonuglar verdiginin

gdsterilmig olmasi gibi nedenlerden dolayidir (39).

ilk kez Telenti ve arkadaslari tarafindan geligtirilen PRA yéntemi,
sunulan galismada bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir (4). Bu
aragtiricilar, enzim ile kesim uygulamasi sirasinda NuSieve agaroz jeli
kullandiklari halde, bizim galismamizda poliakrilamid jel kullaniimigtir.
Béylece kuguk pérgalar dahil olmak Uzere butin kesim paternleri

rahatlikla ayird edilebilmistir.
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Telenti'nin galigmasindan sonra, yoéntemi geligtirmeye yoénelik
aragtirmalar hiz kazanmgtir. Devallois ve arkadaslari, 34 standart
mikobakteri tirinde 49 farkli patern saptamislar, bunlardan 25’inin tek bir
PRA paterni, Qunun ise birden fazla PRA paterni gdsterdigini tespit
ederek tani cetveline yeni tar eklemeleri yapmiglardir (37). Calismamizda
da M.tuberculosis H37 Ra susu dahil olmak tzere 21 ayri standart ATCC
susu kullaniimig, ancak bu tani cetvelinde yer almayan farkli restriksiyon

kesim paternine sahip 3 adet sus elde edilmigtir (Sekil 4.1, 4.2).

Hizli ve gavenilir bir tiplendirme yéntemi olarak kabul edilen PRA
yénteminin bazi dezavantajlari da mevcuttur. Ornedin bu ydntem hentz
dogrudan hasta érneklerine uygulanamamakta ve ancak, kati yada sivi
besiyerlerinde Uretilen suslarin tiplendiriimesi yapilabilmektedir. Bu
arastirmada PRA yéntemi, BACTEC 12B sivi besiyerinde Ureyen
mikobakteriler kullanilarak uygulanmistir. PRA tekniginin diger sikintilari
ise, her kesim boélgesi igin ayrn bir molekiler agirhk standardinin
bulunmamasi ve Kklguk restriksiyon kesim Grlinlerini  yorumlama
zorlugudur. Ornegdin bazi arastiricilar, 60 baz ciftinden kigik bantlarin
degerlendirme digi birakiimasini savunurken, bazilari da 50 baz giftinden
blylk olan bantlari degerlendirmektedirler (40,41). Bu sorunun ¢6zimq,
hsp65 geni DNA  dizisinin saptanmasiyla tlr tayini yapilmasina
dayanmaktadir (42). DNA dizi analizi ¢alismalariyla tibbi énemi olan

mikobakterilerin alt gruplarina kadar tiplendiriimesi mumkun olacaktir
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(43,44). Calismamizda ise, 50 baz ¢iftinden blylk bandlarin

degerlendirilmesi mumkin olmugtur.

PRA yénteminin uygulanmasiyla, g¢alismaya aldigimiz 102
mikobakteri pozitif kultir 6rneginin 80'inden (%78.4) M.tuberculosis,
22'sinden (%21.5) ise tuberklloz digi mikobakteri turleri tanimlanmigtir.
Tuberkiloz digi mikobakteri tarleri arasinda M.gordonae |, 4 izolatla
(%18.2) ilk sirayi alirken M.chelonae 3 izolatla (%13.6) onu izlemistir.
Ayrica, enzim kesim paterni daha énceki ¢aligmalarda yer almayan 3 farkl
sus daha elde edilmistir (Cizelge 4.4). Calismamizda tiplendirilen 80 adet
M.tuberculosis sugunun hepsi rutin laboratuvarda uygulanan GenProb
PCR yéntemi ile de ayni sekilde tanimlanmistir. GenProb PCR ile negatif
bulundugu icin “tuberktloz disi mikobakteri® olarak tir adi verilmeden
rapor edilen 22 6rnedin tiplendirilmesi, uyguladigimiz PRA y&ntemiyle

mUumkin olmustur.

Huang ve arkadaslarinin Tayvan'da yaptikian c¢aligmada, 15
referans susun yaninda, klinik 6érneklerden izole edilen 50 mikobakteri
susu ile BACTEC 12B sivi besiyerinden elde edilen 108 sus PRA
y6ntemiyle tiplendirilmigtir (45). Bu arastirmada, M.tuberculosis suglarimn
15'i ve di§er mikobakteri (Mycobacteria other than tuberculosis, MOTT)
suglarinin 81'i BACTEC sistemiyle ayni sonuglari verirken, 4 adet
M.tuberculosis susu ile 3 adet MOTT susu sadece PRA ydntemiyle

saptanabilmis ve tuberktloz digi mikobakterilerden en sik izole edilen
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turin M.fortuitum oldugu ifade edilmistir. Cormican ve arkadaglar
tarafindan irlanda'da yapilan g¢aligmada da, 53 adet farkli mikobakteri
izolati PRA yéntemi ile tanimlanmis ve bu yéntemin hizh ve kontamine

kiltarlerde de basartyla uygulanabilir oldugu kanisina variimigtir (46).

Ulkemizde, mikobakterilerin PRA yo6ntemiyle tiplendirmesine
yonelik yayinlanmig bir calismaya rastlanamamigtir. Ancak, Uzun ve
arkadaslari Istanbul'da yaptiklari galigmalarinda, 346 klinik &érnegi
degerlendirmisler, BACTEC ve Léwenstein-Jensen besiyerlerinde Uretilen
48 6rnegin 42'sini (%87.5) M.tuberculosis kompleks, 6'sini ise (%12.5)
MOTT olarak tanimlamiglardir (47). GCalismada taberklloz dig
mikobakteriler icin tur tayini yapilmamigtir. Karabay ve arkadaslan
tarafindan Trakya Universitesinde yapilan g¢aligmada da, 11 kontrol
mikobakteri susu ve 88 klinik izolat nitrat indirgeme testi ile denenmisg,
klinik izolatlarin 83'GU M.tuberculosis, ikisi M.gordonae, birer tanesi ise

M.fortuitum, M.phlei ve M.bovis olarak tanimlanmistir (48).

Toplumlarda, tuberkluloz enfeksiyonu prevalansinin bilinmesi
kadar, tuberkiloz digi mikobakteriyel enfeksiyon sikliginin ve etkenlerinin
tur dlzeyinde bilinmesi de epidemiyolojik deger tagimaktadir (49).
Mikobakteri enfeksiyonlarmm yaklasik %0.5-%30'undan taberkiloz digi
mikobakteriler sorumlu tutulmaktadir (9). Caligmamizda izole edilen
mikobakteriler arasinda M.tuberculosis’in en ylksek orana (%78.4) sahip

olmasi dogaldir. Ancak tuberkilloz digi mikobakterilerin izolasyon orani
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(%21.5)‘yuksek gérinmektedir. Hastalarimizin hemen hepsinde altta
yatan hastaliklarin olmasi (kronik obstruktif akciger hastaligi, kronik
solunum veya bdbrek yetmezligi, kanser ve AIDS), yas ortalamalarinin
yuksek olmasi (49+2 yil) ve hastanemize farkli cografik bodlgelerden
(Ankara ve gevresi, Corum, Cankiri, Zonguldak, Sivas, Elazig) bagvurmus

olmalar bu orani etkilemis olabilir.

Calismamizda tlberklloz digi mikobakteri tlrleri, en sik balgam
(10/22, %45.4) ve idrar (6/22, %27.2) érneklerinden tanimlanmigtir. Bu
bulgular, " balgam ve idrar &rneklerinde siklikla kargimiza ¢ikan
M.tuberculosis ile tuberklloz digi mikobakteri tlrleri arasindaki ayrimin
dogru olarak yapilmasinin, tedaviyi yéniendirmesi agisindan biyik énemi

oldugunu vurgulamaktadir.

Sonug olarak, gerek epidemiyolojik verilerin toplanmasi gerekse
uygun tedavinin yapilmasi agisindan, klinik 6rneklerden izole edilen
mikobakterilerin dogru olarak tiplendiriimesi amaciyla PRA y6nteminin

glvenle kullanilabilecegi belirlenmigtir.
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SONUCLAR

Bu galismada agagidaki sonuglar elde edilmistir:

1) Klinik érneklerden izole edilen 102 mikobakteri susu PRA ydntemiyle
tiplendirilmis ve 80" (%78.4) M.tuberculosis, 22'si (%21.5) tuberklloz digi
mikobakteri olarak saptanmigtir. TUberklloz digi mikobakteri turleri en sik
balgam (%45.4) ve idrar (%27.2) érneklerinden tanimlanmigtir.

2) M.tuberculosis izole edilen hastalarin 27’si (%33.7) kadin, 53'U (%66.2)
erkek olup, yas ortalamalan 3812 yil, tuberkiloz digi mikobakteri izole
edilen hastalarin ise 10'u (%45.4) kadin, 12'si (%54.5) erkek olup, yas
ortalama-l-an 49+2 yildir.

3) Taberkuloz digi mikobakteri turleri arasinda M.gordonae I, 4 izolatla
(%18.2) ilk sirayi alirken, M.chelonae 3 izolatla (%13.6) onu izlemigtir.
M.gordonae Ill, M.gordonae 1V, M.avium, M.peregrinum turleri 2'ser
(%9.1) ve M.fortuitum, M.flavescens, M.malmoense, M.mucogenicum
turleri de 1'er (%4.5) érnekten tanimlanmigtir. Ayrica, enzim kesim paterni
literatGrdeki tar saptan;a cetvellerinde yer almayan 3 farkh sus elde
edilmigtir.

4) Tuberklloz digi mikobakteri izole edilen hastalarin hemen hepsinin
KOAH, kronik solunum veya bébrek yetmezligi, kanser ve AIDS gibi altta
yatan hastalikiar: oldugu belirlenmigtir.

5) Klinik érneklerden izole edilen mikobakteri suglarinin hizli ve dogru
tiplendirilmesinde PRA yoénteminin pratik ve glvenilir bir test oldugu

saptanmisgtir.
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