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OZET

DUZCE 1iLi ICME VE KULLANMA SULARINDA ATIiPiK
MIKOBAKTERILERIN iZOLASYON VE TANIMLANMASI

Mycobacterium tuberculosis kompleksi disinda kalan tiim mikobakteriler tiiberkiiloz
dis1 mikobakteriler diye bilinir. NTM’ler ¢evrede yaygin olarak bulunmakta olup insan
enfeksiyonlarmin ¢ogunda bulas kaynaginin su oldugu kabul edilmektedir. Bu
calismada Diizce bolgesinde igme kullanma sularinda NTM varlig1 arastirilmistir. Bu
amacla Duzce bolgesinde ¢esitli sebeke suyu, depo suyu, kaynak suyu ve ¢esme suyu
kaynaklarindan 120 farkli su &rnegi alinmustir. Ornekler steril 1(bir) litrelik kaplara,
ayn1 kaynaktan iki steril kap olacak sekilde alinmig ve alinirken su sicakliklart dlgiilerek
kaydedildi. Bu sekilde laboratuvara ulastirilan numunelerinin klor ve pH’larinin
Olctldid. Daha sonra orneklere 6nce bir diizenek vasitasiyla filtrasyon, ardindan
dekontaminasyon islemi uygulanmistir, sonra diizenekte kullanilan filtreler steril bir 6ze
ve steril bir pens yardimi ile aliarak LJ, Middlebrook 7H11 ve MGIT besiyerlerine
yerlestirilerek ekim islemi tamamlandi. Besiyerlerinde tireme varligi 5-7 giin aralikla
takip edildi. Ornekler, LJ ve Middlebrook 7H11 agar besiyerilerinde sekiz hafta sonuna
kadar, MGIT besiyeri ise alt1 hafta boyunca izlendi. Bu siirenin sonunda (reme sinyali
vermeyen MGIT besiyerleri degerlendirmeye almmadi. Ureme sinyali veren MGIT
besiyerinden yada koloni olusumu gozlenen LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerlerinden
alinan mikroorganizmalar aside direngli boyama (ARB) yontemi ile asido-rezistans
bakteriler varlig1r agisindan incelendi. Asido rezistans boyanma o6zelligi géstermeyen
numuneler kontaminant olarak degerlendirildi. Aside direncli olarak izole edilen
mikroorganizmlara GenoType Mycobacteria CM ve GenoType Mycobacteria AS
kitleri kullanilarak molekiler yontemlerle identifikasyonu yapilmistir. identifikasyonu
yapilan Orneklerin dokuz tanesi M.fortuitum, U¢ tanesi M.gordonae, u¢ tanesi M.szulgai,
iki tanesi M.lentiflavum, iki tanesi M.chelonae, bir tanesi ise M.pregrinum olarak

tanimlanmaistir.



Sonug¢ olarak NTM’lerin kaynaklarina yonelik epidemiyolojik c¢alismalarin simirh
oldugu iilkemizde, arastirmamizin hem bolgemiz hem de tlilkemiz i¢in 6nemli oldugunu
diistinmekteyiz. Ayrica arastirmamizda iilkemizde daha once benzer c¢alismalarda hic
bildirilmeyen NTM kokenlerinden M. szulgai’nin saptanmasi bu tiir ¢alismalarin

yapilmasinin ve sayica da arttirlmasiin gerekliligini ortaya koymakytadir.

Anahtar kelimeler: Non tiberkiloz mikobakteri (NTM) , Polimeraz zincir reaksiyou
(PZR), Su,Duiizce



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND ISOLATION OF ATYPICAL MYCOBACTERIA
FROM DRINKING AND USING WATER IN DUZCE.

All mycobacteria other than Mycobacterium tuberculosis complex are known as non-
tuberculous mycobacteria. NTMs are commonly found or can be found in water in the
majority of human infections. In this study, the presence of NTM was investigated in
the waters where drinking was conducted in the flat zone. For this purpose, 120
different water samples were taken in various municipal water, storage water, spring
water and tap water sources in Duzce. Samples were stored in sterile 1 (one) liter
containers, measuring the same leakage. They can reach the laboratory in this way,
measuring the chlorine and pH of the samples. Later, the decontamination procedure
was once again applied to the specimens, and in the apparatus, the seeds were placed in
LJ, Middlebrook 7H11 and MGIT mediums with the aid of a sterile device and a sterile
syringe. The medium was filled in 5-7 days intervals. The samples were monitored for
up to eight weeks in LJ and Middlebrook 7H11 agar media and six weeks in MGIT
medium. MGIT mediums that did not produce a reproductive signal at the end of this
study were not evaluated. The microorganisms from LJ and Middlebrook 7H11
medium, which show colony formation from the hope signaling MGIT medium, or
aside resistance bacteria (ARB) method aside from the presence of microorganisms.
Samples without aside resistance staining were evaluated as contaminants. The
microorganisms isolated from the genus Escherichia coli are genotypically characterized
by molecular methods such as GenoType Mycobacteria CM and GenoType
Mycobacteria AS. Nine of the samples were identified as M. fortuitum, three as M.
gordonae, three as M. szulgai, two as M. lentiflavum, two as M. chelonae and one as M.
pregrinum.

As a result, epidemiological studies on the sources of NTM In our country, where we
are limited, we are thinking of things that are important for our country as well as our
region. The discovery of M. szulgai from the NTM origins reveals the necessity of
carrying out such studies and of multiplying them.

Key words:Non-tuberculous mycobacteria (NTM), Polymerize chaing reaction (PCR),
Water, Duzce



1.GIRIS VE AMAC

Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan tiim mikobakteriler, nontuberculos
mycobacteria (NTM) diye bilinir. Cogu insanda hastalik olusturmayan bu  grup
bakterilerin 50°den fazla turl bulunmaktadir. Bunlardan birkag NTM tirt hem immun
sistemi baskilanmis hem de normal olan konakda hastalik meydana getirmektedir.
Eskiden NTM ile olusan enfeksiyonlar, hastaligin bulundugu yer ve etkeni dikkate
alinmaksizin “atipik tiiberkiiloz’’ olarak degerlendirilirken, giinlimiizde, her NTM
tiirlinlin  virulansi, enfeksiyonun yeri ve oOzel tedavi yontemleri klinik gidisi

yonlendirmektedir?.

NTM, su, toprak, besinler, toz ve aerosolleri igeren dogal ekosistemlerde yaygin olarak
bulunur ve cevresel kaynaklardan insana, inhalasyon, inokilasyon veya sindirim yoluyla

bulasabilirler'?.

Endiistrilesmis diinyanin degisik bolgelerinde, NTM’in neden oldugu enfeksiyonlarin
sayis1 giderek artmaktadir’. Non tilberkilloz mikobakterileri insan viicudunda

kolonizasyon ve/veya enfeksiyonalara yol actigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir 2

Sicak ve soguk su sistemlerinde yaygin olarak bulunan bu mikroorganizmalar biyofilim
olusturma®® klor ve dezenfektanlara direnc®’ diisiik diizey oksijen varliginda® ve
organik madde® iceren sularda Ureyebilme, genis pH-1s1 aralginda canli kalma gibi

ozellikleri sayesinde su sistemlerinde yasamlarmi siirdiirebilmektedir®1°.

Insanlar, su ile yiyecek-icecekler araciligiyla gastrointestinal yoldan veya dus alirken
ve temizlik yaparken aerosollerin inhalasyonuyla NTM'lere maruz kalmaktadir.
Sularda bulunan NTM'ler, vicuda giris yoluna ve konagin bagisiklik  durumuna
bagli olarak hastalik olusturmadan kolonize olabilmekte ya da akcigerler basta

olmak iizere gesitli organlarda dissemine infeksiyona neden olabilmektedir®.

Saglik Baknaliginin Turkiye’de Verem Savast 2009 Raporu’na gore kayith tiiberkiloz
hastalarinin toplam sayis1 2006 yilinda 20.526 iken 2007 yilinda 19.694 olmus ve bir
yilda % 4 duists gorilmastir. Kayith 19.694 hastanin 17.781°i (% 90,3) yeni olgu,
1.913°0 (% 9,7) tedavi gormis olgudur. Bu hastalarin % 20,8’inde en az bir

antituberkiloz ilaca direng tespit edilirken, % 4,9’unda cok ilaca direncli etken



bulunmustur!. Bu oranlar diger Ulkeler ile karsilastinldiginda azimsanmayacak bir

degerdir'?.

Bu calismada daha 6nce bolgemizde yapilmamis ve 6nemli bir bulas kaynagi olan
sulardaki NTM siklig1 incelenecektir. Bu sayede bilimsel diinyaya epidemiyolojik yeni
veri girigi saglanacaktir. Ayrica halk sagliginin korunmasi ve NTM’lerle olusacak
enfeksiyonlarin dnlenmesine katki yapacaktir. Elde edilecek epidemiyolojik verilerle bu
etkenlerle meydana gelecek hastaliklarin tanisinin  erken ve dogru konmasi
saglanacaktir. Bu sayede gereksiz tedaviler ve bu gereksiz tedavilere bagh
antitiiberkiiloz ilaglara direng gelisimi Onlenecek, bdylece hastalarin hasta maliyeti

dustiriilecek ve lilke ekonomisine katkida bulunulacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

Etimolojik olarak, “Mycobacterium”, Yunanca mantar (myces) ve kiglik cubuk
(bakterion) kelimelerinin birlesmesinden kdken almaktadir. Tiiberkiiloz, koken olarak
kicuk, patates benzeri (“tuber”), endurasyon yapan anatomik lezyonlar igin
kullanilmaktadir. Hastaligin tiiberkiiloz olarak adlandirilmasi, 1839 yilinda Johann
Lukas Schoenlein tarafindan yapilmistir'®. Almanya’da bulunan ve M.0O. 8000 yilina ait

insan iskelet kalintilarinin hastalik izi tasidig1 saptanmustir',

Tiiberkiilozun klinik bulgularmin ve epidemiyolojik 6zelliklerinin ilk sistematik
tanimlanmas1 M.O. 400-350 yillar1 arasinda Hipokrat koleksiyonunda kayithdir. Ilk
olarak Aristo (M.O. 354-322) bu hastaligin bulasici oldugunu diisiindiiren bir paternin
farkina varmistir. Pierre Desault (1675-1737) hastaligin bulasici oldugunu, temel
bulastirict unsurun ise balgam oldugunu belirtmistir. Pierre Charles Alexander Louis
diger nedenlerle 6len hastalarin akcigerlerinde latent tiiberkiiloz delillerini bulmustur.
Robert Koch 1882 yilinda tiiberkiilozdan 6len bir hastanin akcigerindeki lezyonlarda
basili gostermis, bunu kiiltiirde iiretmis ve iiretilen basil ile deney hayvanlarinda

tiiberkiiloz olusturmustur!?,

Mycobacterium cinsi; Actinobacteria sinifi, Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae
ailesi icinde smiflandirilmaktadir. Bu cinste bulunan tirlerden Mycobacterium
tuberculosis  (M.tuberculosis) kompleksi Uyeleri ve Mycobacterium leprae
(M.leprae) insanda hastalik yapan en 6nemli cinslerdir. NTM’ler olarak
adlandirilan diger mikobakteriler ise ¢evrede serbest yasayan, saprofit veya firsatci

patojen olabilen tiirleri kapsamaktadirlar'®16,

Mycobacteriaceae familyasina bagli tek genus olan Mycobacterium genusu icinde, alt
tiirlerle birlikte 2008 Haziran ayinda LPSN ( list of prokaryotic names with standing in
nomenclature) tarafindan yayimlanan listeye gore 130 Mycobacterium cinsi ve 11 alt
tiirii bulunmaktadir'®. Bu cins kapsaminda siniflandirilan tiirlerin ortak 6zellikleri: aside
direncli boyanmalari, 60 ile 90 karbonlu mikolik asit icermeleri ve deoksiriboniikleik
asit (DNA)'lerindeki yiiksek oranda (%61-71) Guanin+Sitozin (G+S) varligidirt®°,



Mikobakteriler, aerobik, spor olusturmayan, hareketsiz, hafif kivrik, pleoformik ¢omak
veya kokoid seklinde, 0,2-0,6 x 1.0-10 pm boyutlarinda mikroorganizmalardir.
Mycobacterium cinsi bakterilerin yavas tiremeleri yaninda hiicre duvarlarinda bol

miktarda lipid bilesikleri bulundururlar?.

Mikobakteriler asido-rezistans bakteriler (ARB) olarak bilinirler. Bu 0zellik, hicre
duvarinda mikolik asit, peptidoglikan ve arabinomannan’in olusturdugu kalin ve
koruyucu tabaka ile iliskilidir. Anilin boyas: bu tabaka ile bag olusturarak asit ve alkol
etkisine karsin yerinde kalir. Bu 6zelligi ortaya ¢ikarmada 6zel bir boyama yontemi olan
Erlich-Ziehl-Neelsen ile asid-fast boyama yontemi kullanilir. Bu boyamada
mikobakteriler, mavi zemin tizerinde kirmizi renkte gorindrler. Gram boyama ile kolay
boyanmamalarina ragmen Gram pozitif olarak kabul edilebilir®’. Bunun sebebi kapsiil
benzeri dis tabakanin uzaklastirilmasi halinde Gram pozitif gibi boyanmalaridir®.
Ortamda %5-10 CO2’nin bulunmasi aerop olan tlberkiloz bakterilerinin tGremesini
hizlandirir. Optimal iireme derecesi 37 (30-42) °C’dir. Basit karbon kaynaklarinin

oksidasyonu ile enerji saglayabilirler?’.

Mycobacteriaceae familyasina bagli iiyeler klasik ve Runyon olmak tizere iki farkl
sekilde smiflandirilir. Klasik siniflandirma Mycobacterium tuberculosis komplex
(Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti, MBTC), M. leprae ve NTM olarak (i¢ grupta incelenir??. Ernest
Runyon tarafindan ise 1958 yilinda Loewenstein Jensen (LJ) besi yerindeki iireme hizi,
koloni morfolojisi ve pigment iiretimindeki renk degisimlerine gore 4 (dOrt) grupta

toplanmistir®,

2.1.Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Runyon’un siniflandirilmasi klinik mikrobiyoloji yoniinden biiyilk 6nem tagimasa da
bakterilerin identifikasyonunda yarar saglar?!. Insanlar ve diger memelilerde tiiberkiiloz
infeksiyonuna neden olan ve %95'in  (zerinde DNA homolojisi gosteren tirler
MTBC iginde smiflandirilmaktadir. Bu tiirler; M.tuberculosis, M.bovis  (M.bovis
subsp.bovis, M.bovis subsp. caprae ve M.bovis Bacille Calmette  Guerin),
M.africanum, M.microti, M.canettii ve M.pinnipedii‘dir’*®. MTBC icerisinde
bulunan tirler ile M.leprae haricindeki tim mikobakteriler NTM’ler olarak

isimlendirilirler?,



Insanlar icin patojen olanlar M. tuberculosis kompleks ve M.leprae disinda potansiyel
firsatc1  patojenler  olarak;  Mycobacterium  avium-intracellulare  (M.avium-
intracellulare), Mycobacterium kansassi (M.kansassi), Mycobacterium fortuitum-
chelonae kompleksi (M.fortuitum-chelonae kompleksi), Mycobacterium szulgai
(M.szulgai), Mycobacterium malmoense (M.malmoense), Mycobacterium simiae
(M.simiae), Mycobacterium marinium (M.marinium), Mycobacterium ulcerans
(M.ulcerans), Mycobacterium hemophilum (M.hemophilum) yer almaktadir. Yavas
ureyenlerden saprofit olup, ¢ok nadir olarak insanlarda da hastalik yapabildikleri
gosterilen; Mycobacterium gordonae (M.gordonae), Mycobacterium asiaticum
(M.asiaticum),  Mycobacterium  terrae-triviale  (M.terrae-triviale)  kompleksi
Mycobacterium gastri (M.gastri),  Mycobacterium non-chromogencium (M.non-
chromogencium), Mycobacterium para-tuberculosis (M.para-tuberculosis), orta hizla
ureyenlerden; Mycobacterium flavescens (M.flavescens), ve cabuk Ureyenlerden;
Mycobacterium termoresistibile  (M.termoresistibile), Mycobacterium smegmatis
(M.smegmatis), Mycobacterium vaccae (M.vaccae), Mycobacterium parafortuitum
(M.parafortuitum), kompleksi ve Mycobacterium phlei (M.phlei) bulunur??,

Runyon siniflandirilmasinda reme hizi, koloni morfolojisi ve pigmentasyon esas

alinarak dort grupta incelenen mycobacteriumin 6nemlilerinin Ozelliklerine ayirimi

Tablo 1 de gosterilmistir’.

Tablo 1. Runyon siniflandirmasi
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2.1.1. Runyon simniflandirmasi

2.1.1.1. Sinif I- Fotokromojenler

Bu mikroorganizmalar yavas tireyip, 1sikla temas ettiklerinde pigmentli (sar1) koloniler

26 Karanlikta iiretildiklerinde kolonileri pigmentsiz olduklar1 halde, yapay

olustururlar
veya dogal 1sikta 1-8 saat birakildiklarinda yeniden karanlikta iiretilseler bile portakal
saris1  renginde, karotenoid pigment olustururlar®.Yavas iirerler, kolonilerin
gorulebilmesi icin 7 (yedi) gunden fazla zamana gereksinim vardir. Bu grupta bulunan

tiirler arasinda M. simiae, M. kansasii ve M. Marinum gibi bakteriler vardir?®.

M. marinium; Bu mikroorganizmalar aside direncli ve kesik boyanma gosterebilen
comakciklardir. LJ besiyerinde en erken 7 (yedi) ginde S veya R bigiminde koloniler
olustuturlar. Bir saat kadar 1s18a tutulduklarinda 6nce limon sarist renk alirlar. Isiga
strekli olarak tutulduklarinda turuncu—kirmizi renk olustururlar. Yizme havuzlarinda ve
akvaryum duvarlarinda bulunabilirler. Insanlara derideki tarvmatik yaralardan bulasip

yiizme havuzu graniilomasi ad1 verilen enfeksiyona neden olurlar?..

M.kansasii; fotokromojen ve asidorezistan olup preparatlarda uzun kalin ¢omakgiklar
biciminde gorilurler. Bakteriler 37 °C’ de bir haftada tirerler. LJ besiyerinde koloniler
S veya R tipinde goriiliirler.Insanlada tiiberkiiloza benzer akciger enfeksiyonlar,
nadiren servikal ve diger bolgelerde lenfadenitler, osteomiyelit, tenosinovit ve yumusak

doku enfeksiyonlar olustururlar?.

M.simiae; klturlerde en erken 7 gunde Grerler. LJ ve middlebrook besiyerindeki
koloniler S tipindedir. Pigment olusturabilmesi i¢in kolonilerin 4-8 saat 1sikta

tutulmalar1 ve sonra uzunca siire enkiibe edilmeleri gerekir?!,

2.1.1.2.S1mif II- Skotokromojenler

Isiga bagli olmadan sar1 veya portakal renkli pigmentli koloniler meydana getirirler ve
yavas drerler. Bu grupta bulunan tiirler arasinda Mycobacterium lentiflavum
(M.lentiflavum), M. gordonae, M. scrofulaceum, M. szulgai ve M.xenopi gibi

mikroorganizmlar bulunur?®.

M.lentiflavum; LJ besiyerinde 22-37°C'de Uremekte ve S tipi koloni olusturmaktadir,
Kolonilerinde sarimsi pigment olusumu gozlenmektedir. Biyokimyasal 6zellikleri
acisndan M.avium'a  benzemektedirler. Filogenetik acidan ise  M.simiae ve

M.genavense'ye yakin olarak bilinen bir tiirdiir?"28,



M.gordonae ; toprak ve suda c¢ok yaygin olarak bulunurlar ve musluk suyu basili
olarak da isimlendirilirler. Mgordonae en iyi 37°C'de  Ureyen ve S tipi koloni
olusturan bir mikroorganzimadir?’. Genellikle sulara bagli olarak  yalanci
infeksiyonlara ~ ve salgmnlara neden olabilmektedir. Giliniimiizde M.gordonae'nin
patojen olmayan, sadece kolonizasyona neden olan bir tiir olmadigi, infeksiyon
da  olusturabildigi bilinmektedir. Immiin yetmezlik olan hastalarda dissemine
infeksiyon, akciger infeksiyonu, menenjit, prostetik aortik kapak endokarditi, {iriner

sistem infeksiyonu ve eklem infeksiyonuna neden olabildigi bildirilmistir®2>2°,

M.scrogulaceum; kisali-uzunlu bazen flamanli, asidorezistan ¢omaklardir.Yumurtali
besiyerinde koloniler en erken 7 (yedi) giinde ortaya g¢ikar. Koloniler siirekli isikta
kaldiklarinda tugla kirmizist rengine kadar koyulasirlar. Diizgiin, yesil-turuncu
kolonilerdir. Daha ¢ok kiiclik cocuklarda, genellikler sub mandibuler tek lenf bezi veya

bir lenf bezi kiimesini tutan lenfadenitler olustururlar®.

M.szulgai; boylar1 1-4 mikrondur. 37°C de skotokromojen, 25°C de fotokromojendir.

Besiyerlerinde S, R ve piramit biciminde koloniler yaparlar?®.

2.1.1.3. Sinif I1I- Nonfotokromojenik’ler

Karanlikta uzun siire kaldiklarinda bazen soluk renkte pigment olusturabilirlerse de
uzun siire 1sikta tutulsalar bile pigment yapmazlar ya da onceden olugsmus pigment
koyulasmaz?!. Isikta cok az pigmentli veya pigmentsizdirler ve yavas irerler. Bu grupta
bulunan tiirler arasinda M. intracullulare, M. ulcerans, M.xenopi gibi bakteriler

bulunur?.

M. avium-intracellulare; Boyanma ve morfoloji bakimindan M.tuberculosis’e benzerlik
gosterirler. Kok sekillerinden uzun comaklara kadar goérinum verirler. Yumurtal
besiyerinde kubbe ve piramit seklindeki kolonileri en erken 10 giinde olusur. 25-45
derecelerde Ureyebilirler. Bazen kolonileri R biigminde olabildigi gibi aymi kiltiirde
degisik kolonilerde olusturabilirler. Firsat¢1 patojenler olarak insanlarda akciger
tiiberkilozuna benzer hastaliklar, lenfadenitler olusturabilirler. AIDS hastalarinda bu

bakterilerin cesitli ve yaygin enfeksiyonlar1 goriilebilir?,

M.xenopi; ¢ok uzun flamanli asidorezistan g¢omaklardir. Yumurtali besiyerinde ikKi
haftada ortaya cikan S tipinde pigmentsiz koloniler olustururlar. Koloniler beklemekle

sarimsi renk alirlar?®.
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M.ulcerans; Asidorezistan comaklar olup 30-33 °C’lerde ¢ok yavas (28-60 giinde)
ureme Ozelligi gosterirler. Olusan koloniler trans paran, kiiciik kubbe seklinde, sonradan
R tipi ve basiklasan kolonilerdir. Ekstremitelerde yayilma egilimi gosteren Ulser

olustururlar?.

2.1.1.4. Stmif IV- Cabuk iireyenler

Degisken pigmentasyon gosterirler, hizli tirerler ve genellikle yedi ginde koloniler
gozle goriilebilecek duruma gelirler. Bu grupta bulunan tiirler arasinda M.peregrinum,

M. fortuitum, M. chelonae gibi bakteriler bulunur?®.

M.fortuitum; yaklasik 1-3 mikron boyunda bazen kokoid, bazende dallanan falamanli
sekilleri bulunan asidorezistan bakterilerdir. Yumurtali besiyerinde, bes glinden az bir
zamanda yumusak, tereyagimsi kivamda, yarim kiire ve bazen rozet bi¢iminde veya R
tipinde koloniler olustururlar. Pigment yapmazlar. Akciger enfeksiyonlari ve soguk

abselerden soyutlanabilirler. Dogada yaygin olarak bulunurlar?.,

M.peregrinum ; pigment olusturmayan bu bakteriler ameliyat sonrasi gelisen kutandz
infeksiyon, dissemine enfeksiyon, yumusak doku infeksiyonu ve AIDS’li hastalarda
meydana gelen lenfadenit ve solunum sistem enfeksiyonundan olarak izole
edilmistir®31:32:333¢,
M.chelonae; bu bakteriler pleomorfik olup, kiigiik kok seklinden, uzun g¢omak
sekillerine kadar farkli bicimler gosterirler. Gen¢ ve Uremekte olan bakteriler
asidorezistan olarak boyanabilirse de yaslanmig kiiliirlerde bu o6zellikleri yok
olabilir.Yumurtali ve agarli besiyerlerinde yedi giinden o©nce koloniler olusur. S

seklinde, yarim kiire biciminde ve pigmentsizdirler. Akciger enfeksiyonlar1 ve soguk

abseler olusturduklari bilinmektedir?'.

2.2. Mikobakterilerin Hiicre ve Kimyasal Yapilarn

Hiicre yapilar1 temelde diger bakteriler gibidir. Diger bakterilerden 6nemli ayirimlar
hiicre duvarmin yapisi ile kimyasal yapilaridir. Hiicre duvarmin ana iskeleti,
peptidoglikan ve arabinogalaktan molekiillerinin fosfodiester baglariyla baglanmasindan
olusurlar. Duvar yapisinda ayrica, lipoarabinomannan ve fenolik glikolipidler yer alir.
Arabinogalaktan ve glikolipid molekiilleri arasinda ise mikolik asitler yer alir. Mikolik
asidler, uzun zincirli sature yag asitleri olup, duvar yapisinin 6nemli bir bolimiini

olstururlar. Hiicre duvarinin kalinhigindan ve asitlere kars1 direngli olusundan bu yap1
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sorumludur. Mikolik asitler, sekerlerle baglanarak kord faktor olusturabilirler. Kord
faktorii, mikobakteriler disinda nokardia ve korinebakterilerde de bulunmaktadir. En dis
tabaka bir grup heterojen peptidoglikolipidler veya fenolikglikolipidlerden olusur.
Bunlar siklikla ag seklinde lifsel yap1 gosterirler. Hiicre duvarinda bulunan ve hiicre
duvar agirligmin % 60’11 olusturan lipidlerin ¢ogu, uzun zincirli yag asitlerinden
kaynaklanan, tiiberkiilostearik asit, mycoserosic ve mikolik asitleri icerir?:3>. Hiicre
duvariin lipid yapisindaki zenginligi, daha kalin ve lipofilik 6zellik gOstermesi ve
kimyasal yapis1 sayesinde bakterilerin kendine 6zgii bazi1 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir. Bunlar; aside dayaniklilik, Gram ve diger bakteriyolojik boyalarla
boyanmama ve hiicrelerin bir araya toplanma 6zelligi, konak hiicre hiicre tarafindan
salinan litik enzimlere ve bakterisidal ilaclara diren¢ ve muhtemelen bazi besinlerin,

hatta antibiyotiklerin hiicre i¢ine girisinin engellenmesi seklinde 6zetlenebilir®.

Sekil 1.’de Mikobakterilerin hiicre duvari yapisi gosterilmistir.

Serbest mikolilkk asitler ve polipeptidler
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Sekil 1 Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi1®

Hucre duvarinin en disinda bakteriye seklini veren, hiicre duvarina bitunluk ve sertlik
kazandiran peptidoglikan tabaka vardir. Bu yap:1 icerisinde alfa-1,4 glukan, bir
arabinomannan, lipomannan ve lipoarabinomannan gibi polisakkaritler son derece énem
arz eder. Mikobakterilerin hicre duvarinda Gram negatif bakterilerde gorilen porin
proteinleri de bulunur. Porinlerle birlikte transport proteinleri serpilmislerdir. Proteinler

biyolojik 6nemi olan antijenler olup enfeksiyonlara karsi hiicresel bagisiklik yaniti
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Sekil 2 Mikobakteri porin yapist®’
2.2.1. Mikobakteriyel Antijenler

Mikobakterilerin, fiziksel kimyasal ve fonksiyonel oOzelliklerine gore farkliliklar
gosteren ¢ok sayida antijenleri bulunmaktadir. Mikobakteriyel antijenler, pek ¢ok lipit,
protein ve polisakkaritten olusur. Antijenlerin sayis1 yaklasik 90 adettir. Mikobakeriyel
antijenler, sitoplazmada (solubl) ve hiicre duvarinda lipitlere bagl (insolubl) olarak

bulunurlar®®41,

Mikobakteriyel antijenlerin bazilar1 immun sistemi baskilayici islev goriirken, digerleri
graniilom olusumuna yol agma, makrofajlar1 aktif etme, konak¢i1 toksisitesi olusturma ve

adjuvan aktivte gosterme gibi islevlerde bulunurlar®2,

Son yillarda, immunolojik tanimayi saglayan hiicrelerle, mikobakteiyel genlerin
klonlanmas1 gibi tekniklerin geliistirilmesi antijenlerin saflastirilmasi caligmalarina
biiyiilk katki saglamis ve mikobakterilerin antijen ve antikorlarin ayrimi daha

kolaylagmustir®4,
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2.2.2 Mikobakteriyel proteinler

Antijenik 6zellik gdsteren protein ve peptidler, hiicre duvari ve sitoplazmada bulunurlar.
Hiicre kuru agirhiginin yaklasik %50’sini olustururlar. Proteinler tiiberkiilin tipi asir
duyarlilik tepkimelerinden sorumludurlar. Balmumlari, adjuvan 6zellikleri ile bu etkiyi
arttirirlar. Peptidler ise, hapten gibi davranabilir ve ge¢ tip asiriduyarlilik reaksiyonu
ortaya cikarabilirler. Ribozomal proteinler de benzer etkiyi olusturabilirler. Baz1 peptit
tirlinlerinin antijenik 6zellik gésteren pargalari, polisakkarit, protein/peptid bilesiklerinin
icinde bulunurlar®?t, Old tuberkilin (OT), tiiberkiilin testinde kullanilan temel
maddedir?**, Piirfiye protein deriveleri (PPD), OT’un pirfikasyonu ile elde edilir.
WHO tarafindan tiiberkiilin deri testinde kullamimi kabul edilen test maddesidir?:4L,
Antijen 5, antijen 6, antijen 60 ise piirfiye sitoplazmik proteinlerdir. Bakteriye karsi
olusan hiimoral immun cevabi gostermek amaciyla kullanimlar1 umut vaat etmektedir.
PPD’den daha 6zgiildirler. Antijen 85 kompleksi salgisal bir proteindir. infeksiyon
sonrasi immun yanitta rolii oldugu diisiiniilmektedir. 65 kDa proteini bir 1s1 proteinidir.

Degisik mikobakteri tiirlerinde gosterilmigtir?:!,

2.2.3.Mikobakteriyel Polisakkaritler

Mikobakterilerin 6nemli antijenik kisimlarini olustururlar. Arabinoz, galaktoz ve
mannoz iceren polisakkarit I molekiilleri ge¢ tip asir1 duyarlilik olusturabilirler.
Polisakkarit II molekkiilleri ise, ge¢ tip asir1 duyarlilk olusturmazlar, fakat serolojik
aktivite go0sterirler. Polisakkaritlerin temel kaynagi hiicre duvaridir. Nitekim,
arabinogalaktanlar, arabinomannanlar ve glukanlar mikobakteri hiicre duvarinda

bulunur®®.

2.2.4.Mikobakteriyel lipidler

Sitoplazmada bulunmalarina karsin, esas olarak hiice duvarinda yer alirlar. Mikolik
asitler, fosfolipidler, Wax D, mikrosidler ve diger glikolipidlerin tiimii hiicre duvarinda
bulunurlar. Mikobakteriyel lipidlerin mikobakteriyel enfeksiyonlardaki roll, konakgi

toksisitesi olusturmak ya da immunolojik aktivite ile olabilir?=®,

2.2.4.1.Trehaloz glikolipidler (Cord faktor)

Cord faktord, ip faktort olup, bir trehalozo dimikolattir. Kord faktor, bakterinin

virulansi ile ilgilidir. Toksik etkilidir ve graniilom olusmasina yol agar. Bu etkinin
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makrofaj kemotaksisi ve uyarisina sekonder gelistigine inanilmaktadir. Kord faktor,

kompleman alternatif yoldan aktive ederek,akut inflamasyona da yol acarlar?*,

2.2.4.2 Sulfatidler

Bakterilerin patojenligi ile ilgilidirler. Kord faktorle sinerjik etki yapar. Virulansda rolu
vardir. Ayrica fagosite edildikleri makrofajlarda fagolizozom olusumunu engelleyerek

bakterilerin ¢ogalma yeteneklerinin siirdiiriilmesini saglarlar®.
2.2.4.3.Fosfatidil inositol monomannozidler (PIM) ve oligomannosidler

Hiicre duvar iskeleti i¢in bir ¢imento islevi goriirler. Saflastirllmis PIM, hapten ve
antikor yaniti olusturur. Bu oOzellikleri ile serolojik tanida kullanilabilirler. PIM gibi

hiicre zarinda bulunan bir fosfolipid olan kardiolipin de, serolojik tanida kullanilabilir*!.
2.2.4.4.Wax D ve muramildipeptid

Hiicre duvarinda bulunan peptidoglikolipitdir. Adjuvant etki gosterirler.(Freund
adjuvani). Basile ait bazi proteinlerle birlikte tuberkiline karsi geg tipte hipersensivite

reaksiyonu olusturur?**>4%,

2.3. Mikobacterium tuberculosis complex turlerinin filogenetik baglar

Mikobakterilerin tir dagilimlari genomlarinda yer alan 20 farkli degisken bdlgedeki
insersiyon ve delesyonlar ile olusmaktadir. insersiyon ve delesyonlar: dikkate alarak
yapilan ¢calismalarda filogenetik iliskileri belirlenen yaklasik 130 farkli mikobakteri tiirii
oldugu tespit edilmistir. Genetik benzerlikleri temel alinarak bu tirler kompleks baslig

altinda toplanmaktadir4®4344,

[ | o M

P or. 1, “ancestral* M. tuberculosis

ATASAL TUBERKULOZ @e. 1. e.g. Beijing . N
SU$U ar. 2, e.g. COC 1551 M. tuberculosis
@r. 3, e.g. MITAY

mepld ™ AAL JAAG

} M. africanum

M. microti

Seal isolates
Oryx isolates

Goat

- " M. bovis
classical

BCG Tokyo

Brosch et al.. Proc Natl Acad Sci U S A (2002), 99:3684-9 B0 Py

Sekil 3. M. tuberculosis kompleks turleri arasindaki filogenetik iliski 4.
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M. tuberculosis kompleks tirleri icinde bazi degisken gen bdlgelerinde meydana gelen
mutasyonlar, bu tirleri birbirinden ayirmaktadir®®. M. Tuberculosis kompleksi igerisinde
yer alan M. canetti, M. tuberculosis, M. africanum, M. microti ve M. bovis tlrlerine ait
gen kirilmalar: incelendiginde; M. tuberculosis kompleksinde meydana gelen ilk
degisimin 26 farkli gen bdlgesindeki delesyon nedeni ile M.canettii’de oldugu

gozlenmistir®®,

M.tuberculosis RD gen bdlgelerini ve RD9 bdlgesini koruyarak M. africanum, M.
microti ve M. bovis tirlerinden; M. africanum RD9 bdlgesini kaybederek M.microti ve
M. bovis tlrlerinden; M. microti RD9, RD7, RD8 ve RD10 bdlgelerini kaybedip, RD12,
RD13, RD14, RD4, RD2 ve RD1 gen bolgelerini korumasiyla M. bovis’den ayrilmistir.
M. bovis RD12, RD13 ve RD4 bolgelerini kaybederek bazi turleri enfekte etme
yetenegini kaybetmistir. M. bovis’in RD1, RD2 ve RD14 gen bolgelerini kaybetmesiyle
ateniie BCG suslar1 ortaya ¢ikmistir*®47. M.tuberculosis’in RvD1 bélgesinin kaybiyla
H37Rv, TbD1’deki ve 1S6110 gibi bazi1 polimorfik gen bolgelerinde meydana gelen
nokta mutasyonlari sonucunda “Beijing”, “Haarlem”, ve “African” diye adlandirilan

modern M. tuberculosis kokenleri ortaya ¢ikarmistir04345,

2.4.Mikobakteriumlarin Genetik Yapisi

Gen analizi calismalari  sonucunda mikobakterilerin ~ genomunun  birkag tir
disinda Bacillus subtilis ve Escherichia coli (E.coli) gibi daha kolay ve hizli Ureyen
bakterilere gore daha kiiglik oldugu belirlenmistir. Mikobakterilerde genomun
biyik  kismi (%59) replikasyonla ilgilidir. Kalan bdlgenin  %30'u lipid ve
poliketid sentetaz ile ilgili, %10'u ise prolin glutamat (PG) ve prolin-prolin-glutamat
(PPG) olarak tamamlanan iki akraba gen ailesine aittir. PG ve PPG genlerinin
kodladigi proteinler hiicre duvari sentezinde rol oynamaktadir ve antijenik 6zellige
sahiptirler. Mikobakterilerin genomunda ayrica kodlama yapmayan diziler (13E12
ailesi), insersiyon dizileri ve mikobakteri tekrarlayan Unitelerini (MIRU) kodlayan
gen bolgeleri de bulunmaktadir. Mikobakterilerde lipid mekanizmasi ile iliskili
genlerin ¢cok olmasi, metabolizmalarinda karbon kaynagi olarak lipidleri

kullandiklarin1 - gostermektedir?490,

Mikobakteriler 4.411.529 baz ¢ifti biiyiklgiinde ve diger prokaryotlarda oldugu gibi
halkasal bir genoma sahiptirler. Mikobakteri DNA'smda G+C oraninin diger

bakterilerden yuksek olmasi, farkli bir gen ailesine ait kabul edilmelerinin
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nedenlerindendir®®. Bununla birlikte enerji tretimi ve doniisiimiinii saglayan yapilarmn
cogu E.coli ve Pseudomonas'lar gibi Gram negatif bakterilerle yiiksek oranda
homolog olmas1 Gram negatif bakterilere yakin olarak degerlendirilmelerine neden

olmaktadir®®,

Pek cok bakteri tirii fazla sayida rRNA genlerine sahipken (6rnegin E.coli'de yedi,
Streptococcus lividans'ta sekiz tane), mikobakterilerde bu genler az sayidadir.
Yavas Ureyen tlrlerde 16S rRNA, 23S rRNA ve SS rRNA genlerinden sadece birer
kopya bulundugu gosterilmistir. Buna karsilik M.chelonae ve M.abscessus disindaki

hizli Greyen tiirlerde ise bu genlerden ikiser kopya bulunmaktadir®®?,

Mikobakterilerde transpozonlarin varligi da gosterilmistir. Transpozonlar antibiyotik

direncinden ya da virulanstan sorumlu olabilmektedir®.

2.5.Mikobakteri izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Mikobakteriler ~ zorunlu aeroptur. Cogu tir basit maddeleri kullanarak
cogalabilmektedir. Ornegin amonyak, asparajin, amonyum tuzlari ve amino asitleri
azot kaynagi; gliserol, glikoz ve sitratlan ise karbon kaynagi olarak kullanabilirler.
M.genavense ve M.haemophilum gibi birkac¢ tir ise miiskilpesenttir ve Uremek
icin mikobaktin, hemin yada baska demir bilesenlerine ihtiya¢ duymaktadir.
M.leprae sadece canli hicre icerisinde Ureyebilmektedir. Mikobakteriler karbondioksit
ya da yag asitleri varliginda daha iyi ¢ogalmaktadirlar. Yag asitleri yumurta sarisi
veya oleik asit ile elde edilebilmektedir. Bununla birlikte oleik asit yuksek
konsantrasyonlarda toksiktir (>%21) ve albimin ile notralize edilmelidir. Optimum
tireme 1s1s1 tiirlere gore 30°C ile 45°C arasmda  degisiklik gostermektedir. Cogu
tir 35-37°C arasnda iyi Uremektedir. Ortamda %5-10 oramnda CO2 bulunmasi
Ozellikle  primer izolasyonda mikobakterilerin  Gremesini  olumlu  ydnde

etkilemektedirt6-19:21.24.2529,60

Konvansiyel olarak mikobakteri izolasyonu amaciyla kullanilan besiyerleri 6zelliklerine

gore s1v1 ve kat1 besiyerleri olarak ayrilabilir.

2.5.1. Siv1 Besiyerleri

Sivi  besiyerleri mikobakterilerin  hem  primer kdltirlerindede hem de
subkilturlerinde kullanilmaktadirlar. Sivi besiyerlerinde mikobakteriler daha gabuk
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uremektedir ve izolasyon oranlar1 daha yuksektir. Sivi besiyerleri olan MB 7H9 ve
Dubos Tween albumin besiyeri; mikobakteri suslarin1 stok kalttrlerden Gretme,
ilag duyarlilik testleri ve diger in vitro testler icin taze mikroorganizma hazirlamada
kullanilmaktadir. Sivi  besiyerlerine Tween 80 eklenerek mikobakterilerin

kiimelesmeden, homojen bir sekilde iiremesi saglanmaktadir'®2®,

Gunumuzde birgok laboratuarda, konvansiyonel besiyerlerinin yani sira tuberkiloz
etkeni bakterilerin izolasyon suresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin ¢ok daha
yuksek oldugu hizli kaltur sistemleri rutin inceleme amaciyla kullanilmaya baslanmistir.
Bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO> olusumu ve oksijen kullanimin
florometrik veya kolorimetrik olarak 6l¢tlir. Primer izolasyonda sivi besiyerlerine ilave
olarak kati besiyeri kullanilmasi CDC tarafindan onerilmistir ve bu kombinasyonla
mikobakterilerin izolasyon sansinin arttigi bilinmektedir. Hizli kaltar sistemleri icinde
yer alan yar1 otomatize BACTEC 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) sistemi, izolasyon, identifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandig:

bir sistem olarak uzun yillardir kullaniimaktadir?®53°4

Sistemde izolasyonun yani sira, M. tuberculosis kompleksi ile tuberkiloz disi1
mikobakterilerin ayrim: yapilabilmekte ve M. tuberculosis kompleksi suslarinin primer
antittberkiloz ilaglara duyarliligi cahisiilmaktadir. BACTEC 12B (Middlebrook 7H12)
ve BACTEC 13A (Middlebrook 7H13) olmak Uzere iki tip besiyeri iceren bu sistem,
besiyerlerinde bulunan 14C isaretli palmitik asitin kullanilmas: ve metabolizma sonucu
olusan isarteli olan C atomunun o6l¢ilmesi ve Olctilme sonucu 0-999 arasinda sayisal
degerleri Greme indeksi (GI) olarak kullanmasi prensibi ile calismaktadir. Ekim
isleminden once besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve
amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik ve antifungal karisimi ilave edilmektedir.
Basar1 ile kullanilmakla beraber, sistemde yer alan besiyerlerinin radyoaktif madde
icermesi ve cihazda yapilan rutin kontroller sirasinda meydana gelen capraz
kontaminasyon sorun olusturmaktadir. GUnumdiizde alternatif izolasyon sistemlerinin
gelistirilmesi icin calismalar devam etmektedir °*°°. Bunun disinda baska tam otomatize

sistemler:
*ESP Il (Extra Sensing Power) (Trek Diagnostics,Inc. ,Westlake, Ohio)
*MB/Bact T (Organon Teknika, Durham, NC)

*BACTEC 9000 MB (BD Biosciences,Sparks,MD)
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*BACTEC MGIT 960 (Mycobacterium Growth Indicator Tube) (BD Biosciences,
Sparks,MD) 2%

Sistemler arasinda izolasyon orami acisindan onemli bir fark olmamakla birlikte,
konvansiyonel kati besiyerlerine gore daha yiksek; BACTEC 460 TB sistemine gore
daha diisiik oranda izolasyon sagladiklar bildirilmektedir®”*84, Mikobakterileri tiretme
streleri a¢isindan sistemler karsilastirildiginda, BACTEC 460 TB sisteminin, ESP Il ve
MB/BacT sistemlerine oranla daha avantajli oldugu belirlenmistir. Bircok calismada
tam otomatize sistemlerde tretme suresi ortalama < 14 giin olarak saptanmis ve en
yuksek izolasyon oraninin BACTEC 460 TB ve kati besiyeri kombinasyonu ile
saglandigi bildirilmistir. Kontaminasyon oranlari agisindan tam otomatize sistemler
birbiri ile karsilastirildiginda énemli bir fark bulunamamistir ancak bu sistemlerde oran,
BACTEC 460 TB ve kat1 besiyerlerine gore daha yiiksektir®*®,

ESP 11 sistemi, seliiloz stinger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igeren bir sistemdir.
Sistemde mikroorganizmalarin remesi sonucu olusan gaz basincindaki degisiklikler
Olculerek degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir sistemdir ve besiyerinde olusan
gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak bilgisayar ekraninda gorintdlenir.
Besiyerlerine ekim yapilmadan 6nce, mikobakterilerin Gremesini destekleyen oleik asit-
albumin dekstroz katalaz (OADC) ve kontaminasyonu engellemek amaciyla antibiyotik

karisimu ilave edilir. Sistem tiim klinik érnekler icin uygundur®*S,

MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan CO:
duzeyini Olcerek Uremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan
sistemde besiyerleri sirekli kontrol altindadir. Steril 6rnekler ekilmeden 06nce
besiyerlerine “reconstitution’” sivisi ilave edilirken; steril olmayan drneklerin ekiminden
once antibiyotik karisimi eklemek gereklidir. Sistem kan disindaki tim ornekler igin

uygundur®?,

BACTEC 9000 MB sistemi, besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans ile
belirlendigi bir sistemdir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerlerine ekimden 6nce
PANTA ilave edilir. Sistemde balgam ve diger solunum yolu érnekleri icin “Myco/F
sputa”, kan ve diger steril vicut bolgelerinden alinan 6érnekler icin “MycoF/lytic’’

besiyeri kullanilir®,

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tlplerde, Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri ve

dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi iceren silikon bulunur.
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Klinik drnekler ekilmeden 6nce besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan
besiyerlerinde herhangi bir treme olmadiginda oksijen varligina bagli olarak silikon
tabakaya gonderilen UV 1sinina karsi floresan olusmazken; mikobakteri veya diger
mikroorganizmalar (rediginde oksijenin kullanilmas: sonucunda UV 1sinina Kkarsi
floresan  olusmakta ve olusan floresan miktari Ureme indeksi olarak
degerlendirilmektedir. Tam otomatize bir sistem olmakla birlikte, UV 15181 altinda
makroskobik olarak da degerlendirme yapilabildiginden manuel olarak kullanilmaya da

uygundur. Kan disindaki diger tim klinik 6rnekler icin kullanilabilmektedir®*®,

Septi-Check AFB sistemi, sivi (Middlebrook 7H9) ve g tip kati (LJ, Middlebrook
7H11, cukulatams: agar) besiyerinin kullanildigi bifazik bir kultir sistemidir.
Cukulatams: agar kontaminasyonu belirlemek amaciyla kullanilir. Kiltir igsleminden
once besiyerine glukoz, gliserin, oleik asit, pridoksal HCI, katalaz, albumin, azlosilin,
nalidiksik asit, trimetoprim, polimiksin B ve amfoterisin B igeren zenginlestiriciler
ve antibiyotik ve antifungaller ilave edilir. Klinik 6rneklerin ekiminden sonra besiyerleri
ilk 24 saat ters olarak bekletilir ve siire sonunda dik konuma getirilir. Kultlr stresince
besiyerleri ara sira hafifce calkalanarak sivi besiyerinin kati besiyerlerine temasi

saglanmalidir. Sistem kan disindaki tiim klinik érnekler icin uygundur®.

2.5.2. Kat1 Besiyerleri

Yumurta bazli ve agar bazli besiyerleri olmak iizere ikiye ayrilabilir.

2.5.2.1. Yumurta Bazh Besiyerleri

Yumurta temelli besiyerleri; tam yumurta ya da yumurta sarisi, patates unu, tuz,
gliserol bulundurmakta ve kaogulasyonla katilastirilmaktadir. Ayrica diger
bakterilerin Uremesini engellemek amaciyla malasit yesili ilave  edilmektedir.
Lowenstein-Jensen (LJ), Petragnani, American Trudeau Society ve Ogawa
besiyerleri yumurta temelli besiyerleridir. Bu besiyerleri cogu mikobakteri ttrlerinin

iyi Giremesini saglamaktadir?°8,

Yumurta temelli besiyerleri arasmda en fazla kullamlam LJ besiyeridir. Bu
besiyeri diger mikobakteri tlrlerinin izolasyonunda, M tuberculosis'in izolasyonunda
oldugu kadar guvenilir degildir, Petragnani besiyerinde, LJ besiyerindeki malasit
yesili konsantrasyonunun iki kati bulunmaktadir ve 6zellikle yogun olarak kontamine

orneklerden mikobakterilerin izole edilmesinde kullanilmaktadir. American Trudeau
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Society besiyerindeki malasit yesili konsantrasyonu, LJ besiyerindekinden  daha
diisiik oldugundan daha kolay kontamine olabilmektedir. Ancak mikobakterilerin
Uremesi daha az inhibe olmakta ve bdylece daha kisa slrede daha blyik

koloniler olusturabilmektedir!’2°.

2.5.2.2 .Agar Bazh Besiyerleri

Agar temelli besiyerleri, yumurta temelli olanlara gore kimyasal olarak daha iyi
tamimlanmustir. Bu besiyerleri seffaf goriintimde olmalar1 sayesinde kolonilerin erken
donemde mikroskobik olarak gorilmesine olanak saglamaktadir. Bu besiyerlerinde
koloniler 10-12 giinde go6zlenebilirken, yumurta temelli besiyerlerinde bu siire 18-24
gun araligindadir. Agar temelli besiyerleri duyarlilik  deneylerinde de
kullanilabilmektedir. Middlebrook 7H10 ve 7H11 bu besiyerlerine 6rnek olarak

verilebilirt”2,

2.5.2.3. Selektif Besiyerleri

Antimikrobiyal ~maddelerin ilave edilmesiyle, kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalann tremesi engellenebilmektedir. Ancak belirli bir drnek icin selektif
besiyerleri tek basina degil, selektif olmayan agar ya da yumurta temelli besiyeri
ile birlikte kullanilmalidir. Yumurta temelli selektif besiyerleri arasinda penisilin
ve nalidiksik asit iceren LJ Gruft; siklohekzimid, linkomisin ve nalidiksik asit iceren
Mycobactosel LJ besiyeri bulunmaktadir. Siklohekzimid, linkomisin ve nalidiksik asit
iceren selektif MB 7H10S, Mitchison selektif 7HIl (7H11S) besiyeri ve onun
karbenisilin (6zellikle Pseudomonas'lart inhibe etmekte yararli olmaktadir), polimiksin
B, trimetoprim laktat ve amfoterisin B iceren modifikasyonlan da kullamlan selektif

besiyerlerindendir?::?°,

2.5.3. Bifazik Besiyerleri

Mikobakteri kualtirt icin kullanilan Septi-Chek AFB Sistemi (Becton Dickinson,
Sparks, MD, ABD); siv1 besiyeri olarak modifiye 7H9, kati besiyeri olarak modifiye
LJ, MB 7H11 agar ve cikolatamsi agar iceren bifazik bir sistemdir. Cikolatamsi
agar ile bakteriyel kontaminasyon tespit edilebilmektedir. inokilasyon 6ncesinde
besiyerine glukoz, gliserol, oleik asit, piridoksal HCI, katalaz, albumin ve
antibiyotikler (PANTA: Polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve
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azlosilin) iceren bir suplement eklenmektedir. Bu sistemin duyarliligt BACTEC
460TB (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) sistemine yakindir. Uremenin
saptanmasi icin gereken sire BACTEC 460TB sisteminden uzun, klasik kultlr

yontemlerinden kisadir?>%,

2.6. Mikobakterilerin Cevre Kosullarina Dayamkhhklar:

Fiziksel, kimyasal ve cere kosullarina dayanikliliklari, epidemiyolojik ve klinik
bakimdan 6nemlidir. Mikobakteriler kurumaya kars1 ¢ok fazla direnclidirler. 37°C’deki
besiyerinde 12 yil canli ve virulan kaldiklar1 gosterilmistir. Direngte bakterinin
bulundugu ortam kosullarmin énemi ¢ok fazladir. Ornegin kuru balgamda giines 15151
olmadig1 durumda 6-8 ay canli kalabilmektedirler. Dezenfektanlara diger bakterilere
oranla daha fazla diren¢ gosterirler. Hidrofobisitenin hiicre duvarmin yuiksek lipit

oranina bagl oldugu diisiiniilmektedir®’.

NTM'lerin su sistemlerinde yaygin olarak kolonize olmalarinin nedeni, klora ve
biyosidlere diren¢li olmalaridir. Hatta su sistemlerinin dezenfeksiyonunda  en sik
kullanilan klor basta olmak {izere, sodyum hipoklorid, kloramin, klor dioksid ve

ozon gibi maddeler, NTM'lerin segilimine neden olmaktadir®>°.

Sodyum hipoklorit, %70 lik alkol, %5 fenol povidon-iyodin mikroorganizmalar tzerine
etkin olan dezenfektanlardan bazilaridir. Ancak mikroorganizmalarin  organik

maddelerin icinde olmalar1 dezenfektanlarin etkisini azaltmaktadir®”.

Madeni asit ve alkalen maddelerin %3-10 oranindaki eriyiklerinin ve dértlii amonyum
bilesiklerinin bu bakterilere olan etkileri azdir. Bu maddeler balgam gibi kontamine
materyeldeki diger bakterileri 6ldiirmek ve Mycobacterium’larin saf kilturlerinin elde
etmede Onemi bulunmaktadir. Yanliz organik asiter ve doymamis yag asitleri bu

bakterilere toksik etki yapabilmektedir®’.

Mycobacterium’lar malasit yesili gibi boyalara kars1 diger bakterilere oranla daha fazla
direnglidirler. Bu nedenle, bu boyalar karsisik kontamine ortamdan mikobakterilerin
izole edilmesinde kullanilan besiyerine eklenerek, ayirt edici 6zellikte besiyeri (LJ) elde
edilir. Mikobakteriler, ultraviyole 1sinlari, basingli buharla sterilizasyon ve
pastorizasyona karsi duyarhidir. 60°C’da 15-20 dakikada oliirler. Balgam, kirli ¢camasir
ve kaplardaki basiller bes dakika kaynatmakla éldarilebilirler. Sutteki mikobakteriler
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oldiirmek i¢in pastorizasyon yeterlidir. Dogrudan etki eden giines 15181 ve ultraviyole

1s1nlar1 bakterinin slimiinde etkilir®’.

Su sistemleri i¢in 6nerilen serbest klor miktar1 Tiirk Standartlar1 Ensitiisii’'ne gore 0.5
mg/l araliginda olmasi gerekmete olup, NTM’lerin dezenfeksiyonu i¢in bu miktar
yeterli olmamaktadir. Suyun dezenfeksiyonunda geleneksel kimyasal yontemlere bir
alternatif de ultraviyole (UV) isinlaridir. Ancak M.avium'un UV ile dezenfeksiyona
da oldukca direncli oldugu; 1-logl0 E.coli'yi inaktive etmek igin yaklasitk 1,5
md/cm? UV dozu gerekirken, ayni sayida M.avium'u inaktive etmek igin yaklasik
6 mJ/cm? UV 1simasma ihtiyag duyuldugu bildirilmistir®®. Yine mikobakterilerin UV
duyarliliginin  tiirlere gore degisiklik  gosterdigi  belirlenmistir. Mikobakterilerin
UV'ye E. coli'ye gore 2-10 kat daha direncli oldugu; ayrica 3 log M.avium,
M.intracellulare ya da M.lentiflavum 20 mJ/cm? UV 1sim1 ile inaktive edilirken, ayn
miktarda M.fortuitum'un inaktivasyonu igin 50 ml/cm?’den fazla UV dozu gerektigi

gosterilmistir®.

Dogrudan giines 15181 kiiltiir bakterilerinin iKi saatte, balgamdaki basilleri ise ancak 20-
30 saatte oldiirebilmektedir. Karanlikta birakilan yumurtali besiyerlerindeki kiiltiirlerde

uzun siire canli kalabilmektedirler®’.

Mikobakterilere etkili c¢esitli kemoterapik maddeler bulunmaktadir. Sagaltimda
kullanilan bu kemoterapiklerden baslicalar1 izoniazid (INH), streptomisin, para
aminosalisik asit (PAS), ethambutol ve rifampisin olup M.tuberculosis ve M.bovis

kokenleri degisik oranlarda bu maddelere karsi direng kazanmislardir®’.

2.7. Mikobakterilerin Sularda Bulunmasim Etkileyen Bashca Ozellikler

NTM'ler nehir, gol, batalik, deniz gibi dogal sularda oldugu gibi, ev ve
hastanelerdeki su sistemlerinde de yaygin olarak bulunan mikroorganizmalardir. Bu
mikobakterilerin dogal yasam ortamlar1 aslinda su degil, nemli topraklardir ve buradan
sulara karigmaktadirlar. Sahip olduklan bazi 6zellikler sayesinde suda yasamlarini

surdiirmekte, cogalmakta ve kolonize olmaktadirlar®.

Insanlar su vasitastyla nontuberkiiloz mikobakterilerle siirekli temas halindedirler. Tam

anlamiyla eradikasyon miimkiin olmasa da ozellikle hastanelerde bakteriyel filtre
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kullanimi, dezenfeksiyon konsantrasyonu ve siiresi, su depolarinin diizenli temizligi gibi

tedbirlerle mikobakteri yogunlugu azaltilabilir®®.

Su sistemlerinde mikobakterilerin Ureyebilmesi i¢in bazi faktorler sunlardir. Borulari
kaplayan maddelerin bilesim, gozenek, sertlik ve kimyasal yapi gibi Ozellikleri, su
basinci, ¢evresel etkiler (bulaniklik, ph, 1s1s1), sistemin 6zellikleri (boru ¢aplart duragan
61U nokta varligi), sistemde bulunan dezenfektan miktarlari, mikrobik etkilesimler, suda

bulunan ve ¢oziilebilen organik maddelerin miktarr®.

Su sistemleri, disiik dizeydeki c¢o6zinenebilen organik karbon oran1i nedeniyle
besin maddesi agisindan fakir bir ortamdir. Buna karsin mikobakteriler  eser
diuzeyde organik madde varliginda  bile canliliklari1  koruyabilmektedirler.
Ayrica Olen bakteriler, paslanma ve curime nedeniyle borularin  asinmasi,
tortulasmas1 ve suya karisan organik maddeler sayesinde sudaki besin miktarinda

artis gerceklesebilmektedir®,

Sudaki demir oranlariyla mikobakteri sayisi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gosterilmistir. Bu durum, karmasik bir iliski sonucudur. Borularin paslanmasi
nedeniyle agiga ¢ikan yiiksek miktarda demir, serbest klorla reaksiyona girmekte
ve klor miktarrm  azaltmaya neden olmaktadir’. Bu nedenden dolay: genellikle su

sistemlerinde PVC (polivinil klorid) borularmnin kullanilmasi énerilir®.

Mikobakteriler pH ve 1s1 direnci, spor olusturmayan bakteriler arasinda ilk sirada yer
almaktadirlar. Diger patojen bakterilere gore daha genis pH ve 1s1 araligina tolerans
gostermektedirler. MAC, M.xenopi, M.phlei ve M.chlenoae en fazla termoresistan
ozellik gosteren NTM tiirleridir®.

Klor ve dezenfektan direncinde ise, NTM'ler klor ve dezenfektanlara diger bakterilere
gore daha direnclidir. Pek ¢cok NTM turi su sistemlerinde bulunan diisiik
konsantrasyondaki kloru (0,1- 0,5 mg/I serbest klor) tolere edebilmektedir. Bu nedenle
sulardaki klor ve dezenfektan muamelesi NTM'lerin secilimine neden olabilmektedir.
M.avium'un E.coli'ye gore klora 500 kat daha direncli oldugu gésterilmistir. Yine
NTM'ler cerrahi aletlerin sterilizasyonunda kullamlan formaldehid ve alkali
gluteraldehide ve ayrica ticari olarak bulunan dezenfektanlara kars1 diger bakterilerden

daha direnclidirler®"#?,

NTM’ ler ¢ok diistik diizeylerde organik madde ve diisiik diizeyde oksijen i¢eren sularda

tireyebilmekte yasamini siirdiirebilmektedirler®®.
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Mikobakteriler su sistemlerinde biyofilm olusturmakta, bdylecede suyun akis siiratinden
korunarak, sistemlerde kolonize olup ¢ogalmakta, ayrica  antimikrobiyallerin
etkisinden daha iyi korunmaktadir. Mikobakterilerin biyofilm olusturma mekanizmasi
tam olarak agiga kavusmamustir. Bu bakteriler flagella, pili, fimbriya, slime tabakasi
ya da kapsul gibi yapilardan yoksundurlar. Mikobakterilerin bir tir kayma ve yapisma
mekanizmasiyla ylzeylere tutunduklari, hiicre duvarlanndaki uzun zincirli yag asitleri
ve glikopeptidolipidlerle ylzey arasinda hidrofobik etkilesimler sayesinde biyofilm

olusturduklart diisiiniilmektedir®.

NTM'ler su sistemlerinde de bulunabilen baz1 protozoonlarla  (Acanthamoeba
castellanii, Acanthamoeba poliphaga, Dictyostelium discoideum ve  Tetrahymena
pyriformis) parazitik ve simbiyotik iliskiler sirdirebilmektedir. Bu protozoonlar
NTM'ler icin hem rezervuar, hem de su sistemlerine yer degistirmelerinde arag

gorevi gorebilmektedir®?,

2.8. NTM infeksiyonu ve Patogenez

NTM'ler insandan insana bulagsmamakta, cevredeki kaynaklardan insanlara
bulasmaktadir. Insanlar kontamine su ile temas ettiklerinde, yiyecekler ve icecekler
araciligiyla gastrointestinal yoldan veya dus alirken yada temizlik yaparken
aerosollerin inhalasyon yolu ile NTM'lere maruz kalinabilmektedir. Sularda bulunan
NTM'ler, vicuda giris yoluna ve konagin bagisiklik gOre hastalik olusturmadan
kolonize olabilmekte veya pulmoner infeksiyon, deri ve yumusak doku infeksiyonu
ve dissemine infeksiyon gelisebilmektedir. NTM infekssiyonlar1 genellikle MTBC’nin

neden oldugu infeksiyonlarla karistirilabilmektedir®.

NTM'lerin  neden oldugu infeksiyonlann patogenezi heniz tam olarak
anlagilamamistir.  GUnUmuizde sularda bulunan NTM'lerin  ne derecede risk
olusturduguna dair ¢ok az  bilgi bulunmaktadir. NTM tirlerinin  infeksiyoz dozu,
sulardaki dagilimlari, miktarlari ve virulans faktorleri ile ilgili yeterli bilgi
bulunmamaktadir ve infeksiyon icin model organizma ya da uygun bir
matematiksel model de mevcut degildir. NTM'lerin infeksiyoz dozu ile ilgili
calismalar azdir ve 6zellikle MAC (Mikobakterium avium kompleksi) ile bej farelerde

yapilmis deneyleri kapsamaktadir®,
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Insanlar, cevrede ¢ok yaygmn olarak bulunmalar1 nedeniyle NTM'lerle siklikla
karsilasabilmektedirler. AIDS'in yaygmlastigi yillara kadar bu mikroorganizmalar
nadiren ciddi infeksiyonlara neden olmusturlar. NTM'lerin cevrede ¢ok yaygin
bulunmalar1 ancak nadiren hastaliga neden olmalari, infeksiyonun gelismesinde
bakterinin  virulansndan ya da alinan bakteri miktarindan  ¢ok  konagin
duyarliligiyla ilgili faktorlerin belirleyici oldugunu diisiindiirmektedir. NTM
infeksiyonlar1 ~ 6zellikle risk faktorl tasiyan ve altta yatan bir hastaligi bulunan
kisilerde gelismektedir. KOAH, pnémokonyoz, Kkistik fibrozis hastalari, kemoterapi
goren kisiler, organ transplantasyonu yapilan hastalar, AIDS 'liler, yenidoganlar,
yogun bakim hastalari, yash kisiler, alkol ve sigara kullananlar ve bazi genetik
bozukluklar nedeniyle NTM'lere fazla duyarli kisiler risk altindadirlar. NTM
infeksiyonlarina kars1 artmis duyarlilikla iliskili en 6nemli genetik faktor, interferon
(IFN)-y eksikligidir. Bu eksikligin oldugu kisiler olgun graniiloma olusmaz ve kisiler
onemli oranda mikobakteri  infeksiyonlarma  duyarhdirlar. Interlokin (IL )-12
regilasyonun sorunu olan kisilerde de tedaviye yanit vermeyen dissemine NTM
infeksiyonlar1 gelisebilmektedir. Son yillarda bunlara eklenen iki yeni risk
faktorlii daha olusmus ve Kkistik fibroz transmembran iletim dlzenleyicisi (CFTR)
geni yada alfa-1- antitripsin geninde mutasyon gorilmesinin NTM'lerin neden

oldugu akciger infeksiyonu gelismesine ilislillidir#2%:636465,

Saglikli, immin sisteminde problem bulunmayan  kisilerde NTM'ler hastalik
olusturmaktan ziyade, solunum yolunda ve gastrointestinal kanalda kolonizasyona
neden olmaktadirlar. Bununla birlikte, NTM'lere tekrarlayici sekilde maruz kalmanin
ardindan saghikli insanlarda da infeksiyon gelisebilmektedir. Jakuzi ya da dus
suyu kaynakli olarak ortaya ¢ikan ve siklikla MAC'in etken oldugu akciger
infeksiyonlar1 bildirilmistir. Saglikli kisilerde gorilen bu infeksiyonlar genellikl

tedaviye yanit vermekte ve disseminasyon goriilmemektedir.57-68:69.70

Organizmaya giren mikobakterile o6ncelikle makrofajlar tarafndan tutulmaktadir.
Mikobakteriler kompleks glikopeptidolipid yapidaki hicre duvarlar1 sayesinde
fagolizozomal birlesmeye Ve lizise ugramaktan kurtulmaktadir. Infekte makrofajlar
kemokinler, 1L-12 gibi sitokin  sinyalleri ureterek, dogal  oldurict (NK)
hicreleri ile T ve B lenfositlerinin uyarilmasmin ve toplanmasini saglamaktadir.
Boylece mikobakterilerin 6ldurilmesi icin immun yanitin hem dogal, hem de

kazanilmis bagisiklikta rol oynayan hcrelerini harekete gecirmektedirler. Lenfositler
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de makrofajlari aktive etmek igin tlmor nekrotize edici faktor alfa (TNF- a), INF-y
ve granllosit-makrofaj koloni stimule edici faktor (GM-CSF) salgilamaktadir.
Antijenik drtnlerler ya da sindirilemeyen mikroorganizmalar, tip IV hicreleri ile
bolgesel lenf digiimlerine ulasmakta ve burada yardimci T lenfositlerini  (CD4)
aktive etmektedir. Sitotoksik T lenfositleri (CD8) de makrofajlarin mikobakterileri
oldirmesine yardimci olmaktadir. Immun yetmezligi olan kisilerde goriilen dissemine

enfeksiyon genellikle kolonize olmus NTM’lerle olusmaktadir®3%,

2.9. Yalana Pozitiflik ve Kolonizasyon

Yalanci pozitiflik; infeksiyon ya da kolonizasyon olmadan, herhangi bir
asamada (Ornek toplama, tasima, calisma) kontaminasyon nedeniyle klinik 6rnegin
pozitifligidir. Hastalarin 0rnek vermeden o6nce NTM'lerle kontamine suyla agzin
calkalamasinda, gargara yapmasinda, bronkoskoplarin ve steril aletlerin yetersiz
dezenfeksiyonunda, ya da dezenfeksiyon islemi sonrasinda kontamine musluk
suyu ile ¢alkalanmasi, laboratuvarda  kullanilan soliisyonlarin hazirlandigi distile

suyun kontamine olmas1 yalanci pozitiflige neden olan durumlardandir®.

Kolonizasyon; NTM'lerin hastalik olusturmadan ve dokuya invaze olmadan
mikroorganizmanin bulunmasidir. Kolonizasyon durumunda NTM'lerin klinik
Ornekten bir defadan fazla izolasyonu s6z konusudur. NTM'ler hem solunum
sisteminde, hem de gastrointestinal sistemde kolonize olabilirler. KOAH'L,
pnémokonyozlu,  bronsektazili ve Kistik fibrozisli hastalar, solunum sisteminin
NTM'lerle kolonizasyonu acismdan daha fazla risk altindadir®. Bununla birlirlikte
altta yatan bir hastaligt olmayan saglikli biraylerde de NTN’lerle kolonizasyon
gorilebilmektedir. Kolonizasyonun NTM’lerle kontamine sulardan kaynaklandigi

molekiiler yontemler ile olgular halinde bildirilmigtir’t,

2.10.Non-Tiiberkiiloz Mikobakteri identifikasyonlarinda Laboratuvar Tanisi

Mikobakterilerin reme suresi ve pigment olusturma 0zelligine bakilarak hangi
deneylerin  kullanilacagi ve identifikasyon icin nasil bir yol izlenecegine karar

verilmektedir. Geleneksel yontemler iyi tanimlanmis, standardize edilmis ve goreceli
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olarak daha ucuz yontemler olmakla birlikte genellikle yetersiz kalmakta ve uzun
stre gerektirmektedir. NTM suslarinin konvansiyonel deneylerle tanimlanamamasinin
nedenleri arasinda c¢ok farkli tlrlerin benzer biyokimyasal profiller ve morfolojik
oOzellikler gostermesi, ve son yillarda 16S rRNA geni seckansina gore tanimlanmis
yeni tirlerden bazilarmin fenotipik  6zelliklerinin hentiz tam olarak bilinmemesi

say1labiliri®6072,

Tiberkiiloz tanisinda ilk basamak, aside direngli boyama yontemlerinin uygulanmasidir.
Mikroskobik incelemede aside direncgli basil gérilmesinden sonra, klinik ve radyolojik
bulgular da tiiberkiiloz tanisin1 destekliyorsa, genellikle tiberkiloz tedavisine hemen
baslanmaktadir. Daha sonraki siirecte elde edilen kiiltiir ve duyarlilik test sonuglari,
verilen tedavinin daha etkin kilinmasini saglamaktadir. NTM mikroskobik inceleme ile
ayirtedilmesi miimkiin olmadigindan, NTM ile infekte hastalarda tedavi etkisiz
kalabilmektedir’.

NTM infeksiyonlariin laboratuvar tanisi, kiiltiir yontemleri ile mikobakteri izolasyonu
sonrasinda, ek yontemlerin kullanilmasini gerektirmektedir. Hasta Orneginden kiiltiir
yontemleriyle mikobakteri izolasyonu sonrasinda takip edilen yol &ncelikle, M.
tuberculosis kompleksi ile NTM tiirlerinin ayriminin yapilmasidir. Bu agama NTM
tanist ile sonuclanirsa bundan sonraki basamak, elde edilmis olan NTM tiiriiniin
idantifikasyonudur. Bu nedenle NTM infeksiyonlarinin laboratuvar tanisi genel olarak,
mikobakterilerin tlr dizeyinde idantifikasyonuna dayanmaktadir. NTM’lerin tur

diizeyinde idantifikasyonu, bu suslarla infekte hastalara gereksiz tedavinin verilmesini

onlemekte, dogru tedavi yaklagimlar1 sayesinde ekonomik Kkayiplara engel

olunabilmektedir.

Mikobakterilerin tir dizeyinde identifikasyonu epidemiyolojik agidan da biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu sayede son yillara kadar sadece “atipik mikobakteriyel infeksiyon”
olarak tanimlanan infeksiyonlarin ger¢ek infeksiydz etkenleri tur duzeyinde

isimlendirilebilmektedir®® 7273,

Mikroorganizmalarin identifikasyonu yapilirken hem fenotipik, hem de genotipik
Ozelliklerden yararlanilmaktadir. Mikobakterilerin identifikasyonunda kaydedilen
gelismelere bakildiginda, 1980°1i yillara kadar fenotipik 6zelliklerin incelendigi testlerin
yaygin olarak kullanildigi gorilmektedir. 1980’lerden glinumuize kadar olan suregte ise
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molekiler yontemlerdeki ilerlemenin etkisiyle genotipik ¢alismalar yogunluk

kazanmustir’>,

Genotipik ozelliklerin arastirildigit molekiler yoéntemler, iki 6nemli kavram esas
alinarak gelistirilmektedirler. Bunlardan birincisi, her mikroorganizmanin genomunda
¢ok iyi korunmus, sadece o mikroorganizmaya 6zgii dizilerin bulunmasi; ikincisi ise bu
iyi korunmus diziler iginde tiirden tiire farklilik gdsteren daha kiguk dizilerin veya
niikleotidlerin bulunmasidir. Bdylece tek bir nukleotidin delesyonu veya yer
degistirmesiyle  olusmus  farkli  tiirler  birbirlerinden  ayirtedilebilmektedir.
Mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle idantifikasyonunda en yaygin olarak
secilen hedef bolge, 16S rRNA’y1 kodlayan gendir. Bu gen yaklasik olarak 1500
niikleotidden olusur. Her mikroorganizma icin belirli bir gen dizisi bulunmakla birlikte,
bu dizi icindeki 10-15 niikleotiddeki farklilik tiir ayriminin yapilabilmesini
saglamaktadir. Ancak mikobakteri tiirleri diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda,
genetik olarak birbirlerine gok daha yakindirlar. Bu nedenle degisik mikobakteri tlrleri
arasindaki niikleotid farkliligi ¢ok daha azdir. Mikobakteri tiirleri birbirleriyle
karsilastirlldiginda, 16S rRNA geninde sadece birkag niikleotidin farklt oldugu
gorilmektedir. Mikobakteriyel 16S rRNA gen dizileri iginde en fazla farklilik gosteren
tiir, 7 farkli nuikleotid iceren M. avium kompleksidir”3.

AIDS olgularinin artmasiyla birlikte, M.tuberculosis disindaki mikobakterilerle
olusturulan infeksiyonlarda da belirgin artislar goriilmeye baslanmistir. Normal sartlarda
Insan i¢in patojen olmayan bazi mikobakteri tiirleri, immiin sistemin zayifladigi AIDS

gibi durumlarda, hayati tehdit edecek 6nemli infeksiyonlara neden olabilmektedirler.

Tiberkiiloz olgu sayisinda goriilen son yillardaki artisin en 6nemli nedeni, basta
M.avium-intracellulare olmak (zere, NTM tirleri ile olusturulan infeksiyonlarin

cogalmasidir?” 3,

2.10.1.NTM Infeksiyonlarinin Laboratuvar Tamsinda Biyokimyasal Testler

NTM enfeksiyonlarinda, 6zgiil klinik bulgular yoktur. Kesin taninin mikrobiyolojik
inceleme sonucunda konmasi gereklidir. NTM tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla
kullanilan ¢esitli klasik biyokimyasal yodntemler mevcuttur. Bu biyokimyasal
yontemlerde genel olarak, kultir yontemleriyle bakteri Uretildikten sonra, NTM
tdrlerinin fenotipik  6zellikleri arastirilmaktadir. Ancak fenotipik ozellikler sadece

sinirl sayida tiiriin birbirinden ayirtedilebilmesini saglayabilmektedir®.
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Bunlardan katalaz testi, M. tuberculosis, M.gastri ve M. Kkansasii’yi diger
mikobakterilerden ayirtedebilmek amaciyla kullanilir. Tiim mikobakteriler katalaz
deneyi ile olumlu sonug verirken, bu ¢ mikobakteri turi katalaz testi ile olumsuz sonug

verirler’,

Katalaz; hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene parcalayabilen, c¢oziinebilen,
hicre i¢i bir enzimdir. Katalaz enzimi varligi, kiltlirde iiremis mikroorganizma
Uzerine hidrojen peroksit eklenmesinden sonra hava  kabarcigi olusumunun

gozlenmesidirt®278,

Katalaz testi semikantitatfif olarak da uygulanabilir. Bu durumda mikobakteriler kendi
iclerinde diisik ve yiiksek Katalaz aktivitesine sahip olanlar seklinde ikiye
ayrilmaktadir. Egri olmayan, dik olarak hazirlanmis tiipteki (16x150 mm) bir LJ
besiyerine susun standart kiiltiir siispansiyonundan 0,2 ml ekilir. Tlpler, kapaklari
gevsetilmis olarak 35°C'de 2 hafta inkiibe edilir. Ardindan tiiplere %10 Tween 80 ve
%30 H202'nin 1:1  oraninda karistirilmasiyla hazirlanmis olan ayragtan ilave
edilerek oda 1sisnda bes dakika dik olarak bekletilir ve hava kabarciklarinin ne
kadar yiikselmis oldugu milimetre cinsinden o6lgiiliir. Hava kabarciklarinin yiiksekligi
45 mm'den diisiik ise sus diisiik katalaz aktivitesine, yiiksek ise yiiksek Kkatalaz
aktivitesine sahiptir. M.tuberculosis H37Ra diisiik, M.kansasii ise yuksek katalaz

aktivitesine sahiptir ve kontrol olarak kullanilabilirlert”227,

Nitrat redukstyon testi; mikobakteri turleri nitrati nitrite doniistiirme yetenekleri
acisindan farkliliklar gosterebilmektedir. Mikobakterilerin bu 6zellikleri  kultirin
eskiligi, sicaklik, pH ve enzim inhibitorleri gibi faktorlerden etkilenmektedir. Nitrat
rediksiyonu ile koloni morfolojisi, tireme hiz1i ve pigment 6zellikleri birbirine
benzeyen mikobakterilerin ayiriminda yarar saglamaktadir. HUM'ler (Hizli Ureyen
Mikobakteriler) ic¢in bu test iki haftalik kiiltiirlere uygulanabilirken, yavas tireyen
bakterilerde {i¢ ile dort haftahk kiiltiirlerede kullanilmalidir’?""4, Bu test hem ticari

olarak {iiretilmis olan strip hemde kimyasal olarak olarak kullanilmaktadir

Ticari olarak uygulanan strip testleriyle, ancak kuvvetli nitrat pozitif suslarda kabul
edilebilir sonug elde edilmektedir. Buna 6rnek olarak, M.tuberculosis'tir.  Strip
testi uygulanmast kimyasal yonteme gore ¢ok kolay olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Kontrol olarak M.tuberculosis kullanilmalidir. Kontrol susu kuvvetli
pozitif olmadiginda, ya da test edilen susun negatif oldugu goriildiigiinde,

kimyasal yontem ile test tekrrar edilmelidirt’?’,
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Mac Conkey agarda Ureme testi, M.fortuitum ile M. chelonae’nin diger
mikobakterilerden ayrilmasini saglar. Sadece bu iki mikobakteri tiri Mac Conkey

agarda tireme gosterirler’®,

Niasin testinde M. tuberculosis’in tanimlanmasini saglanir. M. tuberculosis’in ireme
esnasinda besiyeri ortamina saldigi niasin, Siyanojen bromdir veya anilin eriyigi gibi
aywraglarla saptanarak M.tuberculosis varligi dogrulanir. Diger mikobakteriler niasin

salgilamazlar’®,

Niasin (nikotinik asit) mikobakterilerin metabolizmasmda oksidasyon- reduksiyon
reaksiyonlarinda ve DNA'nin onariminda o6nemli bir rol oynamaktadir. Niasin,
koenzim NAD ve NADPnin biyosentezinde oOncli maddedir.Tim mikobakteriler
nikotinik asit iiretmekle birlikte, bazilarinda NAD siipiiriicii yol izlerinin engeline bagl
olarak niasin hiicre disina atilmaktadir. Besiyerinde biriken niasin, bir primer aminli
siyanojen bilesigi ile gortiniir hale getirilebilmektedir. Mikobakteriler arasinda en fazla
niasin birikimi M.tuberculosis'de  gorulmektedir. Bazi1 M.simiae ve M.chelonae

suslarinda da niasin birikimi goriilebilmektedirt®-17227,

Giliniimiizde ticari  olarak saglanabilen niasin stripleri bulunmaktadir (Becton
Dickinson, Sparks, MD, ABD). Bakterinin yogun olarak iiremis oldugu LJ besiyerinin
uzerine 1 (bir) ml distile su eklenir ve tip 20 dakika kadar yatay bir durumda
bekletilir. Sivinin 0,5 ml'si  bir tiipe aktarilir. Niasin  stripi tiip igerisine
konularak agz1 kapatilir. Tiip igerisindeki s1vi 15 dakika oda 1sisinda  bekletilmesinin
ardindan  sartya dondsiirse, testin sonucu pozitif kabul edilir. M.tuberculosis

H37Ra pozitif, M avium ise negatif kontrol olarak kullanilabilir!’?":"4,

Pirazinamidaz testi, baz1 mikobakterilerin pirazinamidi pirazinoik aside pargalamasi
esasmna dayanir. Bu test ile M. tuberculosis, M. avium-intracellulare ve M.marinum

pozitif sonug verirken, M. bovis ile M.kansasii negatif sonug verirler’,

Pirazinamidaz enzimi, pirazinamidi (PZA) amonyak ve pirazinoik asite parcalar ve bu
da ferroz amonyum sulfat eklenmesiyle belirlenebilir. Bu test M.marinum'u

M .kansasii'den ayirmada yararlidir®®’4,

Bu test icin kullamlan besiyeri; 1 litrede 0,1g PZA, 0,2g piruvik asit ve 15 g agar
iceren Dubos sivi besiyeridir. Besiyeri 5 ml'lik hacimlere bélinir, otoklavlanir ve dik
halde katilasmasi icin bekletilir. Besiyerine mikobakteri susundan yogun olarak ekim

yapilir. Dort giin 37°C'de inkiibe edildikten sonra 1ml %] 'lik ferroz amonyum stilfat
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eklenir. Buzdolabinda 4 saat bekletilirken tup, agarda pembe bir bant olusumu agisndan
gozlenir. Bu pembe bantin olusumu, sonucun pozitif oldugunu gosterir. M.avium

pozitif, ekim yapilmamis besiyeri ise negatif kontrol olarak kullanilabilir??’.

Thiophene-2 karboksilik asit hidrazid testi, M. tuberculosis ile M. bovis’i birbirinden
ayirmak amaciyla kullanilir. M. tuberculosis, iginde thiophene-2 karboksilik asit
hidrazid bulunan Middlebrook besiyerinde irerken, M. bovis bu besiyerinde iremez’®.

Igerisinde 10 pg/ml T2H iceren MB 7HI11 besiyeri 5 ml'lik hacimler halinde egri
olarak katilasmitir. T2H iceren ve icermeyen besiyeri bulunan tiplere bakterinin
standart kiiltir stispansiyonunun 1072 ve 10*1iik dilusyonlarindan 0,2'ser ml ekilir.
Kontrol tiiplerinde tireme oldugunda, koloniler sayilir. T2H besiyerindeki koloni
sayist, kontrol besiyerindekinin %]1'inden fazlaysa, sus direngli olarak kabul
edilir. M.tuberculosis H37Ra pozitif kontrol olarak, M.bovis ise negatif kontrol

kullanilabilir?®?’,

Sodyum Kloriir Toleransi; M.triviale, %5 sodyum klortr (NaCl) varliginda treyebilen
ya da tolerans gosterebilen tek yavas Greyen mikobakteri tirdir. Ayrica HUM'lerden
M.flavescens, M.fortuitum, M.phlei ve M.smegmatis de %5 NaCl varliginda

iireyebilmektedirler?2’,

Tellurit Reduksiyonu; tellurit rediiktaz, renksiz potasyum telliriti siyah ve metalik
olan telliryum c¢okeltisine indirgemektedir. Bu test M.avium ve M.intracellulare'nin
diger nonkromojen mikobakterilerin ¢ogundan ayrilmasini saglamaktadir. Bazi hizli

iireyen mikobakterilerde de telliirit testi sonucu pozitif olabilimektedirt’2’.

Tween 80 Hidrolizi; Baz1 mikobakteri tirleri tarafindan dretilen lipazlar, bir deterjan
olan Tween 80'i (polioksietilen sorbitan monooleat) oleik asit ve polioksietilen sorbitole
parcalar. pH'1 yedi olan besiyerindeki notral kirmizisi, Tween 80 tarafindan baglanarak
notral pH'ta amber rengi olusur. Tween 80 hidrolize olmussa nétral kirmizisini
baglayamaz ve pH yedideki kirmizi renk olusur. Tween 80 hidrolizi testi yavas Ureyen

NTM tirlerinin ayirt edilmesinde yararl olabilmektedir’2’.

Ureaz Testi; Ureyi amonyak ve CO'e parcalama &zelligi, hem skotokromojenleri hem
de nonkromojenleri identifiye etmede yararli olmaktadir. M.scrofulaceum (reaz

pozitif, M.avium ve M.intracellulare iireaz negatiftir'®2’.

Karbonhidratlarin  Kullamimi; biyokimyasal testlere ilave olarak uygulanan

karbonhidratlarin (mannitol, inositol, sorbitol, ramnoz ve sitrat) kullanilmasina yonelik
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bu test, HUM'lerin (Hizli Ureyen Mikobakteriler) identifikasyonunda yardimci

olmaktadir. Ancak bu testler icin ticari olarak kullanilan besiyeri bulunmamaktadir’®.

2.10.2.NTM linfeksiyonlarinin Laboratuvar Tamisinda Molekiiler Yontemler

Klinik 6rneklerde saptanan mikobakterilerin tiir diizeyinde idantifikasyonu amaciyla
biyokimyasal testler yerine ¢ogu zaman molekiler yontemler tercih edilmektedir.
Mikobakterilerin molekler yontemlerle idantifikasyonunda, hedef olarak se¢ilmis olan
en 6nemli gen bolgeleri, 16S rRNA, hsp65, recA ve rpoB genleridir. 16S rRNA geni,
bakterilerin molekiiler idantifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen bir hedef
bolgedir. Clinkl hem her bakteriye 6zgii ¢ok iyi saklanmig diziler igerir, hem de her tlire
gore degisen dizilere sahiptir. Bu degisken dizilerin PCR ile ¢ogaltilmasi sayesinde tiir
tayini mdmkin olabilmektedir. 16S rRNA geninin dizi analizi tim mikobakteri
tlrlerinin tanimlanmasini saglayabilmektedir. Ancak dizi analizi yontemlerinde, elde
edilen bakteri dizilerinin bilgisayar ortaminda karsilastirilmasi gereken standart dizilere
ihtiya¢ vardir. Degisik kaynaklardan elde edilmis standart dizilerde de zaman zaman
farkliliklar ortaya ¢ikabilmekte ve yanlis sonuglara neden olabilmektedir. Bir
standardizasyon saglamak ve dizi analizi sonug¢larinin giivenilirligini arttirmak amaciyla
kurulmus standart dizi analizi servisleri mevcuttur. Bu servislerden biri olan RIDOM
(Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms), web tabani iizerinde dizi
analizi yanisira fenotipik ve genotipik ozellikleri de sunmaktadir. Ayrica dizi analizi
amaciyla tiretilmis olan ticari kitler de mevcuttur. Bunlardan MicroSeq 500 16S rDNA
bakteriyel dizi analizi kiti (Applied Biosystems), mikobakteriyel 16S rRNA 5’ ucundan
500 baz ciftlik bir bélgenin amplifikasyonunu ve sonrasinda dizi analizini saglayarak tiir
diizeyinde idantifikasyon gerceklestirmektedir. 16S rRNA dizilerinin karsilastirilmasi
mikobakterilerin identifikasyonunda guvenilir bir yontem olmakla birlikte, M. gastri ve
M. kansasii gibi bazi tiirlerin ayirtedilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu gibi tlrlerin
idantifkasyonu  amaciyla, recA gen dizilerinin  karsilagtirlmasindan  da
yararlanilmaktadir. recA geni tim bakterilerde bulunan, DNA hasar onarimi, DNA
sentezi ve hicre bélinmesinde roll olan bir gendir. Bu gen bélgesinin kullanilmasiyla,
Ozellikle 16S rRNA gen dizileri g¢ok benzer ¢ikan tiirlerin ayirtedilebildigi

gosterilmistir?”"3,

“Single-stranded  conformation  polymorphism  analysis” (SSCP)  yoéntemi,

mikobakterilerin idantifikasyonunda dizi analizine alternatif olan bir yontemdir. Bu

33



yontemde hedef genin PCR ile ¢ogaltilmig kiigiik dizileri kullanilir. Bu diziler 1s1 ile
denature edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatiirasyonu sonrasinda,
farkli dizilerdeki pargalar farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu parcalar
elektroforez ile ayristirildiginda, her parca farkli bir hizla hareket eder. Bu yontem temel
olarak genomik DNA’daki nokta mutasyonlarmin belirlenmesinde kullanilir. Bunun
yanisira son yillarda, 16S rRNA geninin PCR ile ¢ogaltilmis pargalarinin SSCP analizi,
bakteri tdrlerinin  idantifikasyonunda kullanilmaktadir. Mikobakteri  tdrlerinin
idantifikasyonuna yonelik olarak gelistirilmis olan SSCP yo6nteminde, mikobakteriyel
16S rRNA geninin degisken bolgelerine 6zgiil dort ayn ¢ift iplikgikli parca, dort gift
fluoresan primer ile ¢ogaltilmakta ve elde edilen Urlnlerin SSCP analizi yapilmaktadir.
Bu yontemle PCR sonrasinda SSCP analizi sonucu 30 dakika i¢inde alinabilmekte,
kapiller elektroforez sistemi sayesinde ayni anda 16 6rnek test edilebilmektedir. Hizli ve

spesifik bir yontemdirt’2":73,

PCR-restriksiyon enzim analizi yontemi, mikobakterilerin idantifikasyonunda kullanilan
pratik ve ekonomik bir yontemdir. Restriksiyon enzim analizi i¢in ¢esitli ¢aligmalarda
16S rRNA, hsp65 “heat shock protein” geni ve rpoB geni hedef olarak seg¢ilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda, RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB geninin dort restriksiyon
enzimi ile (Haelll, Hindll, Mval ve Accll) kesilmesi ile elde edilen bant paternleri,
standart bant paternleri ile karsilastirilarak mikobakteri tdrlerinin idantifikasyonu
saglanmistir. PCR-restriksiyon enzim analizi yonteminde son yillarda secilmis hedef
bolgelerden biri de ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesidir. Bu bolge, 16S ve 23S
rRNA’lar kodlayan genler arasinda bulunan bir diziden olugmaktadir. Bu dizide de, her
ture 6zgii fakli niikleotidler bulunmasi nedeniyle, yapilan ¢caligmalarda mikobakterilerin
idantifikasyonu saglanabilmistir. Ancak bu bolgedeki polimorfizm oraninin ¢ok yiiksek
olmast nedeniyle, sonuclarin degerlendirilmesinde baz1 zorluklar yasandig

gérﬁlmﬁstﬁr”’27’73.

65 kDa agirligindaki hsp65 genini hedef alarak yapilan PCR-restriksiyon enzim analizi,
genis bir dagilimda kullanilan mikobakteri idantifikasyon yéntemlerinden birtanesidir.
hsp65 geni, hem iyi korunmus diziler icermekte, hem de tiirden tiire degisiklik gosteren
dizilimler bulundumaktadir. Bu genin 441 baz c¢iftlik bir dizisi PCR-restriksiyon enzim
analizinde ¢ogaltilarak kullanilmaktdir. iki 6zgiil primer kullanilarak ¢ogaltilan iiriinler,
Bstll ve Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir. Boylece elde edilen restriksiyon

pargalar1  poliakrilamid jelde yiriitillerek ayristirillmaktadir.  Poliakrilamid  jel
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elektroforezi sonrasinda goriilen bantin molekiil agirliginin tam olarak anlasilabilmesi
icin molekiil agirlik standart: ile karsilastirilmas: gereklidir. ki restriksiyon enzimi ile
kesim sonucunda, 80’¢ yakin mikobakteri tlrinin herbiri kendine 6zgi bantlar
olusturdugundan, olusan bantlarin molekiil agirliginin belirlenmesi mikobakterilerin
idantifikasyonunu saglamaktadir. Bunun i¢in tek yapilmasi gereken, 6rneklerde olugsmus
bantlarin molekiiler agirlik standarti ile karsilastirilarak agirliklarinin saptanmasi ve
hangi tiirin bantlar1 ile uyustuguna bakilmasidir. Boylece her ornekte iki restriksiyon
enzimi ile olusturulan pargalardaki bantlar saptanarak NTM tdrinin ismi

belirlenebilmektedir’®.

Ancak bazen klasik molekiiler agirlik standartlart ile yapilan karsilagtirmalarda,
birbirine ¢ok yakin bantlarin degerlendirilmesinde giicliikkler yasanabilmektedir. Bu
glicliigii asabilmek amaciyla gelistirilmis olan bir NTM idantifikasyon kitinde, bilinen
mikobakteri turlerinin hem Bst Il restriksiyon enzimi ile, hem de Hae Il restriksiyon
enzimi ile kesildiginde olusturacagi olasi bant sekillerini iceren iki degisik molekiiler
agirhk standartt bulunmaktadir (Diomed). Bu iki molekiler agirlik standarti ile
karsilastirma yapilirken, elde edilmis olan bantlarin tamaminin bir karsilig1 oldugundan,

degerlendirme sirasinda hata pay: 6nemli dl¢giide azalmaktadir™,

Son yillarda NTM infeksiyonlarinin tanisinda mikolik asit analizi de kullanilmaya
baslanmistir. Mikolik asitler mikobakteri hiicre duvarinin énemli bir kismini olusturan
uzun zincirli B-hidroksi yag asitleridir. Her mikobakteri tiiriinde farkli fonksiyonel
gruplar ve farkli karbon sayili mikolik asitler bulunur. Mikolik asitlerdeki karbon atomu
sayis1 genellikle 60 ile 90 arasinda degisir. Bu tiire 6zgii farkliliklar nedeniyle mikolik
asit analizi gergeklestirilerek mikobakterilerin idantifikasyonu yapilabilmektedir. Bu
amagla kullanilan yontemler “thin-layer chromatography” (TLC), high-performance
liquid chromatography” (HPLC) ve “gas-liquid chromatography” (GLC) yontemleridir.
TLC yontemi uygulanarak, mikolik asitler tasidiklari ester gruplarmma gore 7 grup
altinda toplanmaktadirlar. Bundan sonraki asamada, mikobakteri hucresinden metil
esterifikasyonu ile saflastirilan mikolik asitler silikon jel Uzerinde yirutilmekte ve
olusan paternler standart suslarla karsilastirilarak idantifikasyon saglanabilmektedir.
HPLC analizinde, mikolik asitler polarite ve karbon sayilarina gore
ayirtedilebilmektedir. Daha polar olan ve kisa karbon zincirli mikolik asitler, daha kisa
elisyon zamanlarina sahip olmaktadirlar. Bu asamadan sonra elde edilen grafikler

(kromatogram), standart suslarin  grafikleriyle karsilastirilarak  idantifikasyon
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saglanmakatadir. GLC yOnteminde ise sadece mikolik asitler degil, mikobakteri hiicre
duvarinin biitiin yag igerigi analiz edilerek idantifikasyon yapilmaktadir. Bu ii¢ mikolik
asit analiz yontemi icinde en guvenilir sonuglar elde edilen yontem HPLC ydntemidir.
TLC ve GLC yontemleriyle bazi mikobakteri tiirleri ayni1 paternleri verdigi igin, her

turtin idantifikasyonu mimkiin olmamaktadir’,

Ticari identifikasyon proplari olarak Strip testlerinde piyasada iki farkli prob testi
bulunmaktadir. Bunlardan INNO-LiPA Mycobacteria  version 2 (Innogenetics,
Ghent, Belcika) 16S-23S rRNA bdlgesini  (ITS- intemal transcribed  spacer),
GenoType Mycobacteria (Hain Lifescience, Nehren, Almanya)ise 23S rRNA genini
hedef almaktadir?”"®.

Strip testleri; biyotinlenmis PZR drunlerinin, paralel halde bir membran serit
Uzerine  sabitlenmis  tamamlayict  problariyla revers  hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Hibridizasyonun gerceklesmesi durumunda, INNO-LIiPA
Mycobacteria version 2'de kullanilan streptavidin ile isaretlenmis enzim, GenoType
Mycobacteria'da ise kromojenik  substrat kullamlmasi nedeniyle renkli bantlar
olusmaktadir. Bu testler kati ya da sivi besiyerinde tiremis Kulturlere, hatta bazilari
ise  dogrudan hastadan alman muayene maddesine uygulanabilmektedir. Bu
kitlerle Klinik 6rneklerden en sik izole edilen mikobakteri tdrlerinin identifikasyonu
yapilabilmektedir. Bu kitlerle elde edilen sonuclar; AccuProbe, PZR-REA ya da
16S rRNA geninin dizi analizi yontemlerinin  kullanilmasiyla  elde edilen
sonuclarla  uyumludur.  GenoType  Mycobacterianin  piyasada  NTM'lerin
identifikasyonuna  yonelik ii¢ ayri  Kiti bulunmaktadir. Bunlardan GenoType
Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) MTBC'nin ve sik izole edilen 13 NTM
tirind, GenoType Mycobacterium As (Additional Species) CM kitindekilerden farkli
16 NTM turini ve GenoType Mycobacteria Direct ise dogrudan hasta orneginden
ya da kdltirden MTBC ve bazit NTM tiirlerini (M.avium, M.intracellulare, M.kansasii

ve M.malmoense) tanimlayabilmektedir?":®,
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma ‘Diizce ili icme ve kullanma sularinda Atipik mikobakteri izolasyon ve
tanimlanmas1’ proje baslhigi, 2015.04.01.299 proje nosu ile Diizce Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Baskanlig: tarafindan desteklenmistir.

Calismaya 28.10.2016 ile 10.12.2016 tarihleri arasinda Duzce il merkezi, merkeze bagl
kdy ve mahalleler, Akcakokca ilce merkezi ve ilgeye bagh kdy ve mahallelerden alinan
toplam 120 su ornegi dahil edildi. Alinan su numuneler 2x1000 mL plastik kaplarda,
soguk zincir kosullarina uyarak ile Diizce Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Molekier Mikrobiyoloji Labortuvarina getirildi. Laboratuvara getirilen
ornekler en ge¢ 24 ila 48 saat igerisinde NTM varligi agisindan incelendi. Tim

orneklerin alindig1 bolgedeki sularin sicaklik dereceleri kaydedildi.

3.1.Geregler

3.1.1. Kullanilan sarf malzmeler

Plastik su tasima kab1 1000 mL (OR-BAK Tiirkiye)

0.45mm por ¢ap1 47mm ¢apinda Steril filtre ( FILTER-LAB GriddedMCE membran )
Ph stribi (MColorplast)

Klor stribi(ChemBIO)

3.1.2.Bakteriyolojik Cihazlar

0.5 Litrelik Su filtrasyon diizenegi (Isolab Germany/Lab Br)

Vakum pompasi (Bio Rad)

Otomatik pipet (1000’lik ve 100’1k Hamilton)

Ph 6lcer cihaz (Hanna)

BACTEC MIGIT 320 (Becton, Dickinson and Company, New Jersey ABD)

3.1.3 Kullanilan Besiyeri, Boya ve Kimyasallar

3.1.3.1 Lowenstein-Jensen Besiyeri (LJ) Asagida icerigi belirtilen besiyeri ticari

olarak hazirlanmis sekilde satin alinarak kullanildi (PRE-MED-Turkiye).
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Besiyeri icerigi;

Monopotasyum fosfat 2.5¢

Malasit yesili 0.4g

Magnezyum silfat 0.24g

Gliserol 12ml

Sodyum sitrat 0.26g

Patates unu 30g

L-asparjin 3.69

Suplementler Cycloheximide 0.64mg/L - Nalidixic asid 56mg/L -

Lincomisin 3.2mg/L

3.1.3.2 Middlebrook 7H11 Agar (Himedia-Hindistan)

Besiyeri icerigi:

Kazain enzim hidrat
Amonyum sulfat
Monopotasyum fosfat
Disodyum fosfat
Sodyum sitrat
Magnezyum sulfat
L-Glutamik Asit
Ferrik amonyum sitrat
Pyridoxine

Biotin

Malasit yesili

Agar

OADC

1 Gms/Litre
0.50 Gms/Litre
1.50 Gms/Litre
1.50 Gms/Litre
0.40 Gms/Litre
0.05 Gms/Litre
0.50 Gms/Litre
0.04 Gms/Litre
0.001 Gms/Litre
0.0005 Gmsl/Litre
0.001 Gms/Litre
15.00 Gms/Litre
50mi/450ml

Hazir toz halinde alinmis besiyerinden 10.25g hassas terazide tartilarak 450 ml lik

distile suda ¢Ozuldu. Icerisine 2.5g gliserol eklendi ve steril bir sekide sisenin agzi

kapatilarak otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyonu tamamlanan

besiyeri 50°C’ye kadar sogumasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra igerisine

hazir halde olan 50ml’lik OADC eklendi ve homojen hale gelinceye kadar karistirildi.
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Hazir haldeki besiyeri steril petri kaplarina 2 mm yukseklik seviyesinde dagitildi.

Kullanima hazir hale gelen besiyeri +4°C de muhafaza edilmek iizere dolaba kaldirildi.

3.1.3.3 Mycobacteria Growth Indicator Tube 7mL BD (New Jersey -ABD)

Besiyeri icerigi:

e Modifiye middlebrook 7H9 Broth base 5.99
e Casein pepton 1.25¢g
e Bovine albumin 50.0g
e Dextrose 20.0g
e Polyoxyethylene stearate (POSE 1.1g
o Katalaz 0.03g
e Oleik asid 0.1g

e Suplament: Polymyxin B,Amphotericin  B,Nalidixic asid, Trimethoprim,

Azlocilin

BACTEC MGIT 960 cihaziyla uyumlu olarak ¢alisan MGIT besiyeri hazir halde ticari
olarak satin alindi. MGIT besiyeri, cihazina verilmis ve tireme cihaz yoluyla
gozlenmistir. MGIT tiiblerinin dip kismindaki jelde bulunan 6zel isaretlenmis ve kiiltiir
stvisinda bulunan oksijene duyarli floresans madde iiremenin oldugu anda ortmdaki
osijen emilimiyle birlikte oksijen miktarinin azalmasina duyarlilik gosterip, jel i¢inden
siviya karigsarak floresan bir 1s1ma olusturmasi ve cihazin buna duyarli okuma yapip

ureme sinyali verme esasina dayali1 bir besiyeridir.
3.1.3.4.Erlich- Ziehl-Neelsen Boyama (Aside Direncli Boyama, ARB)
Karbol Fuksin :

o Bazik fuksin 1.0g (HIMEDIA)
o Etanol %95 10.0MI (HIMEDIA)
o Kiristalize fenol (HIMEDIA)

o Steril distile su

5 g fenol, 100 ml saf suda eritilip % 5 eriyik hazirlandi. Bunun 50 ml’si 100 ml’lik bir

balon jojeye aktarildi. 1 g bazik fuksin, cam bir havanda ezilirken 10 ml alkol ile
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karistirilarak eritildi. Bu eriyik balon jojedeki fenollii suya eklendi. Arta kalmig fenolll
su, azar azar havana dokiiliip boya tortusu yikand: ve bu yikanti suyu da balona
aktarildi. Bu suretle balon jojedeki 100 ml isaretine kadar devam edildi. Eriyik 24 saat
oda 1sisinda bekletildiktensonra kagit siizgecten siiziildii.Sonrasinda koyu 151k

gecirmeyen bir sisede saklandi?..
Metilen mavisi solusyonu

Zit boyama igin kullanilan kimyasal boyadir ve asagidaki sekilde hazirlanmistir. Etanol
%95’lik 30.0mL - %10’luk Potasyum hidroksit 0.1g —Distile su 100 mL havanda
metilen mavisi alkol ile ezilerek eritildi. Bir balon jojeye aktarildi. Ay bir yerde 100
ml saf suya % 10’luk KOH eriyiginden 0.1ml eklenerek karistirilir. Boyanin eritilmis
oldugu havan bu su ile yikanip boya eriyigine aktarildi. Suyun tamami eklenip
karistirildiktan ortalama 24 saat siireyle oda 1sisinda bekletildikten sonra stiziilerek

saklama kabina alindi?®.

Asit — Alkol Cozeltisi (Dekolorizasyon isleminde)

Hidroklorik Asit 3.0mL ve %95’lik Etanol 97mL karisimindan olusturuldu®®,

3.1.3.5 Dekontaminasyon isleminde kullanilan malzemeler

e %d4’luk NaOH

0 Sodyum hidroksit 409

o Steril distile su 1000mL
e 9%2’lik NaOH

o Sodyum hidroksit 20g

o Steril distile su 1000mL

e Setilprinidyum Klorid (Cetrimide-siklohekzimide)

3.1.3.6 Sudaki klor miktarimin belirlenmesi ve nétralizasyonu icin kullamilan

kimyasallar:

e O-Tolidine ayiract

e Sodyum tiyosulfat
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3.1.4 PCR testi icin kullamlan cihaz ve ekipmanlar

e Thermal cycler (Bio Rad IQ5 — Anatolia geneworks)

e Twincubator (Hain Lifescience,Nehren Almanya)

e GenoType Mycobacteria CM (Common Mycobacteria) (Hain Lifescience,
Nehren, Almanya)

e GenoType Mycobacteria AS (Common Mycobacteria) (Hain Lifescience,

Nehren, Almanya)

3.2 Yontem

3.2.1.Su orneklerinin toplamasi

Mikobakteri tiirlerinin izolasyonu i¢in farkli kaynalardaki su drnekleri steril bir sekilde
topland1. Ornekler toplanmadan &nce sterilizasyonu amaci ile musluk ve gevresindeki
ortam pamuk-alkol ile yapilan alevle havadaki yada musluk agzindaki kontaminasyon
olusturabilicek mikroorganizmalardan temizlendi. Aym sekilde steril kaplar, agizlarin
acip kapatirken de alevden gegirilerek bu islem tekrarlandi. Ornekler musluk sularmin
acilip bir yada iki dakika bosa akitildiktan sonra steril 1(bir) litrelik kaplara ayni
kaynaktan iki steril kap olacak sekilde toplamda 2 (iki) litre olarak alindi.Toplanan su
ornekleri sicaklik olgtimleri yapilip kaydedildikten sonra laboratuvara ulastirild.
Laboratuvara getirilen drneklerden, 24-48 saat iginde pH ve klor miktarlarinin 6lgtimu,

dekontaminasyon, filtarasyon ve besiyerlerine ekim islemleri yapildi.

3.2.2.0rneklerin pH ve klor miktarlarinin belirlenmesi

Labortatuvara getirilen orneklerden falkon tiiplerine 10 ml alinarak, pH stribi ve pH
olcer cihaz ile pH diizeyi belirlendi®?. Farkli bir falkon tiipiine 10 ml su alinarak klor
miktarini 6lgtimi icin Klor stribi ve 2-3 damla O-toludin ayraci ile klor miktar1 6lgtimii
yapildi. Klor stribindeki renk degisimi ve ayiragtaki renk degisimleri kitin tizerindeki
skladan bakilarak olgiim degerleri kaydedildi®’. Klor miktarlarmin yiiksek oldugu
orneklere galisma oncesil (bir) litrelik su 6rnegine 100 gram sodyum tiyosulfat
eklenerek klor néotralizasyonu saglandi’”"8. Klor diizeyi 0.3 ppm diizeyinin altinda olan

orneklere bu islem uygulanmadi.
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3.2.3.0rneklerin izolasyonu

Klor ve pH miktarlarinin tespitinden sonra dekontaminasyon iglemi uygulandi. Yurt ici
ve yur disinda yapilan ¢alismalarda, sulardaki atipik mikobakteri izolasyon
yontemlerinde farkli dekontaminasyon kimyasallar1 farki asamalarda ve farkl

71,18,19.808182 Calismamizda filtrasyon oncesi

yogunluklarada kullanilmistir
dekontaminasyon yontemi secilmistir. Bunun igin 6rneklerin ilk 20 tanesi 1 litrelik
steril kaplara ayrilmistir. Her bir kap %0.005 lik setilprinidyum klorid ve %2’lik

NaOH ile 15-20 dakika dekontamine edilmistir’®.

Filtrasyon sonucu besiyerine ekimler yapilmis, ekim sonucu {ireme saptanan
besiyerlerinden ARB boyamasi uygulanmistir. Yapilan boyamada kontamine
mikroorganizma varliginin fazla olmasi nedeniyle, %0.005’ lik setilprinidyum klorid ve
%2’lik NaOH ile yapilan dekontaminasyon isleminden vazgecilmis ve NaOH ile
dekontaminasyon orani %2’den %4’e ¢ikarilmistir. Ancak bu ilk 20 numunenin alindig:
yerlerden tekrar 6rnek alinarak %@4’liikk NaOH ile dekontaminasyon ve filtrasyon islemi
tekrarlanmistir®:8283 Boylece tiim orneklerde %4’Iik NaOH ile dekontaminasyon

islemi uygulanmistir.

Dekontaminasyon sonrasinda yogunlastirmak ic¢in filtrasyon yontemi kullanilmistir.
Ayni kaynaktan alinan 2000 ml su 6rnegini ilk 1000 ml’si 0.45mm por capli, 47mm
capinda filtre ile filtre edilmis ve MGIT besiyerine bu o6rnegin siiziildiigii filtre
yerlestirilmistir. Ayn1 kaynaktan alman suyun kalan 1000 ml’lik kismi ise ikinci bir
filtre ile filtre edilmis ve bu suyun siiziildigi filtre ikiye bélinerek LJ ve Middlebrook
7H11besiyerlerine  aktarilmustir’78798081828 By sekilde NTM  etkenleri  ve
dekontaminasyondan kalan diger etkenler filtre yiizeyinde kalmas saglanmigtir’®81:82.83,
Filtrasyon diizeneginin etkili ¢aligmasi i¢in negatif hava basincimi olusturacak vakum
pompasi kullanilmistir. Filtrasyon ortalama 15-20 bar basingla gergeklestirilmistir.
Farkli bir 6rnege ge¢ilmeden dnce kontaminasyonu engellemek igin filtrasyon diizenegi

%10’luk camasir suyu ile temizlenip steril distile su ile durulanmastir.

3.2.4 Orneklerin Kkiiltiir islemleri ve identifikasyonu

Orneklerin dekontaminasyon ve filtrasyon isleminin ardindan, diizenekte kullanilan

filtreler steril bir 6ze ve steril bir pens yardim ile alinarak LJ, Middlebrook 7H11 ve
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MGIT besiyerlerine yerlestirilmistir’>81#284 Bu sekilde bir su érnegi icin, ilk 20 6rnek
toplam alt1 adet besiyeri kullanildi. Ancak besiyerlerinde boyma sonucu saptanan
kontaminasyon neticesinde bu ilk yirmi 6rnek icin %4’lik NaOH ile dekontaminasyon
islemi tekrar edilerek elde edilen materyalin kiiltiir islemi yeniden yapildi. Bu sekilde
tim numuneler %4lik NaOH ile dekontaminasyonu yapilan 6rnekler olarak elde edildi
ve her bir numune tg farkli besiyerine ekildi. LJ ve Middlebrook 7H11 agar besiyerleri
etlive yerlestirilirken, MGIT besiyeri ise BACTEC MGIT 960 cihazina yerlestirilerek
inkibe edildi. LJ ve Middlebrook 7H11 agar besiyerinde, ilk 24-48 saat sonunda
kontaminasyon varligt ARB yoOntemi ile kontrol edilip kontamine besiyerleri atildi.
Inkiibasyon siiresi boyunca sinyal veren MGIT besiyerinden yapilan boyamalar
sonucunda asidorezistan 6zellik gostermeyen drnekler kontamine olarak degerlendirildi.
ARB incelemelerinde preparatlarn icerisinde hem asidorezistan boyanma 6zelligi
gosteren basiller hemde asidorezistan boyanmamis diger mikroorganizmalarin varlgi
goriildiigiinde yeniden dekontaminasyon islemi yapildi. Bunun igin MGIT sisesinde
bulunan siv1 besiyeri, 50 ml lik steril falkon tiipline alindi ve 1/1 oraninda %@4’liik
NaOH eklenerek tekrar dekontamine edildi. Dekontaminasyon ve santrifiij sonucu
tiipliniin alt kisminda kalan materyal yeni MGIT sisesine tekrar ekim islemi yapilarak
BACTEC cihazina yerlestirildi.

Asido-rezistans boyanma Ozelligi gosteren LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerindeki
koloniler alinip homejen bir sekilde steril distile su ile sulandirilarak yeni besiyerlerine

pasajlar1 yapilarak saf kiiltiir elde edildi.

Bu tekrar dekontaminasyondan ve saf kultir elde etmekteki amacimiz gen izolasyonu ve
PZR’da farkli mikroorganizmaya ait DNA bdlgelerinin bulunmasini engellemek ve

hibridizasyon isleminde saf gen bolgeleri olusturmaktir.

Besiyerlerinde i{ireme varlig1 5-7 giin aralikla takip edildi. Ornekler, LJ ve Middlebrook
7H11 agar besiyerilerinde sekiz hafta sonuna kadar, MGIT besiyeri ise alti hafta
boyunca izlendi. Bu slrenin sonunda reme sinyali vermeyen MGIT besiyerleri
degerlendirme dis1 birakildi. Ureme sinyali veren MGIT besiyerinden yada koloni
olusumu gozlenen LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerlerinden alinan mikroorganizmalar
aside direncli boyama (ARB) yontemi ile asido-rezistans bakteriler varligi agisindan
incelendi®*!%, Asido rezistans boyanma 6zelligi gostermeyen numuneler kontaminant

olarak degerlendirildi®*.

43



3.2.4.1 Aside Direncli Bakterilerin Boyanmasi

Hem MGIT hemde LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerilerinden alinarak lama yayilip
havada kurutulan drnekler, alevde tespit edildikten sonra, boyama kiveti Uzerindeki tel
boyama sehpasina yerlestirildi. Uzerine preparat: tam kapatacak sekilde bolca fenollu
fuksin (korbol fuksin) eriyiginden dokiildi. Preparat burada buhar cikacak ancak
kaynamayacak sekilde alttan isitildi. Bunun igin sert bir telin ucuna pamuk sarilarak etil
alkolle temas ettirilerek yakilmistir. Bu alev zaman zaman preparatin altina
yaklastilirilip uzaklastirilarak iki dakika siire ile buhar ¢ikacak ancak kaynamayacak
derecede preparat 1sitildi. Bu arada preparatin {izerindeki boya eriyigi azalirsa tizerine
damla damla boya eklenerek preparatin kurumamasi saglandi. Bu slire sonunda preparat
su ile yikandi.Daha sonra renksizlestirme islemi yapildi. Bunun icgin asit alkol eriygi
kullanildi. Bir pens ile tutulan preparatin iizerine asit alkol eriyigi dokuldi. Preparat
saga sola egdirilip hareket ettirilerek islem ka¢ kez yenilendi. Yaklasik bir dakikalik
stire sonunda renksizlestirme islemi tamamlanmigs oldu. Renksizlestirme islemi
sonrasnda preparat su ile yikandi. Daha sonra Karsit boyama icin Lofflerin metilen
mavisi eriyigi kullanildi. Boya preparata dokilup 3-5 dakika beklendikten sonra su ile

yikandi. Preparat havada kurutularak immersiyon objektifiyle incelendi.

Bu boyama ile mavi zemin (zerinde; zemini olusturan hiicreler, lifler, asidorezistan
olmayan diger bakteriler mavi renkte, koyu parlak kirmizi renkte boyanan bakteriler

aside direncli mikroorganizma olarak kabul edildi®.

3.2.4.2 Gen izolasyonu ve Identifikasyonu

Arastirmamizda besiyerlerinde aside direncli olarak izole edilen mikroorganizmlara

molekdler yontemlerle identifikasyonu yapilmistir.

Identifikasyon icin GenoType Mycobacteria CM ve GenoType Mycobacteria AS kitleri
prosediirlerine uygun olarak kullanilmistir®®®, Once biyotin ile isaretli primer bolgelere
multipleks amplifikasyon islemi yapilmistir. Calismanin son kisminda ise ayni Kkitte
bulunan prosediire gore revers hibridizasyon yontemi ile NTM tarlerinin identifikasyon
islemi tamamlanmistir. Sik izole edilen NTM’ler i¢in kullanilan Geno Type
Mycobacteria CM kullanilmis, daha az goriilen tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan

Geno Type Mycobacteria AS Kkiti ile reves hibridizasyon islemi yapilmistir®,
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LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerinden daha Once pasaj yapilarak elde edilen saf
koloniler, Iml lik DNA ve RNA icermeyen distile su ile homojenizasyonu yapilmistir.
Bu ornekler daha onra 1.5 ml’lik DNA ve RNA steril icermeyen vidali kapakli
ependorf tuplerine konulmus ve kit prosediiriindeki izolasyon asamalar1 uygulanmistir.
MGIT besiyerinde Gremesi olan orneklerden saflagtirma isleminin ardindan otomatik
pipet yardimi ile 1ml numune alinmig steril 1.5 ml’lik vidali kapakli ependorf tiipe

aktarilmastir.

Hem kati hem sivi besiyerinden ependorf tuplerine alinmis Ornekler, sogutmali
satrifijde 12000 rpm’de 15 dakika sure santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi kit
posediriine uygun olarak santrifij edilen 6rnegin iist kisimdan 500 ila 700ul’lik miktar
otomatik pipetle yardimi ile alinarak atilmistir. Ornegin kalan kismma kit igeriginde
bulunan Lysis buffer’dan otomatik pipet yardimi ile 100ul eklenmis ve pipet ile
homojen hale gelinceye kadar karistirilmistir. Ornek 95°C de kaynar suda 5 dakika
inkiibe edilmis ve ardindan 100ul nétralizasyon buffer eklenerek 5 dakika 12000 rpm’de
santrifiij edilmis, santrifiij sonrasi ornek sivisinin iist kismindan polimeraz zincir
reaksiyonunda (PZR) amplifikasyon i¢in kullanilmak tizere 100upl alinmustir.
Amplifikasyon karisimi kit igerigindeki uygulama prosediiriine gére 6rnek basina 45ul
olarak hazirlanmigtir. Hazirlanma asamasi laboratuvarin mikroorganizma DNA’s1
icermeyen temiz alan olarak kullanilan PCR boliimiinde yapilmis ve PCR’a uygun 6zel

tiiplere konulmistur.

Amplifikasyon karigim igerigi asagidaki bilesenlerden olugmaktadir.

¢ Niikleotit ve primer i¢eren karisim (PNmix) 35ul
e 10x Polimeraz bufffer 5ul
e MgCl, 2ul
e Su 3ul

Hazirlanan PCR karisiminin igine pozitif 6rnek DNA’sindan 5ul eklenerek, Thermal
cycler cihazina yerlestirilmistir. Kite uygun PCR programi yiiklenerek amplifikasyon

baslatilmigtir. PCR programi ¢alisma stireci Tablo 2’da gosterimistir.
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Tablo 2. PCR galisma dongiisii

Sicakhik
. 95°C 95 °C 58 °C 95 °C 53°C 70 °C 70 °C
O
Sure
) 15 30 2 25 40 40 8

(dakika / ) ) ) ) ) ) ]

) dakika | saniye dakika saniye saniye | saniye | dakika
saniye)
Dongl PCR 10 20 PCR
sayis1 oncesi dongu dongu sonrast

PCR islemi sonrasi kit prosedlriine uygun olarak hibridizasyon solusyonlar1 ve
Twincubator cihazi hazirlanmistir. Bunun icin hibridizasyon Kiti icinde bulunan
stvilardan konsantre konjugat ve konsantre subsrat haricindeki soliisyonlar oda 1sisinda
kristallesmeler yok oluncaya kadar bekletilmistir. Konsantre subsrattan (SUB-C) ve
konsantre konjuganttan (CON-C) 1/100 oraninda sulandirma yapilarak tekrar +4°C’de
muhafaza edilmistir. Hibridizasyon islemi 6ncesinde stringent whash solution (STR)
37-45°C ye kadar 1sitilmustir.

Hibridizasyon isleminde prosediire uygun olarak hazirlanmis strip yikama kuyucuklari
kullanilmistir. 20ul denatiirasyon solusyonu kuyucuk icerisine pipetlendikten sonra,
PCR islemi tamamlanmis pozitif 6rnekten de 20ul pipet yardimi ile ayni kuyucuk
icerisine aktarilip karistirilmigtir. Karisim 5 (bes) dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda strip yikama kuyucuklarindaki karigima Iml hibridizasyon
solusyonu (HYB) eklendi ve homojen oluncaya kadar calkalandi. Calisilacak her 6rnek
icin strip yikama kanallarina bir strip eklendi. Strip yitkama kuyucugu kendine uygun
olarak tasarlanmis olan Twincubator’e yerlestirildi ve 45°C de 30 dakika boyunca
cihazin calkalama islemi ile birlikte inkiibasyon saglanmis oldu. 30 dakika sonunda
HYB solisyonu pipet yardimi ile kuyucukladan bosaltildi ve her kuyucuga 1ml STR
solusyonu eklendi. 15 dakika 45°C deki Twincubator’de inkiibe edildi. Bu slre sonunda
STR sollsyonu tekrar pipet yardimi ile bosaltildi, her kuyucuga 1ml yikama soliisyonu
(RIN-rinse solusyon) eklenerek yikama islemi ¢alkalama ile birlikte oda sicakliginda
gerceklestirildi. Bundan sonraki asamalar kit proseddriine uygun olarak oda sicakliginda
gerceklestirildi. Yikama islemi sonunda rinse solusyonu pipet yardimi ile
kuyucuklardan alinarak atildi. Onceden hazirlams oldugumuz 1/100 oranindaki

konjugant kuyucuk basina 1mL eklenerek 30 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilir.
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Bu islemin ardindan konjugat bosaltildi ve kuyucukda bulunan stripler 1ml RNS
solusyonu ile iki defa, 1ml distile su ilede bir defa ¢alkalanarak yikama yapilir. Yikama
isleminde kullanilan sivilar kuyucuktan bosaltildiktan sonra, 6nceden hazirlanmig 1/100
oranindaki subsrattan her bir kuyucga Iml eklenerek karanlik ortamda 3 -20 dakika
arasinda bant olusumu gozleninceye kadar inkUbe edilir. Bu sire sonunda subsrat
solusyonu bosaltild1 ve iki defa 1ml distile su ile stripler yikanip kurutmaya alinarak ve
degerlendirme i¢in kullanilir. Geno Type Mycobacteria CM ve AS stripleri ve prob
bolgeleri Sekil 4’de gosterilmistir.

..... «—— 1 Conjugate Control (CC]
----- «—— 2 Universal Control (UC)
----- —— 3 Genus Control (GC)

B e = [ e o L, I S o (R

~J O~ U P~ o — O

= —— colored marker

Sekil 4. Geno Type Mycobacteria CM ve AS stripleri ve prob bolgeleri

CC (Konjugant kontrol bolgesi): Strip ylizeyindeki konjugant baglanma ve subsrat
reakiyon verimliligini gosteren bolgedir. Hibridizasyonun gerceklesmis olmasi bu bolge
ile kontrol edilir ve bu bélgede bant olusmamasi degerlendirmenin yapilamayacagini
gosterir.

UC (Universal kontrol bolgesi): Tiim mikobakteriler ve fazla sayida Guanin + Sitozin
(G+S) igeren Gram pozitif bakterileri tanimlamaktadir.

UC kontrol bantlar1 ve CC kontrol bantlar1 olusmus ancak herhangi bir mikobakteriye
0zgii bant bolgeleri olusmamis ise bu bakteri tiirlinii tanimlamada farkli yontemler

kullanilmalidir.
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GK (Genus Kontrol): Mikobakteri turint gosteren bolgedir. Bant tizerindeki gozlenen
titre yogunlugu mikobakteri tiiriine gore degisiklik gostermektedir. Bazen mikobakteri
tirtine 6zgli bant bolgeleri olustugu halde cins kontrol bolgesinde bir bant gorinimi
meydana gelmeyebilir. Bu durumda amplifikasyon gerceklesmis ve sonuglar
degerlendirmeye kabul edilir. Genus kontrol bdlgesinde bant olusumu yoksa ve
herhangibir mikobakteri tiiriinii gésteren bant bolgesi olugmamig ise bu tiiriin yiiksek
G+S iceren Gram pozitif bakteri oldugu diisiiniiliir.

Sekil 5 ve 6’da Geno Type Mycobacteria CM ve AS kiti ile ¢alisilan mikobakteri bant

bolgeleri gosterilmistir.
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Sekil 5. Geno Type Mycobacteria CM Kkiti ile ¢alisilan mikobakteri bant bolgeleri.
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Sekil 6. Geno Type Mycobacteria AS kiti ile ¢alisilan mikobakteri bant bolgeleri

3.3. Istatistiksel degerlendirme

Calismanin istatistiksel olarak verileri; siirekli degiskenler icin ortalama =+ standart

sapma, kategorik degiskenler icin frekans ve yiizde seklinde 6zetlenmistir. Tanimlayici

istatistikler SPSS v.22 paket programi ile hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Arastirmamiza Duzce ilindeki gesitli su kaynaklarindan 120 farkli su 6rnegi alinmistir.
Ornekler sebeke suyu, depo suyu, kaynak suyu ve cesme suyu olarak smiflandiriimis ve
alindig1 yerin mesken yada kurum olup olmadigi kaydedilmistir. Sebeke sulari ile sehir,
ilce, kdy ve mahalle sebeke sular1 belirtilmektedir. Depo sular1 ise sebeke kaynakli
depolanmis sulardir. Kaynak sular1 herhangi bir sebekeye dahil olmaksizin direk
kullanilan sulardir. Cesme sular1 ise mahalle, kdy sokak yada meydanlarinda bulunan
sebekeyle iligkli yada iliskisiz ¢esmelerden alinan sulardir. Mesken sulart evlerdeki
cesmelerden alinan su O6rneklerini belirtmektedir. Kurum sulari ise g¢esitli kurumlardan
alina su orneklerini kapsamamaktadir. Kurumlardan alinan su 6rneklerinde kurumlarin
ad1 kaydedilmis ancak arastirma igerisinde bu isimler agiklanmamistir. Kurumlar egitim,

saglik ve ibadethanelerden olugmaktadir.

Calismaya dahil edilen sularin alindiklar1 yere gore dagilimi Tablo 3’ ve Grafik 1’de

gosterilmistir.

Tablo 3. Orneklerin alindig: yerlere gore dagilimi

Alindig1 yer Mesken suyu Kurum suyu Toplam
Sebeke suyu 63 29 92
Kaynak suyu 6 5 11
Depo suyu 1 11 12
Cesme suyu 5 - 5
Toplam 75 45 120
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Grafik 1. Toplam 6rnek dagilimi
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Su numuneleri toplanirken sularin alindig1 andaki sicakliklar1 6l¢iilmis, laboratuvarda

ise sularin serbest klor miktar1 ve pH degerleri Ol¢iilerek kaydedilmistir. Tablo 4’de

orneklerin alindiklar1 andaki sicakliklari ile laboratuvarda olculen serbest klor miktarlari

ve pH degerleri gosterilmektedir.
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Tablo 4. Orneklerin pH sicaklik ve serbest klor miktarlari.

Srnek No DH Stcaklik (°¢) Serbest Klor Miktar:
ppm mg/L
1. ORNEK 6,3 6,1 <0,3 <0,15
2. ORNEK 7,3 10,6 <0,3 <0,15
3. ORNEK 6,7 8,9 <0,3 <0,15
4. ORNEK 7,9 11,4 <0,3 <0,15
5. ORNEK 6,1 9,6 <0,3 <0,15
6. ORNEK 6,9 10,9 <0,3 <0,15
7. ORNEK 7,9 6,1 <0,3 <0,15
8. ORNEK 7,8 7,4 <0,3 <0,15
9. ORNEK 7,8 5,6 <0,3 <0,15
10. ORNEK 7,9 8,6 <0,3 <0,15
11. ORNEK 7,6 10,9 <0,3 <0,15
12. ORNEK 79 10,6 <0,3 <0,15
13. ORNEK 7,5 10,3 <0,3 <0,15
14. ORNEK 6,1 6,9 <0,3 <0,15
15. ORNEK 7,9 6,8 <0,3 <0,15
16. ORNEK 7,1 9,7 <0,3 <0,15
17. ORNEK 7,9 6,6 0,4 0,15
18. ORNEK 7,6 6,7 <0,3 <0,15
19. ORNEK 7,3 9,6 <0,3 <0,15
20. ORNEK 7,8 9,7 <0,3 <0,15
21. ORNEK 7,9 6,7 <0,3 <0,15
22. ORNEK 8,1 7,7 <0,3 <0,15
23. ORNEK 7,6 6,9 <0,3 <0,15
24. ORNEK 6,9 7,5 <0,3 <0,15
25. ORNEK 7,4 5,7 <0,3 <0,15
26. ORNEK 7,4 9,6 0,4 0,15
27. ORNEK 7,4 54 0,4 0,15
28. ORNEK 7,6 59 0,5 0,40
29. ORNEK 7,4 5,6 <0,3 <0,15
30. ORNEK 7,9 6,3 <0,3 <0,15
31. ORNEK 7,6 7,2 <0,3 <0,15
32. ORNEK 79 6,6 <0,3 <0,15
33. ORNEK 7,1 5,4 <0,3 <0,15
34. ORNEK 6,8 7,7 <0,3 <0,15
35. ORNEK 7,2 5,7 0,4 0,3
36. ORNEK 7,4 4.8 <0,3 <0,15
37. ORNEK 6,7 9,8 <0,3 <0,15
38. ORNEK 6,9 7,4 <0,3 <0,15
39. ORNEK 79 6,3 <0,3 <0,15
40. ORNEK 7,6 59 <0,3 <0,15
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Tablo 4. Devami

Srnek No Ph Stcaklik (°¢) Serbest Klor Miktari

ppm mg/L
41. ORNEK 6,9 4,7 <0,3 <0,15
42. ORNEK 7,4 6,3 <0,3 <0,15
43. ORNEK 6,7 4,3 <0,3 <0,15
44. ORNEK 7,2 5,7 <0,3 <0,15
45. ORNEK 6,9 4,6 <0,3 <0,15
46. ORNEK 7,3 6,4 <0,3 <0,15
47. ORNEK 7,4 5,7 <0,3 <0,15
48. ORNEK 6,4 6,1 <0,3 <0,15
49. ORNEK 7,2 7,4 <0,3 <0,15
50. ORNEK 6,9 5,6 <0,3 <0,15
51. ORNEK 6,7 54 <0,3 <0,15
52. ORNEK 7,4 6,4 <0,3 <0,15
53. ORNEK 7,1 6,1 <0,3 <0,15
54. ORNEK 6,4 59 <0,3 <0,15
55. ORNEK 6,9 4,6 <0,3 <0,15
56. ORNEK 6,7 5,0 <0,3 <0,15
57. ORNEK 7,2 6,4 <0,3 <0,15
58. ORNEK 7,1 7,7 <0,3 <0,15
59. ORNEK 6,7 51 <0,3 <0,15
60. ORNEK 7,6 6,1 <0,3 <0,15
61. ORNEK 7,3 6,4 <0,3 <0,15
62. ORNEK 74 7,2 <0,3 <0,15
63. ORNEK 6,9 4,3 <0,3 <0,15
64. ORNEK 6,9 5,3 <0,3 <0,15
65. ORNEK 7,3 6,7 <0,3 <0,15
66. ORNEK 7,2 8,1 <0,3 <0,15
67. ORNEK 6,7 8,7 0,4 0,15
68. ORNEK 6,9 9,2 <0,3 <0,15
69. ORNEK 7,2 8,7 <0,3 <0,15
70. ORNEK 6,7 8,4 <0,3 <0,15
71. ORNEK 7,3 7,6 <0,3 <0,15
72. ORNEK 7,9 9,6 <0,3 <0,15
73. ORNEK 7,8 59 <0,3 <0,15
74. ORNEK 7,6 6,7 <0,3 <0,15
75. ORNEK 7,9 9,4 <0,3 <0,15
76. ORNEK 7,4 79 <0,3 <0,15
77. ORNEK 74 9,6 <0,3 <0,15
78. ORNEK 7,6 6,1 <0,3 <0,15
79. ORNEK 7,6 7,4 <0,3 <0,15
80. ORNEK 7,6 7,6 <0,3 <0,15
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Tablo 4. Devami

Serbest Klor Miktari

Ornek No Ph Sicaklik (°c)

ppm mg/L
81. ORNEK 7,9 6,7 <0,3 <0,15
82. ORNEK 7,4 9,7 <0,3 <0,15
83. ORNEK 7,9 6,4 <0,3 <0,15
84. ORNEK 7,6 6,1 <0,3 <0,15
85. ORNEK 7,9 7,1 <0,3 <0,15
86. ORNEK 7,8 6,9 <0,3 <0,15
87. ORNEK 7,4 9,9 <0,3 <0,15
88. ORNEK 6,7 8,9 0,4 0,15
89. ORNEK 6,5 6,7 <0,3 <0,15
90. ORNEK 6,4 6,1 <0,3 <0,15
91. ORNEK 6,9 9,5 <0,3 <0,15
92. ORNEK 6,8 17,7 <0,3 <0,15
93. ORNEK 6,9 6,7 <0,3 <0,15
94. ORNEK 6,4 7,7 0,4 0,15
95. ORNEK 6,6 9,6 <0,3 <0,15
96. ORNEK 6,8 47 <0,3 <0,15
97. ORNEK 6,9 6,4 <0,3 <0,15
98. ORNEK 6,6 9,7 <0,3 <0,15
99. ORNEK 7,6 6,4 <0,3 <0,15
100. ORNEK 79 7,4 <0,3 <0,15
101. ORNEK 7,6 3,4 <0,3 <0,15
102. ORNEK 7,6 5,6 <0,3 <0,15
103. ORNEK 6,8 8,6 <0,3 <0,15
104. ORNEK 6,4 53 <0,3 <0,15
105. ORNEK 7,2 6,3 <0,3 <0,15
106. ORNEK 6,9 5,8 <0,3 <0,15
107. ORNEK 7,9 7,9 <0,3 <0,15
108. ORNEK 7,6 6,8 <0,3 <0,15
109. ORNEK 6,8 47 <0,3 <0,15
110. ORNEK 7,3 59 <0,3 <0,15
111. ORNEK 6,9 6,2 <0,3 <0,15
112. ORNEK 7,0 3,7 <0,3 <0,15
113. ORNEK 7,6 5,6 <0,3 <0,15
114. ORNEK 6,8 49 <0,3 <0,15
115. ORNEK 7,5 5,6 <0,3 <0,15
116. ORNEK 6,9 9,8 <0,3 <0,15
117. ORNEK 7,3 8,6 <0,3 <0,15
118. ORNEK 6,8 7,9 <0,3 <0,15
119. ORNEK 7,6 9,1 <0,3 <0,15
120. ORNEK 7,4 8,7 <0,3 <0,15
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Calismaya alinan 6rneklerden 75 tanesinin pH degeri 7.1 - 8.1, 44 tanesinin ise pH’s1
6.0 - 6.9 arasinda Ol¢ililmiistiir. Sadece 1(bir) 6rnegin pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir.

Orneklerin pH degerlerine gore dagilimi Grafik 4’de gosterilmistir.

Grafik 2. Orneklerin pH degerleri gosterilmektedir.
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Orneklerden sekiz tanesinde klor miktar1 0.3 ppm’den yiiksek bulunmustur. Bu sekiz
ornekten yedi tanesinde klor miktar1 0.4 ppm, bir tanesinde ise 0.5 ppm olarak
Ol¢iilmiistiir. Kalan 112 Ornekte ise klor miktar1 0.3 ppm’den diisiik olarak

belirlenmistir. Orneklerin klor miktarina gére dagilimi Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Orneklerin klor miktarma gore dagilima.

Klor miktar:

<0.3 ppm 0.4 ppm 0.5 ppm

Ornek sayisi 112 7 1

Calismamizda saptadigimiz NTM kokenlerinin  izole edildigi su 6rneklerinin pH,
sicaklik ve klor miktarlar1 incelenmis ve tablo 6’da gsterilmistir. izole ettigimiz NTM
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tirlerinin bulundugu su oOrneklerindeki  klor miktarlarina bakildiginda sadece iki

ornegin klor miktar1 0.3ppm’den yiiksek (0.4 ppm) ¢ikmustir.

Tablo 6. Su 6rneklerinden izole edilen NTM tirleri, pH, sicaklik ve klor miktarlar

Ornek o NTM tard oH Stcaklik (C) Serbest klor miktari
ppm mg/L
2.6rnek M.fortuitum 7,3 10,6 <0,3 <0,15
5.6rnek M.fortuitum 6,1 9,6 <0,3 <0,15
6.0rnek M.fortuitum 6,9 10,9 <0,3 <0,15
9.6rnek M.chelonae 7,8 5,6 <0,3 <0,15
17.6rnek M.lentifavum 7,9 6,6 0,4 0,15
20.0rnek M.fortuitum 7,8 9,7 <0,3 <0,15
21.6rnek M.lentifavum 7,9 6,7 <0,3 <0,15
22.0rnek M.peregrinum 8,1 7,7 <0,3 <0,15
24.0rnek M.fortuitum 6,9 7,5 <0,3 <0,15
29.6rnek M.fortuitum 7,4 5,6 <0,3 <0,15
31.6rnek M.gordonae 7,6 7,2 <0,3 <0,15
34.0rnek M.fortuitum 6,8 7,7 <0,3 <0,15
44.6rnek M.fortuitum 7,2 57 <0,3 <0,15
67.0rnek M.fortuitum 6,7 8,7 0,4 0,15
59.6rnek M.szulgai 6,7 51 <0,3 <0,15
70.6rnek M.szulgai 6,7 8,4 <0,3 <0,15
78.0rnek M.gordonae 7,6 6,1 <0,3 <0,15
84.6rnek M.szulgai 7,6 6,1 <0,3 <0,15
39.0rnek M.chelonae 7,9 6,3 <0.3 <0.15
99.6rnek M.gordonae 7,6 6,4 <0,3 <0,15

Izole ettigimiz NTM tiirlerinin alindig1 su 6rneklerinin pH, sicaklik ve klor miktarlarina
gore dagilimi incelendiginde aralarinda anlamli bir iligki saptanmamistir. Klor miktari

yuksek olan su 6rneklerinde de NTM izolasyonu saptanmustir.

Calismaya alinan su 120 6rneginden toplam 20 (%16.6) Ornekte NTM kokeni izole
edilmistir. EKim yapilan besiyerlerinden, MGIT besiyerinde bir, LJ ve Middlebrook

besiyerinde ikiser adet kontaminasyon gozlenmistir. Kontaminasyon gozlenen bu
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orneklerin diger besiyerlerindeki kulturlerinde kontaminasyon goriilmemis ve NTM
izolasyonu saglanmistir. Bir numunede ise sadece LJ besiyerinde iireme olmus, MGIT
ve Middlebrok 7H11 besiyerleri kontamine olmustur. Bu izolat G+C orami yiiksek
Gram pozitif bakteri olarak tanimlanmis ancak isimlendirilememistir. MGIT besiyerinde
pozitif sinyal veren 6rneklerden 7 tanesinin ilk iiremesinden yapilan ARB sonuglarinda
ARB pozitif basillerle birlikte kontaminant mikroorganizmalarda goriilmstiir. Bu
besiyerleri tekrar dekontamine edilerek yeni besiyerlerine ekimleri yapilmis, sonrasinda
olusan iiremelerden yapilan ARB sonuglarinda sadece ARB pozitif basiller goriilmiistiir.
Bu sadelestirme isleminin Oncesinde basillerin 6lme riskine karsi olarak da

dekontaminasyon 6ncesi pozitif 6rnekler pasajlanmislardir.

NTM izole ettigimiz 20 su 6rneginden 10 tanesi kurum, 10 tanesi mesken suyundan
alinmistir. Kurum sularindan 5 tanesi depo, 5 tanesi sebeke sularindan alinmistir. Kalan
10 su 6rnegi ise mesken suyu olup tamami sebeke sularindan alimis 6rneklerdir. Tablo

7°de gosterilmistir.

Tablo 7. NTM iiremesi saptanilan su 6rneklerin kaynagina gére dagilimi

Kurum Suyu Mesken Suyu Toplam
Depo Suyu 5 - 5)
Sebeke Suyu 5 10 15
Toplam 10 10 20

Ureme saptanan NTM tirlerinin, Gredikleri besiyerleri ve isimleri tablo 8’da
gosterilmistir. Tabloda gortlen kontaminasyonlar sadece o besiyeri icin gecerli olup,
diger besiyerlerinde  kontaminasyon  ger¢eklesmemis, kontamine  olmamis

besiyerlerinden izolasyon ve identifikasyon yapilmaistir.
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Tablo 8. izole edilen NTM kokenlerinin Greme saptanan besiyerlerine gore dagilimi

Bakteri Turd LJ MB MGIT
M.fortuitum + + +
M.fortuitum + + +
M.fortuitum + Kontamine +
M.chelonae + + +
M.lentifavum + + +
M.fortuitum + Kontamine +
M.lentifavum + + +
M.peregrinum - + +
M.fortuitum Kontamine + +
M.fortuitum + + Kontamine
M.gordonae + + +
M.fortuitum + + +
M.fortuitum + + +
M.fortuitum Kontamine + +
M.szulgai + + +
M.chelonae + + +
M.szulgai + + +
M.gordonae + + +
M.szulgai + + +
M.gordonae + + +

Gram pozitif basil _ _
(G+C oran + Kontamine Kontamine

yuksek)




Calismamizda izole edilen mikroorganizmalar molekiler yontemlerle tanimlanmis ve

identifikasyon sonuglar1 Tablo 9’da gdsterilmistir.

Tablo 9. Hibridizasyon ¢alisma sonuglarimizin CM ve AS stripleri ile gosterilmesi.

DFN("}"QLﬂOL‘\

S0k M
— N
|

Identifikayon Sonucu :

M.fortuitum (CM) | | ﬂ

M.fortuitum (CM) [TT1 1

M.fortuitum (CM)

M.fortuitum (CM) T 1 |

M.fortuitum (CM) I . - I

M.fortuitum (CM) ‘L

M.fortuitum (CM) | [T — —

M.fortuitum(CM) [ 11 | |

M.fortuitum (CM)

M.gordonae (CM) LL_ i _‘_‘

M.gordonae (CM) 1 | '

M.gordonae (CM) |

M.chelonae (CM)

M.chelonae (CM) | P‘ —

M.peregrinum (CM) LS A

M.szulgai(CM) 11

M.szulgai(CM)

M.szulgai(CM) N

M.lentiflavum (AS)

M.lentiflavum (AS)

o U(;)U
Identifikasyon sonucu maasnon oo 2E NI RIS
[TITTTT
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Arastirmamizda izole edilen NTM tiirlerinin ARB boyama sonuglari Resim 1’de

gOsterilmistir.

Resim 1. Mikroorganizmalarin besiyerlerinden yapilan EZN boyama ile gorinumleri




Hizli tireyen NTM turlerinin LJ besiyerindeki Gremesi Resim 2’de gdsterilmistir.

Resim 2. a)M.fortuitum b)M.chelonae c)M.peregrinum kolonileri

Yavas iireyenler NTM tiirleri grubundan skotokromojenler Resim 3’de gosterilmistir.

Resim 3. a) M.lentiflavum b) M.gordonae c¢) M.szugai kolonileri gosterilmistir.
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Hizli idreyen NTM tiirlerinin  Middlebrook besiyerinde remesi

gosterilmistir.

Resim 4. a) M.fortuitum b) M.chelonae ¢) M.peregrinum

Resim 4’de
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Yavas iireyen NTM tiirleri Middlebrook besiyerinde Gremesi Resim 5’de gosterilmistir.

Resim 5. a) M.lentiflavum b) N.gordonae c) M.szulgai
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Resim 6’da besiyerlerinde iiremesi olan NTM kokenlerinin gen ekstrasyonu sonrasi
PCR cihazi ile yapilan gen amplifikasyon sonucuna bir 6rnek olarak gosterilmistir.
Resim 6. NTM kokenlerinin gen ekstrasyonu sonucu olusan amplifikasyon grafigi

Amplication Curve

t | =

0,00778 I T I - o—

0, 00849 |-

0,00819

0,00389 |-

0,00259

(£ 0,00130 [

0,00000 o=

-0,00130

000288 b

-0,00359
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5.TARTISMA

Musluk suyundan kaynaklanan non tuberkilloz mikobakteriler insan viicudunda
kolonizasyon ve/veya enfeksiyonalara yol actigimi bildiren ¢ok sayida calisma
vardir®?®#"8_ Bu mikroorganizmalar AIDS’li hastalarda firsatc1 enfeksiyonlara neden
olmaktadir®”. NTM’lerin klinik ve cerrahi alanda kontaminant olarak bulunmakta ve bu
sebeple enfeksiyonlardan sorumlu olduklari bildirilmistir. Yine bu mikroorganzimalar
kontamine solusyonlarin enjeksiyonu sonucu gelisen lokal ve yaygm hastalik

olusturabilmektedirler®.

NTM’ler igme ve kullanma sularinda bulunma sikligi farkli calismalarda degisik
oranlarda bildirilmektedir. Arastirma sonuglarina goére izole edilen NTM oranlarindaki
farklilik, izolasyon yontemlerinin farkli olmasmma ve oOrneklerin alindigi kaynaklarin

19.26,78.8390.95.98.99 - Calismamizda toplam 120

degiskenlik gostermesine baglanmaktadir
adet su Ornegi mikrobiyolojik kiiltlir ve molekiiler yontem ile degerlendirilmis,
orneklerin 20 tanesinde (%16.6) NTM varligr molekiier yontemle tespit edilmistir. Bu
ornekler 9 (dokuz) adet M.fortuitum, 3 (i¢) adet M.gordonae, 3 (i¢) adet M.szulgai, 2
(iki) adet M.lentiflavum, iki (iki) adet M.chelonae, 1(bir) adet M.pregrinum, olarak

tanimlanmustir.

Yurt disinda yapilan ¢alismalar arasinda, Hussein ve ark Almanyada farkli hastanelerin
sularindan topladiklar1 93 su drneginden 53 tanesinde (%56,9) NTM saptamislardir®,
Adi1 gegen calismada sik izole edilen NTM tiirler arasinda M.xenopi, M. gordonae ve
M.flavescens olarak bildirmislerdir. Fox ve ark Ingilterede yaptiklari calismada 40 adet
hastane musluk suyundan, 14 adet (%35) NTM izole etmisler, en sik izole edilen tr
olarak M.kanasii ve M.gordonae saptamislaridir®. Bu iki calismada en sik izole edilen
koken olarak M.gordonae belirlemiglerdir. Calismamizda M.gordonae izole ettigimiz
NTM tiirleri arasinda en sik izole edilen ikinci tiir olarak saptanmistir. Sebakova ve ark
Cek Cumhuriyet’inde farkli iki saghk kurumundan aldiklar1 120 adet sicak su
orneginden 56 tanesinde (%46,7) NTM izole etmis ve bunlardan M.gordonae ve
M.kansasii tiirlerini en sik izole edilen tiirler arasinda gostermislerdir®®. Chilima ve ark
tarafinan yapilan calismada ise toplam 24 adet igme suyu incelenmis ve bunlardan 18

tanesinde kultirde (%75) Ureme saptanmis olmasina ragmen 13 tanesinde (%54)
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moleliler olarak NTM pozitiflik saptanabilmistir®’. Bu calisamada siklikla M.bovis ve
M.patafortuitum izole edildigi bildirilmistir. Yine yurt disinda yapilan bazi ¢alismalarda
ise bizim ¢alismamiza yakin oranlarda NTM izole edilmistir®>%3%4% Vantarakis ve ark
tarafindan Yunanistan’in bes farkli bolgesindeki hastanelerden alinan 64 su 6rneginden
10 tanesinde (%15,6) NTM izole edilmistir. Bu ¢alismada da en sik izole edilen NTM
turleri M.chelonae ve M.gordonae olarak bildirlmistir®. Narang ve ark tarafindan
Hindistan’da i¢gme sularinda yapilan bir ¢alismada, 5 (bes) adet NTM (%15) kokeni
izole edilmis ve bunlar M.fortuitum(3), M.abscesus(1), M.flavescens(1) turleri olarak
bildirilmistir®. Gruft ve ark tarafindan yapilan bir baska calismada ise toplam 520 adet
su orneginden 128 (%24,6) tanesinde NTM izole edilmistir. Bu ¢alismada izole sik
edilen NTM’I tirleri olarak M.fortuitum - chelonae complex, M.gordonae ve M.terrae
bildirilmistir®®. Chang ve ark tarafindan Cin’deki bir hastaneden alinan 49 musluk suyu
orneginin 10’unda (%20,4) NTM izole edilmistir. En ¢ok izole edilen NTM kokenleri
M.gordonae, M.fortuitum ve M.scrofulaceum tirleridir®. Conger ve ark ABD’de
M.simiae arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bir hastanenin farkli bégelerinden aldiklar1 71 su
orneginden 12 tanesinden M.simiae (%16.9) saptamislardir®. Rahbar ve ark tarafindan
yapilan ve toplam 120 su Orneginin incelendigi ¢alismada ise 10 adet (%8,3) NTM
kokeni izole edilmistir. izole edilen NTM tiirleri arasinda M.fortuitum, M.chelonae ve
M.peregrinum tiirlerinin bildirilmistir®®. Marshall ve ark M. lentiflavum izolatlarmin
klinik 6nemini degerlendirmek icin yaptiklar1 ¢alismada 206 icme suyundan 13'Unden

M.lentiklavum izole edilmistir®.

Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalar smirli sayidadir. Akbal H tarafindan istanbul
da fakli bolgelerdeki sebeke, depo  ve kaynak sularinda NTM’arastirdiklar
calismlarinda, 500 adet su Orneginde incelenmis ve NTM izole edilen 33 ornegin

8 Mersin ilinde Cafri ve ark

(%6,6) tamamimin M.gordonae oldugu bildirilmistir
tarafindan yapilan calismada ise hastane suyu, kaynak ve sebekelerden alinan toplam
101 su 6rnegi incelenmis ve bunlardan 5 (%4.9) tanesinde NTM izole edilmistir. Izole
edilen tirlerin M.chelonae ve M.kansasii olarak bildirilmistir’’. Erkose Gen¢ G
tarafindan yine Istanbul iki farkli hastanenin depo, dus ve musluk sularindan alinan
160 su Ornegi incelenmistir. Bu 6rneklerden 33 (%20,6) tanesinde NTM izole edilmistir.
Izolatlarin M.lentiflavum, Mgordonae ve M.peregrinum olarak tanimlanmistir®,
Ulkemizde yapilan diger bir calismada Bas B tarafindan Mugla- Bodrum ilgesinde

toplam 43 tath su Orneginde NTM varligi incelenmis ve 3 (i¢) (%7) koken izole
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edilmistir. izole edilen tiirler M.fortuitum, M.marinium ve M.chelonae’olarak identifiye

edilmistir®®.

Hem yurt i¢cinde hem yurt disinda yapilan calismalar birlikte degerlendirildiginde,
izolasyan oranlarinda farklilik olmasina ragmen, rakamlar birirbirine yakin olarak
degerlendirilmistir. ~ Bizim  ¢alismamiz  literatlrdeki  calismalarla  birlikte
degerlendirildiginde bir kismina benzer oranlar bulunmustur. Bazi g¢alismalarla ise
oranlarin fakli oldugu goriilmiistiir. NTM izolasyon oranindaki bu farkliliginin 6rnek
sayilarinin farkli olmasi, calismanin yapildigi boélgenin epidemiyolojik 6zellikleri,
sularin  kullamim politikalar1 ve 0Ornek alma mevsimine bagl olabilecegini
diisiindiirtmiistiir. Izole edilen kokenler degerlendirildiginde ise literatiirdeki calismalara
benzer sekilde hemen hemen ayni tiir NTM kokenlerin tarafimizdanda identfiye edildigi

gorilmiistir.

Ulkemizde ve yurt disinda yapilan NTM arastirmalar1 incelendiginde, ¢alismalarda
kullanilan su miktarlarinin 50-3000 ml arasinda oldugu bildirilmektedir® 1%, Yapilan
bir ¢alismada kullanilan su miktarinin izolasyon oranmi etkiledigi bildirilmistir'®.
Calismalarda kullanilan su mikltarlar1 karsilastirildiginda; Erkése Geng G ¢alismasinda
her kaynaktan 3000 ml’lik su 6rnegi toplanmis ve her bir besiyerine 500 ml’lik suyun
siiziildiigii filtreler yerlestirilerk NTM izolasyonu yapmistir®. Adi gecen calismada
izolasyon oram %20.6 olarak saptanmistir. Ulkemizde yapilan ve calismamizdan daha
az miktarda su 6rnegi kullanilan Akbal H%® ve Cafri ve ark’® arastirmalarinda 1000
ml’lik su orneklerini filtreden gecirip ekim yapmuslardir. Ekim sonucu NTM izolasyin
oranmi sirasiyla % 6.6 ve %4.9 olarak saptamiglardir. 1000 ml’lik su drneklerinden
filtrasyon yontemiyle ekim yapilan diger bir calismada Sebakova ve ark izolasyon
oranlar1 %46, 7 olarak bildirmislerdir®®. Diger bir ¢alismada ise Hussein ve ark ise 500
ml’lik sularin siiztildigi filtrelerden ekim yapmis ve izosayon oranlarmi % 56,9 olarak
bildirmislerdir®. ~ Chang ve ark® ile Vantarakis ve ark®’nmn yapmis oldukalari
caligmalarda 200 ml’lik su 6rnekleri kullanmiglar ve izolasyon oranlari sirastyla %20.4
ve %15.6 olarak bildirmislerdir. Calismamizdaki saptadigimiz oranlar literatiirdeki
calismalarla benzer olarak kabul edilmistir. Yine Fox ve ark 400 ml’lik 6rnekleri
filtrasyon yapmuslar ve bu g¢aligmam izolasyon oranmi %35 olarak saptamislardir®,
Calisgmamizda 2000 ml su kullanilarak izolasyon yapilmis ve izolasyon orant % 16.6
olarak tesbit edilmistir. Her nekadar c¢alismalarda kullanilan su miktarinin NTM

100

izolasyonunu etkiledigini bildiren ¢alisma olsada™ ¢alismamiz yukarida adi gegen
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diger calismalarla’®89949.9 pjrlikte degerlendirildiginde su miktarinin NTM izolasyon
oranlarini etkilemedigini diisiindiirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada ise izole edilen NTM orami ile ¢alismada kullanilan suyun
alindig1 yer, pH, sicaklig1 ve izolasyon yontemlerinin iliskili oldugu bildirilmistir'®.
Calismamizda NTM izole edilmis su orneklerinin 6l¢ilen sicaklik, pH ve serbest klor
konsantrasyon degerleri incelenmis, NTM izolasyonu ile dlgiilen sicaklik (p=0,418), pH
(p=0,417) ve serbest Kklor konsantrasyon (p=0,619) arasinda anlamli bir iligki

saptanmamistir.

Arastirmamizda her kaynaktan 2000 ml olarak alinan Ornekler, birer litrelik steril
kaplara konulmus, %4’lik NaOH ile dekontamine edilmistir. Dekontaminasyon
sonrasinda yogunlastirmak i¢in filtrasyon yontemi kullanilmis ve 1000 mlI’lik suyun
stizildiigii filtre MGIT besiyerine yerlestirilmis, kalan 1000 ml’lik suyun siiziildigi

filtreler ise ikiye bolunerek LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerlerine yerlestirilmistir.

NTM izolasyonu i¢in toplanan su Ornekleri iizerine yapilan ¢alismalarin bazilarinda,
sudaki kloru notralize etmek icin sodyum tiyosiilfat (Na2S203) kullanilmistir’®%, Bu
bilesik suda bulunan klor ile etkilesime girerek stlfiir, siilfiir dioksit ve su agiga
cikarmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada suda bulunan artik klorun nétralize edilmesiyle
bakterilerin Uremesinin arttirdigig1 yada klorun notralize edilmedigi durumlarda NTM

izolasyonunu azalttig1 yoniinde herhangi bir bulgu saptanmamistir*®.

Adi gecen
calismada Thomson ve ark sadece kloru nétralize ederek yapilan izolasyonlarda NTM
koloni sayilarinda diisiis oldugunu ancak bunun anlamli olmadigini bidirmistir’®. Bu
sebeple NTM’lerin ¢ogunun klora goreceli olarak direng gosterdigi ve bu kimyasalin
NTM izolasyonunda kullanmaya gereksinim olmadigini bildirmislerdir’®®. Ulkemizde
Erkose Geng G* ve Cafri ve ark’® ile Akbal H® tarafindan yapilan NTM izolasyon
caligmalarinda bu madde kullanilmistir ve izolasyon oranlar1 sirasiyla %20.6, %4.9 ve
%6.6 olarak saptanmis ve izolasyon oraninda bir degisiklik bildirilmemistir. Yine bu
maddeyi kulanarak NTM izolasyonu yapan Vantarakis va ark %15.6 oraninda izolasyon
saptamislar ve bu maddenin izolasyon oraninda degisiklik yapip yapmadigi hususunda
bildirimde bulunmamislardir®®>.  Yapilan bazi ¢alismalarda ise bu kimyasal
kullanilmadan NTM izolasyonu yapilmistir®®83%, Caligmamiz baslangicinda toplanan
su Orneklerinden izolasyon asamasindan once, serbest klor miktarmin olgiimii O-

toluidin ayirac1 ve klor stribi ile yapilmistir. Orneklerimiz icinde sadece 8 (sekiz) 6rnek

klor miktar1 bakimindan yiiksek bulunmus ve sadece bu 8 (sekiz) ornege Kklor
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notralizasyonu igin sodyum tiyosiilfat eklenmistir. Geride kalan drnekler igin sodyum
tiyosulfat kullanilmamistir. Calismamizda izole ettgimiz NTM kokenlerinin bulundugu
sularin klor miktarlarina bakildiginda sadece iki su 6rneginin yiiksek diizeyde (0.4ppm-
0.15mg/L) klor igerdigi, diger 6rneklerinse klor seviyesinin 0.3 ppm’den diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bu durum, Thomson ve ark!® yaptii calismada belirttikleri gibi NTM
tiirlerinin klora kars1 direncli olabilicegini gostermistir.

Su 6rneklerinde bulunan NTM’lerin izolasyonu i¢in yapilan ¢aligmalarin bir ¢ogunda
yogunlastirma islemi o6ncesinde dekontaminasyon islemi yapilmistir?®:5278.9899.101
Dekontaminasyon maddesinin yapisi, orani ve uygulamadaki gecen siire oldukga
Oonemlidir. Caligmalarda dekontaminasyon i¢in en ¢ok kullanilan maddeler

101 Ulkemizde yapilan

setilprinidyum klorid ve sodyum hidroksit oldugu bildirilmistir
calismalardan; Cafri ve ark’®, Akbal H% ve Bas B%’nin sulardan NTM izolasyonunda
bizim ¢alismamizda kullandigimiz ayni1 dekontaminasyon maddesi (%4’lik NaOH)’ni
kullanmis, Erkose Geng¢ G’in ise yapmis oldugu calismada ise, dekontaminasyon igin
%0.005°lik  setilprinidyum klorid kullanmistir®. Shin ve ark ise yaptiklar1 ¢alismada
ornekleri %1’lik NaOH ile dekontamine etmislerdir®. Adi gecen ¢alismada NTM
izolasyonu oranin1 %50 olarak saptamis ve %6 kontaminasyon orani bildirilmistir. Gruft
ve ark® ile Marshall ve ark®’ tarafindan yapilan ¢alismada dekontaminasyon igin %2-4
NaOH kulanmiglardir. Bu c¢alismalardan farkli olarak orneklerin dekontaminasyon
islemine tabi tutmadan NTM izolasyonu yapilan calismalarda bulunmaktadir®®%,
Yapmis oldugumuz ¢alismada her kaynaktan 2000 ml 6rnek alinarak birer litrelik steril
kaplara konulmus, bunlardan ilk 20 tanesi birer litre halinde ikiye ayrilmis, %0.005°1ik
setilprinidyum klorid ve %2’lik NaOH ile ayr1 ayr1 dekontamine edildikten sonra
besiyerlerin ekimleri yapilmistir. Fakat ekimi yapilan besiyerlerlerinde kontaminasyon
miktarmin fazla olmasi (LJ besiyerinde 13/20, middlebrook igin 17/20, MGIT igin
14/20 ) sebebiyle kullanilan bu iki dekontaminat maddeden vazgecilerek drnekler tekrar
%4’lik NaOH ile dekontamine edilmistir. Bu sekilde yapilan dekontaminasyonda
besiyerlerindeki kontaminasyon miktar1 dismistir (LJ ve Middlebrook icin 4/120,
MGIT igin 8/120) . Bu sonug bize dekontaminasyon islemi i¢in %4 NaOH kullanimin
kontamisayon oranini  diisirdigi  ve bu kimyasal maddenin  kullanimin

dekontaminasyon i¢in daha uygun oldugunu diistindiirtmiistiir.

Literattirdeki ¢alismalar degerlendirildiginde su 6rneklerinin yogunlastiritlmasi icin iKi

farkli yontem One ¢ikmaktadir.  Bunlardan bir tanesi calismamizda kullanmis
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oldugumuz filtrasyon ydntemi ile yogunlastirma yapilmasi®*9°9298%  diseri ise santrifiij
ile yapilan yogunlastirmadir®®®?, Calismamizda filtrasyon sonrasi, filtrenin besiyerine
yerlestirilerek yapilan ekim yontemi kullanilmistir. Bu yontemi Gonca Erkdse G,
Vantarakis ve ark ile Hussein ve ark’da bizim ¢alismamizla aymi sekilde
kulllanmislaridir®92%: Filtrenin steril bir suda parcalayarak stispanse edilmsi ve bu
stvidan besi yerlerine ekim Yyapilmas: da filtrasyon sonrasi kullanilan farkli bir
yontemdir®®®%, Bag B tarafindan yapilan ¢alismada ise filtrasyon ve santrifiij birlikte
kullanilmistir. Ornekler dekontamine edilmeden énce diisiik devirde santrifilj edilmis,
sonrasinda tekrar filtreden gegirilmistir. Daha sonra filtre alinarak % 4’liik NaOH ve
steril kum ile par¢alanmis, ardindan tekrar yiliksek hizda santrifiij edilerek alt kistmdaki

26 Ad1 gecen aglismalarda, ekim yontemlerinin

sediment, besi yerlerine ekilmistir
izolasyonu etkileyip etekilemedigi bildirilmemistir?®°2808%  Thomson ve ark
tarafindan yapilan c¢aligmada, filtre edilmis Orneklerin izolasyon orani ile santrifiij
edilmis 6rneklerin izolasyon oranlar karsilastirilmis, filtre edilmis 6rneklerde izolasyon
orani %383,3, santrifiij edilen orneklerin izolasyon orani %12,1 saptanmis ve ad1 gecen

calismada NTM izolsyonu igin filtrasyon yonteminin daha etkili oldugu bildirilmistir'®.

NTM tiirlerinin izolasyonunda, kullanilan besi yerlerinden yumurta temelli besiyeri LJ
ve agar temelli ve OADC ilave edilmis Middlebrook besi yerinin birlikte kullanilmasi
onerilmektedir’®. Thomson ve ark NTM izolasyonu bakimindan LJ ve MB besiyerlerini
karsilastirdiklar1 ¢alismada aralarinda ayirt edici herhangi bir farkin olmadigini
bildirmislerdir. Calismalarinda ilk haftada MB besiyerinin daha duyarli oldugu
gozlenmis devam eden ili¢ hafta sonunda ise LJ besiyerinde de iremenin oldugu ve MB

100 peters ve ark tarafindan

ile aralarinda bir fark olmadigmi gozlemlemislerdir
besiyerlerini ve kullanlan dekontaminasyon yontemlerini karsilastirmak igin yapilan
calismada, NTM suslar silispansiyon halinde kullanilarak L] ve MB besiyerlerine ekim
yapilmistir. LJ besiyerinde 16 susun iiremesi gozlenirken, MB besiyerinde ise 10 susun
tiremesi gozlenmis ve LJ besiyerini NTM iiremesi acgisindan MB’a gore daha iyi

oldugunu bildirmislerdir®?.

Thomson ve ark ile Marshall ve ark NTM izolasyon ¢alismasinda, LJ ve MB
besiyerlerine ilave olarak MGIT besiyerinide iigiincii besiyeri olarak kullanilmigtir®’1%,
Calismamizda LJ, MB ve MGIT besiyerleri birlikte kullanilmistir. izole ettigimiz NTM
tirlerinden identifiye edilen M.fortitum, M.peregrinum ve M.chelonae kdkeni, LJ, MB
ve MGIT besiyerinde 3-10 giinde, Middlebrook besiyerinde 7-15 giinde ve LJ

70



besiyerinde 2-3 haftada tiremistir. Diger kokenler (M.szulgai, M.lentiflavum ve
M.gordonae) her (¢ besiyerinde on glin —bes hafta arasinda tiremiglerdir. Ekimi yapilan
besiyerlerinden, LJ besiyerinde iki adet ve Middlebrook besiyerinde iki adet
kontaminasyon gozlenmistir. Kontaminasyon gozlenen bu Orneklerin  diger
besiyerlerinde kontaminasyon goriilmemis ve NTM izolasyonu saglanmistir. Sadece bir
numunede LJ besiyerinde besiyerinde lireme olmus, MGIT ve Middlebrok 7HI11
besiyerleri kontamine olmustur. LJ besiyerinde lreyen bu izolat G+C orami yiiksek
Gram pozitif bakteri olarak tanimlanmis ancak isimlendirilememistir. Dolayisiyla
besiyerlerinin izolasyon agisindan birbirlerine iistiinliigii saptanmamis ve ayni 6rnegin
farkl1 besiyerlerine ekilmesinin kontaminasyon riski ile birlikte degerlendirildiginde
izolasyon sansimi arttirmada avantajli oldugu diisiniilmiistiir. Sadece LJ besiyerinde
tireyen ve diger iki besiyerinde tiremeyen kdken icin dekontaminasyon ve izolasyon

asamalarinda ¢aligma hatasi1 olabilecegini diisiindliirm{istiir.

Calismamizda, NTM tirleri arasinda en fazla sayida izole ettigimiz, kdken M.fortuitum
(9 adet) olmustur. Bu tiir klinik 6nemi tespit edilmis, pigment iiretimi olmayan kendine
0zgu bir fenotipi ve kendine 6zgii tamamlanmis 16 S sekansi olan NTM kdkenidir™.
M.fortuitum kompleks, M.fortuitum, M.peregrinum tip 1 ve M.peregrinum tip 2 olarak
lic tiirii igerdigi bildirilmistir'®. Kolonileri yaklasik bir hafta igerisinde gelisir ve krem
renklidir. Koloniler yumusak tereyagimsi kivamda ve pigmentsizdir?. Bu NTM tirii
tilkemizde Bas B tarafindan yapilan ve su Orneklerinden NTM izolasyonu arastiran
calismasinda bir adet izole edildigi bildirilmistir®®. Yurt disinda yapilan calismalarda
Chang ve ark, Chilima ve ark, Gruft ve ark, Rahbar ve ark, Sebakova ve ark ve
Thomson ve ark sularda NTM arastirdiklart bu kokeni izole edilen tiirler arasinda
bildirilmigtir8-91:93,94.96,100

Calismamizda ikinci siklikta izole edilen NTM turi M.gordonae (3 adet) olmustur.
M.gordonae skotokromojen olup yavas iireyen NTM tirleri arasindadir. Igme ve
kullanma sularinda yaygin olarak bulunan ve laboratuvarlarda kontaminasyona bagl
yalanc1 enfeksiyona neden olan bu tiir, ayrica lokalize enfeksiyonlardan dissemine
enfeksiyonlara kadar degisen farkli enfeksiyon tablolari olusturabilmektedir. Diisiik
virulansa sahip olan bu NTM tiri AIDS, kanser, diyaliz ve transplantasyon gibi
immunsupresyon yapan durumlarda enfeksiyon olusturabilmektedir'®!%, Bu tiri

iilkemize Akbal H ¢alismasinda izole ettigi tek NTM tiir olarak bildirmistir®®. Yine

ulkemizde Erkdse Geng G calismasinda M.gordonae (10 adet) izole etitigi kdkenler
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arasinda bildirmistir®®. Yurt disinda yapilan ¢alismalar incelendiginde bu NTM tiiriiniin
Hussein ve ark, Fox ve ark, Vantarakis ve ark , Chang ve ark ,tarafindan da izole

edildigi saptanmugtir®®90:92.94,

Calismamizda ikinci siklikta izole ettigimiz diger koken, potansiyel patajen olan NTM
tiri M.szulgai (3 adet) dir. Yavas iireyenler grubunda yer alan bu NTM tiirii
skotokromejen olup, 25°C’de fotokromojen gorinimiindedir. Falkinham JO ve ark,
NTM ile enfekte hastalarin ev su tesisatlarindan alinan su 6rneklerinin incelenmesinde

105

lic adet M.szulgai izole ettgini bildirmistir'®. Ulkemizde igme ve kullanma sularinda

NTM varhigimmi arastiran ¢alismalarda M.szulgai varligi  bildirilmemistir?® 789899,
Dolayisiyla igme ve kullanma sularinda M.szulgai varligi ilk defa {lkemizde

tarafimizdan tespit edilmistir.

Calismamizda Ugilincu siklikta M.lentiflavum (2 adet) tlrl izole edilmistir. Bu tiir yavas
ureyen skotokromojen smifina dahil olan bir NTM kekdnidir. Arastirmalar
incelendiginde sulardan yaygin olarak izole edilen bir tiir olmadigi goriilmistiir.
Marshall ve ark M.lentiflavum izolatlarinin klinik 6nemini degerlendirmek igin 2001-
2008 yillar1 arasinda Avusturalya’da Brisbane metropoliten alanindaki insanlardan
alinan izolatlar ile igilebilir su arasindaki genotipik benzerlik ve cografi iliskiyi
aragtirmiglardir. Adi gegen ¢alismada M. lentiflavum, 206 igme suyu alaninin 13'inden
izole edilmis ve sSuyun alindigi bolge ile hastalarin ev adreslerinin ¢akistigini
bildirmislerdir. Otomatik tekrarlanan dizi bazli PCR genotiplendirmesi, klinik suslarla
yakindan ilgili baskin ¢evre klonunu gostermistir. Bu bulgu, igilebilir suyun insanlarda
M. lentiflavum enfeksiyonu igin olasi bir kaynak olduguna isaret etmekte oldugunu
bildirmislerlerdir®”. Torvinen ve ark sekiz farkli bolgeden topladiklar su érneklerinden
en sik izole edilen tiiriin M.lentiflavum (%55) oldugunu bildirmislerdir®. Ulkemizde ilk
defa sulardan M.lentiflavum izole edilen c¢alisma Erkose Gen¢ G tarafindan
saptanmistir®®. Adi1 gecen ¢alismada en sik izole edilen tiir M.lentiflavum (20 adet) dur.
Calismamiz bu kokeninin sulardaki varligini bildiren tilkemizdeki ikinci ¢alisma olmasi

acgisindan 6nemlidir.

Calismamizda bir adet M.peregrinum tiirii izole edilmistir. Bu NTM tird klinik 6nemi
tespit edilmis, pigment iiretimi olmayan, kendine 6zgii bir fenotipi olmayan NTM
turidir’™. M.peregrinum tiiriiniin sudan izolasyonu hakkinda yapilan galigmalar sik
olmamakla birlikte, Rahbar ve ark bir adet M.peregrinum kokenini izole ettiklerini

bildirmistir®. Le Dantec ve ark ise sebeke sularindan aldiklar1 6rneklerde topalam 3
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(ig) tanesinde M.peregrinum izole etmislerdir®. Ulkemizde bu NTM tiiriiniin, sudan ilk
izolasyonunu, Erkose Gen¢ G tarafindan yapilmig ve arastirmaci 3 (Ug) adet
M.peregrinum izolasyonu saptamistir®. Ulkemizde adi gegen ¢alismanin disinda bu

kokeni izole eden baska ¢alisma saptanmamistir?® /88,

Calismamizda iki adet M.chelonae kokeni izole edilmistir. Bu NTM tird, pigment
uretimi olmayan ve kendine 0zgi bir fenotipi olan kokendir. M.fortuitum gibi hizli
treyenler grubundan yer alir. Ulkemizde bu NTM tiiriini sudan izole eden iki adet
calisma saptanmistir. Bas B yaptigi ¢alismada bir adet M.chelonae izole ettigini
bildirirken?, Cafri ve ark ise 3 (ii¢) adet M.chelonae tiirli izole etmistir’®. Yurt disinda
yapilan ¢aligmalarda, Vantarakis ve ark ile Rahbar ve ark (cer adet M.chelonae tirinu

sudan izole etigini bildirmistir®,

Sonug olarak bu galisama, igme kullanma su 6rneklerinden NTM izolasyon ve
identifikasyonu bolgemizde yapilan ilk c¢alisma olmasi dolayisyla Onemlidir.
Calismamizda kullanilan sularda NTM varligi % 16.6 olarak saptanmis ve en sik
saptanan  koken M. fortuitum olmustur. Sulardan NTM’nin izolasyon igin
dekontaminasyonu amaciyla %4 liikk NaOH bilesiginin kullanilmasinin, %2’1ikNaOH ve
%0.0005 lik setil prinidyum klorid bilesiklerine gore daha iyi dekontaminasyon
sagladigi, 1s1, sicaklik ve pH farklarinin NTM izolasyonun i¢in anlamli farklilik
olusturmadig1 belirlenmistir. Bu c¢alisma esnasinda sulardan kaynaklanan NTM
mikroorganizmalara yonelik epidemiyolojik arastirmalarin iilkemizde ¢ok sinirli sayida
olduguda saptanmistir. Bu durum o&zellikle immiin yetmezlikli bireylerde daha sik
goriilen NTM infeksiyonlarina kaynaklarma yonelik epidemiyolojik ¢aligsmalarin

arttirilmasi gerekliligi gdstermesi bakimindan 6nemlidir
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6.SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda Diizce ilinde farkli bolge ve kaynaklardan toplam 120 adet su drnegi
toplanarak NTM varlig1 arastirilmistir

2. Bu ornekelerden toplam 75 tanesi kurum suyu, kalan 45 tanesi ise mesken sularidir.
Kurum sularindan 29 tanesi sebeke, 5 tanesi kaynak ve 11 tanesi depo suyudur. Mesken

sularindan 63 tane sebeke, 6 tane kaynak, 1 tene depo ve 5 tanesi ¢gesme suyudur.

3. Izole ettigimiz NTM tiirlerinini bulundugu su kaynaklarindan kurum suyu 10 adet ve
mesken suyu 10 adet’dir. Kurum sularinin 5 tanesi depo suyu ve kalan 5 tanesi sebeke

suyudur. Mesken sularinin tamami sebeke suyudur.

4. Sudan NTM izolasyonu i¢in yapilan ¢aligmalarda farkli dekontaminasyon yontemleri
ve farli dekontaminant kimyasallar1 kullanilmaktadir. NTM izolasyonunda
kontaminsayon prolemlerini engellemek ve saf bir tir izole edebilmek icin,
dekontamisayonda kullanilacak kimyasal meddenin iyi segilmesi ve bilesiminin iyi

ayarlanmasi gerktigi belirlenmistir.

5. Sularin dekontaminasyonu esnasinda kullanilan %4 lik NaOH bilesiginin
kullanilmasinin kontaminasyon oranini azalttigi, %2’likNaOH ve %0.0005 lik setil
prinidyum Klorid ile yapilan dekontamiasyon isleminde kontaminasyon oranmnin fazla

oldugu goriilmiistiir

6. pH, sicaklik ve klor miktarinin sulardan NTM izolasyonu i¢in anlamli bir farklilik

olusturmadig1 saptanmustir.

7. Calisma izole edilen NTM kokenleri sirasiyla M. fortuitum (9 adet) , M.gordonea (3
adet), M.szulgai (3 adet), M.lentiflavum (2 adet), M.chelonae (2 adet) ve M.peregrinum
(1 adet) olmustur. Bu c¢alisma bolgemizde konu ile ilgili olarak yapilan ilk ¢aligma
olmast acgisindan oOnemlidir. Bu sekilde hem epidemyolojik olarak NTM varlhig

arastirtlimis hemde hangi bolge ve kaynaklardan izole edildigi belirlenmistir.

9. Bolgemizde yapmis oldugumuz bu ¢alisma daha kisa zaman araliginda yapilmis olup,
daha uzun zaman araliklarinda ve daha ¢ok sayida 6rneklerle caligmalarin yapilmasi
epidemiyolojik olarak yerinde olacagini kanaatindeyiz. Ayrica bu sekilde genis
kapsamli caligmalarin yapilmasi bizim tespit edemedigimiz olasi var olan tiirlerin

tanimlanmasinada katki saglayacaktir.
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