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ONSOZ

“Hasta Orneklerinden Izole Edilen Tiberkiiloz Disi Mikobakterilerin (MOTT)
Molekiiler Yontemlerle Tanmimlanmasi” konulu tez, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dalt Bagkanligi’nin 01 MART 2001 giin ve MIK.ABD.:0530-99-01
sayili emri ile verilmisg ve o tarihten itibaren ¢aligiimaya baglanmugtir.

Mpycobacterium cinsi, 100’e yakin tiir icermektedir. Bunlardan bazilar1 insanlarda
infeksiyona yol agarken bir kismi potansiyel patojendir. Son yillarda Mycobacterium
tuberculosis kompleks digindaki mikobakterilerle (MOTT: mycobacteria other than
tuberculosis) olusan infeksiyonlarda hizli artiglar goriildiig bildirilmistir. Bu mikobakteriler,
immiin yetmezlikli ve Ozellikle 1980’lerden sonra epidemisi goriilen AIDS’li hastalarda
izlendigi gibi, immiinitesi normal insanlarda da gorilebilmektedir. Ayrica MOTT’lar
nozokomiyal infeksiyonlara da yol acabilmektedir.

Klinik izolatlardan mikobakterilerin saptanmasi i¢in Diinya Saglik Orgiitii’niin tavsiye
ettigi hizli kultiir sistemi, hastanemizde kullandigimiz otomatize, radyometrik BACTEC 460
TB sistemidir. Bu sistemle mikobakteriler Mycobacterium tuberculosis kompleks ve MOTT
olarak tanimlanabilmektedir. Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi, geleneksel kiiltiir
ve biyokimyasal testlerle yapilmaktadir. Bu tamimlama prosediirleri olduk¢a uzun ve
zahmetlidir. Son yillarda mikobakterilerin tir diizeyinde tanimlanmasi igin birgok yeni
molekiiler yontemler gelistirilmigtir.

Bu tez c¢alismasinda, hastanemizde BACTEC 460 TB sistemi ile daha once
tanimlanmis izolatlar ile tez siiresince yeni tanimlanan MOTT’larin, “Polymerase Chain
Reaction-Restriction Enzyme Analysis” molekiiler yontemi kullanilarak tiir dizeyinde
tanimlanmast yapilmig ve bu yéntemin rutin kullanima uygunlugu tartisilmigtir.

Bu tezin hazirlanmasinda ve egitimim siiresince yetismemde biiylik katkilari olan en
basta Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof.Dr.Levent
DOGANCI olmak tizere, anabilim dalimizdaki diger tim degerli 6gretim tiyelerine, azim ve
caligkanligiyla beni daima ¢aligmaya sevk eden tez damgmanim Dog¢.Dr.Ali ALBAY’a,
laboratuvar c¢alismalarim ile tez yaziminda yardimlarini esirgemeyen Dr. Ozgil KISA ve
Yrd.Do¢.Dr.Orhan BAYLAN’a ve anabilim dalimizin diger tiim calisanlarina tesekkiir
ederim.

Tez caligmama malzeme desteginde bulunan DiO-MED firma yetkililerine ve

calismamda yardimer olan Sn. Hiilya AYDOGDU’ya tesekkiirts bir borg bilirim.
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I- GIRiS

Mycobacterium cinsi, 100’e yakin tiir icermektedir. Bunlardan bazilart insanlarda
infeksiyona yol agarken, bir kism1 potansiyel patojendir. Geri kalan bircok mikobakteri tiirii
ise dogada (toprak, su v.b) saprofit olarak bulunmaktadir. Insanlarda hastalik olusturanlarin
cogunlugu, yavas tireyen mikobakterilerdir. Bunlarin baslicalari, Mycobacterium tuberculosis
kompleks (MTK) ve M.avium kompleks (MAK) iiyeleri ile M.kansasii’dir.

MTK tarafindan olusturulan tiberkiiloz infeksiyonunun 6nemi glinimizde tekrar
giderek artmaktadir. Diinya Saghk Orgiitt’niin (DSO) 1999 yili verilerine gore, insanlarin
ligte biri tiberkiiloz basili ile infekte olup her giin 8000 kisi tiiberkiiloz nedeniyle 6lmektedir.
Diinyadaki tiim oltimlerin %7’sinden ve gelismekte olan iilkelerdeki Onlenebilir 6liimlerin
%26’sindan sorumlu olan tiiberkiiloz, gelismis iilkelerde 6zellikle AIDS epidemisinden sonra
tekrar 6nem kazanmustir. DSO verilerine gore, 1997 yilinda 37 milyon AIDS’li hastanin
%50’sinin tiberkiiloza sahip oldugu saptanmistir. Asya ve Afrika’da AIDS’li hasta
olumlerinin %40’indan sorumlu olan tuberkiiloz hastalig1, tilkemizde de onemli bir saglik
sorunudur.

Son yillarda MTK disindaki mikobakteriler (MOTT: Mycobacteria other than
tuberculosis) ile olusan infeksiyonlarin gortilme sikliginda hizli artiglarin - oldugu
bildirilmektedir. Bu mikobakteriler, immiin yetmezlikli ve ozellikle 1980’lerden sonra
epidemisi goriilen AIDS’li hastalarda izlendigi gibi, imminitesi normal insanlarda da
goriilebilmektedir. Bu infeksiyonlar, MAK, M.kansasii, M.chelonae, M.abscessus,
M fortuitum, M.malmoense, M.xenopi, M.marinum, M.ulcerans, M.scrofulaceum ve
M.haemophilum’n  igeren ¢ok sayida MOTT tiyesi mikobakteri tarafindan
olusturulabilmektedir.

MOTT’lar, ayn1 zamanda nozokomiyal infeksiyonlara da yol acabilmektedir. Bu
mikobakteriler, dogal su kaynaklar1 ve igme su sistemlerinden izole edilmistir. Aynt sekilde
hastanelerin sicak ve soguk su sistemlerinde de saptanmig, bunlarin nozokomiyal salginlara
yol agtig1 gosterilmistir. Nozokomiyal infeksiyona yol agan mikobakterilerin gogunlugu hizlt
tireyen ve birgok dezenfektana direngli olduklarindan, nozokomiyal infeksiyonlarin kontrolu
ve korunma yollarinda sorunlar yaganmaktadir.

Mikobakteri infeksiyonlarinin tedavi ve kontroliinde mikrobiyoloji laboratuvarlarina

biiyiik sorumluluklar dugsmektedir. Tedavi rejimlerinin belirlenmesi ve epidemiyolojik veriler



agisindan, mikobakteri tirlerinin hizli bir sekilde saptanmasi, tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi son derece onemlidir. Ancak mikobakterilerin izolasyon ve
tanimlanmasinda kullanilan geleneksel kiiltiir yontemleri, zaman alici1 ve zahmetli olmasi
nedeniyle uygun tedavinin baslanmasi gecikmektedir. Son yillarda mikobakterilerin
saptanmasi ve tanimlanmasi igin hizli, kolay uygulanan, giivenilir yontemlerin gelistirilmesi
yoniindeki ¢aligmalar hiz kazanmig ve ozellikle molekiiler biyolojik yontemler uygulamaya
sokulmustur. Bu yoOntemler arasinda, DNA dizi analizi, Polymerase Chain Reaction-
Restriction Enzyme Analysis (PRA), Single-Stranded Conformation Polymorphism Analysis
(SSCP) ve DNA problar1 gibi yontemler bulunmaktadir.

Bu tez g¢aligmasindaki ana amacimiz; hastanemizin tiiberkiiloz laboratuvarinda
BACTEC 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD, A.B.D.) sistemi
ile izole edilen ve MOTT olarak tanimlanan hasta izolatlarini, PRA ydntemini kullanarak tiir
dizeyinde tamimlamaktir. Tim izole edilen mikobakterilerin PRA ile tanimlanmasina
gidilmesi, laboratuvarimizdaki MOTT prevalansinin oldukga diistiik olmasi nedeniyle maliyet
ve is glicini buyik olgide artiracakti. Bunu Onlemek amaciyla MTK 6n tanist igin son
derece basit, ucuz ve giivenilir bir yontem olan kord olusumunun gosterilmesini de

calismamiza ekledik.



I1- GENEL BILGILER

A. TERMINOLOJi

MOTT’larin  tanimlanmasinda kullanilan terminolojide, arastirmacilar arasinda
farklibklar vardir. Ornegin “environmental” “anonymous”, “opportunist”, “atypical”,
“nontuberculosis”,  “nontuberculous” mikobakteriler, MOTT ile aym anlamda
kullanilmaktadir (41,61). Bunlarin arasinda son yillarda en ¢ok kullanilanlar, “atypical”,
“MOTT” ve “nontuberculous™ terimleridir (61). Bu mikobakteri tiirlerine nasil bir genel isim
verilmesi gerektigi konusunda, gegen uzun yillara ragmen bir fikir birligi olugsmamistir. Bu
konudaki ilk ¢abalar 1935 yilinda Pinner tarafindan bagslatilmigtir. Pinner, koloni morfolojisi,
hayvanlarda virulans ve besiyerinde pigment olusturma ozelliklerine gore M.tuberculosis
suglarina benzemeyen suslara, “atypical” aside direngli mikroorganizmalar demistir (41).
Daha sonra toksonomi ¢aligmalari ilerledikge “atypical” olarak nitelenen tiiriin aslinda, kendi
tirtine 6zgi “tipik” ozellikler tagidig1, bu yiizden M.tuberculosis tirtinii referans alip diger
tirler i¢in atipik taniminin dogru olmayacagi goriisii benimsenmistir (41,42).

Wayne ve Sramek, 1992 yilinda M.tuberculosis disinda kalan mikobakteriler igin iki
tanim olan MOTT ve “nontuberculous” mikobakteri (NTM) tanimlarinin da tam dogru
olmadigini, ciinkii M.tuberculosis ve diger mikobakteriler arasindaki farkin tiiberkil
olusturma yeteneginden kaynaklanmadigini, zira atipik mikobakteri tiirlerinden bazilarinin da
(M.avium ve M.kansasii) M.tuberculosis gibi akcigerlerde tuberkiil olusturdugunu
savunmuslardir. Tuberkiilloz digi mikobakterilerin ¢ok nadiren kisiden kisiye bulagmalart,
dogada serbest olarak yasayabilmeleri ve firsat¢1 hastalik etkeni olmalart sebebiyle
“Potansiyel Patojen Cevresel Mikobakteri” (PPCM) taniminin daha uygun olacagim
bildirmigledir. Wayne ve Sramek’in bu oneri ve elestileri sonrasinda, MOTT tanmimu biraz
degistirilerek “Mycobacteria other than tubercle bacilli” yerine “Mycobacteria other than
M.tuberculosis complex” olarak kullanilmaya baslanmistir (36,41). “Nontuberculosis”
tamimlamasi da 6nemli karigikliklara neden olmaktadir. Tip literatiiriinde bu tanim, tiiberkiiloz
disindaki hastaliklar (asbestozis, astim) i¢in de kullanilmaktadir (41,61). Piersimoni, 2000
yilinda Journal of Clinical Microbiology’de yaynlanan bir yazisinda, dergi yayin kurulu
olarak kendilerinin M.tuberculosis kompleks disindaki mikobakterilere “mycobacteria other
than tuberculosis” taniminin kullanilmasimi tercih ettiklerini, son yillarda yaymnlanan

literatiirlerde ve medline taramalarinda da en ¢ok bu terimin tercih edildigini belirtmistir (61).



Bu tezin geri kalan béliimlerinde biz de M.tuberculosis kompleks diginda kalan
mikobakteri tirlerinden bahsederken MOTT tanimin1 kullanacagiz.

B. MOTT’LARIN MIKROBIYOLOJIK VE MORFOLOJIK OZELLIKLERi

Mpycobacterium cinsi, Eubacteria tist aleminin, Fermicutes boliimiiniin, Actinomycetes
siiftnin, Mycobacteria takimmin, Mycobacteriaceae ailesine ait olup, bu ailedeki tek cinstir
(13,22,42).

Mpycobacterium cinsinin tim {iyeleri aerop, hareketsiz, spor olusturmayan bakteriler
olup hafif¢e kivrik veya diiz, 0.2-0.6 pm eninde, 1.0-10.0 pm boyunda, bazen filamenttz
formda bazen ise kokobasil seklinde goriilebilen basillerdir. Mikobakteriler her ne kadar gram
pozitif hiicre duvarina sahip olarak kabul edilirlerse de, lipitten zengin hiicre duvarlarina sahip
olmalar1 nedeniyle anilin boyalar1 hiicre duvarina niifus edemez. Bu nedenle gram boyama ile
iyl boyanmaz. Yine ayn1 nedenle, hiicre duvarina nifus eden boyanin uzaklastirilmasi1 da
zordur. Dekolorizasyon islemi diger bakterilerde alkolle yapilabilirken, mikobakterilerde asit-
alkolle yapilir. Asit kullanimina ragmen, ilk boya hiicre duvarinda kalir. Yani bu bakteriler
almig olduklar1 boyay1 birakmazlar. Bu ozellikleri, “aside direnglilik” olarak tanimlanir
(36,37,42).

MTK iiyeleri (M.tuberculosis, M.bovis ve alt tiiri M.bovis BCG, M.africanum,
M.microti ve 1997 kompleks igine dahil edilen M.canettii)’nin bir 6zelligi (21), trehaloz-6,6’-
dimikolat maddesi varligina bagli olarak siv1 besiyerlerinde uzun kordonlar olusturmalaridir.
M.tuberculosis’in hiicre duvarinda bulunan ve mikolik asitlerin trehaloz gibi sekerlere
baglanmasiyla olusan kord faktorii (KF), bakterinin virulansina katkida bulunan bir
glikolipiddir (3,35,36,80). MTK’larin virulan suslari, karakteristik olarak kultiirlerinin
yapildig1 besiyerlerinin igerigine ve kiiltlir kosullarina gore degisiklik gostermekle beraber,
stvi besiyerlerinde siklikla basillerin uzun ekseni, kordonun uzun eksenine paralel olacak
sekilde dizilirler ve mikroskobik incelemede ip veya demet benzeri, yilankavi toplanmalarina
(serpentine cording) neden olan kord olusturmaktadirlar (3,4,35,50,54,80). M.tuberculosis’in
aviritlan varyantlari ve MOTT’lar ise sivi besiyerlerinde birbirine paralel, yapigmaksizin
daginik halde, merkezi olmayan bir treme gostermektedirler (3,30,50). Bu nedenle kord
olusturma, MTK ’ya ait bir 6zellik olarak kabul edilir (3,4,30,50,80).



C. MOTT’LARIN SINIFLANDIRILMASI
Emest Runyon, 1950’lerin sonlarina dogru M.tuberculosis ve M.bovis disindaki
mikobakterileri, tireme hizlari, pigment tiretimleri ve koloni morfolojilerini temel alarak 4

gruba ayirmigtir (18,36,42).

Fotokromojenler (sadece 1gikta pigment olusturanlar: Runyon grup I)
Skotokromojenler (1s1kta ve karanlikta pigment olusturanlar: Runyon grup II)
Nonfotokromojenler (pigment olusturmayanlar: Runyon grup III)

AP b=

Hizli tireyenler (Runyon grup IV)

Bu smiflandirma uzun yillar MOTT’larin siniflandiriimasinda kullanilmigtir. Ancak
mikobakteriler hakkindaki genetik ve fenotipik bilgilerin artmasi sonucunda, eski ve yeni
bir¢ok mikobakteri tiirtiniin bu siniflamaya dahil edilmesinde gugliklerle kargilagilmigtir (42).
Omegin klinik onemi son yillarda ortaya gikan M.kansasii tiirii, genellikle fotokromojen
olmakla birlikte, baz1 suslarinin pigment olusturmamasi, hatta skotokromojen olmasi, yine
baz1 M.avium-intracellulare suslarinin bariz pigment yapmasi, Runyon siniflandirmasina
uymamaktadir.  Mikobakterilerin  siniflandirmasindaki  bu  kisitlamalara  ragmen
mikrobiyologlar, Runyon siniflamasini, MOTT’ larin biyokimyasal olarak tanimlanmasinda
kullanmaktadirlar. Her tiretilen mikobakteri susu, 6nce Runyon’un belirttigi gruptan birine
dahil edilir, sonra biyokimyasal deneylerle tanimlamaya gidilir (37,42,79).

Wood ve Washington tarafindan klinik 6nemi olan mikobakteriler, 1987 yilinda tekrar
smniflandirilmig; insanlarda potansiyel patojen olan tirler, insanlarda nadiren hastalik yapan
firsatg1 tiirler, orta hizli tireyen tiirler ile hizli tireyen tirler olarak ayirmiglardir (79).

Amerikan Toraks Dernegi 1997 yilinda MOTT larin tan1 ve tedavisiyle ilgili kriterleri
ayrintili bir sekilde agiklamistir (2). Dernegin insanlardan izole edilen MOTT larla ilgili

siniflamasi (Tablo-I)’de verilmistir



Tablo I. insanlardan izole edilen MOTT’larin siniflandiriimasi

Klinik hastalk

Akciger infeksiyonu

Lenfadenit

Cilt infeksiyonu

Yaygin infeksiyon

Yaygin etiyolojik
Tiir
1. MAK

2. M.kansasii

3. M.abscessus

4. M.xenopi

5. M.malmoense
1.MAK

2. M.scrofulaceum

3. M.malmoense

1. M.marinum

2. M fortuitum
3. M.chelonae
4. M.abscessus
5. M.ulcerans
1. MAK

2. M kansasii
3. M.chelonae
4. M.haemophilum

Morfoloji
Yavag trer (>7 g)
Genellikle pigmentsiz
Pigmentli, EZN’de
genis ve boncuk tanesi
Hizl areyen (< 7)
pigmentsiz
Yavas iirer; pigmentli
Yavas trer; pigmentsiz
Genellikle pigmentsiz
Pigmentli

Yavas firer.

1zolasyon (28-30 °C)

Fotokromojen

Pigmentli

Olasi etiyolojik

Tiir

1. M.simiae

2. M.szulgai

3. M foruitum

4. M.celatum

5. M.asiaticum

6. M.shimodi

7. M.haemophilum

8. M.smegmatis

1. M.fortuitum
2. M.chelonae
3. M.abscessus
4. M.kansasii

5. M.haemophilum
1. MAK

2. M .kansasii

3. M.nonchromogenicum

4. M.smegmatis

Hizli treyen; pigmentsiz 5. M.haemophilum

Yavasg trer; pigmentli
AIDS’li hastalardaki

1. M.abscessus

genellikle pigmentli (%80) 2. M.xenopi

Fotokromojen
Pigmentsiz
Pigmentsiz; ireme icin

hemin, dusiik 1s1 ve CO,

3. M.genavense

4. M.simiae

5. M.conspicuum
6. M.marinum

7. M fortuitum

8. M.malmoense

EZN: Ehrlich Ziehl Neelsen



D. MOTT’LARIN EPIDEMIYOLOJISI

Tiuberkilloz insidans1 distikge, MOTT’larla olusan infeksiyonlarin tanimlanmasi
artmistir. Bu mikobakterilerin olusturdugu hastaliklarin tedavisiyle ilgili kapsamli ilk ¢aligma,
1979 yilinda yaymianmigtir. Bu c¢alisma, MOTT’larin da insanlarda hastaliga neden
olabildigini ortaya koymustur. Bunu MOTT’larin insan ve hayvanlarda hastalik olusturdugu
ve bu hastaliklarda oynadiklari rolleri agiklayan pek ¢ok caligma takip etmigtir (18,42).

Denver’de 1979 wyilinda yapilan uluslararast bir konferansta MOTT’larla ilgili
caligmalar derlenmis ve bakterilerin epidemiyoloji, patojenite, taksonomi ve molekiiler
genetigi ile ilgili ilk kanitlar ortaya konmugtur. Bu ¢aligmalar MOTT larla ilgili ¢aligmalarin
¢ikis noktasini teskil etmigtir (18).

MOTT ile olusan hastaliklar daha ¢ok geligsmis tilkelerde, nadiren geligmekte olan
tlkelerde goriltir. Tuberkiiloz insidansinin distk oldugu Amerika Birlesik Devletleri
(A.B.D.) ve Avrupa iilkelerinde MOTT ile olusan infeksiyonlarin goriilme sikhigi, ozellikle
AIDS hastalarinda yitksektir. AIDS hastalarindaki mikobakteriyel infeksiyonlar genellikle
lokalize kalmayip tiim viicuda yayilmakta ve ayrica hastaliga neden olan mikobakteri tiirleri,
AIDS hastalarinda degisiklik gostermektedir (2,6,18).

MAK ve M.scrofulaceum’un dogal yasam ortamimin degisiyor olma olasihig fikri,
servikal lenfadenitli ¢ocuklardan izole edilen MOTT sikliginin ve hayvanlarda infeksiyona
yol agan MAK serovarlarinin degisiminin  gosterilmesiyle desteklenmigtir  (18).
M.scrofulaceum, 1979 yilina kadar ¢ocuklarda servikal lenfadenitin en sik goriilen etkeni
iken, Ingiltere ve A.B.D’de yapilan arastirmalarda son yillarda en sik goriilen etkenin
M.avium oldugu anlasilmstir (6,18). Domuzlarin tiiberkiilozlu lenf nodlarindan izole edilen
M.avium serotiplerinde de degisiklik oldugu izlenmektedir. Domuzlarin tiiberkiloz
lezyonlarindan 1973-1982 yillar arasinda izole edilen izolatlarin %74.5’ini M.avium serovar
1 ve 2 olusturmusken; 1983-1992 yillar1 arasinda bu oran %15.7’ye diigmiis, buna karsihik
M.avium serovar 4 ve 8 orant 1973-1982 yillar1 arasinda %10.3°ten 1983-1992 yillar1 arasinda
%?27.8’¢ ytikselmistir (16,18).

MAK’a ait tiirler igme suyu dagitim sistemlerinden de izole edilebilmektedir. Izole
edilen bu mikobakteriler, saglikli bireylerden farkli olarak AIDS hastalarinin infeksiyonundan
sorumiu MAK kaynagini olusturuyor olabilir (10,58).

Tuberkiiloz insidansimnin yiiksek oldugu Afrika ve gelismekte olan tlkelerdeki AIDS
hastalarindaki MOTT infeksiyon insidans: dugiiktiir. Bu hastalarda MOTT infeksiyonlarinin



az gorilmesi, ¢evresel mikroorganizma eksikliginden kaynaklanmamaktadir. Muhtemelen
Afrika’daki AIDS hastalar, MOTT’ a ba8li infeksiyonlar gelismeden daha erken evrede,
baska nedenlerden kaybedilmektedir (16,18,42). MOTT tanisim1 koyabilecek, st diizey
laboratuvarlarin yeterli sayida olmayisi da bir bagka neden olarak gosterilebilir (18).

1. AIDS EPIDEMISINDEN ONCE MOTT INFEKSIYONLARI

AIDS’in ortaya ¢ikmasindan once MOTT’larin olusturdugu hastaliklar, akcigerler,
servikal lenf nodlar1 ve deride, nadiren dissemine formda goriilmekteydi. Bulagmanin suyla
temas seklinde oldugu M.marinum ile, cilt infeksiyonuna yol acan M.scrofulaceum istisna
olmak tizere, MOTT infeksiyonlarinda insandan insana gegisinin olmadig1 ve AIDS epidemisi
Oncesinde akciger infeksiyonlarinda etkenin aeresol yolla gectigi diigtiniilityordu (18,42,79).

Akciger hastalifina daha ¢ok yagamin altinci dekatindaki erkeklerde rastlanirdi. Cogu
hastada altta yatan sebepler (pndmokonyoz KOAH v.b) mevcuttu ya da hastalar toza maruz
kaldiklart sartlarda ¢aligtyorlardi (giftgilik v.b). Insandan insana gegis ile ilgili kanit
olmadigindan, insanlarin ¢evresel kaynaklardan aeresollerle infekte olduklart ongoriilityordu.
MOTT infeksiyonu dykiisii olan hastalarin oranlarindaki bolgesel farkliliklar, bu hipotezle
uyumluydu. Cevreden kazanilmig MOTT infeksiyonlarinin, insanlarda M.tuberculosis’e karst
immiinite gelismesinde bir miktar katkida bulundugu diistintlityordu (18,19,36).

Solunum yollarina ait esas mikobakteriyel patojenler, M.kansasii, M.avium ve
M.intracellulare tiirleridir. M.kansasii infeksiyonu siklikla sehirlerde, M.avium ve
M.intracellulare infeksiyonu ise siklikla kirsal kesimlerde goriilmektedir (18,36,37,42).

MOTT lar sadece inhalasyon yoluyla bulasmamaktadir. Omegin, M.scrofulaceum
cocuklarda servikal lenfadenit etkenidir. M.marinum ise siklikla ylizme havuzlari ve balik

endustrisinde ¢aligan insanlarin derilerinde goriilmektedir (36,37).

2. AIDS EPIDEMISINDEN SONRA MOTT INFEKSIYONLARI

MOTT infeksiyonlarinin goriintiisti, tim diinyada AIDS epidemisiyle birlikte radikal
olarak degismistir. A.B.D. ve Avrupa tilkelerindeki AIDS’li hastalarin %25-50’si MOTT’lar
ile infektedir (18,75). AIDS’li hastalarda ilk MOTT infeksiyonlarinin bildirilmeye baglandigi
1982 yilindan sonra, MOTT hastaliklarinin insidansinda giderek artig oldugu gozlenmistir
(47,56,67).

Toplum sagligi ve kemoterapotik profilaksi agisindan sebep olan ajanin saptanmasi
gereklidir. AIDS hastalarindaki mikobakteriler -¢ogunlukla M.tuberculosis ve MAK



kaynakhidir (18,36,37,57,66). M.kansasii, M.intracellulare gibi diger mikobakteri tiirleri ile
olusan hastaliklarin sikligi, AIDS epidemisinden once oldugu gibi sonrasinda da ayni
seviyede kalmig, ancak M.avium tiirtinin AIDS epidemisi ile birlikte siklifinda artig
gozlenmistir (18). AIDS epidemisi ile birlikte, ozellikle serovar 4-8 olmak iizere M.avium
infeksiyonlar iki kat artmigtir (16).

Immun yetmezlikli veya AIDS hastalarindaki mikobakteriyel infeksiyonlarda etkenin
viicuda giris yolu ile ilgili tartigmalar devam etmektedir. Bu ytizden AIDS hastalarinda
etkenin viicuda girisi ve kaynaginin daha genis olarak aragtirilmasi geregi dogmustur. Ancak,
yine de AIDS hastalarinda etkenin viicuda inhalasyon, sindirim veya her iki yolla girdigi
kabul edilmektedir (18,36,42).

Etkenin saptanmasinda klinik 6zellikler de 6nemlidir. MAK infeksiyonlar1 siklikla
disseminedir ve etken kan ve digkidan izole edilebilir. M.tuberculosis’li hastalara gére MAK
infeksiyonlu hastalarda sindirim problemleri, anemi, 16kopeni, sitomegalovirus infeksiyonlart
daha sik gozlenmektedir (18).

MOTT infeksiyonlarinin seyrinde AIDS’in direk bir etkisi mevcuttur. MOTT
infeksiyonlari, AIDS epidemisi 6ncesinde ve bugiin halen immunitesi saglam kimselerde
primer olarak akcigerleri tutmakta iken, AIDS ve immiin yetmezlikli hastalarda bu
infeksiyonlar sikhikla dissemine formda gozlenmektedir (16,18,36,37,42). AIDS’liler gibi
immunitesi zayif Kkisilerle, immunitesi saglam hastalar arasinda mikobakteriyel deri
infeksiyonlar1 arasinda da farkliliklar vardir. Immiinitesi saglam kisilerde deri veya eklem
infeksiyonlar1 genellikle travma (yaralanma veya cerrahi gibi) ya da kortikosteroid
enjeksiyonlan ile iligkiliyken, AIDS’li hastalardaki deri ve eklem infeksiyonlar1 travma veya
kortikosteroid kullanimu ile iligkili degildir (18,37,75).

AIDS’li hastalarda MOTT’larin morbidite ve mortaliteye olumsuz etkileri,
MOTT larla ilgili fizyolojik, epidemiyolojik, ekolojik, genetik ve molekiiler biyolojik
caligmalarin yapilmasin baglatmistir. Buna ek olarak, MOTT infeksiyonlarindaki artig bu
etkenlerin hizli bir gekilde tamimlanmasi ve tedavi edilmeleriyle ilgili yontemlerin

gelistirilmesini de saglamigtir (18).

E.NOZOKOMIYAL MOTT INFEKSIYONLARI
Klinik 6meklerden MOTT’larin  izolasyonu, infeksiyon, kolonizasyon veya

psodoinfeksiyonu gosterir. Infeksiyon, genellikle hastanede kalinan siire boyunca saptanabilir.



Ancak MOTT’lar gibi virulanst diigiik ve yavag lUreyen organizmalar, hastaneden ¢iktiktan
sonra da infeksiyona yol agabilir (51,52). MOTT larin toprak ve suda yaygin olarak
bulundugu, bircok hayvanda hastalik yaptift veya kolonize oldugu bilinmektedir
(2,10,11,1844). Avrupa tilkelerinde ve A.B.D.’de hastanelerin sicak ve soguk su dagitim
sistemlerinde yapilan stirveyans c¢alismalarinda, M.xenopi ve M.avium saptanmigtir
(18,44,46,52). M.kansasii ise siklikla soguk su sistemlerinden izole edilmistir (52). Yapilan
caligmalarla bu mikobakterilerin hastalarda kolonize olabildikleri, hatta nozokomiyal
salginlara yol agabildikleri gosterilmistir (18,52). Aymi sekilde hastanelerde kullanilan
ekipmanlarda da (endoskoplar, diyaliz iinitelerindeki cihazlar v.b) bu bakteriler
bulunabilmektedir. Ozellikle hizli treyen mikobakteriler, hem daha sik nozokomiyal
infeksiyonlara sebep olmakta, hem de dezenfektanlara direngli olduklarindan bu etkenlerin
kontrolii ve hastalarin korunmasi zor olmaktadir (52). Nozokomiyal mikobakteriyel

infeksiyon etkenleri (Tablo IT)’de gosterilmigtir.

Tablo-I1 Nozokomiyal mikobakteriyel infeksiyon etkenleri

Klinik siniflama M. Hizli M. M. M. Diger
avium iireyenler®  xenopi kansasii gordonge MOTT®

Immiin yetmezlikli hastalarda ~ ++ +

yaygin infeksiyonlar

Solunum yolunda + +++ +

kolonizasyon/infeksiyon

Hemodiyalize bagli infeksiyon ++ + +

Cilt veya eklem ici enjeksiyona ++ +

bagli infeksiyonlar

Damar igi kateter infeksiyonu + ++ +
Cerrahi infeksiyonlar +++ + +
+: nadir ++: orta sikhikta +++: siklikla

® M.chelonae, M fortuitum ve M.abscessus
> M.smegmatis, M. neoaurum, M.gastri ve M.genavense igin az sayida yayin vardur.
F. MOTT’LARIN EKOLOJi VE FiZYOLOJIiSI
MOTT’larin ekoloji ve fizyolojisi, M.tuberculosis’ten oldukga farklidir. MOTT’larin

cogu (M.ulcerans, M.haemophilum, M.genavense harig) dogal cevrede (su, toz, toprak, v.s)
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yaygin olarak bulunmaktadirlar ve ayni zamanda tiim diinyada, icme suyu dagitim
sebekelerinden de izole edilmislerdir (18,44,51,52). MOTT uyelerinin dezenfektanlara
direngli olmasi nedeniyle, pek ¢ogu (MAK, M.scrofulaceum, M. fortuitum ve M.xenopi)
yasamlarint igme suyu sebekelerinde siirdirebilirler (10,11,18,44,52). Ayrica, MOTT larin
hastanelerin su depolama sistemlerinde bulunmalar1 nozokomiyal infeksiyonlara yol
acabilmektedir. Bu ylizden dogal ve yapay kaynaklar hastalifin bulagmasinda dnemli rol
oynar (52). (M.tuberculosis infeksiyon bulaslarinda ise hastalar 6n plandadir.)

MOTT’larin dogal ve yapay cevrelerde yaygin olarak bulunmalari, fizyolojilerinin
arastirilmasinin  Onemini ortaya koymustur. Bu maksatla yapilan caligmalar sonunda,
MOTT larin jeografik dagiliminin ortaya ¢ikmasi saglanmistir. Bu mikobakteriler, cok genis
araliktaki sicaklik, pH, tuz oram1 ve oksijen basmci degerlerinde yasayabilirler.
Mikobakteriyel fizyoloji ve ekoloji baglantisinin spesifik bir 6rnegini MAK teskil eder. En iyi
pH 5-5.5’da ve mikroaerofilik olarak trerler. Buna karsilik ayni mikobakteriler, %2’ye kadar
tuzluluk oranina sahip sularda da tireyebilmektedirler. MAK’larin sahip oldugu bu 6zellikleri,
A.B.D’nin giineydogu sahillerinde bataklik alanlarda ve irmak agizlarinda neden yuksek
oranda bulunduklarini agiklamaktadir (18,52).

MOTT larin gevrede yaygin olarak bulunmasinin diger bir nedeni ise, bu bakterilerin
agir metal ve oksi-anyonlara karst goreceli olarak direngli olmalanidir. MAK veya
M.scrofulaceum’un bazi izolatlari, kadminyum, civa, giimiis ve telliirite direnglidir. Civaya
direngli izolatlarin 5/7’si, yiiksek metal Kkirliligi olan yerlerde saptanmigtir. Bu fizyolojik
ozellik de onlarin ekolojik ve cografik dagilimlarimi agiklar (18,52,42). MAK’in metal
metabolizmas1 ve ihtiyaci, populasyonlarini direk olarak da etkiler. Ornegin dogal sulardaki
M.avium orani, sudaki ¢inko seviyeleriyle direkt iligkilidir. Hastane su sebekeleri ve igme
suyu dagitim sistemlerinde MAK’in yer almasinin nedeni, muhtemelen ¢ofu sistemde

galvenize (6rnegin ¢inko) borularin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (18,52).

G. MOTT’LARIN VIRULANSI

MOTT’lar akciger, deri, lenf nodu, yumusak doku, eklem, tendon ve kemik
infeksiyonlarina yol agabilir (2,16,1836,42). M.kansasii, M.haemophilum veya M.chelonae
infeksiyonlari, subkutan nodiil veya abselerle karakterizedir (2,18,42). Immunitesi saglam
kisilerde gelisen akciger infeksiyonlarinin ¢ogunda altta yatan bir durum (kronik obstruktif
akciger hastali1 gibi) vardir (2,18,36,42). Yine bu kisilerde olusan deri, yumusak doku,
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bursa, eklem, tendon ve kemik infeksiyonlar, siklikla travma ya da cerrahi yaralanmalarla
iligkilidir. M.chelonae’nin sebep oldugu dissemine kutandz infeksiyonlar ise onceden
kortikosteroid kullanimi ile baglantilidir. AIDS’li veya immun yetmezlik durumu olan
hastalarda infeksiyon siklikla yayilimci niteliktedir (18,37). AIDS’li hastalardaki cilt veya
yumusak doku infeksiyonlari, immunitesi saglam hastalardan farkli olarak travmadan
bagimsizdir. Hastalift baglatmak igin gerekli olan mikobakteri sayisi, ¢ogu tiir igin
bilinmemektedir (18).

Son zamanlarda, MOTT’larin virulans faktorlerini belirlemede gelismeler
kaydedilmigtir. Bu amagla yapilan aragtirmalarin ¢ogu, MAK {iyeleriyle gergeklestirilmigtir.
Potansiyel virulans faktorleri; koloni tipi, patolojik vezikiillerin asidifikasyonunun énlenmesi,
fagozom-lizozom birlegmesinin 6nlenmesi, hicreler etrafinda elektron gegirgen bir bolge
olusmasi, serumda bulunan inhibitér maddelere direng, infekte konak hiicreleri tarafindan
tumor nekrozis faktér salimminin gecikmesi, intestinal epitel hiicreleri igine alinmas,
makrofajlar icin reseptdr {iretimi ve mikobakterilerin makrofajlar icinde replikasyon
yetenegidir (16,18,36). M.ulcerans’in sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Fenolik glikolipidlerin varlif1 ve oksijen radikallerini ya da lenfoproliferatif yanitlar1 inhibe
etmeleri de mikobakterilerin virulans faktorleri olarak one siiriilmisttir (18).

Giiney Hindistan’da saptanan izoniazide direngli M.tuberculosis izolatlarinin katalaz
aktivitesine sahip olmamasit ve bunlarin izoniazide duyarli izolatlara oranla daha dugik
virulansa sahip olmalari, uzun yillar mikobakterilerin virulansi ile katalaz aktiviteleri arasinda
bir iligskinin olabilecegi fikrini uyandirmistir. M.kansasii suslart arasinda yiiksek katalaz
aktivitesine sahip olanlarin, digiik katalaz aktivitesi sahip olanlara gore daha virulan oldugu
bulunmustur. M.bovis suslarinda katalaz aktivitesini kontrol eden katG genindeki bir
mutasyonla katalaz aktivitelerinin kaybolmasinin virulans: azalttif1 gosterilmistir. Bunlarin
aksine katalaz aktivitesinden sorumlu olan inhA geninde olusan mutasyon, virulansi
etkilememistir. Patojen mikobakterilerin oksijen stresine dayanikliliklann mitkemmeldir.
Ciinkii M.tuberculosis ve M.avium’un oksijen stres yaniti i¢in diizenleyici bir geni (oxyR) yok
iken, saprofit olan M.smegmatis’te bu gen vardir (18,36,79).

MOTT’larin virulans genlerinin tanimlanmast igin yeni yontemler gelistirilmeye
baglanmigtir. mRNA’nin izolasyonu ve S-fluorourasil ile igsaretlenmesi, mikobakteriyel
proteinler ile fagositik hiicreler arasindaki fagositosis tizerine etkili genlerin tanimlanmasi,

virulan (M.tuberculosis H37Rv) ve avirulan (M.tuberculosis H37Ra) suglar arasinda
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hibridizasyon yapilip virulan genlerin tanimlanmasi, bu genlerin islevlerinin anlasilmasinda
umut verici gelismelerdir.  Buytime kosullaninin da MOTT’larin  virulansini  etkiledigi
gosterilmistir. Daha g¢ok deri lezyonlarina yol agtigi saptanan M.marinum’un hiicre
kultirlerinde beklendigi gibi 37°C’de degil 33°C tiredigi gozlenmistir. M.intracellulare’nin

45°C’de, M. fortuitum’um ise propan varlifinda tiretilmesi virulansin1 arttirmigtir (18,52).

H. MOTT’LARIN GENETIGi

Bakteriyel kromozom yapisi, ¢ift iplikli cembersel DNA molekiiliinden olusmaktadir
ve yaklagik olarak 3x10° baz gifti (bp) buytklugiundedir. Guanin + sitozin (G+C) igerigi %60-
70’dir. Molekiiler ve rekombinant DNA analizlerine gore bir¢ok mikobakteri tiiriiniin
genomu, G+C’den zengin kisa dizilerden, insersiyon elemanlari ve transpozonlara kadar
degisen tekrarlayan DNA elemanlari icermektedir. Omegin, 1S6110 olarak adlandirilan
insersiyon dizisi, sadece MTK iiyelerinde saptanmistir ve bircok mikobakteri susu, bu
elemanin 1-20 kopyasini tastyabilir (16,36,37).

MOTT’larin farkliliklarinin genetik temellerinin tamimlanmasinda bazi ilerlemeler
olmustur. Guniimtize kadar olan bilgilerin ¢ogu MAK fiyeleri ve hizli iireyen
mikobakterilerden elde edilmistir. Bugiin, genom ile ilgili bilgiler, ekstrakromozomal DNA
ve transpozabl genetik elementlerin (6rnegin; transpozonlar) varlifi, mikobakteriyofaj ve
konak hiicreleri arasindaki etkilesim bilgileri mevcuttur (16,36).

Bir ¢ok rRNA genine sahip bakteri ttrlerinden farkli olarak (6rnegin; E.coli’de yedi
kopya), mikobakteriler az sayida rRNA genine sahiptir. M.tuberculosis, M.leprae, M.avium,
M.paratuberculosis, M.intracellulare, M.simiae ve M.marinum gibi yavas Ureyen
mikobakterilerde 16S, 23S ve 5S rRNA geninden sadece tek bir kopya oldugu gosterilmistir.
Buna karsilik, tek kopya iceren M.chelonae ve M.abscessus harig, diger hizhi ireyen
mikobakterilerde iki kopya bulunmaktadir. Hiicrelerdeki ribozom sayist ile protein
sentezindeki iligkiden dolayi, az sayidaki rRNA geninin protein sentezini ve yavas iireyen

mikobakterilerde bityiime oranint sinirlamasi, yavas iireme nedenini agiklayabilir (18).

I. MOTT’LARDA LABORATUVAR TANI
Ozellikle ¢oklu ilaca direngli tuberkiiloz olgularimin halk sagligini tehdit ettigi
giinlimiizde, etkin antimikrobiyal tedavinin hemen uygulanabilmesi, AIDS epidemisinden

sonra artan MOTT infeksiyonlarinin dogru ve glivenilir olarak tanisinin konulabilmesi ve
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epidemiyolojik verilerin derlenebilmesi igin, duyarlilign ve ozgilligt yiiksek, kisa siirede
sonu¢ veren tani yontemlerine ihtiyag vardir. Son yillarda bu amagla pek ¢ok hizli kiilttir

sistemleri ve molekiler yontemler gelistirilmistir (47,49,67,70).

1. Geleneksel Tam Yontemleri

Epidemiyolojik agidan degerlendirilebilmesi ve tedavinin yonlendirilebilmesi igin
tiberkiiloz tanisinda oncelikle hastalik etkeni olan mikobakterilerin klinik drneklerden izole
edilmesi gereklidir. Etkenin tiretilmesi ve tanimlanmasi igin, stipheli infeksiyonlardan degisik
klinik 6rnekler alinabilir. Bunlarin en 6nemlisi solunum yolu 6rnekleri olup, idrar, steril viicut
sivilart, doku ve gastrik aspirat ornekleri de izolasyon igin kullanilabilir. Kan ve digki
ornekleri ise, ozellikle AIDS’li hastalardaki yaygin infeksiyonlarin tanisinda deger
tasimaktadir (36,37,42). Laboratuvara gonderilen idrar, doku ve viicut sivilart gibi steril
ornekler kiltiir yapilmadan 6nce herhangi bir isleme alinmazken, diger bakterilerle kontamine
olan balgam gibi 6rneklerin dekontamine edilmesi gereklidir. Dekontaminasyon i¢in en sik
kullanilan yontem, N-asetil-L-sistein sodyum hidroksit (NALC-NaOH) yontemidir (36,42).

Direkt Inceleme

Mikobakterilerin laboratuvar tanisinda ilk basamak, her zaman mikroskobik inceleme
olmaktadir. Bu amagla, aside direncli boyama yontemlerinden EZN (sicak boya) ve Kinyoun
(soguk boya) boyama yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica ornekler, fluorokrom boyama
yontemi ile de incelenebilir (19). Bu yontemlerin duyarlili1 (5.000-10.000 basil/ml balgam)
ve ozgillugi disuk olmakla beraber, bir klinik 6rnekte aside direngli bakterilerin goriilmesi
antitiiberktiloz tedaviye baslanmasi igin yeterli bir kriterdir. Mikobakteriyoloji laboratuvari,
boyalt preparatlarin mikroskobik inceleme sonugclarini 24 saat iginde rapor etmelidir. Bildirim
sekli, Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezi (Center for Disease Control and Prevention:
CDC)’nin dnerilerine gore yapiimalidir (42).

Mikobakteri izolasyonu amaciyla kullanilan besiyerleri 6zelliklerine gore kati ve sivi
besiyerleri olarak ayrilabilir. Sivi besiyerlerine, Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin
besiyerleri ornektir. Bu besiyerleri, giinimizde mikobakteri stok suslarinin subkiiltiirlerini
yapmak amaciyla ve invitro testler ile ilag duyarlilik testleri i¢in kullanilmakta olup, pekgok
hizli kiiltiir sisteminin ana besiyerini olusturmaktadir (36,42).

Kat: besiyerleri, yaumurta bazli ve agar bazli olmak tizere ikiye ayrilabilir. Yumurta

bazli besiyerlerinin uygun saklama kosullarinda uzun sitire korunabilmeleri, birgok
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mikobakteri tirint etkili bir sekilde tiretebilmeleri, besiyeri veya inokiile edilen ornek
icindeki toksik maddeleri igerdikleri fosfolipidler sayesinde baglayarak etkisiz hale
getirmeleri, icerdigi malasit yesili nedeniyle kontaminant bakterilerin iiremelerini
engellemeleri olumlu 6zellikleridir. Koloni olusumunun erken saptanmasindaki zorluk ve ilag
duyarlilik testlerinde ilacin besiyerinde dengeli konsantrasyonlarda dagilamamasi ise yumurta
bazli besiyerlerinin dezavantajlarini olusturmaktadir. Bu besiyerlerine, Lowenstein-Jensen
(LJ), Petregnani ve American Torasic Society (ATS) besiyerleri 6rnek verilebilir (36,37,42).

Agar bazli besiyerleri, transparan olmalar1 nedeniyle, yumurta bazli besiyerlerinde 18-
24 giinde saptanan kolonilerin, mikroskobik biiyiikliikte iken bile 10-12 giinde saptanmalarina
olanak saglar. Agar bazli besiyerlerin saklanma siirelerinin oldukg¢a kisa olmasi ve 1st1 ile 1513a
maruz kalmalar1 sonucunda o¢zelliklerinin bozulmasi, yumurta bazli besiyerlerine gore
dezavantajlarim olugturmaktadir. Bu besiyerlerine Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11
Ornek verilebilir (42).

Bu klasik kiiltiir yontemlerine ilave olarak giintimiizde tiberkiiloz basilinin daha hizli
iremesini ve iiremelerin erken donemde tespit edilmesini amaglayan hizli, manuel veya
otomatize, iireme indikatorlerine gore iiremeyi radyometrik, floresan veya kolorimetrik olarak
degerlendirilebilen kulttr sistemleri, mikobakteri laboratuvarlarinin rutinleri arasina girmistir.
Bu sistemlerde agirlikii olarak sivi besiyerleri kullanilmakla beraber, bifaz