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OZET

Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon/iyonizasyon-Ucus Zamam Kiitle

Spektrometresi ile Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM), genelde ¢evresel kaynaklarla bulagan, kronik
enfeksiyonlara yol agan mikroorganizmalardir. Giiniimiizde 190'dan fazla mikobakteri tiirii
tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogunlugu heniiz enfeksiyon etkeni olarak gdsterilmemistir.
TDM’lerin tedavisi tiire gore degiskenlik gostermektedir. Tiir diizeyinde tanimlama yapmak
icin uygulamasi kolay, ucuz ve hizli bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda

kullanilan matriks destekli lazer dezorpsiyon/iyonizasyon-ugus zamani kiitle spektrometresi

(MALDI-TOF MS) bu 6zelliklere sahiptir.

Bu amagla, ¢alismada Dokuz Eyliil Universitesi Merkez Laboratuvari’na 2013-2019
yillar1 arasinda gonderilen hasta 6rneklerinden yapilan kiiltiirlerde tiremis ve niikleik asit
hibridizasyon yontemiyle tiir diizeyinde tanimlanmis olan 22 Mycobacterium abscessus, 4
Mycobacterium chelonae, 37 Mycobacterium fortuitum, 5 Mycobacterium gordonae, 9
Mycobacterium intracellulare, 4 Mycobacterium kansasii, 1 Mycobacterium lentiflavum, 3
Mycobacterium szulgai izolatt MALDI-TOF MS yontemi ile ¢alisildi. 83/85 (%97.6) izolat
MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde tanimlandi. 81/85 (%95.2) izolat i¢in iki testin sonuglari
uyumlu kabul edildi.

Gerek dogru epidemiyolojik veri elde etmek, gerekse uygun antimikrobiyal yonetimi
saglamak i¢in TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlamasi biiylik 6nem tagimaktadir. MALDI-TOF
MS, TDM tiir tayini i¢in kullanilmas1 uygun bir yontem olarak goriinmektedir. Calismamizda
molekiiler bir yontemle yliksek uyum gosterdigi saptanmistir. Uygulamasi kolay, maliyet
etkin ve yaklasik 90 dakikada sonug veren bir yontemdir. Bununla beraber kiitiiphanesinde

bazi iyilestirmelerin yapilmasiyla daha iyi sonuglar alinacag: diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri, tiir diizeyinde tanimlama, kiitle
spektrometresi, MALDI-TOF MS



SUMMARY

Identification of Nontuberculous Mycobacteria at Species Level by Matrix Assisted

Laser Desorption/lonization-Time of Flight Mass Spectrometry

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are the microorganisms that is transmitted from
environmental sources and leads to chronic infections. Nowadays more than 190
mycobacteria species are identified. Most of them have not been shown as an agent of
infection yet. Treatment protocols of NTM show difference according to species. It is needed
that an easy to perform, cheap and fast method for identification at species level. Matrix
assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) used

in recent years have this features.

With this aim, 22 Mycobacterium abscessus, 4 Mycobacterium chelonae, 37
Mycobacterium fortuitum, 5 Mycobacterium gordonae, 9 Mycobacterium intracellulare, 4
Mycobacterium kansasii, 1 Mycobacterium lentiflavum, 3 Mycobacterium szulgai isolates that
are grown by cultures of patient samples sent to Dokuz Eyliil University Central Laboratory
between 2013-2019 and identified at species level by nucleic acid hybridization method are
studied with MALDI-TOF MS in the study. 83/85 (%97.6) isolates are identified at species
level by MALDI-TOF MS. The results of two tests are accepted as concordant for 81/85
(9%95.2) isolates.

Identification of NTM carries great importance for both acquiring true epidemiologic
data and provide suitable antimicrobial management. MALDI-TOF MS appears as a suitable
method for species identification of NTM. It is detected that it has high concordance with a
molecular method in our study. It is a method that is easy to use, cost effective and gives
result about 90 minutes. All of that, it is considered that better results will be taken by doing

some improvements in its library.

Key words: Nontuberculous mycobacteria, identification at species level, mass spectrometry,
MALDI-TOF MS



1.GiRiS VE AMAC

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu
haline gelmektedir (1). 1990’11 yillardan itibaren diinya genelinde TDM’lere bagli pulmoner
enfeksiyon insidansinin arttigi gosterilmistir (2). Gerek immiin sistemi baskilanmig
bireylerde, gerekse immiin sistemi saglam kisilerde enfeksiyonlara yol agabilmektedir.
Edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu (AIDS) hastalari, organ nakli geciren ve diger
nedenlerle bagisiklig1 baskilanmis kisiler risk altindadir. Pulmoner enfeksiyon, lenfadenit,
yumusak doku, kemik ve eklemlerde enfeksiyon, iyatrojenik enfeksiyon olusturmaktadir (3).
TDM'’ler toprakta ve su kaynaklarinda yaygin olarak bulunmaktadir (4). En sik aerosoller
seklinde solunum yoluyla, bunun disinda sindirim yoluyla ve deriden temas yoluyla

bulagsmaktadir (5,6).

Gilintimiizde tiir diizeyinde 190’1n tizerinde TDM tanimlanmistir. Bunlardan yaklasik 40
tiir patojen olarak degerlendirilmektedir (7). TDM tiirlerinin diinya genelindeki dagilimi
cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir (8). Mikobakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasi gercek patojen ve ¢evresel kontaminant ayriminda 6nem tasimaktadir.
Amerikan Toraks Dernegi (ATS) ve Amerikan Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi (IDSA),
tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tanisinda tiir diizeyinde tanimlama 6nermektedir (9).
Tanimlamanin dogru yapilmasi etkin tedavinin erken baslanmasi ve ilag direnci gelisiminin

Onlenmesi agisindan 6nemlidir.

Mikobakteriler gegmiste biyokimyasal yontemler, koloni morfolojisi ve diger fenotipik
yontemlerle tanimlanmistir (10). Ancak bu yontemler zaman alici, tecriibe gerektiren ve
yanlis taniya neden olabilen yontemlerdir (11,12). Hibridizasyon temelli testler ve genetik
sekanslama gibi molekiiler yontemler mikobakterilerin tanimlanmasinda altin standart
yontemler haline gelmistir (12). Ancak bu yontemler pahali ve teknik olarak uzmanlik
gerektiren testlerdir (12,13). Mikobakterilerin rutin laboratuvar tanisinda kullanilabilecek
giivenilir, hizli, kolay ¢alisilabilen ve maliyeti uygun bir teste ihtiya¢ duyulmaktadir. MALDI-
TOF MS yontemi mikobakterilerin rutin tanisinda heniiz yayginlasmamistir. Veritabaninda
yapilacak kiitiiphane giincellemeleriyle yontemin optimize edilmesi gerekmektedir. Ancak
hizli, uygun maliyetli ve dogru tanimlama yapabilen bir yontem oldugunu gosteren ¢aligmalar

bulunmaktadir (11,12,14). Caligmamizda bu verilere dayanarak MALDI-TOF MS yontemi ve



hibridizasyon testi karsilastirilmis, avantaj ve dezavantajlari belirlenmis, MALDI-TOF MS

yonteminin rutin tanida kullanima uygunlugu degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Tarihcesi
1882 yilinda Alman hekim Robert Koch tarafindan tiiberkiiloz basili kesfedilmistir. 19.

yiizyilin sonlarina dogru sigirlarda, kuslarda, siirtingenlerde, baliklarda farkli mikobakteriler
tanmimlanmistir. Bu mikobakteriler i¢in paratiiberkiiloz, psédotiiberkiiloz, anonim, atipik,
cevresel, firsatci ve tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler gibi isimler kullanilmistir. “Tiiberkiiloz
dis1 mikobakteriler” (TDM), bu mikobakteriler i¢in giiniimiizde kullanilan isimdir (15).
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) ve Mycobacterium leprae disinda kalan tiim
mikobakterilere TDM ad1 verilmistir. 1860’11 yillarda tiiberkiilozun kuslardaki formuna neden
olan bir basil tanimlanmistir. 1890 yilinda bu basilin tiiberkiiloz basilinden farkli bir basil
oldugu saptanmistir. Buna “avian” ya da “kus” basili ad1 verilmistir (15, 16). Daha sonra bu
basil Mycobacterium avium ismini almistir. 1885 yilinda Alvarez ve Tavel, insana ait
sekresyonlarda “smegma basili” olarak adlandirilan, daha sonra Mycobacterium smegmatis

adini alan aside direngli boyanan bir mikroorganizma tanimlamustir (15).

20. ylizyilin erken doneminde klinik 6rneklerden izole edilen ¢esitli tiiberkiiloz dis1
mikobakteriler bildirilmistir. Ancak o yillarda hekimler tiiberkiiloz ile miicadele ettigi i¢in M.
tuberculosis ve Mycobacterium bovis disindaki tiirlerin nemi anlasilamamistir. 1926’da
Aronson, Philadelphia akvaryumundaki tuzlu su baliklarinda hastalik olusturan bir basil
saptamis ve buna Mycobacterium marinum adini vermistir. Bu etkenin kiiltiirde tireyen
kolonilerinin baglangicta limon sarisi renginde oldugunu daha sonra koyu turuncu renkte
goriindiigiini gozlemlemistir. 1938’de Mycobacterium fortuitum da Costa Cruz tarafindan,
1952°de Mycobacterium abscessus Tarshis ve Frisch tarafindan insanda hastalik olusturan
mikobakteriler olarak tanimlanmistir. 1943°te M.avium ilk kez bir hastanin akcigerlerinden
etken olarak izole edilmistir. 1953 yilinda Biihler ve Pollak, “sar1 basil” hastalig1 adin1
verdikleri iki olgudan bahsetmislerdir, daha sonra bu olgulardaki etkene Mycobacterium

kansasii ad1 verilmistir (15).

1930’Iu y1illarda Pinner, TDM’lerin sudan ve diger ¢evresel kaynaklardan, ayn1 zamanda
insanlardan alinan 6rneklerden kiiltiir yoluyla iiretilebilecegini ifade etmistir. Bazi
mikobakterilerin kromojenik 6zellikte oldugunu, bazilarinin hizli iiredigini fark etmis, ancak
mikobakterileri siniflandirmaya yarayan bir sistem olusturamamistir. Bundan yaklasik 20 yil

sonra Alice Timpe ve Ernest H. Runyon, Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) farkli



bolgelerinden elde ettikleri TDM’leri incelemis, koloni goriiniimleri ve tireme 6zelliklerini

dikkate alarak TDM’leri 4 gruba ayirarak siniflandirmiglardir (16).

Basta solunum yolu 6rnekleri olmak iizere klinik 6rneklerden izole edilen TDM’ler
uzun slire kontaminant olarak degerlendirilmis ve klinik agidan 6nemsiz olduklari
diistiniilmiistiir. Klasik antitliberkiiloz tedaviye yanit vermemeleri, TDM tan1 ve tedavisinde
gelismelere yol agmistir. 1980’lerin ortalarindan itibaren AIDS hastalarinin artisiyla birlikte
ozellikle M. avium kompleks (MAK) oliimciil seyretmeye baslamistir (17,18). Azitromisin ve
klaritromisin gibi makrolidlerin de dahil oldugu ¢oklu antibiyotik kombinasyonlari tedavi ve
profilakside kullamlmigtir. Ozellikle antiretroviral tedavideki basarilar sonucunda AIDS’e

bagli firsatg1 mikobakteri enfeksiyon sikliginda da azalma meydana gelmistir (17).
2.2. Mikobakterilerin Mikrobiyolojik Ozellikleri
2.2.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomycetales takiminda bulunan Mycobacteriaceae ailesindeki tek cins
Mycobacterium cinsidir (15). Mycobacterium tiirlerinin deoksiribonikleotid (DNA) yapisinda
guanin ve sitozin baz ¢iftinin yiizdesi [M.leprae (%55) hari¢ 61-71 mol%] Gordonia (63-69
mol%), Tsukamurella (68-74 mol%), Nocardia (64-72 mol%), Rhodococcus (63-73 mol%),
Segniliparus (68-72 mol%) gibi mikolik asit igeren diger tiirlerle benzer diizeydedir (17).

Mikobakteriler aerop, sporsuz, hareketsiz, mikroskopik olarak hafif kivrik ya da diizgiin
basiller seklinde goriinen, 0,2-0,6 um eninde ve 1-10 um boyunda olan, bazen dallanma
ozelligi gosteren mikroorganizmalardir. Kiiltiirde diizgiin veya diizensiz goriiniimlii koloniler
olusturmaktadirlar. Pigmentsiz ya da pigmentli koloniler olusturan tiirleri vardir. Sart,
turuncu, nadiren pembe renkte koloniler olusturabilirler. Renk olusumu karotenoid pigmentler
araciligiyla olmaktadir (16). Karotenoid pigmentlerin oksidatif stresten mikobakteriyi
korumada rol aldig1 diisiiniilmektedir (18,19).

2.2.2. Mikobakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Mikobakterilerin dig kisminda bir plazma membrani, bunun iizerinde de bir hiicre
duvar1 bulunmaktadir. Hiicre duvari 3 tabakadan olusur (Sekil 1). En icte plazma membranina
komsu olan kisim elektron yogun tabakadir. Bu tabaka temel olarak peptidoglikanlardan (PG)
olusur. Bu tabakadaki N-glikolilmuramik asit heteropolisakkarit arabinogalaktan tabakaya

fosfodiester baglariyla baglanir. Orta tabaka olan elektron transparan tabaka duvara



hidrofobik 6zellik kazandirir. Temel olarak arabinogalaktan (AG) ve bunlara kovalent
baglanan mikolik asitlerden meydana gelmistir. En dista elektron opak tabaka bulunur.
Fibriler, graniiler ya da homojen goriiniimde olabilir. Bu tabaka temel olarak mikolik
asitlerden meydana gelir. Mikobakterilerde bulunan mikolik asitler 70-90 karbonlu, yiiksek
molekiiler agirlikli yag asitleridir. Mikolik asitler ya arabinogalaktana bagli ester formunda ya
da trehaloz gibi sekerlere bagl olarak kord faktor (trehaloz 6-6° dimikolat) yapisinda
bulunurlar (20,21). Kord faktoriin sitokin salinimi, graniilom olusumu, anjiyogenez ve

antitimor aktivitede rolii bulunmaktadir (22-24).

Yiizey Proteinleri
W ) ) )
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Sekil 1. Mikobakteri hiicre duvari

Lipoarabinomannan (LAM) molekiilleri plazma membranindan baslayip hiicre duvari
boyunca uzanan molekiillerdir. Arabinoz, mannoz, laktat, siiksinat, palmitat, tiiberkiilostearat
igerirler (20,21). LAM T- hiicre proliferasyonunun, makrofajlarin bakterisidal aktivitesinin
inhibisyonunda ve TNF-a saliniminda goérevlidir (22,25). Bir diger lipit tiirevi olan
stilfolipidler fagozom inhibisyonuna yol agarak mikobakterilerin hiicre i¢inde varligini
stirdiirmesini saglamaktadir (24). Hiicre duvar yapisinda ayrica lipooligosakkaritler (LOS),

fenolik glikolipitler, glikopeptidolipitler gibi yiizey molekiilleri yer almaktadir. Bu molekiiller



de antijenik yanitta 6nem tagimaktadir (20,21). Protein yapidaki antijenlerden olan “purified
protein derivative” (PPD), Robert Koch tarafindan M. tuberculosis kiiltiiriinden elde edilen
“old tuberculin” proteininin saflastirilmis halidir. PPD, tiiberkiilin deri testinde
kullanilmaktadir. Ayrica 1s1 sok proteinleri olarak bilinen farklt molekiiler agirliktaki
proteinler de immiin yanitta gorev almaktadir. Is1 ok proteinlerinin otoimmiin reaksiyonlarla
ilgisi oldugu da disiiniilmektedir. 65 kD, 38 kD ve 12 kD agirligindaki 1s1 sok proteinleri M.

tuberculosis i¢in 6nem tasiyan proteinlerdir (26).
2.2.3. Mikobakterilerin Ureme Ozellikleri

Mikobakteri tiirlerinin ¢cogunun tiremesi i¢in mineral tuzlari, azot kaynagi olarak
amonyak veya aminoasitler, karbon kaynagi olarak gliserol gerekmektedir. Mycobacterium
haemophilum ve Mycobacterium genavense gibi bazi tiirler bunlara ek olarak mikobaktin,
hemin ve bazi baska bilesiklere ihtiya¢ duyarlar. Yag asitleri ve karbondioksit
mikobakterilerin tiremesini uyaric1 yonde etki gosterir. Yag asitleri yumurta sarisi ya da oleik
asit formunda saglanabilir (20). Oleik asit yiiksek konsantrasyonlarda (> 1%) toksik etki
gdsterebilecegi icin albumin ile notralize edilmesi gerekir (20, 27). Ureme icin optimum
sicaklik degeri tiirler arasinda farkli olup, 30°C’nin altindan 45°C’ye kadar degiskenlik
gosterir (20).

2.3. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Ernest Runyon 1950°1i yillarda tiiberkiiloz dig1 mikobakterileri ireme hiz1 ve pigment
tiretimine gore 4 gruba ayirmistir (4). Bunlar fotokromojenler, skotokromojenler,
fotokromojen olmayanlar (nonkromojonler) ve hizli iireyenler olarak adlandiriimigtir (Tablo
1). Bu siniflandirmaya gore kolonilerin gozle goriiniir hale gelmesi i¢in 7 giin veya daha uzun
stire gereken mikobakteriler yavas lireyenler, 7 giinden az zaman gerekenler ise hizli
tireyenler olarak tanimlanmistir (28,29). Buna gore grup I, 11 ve III yavas iireyen

mikobakterilerden, grup IV ise hizli lireyen mikobakterilerden olusmaktadir (30).



Tablo 1. Runyon’un mikobakteri siniflamasi (4)

Pigment Uretimi

Runyon Grup Ureme |Isikta | Karanhkta | Tiirler
Hiz
Grup | Mycobacterium kansasii
Fotokromojenler | Yavas + - Mycobacterim marinum
Mycobacterium simiae
Mycobacterium asiaticum
Grup Il Mycobacterium scrofulaceum
Skotokromojenler | Yavas + + Mycobacterium szulgai
Mycobacterium gordonae
Grup I Mycobacterium avium
Fotokromojen Mycobacterium intracellulare
olmayanlar Mycobacterium terrae
Yavas - - Mycobacterium gastri
Mycobacterium triviale
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium haemophilum
Grup IV Mycobacterium fortuitum
Hizh iireyenler Hizl - - Mycobacterium abscessus

Mycobacterium chelonae

Genetik, hiicre yapisi, bilinen ve yeni kesfedilen mikobakteri tiirlerine ait atipik

fenotipik 6zelliklerle ilgili gelismelerin artisiyla mikobakteri tiirleriyle ilgili bilgi diizeyi

Runyon siniflamasinin oldukga tizerine ¢ikmistir (27). Bunun yaninda Runyon siniflamasinin

bazi sirhiliklar: da bulunmaktadir. Ornegin M. kansasii Grup I i¢inde yer almaktadir. Ancak

karanlikta pigment olusturan ya da hi¢ pigment olusturmayan M. kansasii suslarinin da

bulundugu bilinmektedir. Baz1 M. avium kompleks suslarinin pigmentli oldugunun




anlasilmasi, M. szulgai tiirlerinin 37°C’de skotokromojenik, 25°C’de ise fotokromojenik

olmasi gibi durumlar Runyon siniflamasinin kullanimini oldukga kisitlamistir (27, 31).

Molekiiler yontemlerin ve geleneksel olmayan biyokimyasal yontemlerin kullaniminin
artmastyla Runyon siniflamasinin kullanim1 azalmistir. Buna ragmen bazi1 mikrobiyologlar
tarafindan TDM tiirlerinin en azindan hizli {ireyen ve yavas lireyen seklinde

smiflandirilmasinin yararli oldugu da diistiniilmektedir (32).

Runyon siniflamasinin kisitliliklar: nedeniyle Gail Woods ve John Washington klinik
ile daha uyumlu baska bir siniflama sistemi olusturmustur. 1987 yilinda yapilan bu
siniflamada TDM’ler insanda potansiyel patojen olanlar ve nadiren hastalik olusturan saprofit
mikobakteriler olarak ikiye ayrilmistir (Tablo 2). Saprofit olanlar da kendi iginde hizli, orta

hizda ve yavasg lireyenler olarak siniflandirilmistir (31).

Tablo 2. Woods ve Washington’un mikobakteri simiflamasi (31)

Insanda Potansiyel Patojen Olan Nadiren Hastalik Olusturan Saprofit
Mikobakteriler Mikobakteriler
M. avium kompleks Yavas Ureyenler | M. gordonae
M. kansasii M. asiaticum
M. fortuitum grup M. terrae
M. chelonae/M.abscessus grup M. triviale
M. scrofulaceum M. shimoidei
M. xenopi M. gastri
M. szulgai M. nonchromogenicum
M. malmoense M. paratuberculosis
M. simiae
M. marinum Hizli Ureyenler | M. thermoresistible
M.ulcerans M. smegmatis
M. haemophilum M. vaccae
M. parafortuitum kompleks
M. phlei
Orta Hizda M. flavescens
Ureyenler
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2.4. TDM’lerin Epidemiyolojisi
2.4.1. Diinyada TDM Epidemiyolojisi

TDM enfeksiyonu prevalans ve insidansinin arttig1 bilinmesine ragmen diinyada ve
tilkemizde TDM’ler ile ilgili epidemiyolojik veri eksikligi bulunmaktadir (1,2,9). Ciinkii
epidemiyolojik veri elde etmede birtakim zorluklarla karsilasilmaktadir (1). Oncelikle cogu
tilkede TDM’lerin laboratuvar ya da hasta diizeyinde bildirimi zorunlu degildir (1, 2, 33). Bu
durum da etkili bir siirveyansin yapilmasini, dolayisiyla dogru epidemiyolojik veri elde
edilmesini zorlastirmaktadir. TDM’ler solunum yollarinda kolonize olabildikleri i¢in
kiiltiirden izole edilen TDM’lerin hastalik etkeni olup olmadiginin her zaman net olarak
belirlenememesi karsilasilan bir diger zorluktur (1,2). Bunun i¢in klinik, radyolojik ve
mikrobiyolojik kanitlarin bir arada degerlendirilmesi gerekmektedir (1,9). Ayrica hastaligin
kronik seyri ve yavas ilerlemesi bazen uygun zamanda 6rnek alinmasini engellemekte, bu da

etkenin izolasyonunu zorlagtirmaktadir (1).

Bu zorluklara ragmen farkli iilkelerde toplumun genelini ya da belli bir kismin1 hedef
alan, tek ya da cok merkezli ¢alismalar sonucunda birtakim veriler elde edilebilmistir. Bu
caligmalarin bir kismi1 sadece etkenin laboratuvarda izolasyonu temelinde yapilirken, bir kismi
ise TDM’ye bagli hastalik temelinde yapilmis ¢alismalardir (1,2). Kanada’nin Ontario
eyaletinde solunum 6rneklerinden yapilan izolasyon prevalans ¢alismasinda izolasyon
prevalansinin 1997-2003 yillar1 arasinda 9.1/100.000°den 14.1/100.000°e yiikseldigi
saptanmugtir (33). 1995-2006 arasinda Ingiltere, Galler ve Kuzey Irlanda’yr kapsayan benzer
bir ¢aligmada izolasyon prevalansinin 0.9/100.000°dan 2.9/100.000’a yiikseldigi belirlenmistir
(34).

ABD’nin Oregon eyaletinde 2005-2006 yillarinda radyolojik ve klinik verilerin de
kullanildig1 bir ¢alismada ¢alisma sonunda hastalik prevalans: 8.6/100.000 olarak
bulunmustur (35). TDM enfeksiyonu bildiriminin zorunlu oldugu Avustralya’nin Queensland
eyaletinde 1999-2005 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada solunum &rneklerinden izole edilen
TDM prevalansi incelenen yillar icinde 100.000°de 5.5ten 11.2°ye, ATS/IDSA kriterlerini
saglayan TDM enfeksiyonu prevalansinin ise 100.000°de 2.2°den 3.3’e yiikseldigi
saptanmustir (36). 2000-2008 yillar1 arasinda Tayvan’da bir liniversite hastanesinde yapilan
tek merkezli caligmaya gore hastalik prevalansi incelenen yillar i¢inde 100.000°de 1.3’ten

7.9’a yiikselmistir (37). Giiney Kore’deki bir ¢alismada 2007 yilinda hastalik prevalansi
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6.7/100.000, hastalik insidans1 6/100.000 iken, 2016’da prevalans 39.6/100.000, insidans ise
19/100.000 olarak belirlenmistir (38).

Orta Yunanistan’da yapilan tek merkezli bir ¢alismada TDM’ye bagli solunum
enfeksiyonu insidans1 2004, 2005 ve 2006°da sirasiyla 100.000°de 0.67, 0.54 ve 0.94 olarak ,
Girit Adasi’nda yapilan toplum tabanli calismada ise 2000-2009 arasinda yillik hastalik orani
0.6/100.000 olarak bulunmustur (39,40). Danimarka’da 1997-2008 yillar1 arasinda yapilan
calismada TDM izolasyonu 100.000°de 2.5, hastalik oran1 ise 100.000’de 1.1 olarak
belirlenmistir (41). Hollanda’nin Nijmegen- Arnhem bolgesinde yapilan 1999-2005
arasindaki ¢aligmada yillik izolasyon orani yaklasik olarak 6.3/100.000, yillik hastalik orani
da yaklasik 1.4/100.000 olarak hesaplanmustir (42). Iskogya’nin Borders bolgesinde 1992-
2010 arasinda yiiriitiilen calismada TDM’ye bagl akciger enfeksiyonu i¢in yillik oran
yaklagik 1.6/100.000 olarak belirlenmistir (43). 2006-2010 arasinda Hirvatistan’da yillik
TDM izolasyon orani ve ATS kriterlerine gore belirlenen yillik hastalik orani sirasiyla
5.3/100.000 ve 0.75/100.000 olarak hesaplanmustir (44). Fransa’da 2000-2003 yillarinda 32
merkezden toplanan verilere gore HIV negatif bireylerde TDM’ye bagli akciger enfeksiyonu
yillik 0.73/100.000, M.avium kompleks i¢in ise bu oran 0.2/100.000°dir (45).

Diinya genelindeki ¢aligmalara bakildiginda en sik izole edilen TDM tiirleri M. avium
kompleks tiirleri olmustur (1,36,46-49). Brezilya’da Sao Paulo’da 2000-2005 arasindaki
caligmada M. kansasii (% 20.8) ve Para eyaletinde 2010-2011"deki ¢alismada Mycobacterium
massiliense (% 44.8) en sik rastlanan tiirler olmustur (50,51). Orta Yunanistan’daki 2004-
2006 yillarindaki ¢alismada en sik M. fortuitum (%62.5), Ingiltere’nin Londra sehrindeki
2000-2007 yillarindaki ¢aligmada ise en stk M. kansasii (%70) saptanmustir (39,52). M.
xenopi 2006-2010 arasinda Hirvatistan’daki toplum genelinde yapilan ¢alismada (%28.1) ve
Israil’de 2004-2010 arasindaki tek merkezli bir calismada (%29) en sik rastlanan TDM tiirii
olmustur (44,53). M. abscessus Suudi Arabistan’da 2009-2010 arasinda birden fazla
merkezin katildig1 calismada (%30.6) ve Tayvan’in Kaohsiung sehrinde 2004-2005
yillarindaki tek merkezli galismada (%44.8) en sik saptanan tiirdiir (54,55).

2.4.2 Tiirkiye ’de TDM Epidemiyolojisi

Diinyadaki ¢ogu tilkede oldugu gibi lilkemizde de TDM’lerin bildirim zorunlulugu
bulunmamaktadir. Ulkemizde su ana kadar TDM izolasyon oranini, hastalik prevalans veya

insidansini belirlemeye yonelik, toplumun genelini ya da risk gruplarini kapsayan bir ¢aligma
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yapilmamistir. Yapilan ¢alismalar genellikle TDM tiir dagilimini belirlemeye yonelik ve tek

ya da az sayida merkezin katildig1 ¢aligmalardir.

2004-2009 yillar arasinda Bigmen ve ark. tarafindan yapilan tek merkezli calismada
19553 hastadan alinan 45891 6rnek degerlendirilmis, 77 hastadan izole edilen 208 (% 2.1)
solunum 6rneginde TDM saptanmistir. 31 (%0.16) TDM izolat1 enfeksiyon etkeni olarak
kabul edilmistir. Etken olan tiirlerin arasinda en sik saptanan tiir M. avium kompleks (%41.9)
olup bunu M. abscessus (%16.1) ve M. kansasii (%16.1) izlemektedir (56).

Samsun, Ankara, Malatya ve Istanbul’daki 4 merkezin yer aldig1 bir ¢alismada 2001 -
2008 yillar1 arasinda klinik 6rneklerden iiretilmis 90 TDM izolati1 konvansiyonel yontemler,
hsp65 ve 16S rRNA gen boélgelerinin dizi analizi ile tanimlanmistir. En sik M. gordonae
(%23.3), M. abscessus (%14.4) ve M. lentiflavum (%10) saptanmustir (57).

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde yapilan bir calismada 2004-2010 yillari
arasinda izole edilen 156 TDM izolat tiir diizeyinde tanimlandiginda en sik saptanan tiirler M.
abscessus (%44.2), M. xenopi (%16.7) ve M. peregrinum (%10.9) olarak belirlenmistir. 2012-
2016 yillar1 arasinda klinik drneklerden tiremis 66 TDM izolatinin tiir diizeyinde tanimlandigi
bir bagka ¢aligmada ise en sik saptanan tiir M. fortuitum (%62) olup, bunu M. abscessus
(%17) ve M. chelonae (%09) takip etmektedir (58,59).

Celal Bayar Universitesi ve Ege Universitesi’nin birlikte yiiriittiigii bir ¢aliymada Nisan
2007-Temmuz 2011 tarihleri arasinda tiiberkiiloz 6n tanisi ile gonderilen klinik 6rneklerden
izole edilen 101 TDM susu hsp65 ve 16S rRNA gen bolgelerini hedefleyen dizi analizi
yontemiyle tanimlanmistir. En sik saptanan tiirler M. porcinum (%39.6) ve M. lentiflavum
(9%35.65) olarak bildirilmistir (60).

Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari’nda 2009-2010 yillarinda tespit edilen 15
farkli merkezden gonderilen 75 TDM izolatinin tiir diizeyinde tanimlandigi bir calismada en
sik saptanan tiirler M. fortuitum (%33.3), M. abscessus (%18.7), M. gordonae (%10.7) ve M.

avium (%8) olarak belirlenmistir (61).

Cukurova Universitesi’nde Kasim 2012-Eyliil 2014 tarihleri arasinda gonderilen
orneklerden tiretilen 93 TDM 06rneginin yer aldig1 ¢alismada hsp65 gen bodlgesinin dizi analizi
ile tiir tayini yapilmistir. Buna gore en sik saptanan tiirler sirasiyla M. abscessus (%24.7), M.
intracellulare (%11.8) ve M. simiae (%10.8) olarak bulunmustur (62).
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Adiyaman Universitesi’nde solunum &rneklerinden iiretilmis 34 TDM izolat1 PZT-
RFLP yontemi ile tanimlanmistir. En sik saptanan tiirler sirasiyla M. intracellulare (%23.52),
M. gordonae (%17.64), M. abscessus (%17.64) ve M. simiae (%17.64) olarak bildirilmistir
(63).

2.5. TDM’lerin Cevreyle liskisi ve Bulas Yollari

TDM’ler hem dogal ¢evrede, hem de insanlar tarafindan olusturulan ortamlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. insanlarda, ¢iftlik hayvanlarinda ve vahsi hayvanlarda hastaliga neden

olmaktadir (6). Sindirim, solunum ve deriden temas bilinen bulas yollaridir (6,9).

TDM’lerin bulastig1 dogal kaynaklardan biri toprak olarak bilinmektedir. Ozellikle gam
ormanlarinda bulunan asidik topraklar ve kiy1 bolgelerindeki bataklik topraklart nemli bir
kaynak olusturmaktadir. Ayrica tarimda, bahgecilikte kullanilan topraklar ve saksi
topraklarindan ¢ikan tozlar da bilinen ¢evresel kaynaklar arasindadir (5,6,64,65). TDM’lerin
diisiik pH’da yasama 6zelliginin bu ortamlara uyumunu artirdigi bilinmektedir. Bunun
yaninda bu topraklarda yliksek miktarda bulunan humik ve fulvik asit gibi maddelerin TDM
tiremesini uyarici yonde etki ettigi bildirilmistir (5,64). TDM’lerin lipitten zengin dis
membranlari sayesinde yiizey ve partikiillere tutunmada rol oynamasi da topraga uyumunu
kolaylastiran bir 6zelliktir. TDM’ler topraktan aerosollerin solunmasi ile bulasarak enfeksiyon

olusturmaktadir (5).

Su kaynaklar1t TDM’ler i¢in bir diger 6nemli bulas kaynagidir. TDM’lerden zengin
toprak ve batakliklardan drene olan sular risk olusturmaktadir. Bu sularin igme suyu olarak
kullanilmasi ile insanlara bulas ger¢eklesmektedir (64,66). Lipitten zengin dig membranlari
sayesinde TDM’ler ylizeylere tutunarak biyofilm olusturmakta, sulardaki amipler tarafindan
fagosite edildiklerinde yasamlarini siirdiirmektedirler (5,64,67,68). TDM’ler hidrofobik hiicre
yiizeyi nedeniyle igme suyu sistemlerinin borularina tutunabilmektedir (69). Hem biyofilm
olusturmalar1 hem de membran yapilar1 nedeniyle dezenfektanlara gosterdikleri direng
TDM ’lerin su sistemlerinde varligim siirdiirmelerini saglamaktadir (70,71). igme sularinin
disinda dus sistemleri, jakuziler, kapali yiizme havuzlar1 ve oda i¢i nemlendirme cihazlari da
TDM'’lerin aerosol yoluyla bulagmasi i¢in uygun kaynaklardir (5,64,72). Ev i¢i kaynaklarin
disinda isyerleri, spor salonlari, gesmeler, sogutma kuleleri, nehir ve selaleler de TDM i¢in
kaynak olusturmaktadir (64). Okyanus sulari ise yiiksek tuz orani nedeniyle TDM tiremesi

icin uygun olmayan bir ortamdir (5,64).
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Hastane ortaminda da TDM’ler bulasabilmektedir. Endoskopi tinitelerindeki
endoskoplar, musluk basliklart ve yikama sulart TDM’ler i¢in uygun {ireme ortamlaridir
(73,74). Kalp ameliyatlarinda kullanilan 1sitici-sogutucu cihazlar da TDM bulasina bagh

enfeksiyonlardan sorumlu tutulmustur (75,76).

Insandan insana TDM bulas1 ¢ok nadiren olmaktadir. Ingiltere’deki bir calismada iki
M.kansasii olgusunda bulasta ¢evresel herhangi bir kaynak bulunamamis, insandan insana

bulasabildigi gosterilmistir (77).

TDM'’lerin bulas kaynaginin kontrol altina alinmasi, birtakim koruyucu énlemlerle
bulasin engellenmesi miimkiindiir. Sicak su elde etmek icin kullanilan su 1sitma cihazlariin
sicakliginin en az 55°C’ye yiikseltilmesi onerilmektedir. Musluk ve dus basliklarinda por ¢ap1
< 0.45 pm olan bakteriyolojik filtrelerin kullanilmasi da gerekli gériilmektedir (64). Kuyu
Suyu gibi yer alt1 sularinin boruyla sularin tagindigi sistemlere gére daha az yogunlukta TDM
icerdigi bildirilmistir, bu nedenle kuyu suyu kullanimi da 6nerilen 6nlemler arasindadir
(64,78). Evlerde bulunan dus basliklarinin gamasir suyu ile 30 dakika dezenfekte edilmesi
gerekmektedir. Buhar olusumunun azaltilmas1 ve aerosol yoluyla bulasin engellenmesi i¢in
biiyiik delikleri bulunan dus basliklarinin kullanilmasi, banyolarin havalandirilmasi
onerilmektedir. Igme ve yemek pisirme icin kullanilan sular TDM’lerin lmesi i¢in 100°C’de
10 dakika kaynatilmalidir. Bahge isleriyle ugrasirken toz inhalasyonundan kaginilmali,
bahgede ve saksidaki topraklar nemlendirilmelidir (64).

2.6. TDM’lerin Tanis1
2.6.1. TDM lerin Klinik Tanisi

2007 yilinda ATS ve IDSA tarafindan TDM’lerin neden oldugu akciger
enfeksiyonlarmin tanisi ve tedavisi igin bir rehber yaymlanmistir (9) . Bu rehberde klinik,
radyolojik ve mikrobiyolojik kriterler yer almaktadir (Tablo 3). TDM enfeksiyonu tanisi
koyabilmek i¢in TDM ’nin mikrobiyolojik olarak izolasyonu tek basina yeterli degildir.
Klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterler esit olarak dnem tasimaktadir ve tiim kriterlerin

saglanmasi gerekmektedir (9,79).
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Tablo 3. TDM akciger enfeksiyonu tanisinda kullamilan klinik ve mikrobiyolojik

kriterler (9)

Klinik Kriterler

Mikrobiyolojik Kriterler

1. Solunum yollariyla ilgili
semptomlar, akciger grafisinde
nodiiler ve kaviter opasiteler
veya yiiksek ¢oziintirliiklii
bilgisayarli tomografide
(HRCT) ¢ok sayida kiiciik
nodiille birlikte multifokal
bronsgiektezinin goriilmesi

2. Diger tanilarin diglanmasi

1. En az iki farkli ekspektore balgam 6rneginden
yapilan kiltiirde pozitiflik ( Baglangigtaki 6rnekler
tan1 koymak icin yeterli degilse ARB yayma ve
kiiltlr tekrar1 diistiniilmelidir.)

veya
2. En az bir brons yikama veya brons lavaj
orneginden yapilan kiiltiirde pozitif sonug

veya
3. Transbronsiyal veya diger akciger biyopsilerinde
mikobakteriyel histopatolojik degisiklikler
(graniilomat6z inflamasyon ya da ARB) goriilmesi ve
TDM kiiltiir pozitifligi veya akciger biyopsisinde
mikobakteriyel histopatolojik degisiklikler ile birlikte
bir veya daha fazla balgam ya da brons lavaj
kiiltiirinde TDM saptanmasti
4. Nadir saptanan veya siklikla cevresel
kontaminasyonla iligkili TDM’ler {irediginde uzman
goriisli alinmalidir.
5. TDM’ye bagli akciger enfeksiyonundan
siiphelenilen ancak tan1 kriterlerini karsilamayan
hastalar kesin tan1 konulana ya da diglanana kadar
takip edilmelidir.
6. TDM’ye bagl akciger enfeksiyonu tanisinin
konmasi1 her zaman tedavi baglanmasini gerektirmez.
Hastanin durumuna gore potansiyel riskler ve
tedaviden gorecegi yarar gozetilerek karar

verilmelidir.
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Bu kriterler en iyi MAK, M. kansasii ve M. abscessus ile olusan enfeksiyonlarda uyum
gostermektedir. Diger TDM’ler ile olusan solunum yolu enfeksiyonlarda bu kriterlerin
uygulanabilirligine dair yeterince bilgi bulunmamaktadir (9). Bununla birlikte TDM tiirlerini,
ilag direncini tespit eden molekiiler yontemler ve TDM akciger enfeksiyonlarindaki
antibiyotik tedavisiyle ilgili gelismeler meydana gelmistir. Bu nedenle kanita dayali olarak

diizenlenerek giincellenmis rehberlere ihtiya¢ bulunmaktadir (79).
2.6.2. TDM’lerin Mikrobiyolojik Tanist
2.6.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Islemlenmesi

Mikobakteriyolojik incelemeler i¢in farkli 6rnek tipleri tercih edilebilir. Bunlarin biiyiik
kismin1 balgam, trakeal ve bronsiyal aspirat, bronkoalveolar lavaj (BAL) gibi solunum
yollarindan alinan 6rnekler olusturmaktadir. Bunun disinda aclik mide sivisi, doku, biyopsi
ornekleri ve beyin omurilik s1vist (BOS), plevral ve perikardiyal aspirat gibi steril viicut
stvilar1 da bu amagla tercih edilen 6rnekler arasindadir (20,27,80). Kan ve diski gibi 6rnekler

ise genellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda tercih edilmektedir (20).

Ornekler miimkiinse antibiyotik tedavisi baslanmadan, aseptik sartlarda alinmalidir.
Etkenin izolasyon olasiligini artirmak i¢in uygun kalitede, yeterli miktarda ve sayida 6rnek
alinmalidir. Ornek uygun zamanda alinarak, en kisa siirede ve uygun kosullarda tagmarak
laboratuvara génderilmelidir (80). Ornek kabi olarak fiksatif igermeyen, steril, sizdirmaz, tek
kullanimlik, uygun sekilde etiketlenmis, laboratuvar tarafindan onaylanmis kaplar tercih
edilmelidir (20). Musluk suyu gibi gevresel kaynaklar mikobakteri igerebilecegi igin 6rnek
aliminda kontaminasyondan kagmilmalidir. Orneklerin laboratuvarda ¢alisilmasi 1 saatten
uzun siirecekse kan disindaki 6rneklerin islemlenene kadar buzdolabinda, 4 °C’de
bekletilmesi onerilmektedir. Stiriintli 6rnekleri hem az miktarda 6rnek icermesi, hem de
mikobakterilerin hiicre duvarinin hidrofobik 6zelliginin siiriintli gubugundan besiyerlerine

aktarimi zorlastirmasi nedeniyle tercih edilmemelidir (9,20).

Orneklerin islemlenmesi steril 6rnek olup olmamasina gore farklilik gdstermektedir
(80). Steril olmayan ornekler farkli tiirde mikroorganizmalar ile miisin ve hiicrelerden olusan
kompleks bir organik matriks igermektedir (20). Steril olmayan alanlardan alinan 6rneklerde
bulunan mikroorganizmalar TDM’lerden hizli iireyerek mikobakterilerin kiiltiirden

izolasyonunu zorlastirabilir. Steril olmayan 6rneklere hem kontaminasyonu, hem de bakteri
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ve mantarlarin agir1 tiremesini en aza indirgemek i¢in dekontaminasyon ve homojenizasyon
gibi islemler uygulanmalidir (9). BOS, eklem sivisi ve diger steril viicut sivilari, kan, kemik
iligi, aseptik olarak alinmis doku ve biyopsi 6rnekleri steril 6rnekler olup bu drneklere

dekontaminasyon uygulanmaz (80).

Dekontaminasyon iglemiyle 6rneklerdeki mikobakterilerin canlilig1 korunurken,
kontaminant mikroorganizmalarin ¢esitli kimyasallar ile uzaklastirilmasi saglanir.
Homojenizasyon islemiyle mukus ve epitel yapilarinin parcalanip santrifiijde ¢oktiiriilerek
aci8a ¢ikan mikobakterilerin homojen olarak dagilimi amaglanir. Mikobakteriler i¢in en
uygun pH degeri 6.8 oldugu icin eklenen kimyasallar ile asidik ya da alkali duruma gelen
ornegin fosfat tampon soliisyonlariyla nétralizasyonu yapilmalidir. Ornekteki
mikobakterilerin yogunlastirilarak izolasyonunu artirmak i¢in santrifiij ile konsantrasyon

saglanmalidir (80).

Sodyum hidroksit (NaOH) bakteriler igin toksik 6zelligi olan, dekontamine edici ve
mukolitik 6zelligi olan bir kimyasaldir (20,81). Mukolitik ajan olarak N-asetil-L-sistein
(NALC) eklenmesi, dekontaminasyon i¢in gereken NaOH konsantrasyonunu ve siireyi
kisaltir. Sodyum sitrat 6rnekteki agir metal iyonlarini baglayarak NALC’nin inaktivasyonunu
engeller. NaOH ile uzun siireli temas mikobakterilerin de 6liimiine neden olabilecegi i¢in
NaOH soliisyonu eklenen 6rnek 15 dakikadan fazla bekletilmemelidir. NaOH konsantrasyonu
laboratuvarin kontaminasyon orani takip edilerek ayarlanmalidir (81). Normalde bu deger kat1
besiyerleri i¢in % 3-5, siv1 besiyerleri i¢in % 5-10 arasinda olmalidir (80). Bu araligin altina

diismesi halinde NaOH konsantrasyonu azaltilmali, {izerine ¢ikarsa artirtlmalidir (81).

NALC-NaOH yonteminin disinda Petroff yontemi ad1 verilen, sadece NaOH kullanilan
bir yontem daha bulunmaktadir (80,81). Bu yontemde NALC kullanilmadigi i¢in daha yiiksek
konsantrasyonda NaOH gerekmektedir. Dekontaminasyon amaciyla kullanilan bir diger
yontem oksalik asit yontemidir. Daha once kistik fibrozisli hastalardan alinan solunum
orneklerinde dekontaminasyon amaciyla kullanilmistir (81). Daha az mikobakterisidal
aktiviteye sahip olan bu yontem 6zellikle Pseudomonas tiirleri ile kontamine 6rneklerde
NALC-NaOH yontemi ile birlikte kullanilabilir. Dekontaminasyon siiresinin takip
edilemedigi durumlarda Zefiran-trisodyum fosfat yontemi kullanilabilir (80). Zefiran bir
kuaterner amonyum bilesigi olup, beraberindeki trisodyum fosfat kontaminantlar i¢in segici

toksisite gosterir (20).
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Bazi dekontaminasyon yontemlerinin kullanilan otomatize sivi kiiltiir sistemleriyle
uyumsuz oldugu gosterilmistir. Bu nedenle ticari kiiltiir sistemi {ireticileri tarafindan 6nerilen

dekontaminasyon yontemlerinin kullanimi da 6nem tagimaktadir (82).
2.6.2.2. Mikroskobik Inceleme

Mikobakterilerin laboratuvar tanisinda kullanilan mikroskobik inceleme basit, hizli ve
ucuz bir yontemdir. Yontemin duyarliligi uygulanan teknige, uygulayan ve degerlendiren
kisilerin deneyimine gore % 20-85 arasinda degismektedir. Preparatta pozitiflik
saptayabilmek i¢in 6rnegin mililitresinde en az 5.000-10.000 basil bulunmalidir (80).

Mikobakteriler hiicre duvarlarindaki yiiksek miktardaki mikolik asit i¢erigi nedeniyle
zor boyanan mikroorganizmalardir. Gram boyama gibi suda ¢6ziinen boyalarin kullanildigi
yontemler etkisiz kalmaktadir (81). Mikobakterilerin boyanmasinda karbol fuksin yontemleri
ve florokrom yontemleri kullanilmaktadir. Karbol fuksinli boyama yontemleri
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan yontemler olup, Kinyoun ve Erlich Ziehl-Neelsen
(EZN) yontemleri denen iki farkli ARB boyama yontemidir. Iki yontemin bazik fuksin ve
fenol konsantrasyonlarinda farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica EZN yonteminde Kinyoun

yonteminden farkli olarak 1sitma uygulanmaktadir. Bunlarin diginda her iki yontemde de 151k

mikroskobunda mavi zeminde kirmizi basiller aranmaktadir (Sekil 2).

Sekil 2. Mikobakterilerin EZN boyanma goriintiisii (83)

ARB boyama yonteminin bazi kisitliliklart bulunmaktadir. Negatif sonug¢ mikobakteri
enfeksiyonunu dislamamaktadir. Ayrica bu yontem ile canli/6lii basil ayrimini yapmak

miimkiin degildir (80). Aside direngli boyanma 6zelligi mikobakteriler disindaki
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mikroorganizmalarda da goriilmektedir. Nocardia, Rhodococcus, Legionella micdadei,
Cryptosporidium tiirlerinin kistleri, Isospora ve diger microsporidia tiirleri de degisen
derecelerde aside direngli boyanma 6zelligi géstermektedir. ARB boyama yontemiyle M.

tuberculosis kompleks-TDM ayrimi yapilamamaktadir (81).

Mikobakteriler tek basina auramin-O ile veya auramin-O ve rhodamin-B denilen
floresan boyalarin birlikte kullanilmasiyla da boyanabilir (20,80,81). Florokrom boyama
yonteminde karanlik zeminde sari/turuncu floresan veren basiller aranmaktadir (80). Floresan
mikroskop gerektirmesi nedeniyle maliyeti 151k mikroskobunun kullanildig: karbol fuksinli
yontemlere gore daha yiiksektir (20). Buna ragmen daha kiigiik objektiflerle genis alanlari
tarama olanag1 saglamasi degerlendirme siiresini kisaltmaktadir. Karbol fuksinli yontemlere
gore duyarliligi daha yiiksek, 6zgiilliigii ise daha diistiktiir. Yalanci pozitiflik olasilig
nedeniyle karbol fuksinli boyamalarla dogrulama gerektirmektedir. Floresan boyalarin
solmasi nedeniyle kisa siirede degerlendirme gerekliligi, boyalarin kanserojen 6zellik tagimast

yontemin diger kisitli yonleridir (80).

Mikroskobik degerlendirme yapilirken negatif sonug verebilmek i¢in 151k mikroskobu
ile preparatta en az 300 alan, floresan mikroskop ile 250’lik biiyiitmede en az 30, 400°liik
biiylitmede en az 70 alan incelenmelidir (80). Pozitif sonuglar her alanda goriilen basil

sayisina gore derecelendirilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Preparat degerlendirme Kriterleri (80,84)

Aside direncli boyanan basil sayisi

Karbol fuksin Florokrom boyama

boyama
Biiyiitme oram x1000 x250 x400
Negatif 0 0 0
Siipheli (tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
edilmeli)
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ > 9/1 alan > 90/1 alan > 36/1 alan
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2.6.2.3. Kiiltiir Yontemleri

Mikobakterilere bagli enfeksiyonlarin tanisinda kiiltiir altin standart yontemdir (80,85).
Mikobakterilerin iiremesi, tanimlanmasi, ila¢ duyarlilik testlerinin ¢alisilmasi ve
epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilabilmesi i¢in kiiltiire gereksinim vardir (80). Kiiltiirde
mikobakterilerin saptanabilmesi i¢in 6rnekte 10-100/ml canli basilin bulunmast yeterlidir
(20,80,84). Mikobakterileri kiiltiirden izole etmek amaciyla kat1 ve s1vi besiyerlerinin birlikte
kullanim1 6nerilmektedir (80,81). Mikobakteri kiiltiirii i¢in kullanilan kat1 besiyerleri temel
olarak yumurta bazli ve agar bazli besiyerleri olarak incelenebilir. Bunlarin disinda bazi

antimikrobiyal ajanlarin eklenmesiyle iiretilen segici besiyerleri de bulunmaktadir (20,27).
2.6.2.3.1. Yumurta Bazli Besiyerleri

Tam yumurta veya yumurta sarisi, tuzlar, patates unu ve gliserol iceren opak goriiniimde
besiyerleridir (20,27,80,81). Mikobakterilerin biiyiik boliimiiniin tiremesini desteklemesi, raf
omriiniin uzun olmas ve iyi bir tampon kapasitesinin olmasi bu besiyerlerinin en 6nemli
avantajlaridir. Besiyerinin kalitesinin yumurta kalitesine gore degismesi, ilag duyarlilik
testlerinde konsantrasyon ayarmin tam olarak yapilamamasi, bazen besiyerine ekilen 6rnek ile
koloni ayriminin yapilmasinda zorluk yasanmasi yumurta bazli besiyerlerinin

dezavantajlaridir (20).

Laboratuvarlarda en sik kullanilan yumurta bazli besiyeri Lowenstein-Jensen (LJ)
besiyeridir. Igeriginde bulunan malasit yesilinin konsantrasyonu diger mikroorganizmalarin
tiremesini engellerken mikobakterilerin liremesini saglayacak sekilde ayarlanmistir. Bir diger
yumurta bazli besiyeri olan Petragnani besiyerinde LJ besiyerinin yaklasik 2 kati
konsantrasyonda malasit yesili bulunmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle ¢cok fazla kontamine olan
orneklerde kullanilmaktadir. Amerikan Trudeau Society besiyeri ise LJ besiyerine gore daha
diisiik konsantrasyonda malasit yesili icerir. Bu nedenle kontaminasyon orani daha yiiksektir.
Bununla birlikte mikobakteriler tizerindeki inhibisyon da azaldigi i¢in bu besiyerinde

mikobakteri kolonileri daha erken siirede saptanmaktadir (20).
2.6.2.3.2. Agar Bazli Besiyerleri

Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 ad1 verilen agar bazli besiyerleri ortak olarak
tuzlar,vitaminler, kofaktorler, albumin, katalaz, gliserol ve malasit yesili igermektedir. Farkli

olarak Middlebrook 7H10 besiyerinde oleik asit ve glikoz, Middlebrook 7H11 besiyerinde ise
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ek olarak % 0.1 kazein hidrolizati bulunmaktadir. Kontaminant mikroorganizmalarin daha zor
tiremesi ve kolonilerin daha erken tespit edilmesi yumurta bazli besiyerlerine gére en 6énemli
avantajlaridir (20,81). Daha yiiksek maliyetli olmas1 ve raf dmriiniin daha kisa olmasi ise
dezavantajlaridir. Asir1 1s1 ve 1518a maruziyet besiyerinin bozularak mikobakteriler i¢in toksik
bir madde olan formaldehit salinimina neden olabilir. Bu nedenle besiyerinin hazirlanmasi,
inkiibasyonu ve saklanmas1 agamalarinda dikkatli olunmalidir. Seffaf goriintimde besiyerleri

olup, iireyen koloniler ekilen drnekten kolaylikla ayirt edilmektedir (20).

Middlebrook besiyerlerinde bulunan gliserol MAK {iyelerinin iremesini uyarici yonde
etki gostermektedir. Eger M. bovis etken olarak diisiiniilityorsa Middlebrook 7H10 besiyerine
% 0,2 piriivik asit eklenmesi 6nerilmektedir. Niasin tiretimini artirmak i¢in ise % 0,25 L-
asparajin ve % 0,1 potasyum aspartat eklenmesi gerektigi bildirilmistir. Middlebrook 7H11
besiyerinde bulunan kazein hidrolizati izoniazid direngli M. tuberculosis suslarinin

izolasyonuna olumlu yonde etki etmektedir (20).
2.6.2.3.3. Segici Besiyerleri

Besiyerlerine antimikrobiyal ajanlarin eklenmesiyle bakteri ve mantarlarin olusturdugu
kontaminasyonun azaltilarak, mikobakterilerin se¢ici olarak iiremesi amaglanmustir (20,27).
Gruft tarafindan tanimlanan LJ Gruft besiyeri penisilin, nalidiksik asit ve riboniikleik asit
(RNA) eklenmis bir LJ besiyeridir (20,27,86). Yine ayni1 amagla Petran tarafindan tanimlanan
Mikobaktosel LJ besiyerinde ise siklohekzimid, linkomisin ve nalidiksik asit bulunmaktadir
(20,27). Mitchison balgam 6rneklerinin dekontaminasyon islemine gereksinim duyulmadan
ekilebilmesini amaglayan segici bir besiyeri tasarlamistir. Bunun icin oleik asit agar
besiyerine karbenisilin, polimiksin, trimetoprim laktat ve amfoterisin B eklenmistir (27).
Karbenisilin 6zellikle Pseudomonas tiirlerinin {iremesini engellemek amaciyla eklenmistir
(20). Daha sonra McClatchy tarafindan oleik asit yerine Middlebrook 7H11 besiyeri
kullanilarak ve karbenisilin konsantrasyonunu diisiiriilerek se¢ici 7H11 ya da S7TH11 denen

besiyeri tanimlanmistir (27).

Son yillarda 6zellikle M. abscessus gibi hizli tireyen TDM tiirlerinin izolasyonunu
kolaylastirmak amaciyla RGM besiyeri adindaki besiyeri ile ilgili caligmalar yapilmistir.
Kistik fibrozis, akciger transplantasyonu hastalar1 ve bronsiektazili hastalar gibi farkli hasta

gruplarinda yapilan ¢alismalarda hizli iireyen TDM tiirlerinin yiiksek duyarlilikla calistig
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gosterilerek, hizli tireyen TDM tiirlerinin kiiltiirii i¢in alternatif bir besiyeri olabilecegi

bildirilmistir (87-89).
2.6.2.3.4. Otomatize ve Yari Otomatize Sistemler

Ik kez 1980 yilinda BACTEC 460 radyometrik sistem (Becton Dickinson Diagnostic
Systems, Sparks, MD) ile mikobakterilerin kiiltiirden izolasyonu ve M. tuberculosis igin ilag
duyarlilik testlerinin galisilmasi i¢in sivi besiyerlerinin kullanim1 baglamistir. Bu sistem
tiremenin tespit edilebilmesi i¢in karbon-14 ile isaretli palmitik asit kullanan bir yar1
otomatize sistemdir. Bu yontemin kullanima girmesiyle mikobakterilerin daha erken iiredigi
gozlenmis ve kat1 besiyerlerine gore pozitif kiiltiir sayisinda da artis olmustur (27,81,90).
Ancak igneyle inokiilasyon sirasinda ¢apraz kontaminasyon riski bulunmasi ve radyoaktif

madde kullanim1 gerektirmesi nedeniyle bu yontemin kullanimina son verilmistir (27,81,91).

Gilinlimiizde radyometrik yonteme dayanmayan otomatize sivi kiiltiir sistemleri tercih
edilmektedir. Bu yontemler ¢apraz kontaminasyon riski daha az, kullanim1 daha kolay,
devamli monitdrizasyon saglayan ve elektronik veri akisina izin veren sistemlerdir. BACTEC
MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) 960 sistemi (Becton Dickinson Microbiology
Systems) MGIT adi verilen modifiye Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri igeren tiipler kullanan
otomatize bir sistemdir (20). MGIT tiiplerinin en alt kisminda silikona gomiilii olarak bulunan
floresan 6zellikli rutenyum pentahidrat iceren bir oksijen sensorii bulunmaktadir. Bu sensor
tiipteki oksijen varligina duyarl olup, baslangigta yliksek miktarda olan oksijen
mikroorganizmalar tarafindan tiiketilince konsantrasyonu azalir. Bunun sonucunda sensor
tizerindeki inhibisyon azalir ve floresan salinimi gergeklesir (20,81). BACTEC MGIT 960
sistemi tlipteki floresan diizeyini devamli olarak takip eder, floresan artiglarini tireme indeksi-
growth unit (GU) olarak kaydeder. GU degeri belli bir esigin iizerine ¢iktiginda tiipten pozitif
sinyal alinir (81).

MGIT tiipleri inkiibe edilmeden dnce OADC (oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz)
karisim1 ve kontaminantlarin iremesini engellemek i¢cin PANTA (polimiksin B, amfoterisin
B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin) karigimi eklenir (20,27). OADC karisiminda
bulunan oleik asit mikobakterilerin metabolik olarak uyarilmasini saglar. Albumin toksik
ozellikteki serbest yag asitlerini baglar. Dekstroz mikobakteriler i¢in enerji kaynagi olarak
kullanilir. Katalaz ise besiyerinde bulunabilecek toksik peroksitleri baglamakla gérevlidir

(27,92). MGIT 960 sistemindeki kontaminasyon orant BACTEC 460 sistemine gore daha
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yiiksektir. Bu durumun OADC karigiminin kontaminant mikroorganizmalar tarafindan da
kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (20). Bunun disinda kan ve kanli 6rneklerin
floresan olusumunu maskelemesi ve yontemin bazi dekontaminasyon yontemleriyle olan

uyumsuzlugu diger dezavantajlaridir (20,82).

VersaTREK sistemi (VersaTREK Diagnostic Systems) mikroorganizmalarin metabolik
aktivitesi sonucu gaz iiretimi veya tiiketimine bagli olarak siselerdeki besiyerinin iist kisminda
bulunan bosluktaki gaz basing degisimini 6lgen bir diger otomatize sistemdir. MB/BacT Alert
3D (bioMc¢érieux) sistemi ise mikobakteri iremesini karbondioksit diizeyini kolorimetrik

olarak 6lcen sensoriiyle takip etmektedir (20,27).

Kat1 ve s1v1 besiyerlerinin birlikte kullanilmasi1 mikobakterilerin izolasyonu agisindan
avantajlidir. Baz1 mikobakteri tiirleri s1v1 besiyerinde tiremedigi icin mutlaka bir kati
besiyerine ekim yapilmalidir. Ayrica kat1 besiyerleri ayni rnekte birden fazla mikobakteri
tiiriiniin tiredigi durumlarda farkl: tiirlerin ayirt edilebilmesi olanag: saglamaktadir. Sivi
besiyerlerindeki kontaminasyon oraninin yiiksek olmasi da kati besiyerlerinin de kullanimini
gerekli kilmaktadir (20).

Mikobakteri tiirleri i¢in genel olarak ideal iireme sicakligi 35°C-37°C arasindadir. M.
ulcerans, M. chelonae, M. haemophilum ve M. marinum gibi baz1 mikobakteri tiirleri ise daha
diisiik sicaklik degerlerinde daha iyi iiremektedir (20,27). Ozellikle deri ve yumusak doku
orneklerinden yapilan kiiltiirlerde bu etkenlerden siipheleniliyorsa ikinci bir besiyeri setinin
25°C-33°C arasinda inkiibe edilmesi dnerilmektedir. Daha diistik sicaklik degerleri
mikobakteri lireme siiresini uzatmaktadir. Yeni otomatize siv1 kiiltiir sistemleri 35°C-37°C

sicaklik araligi disindaki sicakliklarda inkiibasyona izin vermemektedir (20).
2.7. TDM’lerin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Tedavide kullanilan antimikrobiyal ajanlarin duyarliliklarinin tiire gore degismesi
nedeniyle TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinin klinik olarak 6nemi giderek artmaktadir
(9,93). TDM tiirlerinin klinik olarak énemli olma olasiligin1 artiran bazi faktorler
bulunmaktadir. Cok sayida ya da farkli bolgelerden alinan 6rneklerde iireme olmasi, 6rnekteki
mikobakteri miktarinin fazla olmasi (ARB pozitif 6rnek olmasi), kan gibi normalde steril olan
orneklerde TDM tiiremesi iireyen TDM nin klinik olarak dnemli olma olasiligini artirmaktadir.

Bunun gibi ipuglarina ragmen tiir diizeyinde tanimlama olmadan tireyen TDM nin klinik
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olarak 6nemli olup olmadigini anlamak zordur, bu nedenle tiir diizeyinde tanimlama

yapilmalidir (9).

TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in ge¢mis yillarda kolonilerin kiiltiirdeki
ozellikleri ve biyokimyasal analizleri i¢eren fenotipik yontemler kullanilmistir (84,94). Ancak
bu yontemler tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, uygulamasinin ¢ok zaman almasi ve ayirict
Ozelliginin az olmasi nedeniyle artik pek kullanilmamaktadir. Molekiiler yontemler
gilinlimiizde mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi i¢in laboratuvarlarda en sik kullanilan

yontemler olmustur (94).
2.7.1.Fenotipik Testler

TDM’lerin fenotipik tanisinda kilit rol oynayan 6zellikler tireme hizi, optimum iireme
sicakligl, koloni morfolojisi, pigmentasyon gibi iireme 6zellikleri ve bazi biyokimyasal
ozelliklerdir (27). Biyokimyasal testler giiniimiizde artik pek kullanilmamaktadir. Ancak
kaynaklarin sinirl oldugu, molekiiler yontemlerin sadece referans laboratuvarlarda
kullanildig1 ve egitimli teknik personel miktarinin yeterli olmadig tilkelerde TDM tiir

tanimlamasi i¢in bu testler 6nem tagimaktadir (93).

TDM’lerin tanimlanmasinda test edilen baslica biyokimyasal 6zellikler niasin birikimi,
nitratlarin nitritlere indirgenmesi, tween-80 hidrolizi, katalaz, arilsiilfataz, lireaz,
pirazinamidaz gibi enzimlerin aktiviteleri, demir alimi, tiofen-2 karboksilik asid hidrazid
(T2H) ile tiremenin engellenmesi, telliirit indirgenmesi, %5 sodyum kloriir (NaCl) varliginda

tireme, MacConkey agarda iireme gibi 6zelliklerdir (Tablo 5) (27,81,93).

Arilsiilfataz testi: Arilsiilfataz, siilfat ile tripotasyum fenolftaleinin aromatik halkalar
arasindaki disiilfat baglarini pargalayan enzimdir. 3 veya 14 giinliik inkiibasyondan sonra
aciga cikan serbest fenolftalein ortama eklenen alkali bir madde olan sodyum karbonat
nedeniyle kirmizi-pembe renk olusturur (81,93). Arilsiilfataz aktivitesi hizli ireyen
mikobakteriler ile grup-III fotokromojen olmayan mikobakteriler arasindaki ayirici tanida
yardime1 olmaktadir. Hizli iireyen mikobakterilerde test pozitiftir (81). Bununla birlikte M.
marinum, M. xenopi, M. szulgai ve M. kansasii gibi yavas iireyen mikobakterilerde de az
miktarda enzim {iretilebilmektedir. Ancak bu enzim iiretimi her zaman pozitif reaksiyon

olusturacak diizeyde degildir (27).
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Katalaz testi : Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti pargalayarak oksijen ve suya
ayristiran enzimdir. A¢iga ¢ikan oksijen nedeniyle olusan baloncuklar testin pozitif oldugu
anlamina gelmektedir. Mikobakterilerin tanisinda katalaz, 1s1iya direngli katalaz varliginin
tespiti ve katalaz aktivitesinin 6l¢timii olmak tizere iki farkli testte kullanilmaktadir (81,93).
68°C’de 20 dakika 1sitildiktan sonra ¢cogu mikobakteri tiirii katalaz pozitif reaksiyon
vermektedir. Bu test i¢in %30 hidrojen peroksit ve %10 tween-80 kullanilmaktadir.
Kullanilan tween-80 deterjan 6zelligi tasimakta olup, hidrofobik olan ve kiimelenen
mikobakterilerin birbirinden ayrilmasini ve katalaz olusumunun artmasini saglamaktadir.
Izoniazid direncli baz1 suslar disindaki M. tuberculosis suslarinin biiyiik kismi1 ve diger MTK
suslari 1s1ya direngli katalaz agisindan negatiftir. Katalaz aktivitesi ise test edilmek istenen
kolonilerin iiredigi LJ besiyeri iceren tiiplere hidrojen peroksit eklenerek olusan gaz
kabarciklariin yiiksekligi olciilerek uygulanan yar1 kantitatif bir testtir. Tiipteki kabarciklarin
45 mm’den fazla yiikseklige ulasmasi giiglii pozitif reaksiyon anlamina gelmektedir

(27,81,93).

Niasin akiimiilasyon testi: Mikobakteri tiirleri metabolik aktiviteler sirasinda niasin
tiretirler (27,81). Ancak M. tuberculosis ve M. simiae enzim eksikligi nedeniyle niasini niasin
riboniikleotidlere doniistiiremez. M. africanum, M. bovis, M. marinum ve M. chelonae
tiirlerine ait bazi suslarda da bu eksiklik gézlenmistir. Biriken niasin kiiltiiriin yapildig
besiyerinde tespit edilebilmekte, basta M. tuberculosis olmak iizere baz1 mikobakteri
tiirlerinin ayirici tanisinda yararli olmaktadir. Bu test i¢in kullanilan siyanojen bromidin
oldukca toksik ozellik tasimasi nedeniyle i¢ine reaktif madde yerlestirilmis serit kagitlar
tiretilmistir (27). Reaktif iceren serit kagitla inkiibe edilen besiyerinde sar1 renk olusumu

pozitif reaksiyon anlamina gelmektedir (27).

Nitratlarin nitritlere indirgenmesi: Bazi mikobakteri tiirleri nitratin nitrite
indirgenmesini saglayan nitrat rediiktaz enzimini tiretmektedir. Test edilen izolata ait
ekstrakta siilfanilik asit ve N-naftil etilendiamin eklenmesiyle kirmizi renk olusumu nitrit
olusumunu gosterir ve pozitif reaksiyon anlamina gelmektedir. M. tuberculosis, M. kansasii

ve M. szulgai tiirleri gibi nitrat rediiktaz iireten tiirlerin tanisinda 6nem tasiyan bir testtir (27).

Pirazinamidaz testi: Belli mikobakteriler tarafindan iiretilen pirazinamidaz enzimi
pirazinamidin (PZA) deaminasyonu ile pirazinoik asit ve amonyak ag¢iga cikarir. Ferroz

amonyum siilfat eklenmesiyle besiyerinde kirmizi bant olusumu pozitif reaksiyon anlamina
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gelmektedir (27,81). Cogu mikobakteri tiirli igin pozitif olan bu test niasin i¢in zayif pozitif
M. bovis ile M. tuberculosis ayriminda yararli bir testtir (27). Bunun diginda M. tuberculosis

icin PZA direncinin tespiti i¢in de kullanilan bir testtir (81).

NaCl tolerans testi: M. triviale i¢in 28°C sicaklikta %5 NaCl iceren yumurta bazli
besiyerinde lireyebilme 6zelligi karakteristik bir 6zelliktir. Bunun diginda M. flavescens, M.

abscessus ve M. fortuitum gibi TDM’ler de bu 6zelligi gosterebilmektedir (27,95).

T2H ile iiremenin engellenmesi: T2H ile inhibisyon niasin pozitif M. bovis ile M.
tuberculosis ve yavas iireyen fotokromojen olmayan mikobakterilerden ayriminda 6nem
tasimaktadir. T2H ile M. bovis tiiriiniin {iremesi inhibe olurken, M. tuberculosis ve yavas

tireyen mikobakterilerin gogu T2H eklenmis besiyerinde tireyebilmektedir (95).

Telliiritin indirgenmesi: Mikobakterilerin cogunlugu tarafindan iiretilen telliirit
rediiktaz enzimi renksiz potasyum telliiriti siyah renkli metalik telliiryuma indirgeyen
enzimdir (95). Ancak farkl tiirlerin bu indirgeme reaksiyonunu gergeklestirme hizi tiirden
tire degismektedir. MAK tiyeleri, M. celatum ve hizli ireyen mikobakterilerin ¢ogu sivi
besiyerinde telliiriti 3 giin i¢inde indirgeme 6zelligine sahiptir. Bu test siklikla MAK tiirlerini

tanimlamak igin kullanilir (81).

Tween-80 hidrolizi: Deterjan 6zellikli bir madde olan tween-80 (polioksietilen sorbitan
monooleat) bazi mikobakteriler tarafindan tiretilen lipazlar tarafindan hidrolize edilerek oleik
asit ve polioksietilen sorbitole doniistiirtiliir. Bu testte indikator madde olarak bulunan nétral
kirmizi tween-80 ile bagli durumdayken kehribar rengindedir (95). Lipazlar tarafindan tween-
80 hidrolizi gergeklestiginde ndtral kirmizi ile birbirinden ayrilirlar. Serbest kalan nétral
kirmiz1 indikatoriiniin rengi pH:7 degerindeki normal degeri olan kirmiziya doner (81,95). M.
kansasii tiirii 3-6 saatte bu test i¢in pozitif reaksiyon verdigi i¢in bu tiirlin tanisinda yararli bir
testtir. Kolonileri benzer dzellikteki iki skotokromojen olan M. gordonae pozitif, M.

scrofulaceum ise negatif sonu¢ vermektedir (27).

Ureaz testi: Mikobakterilerin iireyi hidroliz reaksiyonu ile parcalayarak amonyak ve
karbondioksit olusturmas1 hem skotokromojenler, hem de fotokromojen olmayan mikobakteri
tiirlerinin tanimlanmasinda ayirt edici 6zellik olarak kullanilir. M. scrofulaceum iireaz pozitif,
M. avium ve M. intracellulare ise iireaz negatiftir. Ozellikle pigment olusturan M. avium

suslarinin tanimlanmasinda yararli bir testtir (95).
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MacConkey agarda iireme: Hizli iireyen mikobakteriler kristal viyole igermeyen
MacConkey agarda tireme 6zelligine sahiptir. Diger mikobakteri tiirleri ise bu besiyerinde

tireyemezler (27). Bu test 3 giinliik arilsiilfataz testi ile kombine olarak kullanilir (81).

Demir alimi: Hizli iireyen mikobakteri tiirlerini birbirinden ayirmada yardimci bir
testtir. M. fortuitum ve M. phlei tiirleri besiyerinde ¢oziiniir halde bulunan demir tuzlarini alir
ve %20’lik ferrik amonyum sitrat soliisyonu eklendiginde kolonilerde pasli kahverengi bir
goriiniim olusturur. M. chelonae ve M. abscessus tiirleri ise bu test i¢in negatif reaksiyon
vermektedir (27).
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2.7.2. Molekiiler Testler

TDM tiir tayini i¢in geleneksel olarak kullanilan fenotipik testlerin sonuglanmasi uzun
siirmektedir. Ayrica bu testler ile her zaman dogru ve kesin tan1 koymak miimkiin
olmamaktadir. Mikobakteri tiirlerinin hizli ve dogru tanimlanmasi i¢in farkli molekiiler
yontemler gelistirilmistir. Polimeraz zincir tepkimesinin (PZT) mikrobiyologlar tarafindan
kullanilmaya baglamasiyla farkli ekosistemlerdeki mikroorganizmalar1 tanimlamak ve
filogenetik ¢alismalar yapmak i¢in yeni yaklagimlar gelistirilmistir (96). Dizi analizi, niikleik
asit hibridizasyon yontemleri, PZT-restriksiyon enzim analizi (PRA) ve DNA microarray

TDM tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemlerdir (9,27).
2.7.2.1. DNA Dizi Analizi

Amplifiye edilmis {iriiniin DNA dizi analizinin yapilmasi giinlimiizde sik kullanilan bir
amplifikasyon sonrasi molekiiler yontemdir. Yararli bir yontem olmasina ragmen
hibridizasyon testlerine gére daha karmasiktir. Dizileme, yazilim olusturma ve kullanma,
genetik veritabani gibi konularda deneyime ihtiya¢ duyulan bir yontemdir. Genomda bulunan
korunmus bolgeler arasindaki degisken bolgelerin analizi mikroorganizmalarin tanimlanmasi
icin gliclii bir alternatif olusturmaktadir. Dizi analizi yontemi bakteri, mikobakteri ve
mantarlarin tanimlanmasinda basariyla kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalara ait
ribozomal alt birimleri kodlayan genler, dizi analizi temelli tanimlamada en sik kullanilan
hedef genlerdir (27). 16S rRNA, hsp65 ve rpoB gibi bazi genlerde bulunan 6zgiil bolgelerin

analizinin tlir tamimlamada basarili oldugu bildirilmistir (20,97-99).

16S rRNA geni yaklagik 1.500 baz ¢ifti (bp) uzunlugundadir. Mikobakterilerin rutin
tanis1 i¢in bu genin tamaminin dizi analizinin yapilmasi pratik olmayan ve gereksiz is yiikii
olusturan bir uygulamadir. Bunun yerine bu genin 5’ ucunda bulunan yaklasik 500 bp
uzunlugundaki bdlgenin dizi analizinin yapilmasi ¢ogu mikobakteri tiiriinlin tanimlanmasi
icin yeterli olmaktadir (20). 16S rRNA geninin amplifikasyonu ve dizi analizi igin 6zgiil
primer dizileri tasarlanmis ve onay almistir. Kullanilan primerler bu gende bulunan ¢ok
degisken A ve B bolgelerini hedef almaktadir (100). Ozellikle ¢ok degisken A bolgesi
mikobakteri tlirlerindeki ¢ogu tiire 6zgli dizi varyasyonlarinin goriildiigii bolgedir. Baz1 yavas
tireyen TDM tiirlerinin ¢cok degisken bolgeleri birbiriyle aynidir, bu nedenle 16S rRNA dizi
analizi bu tiirleri ayirmakta yeterli olmamaktadir. M. marinum ile M. ulcerans, M. kansasii ile

M. gastri ¢ok degisken bdlgeleri birbiriyle ayn1 olan mikobakterilere 6rnektir. Bu tiirlerin
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dogru tanimlanmasi i¢in internal transcribed spacer (ITS), hsp65 ve rpoB gibi baska gen
bolgelerinin dizi analizi yapilmalidir. Bunun yaninda M. gordonae, M. kansasii ve M.
lentiflavum gibi bazi tiirler sadece birkag baz ¢iftindeki farklilik nedeniyle aralarinda kiigiik
farkliliklar bulunan tiir igi 16S rRNA dizi varyantlar1 olusturmaktadir (20). Ticari dizi analizi
sistemlerinden biri olan Microseq 500 16S rDNA (Life Technologies, Foster City, CA)
sisteminin hizli ireyen mikobakterilerden M. chelonae ve M. abscessus tiirlerini birbirinden
ayirmada giicliik yasadigi bildirilmistir. Bu tiirleri ayirmada hsp65 gen bolgesinin dizi

analizinin 16S rRNA dizi analiziyle birlikte kullanilmasi 6nerilmistir (101).

16S ve 23S rRNA genleri arasinda bulunan ITS-1 gen bolgesi dizi analizi bir bagka
hedef bolgedir. Bu bolgeye ait dizinin uzunlugu 200-330 bp uzunlugundadir ve bu nedenle
kolaylikla analizi yapilabilmektedir. ITS-1 gen bolgesinin yliksek degiskenlik gosterdigi ve
bu nedenle tiir tanimlamak i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir. Ancak 6zellikle hizli tireyen
tirlerde ve M. simiae ve M. xenopi gibi yavas iireyen tiirlerde tiir i¢i 2 veya daha fazla dizi
varyanti gézlenmistir (20). Ayrica 16S rRNA dizi analizinde oldugu gibi M. marinum ve M.
ulcerans tiirlerinin 1TS-1 bolgesi dizileri de birbiriyle aynidir. Bu nedenle bu tiirlerin

birbirinden ayrilmasinda uygun bir hedef bolge degildir (102).

65 kilodaltonluk (kDa) 1s1 sok proteinini kodlayan hsp65 gen bolgesi yaklasik 440 bp
uzunlugundadir. 16S rRNA genine gore daha az korunmus bir gen bolgesi olup tiir i¢i ve
tiirler aras1 polimorfizmler daha ¢ok oldugu i¢in birbirine yakin tiirleri tanimlama tistiinligu
bulunmaktadir. M. marinum ile M. ulcerans, M. kansasii ile M. gastri, bazi kisitliliklara
ragmen M. avium subsp. avium ile M. avium subsp. hominissuis, M. abscessus ile M. chelonae
tiirlerinin hsp65 dizi analizi ile birbirinden ayrimin1 yapmak miimkiindiir. Yeni hizl lireyen
tiirlerle ilgili veritabaninda ¢ok az dizi yer almasi ya da dizi bulunmamasi, daha eski tiirlerin
heniiz detayli olarak dizi analizininin yapilmamis olmas1 bu gen bolgesinin dizi analizindeki

kisitliliklardir. Bu bolgeyle ilgili kapsamli bir veritabanina ihtiya¢ duyulmaktadir (20).

RNA polimerazin beta alt birimi rpoB geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gene ait 81
bp uzunlugundaki bolgede gergeklesen mutasyon M. tuberculosis i¢in rifampisin direncine
neden olmaktadir. Bunun yaninda TDM tiirlerinin tanimlanmasi i¢in rpoB genindeki dizi
farkliliklarinin yararl olabilecegi belirtilmistir (20,103). 16S rRNA ve hsp65 dizi analizi ile
tanimlanamayan tiirlerin rpoB dizi analizi ile tanimlanabildigi saptanmistir (20). Bu gen

bolgesinin kullanimi 6zellikle hizli iireyen tiirlerin tanimlanmasini kolaylastirmistir (104).
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Yeni tiirlerden olan M. abscessus subsp. massiliense, M. phocaicum ve M. aubagnense rpoB

dizi analizi ile basariyla tanimlanan tiirlerdir (104,105).

32 kDa agirligindaki protein geni, siiperoksit dismutaz geni (S0dA), dnaJ, secAl ve recA

mikobakterilerin dizi analizi ya da PRA yontemiyle tanisi i¢in kullanilan diger hedef

bolgelerdir (20).

DNA dizi analizi TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda altin standart yontemdir
(106,107). Ancak karmasik olmasi ve yiiksek maliyet gibi nedenlerden 6tiirii rutin klinik
laboratuvarlarda kullanimi tercih edilmemektedir. Gerek duyuldugunda tanimlanacak
izolatlarin bu konuda yeterli deneyimi olan referans laboratuvarlara génderilmesi

onerilmektedir (20).
2.71.2.2. PZT-Restriksiyon Analizi Yontemi (PRA)

440 bp uzunlugunda hsp65 genine ait par¢anin PZT ile amplifiye edilmesi, ardindan
amplikonlarin BstEIl ve Haelll restriksiyon enzimleriyle kesilmesi, daha sonra da elde edilen
iriine agaroz jel elektroforezi uygulanarak analiz edilmesine dayanan yontemdir. Bu yontem
klinik agidan 6nemi olan ¢ogu mikobakteri tiirii i¢in 6zgiin restriksiyon par¢a uzatma
polimorfizmi (RFLP) paternlerinin agiga ¢ikmasini saglayarak tiir tanimlama olanagi saglar
(108). PRA yontemi ucuz ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle uzun bir siire kullanilmstir.
Ancak pargalar arasindaki kiigiik boyut farklari bulunmast, birbirine yakin mikobakteri
tiirlerinin benzer ya da birbiriyle ayni restriksiyon paternlerine sahip olmasi gibi nedenler bu
yontemin teknik dezavantajlari olmustur. Ayrica teknik deneyim gerektiren bir yontemdir.
Dizi analizi yontemlerinin kullaniminin artmasi ve maliyetinin diigmesiyle hsp65 geni i¢in

PRA yerine dizi analizi tercih edilmeye baglanmistir (20).
2.7.2.3. Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri

TDM’leri tiir diizeyinde tanimlamak i¢in PZT sonrasi ters hibridizasyon mantigiyla
calisan niikleik asit gerit yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemde ilk olarak arastirilan
mikroorganizmaya ait niikleik asit dizisi biyotinlenmis primerler kullanilarak PZT ile
amplifiye edilmektedir. Amplifiye olan PZT {irlinleri bir serit membrana bagli bulunan, tiire
0zgii niikleik asit dizi pargalar1 igeren problara baglanarak hibridize olur. Ardindan
gerceklesen enzimatik bir reaksiyon ile renk degisimi olur. Tiirlere 6zgii bant paternleri

bulunmaktadir. Bu paternlerle elde edilen bant paterni karsilastirilarak tiir diizeyinde
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tanimlama yapilmaktadir. Bu yontemin avantaji ¢ok sayidaki tiiriin varligini tek bir ¢alismada

tespit edebilmesi, her tiir i¢in uygun bir prob se¢imine gerek duyulmamasidir (20).

Ters hibridizasyon teknigiyle ¢alisan testlerden biri INNO-LIPA Mycobacteria v2
(Innogenetics, Ghent, Belgika) testidir. Mikobakteri DNA’sinda bulunan 16S-23S arasindaki
ITS gen bolgesini hedef alan bir testtir (20). MTK, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M.
genavense, M. simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. celatum, M. avium, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. malmoense, M. haemophilum, M. chelonae kompleks, M. fortuitum-
peregrinum kompleks, M. smegmatis tiirleri bu test ile tanimlanabilmektedir (27). Bu testin
kisith yonlerinden biri M. fortuitum kompleks tiirleriyle M. thermoresistibile, M. agri ve M.
alvei gibi klinik 6rneklerde nadir olarak rastlanan tiirler arasinda bazen gapraz reaksiyon
olmasidir (109). Bunun yaninda M. chelonae ve M. abscessus gibi birbirine yakin tiirleri ayirt

etmekte zorlandig1 bildirilmistir (110).

GenoType Mycobacterium CM/AS testi (Hain Lifescience, Nehren, Almanya) 23S
rRNA gen bolgesini hedef alan bir ters hibridizasyon testidir (20,111). GenoType
Mycobacterium iki farkl kitten olugsmaktadir. CM kiti sik rastlanan mikobakterileri igerirken,
ek olarak kullanilan AS kiti ise daha nadir saptanan mikobakterileri igermektedir (20,112).
CM Kkitiyle M. avium subspecies, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum/M.
ulcerans, MTK ve M. xenopi tiirleri saptanabilmektedir. GenoType AS kitiyle ise M. simiae,
M. mucogenicum, M. goodie, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M.
heckeshornense, M. szulgai, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri,
M. asiaticum ve M. shimodei gibi daha nadir rastlanan tiirler saptanmaktadir (113). Bu testin
M. abscessus ve M. lentiflavum gibi bazi tiirleri tanimlamada sorun yasadigi bildirilmistir
(112). Ayrica kitin M. intracellulare probunun M. arosiense, M. chimaera, M. colombiense,
M. mantenii ve M. saskatchewanense gibi bazi yavas lireyen mikobakterilerle capraz

hibridizasyon olusturarak yanlig tanimlama yaptig1 belirtilmistir (20).

INNO-LiPA ve GenoType testlerinin her ikisi de kat1 ve sivi1 kiiltiirden tanimlama
yapabilmektedir. Testlerin sonug verme siiresi yaklasik 4-6 saattir. Speed-oligo Mycobacteria
(Vircel, Granada, Ispanya) testi ise yaklasik 3 saatte sonug vermektedir. Bu test hem 16S
rRNA, hem de 16S-23S rRNA bélgelerini hedef olarak kullanir. MTK iiyeleri ve 10 ek TDM

tiiriyle birlikte 19 mikobakteri tiirlinii tanimlamaktadir. Diger iki niikleik asit hibridizasyon

33



testine gore daha az tlir tanimlamakta ve ¢ogu tiirii kompleks ya da grup diizeyinde sonug
vermektedir (20). Niikleik asit hibridizasyon testleri dizi analizi gibi yontemlere gore daha az

teknik uzmanlik gerektiren, hizli sonug veren ancak yiiksek maliyetli testlerdir (112).
2.7.2.4. DNA Microarray

“DNA microarray ” genellikle bir cam yiizey lizerinde bilinen tiirlere ait goklu DNA
problarinin molekiiler hibridizasyon amaciyla bulundugu bir testtir. Bu yontem kisa siirede
binlerce genin es zamanli olarak analizini saglayan, filogenetik analiz ve tiir tanimlama i¢in
yararli bir testtir. Tiire 6zgii oligoniikleotid problariyla ger¢eklesen hibridizasyon reaksiyonu
floresan salinimi ile tespit edilir (114). “DNA microarray” testinin tiir tanimlama yaninda
rpoB diren¢ geni mutasyonunun tespitinde de yararli oldugu bilinmektedir. “DNA
microarray” testi su an i¢in arastirma amacl kullanilan, gelecek vadeden bir testtir. Testin

dezavantaj1 maliyetinin yiiksek olmasidir (27).
2.1.3. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi (HPLC)

Ilk olarak 1906 yilinda Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin ayriminda
kullanilan bu yontem daha sonra biyokimyasal molekiillerin tanimlanmasi ve 6l¢limiinde
kullanilmistir. Kromatografi yontemi ¢esitli maddelerin hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir
faz lizerinde farkli hizlarda hareket etmeleri mantigiyla ¢alismaktadir. Hareketli olan ¢oziicii
madde incelenen karisimi sabit ortam boyunca tasir. Hareketli faz kromatografi teknigine gore
gaz ya da s1vi olabilmektedir. Sabit faz ise selliiloz kagit, kapiller cam gibi bir madde olabilir
(115).

1970’11 yrllarin sonlarinda yiiksek basingli s1vi kromatografisi adinda bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemde cihazda bulunan pompalar araciligiyla olusturulan basing metal
bir siitun i¢inde bulunan sabit fazin i¢inden hareketli s1v1 fazin gecisini saglamaktadir. Bu
durum aragtirilan maddeyi olusturan bilesenlerin hizli bir sekilde fraksiyonlara ayrilmasiyla
sonuclanir. Farkli bilesenler farkli hizda ilerleyerek cikisa farkli zamanlarda ulasir. Bu
bilesenler bir dedektor araciligiyla tespit edilmektedir (116). Arastirilan maddenin 6zelligine
gore ultraviyole (UV), floresans, iletkenlik ve kiitle gibi dedektorler secilmektedir.
Dedektorler araciligiyla olusan kromatogramlar kaydedilerek bilgisayar programlariyla

degerlendirilmektedir (115).
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Mikobakteri tiirlerinin hiicre duvarindaki mikolik asitlerin HPLC ile analizi 6nemli bir
tan1 aract olmustur. HPLC cihazlarinin veritabaninda bulunan kiitiiphaneler tibbi olarak
onemli ve sik karsilasilan mikobakteri tiirlerine ait mikolik asit profillerini igermektedir.
Aragtirilan mikobakterinin mikolik asit analiziyle olusan kromatogramlar kiitiiphanedekilerle
karsilagtirilarak saatler i¢inde tiir tanimlanmaktadir (116). HPLC kullanimi kolay, hizli
sonuglanan ve 6zellikle yavas iireyen TDM’lerin tanisinda giivenilir bir yontemdir. Ancak
yontemin birtakim kisitliliklar1 s6z konusudur. Baz1 yeni tiirlerin ve M. simiae kompleks
tiyelerinin tanimlanmasinda zorluk yasandigi belirtilmistir (9). Bunun yaninda M. fortuitum
grup ve M. smegmatis grup iiyelerinin bazi tiirlerinin ayriminda sorun yasandigi, M. chelonae
ve M. abscessus ayriminin bazen yapilamadigi bildirilmistir (9,116). Geleneksel yontemlere
gore daha pahali bir yontem olmasi da yontemin bir diger dezavantajidir (116). Tiim bu
dezavantajlar1 nedeniyle TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda dizi analizi ve kiitle

spektrometresi gibi yontemler HPLC ile mikolik asit analizinin yerini almaktadir (20).

2.7.4. Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon/lyonizasyon-Ugus Zaman Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS)

Kiitle spektrometresinin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanima girmesi
patojenlerin tanimlanmasi agisindan 6nemli bir gelisme olmustur. Kiitle spektrometre
yontemleri analiz edilen maddenin kiitlesi (m) ve ylikiiniin (z) 6l¢limiine dayanir. Kiitle
spektrometre cihazlari baslica 3 birimden olusur. 1k birim olan iyon kaynag1 analiz edilen
maddenin iyonize olarak gaz fazina gegisini saglar. Ikinci birim olan kiitle analizorii iyonlari
kiitle/yiik (m/z) oranina goére ayirarak ugus zamanini hesaplar. Kiitle analizori iyonlari
birbirinden ayirmak igin bir vakum odast ve statik veya dinamik bir elektrik/manyetik alan
kullanabilir. Ugiincii birim ise bir elektron ¢ogaltict veya hizli osiloskop kullanarak iyonlart

saptar (20).

MALDI yontemi 6rnegin matriksle es zamanli kristalizasyonu esasina dayanir. Burada
kullanilan matriks arastirilan mikroorganizmaya ait proteinlerin iyonizasyonunu uyarir.
Kullanilan matrikse bagl olarak 6zgiil molekiiler agirlik araliklarinda protein spektrumlari
elde edilmektedir. Bu amagla kullanilan alfa-4-siyano-4-hidroksisinnamik asit (HCCA)
diizgiin dagilim gosteren kiiciik kiiresel kristaller olusumunu saglar. HCCA daha az lazer atisi
gerektirir ve her spektrum i¢in 80-150 pik olusturur. Baz1 mikroorganizmalar i¢in

kullaniminin uygun olmadigi belirtilmistir. 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB), 5-kloro-2-
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merkaptobenzotiazol ve 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit MALDI i¢in kullanilan diger
matriks tiirleridir (117).

Aragtirilan koloniler ve iizerine konulan matriks, dalgaboyu matriksin absorbsiyon
bandinda bulunan lazer 1s1ninin fotonlari tarafindan 1s1maya ugrar. Isima sonrasinda
molekiiller iyonizasyona ugrayarak gaz fazina geger (117). Olusan iyonlar hizlandirilarak
vakum ugus tiipiine gdnderilir. Burada iyonlar hizlarina gére ayrilir. Iyonlarin hiz1 m/z oranina
gore degismektedir. Diisiik m/z oranina sahip iyonlar yiiksek m/z oranina sahip olanlara gére
daha hizli hareket eder (Sekil 3). Farkli aminoasit dizilerinden olusan proteinler bir dizi peptit
kiitlesi olusturur ve bunlar dedektdr tarafindan saptanir. Tanimlanan peptit kiitlelerine ait
spektrum belli bir mikroorganizma tiiriine ait bir proteine 6zgiidiir. Peptit profilleri ya
koloniden direkt iyonizasyon yoluyla ya da mikroorganizmadan ekstraksiyonla elde edilen
protein ekstraktindan elde edilir. Elde edilen spektrum bir yazilim araciligryla cihazin
veritabaninda bulunan spektrumlarla karsilastirilarak tiir tanimlama islemi yapilir. Yanlis

tanimlamalar1 engellemek igin sonuglar bir skorlama algoritmasi ile verilmektedir (117).

Bruker Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) ve bioMérieux Vitek MS
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yaygin olarak kullanilan iki ticari MALDI-TOF MS
sistemidir. Bu cihazlar temelde ayni prensibe dayanmakla birlikte kullandiklar veritabanlari,

tan1 algoritmalari ve cihaz bigimi agisindan farkliliklar gosterir (20).

Klinik laboratuvarlarda bakteri ve mayalarin tanimlanmasinda MALDI-TOF MS
yonteminin gliglii bir tan1 araci oldugu bildirilmistir (118,119). Yo6ntem oldukga basit, hizli ve
geleneksel tan1 yontemlerine gore diisiik maliyetlidir. Cihazin ilk kurulumu ve birlikte
kullanildig1 yazilim pahali olsa da birim maliyeti oldukga diisiik bir yontemdir (120).
Mikobakteri tiirlerinin hiicre duvar yapist MALDI-TOF MS yo6ntemi ile tanimlanmalarin
zorlastiran bir 6zelliktir. Bu nedenle bir 6n islem asamasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu iglemin
amaci kimyasal ve fiziksel yollarla hiicre duvarina hasar vermek, formik asit ve asetonitril
yardimiyla protein ekstraksiyonunu saglamaktir (121). TDM’leri MALDI-TOF MS ile tiir
diizeyinde tanimlamada kullanilan besiyerine gére yontemin basarisinda farkliliklar
gozlendigi belirtilmistir. Kat1 besiyerinden tanimlamanin giivenilir oldugu, siv1 besiyerinden

tanimlamada sorunlar yasandigi bildirilmistir (121,122).

Mikobakterilerin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinda karsilasilan sorunlardan biri M.

tuberculosis kompleks iiyelerinin kompleks diizeyinde tanimlanabilmesi, tiir ayrimi

36



yapilamamasidir. Ayrica M. abscessus subsp. massiliense ve M. abscessus subsp. abscessus,
M. mucogenicum ve M. phocaicum gibi birbirine yakin bazi hizli iireyen mikobakteri tiirlerini

ayirt etmede zorlandig: bildirilmistir (20).

Dizi analizi yonteminde oldugu gibi MALDI-TOF MS i¢in de olmazsa olmaz
ihtiyaclardan biri kapsamli bir veritabanidir. Uygun kiitiiphane varligi ile klinik agidan 6nemi
olan bir¢ok mikobakteri tiirli basariyla tanimlanabilir (20). MALDI-TOF MS i¢in yapilan
mikobakteri kiitiiphane giincellemeleri ile daha fazla tiir dogru olarak tanimlanmaktadir.
Ortaya ¢ikan yeni tiirlerin ve suglarin dogru tanimlanmasi i¢in de giincel kiitiiphane varligi

onem tagimaktadir (123).
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Sekil 3. MALDI-TOF MS c¢alisma prensibi (20)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

2013-2019 yillarr arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari

Mikobakteriyoloji Birimi’ne gonderilen balgam, brons lavaj, BAL, trakeal sekret, lenf nodu

ve doku biyopsi 6rneklerinden iiretilen ve GenoType Mycobacterium CM/AS (Hain

Lifescience/Almanya) Kiti ile tiir diizeyinde tanimlanarak stoklanan 85 TDM izolati ¢alismaya
dahil edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Calismadaki TDM tiirlerinin yillara ve orneklere gore dagilim

TDM tiirii ve | Yl Ornek tipi
sayis1
M. abscessus Balgam | Brons BAL | Trakeal Doku Lenf nodu
(22) lavaj sekret biyopsisi | biyopsisi
2013 1 - - - - -
2014 1 - - - - -
2015 1 - - = - -
2016 3 1 1 - 1 1
2017 6 - - - - -
2018 1 1 - 1 - -
2019 2 1 - - - -
M. chelonae | 2016 - 2 1 - - -
(4)
2018 1 - - - - -
M. fortuitum | 2013 - 28 2 - - -
(37)
2014 2
2015 1 1
2016 1
2019 2
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Tablo 6 (Devam). Calismadaki TDM tiirlerinin yillara ve érneklere gore dagilim

TDM tiirii ve Yil | Ornek tipi
sayisi
Balgam | Brons | BAL | Trakeal | Doku Lenf
lavaj sekret biyopsisi | nodu
biyopsisi
M. gordonae (5) | 2014 1 - - - - -
2018 1 - - - - -
2019 2 1 - - - -
M. intracellulare | 2016 1 1 - - - -
(9)
2018 1 - - 2 - -
2019 2 3 1 r - -
M. kansasii (4) 2015 - 1 - - - -
2018 1 - - - - 1
2019 - 1 - . - -
M. lentiflavum 2019 1 - - - 2 -
1)
M. szulgai (3) 2019 - 2 1 - - -

3.2. TDM’lerin Hibridizasyon Testi ile Tamimlanmasi

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon igin LJ besiyerinde ya da BBL MGIT 7 ml tiiplerinde tiremis

mikobakteriler kullanildi.

1. LJ besiyerinde iireyen mikobakterilerden ekstraksiyon yapilmasi

1.1. Ekiivyon ile 1-2 koloni alind1 ve vidali kapakli tiipe eklenen 100 pL lizis tamponu

icinde siispanse edildi.

1.2. Onceden 95°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi.

1.3. Kapag1 agmadan 6nce kisa siire santrifiij edildi.
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1.4. 100 pL notralizasyon tamponu (A-NB) eklendi ve vorteks yapildi.
1.5. Maksimum 5 dakika hizda santrifiij edildi.

1.6. Stipernatant kisim ekstraksiyon {iriinii olarak kullanilmak iizere temiz bir tiipe

alind1.
2. BBL MGIT 7 ml tiiplerinde iireyen mikobakterilerden ekstraksiyon yapilmasi
2.1. Sivi kiiltiirden 1 mL aliarak vidali kapakli tiipe aktarildi.
2.2. 15 dakika 10.000 G’de santrifiij edildi ve siipernatant kisim atildu.
2.3. Dipteki ¢okelti tizerine 100 pL Lysis Buffer (A-LYS) eklenerek siispanse edildi.
2.4. Onceden 95°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5 dakika inkiibe edildi.
2.5. Kapag1 agmadan 6nce kisa siire santrifiij edildi.
2.6. 100 pL. A-NB eklendi ve vorteks yapildi.
2.7. Maksimum 5 dakika hizda santrifiij edildi.

2.8. Siipernatant kisim ekstraksiyon iiriinii olarak kullanilmak iizere temiz bir tiipe

aktarildi.
3.2.2. PZT ile Amplifikasyon
1. Calisilacak izolat sayisina (n) gore hesap edilerek PZT miksi hazirlandi.
- 35 pL Primer/Nucleotide miks (PNM) x n
- 5 uL 10x PZT buffer x n
- 2 uL magnezyum kloriir [25 milimol (mM) MgCl] X n
- 3 uL su [H20 (PZT grade)] x n
- 0.2 uL Taq Polimeraz x n

2. PZT miksi pipetlenerek karigtirildiktan sonra drnek sayisi kadar tiipiin her birine 45

uL pipetlendi.

3. Mikslerin tizerine 5 uL ekstrakt eklendi ve total voliim 50 ul.’ye tamamlandi.
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4. Tiipler 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek dnceden hazirlanan programda PZT dongiileri

baslatildi.
- 15 dakika 95 °C 1 dongii
- 30 saniye 95 °C
:||> 10 dongii
- 2 dakika 58 °C
- 25 saniye 95 °C
- 40 saniye 53 °C 20 dongi
- 40 saniye 70 °C
- 8 dakika 70 °C 1 dongii
3.2.3. Hibridizasyon Icin On Hazirlik

1. Calkalamali 1sitict/ TwinCubator (Hain Lifescience, Almanya) 6nceden 45°C’ye

ayarlandi.

2. Hibridizasyon tamponu (HYB) ve yikama soliisyonu (STR) kullanilmadan 6nce 37-
45 °C’ye getirildi.

3. Reaktifler kullanilmadan dnce galkalanarak iglerinde ¢okelti olmamasi saglandi.

4. Her hibridizasyondan 6nce konsantre konjugat (CON-C) reaktifi CON-D tamponu ile
oda 1s1sinda 1/100 oraninda diliie edildi. Bu amagla her strip i¢in 10 pL. konsantre reaktife 990
pL tampon eklendi.

5. Konsantre substrat (SUB-C) reaktifi SUB-D tamponu ile oda 1sisinda 1/100 oraninda
diliie edildi. Bu amagla her strip i¢in 10 pL konsantre reaktife 990 pL tampon eklendi.

3.2.4. Hibridizasyon Reaksiyonu
1. Kanalin ug¢ kismina 20 pL denatiirasyon soliisyonu (DEN) pipetlendi.

2. DEN soliisyonunun tizerine 20 pL PZT {irlinii pipetlenerek pipetle karistirildi ve oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

3. Karigimin tizerine 1 mL HYB eklendi ve homojen bir renk olusana kadar tepsi

yavasga sallandi.
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4. Her kanala renkli marker kismi1 yukariya gelecek sekilde bir strip yerlestirildi.

5. Calkalamali 1s1tict/ TwinCubator’de 30 dakika, 45°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonunda hibridizasyon tamponunun tamami Pasteur pipeti ile aspire edildi.

6. 1 mL STR yikama soliisyonu eklendi ve galkalamali 1sitici/ TwinCubator’de 45°C’de

15 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda yikama soliisyonu aspire edildi.

7. Bundan sonraki asamalar oda 1s1sinda gergeklestirildi. 1 mL Rinse soliisyonu (RIN)

eklendi ve 1 dakika ¢alkalamali platformda inkiibe edildi. Daha sonra soliisyon aspire edildi.

8. 1 mL diliie konjugat eklendi ve 30 dakika ¢alkalamali platformda inkiibe edildi.
Konjugat aspire edildikten sonra her strip ikiser kez 1 dakika Rinse soliisyonu ile yikandi ve

soliisyon aspire edildi.
9. 1 mL distile su ile yikama yapildi ve su aspire edildi.

10. 1 mL diliie substrat eklendi, 151ks1z ortamda ve oda 1sisinda stripler ¢alkalanmadan

3-20 dakika aras1 inkiibe edildi.

11. Substrat aspire edilerek uzaklastirildi ve her strip 2 kez distile su ile yikandi. Strip

penset ile alinarak kurutma kagidinin arasina birakilarak kurumasi igin beklendi.

12. Stripler GenoType Mycobacterium CM ve AS tanimlama kartlari ile karsilastirilarak

degerlendirildi ve tiir tanimlamalar1 yapild1 (Sekil 4 ve 5).

High GC gram-positive
M. tuberculosis complex”
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Sekil 4. GenoType Mycobacterium CM tamimlama Karti (124)
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Sekil 5. GenoType Mycobacterium AS tammmlama kart1 (125)
3.3. MALDI-TOF MS Yontemi ile TDM’lerin Tanimlanmasi
3.3.1. TDM ’lerin Uretilmesi

2013-2019 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji

Laboratuvari’nda TDM olarak tanimlanan izolatlara ait LJ besiyerlerinden alinan koloniler 0,5

mL distile su igerisinde siispanse edilerek LJ besiyerine (Becton Dickinson, ABD) ekim
yapildi. LJ besiyeri bulunmayan ya da LJ besiyeri kontamine olan izolatlarin MGIT
besiyerlerinden 0,5 mL alinarak LJ besiyerine ekim yapildi. Tiim islemler biyogiivenlik
kabininde gerceklestirildi. Ekim yapilan besiyerleri 37 °C’lik etiivde inkiibe edilerek giinliik

olarak iireme takibi yapildi. Ureyen koloniler Kinyoun boyama ydéntemiyle boyanarak aside

direncli basil oldugu gériildii. Ureyen izolatlar isleme alind1 (Sekil 6).

Sekil 6. LJ besiyerinde iireyen TDM kolonileri
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3.3.2. MALDI-TOF MS Yéntemi Icin TDM 'lerin Islemlenmesi

Tiim TDM izolatlar1 Bruker tarafindan 6nerilen mikobakteri ekstraksiyon protokoliine
(MycoEX) uygun olarak ¢alisild1 (126). Kolonilerle ilgili tiim islemler biyogiivenlik kabini

icerisinde gerceklestirildi. Organik ¢6ziicli ve matriks ¢eker ocak igerisinde hazirlandi.
3.3.2.1. Organik Coziiciintin Hazirlanmast
Gerekli kimyasallar:

- Asetonitril (ACN) (Merck, Darmstadt, Almanya)
- Distile su (Polifarma, Tekirdag, Tiirkiye)
- Trifloroasetik asit (TFA) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Yontem:

1. 1,5 mL’lik vidali kapakli mikrosantrifiij tiiptiniin (Eppendorf, Hamburg, Almanya)
igerisine 475 uL distile su eklendi.

2. Suyun tizerine 500 pL. ACN eklendi.

3. Elde edilen karigimin iizerine 25 pL TFA eklendi.
4, Cozelti vorteks ile karistirildi.

3.3.2.2. Matriks Soliisyonunun Hazirlanmasi

1. Kat1 ve porsiyonlanmig halde bulunan HCCA matriks (Bruker Daltonik GmbH,

Bremen, Almanya) lizerine hazirlanan organik ¢oziictiden 250 pL eklendi.

2. Cozlinme islemi tamamlanana kadar vorteks yapildi. Coziinmiis HCCA oda

sicakliginda muhafaza edildi.
3.3.2.3. TDM ’lerin Protein Ekstraksiyon Isleminin Yapilmas:

1. 1,5 mL’lik vidali kapakli mikrosantrifiij tiipleri (Eppendorf, Hamburg, Almanya)
igerisine 300 pL distile su eklendi.

2. Test edilecek TDM kolonileri plastik 6ze yardimiyla mikrosantrifiij tiiplerine
aktarild.

3. Kapaklari kapatilan tiipler sicakligi 95°C’ye ayarlanmuis 1sitictya yerlestirildi. 30
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dakika 1s1 blogu uygulandi.

4. Isiticidan ¢ikarilan tiiplere oda sicakligina geldikten sonra 900 pL %95’lik etil alkol
eklendi ve tiipler kapaklar1 kapatilarak vorteks yapildi.

5. Tiipler 13.000 rpm hizda 2 dakika santrifiij edildi, sonrasinda tek kullanimlik pastor
pipetleri ile tiiplerin dibinde kolonilerin olusturdugu ¢okeltiye zarar vermeden siipernatant

uzaklagtirildu.

6. Tiipler bir kez daha 13.000 rpm hizda ve 2 dakika santrifiij edildi. Kalan siipernatant

kolonilere zarar vermeden uzaklastirildi.
7. Tiipler, kurumalari i¢in oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
8. Kuruduktan sonra tiiplere yaklasik 40 mg zirkon boncuk eklendi.

9. Tiiplere ¢okeltinin boyutuna gore 10-50 pL ACN eklendi. Kapaklari kapatilarak 1
dakika vorteks yapildi.

10. Tiplere 25 pL %70’lik formik asit (Merck, Darmstadt, Almanya) eklendi ve 5

saniye vorteks yapildi.
11. Tipler 13.000 rpm hizda 2 dakika siireyle santrifiij edildi.

12. Tiiplerdeki siipernatant kisimlardan 1 pL alinarak MALDI hedef plakaya (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) aktarildi ve kurumaya birakildi (Sekil 7).

13. Kuruma iglemi bittikten hemen sonra hedef plakadaki noktalara 1 uL. HCCA matriks

soliisyonu eklendi.

14. Cihaza yiiklemeye hazir duruma gelmesi i¢in hedef plaka lizerindeki matriks

kuruyana kadar bekletildi.
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Sekil 7. Matriksi kuruyan MALDI hedef plakanin goriintiisii

3.3.2.4. MALDI-TOF MS Cihaz: ile Tammlama Islemi

Hedef plaka MALDI Biotyper Smart (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya)
cihazina yiiklendi. Cihaz 200 hertz (Hz) lazer frekans ve 2000-20000 Da kiitle spektrum
araliginda ¢alistirilarak mikobakterilere ait kiitle spektrumlar1 elde edildi. FlexControl 3.4
yazilimi (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) ile protein profilleri elde edilerek
FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) uygulamasi araciligiyla
analizler yapildi. Referans kiitiiphane olarak 178 mikobakteri tiirii igeren MBT Mycobacteria
Library v6.0 kullanildi (127).
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4. BULGULAR

Calismada yer alan ve GenoType Mycobacterium CM/AS (Hain Lifescience, Nehren,
Almanya ) kitiyle tiir diizeyinde tanimlanmig olan 85 TDM izolatindan 83’ (%97.6) MALDI
Biotyper Smart ile tiir diizeyinde tanimlandi. 83 TDM izolat1 i¢in 6zgiil kiitle spektrumlari
elde edildi (Sekil 8, 9 ve 10). GenoType Mycobacterium CM/AS testi ile tanimlanan 2 izolat
MALDI-TOF ile tiir diizeyinde tanimlanamadi (Tablo 7).
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Sekil 8. MALDI-TOF MS ile “Mycobacterium chimaera-intracellulare group”

olarak tanimlanan bir izolata ait kiitle spektrum grafigi
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Sekil 9. MALDI-TOF MS ile M. kansasii olarak tanimlanan bir izolata ait kiitle

spektrum grafigi
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Sekil 10. MALDI-TOF MS ile M. lentiflavum olarak tammmlanan bir izolata ait

kiitle spektrum grafigi
GenoType Mycobacterium CM/AS ve MALDI-TOF MS yontemlerine ait tiir

tanimlama sonuclar1 Tablo 6’da yer almaktadir.
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Tablo 7. GenoType Mycobacterium CM/AS ve MALDI-TOF MS sonuglari

Izolat GenoType Bruker Bruker Uyum
Numarasi | Mycobacterium MALDI-TOF | MALDI-TOF
CM/AS MS MS Skor
1. M. abscessus M. abscessus 2.41 Uyumlu
2. M. abscessus M. abscessus 2.21 Uyumlu
3. M. abscessus M. abscessus 2.20 Uyumlu
4. M. abscessus M. abscessus 2.18 Uyumlu
5. M. abscessus M. abscessus 2.08 Uyumlu
6. M. abscessus M. abscessus 2.07 Uyumlu
7. M. abscessus M. abscessus 2.07 Uyumlu
8. M. abscessus M. abscessus 2.06 Uyumlu
9. M. abscessus M. abscessus 2.05 Uyumlu
10. M. abscessus M. abscessus 2.04 Uyumlu
11. M. abscessus M. abscessus 2.04 Uyumlu
12. M. abscessus M. abscessus 1.92 Uyumlu
13. M. abscessus M. abscessus 1.90 Uyumlu
14. M. abscessus M. abscessus 1.88 Uyumlu
15. M. abscessus M. abscessus 1.84 Uyumlu
16. M. abscessus M. abscessus 1.83 Uyumlu
17. M. abscessus M. abscessus 1.82 Uyumlu
18. M. abscessus M. abscessus 1.82 Uyumlu
19. M. abscessus M. abscessus 1.82 Uyumlu
20. M. abscessus M. abscessus 1.80 Uyumlu
21. M. abscessus M. abscessus 1.78 Uyumlu
22. M. abscessus M. abscessus 1.74 Uyumlu
23. M. chelonae M. chelonae 2.13 Uyumlu
24, M. chelonae M. chelonae 1.95 Uyumlu
25. M. chelonae M. chelonae 1.71 Uyumlu
26. M. chelonae M. abscessus 2.00 Uyumsuz
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Tablo 7 (Devam). GenoType Mycobacterium CM/AS ve MALDI-TOF MS sonuclari

27. M. fortuitum M. fortuitum 2.14 Uyumlu
28. M. fortuitum M. fortuitum 1.95 Uyumlu
29. M. fortuitum M. fortuitum 1.91 Uyumlu
30. M. fortuitum M. fortuitum 1.87 Uyumlu
31. M. fortuitum M. fortuitum 1.85 Uyumlu
32. M. fortuitum M. fortuitum 1.78 Uyumlu
33. M. fortuitum M. fortuitum 1.75 Uyumlu
34. M. fortuitum M. porcinum 2.43 Uyumlu
35. M. fortuitum M. porcinum 2.40 Uyumlu
36. M. fortuitum M. porcinum 2.40 Uyumlu
37. M. fortuitum M. porcinum 2.38 Uyumlu
38. M. fortuitum M. porcinum 2.38 Uyumlu
39. M. fortuitum M. porcinum 2.38 Uyumlu
40. M. fortuitum M. porcinum 2.38 Uyumlu
41. M. fortuitum M. porcinum 2,37 Uyumlu
42. M. fortuitum M. porcinum 2.37 Uyumlu
43. M. fortuitum M. porcinum 2.37 Uyumlu
44, M. fortuitum M. porcinum 2.36 Uyumlu
45, M. fortuitum M. porcinum 2.34 Uyumlu
46. M. fortuitum M. porcinum 2.34 Uyumlu
47. M. fortuitum M. porcinum 2.34 Uyumlu
48. M. fortuitum M. porcinum 2.33 Uyumlu
49, M. fortuitum M. porcinum 2.32 Uyumlu
50. M. fortuitum M. porcinum 2.31 Uyumlu
51. M. fortuitum M. porcinum 2.28 Uyumlu
52. M. fortuitum M. porcinum 2.26 Uyumlu
53. M. fortuitum M. porcinum 2.24 Uyumlu
54, M. fortuitum M. porcinum 2.16 Uyumlu
55. M. fortuitum M. porcinum 1.98 Uyumlu
56. M. fortuitum M. porcinum 1.92 Uyumlu
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Tablo 7 (Devam). GenoType Mycobacterium CM/AS ve MALDI-TOF MS sonugclar:

57.| M. fortuitum M. porcinum 1.90 Uyumlu

58.| M. fortuitum M. porcinum 1.90 Uyumlu

59.| M. fortuitum M. porcinum 1.90 Uyumlu

60.| M. fortuitum M. porcinum 1.88 Uyumlu

61.| M. fortuitum M. porcinum 1.85 Uyumlu

62.| M. fortuitum M. porcinum 1.81 Uyumlu

63.| M. fortuitum M. porcinum 1.78 Uyumlu

64.| M. gordonae M. gordonae 2.03 Uyumlu

65.| M. gordonae M. gordonae 1.99 Uyumlu

66.| M. gordonae M. paragordonae 2.26 Uyumlu

67.| M. gordonae M.paragordonae 1.95 Uyumlu

68.| M. gordonae M.paragordonae 1.88 Uyumlu

69.| M. intracellulare M. chimaera 2.12 Uyumlu
intracellulare group

70.| M. intracellulare M. chimaera 1.97 Uyumlu
intracellulare group

71.| M. intracellulare M. chimaera 1.97 Uyumlu
intracellulare group

72.| M. intracellulare M. chimaera 1.91 Uyumlu
intracellulare group

73.| M. intracellulare M. chimaera 1.86 Uyumlu
intracellulare group

74.| M. intracellulare M. chimaera 1.83 Uyumlu
intracellulare group

75.| M. intracellulare M. chimaera 1.81 Uyumlu
intracellulare group

76.| M. intracellulare M. colombiense 1.82 Uyumlu

77.| M. intracellulare M. colombiense 1.70 Uyumlu

78.| M. kansasii M. kansasii 2.14 Uyumlu

79.| M. kansasii M. kansasii 2.07 Uyumlu
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Tablo 7 (Devam). GenoType Mycobacterium CM/AS ve MALDI-TOF MS sonuclari

80. | M. kansasii M. kansasii 1.94 Uyumlu
81. | M. kansasii M. kansasii 1.88 Uyumlu
82. | M. lentiflavum M. lentiflavum 1.85 Uyumlu
83. | M. szulgai M. lentiflavum 1.95 Uyumsuz
84. | M. szulgai Tanimlanamadi - Uyumsuz
85. | M. szulgai Tanimlanamadi - Uyumsuz

Bruker MALDI-TOF MS ile yapilan bakteriyoloji ¢alismalarinda tiir diizeyinde

tanimlama i¢in > 2.00, cins diizeyinde tanimlama icin 1.70-1.99 aras1 giivenilir tanimlama

skoru olarak belirlenmistir. 1.70’in altindaki skorlar ise giivenilir olmayan tanimlama

anlamia gelmektedir. Ancak mikobakteriler i¢in yapilan ¢alismalarda sonuglarin molekiiler

yontemlerle uyum gostermesi nedeniyle tiir diizeyinde giivenilir tanimlama igin > 1.70 skor

yeterli kabul edilmektedir (12,122). Bizim ¢alismamizda da > 1.70 skor tiir diizeyinde

tanimlama igin yeterli olarak kabul edildi. Calistigimiz izolatlarin 40 (%47) tanesi > 2.00, 43

(%51) tanesi 1.70-1.99 arasi skor ile tanimlanirken 2 (%?2) izolat i¢in <1.70 skor elde edilmis

ve tanimlanamamustir (Sekil 11).

1.70-1.99 skor; 50.6%

< 1.70 skor; 2.4%

® >2.00skor = 1.70-1.99 skor

® < 1.70 skor

>2.00 skor; 47%

Sekil 11. MALDI-TOF MS ile tammmlanan izolatlar icin skor dagilin
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Calismada yer alan izolatlardan 22 M. abscessus, 4 M. kansasii ve 1 M. lentiflavum
izolatinin tamami GenoType Mycobacterium CM/AS testi ile uyumlu olarak tanimlandi. Dort
M. chelonae izolatinin {igii (%75) M. chelonae olarak tanimlanirken bir izolat (%25) M.
abscessus olarak tanimlandi. Otuz yedi M. fortuitum izolatindan 30 (%81) izolat M. porcinum,
7 (%19) izolat M. fortuitum olarak tanimlandi. Genotype Mycobacterium CM/AS testinde M.
porcinum ayri bir tiir olarak yer almadigi ve M. fortuitum kompleks iginde yer alan bir tiir
oldugu i¢in GenoType Mycobacterium testiyle MALDI-TOF sonuglari bu tiirlere ait 37 izolat
icin uyumlu kabul edildi. Calismada bulunan 5 M. gordonae izolatinin 2’si (%40) M.
gordonae, 3 izolat (%60) ise M. paragordonae olarak tanimlandi. M. paragordonae tiirii de
GenoType Mycobacterium testiyle tanimlanabilen tiirler arasinda yer almayan bir tiir olup,
genetik acidan M. gordonae tiirii ile ¢ok yiiksek benzerlik gosterdigi igin bu izolatlarin sonucu
da uyumlu kabul edildi (128). Dokuz M. intracellulare izolatinin yedisi (%78) M. chimaera-
intracellulare group, ikisi (%22) M. colombiense olarak tanimlandi. M. chimaera ve M.
intracellulare MAK iginde yer alan iki tiirdiir. Protein spektrumlari birbiriyle ¢ok benzer
oldugu i¢cin MALDI-TOF MS yontemiyle bir grup olarak tanimlanmaktadir. M. colombiense
de yine MAK iginde yer alan tiirlerden biridir. M. chimaera ve M. colombiense GenoType
Mycobacterium testiyle ayr1 bir tiir olarak tanimlanamamaktadir. Bunun yaninda GenoType
Mycobacterium testinde M. chimaera ve M. intracellulare tiirlerinin ayn1 bant paternini
gosterdigi belirtilmistir (124). Bu nedenle bu dokuz izolatin sonucu da iki test igin uyumlu
kabul edildi. U¢ M. szulgai izolatindan bir izolat M. lentiflavum olarak tanimlanirken, iki
izolat ise MALDI-TOF MS ile tanimlanamada. Iki test arasindaki uyum 81/85 (%95.2) olarak
hesaplandi. Bunun yaninda her iki test igin hasta bas1 maliyet ve test siiresi degerleri

hesaplanarak karsilastirildi (Tablo 7).

Tablo 8. GenoType Mycobacterium CM/AS ve Bruker MALDI-TOF MS testleri

icin birim maliyet degerleri ve test siireleri

GenoType Mycobacterium | Bruker MALDI-TOF MS
CM/AS

Hasta bas1 maliyet 25% 1%

Test siiresi 5 saat 1 saat 30 dakika
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5. TARTISMA

TDM’lere bagli enfeksiyonlarin insidansi diinya genelinde artmaktadir. Hem immiin
sistemi baskilanmis kisilerde, hem de immiin sistemi saglam kisilerde hastaliga neden
olmaktadir. Nadiren insandan insana bulas goriilse de genellikler su ve toprak gibi ¢evresel
kaynaklardan insana bulagmaktadir. TDM tiirleri antibiyotiklere diren¢ kazanmalar1 nedeniyle
tedavisi zor enfeksiyonlara yol agmaktadir. En sik solunum yolu enfeksiyonu seklinde klinik
olusturan TDM’ler lenfadenopatiden aseptik menenjite kadar degisen enfeksiyonlar
olusturabilmektedir. Dogru antimikrobiyal tedavinin verilmesi i¢in de mikobakteriler igin tiir

diizeyinde tanimlama yapilmasi 6nem tagimaktadir.

Laboratuvarda TDM’leri tanimlamak icin kullanilan biyokimyasal yontemler hem
uygulamasi ve degerlendirmesi zor, hem uzun siirede sonuglanan yontemler olmasi nedeniyle
daha hizli, duyarli ve giivenilir tan1 yontemlerine ihtiyag duyulmustur. DNA dizi analizi ve
niikleik asit hibridizasyon yontemi gibi molekiiler yontemler, HPLC ile mikolik asit analizi,
MALDI-TOF MS gibi kiitle spektrum analizi yapan yontemler bu amagla kullanilan
yontemlerdir (129). Bu yontemlerden HPLC egitimli personele ihtiyag duyulan ve pahali bir
yontemdir (130). Niikleik asit hibridizasyon testleri PZT ve sonrasinda elde edilen iriinlerin
membrana bagli problarla hibridizasyonuna dayanan testlerdir. Ancak oldukc¢a pahali ve
zaman alict testlerdir. Ayrica maliyet etkin ¢alismak i¢in izolatlarin biriktirilerek
tanimlanmasi gerekmekte ve bu da zaman kaybina neden olmaktadir (131). Hizli ve 6zgiil
tanimlama imkani1 sunan DNA dizi analizi mikobakteri tanimlamada altin standart yontem
olsa da pahali ve molekiiler mikrobiyoloji agisindan kalifiye personel gerektiren bir yontemdir
(13).

MALDI-TOF MS, uygulamasi basit, hizli1 ve maliyet etkin bir yontem olarak
bilinmektedir (12). Klinik 6rneklerden bakteri ve mantar tiirlerinin rutin olarak tanimlanmasi,
epidemiyolojik ¢alismalar, su ve gida kaynakli patojenlerin saptanmasi, antimikrobiyal direng
tespiti gibi amaglarla mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (132). MALDI-TOF
MS yontemiyle mikobakterilerin tanimlanmasi ile ilgili galismalar bulunmaktadir (12—

14,120,121).

Bu ¢alismada Bruker MALDI-TOF MS ile GenoType Mycobacterium CM/AS testi
karsilastirildi. Laboratuvarimizda rutin olarak TDM tiir tayininde kullanilmis olan GenoType
Mycobacterium CM/AS ile tanimlanan 85 TDM izolatit MALDI-TOF MS ile ¢alisilarak iki
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testin uyumu, birbirlerine olan ustiinliikleri belirlendi ve iki testin siireleri ve birim maliyetleri
karsilastirildi, MALDI-TOF MS yonteminin mikobakterilerin rutin tanisina uygun olup

olmadig1 degerlendirildi.

Calismamiza dahil olan 85 izolatin 83’1 (%97.6) MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde
tanimland. iKi testin uyumu % 95.2 (81/85) olarak hesaplandu. 2 izolat (%2.35) tiir
diizeyinde tanimlanamadi, 2 izolat (%2.35) igin ise iki testte tanimlanan tiirler birbiriyle
uyumsuz bulundu.Bu nedenle toplam 4 izolat (%4.8) i¢in sonuglar uyumsuz olarak

degerlendirildi.

Literatiirdeki ¢alismalarda bu iki test arasindaki uyum genel olarak bizim
calismamizdakiyle benzer diizeydedir. Mediavilla-Gradolph ve ark. Ispanya’da yaptiklart
calismada 66 TDM izolatin1 GenoType Mycobacterium CM/AS ve Microflex MALDI-TOF
MS ( Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) ile tanimlayarak iki testin sonuglarini
karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada MALDI-TOF MS i¢in Mycobacteria Library v1.0
kiitiiphanesi kullanilmistir. GenoType testi izolatlarin 64’iinii (%96.9), MALDI-TOF MS ise
65’ini (%98.4) tanimlanmustir. Iki test arasindaki uyum % 96.9 olarak hesaplanmustir. ki
testten en az biriyle tanimlanamayan izolatlar referans laboratuvara gonderilmistir. Bu
izolatlar referans laboratuvarda PRA ve 16S rRNA dizi analizi ile tanimlanmistir. Bir M.
elephantis izolati sadece MALDI-TOF MS ile tanimlanmis, dizi analiziyle de sonug
dogrulanmustir. Iki yontem tarafindan da tanimlanamayan bir izolat ise dizi analiziyle M.
duvalii olarak tanimlanmistir. Bu tiiriin ¢aligmada kullanilan Mycobacteria Library v1.0

kiitiphanesinde yer almayan bir tiir oldugu belirtilmistir (133).

Ispanya’da yapilan bir diger ¢alismada Costa-Aldalde ve ark. tarafindan hizli iireyen
TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi agisindan GenoType Mycobacterium CM/AS ve
Bruker Microflex LT MALDI-TOF MS yontemleri karsilastirilmistir. Referans yontem olarak
rpoB geninin parsiyel dizi analizi kullanilmigtir. Bu yontemin dogrulugunu artirmak amaciyla
filogenetik analiz de gerceklestirilmistir. Dizi analiziyle tanimlanan 43 tiiriin GenoType ile
27’si (%62.8), MALDI-TOF MS ile 38’1 (%88.3) uyumlu olarak sonuglanmistir. GenoType
ile dogru tanimlanan 27 izolat MALDI-TOF MS ile de dogru tanimlanirken, MALDI-TOF
MS ek olarak 11 izolat1 daha dogru tanimlamistir. Bu ¢alismada MALDI-TOF MS
yonteminin tiir tanimlamada GenoType yontemine gore belirgin olarak daha basarili oldugu

belirtilmistir (134).
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Akyar ve ark. tarafindan yapilan ve dort merkezden alinan izolatlar1 iceren ¢aligmada
hsp65/16S rRNA dizi analizi yontemi ile Bruker MALDI-TOF MS karsilastirilmistir. MBT
ML 4.0 kiitiiphanesinin kullanildigi, 60 MTK ve 95 TDM izolatinin yer aldig1 calismada
Bruker MALDI-TOF MS MTK izolatlarinin % 100’nii, TDM izolatlarinin % 91’ini tiir
diizeyinde tanimlamistir. Tanimlanan TDM izolatlar i¢in iki test arasindaki uyum % 95

olarak hesaplanmistir (12).

Saml1 ve ark. tarafindan Marmara Universitesi Hastanesi’nde yapilan ¢alismada 2012-
2013 arasinda klinik 6rneklerden iiremis 69 izolat MPT64 immiinokromatografik test ile 56
(%81) MTK ve 13 (%19) TDM izolat1 seklinde ayrilmistir. Daha sonra izolatlar GenoType
Mycobacterium CM/AS ve Vitek MS (bioMérieux, Fransa) ile tanimlanmistir. Izolatlarin %
100’ GenoType testiyle tiir diizeyinde tanimlanmstir. Vitek MS ile MTK izolatlarinin %
100’1 dogru tanimlanirken, TDM izolatlar1 i¢in bu oran % 38.5’tir. Calismada yer alan 5 M.
intracellulare izolatinin tamami GenoType hibridizasyon testi ile uyumlu sonug¢ vermistir.
Diger 8 (%61.5) izolat ise tiir diizeyinde tanimlanamamuistir. Bu ¢alismada TDM’lerin biiytik
kisminin MALDI-TOF ile tanimlanamamasi, kullanilan VITEK MS V2.0 kiitiiphanesinin
eksikligi ile iliskilendirilmistir (14).

Geng ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 152 TDM izolati Bruker MALDI-TOF MS
ve PRA ile calisilmistir. Altin standart yontem olarak hsp65 dizi analizi kullanilmistir.
MALDI-TOF MS izolatlarin %97.4’{inii, PRA y6ntemi izolatlarin %98’ini dogru
tanimlamistir. MALDI-TOF MS ile PRA arasindaki uyum %93.4 olarak hesaplanmistir (135).

Bizim ¢aligmamizda yer alan tiirlerden M. abscessus, M. kansasii ve M. lentiflavum i¢in
iki test arasindaki uyum %100 olarak hesaplandi. Sriram ve ark. tarafindan yapilmis
calismada fenotipik yontemlerle tanimlanmis 35 M. abscessus izolatt Bruker MALDI-TOF
MS ile calisilmistir. Mycobacterium v2.0 kiitiiphanesinin kullanildig1 bu calismada izolatlarin
%65.7si (23/35) 1.70 ve lizeri skorla tiir diizeyinde tanimlanmistir (136). Akyar ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada hsp65/16S rRNA dizi analizi ile tanimlanan 11 M. abscessus
izolatinin 10°u (%91), 8 M. kansasii ve 4 M. lentiflavum izolatinin tamami (%100), Bruker
MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde basariyla tanimlanmistir (12). Mediavilla-Gradolph ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada 4 M. abscessus, 4 M. kansasii ve 3 M. lentiflavum izolat1
icin Bruker MALDI-TOF MS ve GenoType Mycobacterium CM/AS arasindaki uyum her 3
tiir igin de %100 olarak hesaplanmustir (133).
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Calismamizdaki M. chelonae izolatlari igin iki test arasindaki uyum % 75 olarak
hesaplandi. GenoType Mycobacterium CM/AS ile M. chelonae olarak tanimlanan 1 izolat
MALDI-TOF MS ile 2.00 skorla M. abscessus olarak tanimlandi. Mediavilla-Gradolph ve
ark. ¢alistiklar1 5 M. chelonae izolat1 igin Bruker MALDI-TOF MS ve GenoType
Mycobacterium CM/AS testlerinin uyum degerini %100 olarak hesaplamistir (133). M.
abscessus ve M. chelonae filogenetik olarak birbirine yakin tiirlerdir. Bunlardan M. abscessus
tirtiniin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinin M. chelonae tiiriiniin etken oldugu
enfeksiyonlara gore tedavisinin daha zor oldugu bildirilmistir (9). TDM’lerin tedavisinde
onemli bir yer tutan makrolid grubu antibiyotiklere erm geni nedeniyle indiiklenebilir direng
gelisebilmektedir. M. abscessus tiiriine ait suslarin biiyiik kisminda erm (41) geninin eksprese
oldugu bilinirken M. chelonae tiirlerinde erm geninin eksprese olmadigi, M. chelonae tiiriiniin
makrolidlere daha duyarli oldugu belirtilmistir (137). Bu iki tiiriin ayriminin dogru yapilmasi
tedaviyi yonlendirmede onemli bir basamak olusturmaktadir. MALDI-TOF MS,
calismamizdaki bu izolat i¢in giivenilir olarak kabul edilen bir skorla M. abscessus olarak
tanimlama yapmistir. Ayrica niikleik asit hibridizasyon testlerinin zaman zaman M. chelonae
ve M. abscessus tiirlerini birbirinden ayirmada zorluk ¢ektigi bildirilmistir (112). Kesin bir
sonuca varmak i¢in iki testin uyumsuz sonug verdigi bu izolatin dizi analizi gibi {igiincii bir

testle tanimlanmasi dogru sonucu elde etmeye yardimci olabilir.

Calisgmamizda yer alan ve GenoType ile M. fortuitum olarak tanimlanan 37 izolattan
30’u (%81) MALDI-TOF MS ile M. porcinum olarak tanimlandi. M. porcinum, M. fortuitum
kompleks i¢inde yer almaktadir. M. fortuitum kompleks M. fortuitum, M. peregrinum, M.
porcinum, M. septicum, M. conceptionense, M. boenickei, M. houstonense, M.
neworleansense, M. brisbanense, M. farcinogenes, M. senegalense ve M. setense tiirlerini
icermektedir (138). Bunlardan M. porcinum ilk kez 1983 yilinda Tsukamura ve ark. tarafindan
domuzlarda submandibuler lenfadenit etkeni olarak tanimlanmistir. Tsukamura ve ark. bu
tiirtin M. fortuitum ile oldukga benzer bir tiir oldugunu ifade etmislerdir. M. porcinum tiiriiniin
D-mannitol, i-myo-inozitol ve siiksinamidaz pozitif, nitrat negatif olmasi; ayrica amonyak
nitrojeni varlifinda benzoati tek karbon kaynag olarak kullanmasi gibi 6zellikler yoniinden
M. fortuitum ile farklilik gosterdigini belirtmislerdir (139). M. fortuitum solunum yolu
enfeksiyonlari, kemikle ilgili enfeksiyonlar, cerrahi sonrasi deri/yumusak doku enfeksiyonlari
ve kateter iligkili enfeksiyonlardan sorumlu tutulmustur (140). M. porcinum tiiriiniin de

benzer sekilde basta yara yeri enfeksiyonlar1 olmak {izere solunum yolu enfeksiyonlari,
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santral venoz kateter iliskili enfeksiyonlar, lenfadenit, osteomyelit, peritonit gibi

enfeksiyonlardan sorumlu oldugu belirtilmistir (141).

Mediavilla-Gradolph ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada GenoType Mycobacterium
CMI/AS ile M. fortuitum olarak tanimlanan 7 izolat Bruker MALDI-TOF MS ile ¢alisildiginda
6’s1 (%86) M. fortuitum, 1’1 (%14) ise M. porcinum olarak tanimlanmistir. Mediavilla-
Gradolph ve ark. M. porcinum olarak tanimlanan bu izolatin sonucunu iki test igin uyumlu

kabul ettiklerini ifade etmislerdir (133).

M. porcinum GenoType Mycobacterium CM/AS ile tanimlanamayan tiirlerden biridir
(124). MALDI-TOF MS ile M. porcinum olarak tanimlanan 30 izolatin GenoType
Mycobacterium CM/AS testiyle M. fortuitum olarak tanimlanmasi bu iki tiir arasindaki
filogenetik yakinliktan kaynaklanmaktadir. Bu gerekgeyle ¢calismamizdaki bu izolatlarin
sonuglar1 uyumlu olarak kabul edildi. Ayrica birbirine oldukg¢a benzer bu iki tiiriin ayrimini
yapabilmesi MALDI-TOF MS yo6nteminin niikleik asit hibridizasyon yontemine bir iistiinliigii

olarak diistiniilebilir.

GenoType Mycobacterium CM/AS ile M. gordonae olarak tanimlanan 5 izolatin 2’si
(%40) MALDI-TOF MS ile de ayni sonucu verirken, diger 3 (%60) izolat ise M.
paragordonae olarak tanimlandi. M. paragordonae 2014 yilinda Kim ve ark. tarafindan yeni
bir mikobakteri tiirii olarak tanimlanmustir. Ilk kez Giiney Kore’de akciger enfeksiyonu klinigi
olan bir hastanin balgam 6rneginden izole edilmistir. Yavas iiredigi ve skotokromojenik
oldugu tespit edilen bu tiiriin fenotipik olarak M. gordonae tiiriine ¢ok benzedigi belirtilmistir.
Ancak M. paragordonae en iyi 25-30 °C’de tiremesi, Middlebrook 7H10 besiyerine yapilan
pasajlarda 37 °C’de iireyememesi gibi 6zelliklerle fenotipik olarak M. gordonae tiirtinden
ayrilmaktadir. Kim ve ark. yaptiklar1 16S rRNA dizi analizinde 1393 bp’lik gen bolgesini
analiz etmisler, M. paragordonae ve M. gordonae tiirleri i¢in diziler arasinda %99 diizeyinde
benzerlik saptamislardir. iki tiiriin MALDI-TOF MS lipit analizleri, hsp65 ve rpoB bélgeleri
ile yapilan filogenetik analizleri sonucunda ise birbirinden farkli tiirler oldugu anlagilmistir
(142). M. paragordonae GenoType Mycobacterium CM/AS ile tanimlanabilen tiirler arasinda
yer almamaktadir (124,125). MALDI-TOF MS ile M. paragordonae olarak tanimlanan 3
izolatin GenoType Mycobacterium CM/AS ile M. gordonae olarak tanimlanmasi bu iki tiir
arasindaki filogenetik yakinliktan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle calismamizdaki bu

izolatlarin sonuglari iKi test i¢in uyumlu kabul edildi. Ayrica genetik olarak birbirine yakinlik
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gosteren bu iki tiirii ayirt edebilmesi MALDI-TOF MS yontemi i¢in olumlu bir 6zellik olarak
goriinmektedir. Akyar ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada Bruker MALDI-TOF MS
yontemi, 16S rRNA/hsp65 dizi analizi ile tanimlanan M. gordonae ve M. paragordonae

izolatlarini sirasiyla %94 ve %80 dogrulukla tanimlamistir (12).

Calismamizda GenoType Mycobacterium CM/AS ile M. intracellulare olarak
tanimlanan 9 izolat Bruker MALDI-TOF MS ile ¢alisildiginda 7’si (%78) “M. chimaera-
intracellulare group”, 2’si (%22) ise M. colombiense olarak tanimlandi. M. avium, M.
intracellulare, M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. vulneris, M. marseillense, M.
timonense, M. bouchedurhonense,M. yongonense, M. paraintracellulare ve M. lepraemurium
MAK i¢inde yer alan tiirlerdir (143). GenoType Mycobacterium CM testinde M. chimaera ve
M. intracellulare ayni bant paternini gdsterdigi i¢in M. chimaera tiirii M. intracellulare olarak
tanimlanmaktadir (124). M. intracellulare ve M. chimaera ¢alismada kullandigimiz MBT
Mycobacteria Library v6.0 kiitiiphanesinde ayr1 birer tiir olarak yer almaktadir. Ancak iki
tirtin kiitle spektrumlari birbirine ¢ok benzedigi i¢in bu tiirlerin “M. chimaera-intracellulare
group” olarak tanimlandig1 belirtilmistir. Bu tiirleri tiir diizeyinde tanimlayabilmek icin ek bir
testin uygulanmasi gerektigi ifade edilmistir (127). Bu nedenlerden 6tiirli galismamizda
MALDI-TOF MS ile “M. chimaera-intracellulare group” olarak tanimlanan 7 izolatin sonucu

bu iki test i¢in uyumlu kabul edildi.

Pranada ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada M. chimaera ve M. intracellulare tiirlerine
ait referans suslar ve klinikten elde edilen suslar kullanilarak Bruker MALDI-TOF MS ile bu
tirler caligilmistir. FlexAnalysis 3.4 yazilimi kullanilarak iki tiir i¢in ortak olan ve her iki tiir
icin de 6zgiil olan spektrumlarin gorsel olarak degerlendirildigi ve bunlarin kalibrasyonunun
yapildigi ifade edilmistir. ClinProTools 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) ve
MALDI Biotyper PeakShift Prototype yazilimlar ile farkli tanimlama modelleri olusturulmus

ve bu sekilde bu iki tiire ait izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabildigi belirtilmistir (144).

16S rRNA dizi analizinde M. chimaera ve M. intracellulare arasinda 1 bp’lik fark
bulunmaktadir. Birbirine filogenetik olarak bu kadar yakin olan iki tiiriin tanimlanmasinda
gerek niikleik asit hibridizasyon testleriyle, gerekse MALDI-TOF MS ile zorluk
yagsanmaktadir (144). Ancak epidemiyolojik verinin, enfeksiyon odaklarinin ve
kontaminasyonun dogru belirlenmesi, ayrica salgin takibi yapilmasi agisindan tiir diizeyinde

tanimlama onem tasimaktadir. Avrupa ve ABD’de kalp cerrahisinde kullanilan 1sitici-
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sogutucu cihazlarin M. chimaera tiiriiyle kontaminasyonu sonucunda ger¢eklesen salginlar
g6z onilinde bulunduruldugunda tiir diizeyinde tanimlamanin 6nemi daha iyi anlasilmaktadir
(145). Bu nedenle ¢alismamiz sonucunda hem niikleik asit hibridizasyon testlerinde, hem de
MALDI-TOF MS yonteminde bu tiiriin tanimlanmasi1 konusunda iyilestirme gereksinimi

oldugu diisiiniildii.

M. colombiense tiirii de MAK i¢inde yer alan ve nadiren enfeksiyona yol agan bir tiirdiir
(146). i1k kez 2006 yilinda Kolombiya’da HIV pozitif bir hastanin balgam ve kan drneginden
izole edilmistir (146,147). Pnomoni, lenfadenopati ve yaygin hastalik seklinde sporadik
olgulara neden oldugu bildirilmistir (146). GenoType Mycobacterium CM/AS testiyle M.
colombiense tiirii tanimlanamamaktadir (124,125). Bu nedenle ¢calismamizda MALDI-TOF ile
M. colombiense olarak tanimlanan 2 izolatin GenoType Mycobacterium testiyle M.
intracellulare olarak tanimlanmasinin iki tiirtin birbirine filogenetik olarak yakin tiirler
olmasina bagl oldugu diistiniildii. Bu nedenle bu 2 izolatin sonucu da iki test i¢cin uyumlu

olarak kabul edilmistir.

Calismamizda GenoType Mycobacterium CM/AS testiyle M. szulgai olarak tanimlanan
3 izolatin 2’si (%66,6) Bruker MALDI-TOF MS ile tanimlanamadi, 1 izolat (%33,3) ise M.
lentiflavum olarak tanimlandi. Bu 3 izolatin sonucu iki test igin uyumsuz olarak kabul edildi.
Akyar ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Bruker MALDI-TOF MS ile ¢aligilan 3 M. szulgai
1zolatinin tamami (%100) tiir diizeyinde dogru tanimlanmistir. Bu ¢alismada kiitiiphane olarak
MBT ML 4.0 Library kullanilmistir (12). Bruker MALDI-TOF MS yontemi igin
kullandigimiz MBT Mycobacteria Library v5.0 kiitiiphanesinde daha 6nceden yer alan 17
spektrumdan 2’sinin kiitiiphaneden ¢ikarildigi, v6.0 i¢in de durumun bu sekilde devam ederek
15 M.szulgai spektrumunun kiitiiphanede bulundugu ifade edilmistir (127). Kiitiiphaneden bu
spektrumlarin ¢ikarilmasi galismamizdaki M. szulgai izolatlarinin dogru tanimlanamamasina
neden olmus olabilir. Ekstraksiyon protokolii ve kiitiiphanede yapilacak iyilestirmeler bu
tiiriin tanimlanmasindaki sorunlara ¢éziim getirebilir. Ancak bu konu hakkinda bir sonuca
varabilmek i¢in daha fazla M. szulgai izolatinin yer aldigit MALDI-TOF MS c¢aligsmalarina
ithtiyag¢ vardir.

Calismamizda yer alan iki testin bir hasta i¢in maliyet ve test siiresi parametreleri
karsilastirildi. Bruker MALDI-TOF MS yaklasik 90 dakikada sonuglanirken GenoType
Mycobacterium CM/AS testi 5 saatlik bir slirede sonug¢ vermektedir. MALDI-TOF MS

60



laboratuvarin rutin is akisi icerisinde kolaylikla kullanilabilen ve kisa siirede sonug veren bir
yontem ozelligi tasimaktadir. ki testin hasta bas1 maliyet degerleri Bruker MALDI-TOF MS
icin 1 $, GenoType Mycobacterium CM/AS igin 25 $ olarak hesaplandi. Bu yoniiyle de
MALDI-TOF MS maliyet etkin bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. GenoType
Mycobacterium CM/AS ile toplam 30 mikobakteri tiirii tanimlanabilirken, Bruker MALDI-
TOF MS i¢in bu say1 178’dir. Bu 6zelligiyle MALDI-TOF MS yonteminin mikobakteriler

icin daha detayli veritabanina sahip bir yontem oldugu sonucuna vardik.

Sonug olarak TDM’lerin diinyada insidansinin artmasi, antitiiberkiiloz ilaglara direngli
olmalari, tedavi protokoliiniin tiire gore degismesi ve dogru epidemiyolojik veri ihtiyact tir
diizeyinde tanimlamay1 gerekli kilmaktadir. MALDI-TOF MS yontemi TDM’leri tiir
diizeyinde tanimlamak i¢in maliyeti uygun, uygulamasi kolay, kisa siirede sonug veren ve

giivenilir bir yontemdir.
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6. SONUC VE ONERILER

TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda MALDI-TOF MS kiitle spektrum analizi
prensibiyle ¢alisan yeni bir alternatiftir. Bizim ¢alismamizda MALDI-TOF MS y6ntemi
TDM’lerin tanisinda siklikla kullanilan bir yontem olan niikleik asit hibridizasyon yontemiyle
% 95.2 uyum gosterdi. Birbirine filogenetik olarak yakin tiirleri tanimlamada Bruker MALDI-
TOF MS yonteminin, GenoType Mycobacterium CM/AS yontemine gore daha basarili
oldugu tespit edildi. MALDI-TOF MS devamli giincellenen kiitiiphanesiyle yeni mikobakteri
tiirlerini tanimlamak i¢in de uygun bir yontem olarak goriinmektedir. MALDI-TOF MS
yonteminin ¢aligmamizdaki M. szulgai tiirlerini tanimlamada yetersiz kaldig1 goriildi. Ancak
bu tiirden 3 izolat calismamizda yer aldigindan bu tiirden daha fazla izolatin yer aldig1
caligmalarin yol gosterici olacagi goriisiindeyiz. MALDI-TOF MS M. chimaera ve M.
intracellulare tiirlerini bir grup olarak tanimlamaktadir. Glincel ve kapsamli kiitiiphane varligi
yontemin basarisini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle MALDI-TOF MS kiitiiphanesinde

tyilestirmeler yapilmasinin testin performansini artiracag diisiiniildii.

Calismamizin kisitli yonii TDM’leri tiir diizeyinde tanimlamak i¢in altin standart
yontem olarak kabul edilen dizi analizi yonteminin ¢alismada yer almamasidir. Bu nedenle
MALDI-TOF MS i¢in ¢aligmamizda duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri saptanamadi. Ayrica iki
test icin uyumsuz olarak sonuglanan izolatlar i¢in hangi testin dogru tanimlama yaptigin
o0grenemememiz de bu kisitlhiliginin bir sonucudur. Bir diger kisith yon de bazi tiirler i¢in

calismada az sayida izolatin yer almasi ve bazi tiirlerden izolatlarin yer almamasidir.

Sonug olarak MALDI-TOF MS yo6ntemi uygulamasi kolay, hizli sonug¢lanan, diigiik
maliyetli ve giivenilir bir yontemdir. MALDI-TOF MS yonteminin TDM’lerin rutin tanisina
uygun bir yontem oldugu, taniy1 hizlandirarak dogru antimikrobiyal tedaviyi saglayacagi,
hastanede kalis siiresini kisaltacag: ve epidemiyolojik olarak dogru verinin elde edilmesine
yardimci olacag diisliniildii. TDM’lerin MALDI-TOF MS yontemiyle tiir diizeyinde
tanimlanmasina yonelik daha fazla sayida ve farkl: tiirlerde izolat igeren ¢aligsmalara ihtiyag

oldugu sonucuna varildi.
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