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OZET

Cukurova Bélgesindeki Klinik Orneklerde Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM) Tiir
Dagilimi ve Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Diinyada tiiberkiiloz disi mikobakteriler (TDM), ozellikle immiin sistemi
zayiflams Kkisilerde ¢cevreden dogrudan bulas yolu ile veya kolonizasyon sonucu ciddi
enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalardir. TDM’ler Mycobacterium tuberculosis
kompleksinden ayrimindaki zorluklar sebebi ile yanhs tam ve tedavilere yol
acmaktadirlar. Son yillarda AIDS gibi immun sistemi zayiflatan hastahklarin
insidansindaki artis ile TDM enfeksiyonlarinin 6nemini giderek artirmaktadir.

Yapilan calismalarda simdiye kadar tammmlanms olan 140°dan fazla TDM
tiriinden en az 25’i hastalik etkeni oldugu, geri kalaninin cevresel oldugu ve nadiren
klinik orneklerden izole edildigi bildirilmistir. Bu mikroorganizmalarin iiretilmesi ve
fenotipik acidan tiir ayrimmin yapilmasi oldukc¢a zor ve zaman alicidir. Bu sebeple,
giiniimiizde TDM’lerin tiir ayriminda revers hibridizasyon, PCR-RFLP, DNA dizi analizi
gibi molekiiler yontemler onem kazanmslardir. Ancak, mikobakteri tiirleri arasinda
genetik yapidaki biiyiik benzerlik, her gecen giin yeni bir tiiriin kesfedilmesi ve tiir icinde
alt tiirlerin tamimlanmasi1 gibi sebepler molekiiler tamiy1 da bilyiik oranda
simirlandirmaktadir. Son cahsmalar atipik mikobakterilerin iyi korunmus olan Hsp65,
16S rRNA ve 16S-23S rRNA gen boélgelerinin dizi analizinin tiir tammlanmasinda
fenotipik testlerden daha duyarh oldugunu gostermistir. Biitiin mikobakterilerde mevcut
olan hsp65 geni 16S rRNA’ya giore daha degisken yapiya sahip oldugu icin genetik olarak
yakin olan tiirlerin tammlanmasinda daha kullanishdir.

Bu calismanin amaci Cukurova bdlgesindeki TDM tiir dagihm ve antibiyotik
duyarhliklar: belirlemek, ayrica, kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 da
irdelemektir.

Bu arastirmada Kasim 2012 — Eyliil 2014 tarihlerinde Adana ve cevre illerde
pulmoner tiiberkiiloz klinik tanis1 almis ve/veya siipheli temas oyKkiisii olan Kisilerden
alinan ve M. tuberculosis tams1 icin degerlendirilmek iizere CU THAUM ve Bolge
Tiiberkiiloz Laboratuvarina gonderilen 21918 klinik 6rnekten izole edilen 96 TDM susu
spesifik hsp65 gen bolgesini hedef alan DNA dizi analizi yontemi ile tiir diizeyinde
tammmlandi. Klinik izolatlarin antibiyotik duyarhliklar1 Lowenstein Jensen - Agar
Proporsiyon Duyarhlik (LJ-APD) testi ile arastirihldi.

Bolgemizde en sik izole edilen TDM tiiriiniin % 24,7 ile M. abscessus (23/93)
oldugu, TDM suslarinda en c¢ok antimikrobiyal direncin % 17,2 ile Doxycycline ve
Moxifloxacin’e (her ikisinde de 16/93) kars1 gelistigi goriilmiisken, en az diren¢ oram
Clarithromycin icin % 5,4 (5/93) olarak bulundu.

Sonu¢ olarak, incelenen bol miktarda ornek sayis1 da goz oniine alindiginda,
Cukurova bdlgesindeki TDM tiir dagilimi ve antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesinin
yanminda, bolgede bilinen tiirlerin toplum icerisindeki hareketleri de izlenmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Agar proporsiyon duyarlilik (APD) yontemi, DNA dizi analizi,
hsp65, tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM)

X1



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, 165-23S 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 Cukurova 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 Cukurova
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. GIRIS ve AMAC

Mycobacterium tuberculosis disindaki mikobakterilerin (TDM; Non-tuberculous
mycobacteria (NTM); Mycobacteria other than M. Tuberculosis (MOTT) mikroskopik
inceleme ile ayirt edilmesi miimkiin olmadigindan, TDM ile infekte hastalarda tedavi
etkisiz kalabilmektedir. TDM tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu klasik anti-tiiberkiiloz (anti-TB)
ilaglara kars1 direnglidir. Bu durumda hem hastaya yarar1 olmayan bir ilacin gereksiz yere
kullanilmasi, hem de hastanede kalis siiresinin uzamasi énemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu sebeple tedaviye baslanmadan 6nce mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde
belirlenmesi biiyiik 5nem tagimaktadir’.

Bir¢ogu toprakta, suda, toz taneciklerinde, evcil veya vahsi hayvanlarda, siitte ve
diger besin maddelerinde bulunmaktadir. insanlara cevreden bulasabilitler veya viicut
yiizeyi ve sekresyonlarinda kolonize olabilirler'”. M.tuberculosis kompleks (MTBK)
suslar1 diinyada hala mikobakteri enfeksiyonlarmmin g¢ogunlugundan sorumlu olmasina
ragmen, TDM tiirlerine bagl firsat¢1 enfeksiyonlar immiin sistemin zayifladigi AIDS gibi
enfeksiyonlarin veya sistemik bozukluklarin bir sonucu olarak artis gostermektedir'*”.
Mikobakteri tiirleri arasinda, siklikla TDM enfeksiyonlarinda M.avium-M.intracellulare
kompleks, M. chelonae, M. abscessus, M. kansasii ve M. xenopi bildirilmektedir'®. M.
gordonae genellikle insanda enfeksiyon olusturmamakla birlikte klinik orneklerden
kontaminant olarak izole edilmekte ve patojen tiirlerden ayirimi, tani agisindan Snem
tagimaktadir™*®7.

Uzun yillar mikobakterilerin mikrobiyolojik tanimlamasi geleneksel biyokimyasal
testler ile yapilmaya c¢alisiimistir'>®. Bu testler gerek yogun emek istemeleri, gerekse sik
karsilasilan TDM tiirlerinin ¢ogunun tanimlanmasinda yetersiz kalmalar1 sebebiyle etkin
olarak kullanilamamuislardir’. Son yillarda, otomatize sistemlerin gelistirilmesi ve klasik
yontemlerin otomatize sistemlere uyarlanmasi ile MTBK ve TDM ayrimi, 6rnek kapasitesi
yiiksek tiiberkiiloz laboratuvarlarinda daha etkin olarak yapilabilmektedir*®’. Atipik
mikobakteri ayiriminda Bactec 460 sistemi CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute, dnceden NCCLS) tarafindan onaylanmis ve altin standart olarak kabul edilmistir.



Daha sonra BACTEC MGIT 460 sistemi modifiye edilerek BACTEC MGIT 960
otomatize sistemi gelistirilmistirlo. Bu testin ardindan TDM’lerin tiir diizeyinde
tanimlanmast i¢in molekiiler yontemler kullamlmaktadir'*'".

Bununla beraber ¢ogunun anti-TB ilaglara dogal direngli oldugu bildirilen TDM
suslarinin antibiyotik diren¢ paternlerini belirlemek icin maalesef standardize edilmis bir
yontem bulunmamaktadir. Bu amag i¢in en ¢ok tercih edilen yontem olan mikrodiliisyon
testi i¢in bile gerek MIK breakpoint degerlerinin belirlenmesi gerekse hangi tiir i¢in hangi
ilag profilinin aragtirllmasina karar verilmesi konusundaki zorluklar sebebiyle rutin tani
uygulamalarinda TDM i¢in Antibiyotik Duyarlilik Testi (ADT) yapilmamaktadir. Bu da
MTBK/TDM infeksiyonlarinin siirveyansinda aksiliklere yol agmaktadir'>°. Bu sebeplerle
biz c¢alismamizda Cukurova bolgesindeki TDM tir dagilimimi spesifik hsp65 gen
bolgesinin Dizi Analizi ile, antibiyotik duyarliliklarini ise farkli TDM enfeksiyonlarinin
tedavisinde en cok kullanilan bes antibiotik (Amikacin, Clarithromycin, Doxycycline,
Moxifloxacin ve Trimethoprim-Sulfamethoxazole) i¢in Lowenstein Jensen - Agar
Proporsiyon Duyarlilik (LJ-APD) testi ile belirlemegi amagladik. LJ-APD yontemi ile
TDM tiirlerinin  bu antibiyotiklere karst duyarliliklar1 daha once birarada

gerceklestirilmemisti.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerin Tarihgesi

Tiberkiiloz dis1 mikobakterilerin gegmisi 19.uncu yiizyila kadar dayanmakadir.
Robert Koch’un 1882 yilinda tiiberkiiloz etkeni olarak M. tuberculosis’i izole etmesinden
daha &nce, 1868 yilinda Ingiltere’de tavuklarda insan tiiberkiilozunu taklit eden bir vaka
bildirilmistir. 1890 yilindan itibaren, izole edilerek M. tuberculosis’den farkli bir tiir
oldugu tanimlanan bu bakteri sonradan M. avium olarak adlandirilmistir. 1943 yilinda M.
avium kompleksinin (MAC) sebep oldugu akciger hastaliginin ilk olgularindan biri olan
altta yatan silikoziz hastalig1 (akciger hastaligi formu) tanimlanmistir'>.

TDM tiirleri {ireme hizlarina ve pigment olusturma Ozelliklerine gore
siniflandirilmaktadir. {1k olarak 1954 yilinda Timp ve Runyon tarafindan bu 6zelliklerine
gore {i¢ grupta toplanmustir’. Bunu takiben Runyon’un yapmus oldugu bir diger calisma ile

hizli iireyen mikobakterilerin de eklenmesi ile grup sayisi dérde ¢ikarilmistir®.

2.2. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerin Epidemiyolojisi

Bir¢ogu toprakta, suda, toz taneciklerinde, evcil veya vahsi hayvanlarda, siitte ve
diger besin maddelerinde bulunan TDM tiirleri insanlara ¢evreden bulasabilirler veya viicut
yiizeyi ve sekresyonlarinda kolonize olabilirler' . Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriyel akciger
hastaliginin insidans ve prevalansinin belirlenmesi konusunda problemler hala devam
etmektedir. Ciinkii bu hastaligin raporlanmasi zorunlu degildir ve her bir TDM susunun
klinik 6neminin ¢ok iyi degerlendirilmesi gerekir".

Iseman ve Marras tarafindan One siiriildiigii tizere TDM akciger hastaliginin
insidans: tiiberkiiloz ile karsilastirilabilir, ancak TDM akciger hastaliginin gergek insidansi
tiiberkiiloz hastaligindan daha yiiksektir'*.

Atipik mikobakterilerin sebep olduklar1 cilt lezyonlar1 yavas ilerleyen ve
kendiliginden yavas olarak gerileme 6zelligi gosteren enfeksiyonlardir. Ancak M. ulcerans
ve M. scrofulaceum’un sebep oldugu enfeksiyonlar olduk¢a yikict ve derin cilt

enfeksiyonlari seklinde gézlenebilmektedir. Bununla beraber, M. kansasii, M. szulgai veya



M. fortuitum M. chelonae kompleksine bagli gelisen enfeksiyonlar tendon ve kemik
dokuya kadar ilerleyerek eradikasyonu olduk¢a gii¢ klinik durumlar ortaya
cikarabilmektedir. Son yillarda transplantasyon cerrahisinin ve 1iyatrojenik olarak
olusturulan immunsupresyon tablolarinin artmasi ile birlikte M. haemophilum, M. xenopi,
M. avium—intracellulare kompleks ve M. marinum’un sebep oldugu enfeksiyonlarda da
artis gozlenmektedir'®. Bu derlemede 6zellikle immiinsupressif hastalarin insidansindaki
artisa bagli olarak son yillarda daha sik gozlenen atipik mikobakteriyel enfeksiyonlarin
kutandz bulgular ve tedavi yontemleri irdelenmistir’.

TDM’lerde son 3 yildir hem laboratuvar izolasyonu hem de hastaligin prevalansi
gittikce artmaktadir. Bu degisim gelismis kiiltiir teknikleri, hastaligin farkindahigir ve
hastaligin prevalansinda da dogru bir artisa kismen katki saglamistir. Fakat, organizmanin
izolasyonu klinik infeksiyon evrensel bir gosterge olmadigr igcin TDM akciger
infeksiyonlariin insidans ve prevalansini dogru bir sekilde karakterize etmek zordur. Buna
ek olarak TDM infeksiyonlarinda TB’nin aksine halk sagligi raporlarina gereksinim
duyulmaz ki bu durum epidemiyolojinin tam olarak anlasilmasini engeller. Ustelik tiim
epidemiyolojik veriler Amerika, Japonya ve Avrupa’dan rapor edilmistir. Sonug olarak; bu
durum diinya capindaki prevalans degisikligini yansitmayabilir'”.

Benzer kiiltiir teknikleri kullanildigi zaman, c¢evresel ornekler cesitli cografik
bolgelerde benzerdir. Bati toplumlarinda, ¢ogu laboratuvarlar TDM prevalansinin kayda
deger bir sekilde arttigini rapor eder. Fakat, tiim pozitif TDM Kkiiltiirleri infeksiyonu
gostermez. Son analiz pozitif TDM solunum kiiltiirleriyle bunlarin yaklasik yarisinin aktif
infeksiyon i¢in klinik kriter olabilecegini gosterdi'.

Kendall ve Winthrop’un derlemesinde Laboratuvar kayitlarina dayali TDM akciger
infeksiyonlarinin prevalansi yilda 100.000 hastada 4.1 ila 14.1 arasinda degisik klinik
ozellikleri ile eslik etmektedir. 65 yas {stili hastalarda prevalans yillik 100.000 hastada 47
dir. Hastaligin prevalansi yasla artmakta, kadinlarda erkeklere nazaran TDM hastalig1 olma
olasilig1 daha yiiksek olmakta ve bu prevalans Bati ve Giineydogu’da daha yaygin bir
sekilde goriilmektedir. Amerika’da vakalarin yiizde 90’1n1 beyazlar olustururken digerleri

Asya/Pasifik adalilar ve siyahilerde goriinmekte'’.



2.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Tiiberkiiloza sebep olan mikroorganizma prokaryot (bakteri) kingdomu, firmicutes
phylumu actinobacteria classinin  Actinomycetales ordosu ig¢inde yer alan
Mycobacteriaceae familyasmin Mycobacterium cinsine ait M. tuberculosis tiiriidiir'.
Genellikle hiicre ici yerlesim gosterip, hiicresel immiin cevap ve geg tipte hipersensitivite
reaksiyonu sonucu graniilomatdz tipte infeksiyonlara sebep olurlar'’.

Mikobakteriler katalaz aktifligi gdsteren (bazi tiirleri), aerop, sporsuz, hareketsiz,
kapsiilsiiz, aside direngli, silindirik, hafif kivrik veya diizgiin sekilde kord olusturabilen,
0.3-0.6 um eninde, 1.0-10 pm boyunda ince basillerdir. Bolinme stireleri 12-18 saat olup
yavas iireyen, pleomorfik ¢omaklardir. Optimum iireme sartlar1 5-6 pH ve %5-10 CO,’dir.
37°C {ireme i¢in uygun bir sicaklik olmasina karsin bu sicaklik tiirden tiire degismektedir.
Uygun sartlar altinda 10-15 giinde koloniler gozle goriilmeye baslar'®. M. tuberculosis ve
M. bovis 2 haftadan ¢ok, M. avium ve M. xenopi, M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans 1
haftadan ¢ok, M. fortuitum, M. chelonae tiirleri ise 1 haftadan daha az bir siirede ilireme
gosterebilirler' (Cizelge 2.1).

Ailenin tek genusu Mycobacterium’dur. Bu genus igerisinde yer alan
mikroorganizmalar ¢ok farkli ozelliklere sahiptir. Bazi mikobakteriler toprak ve suda
vinilylklorid ve phenanthrene gibi recalsitran organik bilesikleri degrade ederek, steroidler
ve diistik alkalenlerin optikal aktif oksidlerini iiretirlerken, bazilar1 da yiiksek vertabrali
hayvanlarda oOliimle sonlanabilen hastaliklara sebep olan intraselliiler patojenlerdir.
Insanlarda infeksiyon olusturan tiirleri ile mikobakteriler tiim diinyada &nlenebilir

Sliimlerin en 6nemli sebepleri arasinda yer alan tiiberkiiloza sebep olurlar'®.



Cizelge 2.1. Mikobakterilerin genel 6zellikleri'”.

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri
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M. smegmatis C|C C|SR| - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -]-
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Aciklamalar: a- 1 Y: bulundugu sicaklik derecesinde yavas tireyenler, 2 O: bulundugu sicaklik derecesinde
orta hizda iireyenler, 3 C: bulundugu sicaklik derecesinde ¢abuk iireyenler. b- 1 S: smooth-diiz koloni, 2 S/R:
smooth-diiz rough-diizensiz olusturanlar. ¢- 1 f: fotokromojenler, 2 Sk: skotokromojenler. + olumlu, —

olumsuz, +- genellikle olumlu, -+ genellikle olumsuz, D; degisken.

Guanin ve sitozin (G+C) (%62-70) oraninin yiiksek olmasi ile mikolik asit igeren

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

(%51-59) benzerler. Mikobakterilerle ilgili yapilan ¢alismalar M.tuberculosis, B.bovis ve

M.

lepra tiirlerinin gen analizlerinin yapilmasindan sonra hiz kazanmis, bakterinin

fizyolojik biyokimyasal antijenik ve genetik ozellikleri hakkindaki bilgilerimiz daha da

berraklagmis, bu bilgilerin 1s1ginda yeni profilaksi ve tedavi ¢aligmalart hiz kazanmistir.



Yapilan gen analizleri Mikobakterilerin genomunun B.subtulis ve E.coli gibi kolay ve hizli
iireyen bakterilere gore daha kiigiik oldugunu gostermistir. M.tuberculosis H37Rv sugunun

gen bityiikliigii 4.411.529 bp olup yaklasik olarak 3.986 proteini kodlamaktadir'.

2.3.1. Mikobakterilerde Hiicre Duvar Yapisi ve Bilesenleri

Mikobakterilerin duvar yapist da temelde diger bakteriler gibidir. N-
asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitin polimeri olan peptidoglikan (miirein) iskeleti
olusturur. Mikobakterilerde daha spesifik olan, lipopoliksakkarit yan zincirlerdir.
Lipopolisakkaritler, arabinose ve galaktozdan olusan dalli bir polisakkarit olan
arabinogalaktan'dan  yapilmistir.  Arabinogalaktan, mikobakteri’lerin yan1  sira
Corynebacterium'de ve Nocardialar’da da bulunur. Arabinogalaktan, peptidoglikan'a
fosfodiester kopriileri ile baghdir. Arabinogalaktanlarin yan zincirlerindeki {i¢ arabinase
birimlerine mikolik asit diye adlandirilan bir grup uzun zincirli yag asitleri kovalent
baglarla baglanirlar. Yaklasik 70 karbon atomu igeren bu yag asitleri hiicre duvarinin
kalmlhigindan ve bir Slgiide de hiicrenin aside direngli olmasindan sorumludurlar®',

Mikobakterilerin dis tabakasinda ise polisakkarit ve proteinlerden az miktarda da
lipidlerden olusan yap1 yer almaktadir. Bu yapilar icerisinde alfa-1,4 glukan, bir
arabinomannan ve mannan igeren igeren lipomannan ve lipoarabinomannan gibi kapsiiler
polisakkaridler son derece 6nem arz eder. Mikobakterilerin hiicre duvarinda gram negatif
bakterilerde olan porin proteinleri de bulunur®"** (Sekil 2.1).

Hiicre duvarinin dis tabakasinda yukarda soz edilenlerin disinda daha bir c¢ok
kompleks molekiiller bulunmaktadir. Bunlarin arasinda M. tuberculosis ile infekte edilmis
makrofaj kiiltiirlerinde fagolizozom flizyonunu engelledigi icin virulansta rol oynadigi
diistiniilen siilfatidler ve sulfated acyl trehalose'lar vardir™. Eskiden sadece virulan suslara
0zgli oldugu distiniilen, bir trehalose dimyecolate olan "cord faktorii'niin biitiin
mikobakteri tiirlerinde oldugu gosterilmistir. En dis tabaka, peptidoglikolipidlerden ya da
phenol-phtiocerol glycoside'lerden olusan ve "mycosides'ler olarak adlandirilan bir
yapidir®.

Hiicre duvari, kuvvetli tiiberkiilin benzeri reaksiyon veren proteinler ve peptidler de

icerir. Hiicre duvarinin kalinligindan ve ¢ok miktarda lipid igermesinden (hiicre duvarinin



%70"ni lipidler olusturur) dolay: hidrofilik molekiillere karsi impermeabilitesi E.coli'den

hatta P.aeruginosa'dan ¢ok daha fazladir®*.
Gliserol ya da isoniazid gibi kiiciik hidrofilik molekiiller, Gram-negatif

bakterilerdeki porlar gibi gérev yapan duvar proteinlerine baglanarak penetre olurlar. Buna

karsin makrolidler ve Rifampin gibi hidrofobik molekiiller ise hiicre duvari lipidlerinde

coOziinerek hiicre icine girerler 3,
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Sekil 2.1. Mikobakterilerde hiicre duvar yapisi®.

2.4. Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mikobakterilerin yaklasik 150’ye yakin tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler igerisinde
aktif TB’ye sebep olan tiirler MTBK olarak adlandirilirken, TB’ye sebep olmayan tiirler
ise tiiberkiiloz dist mikobakteriler (TDM) olarak adlandirilirlar'®*2 (Sekil 2.2, 2.3).



ALEM Prokaryvot

BOLUM Firmicutes

SINIF Actinobacteria
TAKIM Actinomycetales
AILE MAlycobacteriaceae
CINS MAdycobacterium

TUBERKULOZ DISI MiKOBAKTERI (TDAD) TURLERI

/ YAVAS UREYEN MIKOBAKTERILE 61 Tiir)

Fotokromojen Skotokromojen Non-kromiojen
1. M. asiaficum 1. M. arosiense 1. M. arupense
2. M. intermedium 2. M. bohemicum 2. M. avium
3. M. kansasi 3. M. conspicuum: 3. M. avium kompleks
4. M. marinum 4. M. cooku 4. M. branderi
5. M. pseudosh ottsui 5. M. europaeum 5. M. chimaera
6. M. simiae San-Turuncu Pigment 6. M. colombiense
1. M. botniense 7. M. florentinum
2. M. celatum 8. M. _fluoranchenivorans
3. M. doricum 9. M. gasori
4. M. gordonae 10. M. heidelbergense
5. M. haemophilum 11. M intracellulare
6. M. heckeshornense 12. M. kumamotonense
7. M. hiberniae (pembe) 13. M. kyorinense
8. M. interjectum 14. M lacus
9. M. lentiflavum 15. M. malmoense
10. M. mantenu 16. M marseillense
11. M. nebraskense 17. M. montefiorense
12. M. nonchromogenicum 18. M. noviornagense
13. M. palustre 19. M. rivadhense
14. M. paraffinictam 20. M. senuense
15. M. parascrofiuelaceum 21. M sherrisi
16. M. paraseoulense 22. M. shimoidei
17. M. parmense 23. M. shinjukuense
18. M. phlei 24. M shottsii
19. M. saskatchewanense 25. M. stomatepiae
20. M. scrofulacenm 26. M. terrae
21. M. seculense 27. M. triplex

28. M. triviale 29. M. yongonense

Sekil 2.2. Yavas Ureyen Mikobakteri Tiirlerinin Smiflandiriimasi'®*>2¢.

2.4.1. Mycobacterium marinum (M. marinum)

Yizme havuzu graniilomu, akvaryum graniilomu veya balik¢t parmagi gibi
tablolarin etkeni olarak kabul edilmektedir. Atipik mikobakteriyel enfeksiyonlar i¢inde cilt
enfeksiyonlarina en sik sebep olan etkendir. Ozellikle korfez, liman ve kiy1 sular gibi 1lik,
tuzlu sularda bulunmaktadir. Insanlara bulas, biitiinliigii bozulmus cildin kontamine su
veya deniz triinleri ile temas etmesi sonucunda olmaktadir’’. insandan insana bulas heniiz
raporlanmamistir. Epidemiler ise Ozellikle kontamine olmus ayni yiizme havuzunu
kullanan kisiler arasinda gozlenmektedir™, Kontamine olmus cilt bolgesinde inkiibasyon
doneminde gelisen hiperemi, hassasiyet ve endurasyonu takiben multipl papiilonodiiler
kahverengi lezyonlar gozlenmektedir. Bu lezyonlar daha sonraki donemlerde drene
tilserlere ilerleyebilirken psoriyazisi andiran plaklar seklinde de olabilmektedir. Siklikla
sularin daha sik temas ettigi el bilegi, diz, eller ve ayaklarda gozlenirken bursa, kemik ve
sinovyal dokuya kadar ilerleyen enfeksiyonlara da yol agabilir. Sistemik yayilim ise

immiinkompromize ve immiinkompetan hastalarda yaklasik olarak %2 oraninda



gdzlenmektedir®. Ayiricr tanida sporotrikoz, nokardiyoz, blastomikoz, kromoblastomikoz,
diger mikobakteriyel etkenler, kutandz lesmanyaz, koksidiyomikoz, tularemi ve yabanci
cisim graniilomu disiliniilmelidir. Tanida kiiltiir ve histopatoloji énemli yer tutmaktadir.
Histopatolojik olarak kazeifiye olmayan graniilomatoz lezyonlar gézlenirken, erken donem
biyopsilerin sadece %10’unda aside direngli bakteri gdzlenebilmektedir™. Kiiltiir igin
Middlebrook 7H10, 7HI11 ve antibiyotikli Lowenstein-Jensen besiyerleri kullanilir. Bu
kiiltiirlerde 7-10 giin i¢inde goézlenen iireme koyu renkli pigmente olmayan koloniler
seklindedir. Bunu takiben ise 24-48 saat icinde sar1 renkte pigment6z koloniler
gozlenebilir. Tek cilt lezyonlar1 6-36 ay i¢inde kendiliginden gerileme gosterebilirken bazi
enfeksiyonlar 45 yila kadar varhgin siirdiirebilir’'. Lokalize M. marinum enfeksiyonlarmim
tedavisinde minosiklin  (2x100 mg), doksisiklin (2x100 mg), trimethoprim-
sulfamethoksazole (2x160/800 mg), rifampisin (600 mg/giin), klaritromisin (2x500 mg) ve

siprofloksasin (2x500 mg) dnerilen ajanlardir™.

ALEM Prokaryot
BOLUM Firmicutes

SINIF Actinobacteria
TAKIM Actinomycetales
AILE Mycobacteriaceae
CINS Mycobacterium

TUBERKULOZ DISI MIKOBAKTERI (TDM) TCURLERI
HIZLI UREYEN MIKOBAKTERILER (85 Tiir)

ML fomhmm{ M. smegfnatis manemde Belirlenen
Grup

Grup Grup Grup Grup
A-Nonkromojen A-Nonkromojen A-Nonkromojen A-Nonkromojen A-Fotokromojen
1. M. fortuitum 1. M. abscessus 1. M. goodn 1. M. mucogenicum 1. M. novocastrense
2. M. peregrinum 2. M. chelonae 2. M. wolynski 2. M. aubagnense
3. M. senegalense 3. M. immunogenum B-Diizensiz Pigment 3. M. phocaicum B-Skotokromojen
4. M. conceptionense 4. M. bolleta 1. M. smegmants San-Turuncu NKrmm
5. M. houstonense 5. M. massiliense 1. M. flavescens 22. M. agri 1. M. engbaecki
6. M. brisbanense 2. M. neoaurum 23. M. alver 2. M. rhodochrous
7. M. mageritense 3. M. crocinum 24. M. brumae
8. M. septicum 4. M. cosmeticum 25. M. gadium
9. M. porcinum 5. M. monacense 26. M. gihum
10. M. bonickei 6. M. diernhoferi 27. M. hassiacum
11. M. neworleansense 7. M. aichiense 28. M. hodlert
12. M. setense 8. M. komossense 29. M. murale
9. M. chlorophenolicum 30. M. holsaticum

Son Dénemde Belirlenen 10. M. chubuense 31. M. rhodesiae

C-Foto-Skotokromojen 11. M_ frederiksbergense 32. M. pallens

1. M. psychrotolerans 2. M. madagascariense 33. M. lacticola

Son Dénemde Belirlenen 13. M. farcinogenes 34. M. acapulcense

D- Nonkromojen 14. M. moriokaense 35. M. tokaiense

1. M. canariasense 7. M. chitae 15. M. confluentis 36. M. vanbaalenii

2. M. algericum 8. M. elephantis 16. M. psychrotolerans  37. M. parafortuitum

3. M. aromaticivorans 9. M. insubricum 17. M. neoarum 38. M. pulveris

4. M. aurum 10. M. Hatzerense 18. M. obuense 39. M. pyrenivorans

5. M. austroafricanum 11. M. fallax 19. M. poriferae 40. M. rufum

6. M. chelonae 12. Nocardia farcinica  20. M. rhodesia 41. M. rutilum

E- Diizensiz pigment 21. M. duvalii 42. M. szulgai

1. M. vaccae 2. M. thermoresistibile 3. M. phlei 43. M. holsaticum

Sekil 2.3. Hizli Ureyen Mikobakteri Tiirlerinin Smiflandiriimasi'®*2.
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2.4.2. Mycobacterium kansasii (M. kansasii)

Ozellikle iyi klorlanmanms musluk sularinda bulunmaktadir. Bununla birlikte 6kiiz
ve domuz gibi hayvanlarda da belirlenmistir. En sik inhalasyon sonucu pulmoner
enfeksiyonlar gozlenirken, cilt enfeksiyonlart ¢ok daha nadirdir. Cilt enfeksiyonlari
ozellikle immunsuprese hastalarda normal veya biitlinliigii bozulmus cilt dokusunda
gelismektedir. Yaklasik olarak 15 giinliikk inkiibasyon donemini takiben gozlenen cilt
lezyonlar1 kirmizi renkli papiil veya plaklar; piistiiler, iilsere, kabuklu veya verriikoz papiil
veya nodiiller; selliilit ve apse tablolar1 seklinde gozlenebilir. Lezyonlarin histopatolojik
incelemesinde akut ve kronik inflamasyon bulgularinin yani sira tiiberkiiloid veya epiteloid
graniilomlar mevcuttur. Kiiltiir icin Lowenstein-Jensen besiyerinin 37°C’de en az 10-20
giin siire ile inkiibasyonu gereklidir. Kiiltiir sonucunda sar1 portakal rengi beta karoten
kristalleri igeren pigmentler gézlenebilir. Tedavide rifampin 600 mg/giin, izoniazid 300
mg/giin, etambutol 15 mg/kilogram/giin  kullanilmaktadir™. Tedavisiz olgularda
kendiliginden gerileme gozlenebilirken, bu gerilemenin oldukca yavas oldugu yapilan

¢alismalarda gosterilmisti®*.

2.4.3. Mycobacterium szulgai (M. szulgai)

Dogadaki konakgisi tam olarak tespit edilememis bir atipik mikobakteridir.
Pulmoner enfeksiyonlar en sik olmak iizere, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep
olmaktadir. Cilt lezyonlar1 ekstremitelerde ve govdede kirmizi hassas nodiiller seklinde
olup spontan olarak drene olabilir’>. Bu lezyonlar ilerleyerek subkutan ve kemik dokuyu
enfekte edebilir’®. Bu hastalarda histopatolojik olarak kazeifiye olmayan graniilamatdz
lezyonlar bulunurken, kiiltlirleri diger atipik mikobakterilere benzemektedir. Tedavide
izoniazid (300 mg/giin), rifampin (600 mg/giin) ve ethambutol (1.200 mg/giin) uzun siireli

kullanilmalidir®’.

2.4.4. Mycobacterium scrofulaceum (M. scrofulaceum)
Ozellikle ¢ocukluk ¢aginda yol actign servikal lenfadenopati sebebiyle
“scrofulaceum” olarak isimlendirilmistir. Dogada toprakta, musluk sularinda, ¢ig siitte ve

bircok siit iiriinlerinde bulunabilmektedir. insanlara bulas acisindan oral, orofarengeal ve
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hematojen yayilimin etkili oldugu disiiniilmektedir. M. scrofulaceum enfeksiyonu
cocukluk c¢aginda daha sik olmak iizere eriskinlerde de tek tarafli hassas servikal
lenfadenopati ile seyretmektedir. Bu lenf nodu kendiliginden drene olabilmekle beraber
multipl daginik paternde subkutandz apselere de sebep olabilmektedir. Cilt tutulumunun
yan1 sira pulmoner tutulum, dissemine hastalik tablosu, konjunktivit, menenjit,
graniilamatoz hepatit ve osteomyelit tablosu gozlenebilir. Tedavide cerrahi olarak lenf
nodunun g¢ikartilmas: Onerilmekle birlikte, oral olarak rifampisin ve izoniazid

kombinasyonu kullanilmalidir. Tedavi siiresi 9 ay olarak belirtilmektedir’ .

2.4.5. Mycobacterium avium—intracellulare kompleks (MAC)

Son yillarda 6zellikle AIDS (Acquired Immun Deficiency Syndrome) hastalarinda
artan oranlarda cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olduklar1 gozlenmektedir.
Babalik ve ark.’nin iilkemizde yapmis olduklar1 ¢aligmada atipik mikobakteriler arasinda
ikinci sirada enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmislardir®®. Toprakta, tuzlu ve temiz
sularda, hayvan yemlerinde ve baz1 bitkilerde bulunabilmektedir. Bununla beraber aerosol
seklinde havada asili olarak da kalabilmektedir. Saglikli kisilerde herhangi bir enfeksiyon
etkeni degil iken, immiinkompromize hastalarda 6zellikle de AIDS hastalarinda 6énemli bir
solunum yolu enfeksiyonu etkenidir. Cilt lezyonlarida 6zellikle bu hasta grubunda ¢ok
daha sik gozlenmektedir. Bu lezyonlar baslangigta kirmizi renkli plaklar seklinde veya
iilseratif lezyonlar seklindedir. Bu lezyonlarin disseminasyonu sonucunda graniilomlar,
iilserler, piistiiller ve yaygin lenfadenopati tablolar1 gelisebilir’’. Tedavide 6nerilen rejim
ozellikle makrolid antibiyotiklerin  eklendigi kombinasyon tedavileridir. Bu
kombinasyonda klaritromisin, rifampsin ve etambutolun yani sira streptomisin de

kullanilabilmektedir’>.

2.4.6. Mycobacterium ulcerans (M. ulcerans)

Bu mikroorganizmaya bagli olusan hastalik tablolar1 birkag farkli isimde
anilmaktadir. Bunlar bulunduklar1 cografi bolgeye gore degismekle beraber Buruli iilseri,
Kakerifu ilseri, Bairnsdale {iilseri, Searls’ ilseri veya Kumusi iilseri olarak isimlendirilir.

Ozellikle Uganda ve Zaire gibi tropikal ve subtropikal bélgelerde siklikla gdzlenmektedir.
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Lezyonlar ozellikle ekstremitelerde karsimiza ¢ikmakla beraber kiiciik eritematoz
lezyonlardan baslayarak ilerleyici nekrotik ve iilseratif lezyonlara da dontisebilmektedir.
Ozellikle immunsiipressif hasta grubunda bu lezyonlara yol agabilecegi unutulmamaldir.
Tedavide klaritromisin ile rifampisin kombinasyonunun kullanilmasi 6nerilmekle beraber
son yillarda yapilan g¢alismalarda bir kinolon olan siprofloksasinin de rifampisin ile

kombinasyonunun oldukga basarili olabilecegi gosterilmistir®.

2.4.7. Mycobacterium xenopi (M. xenopi)

Bu atipik mikobakteri ilk olarak Schwabacher tarafindan 1959 yilinda ‘Xenopus
laevis’ ismindeki kurbagalardan izole edilmistir*'. Bunun ardindan birgok iilkede sicak su
hatlarindan ve dogal su kaynaklarindan izole edilmistir®. Insanlara bulagin cevreden
aerosollerin inhalasyonu veya sindirimi ile oldugu diisiiniilmekle birlikte insandan insana
bulas kanitlanamamustir™. Bu mikobakteriyel enfeksiyonun cilt tutulumu 6zellikle altta
yatan bir kemik veya yumusak doku tutulumu durumunda ortaya c¢ikabilmektedir. Cilt
tutulumunda diger atipik mikobakteriyel enfeksiyonlara benzer iken, histopatolojik olarak
ise epiteloid makrofajlar, Langhan’s tipi dev hiicreler gdzlenebilmektedir. Ureme
ozellikleri olarak ise 42-43 °C’de sar1 renkli pigment olusturan koloniler seklinde gozlenir.
Korunma yontemleri i¢inde 6zellikle immunkompromize hasta grubunda sik olarak tespit
edilmesi sebebi ile hastanelerin sicak su kaynaklariin kontrollerinin saglanmasi ¢ok
onemli yer tutmaktadir. Tedavide ise izoniazid, rifampisin, etambutol ve streptomisin

kombinasyonu kullamlmaktadir**.

2.4.8. Mycobacterium gordonae (M. gordonae)

Su basili, musluk suyu basili veya musluk suyu skotkromojeni gibi isimlendirmeler
ile anilir. Bu mikroorganizma o6zellikle sulu ve ¢amurlu bolgelerde, su kaynaklarinda ve
yiizme havuzlarinda siklikla gézlenebilmektedir®’. Zaman zaman bu kaynaklar disinda
ozellikle rat 1siriklar1 gibi hayvan 1siriklar da cilt enfeksiyonlar sebebi olabilmektedir. Cilt
enfeksiyonlar1 hassas ve boyutu 0,5-1,5 cm arasinda degisebilen papiilonodiiler lezyonlar
seklinde godzlenebilirken, bu lezyonlarin yiizeyi iilseratif hal alabilir*®. Bunu takiben

lokalize lenfadenit tablosu da eklenebilir. Histopatolojik olarak ise genis histiyositler,
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multiniikleuslu dev hiicreler, akut ve kronik inflamasyon bulgular tespit edilebilir®’.
Uremesi icin yaklasik 4-8 hafta gibi uzun bir siire gerekli olup, koloniler sariportakal.
rengindedir. Optimal iireme 1s1s1 ise 37°C’dir. Kiiltlir i¢in 6zellikle pH’s1 6 olan Ogawa
besiyeri kullanilmaktadir. Tedavide oral rifampisin’in (300 mg/giin) 6 ay siire ile veya
trimetoprim-sulfametoksazol (2x320 mg/1600 mg) ile etambutol (800 mg/giin)

kombinasyonunun 24 ay siire ile kullanilmasi énerilmektedir*.

2.4.9. Mycobacterium haemophilum (M. haemophilum)

Ozellikle lenfoma veya renal transplantasyon gibi lenfopenik hastalarda daha sik
gozlenmektedir®. Cilt lezyonlar: dzellikle ekstremitelerde multipl lokalizasyonda gézlenen
kirmiz1 parlak renkli papiiller seklinde ortaya ¢ikarken ilerleyerek hassas iilsere nodul veya
abse sekline donebilmektedir. Histopatolojik olarak polimorfoniikleer infiltrat ile beraber
graniilamat6z pannikiilit tablosu gozlenirken, Langhan’s tipi dev hiicreler ve non kazeifiye
nekroz da belirlenebilir. Uremesi icin kiiltiir ortaminda hemoglobin veya hemin
gerektirmektedir. Bunun i¢in koyun kanli agar, ¢ikolatamsi agar veya %2 ferrik amonyum
sitratll Lowenstein-Jensen besiyerleri kullanilmaktadir. 21 Non pigmente koloniler 2-4
hafta icinde tespit edilebilmektedir. Tedavide izoniazid ve rifampisin kombinasyonu

kullanilmaktadir®®,

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

M. fortuitum ve M. chelonae, mycobacterium cinsinin farkli tiirleri olmasina
ragmen, hem Kkiiltiir 6zelliklerinin benzer olmasi hem de olusturdugu klinik tablolarin
benzer olmasi sebebi ile eskiden ayni grupta siniflandiriliyorlardi. Bu mikroorganizmalar
dogada toprakta, hidroterapi havuzlarinda, su kaynaklarinda, musluk sularinda, cerrahi
kaplarda ve hatta laboratuarlarda bulunan distile su kaynaklarinda bulunabilmektedir. Bu
grubun enfeksiyonlar1 Ozellikle travma, kardiyovaskiiler cerrahi, intravaskiiler kateter
yerlestirilmesi gibi invaziv girisimlerden sonra gdzlenebilir. Kizariklik ve hassasiyet
genellikle ilk bulgu olarak tespit edilirken 3-4 haftalik bir inkiibasyonu takiben karsimiza

¢ikabilir. Bunu takiben soguk abseler ve drenaj gozlenebilir'’. Bazi durumlarda travmaya
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ugramig veya cerrahi uygulanan bolgedeki enfeksiyonun disseminasyonu sonucunda
kirmizi kahverenkli hassas olmayan subkutan nodiiler lezyonlar gdzlenebilir®. Ayni
zamanda drene olabilen soliter lenf nodlari, postoperatif endokardit, osteomyelit ve kronik
pulmoner hastalik tablolar1 da goézlenebilmektedir. Histopatolojik olarak graniilamatoz
inflamasyon, nekroz ve dev hiicreler gézlenebilir. M. fortuitum, M. chelonae enfeksiyonu
tedaviye ragmen % 10-20 olguda persistan olarak kalabilmektedir. Dissemine hastalik
tablosunda ise mortalitesi %10-20"yi bulabilmektedir’’. Tedavide cerrahi drenaj ile birlikte

medikal tedavide, doksisiklin, siprofloksasin veya amikasin kullamlabilmektedir™.

2.4.11. Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis)

Bu mikroorganizmaya bagl gelisen cilt enfeksiyonlar1 ilk olarak kardiyak cerrahiyi
takiben tanimlanmustir. Cerrahi, travma veya diger invaziv prosediirler bu organizma igin
en onemli risk faktorleri olarak kabul edilmektedir. Selliilit, yara etrafinda drene olabilen
hiperemik apse lezyonlar1 en sik karsilasilan cilt enfeksiyonu tablolaridir. Histopatolojide
spesifik olmayan nekroz, dev hiicreler ve polimorfoniikleer hiicrelerin bulun-dugu miks
inflamatuvar infiltrat tablolar1 gozlenebilir. Kiiltiir i¢in en uygun besiyeri Middlebrook
7HI10 agardir ve 43-45 °C’ de 7 gilinden daha kisa siire i¢inde lireme gézlenmektedir. M.
smegmatis kolonileri iireme 0&zellikleri acisindan M. fortuitum kolonilerine ¢ok
benzemektedirler. Ayriminda ise M. smegmatis’in arilsiilfataz testine yanitsiz olmasi,
katalaz testine daha az duyarhi olmasi ve en iyi 45 °C’de iiremesi kullanilmaktadir’'.
Tedavide doksisiklin, trimetoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin ve amikasin
kombinasyonuna ¢ok iyi yamt vermektedir’>. TDM tiirlerine bagli gelisen cilt
enfeksiyonlar1 6zellikle son yillarda immunsiipressif hasta grubundaki artisa paralel olarak
daha sik gozlenmeye baslamistir. Bununla birlikte Aydin ve ark.’nin yapmis olduklari
calismada TDM ftiirlerinin siit gibi hayvansal gidalardan oldukg¢a yliksek oranda izole
edilmesi sebebi ile insana gegis riskinin daha da arttig1 gosterilmistir. Bu sebeple, hekimler
tarafindan Ozellikle bu hasta grubunda gozlenen cilt lezyonlarinda ¢ok daha dikkatli
davranilmali, gerekli biyopsi ve kiiltiir ornekleri zamaninda alinarak laboratuvara

gonderilmeli ve enfeksiyonun primer odagi mutlaka arastirilmalidir.
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2.5. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerin Fizyopatolojisi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilere bagli akciger hastaliginin en temel kaynagi ¢evre
olup 6zellikle belediye su kaynaklarinda olusan mikrofilm tabakasi, TDM’ye bagl olusan
akciger hastaligindaki en Onemli bulagsma yollarindan birini olusturmaktadir. Su
ylizeyindeki bu tabaka besinlerle birlikte nemli ve sicak bir ¢evre olusturarak TDM dahil
birgok patojen organizmalarin gelismesine sebep olmaktadir™.

Brongektazi ve TDM enfeksiyonu ¢ok sik iligkisi olan iki durumdur. Kistik
fibrozisli hastalarin %20’sinde ve primer siliyer diskinezi olgularinin %15’inde TDM
enfeksiyonu olmast TDM enfeksiyonunun solunum yolu ylizey savunma defektleriyle
baglantili oldugunu géstermektedir’® Kim ve ark. son zamanlarda TDM akciger hastaligi
olan 63 hastada karakteristik bir morfotip (%95 kadmn, %91 beyaz, %68 hic sigara
icmemis) rapor etmislerdir. Bu se¢ilmis grupta kontrol grubuyla karsilastirildiginda beden
kitle indeksi (BKI) anlamli derecede diisiik bulunurken boy daha yiiksek belirlenmistir13 .
Ayni zamanda bu grupta skolyoz (%51), pectus excavatum (%11), mitral valv prolapsusu
(%9) ve kistik fibrozis transmembran conductance regiilator gen (CFTR) (%36) yiiksek
oranlarda bildirilmistir13.

Bu morfolojik 6zelliklerin patogenetik sebepleri heniiz bilinmemektedir. Ancak bir
kisim hasta bize TDM akciger hastaliginin patogenezi hakkinda ipuclar1 verebilir.
Tiiberkiiloz hastaliginda oldugu gibi tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa) blokerleri TDM
akciger hastaligi gelisiminde ¢ok potent ve yeni predispozan faktdrlerdendir. Winthrop ve
ark. son zamanlarda yayladiklar1 raporda %65 kadin, yas ortalamasi 62 ve biiylik bir
kismi1 romatoid artrit olan bir hasta grubunda TNFa blokeri alanlarda TDM hastaligini
anlamli derecede yiiksek belirlemislerdir’®. En sik bulunan ajan MAC iken %44 oraninda
akciger dis1 tutulum gozlenmis, %9 oraninda da mortalite bildirilmistir. Dolayisiyla
TDM’ye bagh akciger hastalig1 olan ya da siiphelenilen olgularda TNFa blokeri verilirken
¢ok dikkatli olmak gerekmektedir'.

2.6. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerde Klinik Ozellikler
Tiberkiiloz dis1 mikobakterilere bagli akciger hastaligini 4 temel paternde

. qe 5
inceleyebiliriz’’.
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2.6.1. Fibrokaviter Hastahk

Bu patern klasik olarak sigara ve alkolizm Oykiisii olan orta yasl erkek hastalarda
goriiliir. Daha ¢ok {ist loblar tutulur ve genellikle KOAH, sekel tiiberkiiloz ve silikozis gibi
altta yatan predispozan bir faktor vardir. Hastaligin bu formu MAC, M. kansasii, M.

xenopi, M. malmoense ve hizli biiyiiyen mikobakteriler ile iliskilidir®’.

2.6.2. Nodiiler bronsektazi
Bu patern genellikle sigara igmeyen, yash ve altta herhangi bir akciger hastalig
olmayan bayanlarda goriiliir. Ancak bu hastalarda kifoz, skolyoz ve pectus excavatum gibi

toraks deformitelerine rastlanabilir’’.

2.6.3 Soliter pulmoner nodiil
Tiberkiiloma ¢ok benzer bir sekilde ortaya g¢ikar. Karsinomdan mutlaka ayirici

tanisinin yapilmasi gerekir>®.

2.6.4 Hipersensitivite pnomonisi

Son yillarda MAC enfeksiyonuna bagl sicak kiivet akcigeri veya jakuzi akcigeri
(hot tub lung) olarak adlandirilan bir tablodur. Daha 6nce herhangi bir akciger hastalig
olmayan saglikli bireylerde goriilebilir. Olgularin ortamdan ¢ikarilmastyla spontan olarak

veya steroid tedavisiyle geriler®’.

2.7. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerde Tedavi

2.7.1. TDM’lerin Tedavisinde Kullanilan Oncelikli flaclar

TDM enfeksiyonlarinin tanisi kadar tedavisi de giictiir. Tedavi rejimleri pahalidir
ve yan etkiler sebebiyle zor tolere edilmektedir. Bir¢cok hastanin uzamis tedaviye ihtiyag
duymasi ve eradikasyon gii¢liigli sebebiyle tedavi karar1 dikkatle verilmelidir. Karar
verirken hastaligin ilerleme riski ile tedavinin maliyeti ve toksisitesi arasindaki denge goz
ontinde bulundurulmalidir. Hastalarda ulagilmasi zor olmasi sebebiyle kiir hedeflenmesi

yerine progresyonun minimalize edilmesi ve semptomatik tedavi amaglanmalidir®®,
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Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilere bagl akciger hastaliginin tedavisi makrolid dncesi
ve sonrasit donem diye ikiye ayrilabilir. Makrolidler, 50S Ribozomal subiinite baglanir ve
protein sentezini inhibe ederek etki gosterir. Eritromisin methylaze genleri (ERM)

makrolidlerin bu baglanmasini engeller ve inhibitor aktivitesini azaltir ©*°!

. Hizl1 biiyiiyen
mikobakteriler basta olmak iizere baz1 mikobakterilere karsi gelisen makrolid direncinin
temel mekanizmast ERM genlerinin varligidir. M. abscessus ve M. fortuitum tiirlerinin
biitiin izolatlar1 ve diger hizli biiyliyen mikobakteriler (M. chelonea hari¢) ERM genleri
icermektedir. M. tuberculosis de ayn1 zamanda bu gene sahiptir ve bu onun makrolidlere
karst olan direncini agiklamaktadir. Bu genlerin en ilging ve en liziicii 6zelligi M. fortuitum
ve M. abscessus izolatlar1 makrolid ile karsilasinca hemen ERM genleri aktive olur. In
vitro minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerinden bagimsiz olarak in vivo direng
kazanir. Yani organizma in vitro ortamda makrolide duyarli goriiniirken in vivo olarak
direncli olacaktir. Tedavi basarisi klinik ve radyolojik iyilseme ve balgam konversiyonun
saglanmasi ile elde edilir. Tedavi siiresince her ay balgam kontrolii yapilmalidir. Genellikle
4-6 ayda klinik iyilseme, 6-12 ayda balgam kiiltiiriinda negatiflesme saglanir. Tedavi
kiiltiir negatifligi saglandiktan sonra 12 ay devam etmelidir. Bu sebeple tedavi siiresi 18-24
aydir. Alt1 ayda klinik iyilesme, 12 ayda kiiltiir negatiflesmesi saglanamayan olgular tedavi
basarisizlig1 olarak kabul edilir. Tedavi basarisizliginin sebebi; tedaviye uyumsuzluk,
intolerans, ilag direnci ve anatomik defektler (kavitasyon, bronsektazi)’dir. Bazi hastalarda
cerrahi tedavinin tedavi basarisin1 arttirdigr gosterilmistir. Cerrahi tedavinin belirli
kriterleri olmamakla birlikte adjuvan veya alternatif tedavi olarak akilda tutulmalidir.
Ozellikle medikal tedavinin basarisiz yada yetersiz oldugu olgular ve tekrarlayan
hemoptizili olgularda denenmelidir. Lokalize hastalikta kiiratif olabilir. Ayrica direngli
olgularda medikal tedavi ile kombine edildiginde basari oranimn arttig1 gosterilmistir®°'.
Genis capta yapilan arastirmalara gore Rifampin ve INH gibi sik kullanilan
antitiiberkiiler ilaglar M. fortuitum ve chelonae kompleksine bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde herhangi bir rolii olmadigni belirlemektedir ayrica, Clarithromycin® ve
amikacin-doxycycline kombinasyonunun M. fortuitum-chelonae enfeksiyonlarina karsi
etkili oldugu gozlenmistir. M. marinum ve M. szulgai bagli enfeksiyonlarin tedavisinde

trimethoprim-sulfamethoxazole ve doxycyclin kombinasyonu énerilmistir®®*.
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TDM infeksiyonlarinin tedavisinde tercih edilen baslica ilaglardan bazilar

hakkinda asagida ayrica bilgi verilmistir.

2.7.1.1. Klaritromisin (CLA)

On dort tiyeli halka yapisina sahip bir makroliddir. Eritromisinin lakton halkasinin
C6 hidroksi grubu bir metoksi grubu icerecek sekilde degistirilmistir. Bu degisiklik ile
mide asidine dayaniklilik ve oral biyoyararlanim artirilmig, gastrointestinal intolerans
azaltilmistir. Klaritromisinin film kapl tabletleri, yavas salinimli tablet, intravendz
uygulama icin flakon ve graniil seklinde oral siispansiyonlart bulunmaktadir®.
Klaritromisinin hizli salinimli tabletlerinin tepe plazma konsantrasyonu, yemeklerle
birlikte alindiginda % 24 artmaktadir, ancak toplam biyoyararlanim degismemektedir. Geg
salimiml1 formiilasyonun biyoyararlanimi ise, a¢ karnina alindiginda % 30 azalmaktadir. Bu
sebeple yemeklerle birlikte alinmalidir®’. Makrolidler ve ketolidler lipofilik bilesikler
olup, viicut sivi ve dokularina yaygin olarak dagilirlar. Klaritromisinin doku
konsantrasyonu serum konsantrasyonundan 2-20 kat daha fazladir®®. Klaritromisin
karacigerde sitokrom p450 3A4 (CYP3A4) enzimleri tarafindan aktif olan 14-hidroksi
metabolitine doniigmektedir. Oral dozun % 30-40’1 degismeden veya metabolit halinde

idrarla atilmaktadir®®°®,

2.7.1.2. Moxifloxacin (MOX)

Florokinolonlar, DNA giraz (topoizomeraz II) enzimini inhibe etmek suretiyle
DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozarak bakteri hiicresini 6ldiiriirler®. Etki
mekanizmast; DNA giraz DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda gorev alir.
Topoizomeraz 1V ise replikasyon sirasinda olusan yavru DNA iplik¢iklerinin birbirinden
ayrilarak yavru hiicrelere gegmelerine yardim eder. DNA giraz (topoizomeraz II) enzimi
gyrA geni tarafindan kodlanan iki A alt birimi ile gyrB geni tarafindan kodlanan iki B alt
biriminden olugmaktadir. Topoizomeraz IV ise parC geni tarafindan kodlanan iki parC alt
birimi, parE geni tarafindan kodlanan iki parE alt biriminden olusmaktadir. Tip 2
topoizomerazlardan olan bu iki enzim kinolon grubu antibiyotiklerin hedefini

olusturmaktadir. Topoizomeraz-DNA kompleksine baglanan kinolonlar DNA sentezini
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hizla inhibe ederler. Kinolonlarin bakterisidal etkilerinin ortaya ¢ikmasinda DNA
sentezinin inhibisyonu temel olmakla birlikte farkli mekanizmalarin da hiicre 6liimiinde rol
oynadigr sanilmaktadir. Ayrica ¢ok yiiksek antibiyotik konsantrasyonlarinda RNA ve
protein sentezinin inhibisyonu ile bakteriyostatik etki gosterdikleri belirlenmistir. Kinolon
grubu antibiyotiklerin Gram negatif bakterilerde oncelikli hedefinin DNA giraz, Gram
pozitiflerde ise topoizomeraz IV oldugu bilinmektedir’*"""2.

Moksifloksasin yeni gelistirilmis bir 8-metoksifloro-kinolondur.Son yillarda birgok
yeni gelisme Moxifloxacin’in, M.Marinum’a kars1 daha etkili oldugunu gostermistir’”. Son
raporlara gore M.smegmatis lerde mycotil mutantlarin yoklugunu antibiyotikle daha iyi
inhibe olmasi bildirilmistir™*. Ayrica C8 halogen ve Metoxy moieties kisimlari

fluorokinolon’lara  karst  etkinliginin  arttirmasi1  direngli  gyrase mutantlarinda

gosterilmistir”.

2.7.1.3. Doxycycline (DOX)

Dox; tetrasiklin grubu bir antibiyotik olup nispeten genis spektrumlu bir antibiyotik
olmasi sebebiyle hem tibbiye de hem de veterinerlikte oldukga genis capta
kullanilmaktadir. Dox 1967 yilinda kesfedilmis ve antimikrobiyal dzelliklerine ek olarak
organizmanin fizyolojisi lizerine de etkisi oldugu genis Olclide arastirmalar neticesinde
anlasilmistir. Dox’u diger tetrasiklinlerden ayirt eden birgok nitelik vardir. Bunlardan biri

ag1z yoluyla kolay emilebilir olmasidir.

2.7.1.4. Amikacin (AMK)

Bir aminoglikozit olan amikasin bir¢ok mikobakteri tiiriine karsi oldukga aktiftir.
TDM infeksiyonlarinin tedavisinde de onemli bir ilag olabilir. AMK; 30s ribosomal
subiinitte 16S rRNA’nin korunmus olan A bolgesine siki bir sekilde baglanarak protein
sentezini inhibe ediyor. Aminoglikozit grubu antibiyotikler M. tuberculosis de dahil olmak
iizere birgcok TDM tiirii tizerine oldukca etkili bir ilagtir. Aminoglikozitler ile beta lactam

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

TMP-SMX; farklh TDM tiirlerinin tedavilerine farklh MIK degerlerine gore
verilebilir. Ornegin; yavas iireyen mikobakterilerden M. kansasii’nin hassas oldugu
konsantrasyon degeri <1/19 pg/ul, Nocardia ve hizli iireyen mikobakteri tiirleri igin ise,
MIK degeri <2/38 ug/ul seklinde belirlenmistir. M. marinum iizerine de oldukga etkili bir
antibiyotiktir’®.

2.8. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerde Tam

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri suslar1 dogada ve ¢evremizde ¢ok yaygin
bulundugundan herhangi bir TDM susunun belirlenmesi nonsteril su kaynaklar1 basta
olmak iizere g¢evresel kontaminasyonun bir sonucu olabilir. Bu sebeple hangi TDM
susunun klinik agidan 6nemli oldugu konusunda tani kriterlerinin belirlenmesi gerekir.
Genel olarak tami karari, elde edilen izolatin viriilansina, hangi respiratuvar 6rnekten
alindigina bagl olarak verilmelidir'.

M. kansasii ve M. szulgai gibi bazi TDM tiirleri solunum yolu 6rneklerinden izole
edildiginde hemen hemen her zaman hastalikla iliskili bulunmustur'. Bazi1 vakalarda bu
tirlerden birinin (6zellikle M. kansasii) tek bir kiiltiir pozitifligi ile taniya gidilebilir.
Bunun aksine M. simiae ve M. fortuitum gibi bazit TDM suslar1 da vardir ki TDM akciger
hastalig1 tan1 kriterlerini karsilasalar bile solunum yolu patojenleri olarak kabul

780 Bunun yamsira M. gordonae ve M. terrae kompleks gibi tiirlerin

edilmezler
izolasyonu genellikle solunum yolu kontaminasyonu olarak &ngorilir’™. Dolayisiyla
klinisyenin TDM akciger hastaligi tanmisim1i koyarken birgok faktorii ele almasi
gerekmektedir.

Klinisyenlerin sik¢a karsilagtiklar1 bir problem, tiiberkiiloz tedavisi altindaki
hastadan bir TDM susunun izole edilmesidir. Jun ve ark. 958 tiiberkiilozlu hastanin 68’inde
(%7,1) bir TDM susu izole edildigini rapor etmislerdir®'. Yazarlar tiiberkiiloz hastalarinda
TDM susu izole edilmesinin nadir bir olay olmadigini belirtmistir. Ancak bu hastalarin

tiilberkiiloz tedavisinin tamamlanmasindan sonra, Ozellikle viriilan suslar ig¢in, takip

edilmesi gerekliligi konusunda goriis birligine varmislardir.
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2.8.1. TDM infeksiyonlarmin Laboratuvar Tamsinda Kullamlan Biyokimyasal
Testler

TDM enfeksiyonlarinda, 6zgiil klinik bulgular yoktur. Kesin taninin mikrobiyolojik
inceleme sonucunda konmasi gereklidir. TDM tiirlerinin tanimlanmas1 amaciyla kullanilan
cesitli klasik biyokimyasal yontemler mevcuttur. Bu biyokimyasal yontemlerde genel
olarak, kiiltiir yontemleriyle bakteri iiretildikten sonra, TDM tiirlerinin fenotipik 6zellikleri
arastirilmaktadir. Ancak fenotipik Ozellikler sadece smirli sayida tiiriin birbirinden
ayirtedilebilmesini saglayabilmektedir'.

Bunlardan katalaz testi, M. tuberculosis, M. gastri ve M.kansasii’yi diger
mikobakterilerden ayirtedebilmek amaciyla kullanilir. Tiim mikobakteriler katalaz deneyi
ile olumlu sonug verirken, bu iic mikobakteri tiirii olumsuz sonug verirler'.

MacConkey agarda {ireme testi, M. fortuitum ile M. chelonae’nin diger
mikobakterilerden ayrilmasini saglar. Sadece bu iki mikobakteri tiirii MacConkey agarda
tireme gosterirler. Niasin testi, M. tuberculosis’in tanimlanmasini saglar. M. tuberculosis’in
lireme esnasinda besiyeri ortamina saldig1 niasin, siyanojen bromiir veya anilin eriyigi gibi
aywraglarla belirlenerek M. tuberculosis varligi dogrulanir. Diger mikobakteriler niasin
salgilamazlar'.

Pirazinamidaz testi, baz1i mikobakterilerin pirazinamidi pirazinoik aside
pargalamasi esasina dayanir. Bu test ile M. tuberculosis, M. avium-intracellulare ve M.
marinum pozitif sonug verirken, M. bovis ile M. kansasii negatif sonug verirler'.

Thiophene-2 karboksilik asit hidrazid testi, M. tuberculosis ile M. bovis’i
birbirinden ayirmak amaciyla kullanilir. M. tuberculosis, iginde thiophene-2 karboksilik
asit hidrazid bulunan Middlebrook besiyerinde iirerken, M. bovis bu besiyerinde iiremez.
Goruldigi gibi biyokimyasal testler, ancak belli mikobakteri tiirlerinin birbirlerinden
ayirtedilmesini saglayabilmektedir. Ayrica kesin tanimlama yapilabilmesi icin bu testlerin
hepsinin uygulanmasi gerektiginden ve bunun i¢in uzun bir siire gerektiginden, gliniimiizde

biyokimyasal testler rutin kullanimda ¢ok fazla kabul grmemektedirler'.
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2.8.2. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)’lerin Radyolojik Ozellikleri

Kaviter TDM akciger hastalig1 radyografide kolayca izlenebilir. Bu kaviteler
tiilberkiilozdan farkli olarak ince duvarli olup parankimal lezyonlardan ¢ok plevral
reaksiyonlarla daha siki iliskilidir. Hastaligin diger formlar yiiksek ¢oziiniirliiklii akciger
tomografisi (YCBT) ile daha iyi degerlendirilir. En sik YCBT bulgular1 bilateral
sentrlobiiler nodiil ve silindirik bronsektazidir*”. Bu degisiklikler esas olarak MA ve Myc.
abscessus gibi organizmalarin bronsiyoler ve peribronsiyoler dokuya invazyonu ve
enflamasyonunun bir sonucudur®. Kavitasyon ve konsolidasyon gibi daha agir bulgular ve
kadin cinsiyet ek risk faktorlerini olusturur. Klasik olarak multifokal bronsektazi ve diffiiz
sentrlobiiler nodiilleri olan, orta lob ve linguler lob tutulumlar1 gozlenen yash ve sigara
icme Oykiisii olmayan kadin cinsiyetin oldugu klinik tabloya Lady Windermere sendromu
adi verilmistir®. MAC’ye bagh akciger hastaliginda yapilan seri BT calismalarinda
bronsektazinin tiim nodiiler alan boyunca progresif olma egiliminde oldugu ve sonugta
konsolidasyon olarak ortaya ¢ikabilecegini gostermistir.

MAC ile iligkili gelisen hipersensitivite pnomonisinde YCBT bulgulan siklikla
diffiiz buzlu cam infiltrasyonlar: ve sentrlobiiler nodiillerdir®.

Nadir olmakla beraber birkag TDM bagli akciger hastaliginda soliter pulmoner

nodiil veya kitlelerde tanimlanmugtir™.

2.9. TDM infeksiyonlarinin Laboratuvar Tamsinda Fenotipik Yontemler

2.9.1. Mikroskopi

Aside direngli organizmalar olan mikobakteriler icin basica iki boyama teknigi
gelistirilmistir. Basiller Karbolfuksin yonteminde (Ziehl-Neelsen, Kinyoun) kirmizi renkte,
Florokrom yonteminde ( auramin O, auramain-rhodamin) ise sari-oranj renkte floresan
verir sekilde goriiliir. Aside direngli boyama, mikobakterilerin lipidden zengin hiicre
duvarlarinin primer boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asid alkolle muameleden
sonra boyali kalmasi esasina dayanmaktadir. Bu sebeple mikroorganizma aside direngli
basil olarak adlandirilmaktadir. Yayma duyarliligi % 22-80 arasinda degismektedir. Direk
mikroskobi ile goriilebilmesi i¢in, balgamin her ml’ de 5000-10000 basil bulunmasi

gereklidir.
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Degerlendirme yapilirken 300 mikroskop sahasi tarandiktan sonra hi¢ basil
goriilmezse negatif denmelidir. Alanlar taranirken 1-2 basil siipheli, 100 alanda 1-9 basil
goriilmesi (+), 10 alanda 1-9 basil goriilmesi (++), her alanda 1-9 basil goriilmesi (+++),

her alanda 10 ve iizeri basil gériilmesi (++++) olarak yorumlanmaktadir®'.

2.9.2. Kiiltiir Ortaminda izolasyon Yéntemleri

Kiltiir yontemleri TDM tanisinda altin standart olarak devam etmektedir.
Mikobakteriyel kiiltlir yontemleri kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri olmak iizere ikiye
ayrilmistir. Kati besiyerleri agar ver yumurta bazl iki ¢esiti bulunmaktadir. Petragani ve
American Trudeau Society gibi kat1 besiyerleri disinda giiniimiizde en yaygin kullanilan
kat1 besiyeri, Lowensterin-Jensen (LJ)’dir. igeriginde patates unu, gliserol, tuz, yumurta
bulunmasiyla kontaminasyonu engellerken ayni zamanda tiiberkiiloz bakterisi i¢in uygun
iireme sartlarini saglar. En ¢ok tercih edilen agar bazli besiyerleri ise Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook 7HI11’dir. Sivi besiyerlerinin, MB Redox, BACTEC 460TB, BACTEC
MGIT 960, BACTEC 900 MB, ESPII, MB/BacT ALERT 3D gibi ¢esitleri bulunmaktadir.
MB Redox genellikle diisiik kapasiteli laboratuarlarda tercih edilen manuel bir sistemdir.
Mikobakterilerin izolasyonu amaciyla modifiye Kirchner besiyeri kullanilir. Igerisinde
tetrazolium tuzu bulunmasi1 mikobakterilerin redoks sistemi sayesinde yiizeylerinde biriken
pembekirmizi renklerinde formazona indirgenir. Ureme sonucu olusan renkli

mikrokoloniler makroskobik olarak goriiliir*'.

2.9.2.1. Iimmiinokromatografik TB Ag MPT64 Kart ve inhibisyon Testleri

Mikobakterilerin  tanimlanmasinda kullanilan geleneksel yontemler; direkt
mikroskopik olarak ARB inceleme, kat1 veya sivi besiyerinde lireme ve biyokimyasal
testleri igermektedir. Klasik tan1 yontemleri halen onemini korumakla birlikte, etkenin
iiretilmesi, tanimlanmasi ve ila¢ duyarliliginin belirlenmesinin ge¢ ve giic olmasi sebebiyle
daha duyarli ve hizli yontemlere gereksinim vardir. Bu amacgla gelistirilen
immiinokromatografik yontemler de hizli tan1 segenekleri arasinda yer almaktadir.

Immiinokromatografik bir yontem olan SD Bioline Ag MPT64 Rapid ticari kiti
(Standard Diagnostics, Kore) MTBK suslarina 6zgiill MPT64 proteininin, monoklonal
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MPT64 antikorlar kullanilarak belirlenmesi esasina dayanir. MPT64, M. tuberculosis, M.
africanum ve M. bovis’i de igine alan MTBK iiyelerine ait 23 kDa agirliginda bir membran
proteini olup, kiiltiir filtratlar1 ve biyopsi materyallerinde yiiksek diizeyde bulunmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar, TB Ag MPT64 testinin, MTBK ve tiiberkiiloz disi mikobakteriler
(TDM)’in  aymrmminda kullanilabilecek basarili ve hizli bir yontem oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla bu yontem, kiiltiirde {iretilen MTBK suslarinin erken
tanimlanmasina ve tedavinin gecikmemesine olanak saglamaktadir®” %%,

Kiiltiir ortaminda izole edilen kolonilerde MTBK ile TDM identifikasyonu i¢in bir
diger onemli yontem inhibisyon testidir. Bu testin sonuglarinin Immiinokromatografik TB
Ag MPT64 Kkart testi sonuglart ile birlikte degerlendirilmesi sonuglarin giivenilirligini
artirr. Inhibisyon testi olarak BACTEC 460TB Sisteminde p-nitro-a-asetilamino-B-
hidroksi-propiofen (NAP) testi kullanilirken, BACTEC MGIT 960 Otomatize Sisteminde

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

2.10. TDM Infeksiyonlarinin Laboratuvar Tamisinda Molekiiler Yontemler

Giiniimiizde klinik Orneklerde belirlenen mikobakterilerin tiir diizeyinde
idantifikasyonu amaciyla biyokimyasal testler yerine molekiiler yontemler tercih
edilmektedir. Mikobakterilerin molekiiler yontemlerle idantifikasyonunda, hedef olarak
se¢ilmis olan en 6nemli gen bolgeleri, 16S rRNA, hsp65, recA ve rpoB genleridir. 16S
rRNA geni, bakterilerin molekiiler idantifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen bir
hedef bolgedir. Ciinkii hem her bakteriye 6zgii ¢cok 1yi saklanmis diziler icerir, hem de her
tiire gore degisen dizilere sahiptir. Bu degisken dizilerin PCR ile ¢ogaltilmas1 sayesinde tiir
tayini miimkiin olabilmektedir. 16S rRNA geninin dizi analizi tiim mikobakteri tiirlerinin
tanimlanmasini saglayabilmektedir. Ancak dizi analizi yontemlerinde, elde edilen bakteri
dizilerinin bilgisayar ortaminda karsilastirilmasi gereken standart dizilere ihtiyag¢ vardir.
Degisik kaynaklardan elde edilmis standart dizilerde de zaman zaman farkliliklar ortaya
cikabilmekte ve yanlis sonuglara sebep olabilmektedir. Bir standardizasyon saglamak ve
dizi analizi sonuglarmin giivenilirligini arttirmak amaciyla kurulmus standart dizi analizi
servisleri mevcuttur. Bu servislerden biri olan RIDOM (Ribosomal Differentiation of

Medical Microorganisms), web tabani iizerinde dizi analizi yanisira fenotipik ve genotipik
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ozellikleri de sunmaktadir. Ayrica dizi analizi amaciyla iiretilmis olan ticari kitler de
mevcuttur. Bunlardan MicroSeq 500 16S rDNA bakteriyel dizi analizi kiti (Applied
Biosystems), mikobakteriyel 16S rRNA 5’ ucundan 500 baz ¢iftlik bir bdlgenin
amplifikasyonunu ve sonrasinda dizi analizini saglayarak tiir diizeyinde idantifikasyon
gergeklestirmektedir.  16S  rRNA  dizilerinin  karsilastirilmast  mikobakterilerin
idantifikasyonunda giivenilir bir yontem olmakla birlikte, M. gastri ve M. kansasii gibi
baz1 tiirlerin ayirtedilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu gibi tiirlerin idantifkasyonu
amactyla, recA gen dizilerinin karsilastirilmasindan da yararlanilmaktadir. recA geni tim
bakterilerde bulunan, DNA hasar onarimi, DNA sentezi ve hiicre boliinmesinde rolii olan
bir gendir. Bu gen bolgesinin kullanilmasiyla, 6zellikle 16S rRNA gen dizileri ¢cok benzer
cikan tiirlerin ayirtedilebildigi gosterilmistir. “Single-stranded conformation polymorphism
analysis” (SSCP) yontemi, mikobakterilerin idantifikasyonunda dizi analizine alternatif
olan bir yontemdir. Bu yontemde hedef genin PCR ile ¢ogaltilmis kii¢iik dizileri kullanilir.
Bu diziler 1s1 ile denatiire edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatlirasyonu
sonrasinda, farkli dizilerdeki pargalar farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu
parcalar elektroforez ile ayristirildiginda, her parca farkl bir hizla hareket eder. Bu yontem
temel olarak genomik DNA’daki nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde kullanilir. Bunun
yanisira son yillarda, 16S rRNA geninin PCR ile ¢ogaltilmis parcalarinin SSCP analizi,
bakteri tlirlerinin  idantifikasyonunda  kullanilmaktadir. ~ Mikobakteri tiirlerinin
idantifikasyonuna yonelik olarak gelistirilmis olan SSCP yonteminde, mikobakteriyel 16S
rRNA geninin degisken bolgelerine 6zgiil dort ayn ¢ift iplikgikli parca, dort cift fluoresan
primer ile cogaltilmakta ve elde edilen {iriinlerin SSCP analizi yapilmaktadir. Bu yontemle
PCR sonrasinda SSCP analizi sonucu 30 dakika i¢cinde alinabilmekte, kapiller elektroforez
sistemi sayesinde ayni anda 16 drnek test edilebilmektedir. Hizl1 ve spesifik bir yontemdir.

PCR-restriksiyon enzim analizi yontemi, mikobakterilerin idantifikasyonunda kullanilan
pratik ve ekonomik bir yontemdir. Restriksiyon enzim analizi i¢in ¢esitli ¢aligmalarda 16S
rRNA, hsp65 “heat shock protein” geni ve rpoB geni hedef olarak segilmistir. Yapilan
caligmalarda, RNA polimeraz enzimini kodlayan rpoB geninin dort restriksiyon enzimi ile
(Haelll, HindIl, Mval veAccll) kesilmesi ile elde edilen bant paternleri, standart bant

paternleri ile karsilastirilarak mikobakteri tiirlerinin idantifikasyonu saglanmistir. PCR-
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restriksiyon enzim analizi yonteminde son yillarda secilmis hedef bolgelerden biri de ITS
(Internal Transcribed Spacer) bolgesidir. Bu bolge, 16S ve 23S rRNA’lar1 kodlayan genler
arasinda bulunan bir diziden olugsmaktadir. Bu dizide de, her tiire 6zgii fakli niikleotidler
bulunmas1  sebebiyle, yapilan calismalarda  mikobakterilerin  idantifikasyonu
saglanabilmistir. Ancak bu bolgedeki polimorfizm oraninin ¢ok yiiksek olmasi sebebiyle,
sonuglarin  degerlendirilmesinde baz1 zorluklar yasandigi gorilmiistir. 65 kDa
agirhigindaki hsp65 genini hedef alarak yapilan PCR-restriksiyon enzim analizi, yaygin
olarak kullanilmakta olan mikobakteri idantifikasyon yontemlerinden biridir. hsp65 geni,
hem ¢ok iyi korunmus diziler icermekte, hem de tiirden tiire farklilik gosteren diziler
bulundurmaktadir. Bu genin 441 baz giftlik bir dizisi PCR-restriksiyon enzim analizinde
cogaltilarak kullanilmaktdir. ki 6zgiil primer kullanilarak gogaltilan {iriinler, Bstll ve
Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir'.

Boylece elde edilen restriksiyon pargalart poliakrilamid jelde yiiriitiilerek
ayristirilmaktadir. Poliakrilamid jel elektroforezi sonrasinda goriillen bantin molekiil
agirhiginin tam olarak anlasilabilmesi i¢in molekil agirlik standarti ile karsilastirilmasi
gereklidir. Iki restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda, 80’e yakin mikobakteri tiiriiniin
herbiri kendine 0zgii bantlar olusturdugundan, olusan bantlarin molekiil agirliginin
belirlenmesi mikobakterilerin idantifikasyonunu saglamaktadir. Bunun igin tek yapilmasi
gereken, Orneklerde olusmus bantlarin molekiiler agirlik standarti ile karsilastirilarak
agirliklariin belirlenmesi ve hangi tiiriin bantlar1 ile uyustuguna bakilmasidir. Boylece her
ornekte iki restriksiyon enzimi ile olusturulan parcalardaki bantlar goz Onilinde
bulunduurularak TDM tiirlintin ismi belirlenebilmektedir. Ancak bazen klasik molekiiler
agirlik standartlar1 ile yapilan karsilagtirmalarda, birbirine ¢ok yakin bantlarin
degerlendirilmesinde giiclikkler yasanabilmektedir. Bu giicligii asabilmek amaciyla
gelistirilmis olan bir TDM idantifikasyon kitinde, bilinen mikobakteri tiirlerinin hem Bst II
restriksiyon enzimi ile, hem de Hae III restriksiyon enzimi ile kesildiginde olusturacagi
olas1 bant sekillerini igeren iki degisik molekiiler agirlik standartt bulunmaktadir (Diomed).
Bu iki molekiiler agirlik standart1 ile karsilastirma yapilirken, elde edilmis olan bantlarin
tamaminin bir karsiligi oldugundan, degerlendirme sirasinda hata payir onemli Olciide

1,54
azalmaktadir =",
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Son yillarda TDM infeksiyonlarinin tanisinda mikolik asit analizi de kullanilmaya
baslanmastir. Mikolik asitler mikobakteri hiicre duvarinin 6énemli bir kismini olusturan
uzun zincirli B-hidroksi yag asitleridir. Her mikobakteri tiirtinde farkli fonksiyonel gruplar
ve farkli karbon sayili mikolik asitler bulunur. Mikolik asitlerdeki karbon atomu sayisi
genellikle 60 ile 90 arasinda degisir. Bu tiire 6zgii farkliliklar sebebiyle mikolik asit analizi
gergeklestirilerek  mikobakterilerin  idantifikasyonu yapilabilmektedir. Bu amagla
kullanilan yontemler “thin-layer chromatography” (TLC), high-performance liquid
chromatography” (HPLC) ve “gas-liquid chromatography” (GLC) yontemleridir. TLC
yontemi uygulanarak, mikolik asitler tasidiklar1 ester gruplarina gore 7 grup altinda
toplanmaktadirlar. Bundan sonraki asamada, mikobakteri hiicresinden metil
esterifikasyonu ile saflastirilan mikolik asitler silikon jel iizerinde yiiriitiillmekte ve olusan
paternler standart suslarla karsilastirilarak idantifikasyon saglanabilmektedir™.

HPLC analizinde, mikolik asitler polarite ve karbon sayilarina gore
ayirtedilebilmektedir. Daha polar olan ve kisa karbon zincirli mikolik asitler, daha kisa
elisyon zamanlarina sahip olmaktadirlar. Bu asamadan sonra elde edilen grafikler
(kromatogram), standart suslarin  grafikleriyle karsilastirilarak  idantifikasyon
saglanmakatadir. GLC yonteminde ise sadece mikolik asitler degil, mikobakteri hiicre
duvarinin biitlin yag icerigi analiz edilerek idantifikasyon yapilmaktadir. Bu ii¢ mikolik asit
analiz yontemi i¢inde en giivenilir sonuglar elde edilen yontem HPLC yontemidir. TLC ve
GLC yontemleriyle bazi mikobakteri tiirleri ayni paternleri verdigi icin, her tiirlin
idantifikasyonu miimkiin olmamaktadir. Sonug olarak, TDM infeksiyonlarinin laboratuvar
tanisinda biyokimyasal testler, pratik olmamalari, uzun zaman gerektirmeleri ve tiim
tirlerin tanimlanmasini saglayamadiklarindan, rutin kullanim i¢in uygun degildirler.
Molekiiler yontemler, mikobakteri tiirleri arasinda farklilik gosteren gen bolgelerinin
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Hedef olarak segilen basilica gen bolgeleri 16S rRNA,
hsp65, recA ve rpoB genleridir. Bu gen bdlgelerinin dizi analizi sonucuna gore
belirlenerek, standart suslarla karsilastirilmas: ile giivenilir bir sekilde tiir tayini
yapilabilmektedir. Ancak dizi analizi sadece biiyiik referans laboratuvarlarinda yapilabilen
pahali bir yontemdir. SSCP ve HPLCyontemleri, dizi analizine alternatif olarak

kullanilabilecek hizli ve 6zgiil yontemlerdir. PCR-restriksiyon enzim analizi yontemi de,

28



yaygin olarak kullanilmaya baglanmis olan bir diger alternatif yontemdir. Restriksiyon
enzim analizi i¢in ¢esitli calismalarda 16S rRNA, hsp65 geni ve rpoB geni hedef olarak
secilmistir. Elde edilen sonuglar, PCRrestriksiyon enzim analizi yOnteminin rutin
laboratuvar kullanimma uygun, ekonomik, pratik ve hizli bir yontem oldugunu
gostermektedir' ™,

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiirlerinde son 10 y1l i¢inde goriilen bu artis, dogada bu

tirdeki organizmalarin hizla yayginlasmasindan kaynaklanmamaktadir. Bunun en temel

sebebi, TDM tiirlerinin ayrimimi saglayan molekiiler tekniklerdeki gelismelerdir™.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Islenmesi

Diinyada her gegen giin 6nemi artmakta olan tiiberkiiloz disindaki diger patojen
mikobakteri (TDM) tiirlerinin bolgemizdeki sikliginin ve direng paterninin belirlenemesini,
epidemik potansiyele sahip mikobakteriyel tlirlere karsi Onlem ¢aligmalarinin
baslatilabilmesini ve bunun i¢in TDM infeksiyonlarinda en ¢ok tercih edilen
antibiyotiklerden Moxifloxacin, Amikacin, Clarithromycin, Trimethoprim-
Sulfamethoxazole ve Doxycycline’e kars1 izolatlarin duyarliliklarinin Lowenstein Jensen -
Agar Proporsiyon Duyarlilik (LJ-APD) testi ile belirlenmesini hedef alan bu c¢alismaya;
2012 Kasim - 2014 Eyliil tarihlerinde CU THAUM ve Bélge Tiiberkiiloz Laboratuvarma

tiiberkiiloz siiphesiyle gonderilen 21918 klinik 6rnek degerlendirmeye alinmistir.

3.1.1. Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemi

Mikobakteri tiirlerinin ge¢ ve giic iiredikleri goz Oniine alindiginda hizli iireyen
diger bakterilerin elemine edilmesinin aciliyeti dekontaminasyon—homojenizasyon
konsantrasyon isleminde bir adim daha 6ne ¢ikmaktadir. Bu sebeple ¢alismamiz siiresince
gelen Orneklerin tamami dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon islemine

tabi tutularak islenmistir.

3.1.1.1. Dekontaminasyon-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemine
Hazirhk
N-asetil-L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) i¢in gerekli malzemeler;

NaOH 40 gr
Trisodyum sitrat dihidrat (Na;CsHsO7;—2H,0) 14,5 gr
Distile su 11t

Icerikler homojen hale gelene kadar kanstirildi Karisim 120°C°de 30 dakika

otoklavlandi. Siselere boliiniip buzdolabinda saklandi.
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Fosfat tamponu (PBS) i¢in gerekli malzemeler;

Disodyum fosfat (Na,HPOy,) 23,11 gr
Monopotasyum fosfat (KH,PO4) 18,16 gr
Distile su 41t

Icerikler homojen hale gelene kadar karistirildi. Karisimm PH’s1 6,8’e ayarlanip

120°C’de 30 dakika otoklavlandi. Siselere boliiniip buzdolabinda saklandi.

3.1.1.2. Dekontaminasyon—-Homojenizasyon ve Konsantrasyon Islemi
Uygulamsi

Orneklerin tamamina N-asetil-L-sistein-%4 NaOH- (NALC-NaOH) ydntemi
kullanilarak dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon islemleri uygulandi. Bu
islemler i¢in sirastyla su yontemler baz alindi:

1- Falkon tiipiinde gelmis olan o6rnege kendi miktar1 kadar NALC-NaOH karisimi
eklenip 30 saniyeyi gegmeyecek sekilde vortekslendi. Daha sonra oda 1sisinda 15 dakika
bekletildi bu siirenin asilmamasina azami 6zen gosterildi. Bu iglemle diger bakterilerin
elemine edilmesi ve sayet varsa mikobakterilerin balgamin yogun yapisi icerisinde agiga
cikmasi saglandi. (dekontaminasyon islemi) Dekontaminasyon iglemini takiben yapilacak
her islemde asepsi-antisepsi kurallarina uyulmaya 6zen gosterildi.

2- Sonra falkon tiipiiniin 45-50 ml ¢izgisine kadar 0,067 M fosfat tamponu (PBS)
(pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimiyla alt iist edildi. Bu ¢ozelti asit-baz dengesini
sagladi. (homojenizasyon islemi)

3- Daha sonra bu karistm 3000 g’de 15 dakika santrifiij (Eppendorf Sogutmali
Microsantriifiij cihazinda, GERMANY) edildi (konsantrasyon islemi).

4- Santrifiij akabinde siipernatant kisim dokiiliip dipte kalan pellet iizerine kendi
miktar1 kadar tekrar PBS tampon ¢ozeltisi eklendi ve pipetaj isleminden sonra 0,8 ml
Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik, Trimethoprim, Azlosilin asit-(PANTA)
Supplement eklenmis MGIT tiiptine 0,5 ml, Lowenstein-Jensen (LJ) agara (Becton

Dickinson, ABD) ise 0,3 ml oraninda rutin olarak islenen kiiltiir ekimleri yapildi.
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3.2. Fenotipik incelemeler

Calisma sirasinda (2012 Kasim—2014 Eyliil) gelen ornekler rutin uygulamalarda
yapildig1 tizere dogrudan ve teksif sonrasi mikroskopik olarak inceledikten sonra
mikobakterilerin identifikasyonunda altin standart olarak kabul edilen kiiltiir ortaminda
izolasyon i¢in LJ besiyeri ve MGIT 960 otomatize sistemi kullanildi. Kiiltiirde izole
edildikten sonra, MTBK ve TDM ayrimi igin Immiinokromatografik TB Ag MPT64 kart
testi yapildi. MPT64(-) bulunan o6rnekler igin TDM dogrulanmasi agisindan p-nitro-o-
asetilamino-B-hidroksi-propiofen / para nitro benzoik asit (NAP/p-NBA) testi kullanildu.
TDM bulunan 6rneklere antibiyotik duyarlilik tespiti i¢cin LJ-APD y6ntemi uygulandi.

3.2.1. Orneklerin Mikroskopik incelenmesi

Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar karbol fuksin yéntemi (Ehrlich-Ziehl-
Neelsen (EZN)) ile boyandiktan sonra mikroskopik olarak mikobakteriler incelendi. Bu
inceleme gelen orneklere higbir islem yapilmaksizin dogrudan (direkt ARB boyama) ve
dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon isleminden sonra (teksif sonrasit ARB
boyama) olmak iizere iki asamada yapildi.

Ayrica, kiiltlir ortaminda tretilen kolonilerin morfolojik incelemesi i¢in de bu

boyama yontemi kullanildi.

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

Mikobakteriler hiicre duvar yapilarinda bulunan %70 yag asitleri oramiyla
boyanmalar1 diger bakterilere nazaran daha giigtiir. Bu sebeple EZN ad1 verilen en eski
boyama yontemiyle asit-alkol karisimina direngli sekilde boyanirlar. Asit-alkole direngli
mikroorganizmalar 151k mikroskopunda mavi zemin lizerinde pembe-kirmizi renkte basiller
seklinde goriiliirler.

Calismamiz siiresince gelen Orneklerden yayma preparatlar hazirlanarak EZN
yontemiyle boyamalar1 yapildi ve mikroskopta mavi zemin iizerinde pembe-kirmizi
basillerin goriilmesi sonucu ARB-pozitif olarak degerlendirildi.

EZN boyama yontemi olarak;

1- Karbol Fuksin
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2- Asit-Alkol
3- Metilen Mavisi kullanilir.

3.2.1.1.1. EZN Boyasimin Hazirlams1

Karbol Fuksin boyasi icerikleri

Bazik fuksin (karbol fuksin) 1 gr
Fenol kristalize Sgr
Saf etil alkol 10 ml
Saf su 100 ml

%3’liik Asit-Alkol icerikleri
Hidroklorik Asit (HCL) 3ml
%0951lik Etil alkol 97 ml

Metilen Mavisi icerikleri

Metilen mavisi 2gr
Borax (sodyum tetra borat kristalize) Sgr
Saf su 100 ml
3.2.1.1.2. EZN Boyama islemi (ARB/AARB Boyama)

Yayma sonrasi havada kurumaya birakilan preparatlara atesle fiksasyon isleminden
sonra karbol fuksin damlatildi ve 3-4 dakika bekletildi. Bu islem esnasinda preparatlarin
altindan atesle kaynamayacak sekilde tizerinden buhar ¢ikana kadar fikse edildi. Bu sekilde
bakteri porlarinin agilip karbol fuksinin hiicre i¢ine alinmasi saglanmis oldu. Daha sonra
preparatlar ¢esme suyuyla yikandi. Uzerine asit-alkol karigimi dokiildii ve 2 dakika
beklenildi. Hiicre duvar yapisinda %70 yagasiti bulunduran Mikobakteri tiirleri asit-alkole
direngli olduklar i¢in bu esnada karbol fuksini hiicre igerisine alip geri birakmazken diger
bakterilerin ise bu boyay1 birakmalar1 ve ardindaki yikama isleminden sonra zit boya olan
metilen mavisi boyasiyla da kontaminasyon olarak niteledigimiz bu bakterilerin boyanmasi

saglandi. Metilen mavisiyle boyama islemi 30-45 saniye arasinda tutuldu. Bu islemden
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sonra da her islemden sonra oldugu gibi ¢esme suyuyla yikama islemi uygulandi ve hava
da kurumaya birakilan preparatlar kuruduktan sonra 100’liik objektifte immersiyon yagi

(sedir yag1) yardimiyla incelendi.

3.2.2. Kiiltiir Ortaminda izolasyon

Kiiltiir ortaminda izolasyon i¢in mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanilan LJ agar besiyeri ve 7 mL’lik modifiye edilmis Middlebrook 7H9 Broth igeren
BACTEC MGIT 960 otomatize sistemi kullanildi.

Kiiltiirde izole edildikten sonra, MTBK ve tiiberkiiloz disi mikobakteri (TDM)
ayrimi i¢in ise Immiinokromatografik TB Ag MPT64 kart testi yapildi. MPT64(-) bulunan
ornekler icin TDM dogrulanmasi agisindan p-nitro-a-asetilamino-f-hidroksi-propiofen /

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

3.2.2.1. Lowenstein-Jensen (LJ) Agarda Kiiltiir

Dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerinden sonra rutinde
ilk kiiltiir yontemi olan LJ agar igerisinde 0,3 ml oraninda ekim yapilan o6rnekler daha
sonra 6-8 hafta (ortalama 42 giin) boyunca 37°C de inkiibe edildi. Ureme tespit edilen
LJ’lerle MGIT lar arasindaki en biiyiik fark ise agarli besiyerlerinin hemen hepsinde ortak
Ozellik olan bakterilerin kromatik o6zelliklerini yansitmalaridir sivi besiyerlerinde ise

¢ogunlukla bu miimkiin olamamaktadir.

3.2.2.2. BACTEC MGIT 960 Sisteminde Kiiltiir

Dekontaminasyon—homojenizasyon ve konsantrasyon islemlerinden sonra 6rnekler
0,5 ml oraninda rutinde ikinci kiiltiir yontemi olan MGIT’a ekildikten 6-8 hafta (ortalama
42 giin) sonra iireme tespit edilene kadar 37 °C de inkiibe edildi. 42 giiniin sonunda pozitif
sonu¢ vermeyen oOrnekler negatif kabul edilip, MGIT EPICENTER sisteminde pozitif
sonu¢ veren Orneklere ise Tiberkiilloz kompleksi (MTBK) ile tiiberkiiloz disi
mikobakterilerin (TDM) ayrimi i¢in immiinokromatografik TB Ag MPT64 kart testi ve
gerektiginde NAP/p-NBA testi uygulandi.
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3.2.2.3. immiinokromatografik TB Ag MPT64 Kart Testi

MTBK tiirlerinin hiicre yapisinda bulunan 23 kDa agirhigindaki proteinleri
emdirilmis olan MPT64 kart (Becton Dickinson, ABD ) testine MGIT kiiltiir ortaminda
iireyen mikobakteri kolonilerinden 0,1 ml alinip teste eklendi ve 15 dakika bekletildi. Bu
stirenin sonunda sadece kontrol ¢izgisinin ¢ikmasi tiiberkiiloz dis1t TDM tiirlerinin varligin
gosterirken, kontrol cizgisiyle beraber TB ¢izgisindeki ufak bir belirti ise MTBK tiirlerinin
varligimin olabilecegini gosterdi (Sekil 3.1). Kolonilerin MGIT besiyerinden elde

edilemedigi durumlarda ise LJ agarda tiremis koloniler kullanilarak temin edildi.

a b C
- —
=
. P — .

Sekil 3.1 Mpt64 kart testi a: TB potitif, b: TB negatif, c:Gegersiz sonug

3.2.2.4. P-Nitro-a-Asetilamino-p-Hidroksi-Propiofen / Para Nitro Benzoik Asit
(NAP/p-NBA) Testi Yorumu ve Hazirlanisi

BACTEC MGIT 960 otomatize sisteminde 42 giine kadar inkiibe edilmis ve bu siire
icerisinde pozitiflik vermis orneklerin ARB islemleri sonrasinda pembe-kirmizi basillerin
goriilmesi ve MPT64(-) ¢ikmasi halinde TDM dogrulanmasi i¢in NAP/p-NBA testi
uygulandi. Kolonilerin MGIT besiyerinden elde edilemedigi durumlarda ise LJ agarda
iremis koloniler kullanilarak temin edildi. Bu sistemde Growth Control (GC) MGIT

tiiptiniin Growth Unit’i (GU) 400’e ulasinca (bu sonug en fazla 12 giin i¢cinde gergeklesir)
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pozitiflik sinyali veren 6rnekler degerlendirilmeye alindi. Bu testin sonucuna gére yorumu
ise; NAP/p-NBA test tiipiiniin GU< 10 ise hassas olmasi goz Oniine alarak, bu miktardan
kiigiik iireme konsantrasyonun MTBK olarak degerlendirilirken, bu degerden yiiksek
konsantrasyon degeri ise direngli yani TDM seklinde yapildi (Cizelge 3.1.).

500 mcg/ml konsantrasyonunda p-NBA hazirlanisi;

Bir tiipte 1 ml HCL 5 ml distile su iginde ¢0ziindii.

Farkli bir tiipte de 0,5 gr NaOH 5 ml distile su i¢inde ¢6ziindii.

1- Oncelikle 80 ml distile su i¢ine 4 gr p-NBA (Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Germany) ve 1 gr NaOH parcaciklar1 eklendi. Soliisyon iyice ¢oziildiikten sonra rengin sar1
olmasi beklendi.

2- pH indikatdrii olarak kullanilacak 1 damla Phenolphthalein damlatildi. Rengin
pembeye donmesi beklendi.

3- Renk tekrar sar1 oluncaya kadar (pH notr) onceden hazirlanmis olan diliie
HCL’den 3-4 damla damlatildi. HCL’yi damlattiktan sonra olusan beyaz cokelti (tuz
cozeltisi) yok oluncaya kadar karistirildi. Karstirilldigi halde beyaz pargalarin
kaybolmamasi ise ortamin fazla asidik oldugunu gosterdi. Bunun {izerine dilue NaOH’den
birkag damla daha damlatildi ve tekrar karistirildi. Fazla NaOH eklendigi durumda da
rengin tekrar pembeye dondiigii goriildii. Final soliisyon berrak sari renge gelene kadar
isleme devam edildi ve berrak sar1 olunca isleme son verildi.

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

5- Hazirlanan soliisyon kiigiik siselere boliinerek 120°C’de 10 dk otoklavlandi.

2 -8°C de 2 ay stabil bir sekilde kullanildi.

3.2.2.4.1. NAP/P-NBA Testinin Uygulamsi

1- iki MGIT tiipiiniin birincisi Growth Control (GC) ikincisi NAP/p-NBA tiipii
olarak barkotlandi ve hasta kayd1 yapildi.

2- GC ve NAP/p-NBA tiipleri igerisine Growth Supplement+MGIT PANTA
Antibiyotigi (¢6ziilmiis) karistmindan 0,5’er ml eklendi.

3- NAP/p-NBA tiiptii icerisine 0,1 ml p-NBA reaktifi eklendi.
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4- ARB boyanmis basillerin bulundugu MGIT Tiipiinden 1/4 oraninda steril distile
su ile sulandirilip hazirlanmis siispansiyonundan her iki tiipe 0,5 ml ekim yapild.

5- ikili barkod tastyicilarina GC tiipii sola, NAP/p-NBA sisesi saga yerlestirildi.

6- Barkod okutularak cihaza yerlestirildi.

7- 12 giinilin sonunda yorumlamaya gecildi.

Cizelge: 3.1. NAP/p-NBA test sonucu ve immiinokromatografik TB Ag Mpt64 kart test sonuglarinin birlikte
degerlendirilmesi.

Immiinokromatografik TB Ag Mpt64 Kart Test Sonucu
NAP/p-NBA Test Sonucu — P
Tek Cizgi (I) Iki Cizgi (IT)
Tek Tiip (I) Gegersiz MTBK
iki Tiip (IT) TDM Koenfeksiyon

3.2.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri (ADT)

Rutinde Mycobakterium tuberculosis kompleks (MTBK) tiirlerinin ADT’leri MGIT
besiyerinden elde edilen kolonilerle yapilirken, ¢ogu bu ilaclara dogal direngli kabul edilen
TDM tiirlerinin ADT’leri ise (ikinci se¢enek ilaclar gbz Oniine alinarak) LJ agardan elde
edilen koloniler kullanilarak degerlendirildi. ADT i¢in LJ-APD y6ntemi uygulandi.

Calismamiz dahilinde LJ agarda {iremis kolonilerden 3-4 koloni alinarak 3 ml steril
serum fizyolojik tuzlu suda iyice ezilerek McFarland 1 bulanikliga erisinceye kadar
getirildi. Bunun sonrasinda antibiyotik konsantrasyonlar1 belirlenip hazirlanan LJ

besiyerlerine ekimler yapildi.

3.2.3.2.1. LJ Besiyerinin Hazirlanmasi

1. LJ besiyerinin tuz igerikleri

Monopotasyum fosfat (KH2PO4) 2.4 gr
Magnezyum siilfat 0.24 gr
Magnezyum sitrat 0.6 gr
Asparajin tuzlar 3.6 gr

2. Tuzlar steril bir erlenmayer igerisine alind1 ve iizerine 600 ml distile su ilave

edildi.
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3. Tuzlarin ¢6ziilmesi i¢in 121 °C’deki otoklavda 15 dk bekletilip daha sonra oda
sicakliginda sogumaya birakildi.

4. Taze, iri boy 25 adet yumurtanin dis kabugu iyice fir¢alanarak temizlendi.

5. Yumurtalar alkol veya UV lambas1 yardimiyla 1 gece boyunca steril edildi.

6. Yumurtalar steril bir balona tek tek tiim sekilde kirilip homojen hale gelinceye
kadar karistirildi.

7. Daha 6nceden hazirlanmis tuz karisimina onceden otoklavlanip sogutulmus 12
ml gliserol ilave edildi.

8. Hazirlanmis olan soliisyona % 2’lik malasit yesilinden 50 ml ilave edildi.
(modifiye edilmistir)

9. Onceden hazirlanmis olan yumurta karisimi steril bir bezden gegirilerek filtre
edildi ve hazirlanmis olan soliisyona 1000 ml ilave edildi ve ¢alkalanarak karistirildi.

10. Hazirlanan karisimin yani besiyerinin pH degeri 6.8-7 civarinda olmasina
dikkat edildi.

11. Hazirlanan karisimin bir kismi kontrol besiyeri olarak ilagsiz sekilde steril
tiiplere 6’sar ml dokiildii.

12. Kalan besiyerine ilaglar belirlenen miktarlarda ilave edildi ve iizeri etiketlenmis
tiiplere 6’sar ml seklinde dokiildii.

13. Bu tiiplerin hepsi yatik bir sekilde koagiilatére (pastor firinina) konuldu.
80°C’de 1 saat koagiile edildi. Bu pisirme ve ayni zamanda sterilizasyon islemi 3 giin {ist
tiste tekrarlandi (antibiyotiksiz besiyerleri i¢in).

14. 18-24 saat 37 °C’de sterilite kontrolii yapildiktan sonra ekim yapilincaya kadar
2 -8 °C’de buzdolabinda saklanir.

3.2.3.2.2. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerinin Dékiim islemi ve
Ila¢ Konsantrasyonlar

LJ igerikleri eklenmis son karisim 5°1 ilagli, 2’si ilagsiz 700°er ml olmak {izere 7
kisma ayrildi. Oncelikle iki kismu ilagsiz kontroller olarak kullanilmak iizere asagidaki
sekilde hazirlandi. Her burgu kapakl: tiipe 6’sar ml olmak tizere dokiiliip 85°C’de 2 saat

aralikli kontroller seklinde pastor firninda pisirildi ve bu islem 2 giin daha iist iiste 1’er
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saat olmak kosuluyla tekrarlandi. Besiyerleri pisirmenin akabinde 6rneklerin ekilmesinden
once buzdolabina kaldirildu.

Geri kalan 5 kisimdan, son konsantrasyonlar amikacin sulfate (AMK) (Sigma
Aldrich, Taufkirchen, Germany) i¢in 32 pg/ml, clarithromycin (CLA) (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Germany) icin 16 pg/ml, moxifloxacin hydrochloride (MOX) (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) icin 2 pg/ml, doxycycline hyclate (DOX) (Sigma
Aldrich, Taufkirchen, Germany) i¢in 4 pg/ml ve son olarak trimethoprim-sulfamethoxazole
(TMP-SMX) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) igin ise 64 ug/ml olacak sekilde
eklenerek ilagli besiyerleri sirastyla asagidaki sekilde hazirlandi.

Ik 700 ml’lik karisim igerisine AMK ilacindan suda ¢o6ziilerek hazirlanan
50mg/ml’lik soliisyondan 448 ul eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar
karistirildi. Bu karisim da 6’sar ml olmak tizere dokiiliip 85°C’de 2 saat aralikli kontroller
seklinde pisirildi. Bu islem ilagsiz besiyerindeki gibi iist iiste pisirme seklinde tekrarlandi.

CLA i¢in ayrilan 700 ml igerisine CLA ilacindan asetonda c¢oziilerek hazirlanan
50mg/ml’lik soliisyondan 224 ul eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar
karigtirildu.

MOX i¢in ayrilan 700 ml igerisine MOX ilacindan suda ¢oziilerek hazirlanan
24mg/ml’lik soliisyondan 58 pl eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar
karistirildi.

DOX i¢in ayrilan 700 ml igerisine DOX ilacindan suda ¢oziilerek hazirlanan
50mg/ml’lik soliisyondan 56 pl eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde dagilana kadar
karistirildi.

Son olarak; TMP-SMX i¢in ayrilan 700 ml igerisine dimethyl sulfoxide (DMSO)
ile ¢ozilmiis 100mg/ml’lik hazir TMP-SMX soliisyonundan (cotrimoxazole; 1
trimethoprim: 5 sulfamethoxazole) 538 pl eklenerek besiyerinde homojen bir sekilde
dagilana kadar karistirildi.

AMK eklenmis besiyerinin pisirimi islemindeki gibi diger 4 ilacin ekli oldugu
besiyerleri de pisirilip buzdolabina kaldirild1.
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3.2.3.2.3. Antibiyotikli ve Antibiyotiksiz LJ Besiyerlerine Ekim Islemi

Antibiyotiksiz LJ besiyerine Mcfarland 1 bakteri siispansiyonu 107 ve 10 olacak
sekilde sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tiim Orneklerin ekimleri yapildi. 37 °C’de
inkiibasyona birakildi ve 7, 10 ve 14’{incii giinlerde incelendi.

Her 5 antibiyotigin de ekli olduklari besiyerilerine Mecfarland 1 bakteri
siispansiyonlar1 107 olacak sekilde sulandirilarak 0,3’er ml seklinde tim o&rneklerin
ekimleri yapildi. 37 °C’de inkiibasyona birakildi ve 7, 10 ve 14’lincii glinlerde incelendi.
Bu siire sonunda tiremeyi 100 kattan daha fazla engelleyenler duyarli, 100 kattan daha az

engelleyenler direngli olarak yorumlandi'" (iireme oran1 %1; direngli).

3.3. TDM izolatlarinin DNA Dizi Analizi ile Genotipik Identifikasyonu

Kiiltiir ortaminda izole edilen bakteri kolonilerinden DNA ekstraksiyonu
yapildiktan sonra Mycobacterium tiirleri i¢in spesifik olan 441 bp uzunlugunda hsp65 gen
bolgesi amplifiye edildi. Agaroz jel elektroforezi ile hsp65(+) bulunan 6rneklerde DNA

Dizi Analizi yontemi ile tiir diizeyinde identifikasyon yapildi.

3.3.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢cin MICKLE cihazinda mekanik ekstraksiyon protokolii
uygulandi.

Fenotipik olarak TDM izole edilen MGIT besiyetlerinden 0,5 ml alinarak 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine koyuldu. MGIT kiiltiiriiniin degerlendirilemedigi durumlarda LJ
besiyerinde iiretilip fenotipik olarak TDM oldugu belirlenen koloniler 4 ml steril distile su
icerisinde siispanse edilerek, ekstraksiyon i¢in 0,5 ml kullamild:. Islemler asagidaki siraya
gore gerceklestirildi:

1- Bakteri silispansiyonlar1 3000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

2- 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine hasta barkot kayitlar1 yapildi.

3- Santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kisminin bir boliimii dokiildii.

4- Daha sonra pastor pipetiyle pellet kismindan 0,5 ml alinip ilgili hasta barkotun
oldugu mikrosantrifiij tiipiine eklendi.

5- Onceden 80 °C’ye getirilmis 151 blogunda 30 dakika bekletildi.
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6- Sonra ornekler 12700 rpm’de (15000 g (Eppendorf Sogutmali Micro santriifiij
cihazinda, GERMANY)) 15 dakika santrifiij edilip iisteki s1v1 dikkatle dokiildii.

7- Kalan pellet iizerine 500ul Tris-EDTA (TE) Buffer eklendi ve pipetaj islemi
yapildi.

8- 12700 rpm (15000 g) 15 dakika santrifiij edilip tisteki s1v1 dikkatle dokiildii.

9- Pellet iizerine 250ul TE Buffer eklendi ve pipetaj yapildi.

10- Pipetaj akabinde 100-150 hacimde cam boncuk eklenip 2 dakika Mickle
cihazinda mekanik isleme tabi tutuldu.

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

12- Santrifiij islemi akabinde listte ki stvi DNA olarak alind1.

13- -20 °C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.2. Mickle cihazi.

3.3.2. Mikobakteri’lerin hsp65 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu
Mikobakter’lerin  hsp65 genine ait spesifik bolgeyi hedef alan TBI1 (5°-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT) ve TBl12 (5-CTTGTCGAACCGCATACCCT)
primerleri kullanilmistir. Amplifikasyon 10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCl,, herbir ANTP’den 200 uM, herbir primerden 25 pmol, 2.5 U Taqg polymerase ve 5
mikrolitre kalip DNA igeren toplam 50 mikrolitre PCR karisiminda gergeklestirilmistir.

Amplifikasyon asamalar1 asagidaki sekilde tamamlanmgtir:

94 °C’de 1 dak. - denaturasyon
60 °C’de 1 dak. - baglanma (annealing) 45 dongii
72 °C’de 1 dak. - uzama (extension)

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

Ekstraksiyon ve amplifikasyonun dogru bir sekilde gergeklestigini test etmek
amaci ile agaroz jel elektroforezini kullanildi. 100ml 1xTBE ve 2gr agaroz ile kaynatilarak
%?2’lik agaroz jel hazirlandi. Oda sartlarinda yaklasik 50-60°C’ye kadar soguyan agaraz jel
tizerine 10 pg/ml konsantrasyonda Etidyum Bromiir’den 5ul eklendi. Agaroz jel igerisinde
Etidyum bromiir iyice karistirildiktan sonra taraklar yerlestirilerek jel kasetine dokiildii.
Oda 1sisinda katilasan jelden tarak dikkatli bir sekilde c¢ikarildi ve igerisinde 1xTBE
tamponu olan tank igerisine yerlestirildi. Jel {izerindeki kuyulara 16ul 6rnek ile 4pl loading
buffer karigtirilarak yiikleme yapildi. ilk ve son kuyuya marker yiiklendi (GeneRuler 100
bp DNA Ladder Plus). Tank gii¢ kaynagina (biorad) baglandi. 120 volt akimda 1 saat
yurlitme islemi gerceklestirildi. Daha sonra DNA bantlar1 jel goriintiileme sistemi (Gel
logic 1500 imaging system ayrim giicii: 1708X1280 pixel, Kodak Company, NY, USA) ile
incelendi. Yaklasik 300-400 bp araligindaki bantlar pozitif olarak kabul edildi ve dizi

analizi islemine alindi.

3.3.1.1.1. 10xTBE Tamponunun Hazirlanmasi
108 gr Tris-Base

55 gr Borik asit

8.3 gr EDTA

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

3.3.1.2. Uygulama

Uygulama asagidaki sekilde gerceklestirildi;

1. 10xTBE IxTBE seklinde sulandirildi.

2. Eridiginde % 2’lik jel olusturacak sekilde agaroz tartilip bir balon igerisine
konuldu.

3. Uzerine 1xTBE tamponu (% 2’lik jel olusturacak hacimde) ilave edilerek
mikrodalga firinda eritildi.

4. Bir siire bekleterek (60 °C’nin altina diismeyecek sekilde) sogutuldu.
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5. lgerisine etidyum bromid (30 ml’lik jel igin 3-4 pl (10 mg/ml’lik stok)
yeterlidir) eklenerek karistirildi.

6. Onceden hazirlanmis ve taraklari uygun olarak yerlestirilmis jel kalip
tepsisinin {izerine yavag¢a dokiildii.

7. Oda sicakliginda 20-30 dk bekletilerek katilagsmasi saglandi.

8. Jel kalibi tanka (OWL Separation Systems Model B2 Mini Gel
Electrophoresis System) yerlestirilerek taraklar yavasca ¢ikarildi.

9. Orneklerden 5’er ul almarak parafilm iizerinde 3 pl yiikleme tamponu (%
20 siikroz, % 0.25 brom fenol mavisi (1XTBE ile hazirlanmig)) ile karistirilarak,
acilan her kuyuya bir &rnek olacak sekilde konuldu (Ilk kuyuya DNA markeri
yuklenir).

10. Tankin gii¢ kaynagi (LABNET International Power Station 300) (Sekil 3.1)
¢alistirilarak 80 mA — 120 V akim verildi.

11. Brom fenol mavisinin migrasyonu takip edilerek jelin 2/3’lik kismina
ulastiginda elektroforez durduruldu.

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

gorilintiileme sistemi ile goriintiilenerek incelendi.

3.3.3. PCRiiriinlerinin saflastirilmasi

Dizi analizinden 6nce ortamdan reaksiyonu etkileyecek olan niikleotit, primer ve

diger kimyasallarin uzaklastirilmasi amaci ile PCR {irtinleri saflastirildi. Saflagtirma islemi

“SentroPure® PCR f{iriinii saflagtirma ve jelden DNA ekstraksiyon kiti (SENTROMER®)”

saflagtirma sistemi ile protokolde onerildigi sekilde saflastirildi.

1. Steril 1,5 ml tiip igerisine, her 1ul PCR iiriinii i¢in 4 pl SG soliisyonu (DNA

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

2. Karigim SentroSpin kolouna kolonuna aktarildi, 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij

edildi ve toplama tiiplinde toplanan sivi dokiildii.

3. SentroSpin kolonuna 500ul soliisyon SW (DNA’nin arinmasini saglar, pH 7,5)

eklendi, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipiinde toplanan siv1 dokiildii.

Islem birkez daha tekrarlandi.
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4.SentroSpin  kolon 1 dakika bos olarak santrifiij edildi ve kalan etanol
uzaklastirildi.

5. Sentrospin kolonu 1,5 ml’lik temiz mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek
baslangic PCR iirtinii miktar1 kadar soliisyon SE (DNA’nin toplanmasini saglar, pH 8,5)
kolonun tam ortasina gelecek sekilde eklendi. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi ve
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek saf DNA toplandi.

Bu saflagtirllmis DNA ornekleri dizi analizi i¢in kullanilana kadar -20°C’de

saklandi.

3.3.4. Dizi Analizi Calismasi

Burada oOrneklerin, “ABI Prism 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) otomatize sistemi kullanilarak, “F.Sanger’in dideoksi zincir

sonlandirma yontemi” prensiplerine gore dizi analizi yapilacaktir.

Dizi analizi ile elde edilen veriler, “National Center for Biotechnology
Information”  (NCBI)  web  sayfasindaki BLAST  programi  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) gen bankasi veri taban ile karsilastirilmistir. Bu

karsilastirma i¢in “nucleotide-nucleotide blast” (blastn) programi se¢ilmistir.

Ik olarak saf haldeki PCR iiriinlerine Cycle sequencing uygulamas: yapildi. Bu
asamada forward primerler kullanilarak hem dNTP hem de ddNTP igeren reaksiyon
karisimu ile tek zincirli amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Islem BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak gerceklestirildi. Her 6rnek

icin asagidaki karisim hazirlandi.

Ready reaxion mix (RR-100) 5X 4ul
Squencing Buffer 5X 4ul
Hsp65 4ul
Saf su 4ul
Saf PCR iiriini 4ul
Toplam hacim 20ul
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Cycle sekans icin hazirlanan Ornekler i¢in termal cycle cihazinda asagidaki 1s1

dongiileri ayarlandi.

96°C de 10 sn
50°C de 5 sn 25 dongii
60°C de 4 dk

Cycle sekans iiriinleri, sekans analiz cihazina yliklenmeden once tekrar saflagtirildi.
Saflagtirma islemi icin ZR DNA Sequencing Clean-up Kit ™ (Zymo Research)
protokoliinde onerildigi sekilde kullanilds,

1. 5-20 pl cycle sekans iirtintine 240 pl “Sequencing Binding Buffer” eklendi.

2. Karisim Zymo-Spin™ IB kolona aktarild1.

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

4. Spin kolona 300 pl “Sequencing Wash Buffer” eklendi ve 13000 rpm (15000 -
16000 x g) de 30 saniye santrifiij edildi.

5. DNA’ y1 toplamak i¢in kolona, 20 pl %20’1ik formamid eklendi ve kolon 1.5 ml
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek 13000 rpm (15000 - 16000 x g) de 15 saniye santrifiij
edildi. Elde edilen ultrapiire DNA sekans cihazina yiiklemeye hazird1.
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4. BULGULAR

TDM tiirlerinin bolgemizdeki sikliginin ve direng paterninin belirlenmesini hedef
alan bu calismada; 2012 Kasim - 2014 Eyliil tarihlerinde CU THAUM ve Bélge
Tiiberkiiloz Laboratuvarina tiiberkiiloz sliphesiyle gonderilen 21918 klinik ornek
degerlendirmeye alinmis ve fenotipik incelemeler sonucu 76 hastaya ait 96 (% 0.4) 6rnek
TDM olarak degerlendirilmis, ancak DNA Dizi Analizi yontemi ile tiir diizeyinde
identifikasyon sonucunda bunlardan ii¢linde TDM identifiye edilememistir. Bu {i¢ sustan
birinin M. bovis complex, digerlerinin ise Nocardia farcinica ve Streptomyces griseus
oldugu tespit edilmistir. DNA Dizi Analizi yontemi ile TDM oldugu dogrulanan ve tiir
identifikasyonu yapilan 6rneklerden 44’inde hizli iireyen, 47’sinde ise yavas iireyen TDM
tiirleri, ikisinde ise koenfeksiyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Kiiltiir ortaminda izolasyon sonucunda TDM tanis1 alan 76 hastadan ikisinin tiger,
birinin bes, ikisinin yediser, kalanlarinin ise birer 6rnegi oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Bolgemizde en sik izole edilen TDM tiirii % 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 {igiinde
de 8/93) ile M. avium complex, M. gordonae ve M. lentiflavum tiirleri izlemistir. Diger
tiirlerin dagilimi Cizelge 4.1 ve 4.2°de gdsterilmistir.

Izolatlardan birinin diren¢ durumu tespit edilemeden DNA Dizi Analizi ile M. bovis
complex oldugu anlasildigindan, APD Test ¢alismasina dahil edilmemistir. Nocardia
farcinica’nin Clarithromycin’e, Streptomyces griseus’un ise Doxycycline’e direngli oldugu
gorilmiistiir (Cizelge 4.1).

TDM suslarinda en ¢ok direncin % 17,2 (her ikisinde de 16/93) ile Doxycycline ve
Moxifloxacin’e kars1 gelistigi tespit edilmisken, diren¢ oranlart Trimethoprim-
Sulfamethoxazole i¢in % 7,5 (7/93), Amikacin i¢in % 6,5 (6/93), Clarithromycin igin ise %
5,4 (5/93) olarak bulunmustur (Cizelge 4.1).

Hizli tireyen 44 TDM susunda en ¢ok direncin Doxycycline’e (% 22,7), en az
direncin de Clarithromycin’e (% 2,3), yavas lireyen 47 TDM susunda ise en ¢ok direncin

Moxifloxacin’e (%25.5), en az direncin de Amikacin’e (% 2,1) kars1 gelistigi goriilmiistiir.
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LJ-APD testi ile belirlenen Antibiyotik diren¢ durumunun tiirlere dagilimi Cizelge 4.1 ve
4.2’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Fenotipik incelemede TDM olarak degerlendirilen 96 susun DNA Dizi Analizi ve LJ-APD Test
sonuglarinin karsilastirilmasi.

Grup* | Tiir Ornek LJ-APD Test Sonuglarr**
Sayis1 Ornek Sayist
AMK CLA DOX MOX TMP-SMX
R|I|SIRII|S|R|I|SJR|I|S]|R|I| S
RGM | M. abscessus 21 310|180 |1 |20)5 (3|13JO0 (0211 |1 |19
M. abscessus subsp. bolletii 4 ojoj4fjojoj4j1ij2f1rjojr|3joj|of4
M. bolletii 5 o|jr{4jjrjo(4jg21(0|3jfj1r(oj4j]1io0j|4
M. brisbanense 1 ojojtrjojojrjofoj1rjo|of1jo o1
M. chelonae 2 1{0(1]0(0[2]01{0|2]0]|0|2]0 |02
M. elephantis 1 ojoj1jojoj1r}jofoj1fJ1|OlO]JO O]
M. fortuitum 1 ojojtrjojojrjofoj1rfr|ofojo o1
M. holsaticum 1 ofofr1jgojojrgrijojofgoijojrjoijoq|1
M. mageritense 3 ojo|3Jojo|3}jofo[{3fr|of2]01|0|3
M. massiliense 1 ojoj1jo0j0f1 g1 (o0j0fjojoj1go0jo0]|1
M. monacense 2 rjofrjojoj2fjojrjrjof2{ojoijof2
M. phocaicum 2 ojoj21o0joj2Jojof2joijof2jo0j|0f2
Toplam 44 |5 [1|38]|1 |1(42]10|6|28]14 |3|37]2 |1 |41
SGM M. avium complex 8 1{0(7]10(0[8101{0(8 |3 |1|4]1]|0|7
M. terrae complex 1 ojojrjojojr}jofoj1jo|of1]jo |01
M. gordonae 8 oj0| 83 |0|5])4(0{4]1|0|7]1 |07
M. intracellulare 11 O(1{10)0 |0 11O |1|10)4 |07 |1 ]|2] 8
M. kansasii 2 0{0|21]01(0]|2]0 |0 ojoj2]ojo0|2
M. lentiflavum o|jo[8J1|0[71]1]0 310151 )01|7
M. simiae 9 0{0|9]01j0]|9]1 |0 1{o(8]0|1]|38
Toplam 47 |1 (1|45]|4(0(43]|6 |1|40]12|1|34]|4 |3 |40
Mix M. simiae 1 ojojrjojoj1r}jofof1jJo 1|01 |0O]|O
+ M. abscessus
M. abscessus 1 oj{rjofjojr{ojofrjfojoj|1rfojo|1r|o
+ Nocardia farcinica
Diger | M. bovis complex 1 R R I I N B I B BN IR B R R
Nocardia farcinica 1 0O|r{ojrjojojojo oj1]ojo|1
Streptomyces griseus 1 0j10j1 0|01 010 ojrjojo|1
Genel 9% |6 (4(85]|6|2(87]17|8|70|16(6|73]7 |5 |83
Toplam

*RGM=Hizl1 iireyen mikobakteriler; SGM=Yavag iireyen mikobakteriler; Mix=Koenfeksiyon
** AMK=Amikacin; CLA=Clarithromycin; DOX=Doxycycline; MOX=Moxifloxacin; TMP-SMX=
Trimethoprim-Sulfamethoxazole; R=Direncli; [=Orta derecede duyarli; S=Duyarli.
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Iki 6rnegin DNA Dizi Analizi sonucunun giivenilir ¢ikmamasi iizerine, bu 6rnekler

LJ besiyerlerine pasajlanarak saf kiiltiirler izole edilmeye c¢alisildi ve yeniden dizi

analizleri yapildi, fakat LJ-APD testleri tekrarlanmadi. Birinde M. simiae ve M. abscessus,

digerinde de M. abscessus ve Nocardia farcinica olmak tiizere ikisinde de koenfeksiyon

oldugu tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2. Birden fazla drnegi incelenen hastalara ait sonuglarin dagilimi.

Hasta| Ornek Hastane ARB|Ureme LJ-APD sonucu*** DNA Dizi
Tarihi veya VSD* Tipi** | AMK|CLA |DOX|MOX| TMP-SMX Analizi
1. [17.03.2014|Cukurova Devlet| (-) | SGM | S S S S I M. intracellulare
20.05.2014|Cukurova 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|Cukurova Devlet| (+) | SGM | S S S R S M. intracellulare
16.04.2014| Karsiyaka (+H) | SGM | 1 S S S R M. intracellulare
15.07.2014| Karsiyaka )| SGM | S S S S S M. intracellulare
3. [20.01.2014|Cukurova Devlet| (-) | RGM | 1 S R S R M. bolletii
20.05.2014| Cifteminare ) |RGM | S S S S S M. bolletii
20.05.2014|Cukurova Devlet| (-) | RGM | S S S S S M. bolletii
03.07.2014| Cifteminare (+) |RGM | S S R S S M. bolletii
16.07.2014| Cifteminare +H |RGM | S R S R S M. bolletii
4. [18.03.2014| Karsiyaka ) |SGM | S S S R S MACH***
20.03.2014|Cukurova Devlet| (-) | SGM | S S S S S MAC
16.04.2014| Karsiyaka (+t) |RGM | S S S S S M. abscessus
24.04.2014| Karsiyaka ) |SGM | S S S R S MAC
28.04.2014|Cukurova Devlet| (-) | SGM | S S S I R MAC
07.05.2014| Karsiyaka ) |SGM | S S S S S MAC
16.07.2014 Karsiyaka (-) |[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 (+t) |[RGM | S S I S I M. abscessus
21.03.2014 Antakya (+t) |RGM | S S S S S M. abscessus
27.03.2014 Antakya (+t) |RGM | S S R S S M. abscessus
*VSD=Verem Savas Dispanseri
**RGM=Hizl iireyen mikobakteriler; SGM=Y avas lireyen mikobakteriler
*** AMK=Amikacin; CLA=Clarithromycin; DOX=Doxycycline; MOX=Moxifloxacin; TMP-SMX=

Trimethoprim-Sulfamethoxazole; R=Direncli; [=Orta derecede duyarli; S=Duyarli.
****MAC=Mycobacterium avium complex.
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5. TARTISMA

Mycobacterium tuberculosis complex ile TDM tiirlerinin mikroskopik inceleme ile
ay1rt edilmesi miimkiin olmadigindan ve TDM tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu klasik anti-TB
ilagclara kars1 direngli oldugundan, TDM ile infekte hastalarda tedavi etkisiz
kalabilmektedir. Bu durumda hem hastaya yarar1 olmayan bir ilacin gereksiz yere
kullanilmasi, hem de hastanede kalis siiresinin uzamasi énemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu nedenle tedaviye baglanmadan 6nce mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde
belirlenmesi biiyiik 5nem tasimaktadir'.

Uzun yillar mikobakterilerin mikrobiyolojik tanimlamasi geleneksel biyokimyasal
testler ile yapilmaya ¢alisilmistir'>®. Bu testler gerek yogun emek istemeleri, gerekse sik
karsilasilan TDM tiirlerinin ¢ogunun tanimlanmasinda yetersiz kalmalar1 sebebiyle etkin
olarak kullanilamamiglardir'.

Calismamizda 21918 klinik o6rnek degerlendirmeye alinmis ve fenotipik
incelemeler sonucu 76 hastaya ait 96 (% 0,4) 6rnek TDM olarak degerlendirilmis, bu
hastalardan ikisinin iiger, birinin bes, ikisinin yediser, kalanlarinin ise birer 6rnegi oldugu
gorilmistiir.

Bolgemizde en sik izole edilen TDM tiirii % 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 tiglinde
de 8/93) ile M. avium complex, M. gordonae ve M. lentiflavum tiirleri izlemistir. Gunaydin
ve ark’nin 2013 yilinda Ulkemizin dért farkli bolgesinden izole ettikleri 90 TDM susunu
16S rDNA ve hsp65 gen bolgelerinin dizi analizi ile inceledikleri multidisipliner bir
calisma sonucunda 17 farkl tiir tanimlamis, en sik izole ettikleri tiirlerin 21 (% 23.3) sus
ile M. gordonae, 13 (% 14,4) sus ile M. abscessus, 9 (% 10) sus ile M. lentiflavum, 8 (%
8,9) sus ile de M. fortuitum oldugunu bildirmislerdir’”. Kiligaslan ve ark’nin 2013 yilinda
Istanbul’da hsp65 Restriksiyon Enzim Analizi ydntemi kullandiklari retrospektif bir
calismada 2004-2010 tarihleri arasinda 42 TDM hastasindan en sik M. abscessus (% 33,3),
M. avium (% 21,4) ve M. kansasii (% 19) tiirlerini izole etmis, bu izolatlarin anti-TB
ilaglara karsi duyarlilik testlerini proporsiyon yontemi ile incelemis, bu ilaglara yiiksek

oranda direncli olduklarini bildirmislerdir’®. Albayrak ve ark’nin 2012 yilinda Ankara’da

49



yaptiklar retrospektif bir ¢alismada 2009-2010 tarihleri arasinda en sik M. fortuitum (%
33,3), M. abscessus (% 18,7), M. gordonae (% 10,7) ve M. avium (% 8) izole etmislerdir’*.

Bolgemizdeki tiir dagiliminin diger bolgelerle M. fortuitum disinda ¢ok uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Bizde M. fortuitum’un yalmizca bir 6rnekten izole edilmesi cografi
farklilikla beraber yontem uygulamasindaki farkliliga da bagli olabilir. Ayrica, spesifik
hsp65 gen bolgesinin dizi analizi ile galismamizda bir hastaya ait farkli zamanlardaki bes
Ornegin tamaminda tespit ettigimiz M. bolletii, dort hastada tespit ettigimiz M. abscessus
subsp. bolletii, bir hastada tespit ettigimiz M. massiliense, ii¢ hastada tespit ettigimiz M.
mageritense, iki hastada tespit ettigimiz M. phocaicum, bir hastada tespit ettigimiz M.
holsaticum, bir hastada tespit ettigimiz M. brisbanense tiir ve alt tiirlerinin Ulkemizde izole
edildigi daha once bildirilmemistir. M. holsaticum’u ilk defa Richter E ve ark 2002 yilinda
Almanya’da, M. brisbanense’i de Schinsky ve ark 2004 yilinda Avustralya’da izole
etmislerdir’”®. Leao ve ark 2011 yilinda M. bolletii ve M. massiliense tiirlerinin M.
abscessus subsp. bolletii olarak adlandirilmas: onerisinde bulunmuslardir®®. Bizim
calismada ticli de tespit edildi, ancak onlar1 6nceki adlarn ile tanimladik. Fransa’da kistik
fibrozisle infekte olan 1582 hastay1 igeren ve TDM’lerin sikligini belirlemeyi amaglayan
cok merkezli bir ¢alisma sonucunda TDM tiirlerinin siklig1 % 6,6 olarak bulunmustur. M.
abscessus kompleks (MABSC) (50 hasta) ve M. avium kompleks (MAC) (23 hasta) tiirleri
en yaygin tiirler olarak goriilmiis olup, bu iki tiirden en az birini Amerikan Toraks
Dernegi’nin bakteriyolojik kriterlerine gore akciger hastaliklariyla iliskilendirmislerdir.
Yeni tiirler olan Mycobacterium bolletii ve Mycobacterium massiliense ise MABSC’nin
%40’ mdan sorumlu olarak goriilmiistiir’’.

Tiirkiye’de yapilan baska bir c¢alismada, ozellikle AIDS ve immiinsiipresif
hastalarda yaygin olarak izole edilen TDM dagiliminin balgam orneklerinde aragtirilmasi
amactyla tasarlanmistir. 2009-2010 yillar1 arasinda TDM tanisi alan toplam 75 hastada (30
kadin, 45 erkek) hizli identifikasyon testi ve ayn1 zamanda NAP testi uygulandiktan sonra
MGIT ve Lowenstein-Jensen (LJ) kiiltiir yontemlerinde goriilen iiremeyi TDM(+) olarak
degerlendirmiglerdir. Bu hastalarin 32’sine ait olan 6rneklerde hsp65-PCR-REA yo6ntemi
ile tiir tayini yapilmis olup, radyoloji, bakteriyoloji, eslik eden hastaliklar ve tedavi

sonuglart gibi tibbi kayitlarin incelenmesi, hastalarin dogrudan aranmasi ve tiiberkiiloz
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dispanserlerinin verilerine ulasilmasi yoluyla da tedavi yoOntemlerini uygulamislardir.
Bircok ¢aligsmanin aksine, uygun tedavi ve epidemiyolojik degerlendirme agisindan kiiltiire
dayal1 yontemlerin TDM tespiti icin 6nemli oldugunu bildirmislerdir®®.

Onemli bir saglik problemi olmaya devam eden tiiberkiilozun hizli teshisinin tedavi
ve kontroliindeki onemine dikkat ceken bir ¢alismada mikobakteri tanimlama ve ayni
zamanda ila¢ diren¢ paternini belirleme testi olan multipleks PCR’mn 6neminden
bahsedilmistir. Mycobacterium avium kompleks (MAC) ve diger mikobakteri tiirlerinin
tanimlanmasini hsp65 gen bolgesinin DNA dizi analizi ile onaylanmasinin 6nemine vurgu
yapilmustir®.

DNA Dizi Analizi yontemi ile tiir diizeyinde identifikasyon sonucunda TDM
olmadig1 anlasilan ii¢ sustan birinin M. bovis complex, digerlerinin ise Nocardia farcinica
ve Streptomyces griseus oldugu tespit edilmistir. DNA Dizi Analizi yontemi ile TDM
oldugu dogrulanan ve tiir identifikasyonu yapilan oOrneklerden 44’inde hizli iireyen,
47’sinde ise yavas iireyen TDM tiirleri, ikisinde ise koenfeksiyon oldugu tespit edilmistir.

Birinde M. simiae ve M. abscessus, digerinde de M. abscessus ve Nocardia
farcinica olmak tizere iki drnegimizde koenfeksiyon oldugu tespit edildi. Klinisyenlerin
sik¢a karsilastiklar1 bir problem, tiiberkiiloz tedavisi altindaki hastadan bir TDM susunun
izole edilmesidir. Jun ve ark. 958 tiiberkiilozlu hastanin 68’inde (%7,1) bir TDM susu izole
edildigini rapor etmislerdir. Yazarlar tiiberkiiloz hastalarinda TDM susu izole edilmesinin
nadir bir olay olmadigint belirtmistir. Ancak bu hastalarin tiiberkiiloz tedavisinin
tamamlanmasindan sonra, Ozellikle viriilan suslar ig¢in, takip edilmesi gerekliligi
konusunda goriis birligine varmuslardir®'.

Calismamizda MTBK ile TDM ayirimi igin rutin olarak merkezimizde uygulanan
Immiinokromatografik TB Ag MPT64 Kart testi ile pozitif sonug alinan érnekler MTBK(+)
olarak degerlendirilmis, negatif sonu¢ alinan Ornekler ise NAP/p-NBA testine tabi
tutulmuslardir. Bu testle pozitif sonu¢ alman 6rnekler TDM olarak degerlendirilmistir.
MPT64(+) oOrneklere NAP/p-NBA  testi uygulamadigimiz i¢cin MTBC-TDM
koenfeksiyonlar1 hakkinda gozlem yapmamiz miimkiin olmamistir. Ancak, MPT-64(-)/p-

NBA(+) sonug aldigimiz ve TDM olarak belirledigimiz 96 ornekten birinin DNA Dizi
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Analizi sonucunda MTBK iiyesi olan M. bovis complex tanis1 almasi aslinda bahsedilen
koenfeksiyonlarin 6nemini bir daha vurgulamaktadir.

Genel olarak TDM tiirleri bagisikligi  baskilanmis kisilerde klinik tablo
olusturmakla beraber, bolgemizde sik goriilen ve c¢ogunlukla kontaminasyon olarak
degerlendirilen M. abscessus ve M. simiae gibi tiirlerin bagisukligi baskilanmamis
insanlarda da hastalik etkeni olarak izole edildigi birgok c¢alisma ile
gbsterilmistir™25-100101.102

Ayrica, Cizelge 4.2°de de goriildiigi lizere, farkli hastane veya dispanserden de olsa
ayn1 hastalardan farkli zamanlarda alinan 6rneklerden genelde ayni tiirlerin izole edilmesi
laboratuvar kontaminasyonunu diisindiirmemektedir.

TDM suslarinda en ¢ok direncin % 17,2 ile Doxycycline ve Moxifloxacin’e karsi
gelistigi tespit edilmigken, direng oranlar1 Trimethoprim-Sulfamethoxazole icin % 7,5,
Amikacin i¢in % 6,5, Clarithromycin i¢in ise % 5,4 olarak bulunmustur. Hizli iireyen 44
TDM susunda en ¢ok direncin Doxycycline’e (% 22,7), en az direncin de Clarithromycin’e
(% 2,3), yavas tireyen 47 TDM susunda ise en ¢ok direncin Moxifloxacin’e (%25.5), en az
direncin de Amikacin’e (% 2,1) kars1t gelistigi goriilmiistiir. Boylece, TDM
enfeksiyonlarinin tedavisinde genel olarak en uygun ilaglarin Clarithromycin ve Amikacin
oldugu goriilmiistiir. Ancak, Amikacin MTBK i¢in 6nemli bir ikinci se¢enek ila¢ oldugu
icin 1yi bir identifikasyon ve ADT sonras1 Clarithromycin ile birlikte dnerilebilir.

Sonu¢ olarak, LJ-APD testi TDM suslarinda bes antibiyotik i¢in ilk defa
uygulanmasina karsin, ¢alismamizin sonuclarinin literatiirle uyumlu oldugu ve kullanilan

yontemlerin avantajli oldugu gozlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bolgemizde TDM tiir dagilimmin ve antibiyotik diren¢ paterninin belirlenmesi,
epidemik potansiyele sahip mikobakteriyel tiirlere karst Onlem c¢aligmalarinin
baslatilabilmesi ve bunun i¢in TDM  infeksiyonlarinda en ¢ok tercih edilen
antibiyotiklerden Moxifloxacin, Amikacin, Clarithromycin, Trimethoprim-
Sulfamethoxazole ve Doxycycline’e kars1 izolatlarin duyarliliklarinin Lowenstein Jensen -
Agar Proporsiyon Duyarlilik (LJ-APD) testi ile belirlenmesi amaci ile planlanan bu
calisma sonunda;

1. 2012 Kasim - 2014 Eylil tarihlerinde 21918 klinik 6rnekten fenotipik
incelemeler sonucu 96 (% 0,44)’sinin, DNA Dizi Analizi yontemi ile tiir
diizeyinde identifikasyonu sonucunda ise 93’{intin TDM olarak tespit edildigi,

2. DNA Dizi Analizi yontemi ile TDM olmadig1 tespit edilen {i¢ sustan birinin
Mycobacterium bovis complex, digerlerinin ise Nocardia farcinica ve
Streptomyces griseus oldugu,

3. DNA Dizi Analizi yontemi ile TDM oldugu dogrulanan ve tiir identifikasyonu
yapilan 93 6rnekten 44 (% 47,3)’linde hizli iireyen, 47 (% 50,5)’inde ise yavas
tireyen TDM tiirleri, ikisinde ise koenfeksiyon oldugu,

4. Bolgemizde en sik Mycobacterium abscessus (21/93) izole edildigi, bunu sirasi
ile Mycobacterium intracellulare (11/93), Mycobacterium simiae (9/93),
Mycobacterium avium complex (8/93), Mycobacterium gordonae (8/93) ve
Mycobacterium lentiflavum (8/93) tiirlerinin izledigi,

5. TDM suslarinda en ¢ok direncin Doxycycline ve Moxifloxacin’e karsi (her
ikisinde de 16/93), en az direncin ise Clarithromycin’e kars1 (5/93) gelistigi

gorlilmustiir.

Sonug olarak, fenotipik inceleme ile TDM olarak tespit edilen 96 sustan iigiliniin
DNA dizi analizi sonucunda TDM olmadiginin tespit edilmesi, Ozellikle de birinin
tiiberkiiloz etkeni olan Mycobacterium bovis complex olmasi sebebiyle DNA Dizi Analizi

yonteminin tiir identifikasyonunda ¢ok 6nemli oldugunu goéstermektedir. Bu sebeple 6n
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fenotipik inceleme ile TDM oldugu diisiiniilen suslarin direng tespitinin LJ-APD yontemi
ile yapilmasinin ve miimkiinse DNA Dizi Analizi veya tiir identifikasyonunda
kullanilabilecek duyarli ve 6zgiil bir molekiiler yontemle tiir tayininin yapilmasinin
ozellikle direngli mikobakteri infeksiyonlarinin siirveyansi agisindan ¢ok onemli olacagi

kanaatindeyiz.
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