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1. OZET

Klinik Orneklerden izole Edilen Tuberkiiloz Disi Mikobakterilerin Dizi Analizi ile
Tammlanmas

Dr. Selguk TURKEL, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji AD, 2013

Gegmiste hastalik etkeni olarak  degerlendiriimeyen Tuberkiloz — dist
mikobakterilerin (TDM), gunumizde bagisiklik sistemini baskilayan hastalik ve
tedavilerin artmasina bagli olarak giderek artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak izole
edildigi gorulmektedir. TDM'’ lerin olusturduklar: Klinik tablolar ve tedavi protokolleri
cok cesitlilik gosterdiginden tir duzeyinde tammlanmalart gerekmektedir.
Calismamizda, TDM’lerin tanmmlanmasinda atin standart olarak kabul edilen DNA dizi
analizi ileizolatlarin tir diizeyinde identifiye edilmes amaglanmistir.

2004-2010 vyillari arasinda Dokuz Eylul Universites Hastaness Merkez
Laboratuvarinda solunum yolu 6rneklerinden izole edilmis olan 156 adet TDM izolat:
LJ besiyerine pasgjlanarak uretildi. DNA ekstraksiyonlarinin ardindan 65-kDa luk 1si
sok proteinini kodlayan hsp65 gen bolgesinin 441 bp uzunlugundaki parsiyel bolges
polimeraz zincir tepkimesi ile gogaltildi. hsp65 gen sekanslamasi hizmet alimi ile
gerceklestirildi. Elde edilen DNA dizileri Genbank’tan indirilen referans mikobakteri
hsp65 gen bolgesi dizileri ile karsilastirilarak hizalandi. Hizalanmuig DNA dizileri,
BLAST programi ile analiz edilerek 156 adet izolat tur diizeyinde tammlandh.

Referans diziler ile karsilastirilan izolatlardan 37’9 %100, 111'i %99, dérdi %098
ve birer tanesi ise %97, %95, %93 %90 uyumluluk ile tammmlandi. Calismaya alinan 156
izolatin tamami hsp65 gen bolgesi sekans analizi ile belirlendi. Caligmada 13 farkl
TDM turt ve 2 farkli Nocardia tirti olmak tzere, toplam 15 farkl: tir sgptandi.

En fazla izole edilen TDM turt 69 (%44,2) adet ile M.abscessus oldu. Bunu
sirasiyla 26 (%16,7) izolat ile M. xenopi, 17 (%10,9) izolat ile M.peregrinum, 13 (%8,3)
izolat ile M. fortuitum, 6 (%3,8) izolat ile M. intracellulare, 5 (%3,2) izolat ile
M.smiae, 5 (%3,2) izolat ile M. lentiflavum, 3 (%1,9) izolat ile N.cyriacigeorgica, 3
(%1,9) izolat ile M.avium, 2 (%1,3) izolat ile N. abscessus, 2 (%1,3) izolat ile M.
chelonae, 2 (%1,3) izolat ile M. bolletii ve birer (%0,6) adet olmak Uzere
M. senegalense, M. porcinum ve M. kansasii’ nin takip ettigi belirlendi.

Sonug olarak TDM turlerinin tarmmlanmasinda hsp65 gen bdlgesinin parsiyel
DNA dizi analizinin yeterli ve basarili oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Tuberkiloz dist mikobakteri, DNA dizi analizi, hsp65



2. SUMMARY

Identification of non-tuberculous mycobacteria isolated from clinical specimens by
sequence analyss

Dr. Selcuk TURKEL, Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical
Microbiology, 1zmir, 2013

Non-tuberculous mycobacteria (NTM), which was not accepted to cause disease in the
past, has been observed to be isolated as an infection agent in increasing frequency in
accordance with the rise in diseases and treatments that suppress immune system. Clinical
syndromes that caused by NTM and their treatment protocols varies widely, therefore it is
essential to be identified of NTM in species level. In our study, it is aimed to identify isolates
in species level by DNA sequence analysis which is accepted as a gold standard in
identification of NTM’s.

156 NTM isolates have been grown on LJ medium, which were isolated from the
respiratory tract specimens in Central Laboratories of Dokuz Eylul University Hospital,
between 2004 and 2010. Four hundred and forty-one -bp fragment of the hsp65 gene encoding
the 65-kDa heat shock protein was amplified by polymerase chain reaction after DNA
extraction. Hsp65 gene sequencing has been accomplished by service procurement. DNA
sequences have been aligned in accordance with the hsp65 gene sequences of reference
mycobacteria at Genbank. Aligned DNA sequences have been analyzed by BLAST software
and 156 isolates have been identified in species level.

Within isolates which were compared with reference sequences, 37 of them have been
identified with 100% compatibility, whereas 111 of them have been identified with 99%
compatibility, four of them with 98%, and remaining four isolates have been identified with
97%, 95%, 93% and 90% compatibilities. A total of the 156 isolates in the study have been
identified by hsp65 sequence analysis. In the study, 15 different species have been detected 13
of which belong to NTM and 2 to Nocardia.

The most frequently isolated NTM species was detected as M. abscessus; 69 of which
were isolated (44,2%). The rest of the results were obtained as follows; 26 isolates for
M. xenopi (16,7%), 17 isolates for M. peregrinum (10,9%), 13 isolates for M. fortuitum
(8,3%), 6 isolates for M. intracelulare (3,8%), 5 isolates for M. simiae (3,2%), 5 isolates for
M. lentiflavum (3,2%), 3 isolates for N. cyriacigeorgica (1,9%), 3 isolates for M. avium
(1,9%), 2 isolates for N. abscessus (1,3%), 2 isolates for M. chelonae (1,3%), 2 isolates for
M. bolletii (1,3%) and one isolate for M. senegalense, M. porcinum ve M. kansasii (0,6%) in

order.



As aresult, hsp65 gene region’s partidl DNA sequence analysis have been determined
to be sufficient and succeeding at identification of NTM species.

Keywords: Non-tuberculous mycobacteria, DNA sequence analysis, hsp65



3. GIRIS VE AMAC
Tan ve tedavi yontemlerindeki ilerlemelere ragmen tiberkuloz hastaligi hala en 6nemli

enfeksiyon hastaliklarindan birisidir. Gliniimuizde sadece az gelismis Ulkelerin degil gelismis
Ulkelerin de en buyik sorunlarindan birisini olusturan tiberkiloz bitin dinyada yaygin
olarak gorulmekte ve dnemini korumaktadir(1).

Mikobakteriler hayvanlarda ve insanlarda hastalik olusturabilen ve cevrede yaygin
olarak bulunan 100'den fazla tur icerir(2). Bunlardan bazilari hayvan ve insanlarda
enfeksiyona yol agarken, bazilar1 da potansiyel patojendirler. Geri kalan birgok mikobakteri
turd ise dogada Ozellikle toprak, su kaynaklari ve igme suyu sistemlerinde saprofit olarak
bulunmaktadir(3). Bu genus igerisindeki Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan
mikobakteriler Tuberkiloz dist1 mikobakteriler (TDM), non-tiberkiloz mikobakteriler
(Mycobacteria other than tuberculoss = MOTT) veya atipik mikobakteriler olarak
adlandirilmaktadir(4).

Onceki yillarda hastalik etkeni olarak kabul edilmeyen TDM’lerin  hastalik
olusturduklar: 1950 yilinda Timpe ve Runyon tarafindan kanitlanmstir(5). TDM’ler son
yillarda bagisiklik sistemin baskilanmasina neden olan tedavilerin yayginlasmasi ve AIDS
sikliginin artmasina bagli olarak giderek artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak izole
edilmektedir. TDM’ler buyik oranda klasik antitiberkuloz ilaglara direnglidirler. Klasik
tuberkuloz ilaglarina buytk oranda direngli olmalar1 ve giderek artan siklikta izole edilmeleri
nedeniyle TDM enfeksiyonlarinin dogru ve erken tamisi tedavi basarist agisindan gok
onemlidir(6).

TDM enfeksiyonlarimn klinik tanist zor olup, etkenin tir diizeyinde tammmlanmasinda
kullanilan klasik biyokimyasal testler zahmetli ve uzun sire gerektiren yontemlerdir(7). Bu
sireg sonunda sadece belli turler tamimlanabilmektedir. Tum mikobakteri izolatlarinin
yaklasik 9014’0 fenotipik yontemlerle tanimlanamamaktadir(8). Bu nedenle son yillarda
TDM'’lerin tamsinda hizli ve givenilir molekiler yontemler tercih edilmektedir(9). Spesifik
DNA problari, polimeraz zincir tepkimesi restriksiyon enzim analizi ve DNA dizi andizi
kullanilan baglica molekiler yontemlerdir(10). Bu yontemlerden biri olan DNA dizi analizi
diger molekiler yontemlere gore daha ayrintili bilgi verir ve mikobakterilerin tanisinda altin
standart olarak kabul edilmektedir(6,11).

Mikobakterilerin tir duzeyinde tammlanmasinda genellikle 16S rRNA, hsp65, recA,
sodA, gyrB, rpoB, 16S-23S rRNA ITS gibi gen bolgeleri hedef alinmaktadir(12). En sik
kullanilan iki gen bolgesi 16SrRNA ve hsp65 gen bolgeleridir(9). Tammlama amagh



kullanilan hsp65 geni mikobakteri tirleri arasinda yuksek oranda korunmustur ve tir
tamimina olanak saglayan ¢ok degisken bolgeler igerir(12,13).

Bizim calismamizin amaci Dokuz Eylil Universites Hastanesi Merkez
Laboratuvarina 2004-2010 yillar1 arasinda gonderilmis solunum yolu 6rneklerinden
izole edilen 156 adet TDM izolatinin hsp65 gen bolges hedef alinarak yapilan DNA
dizi analizi ile tir diizeyinde tammmlanmasim saglamaktir. Bu ¢alisma ile hastanemizdeki
epidemiyolojik durumun ssptanmast yam sira TDM izolatlarinin tammlanmast igin
hsp65 gen bolgesinin DNA dizi analizinde segilmesinin uygun olup olmadigi da
degerlendirilecektir. Ayrica tammlanan TDM'’lerin farkli tan: testlerinin duyarliligimn

ve 0zgulltgunin belirlenmesinde kullanilabilecek olmasi da ek bir fayda saglayacaktir.



4, GENEL BILGILER

4.1. Terminoloji

Mycobacterium cinsi, Mycobacteriaceae ailesinin tek Uyesidir. Bu aile, Prokaryot
aleminin, Firmicutes boliminin, Actinobacteria simfinin, Actinomycetales takimindadhr.
Mikobakteriler hicre duvarinda bulunan lipit tabakasi nedeniyle kolay boyanmazlar ve
iclerine aldiklar1 boyay: da asit alkol ile yapilan dekolorizasyona ragmen birakmazlar. Bu

nedenle aside direncli bakteriler olarak ismlendirilirler(14).

Pinner, 1935 yilinda mikobakteri turlerine nasil bir genel ism verilmes gerektigi
konusunda ilk calismalart baglatan arastirmacicir. M. tuberculosis ve M. leprae suslarina
benzemeyen mikobakteri turlerini hayvanlarda hastalik olusturabilme, koloni morfolojisi ve
besiyerinde pigment olusturma Ozelliklerine gore “atipik aside direncli mikroorganizmalar”
diye adlandirmistir(15). Daha sonra taksonomi alamndaki calismalar devam ettikge atipik
olarak adlandirilan turlerin gergekte, kendi tlriine 6zgun tipik 6zellikler tasiyan turler oldugu
gorulmustir. Bu nedenle M. tuberculosis tirlint referans alip diger turler igin atipik tamminin
dogru olmayacag gorust benimsenmistir. M. tuberculosis diginda kalan mikobakteriler icin
“Mycobacteria other than tubercle bacilli” (MOTT) veya “nontuberculous’ mikobakteri
(NTM) tarumlar: kullamlimgtir(4,15). Atipik mikobakteri turlerinin bazilarimin da (M. avium,
M. kansasii) M. tuberculoss gibi akcigerlerde tuberkil olusturarak benzer klinik tabloya
neden olmasindan dolayr Wayne ve Sramek, 1992 yilinda MOTT ve NTM tamimlarinin da
tam dogru olmadigint savunmuslardir. Tubeklloz dist mikobakterilerin ¢ok nadiren kisiden
kisiye bulasmalari, dogada serbest yasayabilmeleri ve firsat¢i hastalik etkeni olmalari
sebebiyle “Potansiyel Patojen Cevresel Mikobakteri” tamminin daha uygun olacagin
bildirmislerdir. Bu nedenle MOTT tammun: “ Mycobacteria other than tubercle bacilli” yerine

“Mycobacteria other than M. tuberculosis complex” olarak degistirmislerdir(16).

Gunumuizde, Mycobacterium tuberculoss kompleks disinda kalan mikobakteriler
Tuberktloz disi mikobakteriler (TDM), non-tiberkiloz mikobakteriler (Mycobacteria other
than tuberculoss = MOTT) veya atipik mikobakteriler olarak adlandirilmaktadir(4).

4.2. Tarihge

Insanlarin mikobakterilerle karsilasmasimin kanitlarr M.O. 8000 yillarina dayanr.
Toplu yasama gegis ve sigirlarin evcillestirilmesyle tuberkiloz hastaligi gelismistir. Bu
donemle ilgili olarak, Almanya da bulunan insan iskeletlerinde (M.O. 5000) aside direncli

6



basil (ARB) saptanmustir. M.O. 3500-3000 yillarina ait Misir mumyalar: ve Urdin’ de bulunan
insan iskeletlerinde de tuberkiloz hastaligimi dustindiren (Pott hastaligi ve Psoas apseleri)
bulgular gortlmistir. Misirda Nil yakinlarindaki bir mezarda bulunan ve M.O. 1500
yillarina ait belgede, scrofula (siraca-Lenf bezi tiberkilozu) yer aldig: bildirilmektedir(17).

Yaklagik 1500°'Iu yillardan itibaren tuberkilozun insandan insana bulasabilecegi
dustincesi varoldugu halde deneysel olarak gosterilememistir. Jean Antoine Willemin, 1865
yilinda Paris Tip Akademisi’ nde yaptigi sunumda “Tuberkilozun sebebi bir mikrop, bir
germdir, bu hastalik mikrobu, hastalandirdig: dokularda bulunmaktadir ve burada ¢ogalarak
hastaliga sebep olmaktadir” demistir(18). Bu tarihten sonra Robert Koch 1882’ de tuberkiloz
basilini kegfetmis ve 1905 yilinda tiiberkiiloz calismalar: nedeniyle Nobel 6dilt almistir(19).
Koch 1884’ de klinik drneklerden basili izole ederek saf kilttrtini Uretmis, deneysel olarak
hayvanlarda hastalik olusturmus ve enfekte hayvanlardan bakteriyi yeniden Ureterek “Koch
postulast” i ileri sirmustir. Bacterium tuberculosis adi ile anilan bakteri, koloni morfolojisi
ve yavas Ureme Ozelligi nedeni ile mantara benzetildiginden Lehman ve Neuman tarafindan

1886 yilinda Mycobacterium tuberculosis olarak isimlendirilmistir(20).

Mikobakteriler hakkinda yapilan calismalarda ilk donem 1880 de basglamis ve 1980
yilinin sonlarina kadar stirmustir. Ozellikle 1950’ lere kadar Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTBK) ve M. leprae disgindaki mikobakterilerin insanda gegici kolonizasyona
sebep olduklar: disunilmekteydi. 1950’ de “in vitro” karakterlerine gore atipik mikobakteriler
olarak siniflandirilmis ve Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda sik gorilen
onemli enfeksiyonlar olusturduklar: Timpe ve Runyon tarafindan ortaya konulmustur(21,22).
Daha sonraki yillarda mikobakteri enfeksiyonlarimin yuksek morbidite ve mortalite ile
seyretmeye baslamasiyla bu bakterilerin klinik 6nemi daha da artmis ve bu konuda daha fazla
caisma yapilmistir. 1960’11 yillarda hiicre duvar yapisi ile ilgili ¢ok 6nemli bilgiler elde
edilmistir. Ancak, gelismis Ulkelerde bu enfeksiyonlarin yaygin olmamas: ve teknolojik
yetersizlikler nedeniyle bu konu hakkindaki caligmalara ara verilmis ve bu calismalar
oncdigini yitirmistir(21).

1980’'lerden sonra  mikroskop damnda  saglanan  gelismeler  sonucunda
mikobakterilerin hiicre yapisiyla ilgili daha detayli bilgiler elde edilmistir. Bunun yaninda
molekiler genetik alanindaki ilerlemeler sonucu Onemli patojen tirlerin gen andizleri
yapilarak mikobakterilerin yapilart ve metabolizmalar: ile ilgili daha detayli calismalar

yeniden hiz kazanmigtir. AIDS ve organ nakil hastalarinin insidansindaki artig, steroid ve



kanser tedavisinde kullanllan kemoterapdtik ilaglarin  yaygin -~ kullammi  TDM
enfeksiyonlarimin gorulme sikhiginin artmasina neden olmustur. Sonraki yillarda cesitli
caigmalarda birgok TDM turtiniin bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarin yanisira, saglikl
bireylerde de ciddi enfeksiyonlara yol agtig: saptanmustir(23).

Mikobakterilerin tammlanmasinda 1980°li  yillara kadar fenotipik 06zelliklerin
degerlendirildigi klask testler kullamlmaktaydi. Giuinimize kadar olan slirecte, molekuler
caigmalardaki ilerlemelerin etkisiyle genotipik ¢alismalar yogunluk kazanmistir. Glinuimuzde
mikobakterilerin identifikasyonu yapilirken hem fenotipik, hem de genotipik Ozelliklerden
yararlanilmaktadir. Boylece daha dogru, hizli ve kesin sonug verebilecek testlerin
kullaniimasi tedavinin dogru yonlendirilmesine biyik katki saglamaktadir(4,24).

4.3. TDM'’lerin Mikrobiyolojik Ozellikleri
4.3.1. Gend Ozellikler ve Hiicre Duvar: Yapis

Mikobakterilerin tim Uyeleri aerop, hareketsiz, spor olusturmayan ince, bazen hafif
kivrik veya diiz, 0,2-0,6 um eninde, 1,0-10 pm boyunda olan bazen filament6z formda bazen
de kokobasil seklinde olabilen basillerdir(20). Aside-alkole direncli ¢zellik gosterirler.
Uygunsuz kosullarda ve eski kdltlrlerinde daha uzun ya da ipliks degisik morfolojide
comaklar olarak gorulebilirler(25).

Diger bakterilerin hiicre yapisi ile mikobakterilerin hiicre yapist benzer Ozellikler
gosterir. Esas fark hiucre duvar yapisi ve bazi kimyasal Ozelliklerdir. Gram negatif
bakterilerden farkli olarak, mikobakteri hiicre duvarinin Gzerinde bir dis zar bulunmaz.
Yapisal olarak gram pozitif bakterilere daha yakin olmasina ragmen, mikobakterilerin hiicre
duvarinda protein ve polisakkaritler yerine ¢6zellikli lipidler yer almakta, bu nedenle gram
pozitif kategorisine de uymamaktadir. Siklikla kristal viyoleyi tutamazlar ve gram boyamada
hayalet hiicreler seklinde gorulurler. Mikobakterilerin yuksek yag igerikli hiicre duvari, fenol
ile kombine edilmedikce anilin ve diger suda ¢goziinen boyalara gegirgen degildir. Ehrlich’in,
tiberkuloz baslinin aside direngli olusunu kesfetmesi ile patolojik Orneklerde baslin
belirlenmesinde ¢ok buytk kolaylik saglanmistir. Aside direnclilik, bazi mikroorganizmalarin
karbol fuksin gibi arilmetan boyalar1 ile boyandiktan sonra asit-alkol renksizlestirmesine

diren¢ gostermesi olarak tammlanir(25).



Resm 1. Mikobakterilerin Erlich Ziehl Nedlsen boyama gorintiisii(26).

Mikobakterilerin hiicre duvar i¢, orta ve dis tabaka olmak Uzere Ug¢ bolimden
olusmustur. i¢ tabakada cift sira fosfolipid olan plazma membram vardir ve diger bakterilerin
plazma membranlar: ile benzer 6zellikler tasir. Plazma membran, fosfatidil inositol mannozid
ve lipoarabinomannan ile hticre duvarina sikica baglidir. Lipoarabinomannan, hiicre zarindan
baslayip hiicre duvarinin disina kadar uzanan ve islevsel olarak diger bakterilerde bulunan O
yuzey antijeni yapisindaki lipopolisakkaritler ile iliskilidir(27). Orta tabaka periplazmik
bosluk sayesinde dis tabakadan ayrilir. Bu tabakamn yapisinda peptidoglikan, arabinogal aktan
ve lipidler bulunmaktadir. Pepdidoglikan yapi bakteriye seklini verirken, hiicre duvarina
butunltk ve sertlik kazandirir(25,28).

Hicre duvarinin %35’ini olusturan arabinogalaktan tabaka, immunojen Ozellige
sahiptir ve mikolik asitlerle birbirine baglanmistir. Peptidoglikan tabakaya D-arabinoz ve N-
asetil muramik asit arasinda kurulan fosfodiester koprileriyle baglidir(25,28). Mikolik asitler,
dis tabakaya kadar uzanan afa dallanma gosteren beta hidroksillenmis buyik yag asitleridir.
Bu yapi mikobakteriler disinda, Corynebacterium, Gordona, Nocardia, Tsukamurella ve
Rhodococcus tirlerinin hiicre duvarinda da bulunmaktadir(29). Mikolik asitler ilk olarak 1929
yilinda Anderson tarafindan M. tuberculosis suslarinda gosterilmis ve 1950 yilinda Asselineau
tarafindan ayrintili sekilde tammlanarak molekiler yapisi formilize edilmistir(30,31).



Mikolik asitler mikobakterilerde hiicre duvar: kuru agirliginin % 50’ sini, hiicre duvar
lipitlerinin de %60 1 olustururlar. Bu yap1 hiicre duvarina hidrofobik bir bariyer 6zelligi
kazandirir. Lipidden zengin hticre duvarina sahip olmalari nedeniyle mikobakteri tirleri gram
boyama ile iyi boyanmazlar. Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) boyama esnasinda bu bakteriler
almig olduklar1 boyay: asit alkole ragmen birakmazlar. Bu hiicre duvar tzellikleri, “aside ve
alkole direncli bakteriler” olarak tammlanmalarim saglamaktadir. Hicre duvar: sayesinde
mikobakteriler vicutta her tirli saldinya karst korunurlar ve bu sayede konagin immin
cevabim da etkileyerek asemptomatik tasiyiciliktan, kronik granilomatéz hastaliklara,
tedaviye cevap vermeyen yiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlara kadar degisen klinik
tablolara yol acarlar. Yapida bulunan mikolik asitler ve glikolipid yapisindaki
lipoarabinomannan antijenik 6zellik tasimaktadir(25,28,29).

Resim 2. Mikobakterilerde hiicre duvar yapisi(32).
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Hucre duvarinin en dis tabakas: ise serbest lipidlerin yer aldigi bolimdir. Bu kisim

in vitro sartlarda mikroskopla gortlemeyen ve kapdile benzer bir yapidir. Bu yapi icerisinde,
a-1,4 glukan, arabinomannan ve mannan i¢eren lipomannan, lipoarabinomannan gibi kapsiiler
polisakkaritler ve az miktarda lipid bulunur. Bu yapinin bakteri virtlansinda gorevi vardir.
Mikobakterilerin hiicre duvarinda seyrek de olsa gram negatif bakterilerde gorilen porin

proteinleri de bulunur(25,28).
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Mikobakterilerin lipid, protein ve polisakkaritlerden olusan antijenleri vardir.
Bunlardan “old tuberculin” (OT), Robert Koch tarafindan bulunan ve tuberkilin deri testinde
kullanilan 1siya dayanikl: bir proteindir. OT’ nin saflastiriimast ile elde edilen purifiye protein
derivesi (PPD), Dunya Saghk Orgiti (DSO)'niin de oOnerisiyle tuberkilin deri testinde
kullanilmaktadir. Kord faktort, mikolik asitlerin trehaloz gibi sekerlere baglanmasi ile (6-6'-
dimikolat-a-D-trehaloz) meydana gelir ve bakterinin virulans: ile ilgilidir. Kaltirden
hazirlanan preparatlarda bakterinin demetler halinde bir arada bulunmasindan sorumlu oldugu
gibi, l6kosit migrasyonunu dnleme ve granilom olusumunu stimtle etme gibi fonksiyonlara
da sahiptir. Sulfolipidler (trehaloz 2 sulfat), bakterinin hiicre iginde canli kalmasindan ve kord
faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur. Ist sok proteinlerinin (65Kda, 38Kda, 12Kda),
koruyucu immunite gelismesinde ve komplikasyonlarda rolti oldugu dustintl mektedir(29).

4.3.2. Ureme Ozdlikleri

Bircok TDM tird basit substratlarin varliginda treyebilir. TDM’ler amonyak kaynag:
olarak amino asitleri, nitrojen kaynagi olarak tuzu, karbon kaynag: olarak da gliseroli
kullanirlar. Daha az olmakla birlikte baz: tirler demire gereksinim duyarlar. Uremelexi
ortamda bulunan %10-20'lik karbondioksit ve yag asitleri ile artarken, albiminle inhibe olur.
Aeropturlar ama mikroaerofilik ortamlarda daha iyi trerler. Optimum treme isilar1 30-45 °C
ardigindadir. Bolinme surelerinin 12-18 saat olmas nedeniyle diger bakterilere oranla
kultarlerinde yavas Urerler. Kat1 ortamda bakterilerin treyebilmeleri tirden tire degisim
gosterirken baz: turler icin en az 3-7 gln, baz: turler igin ise 6-8 hafta gereklidir(20,23,29).
Uremeleri icin kat1 ve sivi besiyerleri kullamlmaktadir. TDM’ler, MTBK icin kullanilan
besiyerlerinde rahatlikla trerken baz: tirler icin ortama katilan hemoglobin, ferrik amonyum
gibi maddeler Gremeyi arttirmaktadir(20). Mikobakterilerin kultirde olusturduklar: kolonileri
pigmentli ve pigmentsiz olmakta, keratinoit pigment nedeniyle koloniler sar1, turuncu, nadiren
pembe renkte gorulebilmektedir. Bazi turler ise pigment olusumu igin 1s18a ihtiyag
duymaktadir(29,33).

4.3.3. TDM’lerin Genetik Ozdlikleri

Mikobakterilerle ilgili yapilan genetik calismalarin hiz kazanmast M. tuberculosis,

M. bovis ve M. leprae tirlerinin gen analizleriyle baslamistir. Bu ¢alismalar sonucunda
mikobakterilerin fizyolojik, biyokimyasal, patojenik ve genetik Ozellikleri hakkindaki
bilgilerimiz daha da artmis, bu bilgilerin 1s1ginda yeni tedavi ve profilaksi protokolleri
gelistirilmeye calisilmistir(25,34). TDM'ler ile ilgili genetik caligmalar yakin tarihe kadar
11



M. avium kompleks (MAK) uyeleri ve hizli Greyen mikobakterilerle simirli kalmistir. Bu
caigmalara gore mikobakterilerin biylk bir genoma sahip oldugu gorilmistir(35).
Mikobakterilerin kromozom yapisi, Gift iplikli gembersel DNA molekiliinden olusmakta ve
yaklasik olarak 1.3x10° baz cifti (bp) buyukltigiindedir. Guanin ve Sitozin (G+C) icerigi %60-
71'dir. DNA dizi analizine gore bircok mikobakteri tiriiniin genomu, G+C’ den zengin kisa
dizilerden olusmaktadir(20,25). Mikobakteri genomunda %59 replikasyon, %30 lipid sentezi
ve %10 protein sentezi ile ilgili genler bulunmaktadir. Ayrica “noncoding” diziler, “insertion”
dizileri ve mikobakteriler icin 6zel olan, tekrarlayan Uniteleri kodlayan gen bolgeleri de ortaya
konulmustur. Escherichia coli’de 7 adet rRNA operonunun olmasina karsilik mikobakteri
geninde bir tane rRNA operonu olmasi, mikobakterilerin protein sentezini ve blyiime oranin
sinirlayarak, yavas Uremelerine neden olmaktadir(25). Mikobakterilerde genom haricinde
cesitli Ozelikler tasiyan kromozom disi DNA, plazmid, transpozon ve mikobakteriofaj gibi
yapilar da bulunmaktadir(36).

Mikobakterilerin molekuler yontemlerle tammlanmasinda en yaygin olarak kullanilan
hedef gen bolgesi, 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgesidir. TDM’lerin yavas Ureyen turlerinde
tek tip 16S rRNA gen kopyas: bulunurken M. chelonae ve M. abscessus haricindeki hizl
ureyenlerde iki kopya bulunmaktadir. Bu 0zellik, dizi analiziyle tammlanmaya calisilan
mikobakteriler arasinda ayrim yapilamadigi zaman her iki kopyanin dizi anaizinin
yapilmasin gerektirir(35,37). Mikobakteriler diger mikroorganizmalarla kiyaslandiginda,
genetik olarak birbirlerine gok daha yakin tirlerdir ve 16S rRNA genindeki sadece 10-15
nikleotidin turler arasinda farklilik olusturdugu gorulmektedir(38,39). Nukleotid farkliligimn
turler arasinda bu kadar az olmasi birbirlerine yakin benzerlikteki tirlerin ayriminda gesitli
zorluklara neden olmaktadir. 16S rRNA gen bdlgesinin haricinde farkli hedef gen bolgeleri de
kullanilmaktadir. Mikobakterilerin tir ayriminda 16S rRNA gen bolgesinin yaninda en sik
kullanilan bolge hsp65 gen bolgesidir. Hsp65 gen bdlgesi mikobakterilerde bulunan, iyi
korunan, turler arasinda farkliliklar iceren bir bolgedir. Bu bdlge, bakterilerin cevresel
etkilerin olusturdugu stres karsisinda salgiladiklart 65-kDa agirligindaki 1s1 sok proteinini
kodlamaktadir. Mikobakterilerin tir dizeyinde tanimlanmalari igin farkli metotlar
kullanilarak bu bolgenin dizilerinden faydal anilmaktadir(13,38).
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4.4. TDM’lerin Siniflandirilmas

Bakteriyolojik Ozellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbiriyle cok yakin iliskili
olan "Mycobacterium tuberculosis kompleks' icinde; Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis (M. bovis subs. bovis, M. bovis subs. caprae ve M. bovis subs. BCG),
Mycobacterium  africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium canettii  ve
Mycobacterium pinnipedii bulunmaktadir. M. tuberculosis kompleks diginda kalan tim
mikobakteriler TDM olarak adlandiriimaktadir(29,40).

TDM’ lerin; fakultatif patojen olmalari, insandan insana gegisi konusunda yeterli kamt
olmamasi, tlrine ve neden oldugu hastaliga bagli olarak tedavilerinin zor ve farkli olmasi,
mikroorganizma ve konagin bagisiklik sistemi arasindaki iliskiye bagli oldugu dustintlen
hastalik patogenezinin belirsizligi, ortak 6zellikleridir(41).

Mikobakterilerin simflandiriimasiyla ilgili ilk calismalar 1950’ lerde Timpe ve Runyon
tarafindan yapilmistir. Bu arastirmacilar 1954 yilinda mikobakterilerin Greme slresi, koloni
Ozelligi ve pigment Uretim Ozelliklerine gore TDM’leri fotokromojenler, skotokromojenler,
fotokromojen olmayanlar (Nonkromojenler) ve hizli Ureyenler olarak dort gruba
ayirmislardir(14,20,23). Grup I, 1, [1I’Un kolonileri gozle gorulur hale gelebilmesi icin yedi
gun veya daha fazla sureye ihtiyag duyarken, Grup 1V’ un kolonileri yedi glinden daha kisa
surede gozle gorultr hale gelmektedir(29).

Tablo 1. TDM’lerde Runyon siniflamast

Pigment K oloni Ureme Tirler
Runyon Grup (sar1-portakal rengi) morfolgjisi hiz:
M. kansasii
Grup | Karanlikta renksiz . M. marinum
Fotokromaojen 1s1kta pigmentli GenellikleR Yavas M. asiaticum
M. simiae
M. scrofulaceum
Grup Il Karanlikta ve isikta M. szulgai
Skotokromojen pigmentli SR Yavas M. gordonae
M. flavescens
M. avium
M. intracellulare
Grup I Karanlikta ve 1s1ikta SR Yav m E:elnngeﬂﬁim
Nonkromojen pigmentsiz & M. gastri P
M. terrae
M. triviale
Grup IV . . M. fortuitum
Hizhh Ureyenler Plgmentl| veya Gendlikle S Hizli | M. peregrinum
pigmentsiz M. chelonae
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M. abscessus
M. simegmatis
M. vaccae

Runyon siniflamast mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, baz: turlerin tammlanmasinda glicliklerle karsilasiimaktadir. Ornegin klinik 6nemi
son yillarda ortaya gikan M. kansasii, genellikle fotokromojen olmakla birlikte, bazi suglarinin
pigment olusturmamasi ve hatta skotokromojen olmasi, yine bazi M. avium- intracellulare
suslarinin pigment yapmasi, M. szulgai’ nin 37°C’ de skotokromojen, 25°C’ de fotokromojen
olmasi Runyon siniflamasina uymamaktadir. Bu siniflama gliniimuizde iyi bir taksonomik
standardizasyon igin uygun olmasa da klinik yaklasim ve identifikasyon kolaylig1 nedeniyle
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarr TDM’lerin 6n tammmlamasinda bu  siniflamadan
yararlanmaktadir(14,23,28).

TDM'’lerin bir baska siniflandirilmasi da etkenlerin klinik 6zelliklerine gore Wolinski
tarafindan yapilmistir. Bu simiflama, 1987 yilinda Woods ve Washington tarafindan
TDM'’lerin Greme Ozellikleri ve insanda hastalik olusturup olusturmamalarina gore yeniden
duzenlenmistir(14,29,33).

Tablo 2. Woods ve Washington siniflamast

insanlarda Potansiyd Patojen Olan Insanlarda Nadiren Patojen Olan Sapr ofit
Mikobakteriler Mikobakteriler
Yavas Ureyenler
M. gordonae
M. kansasii M. asiaticum
M. avium-intracellulare kompleks M. terrae-triviale kompleks
M. fortuitum-chelonae kompleks M. gastri
M. scrofulaceum M. shimoidei
M. simiae M. nonchromogenicum
M. xenopi M. paratuberculosis
M. marinum Orta Hizda Ureyenler
M. szulgai M. flavescens
M. ulcerans
M. malmoense Hizh Ureyenler
M. genavense M. thermoresistibile
M. haemophilum M. smegmatis
M. celatum M. phlei
M. parafortuitum kompleks
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45. TDM'’ler ve Cevrelliskisi

Tum dunyada gevrede yaygin olarak bulunmakla birlikte, TDM’ lerin buyik gogunlugu
(M. ulcerans, M. haemophilum, M. genavense harig) sicak-soguk su kaynaklari, toz, toprak
gibi doga cevrede, sit ve diger besin maddelerinde bulunabilmektedir. Bu mikobakterilerin,
insanda, birgok evcil ve yabani hayvanda kolonize olabildigi veya hastalik yaptigi bazi
calismalar sonucu ortaya konulmustur(4,20,28,42,43). Su, 6zellikle MAK, M. scrofulaceum,
M. fortuitum, M. marinum, M. kansasii, M. xenopi, M. simiae ve M. malmoense tirleri icin
kaynaktir(29,35). Bu mikobakteriler, dezenfektanlara diger bakterilere oranladirencli olmalari
ve hidrofobik Ozellik gostermeleri nedeniyle uzun siire sularda yasayabilirler. Hizli Greyen
mikobakterilerin % 30-78'i topraktan izole edilmektedir. Bu mikobakterilerden olan
M. chelonae, M. fortuitum, ve M. abscessus topraktan ve dogal su kaynaklarindan izole
edilebilen, bu nedenle nozokomiyal enfeksiyonlarla en c¢ok iligkisi  olan
mikobakterilerdir(43,44). TDM'lerin su sistemlerinde ve gevrede kolonize olmalar1 sonucu
meydana gelen hastane enfeksiyonlari, 20 yildir giderek artan saglik sorunu haline gelmistir.
Sulardan bulasma veya cerrahi aletlerde kolonize olmalari sonucu bazi cerrahi enfeksiyonlara
da neden olmaktadirlar(44,45).

Mikobakteriler basingli buharla sterilizasyona ve pastorizasyona duyarhdirlar. UV’'ye
cok duyarli, kuruluga ve dondurulmaya direnclidirler. TDM turleri dezenfektanlara, klor gibi
bazi kimyasal maddelere diger sporsuz bakterilere oranla daha direnglidirler. Sodyum
hipoklorit, %70'lik alkol, %5 fenol ve povidon-iyodin gibi dezenfektanlara ise
duyarhdirlar(28,43). Gunes 15181 almayan yerlerde haftalarca hatta aylarca canli kalabilirler.
Mikobakterilerin gevre kosullarina dayanikliliklar:, epidemiolojik ve klinik bakimdan
onemlidir. Yapilan baz1 ¢calismalarda ev, hastane ve belediye tesislerinden anan sularin %10-
95'inde TDM izole edilmistir. Hastane sularinda ev sularindan daha fazla mikobakteri izole
edilmistir. TDM’lerin metal gereksinimine bagl: olarak ¢inko kapl: boru sisteminde kolaylikla
cogalabilecegi dustnulmektedir(40,44).

TDM'’ler dogada yaygin olarak bulunmalarina karsin, insan icin potansiyel patojen
olabilenler, bdlirli cografik bolgelerde daha sik gorilmektedirler. Bazi bolgelerde tim
mikobakteri enfeksiyonlarimn %0,5 ini  olustururken bazi bolgelerde bu oran %35'i
bumaktadir(14,20). TDM'ler ¢ok genis araliktaki sicaklik, pH, tuz oram ve oksijen basinci
degerlerinde yasayabilmeleri nedeniyle yaygin cografik dagilima sahiptirler. Cevrede yaygin
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olarak bulunmalarimin diger bir nedeni ise, bu bakterilerin agir metal ve oksianyonlara karsi

diger bakterilere oranla goreceli olarak direncli olmalaridir(20,28,46).
4.6. TDM'lerin Epidemiyolojisi

Mycobacterium tuberculosis kompleks'in neden oldugu tiberkiloz hastaligr geri
kalmis Ulkelerde yaygin olarak gorilmekte iken, TDM’lerin neden oldugu hastaliklar daha
cok sanayilesmis Ulkelerde gorilmektedir. Cevremizde yaygin olarak bulunabilen TDM
turlerine bagli enfeksiyonlarin insidans: ve prevalansi hakkindaki bilgiler yakin zamandaki
caigmalara baglidir(24). HIV (Human Immunodeficiency Virus) pozitif ve negatif hastalarda
pulmoner ve ekstra pulmoner enfeksiyonlara yol agcmaart nedeniyle 1950 lerden sonra
TDM'’lerle olugsan enfeksiyonlar hakkinda calismalar artmistir(21,46). Sonraki yillarda
TDM'’lerin insan ve hayvanlarda hastalik olusturdugu ve bu hastaliklarda oynadiklari rolleri
aciklayan pek ¢ok calisma yayinlanmistir(35,46).

TDM'’lerin neden oldugu hastaliklar daha ¢ok gelismis Ulkelerde, nadiren gelismekte
olan Ulkelerde gorulmektedir. Tuberkiloz insidansinin distik oldugu Amerika ve Avrupa
Ulkelerinde, immun yetmezlikli hastalarda, 6zellikle AIDS lilerde TDM’lerin neden oldugu
enfeksiyonlarin gortlme sikligir daha yiiksektir(10,46). Amerika da gogu pulmoner enfeksiyon
olmak Uzere her yil 2/100.000 TDM enfeksiyonu goruldigu ve prevalansin giderek arttigi
bildirilmektedir. Incelenen Ornek sayisimin artmasimin yam sira, son yillada TDM
enfeksiyonlarinin tarisindaki gelismelerin de bu artiga katkida bulundugu belirtilmektedir. Bu
konuda ABD’ de yapilmus istatistiksel ¢alismada 1979-1980 yillar: arasinda izole edilen 3200
mikobakteri tirinin 1/3'0 TDM olarak tarumlanmstir. Bunlarin %61'i MAK, % 19'u
M. fortiutum, %10'u M. kansasii ve %10'u diger TDM’lerin olusturdugu gorilmuisttir(47).
Fransa da TDM’lerin neden oldugu pulmoner hastalik oranlari 2002 yil1 igin 0,73/100.000
olarak bulunmustur. Kisiden kisiye bulas gorilmedigi icin ABD’de TDM'ler rapor
edilmemektedir(48,49). HIV enfeksiyonu bulunmayan kisilerde TDM’ler ile olusan en sik
lokalize enfeksiyon, kronik akciger hastaligidir(50). Bunun yan: sira servikal lenfadenit, deri
enfeksiyonlari ve nadiren yaygin enfeksiyon etkeni olabilmektedirler(35). ABD’de 1981-1983
yillar1 arasinda yapilmis buydk bir calismada ise beyaz olmayan kadinlarda ve kirsal alanda
yasayanlarda TDM enfeksiyonu daha yiksek oranda tespit edilmistir. Bu calismanin
sonuglarina dayanarak TDM prevalans: 1,8/100.000 ve MAK prevalanst 1,1/100.000 olarak

belirlenmistir(51). Tuberkiloz dis1 mikobakterilerin solunum érneklerinden izolasyonu son on
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yilda artmigtir. Kanada da pulmoner orneklerden elde edilen TDM’lerin sikliginda 1997
yilindan 2003 yilina kadar ortalama %8,4 artis saptanmustir(52).

1993 yilindan sonra yapilan ¢alismalar daha ¢cok AIDS hastalarim kapsamaktadir. HIV
pozitif hastalarda TDM enfeksiyon riski yuksektir. Avrupave Amerika da AIDS hastalarinin
%25-50'sinde TDM enfeksiyonu gorulmektedir(35). Bu hasta grubunda en sik izole edilen
TDM tdrdnin MAK oldugu bilinmektedir. AIDS hastalarinda gortlen mikobakteriyel
enfeksiyonlarin %20-40"1 yaygin MAK enfeksiyonu olup, %60 oramnda gastrointestinal ya da
solunum sistemi kolonizasyonu ile meydana gelmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmisg
hastalardaki yaygin TDM enfeksiyonlarinda sik gorulen patojen turler MAK, M. kansasii,
M. chelonae ve M. haemophilium'dur. Bu hastalarda deri ve eklem enfeksiyonlar: travma
sonucu gelisirken AIDS hastalarinda bir neden olmadan bu tir enfeksiyonlar
gelisebilmektedir. CD4+ T lenfosit sayist 100’ den az olan hastalar eger MAK igin proflaksi
amyorsa her wil igcin yaygin MAK enfeksiyonu gelisme riski %20 olarak
bildirilmektedir(4,28,35,53).

TDM turlerinin dagilimi cografi bolgelere gore degisiklik gostermektedir. M. avium
kompleks bir cok bolgede baskin gorllen tirdir. M. kansasii Orta Amerika ve ingitere de
nispeten daha sik gorultrken, M. xenopi’nin neden oldugu hastaliklar; Kuzey Amerika,
Ingiltere ve Avrupa nin baz: bolgelerinde sik gortlmektedir. M. malmoense nin neden oldugu
hastaliklar Ingiltere ve Kuzey Avrupa da yaygin gorilirken, ABD’ de nadirdir. Turkiye nin
Bat1 Anadolu Bolgesi’ nde yapilan bir ¢alismada ise; M. avium kompleks, M. abscessus ve
M. kansasii'nin en sik gorulen tirler oldugu bulunmustur. Su ve toprak gibi cevresel
kosullardaki baskin TDM ttirleri, bolgesel farkliliklarin temelini olusturmaktadir(54,55).

4.7. TDM'’lerde Patogenez ve Vir tilans Ozellikleri

TDM'’ ler firsatci patojenlerdir. Akciger, deri, yumusak doku, kemik, tendon ve eklem
enfeksiyonlarina neden olurlar. Siklikla hastalarda bagisiklik sistemini baskilayan durumlar,
travma veya cerrahi gibi altta yatan cesitli nedenler olabilir. Molekuler tekniklerdeki
gelismelere paralel olarak TDM'lerin virdlans Ozellikleri hakkindaki bilgiler giderek
artmaktadir. Bu amagla vyapilan arastrmalarin gogu  MAK  Uyeleri  hakkinda
gerceklestirilmistir(35). TDM’ lerin virtlans faktorleri :

Fagozom-lizozom birlesmesini ve asidifikasyonunu onleyebilmeleri,

Serumda bulunan inhibitdr maddelere direng gostermeleri,
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Enfekte konak hicreler tarafindan tumor nekrozis faktor (TNF) salinmin
geciktirmeleri,

Gastrointestinal epitel hiicreleri igine girip gogalabilmeleri,

Makrofgjlar icin reseptdr uretimi ve makrofajlar icinde replike olabilmeleri,

M. ulcerans 1n sitotoksik aktiviteye sahip olmasi,

Fenolik glikolipidlerin varligi ve oksijen radikallerini ya da lenfoproliferatif
yanitlar1 inhibe edebilmeleri olarak sayilmaktadir(20,35,46,56).

Deney hayvanlariyla yapilan calismalarda, TDM tirlerinin MTBK’den daha az
virulansa sahip olduklar1 gorulmustir(20). TDM’ler vicuda gastrointestinal, solunum sistemi
veya deriden dogrudan inokulasyonla girerler. Hastamin klinigi, bu basllerin vicuda
invazyonla girmelerinden ¢ok vicutta olusturduklari immin reaksiyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir. M. ulceransa karst vucudun olusturdugu cevap disinda diger TDM
enfeksiyonlarinin histopatolojik bulgularimt MTBK’ den ayirmak gugttir(29).

4.8. TDM Enfeksiyonlarinin Klinik Ozellikleri

Daha 6nceden etken olarak degerlendirilmeyen TDM'ler, 1950’ den bu yana hastalik
etkeni olarak kabul edilmektedir. Cevremizde yaygin olarak bulunan TDM tirleri 6zellikle
bagisikligi bozulmus hasta sayisinin da artmasiyla daha sik enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Glnimuze kadar tammlanan 100'Un Gzerinde TDM tirG icinde 25'den fazlasimin, hem
bagisiklik sistemi baskilanmis hem de normal olan konaklarda tiiberkiloz dis1 enfeksiyonlara
neden oldugu klinik 6rneklerden izole edilerek kanitlanmistir(45,46,57).

Cevresel kaynaklarin ve canli konaklarin, insanlarda gorilen enfeksiyonlarda rol
oynadig: bilinmektedir. Dogada yaygin olmalarina karsin potansiyel patojen olan mikobakteri
turlerinin gogu bdirli cografik bolgelerde daha yaygin olarak bulunurlar. Tuberkulozun aksine
kentlerde ve sosyoekonomik durumu iyi olanlarda daha fazla oranda hastalik etkeni olarak
gorulurler. Bagisiklik sistemi bozuklugu gibi dtta yatan hastaligi olanlar vakalarin ¢ogunu
olusturur. Insanda tim mikobakteriyel enfeksiyonlarin %0,5-35'inde TDM’ler etken olarak
izole edilmektedir(28,35,58). Bazi TDM tirleri de deri ve mukozalarda kolonize olarak
herhangi bir klinik tabloya neden olmazlar(59). Klinik drneklerden TDM'’lerin izolasyonu
enfeksiyon, kolonizasyon veya yalanci enfeksiyon olarak degerlendirilebilir.

M. kansasii, ve M. intracellulare tirleri ile olusan hastaliklarin sikligi, AIDS

epidemisinden dnce oldugu gibi sonrasinda da ayn: seviyede kalmis, ancak M. avium tirtiniin
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AIDS epidemis ile birlikte sikliginda iki kat artis gbzlenmistir(60). Gunumizde MAK
enfeksiyonlar1 saglikli kisilerde ve bagisikligi baskilanmig hastalarda 6nemli bir patojen
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. M. kansasii AIDS lilerde yaygin ve akciger enfeksiyonu
seklinde iki tip enfeksiyon olusturur. AIDS'li hastalarda yapilmis prospektif bir calismada;
M. haemophilium’un bobrek nakli yapilmis hastalarda deri lezyonu, subkutanGz apseler,
lenfadenit, yumusak doku, kemik ve eklem tutulumundan yaygin hastaliga kadar degisen
tablolara yol agtig: tespit edilmistir(21,28,29). M. scrofulaceum gocuklarda servikal lenfadenit
etkeni, M. marinum siklikla tatli sularda, denizlerde, yiizme havuzlar: ve balik endiistrisinde

caisanlarda cilt enfeksiyonu etkenidir.

TDM enfeksiyonlarinda siklikla lokalize organ bulgulari, diare, anemi, kilo kayb,
istahsizlik, halsizlik, miyalji ve ates gibi semptomlar gorilir(35). Runyon siniflandirmasina
gore olasi etkenler ve neden olduklar: hastaliklar Tablo 3’ de 6zetlenmistir(28,29,57,61,62).

Tablo 3. Runyon siniflandiriimasi ve TDM’ lerin en sik neden olduklar: hastaliklar

Tar Y aptiklari Hastaliklar

Grup |-Fotokromojenler

M. kansasii Akciger enfeksiyonu, ekstrapulmoner lenf nodu, deri veya yumusak doku,
kemik, eklem, GUS ve yaygin enfeksiyonl ar

M. asiaticum Akciger enfeksiyonu

M. marinum Deri ve yumusak doku enfeksiyonu (ylizme havuzu  granil omast),
tenosinovit ve yaygin enfeksiyonlar

M .intermedium Akciger enfeksiyonu

Grup I1-Skotokromojenler

M. szulgai Akciger enfeksiyonu, lenfadenit, deri, eklem ve yaygin enfeksiyonlar

M. flavescens Artrit, lenfadenit, bakteriyemi

M. scrofulaceum Lenfadenit, akciger enfeksiyonu ve ekstrapul moner tutulum

M. interjectum Lenfadenit

M. gordonae Diyaliz hastalarinda peritonit, cerrahi enfeksiyonlar

M. lentiflavum Akciger ve eklem enfeksiyonu, lenfadenit, yaygin enfeksiyon

M. xenopi Akciger enfeksiyonu, nadiren yaygin hastaik, eklem enfeksiyonlar

Grup I1-Nonkromojenler

M. avium kompleks Akciger enfeksiyonu, yaygin enfeksiyonlar, lenfadenit ve tenosinovit

M. celatum Akciger ve yaygin enfeksiyonlar

M. genavense Immiinokompromi ze hastalarda deri enfeksiyonu, septik artrit ve
AIDS'lilerde beyinde soliter apsel er

M. haemophilum Akciger enfeksiyonu, immiinokompromize hastalarda cilt, cilt alti veya
eklemlerde, artrit, osteomiyelit, sinlizit, lenfadenit, akintili, enfeksiyonlar
ve bakteriyemi

M. malmoense Pulmoner, servikd |enfadenopati, ve tenos novit

M. shimoidei Akciger enfeksiyonu

M. simiae Akciger enfeksiyonu, osteomyelit verenal tutulum
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M. ulcerans Akciger enfeksiyonu, kronik deri Ulserleri (Bairnsdal e Ulseri veya Buruli
Ulseri) ve cerrahi sonrasi nozokomia enfeksiyonlar

M. terrae kompleks Kronik eklem ve yara enfeksiyonlar

Grup 1V-Hizh Greyenler

M. fortuitum kompl eks Akalazyal hastalarda akciger enfeksiyonu, osteomyelit ve ortopedik
implantlarlailiskili enfeksiyonlar

M. peregrinum Kronik akciger enfeksiyonlari, kemikve deri enfeksiyonu

M. chelonae Yaygin cilt enfeksiyonlari, akd azyal1 hastalarda, ortopedik implantlarla
iligkili enfeksiyonlar ve akciger enfeksiyonu

M. abscessus Deri, eklem, lenfatik, akciger enfeksiyonlar ve osteomydit

M. houstonense Akciger, deri enfeksiyonu

M. neoaur Deri, katater enfeksiyonu, bakteriyemi

M. smegmatis Akciger ve dld enfeksiyonlar

M.septicum Kateter enfeks yonlarina bagli bakteriyemi

Mikobakterilere bagli nozokomiyal enfeksiyonlar birgok antimikrobiyal ilaca direncli
olmalarindan dolay: gittikge artan bir dneme sahiptir(28,40). TDM'’lere ait nozokomiyal
enfeksiyonlar, hastanede kalinan siire boyunca hastalarda gelisebilecegi gibi virtlans: disuk
ve yavas Ureyen bakteriler olduklarindan, hastaneden ciktiktan sonra da enfeksiyona yol
acabilirler. Ozellikle hizl1 Greyen mikobakteriler, daha siklikla nozokomiyal enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Avrupa Ulkelerinde ve ABD’ de hastanelerin sicak ve soguk su dagitim
sistemlerinde yapilan sirveyans calismalarinda, M. xenopi ve M. avium daha siklikla
saptanmustir. Y apilan ¢alismalara gore Asya ve Avrupa daki hastane sularinda ev sularindan
daha fazla TDM izole edilmistir(23,40). TDM’ler hastanelerin su depolama sistemlerinde
bulunmalar1 ve muduk suyundan hastalara bulagmalar1 ile nozokomiyal enfeksiyonlara veya
yalanci enfeksiyonlara yol agabilmektedirler. Yapilan ¢alisgmalarda TDM’lerin hastanede
yatan diyaliz hastalarinda, enjeksiyon veya intraventz tedavi alan hastalarda lokal apselere
yol agarak nozokomiyal salginlara neden olduklart gosterilmistir. Hastanelerde kullamlan
endoskop ve diyaliz cihazlar: gibi ekipmanlarda da bu bakteriler bulunabilmektedir. Boylece
Ozellikle cerrahi hastalarinda gesitli enfeksiyon tablolart olusturmaktadirlar(40). Molekuler
yontemler bulas kaynagi konusunda izole edilen tirlerin benzerliklerini ortaya koyma
bakimindan oldukga yararlidir(29,40).

49. TDM’lerin Tams

Tuberkiloz disi mikobakterilerin neden oldugu akciger hastaliklarinin tamsinda
Amerikan Toraks Dernegi tarafindan klinik ve mikrobiyolojik kriterler belirlenmistir.

Klinik olarak ;
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Pulmoner semptomlar, akciger grafisinde; nodiler veya kaviter opasiteler
olmasi, yuksek ¢ozunurltkli bilgisayarli tomografi (High resolution computed
tomography - HRCT) incelemesinde; birden ¢ok kiguk nodller ile multifokal
bronsektazi alanlarinin izlenmesi

Diger klinik tarularin diglanmast
Mikrobiyolojik olarak ;

En az iki ayr1 balgam kultirinde TDM Uremesinin saptanmasi, (eger sonug
negatifse yeni balgam Orneginde ARB baki ve kultarin yapilmast
dustnulmelidir) veya

En az bir brons lavaj (BL) veya brons yikama drneginde kultirde TDM
Uremesinin saptanmasi veya

Transbrongiyal veya diger akciger biyopsilerinde mikobakteriyel histopatolojik
Ozellikler (granulomat6z inflamasyon ve ARB) ve kiltirde TDM Uremesinin
saptanmasi, veya biyops materyallerinde mikobakteriyel histopatolojik
Ozellikler ve bir veya daha fazla balgam veya BL 6rneginden yapilan kultirde
TDM Uremesinin saptanmasi

Cevresel kontaminasyona bagli veya nadir rastlanan TDM’lerin Uremesi
saptandiginda uzman gorusu istenilmelidir

Tuberkiloz disit mikobakterilere bagli akciger hastaligi oldugundan suphe
edilen ancak tar kriterlerine uymayan hastalar tam kesin olarak konulana veya
tamamen dislanana kadar takip edilmelidir

Tuberktloz dis1 mikobakterilere bagli akciger hastaligi tamsi konulmas: her
zaman tedaviye baslanmasim gerektirmez. Her hastaya sagladigi fayda ve

potansiyel risklere gore tedavi karar1 verilir.

Klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterlerin her biri, TDM’ye bagli akciger
hastaligi tanmisi konulmasinda esit derecede dnemlidir ve tammin konulmast icin tGmundn
uyumlu olmast gerekir. Bu kriterler en gok MAK, M. kansasii ve M. abscessus un neden
oldugu akciger hastaliklarina uymaktadir(48).

Tuberkiloz disi mikobakteri turlerinin  dogru ve guvenilir olarak tamsinin

konulabilmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilebilmesi icin duyarliligi ve 6zgulligu
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yuksek, kisa siirede sonug veren tam yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla hizli

kaltar sitemleri ve molekiler yontemler gelistirilmistir.
4.9.1. Orneklerin Toplanmas ve Islemlenmesi

Mikobakterilerin mikrobiyolojik tamusimn tam ve dogru olarak yapilabilmes igin
klinik 6rnek uygun yerden, dogru zamanda ve yeterli miktarda alinmali, uygun laboratuvar
kosullarinda islemlenmelidir. Hastalik ¢ok cesitli organ ve dokular: tutabildiginden 6rnek
secimine Ozen gosterilmelidir. Mikobakteriyoloji laboratuvarina gonderilen 6rneklerin
cogunlugu solunum sistemi kaynakli (ekspektore veya indiklenmis balgam, aclik mide sivisi,
bronkoalveoler lavaj, transtrakeal aspirasyon, bronsial firgalama ve laringeal Slrinti
ornekleri) olmakta, idrar, gastrik aspiratlar, dokular, biyopsi Ornekleri ile beyin omurilik
sivisi, plevra ve perikardia aspiratlar gibi normalde steril olan vicut sivilar: diger drnekleri
olusturmaktadir(63).

Normal flora igeren klinik drneklere ve alinmalar1 ya da transport islemleri sirasinda
sterilizasyon kurallarina uyulmadigi dastnilen klinik 6rneklere; organik kalintilardan
arnndirmak, bakteri ve mantarlari elimine etmek amaciyla dekontami nasyon-homojenizasyon
islemi uygulanmir. Gunimuze kadar ¢ok sayida homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi

tanimlanmigtir. Bunlar ;

N-asetil-L-sistein (NALC)-Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi,
%4’ 10k NaOH yontemi,

Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi,

Oksalik asit yontemi,

Setilpridinyum klorid-sodyum klorid yontemi,

Sllfirik asit yontemidir.

Gunumuizde rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan yontem
NALC ve NaOH yontemidir. Bu yontemde; NALC mukolitik, NaOH dekontaminant ve
sodyum sitrat klinik drnekte bulunabilecek agir meta iyonlarini baglayarak NALC' in inaktive
olmasint 6nlemek amaciyla kullaniimaktadir. Ornegin hacmine esit miktarda NALC-NaOH
eklenip vorteks ile iyice karismas: saglandiktan sonra 15 dakika beklenmektedir. Bu siire
sonunda fosfat tamponu ile notralizasyon saglanmaktadir. Konsantre etmek amaciyla
uygulanan santriflj sonrast elde edilen ¢okeltiden preparatlar hazirlanmakta ve uygun
besiyerlerine ekimleri yapilmaktadir(29). Kistik fibrozis ya da bronsektazili hastalarin,
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Ozellikle Pseudormonas aeruginosa gibi aerop gram negatif basillerle kolonize olmusg
orneklerinde NALC-NaOH ve %5’ lik oksalik asit yontemi beraber kullamimaktadir. Ozellikle
hizli Ureyen mikobakteriler olmak Uzere tim TDM'’ler dekontaminasyon prosedirlerine
MTBK’den daha duyarlidir. Bu yizden kullamlan yontem bu mikobakterileri ortadan
kaldiracak kadar agir olmamalidir. Ayrica TDM supheli Orneklere oksalik asit
dekontaminasyon yontemi  uygulanmas,, TDM’lerin  kiltirde Uretiime  sansinm
azaltmaktadir(48).

4.9.2. Mikroskobik Degerlendirme

En ucuz, kolay ve en sik kullanilan yontemdir. Yaymada ARB saptanmasi, klinik
Ornekte mikobakteri varligini gosteren ilk bakteriyolojik kamttir. Mikroskobik incelemede,
aside direncli bakteri gorilmes igin 6rnegin mililitresinde 5.000-10.000 basil bulunmasi
gereklidir. Guinimuzde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden yayma ile ARB aranmasi ve
bunun kultdr ile dogrulanmas: tuberkiloz tausinda altin standarttir. Mikobakteriler icin
baglicaiki boyamateknigi gelistirilmistir(64).

Karbolfuksin boyama:
0 Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
o Kinyoun

Florokrom boyama :
o Auramine O

0 Auramine-Rhodamine

Bu iki boyama yontemi ile hazirlanan yaymaarin raporlanmasinda farkl
degerlendirme kriterleri kullamimaktadir. Boyal1 preparatlarin degerlendirilmesinde ve
sonuglarinin raporlanmasinda yaygin olarak, Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) kriterleri kullamImaktadir (Tablo 4)(65).

Mikroskopik incelemenin duyarliligi %22-80 arasinda degiskenlik gostermektedir.
Duyarlilig1 etkileyen faktorler arasinda; incelenen drnegin turd, santrifijleme hizi, boyama
teknigi, degerlendiren kisinin deneyimi, kullamlan kultir yontemi ve degerlendirilen hasta
populasyonu sayilabilir. Mikobakterilerin aranmasinda mikroskopik incelemenin 6zgullugi
ise gok yuksektir(66).
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Tablo 4. Karbolfuksin ve florokrom yontemiyle boyanmis preparatlarin degerlendirilmesi

Aside Direncli Bas| Sayis / Mikroskop alam

Sonug Karbol- Florokrom Florokrom
Fuksin Boyama Boyama
Boyama (250x%) (450x)
(1000x)
Aside Direncli Bakteri Gor ulmedi Negatif Negatif Negatif
Supheli (Yeni 6rnek iletekrar edilmdi) | 1-2/300 alan | 1-2/30 alan 1-2/ 70 aan
1+ 1-9/100 alan | 1-9/10 alan 2-18/50 dan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 aan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 aan 10-90/1 alan 4-36/ 1 dan
4+ >9/1 dan >90/1 alan >36/ 1 dan

493. Kultdr Yontemleri

Tuberkiloz ve TDM enfeksiyonlarinin kesin tanisi basilin kilturde Uretilmesi ile

konulur. Kultor yontemleri geg sonug vermesine ragmen mikobakterilerin tamsinda halen

altin standart olmaya devam etmektedir. Kltlr igslemi sayesinde; tir diizeyinde tanimlama

islemleri icin gerekli izolatlar elde edilebilir, bakterilerin canliliklart dogrudan gosterilebilir

ve ilag duyarlilik testleri yapilarak hastalar dogru tedavi edilebilir. Cogaltilan izolatlar daha

sonraki arastirmalar icin saklanarak yeni epidemiyolojik verilerin elde edilebilir olmasi da gok

onemlidir. Aside direncli basillerin kilturde Uretilebilmesi icin drnegin her mililitresinde 10-

100 canli basil olmasi yeterlidir(67). Mikobakterilerin Uremeleri igin 6zel besiyerlerine

gereksinimleri vardir. Bu besiyerleri kompleks yapida olup, kati ve sivi besiyerleri olarak

siniflandirilirlar.

Kat1 Besyerleri :

o YumurtaBazl

§ Lowenstein-Jensen(LJ)

8§ Petragnani

8 American Thorasic Society

§ Trudeau

0 Aga Bazli

24




§ Middlebrook 7H10
§ Middlebrook 7H11
Sivi Besiyerleri
o Middlebrook 7H9

o0 Dubos Tween albimin

Mikobakterilerin birincil izolasyonunda, Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) Klasik kati besyerleri yamnda bir swvi besiyerinin birlikte kullamlmasinm
Onermektedir(68).

Kat1 besiyerlerine c¢esitli antimikrobiyal maddelerin eklenmesiyle kontaminant
mikroorganizmalarin tremeleri baskilamr. Bu amagla hazirlanan segici besiyerleri mevcuttur.
Bunlar arasinda; siklohekzimid, nalidiksik asit ve linkomisin iceren mycobactosel LJ besiyeri,
penisilin ve nalidiksik asit iceren LJ Gruft besiyeri, karbenisilin, polimiksin B, trimetoprim
laktat ve amfoterisin B igeren Mitchison'un segici 7H11 (7H11S) besiyeri sayilabilir(69).

Gunumuzde ozellikle ilk izolasyonda yumurta bazli olan LJ besiyeri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yumurta bazli besiyerlerinin; iyi bir tampon kapasitesine sahip olmalari,
buzdolabinda birkag ay gibi uzun raf émirlerine sahip olmalar: ve gogu mikobakterinin iyi
Uremesini desteklemeleri 6nemli avantajlandir. Bunun yaminda koloni olusumunun 18-
24’ iincu gunlerden 6nce saptanamamasi ve duyarlilik testleri icin ilag konsantrasyon ayarinin
yapilamamasi dezavantajlaridir.

Yumurta bazli besiyerlerinin opak gorinimli olmasina karsin, agar bazli besiyerleri
seffaftir. CLSI duyarlilik testleri icin agar bazli besiyerlerini 6nermektedir. Ancak pahali ve
raf dmarlerinin nispeten kisa olmasi (buzdolabinda bir ay kadar) 6nemli dezavantajlaridir(69).

Sivi besiyerleri; mikobakterilerin primer izolasyonu, stok suslarin pasgjlarinin
yapilmasi, ilag duyarlik testleri ve diger in vitro testler igin inokulim hazirlanmasinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Ozellikle Middlebrook 7H9, bakteri sayisimin az oldugu steril
bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi cogaltmak ve dolayisiyla izolasyon sansinm
artirmak amaciyla kullanilmaktadir(70).

Bazi turler kiltur ortaminda treyebilmek igin 6zel ek maddelere ihtiyag duymaktadir.
Ornegin M. haemophilum'un Uretilebilmesi igin ferrik amonyum sitrat, hemin veya
hemoglobin gibi demir iceren bilesiklerin eklendigi besiyerleri, M. ulcerans igin yumurta
sarili besiyerleri, M. genavense ve M. avium subsp. paratuberculosis icin de mikobaktin J

eklenmis besiyerleri kullamimalidir(48).
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Klask kdltir yontemleri disinda hizli sonug veren kudltir yontemleri de
mikobakterilerin tamisinda kullamlan rutin yontemler arasinda yer amaktadir. Bu yontemlerde
zengin igerikli besiyerleri kullanilarak hem mikobakterilerin izolasyon sansi arttirilmakta hem
de mikobakterilerin Uremes erken donemde saglanmaktadir. Bu sistemler arasinda, bifazik
sistem Septi-check AFB sistemi, kolorimetrik sistem BacT/ALERT sistemi, karbondioksit
olusumunu saptayan sistem ESP MYCO sistemi, floresans ile degerlendirilen sistem
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT), TK kultir sstemi ve manuel sistemler MB-
Redoks sayilabilir(69).

TDM kdilturleri icin en uygun sicaklik 28°C ile 37°C arasidir. Klinik yonden onemli
olan yavas Ureyen mikobakteri turleri genellikle 35°C - 37°C arasini tercih ederken, istisna
olarak M. haemophilum 28°C - 30°C, M. ulcerans 25°C - 33°C, M. chelonae 28°C - 33°C
arasinda iyi Uremektedir. Hizli Ureyen mikobakteriler ve M. marinum ise 28°C - 30°C
dereceler arasinda iyi Uremektedir. Tuberkuloz disi mikobakterilerin gogu 2-3 hafta iginde
kiltirde Uremektedir. Hizli Ureyen mikobakteriler genellikle 7 gin iginde Urerken,
M. genavense ve M. ulcerans in Uremesi icin 8 - 12 hafta gerekmektedir. TDM’ lerin Greme
zamanlar1 tammlamada 6nemli oldugu icin mutlaka kaydedilmelidir(48).

49.3.1. BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Biosciences)

Uzun wyillar boyunca rutin laboratuvarlarda izolasyon, tammlama ve duyarlilik
testlerinin uygulandigi yari otomatize radyometrik bir sistemdir. Bu sistemde kullanilan
BACTEC 12B besiyeri, *C isaretli palmitik asit igerir. Mikobakterilerin **C isaretli palmitik
asit kullanimi sonucu **CO, olusur ve sistem beli araliklarla **CO, miktarini 6lgerek
mikobakterilerin varligim bir Ureme indeksi olarak gosterir. Ekim isleminden 6nce
besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA)
iceren antibiyotik karigimi, kontaminant mikroorganizmalarin Gremesini engellemek icin ilave
edilmelidir. BACTEC 12B besiyerinin radyoaktif madde icermesi, ¢apraz kontaminasyon,
enjektorlerin yaygin kullanimi sonucu olusan laboratuvar kazalar: sistemin dezavantajlarin

olusturmaktadir. Bu nedenlerle Uretimi ve rutin laboratuvarlardaki kullammi son bulmustur.
49.3.2. MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences)

Rutin laboratuvarlarda yaygin olarak kullamlan tam otomatize ve radyometrik
olmayan bir sistemdir. MGIT 960 ssteminde kullamlan tuplerde, Middlebrook 7H9 sivi

besyeri ve dip kismlarinda oksijene duyarli rutenyum metal kompleks igeren silikon
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bulunmaktadir. Floresan madde, sivi besiyerindeki oksijen varliginda maskelenmektedir.
Ureyen mikobakteriler tarafindan oksijenin tiketilmesi sonucu agiga cikan floresans,
mikobakterilerin varligim gosterir. MGIT 960’ 1in duyarlilig1, eskiden kullanilan BACTEC 460
TB’ye benzer olmakla birlikte kontaminasyon oranlari daha yuksektir. MGIT 960'1n,
BACTEC 460 TB’den en Onemli avantgjlart ; capraz kontaminasyon olasiliginin diisik
olmasi, enjektdr ile inokulasyona ihtiya¢ duyulmamasi, radyoizotop igermemes ve
mikobakteri izolasyon siresinin yaklasik 2-3 gun daha kisa olmasidir(71). BACTEC 460
TB’ye kiyasa yiksek kontaminasyon oranlari ve kan ile floresanin maskelenmesi, MGIT
960’ in dezavantajlaridir(69,72).

4.10. TDM Tirlerinin Tammmlanmas

TDM enfeksiyonlarina 6zgul klinik bulgular olmadig: icin, kesin tan: mikrobiyolojik
inceleme ile konulmaktadir. Bu mikroorganizmalar tammlamrken hem fenotipik, hem de
genotipik 6zelliklerden yararlamimaktadir. Mikobakterilerin tammlanmasinda 1980’ li yillara
kadar fenotipik Ozellikli testler yaygin olarak kullanirken, glinimiize kadar olan siregte
molekiler yontemlerdeki ilerlemenin etkisi ile genotipik tammlama testleri yogunluk

kazanmistir(4).
4.10.1. Fenotipik Testler

Tuberklloz dis1 mikobakteriler; dncelikle Ureme sireeri, Ureme isilari, koloni
goruntimleri ve pigment olusturma ozelliklerine gére gruplandirilir. Bu gruplama sonunda
tammlanacak olan mikobakteriler i¢in cok sayida biyokimyasal test uygulanmaktadir. Bunlar
arasinda; arilsilfataz, katalaz, niasin akimilasyon testi, pirazinamidaz ve Ureaz Uretimi,
sodyum Klor(r toleransi, tiofen-2 karboksilik asit hidrazid ile Gremenin inhibe edilmesi, nitrat

ve telltrit rediiksiyonu, tween 80 hidrolizi sayilabilir.

Tablo 5. Onemli TDM tirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

TDM TURLERI | OIS PG Ql NR TSO KATALAZ | AS PRZ | DU GELIiSiMm
%5 Mac
°C Is1k Karanhk SQ 68°C T2H NaCl
o CA
28°C
MAK 37 Acik san | Acik san - - <45 + + - \%
M. kansasii 37 San Acik san - + + >45 + - + +
M. marinum 30 San Acksn | V + >45 \% +
M. simae 37 San Acksan | + +- >45 - - +
M. celatum 37 San Acik san <45 + + + +

27




M. szulgai 37 po?t?;( 4 Acik san - + \% >45 + - + - - + -
M.scrofulaceum 37 San Sari - - - >45 + - + \% - + -
M. gordonae 37 po?t?;( 4 Sar1 - - + >45 + - - \% - + -
M flavescens 37 San Sari - + + >45 + - + + - + \%
M.xenopi 42 San Sar1 - - - <45 + + + - + -
M.terrae 37 San Acik san - + >45 + + - \% - + -
M fortuitum 37 San Sari - + \ >45 + + + + + + +
M.chelonae 28 Aciksan | Aciksan | V - \% >45 + + + + - + -
M..abscessus 35 Acik san | Acik san - - \% >45 + + + + - + +
M.smegmatis 37 Sart Sar1 - + + >45 + - + + -
M. lentiflavum 37 San San - R >45 Y, R R Y, R R
M. peregrinum 37 | Acksan | Agksan | - | + >45 v + |+ v + v +
M. pulveris 28 | Acksan | Agksan | - | + >45 v v [ v ]| + v | Vv +
M. alvei 30 | Agiksart | Agiksan | - - + \Y + + - - \Y -

Ol Sve OGZ: Optimum izolasyon zamani ve opti mum gelisme zaman

, PG: Pigment gelismi,

NT:Niasin tedi, NR: Nitrat rediiks yonu, T80H:

Tween 80 hidrolizi, SQ: Semikantitatif kata az, AS: Aril silfataz, U: Ureaz, PRZ:Pirazinamidaz, DU: Demir uptake, Mac CA: Mac Conkey

Biyokimyasal testler ile az sayida mikobakteri tlrinun birbirlerinden ayirt edilmesi

saglanabilmektedir. Uygulamada gortlen baglica sorunlar ;

Klask tamimlamada ¢ok sayida test uygulanmasina gereksinim duyulmas,

Ancak bol miktarda Uremis mikobakteri

yapilabilmesi,

Kontaminasyon riskinin daha yuksek olmasi,

Oldukca fazla ayirag gerektirmesi,

kiltrleri  Uzerinden tammlamanin

Elde edilen verilerin pek ¢ok mikobakteri tirinde ortak olmasi veya ayni tirlerin

farkli sonug verebilmesi gibi zorluklarin olmasi,

Test sonuglarinin standart suslarla karsilastirma gerekliliginin olmasi,

Sonuca ulasmak igin uzun zamana gereksinim duyulmasi,

Mikobakterilerin ortama gore fenotipik farklilasma gostermeleri,

Genis laboratuvar kapasites ve tecriibeli personel gerektirmeleridir.

Tuberkiloz digi mikobakterilerin tammlanmasinda kullamlan bu biyokimyasal testler
sadece belli turleri birbirinden ayirt edebilmektedir. Mikobakterilerin treme 0Ozelliklerinin

belirlenmesi ve geleneksel biyokimyasal yontemlerle tammlanmas: yaklasik 3-6 hafta, hatta

bazen daha uzun strebilmektedir. Biyokimyasal testler zahmetli ve uzun zaman gerektirdigi

icin guinimuizde neredeyse hig kullamlmamaktadir(4,64).
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4.10.2. Molekiuler Testler

Klasik tam yontemleri olan mikroskopi ve kiltur, mikobakteri enfeksiyonlarinin
tamisinda giinimuiizde halen altin standart olarak kabul edilmesine ragmen, tan: sliresinin uzun
olmast ve yeni etkenlerin tammlanmasinda yetersiz kalmalari nedeniyle molekuler
yontemlerin dnemi artmigtir. Mikroorganizmamn genomunda ¢ok iyi korunmus sadece o
mikroorganizmaya 0zgu dizilerin hedef alinmasi ile tir tayinin yapilmasi, molekiler
yontemlerin ana prensibini olusturmaktadir. Bu sayede tek bir nikleotidin delesyonu veya yer
degistirmesiyle olusmus farkli tirler bile ayirt edilebilmektedir. TDM’lerin laboratuvar
tamsinda kullamlan molekiler yontemler arasinda ; Nukleik asit hibridizasyon yontemleri,
Polimeraz zincir tepkimesi (PZT)-restriksiyon enzim analizi yontemi (PRA), “ Sngle-
stranded conformation polymorphism analyss’ (SSCP) yontemi, “DNA microarray”
yontemi, kromatografik mikolik asit analiz yontemleri ve DNA dizi analizi bulunmaktadr.

4.10.2.1. Nukleik Asit Hibridizasyon Yontemleri
DNA prob teknolojileri : Bazi TDM tirlerinin tanimlamasinda 16S rRNA’y1 hedef
alan akridiyum ester isaretli DNA problar yaygin olarak kullamimaktadir. AccuProbe (Gen-
Probe Inc, San Diego, CA) ticari kitleri ile, MTBK, MAK, M. kansasii ve M. gordonae hizli
sekilde tanimlanmaktadir. Kolay uygulanan bir yontem olmasina ragmen, DNA problarinin
dezavantajlar;; MTBK ile Mycobacterium celatum tip 1 ve 3 arasinda gapraz reaksiyon
gorulebilmesi, sonikator ve luminometre gibi cihazlaraihtiyag duyulmasidir(73).

Line prob teknolojileri : Son zamanlarda TDM’lerin tammlanmasinda *“ internal
transcribed spacer” (ITS) gen bolgesini hedef aan INNO-LiPA Mycobacteria v2
(Innogenetics N.V.,Zwijndrecht, Belgium) ve 23S rRNA genini hedef alan GenoType
Mycobacteria CM/AS (CM, common mycobacteria; AS, additional species), (Hain
Lifescience GmbH, Nehren Germany) ters hibridizasyon testleri rutin olarak kulanilmaktadir.
INNO-LiPA Mycobacteria v2 ile tek basamakta 16 farkli mikobakteri turti (M. tuberculoss
kompleks, M. kansasi, M. gordonae, M. avium, M. intracellulare, M. chelonae grup,
M. genavense, M. simiae, M. marinunyM. ulcerans, M. celatum, M. malmoense,
M. haemophilum, M. fortuitum-peregrinum kompleks, M. smegmatis) tammlanabilmektedir.
GenoType Mycobacteria yonteminde ise tammmlanmasi istenen mikobakteri izolat1 6nce daha
stk gorulen mikobakteri tirlerinin  saptandigi  GenoType Mycobacteria CM  testiyle
degerlendirilir, bu testle tammlanamayan mikobakteriler ise genellikle daha az gorilen

mikobakteri tirlerini saptayan GenoType Mycobacteria AS testi ile tammlanmaktadir.
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GenoType Mycobacteria CM testi ile ; M. avium, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum,
M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense,
M. marinumM. ulcerans, M. peregrinum, M. xenopi ve M. tuberculosis kompleks
tammlanabilmektedir. Ancak izolat GenoType Mycobacteria CM testi ile tammlanamazsa,
GenoType Mycobacteria AS testi ile tammlama yapilir. Bu test daha nadir izole edilen ;
M. smiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense,
M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii,
M. ulcerans, M. gastri, M. asaticum, ve M. shimoide’yi tammlayabilmektedir(74). Bu testler
hizl1 uygulanmakta ve kolay bir sekilde yorumlanmaktadir(75,76).

4.10.2.2. PZT-Restriksyon Enzim Analizi Yontemi (PRA)

Mikobakterilerin hizl1 bir sekilde tammlanmasi igin “PCR-REA” (Restriksiyon enzim
analizi) (PRA) ve diger ismi “PCR-restriction fragment length polymorphism” (PCR-RFLP)
olan yontem gelistirilmistir. Bu teknik; tim mikobakterilerde bulunan hsp65 gen bolgelerini
hedef alan PZT, daha sonra amplikonlarin restriksiyon enzimleriyle kesilmes ve elde edilen
drinlerin  elektroforezi asamalarindan olusmaktadir. Hibridizasyon basamaklari  ve
radyoaktivite icermeyen bu yontem ile elde edilen paternler tir saptama cetveline gore analiz
edilerek, kisa sirede sonug vermektedir(77).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri (RE); kisa DNA dizilimlerini 6zgul olarak tanyan
ve bu dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler igindeki spesifik bolgelerden DNA’yt
kesen enzimlerdir. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin biyuk bir kismi bakteriler, bir
kismi viridar ve Okaryotik canlilar tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzimler metilaz
aktivitelerine, alt Unite yapilarina, kesim 6zgulltklerine ve kofaktor ihtiyaclarina gore, tip I,
[1, 111 ve “homing” endonukleazlar olarak 4 genel grupta siniflandirilmaktadir. Restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin Ozelliklerinden en dikkate deger olam, bu enzimlerin optimal
sartlarda 0zgil DNA’y1 en yakin dizilimden kesebilme basarilarimn optimal olmayan
sartlarda oldukca degismesidir. Ornegin; EcoRI enziminin tamma bolgesi (5’ -GAATTC-
3')' ne baglanma oram en yakin tamima bolgesi (5-TAATTC-3')'ne kiyasla 10° kat daha
fazladir. Ancak, enzim igin optimal olmayan sartlar altinda bu oran oldukga degismektedir.
Enzimlerin benzer bolgeleri kesme islemine, bir enzimin “star aktivitesi” denilmektedir.
Kullanllan enzimlerin gtar aktiviteye sahip olup olmadiklarinin  bilinmesi  molekiler
caligmalarin basarist agisindan 6nemlidir(78).
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4.10.2.3. " Single-stranded conformation polymorphism” (SSCP) Y dntemi

Mikobakterilerin tammlanmasinda dizi analizine aternatif olan bir yontemdir. Bu
yontemde hedef genin PZT ile gogaltilmis kisa dizileri kullanilir. Bu diziler 1si ile denattire
edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatiirasyonu sonrasinda, farkl dizilerdeki
parcalar farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu parcalar elektroforez ile
ayristinldiginda, her parca farkli bir hizla hareket eder. Bu yontem temel olarak genomik
DNA'’daki nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde kullamlir. Bunun yam sira son yillarda,
16S rRNA geninin PZT ile cogdtilmig parcalarinin SSCP analizi, bakteri tlrlerinin
tammlanmasinda da kullanmimaktadir.

Mikobakteri turlerinin tammlanmasina yonelik olarak gelistirilmis olan SSCP
yonteminde, mikobakteriyel 16S rRNA geninin degisken bolgelerine dzgul dort ayri gift
iplikgikli parca, dort cift floresan isaretli primer ile gogatiimakta ve elde edilen drlnlerin
SSCP analizi yapilmaktadir. Bu yontemle PZT sonrasinda SSCP analizi sonucu 30 dakika
icinde alinabilmekte, kapiller elektroforez sistemi sayesinde aym anda 16 oOrnek test
edilebilmektedir. Hizl1 ve 6zgul bir yontemdir(4).

4.10.2.4. “DNA microarray”

“DNA microarray” c¢ok sayidaki DNA dizilerinin hizli bir sekilde incelenmesini
saglayan yontemdir. PZT ile elde edilen amplikonlarin, gok sayida farkl: oligonukleotid prob
iceren minyatUr analitik araclar olan “DNA chip” Uzerinde kendine uyan prob ile hibridize
olmasi sonrasinda ortama yayilan floresan sinyalerin bir tarayici tarafindan saptanmasi
esasina gore mikobakterileri tir diizeyinde tanumlamaktadir. Ayni zamanda M. tuberculosis'in
rifampisin direncine yol agcan rpo f gen mutasyonlarinin belirlenmesinde de kullanlabilir.
Testin ortalama sonuglanma stiresi 4 saattir. Bu yontemin olumsuz taraflari, pahali olmasi ve
sinirl sayida turts tammlayabilmesidir(79).

410.25. Mikolik Asit Analizi

Mikolik asitler mikobakteri hiicre duvarinin dnemli bir kismini olusturan uzun zincirli
B-hidroks yag asitleridir. Her mikobakteri turtinde farkli fonksiyonel gruplar ve farkli karbon
sayili mikolik asitler bulunur. Tire 6zgu bu farkliliklar nedeniyle mikolik asit analizi
mikobakteri turlerinin tammlanmasinda 6nemlidir. Bu amagla “ thin-layer chromatography”
(TLC), *“high-performance liquid chromatography” (HPLC) ve *“gasliquid
chromatography” (GLC) teknikleri kullamlmaktadir. TLC yontemi uygulanarak mikolik
adsitler tasidiklar1 ester gruplarina gore yedi grup altinda toplanmaktadir. Bundan sonraki
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asamada, mikobakteri hicresinden saflastirnllan mikolik asitler silikon jel Uzerinde
yuruttlmekte ve olusan paternler standart suslarla karsilastirilarak tammlama yapilmaktadir.
HPLC analizinde, mikolik asitler polarite ve karbon sayil arina gore ayrilmaktadir. Daha polar
olan ve kisa karbon zincirli mikolik asitler, daha kisa eliisyon zamanlarina sahip olmaktadir.
Bu asamadan sonra elde edilen kromatogram grafikleri standart suslarin grafikleriyle
karsilagtirilarak tammlama yapilir. GLC yonteminde ise sadece mikolik asitler degil,
mikobakteri hiicre duvarinin biitlin yag icerigi analiz edilir. Bu Gi¢ mikolik asit analiz yontemi
icinde en guvenilir sonuglar HPLC yontemi ile elde edilir. TLC ve GLC yontemleriyle bazi
mikobakteri turleri aym grafik paternlerini verdigi igin, her turin tammlanmast mumkin
olmamaktachr(4). Ozellikle hizl1 tireyen mikobakterilerin mikolik asit paternlerinin gok benzer
olmasi ve benzer sekilde M. avium-M. intracdlulare ayrimindaki guclukler, mikolik asit
analiz yontemlerinin dezavantgjlaridir(80). Mikolik asit analizi; pahali ekipman ve yiksek
maliyet gerektirmesi nedeniyle yalmzca referans laboratuvarlar: tarafindan kullamlmas:
Onerilmektedir(4,57).

410.2.6. DNA Dizi Analizi

Mikobakteri turlerinin tammlamasinda DNA dizi analizi altin standarttir ve ayni
zamanda suslarin iligkileri hakkinda filogenetik bilgi saglamaktadir. Birkag basamakta
yapilmaktadir. Bunlar sirasiyla; nukleik asit izolasyonu, amplifikasyonu, nikleik asit
hedefinin isaretlenmesi, isaretlenmis hedeflerin elektroforetik olarak ayrilmasi ve
elektroforezden elde edilen bilginin anlamli DNA dizi bilgisine donustirilmesidir. Y 6ntem
Sanger’in  zincir sonlandirma teknigi temeline dayanmaktadir. Bu yontem DNA
polimerazlarin dNTP ler yaninda, deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan
ddNTP leri de substrat olarak kullanmalari esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplik¢igine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi
durmaktadir. Mikobakterilerin tammlanmas: amaciyla dizi analizi igin hedef olarak segilen en
onemli gen bolgeleri, 16S rRNA, hsp 65, ITS, gyrB, recA ve rpoB ‘dir. Bu gen bdlgeleri tim
mikobakterilerde bulunan, mutasyondan ¢ok iyi korunan ve her tire 6zgu degisken diziler

iceren gen bolgeleridir.

Mikobakterilerin tur dizeyinde tammmlanmalarinda en énemli ve en sik kullanidlan iki
bolge 16S rRNA ve hsp65 gen bolgeleridir. Bu bolgelerin dizi analiziyle ayrilamayan tirler
icin diger bolgeler alternatif olarak kullamimas: 6nerilmektedir(4). 16S rRNA geni, bltin

bakterilerde ¢ok iyi sekilde korunmus olmasi ve tire 6zgu degisen diziler icermes nedeniyle
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bakterilerin molekiler tammlanmasinda altin standart olarak kabul edilen bir hedef bolgedir.
16S rRNA dizi analizi, gogu mikobakteri turinin tammlanmasim saglamasina ragmen,
M. tuberculosis kompleks Uyelerini ayirt edemez. Benzer olarak Onemli bir patojen olan
M. kansasii ile patojenik olmayan M. gastri, M. marinumile M. ulcerans in ve M. malmoense
ile M. szulgai’'nin dizi analizi aymdir. Bunlarin ayirt edilmesi igin ek bolgelerin dizi analizi
gerekmektedir(11,75).

Dizi andizi yontemlerinde, elde edilen bakteri dizilerini bilgisayar ortaminda
karsilastirmak icin standart dizilere ihtiyag vardir. Degisik kaynaklardan elde edilmis standart
dizilerde de zaman zaman farkliliklar ortaya cikabilmekte ve yanlis sonuclara neden
olabilmektedir. Bir standardizasyon saglamak ve dizi analizi sonuclarimin guvenilirligini
arttrmak amaciyla kurulmus standart dizi analizi servisleri mevcuttur. “ Ribosomal
Differentiation of Medical Microorganisms’ (RIDOM), “European Molecular Biology
Laboratory” (EMBL), “Ribosomal Database Project Labratory” (RDPL-II) ve “DNA
Databank of Japan” (DDBJ) gibi ¢esitli veri tabanlari, internet araciligiyla kullamma

sunulmustur.
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Calismaya Alinan TDM Suslari

Dokuz Eylul Universites Hastanesi Merkez Laboratuvaring, 2004-2010 yillar:
arasinda gonderilen solunum yollar1 Orneklerinden soyutlanan 156 adet TDM izolat
caigmaya alindi. Hastalarin ardisik 6rneklerinden izole edilen aym etkenler calisma dist
birakilmustr.

5.2. TDM’lerin Uretilmes

2004-2009 wyillarn arasinda, Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda TDM  olarak
tammlanmis Orneklere ait BACTEC 12B siselerinden 0,5 mL aimp, LJ besiyerine ekim
yapildi. 2010 yilina ait izolatlar, rutinde Greyen LJ besiyerlerinden alinan kolonilerin 0,5 mL
steril digtile su igerisinde stispanse edilerek yeni LJ besiyerlerine ekilmesi ile Uretildi. Butin
islemler biyogtvenlik kabini icerisinde gerceklestirildi. Ekim yapilan LJ besiyerleri 35°C’de

inkiibe edildi ve Uremeler kontrol edilerek, ireme zamanlar: not edildi.

5.3. TDM’lerin DNA izolasyonu

5.3.1. izolasyonda Kullamlan Gereg ve Kimyasallar

Steril, “RNAase-DNAase free” vidal1 kapakli mikrosantrifiyj tipleri
Steril olarak hazirlanmis, serum fizyolojik, distile su ve ekiivyon

Mikro santrifdyj cihazi (Mikro 120, Hettich Zentrifugen-Almanya)
Vorteks cihazi (MS2 Minishaker, IKA Works Inc.-ABD)

TrissEDTA tamponu (10xTris-EDTA, Fisher Bioreagents-ABD)

Ist blogu cihazi (Major-Science, Cool-Hotter dry bath incubator-Tayvan)
100-1000 pL steril pipet uglar: ve pipetor

Orneklerin tlpler arasindaki transfer islemleri biyogivenlik kabini igerisinde
gerceklestirildi. DNA izolasyon basamaginda kullamlan TrisEDTA tamponu 1x olmasi
gerektiginden stok sollisyon steril distile su ile 1/10 oramnda dillie edildi. Dillisyon islemi
sonucu olugan 1x TrisEDTA tamponunun icerigi; pH:7,4, Tris:10 mM, EDTA:1 mM
seklindedir.

5.3.2. DNA izolasyon Basamaklari
Guvenlik kabininde TDM izolatina ait kultirden steril bir ekivyonla koloniler

toplanarak, vidali kapakli ependorfta bulunan 1 mL serum fizyolojik igerisine alind.
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11.000 G’'de 1 dakika santriftj edildi ve slipernatan atildi.

COkelti tzerine 250 puL 1X TE tamponu eklenerek vortekslendi.

11.000 G’'de 1 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atildh.

COokelti tizerine 250 puL 1X TE tamponu eklenerek, 95 °C’ de 10 dakika inkuibe edildi.
11.000 g de 1 dakika santrifdij edildi.

Slipernatan kissim DNA ekstrakti olarak -20 °C’ de sakland:.

5.4. TDM’lerin hsp65 gen bolgelerinin PZT ile gogaltiimas

TDM’lerin hsp65 gen bolgelerinin 441 baz ciftlik parsiyel bdlges PZT ile
cogaltilch(77).

5.4.1. PZT deKullamlan Gereg ve Kimyasallar

dHO

10X buffer (NH4)2SO4 (Thermo-EP0402)

25 mM MgCl; (Thermo-EP0402)

10 mM dNTP set (Thermo-R0181)

Tag DNA polimeraz (Thermo-EP0402)

Primer 1 (Tb 11): 5 ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3 (Alpha DNA, Kanada)
Primer 2 (Tb 12): 5 CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’ (Alpha DNA, Kanada)
TDM DNA ekstrakti

Steril, “RNAaz-DNAaz free” mikro test tipleri (0,5 mL)

10-100-1000 pL steril, “RNAaz-DNAaz free” filtreli pipet uglar: ve uygun pipetorler
Thermal cycler aleti (Techne TC-412, Ingiltere)

5.4.2. PZT Reaksiyon Karisimimn Hazirlanmasi

PZT karisimi temiz odada ve buz Uzerinde hazirlandi. Bir 6rnek icin kullanilan
mazemeler sirasiyla; dH20 32,5 uL, 10X Buffer 5,0 uL, MgCl, (25 mM) 4,0 uL, dNTP 10
mM 1,0 pL, Primer 1 (Tb11) 1,0 uL, Primer 2 (Tb12) 1,0 uL ve Taq DNA polimeraz 0,5 pL
olacak sekilde toplam 45 pL karisim hazirlandi. Calisilacak 6rnek sayisi kadar hazirlanan
karisim 0,5 mL’lik tplerin her birine 45 L dagitildi. Uzerine 5 uL ekstrakte DNA eklendi.
Thermal cycler adetine yerlestirildi. Thermal cycler aletinde asagidaki siklus programi

uygulandi.
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- 95 °C de 5 dakika 6n denattirasyon

- 94°C de 1 dakika

- 62°C de 1 dakika 40 dongu

- 72°Cde 1 dakika

- 72 °C de 10 dakika son uzatma

- Reaksiyon 4°C’ de durduruldu.

5.5. PZT Urinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZT Urtnleri amplifikasyon Uruni saptama basmaginin uygulanacag: zamana kadar 2—
8°C'de saklandi. PZT ile gogaltilan hsp65 geninin 441 baz ciftlik bolgesi agaroz jel
elektroforezi ile gosterildi.

5.5.1. Kullanmilan Gereg ve Kimyasallar

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X) (Zeydanl1-DZTBE10-1)
Etidyum bromit 1 g (AppliChem-A1151)

Agaroz 100 g (1Bl Scientific-IB70073)

Jel yukleme tamponu (Fermentas-R0611)

100 bp DNA marker (Bioron-304005)

Jel hazirlamak igin kullamlan TBE, distile su ile 1/10 dilie edilerek 1X TBE
hazirlanmugtir. Etidyum bromit soltsyonu (EtBr), 10 mg/mL konsantrasyonda olmasi igin 1g
EtBr 100 mL distile su ile karistirildi. Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi, 2—
8°C sicaklikta saklandi. Jdl yikleme tamponu 2-8°C de saklandi. 100 bp. DNA marker -
20°C’ de saklandh.

55.2. Yontem

Elektroforez tankina uygun olarak %2’ lik agaroz jel hazirlamak icin 0,8 g agaroz
40 mL 1X TBE igerisinde mikrodalga firinda eritildi.

Tamamen erimis agarin Gizerine 2,5 uL EtBr eklenerek yavasca karistirild.

Onceden hazirlanan ve taraklar: yerlestirilen elektroforez tank kalibina dokuldu.
Katilagmasi igin 20 dk beklendi.

Ik kuyucuga standard belirleyici olarak 100 bp. DNA marker yiiklendi. (DNA marker,
kullanima hazir olmadigindan 2,5 pL marker, 2,5 pL distile suve 2 uL jel yikleme

tamponu homojen olarak karistirilarak ilk kuyucuga yuklenmistir)
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Ikinci kuyucuktan itibaren 2 uL jel yiikleme tamponu ile homojen olarak karistirilan
10 puL PZT drdnleri her sus icin ayr1 ayri1 kuyucuklara yuklendi.
45 dk. 120 volt'ta e ektroforez yapildi.

UV transluminator tzerinde je fotograflandi.

5.6. DNA Sekans Prosediir i
5.6.1. PZT Urunlerinin Gonderilmes ve Hizmet Alimi

PZT dranlerinin jel goruntileri DNA marker’a gore hizalanarak degerlendirildi.
441 bp uzunluguna denk gelen, uygun netlikte ve saf bant gorilen PZT drtnlerinin kalan
40 pL kism sekans islemine gonderilmek Uizere 2—8°C’ de saklandh.

PZT drdnleri, saflastirma ve ¢ift yonli sekanslama igin hizmet aiminmin yapildig:
Kore'ye gonderildi (Macrogen Inc, Kore). Sekans islemi icin PZT reaksiyonunda kullanilan
Tb1l ve Tb12 primerleri kullamldi. Sonuglar yaklasik bir hafta icerisnde kromatogram
dosyalar: seklinde ve abl dosya formatinda elektronik posta yoluyla tarafimiza génderildi.

5.6.2. Gonderilen DNA Dizilerinin Analiz Edilmesi

Gonderilen abl formatindaki dosyalar BioEdit ( Biological sequence alignment editor-
Ibis Biosciences, Kanada) programu ile fasta formatina donusturulerek kayit edildi. Bu diziler,
Genbank’ tan (National Center for Biotechnology Information-National Library of Medicine,
ABD) indirilen referans mikobakteri hsp65 gen bolges dizileri ile karsilastirilarak BioEdit
programu ile hizaland.

Hizalanmis fasta formatindaki DNA dizileri, BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool-National Library of Medicine, ABD) programu ile analiz edilerek 156 adet izolat tr

diizeyinde tarumlandh.
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6. BULGULAR

Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvart Mikobakteriyoloji birimine
2004-2010 yillar1 arasinda gelen 6rnek sayilari, Greyen MTBK ve TDM sayilan asagida
gosterilmektedir (Tablo 6).

Tablo 6. Yillara gore gelen, treyen ve ¢alismaya alinan 6rnek sayilar

Tarih MTBK TDM CaismayaAlinan | Laboratuara Gelen
Sayisi Sayist TDM Say1si Ornek Sayisi

Sol_l_Jnum YQI u 46 31 20

2004 Ornekleri
Solur]um yolu 19 6 0 1789
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum YQI u 80 10 4

2005 Ornekleri
Solur]um yolu 16 2 0 2239
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum Yolu 94 15 13

2006 Ornekleri
Solur]um yolu 17 1 0 2230
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum YQI u 99 38 35

2007 Ornekleri
Solur]um yolu 23 3 0 2630
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum Yolu 55 50 46

2008 Ornekleri
Solur]um yolu 11 4 0 2514
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum Yolu 83 15 12

2009 Ornekleri
Solur]um yolu 37 6 0 2750
cdis1 Ornekler
Sol_l_Jnum Yolu 64 2% 2%

2010 Ornekleri
Solur]um yolu 29 0 0 2648
cdis1 Ornekler
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2004-2010 yillar1 arasinda solunum yolu 6rneklerinden izole edilen TDM sayist 185
idi. Hastalarin mikerrer Orneklerinden izole edilen TDM'ler ile pasg) sonrasi tekrar
uretilemeyen TDM' ler galisma dis1 birakildi ve 156 izolat ¢aligmaya alindi. Calismaya alinan
izolatlarin 86'st (%55,1) erkek, 70'i (%44,9) kadin hagtaya aitti. Orneklerin dagilimi; 78
(%50) brons lavaj, 65 (%41,7) bagam, 11 (%7) bronkoalveolar lavaj ve 2 (%1,3) trakea
aspirat seklindeydi.

Calismaya alinan tim hasta orneklerinden Gremis TDM izolatlari LJ besiyerlerine
pasajlandi. Haftada bir kez olmak Uzere Gremeleri kontrol edilerek, Greme zamanlari not
edildi. Ureme olan LJ besiyerlerindeki koloniler Kinyoun boyama yapilarak degerlendirildi ve
aside direngli boyanmalar1 dogrulandi.

Resim 3. LJbesiyerinde Uremis TDM izolatlar1 ve Kinyoun boyama gorintileri

Izole edilen bakterilerin hsp65 geninin 441 bp uzunlugundaki parsiyel bolges PZT ile
cogaltildh ve agaroz jel elekroforezi ile dogrulandi.

Resim 4. PZT urunlerinin agaroz jel elektroforez goruntileri

M Al AZ A3 A4 AS AE AT AR A9 AlD M Bl B2 83 B4 BE &6 A7V B8 @9 B0 AiL

I 11ins
(BN RAL

39



Uygun netlikte ve kalinlikta olan PZT bantlar: pirifikasyon ve sekanslama islemi igin
Kore'ye (Macrogen Inc. Kore) gonderildi. Yukaridaki jel goruntilerinden Al, A2 ve A3
numaral izolatlara ait PZT bantlar: ince oldugundan tekrar PZT yapilch. Diger tim bantlar
sekans islemine gonderilmek Uzere 4 °C’ de saklandi. Gelen sonuclar kromatogram dosyalar
seklindeydi. BioEdit program ile analiz edilerek BLAST veri taban ile tir tarmmlar: yapildi.

Resim 5. Sekans islemi sonrasi gonderilen kromatogram dosyasi (C18-F susuna ait)
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Tablo 7. Tur tammu yapilan izolatlar ve uyumluluk oranlar

izolat Hsp65 sekans sonucu tammlanan Uyumluluk oran (%)
numarasu mikroorganizma
A-1 Mycobacterium avium 100
A-2 Mycobacterium xenopi 100
A-3 Mycobacterium xenopi 100
A-4 Mycobacterium abscessus 99
A-5 Mycobacterium abscessus 99
A-6 Mycobacterium abscessus 100
A-7 Mycobacterium bol | etii 100
A-8 Mycobacterium peregrinum 99
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A-9 Mycobacterium abscessus 100
A-10 Mycobacterium xenopi 99
A-11 Mycobacterium lentiflavum 99
A-12 Mycobacterium abscessus 100
A-13 Mycobacterium abscessus 100
A-14 Mycobacterium abscessus 99
A-15 Mycobacterium abscessus 100
A-16 Mycobacterium abscessus 99
A-17 Mycobacterium abscessus 100
A-18 Mycobacterium abscessus 99
A-19 Mycobacterium abscessus 100
A-20 Mycobacterium abscessus 99
A-21 Mycobacteriumintracel lulare 99
A-22 Mycobacteriumintracel lulare 99
A-23 Mycobacterium intracel lulare 99
A-24 Mycobacterium abscessus 99
A-25 Mycobacterium xenopi 100
A-26 Mycobacterium abscessus 99
A-27 Mycobacterium abscessus 99
A-28 Mycobacterium xenopi 99
A-29 Mycobacterium xenopi 98
A-30 Mycobacterium abscessus 99
A-31 Mycobacterium intracel lulare 99
A-32 Mycobacterium abscessus 99

B-1 Mycobacterium abscessus 100

B-2 Mycobacterium xenopi 100

B-3 Mycobacterium abscessus 100

B-4 Mycobacterium xenopi 100

B-5 Mycobacterium abscessus 100

B-6 Mycobacterium abscessus 99

B-7 Mycobacterium xenopi 97

B-8 Mycobacterium xenopi 100

B-9 Mycobacterium abscessus 99
B-10 Mycobacterium abscessus 100
B-11 Mycobacteriumintracel lulare 99
B-12 Mycobacterium abscessus 99
B-13 Mycobacterium abscessus 99
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B-14 Mycobacterium abscessus 99
B-15 Mycobacterium xenopi 100
B-16 Mycobacterium abscessus 100
B-17 Mycobacterium abscessus 100
B-18 Mycobacterium abscessus 100
B-19 Mycobacterium lentiflavum 95
B-20 Mycobacterium abscessus 97
B-21 Mycobacterium abscessus 100
B-22 Mycobacterium fortuitum 100
B-23 Mycobacterium abscessus 99
B-24 Mycobacterium abscessus 100
B-25 Mycobacterium xenopi 99
B-26 Mycobacterium xenopi 99
B-27 Mycobacterium xenopi 99
B-28 Mycobacterium xenopi 99
B-29 Mycobacterium abscessus 100
B-30 Mycobacterium abscessus 99
B-31 Mycobacterium abscessus 99
B-32 Mycobacterium xenopi 99
B-33 Mycobacterium xenopi 99
B-34 Mycobacterium xenopi 99
B-35 Mycobacterium simiae 99
B-36 Mycobacterium abscessus 100
B-37 Mycobacterium simiae 99
B-38 Mycobacterium abscessus 99
B-39 Mycobacterium abscessus 99
B-40 Mycobacterium peregrinum 99
B-41 Mycobacterium lentiflavum 99
B-42 Mycobacteriumavium 99
B-43 Mycobacterium abscessus 99
B-44 Mycobacterium fortuitum 99
B-45 Mycobacterium abscessus 99
B-46 Mycobacterium abscessus 100
B-47 Mycobacterium abscessus 99
B-48 Mycobacterium abscessus 100
B-49 Mycobacterium abscessus 100
B-50 Mycobacterium abscessus 100
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B-51 Mycobacterium fortuitum 99
B-52 Mycobacterium xenopi 99
B-53 Mycobacterium xenopi 100
B-54 Mycobacterium simiae 99
B-55 Mycobacterium xenopi 99
B-56 Mycobacterium xenopi 99
B-57 Mycobacterium xenopi 99
B-58 Mycobacterium abscessus 99
B-59 Mycobacterium fortuitum 99
B-60 Mycobacterium abscessus 99
B-61 Mycobacterium abscessus 99
B-62 Mycobacterium lentiflavum 99
B-63 Mycobacterium xenopi 99
B-64 Mycobacteriumintracel lulare 99
B-65 Mycobacterium abscessus 99
B-66 Mycobacterium abscessus 99
B-67 Mycobacterium abscessus 100
B-68 Mycobacterium abscessus 99
B-69 Mycobacterium abscessus 99
B-70 Mycobacterium abscessus 100
B-71 Mycobacterium abscessus 100
B-72 Mycobacterium abscessus 99
B-73 Mycobacterium abscessus 99
B-74 Mycobacterium abscessus 99
B-75 Mycobacterium abscessus 100
B-76 Mycobacterium abscessus 99
B-77 Mycobacterium senegalense 99
C-1 Mycobacterium fortuitum 99
C-2 Mycobacterium fortuitum 99
C-3 Mycobacterium abscessus 100
C-4 Mycobacterium porcinum 99
C-5 Mycobacterium fortuitum 99
C-6 Mycobacterium fortuitum 99
C-7 Mycobacterium fortuitum 99
C-8 Nocardia cyriacigeorgica 100
C-9 Mycobacterium abscessus 99
C-10 Nocardia cyriacigeorgica 99
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C-11 Nocardia cyriacigeorgica 99
C-12 Mycobacterium abscessus 99
C-13 Mycobacterium peregrinum 99
C-14 Mycobacterium fortuitum 99
C-15 Mycobacterium abscessus 99
C-16 Mycobacterium fortuitum 99
C-17 Mycobacterium peregrinum 99
C-18 Mycobacterium fortuitum 100
C-19 Mycobacterium bol | etii 99
C-20 Mycobacterium abscessus 99
C-21 Mycobacterium abscessus 100
C-22 Mycobacterium fortuitum 100
C-23 Nocardia abscessus 99
C-24 Mycobacterium chelonae 100
C-25 Mycobacterium peregrinum 100
C-26 Mycobacterium lentiflavum 100
C-27 Mycobacterium peregrinum 100
C-28 Mycobacterium peregrinum 97
C-29 Mycobacterium chelonae 100
C-30 Mycobacterium peregrinum 99
C-31 Mycobacterium peregrinum 100
C-32 Mycobacterium peregrinum 100
C-33 Mycobacterium peregrinum 99
C-34 Mycobacteriumavium 100
C-35 Mycobacterium abscessus 99
C-36 Mycobacterium peregrinum 99
C-37 Nocardia abscessus 99
C-38 Mycobacterium xenopi 100
C-39 Mycobacterium xenopi 99
C-40 Mycobacterium peregrinum 99
C-41 Mycobacterium simiae 99
C-42 Mycobacterium peregrinum 99
C-43 Mycobacterium simiae 98
C-44 Mycobacterium peregrinum 99
C-45 Mycobacterium kansasii 100
C-46 Mycobacterium peregrinum 99
c-47 Mycobacterium peregrinum 99




Calismaya alinan 156 izolatin tamami hsp65 gen bolgesi sekans analizi ile tammlandi.
Calismada 13 farklit TDM tird ve 2 farkli Nocardia tird olmak Uzere, toplam 15 farkl: tir
saptandh. En fazlaizole edilen TDM tiirti 69 (%44,2) adet ile Mycobacterium abscessus oldu.
Bunu sirastyla 26 (%16,7) izolat ile Mycobacterium xenopi, 17 (%10,9) izolat ile
Mycobacterium peregrinum, 13 (%8,3) izolat ile Mycobacterium fortuitumizledi.

Ureme sayilarina gore tim turler asagida gosterildi (Resim 6).

Resim 6. Sekans analizi ile tanimlanan tirlerin dagilim

UREYEN TURLER

Mycobacterium abscessus
Mycobacteri um xenopi
Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium simiae
Mycobacterium lentiflavum
Nocardia cyriacigeorgica
Mycobacterium avium
Nocardia abscessus
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium bolletii
Mycobacterium senegalense
Mycobacterium porcinum
Mycobacterium kansasii

mSAYI

80

Rutin laboratuvarimizda TDM olarak tammlanan 156 izolatin 5 tanesinin Nocardia
cinsinden oldugu saptandi. Bunlardan 3 (%1,9) tanesi Nocardia cyriacigeorgica ve 2 (%1,3)
tanesi de Nocardia abscessus olarak tammlandi. Tammlanan Nocardia izolatlarimn
tamaminin balgam orneklerinden izole edildigi goruldi. Ornek tirlerine gore izolatlarin
dagilimi asagida gosterildi(Tablo 8).

45



Tablo 8. Ornek tiplerine gére tamlanan mikroorganizmalarin dagilimi

Ureyen Mikroorganizma Ornek Turleri
BL Balgam BAL TS Toplam
n (%)
Mycobacterium abscessus 37 26 5 1 69 (44,2)
Mycobacterium xenopi 11 15 - - 26 (16,7)
Mycobacterium peregrinum 12 - 5 - 17 (10,9)
Mycobacterium fortuitum 5 7 - 1 13 (8,3)
Mycobacteriumintracellulare 2 4 - - 6 (3,8
Mycobacterium simiae 4 1 - - 53,2
Mycobacterium lentiflavum 4 1 - - 53,2
Mycobacterium avium 2 1 - - 3(1,9
Nocardia cyriacigeorgica - 3 - - 3(1,9
Nocardia abscessus - 2 - - 2(1,3)
Mycobacterium chelonae 1 - 1 - 2(1,3)
Mycobacterium bol | etii - 2 - - 2(1,3
Mycobacterium senegalense - 1 - - 1(0,6)
Mycobacterium porcinum - 1 - - 1(0,6)
Mycobacterium kansasii - 1 - - 1(0,6)
Toplam 78 65 11 2 156 (100)

Laboratuvarimiza gelen solunum yolu drneklerinin buytik cogunlugu brong lava) ve
balgam ornekleridir. Bununla dogru orantili olarak tremeler en sik brons lavaj drneklerinde

olmus, bunu balgam ornekleri takip etmistir.
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Tablo 9. Tammlanan izolatlarin yillara gore dagilim

Ureyen Mikroorganizma Yillar
2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | Toplam

M. abscessus 6 3 12 16 26 5 1 69
M. xenopi 1 - - 8 10 5 2 26
M. peregrinum - - - - 2 1 14 17
M. fortuitum 6 1 - 3 3 - - 13
M. intracdlulare 1 - - 5 - - - 6
M. simiae - - - 1 2 - 2 5
M. lentiflavum 2 - - - 2 - 1 5
M. avium 1 - - - - 1 1 3
N. cyriacigeorgica 3 - - - - - - 3
N. abscessus - - - 2 - - - 2
M. chelonae - - - - - - 2 2
M. bolletii - - - - - - 2
M. senegalense - - - - 1 - - 1
M. porcinum - - 1 - - - - 1
M. kansasii - - - - - - 1 1
Toplam 20 4 13 35 46 12 26 156

Yillara gore tammlanan izolatlarin dagilimi yukarida verilmistir. Yillara gore
degiskenlik gorilse de en sik tammmlanan M. abscessus ve M. xenopi’ nin 2007-2008 yillarinda
siklikla izole edildigi, 2004-2007 arasinda hig izole edilmeyen M. peregrinum’un ise 2010
yilinda pik yaptig1 net bir bigimde gorulmektedir.
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7. TARTISMA

Uzun yillar boyunca tiiberkiiloz hastaliginin gélgesinde kalan ve 6nemsenmeyen TDM
enfeksiyonlari, ¢6zelikle bagisikligi baskilanmig hastalarin yam sira, saglikli insanlarda ve
hastanede uzun siire yatan hastalarda kolonize olmakta ve ciddi seyir gosterebilmektedir. Bu
enfeksiyonlarin  son yillarda artarak Onem kazandigi cesitli  calismalarla ortaya
konulmustur(10,81). Laboratuvar tam yontemlerinin Ozellikle de molekiler yontemlerin
gelismes TDM'lerin tlr duzeyinde tamimlanabilmesine olanak saglamis, zahmetli

konvansiyonel yontemlerin 6niine gegmistir.

Molekiler yontemlerin gelismesi aym zamanda yeni turlerin kesfini kolaylastirmis ve
1986’ da 50 tane olduklar1 sanilan TDM tir sayist ginimtzde 140 in Uzerine Gikmigtir(81).
Ancak bu kadar ok TDM turine ragmen 25 kadari siklikla enfeksiyon etkeni olarak
gorulmekte, digerleri cevresel olarak bulunup nadiren klinik Orneklerden izole
edilebilmektedir(82).

Tim  mikobakteriyel — enfeksyonlaain %  0,5-35i TDM  tirlerinden
kaynaklanmaktadir(28). Bizim laboratuvarimizda 2004-2010 yillari arasinda izole edilen
solunum yolu ve solunum yolu dist tim mikobakteri izolatlariin %23,9'unu TDM’ler
olusturmaktadir. Sadece solunum yoluna ait mikobakteri izolatlarinda TDM' lerin payr %26,2
olarak bulunmustur. ABD’de yapilmis igtatistiksel ¢alismada izole edilen 3200 mikobakteri
tUrdndn 1/3'G TDM olarak tammmlanmustir(47). Tuberkiloz igin endemik olan Kenya da 2012
yilinda yapilan bir calismada 361 mikobakteri enfeksiyonunun 15'i (%4,2) TDM olarak
bildirilmistir(83). 2013 yilinda Nijerya da yapilan bir ¢calismada ise 444 mikobakteri izolatimn
69'u (%15,5) TDM olarak saptanmistir(84). Az gelismis Ulkelerde tammlama olanaklarinin
kisitliligit TDM'’ lerin daha dusuk oranlarda bildirilmesine neden olabilmektedir(84). Gelismis
Ulkelerde ortalama yasam slresinin uzamasi, bagisiklik sistemini baskilayan tedavi ve
hastaliklarin artmasi ve enfeksiyonlarin tamsindaki gelismeler, TDM enfeksiyonlarinin az

gelismis Ulkelere oranla daha ylksek oranda gortlmesini agiklayabilir(29,47,84).

TDM'ler gesitli bolgelerde enfeksiyon olusturmakla birlikte en sik neden olduklar:
tablo solunum yolu enfeksiyonlaridir(48). Yapilan cesitli calismalarda pulmoner TDM
enfeksiyonlarimin insidansinda ciddi artislar  goruldigt  bildirilmektedir(85). Bildirilen
raporlarda TDM insidansinin dinya c¢apinda 0,7-1,8/100.000 vaka araliginda oldugu
gorulmektedir(48). Fransada solunum yolu enfeksiyonlari iginde TDM insidanst
0,73/100.000 vaka olarak bildirilmektedir(49). ABD’de ise solunum yolu enfeksiyonlarinda

48



bildirilen TDM insidanst 1,8/100.000 vakadir. TDM enfeksiyonlari, bildirimi zorunlu hastalik
olmadigindan Ulkemizde veriler oldukga kisithdir. Konyada 2011 yilinda yapilan bir
caigmada mikobakteriyoloji laboratuvarlarina tuberkiloz 6n taus: ile gonderilen 1670
ornekle yapmis olduklari ¢alismalarinda %3,7 kultir pozitifligi bildirilmis ve bunlarin; %3,1'i
(53/1670) MTBK, %0,6'st (10/1670) TDM olarak tammlanmustir(86). izmir'de farkli bir
merkezde yapilan galigmada, 2004-2009 yillar1 arasinda gelen solunum yolu Ornekleri icinde
TDM kdltdr pozitifligini %2,1 olarak bildirilmistir(55). Laboratuvarimizda 2004-2010 yillar
arasinda TDM Uremes saptanan hasta drneklerinin yillara gore dagilimi sirasiyla %2 - %0,5 -
%0,7 - %1,7 - %2,1 - %0,8 - %0,9'dur. Yedi yilin ortalamasi %1,2 olarak saptanmustir.
Oranlar genel olarak benzer olmakla birlikte laboratuvarlar arasi farklarin kullanilan kaltir ve
tam yontemlerinin duyarlihg ile yoresd farkhiliklara bagli olabilir. Ozellikle gogus
hastaliklar Uzerine hizmet veren merkezlerin (Izmir merkezli diger calismada oldugu gibi)
TDM oranlarinmin bize gore yiksek olmasi bekledigimiz bir durumdur.

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kiltur pozitiflik oranlarimn bilinmesi 6nemlidir.
Bu oranlarin beklenenden yiiksek bulunmasi laboratuvar sorumlusunun dikkat etmesi gereken
bir durumdur. Ozellikle bronkoskopi Unitesinden gelen solunum yolu 6rneklerinde ardisik
pozitiflikler ve aym etkenin izole edilmesi, endoskopik malzemelerin sterilizasyonunda bir
sorun olabilecegini akla getirmelidir(63,87). Aym sekilde kultar pozitiflik oranlarinin
normalin Uzerine ¢iktigi donemlerde laboratuvar igi kontaminasyon olabilecegi de goz ardi
edilmemelidir. Bu nedenle TDM'lerin, hizli ve dogru sekilde tir diizeyinde tamimlanmast

Onem tasimaktadir.

Son on yilda mikobakterilerin tammlanmasinda molekuler yontemlerin kullammi
giderek artmistir(88). Mikobakterilerin tammlanmasinda kullanilan DNA prob teknigi
kullanimi kolay, hizli sonug veren MTBK ile TDM ayrimi yapabilen molekiler yontem
olmakla birlikte, her tire spesifik prob kullamimas: gerekliligi ve sinirli sayida
mikobakterileri tamumlayabilmeleri olumsuz yonleridir(79). PCR-RFLP ucuz bir yontem
olmakla birlikte, DNA kesiminden sonra jelde elde edilen bant gorintulerine gére DNA
uzunluklart belirlenerek yapilan tammlamada, bant uzunluklarimn gozle degerlendiriliyor
olmasi standardizasyonu zor hale getirmektedir. Bu yontem bircok tdr icin kullamsli olmasina
ragmen yeni turlerin taksonomisinde kullamlamamaktadir(38). SSCP, DNA dizi analizine
alternatif olarak gelistirilen daha gok mutasyonlarin tespiti amaciyla kullamlan bir yontemdir.
Bu yontem daha az mikobakteri tirini tammlayabilmektedir(46). Genomik simiflandirma ve
tammlamalar mikroorganizmanin iyi korunmus gen bolgesindeki farkliliklarin ortaya
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konulmasiyla yapilmaktadir. Bu farkliliklart en iyi sekilde gosteren yontem DNA dizi
analizidir. Bu yontem yeni tdrlerin tammlanmasim ve tirler arasindaki taksonomik
benzerligin ortaya konulmasimi saglayabilmektedir. Sekans temeline dayali tammlama,
laboratuvarlarda klasik test sonuclaryla paraellik gostermekte olup molekiler yontemler
icinde referans olma Ozelligini tasimaktadir(39). Referans yontem olmasi sebebiyle biz de
caisamizda 156 adet izolati DNA dizi analizi ile tammladik. Bu yontemin en ©nemli
dezavantaji rutin laboratuvarlar icin sekans analiz cihazinin pahali olmasi ve sonuclarin

analizi icin tecriibeli persond gereksinimidir(89).

DNA dizi analizi yonteminde kullanilacak hedef gen boélgesinin segimi dnemlidir.
DNA dizi analizi icin mikobakterilerinin tammlanmasinda 16S rRNA, recA, hsp65, gyrB,
16S-23S rRNA (ITS), dnaJ, rpoB ve sodA gibi gen bdlgeleri kullamimaktadir. Bu bolgeler
tum bakteri tdrlerinde bulunan, ¢ok iyi korunan ve her tiire gore degisen oranda spesifik
genler icermektedir. 16S rRNA gen bolges diger gen bolgelerine gbre uzun yillardir
prokaryotlarin tammlanmasinda ve taksonomisinin yapilmasinda kullanilan ve altin standart
olarak kabul edilen gen bolgesidir(90). Ancak mikobakterilerin genotipik yapilarinin birbirine
cok benzer oldugundan sekansla elde edilen dizi analizlerindeki benzerlikler, sonuglarin
yorumlanmasinda zorluklara neden olmaktadir. 16S rRNA dizi analizi, gogu mikobakteri
tiriinuin tammlanmasini saglamasina ragmen baz: tirlerin ayriminda basarili degildir. Onemli
bir patojen olan M. kansasii ile patojenik olmayan M. gastri, M. marinum ile M. ulcerans'in
ve M. malmoense ile M. szulgaii’nin 16S rRNA dizi analizi aym sekildedir. Bunlarin ayirt
edilmesi igin ek bolgelerin dizi analizi gerekmektedir(11,75). Altenatif gen bolge erinden biri
olan 16S-23S rRNA gen bdlges bazi mikobakter i¢in daha fazla spesifik 6zellik tasimaktadir.
Fakat polimorfizm oramnin gok yiiksek olmasi sonucglarin yorumlanmasinda gesitli zorluklara
neden olmaktadir(22). 16S rRNA ve 16S-23S rRNA bolgesinin sekans sonucuyla ayirt
edilemeyen mikobakteriler, rpoB, recA dizi analiziyle tammlanabilmektedir. Ancak rpoB ve
recA gen bolgeleri, 16S rRNA gen bdlgesine gore daha sinirli sayida mikobakteri tirind
tammlayabilmektedir(90).

Mikobakterilerin DNA dizi analizi ile tammlanmasinda 16S rRNA gen bdlgesinden
sonra en sik kullanilan bolge hsp65 bdlgesidir. Bu bolge mikobakterilerin tammlanmasinda
16S rRNA gen bolgesine alternatif olarak kullaniimaktadir(89). Hsp65 gen bolges siklikla
PCR-RLFP yontemiyle mikobakterilerin tanumlanmasinda tercih edilmekteyken, dizi analizi
ile mikobakterilerin tammlanmasinda da oldukca basarilidir(88). 16S rRNA gen bolgesine

oranla dizi uzunlugunun daha az olmasi hsp65‘in avantajidir(12). Turrenne ve arkadaslar,
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yaptiklart bir caligmada M. fortuitum varyanti ile M. senegalense, M. porcinum ve
M. farcinogenes'in 16S rRNA gen bolgesinin ilk 500 bazlik boluminin %100 uyumlu
oldugunu gormusler ve 16S rRNA gen bdlgesinin tamamimin sekansimin  yapilmasin
Onermislerdir(39). Rinquet ve arkadaslart ise yaptiklari calismada M. cholenae ve
M. abscessus turlerinin hsp65 bolgesinde 30 niikleotitlik farklilik olmasina ragmen 16S rRNA
bolgesinde 4 nikleotitlik bir fark bulmuglar ve TDM’lerin tammlanmasinda hsp65’in daha
Ustiin oldugunu belirmislerdir(13). Biz de, 16S rRNA gen bolgesine gbre daha kisa bir
bolumin sekanslanarak tur tammimin yapilabilmesi ve yakin mikobakteri tirleri arasinda
16SrRNA bolgesine gore daha fazla polimorfizm gostermes nedeniyle ¢alismamizda hsp65
gen bolgesini tercih ettik.

DNA dizi analizi ile tur tamm yaparken elde edilen diziler gen bankasindaki standart
diziler ile karsilastirilir ve bu standart dizilere gore uyum oram degerlendirilir. Sekans analizi
icin en 6nemli unsur kullanmlan referans verilerin guvenilirligidir. Bu nedenle TDM tarlerini
tiplendirmek igin yapilan calismalarda, arastirmacilarin kendi referans verilerini olusturmalar
ve analiz edilen dizilerin bu verilerle karsilastirma yapilarak tarmmlanmasi 6nerilmektedir(39).

DNA dizi analizinde bir mikobakteri tlrinin tammlanmast igin referans dizi ile
tammlanacak dizi arasindaki benzerlik orammn ne kadar olmasi gerektigi konusunda
arastirmacilar arasinda tam bir gorUs birligi yoktur. Turrenne ve arkadaglar: diziler arasindaki
%0,8-2 nukleotid farkinin raporlanabilir benzerlik oran: oldugunu belirtmislerdir(39). Cloud
ve arkadaslart yaptiklari calismada %2'lik baz farkim kabul edilebilir oran olarak
degerlendirerek kendi galismalarinda kullanmislardir ve tammlama oramnin iyi olmadig:
durumlarda aranan tirin en yakin benzerlik oram gosteren tirle iliskili oldugunu ©6ne
surmuslerdir.(89). Hughes ve arkadaslar ise mikobakterilerin 16S rRNA sekans sonucuna
gore %95 benzerlik oram gosterebildigini 6ne sirmuslerdir(91). Mcnabb ve arkadaslar: ise
yaptiklar: ¢alismada hsp65 dizi analizinin, mikobakterilerin tammlanmasinda kesin, guvenilir
sonuglar verdigini ve istisnalart olmakla beraber %97 ve Uzeri benzerlik oranim kabul
edilebilir tammlama olarak belirtmiglerdir(12).

Calismamizda izolatlar hsp65 geninin 441 baz uzunlugundaki parsiyel kismi hedef
ahinarak sekans andizi ile tarmmlanmigtir. Tammlanan izolatlardan 37 tanesi %100
uyumluluk, 111 tanesi %99, dort tanesi %98, bir tanesi %97, bir tanesi %95, bir tanesi %93 ve
bir tanesi de %90 uyumluluk gbstermistir. Hsp65 dizi andizi sonucu %97 ve atinda

uyumluluk gosteren dort adet izolat saptanmustir. Hsp65 dizi analiziyle disik tammlama
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nedenlerine bakacak olursak literatlirde bazi ihtimaller karsimiza gikmaktadir. Bunlardan biri,
mikobakteri tammlanmasinda hsp65 gen bdlgesinin DNA dizi analizi, 16S rRNA gen
bolgesininkine gore daha yeni bir yontemdir. Bu nedenle GenBank verilerinde, cesitli
mikobakteri suslarinin hsp65 gen bolgesine ait ¢cok sayida alternatif DNA dizilerinin
bulunmama olasilig1 vardir. Bu durum bize hsp65 dizi analiziyle distk oranda uyumluluk
gorulebilecegini  dustndirmektedir(39). Hsp65 dizi analizi sonucunda disuk oranda
tammmlama gorulmesinin diger bir nedeni ise bolgesel varyasyona bagli olarak aym turlerin,
aynt bolge DNA dizilerine ait verilerin GenBank’da bulunmama olasiligi olabilir(39,92).
Benzerlik oranlarindaki bazi farkliliklarin bir diger nedeni ise, aym turler arasindaki farkl:
varyasyonlara ait DNA dizilerinin GenBank verilerinde bulunmas: da olabilir(37). GenBank,
suslara ait gen dizilerinin karsilastiriimasinda 10 yili askin stredir caismacilara hizmet
vermektedir. ilk yillarda GenBank’a girilen tam dogru olmayan sekans sonuglar: ve sekans
girisinin  kalite kontrolinden yoksun olmasindan dolayr bazi yanhs verileri de
icerebilmektedir. Bu durum dizi karsilastirmalarinda ve tammlamalarda cesitli yanlis

yorumlamalara ve duistik tanimlama oranlarina neden olmaktadir(7).

Yapilan calismalarda tespit edilen birgok yeni tire ragmen mikobakterilerin
taksonomisi hentiz tamamlanmis degildir. Tortoli’ nin 2006’ da yayinladig: makalesinde son Ui¢
yil icinde 31 yeni mikobakteri turinun tanimlandigi ve bunlarin 26’simin insandan izole
edildigi bildirilmistir(57). Calismalarda dizi analiziyle yeni tirler ortaya konulmakta ve bu
tUrin standart dizilerinin veri bankalarinda olmamasi nedeniyle tammlama yapilamamasi veya

dustk uyumluluk oran ile tammlama yapilmasi gibi ihtimaller sz konusu olabilmektedir(57).

Klasik tuberkuloz ilaglarina biyik oranda direncli olmalar: ve giderek artan siklikta
izole edilmeleri nedeniyle, TDM enfeksiyonlarimin dogru ve erken tams: tedavi basarisi
acisindan ¢ok Onemlidir(6). M. abscessus, M. genavense ve M. chelonae gibi turlerin
olusturduklar1 enfeksiyonlarin ¢ok zor tedavi edildigi bilinmektedir(93). Calismamizda
incelemeye ainan 156 izolat1 15 farkl: tUrlin olusturdugu sgptanmustir. Calismaya alinan
izolatlardan en fazla sayida tanumlanan tir 69 (%44,2) adet ile M. abscessus olmustur. Bunu
26 (%16,7) izolatla M. xenopi, 17 (%10,9) izolatla M. peregrinum ve 13 (%8,3) izolatla
M. fortuitum takip etmektedir. M. abscessus ve M. xenopi’ nin, yillara gore degiskenlik gorulse
de 2007-2008 yillarinda siklikla izole edildigi, 2004-2007 arasinda hi¢ izole edilmeyen
M. peregrinum’un ise 2010 yilinda fazlaca izole edildigi gorulmustir. ABD’de yapilan
caigsmalarda solunum yollarinda en sik enfeksiyon etkeni olarak MAK tespit edilmistir(24).
Bizim calismamizda 6 (%3,8) izolat M. intracellulare ve 3 (%1,9) izolat M. avium olmak
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Uzere toplam 9 MAK Uyesi tanimlanmustir. Israil’ de 2004-2010 yillar: arasinda solunum yolu
orneklerinden soyutlanan 215 izolat ile yapilan ¢alisgmada en sik (%39,1) M. xenopi izole
edilmis, bunu %24,2 ile M. smiae takip etmistir.(94). Bizim ¢alismamizda da M. xenopi 26
izolat (%16,7) ile en sik ikinci saptanan tir olmustur. Kanada ve Ingiltere’ de de en sik gortlen
tirler arasinda olan M. xenopi, ABD’de nadir gorilen turlerdendir(94). Ulkemizde TDM
siklig1 hakkinda yapilan calismalar kisitlidir. istanbul’ da 2009-2010 yillart arasinda yapilan
bir ¢aligmada solunum yolu érneklerinden en sik %28 M. abscessus ve ikinci sirada %25 MAK
izole edilmistir(95). 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, klinik érneklerden izole edilen 17
TDM tlrdnun 12’ inin M. gordonae oldugunu saptamistir(46). Engin ve arkadaslarinin yaptigi
baska bir ¢calismada 102 drnekten izole edilen TDM’leri PCR-RFLP yontemi ile tamimlayarak
M. gordona€'y1 en fazla izole edilen tir olarak saptamiglardir(96). Bizim calismamizda
M. gordonae hig izole edilmemis ve en sik tarmmlanan tir M. abscessus olmustur. TDM' ler
toprak ve su gibi ortamlarda yaygin olarak yasar ve enfeksiyonlarin esas kaynagi bu
ortamlardir. Bu nedenle merkezler arasindaki baskin turlerin farkliliginin, gevre kosullarindan
kaynaklanabilecegi dusunilmektedir(54).

Caismamizda hsp65 DNA dizi analizi ile TDM tirlerinin basarili bir sekilde
tamimlandig1 gorulmustir. 153 izolat %97 ve Uzeri benzerlik oramyla tammlanmistir. Kalan
Uc izolat ise %95, %93 ve %90 uyumluluk oranlar: ile en yakin uyumlu oldugu tur olarak
degerlendirilmistir. Calisgmamizda tammlanan izolatlarin enfeksiyon etkeni olup olmadiklar:
arastirilmamistir. Diger bircok galismac gibi biz de mikobakterilerin tammlanmasinda birden
fazla sayida gen bolgesinin, 6zellikle de 16S rRNA ve hsp65 bolgelerinin birlikte analiz
edilmesinin dusik tammlama veya tammlanamama gibi sorunlar1 ¢ozecegini dustinmekteyiz.
Ancak genel olarak bir degerlendirme yaptigimizda, TDM’lerin tur dizeyinde
tammmlanmasinda hsp65 gen bdlgesinin DNA dizi analizinin yapilmas: basarili bir yontem
olarak gorulmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

Yasam slresinin uzamasi, beraberinde immun sistemi baskilayan hastaliklarin veya
tedavi regjimlerinin yaygin sekilde gorilmesini saglamistir. Bu nedenle gevrede yaygin olarak
bulunan ve firsatgi patojen olan TDM'ler giderek artan siklikta gorilmektedir. TDM’lerin
klask antitliberkuloz ilaglara genelde direngli olmast nedeniyle hastaar gereksiz
antibiyotikler almakta, tedavi olamamakta, hastanede kalis sliresi ve ekonomik kayiplar
artmaktadir. Bu nedenle mikobakterilerin tir dizeyinde tammmlanmast dogru tedavinin
duzenlenmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Kuruma ait epidemiyolojik verilerin olusturulmasi
agisindan da tur tammuinin yapilmasi biyik 6nem tasimaktadir.

Cevrede yaygin olarak bulunan TDM’lerin hasta 6rneklerinden izole edilmesi sonrasi
tir dizeyinde tammlama yapilarak siklikla etken veya kontaminant olabilecegi 6n
degerlendirmesinin yapilabilmesi, tedavinin dizenlenmesi agisindan Onem tasimaktadir.
Ornegin; MAK, M. abscessus, M. fortuitum-chelonae kompleks ve M. ulcerans gibi tirlerin
izole edilmesi siklikla enfeksiyon etkeni oldugunu distndururken, M. gordonae, M. gastri ve
M. asiaticum gibi turler siklikla kontaminasyon ya da kolonizasyonlailiskilidir. Ayrica tedavi
rejimleri bakimindan da turler arasinda farkliliklar goriilmesi tir tayininin yapilmasini gerekli
kilmaktadr.

Sonug olarak hsp65 gen bolgesinin 441 bp parsiyel bolgesinin DNA dizi analizi TDM

lerin tammlanmasinda yeterli ve uygundur.
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