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GIRIS

Tiberkiiloz tan1 ve tedavi yontemlerindeki ilerlemelere ragmen 6nemini korumaya devam
etmektedir. Bugiin sadece az gelismis ve gelismekte olan tilkelerin degil, gelismis tilkelerin de
en biiyiik sorunlarindan birisini olusturan tiiberkiiloz biitiin diinyada yaygin olarak goériilmekte
ve Oonemini korumaktadir. Tiirkiye’de de ayn1 sekilde son yillarda hasta sayis1 artmaya devam
etmektedir.

Tiberkiiloz basilinin kisa siirede tanimlanmasi ve enfeksiyon kaynagmin belirlenmesi etkin
bir tedavi i¢in ¢ok Onemlidir. Tiiberkiiloz tanisinda ilk basamak aside direncli boyama
yontemlerinin uygulanmasidir. Mikroskopik incelemede aside direngli basil goriilmesinden
sonra klinik ve radyolojik bulgular da tiiberkiiloz tanisin1 desteklemekteyse, genellikle
tiiberkiiloz tedavisine hemen baglanmaktadir. Daha sonraki siirecte elde edilen kiiltiir,
tanimlama ve duyarlilik test sonuglar1 verilen tedavinin daha etkin kilinmasini saglamaktadir.
Ancak M. tuberculosis’ in tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerden (Non-tuberculous mycobacteria-
NTM, mycobacteria other than M. tuberculosis-MOTT) mikroskopik inceleme ile ayirt
edilmesi miimkiin olmadigindan MOTT ile enfekte hastalarda tedavi etkisiz kalabilmektedir.
MOTT tiirlerinin biiyiik cogunlugu klasik antitiiberkiiloz ilaglara direnc¢lidir. Bu durumda hem
hastaya yarari olmayan bir ilacin gereksiz kullanilmasi, hem de hastanede kalis siiresinin
uzamasi Onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle tedaviye baslamadan once
mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla kullanilan klasik yontemler zaman alici,
uygulanmasi zor olan yontemlerdir ve ancak belli mikobakteri tiirlerinin birbirlerinden

ayirtedilmesini saglayabilmektedir. Ayrica kesin tanimlama yapilabilmesi i¢in bu testlerin



hepsinin uygulanmas1 gerekmektedir ve tiim mikobakteri izolatlarinin %14° i fenotipik
yontemlerle tanimlanamamaktadir.

Mikobakterilerin tanimlamasindaki gelismelere bakildiginda, 1980’1 yillara kadar fenotipik
testlerin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Daha sonraki siirecte ise molekiiler
yontemlerdeki ilerlemelerin etkisiyle genotipik ¢alismalar yogunluk kazanmistir. Giiniimiizde
ise molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Mikobakterilerin tanimlanmasinda dizi analizi
yontemi altin standart olarak kabul edilmektedir.

Calismamizda iireme zamani, koloni morfolojisi ve pigment {iretimi degerlendirilerek ve
anahtar test olarak niasin testi ile 6n tanimlanmasi yapilan 64 mikobakteri susunun, hsp65 ve
gyrB dizi analizi ile kompleks ve tiir seviyesinde tanimlanmasi, tiirlere gore dagiliminin
saptanmasi, bu yontemin laboratuvarimizda rutin kullanima uygunlugunun saptanmasi ve
toplumumuzdaki mikobakteri tir dagilimi ile ilgili g¢alismalara zemin olusturulmasi

amagclanmustir.



1 GENEL BILGILER

Tiiberkiiloz insanlik tarihinin en eski ve en ¢ok korkulan hastaliklarindan birisidir. Insanlarin
tiiberkiiloz basili ile ilk karsilasmasinin sosyal yasama gectigi milattan dnce 8000 yillarinda
oldugu tahmin edilmektedir. Son zamanlara kadar M. tuberculosis’ in M. bovis’ in genetik
degisikliklere ugramasi sonucunda, hayvanlarin evcillestirildigi donemde insanda hastaliga
yol actig1 goriisii benimsenmistir (16). Ancak giiniimiizde M. tuberculosis kompleksinde yer
alan bakterilerin molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarinda saglanan bilgiler, bu goriisiin
degismesine sebep olmustur. Yeni bilgi ve bulgular, M. tuberculosis kompleksinin atasinin M.
prototuberculosis oldugunu, ilk atadan delesyonel mutasyonlarla gelisen konak spesifik
fenotipik degisimlerin sanildig1 gibi 15-35 yil 6nce degil, 3 milyon yil dnce sekillenmeye

basladigin1 gostermistir (28, 39).

1.1 Epidemiyoloji

Tiiberkiiloz hala tiim diinyanin en énemli saglik sorunlarindan birisidir. (79).Gelismis bir¢ok
iilkede 1985 yilindan itibaren tiiberkiilozlu hasta sayis1 tekrar artisa gegmistir (23). Diinyada
tiiberkiiloz artisinda dort 6nemli neden siralanmigtir: Hiikiimetlerin hastaligi ihmal etmeleri
sonucunda tiiberkiiloz kontrol sistemleri kotiilesmis ve hatta birgok yerde kaybolmustur; kotii
yonetilen ya da dogru yaklagimlarin uygulanmadig: tiiberkiiloz kontrol programlar1 hastaligin
artist yaninda ilaca direngli tiiberkiilozun artisina yol agmustir; tiiberkiiloz ve “Human
Immunodeficiency Virus” (HIV) ile birlikte oldugu hallerde, HIV’in endemik oldugu yerlerde
tiiberkiiloz patlayict artis yapmistir; niifus artisi tiiberkiiloz olgularinin sayilarinda artisa yol
acmustir (78). Sanayilesmis lilkelerde ise goclerle gelen tiiberkiiloz olgulari, o tilkelerde artis

nedenlerinden birisini olusturmustur (17,29).



Her yeni enfeksiyon, diinya niifusunun %1’ nin enfeksiyonu ile sonuglanan ikinci bir
enfeksiyona neden olmaktadir. Tiiberkiiloz epidemisi yayilmaktadir. Her yil yaklagik 2
milyon insanin Oliimiine sebep olmaktadir. 2000-2002 yillarinda yeni kazanilan
enfeksiyonlarin 1 milyar olacagi tahmin edilmektedir (80).

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii 2002 raporunda, 2000 yilinda
diinyada kayith tliberkiilozlu yeni hasta sayisinin 3.671.973, bunlarin 1.529.806’sinin yayma
pozitif oldugu belirtilmektedir. Tahmin edilen yeni hasta sayilari ise toplam 8.74 milyon, yeni
yayma pozitif olgu sayis1 3.84 milyondur. Diinyada tiiberkiiloz insidanst 1998 yilinda
144/100.000, yayma pozitif tiiberkiiloz insidans1 ise 63/100.000°dir (78). Saglik Bakanligi
Verem Savas Daire Bagkanlig1 verilerine gore 2000 yilinda tilkemizde 18.038 yeni tiiberkiiloz
olgusu belirlenmis ve tiiberkiiloz insidans1 27/100 000 olarak belirtilmistir (50).

Sanayilesmis tilkelerde son 10 yil i¢inde tiiberkiiloz kontrolii ¢gabalar1 sonu¢ vermis ve hasta
sayilarinda yeniden diisiis egilimi goriilmiistiir (17).

Tan1 konulan her dort hastadan birisinin dliiyor olmasi, diinyada tiiberkiiloz hastalarinin
yeterince tedavi edilmediklerini acik bir sekilde gostermektedir. Tiberkiiloz oliimlerinin

hemen tiimii, 6nlenebilir 6liimlerdir (50).

1.1.1 Mycobacterium ile HIV koenfeksiyonunun etkisi

Diinyanin belli bolgelerinde biiyiik oranda kontrol edilemeyen HIV pandemisi tiiberkiilozun
yayllmasimma onemli oranda neden olmustur. HIV enfeksiyonu ve tiiberkiiloz, molekiiler
diizeyden epidemiyolojiye kadar her seviyede sinerjistik hastaliklardir. Ornegin HIV varlig1
tiiberkiiloz basilinin hiicre i¢i replikasyonunu artirir ve boylece M. tuberculosis’in digerlerine
bulagsmasini kolaylastirir. Diinyanin bazi bdélgelerinde tiiberkiiloz, HIV ile enfekte kisilerde

Oliimiin 6nde gelen nedenlerindendir. HIV ile enfekte 36.1 milyon kisinin {i¢te birinin ayni



zamanda tiiberkiiloz enfeksiyonu oldugu DSO tarafindan saptanmustir. Latent tiiberkiilozun

bilinen en gii¢lii risk faktori, HIV ile koenfeksiyondur (37, 63).

1.2 Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mycobacterium cinsi, Bergey’s Manual of Systematic Bacteiology’nin yiiksek G+C igerikli
gram pozitif bakterilerin siiflandirilmasinda, 16S rDNA dizilimlerinin baz alindig: ikinci
baskisinda Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte Actinomycetales takiminda
simiflandirilmis olup Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (43).

Mycobacterium cinsi igerisindeki tiirlerin klinik 6neminin tarihsel siiregteki degisimi, bu cins
icindeki tiirlerin tanimlanmasi ve siiflandirilmasinda farkli arastirmacilar tarafindan degisik
yontemlerin kullanilmasina neden olmustur. Mikobakteriler genel olarak hizli ve yavas
tireyenler olmak {izere ikiye ayrilirlar. 1950° lerin sonuna dogru, Ernest Runyon, M.
tuberculosis ve M. bovis disindaki mikobakterileri, ireme hizlarini, pigment tiretimlerini ve
koloni morfolojilerini temel alarak, fotokromojenler, skotokromojenler, nonfotokromojenler
ve hizli iireyenler olarak 4 grupta smiflandirmistir (60). Bu siniflandirma uzun yillar
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmistir (65). Ancak daha sonralar1 tibbi
onem kazanan bazi tiirlerin Runyon siniflamasina gore tanimlanmasinda bazi giicliiklerle
karsilasilmistir. Ornegin klinik 6nemi son yillarda ortaya c¢ikan M. kansasii, genellikle
fotokromojenik olmakla birlikte, bazi suslarinin pigment olusturmamasi ve hatta
skotokromojenik olmasi, Runyon smiflamasina gore hangi grupta yer alacagi konusunda
tartisma yaratmaktadir. Runyon’un siniflamasinin giliniimiizde klinik 6nemi olan tiim
mikobakterilerin siniflandirilmasindaki bu kisitlamalarina ragmen, halen klinik mikrobiyoloji

laboratuvarlari, MOTT tiirlerinin 6n tanimlanmasinda bu siniflamadan yararlanmaktadir (37).
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Giliniimiizde yapilan DNA hibridizasyon ¢alismalar1 ile bazi mikobakteriler arasinda DNA
homolojisinin %85-100 oraninda degistigi belirlenmis, M. tuberculosis ile M. bovis tiirleri
arasinda %100 benzerlik oldugu ortaya konmustur. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak yapilan deneylerde de benzer sonuglar alinmistir. M. tuberculosis ve benzer
bakteriler M. tuberculosis kompleksi (MTK) ad1 altinda toplanmustir (8, 26,35).

M. tuberculosis kompleksten farkli olan mikobakteriler ise atipik mikobakteri, M. tuberculosis
kompleks dis1 mikobakteriler, tiiberkiiloz dis1 mikobakteri gibi cesitli isimlerle anilmaktadir
(10, 5).

Mikobakterilerin hiicre yapis1 ve genetigi ile ilgili bilgilerimizin artisiyla yeni klinik 6nem
kazanan mikobakterileri i¢ine alan bir smiflandirma, 1987’ de Woods ve Washington

tarafindan onerilmistir (6).

1.3 Morfoloji

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, 0.2-0.6 um en ve 1-10 um boyunda, diiz veya hafif
kivrik basillerdir. Lipitten zengin hiicre duvarina sahip olmalar1 nedeniyle gram boya ile iyi
boyanmazlar. Yine ayni nedenle hiicre duvarmi gecen boyanin uzaklastirilmasi da zordur
(34). Dekolorizasyon (renksizlestirme islemi) diger bakterilerde de alkolle yapilirken
mikobakterilerde asit alkolle yapilir. Asit kullanilmasina ragmen ilk boyay1 birakmazlar. Bu
nedenle aside direncli bakteriler olarak anilirlar. (35,37).

M. tuberculosis kompleks iiyeleri hiicre duvar yapisinda bulunan trehaloz-6-6’-dimikolat
(kord faktorii) maddesi varligmma bagli olarak sivi besiyerinde uzun kordonlar olusturur.

Viriilan olmayanlarda ve MOTT’da ise goriilmez (40).
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1.4 Kiiltiir Ozellikleri

Genel olarak ilk izolasyonda ¢ogu tiir 37°C’de iyi iirer. Ancak optimal sicaklik baz tiirlerde
(M. ulcerans, M. marinum, M. haemophilum) 30-32°C, bazilarinda (M. xenopi) 42°C’dir.
Koloni morfolojisi tiirler arasinda biiyiik degisiklikler gosterir. S tipinde (M. avium
intracellulare), R tipinde (M. tuberculosis) veya ikisinin arasinda olabilir. Koloniden etrafa
dogru yayilmis dallanan, filamentdz yapilar goriilebilir (M. xenopi). Bazi tiirler mikroaerofilik
sartlarda daha iyi iirerken bazilar1 diisiik oksijen konsantrasyonlarina tahammiil edemez.
Genus igerisinde pigment olusturan (kromojen) ve pigment olusturmayan (nonkromojen)
bakteriler vardir. Pigment bazen sadece 1s1ikli ortamda (fotokromojen) bazen de hem 1sikls,
hem karanlik ortamda (skotokromojen) olabilir. Mikobakterilerin {ireme siireleri tiirden tiire
degisiklik gosterir. Genel olarak patojen olanlarin ikiye bdliinme zamani daha uzun, lireme

sicakliklar1 daha sinirli ve asit-alkole direngleri daha fazladir (35).

1.4.1 Mikobakteriyoloji laboratuvari organizasyonu ve islevi

M. tuberculosis’ in primer izolasyonunda hem sivi hem kati besiyeri kullanmali, 24 saat
icinde ARB sonucunu rapor etmeli, basil izolasyonunu 14 giinde, tanimlamasin1 24 giinde
tamamlamali ve duyarlilik test sonuglarini 28 giinde rapor etmelidir (27).

Tiiberkiiloz kontroliiniin 6nemli bir kism1 laboratuvara baglidir. Potansiyel olarak enfeksiy6z
aerosoller mikobakteriyoloji laboratuvarinda en Onemli tehlikedir. Bu nedenle enfekte
materyalle ¢aligsmalarda aerosol olusumuna yol agabilecek tiim uygulamalar, biyogiivenlik

seviye II ve III giivenlik kabinlerinde standartlara uygun olarak yapilmahdir. (27,37,43).
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1.5 Mikobakteri Tiirlerine Genel Bir Bakis ve Klinik Ozellikleri

1.5.1 Mycobacterium tuberculosis kompleks

Mycobacterium tuberculosis, M .bovis, M. africanum ve M. microti tiirleri bu kompleks iginde
yer almaktadir. Cok sayida genin karsilastirmali dizi analizleri, bu 4 tiir arasinda minimal
polimorfizm oldugunu ortaya koymustur (41,49). Ancak tiirler arasi ayirim ozellikle
hastaligin epidemiyolojisi ag¢isindan biiylik 6nem tagimaktadir. M .tuberculosis kompleks
icinde yer alan tiirlerin ayirt edilmesinde fenotipik tiplendirme yontemleri her zaman yeterli
olmamaktadir Bu nedenle fenotipik ozellikleri yaninda c¢esitli genetik belirteclerden de
yararlanilmaktadir (6,49).

Son yillarda gelisen molekiiler teknikler sayesinde, M. tuberculosis kompleks' de yer alan
tirlerin  DNA bolgelerinde yliksek derecede polimorfizm oldugu gosterilmistir. M.
tuberculosis kompleks’ teki bu genetik homojeniteye ragmen yiiksek orandaki DNA
polimorfizmi, insersiyon elementleri ve kisa tekrarlayan DNA dizileri ile iliskilidir. Belirgin
mobilitesi ve genomdaki ortalama kopya sayisinin yiiksekligi nedeniyle, 6zellikle IS6110
genetik polimorfizmi saptamada en ¢ok kullanilan belirteglerden birisidir. M. tuberculosis
kompleks’ te yer alan tiirlerin dogru tanimlamasi ve genetik polimorfizmin saptanmasi halk
saglig1 icin risk olusturan potansiyel kaynaklar1 belirlemek igin ¢ok dnemlidir ve molekiiler
tekniklerin bu amagcla kullanimi giderek yayginlagmaktadir (6,41).

Mycobacterium tuberculosis hasta kisilerin hapsirmasi, Oksiirmesi, ile havaya yayilan ve
havada asili kalan 1-5 pm capindaki damlacik ¢ekirdekleri ile taginir. Damlacik ¢ekirdekleri
iist solunum yollarinin olusturdugu fiziksel engelleri asabilmekte ve ilk enfeksiyonun
olustugu alveole ulasabilmektedir. Alveole ulasan basil farkli yollar izleyebilir (26).

Basglangic konak yanit1 oldukga etkilidir ve alinan basillerin tamami yok edilir.
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Basil baslangicta cogalabilir, fakat gelisen bagisik yanitla enfeksiyon kontrol altina alinir ve
koruyucu bagisiklik geligir. Primer enfeksiyon olarak adlandirilan bu durum higbir klinik
belirti olusturmamasina karsin PPD testinin pozitiflesmesine neden olur. Bu siirecte az sayida
basil metabolizmalarini durdurarak canliliklarin1 koruyabilirler (dormant basiller) ve bu
durum latent enfeksiyon olarak tanimlanir.

Basiller enfeksiyonu takiben ¢cogalmaya devam edebilirler ve primer tiiberkiiloz adi verilen
klinik tabloya neden olabilirler (Sekil I).

Primer enfeksiyon sirasinda dormant halde kalan basiller primer enfeksiyondan yillar sonra
yasamin herhangi bir donemine ¢ogalmaya baslayabilirler ve reaktivasyon veya sekonder
tiiberkiiloz ad1 verilen klinik tabloya neden olabilirler (31,36).

Toplumun baz1 kesimlerinde tiiberkiiloz prevelansi daha yiiksektir. (43).

Eriskin akciger tliberkiilozu yavas ilerleme gosteren inflamatuvar bir siire¢ olup yogun
inflamasyon, nekroz ve kazeifikasyonla karakterizedir. Kazeifikasyon nekrozu sonucu olusan
kaviteler bronglara acilabilir, bu sekilde etken akcigerin diger bolgelerine yayilabildigi gibi
Oksilirme, hapsirma, konusma gibi kuvvetli ekspirasyona neden olan durumlarla havaya

sagilabilirler (37).

1.5.2 M. avium intracellulare kompleks (MAC)

MAC kompleksi M. intracellulare ve M. avium tiirlerinden olusur (44). MAC, ABD ve
gelismis bir ¢ok iilkede en sik hastalik etkeni olan MOTT tiiriidiir. Insandan insana bulas
gosterilmemistir (45).

Bu kompleks i¢inde yer alan iki tiirii klasik fenotipik ozellikleriyle ayirt etmek miimkiin
degildir, birbirlerinden ayirimi saglayan en eski yontem agliitinasyon yontemidir. MAC hiicre

duvar glikolipidlerine gore 28 serotipe sahiptir. Birka¢ yontemle tiplendirilir. DNA problari



14

ile tip 1-6, 8-11 ve 21’ in M. avium tipleri oldugu, tip 7, 12-20 ve 25’ in M. intracellulare
oldugu gosterilmistir (28). Tip 22, 23, 26 ve 28’ in ise her iki tiire ait probla da reaksiyon
vermemesi MAC iginde yer alan bagka bir tiirtin varhi@inm gostermektedir (22). Bu kompleks
igindeki iki tiir birbirlerinden 16S rDNA dizi analizi ve bunun yani sira hsp65 PRA yontemi
ile de kolaylikla ayrilir (66).

MAC kompleksi i¢inde yer alan M. paratuberculosis, M. lepraemurium ve M. silvaticum
tirlerinin ise M. avium’ un alt tiirleri olarak kabul edilmesi gerektigi ileri siiriilmektedir. M.
subspecies lepraemurium insanlarda hastalik etkeni degildir, kemirgen patojeni olarak kabul
edilir (76). M. avium subspecies silvaticum geyiklerde enterit etkeni, kuslarda tiiberkiiloza
neden olan bir patojendir. M. avium subspecies paratuberculosis gevis getiren hayvanlarda
Johne’ s hastaliginin etkenidir. Kesinlik kazanmamakla birlikte Crohn hastalig ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir (70).

Son yillarda 6zellikle bagisik sistemi baskilanmig, kortikosteroid kullanan ve AIDS

olgularinda MAC enfeksiyon prevelansi gittikge artmaktadir. (35).

1.5.3 M. kansasii

Yavas lireyen, fotokromojen, potansiyel patojen oldugu kabul edilen bir tiirdiir. 16S rDNA
gen dizi analizi ile nonfotokromojen, pigmentsiz nonpatojen bir tiir olan M. gastri’ ye ¢ok
benzemektedir. Ancak bu iki tiirtin ayirimi hsp65 gen dizi analizi ile yapilabilmektedir (69).

En fazla kaviter akciger enfeksiyonu seklinde goriiliir. Tiiberkiilozdan daha hafif bir tablo
olusturur. Servikal lenfadenit (6zellikle c¢ocuklarda), deri abseleri veya piyojenik

enfeksiyonlar1 takip eden seliilit, artrit, fasiit ve osteomyelite neden olur (76). M .kansasii
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olgularmin c¢ogunlugunun sehirlerde saptanmasi dolayisiyla hava kirliligi ve tozlu

ortamlarinin enfeksiyonlardan sorumlu olabilecegi goriisiinii desteklemektedir (71).

1.5.4 M. marinum

Rezervuari su ve suda yasayan canlilardir. M. marinum zedelenen deri bolgesinin kontamine
tuzlu veya tath su ile veya balik ile temas1 sonucunda deri enfeksiyonlarina neden olur (10).
Iki formda karsimiza ¢ikabilir. Yiizme havuzu graniilomu en sik goriilen seklidir. Genellikle
el parmaklari, kol, dirsek, diz kapagi ve bacakta kiiclik bir papiille baslar, deri alt1 nodiilii
halini alarak veriikoz forma déniisebilir. Graniilomatdz iilser gelisir. Ulserler birkac ay iginde
kendiliginden iyilesebilecegi gibi bazi olgularda 2 yil veya daha uzun siire devam edebilir.
Diger formda ise papiil abselesir ve lenfatikler boyunca sekonder nodiiller olusabilir (35, 58).
Yiizeyel enfeksiyonlar genellikle spontan iyilesir, fakat hastalik seyri genellikle uzun ve
rahatsizlik vericidir. Bagisik sistemi baskilanmis kisilerde disseminasyon, sinovit ve

osteomyelit olgular1 bildirilmistir (58).

1.5.5 M. ulcerans

M. tuberculosis, M. marinum ve M. haemophilum tiirleriyle filogenetik olarak yakindir.
Biokimyasal deneyler, “high-performance liquid chromatography” (HPLC) ve hsp 65 PRA
yontemiyle bu tiirlerden ayirt edilebilir. Biokimyasal deneylerden sadece katalaz pozitiftir

(76).
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1.5.6 M. haemophilum

Mikobakteriler icin demire ihtiyaci olan tek tiirdiir. Uremeleri i¢in 10 hafta veya daha fazla
inkiibasyona ihtiyaci vardir. Biokimyasal testlerden sadece pirazinamidaz testi pozitiftir
Immun sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyon gelisebilir. (58,76). En fazla gériilen klinik

form deri ve yumusak doku enfeksiyonlaridir. (74).

1.5.7 M. scrofulaceum

MAC kompleks ile antijenik ve ilag duyarliligi acisindan olan benzerlikleri nedeni ile
herikisini bir arada MACS olarak gruplandirilmistir, fakat bu tanimin dogru olmadigini
genotipik c¢alismalar gostermistir (76,70). M. simiae ve M. interjectum tiirlerinden
biokimyasal 6zellikleri ile ayirt etmek zordur. Siipheli durumlarda hsp65 ile
tanimlanabilmektedir. M. scrofulaceum dogada ¢ok yaygin olarak bulunan bir tiirdiir. Siklikla
klinik 6rneklerden ve laboratuvarda kontaminant bakteri olarak izole edilirler. (35).

En fazla goriilen hastalik sekli ¢ocuklarda submandibular bolgede tek veya ¢oklu nodiil ile
ortaya c¢ikan lenfadenittir. Tedavi edilmeyenlerde riiptiir sonucu fibrozis ve kalsifikasyon
olusur. M. tuberculosis ve MAC nedeniyle olusan lenfadenitlerden ayirim 6nemlidir. Nadiren

ilerleyici akciger, kemik ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur (58).

1.5.8 M. malmoense

1977 yilinda Malmoé’de akciger hastaligr olan dort hastadan izole edilmistir. Nonkromojen
gruptaki MAC ile ¢ok karistirihir. Siklikla akciger enfeksiyonuna neden olur. Nadiren

lenfadenitli olgulardan izole edilir, ancak disseminasyon olduk¢a yaygindir (35 ).
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1.5.9 M. interjectum

Ik defa 1993’te lenfadenopatili bir gocugun lenf bezinden izole edilmistir. TLC paterni MAC
ve M. scrofulaceum’ a benzerdir. 16S rDNA ¢ok degisken bolgesinin M. simiae ile ¢ok yakin

genetik iliskisi gdsterilmistir. Izolasyonlarin klinik dnemi tartisilabilir (70).

1.5.10 M. simiae

Neden oldugu enfeksiyonlare seyrek rastlandigindan hastalifin epidemiyolojisi ve klinik
Ozellikleri tam acikliga kavusmamistir. Cogu olguda Onceden gegirilmis bronkopulmoner
hastalik, kortikosteroid kullanim hikayesi veya altta yatan ciddi bir neden vardir. Diger
mikobakteriyel enfeksiyonlardan ayirt edilemeyen akciger hastaliina sebep olur.

Disseminasyon nadirdir (35).

1.5.11 M. gordonae

Mycobacterium gordonae skotokromojendir. Orneklerden izole edildikleri zaman, her izolat

dogru olarak tanimlanmali ve klinik 6neminin saptanmasi i¢in klinik iliskisi dikkatli bir

sekilde belirlenmelidir. (35).

1.5.12 Hizh Ureyen Mikobakteriler (RGM):

I. M. fortiutum grup
II. M. chelonae/abcessus grup

III. M. smegmatis grup
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Bu gruptakilerin tanimlamasi i¢in anahtar 6zellikleri mikolik asit olarak bilinen uzun zincirli
yag asitlerinin bulunmasi, primer izolasyonlarinda kati besiyerinde 7 giin i¢inde gozle koloni
olusturarak iiremeleri, 3 giin veya 2 hafta igerisinde arilsiilfataz aktivitesi ve pigmentasyonun
olmayisidir (58).

Pigmentsiz RGM olumsuz kosullara dayanikhidir ve cogu cevresel zararlara ragmen
¢ogalabilir. M. chelonae/abcessus grup ve M. mucogenicum dezenfektanlar ve biosidlerin
(klor ve gluteraldehid gibi) aktivitelerine diren¢ gosterir. Son zamanlarda su boru
sistemlerinden alinan biofilmlerin %90’ nindan fazlasinda aside direncli mikobakterinin
varlig1 tamimlanmaktadir. (58).

ABD’ de en ¢ok nozokomiyal salginlar olusturmaktadir. Saglik calisanlar ile iliskili salginlar,
musluk sularina veya buz-buzlu su-su bazli soliisyonlar gibi su kaynaklari ile maruziyet
sonucu olusur. Kontamine olmus cihazlar RGM’ ler (6zellikle M. fortiutum) i¢in énemli bir
hastane deposudur. Bildirilen hastalik salginlari; sternal yara enfeksiyonlari, plastik cerrahi
sonrasindaki cerrahi yara enfeksiyonlar1 ve rejeksiyon sonrasi abseler seklindedir. Kateter
enfeksiyonlart M. mucogenicum dahil RGM ile iliskilendirilmektedir. Sporadik, toplumsal
kaynakl1 lokalize enfeksiyon, travmatik bir yaralanmayi takiben su ve toprakla kontaminasyon

ile olusur (73,74).

1.6 Laboratuvar Tam

Mikobakteri enfeksiyonlarinin kesin tanisi, uygun klinik Orneklerden bakterilerin izole
edilmesiyle konur. Ozellikle tiiberkiiloz olgularmin halk saghgm tehdit ettigi giiniimiizde
etkin mikrobiyal tedavinin hemen uygulanabilmesi, artan mikobakteri enfeksiyonlariin dogru

ve gilivenilir tanisinin konabilmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilebilmesi i¢in kisa
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sirede sonu¢ verebilen duyarliligi ve Ozgiilliigii yiiksek tanm1 yoOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla hizli kiiltiir sistemleri ve molekiiler yontemler gelistirilmistir

(27,37,43).

1.6.1 Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Laboratuar tanisindaki basar1 klinik 6rnegin uygun sekilde alinmasi ve dikkatli bir sekilde
calisilmasina baghdir. Ornekler antitiiberkiiloz tedaviye baslanmadan &nce alinmalidir. Kiiltiir
icin gelen Orneklerin ¢ogu solunum yolu oOrnekleridir. Doku, normalde steril olan viicut
sivilari, idrar ve gastrik aspirat diger sik gelen Orneklerdendir. Kan ve diski 6rnekleri ise
AIDS’li hastalardan kabul edilebilir (43). Hastadan alinacak o6rnekler enfeksiyonun
bulundugu bolgeye gore degisebilir.

A. Aseptik kosullarda alinan 6rnekler

Viicut sivilar1 (beyin omurilik, plevre, perikard, sinoviyal, asit sivilari, kan, kemik iligi,
cerahat) ve dokular gibi 6rneklerde aside direngli bakteri izolasyonu olduk¢a zordur.

B. Kontamine olma olasilig1 olan 6rnekler

Akcigere ait balgam, bronkoalveoler lavaj, brons yikama sivilart ve mide lavaj sivilart gibi
ornekler flora bakterileri ile kontamine olabilirler (37,43).

Normal flora iiyelerini bulundugu viicut bélgelerinden alinan 6rnekleri (balgam, idrar, digk
vb.), besiyerlerine inokiilasyonu oOncesi, cesitli ajanlarla (%2 NaOH+N-asetil-L-sistein,
Dithiothretiol+%2 NaOH, %4 NaOH) dekontamine edilmesi ve klinik Ornegin besiyerine

inokiilasyonundan 6nce konsantre edilmesi (santrifiij islemi) gerekmektedir (27,37,43).
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1.6.2 Mikroskopik inceleme

Aside direngli boyama yontemi (ARB), hala ucuz ve hizli bir yontem olarak, klinik 6érnegin
mikobakteri agisindan incelenmesinde ilk basvurulan yontemdir. Mikobakteriler, ¢eperlerinde
Oonemli yer tutan mikolik asitler nedeniyle karbol fuksin gibi boyalar1 6zgiil olarak tutarlar ve
asit alkol gibi giiclii renk c¢ikaric1 ¢ozeltiler ile dahi boyalarin1 birakmazlar. Mikobakteriler
disinda Rhodococcus, Nocardia, Cryptosporydium tiirleri ve Legionella micdadei aside
direngli olarak boyanabilir. Aside direncli bakterilerin boyanmasinda genellikle iki tip boya
tercih edilir (35):
A. Karbolfuksin boyalari; fuksinin fenolle(karbolik asitle) karisimidir.

a. Ziehl-Neelsen yontemi (sicak teknik)

b. Kinyoun yontemi (soguk teknik)
B. Florokrom boya:

a. Auromine O boyasi.

b. Auromine-rhodamin boyasi.
Mikroskopik inceleme ile ornekteki 5000-10000/ml basil saptanabilmektedir. Bazik fuksin
temelli boyama yonteminde en az 300 alan, florokrom boyama yonteminde ise en az 30 alan

incelenmelidir. (37,43).

1.6.3 Bildirici mikobakteriyofaj

Biitiin mikobakterilerde veya sadece M. tuberculosis’ te ¢ogalabilen fajlar vardir. Ates
boceginde 151k iiretiminden sorumlu olan lusiferaz enzimini kodlayan genin bu fajlara
klonlanmas1 ile bildirici mikobakteriofajlar elde edilir. Klinik 6rneklerde bu faj ile enfekte

edilen basiller, lusiferin eklendiginde ATP varliginda 1s1ik olusumuna yol acgarak karanlik
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alanda goriilebilirler. Bu sekilde canli ve cansiz bakteriler de ayirt edilebilir. Ornekte 500-

5000 bakteri olmasi tani i¢in yardimci olur (54).

1.6.4 Kiiltiir yontemleri

Kiiltiir yontemlerinin duyarlilig1 ¢ok ytiksektir. Mikobakteri izolasyonunda bugiin i¢in altin
standart olarak kabul edilen uygulama sivi ve kati besiyerlerinin birlikte kullanilmasidir.
Mikobakterilerin izolasyonlar1 ve bazi 6zelliklerinin saptanmasi i¢in kullanilan besiyerleri kati
ve sivi olmak tizere iki tiptir. Kat1 6zellikteki besiyerleri yumurta ve agar bazli olmak {izere
iki boliimde incelenebilir (43).

Yumurta bazl1 besiyerlerinden Lowenstein Jensen (L-J) besiyeridir. Ilk izolasyon sirasinda bu
besiyerleri digerlerine gore daha iyi sonu¢ vermektedir. Ancak koloni olusumunun erken
donemde saptanamamasi dezavantajidir (37).

Agar bazli besiyerlerinden en yaygin kullanilan1 Middlebrook 7H10 ve 7H11’ dir. Besiyerinin
saydam olmas1 nedeniyle mikroskopik yapidaki kolonileri bile saptayarak 10-12 giinliik bir
siirede tan1 konabilir. Middlebrook 7H10 besiyeri “National Comittee for Clinical Labarotory
Standarts” (NCCLS) tarafindan agar proporsiyon yonteminde 6nerilmektedir. (37,47).
Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albiimin gibi sivi besiyerleri mikobakterilerin stok
suslarinin pasajlanmasinda ve ila¢ duyarlilik testlerinde inokulum hazirlamak i¢in kullanilir.
Bakteri sayisinin az oldugu orneklerden mikobakterileri izole etmek i¢in kullanilmaktadir
(43).

Lowenstein Jensen ve Middlebrook besiyerlerinde gozle goriiniir koloni olusturmasi 3-8 hafta

kadar siirer. Bu siirenin azaltilabilmesi i¢in hizl, ticari kiiltiir sistemleri gelistirilmistir (43).



22

Yillardir tiim diinyada yaygin olarak kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen hizli
kiltiir sistemi olan radyometrik BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Biosciences, Sparks,
Md) sisteminde besiyerlerin radyoktif madde igcermesi, yar1 otomatize oldugundan manuel
doldurulup bosaltilmasi, enjektorlerin yogun kullanilmasi, siselerin cihazda okunmalarinda
capraz kontaminasyon riski gibi nedenlerden dolay1 alternatif sistemlerin gelistirilmelerine
gereksinim duyulmaktadir (62,43). Bu sistemler yaninda, manuel kullanim i¢in bifazik kiiltiire
dayali Septi-Check AFB (BD Biosciences, Sparks MD), floresans bastirma temelli O,
sensorli  MGIT (BD Biosciences, Sparks MD) ve tetrazolium tuz indikatoriiniin
indirgenmesiyle isleyen MB-Redox (Heipha Diagnostics, Biotest, Heidelberg, Germany)

bulunmaktadir (27,43, 61).

1.7 Mikobakterilerin Tanimlanmasi

1.7.1 Fenotipik Testler

Mikobakterilerin  tiir ~dilizeyinde tanimlanmalar1 gereklidir. Her mikobakteriyoloji
laboratuvarinin tiim izolatlar1 tanimlayabilecek diizeyde olmasi gerekli degildir. Ancak
tiiberkiiloz basillerinin etken olma siklig1 ve enfektivitesi géz Oniine alindiginda, en azindan
M. tuberculosis kompleksin tanimlanmasinda kullanilan anahtar testlerin uygulanmasi
gerektigi diisiiniilmektedir (43). Bir bolgede izole edilen bir tiiriin prevelansi azaldikc¢a
uygulanan deneylerin pozitif prediktif degeri diiser (30). Bu nedenle anahtar deneyleri
secerken Once o cografik bolgedeki mikobakteri tiirlerinin dagiliminin bilinmesi ve en sik
rastlanan tiirlerin pozitif sonu¢ verdigi bilinen deneylere se¢imde oncelik verilmesi gerekir.

Mikobakteri tiirlerini 6nce Runyon’ un 6nerdigi sekilde gruplandirmak ve sonra her grupta sik
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rastlanan tiirlerle en ¢ok pozitif sonucu veren biyokimyasal deneyleri se¢gmek kabul edilmis
esastir (37,43).

Mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda fenotipik karakterlerin belirlenmesi 6nemli bir yer
tutar. Bunlar arasinda koloni morfolojisi, boyanma ozellikleri ve biyokimyasal reaksiyonlar

yer alir (67).

Ureme Hiz1 ve Pigment Uretimi

Uygun diliisyonlarda kat1 besiyerlerine yapilan pasajlarinda yedi giinden 6nce iireyenlere hizl
iireyenler, yedi glinden sonra iireyenlere yavas iireyen mikobakteriler olarak kabul edilirler.
Karsilagtirmali 16S rDNA dizilerinden elde edilen bilgi de kesin olarak hizli ve yavas
iireyenleri ayirmaktadir (43). Yavas iireyenler pigment iiretme 6zelliklerine gore ii¢ gruba
ayrilir: skotokromojen, fotokromojen ve nonkromojen (37). Isikta pigment olusturma 6zelligi

oksijen ve sicaklik parametreleriyle iligkili bulunmustur (72).

NAP testi (Nitro-a-Acetylamino-B-Hydroxypropriophenone) Deneyi

Radyometrik BACTEC yoOntemine adapte edilmeye c¢alisilmistir. Bu amagcla yapilan
caligmalarda inhibitor maddenin 10pug/ml’ den, Spug/ml’ ye diisiirerek, NAP deneyinin
radyometrik sistemde de basarili sonuglar verdigini, deney siiresinin 4-6 giine indirdigini

gostermistir (44).

Niasin Birikimi

Niasin (nikotinik asid) mikobakterilerin metabolik siirecleri esnasindaki NAD (nikotinik asid
adenin diniikleotit) ve NADP (nikotinik asid adenin diniikleotit fosfat) koenzimlerinin

biyosentezinde onciil bir maddedir. (37,43).
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Nitrat Rediiksiyonu

Birka¢ mikobakteri tiirii ile ¢ogu mikobakteri izolatlar1 nitratlarin nitrite indirgenmesini
katalizleyen nitrat rediiktaz enzimine sahiptir. Besiyerinde nitritin varligi, siilfanilamid ve N-

naphthylethylendyamine ilavesi sonucu kirmizi rengin olugmastyla anlagilir (37).

Tween 80 Hidrolizi

Tween 80 (polyoxyethylene sorbitan monooleate) deterjan etkilidir. pH’ s1 7’ye ayarlanmis
besiyerinde, Tween 80 besiyeri igerisindeki notral kirmizisi ile baglanir ve serbest haldeyken
pH 7 iken kirmizi olan ndétral kirmizist saydam sari renk alir. Besiyerine ekilen bir
mikobakteri susu lipaz iiretebiliyorsa, Tween 80 1 oleik asit ve polyoxyethylene sorbitol’ e

hidrolizler ve serbest kalan nétral kirmizisinin rengi kirmiziya doniisiir.

Katalaz

Katalaz hidrojen peroksidi (H,0O,) su ve oksijene parglayan bir hiicre i¢i enzimidir. Katalaz
aktivitesini saptamak icin iki test kullanilmaktadir: semikantitatif katalaz testi ve 1s1 tolerans
testi (43). Semikantitatif katalaz testi mikobakterileri, tirettikleri kopiigiin tlipte olusturdugu
yiikseklige gore (45 mm’ den fazla ve daha az kopiik yapanlar) yiiksek katalaz ve diisiik
katalaz tiretenler olarak ikiye ayrilirlar (73).

Cogu mikobakteri tiirii 68°C’ de 1sitilinca katalaz aktivitesini korurlar. Cogu M. tuberculosis
susu diger M. tuberculosis kompleks iiyelerinden isiya direngli katalaz tliretememeleri ile

ayrilabilir. M.gastri de 1s1ya direngli katalaz tiretemez (37,43).
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Arilstlfataz Aktivitesi

Arilsiilfataz enzimi renksiz bir madde olan tripotasyum fenolftalein gibi maddelerin siilfat
grubu ile aromatik halka arasinmdaki bagi hidrolize eder. Serbest kalan fenolftalein ortam
baziklestiginde kirmizilasir (43). Hizli iireyen mikobakterileri, grup III non fotokromojenik

mikobakterilerden ayirdetmede yararl bir testtir (37).

Ureaz Aktivitesi

Ureaz enzimine sahip mikobakteriler iireyi hidrolize ederek amonyak serbestlestirir, bu da
ortam pH’sin1 yiikselterek rengin degismesine neden olur. M. scrofulaceum (pozitif) ve M.
gordonae (negatif) tiirlerinin ayiriminda kullnilan 6nemli bir testtir. M. gastrii’ yi diger diger
gruplll non kromojenelerden ayirimda 6nemlidir (37)

Pirazinamidaz Denevi

Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi hidrolize ederek pirazinoik asid ve amonyaga cevirir.
Besiyerine ferr6z amonyum siilfat eklenirse pirazinoik asit iki degerlikli demirle
birlesir,.besiyeri ylizeyinin altinda kirmizi renkli halka olusur. M. tuberculosis-M. bovis, M.

kansasii-M. marinum, MAC iiyelerinin ayiriminda pirazinamidaz testi kullanilir (37,43).
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Tiyofen-2-Karboksilik Asit Hidrazid (T2H) ile Uremenin Inhibisyonu

Cogu mikobakteri T2H igeren besiyerinde iireyebilirken, M. tuberculosis’ i segici olarak inhibe
eder. M. bovis suslarinin, M. tuberculosis ve diger yavas lireyen nonkromojenlerden ayirimimda
Ozellikle yararhidir. Bazt M. bovis suslarinin niasin zayif pozitif oldugu durumlarda M.

tuberculosis’ ten ayirtettirici 6zellik olmaktadir (37).

Sodyum Kloriir Tolerans Deneyi

% 5’ lik NaCl iceren L-J besiyerinde iireyebilme yetenegi, 28°C’de inkiibe edildikleri zaman,
yavas lireyenleden sadece M. triviale, M. flavescens’ in bazi suslari, M. abscessus ve M.

fortiutum i¢in ortak bir 6zelliktir (37,43).

McConkey Agarda Ureme

Kristal viyolet icermeyen McConkey agar RGM’ in {iremelerini saglar. Diger mikobakterilerin

cogu lireyemez (37).

Biyokimyasal deneyler, mikobakteri tanimlanmasi i¢in yapilan ¢alismalarda hala 6nemini
korurken, klinik laboratuvarlarda yakin zamana kadar geleneksel olarak kullanilan altin standart
kabul edilen yontemdi. Ancak metodolojisinin ¢cok emek yogun olmasi, 3-10 hafta gibi siirelerde
sonuglanmasi, suslarin fenotipik degiskenlik (ayni tiire ait suslarin bir fenotipik 0Ozelligi
gostermemesi), fenotipik homojenite(degisik tiirlerin ayn1 biyokimyasal 6zelliklere sahip olmasi)
ve diislik tekrarlanabilirlik gostermesi, rutin klinik laboratuvarlart daha kolay, hizli, glivenilirligi
yiiksek olan molekiiler biyolojik tanimlama yontemlerine yoneltmistir (67).

Mikobakteri tanimlamasi i¢in alternatif yontemler, kromotografi ile mikolik asit analizleri ve

niikleik asit dizi analizi, niikleik asit amplifikasyonu, niikleik asit problarnin kullanildig1 genetik
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yontemlerden olugmaktadir. Ancak fenotipik ve genotipik yontemlerin kombine edilmesi,

mikobakterilerin tanimlamasi i¢in 6nerilen stratejidir (43).

Mikolik Asit Analizi

Mikolik asitler mikobakteriyel hiicre duvarmmin lipid igeriginin en Onemli komponentidir.
Mikolik asitler karbon atomlarinin sayis1 ve farkli fonksiyonel gruplarin varligina gore ayrilirlar.
Hiicre duvarinin mikolik asit paterni genellikle tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Bu
nedenle mikolik asit analizi mikobakteri tlirlerinin tanimlanmasinda 6nemli bir ara¢ olmaktadir.
Mikolik asit analizi i¢in thin-layer chromatography (TLC), high-performance liquid
chromatography (HPLC) ve gas-liquid chromatography (GLC) teknikleri kullanilmaktadir. Bu
teknikler icinde mikobakterilerin tanimlanmasi i¢in en giivenilir teknik HPLC’ dir. TLC ve GLC

ile farkl: tiirler arasinda ortak mikolik asit profilleri saptanmaktadir (70).

1.7.2 Genotipik testler

Direkt Amplifikasyon Testleri

Direkt amplifikasyon testleri klinik orneklerden mikobakteri niikleik asitlerinin dogrudan
saptanmasin1 saglamaktadir. FDA (Food Drug Administration), klinik 6rneklerden M.
tuberculosis saptanmasi i¢in iki teste onay vermistir. Amplified M. tuberculosis Direct test (E-
MTD: Gen-Probe, San Diego, CA, ABD) ve The Amplicor M. tuberculosis Test (Amplicor;
Roche Diagnostic Systems Inc., Brancburg, NJ, ABD) (43).

E-MTD (Amplified M. tuberculosis Direct test); yayma negatif ve pozitif olan, balgam, brongiyal
ve trakeal aspirat gibi solunum yolu orneklerindeki M. tuberculosis kompleks rRNA’ s
cogalatarak saptayan bir yontemdir. MTD tek bir tiipte ger¢eklesen ¢ogaltma ve saptama olmak
tizere iki asamadan olugur. Yontem transkripsiyon aracili gogaltma prensibi ile ¢alisir. Her hiicre

icin 2000 kopya diizeyindeki rRNA’ y1 saptar. Bu da hedef dizinin tek kopya veya diisik
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diizeydeki kopya oldugu testlere bir iistiinliik saglamaktadir. “Polimerase chain reaction” (PCR)’
dan farki izotermal olmasi ve tek tiipte calisilmasidir. Bu da kontaminasyon riskini azaltmaktadir
(38,60).

The Amplicor M. tuberculosis Test; PZR esash bir testtir. Bu yontemde mikobakteri DNA’ sinin
16S rDNA gen bolgesine ait tiir spesifik primerler ve isaretli M. tuberculosis kompleks’ e ait
problar kullanilir. Ornek hazirlanmasi, amplifikasyon ve saptama asamalaridan olusur (43).
Mevcut sonuglar negatif molekiiler tami testlerinin tek basina tiiberkiilozu elimine edemedigi
gibi, yalmzca PZR pozitifliginin tiiberkiilozu dogrulamada yetersiz kalabilecegini
gostermektedir. Mikroskopisi  pozitif Orneklerde atipik mikobakterilerden ayiriminda
kullanilabilir. Niikleik asit amplifikasyon testlerinin 6lii-canli basil ayirimin1 yapamadig dikkate

alinirsa bu testlerin tedavi altindaki hastalarda kullanilmamalar1 gerekmektedir (47,51).

Nikleik asit hibridizasyon yvontemleri

Mikobakterilerdeki yaklasik 280 baz ¢ifti uzunlugundaki “internal tanscribed spacer” bolgesi
(ITS) 16S ve23S rDNA gen bolgeleri arasinda yer alir. Bu bolge tiir igerisindeki polimorfizmle
birlikte tiirler arast polimorfizm gosterir (42). ITS gen bolgesini hedef alan ve insanlarda hastalik
etkeni olan mikobakteri tiirlerini saptayabilen INNO-LiPA Mycobacteria v2 (Innogenetics N.V.,
Zwijndrecht, Belgium) ve 23S rRNA genini hedef alan GenoType Mycobacteria CM/AS (CM,
common mycobacteria; AS, additional species), (Hain Lifescience GmbH, Nehren Germany)
gibi ters hibridizasyon testleri rutin olarak kulanilmaktadir. INNO-LiPA Mycobacteria v2 ile tek
basamakta 16 farkli mikobakteri tiirii (M. tuberculosis kompleks, M. kansasii, M. gordonae,
M.avium, M. intracellulare, M. chelonae grup, M. genavense, M.simiae, M. marinum/M.
ulcerans, M. celatum, M. malmoense, M. haemophilum, M. fortiutum-peregrinum kompleks, M.

smegmatis) tanimlanabilmektedir. GenoType Mycobacteria yonteminde ise tanimlanmasi istenen
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mikobakteri izolati 6nce daha sik goriilen mikobakteri tiirlerinin saptandigt GenoType
Mycobacteria CM testiyle degerlendirilir, bu testle tanimlanamayan mikobakteriler ise genellikle
daha az goriilen mikobakteri tilirlerini saptayan GenoType Mycobacteria AS testi ile
tamimlanmaktadir (55, 77). M. tuberculosis complex-specific 23S ribosomal DNA bélgesi, gyrB
DNA dizi polimorfizmleri, M. bovis BCG’nin RD1 delesyonunu hedef alan GenoType M.
tuberculosis complex assay (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) ile M .tuberculosis
kompleks alttiirleri de tanimlanabilmektedir. (56).

Bu testler, rutin mikobakteriyoloji laboratuvarinda mikobakterilerin dogru ve hizli bir sekilde

tanimlanmasinda ¢ok yararl bulunmustur (55).

DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi mikobakteri tiirlerinin tanimlamasi igin altin standarttir (66). DNA dizi
analizinde dort basamak vardir: niikleik asit izolasyonu, amplifikasyonu, niikleik asit hedefinin
isaretlenmesi, isaretlenmis hedeflerin elektroforetik olarak ayrilmasi ve elektroforezden elde
edilen bilginin anlamli DNA dizi bilgisine doniistiiriilmesi. Yontem Sanger’ in zincir
sonlandirma teknigi temeline dayanmaktadir. Bu yaklasimda tek veya ¢ok sayida oligoniikleotit
primer ve denatiire edilmis bir hedef dizi ile invitro olarak DNA sentezi gerceklestirilir. DNA
sentezi sirasinda ortamda bulunan dideoksiniikleotit trifosfat’in (ddNTP) diziye eklenmesiyle
zincir sonlandirilir. Olusan fragmanlarin biiyiikliigii sadece bir baz ile farklilik gdsterir. Kapiller
elektroforez ile DNA dizisi belirlenir. Cok sayida fliioresan boyanin elde edilmesi ve lazer
okuma teknolojileri sayesinde her dort niikleotidin bir geciste ayni1 anda belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Elektroforetik goriintiiniin anlamli DNA dizi verisine doniistliriilmesi, bilgisayar

destekli algoritmalar ve maniiel isleme ve dizi derlemesine gerek duyar. DNA dizisinin
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degerlendirilmesi, raporlanmasi ve derlenmesi i¢in ¢ok sayida program aracili .veya veri tabani
yardimlar1 kullanilmalhidir (2).

Mikobakterilerin tanimlanmas1 amaciyla dizi analizi i¢in hedef olarak secilen en 6nemli gen
bolgeleri, 16S rDNA, hsp 65, ITS, gyrB, recA ve rpoB genleridir.

16S rDNA bolgesi bakterilerin molekiiler tanimlamasinda altin standart olarak kabul edilen
hedef bolgedir (66). Niikleotit degisikliklerinin spesifik bolgelerde yogunlastigi, biitiin canlilarda
yaygin olarak bulunan, yiiksek oranda korunmus bir gendir, bununla beraber tiir-spesifik ¢ok
degisken bolgelerle karakterizedir. Bu da onu taksonomik amagclar i¢in ideal bir hedef haline
getirir (66,70). Stmif ayirimini gosteren niikleotit farki sayisi i¢in bir sinir degeri yoktur. Diger
bakteriler i¢in Onerilen 5-15 baz farki, liyelerinin birbiriyle daha yakindan iliskili olan
Mycobacterium genusu i¢in uygulanamaz. Fenotipik olarak farkli olan birbiriyle yakin iligkili
tiirler arasinda sadece birkag baz ¢ifti fark bulunurken, MAC iiyelerinde ise 7 baz ¢iftlik veya
daha fazla farklilhigin gbézlendigi genetik heterojenite gosterdigi bilinmektedir (70). 16S rDNA
dizi analizi, ¢cogu mikobakteri tlirliniin tanimlanmasini saglar, ancak, M. tuberculosis kompleks
tiyelerini ayirt edemez. Benzer olarak 6nemli bir patojen olan M. kansasii ile patojenik olmayan
M.gastri dizi analizi aynidir. M. marinum ile M. ulcerans’ in ayirtedilmesi i¢in ek bolgelerin dizi
analizi gerekmektedir (66).

hsp 65 geni mikobakteri tiirleri arasinda yiiksek oranda korunmustur. Tanimlama amagh
kullanilmakta olan ¢ok degisken bolgeler (M. tuberculosis geninin 624 - 664 ve 683 - 725
pozisyonlar1) igerir. En sik niikleotit degisimleri korunmus ya da fonksiyonel olarak benzer
amino asidleri kodlayan kodon degisikliklerine yol agar. Bu da, hsp65 proteininin, bakteriyel
hiicrelerin gevresel streslere direng gostermesinde anahtar rolii oldugunu gosterir (24).

Hance ve arkadaglar1 1989 yilinda klinik 6rneklerden mikobakterileri saptamak ve tiir spesifik

problarla identifiye etmek i¢in hsp65 bolgesinin bir fragmanimi amplifiye ettiklerini
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bildirmislerdir. Bundan sonra Plikaytis. ile Telenti ve arkadaglari ayirilmis gen bolgelerini
kullanarak amplifiye edilmis hsp65 fragmanlarinin restriksiyon enzim analizlerinin (hsp 65
PRA) yapilmasiyla mikobakterilerin bagarili bir sekilde tanimlanmasini tarif etmislerdir. 441
bazgiftlik dizinin PZR restriksiyon enzim patern analizi i¢in, Telenti fragmani olarak s6z
edilmektedir. Kapur ve arkadaslart mikobakterilerin tanimlamasi amaciyla Telenti primerleri ile
elde edilen amplikonlarin ilk defa dizi analizini yapmislardir. Bu yontem c¢ok sayida
mikobakterinin grup ve tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (42,70).

ITS (16S-23S rDNA internal transcribed spacer) olarak bilinen 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan
genler arasindaki bolge taksonomik ilginin yeni ortaya c¢ikan hedefidir (70).

Mycobacterium kansasii ile M. gastri, M. malmoense ile M. szulgaii, M. marinum ile M. ulcerans
ve M. tuberculosis kompleks tiyelerinin 16S rDNA gen dizi analizi ile ayirtedilmesi zordur,
¢linkii bu suslarin ¢ogu, birbirinin aynisidir. Mycobacterium kansasii ve M. gastri suslar ITS dizi
analizi ayirtedilebilir. Ancak M. tuberculosis kompleks tiyelerinin ITS dizisi aymidir (33).

Cok zor olan ve manuel olarak yapildiginda yorumlama hatalarina konu olan genetik dizi analizi,
glinlimiizde gelistirilmis kimyas1 ve dizi analizi yontemleri ile birlikte tam otomatik cihazlarin
bulunmasi sonucunda daha kolay ve daha verimli bir sekilde yapilmaktadir. Ayrica inanilanin

aksine giiniimiizde ¢ok ucuz olarak yapilmaktadir (70).

PCR-Restriction Endonuclease Analyses (PRA)

PRA (PCR-REA) yontemi 1992 yilinda Plikaytis ve arkadaslar tarafindan mikobakterilerin hizli
bir sekilde tanimlanmasi igin gelistirilmistir. Bu teknik hsp 65 genini hedef alan PZR, daha sonra
amplikonlarin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elde edilen iiriinlerin elektroforezi

asamalarindan olusur (43,64).
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hsp65, 16S-23S internal transcribed spacer(ITS), rpoB, 16S rDNA hedeflerine yonelik PRA
yontemi ile her mikobakteri tiirline veya grubuna 6zgii bant patternleri gosterilmistir. Bu hedefler
arasinda, hsp65 ve rpoB genleri veya dizileri, sadece iki enzimle kesim yapilmasi nedeni ile

umut verici hedeflerdir (11).

DNA Microarray

DNA microarray ¢ok sayidaki DNA dizilerinin hizli bir sekilde incelenmesini saglayan bir
yontemdir. Bu test, 16S rDNA, DNA gyrase sub-unit B (gyrB) veya rpoB genlerini taniyan
oligoniikleotit problara, florokromla isaretli amplikonlarin hibridize olmasi esasina

dayanmaktadir. Yayma pozitif 6rneklerde test 4 saatte tamamlanmaktadir (64).

Single Stranded Conformation Polymorphism Analyses (SSCP- Tek Zincir Konformasyon

Polimorfizmi)

Bu yontemde hedef gen PZR ile ¢ogaltilir .Cogaltilmis ¢ift zincirli DNA 1s1 ile denatiire edilerek
tek zincirleri elde edilir. Tek zincirlerin renatiirasyonu sonrasinda, farkli dizilerdeki parcalar
farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu pargalar elektroforez ile ayristirildiginda her
parca farkli hizda hareket eder. Bu yontem temel olarak genomik DNA’nin nokta
mutasyonlarinin belirlenmesinde kullanilir. Mikobakterilerin tanimlamasinda kullanilan SSCP
yonteminde ise mikobakteriyel 16S rDNA’ nin degisken bolgelerine 6zgiil dort ayr ¢ift iplikeikli
parca, dort cift fluoresan primerle c¢ogaltilmakta ve elde edilen iirtinlerin SSCP analizi
yapilmaktadir. Bu yontemle sonu¢ 30 dakika icinde alinabilmekte ve kapiller elektroforez ile

ayni anda 16 ornek test edilebilmektedir (24).
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2 GEREC VE YONTEM

2.1 Kimyasal Bilesikler, Besiyerleri, Kitler

Tris (Amiesco, ABD)

Borik asit (Scharlau, Ispanya)

Etilendiamin tetraasetik asit (Carlo Erba)
Agaroz (Sigma, ABD)

Yiikleme tamponu

Etidyum Bromid (10mg/ml distile su iginde)
dNTP (Bioron, Almanya)

Primerler

Buffer (Bioron, Almanya)

Taq polimeraz (Bioron, Almanya)

MgCl, (Bioron, Almanya)

Lowenstein Jensen besiyeri (Orbak)
Formamit (Applied Biosystems, ABD)
Isopropanol (Sigma, ABD)

BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, ABD)

Invisorb® Spin PCRapid Kit for purification of PCR-fragments (Invitek, Almanya)

0.5M EDTA hazirlanisi:
disodium EDTA. 2H,0O 186.1gr
Distile su ile 1L’ ye tamamlandi.

NaOH ile pH 8 olarak ayarlandi.
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5X TBE hazirlanisi
Tris base S4gr
Boric acid 27.5gr
EDTA 0.5M 20ml

Distile su ile 1000ml’ ye tamamlandi.

10X TE hazilanis:
Tris CI 10ml
EDTA 0.5M 2ml

Distile su ile 100ml’ ye tamamlandi.

%2’ lik Agaroz jel hazirlanisi:

IX TBE 75ml

Agaroz 1.5 gr

Yiikleme Tamponu:

Orange G 25mg
Gliserol 3ml
5X TBE 2ml
H,O Sml

2.2 Aletler

Hassas terazi (Schimadzu, Japonya)
Otoklav (Niive, Tiirkiye)

Vorteks (MS2 minishaker, IKA)
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Mikropipetler (Gilson, Fransa)

Yatay elektroforez

Is1 dongii aletleri (Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, ABD)
ABI Prism Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD)

Mikrosantrifiij ve sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)

Is1 blogu (Bio TDB100, Boeco, Almanya)

Jel goriintiileme sistemi (Syngene, Ingenius, ABD)

pHmetre (Accumet, AB15, Fisher)

Manyetik karistirict (Jenway 1000, hotplate & Stirrer, Ingiltire)

Distile su cihazi (Seralpur PRO90C)

2.3 M. tuberculosis suslari

Atatiirk GoOgiis Hastaliklart ve Gogiis Cerrahisi Merkezi, Mikrobiyoloji laboratuvarinda

tiiberkiilozlu hastalarin klinik 6rneklerinden iiretilen 64 mikobakteri susu ¢calismaya alinmistir.

2.4 Yontem

19 ve 48 nolu kaynaklar modifiye edilerek uygulandi. Donglisel dizi analizi tepkimesi “ABI

PRISM 310 genetic analyzer’cihazinda tireticinin kullanim talimatina uygun olarak ¢alisild1.

2.4.1 hsp65 gen bolgesinin dizi analizi

64 mikobakteri izolati hsp65geni dizi analizi ile tanimlandi. Bunun i¢in kiiltiirden kaynatma
yontemi kullanilarak mikobakteryel DNA elde edildi. hsp65 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi,
PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi, saflastirma islemi, dongilisel dizi analizi tepkimesi ve
presipitasyon isleminden sonra kapiller elektroforez yapilarak diziler kromotogram dosyalari

seklinde kaydedildi
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2.4.2 gyrB gen bolgesinin dizi analizi

Mycobacterium tuberculosis kompleks olarak tanimlanan suslar, gyrB dizi analizi ile

tanimlanarak kompleks i¢inde yer alan tiirlerin dagilimi saptandi.

hsp65 ve gyrB bolgelerinin dizi analizi i¢in asagidaki basamaklar izlendi:

2.4.3 Kalip DNA’ nin hazirlanmasi

1.

2.

Birkag bakteri kolonisi alinarak 750 pl TE igerisinde siispanse edildi.
Vorteks yapildi.
2 dakika 12 000 devir/dakika hizda santrifiij yapildi.

Ust s1v1 uzaklastirilda.

. Yikama islemi iki kez tekrarlandu.

Pellet 250 pl TE igerisinde stispansiyon haline getirildi.
20 dakika 95°C bekletilerek bakterilerin pargalanip DNA’ sinin agiga ¢ikmasi saglandi.
2 dakika 12 000 devir/dakika santrifiij yapildi.

Ust siv1 almarak temiz bir tiipe aktarildi.

2.4.4 PZR Primerleri

hsp65 PZR i¢in Tb 11 ve Tb 12, gyrB PZR igin MTUBf ve MTUBr primerleri kullanildi. Tb11

ve Tb12 primerleri ile mikobakteri tiir tanimlanmasinda kullanilan hsp 65’ in 440 baz giftlik

bolgesinin ve MTUBf ve MTUBr primerleri ile de gyrB nin 1039 baz ciftlik bolgesinin

cogaltilmasi hedeflendi.
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Tablo II. hsp65 ve gyrB PZR i¢in kullanilan primerler.

Uriin Birlesme
Primer ad1 Primer dizisi (5°—3’) uzunlugu sicakhigi

Tbl1
Tb12

(baz cifti) €O
ACCAACGATGGTGTGTCCAT 440 60
CTTGTCGAACCGCATACCCT

MTUBf TCGGACGCGTATGCGATATC 1039 60
MTUBr ACATACAGTTCGGACTTGCG

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MSGBYRAB

MSGGYRAB

MSGGYRAB

MTUBf TCGGACGCGT

e
i 4 L

GGTCGCCACCCACGCCTCCGGCATACCGACCGTCGACGTGGTGA TGACACAACTACATGCCGGCGGCAAGTTCGACTCGGACGCGTATGCGATATCTGGT

G 7
L i L H n

GGTCTGCACGGCGTCGGCGTGTCGGTGGTTAACGCGCTATCCACCCGGCTCGAAGTCGAGATCAAGCGCGACGGGTACGAGTGGTCTCAGGTTTATGAGA

i i il t 6t

AGTCGGAACCCCTGGGCCTCAAGCAAGGGGCGCCGACCAAGAAGACGGGGTCAACGGTGCGGTTCTGGGCCGACCCCGCTGTTTTCGAAACCACGGAATA

CGACTTCGAAACCGTCGCCCGCCGGCTGCAAGAGATGGCGTTCCTCAACAAGGGGCTGACCATCAACCTGACCGACGAGAGGGTGACCCAAGACGAGGTC

G
h h L H }

GTCGACGAAGTGGTCAGCGACGTCGCCGAGGCGCCGAAGTCGGCAAGTGAACGCGCAGCCGAATCCACTGCACCGCACAAAGTTAAGAGCCGCACCTTTC

626 4 i i o6
J 4 L f }

ACTATCCGGGTGGCCTGGTGGACTTCGTGAAACACATCAACCGCACCAAGAACGCGATTCATAGCAGCATCGTGGACTTTTCCGGCAAGGGCACCGGGCA

CGAGGTGGAGATCGCGATCGAATGGAACGCCGGGTATTCGGAGTCGGTGCACACCTTCGCCAACACCATCAACACCCACGAGGGCGGCACCCACGAAGAG

GGCTTCCGCAGCGCGCTGACGTCGGTGGTGAACAAGTACGCCAAGGACCGCAAGCTACTGAAGGACAAGGACCCCAACCTCACCGGTGACGATATCCGGG

+326- 1346 +3ti6- +386 G
L 4 L i f

AAGGCCTGGCCGCTGTGATCTCGGTGAAGGTCAGCGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGTTGGGCAACACCGAGGTCAAATCGTTTGTGCA

GAAGGTCTGTAACGAACAGCTGACCCACTGGTTTGAAGCCAACCCCACCGACGCGAAAGTCGTTGTGAACAAGGCTGTGTCCTCGGCGCAAGCCCGTATC

26 s hitii 586
L 4 L f

GCGGCACGTAAGGCACGAGAGTTGGTGCGGCGTAAGAGCGCCACCGACATCGGTGGATTGCCCGGCAAGCTGGCCGATTGCCGTTCCACGGATCCGCGCA

MTUBr ACATACAGTT.
26 i o5 o5 85

e
AGTCCGAACTGTATGTCGTAGAAGGTGACTCGGCCGGCGGTTCTGCAAAAAGCGGTCGCGATTCGATGTTCCAGGCGATACTTCCGCTGCGCGGCAAGAT

Sekil I. Mycobacterium tuberculosis kompleksinin ayriminda kullanilan MTUBf — MTUBr

primer ¢iftinin gyrB iizerindeki yerlesimi.
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B11: ACCAACGATGG.

it i i i 200
L i

BEX245335 GCCGCAACGTCGTCCTGGAAAAGAAGTGGGGTGCCCCCACGATCACCAACGATGGTGTGTCCATCGCCAAGGAGATCGAGCTGGAGGATCCGTACGAGAA

2y i sl i id

BEX245335 GATCGGCGCCGAGCTGGTCAAAGAGGTAGCCAAGAAGACCGATGACGTCGCCGGTGACGGCACCACGACGGCCACCGTGCTGGCCCAGGCGTTGGTTCGE

EX245335 GAGGGCCTGCGCAACGTCGCGGCCGGCGCCAACCCGCTCGGTCTCAAACGCGGCATCGAAAAGGCCGTGGAGAAGGTCACCGAGACCCTGCTCAAGGGCG

"3y sty 0 0y 300
i M H L Y

BX248335 CCAAGGAGGTCGAGACCAAGGAGCAGATTGCGGCCACCGCAGCGATTTCGGCGGGTGACCAGTCCATCGGTGACCTGATCGCCGAGGCGATGGACAAGGT

B12: CTTGTCGAACC. .|

S0 St 00"

EX245335 GGGCAACGAGGGCGTCATCACCGTCGAGGAGTCCAACACCTTTGGGCTGCAGCTCGAGCTCACCGAGGGTATGCGGTTCGACAAGGGCTACATCTCGGGE

Sekil II. Mycobacterium tiirlerinin ayriminda kullanilan TB11 — TB12 primer ¢iftinin hsp65

tizerindeki yerlesimi.

Cogaltma Karisimi

hsp65 PZR igin optimum MgCl, ve primer konsantrasyonlari saptandi. 1X tepkime tamponu
(MgCl,’ siiz ) (Bioron), 1.5mM MgCl, (Bioron), 200uM dNTP(Bioron), 0.25uM Tbl11, 0.25uM
Tb12 primerleri ve 0.026U/ul Taq polimeraz igeren karigim toplam 35 pl’ den olusmaktaydi. Bu
sekildeki karigim Ornek sayisina gore ayarlanarak PZR tiiplerine 32.5 ul dagitildi. Daha sonra bu
karisima 2.5 pl bakterilerden elde edilen DNA eklendi.

gyrB PZR igin ayni1 karisim MTUBf ve MTUBTr primerleri ile 6rnek sayisina gore hazirlandi ve

DNA ayni miktarda eklendi.

245 PZR

Cogaltma karisitminin konuldugu tiipler 1s1 dongii cihazlarina yerlestirildi. PZR dongiileri ve

sicakliklar1 ayarlandi.



40

95°C 3 dakika (denatiirasyon) 1 dongi
95°C 20 saniye (denatiirasyon)

60°C 20 saniye (baglanma) 45 dongl
72°C 45 saniye (uzama)

72°C 7 dakika 1 dongi

Cogaltma islemi yapildiktan sonra elde edilen PZR iiriinlerinden 2ul, yiikleme tamponu ile
karistirlarak %2’ lik agaroz iceren jele yiiklendi. Ilk gukura molekiil agirlik standart: yiiklendi.
Elektroforez 100V ile 45 dakika yiiriitiildii. Etidyum bromiir ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilerek
boyandi. 441 ve 1020 baz ciftlik DNA bantlar1 UV 151k altinda, goériintiileme sistemi yardimiyla

bilgisayar ortamina aktarildi. DNA bantlarinin goriildiigii 6rnekler saflastirma islemine alindi.

Resim 1. Mycobacterium suslarinin hsp65 geni 440 baz ¢iftlik bolgesinin PZR iiriinlerinin

ve DNA molekiiler agirlik standardinin goriintiilenmesi.
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Resim 2. Mycobacterium suslariin gyrB geni 1039 baz ciftlik bolgesinin PZR {iriinlerinin

gorlintiilenmesi.

PZR iiriinlerinin saflastiriimasi

PZR iiriinlerinin saflastirilmasinda, dizi analizi tepkimelerini etkileyen ortamda kullanilmayan
niikleotit ve primerlerin uzaklastirilmasi amaglanmistir. hsp65 ve gyrB PZR iiriinleri “Invisorb®
Spin PCRapid Kit for purification of PCR-fragments" saflastirma sistemi ile protokol-1’ de
onerildigi sekilde saflastirildi.
1. Karisim tamamen hazirlanan kolonlara yerlestirilen spin filtrelere aktarildi ve 1 dakika
inkiibe edildi.
2. PZR tepkime tiiplerine direkt olarak 130 pl Buffer P eklendi.
3. 10000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi.
4. Uzerine 700 pl yikama tamponu eklendi ve 10 000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi.
5. Daha sonra filtre edilen sivi bosaltildi. Yikama tamponundaki etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi i¢in 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
6. Daha sonra spin filtreler 1.5ul” lik temiz tliplere yerlestirildi.
7. Filtre tizerine gelecek sekilde 20 ul deiyonize su eklendi. Oda sicaklindiginda en az 3
dakika bekletildi. 10 000 rpm’ de 1 dakika santrifiij yapildi.

Dizi analizi i¢in kullanilacak bu saflastirilmis DNA’ lar -20°C” de saklandi.
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2.4.6 Dongiisel Dizi Analizi Tepkimesi

Bunun i¢in BigDye Terminator v3.1 kullanildi. Toplam 10 pl’ den olusan karisim, dNTP,
ddNTP ve Taq polimeraz iceren 1X tampon ve 0.160uM primer (Tb11, Tb12, MTUBf, MTUBr)
primerlerinin herbiri i¢in ayri) igermekteydi. Dizi analizi tepkimesinde incelenecek Ornek
sayisina gore, bu karisimin katlar1 hazirlandi. PZR tiiplerine 6ul dagitildi. 4ul saflastirilma

tirtinleri eklendi ve dizi analizi tepkimesi i¢in 1s1 dongii aletine yerlestirildi.

96°C 10 saniye
50°C 0.5saniye 25 dongii
60°C 4 dakika

2.4.7 Dongiisel Dizi Analizi iiriinlerinin presipite edilmesi ve formamid ile

coziillmesi:

Presipitasyon i¢in Isopropanol yontemi kullanildi.
a. Reaksiyon hacimleri distile su ile 20 ul’ye tamamlandi
b. 80 ul %75 isopropanol eklendi.
c. Enaz 20dakika, en fazla 24 saat olacak sekilde karanlikta inkiibe edildi.
d. 20 dak maksimum hizda santrifiij edildi, iistteki sivi hemen aspire edildi.
e. Pellet 250 pl %75 isopropanol ile yikandi.
f. 5 dak. maksimum hizda santrifiij edildi, tistteki s1tvi hemen aspire edildi.
g. 5dak 90°C’ de kurutuldu, 25 pul formamid ile ¢oziildii.

h. Kapiller jel elektroforezi i¢in kullanilan tiiplere aktarildi ve elektroforeze kadar -

20°C’ de bekletildi.
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2.4.8 Kapiler Jel Elektroforezi

— 95°C ’de 2 dakika, -20°C’de 1 dakika tutuldu.

— Uriinler cihaza yiiklenene kadar buz iistiinde bekletildi.
Boylece elde edilen DNA dizilerinin denatiire edilmesi saglandi. “ABI Prism310 Genetic
Analyzer” kapiller jel elektroforez sisteminde denatiire edilen DNA’ lar yiiriitiildii. DNA dizileri

cihaz tarafindan kromotogram dosyalar1 seklinde kaydedildi.

2.4.9 Dizi Analizi

hsp65 ve gyrB dizi analizi ile elde edilen veriler, ‘“National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) web sayfasindaki BLAST programi kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BALST/) gen bankas1 veri tabani ile karsilastirildi. Karsilagtirmak

i¢in “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programi seg¢ildi.
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3 BULGULAR

Atatiirk Gogiis hastaliklar1 ve Cerrahisi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvaria 2005-2006 yillar
arasinda, gonderilen klinik orneklerden izole edilen 64 mikobakteriyel izolat g¢alismaya
almistir. 63” iinde balgamdan, 1 hastanin da idrarindan mikobakteri izole edilmistir. Izolatlarin
iireme zamani, koloni morfolojisi, pigmenti degerlendirilmis ve anahtar deney olarak niasin testi
yapilarak O6n tanimlanmasi yapilmistir. Bu 6n tanimlama sonucunda 64 hastanin, 62’ si M.
tuberculosis, ikisi de MOTT olarak tanimlanmustir.

hsp65 gen dizi analizi sonuglarina gére 64 adet mikobakteri susunun tiir dagilimi Tablo III” de

gosterilmistir.

Tablo III. hsp 65 dizi analizi ile tanimlanan mikobakteri tiirleri.

hsp65 dizi analizi
Mycobacterium M. tuberculosis kompleks 62
M. gordonae 1
Mikobakteri dis1 Nocardia asteroides 1

hsp65 dizi analizi ile M. tuberculosis kompleks olarak tanimlanan 62 izolat, alt tiir seviyesinde
tanimlanmasini saglayan gyrB dizi analizi ile tamam1 M. tuberculosis olarak tanimlanmustir.

On tanimlama ile hsp65 ve gyrB dizi analizi sonuglari tablo IV’ te gdsterilmistir:
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Tablo IV. hsp65 ve gyrB dizi analizi ile tanimlanan M. tuberculosis kompleks tiirleri

Fenotipik test Toplam n(%)
M. tuberculosis n(%) | MOTT n(%)
M. tuberculosis n(%) 62 (96.8) 0 62 (96.8)
Dizi analizi | MOTT n(%) 0 1(50) 1(1.6)
Nocardia asteroides n(%) 0 1 (50) 1(1.6)
Toplam n(%) 62 (100) 2 (100) 64 (100)

Hastalarin semptomlarinin yayginligimin M. tuberculosis enfeksiyonu ile iliskisi arastirilmisgtr.

Bu hastalarin klinik 6zellikleri Grafik 1 de gosterilmistir.
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Grafik 1. Hastalarin klinik 6zellikleri.

MOTT olarak tanimlanan izolat ARB negatif, M. tuberculosis kompleks izolatlarinin 39’ u ARB
pozitif, 23° ii ARB negatif olarak saptanan klinik 6rneklerden iiretilmistir. Hastalarin ARB

sonuglari ile dizi analizi sonuglar1 Tablo V’ te gosterilmistir.
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Tablo V. ARB ile dizi analizi sonuglari.

ARB
Toplam
Pozitif n(%) | Negatif n(%)
M. tuberculosis n(%) 39 (62,9) 23 (37,1) | 62 (100)
Dizi analizi | MOTT n(%) 0 1(100) | 1(100)
Nocardia asteroides n(%) 0 1(100) | 1(100)
Toplam n(%) 39 (60.1) 25 (39.9) | 64 (100)

Mikobakteri izole edilen hastalar 19-82 yaslar1 arasindadir. Olgularin yas dagilimi Grafik 2’ de

gosterilmistir:
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Grafik 2. M. tuberculosis tanimlanan hastalarda yas dagilima.

Mikobakteri izole edilen 17(%25.4) kadin, 47 (74.6) erkek hastanin dagilimlar1 Tablo VI’ da

gosterilmistir.
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Tablo VI. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi

Cins Toplam

Kadin Erkek
Dizi M. tuberculosis n (%) 16 (25.8) 46 (74,2) 62 (100)
analizi MOTT n (%) 1 (100) 0 1 (100)
Nocardia asteroides n (%) 0 1 (100) 1 (100)
Toplam n (%) 17 (26,6) 47 (73.4) 64 (100)

Calismaya alinan hastalarda, tiiberkiilozla iliskili olabilecek diabetes mellitus, malignite, aile ici

temas, sigara ve alkol kullanimin1 6ykiisii igceren risk faktorlerinin dagilimi degerlendirilmistir.
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Grafik 3. Hastalardaki risk faktorleri ve oranlart.
Hastalar bu risk faktorlerinden herhangi birisine sahip olanlar ve olmayanlar seklinde

degerlendirilmistir. Sonuglar grafik 4° de gosterilmistir.
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Grafik 4. Risk faktorleri olan ve olmayan hastalarin karsilastirilmasi.
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4 TARTISMA VE SONUC

Tiberkiiloz bilinen en eski hastaliklardan olmasina, sebebinin kesin olarak bilinmesine,
tedavisinin miimkiin olmasina karsin halen diinyada en yaygin ve 6liimciil bulasic1 hastaliklardan
biri olmaya devam etmektedir.

Tiberkiiloz her yasta goriiliir. Gelismis lilkelerde tiiberkiilloz goriilme yasi ileri yaslara dogru
kaymakta, gelismekte olan iilkelerde ise en fazla geng eriskinler bu hastaliktan etkilenmektedir
(26). ABD’de 1997 yilindaki tiiberkiiloz olgularinin yaslara gore dagilimi su sekildedir. 5 yas
altinda %3.8; 5-14 yas %2.6; 15-24 %8.5; 25-44 9%34.8; 45-64 %26.7 ve 65 yas lizerinde
%23.6°dir (14,32). Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda tiiberkiiloz olgularinin biiyiik ¢ogunlugu 25-
44, 45-64 yas grubunda yer almaktadir (18). Caligmamizdaki tiiberkiilozlu olgularda yas
dagilimi; 15-24 9%6.45, 25-44 %37.1; 45-64 9%22.5 ve 65 yas lizerinde %17.75" dir.
Calismamizdaki olgularin en sik gelismis iilkelerdeki gibi ileri yaslarda goriilmesi, tiiberkiiloz
kontrol ¢aligmalari agisindan olumlu bir gelisme olarak diisiiniilebilir.

Tiiberkiiloz olgu ve oOliimleri erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmektedir. ABD’ deki
verilerde 1997 yilinda beyazlarda olgularin %66’ si, zencilerde ise %63° U erkekti (14,31).
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda tiiberkiiloz hastalarmin erkek/kadin oranmin 1,5-3,7 arasinda
degistigi ve genel olarak gelir ve egitim durumlarinin yetersiz oldugu dikkati ¢ekmektedir
(15,18,68,82). Bu oranla uyumlu olarak bizim ¢alismamizdaki olgularin %26.6’ s1 kadin, %73.4’
i erkek olarak saptanmistir. Ogular iginde kadinlarin erkeklere gore diisiik oranda bulunmasi, iki
cins arasindaki yapisal farkliliklar disinda, erkeklerin daha fazla sosyal yasama katilmasi
nedeniyle enfeksiyon risklerinin daha fazla olmasi veya g¢esitli sosyoekonomik nedenlerle
kadinlarin saglik merkezlerine daha zor ulasabilmeleriyle agiklanabilir.

Eriskin tip tiiberkiilozu li¢ kaynaktan gelisebilir: Primer tiiberkiilozun progresyonu, ekzojen

reenfeksiyon, endojen reaktivasyon (postprimer-sekonder tiiberkiiloz). Erigkin tiiberkiilozunun
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%80’ 1 endojen kaynaklidir. %87 oraninda akcigerlerde, %13 oraninda diger organlarda goriiliir
(26,35,36). Calismamizdaki olgularda da en sik akciger tiiberkiilozu goriilmiistiir. 62 olgu
akciger tiiberkiilozu iken, bir olguda akciger ile birlikte lenf bezi tiiberkiilozu ve bir olguda da
larinks tiiberkiilozu vard.

Normal sartlar altinda tiiberkiiloz enfeksiyonundan sonra ilk yil i¢inde hastalik gelisme riski
%15.2” dir ve daha sonra bu risk giderek azalmaktadir. Enfeksiyonu takiben 30 yillik bir siiregte
gelisen enfeksiyonun %80’ 1 ilk iki y1l icinde goriilmektedir (26,35,36).

Tiberkiilozun gelismesine yatkinlik yaratan faktorler genel olarak hastanin  lokal
reaktivasyonunu Onleyen ya da daha once M. tuberculosis enfeksiyonun yayilmasini dnleyen
bagisiklig1 degistirerek reaktivasyona sebep olmaktadir (26,36) Bu risk faktorleri tiiberkiiloz
enfeksiyonu ve aktif hastalik gelisimiyle iliskilidir.

Tiberkiiloz enfeksiyonunda en fazla bulastirici olgular, balgamiyla basil ¢ikaran hastalardir.
Hasta ne kadar sik Okstiriirse bulasma riski o kadar artar (6,36). Calismamizdaki balgam
orneklerinden M. tuberculosis izole edilen olgularin basvuru anindaki sikayetlerinde % 78’ inde
oksiiriik mevcuttu ve olgularin % 62.9° unda ARB pozitfiti. Hastalarin bulastiriciligi, etkili
tedavi ile 2-3 haftada pratik olarak sona erdigi i¢in, tiiberkiilozlu hastayr hemen izole etmek ve
etkili tedaviye baslamak bu nedenle biiylik 6nem tagimaktadir.

Temasin yakimlig, bulagsmada temel etkendir. Kiiltiir pozitif hastanin ev temashisi, is
arkadaslarma gore 50-60 kat daha fazla risk altindadir (6, 36). Ulkemizdeki baz1 galismalarda
onceden tiiberkiilozlu hastayla temas oykiisii oraninin %>5.1-34 arasinda oldugu bildirilmektedir.
Alatag ve arkadaglar1 %33 oraninda, Demiralay ise %5.5 temas 6ykiisii bildirmistir (8,18). Bizim
calismamizda ise iilkemizdeki verilerle uyumlu olarak aile ici temas %9.1 olarak saptandi.

Aktif tiiberkiiloz hastaligina dontistimiiyle ilgili risk faktorleri; malniitrisyon, alkolizm (risk 10

kat fazla), evsizlik, kapali ortamlar, kronik debilizan hastaliklar, bobrek yetmezligi, bagisiklik
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yetmezligi (AIDS, maligniteler, immunsupresif ila¢ kullanimi), yaslilik (5 yas alti, adelosan ve
65 yas lizeri), sigara icimidir. Diabetes mellitusta 3 kat , silikoziste 2,8-30 kat, sigara
tiryakiliginde 2-3 kat, HIV enfeksiyonunda 100-170 kat daha fazla hastalik gelisme riski vardir.
Apekste infiltrasyon varliginda ve viicut agirliginin, ideal viicut agirligina gére %5 ve daha fazla
diisiik olmast durumunda hastalifa yakalanma riski artmaktadir (48). Calismamizdaki olgular
diabetes mellitus, malignite, aile i¢i temas, sigara ve alkol kullanimini Oykiisii iceren risk
faktorleri agisindan taranmustir. Olgularin %91° inde bu risk faktorlerinden en az biri
bulunmaktadir. Bu olgularda risk faktorlerinden en sik, sigara kullanimi (%65) ve diabetes
mellitus (%13) yer almaktadir.

Yetigkin akciger tiiberkiilozunun erken donemlerinde hicbir semptom bulunmayabilir. Fakat
lezyonlardaki basil sayis1 belirli bir diizeye ulasinca, 6zgiil olmayan yapisal semptomlar ve
solunum sistemi ile ilgili semptomlar ortaya ¢ikmaya baslar. En sik goriilen genel semptomlar,
istahsizlik, yorgunluk, kilo kaybi, 6gleden sonralar1 ¢ikan ates ve gece terlemeleridir. Solunum
sistemi ile ilgili semptomlarin varlig1 hastaligin ilerledigini gosterir (35). Calismamizdaki M.
tuberculosis izole edilen olgularin basvuru esnasinda %78’ inde Oksiiriik, %42’ sinde balgam,
%15’ inde hemoptizi, %20’ sinde sirt/gdgiis agris1 gibi solunum sistemi ile ilgili semptomlari
daha fazlayken, istahsizlik, kilo kaybi, gece terlemesi gibi genel belirtiler daha az oranda yer
almstir.

Tiberkiilozdan korunmanin en etkin yolu, hastalarin erken tanis1 ve tedavisidir. Tiiberkiilozun 6n
tanis1 klinik verilere dayanmasina ragmen, kesin tanisi bakterinin izolasyon ve tanimlamasina
baghdir (27).

Boyal1 preperatlarin incelenmesi kolay ve hizli bir yontem olmasma karsin diisiik duyarlilik
oranina sahiptir. Kiiltiir pozitif balgam Orneklerinin %50’ den azinda ARB pozitifliginin

bulundugu bilinmektedir (27). Calismamizda M. tuberculosis izole edilen hastalarin balgam



52

orneklerinin %62.9° unda ARB pozitifligi saptanmistir. ARB negatif olan 23 (%37.1) 6rnekte ise
M. tuberculosis tanimlanmistir. Bu durum yontemin duyarliliginin diisiik olmasina, okuma
hatalarina ve 6rnekteki bakteri sayisina bagl olabilecegi diistiniilmiistiir.

Kiiltiir yontemi altin standart olarak kabul edilen yontemdir. M. tuberculosis' in ikiye boliinme
siiresinin 16-18 saat olmasi nedeniyle, bakterinin izolasyon ve tanimlamasi i¢in besiyerlerin 6-8
hafta gibi uzun siire inkiibe edilmesi gereklidir. Bu nedenle, hastaligin kesin tanisin1 koyduracak
duyarliligr ve ozgiilligii yliksek, hizli sonug¢ alabilen, kolay uygulanabilir tan1 yontemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Sivi besiyerleri bu siireyi kisaltmistir. Bu amagla M. tuberculosis
saptanmasi i¢in gerekli siireyi ortalama 8-18 giline indiren otomatize sistemler gelistirilmistir.
Bunlardan BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde, kiiltiir siselerinin okutma islemlerinin otomatize
olmamasi, c¢apraz kontaminasyon riskinin bulunmasi, radyoaktif atiklarin birikimi séz konusu
oldugundan bu sistemin kullanilabilirligi kisitlanmaktadir (53). Belirtilen dezavantajlarina
ragmen, mikobakterilerin izolasyon siirelerini 10-14 giine indirmesi, tanida yiiksek duyarliligi,
M. tuberculosis kompleks ile MOTT izolatlarim1 birbirinden ayirt edebilmesi, M. tuberculosis
kompleks iiyelerine antitiiberkiiloz duyarlilik testlerinin uygulanabilir olmasi nedeniyle
BACTEC 460 TB Kkiiltiir yontemi tiim diinyada altin test olarak kabul goérmekte ve yeni
gelistirilen kiiltlir yontemlerinin karsilastirilmasinda standart olarak kullanilmaktadir (9).

Baylan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada BACTEC 460 TB kiiltiir sistemi ile saptanan 104
izolattan 97" si (%93.3), LJ besiyerinden de iiretilebilmistir. BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde
izole edilen yedi mikobakteri izolati, LJ kiiltiirlinde saptanamamustir. L] kiiltiirlinde iiretilen bir
mikobakteri izolat, BACTEC 460 TB kiiltiir sisteminde izole edilememistir. Bu durum yéntemin
duyarhiligl, ozgiilliigli ve ornekteki bakteri sayisina bagli olabilecegi gibi 6zellikle az sayida

bakteri i¢eren 6rneklerde bakterinin 6rnek icerisinde esit dagilmamasi ile agiklanmastir (7).
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Yan ve arkadaslart MB/BacT and BACTEC MGIT 960 sistemleri ile konvansiyonel besiyerlerini
karsilastirmislardir. Biitiin mikobakteriler ic¢in, tireme hizlart MB/BacT, MGIT 960 ve kati
besiyerlerinde; sirasiyla %91.6, 87.4 ve 54.7 olarak saptanmistir. Otomatize sistemlerinin her
ikisinin de iireme hizi ve saptama zamani acgisindan kat1 besiyerlerinden iistiin oldugu
belirtilmistir. Sonuglar, MB/BacT and BACTEC MGIT 960 sistemlerinin mikobakterileri
iiretmede hizli, duyarh ve etkili bir yontem oldugunu gostermistir (81).

Alp ve arkadaslari, 2098 klinik 6rnekten 107 sinde BACTEC radyometrik yontemle M.
tuberculosis saptamiglardir. M. tuberculosis’ i saptama agisindan; EZN boyama yontemi ile
Cobas Amplicor sistemini, referans yontem Bactec radyometrik yontemle karsilagtirmiglardir.
EZN boyama yonteminin 6zgiilliik, duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif degeri; %98.5, %42.9,
%62.1 ve %96.9, Cobas Amplicor sisteminin ise bu degerleri sirasiyla %99.3, %67.3, %83.5
%98.4 olarak saptamislar ve sonu¢ olarak tiiberkiiloz tanisinda mikroskopik inceleme ve
amplifikasyon yontemlerinin mutlaka kiltiir yontemleriyle birlikte kullanmak gerektigini
belirtmislerdir (4).

Hizli ve konvansiyonel yontemlerle iiretilen mikobakterilerin tanimlanmasi, mikobakteriyel
enfeksiyonlarin tanisinda 6nemli bir asamadir ve global tiiberkiiloz kontroliinde kritik bir 6neme
sahiptir. Ciinkii tiiberkiiloz, sadece bir hastanin bireysel hastaligi olmayip ayn1 zamanda bir halk
saglig1 sorunudur, ¢linkii kisiden kisiye bulagmaktadir (46). Hastalarin en kisa zamanda tani
konulmasi ve tedavisi gerekmektedir. Hastaligin olusumundan %97-99 oraninda M. tuberculosis
sorumludur (36). Bagisik yetmezlikli hasta sayisindaki artis ve tan1 yontemlerindeki gelismelere
bagli olarak her gecen giin daha fazla sayida ve tiirde MOTT hastalik etkeni olarak izole
edilmektedir. Son on yilda tanimlanan yeni tiirlerle bariz bir sekilde artis gosteren MOTT’ larin

100’ den fazla tiirii bulunmaktadir. Normalde patojen olmayan bazt MOTT’ lar bagisik sistemi
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baskilanmis hastalarda 6zellikle AIDS olanlarda firsat¢1 enfeksiyonlara (AIDS’li eriskinlerin
%25-50’s1 ve ¢ocuklarin %10’unda) neden olurlar (3,10,25).

Giliniimiizde Runyon gruplandirmasi bazi eksikliklerine ragmen biyokimyasal deneyler icin bir
yon belirlemektedir. Uretilen her mikobakteri susu énce Runyon’ un 6nerdigi dort gruptan birine
ayrilir. Biyokimyasal deneylerle gruptaki tiirlerden hangisi oldugu saptanir. Her mikobakteri
susu i¢in biyokimyasal deneylerin tamami1 uygulanmaz. Anahtar deney adi verilen bazi1 deneyler
secilerek uygulanir. Cografik bolgede en sik rastlanilan tiirlerin pozitif verdigi bilinen deneylere
secimde Oncelik verilmesi gerekir. Calismamizda mikobakterilerin 6n tanimlanmasi i¢in anahtar
test olarak niasin testi uygulanmistir, ancak dogrulama testi ve negatif ¢ikanlar i¢in herhangi bir
test yapilmaksizin MOTT denilmistir.

Mikobakteri tiir tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal yontemler zaman alic1 ve emek yogun
islemlerdir. Bu nedenle mikobakterilerin tanimlanmasinda molekiiler ve genetik incelemelerin
yapilmasi zorunlu olmustur (10).

Direkt amplifikasyon testleri olarak da adlandirilan niikleik asit amplifikasyon testleri, M.
tuberculosis komplekse spesifik bolgeleri ¢ogaltmak amaciyla diizenlenmistir. Tiiberkiiloz
basillerinin tiplendirilmesi amaciyla siklikla kullanilan bolgeler, genom iizerindeki tekrar
elementleridir. Bu amagla kullanilan 1S6110 insersiyon dizisi, M. tuberculosis kompleks genomu
tizerinde farkli kopya sayilarinda bulunan, lokalizasyon bakimindan da tiirler arasinda degisim
gosteren bir transpozondur (9).

Kivi ve arkadaslar1 156110 gen bolgesini hedef alan c¢alismada orneklerin %64’ iinde M.
tuberculosis kompleks tiirlerini belirlemislerdir (34). Warren ve arkadaslar1 IS-3° probunu ve
DNA parmak izi yontemini kullanarak %99.7 oraninda M. tuberculosis izolatlarini
tanimlamiglardir (75). Durmaz ve arkadaglar1 IS6110 ve DNA parmak izi metoduyla yapmis

olduklari ¢alismada ise, 88 M. tuberculosis izolatinin 58’ ini (%65.9) tiplendirmislerdir (20).
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Agacayak ve arkadaslar1 M. tuberculosis izole edilen 105 balgam ornegine ve kiiltiir 6rneklerine
yapilan 1S6110 nested PZR sonucunda, balgam oOrneklerinin 78’ inde (%74.28) ve Kkiiltiir
orneklerinin 84’iinde (%80) M. tuberculosis kompleks tanimlanmistir. Balgamda gergeklestirilen
nested PZR ile kiiltiirde gereklestirilen arasinda anlamli bir fark saptanmamaistir. Sonug olarak M.
tuberculosis kompleks tiirlerinin nested PZR ile direkt balgam orneklerinden belirlenmesinin,
pratik, duyarli ve 6zgiil bir yaklasim oldugunu diistinmiislerdir (1).

Gilmann ve arkadaslar1 6nceden 16S rDNA dizi analizi ile tanimlanmis hasta 6rneklerini SSCP
(Single Stranded Conformation Polymorphism Analyses) yontemi ile test etmisler, SSCP bant
paterni bulunan 40 tiirli tanimlamislar, 5 organizmay1 veri tabaninda olmadigi i¢in yeni ya da ¢ok
yakin iligkili tiir olarak tanimlamislardir. SSCP daha ¢ok mutasyonlar1 saptamada kullanilan
hizli, kolay standardize edilen, duyarli bir yontem olmasia karsin, 6zellikle ilk kurulum
asamasinda 6zel ekipman ve malzeme gerektiren, yiiksek maliyetli bir yontem oldugunu ve
elektroforez asamasinda degerlendirme i¢in bilgisayar destegi gerektigini vurgulamiglar. Sonug
olarak heniiz siirli sayida mikobakteri tiirli i¢in yapilan ve dizi analizine alternatif olan SSCP
yontemi ile yapilacak ileri arastirmalarin, biitiin mikobakteri tiirlerini kapsayacak veri tabaninin
olusmasini saglayacagini bildirmislerdir (24).

hsp65 PRA (PCR Restriction Endonuclease Analyses) yontemi, Telenti ve arkadaslar1 tarafindan
modifiye edilmis ve 33 PRA paterni tanimlanmistir. Devallois ve arkadaslar1 34 mikobakteri
tirtinde 49 farkli patern saptamislar, tan1 cetveline yeni tiir eklemeleri yapmuslardir (19). hsp65
PRA ile ilgili bilgi ve 70’ e yakin mikobakteri tiirline ait bant paternlerini igeren veri tabani
bulunmaktadir (57). Birbirine ¢ok yakin ve sayida olan bant paternlerinin yorumlanmasi,
yasanan en biiyiik sikintilardan birisidir (59). Ilk hsp65 PZR calismalarinda bant biiyiikliiklerinin
degerlendirilmesi icin bilgisayar deste§inden yararlanilmistir (57). Devallois ve arkadaslar1 PRA

icin ¢ok fazla PZR fdriinline gereksinimi olan M. kansasii hari¢ tiim suslarda, gozle
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degerlendirmenin yeterli oldugunu bildirmislerdir (19). hsp65 gen bdlgesinin olumsuz
yonlerinden biri; kullanilan Tb11 ve Tb12 primerlerinin, mikobakteri disindaki Nocardia ve
iligkili genusun hsp65 genini de gogaltmasidir (43).

Cheunoy ve arakadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada M. tuberculosis, hizli ve yavag iireyen
mikobakterilerin hsp65 ve rpoB PRA yontemi kullanarak tanimlanmasi biyokimyasal tanimlama
ile karsilastirmis ve uyumlu sonug yiizdesi; %100, %98.8 ve %83.3 olarak saptamislardir (11).
Cok sayidaki mikobakterilerin tiir tanimlanmasi i¢in en duyarli yontem; 16S rDNA, ITS bolgesi
ile rpoB, hsp65, recA ve sodA gibi protein kodlayan hedef genlerin (housekeeping genler) bir
kisminin dizi analizini yapmaktir (57).

Patel ve arkadaslari, klinik mikobakteri izolatlarini, 16S rDNA bdlgesinin 500 baz ciftlik diziye
gore tanimlayan MiqroSeq 500 Bacterial Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) tanimlama
sistemini degerlendirmislerdir. Onceden rutin ydntemlerle tammlanan 113 izolat bu kit ile
tanimlanmis, 93 (%82) izolat 6nceki tanimlama ile uyumlu, 18 (%16) izolat uyumsuz olarak
bulunmustur. 18 izolatin 7’ si fenotipik analiz ya da Accu-probe rDNA hibridizasyon ile hatali,
dizi analizi ile dogru tanimlanmistir. 18 izolatin 11’ 1 fenotipik yontemlerle tanimlanmasi zor
olan ve az karsilasilan tiirlerdir, biri disinda molekiiler yontemlerle tanimlanmistir. Fenotipik
olarak tanimlanamayan iki 2 (%2) izolat, dizi analizi ile kesin olarak tanimlanmistir. 16S rDNA
bolgesinin tamaminin, M. genevansae ve M. simiae, M.kansasii ve M. gastri tiirlerinde, M.
tuberculosis kompleks iginde yer alan tiirlerde aym1 olmasi ve M. chelonae ve M.abscessus
arasinda fark yaratan bolgenin 5’ ucunda yer almasi nedeni ile bu bolgenin dizi analizi ile bu
tiirlerin ayirt edilemeyecegini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak; fenotipik tanimlama 2-8 hafta
sirmekte ve bu siire icerisinde hasta gereksiz veya yetersiz tedavi almaktadir. Ticari prob
hibridizasyon hizl1 bir tanimlama saglar, fakat bir testle bir tiir ¢alisilabilir ve siirl sayida tiir

i¢in prob bulunmaktadir. MiqroSeq 500 yontemi ise 2 giinde tamamlanabilir, hizli olmasinin
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yanisira fenotipik tanimlamaya gore daha dogru tanimlama saglamaktadir. Bu nedenle
mikobakterilerin rutin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir. Ayn1 zamanda dizi analizinin farklilig:
ayirt edebilme giicii fenotipik analizden c¢ok daha iyidir ve dizi analizi ile yeni tiirler
tanimlanabilmektedir (52).

Cloud ve arkadaslar1 119 mikobakteri susunun 16S rDNA dizi analizi (MiqroSeq 500 16S rDNA
Bacterial Sequencing Kit) ile tanimlananlarin %87’ si fenotipik tanimlama (biyokimyasal testler,
prob testleri ve HPLC) ile uyumlu bulunmus, 13’ ii uyumsuz olarak saptanmistir. HPLC’ ye gore
tek dezavantaji maliyetidir. Dizi analizi ve HPLC maliyeti ($54 ve $50) relatif olarak benzerdir.
Dizi analizi, tekrarlar1 ve dogrulama testlerini azalttig1 i¢in tanimlama zamanini kisaltir ve daha
dogru bir tamimlama saglar. Bu nedenle mikobakterilerin tanimlanmasi i¢in ideal bir yontemdir
(12).

Biitiin mikobakteri tiirlerinde bulunan hsp65 geni, 16Sr DNA dizisinden daha fazla degiskendir
ve M. tuberculosis kompleks tiyeleri hari¢ klinik olarak 6nemli biitiin mikobakterileri ayirt
edebilecek yeterli olgiide dizi farkliliklar1 igermektedir. Bu nedenle genetik olarak iliskili tiirlerin
tanimlamasi i¢in yararli olabilir. Bu boélge tiir icerisinde de degiskenlik gosterebilmektedir, bu
nedenle belirli mikobakteri tiirlerinin klonlarinin ayirt edilmesinde de kullanilmaktadir (19).
McNabb ve arkadaslari, 35 tiirden olusan 689 mikobakteri izolatinin tanimlanmasi i¢in, 111
hsp65 dizisinden olusan in-house veri tabanini degerlendirmislerdir. Bu izolatlar, AccuProbe
hibridizasyon testi ve dogrulayici biyokimyasal testlerle birlikte ile rutin olarak tiplendirilmistir.
Ik degerlendirmede, hsp65 dizi analizi izolatlarm %79.4° iiniin tanimlamasmni dogrulamistir.
Uyumsuz tanimlamalar,en sik M. chelonae, M. fortiutum, M. gordonae, M. scrofulaceum ve M.
terrae olarak kabul edilen izolatlarda karsilasilmistir. Bu izolatlarin yeniden incelenmesi ile,
hsp65 dizi analizi ile tanimlamaya gore bir 40 izolat daha diizeltilmis ve bu da hsp65 dizi analizi

ile uyumu %85.2° ye ylikseltmistir. Geriye kalan izolatlar veri tabaninda yer alan dizilerle
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beklenen uyumu gostermemistir. Bu da veri tabaninin tamamlanmamis olmasina baglanmaktadir.
Bu ¢alisma hsp65 dizi analizinin mikobakterilerin tanimlanmasinda etkin bir yontem olmasi igin,
genis bir veri taban1 kurmak gerektigini gostermistir (42). hsp65 dizi analizinin biyokimyasal test
panellerine olan {istlinliikleri; daha hizli, daha ucuz olmasi, hizli-yavas iireyenler i¢in ayni
ayiraclarin kullanilabilmesi ve daha kesin tanimlama saglamasidir. 16S rDNA dizi analizine
Ustiinliigii, daha fazla farklilik icermesi ve 401 niikleotitten daha biiyiik bir kismin dizisine
ihtiya¢ duyulmamasidir . Ayraglar ve is giicti analizi ile, hsp65 dizi analizi test maliyeti, 6rnek
basina $30 (U.S. dollars) ve 16S rDNA dizi analizi ile aynidir. Bu calismada ticari prob
testlerinin ve dogrulama igin yapilan temel biyokimyasal testlerle birlikte tanimlama maliyeti,
hsp65 dizi analizi ile tanimlama ile ayn1 veya biraz fazladir (42). Internetteki veri tabaninda ayn1
tiire ait ¢ok sayida dizi veya tanimlanamamis tiirler bulunmaktadir. Bu da klinik 6rneklerden
mikobakterilerin tanimlanmasi igin, hsp65 dizi analizi yonteminin rutin olarak kullanilmasina en
bliyiik engel olarak belirtilmistir (51).

Bizim ¢alismamizda klinik 6rneklerden izole edilen 64 mikobakteri izolat1, iireme zamani, koloni
morfolojisi ve pigment iiretimi degerlendirilerek ve anahtar test olarak niasin testi kullanilarak
rutin olarak tanimlanmasi yapilmistir. Degerlendirme sonunda hsp65 dizi analizi, izolatlarin
%98.4> linlin tamimlamalarint dogrulamistir. Uyumsuz tanimlamalar ise %1.6 olarak
bulunmustur. McNabb ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismaya gore, hsp65 dizi analizi ile
tanimlama uyum oranlarimiz daha yiiksek olarak bulunmustur. Bunun sebebini bizim
calismamizdaki izolat sayisinin daha az, M. tuberculosis oranmin ¢ok daha fazla ve diger
calismada uyumsuzlugun en sik goriildiigii tiirler MOTT oraninin bizim ¢alismamizda ¢ok diisiik
bulunmasina bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu nedenle ¢alismamizda uyumsuzluk daha az
oranda bulunmustur. On tanimlama ile MOTT olarak saptanan 2 izolat, hsp65 dizi analizi ile

%50 oraninda uyumsuz bulundu. Iki izolattan birisi Nocardia ve digeri M. gordonae olarak
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saptand1i. Bunun nedeni; ¢alismamizda hsp65 PZR igin kullanilan Tb11 ve Tb12 primerleri
Nocardia gibi yakin iligkili tiirleri de ¢ogaltmaktadir, ayrica mikobakterilerin 6n tanimlanmasi
i¢in anahtar test olarak niasin testi uygulanmis, ancak dogrulama testi ve negatif ¢ikanlar i¢in
herhangi bir test yapilmaksizin MOTT denilmistir.

Niemann ve arkadaslari, gyrB gen bolgesinin 1020 baz ciftlik béliimiiniin, dizi analizi ve RFLP
yontemleriyle, gyrB DNA dizi polimorfizmlerinin M. tuberculosis kompleks tiirlerini ayirim
giiciinii degerlendirmislerdir. Dizi polimorfizmlerini daha 6nceden tarif edilen dort bolgede ve ek
olarak bir bolgede daha saptamislardir. gyrB dizisindeki bu farkliliklar M. bovis, M. microti, M.
africanum subtip I’ in dogru olarak ayirimini saglar. Diger tiirlerin ayirimini kolaylastiran gyrB
dizisi, M. tuberculosis ve M. africanum subtip II’ de ayn1 oldugu i¢in bu tiirleri ayirt edemez.
Ayrica PZR-RFLP yontemi ile 3 enzim kullanarak, M. tuberculosis kompleks tiirlerini ayni
sekilde ayirt edebilmislerdir. Sonug olarak DNA dizi polimorfizmi nedeniyle gyrB geninin, dizi
analizi veya PZR-RFLP yontemi ile M. tuberculosis kompleks tiirlerinin ayirimini saglayan tek
marker oldugunu belirtmislerdir (48).

Bizim ¢alismamizda hsp65 dizi analizi ile M. tuberculosis kompleks olarak tanimlanan 62 izolat,
gyrB dizi analizi ile M. tuberculosis olarak tanimlanmuistir.

Degisik caligmalardan elde edilmis verilere gore, MOTT tiirleri tarafindan olusturulan
infeksiyonlar, tim mikobakteriyel infeksiyonlarin %1-35’ini olusturmaktadir. Bu araligin bu
kadar genis olmasi, bugiine kadar MOTT infeksiyonlarina ¢ogu zaman tani konamamasina
baglanmaktadir (2,7). Calismamizda ise bu 6zellikle uyumlu olarak MOTT oran1 %1.6 olarak
bulunmustur.

Ulkemizde mikobakteri tiirlerinin dagilimina baktigimizda genis bir aralikta yer almaktadir.
Ergin ve arkadaslar ¢esitli 6rneklerden izole edilen 102 mikobakteri susunun hsp 65 PRA ile

kullanarak, 80’ i (%78.4) M. tuberculosis, 22’ si (%21.5) MOTT olarak tanimlamistir. Bu
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caligmada tiir dagilimi M. gordonae 1 4 (%18.2), M. chelonae 3 (%13.6), M. gordonae 111 2, M.
gordonae IV 2, M. avium 2, M. peregrinum 2, M. fortiutum 1, M. flavescens 1, M. malmoense 1,
M. mucogenicum 1 olarak bildirilmis, ayrica farkli reaksiyon paterni gosteren ve literatiirde
bildirilen tiir saptama cetvellerinde yer almayan 3 tiir saptanmustir (21). Bu ¢alismadaki MOTT
oranlar1 tilkemizde yapilan diger ¢alismalara gore yiiksek bulunmustur.

Baylan ve arkadaslar1 BACTEC 460 TB sisteminde tiretilen 104 mikobakteri izolatin1 NAP testi
ile 102'si (%98.1) M. tuberculosis kompleks, kalan ikisi ise MOTT (%1.9) olarak tanimlamustir.
Baylan’in bahsetmis oldugu Ozekinci ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise tiiberkiiloz siiphesi
ile gonderilen 340 Ornegin 34’ iinde kiiltiirde iireme saptamislar, 34 mikobakteri izolatinin
32'sinin yapilan NAP testi ile M. tuberculosis kompleks oldugunu belirlemislerdir. EZN
boyamasi ile ise 16 olguda ARB pozitifligi saptamislardir (7).

Uzun ve arkadaslar1t BACTEC 12B ve 13A besiyerlerinden izole edilen 92 mikobakteri susunu,
NAP aymrim deneyi ile 81’ini M. tuberculosis kompleks, 8 ini M. fortuitum, 3’tini M.
scrofloceum olarak tanimlamislardir (83).

Koksalan ve arkadaglari 1203 mikobakteri susunu biyokimyasal yontemler, BACTEC NAP testi
ve kord olusumunu degerlendirerek tanimlamislardir. M. tuberculosis oranimi %92.9, MOTT
oranini %7.1 olarak saptamislardir. M. gordonae (%1.3) en sik rastlanan MOTT tiirii olarak
saptanmigstir (40).

Bizim calismamizda klinik 6rneklerden izole edilen mikobakterilerde %96.8 oraninda M.
tuberculosis saptanmistir. Bu oran, Koksalan ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya daha yakin
olmakla birlikte, iilkemizde tiir dagilimina iliskin diger ¢alismalarla uyumlu olarak bulunmustur.
Olgu sayis1 ¢ok diisiik oldugu i¢in, MOTT %]1.6 olarak saptanmistir. Koksalan ve arkadaglari ile
Ergin ve arkadaglarinin yaptiklar1 caligmalarda, en sik izole edilen MOTT olarak bildirdikleri M.

gordonae, bizim ¢alismamizda izole edilen tek MOTT tiirtidiir.
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Sonug olarak dizi analizi, mikobakterilerin tanimlanmasinda referans bir yontemdir. Tekrarlar
ve dogrulama testlerine duyulan gereksinimi azalttig1 i¢in tanimlama zamanini kisaltmakta, daha
dogru ve kesin bir tanimlama yapabilmektedir. Bu durum tiiberkiiloz kontrolii i¢in ¢ok onemli
yararlar saglamaktadir.

Mikobakteri tiirlerinin dogru tanimlanmasi sonucunda; olgularin en kisa zamanda ve dogru bir
sekilde tedavi edilmesi, bu sekilde olasi bulaslarin engellenmesi veya diger yandan hastaya
yarart olmayan bir ilacin gereksiz kullanilmasi ve hastanede kalig siiresinin uzamasi ile
olusacabilecek ekonomik kayiplarin engellenmesi miimkiin olacaktir.

Tedaviye yanit vermeyen konvansiyonel yontemlerle M. tuberculosis olarak belirlenen tiirlerin
en kisa zamanda kesin bir sekilde tanimlanabilmesi ve tanimlanma dogrulanirsa bu suslarin
antimikobakteriyel ila¢ duyarhiliginin, ila¢ direncine neden olan mutasyon, delesyon ve
insersiyonlarin saptanmasi, uygun gen bolgelerinin DNA dizi analizi ile saglanabilmektedir.
DNA dizi analizi kullanarak tanimlama endikasyonunun dogru konulmas1 gerekmektedir. Yanlis
tanimlama nedeniyle olusan tedavi basarisizliklari maliyet etki analizi olarak ele alindiginda dizi
analizi maliyeti thmal edilir diizeye gelecektir.

Sonug olarak; tiim mikobakteri suslarinin %96.8” ini M. tuberculosis ve sadece %]1.6° smi ise
MOTT suslarinin olusturdugu saptanmistir. Bu ¢alisma, mikobakterilerin tiir dagilimi ile ilgili
iilke genelini yansitacak daha kapsamli ve standart yontemlerle yapilmis ¢alismalara gereksinim
oldugunu gostermektedir. Boylece tiir dagilimi ile ilgili elde edilen veriler, epidemiyolojik

acidan daha anlamli olacaktir.
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5 OZET

Calismamizda {ireme zamani, koloni morfolojisi ve pigment {liretimi degerlendirilerek ve anahtar
test olarak niasin testi ile on tanimlanmasi yapilan 64 mikobakteri susunun, hsp65 ve gyrB gen
bolgelerinin dizi analizi ile kompleks ve tiir seviyesinde tanimlanmasi, tiirlere gore dagilimimin
saptanmasi, bu yontemin laboratuvarimizda rutin kullanima uygunlugunun saptanmasi ve
toplumumuzdaki mikobakteri tiir dagilimi ile ilgili ¢alismalara zemin olusturulmasi
amagclanmustir.

Klinik 6rneklerden izole edilen mikobakteriler, iireme zamani, koloni morfolojisi ve pigment
tiretimi degerlendirilerek ve anahtar test olarak niasin testi ile 62 si M. tuberculosis ve ikisi
MOTT olarak tanimlanmistir. Ancak hsp65 dizi analizi ile 62’ si M. tuberculosis kompleks, iki
MOTT izolatinin biri Nocardia asteroides ikincisi ise M. gordonae olarak tanimlannistir.
Ulkemizdeki diger calismalarla benzer olarak 62 M. tuberculosis kompleks izolatmin hepsi gyrB
dizi analizi ile M. tuberculosis olarak tanimlanmaistir.

Fenotipik olarak M. tuberculosis olarak tanimlananlar, hsp65 gen bdlgesinin dizi analizi ile
%98.4 oraninda uyumlu olarak saptanmistir. Uyumsuz tanimlamalar ise %1.6 olarak
bulunmustur. Diger ¢aligsmalara gore, hsp65 gen dizi analizi ile tanimlama uyum oranlarimiz
daha yiiksek olarak bulunmustur. Bunun sebebini bizim ¢aligmamizdaki toplam izolat sayisinin
daha az, M. tuberculosis oraninin ¢ok daha fazla ve diger ¢alismada uyumsuzlugun en sik
goriildiigii tiirler MOTT oraninin bizim c¢aligmamizda c¢ok az sayida bulunmasina bagl
olabilecegini diistinmekteyiz. Bu nedenle c¢alismamizda uyumsuzluk daha az oranda
bulunmustur. On tanimlama ile MOTT olarak saptanan iki izolat, hsp65 dizi analizi ile %50
oraninda uyumsuz bulundu. iki izolattan birisi Nocardia asteroides ve digeri M. gordonae olarak
saptand1i. Bunun nedeni; ¢alismamizda hsp65 PZR igin kullanilan Tb11 ve Tb12 primerleri

Nocardia gibi yakin iligkili tiirleri de gogaltmaktadir, ayrica mikobakterilerin 6n tanimlanmasi
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i¢in anahtar test olarak niasin testi uygulanmis, ancak dogrulama testi ve negatif ¢ikanlar i¢in
herhangi bir test yapilmaksizin MOTT denilmistir.

Calismamizdaki olgularda yas, cinsiyet, semptomlar, risk faktorleri gibi demografik veriler ile
M. tuberculosis arasindaki iliski degerlendirilmistir.

Semptomlar ve fizik muayene bulgulan tiiberkiiloz tanisinda yeterli degildir, etkenin en kisa
siirede izolasyonu ve tanimlanmasi sarttir.

Dizi analizi, mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilabilecek giivenilir, hizli1 ve tek uygulama

ile biitiin mikobakterilerin tanimlanmasini saglayan referans bir yontemdir.
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SUMMARY

Identification in complex and species levels of 64 mycobacterium strains, which were pre-
identified by assessment of growth time, colony morphology, and pigment production and using
niacin test as a key test, with sequencing of hsp65 and gyrB gene regions, determining the
distribution according to species, determining the suitability of this method in our laboratories
for routine use, and creating a basis for studies on the distribution of the species of mycobacteria
in our population was aimed at in our study.

Sixty-two Mycobacterium isolates obtained from clinical specimens were identified as M.
tuberculosis and two as MOTT according to growth time, colony morphology, and pigment
production, and also using niacin test as the key test. However, 62 isolates were identified with
hsp65 sequencing as M. tuberculosis complex, one of the two MOTT isolates were identified as
Nocardia asteroides, and the remaining one as M. gordonae. Similarly, in other studies
performed in our country, the entire 62 M. tuberculosis complex isolates were identified as M.
tuberculosis with gyrB sequencing.

Those identified as M. tuberculosis according to phenotypes were determined to be consistent by
98.4% with the sequencing of hsp65 gene region. Inconsistent identifications were found to be
1.6%. Our identification consistency ratios were higher with hsp65 gene sequencing as compared
to other studies. We believe that the reason for this could be that the total number isolates in our
study was smaller, and ratio of M. tuberculosis was much greater, and ratio of MOTT, which is
the species that inconsistency was more frequent in the other study, was smaller in our study.
Inconsistency in our study was smaller in our study with this reason. The two isolates identified
as MOTT in the preliminary identification were found to be inconsistent by 50% with hsp65
sequencing. One of the two isolates was found to be Nocardia asteroides, and other to be M.

gordonae. The reason for this could be that Tb11 and Tb12 primers used for hsp65 PZR in our
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study grows some close species like Nocardia also. In addition, although niacin test was applied
as the key test for the pre-determining of the mycobacteria, no tests were applied for
confirmation and those with negative results were identified as MOTT.

The relation of demographical data like age, gender, and symptoms and risk factors with M.
tuberculosis was evaluated in our study.

Symptoms and physical examination findings do not suffice for a diagnosis of tuberculosis,
isolation and identification of the causative organism in the shortest time possible are essential.
Sequencing is a reliable and rapid reference method capable of identifying all the mycobacteria

with a single application.
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