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I. GIRIS

Tuberkuloz tim dunyada 6nemini koruyan bir hastalik olmakla birlikte
son yillarda Tuberklloz Disi Mikobakteri (TDM) infeksiyonlarinin insidansi
da, immun yetmezlige neden olan viral infeksiyonlar ve bagisiklik sistemini
baskilayan tedaviler sonucu tehdit edici boyutlara ulasmistir (1-3). TDM
infeksiyonlarindaki artis ve TDM'’lerin antimikrobiyal duyarhliklarindaki
farklihklar nedeni ile mikobakterilerin tlr dizeyinde identifikasyonu Kklinik
olarak 6nem kazanmistir. TUberkuloz tanisinda ilk basamak, aside direncli
boyama yontemlerinin uygulanmasidir. Mikroskobik incelemede aside direncli
basil gorulmesinden sonra, klinik ve radyolojik bulgular da tuberkuloz tanisini
destekliyorsa tedaviye hemen baslanmaktadir. Ancak TDM infeksiyonlarinin
sagaltiminin tuberkulozdan farkli olmasi ve ilag duyarlihginin mikobakteri
turleri arasinda buyuk farkliliklar gostermesi nedeni ile TDM’lerin hizli ve
glvenilir yontemler ile identifikasyonu son derece O6nemlidir. TDM
identifikasyonunda geleneksel olarak kullanilan biyokimyasal tanimlama
yontemleri zaman alicidir ve tek basina kullanildiklarinda her zaman dogru
sonu¢ vermezler. Ayrica yeni turlerin tanisinda yetersiz kalirlar. Bu nedenle
glinumuzde referans yontem olarak DNA dizi analizi kullaniimaktadir (4, 5).

Bdlgemizde tlberkiiloz insidansi, ilag direnci ve klinik formlarina iliskin
arastirmalar olmakla birlikte, TDM'ler hakkinda herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bunun en onemli nedeni, TDM'lerin identifikasyonunun
yapilmamasi ve bu infeksiyonlarin bildiriminin zorunlu olmamasidir. Bu
bakterilere ait epidemiyolojik verilerin elde edilmesi laboratuvar sonuglarinin
yorumlanmasina, dogru tani ve tedaviye katki saglayacaktir. Cinkl dogada
yaygin olarak bulunmalarina kargin, insan igin potansiyel patojen olabilen
TDM tirleri, belirli cografi bolgelerde daha sik goérilme egilimindedirler (6-8).

Bu galismanin amaci 2007 Nisan-2011 Temmuz yillarinda gesitli klinik
orneklerden etken veya kontaminant olarak soyutlanan TDM lerin altin

standart yontem olan DNA dizi analizi ile identifikasyonlarinin yapilmasi, dizi



analizinde iki farkh primerle elde edilen sonuglarin kiyaslanmasi ve
epidemiyolojik yonden tartigilmasidir. TDM tarlerinin epidemiyolojisine iligkin
elde edilecek bilgilerin bolgemizdeki bu bakteriler ile olusabilecek

infeksiyonlarin tanisina ve kontroliine katki saglayacagi dugunulmustur.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Tlberkuloz (TB) insanhk tarihinin en eski ve en c¢ok korkulan
hastaliklarindan birisidir. insanlarin tiberkiloz basili ile ik karsilasmasinin
sosyal yasama gectigi milattan once 8000 vyillarinda oldugu tahmin
edilmektedir (9). Misir ve Glney Amerika’da 5000-7000 yil dncesine ait
mumyalarda  Mycobacterium  tuberculosis’in  izlerine  rastlanmistir.
Mycobacterium bovis’in hayvanlardaki varlidina ait kanitlar insanlardakinden
¢cok daha eski olup, ginimuzden 17000 yil 6énceki bizonlara aittir (10). Yeni
bilgi ve bulgular, M. tuberculosis kompleksinin atasinin M. prototuberculosis
oldugunu, ilk atadan delesyonel mutasyonlarla gelisen konak spesifik
fenotipik degisimlerin 3 milyon yil dnce sekillenmeye basladigini gostermigtir
(11,12).

Mycobacterium  tuberculosis kompleks disinda kalan  tum
mikobakterilere, Tuberkiloz Digsi  Mikobakteri (TDM) (nontuberculosis
mycobacteria-NTM, Mycobacteriae other than tuberculosis- MOTT) denir.
1950 yillarinda geleneksel TB tedavisine cevap vermeyen TB hastalarinin
%1-2’sinde insan patojeni olarak tanimlanmisglardir (13). Ginuimuzde goéreceli
olarak belirsiz ve 6zgll olmayan semptomlara neden olan 130’dan fazla
TDM, cevrede her yerde, siklikla toprakta, hem dogal hem de iglenmis su
kaynaklarinda bulunmaktadir. TDM’ler insanlarda onemli klinik tablolara
neden olmaktadir. Bunlar arasinda pulmoner infeksiyonlar, lenfadenitler,
dissemine infeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
tendon-kemik-eklem infeksiyonlari ve kateter infeksiyonlari bulunmaktadir
(14).

Seksenli yillara gelindiginde bati Ulkelerinde TB sorununun artik bittigi
ve hastalik eradikasyonunun yakinda mumkun olabilecegi dusunuldyordu.
Ancak 1985 yilindan itibaren bu ulkelerde, TB ve TDM insidansi, immin

yetmezlige neden olan “Human immunodeficiency virus” (HIV) gibi viral



infeksiyonlar ve uygulanan immunsupresif tedaviler nedeniyle tekrar artarak,

hastalik yeniden tehdit edici boyutlara ulagsmistir (15).

2.2. Dunyada ve Turkiye’de Tiiberkiiloz ve Tuberkuloz Disi
Mikobakterilerin Epidemiyolojisi

Tuberkuloz epidemiyolojisinin temel amaglari, risk altindaki topluluklari
tanimlamak, infeksiyonun yayginhigini ve toplumdaki etkilerini tespit etmek,
infeksiyonun zaman igindeki degdisimlerini, cografik dagihmini, kaynak ve
bulag mekanizmalarini belirlemek olarak sayilabilir (16).

GUnumuzde dunya ndfusunun yaklasik Ugte birinin Mycobacterium
tuberculosis ile infekte oldugu bilinmektedir (17). Dinya Saglk Orgiti
(DSOY'niin 2011 yili verilerine gére diinyada TB insidansi kiiresel olarak yiiz
binde 125, yeni olgu sayisi ise 8.3 milyon olarak bildirilmistir (18). Infeksiyon
kaynakli onlenebilir hastaliklardan biri olmasina ragmen, zamaninda tanisi
konulmayip uygun tedavi almadiklari icin 2011 yilinda sadece tuberkulozdan
yasamini kaybeden hasta sayisinin 1.4 milyondur. Kiresel olarak yeni
olgularin %3.7’si, onceden tedavi géormus olgularin ise %20’si ¢ok ilaca
direncli (CID) tiiberkiiloz olgusudur. Ginimiizde 22 iilke dinyadaki TB
hastalarinin %80’ini barindirmaktadir. Hindistan, Cin, Banglades, Filipinler ve
Gulney Afrika en ¢ok hastanin bulundugu bes ulkedir. Saglik Bakanhgl Verem
Savas Daire Baskanligi'nin 2011 raporuna gore; Turkiye’de 2009 yilindaki
toplam TB hastasi 24/100 000 (17.402), yeni olgu orani ise 22/100 000
(15.943) olarak agiklanmistir (19).

TB ile ilgili sorunlarin baginda tani ve tedavideki gecikmeler ve
tedaviye direngli olgular gelmektedir. Turkiye’de 2008 yilinda toplam 4963
hastanin ilag duyarhlik testi sonuglari incelenmistir. Olgularin % 19.1’inde en
az bir ilaca diren¢ saptanirken, en yuksek direng orani izoniaside (INH) karsi
bulunmustur (19). Ayni rapora gore, ilag duyarhlik testi yapilan olgularin %
5.3’ (263 sus) goklu ilaca direngli tiberkiloz (CID-TB) olarak tanimlanmis ve

CiD orani yeni olgularda % 3, tedavi gdérmis olgularda % 18.6 olarak



saptanmigtir. Tarkiye’de gesitli bolgelerde yapilan direng calismalarinda da
CID-TB oranlari % 2.2 -14.7 arasinda degismektedir (20).

Tlberkiloz disi mikobakterilerin (TDM) ekolojisi ve fizyolojisi insanda
tuberkuloz hastaligi olusturan mikobakterilerden farklidir. Bircok TDM dogada
saprofit olarak bulunur ve bu mikroorganizmalari dogal sular, musluk suyu,
icme suyu sistemleri, toprak, toz ve aerosollerden izole etmek mumkundur.
Farkh sicaklik, pH, tuz ve oksijen oranlarinda Uremeleri ¢gevreden ve sulardan
yaygin olarak izole edilmelerinde 6nemli rol oynar. Buglne kadar hayvan-
insan veya insan-insan bulasi gosterilememigtir (21). Tuberkulozdan farkli
olarak TDM'’lerle gelisen hastalik, cevresel organizmalarla karsilasmaya
baglidir. Genellikle immunsupresif tedavi alan ya da immuin yetmezligi olan
insanlarda hastalik olusturmaktadir (22). Infeksiyonlarin epidemiyolojisi TDM
suslarinin ekolojisi ile siki iligkilidir. Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium  xenopi, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
chelonae, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium simiae ve Mycobacterium tusciae hastane su sistemleri ve
icme suyu sistemleri ve musluk suyundan izole edilen turler arasinda yer
almaktadir (21). Bu TDM’lerin bazilarinin (M. avium, M. xenopi, M. fortuitum,
M. chelonae) icme suyu sistemlerinde uzun sitre kalici olmalari
dezenfektanlara karsi direngli olmalarina baghidir (21, 23).

Hicre duvarinda yuksek oranda lipid bulunmasi nedeniyle hidrofobik
olmalarit TDM’lerin su sistemlerinde uzun sure kalmalarini saglayan 6nemli
bir faktordir. Bu Ozellikleri sayesinde su ylUzeylerinde yuksek
konsantrasyonda bulunurlar. Bu durum inhale edilmelerini kolaylastirir.
Hidrofobik olmalari ayni zamanda biyofilm olusturmalarini da yardimci oldugu
icin su borulari ve kateter ylzeyine tutunmalari da kolaylasmaktadir (21).

Su sistemleri direngli TDM suslar i¢cin de kaynak olusturmaktadir.

Finlandiya’da 1996-2003 yillarinda hasta oOrneklerinde izole edilen



Mycobacterium lentiflavum oraninin %0.3'den %5.3’e yUkseldigi bildirilmigtir
(24). Bu artis nedeniyle icme suyu dagitim sistemlerindeki biyofilmlerden
ornek alinmig ve bu orneklerde 2-4 ilaca direngli M. lentiflavum suslari izole
edilmistir. Sudan izole edilen suglar hasta suslari ile karsilastirildiginda, alti
hasta susunun su kaynakl suslarla identik oldugu bulunmustur (24).

Son yillarda yeni tani yontemlerinin gelismesiyle beraber TDM
turlerinin sayisinda da artma tespit edilmistir. Mikobakteri cinsi igerisinde
dogada bulunan hali hazirda 130’dan fazla tir tanimlanmis olmakla birlikte,
bu turlerin gogunlugunun gevresel, daha az bir kisminin patojen, bir kisminin
ise firsatcl patojen oldugu kabul edilmektedir (7, 25). M. avium kompleks bir
cok bdlgede baskin gérilen tirdir. M. kansasii Orta Amerika ve ingiltere’de
nispeten daha sik goérulirken, M. xenopi’nin neden oldugu hastaliklar Kuzey
Amerika, ingiltere ve Avrupa’nin bazi bdlgelerinde sik goériilmektedir. M.
malmoense’nin neden oldugu hastaliklar ingiltere ve Kuzey Avrupa’da yaygin
gorilirken, Amerika Birlesik Devletlerinde nadirdir. Ulkemizde Bati Anadolu
Bdlgesi’nde yapilan bir ¢calismada ise M. avium kompleks, M. abscessus ve
M. kansasii’'nin en sik gorllen tirler oldugu bulunmustur (7). Cevresel
kosullardaki (su ve toprak kaynaklar) baskin TDM tlrleri bolgesel
farkhliklarin temelini olusturmaktadir (7, 8).

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) bildirilen TDM goértlme sikhgi
yuz binde 1-1.8 arasinda degismektedir (5). Surveyans c¢alismalarinin kisitli
olmasina ragmen, TDM infeksiyonlarinin tanimlamasindaki gelismeler ve
incelenen Ornek sayisinin artmasi nedeniyle bu oranlarin her yil yukseldigi
dusunulmektedir. Kisiden kigiye bulas gorulmedigi icin ABD’de TDM’ler rapor
edilmemektedir (5, 26). Kanada'da pulmoner Orneklerden elde edilen
TDM'lerin sikliginda 1997 yilindan 2003 yilina kadar ortalama %8.4 artig
saptanmistir (27).

Cogunlukla hizli ireyen TDM’ler (M. abscessus, M. fortuitum ve M.
chelonae) ile birlikte M. avium kompleks (MAK) ve M. xenopi nozokomiyal

infeksiyonlara neden olur. Genellikle immuin yetmezligi olan insanlarda



TDM’ler onemli akciger hastaliklarina neden olurken, akciger disi
nozokomiyal TDM infeksiyonlari ginimuzde giderek artan sikhkta rapor
edilmektedir. Kardiyak cerrahide cesitli cerrahi prosedurlerin uygulanmasi,
enjeksiyonlar, plastik cerrahide kozmetik ylz cerrahisi girisimleri, “iposuction”
uygulamalar ve lazer esligindei korneanin yerinde sekillendiriimesi gibi
invaziv oftalmik cerrahi girisimlerin uygulanmasi sirasinda cilt ve yumusak
doku ile iligkili TDM infeksiyonlari sik goértlmektedir. Ayrica kontamine
bronkoskoplara bagli TDM infeksiyonlari da saptanmaktadir. M. gordonae
laboratuvarlarda kullanilan tamponlar ve su kaynaklarini kontamine ederek
kiltarlerde vyalanci pozitifliklere neden olmaktadir. Hastane infeksiyon
kontrollinde ¢alisan hekimler, bu yalanci infeksiyonlari taniyip, kisilerin toksik
ve pahali antibiyotikler ile uygunsuz tedavi almalarini 6nlemelidir (8). Hastane
kaynakli TDM infeksiyonlarini dnlemek icin fiber optik bronkoskoplarin
manuel veya otomatik cihazlar ile temizliginde gesme suyu kullanmaktan
kaciniimali ve alkolle son durulama mutlaka yapilmali, ameliyathanelerde
cesme suyu velveya g¢esme suyundan hazirlanmig buz kullaniimamali ve
aclk yaralar gcesme suyu ile yilkanmamali, hastalar balgam 6rnegi vermeden
once ¢gesme suyu icmemeli veya agizlarini gesme suyu ile ¢alkalamamalidir.
M. abscessus’un uremesini engelleyemedigi igin, lokal enjeksiyonlar oncesi

deri antiseptigi olarak benzalkoniyum klorid (zefiran) kullanilimamalidir (5).

2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesinin tek Uyesi olup, diger
mikolik asit iceren cinsler ile iligkisi vardir. Mikobakteri turlerinin yiksek G+C
icerikleri (Mycobacterium leprae harig), diger mikolik asit iceren Gordonia,
Tsukamurelle, Nocardia, Rhodococcus ve Corynebacterium turleri gibidir
(28).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lazer

Actinomycetales

Mycobacteriaceae Actinomycetaceae | Streptomycetaceae |

Mycobacterium | Strentomvces |

Nocardia Actinomyces

TDM | M. leprae

M. tuberculosis kompleks
M. tuberculosis
M. bovis
M. microti
M. africanum
M. canettii
M. pinnipedii

Sekil 1: Mikobakterilerin taksonomik agaci

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, 0.2-0.6 ym eninde ve 1-10
Mm boyunda, diz veya hafif kivrik basillerdir. Hucre duvarlar diger
bakterilere gore daha kalindir ve yuksek oranda lipid igerir. Hucre duvarinin
dis kisminda 60-90 karbonlu uzun ve dalli yag asitlerinden olusan ve
bakteriye hidrofobik 6zellik kazandiran mikolik asit denilen yapi bulunur.
Distan ice dogru, mikolik asit, arabinogalaktan ve peptidoglikandan olusan bu
saglam yapi bakteriyi zirh gibi sarar. Bu kalin hucre duvari, mikroskobik
inceleme amaciyla uygulanan birgok boyanin hiucre igine gegigini
engellemesi yaninda mikobakterileri gug¢lu asit ve bazlara, birgok toksik

kimyasallara, antibakteriyellere kargi korur (28).
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Sekil 2. Mikobakteri hiicre duvari

Gram yontemi ile kolayca boyanmamalarina ragmen mikobakteriler
genellikle gram pozitif kabul edilirler (28). Hucre duvarinin temel yapisi tipik
gram pozitif bakterilerin hicre duvarina benzer, temel yapi peptidoglikandir.
Ancak peptidoglikan tabaka arabinogalaktan-mikolik asit molekdillerine
kovalan olarak baglanmigtir ve bu tabakanin da Uzerinde serbest lipitler ve
polipeptitler bulunur. Hucre duvari %60 lipit, %15 polipeptit, %25
karbonhidrat igerir. Bu ozellikleri ile kendilerini hicre i¢i ve hicre disi
zararhlara karsi koruyan M. tuberculosis insanda kronik granilomatoz bir
hastalik olan tuberklloza neden olur (28).

Aside direngli boyanma 06zelliginden duvar yapisindaki mikolik asit
sorumludur. Hicre duvarinin yapisindaki mikolik asit karbol fuksini tutmakta
ve asit alkolde karbol fuksini birakmamaktadir. Bu nedenle asido rezistan
basil denilir (28). M. tuberculosis kompleks uUyeleri hicre duvarindaki
trehaloz-6-6-dimikolat (kord faktori) maddesi varligina bagli olarak sivi

besiyerinde uzun kordonlar olusturur. Kord faktérl, bakterinin virulansi ile



iligkilidir. Kultirden hazirlanan preparatlarda bakterinin demetler halinde bir
arada bulunmasindan sorumlu oldugu gibi, polimorf nlkleer I6kositleri
migrasyonunu Onleme ve granulom olugsumunu stimule etme gibi
fonksiyonlarinda da rol oynar. Sulfolipitler (trehaloz 2 sulfat), bakterinin hicre
icinde canli kalmasindan ve kord faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur.
Ist sok proteinlerinin (65Kda, 38Kda, 12Kda), koruyucu immdunite
gelismesinde ve komplikasyonlardan sorumlu oldugu dusinitlmektedir (29).
TDM’lerde ise kord faktorl bulunmaz (30).

2.4. Mikobakterilerin Siniflandiriimasi

Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbiriyle yakin
iligkili olan turler “kompleks” bashgi altinda gruplandirilir. "Mycobacterium
tuberculosis kompleks" (MTBC) igcinde; M. tuberculosis, Mycobacterium bovis
(M. bovis subs. bovis, M. bovis subs. caprae ve M. bovis subs. BCG),
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii ve
Mycobacterium pinnipedii bulunmaktadir. M. tuberculosis kompleks disinda
kalan tum mikobakteriler TDM olarak adlandiriimaktadir (31).

Mycobacterium cinsi igerisindeki turlerin klinik oneminin tarihsel
surecteki  degisimi, bu cins igindeki turlerin tanimlanmasi ve
siniflandinimasinda farkli arastirmacilar tarafindan degisik yo6ntemlerin
kullaniimasina neden olmustur. Mikobakteriler genel olarak hizli ve yavas
ureyenler olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Ernest Runyon, 1950’ lerin sonuna
dogru M. tuberculosis ve M. bovis digindaki mikobakterileri, Greme hizlarini,
pigment Uretimlerini ve koloni morfolojilerini temel alarak, fotokromojenler,
skotokromojenler, nonfotokromojenler ve hizli Ureyenler olarak dort grupta
siniflandirmigtir =~ (32).  Bu  siniflandirma  uzun  yillar  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullaniimistir. Ancak daha sonralari tibbi
Onem kazanan bazi tdrlerin Runyon siniflamasina gore tanimlanmasinda
bazi glgliklerle karsilagilmistir. Ornegin klinik énemi son yillarda ortaya

¢ctkan M. kansasii, genellikle fotokromojenik olmakla birlikte, bazi suslarinin

10



pigment olusturmamasi ve hatta skotokromojenik olmasi, Runyon
sinifamasina gbére hangi grupta yer alacagi konusunda tartisma
yaratmaktadir. Runyon’un siniflamasinin ginimuazde klinik énemi olan tim
mikobakterilerin siniflandiriimasindaki bu kisitlamalarina ragmen, halen klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlari, TDM turlerinin  6n tanimlanmasinda bu

siniflamadan yararlanmaktadir.

Tablo 1. Tuberkuloz Digi Mikobakterilerin Runyon siniflamasi

Pigment Uretme

Grup Ureme | Isikta | Karanlkta | Ornek Tiirler
Hizi

I-Fotokromojenler Mycobacterium kansasii,
Yavas | ++ - Mycobacterium marinum,

Mycobacterium simiae

- Mycobacterium scrofulaceum
Skotokromojenler | Yavas | ++ + Mycobacterium szulgai

Mycobacterium gordonae

IlI-Fotokromojen Mycobacteriummalmoense,
olmayanlar Yavas | -- - Mycobacterium xenopi,

Mycobacterium avium kompleks

Mycobacterium fortuitum,
IV-Hizli Ureyenler | Hizli -- - Mycobacterium chelonae,

Mycobacterium abscessus

GUunumuzde TDM siniflandirmasi ise mikobakterilerin  dncelikle
infeksiyon olusturduklari organ bazinda yapilmaktadir. TDM’ler en sik
pulmoner hastaliklara neden olurlar. Ancak dissemine hastalik, lenfadenit ve
kemik-deri/yumusak doku infeksiyonlari da olusturabilirler. M. avium ve M.
intracellulare olan ki tara barindiran MAK, akciger kaynakli TDM

infeksiyonlarindan en sik izole edilen turdur. Avrupa’da ve Kanada'’da M.
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xenopi, dzellikle iskandinav llkeleri ve ingiltere’de M. malmoense, ABD,
Guney Afrika ve kdmur madeni bolgelerinde M. kansasiinin prevalansi daha
yuksektir (5, 25).

Yaklasik 30 yil 6nce M. scrofulaceum pek ¢ok cografyada en sik izole
edilen lenfadenit etkeni iken, gunumuzde en sik lenfadenit etkeni MAK'dir (5,
33). MAK’1 izleyen diger etken tarler ise M. malmoense ve M.
haemophilum’dur.

Akvaryum ve balik¢ilikla ugrasanlarda kutan6z infeksiyonlarin etkeni
M. marinumdur (34). Avustralya, tropikler, Afrika ve Glneydogu Asya’da
gOrilen tuberklloz ve lepradan sonra en yaygin infeksiyon, Buruli Glserinin
etkeni M. ulcerans’tir. Immun sistemi baskilanmis hastalarda ve organ
transplantasyonu sonrasi M. haemophilum agrisiz yumusak doku
abselerinden sorumludur. M. fortuitum, M. chelonae ve M. abscessus gibi
hizli Greyen TDM'ler travma veya cerrahi sonrasi infeksiyonlar olustururlar.
Kemik-eklem tutulumundan ise M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae ve
M. kansasii sorumlu bulunmustur (31).

Dissemine TDM infeksiyonlari 6zellikle AIDS’li hastalarda hayati tehdit
eder. M. avium ve M. kansasii ¢gogunluk olsa da M. scrofulaceum, M.
gordonae, M. haemophilum, M. celatum, M. conspicuum, M. xenopi, M.
fortuitum, M. marinum, M. malmoense ve M. simiae AIDS’li hastalarda izole
edilen diger turlerdir (25, 31) .

2.5. Tliberkiilozun Mikrobiyolojik Tanisi

Tlberkuloz tanisi klinik, histopatolojik, immunolojik ve mikrobiyolojik
olarak konulmaktadir. Tuberkulozun kesin tanisi ise klinik 6rneklerde
tuberkuloz basilinin mikrobiyolojik olarak gosterilmesi ile konur. Mikroskobik
inceleme, kultur ve molekuler testler mikrobiyolojik tanida kullanilan
yontemlerdir (35). Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin tani ve tedaviye katkisi
mikobakterinin saptanmasi ve identifikasyonu, tir tayini ve Uretilen basilin ilag

duyarlihginin saptanmasiyla olur. Bu slreg, incelenmesi istenen Klinik
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ornegin hastadan uygun sekilde elde edilip, laboratuvarda homojenize ve
dekontamine edildikten sonra mikroskobik incelemesinin yapiimasi,
KaltarGndn yapilarak tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testlerinin
yapiimasi ile sonuglanir. Hastalik Kontrol ve Onlem Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) tuberkilozun etkin tedavisi ve
kontrolu icin mikroskobik incelemenin ornek laboratuvara ulastiktan sonra 24
saat icinde, identifikasyonunun 21 glin iginde ve antibiyotik duyarlilik
testlerinin 28 gun iginde rapor edilmesini 6nermektedir (36). Bu sureler
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda hizli ve guvenilir ydontemlerin kullanimini

zorunlu kilmaktadir.

2.6. Tiiberkiiloz Digi Mikobakteri infeksiyonlarinda Tani

Kriterleri

Tuberkuloz digi mikobakterilerin neden oldugu akciger hastaliklarinin
tanisi icin 2007 yilinda Amerikan Toraks Dernegdi (ATS) tarafindan klinik ve

mikrobiyolojik kriterler belirlenmistir (5).

Klinik kriterler:

1. Pulmoner semptomlar, akciger grafisinde nodiler veya kaviter
opasiteler olmasi, yuksek ¢ozunurlikla bilgisayarli tomografi (High
resolution computed tomography - HRCT) incelemesinde birden
cok kuguk noduller ile multifokal bronsektazi alanlarinin izlenmesi.

2. Diger klinik tanilarin diglanmasi.

Mikrobiyolojik kriterler:

1. En az iki ayn balgam kultirinde TDM dremesi, (eger sonug
negatifse yeni balgam 6rnegdinde ARB baki ve kiltirin yapiimasi
disunulmelidir) veya

2. En az bir bronkoalveoler lavaj (BAL) veya brons yikama 6rneginde

kulturde TDM Uremesi veya
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3. Transbrongiyal veya diger akciger biyopsilerinde mikobakteriyel
histopatolojik 6zelliklerin (grantlomatéz inflamasyon ve ARB)
bulunmasi ve kultirde TDM Uremesi veya biyopsi materyallerinde
mikobakteriyel histopatolojik ozelliklerin bulunmasi ve bir veya
daha fazla balgam veya BAL o6rneginden yapilan kiltirde TDM
uremesi.

4. Cevresel kontaminasyona bagh veya nadir rastlanan TDM’lerin
uremesi saptandiginda uzman goérusu istenilmelidir.

5. TDM'’ye bagli akciger hastaligi oldugundan suphe edilen ancak tani
kriterlerine uymayan hastalar tani kesin olarak konulana veya
tamamen diglanana kadar takip edilmelidir.

6. TDM’ye bagh akciger hastaligi tanisi konulmasi her zaman
tedaviye baglanmasini gerektirmez. Her hastaya sagladigi fayda ve
potansiyel risklere gore tedavi karari verilir.

Klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterlerin her biri, TDM’ye bagh
akciger hastaligi tanisi konulmasinda esit derecede 6nemlidir ve taninin
konulmasi igin timunin uyumlu olmasi gerekir. Bu kriterler en ¢ok M. avium
kompleks (MAK), M. kansasii ve M. abscessus’ un neden oldugu akciger

hastaliklarina uymaktadir (5).

2.7. Tiiberkiiloz Disi Mikobakteri infeksiyonlarinin Laboratuvar
Tanisi (21)

Mikobakterilerin  mikrobiyolojik tanisinin  tam ve dogru olarak
yapilabilmesi i¢in klinik ornek uygun yerden, dogru zamanda ve yeterli
miktarda alinmali, uygun laboratuvar kosullarinda islenmelidir (37). Hasta
ornegi alinirken cevresel kontaminasyondan (6zellikle sebeke suyu ile
kontaminasyondan) kaginiimahdir. Ornekler formol gibi fiksatif igermeyen,
sizdirmaz, tek kullanimlik steril, hasta bilgileri ile etiketlenmis kaplarda
laboratuvara tasinmali ve rutin olarak sinif |l biyogluvenlik kabinlerinde

calisiimalidir. Taslyici besiyeri ve koruyucular genellikle 6neriimez.
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Laboratuvara ulastirma bir saatten fazla sire alacaksa, 6rneklerin 4°C’de
bulundurulmasi tercih edilir. Tani i¢in ayaktan farkli glnlerde birden fazla
solunum yolu 6rnegdinin toplanmasi gerekli olabilir. Sogukta bekletiimeyen
orneklerde, toplandiktan birkag gun sonra bile mikobakteriler Ureyebilir.
Makrolid ve kinolon gibi antibiyotiklerin kullanimi hasta 6rneginden TDM
uremesini engelleyebildiginden, mumkunse tani koyucu iglemleri sUresince
antibiyotik kullanimi sinirlandiriimahdir.

Pulmoner orneklerde farkh gunlerde sabahin erken saatlerinde Ug
ornek alinmasi tercih edilir. Balgam c¢ikaramayan hastalarda balgam
indiiklenebilir. indiiklenmis balgam TB tanisinda etkili bir ydntemdir; ancak
TDM’lerin  etken oldugu akciger hastaiginin tanisinda balgam
indUksiyonunun etkinligini gosteren benzer veriler yoktur.

Kan 6rnekleri pihtili veya EDTA’l ise kabul edilmez. Kan 6rnegdinin kati
besiyerine dogrudan ekimi 6neriimeyip hemen igslem gdérmeyecekse oda
isisinda tutulmalidir. BACTEC MYCO/F LITIC (Becton Dickenson, ABD) ve
MB/BacT ALERT (bioMerieux, Fransa) gibi surekli olarak izlenen sistemlerin,
izolator sistem ve BACTEC 13A besiyerinden daha hizli ve onlar kadar
hassas oldugu gosterilmistir. Hizli Ureyen Mikobakteriler (HUM) icin 6zel

sistemler gerekli degildir, cogu rutin kan kultur sistemlerinde iyi Urerler.

2.7.1. Orneklerin iglenmesi

Kontamine bodlgelerden alinan érnekler flora Gyesi mikroorganizmalari
icerdiginden ornekte az sayida bulunabilen mikobakteri GUremelerini engeller
veya gizler. Bu nedenle kontaminasyonu veya bakteri ve mantarlarla asiri
uremeyi en aza indirmek igin, steril olmayan vucut bdlgelerinden toplanan
orneklere homojenizasyon ve dekontaminasyon islemleri uygulanmalidir.
TDM'ler o&zellikle HUM dekontaminasyona c¢ok hassastir, bu islemler
potansiyel olarak mevcut mikobakterileri elimine edecek kadar agir
olmamalidir. Mikobakteri Orneklerinin dekontaminasyonunda kullanilan

NaOH, bu bakterilere toksik etki yapar. Ayrica TDM suUpheli érneklere oksalik
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asit dekontaminasyon yontemi uygulanmasi, TDM’lerin kualturde uretilme
sansini azaltmaktadir (5). Normal olarak steril olan bdlgelerden alinan doku
veya sivi orneklerine dekontaminasyon gerekli degildir.

En yaygin kullanilan homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi,
NALC-NaOH yontemidir. Ayrica zefiran (benzalkonyum klorid) -trisodyum
fosfat yontemi, CPC yontemi, sulfurik asit yontemi gibi farkh yéntemlerden de
yararlanilabilir. NALC-NaOH yénteminde; NALC mukolitik, NaOH
dekontaminan ve sodyum sitrat klinik ornekte bulunabilecek agir metal
iyonlarint  baglayarak NALC’in inaktive olmasini 6nlemek amaciyla
kullaniimaktadir. Ornegin hacmine esit miktarda NALC-NaOH eklenip vorteks
ile iyice karismasi saglandiktan sonra 15 dakika beklenmektedir. Bu slre
sonunda fosfat tamponu ile noétralizasyon saglanmaktadir. Konsantre etmek
amaciyla uygulanan santriflj sonrasi elde edilen ¢okeltiden preparatlar
hazirlanmakta ve uygun besiyerlerine ekimleri yapilmaktadir (38). Kistik
fibrozis ya da bronsektazili hastalarin, aerop gram negatif basiller, 6zellikle
Pseudomonas aeruginosa ile kontamine érneklerinde NALC-NaOH ve %5’lik

oksalik asit yontemi beraber kullaniimaktadir.

2.7.2. Mikroskobik inceleme

En kolay, en ucuz ve en sik kullanilan yéntemdir. Yaymada aside
direncli bakteri (ARB) saptanmasi, klinik 6rnekte mikobakteri varhgini
gOsteren ilk bakteriyolojik kanittir. Mikroskobik incelemede, ARB goriuimesi
icin 6érnekte 5.000-10.000 basil/mL bulunmasi gereklidir. Ginimuzde halen
balgam ve diger klinik orneklerden yayma ile ARB aranmasi ve bunun kultur
ile dogrulanmasi mikobakteri infeksiyonlarinin tanisinda altin standarttir.
Mikobakteriler igin baslica iki boyama teknigi gelistiriimigstir (39).
1. Karbolfuksin boyama:

-Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)

-Kinyoun

2. Florokrom boyama:
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-Auramine O

-Auramine-Rhodamine
Bu iki boyama yontemi ile hazirlanan yaymalarin raporlanmasinda farkh
degerlendirme ve kriterler kullaniimaktadir. En yaygin olarak, CDC kriterleri
kullaniimaktadir (Tablo 2) (39).

Tablo 2. Karbol fuksin ve florokrom yontemiyle boyanmig preparatlarin

degerlendirilmesi ve sonuglarin bildirilmesi

Aside Direngli Basil Sayisi / Mikroskop alani
Sonug¢ Karbol-Fuksin Florokrom Florokrom
Boyama (1000x) | Boyama (250x) | Boyama (450x)
Aside Direngli Bakteri | Negatif Negatif Negatif
Goriilmedi
Supheli (Yeni ornek ile | 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/ 70 alan
tekrar edilmeli)
+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
++ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
+++ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/ 1 alan
++++ >9/1 alan >90/1 alan >36/ 1 alan

TDM tanisinda Florokrom, Ziehl-Neelsen ve Kinyoun boyama
tekniklerinin Ugu de uygulanmaktadir, ancak florokrom boyama kisa slrede
daha fazla alan inceledigi icin daha duyarlidir. TDM’ler 6zellikle HUM, renk
giderme islemine daha hassas olabilir, dolayisiyla florokrom boya ile
boyanmayabilir. Bu nedenle HUM den stiphelenilirse, daha zayif renk giderici
islem uygulamak ve karbol fuksin boyama ile yaymayi boyamak faydalidir.
Mikroskobik incelemenin negatif sonug vermesi 6rnekte TDM (6zellikle HUM)
olmadigi anlamina gelmez.

Mikroskobik incelemenin yari kantitatif olarak degerlendirilmesi 6nerilir.

Degerlendirme +1’den +4’e kadar derecelendirilir ve 6rnekteki bakteri yuku
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belirlenmis olur (39). Cevresel kontaminasyon varsa genellikle az miktarda
bakteri gorllir ve yaymanin pozitif bulunma olasiligi disuktir. Yaymanin

pozitif bulunmasi ise érnekte ylksek miktarda mikobakteri oldugunu goésterir.

2.7.3. Kultiir yontemleri

Tuberklloz disi mikobakterilerin tanisinda basilin kultirde Uretilmesi
onem tasir. Kultur yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen, tur duzeyinde
tanimlama iglemleri icin gerekli suslarin elde edilebilmesine, bakterilerin
canliliklarinin dogrudan gosterilebilmesine, ilag duyarlilik testlerinin yapilarak
hastalarin dogru tedavi edilebilmesine, cogaltilan suslarin daha sonraki
arastirmacilar igin saklanabilmesine ve epidemiyolojik verilerin elde
edilebilmesine imkan saglamalari agisindan mikobakterilerin tanisinda halen
altin standart olmaya devam etmektedir. Aside direncli basillerin kilturde
uretilebilmesi igin 6rnegin her ml’'sinde 10-100 canli basil olmasi yeterlidir
(40).

Ureme sansini artirmak icin hem sivi hem de kati besiyerinin birlikte
kullanimi 6nerilmektedir. Sivi besiyerinin tek basina kullanimi kontaminant
bakterilerin asiri UGremelerinden dolayr uygun degildir. Sivi besiyerindeki
kulturler kati besiyerine gore daha yuksek oranda Ureme ve daha hizli sonug
sadlarlar. Kati besiyerinin sivi besiyeri Uzerine avantajlari ise koloni
morfolojisinin ve Ureme hizinin gézlenmesi, birden fazla mikobakteri turu ile
olusan infeksiyonlarin fark edilmesi ve sivi besiyeri kulturleri kontamine

oldugu zaman yedek olarak kullaniimasi olarak siralanabilir (37).

2.7.3.1. Sivi Besiyeri

En yaygin kullanilan sivi besiyerleri sistemlerinden biri nonradyometrik
mikobakteri Greme indikator tipu (MGIT) (Becton Dickinson, Sparks,MD)’dir,
floresanli modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri icerir. Mikobakteri tredikce
ve mevcut oksijeni tlkettikge, indikator ultraviyole isigina maruz kaldigi

zaman floresan verir. Sivi besiyerlerinde TDM’ler igin ortalama tayin zamani
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< 7 gundur. Yayma negatif ornekler ve tedavi edilmig hastalardan alinan

ornekler icin de Ureme suresi kisadir (21, 37).

2.7.3.2. Kati besiyeri

Yumurta bazli ve agar bazli olmak Uzere iki bolimde incelemek
mumkundur. Yumurta bazl besiyerleri arasinda bugun en yaygin kullanilani
Léwenstein-Jensen (LJ) besiyeridir. Ancak Petragnani ve American Trudeau
Society gibi besiyerleri de farkl durumlarda tercih edilebilen yumurta bazli
besiyerlerindendir. Ozellikle primer izolasyonda LJ besiyerinin tercih ediime
nedenleri arasinda, tipik koloni morfolojisi olusturmalari ve ekonomik olmalari
sayllabilir (38).

Yumurta bazl besiyerlerinin opak goérinumld olmasina karsin, agar
temelli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 gun
sonra mikroskop altinda incelenirse, olugan kolonileri gormek mumkunddar.
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en cok tercih edilen agar bazl
besiyerleridir (38). Agar bazli besiyeri duyarlilik testi icin de kullanilabilir. M.
haemophilum, M. genavense, M. avium subsp. paratuberculosis ve M.
ulcerans kulturde Uremeleri igin besiyerine 6zel ilaveler gerektiren zor Ureyen
mikobakteri turleridir. M. haemophilum ferr6z amonyum sitrat, hemin veya
hemoglobin gibi demir igceren bilesikler besiyerine eklendigi zaman urer. M.
haemophilum siklikla deri, yumusak doku infeksiyonlarina neden oldugundan
uremesi icin deri lezyonlarindan, eklemlerden veya kemiklerden alinan
orneklerin uygun ortamlarda kultirandn yapilmasi gereklidir. M. genavense,
M avium subsp. paratuberculosis i¢in mikobaktin J gereklidir ve M. ulcerans

yumurta sarisi ilavesi ile Uretilebilir (37).

2.7.3.3. TDM Kiiltiirlerinin inkiibasyonu
Cogu TDM Kkdlttra icin optimal inkiibasyon isisi 28-37 °C’dir. Klinik
olarak anlamli, yavas Ureyen mikobakterilerin ¢cogu birincil izolasyonda 35-

37°C’de iyi urerler. Bu yiuzden mikobakterileri Uretebilme sansini arttirmak
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icin iki ayri besiyeri setine ekim yapilmal biri 28°C - 30°C digeri de 35°C -
37°C arasinda inkiibasyona tabi tutulmaldir. M. haemophilum 28-30°C
arasindaki isida Uremeyi tercih ederken, M. ulcerans 25-33 ‘C’de yavas Urer.
M. chelonae’nin bazi suglari ise 28-33°C arasinda isiya ihtiya¢ duyarlar. HUM
ve M. marinum kalttrleri 28-30 °C’de inkube edilmelidir (21).

TDM tulrlerinin gcogu pasaj yapilan kulturlerde 2-3 hafta igcinde Grer. M.
ulcerans veya M. genavense’l tayin etmek igin en az 8-12 hafta sureyle
inkiibe etmek gerekir. HUM genellikle pasaj kiltirinin ilk yedi giini iginde
uremektedir. Sivi bazli sistemlerde daha erken Ureme gorulebilmektedir.
Mikobakterilerin Greme zamani TDM’lerin ayriminda 6nemli oldugu igin

mutlaka kaydedilmelidir (5).

2.8. Tiiberkiiloz Disi Mikobakterilerin identifikasyonu

Antimikrobiyal duyarliliktaki farkhliklardan dolayr tir dizeyinde
identifikasyon giderek 6nem kazanmaktadir (5). Her mikobakteriyoloji
laboratuvarinin tim suslari tanimlayabilecek diuzeyde olmasi gerekli degildir.
Ancak tuberkuloz basillerinin etken olma sikligi ve infektivitesi géz onune
alindiginda, en azindan M. tuberculosis kompleksin TDM’lerden ayiriminda
kullanilan anahtar testlerin uygulanmasi gerektigi distntlmektedir (41). TDM
infeksiyonlarina 6zgl klinik bulgular olmadigi icin, kesin tani mikrobiyolojik
inceleme ile konmaktadir. Bu mikroorganizmalar tanimlanirken hem fenotipik,
hem de genotipik Ozelliklerden vyararlanilmaktadir. Mikobakterilerin
tanimlanmasinda 1980’li yillara kadar fenotipik 6zellikli testler yaygin olarak
kullanirken, gunumuze kadar olan surecte molekuler yontemlerdeki

ilerlemenin etkisiyle genotipik ¢aligmalar yogunluk kazanmistir (42).

2.8.1 Fenotipik Testler
Mikobakteri  tlrlerinin  tanimlanmasinda fenotipik  karakterlerin
belirlenmesi i¢in koloni morfolojisi, boyanma 06zellikleri ve biyokimyasal

reaksiyonlar kullanilir (21). Mikobakteri tlrlerini 6nce Runyon’ un onerdigi
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sekilde gruplandirmak, sonra her grupta sik rastlanan tarlerle o cografik
bolgedeki mikobakteri turlerinin dagiliminin bilinmesi ve dusunulen turlerde
en ¢ok pozitif sonucu veren biyokimyasal deneyleri se¢gmek kabul edilmis
esastir (42). Tuberklloz digi mikobakteriler oncelikle Greme sureleri, Ureme
isilari, koloni gorunumleri ve pigment olusturma Ozelliklerine gore
gruplandirilir. Bu gruplama sonunda tanimlanacak olan mikobakteriler igin
¢ok sayida biyokimyasal testler uygulanmaktadir. Bunlar arasinda;
arilstlfataz, katalaz, niasin akimdulasyonu, pirazinamidaz ve ureaz Uretimi,
sodyum klorur tolerensi, tiofen-2 karboksilik asit hidrazid ile Gremenin inhibe

edilmesi, nitrat ve tellurit reduksiyonu, tween 80 hidrolizi sayilabilir.

2.8.1.1. Ureme Hizi ve Pigment Uretimi

Tar tayininde bakteri dretildikten sonra ilk olarak Ureme hizi ve
pigmentasyonuna gore ayrim yapilir. Pasaj ile elde edilen kulttrde ilk yedi
gunde veya daha kisa surede koloni olusturan TDM suslar ‘hizli dreyen
mikobakteri (HUMY) olarak adlandirilirken kiltiirde koloni olusturmak igin yedi
gunden daha uzun sure gerektiren TDM suglari ‘yavas ureyen mikobakteri’
olarak tanimlanir.

Geleneksel olarak TDM ayni zamanda pigment Uretimine goére Ug¢
gruba (skotokromojen, fotokromojen ve nonkromojen) ayrilir. Bu Ureme
Ozellikleri modern mikobakteri laboratuvarlarinda nadiren uygulanir, fakat
pigment olusturma ve duz koloni morfolojisine sahip olan TDMleri,
pigmentsiz ve kaba koloni olusturan MTBC suslarindan hizla ayrimini saglar
(22).

2.8.1.2. Sik Uygulanan Anahtar Biyokimyasal Testler

Katalaz testi: Mikobakterilerde katalaz aktivitesini saptamak igin biri
semikantitatif test ve digeri 1siya stabil katalaz testi olmak Uzere iki test
kullanilir.  Semikantitatif test mikobakterileri, hava kabarciklarinin

yuksekliginin <45mm veya >45mm olmasina gore degerlendirilerek dusuk ve
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yuksek katalaz reaksiyonu olusturanlar olmak uzere iki gruba ayirir. Isiya
stabil katalaz testinde, katalaz enziminin 68°C de 20 dakika isitildiginda
inaktive olup olmadigr arastirilir.  Enzimin 1s1 ile inaktivasyonu bazi
mikobakteri turlerinin ayirt edilmesinde tani yontemi olarak kullaniimaktadir.
Mikobakteri turlerinin identifikasyonunda kullanilan hidrojen peroksit, diger
bakterilerde bulunan enzimin arastiriimasinda kullanilan ayiragtan farklidir.
Hidrofobik ve kimeli olan mikobakterilerin dagiimasini ve enzimin kolayca
agiga cikmasini saglamak icin testte %30 H,O, ile gugllu bir deterjan olan
%10 Tween-80’nin karigimi kullanilir (29).

Niasin testi: Bu testin temeli, M. tuberculosis ile M. simiae ve M.
chelonae suslarinin nikotinik asiti diger mikobakterilere gbére daha az
metabolize etmeleri sonucu, besiyerine niasin salmalari ve bu niasinin gesitli

kimyasallarla saptanmasi esasina dayanmaktadir (29).

Tiofen-2 karboksilik asit hidrazid (T2H) testi: T2H ile UGremenin
inhibe edilmesi, niasin pozitif Mycobacterium bovis’i, M. tuberculosis ve diger
non kromojenik yavas ureyen mikobakterilerden ayirmak amaciyla kullanilir.
M. tuberculosis ve yavas Ureyen mikobakterilerin ¢ogu iginde T2H bulunan

Middlebrook besiyerinde Urerken, M. bovis bu besiyerinde Ureyemez (29).

Pirazinamidaz testi: Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA)
pirazinoik asit ve amonyaga hidrolize eder ve ortaya ¢ikan pirazinoik asit,
besiyerine ferrdz amonyum sulfat eklenmesi ile saptanabilir. Bu test ile M.
tuberculosis, M. avium-intracellulare ve M. marinum pozitif sonug verirken, M.

bovis ile M. kansasii negatif sonu¢ vermektedir (29).

MacConkey agarda lireme testi: M. fortuitum ile M. chelonae’nin
diger mikobakterilerden ayrilmasini saglar. Sadece bu iki mikobakteri turl

MacConkey agarda Ureme gosterirler (29).
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Ureaz testi: Bir susun lreyi amonyak ve CO, e cevirebilme 6zelligi
skotokromojen ve kromojen olmayanlarin tanimlanmasinda faydalidir.
Mycobacterium scrofulaceum Ureaz pozitifken M. avium ve M. intracellulare
Ureaz negatiftir. Ureaz testi 6zellikle pigment yapan M. avium suslarinin

tanimlanmasinda yardimcidir (29).

Tween 80 hidroliz testi: Bazi mikobakteriyel turler tarafindan dretilen
lipazlar “polyoxyethylene sorbitan monooleate” (Tween 80) deterjani hidrolize
ederek oleik asit ve “polyoxyet-hylene sorbitol” agiga ¢ikar. pH’si1 7 olan test
besiyeri icindeki nétral kirmizisi Tween 80 tarafindan baglanir ve nétral pH'da
kehribar rengindedir. Eger Tween 80 hidrolize edilirse nétral kirmizisi artik
bagli degildir ve pH 7’de kirmizi renge doner. Tween 80 hidroliz testi yavas

ureyen TDM turleri arasinda ayrim icin kullanihr (29).

Nitrat rediiksiyon testi: Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi Ureterek
nitratlari nitritlere indirgeyebilirler. Nitrat reduksiyonu testi; koloni morfolojisi,
ureme hizi ve pigment Uretme 6zellikleri birbirine benzer olan mikobakterileri
ayirt etmede degerlidir. Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai,
bazi saprofit nonkromojenler, M. smegmatis ve M. fortuitum grubu nitrat
reduktaz pozitiftir (29).

Sodyum klorir tolerans testi: %5’lik NaCl iceren LJ besiyerinde
ureyebilme yetenegi, 28°C’de inklbe edildikleri zaman, yavas Ureyenlerden
sadece Mycobacterium trivale, M. flavescens’in bazi sugslari, M. abscessus
ve M. fortuitum igin ortak ozelliktir (29).

Suglarin MTBC ve TDM olarak ayriminda sinirli bir identifikasyon
saglayan bazi kimyasal maddeler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda; p-
nitrobenzoat, hidroksilamin hidrokloriir, azaguanin, nitroksolin ve NAP (p-

nitro-a-acetylamino-p-hydroxypropiophenone)  sayilabilir. MGIT 960
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sisteminde p-NBA (paranitrobenzoik asit) kullanilarak MTBC ve TDM ayrimi
yapilabilmektedir (21).

Biyokimyasal testler ancak belli mikobakteri turlerinin ayirt edilmesini
saglayabilmektedir. Kesin tanimlama igin bu testlerin birkacinin bir arada
uygulanmasi gerekmektedir. Son yillardaki c¢alismalar, sadece geleneksel
biyokimyasal analizlerin rutinde kullaniminin zaman alici olmasi nedeniyle
tanida 6nemli gecikmelere yol actigini gostermektedir (42). Geleneksel
testlerin tek basina kullanimi ile yeni tanimlanan TDM fin birgogunun
identifikasyonu yapilamamaktadir. Bu nedenle HPLC ve molekuler yontemleri

iceren yeni yontemler tanida kullaniimaktadir (42).

2.8.2. HPLC (High Performance Liquid Chromotography)

HPLC yavas ureyen TDM’lerin bircogunu hizli ve guvenilir olarak
tanimlayabilen bir yontemdir. Mikobakterilerin hicre duvarindan elde edilen
mikolik asitlerin kromotografik olarak degerlendiriimesine dayanir (42). Ancak
M. chelonae-M. abscessus grubu uyelerini birbirinden ayirt edemeyebilir. Bu
grubun Uyeleri igin nukleik asit ¢ogaltma yontemleri veya DNA dizi analizi
yontemi kullaniimalidir. HPLC sivi besiyerinde ureyen kultirlerde dogrudan
uygulanabilir. Ayni zamanda ARB olumlu hasta Orneklerinden MAK
tanimlanmasi i¢in de dogrudan kullanilabilir. Ancak yeni turlerin ayriminda
HPLC yontemi yeterli degildir. M. simiae kompleks icindeki turlerin ayriminda
ve M. fortuitum ile M. smegmatis grubu igindeki bazi turlerin ayriminda zorluk
olabilir.

HPLC igin baslangigta gerekli donanim maliyetlerinin ylksek (yaklagik
olarak 50.000 dolar) olmasi ve otomatize olmayan bu sistemlerin kullaniminin
blylk deneyim gerektirmesine Kkarsin, ticari molekuler sistemler ile
kargilastirildiginda test basina malzeme maliyeti ekonomiktir (42). Ancak
mikolik asit analizleri molekuler yaklasimlarin duyarliik ve o6zgullugunu

saglayamaz. Bu nedenle yeni molekller yontemlerin yayginlagsmasi ile
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TDM'lerin  tanimlanmasinda HPLC kullaniminin  giderek azalacagi

dusunulmektedir.

2.8.3. Molekuler Yontemler

2.8.3.1. Ticari Molekiuler Problar

Bazi TDM tdrlerinin tanimlanmasinda 16S rRNA’'y1 hedef alan
akridiyum ester isaretli DNA problar yaygin olarak kullaniimaktadir (42). MAK
(veya M. avium ve M. intracellulare igin ayri), M. kansasii, M. gordonae ve M.
tuberculosis kompleks igin ticari olarak problar vardir (AccuProbe; Gen-Probe
Inc, San Diego). Problar kati veya sivi besiyerinde bulunan kdkenlere
uygulanabilir. Test suresi yaklagik olarak iki saattir. Uygulanmasi kolay ve
pahali cihaz gerektirmeyen bir yontemdir. Prob hibridizasyon ydnteminin
duyarhihgr %85-100, 6zgulligu ise %100 olarak bildiriimektedir. Bu yontemin
en onemli eksikligi az sayida TDM turanu tanimlayabilmesidir. Ayrica M.
tuberculosis ile M. celatum arasinda capraz tepkime olabilecegi dikkate

alinmalidir.

2.8.3.2. Line Prob Teknolojisi (Bant Testleri)

Line prob teknolojisi biotin ile igaretli primerlerin kullanildigi polimeraz
zincir tepkimesi (PZT) ve isaretli amplikonlarin bir membran bant Gzerinde
paralel hatlar olarak tespit edilmis tamamlayici problar Uzerine revers
hibridizasyonu temeline dayalidir. Inno LIPA Mycobacteria v2 (Innogenetics,
Belgika) ve GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience, Almanya) olmak
uzere iki farkl ticari sistem vardir (42).

Inno LIPA ydntemi 16S-23S rRNA “internal transcribed spacer”
bdlgesini hedef alir. Tek bir bant test ile en sik rastlanan 17 mikobakteri tlru
(M. tuberculosis kompleks, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
kansasii, M. xenopi, M. chelonae, M. gordonae, M. fortuitum kompleks, M.

malmoense, M. genavense, M. simiae, M. smegmatis, M. haemophilum, M.
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marinum/M. ulcerans ve M. celatum) tanimlanabilmektedir. Testin duyarlihgi
%100, 6zgulligu %94 olarak bildirilmistir.

GenoType Mycobacterium yonteminde 23S rRNA’yi hedef alan
multipleks PZT ve ardindan line prob teknolojisinin kullanildigi revers
hibridizasyon islemi uygulanmaktadir. Bu yontem icin gelistiriimis U¢ ayri kit
vardir: M. tuberculosis kompleks tyelerinin birbirinden ayirt eden GenoType
MTBC kiti, sik rastlanan mikobakterileri ayirt eden GenoType Mycobacterium
CM Kkiti ve az rastlanan mikobakterileri tanimlayan GenoType Mycobacterium
AS kiti. CM ve AS Kkitleri birlikte kullanildiginda, M. avium, M. chelonae, M.
abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum, M. ulcerans, M.
peregrinum, M. xenopi, M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum,
M. smegmatis, M. genovense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M.
szulgai, M. phlei, M. haemophilum, M. gastri, M. asiaticum ve M. shimoidei
gibi turleri de iceren 30’a yakin TDM tanimlanabilmektedir. Testin
uygulanmasi ve yorumlanmasi kolaydir. DNA dizi analizi ile
karsilagtinldiginda CM kitinin duyarhligi %97, 6zgullugu %92, AS kitinin
duyarhligi ve 6zgullugu %99 olarak bildiriimigstir (42).

2.8.3.3. PRA (Polimeraz zincir tepkimesi ve kesim enzim analizi)

Mikobakterilerin kisa surede tiplendiriimesi amaciyla gelistirilen PRA
yontemi, en sik hsp65, rpoB, 16S rDNA gen bdlgelerinin, restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi temeline dayanmaktadir (42). Elde edilen restriksiyon
parcalari poliakrilamid jelde yurutulerek ayristiriimaktadir. Poliakrilamid jel
elektroforezi sonrasinda gorulen bantin molekdl agirliginin tam olarak
anlagilabilmesi icin molekil agirlik standarti ile karsilastiriimasi gereklidir. iki
restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda, 80’e yakin mikobakteri turinun
herbiri kendine 6zgu bantlar olusturdugundan, olusan bantlarin molekul
agirhginin - belirlenmesi  mikobakterilerin identifikasyonunu saglamaktadir.

Test hem kati, hem de sivi kiltir sistemlerinde caligilabilir. Canh bakteri
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gerekli degildir. Bir¢cok turt tanimlayabilmesi, pahali donanim gerektirmemesi

testin olumlu yanlandir.

2.8.3.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi mikobakterilerin tanimlanmasinda altin standart olarak
kabul edilmektedir (42). Bu ydntemde oOnce hedef gen bdlgesi PZT ile
cogaltiir ve ardindan otomatik dizileme cihazi kullanilarak amplikonlarin
nakleotid dizileri belirlenir. Elde edilen dizi 16S rDNA tarafindan kodlanan ve
hem korunmus, hem de oldukga degisken (hipervariabl) bolgeler iceren 16S
rRNA genine ait bir dizidir. Mikobakterilerin tanimlanmasi igin A ve B bolgeleri
olarak bilinen iki degisken dizinin degerlendirilir. A bdlgesinin dizi analizi
genellikle TDM tdrlerinin ¢ogu igin yeterli olmaktadir. Ancak bazen B
bdlgesinin de analizi gerekebilir. Ozellikle tek basina A bélgesinin analizi ile
birbirinden ayirt edilemeyen turler olan M. kansasii/M. gastri, M. ulcerans/M.
marinum, M. shimoidei/M. trivale gibi turler i¢in her iki gen dizisi de incelenir.
M. chelonae ve M. abscessus ise her iki gen bdlgesi ile ayirt edilemeyebilir.
Bu iki tur igin diger 16S rRNA gen alanlari analiz edilmelidir. 16S rRNA geni,
butin bakterilerde c¢ok iyi sekilde korunmus olmasi ve ture 6zgu degisen
diziler icermesi nedeniyle bakterilerin molekller tanimlanmasinda altin
standart olarak kabul edilen bir hedef bolgedir.

16S rRNA dizi analizi, ¢ogu mikobakteri tirinin tanimlanmasini
saglamasina ragmen, M. tuberculosis kompleks Uyelerini ayirt edemez.
Benzer olarak 6nemli bir patojen olan Mycobacterium kansasii ile patojenik
olmayan M. gastri, M. marinum ile M. ulcerans’ in ve M. malmoense ile M.
Szulgaii’ nin dizi analizi aynidir. Bunlarin ayirt edilmesi igin ek bolgelerin dizi
analizi gerekmektedir (43, 44).

Bu yontem DNA polimerazlarin dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3’
pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de substrat olarak
kullanmalari esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplikgigine dNTP

eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir
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uzamas! durmaktadir. Mikobakterilerin tanimlanmasi amaciyla dizi analizi igin
hedef olarak secilen en onemli gen bolgeleri, 16S rRNA, hsp 65, ITS, gyrB,
recA ve rpoB ‘dir.

Dizi analizi i¢in kullanilabilecek GenBank, RIDOM (Ribosomal
Differentiation of Medical Microsystems database) EMBL (European
Molecular Microbiology Laboratory) gibi ¢esitli veri tabanlari internet araciligi
ile kullanilabilir. MicroSeq Sistemi (Applied Biosystems, CA) ticari bir 16S
rDNA dizileme sistemidir. Bu sistem ile TDM’lerin 500 bp uzunlugunda DNA
dizisi otomasyon ile belirlenebilmektedir. Bu sistemin en 6nemli eksikligi,
suglarin veritabanindaki diziler ile tam olarak uyugsmamasidir. Bu susglar,
veritabanindaki diziler ile arasindaki farkliliklara gére “en yakin tir” olarak
bildirilirler (42).

2.8.3.5. Pirosekanslama

Pirosekanslama (Biotage, Upsala, isve¢) DNA yapimi sirasinda
pirofosfat (PPi) salinimini saptayan yeni bir yari otomatize DNA dizileme
yontemidir. Enzimatik tepkime gorundr 1sik olarak saptanabilmekte ve bu isik
luminometrik olarak olgulmektedir. Isik miktari baglanan nukleotidlerin sayisi
ile orantilidir. Pirosekanslama kisa dizilerin (20-30 baz) hizla saptanmasinda
basarili olmakla birlikte 300-500 bp dizilerin saptanmasinda geleneksel DNA
dizileme yontemi (Sanger) kadar ayirt edici degildir. Bu yontemi sinirlandiran
en oOnemli sorun, diger dizileme ydntemlerinde oldugu gibi kullanilan

veritabanlarinin kalitesinin ve guvenilirliginin sorgulanabilir olmasidir (42).

2.8.3.6. DNA Cipleri

Bu yontem 16S rRNA genine 0Ozel problari iceren bir DNA c¢ipine
bilinmeyen bir kdkenin floresan isaretli amplikonlarinin hibridize edilmesi
temeline dayanir. Tek asamada birgok kokenin tanimlanmasina olanak

saglar. M. tuberculosis’in rifampisin direncine yol agan rpoB gen
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mutasyonlarinin belirenmesinde  ve  TDM’lerin  tanimlanmasinda
kullaniimaktadir. Bu ydntemin en olumsuz yoniu pahal olmasidir (42).

Sonug olarak hizli ve guvenilir olmalari nedeni ile molekuler ydntemler
TDM’lerin tanisinda buylik 6nem tasirlar. Molekuler yontemler geleneksel
yontemlerin yerini tam olarak almasa da laboratuvar uygulamalarina dahil
edilmelidir. Ancak test seciminde maliyet g6z ardi edilmemelidir. Ulkemiz igin
her laboratuvarda bu yodntemlerin uygulanmasi yerine oncelikli olarak M.
tuberculosis kompleks’in tanimlanmasi ve diger mikobakterilerin tiplendirme
amaci ile referans laboratuvarina veya buUyuk Olgekli laboratuvarlara

gonderilmesi daha akilci bir yaklagim olacaktir.
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lll. GEREG-YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Projede Nisan 2007-Temmuz 2011 yillari arasinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiltesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda gesitli klinik
orneklerden soyutlanan ve NAP inhibisyon testi (Becton Dickinson, ABD) ve
BD MGIT TBC identifikasyon Testi (Becton Dickinson, ABD) ile TDM olarak
tanimlanan suslar geriye donuk olarak taranmigtir. Bu sure iginde izole edilip
stoklanmig olan toplam 126 susun 110 tanesi galismaya alinmigtir. Bu
orneklerin PZT ve DNA dizi analizi asamalarinda uran kayiplari nedeniyle

1071’i calismaya dahil edilmistir.

3.2. DNA Dizi Analizi

Tlberkiloz Digi Mikobakterilerin identifikasyonunda DNA dizi analizi
yontemi kullanilmistir. Dizi analizi i¢cin 6ncelikle hsp65 gen bdlgesi hedef
olarak secilmis, analiz sonucu farkl mikobakteri turleri olarak tanimlananlar
ya da ayni tur igcinde yer alip farkli diz varyantlarina sahip olanlar iginden
randomize olarak secilen suslardan dogrulama icin, 16S rRNA gen bdlgesi

hedef alinarak ikinci kez dizi analizi yapilmistir.

3.2.1. DNA Dizi analizi igin TDM kultur stoklarinin hazirlanmasi

Celal Bayar Universitesi Mikobakteriyoloji Laboratuvari Kkultir
koleksiyonundan saglanan TDM Kkultar stoklarinin her biri vida kapakh
tuplerdeki 7H9 Middlebrook sivi besiyerine aktarilarak suspansiyonlari
hazirlanmistir. Kontrol amaci ile her sispansiyondan mikroskobik inceleme

yapilarak ARB’lerin varligi gosterilmigtir.
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3.2.2. Tuberkiiloz Digi Mikobakterilerin DNA Dizi Analizi ile

identifikasyonu

Bakteri slspansiyonlari DNA ekstraksiyon, PZT, purifikasyon ve dizi
analizi islemlerinin yuritilecegi Ege Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina sivi besiyerleri igerisinde uygun kosullarda
nakledilmigtir.

TDM’lerin DNA eldesi; hsp65 ve 16S rRNA gen boélgelerine yonelik,
otomatize dizi analizi cihaz Ureticisinin rehberindeki oneriler temel alinarak

yapilmigtir.

3.2.2.1. DNA Eldesi

1.5 ml ependorf tlplere vida kapakli tiplerdeki sispansiyonlardan 1ml
aktarilmigtir. Tapler 15000 rpm’de 10 dakika santrifij edilmis ve supernatan
atilmistir. Cokelti Gzerine 250 yL 1X TE tamponu eklenerek vortekslenmis ve
95 °C’de 20 dakika su banyosunda bekletilmistir. Sonikatérde 15 dakika
sonikasyona maruz birakilan ornekler, 15000 rpm’de 10 dakika santrifuj

edilmis ve stpernatan kisim DNA ekstrakti olarak -20 °C’de saklanmistir.

3.2.2.2. hsp65 gen bolgelerinin polimeraz zincir tepkimesi ile
cogaltiimasi
Tuberkuloz digi mikobakterilerin DNA’larinin hsp65 gen bolgeleri PZT ile
cogaltilmistir (45, 46).
Geregler:
DNA ekstrakti
25 mM MgCl,
dH,0
10 mM dNTP
MgCl, icermeyen 10X buffer

o a0k 0w DN PE

Taq DNA polimeraz
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7. Primer 1(Tb 11) : 5' ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’
8. Primer 2(Tb 12) : 5 CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’

Yontem:
1.Her oOrnek icin asagida belirtlen miktarlarda PZT karigimi

hazirlanmistir.

dH,0 31,5 ul
MgCl, (25 mM) 5,0 ul
dNTP 10 mM 1,0 pl
10 X Buffer 5,0 ul
Primer 1 (25 mM) 1,0 ul
Primer 2 (25 mM) 1,0 ul
Taq DNA polimeraz 0,5 ul
Toplam hacim 45,0 pl

2. Calisilacak érnek sayisi kadar hazirlanan karisim 0.5 mL’lik tlplerin
her birine 45 pL dagitiimigtir.
3. Uzerlerine 5 uL ekstrakte DNA eklenmistir.
4. Karigsim 1s1 dongu cihazina yerlestirilerek asagidaki siklus programi
uygulanmigtir.
95 °C de 10 dakika 6n denatirasyon
94°C de 1 dakika
60°C de 1 dakika 40 dongu
72°Cde 1 dakika
72 °C de 15 dakika son uzatma
4 °Cde
5. Amplifikasyon UrlinU saptama basamaginin uygulanacadr zamana

kadar 2—8°C’de Ug gun veya -20°C de alti ay saklanmisgtir.

3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Tuberkuloz disi mikobakterilerin DNA'larindan PZT ile ¢ogaltilan 441

bp’lik hsp65 geni agaroz jel elektroforezi uygulanarak gosterilmigtir.
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Geregler:
1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soltisyonu (0,5M)
2. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X; Stok TBE solisyonu)

Trizma base (Sigma T1503) 54 ¢
Borik asit (Sigma B6768) 27,59
Na,EDTA (0,5M) 20 mL

450 mL distile su igerisinde eritilmis, soguduktan sonra Uzerine
20 ml Na,EDTA eklenerek 500 mL’ye tamamlanmigtir.
Kullanim sirasinda stok TBE solisyonu 1/10 sulandiriimig ve
TBE 1X olarak kullaniimistir.
3. Etidyum bromit solisyonu (EtBr) (10 mg/mL)
Etidyum bromit (Sigma E8751) 149
Distile suyla 100 mL’ye tamamlanmistir.
Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplanmis ve oda
sicakliginda saklanmigtir.
4. Jel yukleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’de saklanmistir.
5. 50 bp. DNA ladder -20 °C’de saklanmistir.
6. Agar

Yontem:
1. %2’ lik agaroz jel (%2’ lik agaroz jel = 1.4 g agaroz, 70 mL 1 X TBE,
2.8 uL EtBr) elektroforez tanki kullanilarak dokulmus ve katillagsmasi igin 20

dk beklenmistir.

2. ilk kuyucuga standard belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder
yuklenmistir.
3. ikinci kuyucuktan itibaren 2 pL jel yiikleme tamponu ile homojen

olarak karigtirilan her primer igin ayri 7 yL PZT Urunu yuklenmistir.
4. 15 dk. 200 voltta elektroforez yapilmis ve UV transluminator tzerinde

jel fotograflanmistir.
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3.2.2.4. hsp65 geni Dizi Analizi igin ikinci PZT (Cycle Sequencing)

Geregler:
1. Terminator Ready Rection Mix (TRRM)
2. hsp65 primer-1 (Tb 11): 5" ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’
3. hsp65 primer-2 (Tb 12): 5' CTTGTCGAACCGCATACCCT 3
4. ddH,0

Yontem:

1. Jel elektroforezde goruntllenen DNA drunleri ikinci PZT igin asagida

belirtilen miktarlarda her 6rnek i¢in hazirlanmistir.

Sens
TRRM 4.0 pl
Uriin 1 ul (1/5, 1/3 sulandirildi)*
hsp65 primer-1 1 ul (12.5 pmol)
ddH20 4.0 pl
Toplam 10 pl

Antisens

TRRM 4.0 ull
Uriin 1 ul (1/5, 1/3 sulandirldi)*
hsp65 primer-2 1 pl (12.5 pmol)
ddH,0 4.0
Toplam 10 ul

* Jel elektroforezde saptanan bantin kalinhgina PZT arunleri 1/3 veya 1/5
oraninda sulandiriimigtir.

2. Calisilacak 6érnek sayisi kadar hazirlanan karisim 0.5mL’lik tlplerin
her birine 9 uL dagitiimis ve Uzerlerine 1 pL Gran eklenmistir.

3. Is1 ddngl cihazinda asagidaki siklus programi uygulanmigtir.

95 °C 5 dakika

95 °C 30 saniye

50 °C 10 saniye 30 dongl
60 °C 4 dakika

4°C %
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3.2.2.5. 16S rDNA gen bolgelerinin PZT ile ¢gogaltiimasi

Tuberkuloz digi mikobakterilerin 16S rDNA gen bolgeleri iki ayri primer seti
kullanilarak PZT ile ¢cogaltilmistir (45, 46).
Geregler:

1. DNA ekstrakti
25 mM MgCl,
dH,0
10 mM dNTP
MgCl, icermeyen 10X buffer

Taqg DNA polimeraz

16S rDNA-P1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
16S rDNA-P2 (5’-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3’)
16S rDNA-P3 (5’-GTGTGGGTTTCCTTCCTTGG-3’)
10.16S rDNA-P4 (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3)

© 0 N o o b W N

Yoéntem:
1.Her oOrnek igin asagida belirtlen miktarlarda PZT karigimi

hazirlanmistir.

dH,0O 31,5l (30,5 pl)
MgCl; (25 mM) 5,0 pl

dNTP 10 mM 1,0u  (2,0p)
10 X Buffer 5,0 pl

Primer 1 (25 mM) 1,0 yl

Primer 2 (25 mM) 1,0 yl

Tag DNA polimeraz 0,5 ul

Toplam hacim 45,0 pl

2. Cahgilacak ornek sayisi kadar hazirlanan karigim 0.5mL’lik tuplerin her
birine 45 pL dagitilmis ve Uzerlerine 5 uL DNA ekstrakti eklenmisgtir.

3. Is1 dongu cihazinda asagidaki siklus programi uygulanmigtir.
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95°C 10 dk.

94°C 1 dk.

56°C (58-59) 1 dk. 45 dongl
72°C 1 dk.

72°C 10 dk.

4°C %

4. Amplifikasyon UrlnU saptama basamaginin uygulanacagi zamana kadar

2—-8°C’de 3 guin veya -20°C de 6 ay saklanmigtir.

3.2.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi:
Tlberklloz digi mikobakterilerin DNA’larindan PZT ile iki parga halinde
cogaltilan 1524 bp’lik 16S rRNA geninin 1027 bp ve 714 bp’lik pargalari

agaroz jel elektroforezi uygulanarak gosterilmigtir.

Geregler:
1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok sollisyonu (0,5M)
2. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X; Stok TBE solusyonu)
Trizma base (Sigma T1503)54 g
Borik asit (Sigma B6768) 27,59
Na,EDTA (0,5M) 20 mL
450 mL distile su igerisinde eritiimis ve soguduktan sonra Gzerine
20 ml Na,EDTA eklenerek 500 mL’ye tamamlanmigtir.
Kullanim sirasinda stok TBE solisyonu 1/10 sulandiriimis ve
TBE 1X olarak kullaniimistir.
3. Etidyum bromit soltisyonu (EtBr) (10 mg/mL)
Etidyum bromit (Sigma E8751) 1 g
Distile suyla 100 mL’'ye tamamlanmigtir.
Isiktan korumak igin aliminyum folyo ile kaplanmis ve oda
sicakliginda saklanmigtir.

4. Jel yukleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’de saklanmistir.
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5. 50 bp. DNA ladder, -20 °C’de saklanmistir.
6. Agar

Yontem:
1. %2’ lik agaroz jel (%2’ lik agaroz jel = 1.4 g agaroz, 70 mL 1 X TBE,
2.8 uL EtBr) elektroforez tanki kullanilarak dékilmis ve katilagsmasi

igin 20 dk beklenmigtir.

2. Ilk kuyucuga standard belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder
yuklenmistir.
3. ikinci kuyucuktan itibaren 2 pL jel yiikkleme tamponu ile homojen

olarak karigtirilan her primer icin ayri 7 yL PZT aranu yuklenmigtir.
4. 15 dk. 200 voltta elektroforez yapilmis ve UV transluminator Gzerinde

jel fotograflanmistir.

3.2.2.7. 16S rDNA geni Dizi Analizi igin ikinci PZT (Cycle
Sequencing)

Geregler:

1. Terminator Ready Rection Mix (TRRM)

ddH,0

16S rDNA-P1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)

16S rDNA-P2 (5-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3’)
16S rDNA-P3 (5-GTGTGGGTTTCCTTCCTTGG-3’)

16S rDNA-P4 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’)

o 0k wN

Yontem:
1. Jel elektroforezinde goruntilenen DNA Urdnleri ikinci PZT icin asagida

belirtilen miktarlarda her 6rnek i¢in hazirlanmistir.
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Sens-1 ve Sens-2

TRRM* 4.0 yl TRRM 4.0 yl
Uriin 0.5 ul (1.0) Uriin 0.5 ul (1.0)
16S rDNA primer-1 0.5 yl (1.0) 16S rDNA primer-3 0.5 ul (1.0)
ddH,0 5.0 pl (4.0) ddH,0 5.0 yl (4.0)
Toplam 10 pl Toplam 10 pl

Antisens-1 ve Antisens-2

TRRM* 4.0 yl TRRM 4.0 pl
Uriin 0.5 ul (1.0) Uriin 0.5 ul (1.0)
16S rDNA primer-2 0.5 ul (1.0) 16S rDNA primer-4 0.5 ul (1.0)
ddH,0 5.0 ul (4.0) ddH,0 5.0 l (4.0)
Toplam 10 pl Toplam 10 ul

2. Calisilacak d6rnek sayisi kadar hazirlanan karisim 0.5 mL’lik tplerin
her birine 9 uL dagitilmis ve Uzerlerine 1 pL ardn eklenmistir.

3. Is1 dongu cihazinda agagidaki siklus programi uygulanmistir
95 °C 5 dakika

95 °C 30 saniye

50 °C 10 saniye 30 dongi
60 °C 4 dakika

4°C %0

3.2.2.8. Dizi Analizi Oncesi PZT Uriinlerinin Saflagtinimasi
- Ikinci PZT drinleri 500 pl'lik ependorf tiiplere aktariimistir.
- Ornek basina 30 pl etanol, 3 mol Na asetat 5 pl hazirlanmis ve bu
karisimdan 30 ul PZT Grlnlerine aktariimistir.
- Tapler 15 dakika oda i1sisinda bekletildikten sonra 14000 rpm‘de 20 dakika
santriflj edilmis ve stpernatan atilmigtir.
- COkelti Gzerine 125 pl etanol ilave edildikten sonra tlpler vortekslenmisgtir.
- TUpler 14000 rpm‘de 5 dakika santrifuj edilmis ve stipernatan atiimigtir.
- Pellet kisminda tuzlu goérGnim varsa 125 ul etanol ilave edilip

vortekslenerek santriflyj tekrarlanmigtir.
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- 25 pl formamid ile ¢bzilen karisim 1si blogunda 95°C’de 2 dakika
bekletilmigtir.
- Reaksiyonu durdurmak igin tupler hemen buz bloguna aktariimig, tupler

bekletmeden DNA dizi analizi cihazina yonlendirilmistir.

3.2.2.9. Dizi Analizi ve Dizilerin degerlendirilmesi

DNA dizi analizi igin otomatize DNA sekans cihazi (Applied
Biosystems 3100 Genetic Analyzer) kullanilmigtir. Dizi analizi verileri Finch
TV dizi analizi programi yardimiyla editlenmis (duzeltiimis) ve elde edilen
diziler BLAST programi kullanilarak GenBank'daki referans dizilerle

karsilastiriimistir.

@ FinchTV - mikro_7-630-H1_2012-09-06_003_mikro_copy.abl o || = || E2
File Edit View Finch Help
= 100 [ P b N
2 R0 0 e (RB[Ea 1] e
Go to Base No. Find Sequence ACG T
Vertical
Scale
CCGCCAAGGAGGTGGAGACCAAGGAGCAGATCGCTGCCACCGCCGGTATCTCCLGH
230 240 250 250 270 280

Reset Scales Horizontal Scale U

Sekil 3: Finch TV ile calismamizdaki bir susun DNA dizi

kromatogrami

Referans dizilerle tam homoloji gosteren suslar, referans dizinin elde
edildigi tur olarak tanimlanmistir. Elde edilen 16S rDNA dizileri ayrica RIDOM
(http://www.ridom-rdna.de) veri tabaninda yer alan referans dizilerle de

kargilastiriimistir. Veri tabaninda yer alan higbir referans diziyle tam homoloji
gostermeyen suslardan elde edilen diziler kendileriyle en fazla dizi homolojisi

goOsteren tirlerin dizileriyle birlikte Lasergene 6 (DNAStar, Inc) Editseq
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programinda editlenmig, MegAlign programiyla hizalanmig ve Clustal W

yontemiyle filogenetik agac¢ olusturulmustur (45).
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IV. BULGULAR

4.1. TDM Suslarina Ait Veriler

Nisan 2007- Temmuz 2011 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi
Tip Fakultesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda toplam 5122 6rnegin kultari
yapimistir. Bu érneklerin 351’inde (6,85%) kultlr pozitif bulunmugtur (Tablo
3). Orneklerin 126’sinda (%2.46) TDM, 225’inde ise (%4.39) MTBC (remistir.

Tablo 3: 2007-2011 yillar arasinda incelenen orneklerin kiiltliir sonuglari

Yil Kultar Kiiltiir pozitif érnekler n (%)
yapilan TDM MTBC Toplam
ornek sayisi

2007 867 30 (%3.46) 42 (%4.84) 72 (%8.30)

(Nisan-Aralik)

2008 995 20 (%2.01) 55 (%5.53) 75 (%7.54)

2009 1119 9 (%0.80) 35 (%3.13) 44 (%3.93)

2010 1144 61 (%5.33) 61 (%5.33) | 122 (%10.66)

2011 997 6 (%60.60) 32 (%3.21) 38 (%3.81)

(Ocak-Temmuz)

TOPLAM 5122 126 (%2.46) | 225 (%4.39) | 351 (%6.85)

Kultirde Greyen 126 TDM’nin 118’i (%93.65) solunum yolu, 8'i ise (%6.35)
solunum yolu disi érneklerden tremistir. izole edilen 225 MTBC susunun ise
157’si (%69.78) solunum yolu, 68’i

orneklerden uremistir (Tablo 4).

(%30.22) ise solunum yolu digi

Tablo 4. Kiltiurde lireyen mikobakterilerin hasta 6rneklerine gore
dagihimi

Hasta Ornegi

Kultur pozitif 6rnek
n (%)

MTBC
n (%)

TDM
n (%)

Solunum yolu
ornegi

275 (%78,35)

157 (%57,09)

118 (%42,91)

Solunum yolu disi
ornek

76 (%21,65)

68 (%89,47)

8 (%10,53)

Toplam

351 (%100)

225 (%64.10)

126 (%35.90)
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4.2. DNA dizi analizi sonuglari

Calismamizda Nisan 2007- Temmuz 2011 tarihleri arasinda izole
edilen 126 TDM susunun 110 tanesi calismaya dahil edilmig olup, PZT ve
DNA dizi analizi asamalarinda drin kayiplari nedeniyle 101 adet TDM

mikobakteri tiplendirilmigtir.

Hsp65 ve 16S rDNA gen bodlgeleriyle calisilan suslarin elde edildigi
klinik 6rneklere, yillara ve veri tabanlarina gore elde edilen sonuglari Tablo
5’te verilmistir. DNA dizi analizi sonuglarina gére TDM’lerin tlr dagihimlari
Sekil 2'de verilmigtir.  TDM’lerin izole edildikleri 6rnek turlerine gore

dagihimlari ise Tablo 6’da gosterilmigtir.

B M. porcinum (n=40
u| %2,97 %0,99 [ 91,98 P (n=40)
%0,99=|

.| %4,95 | | %1[98' ‘ |-%O’99I B M. lentiflavum (n=36)
|

| m M. abscessus (n=6)

B M. peregrinum (n=5)
o
B M. gordonae (n=4)
u M. fortuitum (n=3)
M. chelonae (n=2)
M. alvei (n=1)

M. scrofulaceum (n=1)

M. kansasii / M. gastri
(n=1)

Sekil 4. Tlberkiiloz Digi Mikobakterilerin Tur Dagilimi (%)
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Tablo 5. Tuberkiilloz Digi Mikobakterilerin hedef gen bdlgesi ve veri
tabanlarina gore dizi analiz sonuglari

" 16S rDNA Sonug
Sayi | YiI | Ornek hsp65
P Blast RIDOM
2007 | BAL* M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
2007 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
3 2007 | BAL M.peregrinum / M.porcinum M.porcinum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / .
4 2007 | BAL M.porcinum M.porcinum
5 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
6 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
7 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
M.abscessus / M.abscessus /
8 2007 | Balgam M.chelonae M.abscessus M.chelonae M.abscessus
9 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
10 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / .
11 2007 | BAL M.porcinum M.porcinum
M.peregrinum / .
12 2007 | BAL M.porcinum M.porcinum
13 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
14 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
15 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
Plevral M.peregrinum / .
16 2007 svi M.porcinum M.porcinum
17 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
18 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / .
19 2007 | BAL M.porcinum M.porcinum
20 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
21 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
22 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / .
23 2007 | Balgam M.porcinum M.porcinum
24 2007 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
25 2007 | BAL M.abscessus / M.abscessus M.abscessus / M.abscessus
M.chelonae M.chelonae
26 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
27 2008 | BAL M.peregrinum M.peregrinum
28 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
29 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
30 | 2008 | Doku M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
31 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
32 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
33 2008 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
34 2008 | Balgam M.peregrinum ? ? ?
35 2008 | Balgam M.peregrinum ? ? ?
M.abscessus / M.abscessus /
36 2008 | Balgam M.chelonae M.abscessus M.chelonae M.abscessus
37 2008 | BAL M.alvei Mycob:;terlum M.alvei M.alvei
38 | 2008 | BAL M.kansasii M.kansasil / M.kansasii / M.kansasii
M.gastri M.gastri
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39 2009 | Balgam M.gordonae M.gordonae M.gordonae M.gordonae
M.abscessus / M.abscessus/
40 2009 | Balgam M.chelonae M.abscessus M.chelonae M.abscessus
41 2009 | BAL M.scrofulaceum M.scrofulaceum M.scrofulaceum | M.scrofulaceum
. . M.peregrinum / .
42 2009 | Balgam M.peregrinum M.peregrinum M.septicum M.peregrinum
. . M.peregrinum / .
*%
43 2009 | AMS M.peregrinum M.peregrinum M.septicum M.peregrinum
44 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
45 2010 | BAL M.peregr_lnum / M.porcinum M.porcu_wum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / .
46 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
a7 2010 | Balgam M.gordonae M.gordonae
M.peregrinum / . M.porcinum / .
48 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
49 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
50 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
51 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
52 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
53 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
54 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
55 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
56 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
57 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
58 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / .
59 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
60 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum M.porcinum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
61 2010 | BAL M.peregr_lnum f M.porcinum M.porcmum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
62 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M. fortuitum M.porcinum
63 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum M.porcinum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
64 2010 | BAL M.peregr_lnum f M.porcinum M.porcmum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
65 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M. fortuitum M.porcinum
66 2010 | BAL M.gordonae M.gordonae
67 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
68 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
69 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
70 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum M.porcinum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
71 2010 | BAL M.peregr_lnum / M.porcinum M.porcmum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
72 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M. fortuitum M.porcinum
73 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum M.porcinum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
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M.peregrinum /

M.porcinum /

74 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
75 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
76 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
77 2010 | BAL M.peregr_lnum / M.porcinum M.porcu_wum / M.porcinum
M.porcinum M.fortuitum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
78 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
79 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
M.abscessus /
80 2010 | Balgam M.chelonae M.abscessus
M.peregrinum / .
81 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
M.peregrinum / .
82 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
M.abscessus / M.abscessus/
83 2010 | Balgam M.chelonae M.abscessus M.chelonae M.abscessus
84 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / .
85 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
86 2010 | BAL M.gordonae M.gordonae M.gordonae M.gordonae
87 2010 | BAL M.lentiflavum M.lentiflavum
M.peregrinum / . M.porcinum / .
88 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum M fortuitum M.porcinum
89 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
M.abscessus/
90 2010 | BAL M.chelonae M.chelonae M.chelonae M.chelonae
91 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
92 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
M.peregrinum / .
93 2010 | BAL M.porcinum M.porcinum
94 2010 | BAL M.fortuitum M.fortuitum
95 | 2010 | BAL M.peregrinum / M.porcinum
M.porcinum
96 2011 | idrar M.fortuitum M.fortuitum
M.abscessus/
97 2011 | Balgam M.chelonae M.chelonae M.chelonae M.chelonae
M.fortuitum /
98 2011 | Balgam M.fortuitum M.fortuitum M.farcinogenes/ M.fortuitum
M.senegalense
99 2011 | BAL M.peregrinum M.peregrinum
100 | 2011 | Balgam M.lentiflavum M.lentiflavum
101 | 2011 | Balgam M.peregrinum M.peregrinum M.peregrinum / M.peregrinum

M.septicum

*Bronkoalveoler lavaj sivisi, **Aglik Mide Sivisi
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Tablo 6. Tuberkiiloz Digi Mikobakterilerin ornek tiirline gore dagilimi

Hasta 6rnegi (n)

Mikobakteri tiirii

BAL (1) M. alvei

Balgam (5) M. abscessus
BAL (1) M. abscessus
BAL (1) M. chelonae
Balgam (1) M. chelonae
BAL (1) M. fortuitum
Balgam (1) M. fortuitum
idrar (1) M. fortuitum
BAL (2) M. gordonae
Balgam (2) M. gordonae
BAL (35) M. lentiflavum
Balgam (1) M. lentiflavum
Aclik Mide Sivisi (1) M. peregrinum
BAL (1) M. peregrinum
Balgam (2) M. peregrinum
BAL (1) M. peregrinum
DOKU (1) M. porcinum
BAL (37) M. porcinum
Balgam (1) M. porcinum
Plevral sivi (1) M. porcinum
BAL (1) M. scrofulaceum
BAL (1) M. kansasii / M. gastri
BAL (2) TANIMLANAMADI
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izole edilen &rneklerin Klinik bilgilerine ulasilamamis olup ATS
kriterlerinde belirtilen; ayni hastaya ait birden fazla 6rnekte ayni mikobakteri
turdndn izole edilme kriterine dayanarak iki hastadan alinan ve balgam
orneklerinde Uretilen iki M. abscessus susu etken olarak kabul edilmistir. Bu
suglardan biri hastanin ardisik iki balgam oOrneginde, digeri ise bir bagka

hastanin ardisik ¢ balgam orneginde uretilmistir.

4.3. Tanimlanamayan suslar

Calismaya alinan iki o6rnek iki farkli gen bolgesiyle de veri
tabanlarindaki diger mikobakterilerle % 95-98 arasinda uyumlu bulunmus
olup bu yuzdeler igerisinde veri tabanlarina aktarilan dizilerin higbiriyle tam
olarak ortismemektedir. Bu nedenle bu suslara en yakin sonug veren 10’un
Uzerinde mikobakteri; DNA dizi homolojileri Lasergene 6 (DNAStar, Inc)
Editseq ve MegAlign programlari yardimiyla karsilastiriimigtir. Filogenetik
agac ise MegAlign programinda Clustal W ile olusturulmustur (Sema 1-4).
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Sema 1-2. Hsp65 gen bolgesiyle tanimlanamayan suslarin sirasiyla
filogenetik agaci ( 8-115 ve 8-116)

_( Mycobacterium peregrinum isolate B1285
Mycobacterium porcinum MF-114
Mycobacterium peregrinum strain 03-423
_|: Mycobacterium septicum strain ATCC 7007
Mycobacterium septicum strain
Mycobacterium septicum ATCC 700731
Mycobacterium neworleansense ATCC 49404

Mycobacterium wolinskyi clone CRM-0267
Mycobacterium wolinskyi strain ATCC 700
Mycobacterium setense strain MCY
Mycobacterium fortuitum strain ATCC 494
| Mycobacterium conceptionense CIP 108544
! Mycobacterium senegalense strain ATCC B

32

Mycobacterium sp.115

2 0
Mucleotide Substitutions (x100)

E Mycobacterium farcinogenes strain ATCC
Mycobacterium fortuitum strain ATCC 494
_|: Mycobacterium setense strain MCY heat s
Mycobacterium wolinskyi clone CRM-0267
Mycobacterium alvei strain InDRE 1605 6
Mycobacterium sp. FI-03099 heat shock p
| Mycobacterium conceplionense CIP 103544
' Mycobacterium senegalense strain ATCC B

Mycobacterium porcinum MF-114 65 kDa he
4r|: Mycobacterium sp. C5T-9.1 heat shock pr
Mycobacterium peregrinum strain 03-423

Mycobacterium seplicum ATCC FO00731 65 k
Mycobacterium neworleansense ATCC 49404

33

8-116 hspt5

2 ]
Mucleotide Substitutions (x100)
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Sema 3-4. 16S rDNA gen bodlgesiyle tanimlanamayan iki susun

sirasiyla filogenetik agaci (8-115 ve 8-116)

| Mycobacterium gilvum Spyr1 strain Spyrl
' Mycobacterium sp. PYR GCK 163 ribosamal
Mycobacterium insubricum strain FI-0625
Mycobacterium sphaani partial 165 rREMNA
_|: M.chlarophenolicus (FCP-1) 163 rEEMA gen
Mycobacterium chlorophenalicum ATCC 438
Mycobacterium chubuense strain ATCC 272
Mycobacterium sp. WF2 163 ribosomal RMNA
|: Mycobacterium neglectum 163 rRMA gene,
— Uncultured bacterium clone KC-D10 163
Mycobacterium pyrenivorans strain 17431

g8-115
N { Mycobacterium tusciae 163 ribosomal RMNA

________________ _|: Mycobacterium rhodesias NBB3

Mycobacterium vaccae isolate WYM0O588 163
Mycobacterium confluentis strain DSM 44

24

2 0
Mucleotide Substitutions (x100)

Mycobacterium abscessus 163 ribosomal R
Mycobacterium bolletii strain CIP 10854
Mycobacterium sp. JAMNZ 163 small subuni
1 Uncultured bacterium clone aab49e07 1635
I Mycobacterium immunagenum parial 165 r

——— Mycobacterium massiliense str. GO 06 st
| [ Mycobacterium chelonae gene for 165 rib
MMycobacterium franklinii strain CV002 1
Mycobacterium sp. MLAQO1000256 165 ribo
i |: Mycobacterium salmonighilum strain ATCC
Mycobacterium salmaniphilum strain SIL
8-116 165 rDMA

0.6

0
Mucleatide Substitutions (x100)
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V. TARTISMA

Son yillarda AIDS insidansinin artmasi ve immunsupresif ilag
kullaniminin yayginlasmasi TDM infeksiyonlarinin goérilme sikligini daha da
artirmistir (21). Bu infeksiyonlarin 6nem kazanmasi nedeni ile TDM
identifikasyonuna ve molekuler epidemiyolojisine ait calismalar da artis
g6stermistir. Ulkemizde bu konuda yapilmis arastirmalar olmakla birlikte
daha 6nce Manisa Bolgesinde yapilmis bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu
calismada Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Mikobakteriyoloji
Laboratuvarinda 2007-2011 yillari arasinda izole edilen TDM’ler molekuler
olarak identifiye edilmistir. Bu tarihler arasinda tuberklloz 6n tanisi ile
gonderilen 5122 6rnegin 126’sinda (%2.46) TDM duretilmigtir. Dokuz Eylul
Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda yapilan benzer bir
tez calismasinda 2004-2010 yillari arasinda o6rneklerin %1.2’sinde TDM
uretilmistir (47). Ulkemizde degisik bolgelerden bildirilen ¢alismalar da vardir.
Konya’da Kurtoglu ve ark.lari tarafindan yapilan bir arastirmada 1670 6rnegin
10 tanesinde (%0.6) TDM izole edilmistir (48). Gaziantep’de Zer ve ark.lari
ise 3831 6rnedin sadece 3’Unde (%0.1) TDM Uredigini bildirmiglerdir (49).
istanbul’da ve Ankara’da yapilan iki farkli arastirmada fenotipik ydntemler
kullanilarak TDM identifikasyonu yapilmis, kultirde treyen TDM mikobakteri
oranlari sirasiyla %1.9 ve %7.1 olarak bildirilmistir (30,50). Elde edilen farkli
sonuglar Ulkemizde TDM’lerin dagihmindaki farkhliklara bagh olabilecegi gibi,
mikobakteriyoloji  laboratuvarlatinda  kullanilan islemleme, kultir ve
identifikasyon yontemlerindeki farkhliklara da bagh olabilir. Ayrica
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin kultir pozitiflik oranlarinin bilinmesi de
onemlidir. Ayni zamanda klinik 6rneklerin hangi kosullarda goénderildigi
sorgulanmalidir. Bu galismada toplam 2007 Nisan - 2011 Temmuz yillari
arasinda izole edilen toplam 126 TDM susun 101 tanesi altin standart

yontem olan dizi analizi ile tanimlanmistir. Bu yuksek ornekleme ait
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sonuglarin bolgemizde bulunan TDM’ler hakkinda degerli bilgi verdigi
kanisindayiz.

TDM infeksiyonlarinin tanisina ve epidemiyolojisine ait ¢alismalarda
kargilagilan en oOnemli sorunlardan biri TDM’lerin ¢evresel ortamda
bulunabilmesi ve hasta orneklerine ¢evreden bulasabilmesidir. TDM’lerin
yasam alanlari iginde en 6nemlileri hastane su sistemleri, icme suyu dagitim
sistemleri ve ev boru tesisatlaridir. Son yillarda TDM’lerden kaynaklanan
hastane infeksiyonlarinin sayisinin gittikge arttigi da belirtilmigtir (21, 51, 52).
Grubek-Jaworska ve ark.lari 1999-2005 yillari arasinda inceledikleri 4192
hasta 6rnedinin 445’inde mikobakteri varligi tespit etmisler; bunlardan
142’sinin M. tuberculosis, 303'Unun ise TDM oldugunu belirlemisler ve TDM
izolatlarinin %9’unu akciger infeksiyonu etkeni, digerlerini (%91) ise gevresel
kontaminant veya kolonizasyon olarak degerlendirmislerdir (53). Moghim ve
ark.lar degisik kaynaklardan aldiklari 85 su 6rneginin %25’inde kultir ve
molekuler identifikasyon ydntemleri kullanarak TDM  bulundugunu
gOstermigleridir (54). Shin ve ark.lari ise hastane musluk sularinin yarisinda
TDM saptamislardir (55).

Bu calismada hastalarin klinik ve histopatolojik verilerine
ulasilamadigindan calisilan suslarin etken veya kontaminasyon ayirimini
yapmak mumkdn olmamigtir. DNA dizi analizi sonuglarina goére caligilan
suslarin %39'u M. porcinum, %3%’i ise M. lentiflavum olarak tanimlanmistir.
Laboratuvarimizda izole edilen TDM suslarinin %75’inin iki ture ait olmasi ve
bu bakterilerin ¢cogunlugunun BAL o6rneklerinden izole edilmesi hastane su
sistemleri ve cihaz ylkama sivilarina bagll olasi kontaminasyonu
disundirmektedir. Ulkemizde bu ydnde calismalarin artmasi ile
kontaminasyon oranlari hakkinda daha net bilgilere ulagilacagi kanisindayiz.

Calismamizda, identifikasyonu yapilan U¢ balgam érneginden (%2.9)
izole edilen M. abscessus susunun ATS kriterlerine gore infeksiyon etkeni
olabilecegi kabul edilmistir. identifiye edilen diger 98 (%97.03) susun etken

oldugu kanitlanamamig ve kontaminasyon kaynakli olarak degerlendirilmigtir.
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Kontaminant olarak kabul edilen 98 6rnegin %85.7°i BAL, %10.2'u balgam
ornekleridir. Bu veriler ATS’nin mikrobiyoloji etken kabul etme kriterlerinde
yer alan “en az bir bronkoalveoler lavaj (BAL) veya brons yikama drneginde
kulturde TDM Uremesi” maddesiyle tezat olusturmaktadir. Bu geligki yukarida
deginildigi Uzere hastane su dagitim sistemlerinin kontrolinu ve cerrahi veya
klinik arastirmalarda kullanilan ekipmanlarin dogru sterilizasyon veya
dezenfeksiyonunun sorgulanmasi gerektigini gostermektedir. Solunum yolu
orneklerinden izole edilen mikobakteriler icinde TDM oranlari 2008 yilinda
%27.78, 2009 yilinda %23.53 ve 2010 yilinda %57.55tir. 2010 yilinda
gorilen bu yiksek TDM orani ayni yil hastanemizde otomatize bronkoskop
yikama cihazinin kullanilmaya baglanmasi ile paralellik gostermektedir. Bu
nedenle yuksek kontaminasyon oranlarina dikkat edilmeli, Ozellikle
bronkoskopi ylkama solusyonlari ve endoskoplarin yeterli ve uygun
kosullarda dekontaminasyonu sorgulanmalidir.

Tuberkuloz disi  mikobakterilerin  tanimlanmasinda  kullanilan
biyokimyasal testler zahmetli olup uzun zaman gerektirmekte ve sadece belli
turleri birbirinden ayirt edebilmektedir. Ayni zamanda yeni mikobakteri
turlerinin  tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadirlar (42). Son yillarda
mikobakteriyel infeksiyonlarin tanisinda molekuler yontemler bulylk 6nem
kazanmistir (42). Mikobakteri saptanmasi ve identifikasyonunda kullanilan
molekuler teknikler; nukleik asit problari, konvansiyonel PZT, tire spesifik
problarla PZT hibridizasyonu, PCR RFLP analizi ve dizi analizidir.
Mikobakterilerin tanimlanmasinda dizi analizi igin en sik kullanilan gen
bodlgeleri, 16S rRNA, hsp65, gyrB, rpoB, secA ve internal transcribed spacer
(ITS)’dir. Ancak hangi gen bolgesinin identifikasyonda ayirimi daha iyi yaptigi
henuz kesinlik kazanmamistir (56). Tur tayininde kullanilabilmesi igin gen
bélgesinin turler arasinda vyeterli farkliliklar icermesi ancak ayni tirden
suslarda ¢ok az ya da hi¢ varyasyon gostermemesi gerekir. Cok fazla tur igi
varyasyon igeren genler tur tayini icin uygun degillerdir. EGer bir hedef gende

turler arasi varyasyon ¢ok az ise tur tayini guglesir, tur i¢i varyasyon ¢ok fazla
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ise uyumsuz bolgeler artacagindan tanimlama yapilamaz. Sik rastlanmayan
tirlerde ve zor taksonomik gruplarda ikinci bir hedef gen bdlgesi de
taranabilir (56). Arastiricilar eger grup duzeyinde ayirim yeterli ise 16S rRNA
geninin uygun oldugunu, alt tir dizeyinde ayirrm gerektiginde dogru
identifikasyon icin iki genin kombine edilerek galisiilmasini dnermektedir (57).
Batun mikobakteri turlerinde bulunan hsp65 geni, 16S rDNA dizisinden daha
fazla degiskendir ve M. tuberculosis kompleks Uyeleri hari¢ klinik olarak
onemli batin mikobakterileri ayirt edebilecek yeterli dlgide dizi farkhliklari
icermektedir. Bu nedenle genetik olarak iligkili tlrlerin tanimlamasi igin yararl
olabilir. Bu bolge tur icerisinde de degiskenlik gosterebilmektedir, bu nedenle
belirli mikobakteri turlerinin klonlarinin ayirt edilmesinde de kullaniimaktadir
(58). Hsp65 geninin 16S rDNA dizi analizine Ustunligu, daha fazla farklihk
icermesi ve 401 nukleotitten daha blyuk bir kismin dizisine ihtiyag
duyulmamasidir.

Bizim calismamizda da 16S rDNA genine ek olarak hsp65 geni ile
DNA dizi analizi yapilmistir. Calismamizda hsp65 geni ile M.peregrinum-M.
porcinum kompleks ve M. abscessus/chelonae ayrimi yapilamamistir. M.
peregrinum, M. chelonae, M. lentiflavum, M. alvei, M. gordonae, M.
scrofulaceum, M. fortuitum BLAST programi kullanilarak GenBank’daki
referans dizilerle karsilastirimis elde edilen dizilerle tam homoloji
gOstermigtir. Ayni suglar 16S rDNA geniyle yapilan dizilerde hsp65 sonuglari
M. peregrinum-M. porcinum c¢ilkan 40 sus M. porcinum, M.
abscessus/chelonae olarak sonuglanan alti sus M. abscessus olarak referans
diziyle tam homoloji gostermistir. Bu calismada iki farkli gen bodlgesiyle
calisiimasi tek gen bdlgesiyle calisildiginda elde edilecek olumsuzluklari
ortadan kaldirmistir.

Dizi analizi yontemlerinde, elde edilen bakteri dizilerinin bilgisayar
ortaminda karsilastiriimasi gereken standart dizilere ihtiya¢ vardir. Bu amagla
kurulmus standart dizi analizi servisleri mevcuttur. Dizi analizi igin
kullanilabilecek GenBank, RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical
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Microsystems database) EMBL (European Molecular Microbiology
Laboratory) gibi gesitli veri tabanlari internet araciligi ile kullanilabilir. Bu
servislerden biri olan RIDOM, web tabani Uzerinde dizi analizi yanisira
fenotipik ve genotipik Ozellikleri de sunmaktadir (42). Arastiricilar,
laboratuvarlarinda saptadiklari dizileri bu serviste yayinlamaktadirlar.
RIDOM’'da en son mikobakterilerin dizi verileri de eklenmektedir. RIDOM
merkezli bir arastirmada arastirmacilar daha o6nce ki mevcut dizi veri
tabanlari ve analitik gereglerin (6r: National Center for Biotechnology
Information [NCBI], GenBank ve Ribosomal Database Project [RDP])
mikroorganizmalarin dogru identifikasyonu igcin optimal olmadiklarini iddia
etmistir (59). Bu veri tabanlarinin igeriklerindeki sorunlari; 1) Dizi sonlarinin
ragged olmasi (yanlis eslesmelere neden olabilir) 2) Yanlis dizilerin eklenmisg
olmasi (Onceleri kullanilan tekniklerin hataya acgik olmasi nedeniyle, or: ters
transkriptaz dizileme) 3) Dizilerin kalite kontroliinin olmayigi 4) Klinik 6nem
tastyan bazi  mikroorganizmalarin  dizilerini  icermemeleri  olarak
Ozetlemiglerdir. RIDOM projesinin bu sorunlarin Ustesinden gelmek igin ¢aba
sarf ettigini belirtmislerdir. Arastirmacilar mikobakteri kiltarlerinden toplamda
199 adet kismi 16S rRNA dizilerini ve 84 adet ITS dizilerini kaliteli bir veri
tabani olusturmak amaciyla hazirlamis ve bunlardan gecerli olarak
tanimlanan 89 tur ve alt tara veritabanina eklemislerdir. RIDOM ve GenBank
mikobakteriyel 16S rDNA dizileri karsilastiriimis, iki veri tabaninda en az %80
benzerlik oldugu saptanmistir (59). Bir baska ¢alismada 92 mikobakteri turu
iceren 121 American Type Culture Collection (ATCC) susunun >1400 bp’lik
16S rRNA dizileri elde edilmis ve Gen- Bank, EMBL, DDBJ ve RIDOM
veritabanlariyla karsilastiriimistir. Ayrica 122 klinik TDM susunun nerdeyse
tamaminin 16S rRNA gen dizileri elde edilmis ve kendi dizileri ve RIDOM
veritabani (yaklasik 440 bp) ile karsilastiniimistir. Sonuglar 122 klinik sugun
61’i veritabanindaki bilinen ttrlerle %100 uyumlu, 19 tanesi bazi farklar olsa
da bilinen tarlerle uyumlu, 11 tanesi turt belirlenmemis dizilerle uyumlu, 31

tanesinin ise veritabaninda benzeri olmadigr gorlilmus, yeni suslar olarak
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saptanmigtir. 16S rRNA dizi analizinde turler arasi benzerligin en dusuk
oldugu tarlerin M. xenopi ve M. chelonae oldugu, tur ici benzerligin ise %
93’Un Uzerinde oldugu bildirilmistir (60).

Bu calismada da 16S rDNA geniyle incelenen suslarin dizi analizi
GenBank ve RIDOM veri tabanlariyla karsilastiriimistir. Sonuglar, M.
lentiflavum, M. gordonae, M. scrofulaceum igin her iki veri tabaniyla uyumlu
bulunmustur. GenBank BLAST veri tabaniyla M. peregrinum %2100
benzerlikle saptanirken, RIDOM veri tabaninda M. peregrinum/M. septicum
ayirt edilememistir. M. abscessus ve M. chelonae i¢in de GenBank BLAST
veri tabaniyla %100 homolojide dizi karsiligi varken, RIDOM veri tabaninda
M. abscessus/M. chelonae olarak sonuglanmigtir. M. fortuitum BLAST veri
tabaninda %100 uyumlu iken, RIDOM veri tabaninda M. fortuitum/M.
farcinogenes/M. senegalense ¢ikmistir. M. porcinum BLAST veri tabaninda
%100 benzerlikle saptanirken RIDOM sonug diziyi M. porcinum/M. fortuitum
kompleks olarak vermistir. Hsp65 gen bdlgesiyle M. kansasii ¢ikan bir sus
her iki veri tabaninda M. kansasii/M. gastri olarak neticelenmistir. Bu veriler
2007 yihnda Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Mikobakteri Referans
Labaratuvar'laninda ayni yontemle elde edilen DNA dizi analizi verileriyle
ortismektedir (61). Bu veriler RIDOM veri tabaninin 16S rDNA gen
bdlgesinde veri tabaninin klasifikasyonunda basarili, veri tabaninin gavenilir
oldugunu goéstermis, ancak yeterli guncellemelerin olmadigi kanisina
variimigtir. GenBank BLAST veri tabaninin ise ¢ok daha guncel dizilerin
oldugu, ancak veri tabaninin guvenilirik ve denetimi konusunda yetersiz
oldugunu dusundurmektedir.

Mikobakteri tarlerinin DNA dizi analizi ile adlandirilabilmesi igin tarlerin
farkli oranlarda evrimlestikleri g6z dnine alindidinda evrensel bir egik degeri
belirlemek imkansizdir. Ancak Drancourt ve ark. ¢calismalarinda tur ve cins
tanimlamada esik deger olarak sirasiyla %99 ve %97 benzerlik oranlarini
kullanmiglardir (62). Janda ve ark.arn rehberlerinde tur dlzeyinde

tanimlamada esik deger olarak en az %99, idealde %99.5 benzerligin
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aranmasini onermislerdir (63). Bizim c¢alismamizda da tanimlanamayan iki
tir disinda %100 homolojide diziler elde edilmistir.

Cavusoglu ve ark.lari tarafindan 16S rDNA dizi analizii, DNA-DNA
hibridizasyonu ve protein kodlayan genlerin (housekeeping) dizi analizi yeni
bir tir tanimlanirken kullanilan molekuler kriterler olarak belirtilmistir (45).
Arastirmacilar 16S rDNA dizi analizi ile birlikte RNA polimeraz enziminin beta
alt Unitesini kodlayan rpoB geni gibi protein kodlayan bir genin dizi analizinin
yapilmasiyla daha guvenilir sonuglar alindigini bildirmislerdir. Aragtirmacilara
gore DNA-DNA hibridizasyonu ile ayni tur icinde DNA iligkisinin en az %70,
farklihgin ise %5%’in altinda olmasi istenmektedir. Bununla birlikte farkli tlrler
arasinda olmasi gereken en az dizi farkhhgini %0.5, %1 veya %1.5 olarak
kabul eden gruplar da bulunmaktadir (45, 64, 65). Calismamizda iki susun
hem hsp65 hem de 16S rDNA gen bdlgesiyle dizi analizi sonucu %95-98
oraninda mevcut dizilerle uyumlu bulunmustur. Bu yuzdeler icerisinde veri
tabanlarina aktarilan dizilerin higbiriyle tam olarak ortusmemektedir. Bu
nedenle bu suslara en yakin sonug veren 10’'un Uzerinde mikobakterinin DNA
dizi homoloijileri girilerek filogenetik agac¢ olusturulmustur. Bu suslara yonelik
yeni bir mikobakteri tlri tanimlanabilmesi icin klinik ve biyokimyasal
verilerinin acgiga cikarilip fenotipik 6zelliklerinin ortaya konmasi yeni bir
arastirma konusu olmaya adaydir.

Calismamizda DNA dizi analizi ile elde edilen sonuglara gére 101 adet
TDM susunun tir dagihmi %39.60 M. porcinum, %35.64 M. lentiflavum,
%5.64 M. abscessus, %4.95 M. peregrinum, %3.96 M. gordonae, %2.97 M.
fortuitum, %1.98 M. chelonae ve %0.99 oranlarinda M. alvei, M.
scrofulaceum, M. kansasii-M. gastri olarak belirlenmistir. 2007 yilinda
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Mikobakteri
Laboratuvari ve Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Mikobakteri Referans
Laboratuvar'larinda bizim galismamizla ayni yontemle 16S rRNA ve hsp65
gen bolgelerinden elde edilen DNA dizi verilerinin ayri ayri ve birlikte

degerlendiriimesi sonucunda cesitli klinik drneklerden izole edilen 59 TDM
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tirdndn 18' (%30.5), M. gordonae, sekizi (%13.6) M. fortuitum, altisi (%10.2)
M. kumamotonense, beser tanesi (%8.5) M. neoaurum, M. lentiflavum, M.
intracellulare ve ikisi (%3.4) M. peregrinum olarak tanimlanirken, M.
elephantis, M. chelonae, M. abscessus, M. terrae, M. xenopi yalnizca birer
tur (%1,7) olarak saptanmistir (61).

2011 yilinda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesinde PRA hsp65
yontemiyle solunum yolu érneklerinde saptanan TDM’lerin tlr dagihiminda en
sik M. abscessus tip 1 (69 sus), M. xenopi (26), M. fortuitum (14), M.
peregrinum tip 2 (14) bulunmustur (47). Tanimlanan diger mikobakteri tlrleri
ise, M. porcinum tip 1, M. septicum tip 1, M. simiae tip 5, M. lentiflavum tip 1,
M. florentinum tip 1, M. intracellulare tip 1, M. chimaera tip 1, M. genavense
tip 2, M. simiae tip 1, M. chelonae, M. novocastrense, M. gordonae tip 6, M.
colombiense tip 1, M. avium s. avium tip 2, M. massiliense tip 1, M. bolletii tip
1, M. abscessus tip 2, M. avium s. avium tipl, M. avium s. paratuberculosis
tip 1, M. avium s. silvaticum tip 1 olarak bildirilmistir (47).

Bigmen ve ark.larinin 2004-2009 yillari arasinda yaptigi ¢alismada,
kKlinik olarak tlberkuloz stupheli 77 hastadan alinan 208 6rnekte TDM izole
edilmigtir (7). Bunlardan 31 susun (%0.16) ATS kriterlerine gore infeksiyon
etkeni oldugu saptanmistir. Bu 31 susun tur dagilimi; M. gordonae (%22.1),
M. avium kompleks (%20.8), M. fortuitum-peregrinum kompleks (%14.3), M.
abscessus (%9.1), M. kansasii (%9.1), M. simiae (%7.8), M.
szulgai/intermedium (%3.9), M. chelonae kompleks (%3.9), M. scrofulaceum
(%2.6) ve M. lentiflavum (%2.6) olarak saptanmistir. Laboratuvar veya
cevresel kontaminant olarak bildirilen turler ise M. gordonae, M. avium
kompleks, M. fortuitum-peregrinum kompleks, M. abscessus, M. kansasii, M.
simiae, M. chelonae kompleks, M. szulgai/intermedium, M. scrofulaceum ve
M. lentiflavumdur.

Albayrak ve ark.larinin Ulusal Tuberkiloz Referans Laboratuvarinda
2009-2010 yillarinda TDM’lerin dagihmlarinin irdelendigi ¢galismasinda TDM
suslari arasinda M. fortuitum (%33) en sik izole edilen tur olmusg, bunu M.
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abscessus (%18), M. gordonae (%10) ve M. avium (%8) izlemigtir (6). Ayrica
M. chelonae, M. intracellulare, M. kansasii, M. peregrinum, M. scrofulaceum,
M. szulgai, M. celatum, M. haemophilum, M. smegmatis ve M. xenopi
tanimlanan diger TDM turleri olmugtur. Ayrica, en sik izole edilen tur olan
M.fortuitum suslarinin  ¢ogunun perifer tlberkilloz laboratuvarlarindan
gonderilen orneklerde tespit edildigi vurgulanmigtir.

2013 yilinda istanbul’da iki hastanenin farkli departmanlarindan alinan
toplam 160 sicak ve soguk su orneginde TDM arastiriimis, érneklerin 33
tanesinde (%20.6) TDM saptanmistir (66). TDM’lerin %60’1 M. lentiflavum,
%30’'u M. gordonae ve %10'u M. peregrinum olarak tanimlanmistir. Bu
calismada en sik, bizim calismamizda ikinci siklikta saptanan tlr olan M.
lentiflavum ilk kez 1996’da tanimlanmistir (67). M. lentiflavum antibiyotiklere
¢coklu direng gosteren bir turddr, insanlarn infekte edebilir, HIV (+) lerde
hastalik yapabilir. Ulkemizden bu tiriin etken oldugu herhangi bir infeksiyon
bildiriimemis ancak M. lentiflavum’un immunsuprese hastalarda etken
olabilecegi, birgok anti tuberklloz ilaca invitro direngli oldugundan, etken
oldugunda tedavinin zor olabilecedi, bu nedenle g6z ardi edilmemesi
gerektigi unutulmamalidir. (68, 69).

Bizim calismamizda, diger calismalardan farkli olarak en sik izole
edilen M. porcinum hizli Greyen bir mikobakteridir. ilk kez 1973 yilinda TB
benzeri infeksiyonu olan bir domuzun lenf nodlarindan izole edilmistir (70).
1983’te karakterize edilmis ve ATCC susu olarak tanimlanmistir (ATCC
33726). M. fortuitum’dan D-mannitol ve i-myo-inositol pozitifligi, nitrat
negatifligi, suksinamidaz pozitifligi ve amonyak varliginda benzoati karbon
kaynagi olarak kullanabilmesi ile ayrilmistir (70). M. fortuitum’un sorbitol
negatif 3. biovaryant kompleksinden molekiler ydntemlerle ayriimasiyla
2004’te ilk kez insan patojeni olarak saptanmistir (71). M. porcinum yara
infeksiyonlari, intravaskuller kateter iligkili infeksiyonlar, osteomiyelit gibi

tablolara yol agcabilmektedir (71).
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Sonug olarak, laboratuvarimizda en sik olarak tespit edilen TDM tur
dagilimi ulkemizin degisik bolgelerinden bildirilen galismalara gore kismen
farkhlik gostermektedir. Calismamizda en sik izole edilen iki tir olan M.
lentiflavum ve M. porcinum’un antibiyotiklere direng gdstermesi ve insan
infeksiyonlari ile iligkili olduklarinin bilinmesi nedeni ile dikkate alinmalari
gerekmektedir. Hastalara ait klinik verilerin olmamasi nedeni ile izole edilen
TDM’lerin etken veya kontaminant olduklarinin ayirt edilememesi kisitlayici
olmakla birlikte, cevresel mikobakterilerin cesgitli infeksiyonlara yol actigi
bilindiginden, elde edilen verilerin bodlgemizdeki TDM infeksiyonlarinin
epidemiyolojisine katki saglayacagi dustnulmuastir. Ayni zamanda TDM
izolasyon oranlarinin ve tur dagiiminin izlenmesi hastane su sistemlerinin
kontaminasyonu veya bronkoskop gibi cihazlarin yetersiz sterilizasyonu
konusunda uyaricl olmaktadir. Bu nedenle mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinda TDM identifikasyonu rutin olarak yapiimali ve sonuglar
yorumlanarak izlenmelidir. DNA dizi analizi ydntemi ile verilerin
degerlendiriimesinde bazi sorunlar yasanmakla birlikte bu c¢alismada 16S
rDNA dizi analizi ile birlikte hsp65 gen bdlgesi de analiz edilerek 101 TDM
susundan 99'u basar ile tanimlanmistir. TDM identifikasyonunda iki gen
bolgesinin galigiimasi sonuglarin guvenilirligini artirmaktadir. Altin standart
olarak kabul edilen 16S rDNA gen bodlgesinin dizi analiziyle tanimlamada
yetersiz kalindiginda suslarin tanimlanmasi i¢in hsp65 gen bdlgesi ile

calisilmasi onerilebilir
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VI. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak, laboratuvarimizda en sik olarak tespit edilen TDM tur
dagihmi Ulkemizin degisik bolgelerinden bildirilen galismalara gbre kismen
farkhlik gdstermektedir. Calismamizda en sik izole edilen iki tir olan M.
lentiffavum ve M. porcinum’un antibiyotiklere diren¢g gostermesi ve insan
infeksiyonlari ile iligkili olduklarinin bilinmesi nedeni ile dikkate alinmalari
gerekmektedir. Hastalara ait klinik verilerin olmamasi nedeni ile izole edilen
TDM’lerin etken veya kontaminant olduklarinin ayirt edilememesi kisitlayici
olmakla birlikte, cevresel mikobakterilerin gesitli infeksiyonlara yol actigi
bilindiginden, elde edilen verilerin boélgemizdeki TDM infeksiyonlarinin
epidemiyolojisine katki saglayacagir dusunulmastir. Ayni zamanda TDM
izolasyon oranlarinin ve tur dagihiminin izlenmesi hastane su sistemlerinin
kontaminasyonu veya bronkoskop gibi cihazlarin yetersiz sterilizasyonu
konusunda uyarici bilgiler verebilmektedir. Bu nedenle mikobakteriyoloiji
laboratuvarlarinda TDM identifikasyonu rutin olarak yapilmali ve sonuglar
yorumlanarak izlenmelidir.

TDM tanisinda hizli ve guvenilir sonu¢ veren molekuler yontemlerin
kullanimi ve bu yontemlerle adi konamamis mikobakterilerin ileri dlzey
molekuler yontemlerden DNA dizi analizi ile tayini tercih edilmektedir. DNA
dizi analizi yontemi ile verilerin degerlendirimesinde bazi sorunlar
yasanmakla birlikte bu ¢alismada 16S rDNA dizi analizi ile birlikte hsp65 gen
bolgesi de analiz edilerek 101 TDM susunun 99’u basari ile tanimlanmigtir.
TDM identifikasyonunda iki gen bolgesinin c¢alisiimasi sonuglarin
guvenilirligini artirmaktadir. Altin standart olarak kabul edilen 16S rDNA gen
bdlgesinin dizi analiziyle tanimlamada yetersiz kalindidinda suslarin

tanimlanmasi igin hsp65 gen bolgesi ile ¢calisiimasi onerilebilir.
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VIl. OZET

Calismanin  amaci Celal Bayar Universitesi Mikobakteriyoloji
Laboratuvar’nda cgesitli klinik orneklerden soyutlanan Tuberklloz Disi
Mikobakterilerin (TDM) hsp65 ve 16S rDNA gen bolgeleri hedef alinarak altin
standart yontem olan DNA dizi analizi ile identifikasyonunun yapilmasi ve
elde edilen verilerin epidemiyolojik ydonden tartigsiimasidir.

2007-2011 yillar arasinda tuberkuloz on tanisi ile gonderilen 5122
ornegin 126’sinda (%2.46) TDM Uretilmis ve bu suslardan 101’i DNA dizi
analizi ile ¢alisiimistir. DNA dizi analizi sonucglari RIDOM ve GenBLAST veri
tabanlar kullanilarak degerlendiriimis ve sikhk sirasi ile M. porcinum
(%39.60), M. lentiflavum (%35.64), M. abscessus (%5.64), M. peregrinum
(%4.95), M. gordonae (%3.96), M. fortuitum (%2.97), M. chelonae (%1.98),
M. alvei (%0.99), M. scrofulaceum (%0.99) ve M. kansasii-M. gastri (%0.99)
tiirleri tanimlanmustir. iki sus ise veri tabanlarindaki diger mikobakterilerle
%95-98 arasinda uyumlu bulunmus olup, kesin olarak tanimlanamamistir.
Calisilan 98 susun etken oldugu kanitlanamamis, ¢ M. abscessus susu ise
etken olarak kabul edilmistir.

Sonug olarak 16S rDNA dizi analizi ile birlikte hsp65 gen bdlgesi de
analiz edilerek 101 TDM sugsunun 99u basarn ile tanimlanmigtir.
Laboratuvarimizda en sik olarak tespit edilen TDM tur dagihmi tlkemizin
degisik bodlgelerinden bildirilen c¢alismalara gbére kismen farklihk
gOstermektedir. Calismamizda en sik izole edilen iki tir olan M. lentiflavum
ve M. porcinum’un antibiyotiklere diren¢ gostermesi ve insan infeksiyonlari ile
iligkili olduklarinin bilinmesi nedeni ile dikkate alinmalari gerekmektedir.
TDM’lerin etken veya kontaminant olduklari ayirt edilememesi kisitlayici
olmakla birlikte, g¢evresel mikobakterilerin hastane infeksiyonlarina yol
acabildigi  bilindiginden, elde edilen verilerin bdlgemizdeki TDM
infeksiyonlarinin  epidemiyolojisine  ait  bilgilere  katki  saglayacag

dusundimustar.
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VIl. ABSTRACT

The aim of the study was to perform identification of non-tuberculous
mycobacteria (NTM) isolated from different clinical specimens in the
Mycobacteriology Laboratory of Celal Bayar University by using the DNA
sequence analysis, which remains the gold standard method, and by
targeting hsp65 and 16S rDNA gene regions, and also discuss the
epidemiological aspects of the data obtained.

Out of 5122 clinical specimens that have been sent to the laboratory
with the initial diagnosis of tuberculosis in the period 2007-2011, NTM was
identified in 126 (2.46%), and DNA sequence analysis was performed on 101
of these strains. DNA sequence analysis data was evaluated using RIDOM
and GenBLAST data bases and consequently, M. porcinum (39.60%), M.
lentiflavum (35.64%), M. abscessus (5.64%), M. peregrinum (4.95%), M.
gordonae (3.96%), M. fortuitum (2.97%), M. chelonae (1.98%), M. alvei
(0.99%), M. scrofulaceum (0.99%) and M kansasii-M. gastritis (0.99%)
species were characterized, respectively. Another two strains could not be
identified with certainty, although they were both 95-98% compatible with
other mycobacteria in the data bases. The other 98 strains examined could
not be proven as a cause of the disease, whereas three M. abscessus strains
were considered as the cause of the disease.

As a result, 99 of 101 NTM strains were successfully identified with the
hsp65 gene sequence analysis in addition to 16S rDNA analysis. Distribution
of most common NTM strains identified in our laboratory was slightly different
according to the regions of our country. The two species most frequently
isolated in our study were M. lentiflavum and M. porcinum and should be
seriously considered due to their known correlation with human infections
and antibiotic resistance. The isolated NTM strains could not be distinguished
as the cause of the disease or a contaminant, which is the limiting factor in

this study. However, considering the environmental mycobacteria may lead
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to hospital infections, the data obtained in this study can contribute to

epidemiological data pool of NTM infections.

Key words: Non-tuberculous mycobacteria, identification, DNA

sequence analysis, epidemiology
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