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ÖZET 

 

Çukurova Bölgesindeki Klinik Örneklerde Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM) Tür 
Dağılımı ve Antibiyotik Duyarlılıklarının Belirlenmesi 

 
Dünyada tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM), özellikle immün sistemi 

zayıflamış kişilerde çevreden doğrudan bulaş yolu ile veya kolonizasyon sonucu ciddi 
enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalardır. TDM’ler Mycobacterium tuberculosis 
kompleksinden ayrımındaki zorluklar sebebi ile yanlış tanı ve tedavilere yol 
açmaktadırlar. Son yıllarda AIDS gibi immun sistemi zayıflatan hastalıkların 
insidansındaki artış ile TDM enfeksiyonlarının önemini giderek artırmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda şimdiye kadar tanımlanmış olan 140’dan fazla TDM 
türünden en az 25’i hastalık etkeni olduğu, geri kalanının çevresel olduğu ve nadiren 
klinik örneklerden izole edildiği bildirilmiştir. Bu mikroorganizmaların üretilmesi ve 
fenotipik açıdan tür ayrımının yapılması oldukça zor ve zaman alıcıdır. Bu sebeple, 
günümüzde TDM’lerin tür ayrımında revers hibridizasyon, PCR-RFLP, DNA dizi analizi 
gibi moleküler yöntemler önem kazanmışlardır. Ancak, mikobakteri türleri arasında 
genetik yapıdaki büyük benzerlik, her geçen gün yeni bir türün keşfedilmesi ve tür içinde 
alt türlerin tanımlanması gibi sebepler moleküler tanıyı da büyük oranda 
sınırlandırmaktadır. Son çalışmalar atipik mikobakterilerin iyi korunmuş olan Hsp65, 
16S rRNA ve 16S–23S rRNA gen bölgelerinin dizi analizinin tür tanımlanmasında 
fenotipik testlerden daha duyarlı olduğunu göstermiştir. Bütün mikobakterilerde mevcut 
olan hsp65 geni 16S rRNA’ya göre daha değişken yapıya sahip olduğu için genetik olarak 
yakın olan türlerin tanımlanmasında daha kullanışlıdır. 

Bu çalışmanın amacı Çukurova bölgesindeki TDM tür dağılımı ve antibiyotik 
duyarlılıkları belirlemek, ayrıca, kullanılan yöntemlerin avantaj ve dezavantajları da 
irdelemektir. 

Bu araştırmada Kasım 2012 – Eylül 2014 tarihlerinde Adana ve çevre illerde 
pulmoner tüberküloz klinik tanısı almış ve/veya şüpheli temas öyküsü olan kişilerden 
alınan ve M. tuberculosis tanısı için değerlendirilmek üzere ÇÜ THAUM ve Bölge 
Tüberküloz Laboratuvarına gönderilen 21918 klinik örnekten izole edilen 96 TDM suşu 
spesifik hsp65 gen bölgesini hedef alan DNA dizi analizi yöntemi ile tür düzeyinde 
tanımlandı. Klinik izolatların antibiyotik duyarlılıkları Löwenstein Jensen - Agar 
Proporsiyon Duyarlılık (LJ-APD) testi ile araştırılıldı. 

Bölgemizde en sık izole edilen TDM türünün % 24,7 ile M. abscessus (23/93) 
olduğu, TDM suşlarında en çok antimikrobiyal direncin % 17,2 ile Doxycycline ve 
Moxifloxacin’e (her ikisinde de 16/93) karşı geliştiği görülmüşken, en az direnç oranı 
Clarithromycin için % 5,4 (5/93) olarak bulundu. 

Sonuç olarak, incelenen bol miktarda örnek sayısı da göz önüne alındığında, 
Çukurova bölgesindeki TDM tür dağılımı ve antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesinin 
yanında, bölgede bilinen türlerin toplum içerisindeki hareketleri de izlenmiş oldu. 

 

Anahtar Kelimeler: Agar proporsiyon duyarlılık (APD) yöntemi, DNA dizi analizi, 
hsp65, tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM)  



xii 
 

ABSTRACT 

 

Determination of Distribution and Antibiotic Susceptibility of Nontuberculous 
Mycobacteria (NTM) Species in Clinical Samples From The Cukurova Region 

 
Nontuberculous mycobacteria (NTM) cause serious infections especially in 

immunosuppressed patients by direct transmission from the environment or after 
colonization aruond the world. Difficulties in identification of these species from 
Mycobacterium tuberculosis complex may lead false diagnosis and treatments. In recent 
years, increased incidence of immunosuppressing diseases as Acquired Immunodeficiency 
Syndrome (AIDS) have further increased the prevalence and importance of 
nontuberculous mycobacteria (NTM) infections. 

Of the more than 140 NTM species reported in the literature, at least 25 species 
have been strongly associated with NTM diseases; the remainder are environmental 
organisms rarely encountered in clinical samples. The culturing and phenotypic 
identification of these bacteria at the species level is complex and time consuming. 
Therefore, nowadays molecular methods such as reverse hybridization, PCR-RFLP, DNA 
sequence analysis have gained importance. However, reasons such as great similarity of 
the genetic structure and identification of novel species and subspecies highly limit 
molecular diagnosis as well. Recent studies have exhibited, that sequence analysis of well 
protected gen regions such as hsp65, 16S rRNA, 16S–23S rRNA intergenic spacer region is 
more sensitive than phenotypic tests fort he species identification. The hsp65 gene, which 
is present in all mycobacteria, is more variable than the 16S rRNA gene sequence and is 
therefore potentially useful for the identification of genetically related species. 

The aim of this study to determine distribution and antibiotic susceptibility of 
TDM species in the Çukurova region. Also advantages and disadvantages of the methods 
will be examined. 

In this study, 96 NTM strains isolated from 21918 clinical materials of patients 
that have pulmoner tuberculosis and/or suspected contact from Adana and the 
neighboring provinces have been identified to species level by DNA sequence analysis 
method targeting the specific hsp65 gene region in the CU THAUM and Regional 
Laboratory for Tuberculosis from November 2012 to September 2014. Antibiotic 
resistance paterns have been evaluated by Lowenstein Jensen - Agar Proportion tests. 

It was observed that the most prevalent NTM isolate was M. abscessus with ratio 
of 24,7% (23/93), and antimicrobial resistance were frequently emerged against 
Doxycycline and Moxifloxacin with same ratio of 17,2% (16/93), whereas lowest resistance 
rate was detected against Clarithromycin as % 5,4 (5/93). 

In conclusion, considering the great number of the examined samples, besides 
determining the distribution and antibiotic susceptibility of NTM species in the Çukurova 
region, the movement of the known species in the population have been also monitored. 

 
Key Words: Agar proportion susceptibility (APS) method, DNA sequence analysis, 

hsp65, nontuberculous mycobacteria (NTM). 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Mycobacterium tuberculosis dışındaki mikobakterilerin (TDM; Non-tuberculous 

mycobacteria (NTM); Mycobacteria other than M. Tuberculosis (MOTT) mikroskopik 

inceleme ile ayırt edilmesi mümkün olmadığından, TDM ile infekte hastalarda tedavi 

etkisiz kalabilmektedir. TDM türlerinin büyük çoğunluğu klasik anti-tüberküloz (anti-TB) 

ilaçlara karşı dirençlidir. Bu durumda hem hastaya yararı olmayan bir ilacın gereksiz yere 

kullanılması, hem de hastanede kalış süresinin uzaması önemli ekonomik kayıplara yol 

açmaktadır. Bu sebeple tedaviye başlanmadan önce mikobakteri türlerinin hızlı bir şekilde 

belirlenmesi büyük önem taşımaktadır1. 

Birçoğu toprakta, suda, toz taneciklerinde, evcil veya vahşi hayvanlarda, sütte ve 

diğer besin maddelerinde bulunmaktadır. İnsanlara çevreden bulaşabilirler veya vücut 

yüzeyi ve sekresyonlarında kolonize olabilirler1-3. M.tuberculosis kompleks (MTBK) 

suşları dünyada hala mikobakteri enfeksiyonlarının çoğunluğundan sorumlu olmasına 

rağmen, TDM türlerine bağlı fırsatçı enfeksiyonlar immün sistemin zayıfladığı AIDS gibi 

enfeksiyonların veya sistemik bozuklukların bir sonucu olarak artış göstermektedir1,4,5. 

Mikobakteri türleri arasında, sıklıkla TDM enfeksiyonlarında M.avium-M.intracellulare 

kompleks, M. chelonae, M. abscessus, M. kansasii ve M. xenopi bildirilmektedir1-6. M. 

gordonae genellikle insanda enfeksiyon oluşturmamakla birlikte klinik örneklerden 

kontaminant olarak izole edilmekte ve patojen türlerden ayırımı, tanı açısından önem 

taşımaktadır2,4,6,7. 

Uzun yıllar mikobakterilerin mikrobiyolojik tanımlaması geleneksel biyokimyasal 

testler ile yapılmaya çalışılmıştır1,2,8. Bu testler gerek yoğun emek istemeleri, gerekse sık 

karşılaşılan TDM türlerinin çoğunun tanımlanmasında yetersiz kalmaları sebebiyle etkin 

olarak kullanılamamışlardır1. Son yıllarda, otomatize sistemlerin geliştirilmesi ve klasik 

yöntemlerin otomatize sistemlere uyarlanması ile MTBK ve TDM ayrımı, örnek kapasitesi 

yüksek tüberküloz laboratuvarlarında daha etkin olarak yapılabilmektedir4,8,9. Atipik 

mikobakteri ayırımında Bactec 460 sistemi CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, önceden NCCLS) tarafından onaylanmış ve altın standart olarak kabul edilmiştir. 
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Daha sonra BACTEC MGIT 460 sistemi modifiye edilerek BACTEC MGIT 960 

otomatize sistemi geliştirilmiştir10. Bu testin ardından TDM’lerin tür düzeyinde 

tanımlanması için moleküler yöntemler kullanılmaktadır1,4,11. 

Bununla beraber çoğunun anti-TB ilaçlara doğal dirençli olduğu bildirilen TDM 

suşlarının antibiyotik direnç paternlerini belirlemek için maalesef standardize edilmiş bir 

yöntem bulunmamaktadır. Bu amaç için en çok tercih edilen yöntem olan mikrodilüsyon 

testi için bile gerek MİK breakpoint değerlerinin belirlenmesi gerekse hangi tür için hangi 

ilaç profilinin araştırılmasına karar verilmesi konusundaki zorluklar sebebiyle rutin tanı 

uygulamalarında TDM için Antibiyotik Duyarlılık Testi (ADT) yapılmamaktadır. Bu da 

MTBK/TDM infeksiyonlarının sürveyansında aksiliklere yol açmaktadır1,5,6. Bu sebeplerle 

biz çalışmamızda Çukurova bölgesindeki TDM tür dağılımını spesifik hsp65 gen 

bölgesinin Dizi Analizi ile, antibiyotik duyarlılıklarını ise farklı TDM enfeksiyonlarının 

tedavisinde en çok kullanılan beş antibiotik (Amikacin, Clarithromycin, Doxycycline, 

Moxifloxacin ve Trimethoprim-Sulfamethoxazole) için Löwenstein Jensen - Agar 

Proporsiyon Duyarlılık (LJ-APD) testi ile belirlemeği amaçladık. LJ-APD yöntemi ile 

TDM türlerinin bu antibiyotiklere karşı duyarlılıkları daha once birarada 

gerçekleştirilmemişti. 

  



3 
 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerin Tarihçesi 

Tüberküloz dışı mikobakterilerin geçmişi 19.uncu yüzyıla kadar dayanmakadır. 

Robert Koch’un 1882 yılında tüberküloz etkeni olarak M. tuberculosis’i izole etmesinden 

daha önce, 1868 yılında İngiltere’de tavuklarda insan tüberkülozunu taklit eden bir vaka 

bildirilmiştir. 1890 yılından itibaren, izole edilerek M. tuberculosis’den farklı bir tür 

olduğu tanımlanan bu bakteri sonradan M. avium olarak adlandırılmıştır. 1943 yılında M. 

avium kompleksinin (MAC) sebep olduğu akciğer hastalığının ilk olgularından biri olan 

altta yatan silikoziz hastalığı (akciğer hastalığı formu) tanımlanmıştır12. 

TDM türleri üreme hızlarına ve pigment oluşturma özelliklerine göre 

sınıflandırılmaktadır. İlk olarak 1954 yılında Timp ve Runyon tarafından bu özelliklerine 

göre üç grupta toplanmıştır5. Bunu takiben Runyon’un yapmış olduğu bir diğer çalışma ile 

hızlı üreyen mikobakterilerin de eklenmesi ile grup sayısı dörde çıkarılmıştır6.  

 

2.2. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerin Epidemiyolojisi 

Birçoğu toprakta, suda, toz taneciklerinde, evcil veya vahşi hayvanlarda, sütte ve 

diğer besin maddelerinde bulunan TDM türleri insanlara çevreden bulaşabilirler veya vücut 

yüzeyi ve sekresyonlarında kolonize olabilirler1-3. Tüberküloz dışı mikobakteriyel akciğer 

hastalığının insidans ve prevalansının belirlenmesi konusunda problemler hala devam 

etmektedir. Çünkü bu hastalığın raporlanması zorunlu değildir ve her bir TDM suşunun 

klinik öneminin çok iyi değerlendirilmesi gerekir13. 

Iseman ve Marras tarafından öne sürüldüğü üzere TDM akciğer hastalığının 

insidansı tüberküloz ile karşılaştırılabilir, ancak TDM akciğer hastalığının gerçek insidansı 

tüberküloz hastalığından daha yüksektir14. 

Atipik mikobakterilerin sebep oldukları cilt lezyonları yavaş ilerleyen ve 

kendiliğinden yavaş olarak gerileme özelliği gösteren enfeksiyonlardır. Ancak M. ulcerans 

ve M. scrofulaceum’un sebep olduğu enfeksiyonlar oldukça yıkıcı ve derin cilt 

enfeksiyonları şeklinde gözlenebilmektedir. Bununla beraber, M. kansasii, M. szulgai veya 
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M. fortuitum M. chelonae kompleksine bağlı gelişen enfeksiyonlar tendon ve kemik 

dokuya kadar ilerleyerek eradikasyonu oldukça güç klinik durumlar ortaya 

çıkarabilmektedir. Son yıllarda transplantasyon cerrahisinin ve iyatrojenik olarak 

oluşturulan immunsupresyon tablolarının artması ile birlikte M. haemophilum, M. xenopi, 

M. avium–intracellulare kompleks ve M. marinum’un sebep olduğu enfeksiyonlarda da 

artış gözlenmektedir13.  Bu derlemede özellikle immünsupressif hastaların insidansındaki 

artışa bağlı olarak son yıllarda daha sık gözlenen atipik mikobakteriyel enfeksiyonların 

kutanöz bulguları ve tedavi yöntemleri irdelenmiştir7. 

TDM’lerde son 3 yıldır hem laboratuvar izolasyonu hem de hastalığın prevalansı 

gittikçe artmaktadır. Bu değişim gelişmiş kültür teknikleri, hastalığın farkındalığı ve 

hastalığın prevalansında da doğru bir artışa kısmen katkı sağlamıştır. Fakat, organizmanın 

izolasyonu klinik infeksiyon evrensel bir gösterge olmadığı için TDM akciğer 

infeksiyonlarının insidans ve prevalansını doğru bir şekilde karakterize etmek zordur. Buna 

ek olarak TDM infeksiyonlarında TB’nin aksine halk sağlığı raporlarına gereksinim 

duyulmaz ki bu durum epidemiyolojinin tam olarak anlaşılmasını engeller. Üstelik tüm 

epidemiyolojik veriler Amerika, Japonya ve Avrupa’dan rapor edilmiştir. Sonuç olarak; bu 

durum dünya çapındaki prevalans değişikliğini yansıtmayabilir15. 

Benzer kültür teknikleri kullanıldığı zaman, çevresel örnekler çeşitli coğrafik 

bölgelerde benzerdir. Batı toplumlarında, çoğu laboratuvarlar TDM prevalansının kayda 

değer bir şekilde arttığını rapor eder. Fakat, tüm pozitif TDM kültürleri infeksiyonu 

göstermez. Son analiz pozitif TDM solunum kültürleriyle bunların yaklaşık yarısının aktif 

infeksiyon için klinik kriter olabileceğini gösterdi15.  

Kendall ve Winthrop’un derlemesinde Laboratuvar kayıtlarına dayalı TDM akciğer 

infeksiyonlarının prevalansı yılda 100.000 hastada 4.1 ila 14.1 arasında değişik klinik 

özellikleri ile eşlik etmektedir. 65 yaş üstü hastalarda prevalans yıllık 100.000 hastada 47 

dir. Hastalığın prevalansı yaşla artmakta, kadınlarda erkeklere nazaran TDM hastalığı olma 

olasılığı daha yüksek olmakta ve bu prevalans Batı ve Güneydoğu’da daha yaygın bir 

şekilde görülmektedir. Amerika’da vakaların yüzde 90’ını beyazlar oluştururken diğerleri 

Asya/Pasifik adalılar ve siyahilerde görünmekte15. 
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2.3. Mikobakterilerin Genel Özellikleri 

Tüberküloza sebep olan mikroorganizma prokaryot (bakteri) kingdomu, firmicutes 

phylumu actinobacteria classının Actinomycetales ordosu içinde yer alan 

Mycobacteriaceae familyasının Mycobacterium cinsine ait M. tuberculosis türüdür16. 

Genellikle hücre içi yerleşim gösterip, hücresel immün cevap ve geç tipte hipersensitivite 

reaksiyonu sonucu granülomatöz tipte infeksiyonlara sebep olurlar17. 

Mikobakteriler katalaz aktifliği gösteren (bazı türleri), aerop, sporsuz, hareketsiz, 

kapsülsüz, aside dirençli, silindirik, hafif kıvrık veya düzgün şekilde kord oluşturabilen, 

0.3-0.6 μm eninde, 1.0-10 μm boyunda ince basillerdir. Bölünme süreleri 12-18 saat olup 

yavaş üreyen, pleomorfik çomaklardır. Optimum üreme şartları 5-6 pH ve %5-10 CO2’dir. 

37°C  üreme için uygun bir sıcaklık olmasına karşın bu sıcaklık türden türe değişmektedir. 

Uygun şartlar altında 10-15 günde koloniler gözle görülmeye başlar18. M. tuberculosis ve 

M. bovis 2 haftadan çok, M. avium ve M. xenopi, M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans 1 

haftadan çok, M. fortuitum, M. chelonae türleri ise 1 haftadan daha az bir sürede üreme 

gösterebilirler19 (Çizelge 2.1). 

Ailenin tek genusu Mycobacterium’dur. Bu genus içerisinde yer alan 

mikroorganizmalar çok farklı özelliklere sahiptir. Bazı mikobakteriler toprak ve suda 

vinilylklorid ve phenanthrene gibi recalsitran organik bileşikleri degrade ederek, steroidler 

ve düşük alkalenlerin optikal aktif oksidlerini üretirlerken, bazıları da yüksek vertabralı 

hayvanlarda ölümle sonlanabilen hastalıklara sebep olan intrasellüler patojenlerdir. 

İnsanlarda infeksiyon oluşturan türleri ile mikobakteriler tüm dünyada önlenebilir 

ölümlerin en önemli sebepleri arasında yer alan tüberküloza sebep olurlar16. 
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Çizelge 2.1. Mikobakterilerin genel özellikleri17. 
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M. tuberculosis  - Y1 Y - R1 - + - - - - - -/+ - - - - + + 
M. bovis - Y  - R - - + - - - - -/+ - - - - + - 
M. kansasii  Y Y Y S/R2 F1 - - + + + + -/+ - - - - + - 
M. marinum  -/+ O2 O S/R F -/+ - - - - + -/+ - - -/+ - + - 
M. ulcerans - - Y - R - - - - - + -  -  -  - - 
M. simiae  Y   S F + - - + + - + - - -  + + 
M. scrofulaceum  Y Y Y S Sk2 - - - + + - -/+ - - D - + +/-
M. szulgai  Y Y Y S/R Sk/F - - + + + -/+ -/+ - - D - + + 
M. gordonae  Y Y Y S Sk - - - + + + - - - D - - -/+
M. xenopi Y Y   S Sk - - - - + - -/+ - - + - - D
M. avium-intracellulare -/+ Y  -/+ S/R - - - - - -/+ - + - - - -/+ - + 
M. gastri  Y  Y S/R - - - - - - + -/+ - - - - + - 
M. malmoense  Y Y Y S - - - - - +/- + + - - -  D + 
M. haemophylum   Y Y R - - - - - - - - - - - - - + 
M. nonchromogenicum  Y  Y S/R - - - + + + + - - - - D - D
M. terrae  Y  Y S/R - - - + + + + - - - - D - D
M. triviale  O  Y R - - - + + + + - + - -/+ - - D
M. fortuitum - Ç3  Ç S/R - - - + + + D + + + + + + + 
M. chelonae  Ç  Ç S/R - D - - + D D + D - + + + + 
M phlei Ç Ç  Ç R Sk   + + + + + + + - -   
M. smegmatis Ç Ç  Ç S/R -   + + + + + + + - -   
M. vaccae  Ç  Ç S Sk   + + + + + D + - -   
Açıklamalar: a- 1 Y: bulunduğu sıcaklık derecesinde yavaş üreyenler, 2 O: bulunduğu sıcaklık derecesinde 
orta hızda üreyenler, 3 Ç: bulunduğu sıcaklık derecesinde çabuk üreyenler. b- 1 S: smooth-düz koloni, 2 S/R: 
smooth-düz rough-düzensiz oluşturanlar. c- 1 f: fotokromojenler, 2 Sk: skotokromojenler. + olumlu, – 
olumsuz, +- genellikle olumlu, -+ genellikle olumsuz, D; değişken. 

 

Guanin ve sitozin (G+C) (%62-70) oranının yüksek olması ile mikolik asit içeren 

diğer bakterilere; Nocardia (%60-69), Rhodococcus (%59-69), ve Corynebacterium’lara 

(%51-59) benzerler. Mikobakterilerle ilgili yapılan çalışmalar M.tuberculosis, B.bovis ve 

M. lepra türlerinin gen analizlerinin yapılmasından sonra hız kazanmış, bakterinin 

fizyolojik biyokimyasal antijenik ve genetik özellikleri hakkındaki bilgilerimiz daha da 

berraklaşmış, bu bilgilerin ışığında yeni profilaksi ve tedavi çalışmaları hız kazanmıştır. 
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Yapılan gen analizleri Mikobakterilerin genomunun B.subtulis ve E.coli gibi kolay ve hızlı 

üreyen bakterilere göre daha küçük olduğunu göstermiştir. M.tuberculosis H37Rv suşunun 

gen büyüklüğü 4.411.529 bp olup yaklaşık olarak 3.986 proteini kodlamaktadır16. 

 

2.3.1. Mikobakterilerde Hücre Duvar Yapısı ve Bileşenleri 

Mikobakterilerin duvar yapısı da temelde diğer bakteriler gibidir. N-

asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitin polimeri olan peptidoglikan (mürein) iskeleti 

oluşturur. Mikobakterilerde daha spesifik olan, lipopoliksakkarit yan zincirlerdir. 

Lipopolisakkaritler, arabinose ve galaktozdan oluşan dallı bir polisakkarit olan 

arabinogalaktan'dan yapılmıştır. Arabinogalaktan, mikobakteri’lerin yanı sıra 

Corynebacterium'de ve Nocardialar’da da bulunur. Arabinogalaktan, peptidoglikan'a 

fosfodiester köprüleri ile bağlıdır. Arabinogalaktanların yan zincirlerindeki üç arabinase 

birimlerine mikolik asit diye adlandırılan bir grup uzun zincirli yağ asitleri kovalent 

bağlarla bağlanırlar. Yaklaşık 70 karbon atomu içeren bu yağ asitleri hücre duvarının 

kalınlığından ve bir ölçüde de hücrenin aside dirençli olmasından sorumludurlar20,21. 

Mikobakterilerin dış tabakasında ise polisakkarit ve proteinlerden az miktarda da 

lipidlerden oluşan yapı yer almaktadır. Bu yapılar içerisinde alfa-1,4 glukan, bir 

arabinomannan ve mannan içeren içeren lipomannan ve lipoarabinomannan gibi kapsüler 

polisakkaridler son derece önem arz eder. Mikobakterilerin hücre duvarında gram negatif 

bakterilerde olan porin proteinleri de bulunur21,22 (Şekil 2.1). 

Hücre duvarının dış tabakasında yukarda söz edilenlerin dışında daha bir çok 

kompleks moleküller bulunmaktadır. Bunların arasında M. tuberculosis ile infekte edilmiş 

makrofaj kültürlerinde fagolizozom füzyonunu engellediği için virulansta rol oynadığı 

düşünülen sülfatidler ve sulfated acyl trehalose'lar vardır23. Eskiden sadece virulan suşlara 

özgü olduğu düşünülen, bir trehalose dimyecolate olan "cord faktörü'nün bütün 

mikobakteri türlerinde olduğu gösterilmiştir. En dış tabaka, peptidoglikolipidlerden ya da 

phenol-phtiocerol glycoside'lerden oluşan ve "mycosides'ler olarak adlandırılan bir 

yapıdır20. 

Hücre duvarı, kuvvetli tüberkülin benzeri reaksiyon veren proteinler ve peptidler de 

içerir. Hücre duvarının kalınlığından ve çok miktarda lipid içermesinden (hücre duvarının 
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%70'ini lipidler oluşturur) dolayı hidrofilik moleküllere karşı impermeabilitesi E.coli'den 

hatta P.aeruginosa'dan çok daha fazladır24. 

Gliserol ya da isoniazid gibi küçük hidrofilik moleküller, Gram-negatif 

bakterilerdeki porlar gibi görev yapan duvar proteinlerine bağlanarak penetre olurlar. Buna 

karşın makrolidler ve Rifampin gibi hidrofobik moleküller ise hücre duvarı lipidlerinde 

çözünerek hücre içine girerler23. 

 

 
Şekil 2.1. Mikobakterilerde hücre duvar yapısı42. 

 

2.4. Mikobakterilerin Sınıflandırılması 

Mikobakterilerin yaklaşık 150’ye yakın türü bulunmaktadır. Bu türler içerisinde 

aktif TB’ye sebep olan türler MTBK olarak adlandırılırken, TB’ye sebep olmayan türler 

ise tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM) olarak adlandırılırlar19,25,26 (Şekil 2.2, 2.3). 
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Şekil 2.2. Yavaş Üreyen Mikobakteri Türlerinin Sınıflandırılması19,25,26. 

 

2.4.1. Mycobacterium marinum (M. marinum)  

Yüzme havuzu granülomu, akvaryum granülomu veya balıkçı parmağı gibi 

tabloların etkeni olarak kabul edilmektedir. Atipik mikobakteriyel enfeksiyonlar içinde cilt 

enfeksiyonlarına en sık sebep olan etkendir. Özellikle körfez, liman ve kıyı suları gibi ılık, 

tuzlu sularda bulunmaktadır. İnsanlara bulaş, bütünlüğü bozulmuş cildin kontamine su 

veya deniz ürünleri ile temas etmesi sonucunda olmaktadır27. İnsandan insana bulaş henüz 

raporlanmamıştır. Epidemiler ise özellikle kontamine olmuş aynı yüzme havuzunu 

kullanan kişiler arasında gözlenmektedir28. Kontamine olmuş cilt bölgesinde inkübasyon 

döneminde gelişen hiperemi, hassasiyet ve endurasyonu takiben multipl papülonodüler 

kahverengi lezyonlar gözlenmektedir. Bu lezyonlar daha sonraki dönemlerde drene 

ülserlere ilerleyebilirken psöriyazisi andıran plaklar şeklinde de olabilmektedir. Sıklıkla 

suların daha sık temas ettiği el bileği, diz, eller ve ayaklarda gözlenirken bursa, kemik ve 

sinovyal dokuya kadar ilerleyen enfeksiyonlara da yol açabilir. Sistemik yayılım ise 

immünkompromize ve immünkompetan hastalarda yaklaşık olarak %2 oranında 
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gözlenmektedir29. Ayırıcı tanıda sporotrikoz, nokardiyoz, blastomikoz, kromoblastomikoz, 

diğer mikobakteriyel etkenler, kutanöz leşmanyaz, koksidiyomikoz, tularemi ve yabancı 

cisim granülomu düşünülmelidir. Tanıda kültür ve histopatoloji önemli yer tutmaktadır. 

Histopatolojik olarak kazeifiye olmayan granülomatoz lezyonlar gözlenirken, erken dönem 

biyopsilerin sadece %10’unda aside dirençli bakteri gözlenebilmektedir30. Kültür için 

Middlebrook 7H10, 7H11 ve antibiyotikli Lowenstein-Jensen besiyerleri kullanılır. Bu 

kültürlerde 7-10 gün içinde gözlenen üreme koyu renkli pigmente olmayan koloniler 

şeklindedir. Bunu takiben ise 24-48 saat içinde sarı renkte pigmentöz koloniler 

gözlenebilir. Tek cilt lezyonları 6-36 ay içinde kendiliğinden gerileme gösterebilirken bazı 

enfeksiyonlar 45 yıla kadar varlığını sürdürebilir31. Lokalize M. marinum enfeksiyonlarının 

tedavisinde minosiklin (2×100 mg), doksisiklin (2×100 mg), trimethoprim-

sulfamethoksazole (2×160/800 mg), rifampisin (600 mg/gün), klaritromisin (2×500 mg) ve 

siprofloksasin (2×500 mg) önerilen ajanlardır32. 

 

 
Şekil 2.3. Hızlı Üreyen Mikobakteri Türlerinin Sınıflandırılması19,25,26. 
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2.4.2. Mycobacterium kansasii (M. kansasii) 

Özellikle iyi klorlanmamış musluk sularında bulunmaktadır. Bununla birlikte öküz 

ve domuz gibi hayvanlarda da belirlenmiştir. En sık inhalasyon sonucu pulmoner 

enfeksiyonlar gözlenirken, cilt enfeksiyonları çok daha nadirdir. Cilt enfeksiyonları 

özellikle immunsuprese hastalarda normal veya bütünlüğü bozulmuş cilt dokusunda 

gelişmektedir. Yaklaşık olarak 15 günlük inkübasyon dönemini takiben gözlenen cilt 

lezyonları kırmızı renkli papül veya plaklar; püstüler, ülsere, kabuklu veya verrükoz papül 

veya nodüller; sellülit ve apse tabloları şeklinde gözlenebilir. Lezyonların histopatolojik 

incelemesinde akut ve kronik inflamasyon bulgularının yanı sıra tüberküloid veya epiteloid 

granülomlar mevcuttur. Kültür için Lowenstein-Jensen besiyerinin 37°C’de en az 10-20 

gün süre ile inkübasyonu gereklidir. Kültür sonucunda sarı portakal rengi beta karoten 

kristalleri içeren pigmentler gözlenebilir. Tedavide rifampin 600 mg/gün, izoniazid 300 

mg/gün, etambutol 15 mg/kilogram/gün kullanılmaktadır33. Tedavisiz olgularda 

kendiliğinden gerileme gözlenebilirken, bu gerilemenin oldukça yavaş olduğu yapılan 

çalışmalarda gösterilmişti34. 

 

2.4.3. Mycobacterium szulgai (M. szulgai) 

Doğadaki konakçısı tam olarak tespit edilememiş bir atipik mikobakteridir. 

Pulmoner enfeksiyonlar en sık olmak üzere, cilt ve yumuşak doku enfeksiyonlarına sebep 

olmaktadır. Cilt lezyonları ekstremitelerde ve gövdede kırmızı hassas nodüller şeklinde 

olup spontan olarak drene olabilir35. Bu lezyonlar ilerleyerek subkutan ve kemik dokuyu 

enfekte edebilir36. Bu hastalarda histopatolojik olarak kazeifiye olmayan granülamatöz 

lezyonlar bulunurken, kültürleri diğer atipik mikobakterilere benzemektedir. Tedavide 

izoniazid (300 mg/gün), rifampin (600 mg/gün) ve ethambutol (1.200 mg/gün) uzun süreli 

kullanılmalıdır37.  

 

2.4.4. Mycobacterium scrofulaceum (M. scrofulaceum) 

Özellikle çocukluk çağında yol açtığı servikal lenfadenopati sebebiyle 

“scrofulaceum” olarak isimlendirilmiştir. Doğada toprakta, musluk sularında, çiğ sütte ve 

birçok süt ürünlerinde bulunabilmektedir. İnsanlara bulaş açısından oral, orofarengeal ve 
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hematojen yayılımın etkili olduğu düşünülmektedir. M. scrofulaceum enfeksiyonu 

çocukluk çağında daha sık olmak üzere erişkinlerde de tek taraflı hassas servikal 

lenfadenopati ile seyretmektedir. Bu lenf nodu kendiliğinden drene olabilmekle beraber 

multipl dağınık paternde subkutanöz apselere de sebep olabilmektedir. Cilt tutulumunun 

yanı sıra pulmoner tutulum, dissemine hastalık tablosu, konjunktivit, menenjit, 

granülamatoz hepatit ve osteomyelit tablosu gözlenebilir. Tedavide cerrahi olarak lenf 

nodunun çıkartılması önerilmekle birlikte, oral olarak rifampisin ve izoniazid 

kombinasyonu kullanılmalıdır. Tedavi süresi 9 ay olarak belirtilmektedir37. 

 

2.4.5. Mycobacterium avium–intracellulare kompleks (MAC) 

Son yıllarda özellikle AIDS (Acquired Immun Deficiency Syndrome) hastalarında 

artan oranlarda cilt ve yumuşak doku enfeksiyonlarına sebep oldukları gözlenmektedir. 

Babalık ve ark.’nın ülkemizde yapmış oldukları çalışmada atipik mikobakteriler arasında 

ikinci sırada enfeksiyon etkeni olarak tanımlanmışlardır38. Toprakta, tuzlu ve temiz 

sularda, hayvan yemlerinde ve bazı bitkilerde bulunabilmektedir. Bununla beraber aerosol 

şeklinde havada asılı olarak da kalabilmektedir. Sağlıklı kişilerde herhangi bir enfeksiyon 

etkeni değil iken, immünkompromize hastalarda özellikle de AIDS hastalarında önemli bir 

solunum yolu enfeksiyonu etkenidir. Cilt lezyonlarıda özellikle bu hasta grubunda çok 

daha sık gözlenmektedir. Bu lezyonlar başlangıçta kırmızı renkli plaklar şeklinde veya 

ülseratif lezyonlar şeklindedir. Bu lezyonların disseminasyonu sonucunda granülomlar, 

ülserler, püstüller ve yaygın lenfadenopati tabloları gelişebilir39. Tedavide önerilen rejim 

özellikle makrolid antibiyotiklerin eklendiği kombinasyon tedavileridir. Bu 

kombinasyonda klaritromisin, rifampsin ve etambutolun yanı sıra streptomisin de 

kullanılabilmektedir33. 

 

2.4.6. Mycobacterium ulcerans (M. ulcerans) 

Bu mikroorganizmaya bağlı oluşan hastalık tabloları birkaç farklı isimde 

anılmaktadır. Bunlar bulundukları coğrafi bölgeye göre değişmekle beraber Buruli ülseri, 

Kakerifu ülseri, Bairnsdale ülseri, Searls’ ülseri veya Kumusi ülseri olarak isimlendirilir. 

Özellikle Uganda ve Zaire gibi tropikal ve subtropikal bölgelerde sıklıkla gözlenmektedir. 
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Lezyonlar özellikle ekstremitelerde karşımıza çıkmakla beraber küçük eritematöz 

lezyonlardan başlayarak ilerleyici nekrotik ve ülseratif lezyonlara da dönüşebilmektedir. 

Özellikle immunsüpressif hasta grubunda bu lezyonlara yol açabileceği unutulmamalıdır. 

Tedavide klaritromisin ile rifampisin kombinasyonunun kullanılması önerilmekle beraber 

son yıllarda yapılan çalışmalarda bir kinolon olan siprofloksasinin de rifampisin ile 

kombinasyonunun oldukça başarılı olabileceği gösterilmiştir40. 

 

2.4.7. Mycobacterium xenopi (M. xenopi) 

Bu atipik mikobakteri ilk olarak Schwabacher tarafından 1959 yılında ‘Xenopus 

laevis’ ismindeki kurbağalardan izole edilmiştir41. Bunun ardından birçok ülkede sıcak su 

hatlarından ve doğal su kaynaklarından izole edilmiştir42. İnsanlara bulaşın çevreden 

aerosollerin inhalasyonu veya sindirimi ile olduğu düşünülmekle birlikte insandan insana 

bulaş kanıtlanamamıştır43. Bu mikobakteriyel enfeksiyonun cilt tutulumu özellikle altta 

yatan bir kemik veya yumuşak doku tutulumu durumunda ortaya çıkabilmektedir. Cilt 

tutulumunda diğer atipik mikobakteriyel enfeksiyonlara benzer iken, histopatolojik olarak 

ise epiteloid makrofajlar, Langhan’s tipi dev hücreler gözlenebilmektedir. Üreme 

özellikleri olarak ise 42-43 °C’de sarı renkli pigment oluşturan koloniler şeklinde gözlenir. 

Korunma yöntemleri içinde özellikle immunkompromize hasta grubunda sık olarak tespit 

edilmesi sebebi ile hastanelerin sıcak su kaynaklarının kontrollerinin sağlanması çok 

önemli yer tutmaktadır. Tedavide ise izoniazid, rifampisin, etambutol ve streptomisin 

kombinasyonu kullanılmaktadır44. 

 

2.4.8. Mycobacterium gordonae (M. gordonae) 

Su basili, musluk suyu basili veya musluk suyu skotkromojeni gibi isimlendirmeler 

ile anılır. Bu mikroorganizma özellikle sulu ve çamurlu bölgelerde, su kaynaklarında ve 

yüzme havuzlarında sıklıkla gözlenebilmektedir45. Zaman zaman bu kaynaklar dışında 

özellikle rat ısırıkları gibi hayvan ısırıkları da cilt enfeksiyonları sebebi olabilmektedir. Cilt 

enfeksiyonları hassas ve boyutu 0,5-1,5 cm arasında değişebilen papülonodüler lezyonlar 

şeklinde gözlenebilirken, bu lezyonların yüzeyi ülseratif hal alabilir46. Bunu takiben 

lokalize lenfadenit tablosu da eklenebilir. Histopatolojik olarak ise geniş histiyositler, 
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multinükleuslu dev hücreler, akut ve kronik inflamasyon bulguları tespit edilebilir47. 

Üremesi için yaklaşık 4-8 hafta gibi uzun bir süre gerekli olup, koloniler sarıportakal. 

rengindedir. Optimal üreme ısısı ise 37°C’dir. Kültür için özellikle pH’sı 6 olan Ogawa 

besiyeri kullanılmaktadır. Tedavide oral rifampisin’in (300 mg/gün) 6 ay süre ile veya 

trimetoprim-sulfametoksazol (2×320 mg/1600 mg) ile etambutol (800 mg/gün) 

kombinasyonunun 24 ay süre ile kullanılması önerilmektedir46. 

 

2.4.9. Mycobacterium haemophilum (M. haemophilum) 

Özellikle lenfoma veya renal transplantasyon gibi lenfopenik hastalarda daha sık 

gözlenmektedir48. Cilt lezyonları özellikle ekstremitelerde multipl lokalizasyonda gözlenen 

kırmızı parlak renkli papüller şeklinde ortaya çıkarken ilerleyerek hassas ülsere nodul veya 

abse şekline dönebilmektedir. Histopatolojik olarak polimorfonükleer infiltrat ile beraber 

granülamatöz pannikülit tablosu gözlenirken, Langhan’s tipi dev hücreler ve non kazeifiye 

nekroz da belirlenebilir. Üremesi için kültür ortamında hemoglobin veya hemin 

gerektirmektedir. Bunun için koyun kanlı agar, çikolatamsı agar veya %2 ferrik amonyum 

sitratlı Lowenstein-Jensen besiyerleri kullanılmaktadır. 21 Non pigmente koloniler 2-4 

hafta içinde tespit edilebilmektedir. Tedavide izoniazid ve rifampisin kombinasyonu 

kullanılmaktadır48. 

 

2.4.10. Mycobacterium fortuitum (M. fortuitum) ve Mycobacterium chelonae (M. 

chelonae) 

M. fortuitum ve M. chelonae, mycobacterium cinsinin farklı türleri olmasına 

rağmen, hem kültür özelliklerinin benzer olması hem de oluşturduğu klinik tabloların 

benzer olması sebebi ile eskiden aynı grupta sınıflandırılıyorlardı. Bu mikroorganizmalar 

doğada toprakta, hidroterapi havuzlarında, su kaynaklarında, musluk sularında, cerrahi 

kaplarda ve hatta laboratuarlarda bulunan distile su kaynaklarında bulunabilmektedir. Bu 

grubun enfeksiyonları özellikle travma, kardiyovasküler cerrahi, intravasküler kateter 

yerleştirilmesi gibi invaziv girişimlerden sonra gözlenebilir. Kızarıklık ve hassasiyet 

genellikle ilk bulgu olarak tespit edilirken 3-4 haftalık bir inkübasyonu takiben karşımıza 

çıkabilir. Bunu takiben soğuk abseler ve drenaj gözlenebilir39. Bazı durumlarda travmaya 
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uğramış veya cerrahi uygulanan bölgedeki enfeksiyonun disseminasyonu sonucunda 

kırmızı kahverenkli hassas olmayan subkutan nodüler lezyonlar gözlenebilir49. Aynı 

zamanda drene olabilen soliter lenf nodları, postoperatif endokardit, osteomyelit ve kronik 

pulmoner hastalık tabloları da gözlenebilmektedir. Histopatolojik olarak granülamatöz 

inflamasyon, nekroz ve dev hücreler gözlenebilir. M. fortuitum, M. chelonae enfeksiyonu 

tedaviye rağmen % 10-20 olguda persistan olarak kalabilmektedir. Dissemine hastalık 

tablosunda ise mortalitesi %10-20’yi bulabilmektedir50. Tedavide cerrahi drenaj ile birlikte 

medikal tedavide, doksisiklin, siprofloksasin veya amikasin kullanılabilmektedir39. 

 

2.4.11. Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis)  

Bu mikroorganizmaya bağlı gelişen cilt enfeksiyonları ilk olarak kardiyak cerrahiyi 

takiben tanımlanmıştır. Cerrahi, travma veya diğer invaziv prosedürler bu organizma için 

en önemli risk faktörleri olarak kabul edilmektedir. Sellülit, yara etrafında drene olabilen 

hiperemik apse lezyonları en sık karşılaşılan cilt enfeksiyonu tablolarıdır. Histopatolojide 

spesifik olmayan nekroz, dev hücreler ve polimorfonükleer hücrelerin bulun-duğu miks 

inflamatuvar infiltrat tabloları gözlenebilir. Kültür için en uygun besiyeri Middlebrook 

7H10 agardır ve 43-45 °C’ de 7 günden daha kısa süre içinde üreme gözlenmektedir. M. 

smegmatis kolonileri üreme özellikleri açısından M. fortuitum kolonilerine çok 

benzemektedirler. Ayrımında ise M. smegmatis’in arilsülfataz testine yanıtsız olması, 

katalaz testine daha az duyarlı olması ve en iyi 45 °C’de üremesi kullanılmaktadır51. 

Tedavide doksisiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin ve amikasin 

kombinasyonuna çok iyi yanıt vermektedir52. TDM türlerine bağlı gelişen cilt 

enfeksiyonları özellikle son yıllarda immunsüpressif hasta grubundaki artışa paralel olarak 

daha sık gözlenmeye başlamıştır. Bununla birlikte Aydın ve ark.’nın yapmış oldukları 

çalışmada TDM türlerinin süt gibi hayvansal gıdalardan oldukça yüksek oranda izole 

edilmesi sebebi ile insana geçiş riskinin daha da arttığı gösterilmiştir. Bu sebeple, hekimler 

tarafından özellikle bu hasta grubunda gözlenen cilt lezyonlarında çok daha dikkatli 

davranılmalı, gerekli biyopsi ve kültür örnekleri zamanında alınarak laboratuvara 

gönderilmeli ve enfeksiyonun primer odağı mutlaka araştırılmalıdır. 
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2.5. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerin Fizyopatolojisi 

Tüberküloz dışı mikobakterilere bağlı akciğer hastalığının en temel kaynağı çevre 

olup özellikle belediye su kaynaklarında oluşan mikrofilm tabakası, TDM’ye bağlı oluşan 

akciğer hastalığındaki en önemli bulaşma yollarından birini oluşturmaktadır. Su 

yüzeyindeki bu tabaka besinlerle birlikte nemli ve sıcak bir çevre oluşturarak TDM dâhil 

birçok patojen organizmaların gelişmesine sebep olmaktadır53.  

Bronşektazi ve TDM enfeksiyonu çok sık ilişkisi olan iki durumdur. Kistik 

fibrozisli hastaların %20’sinde ve primer siliyer diskinezi olgularının %15’inde TDM 

enfeksiyonu olması TDM enfeksiyonunun solunum yolu yüzey savunma defektleriyle 

bağlantılı olduğunu göstermektedir54 Kim ve ark. son zamanlarda TDM akciğer hastalığı 

olan 63 hastada karakteristik bir morfotip (%95 kadın, %91 beyaz, %68 hiç sigara 

içmemiş) rapor etmişlerdir. Bu seçilmiş grupta kontrol grubuyla karşılaştırıldığında beden 

kitle indeksi (BKİ) anlamlı derecede düşük bulunurken boy daha yüksek belirlenmiştir13. 

Aynı zamanda bu grupta skolyoz (%51), pectus excavatum (%11), mitral valv prolapsusu 

(%9) ve kistik fibrozis transmembran conductance regülatör gen (CFTR) (%36) yüksek 

oranlarda bildirilmiştir13. 

Bu morfolojik özelliklerin patogenetik sebepleri henüz bilinmemektedir. Ancak bir 

kısım hasta bize TDM akciğer hastalığının patogenezi hakkında ipuçları verebilir. 

Tüberküloz hastalığında olduğu gibi tümör nekrozis faktör alfa (TNFα) blokerleri TDM 

akciğer hastalığı gelişiminde çok potent ve yeni predispozan faktörlerdendir. Winthrop ve 

ark. son zamanlarda yayınladıkları raporda %65 kadın, yaş ortalaması 62 ve büyük bir 

kısmı romatoid artrit olan bir hasta grubunda TNFα blokeri alanlarda TDM hastalığını 

anlamlı derecede yüksek belirlemişlerdir56. En sık bulunan ajan MAC iken %44 oranında 

akciğer dışı tutulum gözlenmiş, %9 oranında da mortalite bildirilmiştir. Dolayısıyla 

TDM’ye bağlı akciğer hastalığı olan ya da şüphelenilen olgularda TNFα blokeri verilirken 

çok dikkatli olmak gerekmektedir13. 

 

2.6. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerde Klinik Özellikler 

Tüberküloz dışı mikobakterilere bağlı akciğer hastalığını 4 temel paternde 

inceleyebiliriz57. 
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2.6.1. Fibrokaviter Hastalık 

Bu patern klasik olarak sigara ve alkolizm öyküsü olan orta yaşlı erkek hastalarda 

görülür. Daha çok üst loblar tutulur ve genellikle KOAH, sekel tüberküloz ve silikozis gibi 

altta yatan predispozan bir faktör vardır. Hastalığın bu formu MAC, M. kansasii, M. 

xenopi, M. malmoense ve hızlı büyüyen mikobakteriler ile ilişkilidir57. 

 

2.6.2. Nodüler bronşektazi 

Bu patern genellikle sigara içmeyen, yaşlı ve altta herhangi bir akciğer hastalığı 

olmayan bayanlarda görülür. Ancak bu hastalarda kifoz, skolyoz ve pectus excavatum gibi 

toraks deformitelerine rastlanabilir57. 

 

2.6.3 Soliter pulmoner nodül 

Tüberküloma çok benzer bir şekilde ortaya çıkar. Karsinomdan mutlaka ayırıcı 

tanısının yapılması gerekir58. 

 

2.6.4 Hipersensitivite pnömonisi 

Son yıllarda MAC enfeksiyonuna bağlı sıcak küvet akciğeri veya jakuzi akciğeri 

(hot tub lung) olarak adlandırılan bir tablodur. Daha önce herhangi bir akciğer hastalığı 

olmayan sağlıklı bireylerde görülebilir. Olguların ortamdan çıkarılmasıyla spontan olarak 

veya steroid tedavisiyle geriler59. 

 

2.7. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerde Tedavi 

2.7.1. TDM’lerin Tedavisinde Kullanılan Öncelikli İlaçlar 

TDM enfeksiyonlarının tanısı kadar tedavisi de güçtür. Tedavi rejimleri pahalıdır 

ve yan etkiler sebebiyle zor tolere edilmektedir. Birçok hastanın uzamış tedaviye ihtiyaç 

duyması ve eradikasyon güçlüğü sebebiyle tedavi kararı dikkatle verilmelidir. Karar 

verirken hastalığın ilerleme riski ile tedavinin maliyeti ve toksisitesi arasındaki denge göz 

önünde bulundurulmalıdır. Hastalarda ulaşılması zor olması sebebiyle kür hedeflenmesi 

yerine progresyonun minimalize edilmesi ve semptomatik tedavi amaçlanmalıdır60,61. 
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Tüberküloz dışı mikobakterilere bağlı akciğer hastalığının tedavisi makrolid öncesi 

ve sonrası dönem diye ikiye ayrılabilir. Makrolidler, 50S Ribozomal subünite bağlanır ve 

protein sentezini inhibe ederek etki gösterir. Eritromisin methylaze genleri (ERM) 

makrolidlerin bu bağlanmasını engeller ve inhibitör aktivitesini azaltır 60,61. Hızlı büyüyen 

mikobakteriler başta olmak üzere bazı mikobakterilere karşı gelişen makrolid direncinin 

temel mekanizması ERM genlerinin varlığıdır. M. abscessus ve M. fortuitum türlerinin 

bütün izolatları ve diğer hızlı büyüyen mikobakteriler (M. chelonea hariç) ERM genleri 

içermektedir. M. tuberculosis de aynı zamanda bu gene sahiptir ve bu onun makrolidlere 

karşı olan direncini açıklamaktadır. Bu genlerin en ilginç ve en üzücü özelliği M. fortuitum 

ve M. abscessus izolatları makrolid ile karşılaşınca hemen ERM genleri aktive olur. İn 

vitro minimal inhibitör konsantrasyon (MİK) değerinden bağımsız olarak in vivo direnç 

kazanır. Yani organizma in vitro ortamda makrolide duyarlı görünürken in vivo olarak 

dirençli olacaktır. Tedavi başarısı klinik ve radyolojik iyilşeme ve balgam konversiyonun 

sağlanması ile elde edilir. Tedavi süresince her ay balgam kontrolü yapılmalıdır. Genellikle 

4-6 ayda klinik iyilşeme, 6-12 ayda balgam kültüründa negatifleşme sağlanır. Tedavi 

kültür negatifliği sağlandıktan sonra 12 ay devam etmelidir. Bu sebeple tedavi süresi 18-24 

aydır. Altı ayda klinik iyileşme, 12 ayda kültür negatifleşmesi sağlanamayan olgular tedavi 

başarısızlığı olarak kabul edilir. Tedavi başarısızlığının sebebi; tedaviye uyumsuzluk, 

intolerans, ilaç direnci ve anatomik defektler (kavitasyon, bronşektazi)’dir. Bazı hastalarda 

cerrahi tedavinin tedavi başarısını arttırdığı gösterilmiştir. Cerrahi tedavinin belirli 

kriterleri olmamakla birlikte adjuvan veya alternatif tedavi olarak akılda tutulmalıdır. 

Özellikle medikal tedavinin başarısız yada yetersiz olduğu olgular ve tekrarlayan 

hemoptizili olgularda denenmelidir. Lokalize hastalıkta küratif olabilir. Ayrıca dirençli 

olgularda medikal tedavi ile kombine edildiğinde başarı oranının arttığı gösterilmiştir60,61. 

Geniş çapta yapılan araştırmalara göre Rifampin ve INH gibi sık kullanılan 

antitüberküler ilaçlar M. fortuitum ve chelonae kompleksine bağlı enfeksiyonların 

tedavisinde herhangi bir rolü olmadiğni belirlemektedir ayrıca,  Clarithromycin62 ve 

amikacin-doxycycline kombinasyonunun M. fortuitum-chelonae enfeksiyonlarına karşı 

etkili olduğu gözlenmiştir. M. marinum ve M. szulgai bağlı enfeksiyonların tedavisinde 

trimethoprim-sulfamethoxazole ve doxycyclin kombinasyonu önerilmiştir63,64. 
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TDM infeksiyonlarının tedavisinde tercih edilen başlıca ilaçlardan bazıları 

hakkında aşağıda ayrıca bilgi verilmiştir. 

 

2.7.1.1. Klaritromisin (CLA) 

On dört üyeli halka yapısına sahip bir makroliddir. Eritromisinin lakton halkasının 

C6 hidroksi grubu bir metoksi grubu içerecek şekilde değiştirilmiştir. Bu değişiklik ile 

mide asidine dayanıklılık ve oral biyoyararlanım artırılmış, gastrointestinal intolerans 

azaltılmıştır. Klaritromisinin film kaplı tabletleri, yavaş salınımlı tablet, intravenöz 

uygulama için flakon ve granül şeklinde oral süspansiyonları bulunmaktadır65,66. 

Klaritromisinin hızlı salınımlı tabletlerinin tepe plazma konsantrasyonu, yemeklerle 

birlikte alındığında % 24 artmaktadır, ancak toplam biyoyararlanım değişmemektedir. Geç 

salınımlı formülasyonun biyoyararlanımı ise, aç karnına alındığında % 30 azalmaktadır. Bu 

sebeple yemeklerle birlikte alınmalıdır66,67. Makrolidler ve ketolidler lipofilik bileşikler 

olup, vücut sıvı ve dokularına yaygın olarak dağılırlar. Klaritromisinin doku 

konsantrasyonu serum konsantrasyonundan 2-20 kat daha fazladır66. Klaritromisin 

karaciğerde sitokrom p450 3A4 (CYP3A4) enzimleri tarafından aktif olan 14-hidroksi 

metabolitine dönüşmektedir. Oral dozun % 30-40’ı değişmeden veya metabolit halinde 

idrarla atılmaktadır66,68.  

 

2.7.1.2. Moxifloxacin (MOX) 

Florokinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz II) enzimini inhibe etmek suretiyle 

DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozarak bakteri hücresini öldürürler69. Etki 

mekanizması; DNA giraz DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onarımında görev alır. 

Topoizomeraz IV ise replikasyon sırasında oluşan yavru DNA iplikçiklerinin birbirinden 

ayrılarak yavru hücrelere geçmelerine yardım eder. DNA giraz (topoizomeraz II) enzimi 

gyrA geni tarafından kodlanan iki A alt birimi ile gyrB geni tarafından kodlanan iki B alt 

biriminden oluşmaktadır. Topoizomeraz IV ise parC geni tarafından kodlanan iki parC alt 

birimi, parE geni tarafından kodlanan iki parE alt biriminden oluşmaktadır. Tip 2 

topoizomerazlardan olan bu iki enzim kinolon grubu antibiyotiklerin hedefini 

oluşturmaktadır. Topoizomeraz-DNA kompleksine bağlanan kinolonlar DNA sentezini 
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hızla inhibe ederler. Kinolonların bakterisidal etkilerinin ortaya çıkmasında DNA 

sentezinin inhibisyonu temel olmakla birlikte farklı mekanizmaların da hücre ölümünde rol 

oynadığı sanılmaktadır. Ayrıca çok yüksek antibiyotik konsantrasyonlarında RNA ve 

protein sentezinin inhibisyonu ile bakteriyostatik etki gösterdikleri belirlenmiştir. Kinolon 

grubu antibiyotiklerin Gram negatif bakterilerde öncelikli hedefinin DNA giraz, Gram 

pozitiflerde ise topoizomeraz IV olduğu bilinmektedir70,71,72. 

Moksifloksasin yeni geliştirilmiş bir 8-metoksifloro-kinolondur.Son yıllarda birçok 

yeni gelişme Moxifloxacin’in, M.Marinum’a karşı daha etkili olduğunu göstermiştir73. Son 

raporlara göre M.smegmatis’lerde mycotil mutantların yokluğunu antibiyotikle daha iyi 

inhibe olması bildirilmiştir74. Ayrıca C8 halogen ve Metoxy moieties kısımları 

fluorokinolon’lara karşı etkinliğinin arttırması dirençli gyrase mutantlarında 

gösterilmiştir75.  

 

2.7.1.3. Doxycycline (DOX) 

Dox; tetrasiklin grubu bir antibiyotik olup nispeten geniş spektrumlu bir antibiyotik 

olması sebebiyle hem tıbbiye de hem de veterinerlikte oldukça geniş çapta 

kullanılmaktadır. Dox 1967 yılında keşfedilmiş ve antimikrobiyal özelliklerine ek olarak 

organizmanın fizyolojisi üzerine de etkisi olduğu geniş ölçüde araştırmalar neticesinde 

anlaşılmıştır. Dox’u diğer tetrasiklinlerden ayırt eden birçok nitelik vardır. Bunlardan biri 

ağız yoluyla kolay emilebilir olmasıdır.  

 

2.7.1.4. Amikacin (AMK) 

Bir aminoglikozit olan amikasin birçok mikobakteri türüne karşı oldukça aktiftir. 

TDM infeksiyonlarının tedavisinde de önemli bir ilaç olabilir. AMK; 30s ribosomal 

subünitte 16S rRNA’nın korunmuş olan A bölgesine sıkı bir şekilde bağlanarak protein 

sentezini inhibe ediyor. Aminoglikozit grubu antibiyotikler M. tuberculosis de dahil olmak 

üzere birçok TDM türü üzerine oldukça etkili bir ilaçtır. Aminoglikozitler ile beta lactam 

grubu antibiyotiklerin kombine tedavileri de mevcuttur77. 
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2.7.1.5. Trimethoprim-Sulfamethoxazole (TMP-SMX) 

TMP-SMX; farklı TDM türlerinin tedavilerine farklı MİK değerlerine göre 

verilebilir. Örneğin; yavaş üreyen mikobakterilerden M. kansasii’nin hassas olduğu 

konsantrasyon değeri ≤1/19 µg/µl, Nocardia ve hızlı üreyen mikobakteri türleri için ise, 

MİK değeri ≤2/38 µg/µl şeklinde belirlenmiştir. M. marinum üzerine de oldukça etkili bir 

antibiyotiktir78.  

 

2.8. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerde Tanı 

Tüberküloz dışı mikobakteri suşları doğada ve çevremizde çok yaygın 

bulunduğundan herhangi bir TDM suşunun belirlenmesi nonsteril su kaynakları başta 

olmak üzere çevresel kontaminasyonun bir sonucu olabilir. Bu sebeple hangi TDM 

suşunun klinik açıdan önemli olduğu konusunda tanı kriterlerinin belirlenmesi gerekir. 

Genel olarak tanı kararı, elde edilen izolatın virülansına, hangi respiratuvar örnekten 

alındığına bağlı olarak verilmelidir13.  

M. kansasii ve M. szulgai gibi bazı TDM türleri solunum yolu örneklerinden izole 

edildiğinde hemen hemen her zaman hastalıkla ilişkili bulunmuştur13. Bazı vakalarda bu 

türlerden birinin (özellikle M. kansasii) tek bir kültür pozitifliği ile tanıya gidilebilir. 

Bunun aksine M. simiae ve M. fortuitum gibi bazı TDM suşları da vardır ki TDM akciğer 

hastalığı tanı kriterlerini karşılasalar bile solunum yolu patojenleri olarak kabul 

edilmezler79,80. Bunun yanısıra M. gordonae ve M. terrae kompleks gibi türlerin 

izolasyonu genellikle solunum yolu kontaminasyonu olarak öngörülür54. Dolayısıyla 

klinisyenin TDM akciğer hastalığı tanısını koyarken birçok faktörü ele alması 

gerekmektedir.  

Klinisyenlerin sıkça karşılaştıkları bir problem, tüberküloz tedavisi altındaki 

hastadan bir TDM suşunun izole edilmesidir. Jun ve ark. 958 tüberkülozlu hastanın 68’inde 

(%7,1) bir TDM suşu izole edildiğini rapor etmişlerdir81. Yazarlar tüberküloz hastalarında 

TDM suşu izole edilmesinin nadir bir olay olmadığını belirtmiştir. Ancak bu hastaların 

tüberküloz tedavisinin tamamlanmasından sonra, özellikle virülan suşlar için, takip 

edilmesi gerekliliği konusunda görüş birliğine varmışlardır. 
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2.8.1. TDM İnfeksiyonlarının Laboratuvar Tanısında Kullanılan Biyokimyasal 

Testler 

TDM enfeksiyonlarında, özgül klinik bulgular yoktur. Kesin tanının mikrobiyolojik 

inceleme sonucunda konması gereklidir. TDM türlerinin tanımlanması amacıyla kullanılan 

çeşitli klasik biyokimyasal yöntemler mevcuttur. Bu biyokimyasal yöntemlerde genel 

olarak, kültür yöntemleriyle bakteri üretildikten sonra, TDM türlerinin fenotipik özellikleri 

araştırılmaktadır. Ancak fenotipik özellikler sadece sınırlı sayıda türün birbirinden 

ayırtedilebilmesini sağlayabilmektedir1. 

Bunlardan katalaz testi, M. tuberculosis, M. gastri ve M.kansasii’yi diğer 

mikobakterilerden ayırtedebilmek amacıyla kullanılır. Tüm mikobakteriler katalaz deneyi 

ile olumlu sonuç verirken, bu üç mikobakteri türü olumsuz sonuç verirler1.  

MacConkey agarda üreme testi, M. fortuitum ile M. chelonae’nin diğer 

mikobakterilerden ayrılmasını sağlar. Sadece bu iki mikobakteri türü MacConkey agarda 

üreme gösterirler. Niasin testi, M. tuberculosis’in tanımlanmasını sağlar. M. tuberculosis’in 

üreme esnasında besiyeri ortamına saldığı niasin, siyanojen bromür veya anilin eriyiği gibi 

ayıraçlarla belirlenerek M. tuberculosis varlığı doğrulanır. Diğer mikobakteriler niasin 

salgılamazlar1. 

Pirazinamidaz testi, bazı mikobakterilerin pirazinamidi pirazinoik aside 

parçalaması esasına dayanır. Bu test ile M. tuberculosis, M. avium-intracellulare ve M. 

marinum pozitif sonuç verirken, M. bovis ile M. kansasii negatif sonuç verirler1. 

Thiophene-2 karboksilik asit hidrazid testi, M. tuberculosis ile M. bovis’i 

birbirinden ayırmak amacıyla kullanılır. M. tuberculosis, içinde thiophene-2 karboksilik 

asit hidrazid bulunan Middlebrook besiyerinde ürerken, M. bovis bu besiyerinde üremez. 

Görüldüğü gibi biyokimyasal testler, ancak belli mikobakteri türlerinin birbirlerinden 

ayırtedilmesini sağlayabilmektedir. Ayrıca kesin tanımlama yapılabilmesi için bu testlerin 

hepsinin uygulanması gerektiğinden ve bunun için uzun bir süre gerektiğinden, günümüzde 

biyokimyasal testler rutin kullanımda çok fazla kabul görmemektedirler1. 
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2.8.2. Tüberküloz Dışı Mikobakteri (TDM)’lerin Radyolojik Özellikleri 

Kaviter TDM akciğer hastalığı radyografide kolayca izlenebilir. Bu kaviteler 

tüberkülozdan farklı olarak ince duvarlı olup parankimal lezyonlardan çok plevral 

reaksiyonlarla daha sıkı ilişkilidir. Hastalığın diğer formları yüksek çözünürlüklü akciğer 

tomografisi (YÇBT) ile daha iyi değerlendirilir. En sık YÇBT bulguları bilateral 

sentrlobüler nodül ve silindirik bronşektazidir82. Bu değişiklikler esas olarak MA ve Myc. 

abscessus gibi organizmaların bronşiyoler ve peribronşiyoler dokuya invazyonu ve 

enflamasyonunun bir sonucudur83. Kavitasyon ve konsolidasyon gibi daha ağır bulgular ve 

kadın cinsiyet ek risk faktörlerini oluşturur. Klasik olarak multifokal bronşektazi ve diffüz 

sentrlobüler nodülleri olan, orta lob ve linguler lob tutulumları gözlenen yaşlı ve sigara 

içme öyküsü olmayan kadın cinsiyetin olduğu klinik tabloya Lady Windermere sendromu 

adı verilmiştir84. MAC’ye bağlı akciğer hastalığında yapılan seri BT çalışmalarında 

bronşektazinin tüm nodüler alan boyunca progresif olma eğiliminde olduğu ve sonuçta 

konsolidasyon olarak ortaya çıkabileceğini göstermiştir.  

MAC ile ilişkili gelişen hipersensitivite pnömonisinde YÇBT bulguları sıklıkla 

diffüz buzlu cam infiltrasyonları ve sentrlobüler nodüllerdir85.  

Nadir olmakla beraber birkaç TDM bağlı akciğer hastalığında soliter pulmoner 

nodül veya kitlelerde tanımlanmıştır86. 

 

2.9. TDM İnfeksiyonlarının Laboratuvar Tanısında Fenotipik Yöntemler 

2.9.1. Mikroskopi 

Aside dirençli organizmalar olan mikobakteriler için başıca iki boyama tekniği 

geliştirilmiştir. Basiller Karbolfuksin yönteminde (Ziehl-Neelsen, Kinyoun) kırmızı renkte, 

Florokrom yönteminde ( auramin O, auramain-rhodamin) ise sarı-oranj renkte floresan 

verir şekilde görülür. Aside dirençli boyama, mikobakterilerin lipidden zengin hücre 

duvarlarının primer boya ile boyanması ve renk giderici ajan asid alkolle muameleden 

sonra boyalı kalması esasına dayanmaktadır. Bu sebeple mikroorganizma aside dirençli 

basil olarak adlandırılmaktadır. Yayma duyarlılığı % 22-80 arasında değişmektedir. Direk 

mikroskobi ile görülebilmesi için, balgamın her ml’ de 5000-10000 basil bulunması 

gereklidir. 
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Değerlendirme yapılırken 300 mikroskop sahası tarandıktan sonra hiç basil 

görülmezse negatif denmelidir. Alanlar taranırken 1-2 basil şüpheli, 100 alanda 1-9 basil 

görülmesi (+), 10 alanda 1-9 basil görülmesi (++), her alanda 1-9 basil görülmesi (+++), 

her alanda 10 ve üzeri basil görülmesi (++++) olarak yorumlanmaktadır21. 

 

2.9.2. Kültür Ortamında İzolasyon Yöntemleri 

Kültür yöntemleri TDM tanısında altın standart olarak devam etmektedir. 

Mikobakteriyel kültür yöntemleri katı besiyerleri ve sıvı besiyerleri olmak üzere ikiye 

ayrılmıştır. Katı besiyerleri agar ver yumurta bazlı iki çeşiti bulunmaktadır. Petragani ve 

American Trudeau Society gibi katı besiyerleri dışında günümüzde en yaygın kullanılan 

katı besiyeri, Lowensterin-Jensen (LJ)’dir. İçeriğinde patates unu, gliserol, tuz, yumurta 

bulunmasıyla kontaminasyonu engellerken aynı zamanda tüberküloz bakterisi için uygun 

üreme şartlarını sağlar. En çok tercih edilen agar bazlı besiyerleri ise Middlebrook 7H10 ve 

Middlebrook 7H11’dir. Sıvı besiyerlerinin, MB Redox, BACTEC 460TB, BACTEC 

MGIT 960, BACTEC 900 MB, ESPII, MB/BacT ALERT 3D gibi çeşitleri bulunmaktadır. 

MB Redox genellikle düşük kapasiteli laboratuarlarda tercih edilen manuel bir sistemdir. 

Mikobakterilerin izolasyonu amacıyla modifiye Kirchner besiyeri kullanılır. İçerisinde 

tetrazolium tuzu bulunması mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde yüzeylerinde biriken 

pembekırmızı renklerinde formazona indirgenir. Üreme sonucu oluşan renkli 

mikrokoloniler makroskobik olarak görülür21. 

 

2.9.2.1. İmmünokromatografik TB Ag MPT64 Kart ve İnhibisyon Testleri 

Mikobakterilerin tanımlanmasında kullanılan geleneksel yöntemler; direkt 

mikroskopik olarak ARB inceleme, katı veya sıvı besiyerinde üreme ve biyokimyasal 

testleri içermektedir. Klasik tanı yöntemleri halen önemini korumakla birlikte, etkenin 

üretilmesi, tanımlanması ve ilaç duyarlılığının belirlenmesinin geç ve güç olması sebebiyle 

daha duyarlı ve hızlı yöntemlere gereksinim vardır. Bu amaçla geliştirilen 

immünokromatografik yöntemler de hızlı tanı seçenekleri arasında yer almaktadır. 

İmmünokromatografik bir yöntem olan SD Bioline Ag MPT64 Rapid ticari kiti 

(Standard Diagnostics, Kore) MTBK suşlarına özgül MPT64 proteininin, monoklonal 
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MPT64 antikorları kullanılarak belirlenmesi esasına dayanır. MPT64, M. tuberculosis, M. 

africanum ve M. bovis’i de içine alan MTBK üyelerine ait 23 kDa ağırlığında bir membran 

proteini olup, kültür filtratları ve biyopsi materyallerinde yüksek düzeyde bulunmaktadır. 

Yapılan çalışmalar, TB Ag MPT64 testinin, MTBK ve tüberküloz dışı mikobakteriler 

(TDM)’in ayırımında kullanılabilecek başarılı ve hızlı bir yöntem olduğunu 

göstermektedir. Dolayısıyla bu yöntem, kültürde üretilen MTBK suşlarının erken 

tanımlanmasına ve tedavinin gecikmemesine olanak sağlamaktadır87,88,89. 

Kültür ortamında izole edilen kolonilerde MTBK ile TDM identifikasyonu için bir 

diğer önemli yöntem inhibisyon testidir. Bu testin sonuçlarının İmmünokromatografik TB 

Ag MPT64 kart testi sonuçları ile birlikte değerlendirilmesi sonuçların güvenilirliğini 

artırır. İnhibisyon testi olarak BACTEC 460TB Sisteminde p-nitro-α-asetilamino-β-

hidroksi-propiofen (NAP) testi kullanılırken, BACTEC MGIT 960 Otomatize Sisteminde 

NAP testi yerine p-NBA (Para Nitro Benzoik Asit Reaktifi) testi tercih edilmektedir90. 

 

2.10. TDM İnfeksiyonlarının Laboratuvar Tanısında Moleküler Yöntemler 

Günümüzde klinik örneklerde belirlenen mikobakterilerin tür düzeyinde 

idantifikasyonu amacıyla biyokimyasal testler yerine moleküler yöntemler tercih 

edilmektedir. Mikobakterilerin moleküler yöntemlerle idantifikasyonunda, hedef olarak 

seçilmiş olan en önemli gen bölgeleri, 16S rRNA, hsp65, recA ve rpoB genleridir. 16S 

rRNA geni, bakterilerin moleküler idantifikasyonunda altın standart olarak kabul edilen bir 

hedef bölgedir. Çünkü hem her bakteriye özgü çok iyi saklanmış diziler içerir, hem de her 

türe göre değişen dizilere sahiptir. Bu değişken dizilerin PCR ile çoğaltılması sayesinde tür 

tayini mümkün olabilmektedir. 16S rRNA geninin dizi analizi tüm mikobakteri türlerinin 

tanımlanmasını sağlayabilmektedir. Ancak dizi analizi yöntemlerinde, elde edilen bakteri 

dizilerinin bilgisayar ortamında karşılaştırılması gereken standart dizilere ihtiyaç vardır. 

Değişik kaynaklardan elde edilmiş standart dizilerde de zaman zaman farklılıklar ortaya 

çıkabilmekte ve yanlış sonuçlara sebep olabilmektedir. Bir standardizasyon sağlamak ve 

dizi analizi sonuçlarının güvenilirliğini arttırmak amacıyla kurulmuş standart dizi analizi 

servisleri mevcuttur. Bu servislerden biri olan RIDOM (Ribosomal Differentiation of 

Medical Microorganisms), web tabanı üzerinde dizi analizi yanısıra fenotipik ve genotipik 
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özellikleri de sunmaktadır. Ayrıca dizi analizi amacıyla üretilmiş olan ticari kitler de 

mevcuttur. Bunlardan MicroSeq 500 16S rDNA bakteriyel dizi analizi kiti (Applied 

Biosystems), mikobakteriyel 16S rRNA 5’ ucundan 500 baz çiftlik bir bölgenin 

amplifikasyonunu ve sonrasında dizi analizini sağlayarak tür düzeyinde idantifikasyon 

gerçekleştirmektedir. 16S rRNA dizilerinin karşılaştırılması mikobakterilerin 

idantifikasyonunda güvenilir bir yöntem olmakla birlikte, M. gastri ve M. kansasii gibi 

bazı türlerin ayırtedilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu gibi türlerin idantifkasyonu 

amacıyla, recA gen dizilerinin karşılaştırılmasından da yararlanılmaktadır. recA geni tüm 

bakterilerde bulunan, DNA hasar onarımı, DNA sentezi ve hücre bölünmesinde rolü olan 

bir gendir. Bu gen bölgesinin kullanılmasıyla, özellikle 16S rRNA gen dizileri çok benzer 

çıkan türlerin ayırtedilebildiği gösterilmiştir. “Single-stranded conformation polymorphism 

analysis” (SSCP) yöntemi, mikobakterilerin idantifikasyonunda dizi analizine alternatif 

olan bir yöntemdir. Bu yöntemde hedef genin PCR ile çoğaltılmış küçük dizileri kullanılır. 

Bu diziler ısı ile denatüre edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatürasyonu 

sonrasında, farklı dizilerdeki parçalar farklı tersiyer konformasyonlar oluştururlar. Bu 

parçalar elektroforez ile ayrıştırıldığında, her parça farklı bir hızla hareket eder. Bu yöntem 

temel olarak genomik DNA’daki nokta mutasyonlarının belirlenmesinde kullanılır. Bunun 

yanısıra son yıllarda, 16S rRNA geninin PCR ile çoğaltılmış parçalarının SSCP analizi, 

bakteri türlerinin idantifikasyonunda kullanılmaktadır. Mikobakteri türlerinin 

idantifikasyonuna yönelik olarak geliştirilmiş olan SSCP yönteminde, mikobakteriyel 16S 

rRNA geninin değişken bölgelerine özgül dört ayrı çift iplikçikli parça, dört çift fluoresan 

primer ile çoğaltılmakta ve elde edilen ürünlerin SSCP analizi yapılmaktadır. Bu yöntemle 

PCR sonrasında SSCP analizi sonucu 30 dakika içinde alınabilmekte, kapiller elektroforez 

sistemi sayesinde aynı anda 16 örnek test edilebilmektedir. Hızlı ve spesifik bir yöntemdir. 

PCR-restriksiyon enzim analizi yöntemi, mikobakterilerin idantifikasyonunda kullanılan 

pratik ve ekonomik bir yöntemdir. Restriksiyon enzim analizi için çeşitli çalışmalarda 16S 

rRNA, hsp65 “heat shock protein” geni ve rpoB geni hedef olarak seçilmiştir. Yapılan 

çalışmalarda, RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB geninin dört restriksiyon enzimi ile 

(HaeIII, HindII, MvaI veAccII) kesilmesi ile elde edilen bant paternleri, standart bant 

paternleri ile karşılaştırılarak mikobakteri türlerinin idantifikasyonu sağlanmıştır. PCR-
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restriksiyon enzim analizi yönteminde son yıllarda seçilmiş hedef bölgelerden biri de ITS 

(Internal Transcribed Spacer) bölgesidir. Bu bölge, 16S ve 23S rRNA’ları kodlayan genler 

arasında bulunan bir diziden oluşmaktadır. Bu dizide de, her türe özgü faklı nükleotidler 

bulunması sebebiyle, yapılan çalışmalarda mikobakterilerin idantifikasyonu 

sağlanabilmiştir. Ancak bu bölgedeki polimorfizm oranının çok yüksek olması sebebiyle, 

sonuçların değerlendirilmesinde bazı zorluklar yaşandığı görülmüştür. 65 kDa 

ağırlığındaki hsp65 genini hedef alarak yapılan PCR-restriksiyon enzim analizi, yaygın 

olarak kullanılmakta olan mikobakteri idantifikasyon yöntemlerinden biridir. hsp65 geni, 

hem çok iyi korunmuş diziler içermekte, hem de türden türe farklılık gösteren diziler 

bulundurmaktadır. Bu genin 441 baz çiftlik bir dizisi PCR-restriksiyon enzim analizinde 

çoğaltılarak kullanılmaktdır. İki özgül primer kullanılarak çoğaltılan ürünler, BstII ve 

HaeIII restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir1. 

Böylece elde edilen restriksiyon parçaları poliakrilamid jelde yürütülerek 

ayrıştırılmaktadır. Poliakrilamid jel elektroforezi sonrasında görülen bantın molekül 

ağırlığının tam olarak anlaşılabilmesi için molekül ağırlık standartı ile karşılaştırılması 

gereklidir. İki restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda, 80’e yakın mikobakteri türünün 

herbiri kendine özgü bantlar oluşturduğundan, oluşan bantların molekül ağırlığının 

belirlenmesi mikobakterilerin idantifikasyonunu sağlamaktadır. Bunun için tek yapılması 

gereken, örneklerde oluşmuş bantların moleküler ağırlık standartı ile karşılaştırılarak 

ağırlıklarının belirlenmesi ve hangi türün bantları ile uyuştuğuna bakılmasıdır. Böylece her 

örnekte iki restriksiyon enzimi ile oluşturulan parçalardaki bantlar göz önünde 

bulunduurularak TDM türünün ismi belirlenebilmektedir. Ancak bazen klasik moleküler 

ağırlık standartları ile yapılan karşılaştırmalarda, birbirine çok yakın bantların 

değerlendirilmesinde güçlükler yaşanabilmektedir. Bu güçlüğü aşabilmek amacıyla 

geliştirilmiş olan bir TDM idantifikasyon kitinde, bilinen mikobakteri türlerinin hem Bst II 

restriksiyon enzimi ile, hem de Hae III restriksiyon enzimi ile kesildiğinde oluşturacağı 

olası bant şekillerini içeren iki değişik moleküler ağırlık standartı bulunmaktadır (Diomed). 

Bu iki moleküler ağırlık standartı ile karşılaştırma yapılırken, elde edilmiş olan bantların 

tamamının bir karşılığı olduğundan, değerlendirme sırasında hata payı önemli ölçüde 

azalmaktadır1,54.  
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Son yıllarda TDM infeksiyonlarının tanısında mikolik asit analizi de kullanılmaya 

başlanmıştır. Mikolik asitler mikobakteri hücre duvarının önemli bir kısmını oluşturan 

uzun zincirli β-hidroksi yağ asitleridir. Her mikobakteri türünde farklı fonksiyonel gruplar 

ve farklı karbon sayılı mikolik asitler bulunur. Mikolik asitlerdeki karbon atomu sayısı 

genellikle 60 ile 90 arasında değişir. Bu türe özgü farklılıklar sebebiyle mikolik asit analizi 

gerçekleştirilerek mikobakterilerin idantifikasyonu yapılabilmektedir. Bu amaçla 

kullanılan yöntemler “thin-layer chromatography” (TLC), high-performance liquid 

chromatography” (HPLC) ve “gas-liquid chromatography” (GLC) yöntemleridir. TLC 

yöntemi uygulanarak, mikolik asitler taşıdıkları ester gruplarına gore 7 grup altında 

toplanmaktadırlar. Bundan sonraki aşamada, mikobakteri hücresinden metil 

esterifikasyonu ile saflaştırılan mikolik asitler silikon jel üzerinde yürütülmekte ve oluşan 

paternler standart suşlarla karşılaştırılarak idantifikasyon sağlanabilmektedir54. 

HPLC analizinde, mikolik asitler polarite ve karbon sayılarına göre 

ayırtedilebilmektedir. Daha polar olan ve kısa karbon zincirli mikolik asitler, daha kısa 

elüsyon zamanlarına sahip olmaktadırlar. Bu aşamadan sonra elde edilen grafikler 

(kromatogram), standart suşların grafikleriyle karşılaştırılarak idantifikasyon 

sağlanmakatadır. GLC yönteminde ise sadece mikolik asitler değil, mikobakteri hücre 

duvarının bütün yağ içeriği analiz edilerek idantifikasyon yapılmaktadır. Bu üç mikolik asit 

analiz yöntemi içinde en güvenilir sonuçlar elde edilen yöntem HPLC yöntemidir. TLC ve 

GLC yöntemleriyle bazı mikobakteri türleri aynı paternleri verdiği için, her türün 

idantifikasyonu mümkün olmamaktadır. Sonuç olarak, TDM infeksiyonlarının laboratuvar 

tanısında biyokimyasal testler, pratik olmamaları, uzun zaman gerektirmeleri ve tüm 

türlerin tanımlanmasını sağlayamadıklarından, rutin kullanım için uygun değildirler. 

Moleküler yöntemler, mikobakteri türleri arasında farklılık gösteren gen bölgelerinin 

çoğaltılması esasına dayanmaktadır. Hedef olarak seçilen basilica gen bölgeleri 16S rRNA, 

hsp65, recA ve rpoB genleridir. Bu gen bölgelerinin dizi analizi sonucuna göre 

belirlenerek, standart suşlarla karşılaştırılması ile güvenilir bir şekilde tür tayini 

yapılabilmektedir. Ancak dizi analizi sadece büyük referans laboratuvarlarında yapılabilen 

pahalı bir yöntemdir. SSCP ve HPLCyöntemleri, dizi analizine alternatif olarak 

kullanılabilecek hızlı ve özgül yöntemlerdir. PCR-restriksiyon enzim analizi yöntemi de, 
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yaygın olarak kullanılmaya başlanmış olan bir diğer alternatif yöntemdir. Restriksiyon 

enzim analizi için çeşitli çalışmalarda 16S rRNA, hsp65 geni ve rpoB geni hedef olarak 

seçilmiştir. Elde edilen sonuçlar, PCRrestriksiyon enzim analizi yönteminin rutin 

laboratuvar kullanımına uygun, ekonomik, pratik ve hızlı bir yöntem olduğunu 

göstermektedir1,54.  

Tüberküloz dışı mikobakteri türlerinde son 10 yıl içinde görülen bu artış, doğada bu 

türdeki organizmaların hızla yaygınlaşmasından kaynaklanmamaktadır. Bunun en temel 

sebebi, TDM türlerinin ayrımını sağlayan moleküler tekniklerdeki gelişmelerdir54. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Toplanması ve İşlenmesi 

Dünyada her geçen gün önemi artmakta olan tüberküloz dışındaki diğer patojen 

mikobakteri (TDM) türlerinin bölgemizdeki sıklığının ve direnç paterninin belirlenemesini, 

epidemik potansiyele sahip mikobakteriyel türlere karşı önlem çalışmalarının 

başlatılabilmesini ve bunun için TDM infeksiyonlarında en çok tercih edilen 

antibiyotiklerden Moxifloxacin, Amikacin, Clarithromycin, Trimethoprim-

Sulfamethoxazole ve Doxycycline’e karşı izolatların duyarlılıklarının Löwenstein Jensen - 

Agar Proporsiyon Duyarlılık (LJ-APD) testi ile belirlenmesini hedef alan bu çalışmaya; 

2012 Kasım - 2014 Eylül tarihlerinde ÇÜ THAUM ve Bölge Tüberküloz Laboratuvarına 

tüberküloz şüphesiyle gönderilen 21918 klinik örnek değerlendirmeye alınmıştır. 

 

3.1.1. Dekontaminasyon–Homojenizasyon ve Konsantrasyon İşlemi 

Mikobakteri türlerinin geç ve güç üredikleri göz önüne alındığında hızlı üreyen 

diğer bakterilerin elemine edilmesinin aciliyeti dekontaminasyon–homojenizasyon 

konsantrasyon işleminde bir adım daha öne çıkmaktadır. Bu sebeple çalışmamız süresince 

gelen örneklerin tamamı dekontaminasyon–homojenizasyon ve konsantrasyon işlemine 

tabi tutularak işlenmiştir. 

 

3.1.1.1. Dekontaminasyon–Homojenizasyon ve Konsantrasyon İşlemine 

Hazırlık 

N-asetil-L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) için gerekli malzemeler; 

NaOH        40 gr 

Trisodyum sitrat dihidrat (Na3C6H5O7–2H2O)  14,5 gr 

Distile su       1 lt 

İçerikler homojen hale gelene kadar karıştırıldı Karışım 120oC’de 30 dakika 

otoklavlandı. Şişelere bölünüp buzdolabında saklandı. 
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Fosfat tamponu (PBS) için gerekli malzemeler; 

Disodyum fosfat (Na2HPO4)     23,11 gr 

Monopotasyum fosfat (KH2PO4)    18,16 gr 

Distile su       4 lt 

İçerikler homojen hale gelene kadar karıştırıldı. Karışımın PH’sı 6,8’e ayarlanıp 

120oC’de 30 dakika otoklavlandı. Şişelere bölünüp buzdolabında saklandı. 

 

3.1.1.2. Dekontaminasyon–Homojenizasyon ve Konsantrasyon İşlemi 

Uygulanışı 

Örneklerin tamamına N-asetil-L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) yöntemi 

kullanılarak dekontaminasyon–homojenizasyon ve konsantrasyon işlemleri uygulandı. Bu 

işlemler için sırasıyla şu yöntemler baz alındı: 

1- Falkon tüpünde gelmiş olan örneğe kendi miktarı kadar NALC-NaOH karışımı 

eklenip 30 saniyeyi geçmeyecek şekilde vortekslendi. Daha sonra oda ısısında 15 dakika 

bekletildi bu sürenin aşılmamasına azami özen gösterildi. Bu işlemle diğer bakterilerin 

elemine edilmesi ve şayet varsa mikobakterilerin balgamın yoğun yapısı içerisinde açığa 

çıkması sağlandı. (dekontaminasyon işlemi) Dekontaminasyon işlemini takiben yapılacak 

her işlemde asepsi-antisepsi kurallarına uyulmaya özen gösterildi. 

2- Sonra falkon tüpünün 45-50 ml çizgisine kadar 0,067 M fosfat tamponu (PBS) 

(pH 6.8) ilave edilip, karışım el yardımıyla alt üst edildi. Bu çözelti asit-baz dengesini 

sağladı. (homojenizasyon işlemi) 

3- Daha sonra bu karışım 3000 g’de 15 dakika santrifüj (Eppendorf Soğutmalı 

Microsantrüfüj cihazında, GERMANY) edildi (konsantrasyon işlemi). 

4- Santrifüj akabinde süpernatant kısım dökülüp dipte kalan pellet üzerine kendi 

miktarı kadar tekrar PBS tampon çözeltisi eklendi ve pipetaj işleminden sonra 0,8 ml 

Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik, Trimethoprim, Azlosilin asit-(PANTA) 

Supplement eklenmiş MGIT tüpüne 0,5 ml, Lowenstein-Jensen (LJ) ağara (Becton 

Dickinson, ABD) ise 0,3 ml oranında rutin olarak işlenen kültür ekimleri yapıldı.  
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3.2. Fenotipik İncelemeler 

Çalışma sırasında (2012 Kasım–2014 Eylül) gelen örnekler rutin uygulamalarda 

yapıldığı üzere doğrudan ve teksif sonrası mikroskopik olarak inceledikten sonra 

mikobakterilerin identifikasyonunda altın standart olarak kabul edilen kültür ortamında 

izolasyon için LJ besiyeri ve MGIT 960 otomatize sistemi kullanıldı. Kültürde izole 

edildikten sonra, MTBK ve TDM ayrımı için İmmünokromatografik TB Ag MPT64 kart 

testi yapıldı. MPT64(-) bulunan örnekler için TDM doğrulanması açısından p-nitro-α-

asetilamino-β-hidroksi-propiofen / para nitro benzoik asit (NAP/p-NBA) testi kullanıldı. 

TDM bulunan örneklere antibiyotik duyarlılık tespiti için LJ-APD yöntemi uygulandı. 

 

3.2.1. Örneklerin Mikroskopik İncelenmesi  

Örneklerden hazırlanan yayma preparatlar karbol fuksin yöntemi (Ehrlich-Ziehl-

Neelsen (EZN)) ile boyandıktan sonra mikroskopik olarak mikobakteriler incelendi. Bu 

inceleme gelen örneklere hiçbir işlem yapılmaksızın doğrudan (direkt ARB boyama) ve 

dekontaminasyon–homojenizasyon ve konsantrasyon işleminden sonra (teksif sonrası ARB 

boyama) olmak üzere iki aşamada yapıldı. 

Ayrıca, kültür ortamında üretilen kolonilerin morfolojik incelemesi için de bu 

boyama yöntemi kullanıldı. 

 

3.2.1.1. Karbol fuksin yöntemi (Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)) 

Mikobakteriler hücre duvar yapılarında bulunan %70 yağ asitleri oranıyla 

boyanmaları diğer bakterilere nazaran daha güçtür. Bu sebeple EZN adı verilen en eski 

boyama yöntemiyle asit-alkol karışımına dirençli şekilde boyanırlar. Asit-alkole dirençli 

mikroorganizmalar ışık mikroskopunda mavi zemin üzerinde pembe-kırmızı renkte basiller 

şeklinde görülürler.  

Çalışmamız süresince gelen örneklerden yayma preparatlar hazırlanarak EZN 

yöntemiyle boyamaları yapıldı ve mikroskopta mavi zemin üzerinde pembe-kırmızı 

basillerin görülmesi sonucu ARB-pozitif olarak değerlendirildi.  

EZN boyama yöntemi olarak; 

1- Karbol Fuksin 
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2- Asit-Alkol 

3- Metilen Mavisi kullanılır. 

 

3.2.1.1.1. EZN Boyasının Hazırlanışı 

Karbol Fuksin boyası içerikleri 

Bazik fuksin (karbol fuksin)     1 gr 

Fenol kristalize       5 gr 

Saf etil alkol       10 ml 

Saf su        100 ml 

 

%3’lük Asit-Alkol içerikleri 

Hidroklorik Asit (HCL)     3 ml 

%95’lik Etil alkol      97 ml 

 

Metilen Mavisi içerikleri 

Metilen mavisi       2 gr 

Borax (sodyum tetra borat kristalize)    5 gr 

Saf su        100 ml 

 

3.2.1.1.2. EZN Boyama İşlemi (ARB/AARB Boyama) 

Yayma sonrası havada kurumaya bırakılan preparatlara ateşle fiksasyon işleminden 

sonra karbol fuksin damlatıldı ve 3-4 dakika bekletildi. Bu işlem esnasında preparatların 

altından ateşle kaynamayacak şekilde üzerinden buhar çıkana kadar fikse edildi. Bu şekilde 

bakteri porlarının açılıp karbol fuksinin hücre içine alınması sağlanmış oldu. Daha sonra 

preparatlar çeşme suyuyla yıkandı. Üzerine asit-alkol karışımı döküldü ve 2 dakika 

beklenildi. Hücre duvar yapısında %70 yağasiti bulunduran Mikobakteri türleri asit-alkole 

dirençli oldukları için bu esnada karbol fuksini hücre içerisine alıp geri bırakmazken diğer 

bakterilerin ise bu boyayı bırakmaları ve ardındaki yıkama işleminden sonra zıt boya olan 

metilen mavisi boyasıyla da kontaminasyon olarak nitelediğimiz bu bakterilerin boyanması 

sağlandı. Metilen mavisiyle boyama işlemi 30-45 saniye arasında tutuldu. Bu işlemden 
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sonra da her işlemden sonra olduğu gibi çeşme suyuyla yıkama işlemi uygulandı ve hava 

da kurumaya bırakılan preparatlar kuruduktan sonra 100’lük objektifte immersiyon yağı 

(sedir yağı) yardımıyla incelendi. 

 

3.2.2. Kültür Ortamında İzolasyon 

Kültür ortamında izolasyon için mikobakteriyoloji laboratuvarlarında rutin olarak 

kullanılan LJ agar besiyeri ve 7 mL’lik modifiye edilmiş Middlebrook 7H9 Broth içeren 

BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi kullanıldı. 

Kültürde izole edildikten sonra, MTBK ve tüberküloz dışı mikobakteri (TDM) 

ayrımı için ise İmmünokromatografik TB Ag MPT64 kart testi yapıldı. MPT64(-) bulunan 

örnekler için TDM doğrulanması açısından p-nitro-α-asetilamino-β-hidroksi-propiofen / 

para nitro benzoik asit (NAP/p-NBA) testi kullanıldı. 

 

3.2.2.1. Lowenstein-Jensen (LJ) Agarda Kültür 

Dekontaminasyon–homojenizasyon ve konsantrasyon işlemlerinden sonra rutinde 

ilk kültür yöntemi olan LJ agar içerisinde 0,3 ml oranında ekim yapılan örnekler daha 

sonra 6-8 hafta (ortalama 42 gün) boyunca 37°C de inkübe edildi. Üreme tespit edilen 

LJ’lerle MGIT’lar arasındaki en büyük fark ise agarlı besiyerlerinin hemen hepsinde ortak 

özellik olan bakterilerin kromatik özelliklerini yansıtmalarıdır sıvı besiyerlerinde ise 

çoğunlukla bu mümkün olamamaktadır. 

 

3.2.2.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kültür  

Dekontaminasyon–homojenizasyon ve konsantrasyon işlemlerinden sonra örnekler 

0,5 ml oranında rutinde ikinci kültür yöntemi olan MGIT’a ekildikten 6-8 hafta (ortalama 

42 gün) sonra üreme tespit edilene kadar 37 °C de inkübe edildi. 42 günün sonunda pozitif 

sonuç vermeyen örnekler negatif kabul edilip, MGIT EPİCENTER sisteminde pozitif 

sonuç veren örneklere ise Tüberküloz kompleksi (MTBK) ile tüberküloz dışı 

mikobakterilerin (TDM) ayrımı için immünokromatografik TB Ag MPT64 kart testi ve 

gerektiğinde NAP/p-NBA testi uygulandı. 
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3.2.2.3. İmmünokromatografik TB Ag MPT64 Kart Testi 

MTBK türlerinin hücre yapısında bulunan 23 kDa ağırlığındaki proteinleri 

emdirilmiş olan MPT64 kart (Becton Dickinson, ABD ) testine MGIT kültür ortamında 

üreyen mikobakteri kolonilerinden 0,1 ml alınıp teste eklendi ve 15 dakika bekletildi. Bu 

sürenin sonunda sadece kontrol çizgisinin çıkması tüberküloz dışı TDM türlerinin varlığını 

gösterirken, kontrol çizgisiyle beraber TB çizgisindeki ufak bir belirti ise MTBK türlerinin 

varlığının olabileceğini gösterdi (Şekil 3.1). Kolonilerin MGIT besiyerinden elde 

edilemediği durumlarda ise LJ agarda üremiş koloniler kullanılarak temin edildi. 

 
a            b          c 

                                                                                                                                                                          
 

Şekil 3.1 Mpt64 kart testi a: TB potitif, b: TB negatif, c:Geçersiz sonuç 
 

3.2.2.4. P-Nitro-α-Asetilamino-β-Hidroksi-Propiofen / Para Nitro Benzoik Asit 

(NAP/p-NBA) Testi Yorumu ve Hazırlanışı 

BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde 42 güne kadar inkübe edilmiş ve bu süre 

içerisinde pozitiflik vermiş örneklerin ARB işlemleri sonrasında pembe-kırmızı basillerin 

görülmesi ve MPT64(-) çıkması halinde TDM doğrulanması için NAP/p-NBA testi 

uygulandı. Kolonilerin MGIT besiyerinden elde edilemediği durumlarda ise LJ agarda 

üremiş koloniler kullanılarak temin edildi. Bu sistemde Growth Control (GC) MGIT 

tüpünün Growth Unit’i (GU) 400’e ulaşınca (bu sonuç en fazla 12 gün içinde gerçekleşir) 
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pozitiflik sinyali veren örnekler değerlendirilmeye alındı. Bu testin sonucuna göre yorumu 

ise; NAP/p-NBA test tüpünün GU 10 ise hassas olması göz önüne alarak, bu miktardan 

küçük üreme konsantrasyonun MTBK olarak değerlendirilirken, bu değerden yüksek 

konsantrasyon değeri ise dirençli yani TDM şeklinde yapıldı (Çizelge 3.1.). 

500 mcg/ml konsantrasyonunda p-NBA hazırlanışı; 

Bir tüpte 1 ml HCL 5 ml distile su içinde çözündü. 

Farklı bir tüpte de 0,5 gr NaOH 5 ml distile su içinde çözündü. 

1- Öncelikle 80 ml distile su içine 4 gr p-NBA (Sigma Aldrich, Taufkirchen, 

Germany) ve 1 gr NaOH parçacıkları eklendi. Solüsyon iyice çözüldükten sonra rengin sarı 

olması beklendi. 

2- pH indikatörü olarak kullanılacak 1 damla Phenolphthalein damlatıldı. Rengin 

pembeye dönmesi beklendi. 

3- Renk tekrar sarı oluncaya kadar (pH nötr) önceden hazırlanmış olan dilüe 

HCL’den 3-4 damla damlatıldı. HCL’yi damlattıktan sonra oluşan beyaz çökelti (tuz 

çözeltisi) yok oluncaya kadar karıştırıldı. Karıştırıldığı halde beyaz parçaların 

kaybolmaması ise ortamın fazla asidik olduğunu gösterdi. Bunun üzerine dilue NaOH’den 

birkaç damla daha damlatıldı ve tekrar karıştırıldı. Fazla NaOH eklendiği durumda da 

rengin tekrar pembeye döndüğü görüldü. Final solüsyon berrak sarı renge gelene kadar 

işleme devam edildi ve berrak sarı olunca işleme son verildi. 

4- Son olarak son hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi. 

5- Hazırlanan solüsyon küçük şişelere bölünerek 120C’de 10 dk otoklavlandı. 

2 -8C de 2 ay stabil bir şekilde kullanıldı. 

 

3.2.2.4.1. NAP/P-NBA Testinin Uygulanışı 

1- İki MGIT tüpünün birincisi Growth Control (GC) ikincisi NAP/p-NBA tüpü 

olarak barkotlandı ve hasta kaydı yapıldı.  

2- GC ve NAP/p-NBA tüpleri içerisine Growth Supplement+MGIT PANTA 

Antibiyotiği (çözülmüş) karışımından 0,5’er ml eklendi.  

3- NAP/p-NBA tüpü içerisine 0,1 ml p-NBA reaktifi eklendi.  
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4- ARB boyanmış basillerin bulunduğu MGIT Tüpünden 1/4 oranında steril distile 

su ile sulandırılıp hazırlanmış süspansiyonundan her iki tüpe 0,5 ml ekim yapıldı. 

5- İkili barkod taşıyıcılarına GC tüpü sola, NAP/p-NBA şişesi sağa yerleştirildi. 

6- Barkod okutularak cihaza yerleştirildi. 

7- 12 günün sonunda yorumlamaya geçildi. 

 

Çizelge: 3.1. NAP/p-NBA test sonucu ve immünokromatografik TB Ag Mpt64 kart test sonuçlarının birlikte 
değerlendirilmesi. 

NAP/p-NBA Test Sonucu 
İmmünokromatografik TB Ag Mpt64 Kart Test Sonucu

Tek Çizgi (I) İki Çizgi (II) 

Tek Tüp (I) Geçersiz MTBK 

İki Tüp (II) TDM Koenfeksiyon 

 

3.2.3. Antibiyotik Duyarlılık Testleri (ADT)  

Rutinde Mycobakterium tuberculosis kompleks (MTBK) türlerinin ADT’leri MGIT 

besiyerinden elde edilen kolonilerle yapılırken, çoğu bu ilaçlara doğal dirençli kabul edilen 

TDM türlerinin ADT’leri ise (ikinci seçenek ilaçlar göz önüne alınarak) LJ agardan elde 

edilen koloniler kullanılarak değerlendirildi. ADT için LJ-APD yöntemi uygulandı. 

Çalışmamız dahilinde LJ agarda üremiş kolonilerden 3-4 koloni alınarak 3 ml steril 

serum fizyolojik tuzlu suda iyice ezilerek McFarland 1 bulanıklığa erişinceye kadar 

getirildi. Bunun sonrasında antibiyotik konsantrasyonları belirlenip hazırlanan LJ 

besiyerlerine ekimler yapıldı. 

 

3.2.3.2.1. LJ Besiyerinin Hazırlanması 

1. LJ besiyerinin tuz içerikleri 

Monopotasyum fosfat (KH2PO4)     2.4 gr 

Magnezyum sülfat       0.24 gr 

Magnezyum sitrat       0.6 gr 

Asparajin tuzları       3.6 gr 

 

2. Tuzlar steril bir erlenmayer içerisine alındı ve üzerine 600 ml distile su ilave 

edildi. 
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3. Tuzların çözülmesi için 121 °C’deki otoklavda 15 dk bekletilip daha sonra oda 

sıcaklığında soğumaya bırakıldı. 

4. Taze, iri boy 25 adet yumurtanın dış kabuğu iyice fırçalanarak temizlendi. 

5. Yumurtalar alkol veya UV lambası yardımıyla 1 gece boyunca steril edildi. 

6. Yumurtalar steril bir balona tek tek tüm şekilde kırılıp homojen hale gelinceye 

kadar karıştırıldı. 

7. Daha önceden hazırlanmış tuz karışımına önceden otoklavlanıp soğutulmuş 12 

ml gliserol ilave edildi. 

8. Hazırlanmış olan solüsyona % 2’lik malaşit yeşilinden 50 ml ilave edildi. 

(modifiye edilmiştir) 

9. Önceden hazırlanmış olan yumurta karışımı steril bir bezden geçirilerek filtre 

edildi ve hazırlanmış olan solüsyona 1000 ml ilave edildi ve çalkalanarak karıştırıldı. 

10. Hazırlanan karışımın yani besiyerinin pH değeri 6.8-7 civarında olmasına 

dikkat edildi. 

11. Hazırlanan karışımın bir kısmı kontrol besiyeri olarak ilaçsız şekilde steril 

tüplere 6’şar ml döküldü.  

12. Kalan besiyerine ilaçlar belirlenen miktarlarda ilave edildi ve üzeri etiketlenmiş 
tüplere 6’şar ml şeklinde döküldü.  

13. Bu tüplerin hepsi yatık bir şekilde koagülatöre (pastör fırınına) konuldu. 

80°C’de 1 saat koagüle edildi. Bu pişirme ve aynı zamanda sterilizasyon işlemi 3 gün üst 

üste tekrarlandı (antibiyotiksiz besiyerleri için). 

14. 18-24 saat 37 °C’de sterilite kontrolü yapıldıktan sonra ekim yapılıncaya kadar 

2 -8 °C’de buzdolabında saklanır.  

 

3.2.3.2.2. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerinin Döküm İşlemi ve 

İlaç Konsantrasyonları 

LJ içerikleri eklenmiş son karışım 5’i ilaçlı, 2’si ilaçsız 700’er ml olmak üzere 7 

kısma ayrıldı. Öncelikle iki kısmı ilaçsız kontroller olarak kullanılmak üzere aşağıdaki 

şekilde hazırlandı. Her burgu kapaklı tüpe 6’şar ml olmak üzere dökülüp 85°C’de 2 saat 

aralıklı kontroller şeklinde pastör fırınında pişirildi ve bu işlem 2 gün daha üst üste 1’er 
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saat olmak koşuluyla tekrarlandı. Besiyerleri pişirmenin akabinde örneklerin ekilmesinden 

önce buzdolabına kaldırıldı. 

Geri kalan 5 kısımdan, son konsantrasyonlar amikacin sulfate (AMK) (Sigma 

Aldrich, Taufkirchen, Germany) için 32 μg/ml, clarithromycin (CLA) (Sigma Aldrich, 

Taufkirchen, Germany) için 16 μg/ml, moxifloxacin hydrochloride (MOX) (Santa Cruz 

Biotechnology, Heidelberg, Germany) için 2 μg/ml, doxycycline hyclate (DOX) (Sigma 

Aldrich, Taufkirchen, Germany) için 4 μg/ml ve son olarak trimethoprim-sulfamethoxazole 

(TMP-SMX) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) için ise 64 μg/ml olacak şekilde 

eklenerek ilaçlı besiyerleri sırasıyla aşağıdaki şekilde hazırlandı. 

Ilk 700 ml’lik karışım içerisine AMK ilacından suda çözülerek hazırlanan 

50mg/ml’lik solüsyondan 448 µl eklenerek besiyerinde homojen bir şekilde dağılana kadar 

karıştırıldı. Bu karışım da 6’şar ml olmak üzere dökülüp 85°C’de 2 saat aralıklı kontroller 

şeklinde pişirildi. Bu işlem ilaçsız besiyerindeki gibi üst üste pişirme şeklinde tekrarlandı. 

CLA için ayrılan 700 ml içerisine CLA ilacından asetonda çözülerek hazırlanan 

50mg/ml’lik solüsyondan 224 µl eklenerek besiyerinde homojen bir şekilde dağılana kadar 

karıştırıldı.  

MOX için ayrılan 700 ml içerisine MOX ilacından suda çözülerek hazırlanan 

24mg/ml’lik solüsyondan 58 µl eklenerek besiyerinde homojen bir şekilde dağılana kadar 

karıştırıldı.  

DOX için ayrılan 700 ml içerisine DOX ilacından suda çözülerek hazırlanan 

50mg/ml’lik solüsyondan 56 µl eklenerek besiyerinde homojen bir şekilde dağılana kadar 

karıştırıldı.  

Son olarak; TMP-SMX için ayrılan 700 ml içerisine dimethyl sulfoxide (DMSO) 

ile çözülmüş 100mg/ml’lik hazır TMP-SMX solüsyonundan (cotrimoxazole; 1 

trimethoprim: 5 sulfamethoxazole) 538 µl eklenerek besiyerinde homojen bir şekilde 

dağılana kadar karıştırıldı.  

AMK eklenmiş besiyerinin pişirimi işlemindeki gibi diğer 4 ilacın ekli olduğu 

besiyerleri de pişirilip buzdolabına kaldırıldı. 
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3.2.3.2.3. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerine Ekim İşlemi 

Antibiyotiksiz LJ besiyerine Mcfarland 1 bakteri süspansiyonu 10-2 ve 10-4 olacak 

şekilde sulandırılarak 0,3’er ml şeklinde tüm örneklerin ekimleri yapıldı. 37 °C’de 

inkübasyona bırakıldı ve 7, 10 ve 14’üncü günlerde incelendi. 

Her 5 antibiyotiğin de ekli oldukları besiyerilerine Mcfarland 1 bakteri 

süspansiyonları 10-2 olacak şekilde sulandırılarak 0,3’er ml şeklinde tüm örneklerin 

ekimleri yapıldı. 37 °C’de inkübasyona bırakıldı ve 7, 10 ve 14’üncü günlerde incelendi. 

Bu süre sonunda üremeyi 100 kattan daha fazla engelleyenler duyarlı, 100 kattan daha az 

engelleyenler dirençli olarak yorumlandı113 (üreme oranı %1; dirençli). 

 

3.3. TDM İzolatlarının DNA Dizi Analizi ile Genotipik İdentifikasyonu 

Kültür ortamında izole edilen bakteri kolonilerinden DNA ekstraksiyonu 

yapıldıktan sonra Mycobacterium türleri için spesifik olan 441 bp uzunluğunda hsp65 gen 

bölgesi amplifiye edildi. Agaroz jel elektroforezi ile hsp65(+) bulunan örneklerde DNA 

Dizi Analizi yöntemi ile tür düzeyinde identifikasyon yapıldı. 

 

3.3.1. DNA Ekstraksiyonu 

DNA ekstraksiyonu için MICKLE cihazında mekanik ekstraksiyon protokolü 

uygulandı. 

Fenotipik olarak TDM izole edilen MGİT besiyerlerinden 0,5 ml alınarak 1,5 ml’lik 

mikrosantrifüj tüplerine koyuldu. MGIT kültürünün değerlendirilemediği durumlarda LJ 

besiyerinde üretilip fenotipik olarak TDM olduğu belirlenen koloniler 4 ml steril distile su 

içerisinde süspanse edilerek, ekstraksiyon için 0,5 ml kullanıldı. İşlemler aşağıdaki sıraya 

göre gerçekleştirildi: 

1- Bakteri süspansiyonları 3000 g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

2- 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine hasta barkot kayıtları yapıldı. 

3- Santrifüj edilen örneğin süpernatant kısmının bir bölümü döküldü. 

4- Daha sonra pastör pipetiyle pellet kısmından 0,5 ml alınıp ilgili hasta barkotun 

olduğu mikrosantrifüj tüpüne eklendi.  

5- Önceden 80 °C’ye getirilmiş ısı bloğunda 30 dakika bekletildi. 
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6- Sonra örnekler 12700 rpm’de (15000 g (Eppendorf Soğutmalı Micro santrüfüj 

cihazında, GERMANY)) 15 dakika santrifüj edilip üsteki sıvı dikkatle döküldü. 

7- Kalan pellet üzerine 500µl Tris-EDTA (TE) Buffer eklendi ve pipetaj işlemi 

yapıldı. 

8- 12700 rpm (15000 g) 15 dakika santrifüj edilip üsteki sıvı dikkatle döküldü. 

9- Pellet üzerine 250µl TE Buffer eklendi ve pipetaj yapıldı. 

10- Pipetaj akabinde 100-150 hacimde cam boncuk eklenip 2 dakika Mickle 

cihazında mekanik işleme tabi tutuldu. 

11- 12700 rpm’de (15000 g) 15 dakika santrifüj edildi. 

12- Santrifüj işlemi akabinde üstte ki sıvı DNA olarak alındı. 

13- -20 °C’de muhafaza edildi.  

 

 
Şekil 3.2. Mickle cihazı. 
 

3.3.2. Mikobakteri’lerin hsp65 Gen Bölgesinin Amplifikasyonu 

Mikobakter’lerin hsp65 genine ait spesifik bölgeyi hedef alan TB11 (5’-

ACCAACGATGGTGTGTCCAT) ve TB12 (5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT) 

primerleri kullanılmıştır. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCl [pH 8.3], 50 mM KCl, 1.5 mM 

MgCl2, herbir dNTP’den 200 μM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taq polymerase ve 5 

mikrolitre kalıp DNA içeren toplam 50 mikrolitre PCR karışımında gerçekleştirilmiştir. 

Amplifikasyon aşamaları aşağıdaki şekilde tamamlanmıştır: 

 

94 oC’de 1 dak. - denaturasyon 

60 oC’de 1 dak. - bağlanma (annealing)              45 döngü 

72 oC’de 1 dak. - uzama (extension) 

72 oC’de 10 dak. - son uzama (extension) 
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3.3.2.1. Agaroz Jel Elektrofozi  

Ekstraksiyon ve amplifikasyonun doğru bir şekilde gerçekleştiğini test etmek 

amacı ile agaroz jel elektroforezini kullanıldı. 100ml 1xTBE ve 2gr agaroz ile kaynatılarak 

%2’lik agaroz jel hazırlandı. Oda şartlarında yaklaşık 50-60ºC’ye kadar soğuyan agaraz jel 

üzerine 10 µg/ml konsantrasyonda Etidyum Bromür’den 5µl eklendi. Agaroz jel içerisinde 

Etidyum bromür iyice karıştırıldıktan sonra taraklar yerleştirilerek jel kasetine döküldü. 

Oda ısısında katılaşan jelden tarak dikkatli bir şekilde çıkarıldı ve içerisinde 1xTBE 

tamponu olan tank içerisine yerleştirildi. Jel üzerindeki kuyulara 16µl örnek ile 4µl loading 

buffer karıştırılarak yükleme yapıldı. İlk ve son kuyuya marker yüklendi (GeneRuler 100 

bp DNA Ladder Plus). Tank güç kaynağına (biorad) bağlandı. 120 volt akımda 1 saat 

yürütme işlemi gerçekleştirildi. Daha sonra DNA bantları jel görüntüleme sistemi (Gel 

logic 1500 imaging system ayrım gücü: 1708X1280 pixel, Kodak Company, NY, USA) ile 

incelendi. Yaklaşık 300-400 bp aralığındaki bantlar pozitif olarak kabul edildi ve dizi 

analizi işlemine alındı. 

 

3.3.1.1.1. 10xTBE Tamponunun Hazırlanması 

 

108 gr            Tris-Base 

55 gr              Borik asit 

8.3 gr             EDTA 

eritilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı (pH: 8.8). 

 

3.3.1.2. Uygulama 

Uygulama aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi; 

1. 10xTBE 1xTBE şeklinde sulandırıldı. 

2. Eridiğinde % 2’lik jel oluşturacak şekilde agaroz tartılıp bir balon içerisine 

konuldu. 

3. Üzerine 1xTBE tamponu (% 2’lik jel oluşturacak hacimde) ilave edilerek 

mikrodalga fırında eritildi. 

4. Bir süre bekleterek (60 oC’nin altına düşmeyecek şekilde) soğutuldu. 
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5. İçerisine etidyum bromid (30 ml’lik jel için 3-4 µl (10 mg/ml’lik stok) 

yeterlidir) eklenerek karıştırıldı. 

6. Önceden hazırlanmış ve tarakları uygun olarak yerleştirilmiş jel kalıp 

tepsisinin üzerine yavaşça döküldü. 

7. Oda sıcaklığında 20-30 dk bekletilerek katılaşması sağlandı. 

8. Jel kalıbı tanka (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel 

Electrophoresis System) yerleştirilerek taraklar yavaşça çıkarıldı. 

9. Örneklerden 5’er µl alınarak parafilm üzerinde 3 µl yükleme tamponu (% 

20 sükroz, % 0.25 brom fenol mavisi (1xTBE ile hazırlanmış)) ile karıştırılarak, 

açılan her kuyuya bir örnek olacak şekilde konuldu (İlk kuyuya DNA markeri 

yüklenir). 

10. Tankın güç kaynağı (LABNET International Power Station 300) (Şekil 3.1) 

çalıştırılarak 80 mA – 120 V akım verildi. 

11. Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3’lik kısmına 

ulaştığında elektroforez durduruldu. 

12. Jel tanktan çıkarıldı ve Jel Logic 1500 Imaging System (Kodak, New) jel 

görüntüleme sistemi ile görüntülenerek incelendi. 

 

3.3.3. PCR ürünlerinin saflaştırılması 

Dizi analizinden önce ortamdan reaksiyonu etkileyecek olan nükleotit, primer ve 

diğer kimyasalların uzaklaştırılması amacı ile PCR ürünleri saflaştırıldı. Saflaştırma işlemi 

“SentroPure® PCR ürünü saflaştırma ve jelden DNA ekstraksiyon kiti (SENTROMER®)” 

saflaştırma sistemi ile protokolde önerildiği şekilde saflaştırıldı. 

1. Steril 1,5 ml tüp içerisine, her 1µl PCR ürünü için 4 µl SG solüsyonu (DNA 

immobilizasyonunu sağlar, pH 6,6) eklendi ve 15 saniye vortekslendi. 

2. Karışım SentroSpin kolouna kolonuna aktarıldı, 13000 rpm’ de 1 dakika santrifüj 

edildi ve toplama tüpünde toplanan sıvı döküldü. 

3. SentroSpin  kolonuna 500µl solüsyon SW (DNA’nın arınmasını sağlar, pH 7,5) 

eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve toplama tüpünde toplanan sıvı döküldü. 

İşlem birkez daha tekrarlandı. 
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4.SentroSpin kolon 1 dakika boş olarak santrifüj edildi ve kalan etanol 

uzaklaştırıldı. 

5. Sentrospin kolonu 1,5 ml’lik temiz mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilerek 

başlangıç PCR ürünü miktarı kadar solüsyon SE (DNA’nın toplanmasını sağlar, pH 8,5)  

kolonun tam ortasına gelecek şekilde eklendi. Oda sıcaklığında 3 dakika bekletildi ve 

13000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilerek saf DNA toplandı. 

Bu saflaştırılmış DNA örnekleri dizi analizi için kullanılana kadar -20oC’de 

saklandı.  

 

3.3.4. Dizi Analizi Çalışması 

Burada örneklerin, “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) otomatize sistemi kullanılarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir 

sonlandırma yöntemi” prensiplerine göre dizi analizi yapılacaktır. 

Dizi analizi ile elde edilen veriler, “National Center for Biotechnology 

Information” (NCBI) web sayfasındaki BLAST programı kullanılarak 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gen bankası veri tabanı ile karşılaştırılmıştır. Bu 

karşılaştırma için “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programı seçilmiştir. 

İlk olarak saf haldeki PCR ürünlerine Cycle sequencing uygulaması yapıldı. Bu 

aşamada forward primerler kullanılarak hem dNTP hem de ddNTP içeren reaksiyon 

karışımı ile  tek zincirli amplifikasyon işlemi gerçekleştirildi. İşlem BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanılarak gerçekleştirildi. Her örnek 

için aşağıdaki karışım hazırlandı. 

 

Ready reaxion mix (RR-100) 5X    4µl 

Squencing Buffer 5X     4µl 

Hsp65 f      4µl 

Saf su       4µl 

Saf PCR ürünü     4µl 

Toplam hacim      20µl 
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Cycle sekans için hazırlanan örnekler için termal cycle cihazında aşağıdaki ısı 

döngüleri ayarlandı. 

96oC de       10 sn 

50oC de 5 sn      25 döngü 

60oC de      4 dk 

 

Cycle sekans ürünleri, sekans analiz cihazına yüklenmeden önce tekrar saflaştırıldı. 

Saflaştırma işlemi için ZR DNA Sequencing Clean-up Kit ™ (Zymo Research) 

protokolünde önerildiği şekilde kullanıldı; 

 

1. 5-20 µl cycle sekans ürününe 240 µl “Sequencing Binding Buffer” eklendi.  

2. Karışım Zymo-Spin™ IB kolona aktarıldı.  

3. 13,000 rpm (15000 - 16000 x g) de 30 saniye santrifüj edildi.  

4. Spin kolona 300 µl “Sequencing Wash Buffer” eklendi ve 13000 rpm (15000 - 

16000 x g) de 30 saniye santrifüj edildi.  

5. DNA’ yı toplamak için kolona, 20 µl %20’lik formamid eklendi ve kolon 1.5 ml 

mikrosantrifüj tüpüne yerleştirilerek 13000 rpm (15000 - 16000 x g) de 15 saniye santrifüj 

edildi. Elde edilen ultrapüre DNA sekans cihazına yüklemeye hazırdı. 
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4. BULGULAR 
 

 

TDM türlerinin bölgemizdeki sıklığının ve direnç paterninin belirlenmesini hedef 

alan bu çalışmada; 2012 Kasım - 2014 Eylül tarihlerinde ÇÜ THAUM ve Bölge 

Tüberküloz Laboratuvarına tüberküloz şüphesiyle gönderilen 21918 klinik örnek 

değerlendirmeye alınmış ve fenotipik incelemeler sonucu 76 hastaya ait 96 (% 0.4) örnek 

TDM olarak değerlendirilmiş, ancak DNA Dizi Analizi yöntemi ile tür düzeyinde 

identifikasyon sonucunda bunlardan üçünde TDM identifiye edilememiştir. Bu üç suştan 

birinin M. bovis complex, diğerlerinin ise Nocardia farcinica ve Streptomyces griseus 

olduğu tespit edilmiştir. DNA Dizi Analizi yöntemi ile TDM olduğu doğrulanan ve tür 

identifikasyonu yapılan örneklerden 44’inde hızlı üreyen, 47’sinde ise yavaş üreyen TDM 

türleri, ikisinde ise koenfeksiyon olduğu tespit edilmiştir (Çizelge 4.1). 

Kültür ortamında izolasyon sonucunda TDM tanısı alan 76 hastadan ikisinin üçer, 

birinin beş, ikisinin yedişer, kalanlarının ise birer örneği olduğu görülmüştür (Çizelge 4.2). 

Bölgemizde en sık izole edilen TDM türü % 24,7 (23/93) ile M abscessus iken, 

bunu % 11,8 (11/93) ile M. intracellulare, % 10,8 (10/93) ile M. simiae, % 8,6 (her üçünde 

de 8/93) ile M. avium complex, M. gordonae ve M. lentiflavum türleri izlemiştir. Diğer 

türlerin dağılımı Çizelge 4.1 ve 4.2’de gösterilmiştir. 

İzolatlardan birinin direnç durumu tespit edilemeden DNA Dizi Analizi ile M. bovis 

complex olduğu anlaşıldığından, APD Test çalışmasına dahil edilmemiştir. Nocardia 

farcinica’nın Clarithromycin’e, Streptomyces griseus’un ise Doxycycline’e dirençli olduğu 

görülmüştür (Çizelge 4.1). 

TDM suşlarında en çok direncin % 17,2 (her ikisinde de 16/93) ile Doxycycline ve 

Moxifloxacin’e karşı geliştiği tespit edilmişken, direnç oranları Trimethoprim-

Sulfamethoxazole için % 7,5 (7/93), Amikacin için % 6,5 (6/93), Clarithromycin için ise % 

5,4 (5/93) olarak bulunmuştur (Çizelge 4.1). 

Hızlı üreyen 44 TDM suşunda en çok direncin Doxycycline’e (% 22,7), en az 

direncin de Clarithromycin’e (% 2,3), yavaş üreyen 47 TDM suşunda ise en çok direncin 

Moxifloxacin’e (%25.5), en az direncin de Amikacin’e (% 2,1) karşı geliştiği görülmüştür. 
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LJ-APD testi ile belirlenen Antibiyotik direnç durumunun türlere dağılımı Çizelge 4.1 ve 

4.2’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Fenotipik incelemede TDM olarak değerlendirilen 96 suşun DNA Dizi Analizi ve LJ-APD Test 
sonuçlarının karşılaştırılması. 
Grup* Tür Örnek

Sayısı 
LJ-APD Test Sonuçları** 

Örnek Sayısı 

AMK CLA DOX MOX TMP-SMX

R I S R I S R I S R I S R I S 

RGM M. abscessus 21 3 0 18 0 1 20 5 3 13 0 0 21 1 1 19 

M. abscessus subsp. bolletii 4 0 0 4 0 0 4 1 2 1 0 1 3 0 0 4 

M. bolletii 5 0 1 4 1 0 4 2 0 3 1 0 4 1 0 4 

M. brisbanense 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 

M. chelonae 2 1 0 1 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 

M. elephantis 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 

M. fortuitum 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 

M. holsaticum 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 

M. mageritense 3 0 0 3 0 0 3 0 0 3 1 0 2 0 0 3 

M. massiliense 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 

M. monacense 2 1 0 1 0 0 2 0 1 1 0 2 0 0 0 2 

M. phocaicum 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 

Toplam 44 5 1 38 1 1 42 10 6 28 4 3 37 2 1 41 

SGM M. avium complex 8 1 0 7 0 0 8 0 0 8 3 1 4 1 0 7 

M. terrae complex 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 

M. gordonae 8 0 0 8 3 0 5 4 0 4 1 0 7 1 0 7 

M. intracellulare 11 0 1 10 0 0 11 0 1 10 4 0 7 1 2 8 

M. kansasii 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 

M. lentiflavum 8 0 0 8 1 0 7 1 0 7 3 0 5 1 0 7 

M. simiae 9 0 0 9 0 0 9 1 0 8 1 0 8 0 1 8 

Toplam 47 1 1 45 4 0 43 6 1 40 12 1 34 4 3 40 

Mix M. simiae 
+ M. abscessus 

1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 

M. abscessus 
+ Nocardia farcinica 

1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 

Diğer M. bovis complex 1 - - - - - - - - - - - - - - - 

Nocardia farcinica 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 

Streptomyces griseus 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 

Genel 
Toplam 

 96 6 4 85 6 2 87 17 8 70 16 6 73 7 5 83 

*RGM=Hızlı üreyen mikobakteriler; SGM=Yavaş üreyen mikobakteriler; Mix=Koenfeksiyon 
**AMK=Amikacin; CLA=Clarithromycin; DOX=Doxycycline; MOX=Moxifloxacin; TMP-SMX= 
Trimethoprim-Sulfamethoxazole; R=Dirençli; I=Orta derecede duyarlı; S=Duyarlı. 
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İki örneğin DNA Dizi Analizi sonucunun güvenilir çıkmaması üzerine, bu örnekler 

LJ besiyerlerine pasajlanarak saf kültürler izole edilmeye çalışıldı ve yeniden dizi 

analizleri yapıldı, fakat LJ-APD testleri tekrarlanmadı. Birinde M. simiae ve M. abscessus, 

diğerinde de M. abscessus ve Nocardia farcinica olmak üzere ikisinde de koenfeksiyon 

olduğu tespit edildi (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.2. Birden fazla örneği incelenen hastalara ait sonuçların dağılımı. 

Hasta Örnek 
Tarihi 

Hastane 
veya VSD* 

ARB Üreme
Tipi**

LJ-APD sonucu*** DNA Dizi 
Analizi AMK CLA DOX MOX TMP-SMX 

  1. 17.03.2014 Çukurova Devlet (-) SGM S S S S I M. intracellulare 

20.05.2014 Çukurova Devlet (-) SGM S S S S I M. intracellulare 

18.06.2014 Ceyhan (-) SGM S S S R S M. intracellulare 

  2. 10.03.2014 Çukurova Devlet (+) SGM S S S R S M. intracellulare 

16.04.2014 Karşıyaka (+) SGM I S S S R M. intracellulare 

15.07.2014 Karşıyaka (-) SGM S S S S S M. intracellulare 

  3. 20.01.2014 Çukurova Devlet (-) RGM I S R S R M. bolletii 

20.05.2014 Çifteminare (-) RGM S S S S S M. bolletii 

20.05.2014 Çukurova Devlet (-) RGM S S S S S M. bolletii 

03.07.2014 Çifteminare (+) RGM S S R S S M. bolletii 

16.07.2014 Çifteminare (+) RGM S R S R S M. bolletii 

  4. 18.03.2014 Karşıyaka (-) SGM S S S R S         MAC**** 

20.03.2014 Çukurova Devlet (-) SGM S S S S S MAC

16.04.2014 Karşıyaka (+) RGM S S S S S M. abscessus 

24.04.2014 Karşıyaka (-) SGM S S S R S MAC

28.04.2014 Çukurova Devlet (-) SGM S S S I R MAC

07.05.2014 Karşıyaka (-) SGM S S S S S MAC

16.07.2014 Karşıyaka (-) RGM R S S S S M. abscessus 

  5. 14.11.2013 Antakya (+) SGM S S S R S M. intracellulare 

27.11.2013 Antakya (+) RGM R S R S S M. abscessus 

05.02.2014 Antakya (+) RGM S S S S S M. abscessus 

05.02.2014 Antakya (+) RGM S S R S S M. abscessus 

21.03.2014 Antakya (+) RGM S S I S I M. abscessus 

21.03.2014 Antakya (+) RGM S S S S S M. abscessus 

27.03.2014 Antakya (+) RGM S S R S S M. abscessus 

*VSD=Verem Savaş Dispanseri 
**RGM=Hızlı üreyen mikobakteriler; SGM=Yavaş üreyen mikobakteriler 
***AMK=Amikacin; CLA=Clarithromycin; DOX=Doxycycline; MOX=Moxifloxacin; TMP-SMX= 
Trimethoprim-Sulfamethoxazole; R=Dirençli; I=Orta derecede duyarlı; S=Duyarlı. 
****MAC=Mycobacterium avium complex. 
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5. TARTIŞMA 
 

Mycobacterium tuberculosis complex ile TDM türlerinin mikroskopik inceleme ile 

ayırt edilmesi mümkün olmadığından ve TDM türlerinin büyük çoğunluğu klasik anti-TB 

ilaçlara karşı dirençli olduğundan, TDM ile infekte hastalarda tedavi etkisiz 

kalabilmektedir. Bu durumda hem hastaya yararı olmayan bir ilacın gereksiz yere 

kullanılması, hem de hastanede kalış süresinin uzaması önemli ekonomik kayıplara yol 

açmaktadır. Bu nedenle tedaviye başlanmadan önce mikobakteri türlerinin hızlı bir şekilde 

belirlenmesi büyük önem taşımaktadır1,2. 

Uzun yıllar mikobakterilerin mikrobiyolojik tanımlaması geleneksel biyokimyasal 

testler ile yapılmaya çalışılmıştır1,2,8. Bu testler gerek yoğun emek istemeleri, gerekse sık 

karşılaşılan TDM türlerinin çoğunun tanımlanmasında yetersiz kalmaları sebebiyle etkin 

olarak kullanılamamışlardır1. 

Çalışmamızda 21918 klinik örnek değerlendirmeye alınmış ve fenotipik 

incelemeler sonucu 76 hastaya ait 96 (% 0,4) örnek TDM olarak değerlendirilmiş, bu 

hastalardan ikisinin üçer, birinin beş, ikisinin yedişer, kalanlarının ise birer örneği olduğu 

görülmüştür. 

Bölgemizde en sık izole edilen TDM türü % 24,7 (23/93) ile M abscessus iken, 

bunu % 11,8 (11/93) ile M. intracellulare, % 10,8 (10/93) ile M. simiae, % 8,6 (her üçünde 

de 8/93) ile M. avium complex, M. gordonae ve M. lentiflavum türleri izlemiştir. Gunaydin 

ve ark’nın 2013 yılında Ülkemizin dört farklı bölgesinden izole ettikleri 90 TDM suşunu 

16S rDNA ve hsp65 gen bölgelerinin dizi analizi ile inceledikleri multidisipliner bir 

çalışma sonucunda 17 farklı tür tanımlamış, en sık izole ettikleri türlerin 21 (% 23.3) suş 

ile M. gordonae, 13 (% 14,4) suş ile M. abscessus, 9 (% 10) suş ile M. lentiflavum, 8 (% 

8,9) suş ile de M. fortuitum olduğunu bildirmişlerdir92. Kılıçaslan ve ark’nın 2013 yılında 

İstanbul’da hsp65 Restriksiyon Enzim Analizi yöntemi kullandıkları retrospektif bir 

çalışmada 2004-2010 tarihleri arasında 42 TDM hastasından en sık M. abscessus (% 33,3), 

M. avium (% 21,4) ve M. kansasii (% 19) türlerini izole etmiş, bu izolatların anti-TB 

ilaçlara karşı duyarlılık testlerini proporsiyon yöntemi ile incelemiş, bu ilaçlara yüksek 

oranda dirençli olduklarını bildirmişlerdir93. Albayrak ve ark’nın 2012 yılında Ankara’da 
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yaptıkları retrospektif bir çalışmada 2009-2010 tarihleri arasında en sık M. fortuitum (% 

33,3), M. abscessus (% 18,7), M. gordonae (% 10,7) ve M. avium (% 8) izole etmişlerdir94.  

Bölgemizdeki tür dağılımının diğer bölgelerle M. fortuitum dışında çok uyumlu 

olduğu görülmüştür. Bizde M. fortuitum’un yalnızca bir örnekten izole edilmesi coğrafi 

farklılıkla beraber yöntem uygulamasındaki farklılığa da bağlı olabilir. Ayrıca, spesifik 

hsp65 gen bölgesinin dizi analizi ile çalışmamızda bir hastaya ait farklı zamanlardaki beş 

örneğin tamamında tespit ettiğimiz M. bolletii, dört hastada tespit ettiğimiz M. abscessus 

subsp. bolletii, bir hastada tespit ettiğimiz M. massiliense, üç hastada tespit ettiğimiz M. 

mageritense, iki hastada tespit ettiğimiz M. phocaicum, bir hastada tespit ettiğimiz M. 

holsaticum, bir hastada tespit ettiğimiz M. brisbanense tür ve alt türlerinin Ülkemizde izole 

edildiği daha once bildirilmemiştir. M. holsaticum’u ilk defa Richter E ve ark 2002 yılında 

Almanya’da, M. brisbanense’i de Schinsky ve ark 2004 yılında Avustralya’da izole 

etmişlerdir95. Leao ve ark 2011 yılında M. bolletii ve M. massiliense türlerinin M. 

abscessus subsp. bolletii olarak adlandırılması önerisinde bulunmuşlardır96. Bizim 

çalışmada üçü de tespit edildi, ancak onları önceki adlarıı ile tanımladık. Fransa’da kistik 

fibrozisle infekte olan 1582 hastayı içeren ve TDM’lerin sıklığını belirlemeyi amaçlayan 

çok merkezli bir çalışma sonucunda TDM türlerinin sıklığı % 6,6 olarak bulunmuştur. M. 

abscessus kompleks (MABSC) (50 hasta) ve M. avium kompleks (MAC) (23 hasta) türleri 

en yaygın türler olarak görülmüş olup, bu iki türden en az birini Amerikan Toraks 

Derneği’nin bakteriyolojik kriterlerine göre akciğer hastalıklarıyla ilişkilendirmişlerdir. 

Yeni türler olan Mycobacterium bolletii ve Mycobacterium massiliense ise MABSC’nin 

%40’ından sorumlu olarak görülmüştür97. 

Türkiye’de yapılan başka bir çalışmada, özellikle AIDS ve immünsüpresif 

hastalarda yaygın olarak izole edilen TDM dağılımının balgam örneklerinde araştırılması 

amacıyla tasarlanmıştır. 2009-2010 yılları arasında TDM tanısı alan toplam 75 hastada (30 

kadın, 45 erkek) hızlı identifikasyon testi ve aynı zamanda NAP testi uygulandıktan sonra 

MGIT ve Löwenstein-Jensen (LJ) kültür yöntemlerinde görülen üremeyi TDM(+) olarak 

değerlendirmişlerdir. Bu hastaların 32’sine ait olan örneklerde hsp65-PCR-REA yöntemi 

ile tür tayini yapılmış olup, radyoloji, bakteriyoloji, eşlik eden hastalıklar ve tedavi 

sonuçları gibi tıbbi kayıtların incelenmesi, hastaların doğrudan aranması ve tüberküloz 
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dispanserlerinin verilerine ulaşılması yoluyla da tedavi yöntemlerini uygulamışlardır. 

Birçok çalışmanın aksine, uygun tedavi ve epidemiyolojik değerlendirme açısından kültüre 

dayalı yöntemlerin TDM tespiti için önemli olduğunu bildirmişlerdir38. 

Önemli bir sağlık problemi olmaya devam eden tüberkülozun hızlı teşhisinin tedavi 

ve kontrolündeki önemine dikkat çeken bir çalışmada mikobakteri tanımlama ve aynı 

zamanda ilaç direnç paternini belirleme testi olan multipleks PCR’ın öneminden 

bahsedilmiştir. Mycobacterium avium kompleks (MAC) ve diğer mikobakteri türlerinin 

tanımlanmasını hsp65 gen bölgesinin DNA dizi analizi ile onaylanmasının önemine vurgu 

yapılmıştır91. 

DNA Dizi Analizi yöntemi ile tür düzeyinde identifikasyon sonucunda TDM 

olmadığı anlaşılan üç suştan birinin M. bovis complex, diğerlerinin ise Nocardia farcinica 

ve Streptomyces griseus olduğu tespit edilmiştir. DNA Dizi Analizi yöntemi ile TDM 

olduğu doğrulanan ve tür identifikasyonu yapılan örneklerden 44’inde hızlı üreyen, 

47’sinde ise yavaş üreyen TDM türleri, ikisinde ise koenfeksiyon olduğu tespit edilmiştir. 

Birinde M. simiae ve M. abscessus, diğerinde de M. abscessus ve Nocardia 

farcinica olmak üzere iki örneğimizde koenfeksiyon olduğu tespit edildi. Klinisyenlerin 

sıkça karşılaştıkları bir problem, tüberküloz tedavisi altındaki hastadan bir TDM suşunun 

izole edilmesidir. Jun ve ark. 958 tüberkülozlu hastanın 68’inde (%7,1) bir TDM suşu izole 

edildiğini rapor etmişlerdir. Yazarlar tüberküloz hastalarında TDM suşu izole edilmesinin 

nadir bir olay olmadığını belirtmiştir. Ancak bu hastaların tüberküloz tedavisinin 

tamamlanmasından sonra, özellikle virülan suşlar için, takip edilmesi gerekliliği 

konusunda görüş birliğine varmışlardır81. 

Çalışmamızda MTBK ile TDM ayırımı için rutin olarak merkezimizde uygulanan 

İmmünokromatografik TB Ag MPT64 kart testi ile pozitif sonuç alınan örnekler MTBK(+) 

olarak değerlendirilmiş, negatif sonuç alınan örnekler ise NAP/p-NBA testine tabi 

tutulmuşlardır. Bu testle pozitif sonuç alınan örnekler TDM olarak değerlendirilmiştir. 

MPT64(+) örneklere NAP/p-NBA testi uygulamadığımız için MTBC-TDM 

koenfeksiyonları hakkında gözlem yapmamız mümkün olmamıştır. Ancak, MPT-64(-)/p-

NBA(+) sonuç aldığımız ve TDM olarak belirlediğimiz 96 örnekten birinin DNA Dizi 
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Analizi sonucunda MTBK üyesi olan M. bovis complex tanısı alması aslında bahsedilen 

koenfeksiyonların önemini bir daha vurgulamaktadır. 

Genel olarak TDM türleri bağışıklığı baskılanmış kişilerde klinik tablo 

oluşturmakla beraber, bölgemizde sık görülen ve çoğunlukla kontaminasyon olarak 

değerlendirilen M. abscessus ve M. simiae gibi türlerin bağışuklığı baskılanmamış 

insanlarda da hastalık etkeni olarak izole edildiği birçok çalışma ile 

gösterilmiştir98,99,100,101,102. 

Ayrıca, Çizelge 4.2’de de görüldüğü üzere, farklı hastane veya dispanserden de olsa 

aynı hastalardan farklı zamanlarda alınan örneklerden genelde aynı türlerin izole edilmesi 

laboratuvar kontaminasyonunu düşündürmemektedir.  

TDM suşlarında en çok direncin % 17,2 ile Doxycycline ve Moxifloxacin’e karşı 

geliştiği tespit edilmişken, direnç oranları Trimethoprim-Sulfamethoxazole için % 7,5, 

Amikacin için % 6,5, Clarithromycin için ise % 5,4 olarak bulunmuştur. Hızlı üreyen 44 

TDM suşunda en çok direncin Doxycycline’e (% 22,7), en az direncin de Clarithromycin’e 

(% 2,3), yavaş üreyen 47 TDM suşunda ise en çok direncin Moxifloxacin’e (%25.5), en az 

direncin de Amikacin’e (% 2,1) karşı geliştiği görülmüştür. Böylece, TDM 

enfeksiyonlarının tedavisinde genel olarak en uygun ilaçların Clarithromycin ve Amikacin 

olduğu görülmüştür. Ancak, Amikacin MTBK için önemli bir ikinci seçenek ilaç olduğu 

için iyi bir identifikasyon ve ADT sonrası Clarithromycin ile birlikte önerilebilir. 

Sonuç olarak, LJ-APD testi TDM suşlarında beş antibiyotik için ilk defa 

uygulanmasına karşın, çalışmamızın sonuçlarının literatürle uyumlu olduğu ve kullanılan 

yöntemlerin avantajlı olduğu gözlenmiştir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Bölgemizde TDM tür dağılımının ve antibiyotik direnç paterninin belirlenmesi, 

epidemik potansiyele sahip mikobakteriyel türlere karşı önlem çalışmalarının 

başlatılabilmesi ve bunun için TDM infeksiyonlarında en çok tercih edilen 

antibiyotiklerden Moxifloxacin, Amikacin, Clarithromycin, Trimethoprim-

Sulfamethoxazole ve Doxycycline’e karşı izolatların duyarlılıklarının Löwenstein Jensen - 

Agar Proporsiyon Duyarlılık (LJ-APD) testi ile belirlenmesi amacı ile planlanan bu 

çalışma sonunda;  

1. 2012 Kasım - 2014 Eylül tarihlerinde 21918 klinik örnekten fenotipik 

incelemeler sonucu 96 (% 0,44)’sının, DNA Dizi Analizi yöntemi ile tür 

düzeyinde identifikasyonu sonucunda ise 93’ünün TDM olarak tespit edildiği, 

2. DNA Dizi Analizi yöntemi ile TDM olmadığı tespit edilen üç suştan birinin 

Mycobacterium bovis complex, diğerlerinin ise Nocardia farcinica ve 

Streptomyces griseus olduğu, 

3. DNA Dizi Analizi yöntemi ile TDM olduğu doğrulanan ve tür identifikasyonu 

yapılan 93 örnekten 44 (% 47,3)’ünde hızlı üreyen, 47 (% 50,5)’inde ise yavaş 

üreyen TDM türleri, ikisinde ise koenfeksiyon olduğu, 

4. Bölgemizde en sık Mycobacterium abscessus (21/93) izole edildiği, bunu sırası 

ile Mycobacterium intracellulare (11/93), Mycobacterium simiae (9/93), 

Mycobacterium avium complex (8/93), Mycobacterium gordonae (8/93) ve 

Mycobacterium lentiflavum (8/93) türlerinin izlediği, 

5. TDM suşlarında en çok direncin Doxycycline ve Moxifloxacin’e karşı (her 

ikisinde de 16/93), en az direncin ise Clarithromycin’e karşı (5/93) geliştiği 

görülmüştür. 

 

Sonuç olarak, fenotipik inceleme ile TDM olarak tespit edilen 96 suştan üçünün 

DNA dizi analizi sonucunda TDM olmadığının tespit edilmesi, özellikle de birinin 

tüberküloz etkeni olan Mycobacterium bovis complex olması sebebiyle DNA Dizi Analizi 

yönteminin tür identifikasyonunda çok önemli olduğunu göstermektedir. Bu sebeple ön 
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fenotipik inceleme ile TDM olduğu düşünülen suşların direnç tespitinin LJ-APD yöntemi 

ile yapılmasının ve mümkünse DNA Dizi Analizi veya tür identifikasyonunda 

kullanılabilecek duyarlı ve özgül bir moleküler yöntemle tür tayininin yapılmasının 

özellikle dirençli mikobakteri infeksiyonlarının sürveyansı açısından çok önemli olacağı 

kanaatindeyiz. 
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