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OZET

Tiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restrioction
Fragment Lenght Polymorphism) ile Tiplendirilmesi

Tiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM), giiniimiizde bagisiklik sistemini baskilayan hastalik
ve tedavilerin artmasina bagh olarak giderek artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak kasimiza
cikmaktadir. Klinik acidan 6nem tasiyan TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi hizli ve dogru
bir sekilde yapilmalidir. Aksi takdirde uygun olmayan tedavilere bagh direnc¢ gelisimi ve
gereksiz yere ila¢ kullannmindan kaynaklanan toksisitenin olusmasi s6z konusudur.
Gilinlimiizde mikobakterilerin tanimlanmasinda konvansiyonel kiiltiir yontemleri rutin
mikobakteriyoloji laboratuvarinda altin standart yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak rutin
uygulamada mikobakterilerin identifikasyonu zaman alic1 ve yogun islemler gerektirmektedir.
TDM’ lerin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi icin ucuz, kolay ve hizli sonug veren yéntemlerin
uygulanmasi, bu etkenler ile meydana gelen enfeksiyonlarin etkin bir sekilde tedavisine olanak
saglar. Bu calismada TDM’lerin Polymerase Chain Reaction Restrioction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP) ile kolay ve hizli tiplendirilmesi amag¢lanmistir.

Bu calismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda
2015-2019 tarihleri arasinda klinik 6rneginin kiltiiriinde lireme olan 296 koleksiyon susu
calismaya dahil edildi. TDM oldugu tespit edilen 47 izolat PCR-RFLP yontemi ile tiir diizeyinde
tanimlandi.

Calismamizda TDM’lerin tiir dagilimi:  Mycobacterium intracellulare %1.35 (n=4),
Mycobacterium fortuitum %1.01 (n=3), Mycobacterium simiae %0.68 (n=2), Mycobacterium
szulgai %0.68 (n=2), Mycobacterium kansasii %0.34 (n=1), Mycobacterium abscessus %0.34
(n=1), Mycobacterium scrofulaceum %0.34 (n=1), Mycobacterium gordonae V %0.34 (n=1)
olarak tespit edildi.

Calismamizda TDM’lerin identifikasyonuna olanak saglayan PCR-RFLP yonteminin klinige
hizli bilgi vermek acisindan, ucuz, kolay ve rutin kullanima uygun bir ydntem oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tiiberkiiloz disi mikobakteri (TDM); PZR-RFLP (Polimeraz zincir

reaksiyonu-parca uzunluk polimorfizmi; hsp65 PZR.
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ABSTRACT

Typing of Non-Tuberculosis Mycobacteria by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction
Restrioction Fragment Lenght Polymorphism)

Non-tuberculous mycobacteria (NTM), 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. Rapid and accurate identification of clinically relevant NTM isolates
to the species level is crucial as improper treatment may lead to drug resistance and
unnecessary exposure to drug toxicity. Today, conventional culture methods for the
identification of mycobacteria are still accepted as the gold standard in the routine
mycobacteriology laboratory. However, identification of mycobacteria in routine application
requires time-consuming and intensive processes. The clinical course and therapy can differ
among different species of NTM. Cheap, fast and simple methods in identification of NTM
species should be helpful to eliminate the pathogens cost effectively. In this study, easy and fast
typing of NTM withl Polymerase Chain Reaction Restrioction Fragment Lenght Polymorphism
(PCR-RFLP) was aimed.

In this study, 296 collection strains that were reproduced in the culture of clinical samples
between 2015-2019 in Mersin University Faculty of Medicine Medical Microbiology Laboratory
were included inthe study. 47 isolates determined to be NTM were identified at species level by
PCR-RFLP method.

In our study, distribution of the identified species were as follows; Mycobacterium
intracellulare  %1.35 (n=4), Mycobacterium fortuitum %1.01 (n=3), Mycobacterium simiae
%0.68 (n=2), Mycobacterium szulgai %0.68 (n=2), Mycobacterium kansasii %0.34 (n=1),
Mycobacterium gordonae V %0.34 ( n=1) , Mycobacterium abscessus %0.34 (n=1),
Mycobacterium scrofulaceum %0.34 (n=1).

In our study, it was concluded that the PCR_RFLP method, which allows the identification of
NTM, is an inexpensive, easy and routine method in terms of providing rapid information to the
clinic.

Keywords: Nontuberculous mycobacteria(NTM); PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction
Restrioction Fragment Lenght Polymorphis); hsp65 PCR.
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1. GiRiS

Tiberkiiloz (TB) tiim diinyada 6liime neden olan 10 hastaliktan biridir. Tani ve tedavi
yontemlerindeki ilerlemelere ragmen TB hala en 6nemli enfeksiyon hastaliklarindan birisi
olmaya devam etmektedir. Giiniimiizde az gelismis tilkelerin degil gelismis tilkelerin de en
biiylik sorunlarindan birisini olusturan TB biitiin diinyada yaygin olarak goriilmekte ve
6nemini korumaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO), insan niifusunun iigte birinin, TB’nin etkeni
olan Mpycobacterium tuberculosis (MTB) ile enfekte oldugunu tahmin etmektedir. 2019

verilerine gore, bu hastaliktan 2018 yilinda 1,6 milyon insan yasamini yitirmistir [1].

Mycobacterium tuberculosis kompleksine (MTBC) dahil olmayan diger mikobakteriler;
Tiiberkiloz dis1 mikobakteriler (TDM) , non-tiiberkiiloz mikobakteriler ( NTM) veya atipik
mikobakteriler olarak adlandirnlmaktadir [2]. TDM'ler ¢evrede yaygin olarak bulunan 160’dan
fazla tiirii icermektedir. Dogal su kaynaklari, hastane ve binalarin sicak su sistemleri ile cesitli
hayvanlar TDM’ ler icin kaynak olabilmektedir. Saglikli ve bagisiklig1 baskilanmis kisilerde
basta solunum sistemi olmak tizre cilt, yumusak dokular, lenfatik, kas-iskelet sistemi ve bir¢ok
sistemde hastalik olusturabilirler. Hastalik etkeni olarak en sik karsilasilan etkenler: M. avium,
M, intracellulare, M. kansasii, M. abscessus, M. fortuitum, M. chelonae, M. marinum, M. genavense,

M. haemophilum’dur [3,4] .

Son doneme kadar mikobakterilerin mikrobiyolojik identifikasyonu klasik biyokimyasal
belirtecler ile yapilmistir. Bu testlerin yogun emek gerektirmesi ve cogu TDM tirlerini
tanimlayamamasi sebebiyle kullanilmamaktadir. TDM’lerin biiyiik ¢ogunlugu klasik anti-TB
ilaclara karsi direng gostermektedir. Tedaviye baslanmadan 6nce mikobakteri tiirlerinin hizh
bir sekilde tespit edilmesi 6nemlidir. Boylece hastanin gereksiz yere ila¢ kullanmasi, hastanede

kalis siiresinin uzamasi ve ayni zamanda ekonomik kayiplar1 6nlemektedir. [2,5,6].

Molekiiler yontemler, bilimin bircok alaninda oldugu gibi enfeksiyon hastaliklarinin erken
tanisi, mikroorganizmalarin tiir ve alt tir diizeyinde ayriminin yapilmasi, antibiyotiklere
direncin saptanmasi, virtlans genlerinin arastirilmasi, epidemilerin belirlenmesi ve izlenmesi

gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [7].

Mikobakterilerin hizli identifikasyonunda molekiiler yontemlerden biri olan polimeraz
zincir reaksiyonu-par¢a uzunluk polimorfizmi (Polymerase Chain Reaction-Restrioction
Fragment Lenght Polymorphism PCR-RFLP) teknigi bir¢ok arastirmaci tarafindan
onerilmektedir. Klinik Ornegin 06zgiil besiyerine ekimi ile kiiltiir yapilmasi sonucu
mikobakteriler izole edilir. Sonra biyokimyasal testler kullanilarak TDM-MTBC ayirimi1 yapilir.
Fenotipik 6zelliklerin 6n planda bulundugu bu yéntem ile tiir tayini sinirli sayida tiiriin tespitine

izin vermektedir. Bu nedenle 6rnekde tespit edilen mikobakterilerin identifikasiyonu icin
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biyokimyasal belirtecler yerine ileri metodlar tercih edilmektedir. Yapilan bir calismada PCR-
RFLP metodunun laboratuvar kullanimina uygun, maliyeti diisitk ve hizli bir yéontem oldugu

bildirilmistir [8].

Calismamizda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda 2015-2019 yillar1 arasinda klinik 6rneklerden izole edilen

TDM’lerin PCR-RFLP yo6ntemi ile hizli ve dogru bir sekilde tiplendirilmesi amag¢lanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Tarihge

Halk arasinda verem hastalifi adiyla bilinen TB, farkli bolgelerde degisik tarihlerde
epidemilere neden olmustur [9]. TB'nin tarihinin 150 milyon yi1l 6ncesine dayandigi ve TB’nin
ilk olarak 3 milyon yil énce Dogu Afrika’da meydana geldigi tahmin edilmektedir. MTBC'nin
tiirlerinin kokeninin ise tahmini 15.000-35.000 y1l 6ncesinde goriildiigii bildirilmektedir [10].
ilk bilgiler Misir mumyalar1 ve Urdiinde bulunan insan iskletlerinde Pott hastalif1 ve Psoas
apseleri gorilmesi , Nil yakinlarinda bir mezarda (M.0.1500) lenf bezi TB’sine ait belgenin
bulunmasi sayilabilir. Bulunan kisinin kemik grafisinde Pott hastaligina ait bulgular saptanmis
ve orneklerde aside direncli basiller goriilmustiir [11]. M.S. 2. yuzyilda yasayan Galen ise tedavi
onerilerini ortaya koymustur. Bu onerilere dinlenme, venden kan alimy, siiliitk uygulamasi, gogiis
yakilari, dskiriigiin kesilmesi ve kabartici maddelerle ciltte yaralar olusturmak gibi tedaviler
aittir. Fitizisli hastalarin otopsilerinde Kkaviter lezyonlarini Andreas Vesalius (M.S. 1478)
bulmustur. 1614-1672 yillarda ise Francicus Sylivus TB’den 6len hastalarin akcigerlerinde

kiiciik sert nodiilller bulmus ve onlari tiiberkul adlandirmistir [12].

TB basili ilk kez 1882 yilinda Berlin’de Robert Koch tarafindan kesfedilmistir. Robert Koch
1884 yilinda tiiberkiiloz basilini klinik 6rneklerden izole ederek, saf kiiltiiriinii yaparak, daha
sonra deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturarak ve enfekte ettigi hayvanlardan bakteriyi
yeniden ireterek " Koch Postulasi” ni1 beyan etmistir [13]. Fransiz arastirmacilar1 Albert
Calmette ve Camile Guerin 1921 yilinda sigir TB basilini 230 kez pasaj yaparak ilk TB asisi
Bacillus Calmette-Guerin (BCG)'i gelistirmislerdir [14].

TB tedavisinde yeni bir dénem 1940’h yillarda para-aminosalisilik asit (PAS) ve
strepromisinin bulunmasiyla baslamistir. 1952 yilinda izoniazidin (INH), 1954 yilinda
pirazinamid (PZA), 1962'de etambutol (EMB), daha sonra 1966’da rifampisin (RIF) bulunmasi
ve uygulanmasi sonucunda TB tedavi edilebilir bir hastalik olmustur [15].

TDM’ler ilk defa 1950 yillarinda TB tedavisine cevap vermeyen TB hastalarinin %1-2’sinde
insan patojeni olarak tammlanmistir. 1868 yilinda Ingiltere’de tavuklarda insan TB’sini taklit
eden bir vaka gorilmiistir. 1890 yilinda izole edilerek TB’den farkli bir tiir oldugu tanimlanan
bu bakteri tiirti sonradan M. avium olarak adlandirilmistir. 1943 yilinda bir olguda silikoziz
tanisi olan hastanin altta yatan enfeksiyon nedeni M. avium kompleks (MAC) oldugu tespit

edilmistir[16].
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2.2 . Mikobakterilerin genel 6zellikleri

Mycobacterium cinsi Mycobacteriaceae ailesinin tek iiyesidir. Hareketsiz, sporsuz,
kapsiilsiiz, comaklar halinde, aside direncli ve aerobik 6zellige sahip bakteridir. Standart hiicre
duvari yapisina sahip olmadiklarindan Gram pozitif veya negatif olarak degerlendirilemezler.
Hiicre duvarlarinda yaygin lipid molekulleri vardir (Sekil 1.1). Lipidler mikrobakteriyi hem dis
etkenlerden korur hem de standart boyalarla boyama miimkiinsiizliigiine sebep olur. Ozel ayirt
edici boyalarla (Ziehl- Neelsen, Kinyoun, floresan) boyanabilirler [17]. Genellikle hiicre ici
yerlesim gosterip, hiicresel immiin cevap verir ve ge¢ tip asir1 duyarlilik reaksiyonu sonucu
graniilomatoz tipte infeksiyonlara neden olurlar [18]. Mikobakteriler dokuda 0.3-0.6 um eninde,
1.0-10 pm boyutunda bulunan ince basillerdir. Béliinme siireleri 12-18 saat olup ge¢ ¢ogalan,
plemorfik comaklardir. Optimum iireme sartlar1 pH 5-6 ve %5-10 CO,'dir. 37°C sicaklikta
liremesine karsin bu sicaklik tiire gore degismektedir (Tablo 2.1). Koloniler 10-15 giinde gozle
goriinmeye baslar. MTB ve M. bovis 2 haftadan daha uzun siirede, M. avium ve M. xenopi, M.
kansasii, M. marnium 1 haftadan daha uzun siirede, M. fortuitum, M. chelonae tiileri ise bir

haftadan daha az bir siirede iireme gosterebilirler [19].

Mikobakterilerde guanin ve sitozin (G+C) (%62-70) oram yiiksektir. Farkl
mikroorganizmalarda ; Nocardia (%60-69), Rhodococcus (%59-69) ve Corynebacterium’ larda
(%51-59) bu oran ytiksek olup mikobakterilerle hemen hemen aynidir. Yapilan ¢alismalar MTB,
M. bovis ve M. lepra tiirlerinin genetik tiplendirilmesinden sonra hizlanmistir.
Mikroorganizmanin dogal biyokimyasal antijenik ve genetik verileriyle ilgili teorik bilgileri daha
da netlesmistir. Mikobakterilerin genomunun B. subtulis ve E. coli gibi kolay ve hizl1 cogalan
mikroorganizmalara nazaran boyutu kii¢ilik oldugu tespit edilmistir. MTB H37Rv susunun gen

boyutu 4.411.529 bp olup tahmini 3.986 proteini kodlamaktadir [20].
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Tablo 2.1. Mikobakterilerin genel 6zellikler

Mikobakterilerin Genel Ozellikleri
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M.ulcerans - - Y - R - - - - - + - — — _ _
M.simiae Y S F + — - + - + = — — + +
M.scofulaceum Y Y S Sk2 — - - + - -/+ — - D — n .
M.szulgai Y | Y S/R | Sk/F | - - + + -/+ -/+ - - D - + +
M.gordonae Y Y S Sk - - + + - - - D - — -/+
M.xenopi Y | Y S Sk - - + - -/+ - - + - - D
M.avium- - Y S/R - - - —/+ - + - - - - - +
intracellulae /+ /+ /+
M.gastri Y S/R - - - - - + -/+ — _ - _ + _
M.mamoense Y Y S - - - - +/- + + - - _ D +
M.haemophylu Y R - - - - - - - - - - - _ +
m
M.nonchromo- Y S/R - - - + + + - - - - D - D
genicum
M.terrae Y S/R - - - + + + - - - — D _ D
M.triviale 0 R - - - + + + - + - -+ | - - D
M.fortuitum - c3 S/R - - - + + D + + + + + + +
M.chelonae C S/R - D - - D D + D _ + + + +




Turan NAJAFLI, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

M.phlei C C C R Sk + + + + + + + — _
M.smegmatis C C C S/R - + + + + + + + - —
M.vaccae C C S Sk + + + + + D + — _

Aciklamalar: a-1 Y: bulundugu sicaklik derecesinde yavas lireyenler, 2 0: bulundugu sicaklik
derecesinde orta hizda iireyenler, 3 C: bulundugu sicaklik derecesinde ¢abuk tireyenler. b-1 S:
smooth-diiz koloni, 25/R: smooth-diiz rough-diizensiz olusturanlar. c-1 f: fotokromojenler, 2
Sk skotokromojenler. + olumlu, - olumsuz , +- genellikle olumlu, -+ genellikle olumsuz, D:
degisken.

2.3. Mikobakterilerin hiicre duvari

Mikobakterilerin hiicre yapisi diger bakterilerin hiicre yapisi ile benzerlik gosterir. Lipid
bakimindan zengin olmasindan dolay1 karmasik bir hiicre duvar yapisina sahiptir (Sekil 2.1).
Dis membrana sahip degiller, i¢c membranlar1 ise kalin peptidoglikan tabaka ile otriiliidiir.
Plazma membraninda lipoarabinomannan (LAM), proteinler ve fosfatidil inositol mannosidler
mevcuttur. LAM, mikobakterilerde islevsel olarak O antijeni ile aynidir. Peptidoglikan
tabakasinin {stiinde D-arabinoz ve D-galaktoz'dan olusan dallanmis arabinogalaktan
polisakkariti vardir. Hidrofobik 6zellige sahip olan hiicre duvari elemanlarinin iicte ikisini
lipidler olusturur. Hiicre duvar katmanlar1 boyunca transport proteinleri ve belirsiz yerlerde

porinler saptanabilir [21].

Serbest mikolik asitler ve polipeptidler

lipoarabinomannan
mikolik asit
arabinogalaktan

Sekil 2.1. Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi
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MAC {yelerinin hiicre duvarinda mevcut olan kord faktorii diger adiyla trehaloz-6-6-
dimikolat = mikroorganizmanin  virulans faktorlerindendir.  Kiiltiir = preparatlarinda
mikobakterilerin demet seklinde goriilmesinde ve sivi besiyerinde uzun yilankavi sekiller
olusturmasinda kord faktorii rol oynar. Mikobakterinin konak hiicrede canli kalmasindan ise
sulfatid (trehaloz 2 sulfat) sorumludur. Virulans faktor ile bir birilerini aktive edrek, sinerji
saglayarak calisirlar. Diger bir grup proetinler, 1s1 sok proteinlerinin (65Kda, 38Kda, 12Kda)
dayanikliligin siirdiirtilebilmesinde etkili oldugu ihtimal edilmektedir. TDM’lerde trehaloz-6-6-

dimikolat maddesi gortilmez[2,21].

2.4. Mikobakterilerin siniflandirilmasi

Mikobakteri tiirlerinin siniflandirlmasinda ayr1 arastirmacilar tarafindan farkli metodlar
kullanilmistir. 1950°li yillarda Ernest Runyon TB ve M. bovis disindaki mikobakterileri koloni
morfolojileri, pigment olusturmalarini, {ireme siirelerini temel alarak; nonkromojenler,
fotokromojenler, skotokromojenler ve hizli iireyenler olarak 4 grupta siniflandirmistir (Tablo

2.2).

Tablo 2.2. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerde Runyon Siniflandirilmasi

Sari-portakal M. kansasii
reng pigment
[ Fotokromojenler Yavas lireme olusumu M. marinum
M. simiae
Sari-portakal M. scrofulaceum
II Skotokromojenler | Yavas lireme reng pigment M. gordonae
olusumu
M. szulgai
M. avium -
intracellulare
I11 Nonkromojenler Yavas lreme Yok M. xenopi
M. terrae
M.malmoense
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M. ulcerans
M. fortiutum
Hizl iireme M. peregrinum
IV Hizh Ureyenler (Kiiltiirde 7 Giin Yok M.abscessus
i¢inde M. chelonae
saptanabilir)

Runyon siniflandirmasi sonraki donemlerde bazi tiirlerin klinik olarak anlamli olmasi
sebebiyle siniflandirmada bazi sorunlar ortaya ¢ikmistir. Ornegin, M. kansasii’nin hangi grupda
yer alacagi net degildir. Runyon’nun siniflandirmasindaki kisitlamalarina ragmen, TDM’lerin 6n

tanisinda bu siniflandirmadan kullanilmaktadir. [22].

Mycobacterium marinum : Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina en sik sebep olan
etkenlerden biridir. Mikrobiyolojik 6zellikleri arasinda fotokromojenik kolonilerle 7 ile 14 giin
icinde biiylimesi ve M. iilserans ve diger mikoleakton iireten TDM'den molekiiler temelde ayirt
edilmesinin zor olmasi gercegi yer alir [23]. Baliklar ve su ile iliskili olan bu tiir 6zellikle korfez,
liman ve kiy1 sular1 gibi 11k, tuzlu sularda bulunmaktadir. insanlara bulas, biitiinliigii bozulmus
cildin kontamine su veya deniz iiriinleri ile temas etmesi sonucunda olmaktadir [24]. Insandan
insana bulas hentiz belirtilmemistir. Epidemiler kontamine olmus klorsuz ayni yiizme havuzunu
kullanan kisiler arasinda goriilmektedir. Kontamine olmus deri bdlgesinde kahverengi
lezyonlar (tipik olarak sporotrikoid veya subakut el nodiilleri) ve siklikla kortikosteroidlerin
lokal kullanim ile iliskili olan eklem ve kemige yayilan lezyonlar1 gézlenmektedir [25].
Kiltiirde Middlebrook 7H10, 7H11 ve antibiyotikli Lowenstein —Jensen besiyerleri kullanilir.
7-10 gln icinde tiremis koloniler koyu renkli pigmente olmayan koloniler seklindedir. Bunu
takiben ise 24-48 saat icinde sar1 renkte pigmentoz koloniler gozlenebilir [26]. Genellikle tedavi
birka¢ ay boyunca antibiyotik kullanimi ve cerrahi ile kullanimi ile yapilmaktadir. Onerilen
antibiotikler: minosiklin (2x100mg), doksisiklin (2x100mg), rifampisin (600mg/giln),
trimethoprimsulfamethoksazole (2x160/800mg), klotrimisin (2x500mg) ve siprofloksasindir
[27].
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Mycobacterium kansasii : En sik iyi klorlanmamis musluk sularinda, 6kiiz ve domuz gibi
hayvanlarda bulunmaktadir. Tipik olarak bireyin solunum o6rneklerinden elde edilen
kiltiirlerinde etken olarak bulunur. Klasik akciger hastaliklarina neden olmakla beraber cilt
infeksiyonlar1 ve artrit, menenjit, lenfadenit, osteomiyelitle de klinige basvuran hastalar da
gorilmektedir. HIV kisilerde solunum sistemi ve multi organ tutulumu seklindi ko-enfeksiyonu
olarak karsimiza cikabilir [28]. Cilt enfeksiyonlar1 6zellikle immiinsuprese hastalarda normal
veya bltilinliigii bozulmus cilt dokusunda gelismektedir. M. kansasii’nin 15 giinliik inkiibasyon
donemini takiben gozlenen cilt lezyonlar1 kirmizi renkli papiil ve ya plaklar ; piistiiler, tlsere,
kabuklu veya verriikoz papil veya nodiiller ; selliilit ve apse tablolar1 seklinde gozlenebilir.
Lezyonlarin histopatolojik incelenmesinde akut ve kronik inflamasyon bulgularinin yani sira
tuberkiiloid ve ya epiteloid graniilomlar mevcuttur. M. kansasii Lowenstein-Jensen besiyerinde
37'C’de en az 10-20 giin inkiibasyonu sonuncunda sar1 portakal renkli beta karoten kristalleri
pigmentler gozlenebilir [29,30]. Tedavide Rifampin (600 mg/giin), isoniazid (300 mg/giin) ve
etambutol (baslangicta 25 mg/ giin iki ay ve devaminda 15 mg/giin) tedavisi genellikle balgam

negatiflestikten sonra 12 ay olmak iizere 18 ay devam edilir [31].

Mycobacterium szulgai : Nadir goriilen bir tiirdiir. Atipik mikobakteriyel enfeksiyonlarin
% 1’den az bolimiine sahiptir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. Ciltte
olusan lezyonlar ekstremitelerde ve gévdede kirmizi hassas nodiller seklinde olup spontan
olarak drene olabilirler. Bu lezyonlar ilerleyerek subkutan ve kemik dokuyu enfekte edebilirler.
Kiltiirleri diger mikobakterilere benzemektedir. Tedavide INH (300 mg/giin), RIF (600
mg/giin) ve EMB (1.200 mg/gilin) uzun siireli kullanilmalidir [ 32,33].

Mycobacterium scrofulaceum : M. scrofulaceum enfeksiyonu pediatrik servikal lenfadenit
vakalarinda tamimlanmistir, ancak yetiskinlerde de gériilebilmektedir. Ozellikle cocukluk
caginda yol actig1 servikal lenfadenopati sebebiyle “scrofulaceum” olarak isimlendirilmistir.
Dogada toprakta, musluk sularinda, ¢ig siitte ve bir¢cok siit iirlinlerinde bulunabilmektedir.
Insanlara bulas agisindan oral, orofarengeal ve hematojen yayilmin etkili oldugu
distiniilmektedir. M. scrofulaceum enfeksiyonu erskinlerde tek tarafli hassas servikal
lenfodenipatiye sebep olmaktadir. Bu lenf nodu kendiliginden drene olmabilmekle beraber
multipl daginik paternde subkiitanoz apseler de seyredilmektedir. Cilt tutulumunun yani sira
pulmoner tutulu dissemine hastalik tablosu, konjuktivit, menenjit, graniilamatoz hepatit ve
osteomyelit tablosu goézlenelebilir [33]. Anormal lenf diigiimlerinin cerrahi eksizyonu, ¢ok
diigiik bir niiks oraniyla iliskili etkili bir tedavidir. Insizyon ve drenaj yoluyla lenf diigiimlerinin
¢ikarilmasi durumunda enfeksiyon genellikle devam eder. Siniis yolu olusumuna neden olabilir

ve cerrahi gerekebilir. Tedavide gecikme, siniis yollarinin ve yara izlerinin gelisme sansini
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artirarak kalic1 bir kozmetik kusura yol acar. Tedavide cerrahi olarak lenf nodunun ¢ikarilmasi

ile birlikte , tedavi siiresi 9 ay olarak RIF ve INH kombinasyonu kullanilmalidir [34].

Mycobacterium avium- intracellulare kompleks (MAC) : MAC enfeksiyonlarindan
sorumlu bakteriler : M. avium ve M. intracellulare’dir. Bu bakteriler toprakta, tuzlu ve temiz
suda, hayvan yemlerinde, baz1 bitkiler dahil bir¢ok yerlerde bulunabilmektedir [35,36]. Saghkl
kisilerde bulunan MAC her hangi bir enfeksiyon etkeni degil iken, bagisiklig1 diistik hastalarda
ozellikle AIDS hastalarinda 6nemli bir solunum yolu enfeksiyonu etkenidir. Bu hasta grubunda
cilt lezyonlar1 daha sik gozlenmektedir. Bu lezyonlar baslangi¢ta kirmizi renkli plaklar seklinde
veya Ulseratif lezyonlar seklindedir ve disseminasyon sonucunda graniilomlar, iilserler, piistiiler
ve yaygin lenfadenopati tablolar1 gelisebilir [37]. Tedavide Onerilen rejim 06zellikle makrolid
antibiotiklerin eklendigi kombinasyon tedavileridir. Bu kombinasyonda klatromisin, rifampisin

ve etambutol yani sira steptomisin de kullanilabilmektedir [29].

Mycobacterium ulcerans: Ulserans ile enfeksiyonun neden oldugu hastalifin ismi cografi
bolgeye gore Buruli iilseri, Kakerifu iilseri, Bairsdale tlseri Searls' lilseri ve ya Kumusi iilseri
olarak isimlendirilmistir. Ozellikle Uganda ve Zaire gibi tropikal ve subtropikal bélgelerde
siklikla gozlenmektedir. Enfeksiyonun kirli su, toprak veya bitki ortiisti ile temastan sonra
asinmis deri veya hafif travmatik yaralanmalar yoluyla bulastigi bilinmektedir. Lezyonlar
ozellikle ekstremitelerde karsimiza c¢ikmakla beraber kiiciik eritematéz lezyonlardan
baslayarak ilerleyici nekrotik ve (iilseratif lezyonlara da doniisebilmektedir. Ozellikle
immiinsupressif hasta grubunda bu lezyonlara yol acabilecegi unutulmamalidir. Tedavide
klaritromisin ile rifampisin kombinasyonunun kullanilmasi énerilmekle beraber son yillarda
yapilan calismalarda bir kinolon olan siprofloksasinin de rifampisin ile kombinasyonunun

oldukga basarili olabilecegi gosterilmistir [38,39].

Mycobacterium xenopi: M. xenopi 42-45° C'de optimum biiyiime ile yavas biyiiyen bir
termofil mikobakteridir. Ik olarak Schwabacher tarafindan 1959 yilinda Afrika kurbagasi olan
‘Xenopus laevis’ in deri lezyolarindan izole edilmistir. Bircok {iilkede sicak su hatlarindan ve
dogal su kaynaklarindan izole edilmistir. Bulasin ¢evreden aerosollerin inhalasyonu veya
sindirimi ile oldugu diisiiniilmekle birlikte insandan insana bulas kanitlanamamaistir. M. xenopi,
Kanada, Birlesik Krallik ve Avrupa'nin belirli bolgelerinde NTM akciger hastaliginin bir nedeni
olarak MAC'dan sonra ikinci siradadir. Neden oldugu akciger enfeksiyonu genellikle kronik
obstriiktif akciger hastalifi olan kisilerde gelisir. Eklem ve yumusak doku enfeksiyonlu
ekstrapulmoner vakalar da gézlenmistir. Optimal tedavi rejimi klaritromisin veya azitromisin,

EMB ve RIF icerir [40,41].

Mycobacterium gordonae: Eskiden M. aquae olarak adlandirilan M. gordonae, yavas

biiyliyen mikobakteridir. M. gordonae en az patojenik tirdiir ve kontaminant mikroorganizma

10
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olarak kabul edilir. Her yerde bulunan bu mikroorganizma yaygin olarak toprak ve sudan izole
edilmektedir. Tibbi aletlerin durulanmasi icin kullanilan musluk suyu ve bronkoskobide
kullanilan topikal anesteziye eklenen boya nedeniyle hastanede bulastigi bildirilmektedir
[4.42]. Cilt enfeksiyonlar1 hassas ve boyutu 0.5-1.5 cm arasinda degisebilen papiilonodiiler
lezyonlar seklindedir ve bu lezyonlarin yiizeyi llseratif hal alabilir. Histopatolojik olarak ise
genis histiyositler, multiniikleuslu dev hiicreler, akut ve kronik inflamasyon bulgular1 tespit
edilebilir. En iyi {iireme 1sis1 37°C 'olup, yaklasik 4-8 hafta gibi uzun siirede liremektedir.
Koloniler sariportakal rengindedir. Kiiltiir i¢cin pH's1 6 olan Ogawa besiyeri kullanilmaktadir.
Tedavide oral RIF’in (300 mg/giin) 6 ay siire ile veya TMP-SMX (2x320 mg/1600 mg) ile EMB

(800 mg/gilin) kombinasyonunun 24 ay siire ile kullanilmasi 6nerilmektedir [43,44].

Mycobacterium haemophilum : M. haemophilum ilk kez 1978'de immiin sistemi baskilanmis
hastalarda deri enfeksiyonlarina neden olan bir patojen olarak tanimlanmistir.
Mikroorganizmanin, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda deri ve deri alt1 enfeksiyonlarina,
septik artrit, osteomiyelit ve pnomoniye neden oldugu da bilinmektedir. Servikofasiyal
lenfadenit, immiinokompetan ¢ocuklarda en sik goriilen bulgudur . Optimal {ireme sicaklig
30° C 'dir [45]. Cilt lezyonlar1 kirmizi parlak renkli papiiller seklinde ortaya ¢ikar,bundan sonra
ilerleyerek hassas iilsere nodul veya abse sekline donebilmektedir. Histopatolojik olarak
polimorfoniikleer infiltrat ile beraber graniilamatdz pannikiilit tablosu gozlenirken, Langhan'’s
tipi dev hiicreler ve non kazeifiye nekroz da belirlenebilir. Kiiltlirde iiremesi icin hemoglobin
veya hemin , koyun kanl agar veya %2 ferrik amonyumsitratli Lowenstein-Jensen besiyerleri
gerektirmektedir. 2-4 hafta icinde 21 non pigmente koloniler gozlemlenir. Tedavide INH ve RIF

kombinzsyonu kullanilmaktadir [46].

Mycobacterium fortuitum ve Mycobacterium chelonae: M. fortuitum ve M. chelonae,
mycobacterium cinsinin  farkli tiirleri olmasina ragmen, hem kultiir 6zelliklerinin benzer
olmasit hem de olusturdugu klinik tablolarin benzer olmasi sebebi ile eskiden ayni grupta
smiflandirilmistir [47]. Bu ikili TDM'lerin hizli cogalan grubuna aittir ve dogal dis ortamlarda
sik bulunur. Kisa bir zaman diliminde ve hizli ¢ogalma becerileri nedeniyle cevreden
bulasabilecegi gibi, hastane kaynakli nedenlerle de olabilir. Ornegin, kisisel hijyen kurallarinin
bozulmasi veya kontamine soliisyonlar, yapay tirlinlerin dekontamine olmasi (prostetik kapak),
tibbi cihaz veya aletlerin uygunsuz kullanimi, cerrahi steriltenin bozulmasi ve ya islem sirasinda
yapilan standart dis1 prosediirler sirasinda da bulasabilir. Bu mikobakteriler kistik fibrozis ve
bronsektazi gibi solunumsal kronik hastaliklarda edinsel pulmoner enfeksiyonlar icin, travma
ve cerrahi islemler sonrasinda yumusak doku ve deri enfeksiyonlar i¢in risk faktérleri olarak
gosterilebilir. 3-4 haftalik bir inkiibasyonu takiben soguk abseler ve drenaj gozlenebilir. Bazi

durumlarda travmaya ugramis veya cerrahi uygulanan bolgedeki enfeksiyonun disseminasyonu
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sonucunda kirmizi kahverenkli hassas olmayan subkutan nodiiler lezyonlar olusabilir. Ayni
zamanda drene olabilen soliter lenf nodlari, postoperatif endokardit, osteomyelit ve kronik
pulmoner hastalik tablolar1 da go6zlenebilmektedir. Histopatolojik olarak graniilamatoz
inflamasyon, nekroz ve dev hiicreler goézlenebilir [48]. M. fortuitum-chelonae kompleks de
grubun diger fUyeleri gibi klasik referans tedaviye direnclidirler. Bu mikroorganizmalar,
amikasin, siprofloksasin, azitromisin, imipenem, Klaritromisin, doksisiklin ve siilfonamidlere

duyarhdirlar [47].

Mycobacterium smegmatis: ilk kez M. smegmatis 1884 yilinda Lustgarten tarafindan izole
edilmistir. Yaygin olarak toprakta, suda ve bitkilerde bulunmaktadir. Herhangi bir memelide
sturekli olarak kalmaz ve bulasic1 hastalik veya enfeksiyonlara neden olmaz [49]. Bu
mikroorganizmaya bagh gelisen cilt enfeksiyonlar1 ilk olarak kardiyak cerrahiyi takiben
tanimlanmistir. Bu organizma igin en sik risk faktorleri olarak cerrahi, travma veya diger
invaziv prosediirler kabul edilmektedir. Selliilit, yara etrafinda drene olabilen hiperemik apse
lezyonlari en sik karsilasilan cilt enfeksiyonu tablolaridir. Middlebrook 7H10 agar besiyerinde,
43-45 °C' de 7 giinden daha kisa siire icinde iiremektedir [50]. Tedavide doksisiklin,
trimetoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin ve amikasin kombinasyonuna ¢ok iyi yanit
vermektedir. TDM tiirlerine baglh gelisen cilt enfeksiyonlar1 6zellikle son yillarda

immiinsupressif hasta grubundaki artisa paralel olarak daha sik gézlenmeye baslamistir [51].

2.5. Tuberkiilozun tanisi

Tuberkiiloz tanisi klinik, histopatolojik, immiinolojik ve mikrobiyolojik olarak
konulmaktadir. Kesin tani i¢in klinik 6rneklerde TB basilinin mikrobiyolojik olarak incelenmesi
gerekmektedir. Mikrobiyolojik tanida kullanilan yontemlere mikroskopik inceleme, kiiltiir ve
molekiiler testler aittir. Kiiltiirde basillerin goriilmesi icin 2-3 haftalik bir siire beklenmesi

gerkemektedir. Bu nedenle mikroskop ile saptanmasi biiyiik 6nem tasir [2].

Mikroskopi: Organ tutulumuna gore laboratuvar incelemelerinde: balgam, mide lavaj,
bronsiyal lavaj, laringeal siiriintii, beyin omurilik sivis1 (BOS), plevra sivisy, idrar, gaita, cilt ve
yumusak doku biyopsi ornekleri gibi cok cesitli klinik 6rnek kullanilabilmektedir. Klinik
orneklere; organik kalintilarmt sindirip homojenize etmek icin homojenizasyon ve
kontaminasyona neden olabilecek mikroorganizmalar1 (bakteri, mantar vb.) ortamdan
uzaklastirmak icin dekontaminasyon islemi uygulanmaktadir. Mikobakteri basili balgamdan
yapilan yaymada kolaylikla direkt saptanabilir. Basilin saptanabilmesi icin balgamin her

ml’sinde en az 5000-10000 basil olmalidir. On tanida Pulmoner TB diisiiniilen hastada, 3 giin
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art arda sabah balgamindan alinan 6rnegin degerlendirilmesi ile dogru tani kesinlesebilir

[52].

Direkt yayma preperatlarin incelenmesinde yagin kullanilan boyama yontemleri Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) ve Auramin-rodamine’dir. Tiirkiyede kullanilan en sik boyama yontemi
EZN boyamadir. Bu yontemde metilen mavisi ile eklendiginde aside direncli basiller mavi fonda
pembe-kirmizi ince ¢omaklar seklinde goriilebilmektedir. Mikroskopik incelemede biitiin
alanlar o6zenle ve en az 300 mikroskop alaninmi dahil edilecek sekilde (en az 15 dk) gozden
gecirilmelidir . Basilin sayisinin alan oranina gore materyelin pozitifligi sonc¢lanir (Tablo 3.1).
Nocardia tiirleri, Legionela micdadei, Rhodococcus aurantiaca, Echinococcus granulosus gibi
diger mikroorganizmalar da aside diren¢li boyandiklarindan, materyaelde basilin goriilmesi

kesin tani icin yeterli degildir [53.54].

Tablo 2.3. Direkt boyali preparatlarin degerlendirilmesi

Gortilen ARB sayisi
RAPOR Fuksin boya Florokrom boya
1000 X 250X 450X
Negatif 0 0 0
Stipheli,tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

Auramin-rodamin boyama yontemi ile boyanan mikroorganizmalar sari-turuncu renkte
floresan verirler. Auramin-rodamin boyama yonteminin EZN boyama yonteminden daha hassas
oldugu ve kisa zamanda genis bir tarama imkani verdigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.
Ayni kisiden alinmis farkli 6rneklerden hazirlanan preparatlarin biri pozitif saptanirken digeri
negatif saptanabilir. Bazen ARB pozitif olsa da , kiiltiirde lireme olmayabilir. Bu durum yeni
vakalarin goriilmesi, tedaviye yamit, ilaca diren¢ ve ilag degiskligi gibi konularda 6nem
gostemektedir. Ornegin, tedavi altinda olan bir hastada mikobakteri miktarinda azalma yoksa

veya ARB hala negatiflesmemisse ila¢ direnci diisliniilmelidir. Auramin-rodamine ile
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degerlendirme floresan mikroskopta yapildigi i¢cin bu mikroskobu temin edemeyen
laboratuvarlar icin DSO tarafindan EZN yontemi énerilmektedir. Bu nedenden dolayr bircok

tilkede rutin olarak EZN yontemi kullanilmaktadir[54].

Kiiltiir: Kiltiir yontemleri mikobakterilerin tansinda altin standart yontemdir. Kat1 ve sivi
besiyerleri olmak lizere ikiye ayrilmistir. Kati besiyerinin agar ve yumurta bazlh iki cesidi
vardir. Yumurta bazl besiyerleri : Lowensterin- Jensen (L]J), petragnani besiyeri, American
Thoracic Society, agar bazli besiyerlerine Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 besiyeri
aittir. Middlebrook 7H9 ise sivi besiyeri olarak ise kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinin en énemli
avantaji mikobakterlerin bircogunun {iretilmesinin miimkiin olmasidir. Mikobakterilerin
besiyerinden izole edilmeleri icin  kiiltiirlerin uzun stire inkiibe edilmesi gerekmektedir.
Kiiltiir siireleri ise kati besiyerinde 35-37°C’ de 6-8 hafta kadardir. Giinlimiizde en sik
kullanilan kati besiyeri, Lowensterin-Jensen (L]J)'dir. iceriginde patates unu, gliserol, tuz,
yumurta bulunmasiyla kontaminasyonu engellerken ayn1 zamanda TB icin uygun iireme
sartlarin1  saglar. Bu besiyerinin avantajlari, icerdigi malasit yesili kontaminan
mikroorganizmalarin {liremesini engellemesi, ucuz olmasi ve bircok mikobakteri tiiriini

tiretebilme 6zelligi olarak siralanmaktadir [55].

Yogun kontamine 6rneklerde mikobakteri izolasyonunda o6zellikle petragnani besiyeri
kullanilmaktadir. Ciinkii inhibitér madde olarak besiyerine eklenen malasit yesilini daha ytliksek

konsantrasyonda icermektedir [56].

BOS, plevra sivisi, biyopsi gibi steril 6rneklerin kiiltliriinde, 6zellikle American Thoracic
Society Medium (ATSM), diisiik oranda malasit yesili icerdiginden tercih edilmektedir.
Yumurtali besiyerlerinin gelismekte olan iilkeler ve Avrupa’da daha ¢ok tercih edildigi, agarl

besiyerlerinin (Middlebrook) ABD'de kullanildig1 bildirilmistir [57].

Agar bazli MiddleBrook 7H10 ve 7H11 besiyerleri ilk kez Middlebrook ve arkadaslari
tarafindan kesfedilmistir [58]. Bu besiyerlerinin agar bazina, gliserol ve OADC (Oleik
asit/Albiimin/Dekstroz/Katalaz) eklenmek suretiyle kullanilmaktadir. Besiyeri hazirlandiktan
sonra en fazla 3 hafta siire igerisinde kullanilmak zorundadir [59]. Middlebrook 7H11
besiyerinin L] besiyerine gore bir ¢ok avantajlari vardir. Bunlara kolonilerin kisa zamanda
goriilmesi, anti-TB ilaclardan etkilenmemesi, INH direncli bakterilerin kolayca ¢ogalmasi
soyelenebilir. Bu besiyerinin icerigine %0.1’lik enzimatik kazein hidrolizat'in ilave edilmesi M.
tuberculosis saptanmasini artirir. Ayrica % 2 gliserol icermekte olup bu sayede M. avium

kompleksi bu besiyerinde daha kolay liremektedir [59,60].

Dubos tween albumin ve Middlebrook 7H9 (sivi besiyeri), 7H12, 7H13 besiyerleri,

mikobakterilerin stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi, in vitro ve diger duyarhk
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deneylerde tercih edilmektedir. Sivi besiyerleri hem subkiiltiirlerinin yapilmasi, hem de
mikobakterilerin primer izolasyonu icin kullanilmaktadir [61]. Ureme genellikle kompleks
besiyerlerine gore daha hizlidir [62]. Giiniimiizde klinik ve referans laboratuvarda kullanilan

tam ve yar1 otomatize kiltiir sistemlerinin ¢ok sayida ticari Kitleri vardir [63].

BACTEC 460TB Sistem: Otomatize BACTEC 460 cihaz1 igne aspirasyon diizenegi icerir ve
her bir kiiltiir sisesi bu diizenegin altindan her 80 saniye araliklarla hizalanmis olarak gecer.
Kiltlir sisesinin list kismindaki gazdan bir 6rnek aspire edilir ve bir sintilasyon sayac
bélmesine gonderilir. Ornek aspire edildikten sonra, %10’luk CO, ile yer degistirir. Bactec 12 B
broth kiiltiir sisesi, Middlebrook 7H9, sigir serum albumini (BSA), kazein hidrolizat, katalaz,
biiyiime artirici olarak polioksietilen stearat ve bilyiimeyi izlemek amach C'* isaretli palmitik
asit vardir. Kontaminasyonu engellemek icin PANTA (Polimiksin B, amfotersin B, nalidiksik asit
Jtrimetoprim ve azlosilin) antimikrobiyal karisimindan eklenmis 4ml siv1 kiiltlir ortami igerir.
Bu siselere 0.5 ml islenmis 6rnek inokiile edilir ve 35°C’ de inkiibatére konulur. Besiyerinde
karbon kaynag1 olarak bulunan C' ile isaretli palmitik asit, inokiilum icinde mikobakteriler
varsa CO,!* ye metobolize edilir ve BACTEC 460 cihazindaki radyoaktif detektdr sistemi bunu
Olcer [64]. Radyoaktivite miktar1 growth indeks (GI) olarak isimlendirilen sayisal bir degere
gore ayrt edilmektedir. GI 10’dan yiiksek ise pozitif olarak kabul edilir. TB icin ortalama {ireme
sliresi 9-14 gilin iken TDM ig¢in ise 7 giinden daha kisadir. Giliniimiizde BACTEC 460 cihazi

TB'nin hizli tespitinde gelistirilen sivi bazl sistemlerin en iyisidir[61].

MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube): Plastik yapidaki kiiltiir tiiplerinde
modifiye Middlebrook 7H11’e ilaveten 0.5 ml OADC ile zenginlestirilmis ve 0.1 ml PANTA
(Polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin) antibiyotik karisimi da
iceren siv1 bazli radyometrik olmayan tam otomatize bir sistemdir. Bu sisteme basillerin
liremesini tespit etmek icin oksijen tiiketimine bagh floresans sensorii (rutenyum pentahidrate
emdirilmis slikon plastik) dahildir. Besiyeride mikobakteri tremesi ile oksijen kullanilir ve
tiipler 365 nm’de ultraviyole 1s1kla aydinlatildigi zaman gosterge parlak isik yansimasi verir.
Klinik degerlendirme kati besiyerinden istiindiir ve MGIT sisteminin duyarliligl , liremeyi
saptama siiresi BACTEC 460TB sisteminde oldugu gibidir. MGIT kontaminasyon oranlari
glinimiizde BACTEC 460TB sisteminden daha yliksektir. Primer ila¢ duyarhlik testlerinde,
MGITin hem manuel hem de otomatize versiyonu BACTEC 460 TB sisteminin yerine gecebilecek

esdegerdedir [61].

Versa TREK (ESP Kiiltiir Sistemi II): ESP (Elektronik Stabilite Programi) kan kiltiir
sisteminin bir uyarlamasidir. Her bir kiltiir sisesi, inkiibasyon modiiliinde 6zel bir cekmeceye
yerlestirildiginde , bir plastik gévde, gémiilii bir igne ve bir hidrofobik zardan olusan bir sensére

baglanmis olur ve mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerine bagh her hangi bir gaz basing
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degisikligi acisindan stirekli izlenirler [64]. Versa TREK sistemi tretilen veya tiiketilen gaz (0,

CO2,N2,H>) ne olursa olsun sisenin list kismindaki basing¢ degisikliklerini algilar [65].

Siseler modifiye Middlebrook 7H9 medium, gliserol ve seliiloz silingerler icerir. Bu
stingerler akciger alveollerini taklit ederek, mikobakteriler icin biiylime platformu saglarlar.
Inokiilasyondan hemen once her siseye polimiksin B, vankomisin, nalidiksik asit ve

amfoterisin B iceren bir antibiyotik kombinasyonu eklenir (PVNA) [61].

Baz1 ¢alismalarda muhtemel biiyliime déngiisiiniin oksijen tiiketim acamasinda elde edilen
erken sinyale dayali olarak ESP MYCO sistem BACTEC 460 sistemine gore kiltiirlerin yaklasik

yarisini 7 giin daha erken tespit etmesi gosterilmistir [64].

2.5.1. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin tanisi

TDM’ler, hem dogal hem de islenmis su Kkaynaklarinda, toprakta yaygin olarak
goriilmektedir. Bu nedenle hasta 6rnekleri alinirken 6zellikle sehir sebeke suyu ve cevresel
kontaminasyondan kacinilmalidir. Hastaliktan siiphe edilen kiside etken olarak TDM ya da
MTBC varoldugunu klinik olarak tespit etmek imkansizdir. Bu nedenle her olgu ayr ayrilikta
degerlendirildiginde, biyopsi ve laboratuvar incelemesi i¢in lokalizasyona goére Ornekler;

balgam, BOS, viicut sivilari, abse, AMS, idrar, diski alinabilir[7].

Mikroskopi: Mikobakteri enfeksiyonlarinin kesin tanisi amaciyla preparatda ARB
pozitifligi ve eszamanl kiiltiiriiniin yapilmasi ¢ok 6nemlidir. Bu yaklasim laboratvuar sonuglari
dogrultusunda bireye planlanacak tedavi ve izlem agisindan altin standartdir. Klinik érneklere;
organik kalintilan sindirip homojenize etmek i¢cin homojenizasyon ve kontaminasyona neden
olabilecek mikroorganizmalar1 (bakteri, mantar vb.) ortamdan uzaklastirmak icin
dekontaminasyon islemi uygulanmaktadir. Mikobakteri basili balgamdan yapilan yaymada
kolaylikla direkt saptanabilir. Basilin saptanabilmesi i¢in balgamin her ml’sinde en az 5.000-

10.000 basil olmasi1 gerekmektedir [8].

Kiiltiir: TDM'1in tanisinda kiiltiir icin ugulanacak islemler TB tanisinda uygulanan kiiltir
islemleri ile ayn sekildedir. Ama hizli cogalan TDM’ ler dekontaminasyon islemleri sirasinda
devamlilig1 diisiik ve hassasiyeti yliksek olmasi sebebiyle bu islemler mikoorganizmaya zarar
vermeyecek sekilde olmasi gerekir. Bazik esasli bir madde olan NaOH TDM’lere
dekontaminasyon islemi sirasinda toksik etki yapabilir. Doku ornekleri ve cilt biitiinligu
bozulmamis viicut bolgelerinden alinan steril sivi 6érnekleri her hangi bir dekontaminasyon
islemine ihtiya¢ duyulmadan direkt ekilebilir [65]. TDM tespitinde mutlaka kiiltiir teknigi
yapilmalidir. Bunun nedeni ister ila¢g duyarlilik testlerinin yapilip uygun tedavinin segilmesinde,

ister izole edilen suslarda tiiriin tespit edilmesinde, mikoorganizmanin tretilmesiyle tiir
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seviyesinde adlandirilmasinda ¢ok kiymetlidir. Ancak bu yontemin ge¢ sonu¢ vermesi bir

dezavantajdir [66].

Cogunlukla TDM kiiltiirii elde etmek icin uygun sicaklik derecesi 28-37°C’dir. Bir diger
grup ornegin, yavas lreyen ancak klinik olarak anlamli mikobakterilerin bir kismi1 35-37°C’de
cogalirlar. iki farkl besiyerlerinden birine 35°C-37°C digerine ise 28°C-30°C arasinda sicaklik
ortami saglanirsa TDM’lerin lireme pay1 daha fazla olur. Hizli ¢ogalan mikobakteriler, M.
Haemophilum, M. marinum’de 28-30°C’de sicaklhigi severken, M. ulcerans 25-33°C’de daha

yavas liremeyi tercih ederler [66].

TDM tiirlerinin ¢ogu pasaj sonrasinda 2-3 haftalik zaman diliminde ¢ogalirlar. Bazi tiirleri
daha uzun bir zamanda, 8-12 haftalik inkiibasyona siiresine ihtiya¢ duyarlar. Bunlara M.
ulcerans veya M. genavense 6rnek olarak gosterilebilir. Siv1 besiyerlerinde inkubasyon siiresi

daha da kisalmistir ve hizli ¢cogalan tiirlerin ¢ogu ilk yedi glin icerisinde ¢ogalmaktadir. [29.66].

2.5.1.1. Fenotipik Testler

TDM tiirlerinin fenotipik 6zelliklerine gore farkli tanitimlar sunar. Bunun nedeni tiiriin
besiyerde iireme siiresi, iireme icin uygun 1s1, koloni goriintiisii, pigment olusturma o6zelligi,
farkli olmasi ve buna bagh olark tiiriin identifikasyonudur. TDM’ler icin bir¢ok biyokimyasal

belirtecler kullanilmaktadir[67].

2.5.1.2. Biokimyasal Testler

Katalaz testi: Bu test cogu tirler icin olumlu sonuc¢ verirken, ilic mikobakteri M.
tuberculosis, M. gastri ve M. kansasii’yi tlrleri icin olumsuz sonu¢ vermektedir ve bu o6zellikleri
sebebiyle digerlerinden ayirt edebilmektedirler. Katalaz aktivitesini saptamak i¢in semikantitaf
ve 1s1 toleransi testi kullanilir. Semikantitatif test mikobakterileri, hava kabarciklarinin
ylksekliginin <45mm veya >45mm olusturanlar olmak ,iizere iki gruba ayirir. Enzimin 1s1 ile
bir kisim tiirlerinin inaktive olmasi bir tani yéntemi olarak uygulanmaktadir. Mikobakterilerin
tanimlanmasinda uygulanan hidrojen peroksit, diger bakterilerde bulunan enzimin aktivitesinin
Olciimiinde kullanilan reaktiften segiliyor. Hidrofobik olan mikobakterilerin striiktiiriin
bozulmasi ve enzimin kolay bir sekilde meydana ¢cikmasini olusturmak amaciyla testte etkili bir

deterjan olan %10 Tween-80’ ile %30 H,0, kombinasyonu uygulanir [67].

Niasin testi: Bu testin temeli, 6zellikle TB, M. chelonae ve M. simiae tirlerinin nikotinik
asiti digerlerine gére daha az metabolize etmeleri sonucunda, besiyerine eklenen niasin ile

tespit edilmesidir [68].
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Thiophene-2 karboksilik asit hidrazid testi (TCH): Yavas cogalan mikobakterilerin
ekseriyeti ve MTB TCH eklenmis besiyerinde c¢ogalirken M. bovis ¢ogalamaz. Middlebrook
besiyeri de icine TCH eklenerek hazirlanir. Bu besiyerine pasaj yapilarak tiirlerin

identifikasyonu yapilabilir [68].

MacConkey agarda ¢ogalma testi: Bu agar M. fortuitum ile M. chelonae’yin diger tiirlerden

secilmesinde kullanilir. Ozellikle test bu iki mikobakteri tiirii i¢cin 6nemlidir. [68].

Ureaz testi: Avantaji olarak bakterinin iireyi CO,’e ve amonyaga parcalayarak, kromojen
ozelligi olmayanlarin ve skotokromojen identifikasyonunda kullanilir. Bazi tiirler pozitiflik (M.
scrofulaceum) gosterirken, bazilar1 (M. avium ve M. intracellulare) iireaz negatiftir. M. avium

suslarin tanimlanmasi i¢in bu testi daha ¢ok spesifiktir [68].

Tween 80 testi: Bu test TDM iyelerinin ayirimi amaciyla kullanilmaktadir. Bazi
mikobakteriyel tiirler tarafindan iiretilen lipazlar “polioksietilen sorbitan monooleate” (Tween
80) deterjan hidrolize ederek oleik asit ve “polioksietilen sorbitol” agiga ¢ikar. Test pH’s1 7 olan
besiyerinde nétral kirmizis1i Tween 80 ile baglanir ve nétral pH’'da kehribar rengindedir. Eger
Tween 80 hidrolize edilirse notral kirmizisi artik bagh degildir ve pH 7’de kirmizi renge doner
[68].

Nitrat rediiksiyon testi: Esasi c¢ogalma hizi, pigment olusturma becerileri, koloni
morfolojisi gibi bir birine yaki olan tiirleri ayirmada kiymetlidir. Olay nitrorediiktaz enzimine
sahip olan mikobakterilerin nitratlar: nitritlere indirgeyebilmesine baghdir. M. smegmatis ve M.
fortuitum baz1 saprofit nonkromojenler, M. szulgai, M. tuberculosis ve M. kansasii grubu nitrat

rediiktaz testi pozitiftir[68].

Sodyum Kloriir tolerans testi: %5°’lik NaCl iceren L] besiyerinde tlreyebilme yetenegi,
28°C’'de inkiibe edildikleri zaman, yavas lreyenlerden sadece Mycobacterium trivale, M.

flavescens’in bazi suslari, M. abscessus ve M. fortuitum icin ortak 6zelliktir [68].

Biyokimyasal belirtecler sadece bir kisim mikobakteri tiirlerinin ayirt edilmesinde
yardimci olmaktadir. Kesin identifikasyon amaciyla bu ydntemlerin birka¢inin bir arada
kullanilmas1 gerekmektedir. Son yillardaki calismalar, sadece geleneksel biyokimyasal
analizlerin rutinde kullaniminin zaman alic1 olmasi nedeniyle tanida 6nemli gecikmelere yol
actiginl gostermektedir. Geleneksel testlerin tek basina kullanimi ile yeni tanimlanan TDM‘in

bircogunun identifikasyonu yapilamamaktadir [68].
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2.5.1.3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemler geneleksel tani metodlarindan kiltiir ireme tekniklerinin uzun
stirmesi, Ozgiillik ve duyarliiginin yiiksek olmasi, sebebiyle TB laboratuvarlarinda son
donemlerde daha fazla kullanilmaya baslamistir. Degisik molekiiler teknikler mikobakterilerin
direkt identifikasyonu acisindan gilivenilirlik, performans ve hiz itibariyle klasik metodlara
bakilirsa daha c¢ok {istiinlik saglamaktdarilar. Mikobakterilerin molekiiler ydntemlerle
idantifikasyonunda, 16S rRNA, hsp65, recA ve rpoB genleri hedef olarak gosterilen en 6nemli
bolgelerdir. Bakterilerin molekiiler identifikasyonunda 16S rRNA geni, her bakteriye 6zgiil ¢cok
iyi korunmus seriler icerir ve her tiire gore farkli serilere sahiptir. Bu degisken dizilerin PCR ile

¢ogaltilmasi sonucunda mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi miimkiin olabilmektedir [69].

Ik kez Telenti ve arkadaslari, tiim mikobakterilerde mevcut olan 439 bp’lik 1s1 sok
proteinini kodlayan genin (hsp65), restriksiyon enzimi ile kesilmesi prensipine dayali hizl ve
kolay bir yéntem olan PCR-RFLP’ yi gelistirmislerdir [69]. Izole edilen mikobakteri DNA’ s1 PCR
yontemi ile cogaltildiktan sonra BstE Il ve Hae III restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Kesilen
bolgeler poliakrilamid jel elektroforezinde molekiiler agirlik standartlarina gore birbirilerinden
ayrilarak mikobakteri tiplendirilmesi yapilmistir. PCR-RFLP y6ntemi ile yapilan calismalarda
PCR’nin hassasiyyeti pozitif 6rnekler preparatlarinda % 95 iken, negatif preparatlarda % 50-60
arasinda, spesifikligi ise % 98’ler oraninda saptanmistir. Bu sebeple modern uygulamlarada

yayma pozitif olgularin tercih edilmesi uygundur [70,71,72].

PCR: PCR ile tiplendirme metotlarinda mikrobiyal genom yapisinin tamamini veya bir
kismini tarama fonksiyonuna sahiptir. Bu tiplendirme metotlar1 genellikle bilgisayar destekli
olarak DNA dizi analizi, fingerprint profili yada karsilastirmali tiplendirme seklindedir. Bu
yontemle herhangi bir DNA molekiiliiniin se¢ilmis parcalar ¢ogaltilabilir ve degisken DNA
segmentlerinin c¢ogaltilmas1 ile yakin iliskili suslar arasindaki farkhiliklar1 gosterebilir.
Ginimiizde kullanilan en iyi ayirim yapabilen PCR temelli fingerprint metodlar tiim genom
analizine dayanirlar. PCR aracil fingerprintler ile tiir, alt tiir ve sus seviyesinde benzerlik veya

cesitlilik verileri elde edilebilmekte ve genis bakteri koleksiyonlarina uygulanabilmektedir [73]..

Ticari Molekiiler Problar: Akridinyum ester isaretli DNA problar1 16S rRNA’y1 gordonae
ve TB ailesi icin Gen-Probe Inc, AccuProbe gibi ticari problar mevcuttur. Problar her iki
besiyerlerinde uygulanabilir. Maliyeti yliksek metod olmasina ragmen, uygulanmasi ¢ok
kolaydir. Prob hibridizasyon metodunun sensitifligi %85-100, o6zgulligi %100 olarak
raporlanmaktadir. M. celatum ile TB arasinda kros tepkime goriilebilir. Bu metodun da
ksithliklar1 vardir, nitekim az sayida TDM iiyelerini tanimlayabilir. [2,53].

Line Prob Teknolojisi (Bant Testleri): Hedefe yo6nelik amplikonlarin revers
hibridizasyonu ve biotin ile kaydedilmis primerler uygulanarak realize edilen PCR esash bir
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metoddur. iki farkh line prob piyasada bulunur; inno LIPA Mycobacteria v2 (Innogenetics,

Belgika) ve GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience, Almanya)[74].

Inno LIPA metodunda 16S-23S rRNA isaretlenir. 17den fazla mikobakteri tiirii tek bir bant
test ile tespit edilebilir. Bunlara MAC, M. fortuitum kompleksi, M. scrofulaceum, M. malmoense,
M. kansasii, M. xenopi, M. smegmatis, M. chelonae, M. intracellulare, M. gordonae, M. avium, M.
genavense, M. simiae, M. celatum M. haemophilum ve M. marinum/M. ulcerans dahildir. Bant testi

spesifikligi %94, sensitivitesi %100’diir [74].

GenoType Mycobacterium tekniginde 23S rRNA'y1 esas alan ¢oklu PCR ve ardindan bant
prob teknolojisinin kullanildig1 ters hibridizasyon islemi uygulanmaktadir. Bu ydntem igin
gelistirilmis ti¢ ayr1 kit vardir: MAC tiyelerinin birbirinden ayirt eden GenoType MTBC kiti, sik
rastlanan mikobakterileri ayirt eden GenoType Mycobacterium CM ve az rastlanan
mikobakterileri tanimlayan GenoType Mycobacterium AS. CM ve AS Kkitleri birlikte
kullanildiginda, M. interjectum, M. avium, M. goodii, M. chelonae, M. asiaticum, M. kansasii, M.
abscessus, M. celatum, M. fortuitum M. genovense, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum,
M. malmoense, M. lentiflavum, M. marinum, M. gastri, M. ulcerans M. phlei, M. peregrinum M.
heckeshornense, M. xenopi, M. simiae, M. mucogenicum, M. smegmatis, M. szulgai, M. shimoidei ve
M. haemophilum tiirleri de ilave olmakla 30’a yakin TDM taniyabilir. Testin teknigi ve
raporlanmasi kolaydir. DNA dizi analizi ile karsilastirildiginda CM kitinin duyarliligt %97,
ozgulligi %92, AS kitinin duyarlhihig: ve 6zgilliigi %99 olarak bildirilmistir [74].

DNA Dizi Analizi: Mikobakterileri tiirlerinin identifikasyonunda DNA seri ¢alismasi ¢cok
avantajli olarak degerlendirilmektedir. Bu metodla ilk olarak PCR ile istenen gen bdlgesi sayisal
¢ogaltilir, sonrasinda otomatik dizileme cihazi ile amplikonlarin niikleotid dizileri ayirt edilir.
16S rDNA tarafindan kodlanan seri, emniyetli ve cogunlukla degisken (hipervariabl) bolgeler
bulunduran 16S rRNA genine ait bir seridir. Mikobakterilerin tanimlanmasi i¢cin degerlendirilen
iki degisken dizi A ve B bolgeleridir. A bolgesinin TDM {iyelerinin dizi analizi i¢in yeterlidir. B
bolgesinin A bolgesinin yeterli olmadig1 durumlarda dizi analizi ¢alisilabilir. Ayirt edilmesi zor
olan tiirler icin, 6rnegin M. shimoidei / M. trivale, M. kansasii / M. gastri ve M. ulcerans / M.
marinum gibi benzeyen tiirler i¢in A bolgesinin calismasi yapildiktan sonra, tiiriin kesinlesmesi
amaciyla B bolgesi de calisilabilir. M. chelonae ve M. abscessus gen bolgeleri ayirt edilemeyebilir.
Bu tiirler icin degisken 16S rRNA gen seri analizi ihtiyac duyulur veya identifikasyonunda ek

bolgelerinin dizi analizi gerekmektedir[2,75].

MAC iiyelerini 16S rRNA dizi analizi tek basina tanimlayamamaktadir. Mikobakterilerin
tanimlanmasi amaciyla ¢alisma i¢in en 6nemli hedef gen bolgeleri; 16S rRNA, hsp65, ITS, gyrB,
recA ve rpoB’dir [2,75].
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Dizi analizi icin kullanilabilecek GenBank, RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical
Microsystems database) EMBL (European Molecular Microbiology Laboratory) gibi cesitli veri
tabanlar1 internet araciligl ile kullanilabilir. MicroSeq Sistemi (Applied Biosystems, CA) ticari
bir 16S rDNA dizileme sistemidir. Bu sistem ile TDM’lerin 500 bp uzunlugunda DNA dizisi
otomasyon ile belirlenebilmektedir. Bu sistemin dezavantaji, suslarin veritabanindaki diziler ile
tam olarak uyusmamasidir. Bu suslar, veritabanindaki diziler ile arasindaki farkliliklara gore

“en yakin tiir” olarak bildirilirler [75].

DNA (Cipleri: Temelinde 16S rRNA genine 06zgiil problar1 olan, kékeni belli olmayan
floresan hedefli amplikonlarin hibridize edilmesine dayanmaktadir. Tek kullanimda bile birden
fazla kokenin tanimlanmasinda faydalidir. TDM'lerin tanimlanmasinda ve TB'nin rifampisin
direncine sebep olan rpoB gen mutasyonlarinin tespit edilmesinde kullanilir. Pahali olmasi

metodun bilinen kisithiliklarindan biridir [74].

Pirosekanslama: Yeni bir yar1 otomatize DNA dizileme yontemidir. Bu yontem (Biotage,
Upsala, isve¢) DNA yapimi sirasinda pirofosfat (PPi) salimmim saptamaktadir. Enzimatik
tepkime goriintr 151k olarak saptanabilmekte ve bu 1s1k luminometrik olarak él¢ciilmektedir. Isik
miktar1 baglanan niikleotidlerin sayisi ile orantilidir. Pirosekanslama kisa dizilerin (20-30 baz)
hizla saptanmasinda basarili olmakla birlikte 300-500 bp dizilerin saptanmasinda geleneksel
DNA dizileme yontemi (Sanger) kadar ayirt edici degildir. Bu yontemin olumsuz yoni, diger
dizileme yontemlerinde oldugu gibi kullanilan veritabanlarinin kalitesinin ve giivenilirliginin

sorgulanabilir olmasidir [74].

Mikolik Asit Analizi: Giiniimiizde TDM enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak
kullaniliyor. Mikobakteri hiicre duvarinin bir kismini olusumunda rol oynayan uzun zincirli (-
hidroksi yag asitleridir. Her tiir kendine 6zgiil fonksiyonel gruplara ve ¢esitli sayida 6rnegin 60-
90 araliginda karbon sayili hiicre duvarinda mikolik asitlere sahiptir[76]. Tiire 6zgi farkliliklar
sebebiyle mikolik asit analizi mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda énemlidir. Bu amacla
"yiiksek performansh sivi kromatografi " (high-performance liquid chromatography -HPLC),

"ince tabaka kromatografi" (than-layer chromatography- TLC) ve "gaz-sivi kromatografisi

(gas-liquid chromatography- GLC) teknikleri kullanilmaktadir[77].

TLC yonteminde mikolik asitler onlarda bulunan ester gruplarina gore yedi grup
bashiginda derlenmektedirler. Bir sonraki kademe, mikobakteri hiicre duvarindan metal
esterifikasyonu yoluyla temizlenen mikolik asitler silikon jel iizerinde yiiritiiliir ve goriilen

cizimler hazir suslarla kombine edilerek tanimlanma yapilabilmektedir[2,77].

HPLC yonteminde, karbon saylarina ve yogunluga gore mikolik asitler degiskenlik

gosterir. Kisa karbon zincirli ve daha yogun olan mikolik asitler, ¢cok kisa dagilim siiresine
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sahiptirler. Bir sonraki asamada olusan kromatogramlar tipik suslarin grafikleriyle kombine

edilerek tanimlama yapilir [2,77].

GLC ve TLC metodlariyla farkl tiirler aym grafik paternlerini olusturmasi sebebiyle, her
tiiriin tanimlanmasinda zorluklar olusturuyor [2]. Ozellikle hizhi iireyen mikobakterilerin
mikolik asit paternlerinin ¢ok benzer olmasi ve benzer sekilde M. avium-M. intracellulare
ayrimindaki giicliikler, mikolik asit analiz yontemlerinin dezavantajlaridir [76]. Mikolik asit
analizi; pahali ekipman ve yiliksek maliyet gerektirmesi nedeniyle yalnizca referans

laboratuvarlari tarafindan kullanilmasi énerilmektedir [77].

TDM iyelerinde son 10 yilda goze c¢arpacak bir yayilim, ¢cevredeki kosullarindan ve hizh
¢ogalabilme yeteneklerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bununla bereber klinik
labarotuvar tekniklerinde, yeni molekiiler tekniklerdeki gelismeler TDM tirlerinin ayrimin

saglamakta ve rolii biiytiktiir [29].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.Calisma Grubu

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda 2015-2019 tarihleri
arasinda klinik érneklerden izole edilmis 296 sus calismaya dahil edildi. Orneklerin dagilimu :
balgam 210 (%71), idrar 40 (%13.6), steril viicut sivis1 (SVS) 14 (%4.7), bronkoalveolar lavaj
(BAL) 5 (%1.7), plevra sivis1 12 (%4 ), apse 9 (% 3), aglik mide s1vis1 (AMS) 6 (% 2) seklindedir.
Hasta 6rneklerinin gonderildigi klinikler ise G6giis hastaliklari, Pediatri, Kardiyoloji, Enfeksiyon,
Uroloji, Néroloji, Silifke Verem Savas Dispanseri, Anamur Verem Savas Dispanseri ve Tarsus

Verem Savas Dispanseri’dir.

Calismamizda TDM oldugu belirlenen suslarin PCR-RFLP yo6ntemiyle tiplendirilmesi
yapildL

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'na ait kullanilan
cihazlar sunlardir:

» Etiliv (Niive EN 500, Tirkiye )

» Biyogiivenlik kabini (Nuaire NU 425-300E Class 11, A.B.D)
» Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)

» Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)

» Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich-Micro 200R, Avustralya)
» Midi santrifiij (Avustralya)

» Vorteks (Niive NM-110, Tiirkiye)

» Sicak su banyosu (Niive BM 402 Tiirkiye)

» -80°C’lik derin dondurucu (Heto, Cin)

» +4°Clik sogutucu (Ariston, Tiirkiye)

» Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

» Elektrik ocag1 (Beko, 0.710, Tiirkiye)

» Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

23



Turan NAJAFLI, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

» Yatay calkalayic1 (IKA, Werke Typ VX2, Brezilya)

> pH metre (Hanna, italya)

» Mikrodalga firin (Beko-MD 1500, Tiirkiye)

» Mikropipet seti (Biohit, Proline 0,5uL-1000uL, Finlandiya)

» PCR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)

» Elektroforez tanki (Agagel Mini Biometra, Almanya)

» Elektroforez gii¢ kaynagi (Biometra P30, Almanya)

» Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)

> Homojenizator (Heidolph Tip F/F, Ingiltere)

3.3. Yontem
3.3.1. Sus canlandirma

Saklanmis sus derin dondurucudan ¢ikaildi. Tiip igeriginin erimesini beklemeden steril 6ze
ile alinarak besiyerine (Middlebrook 7H9, L],Versa Trek) ekim yapildi. Inkbasyon i¢in 4-6 hafta
bekletildi.

3.3.2. immiinokromotografik yontem
Kart test (TB Ag MPT64 Hizl1 Tan Testi)

Immiinokromatografik bir yéntem olan ve MTBC grubunda bulunan MPT64 antijenini
tanimaya yonelik olarak kullanilan SD Bioline Ag MPT64 Rapid™ ticari kiti (Standard
Diagnostics, Kore), kati (L]) veya sivi (Versa-TREK) besiyerlerinde iireyen mikobakterilerin
MTBC-TDM ayrimi yapilmasinda kullanildi. Uremesi olmus ve saf olarak sonuglanmis olan sivi
besiyerinden alinan 100 pl 6rnek dogrudan kullanilidi ve test yapldi. L] besiyerinden alinan 3-4
adet koloni 300 pl niikleaz free su igerisinde siispanse edildi, bu siispansiyondan 100 pl'lik
ornek kullanildi ve test sonuglar1 15 dakika sonra degerlendirildi. Tek basina kontrol bandi
olusmas1 negatif, kontrol ve test bandinda cizgi olusmasi pozitif sonu¢/MTBC olarak kabul

edildi. Kontrol bandinin hi¢ olusmamasi halinde test gecersiz kabul edilerek calisma tekrarlandi.
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3.3.3. DNA izolasyonu
1. Uremenin oldugu kat1 besiyerlerinden 1 6ze dolusu koloni 1 ml distile suya alindu.
2. Benmaride 20 dakika 60°C inkiibe edildikten sonra 12000 x g’de 10 dakika santrifij
edildi.
3. Supernatant tamamen atilir ve yaklasik olarak 200 pl siv1 lizerine 200 pul sadece
kloroform eklenip vortekslendikten sonra 6000 x g’de 1 dakika santrifiijde ¢evrildi.
4. Supernatant atilmadan lizerine 200 pl steril su eklendi. 6000 x g’de 1 dakika

santrifiij edildi.

3.3.4. PCR- Amplifikasyon asamasi

Bu asamada PCR’da mikobakterilerin 1s1 sok proteini (hsp65), 6zgiil primerler ile ¢ogaltildi.
PCR ile c¢ogaltilan boélgelerin amplifikasyon iirtinleri % 3’liikk agaroz jele yliklenerek
elektroforez yapildi. Bant olusumu gozlenen drnekler Hae 1II ve BstE Il enzimleri ile kesildi.
Ornekler agaroz jelde yiiriitillerek elde edilen bant uzunluklarina gére mikobakteri tiirlerinin

identifikasyonu yapildi. 50 ml PCR karisimi steril distile su, tampon (1X) (promega), MgCl2 (2.5

mM), dNTP (200 pl ), primer Tb 11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) primer Tb 12 (5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT), Taq polimeraz (2.5 U/pl) ve ekstrakte edilen DNA 'ya uygun

miktarlarda kullanilarak mix hazirlandi [78]. Amplifikasyon kosullar1 Tablo 3.2 'de verilmistir.

Tablo 3.2. Amplifikasyon kosullar1

Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C'de 10 dakika

Denatiirasyon 94 °C'de 1 dakika

Primer baglanmasi 55°C'de 1 dakika 45 45 siklus
Uzama 72 °C'de 1 dakika

Son uzama 72 °C'de 10 dakika

3.3.5. Parca Uzunluk Polimorfizmi Teknigi

Amplifikasyonun dogru bir sekilde gerceklestigini test etmek amaci ile amplifiye olan
bolgeler % 3’liikk agaroz jelde analiz edildi. Jel icerisine 0.5 mg/ml etidyum bromiir eklendi.
Daha sonra, PCR reaksiyonu triinlerine 6X yilikleme tamponundan 1/5 oraninda (1 hacim
yiikleme tamponu, 5 hacim PCR reaksiyonu iiriinii) eklendi. Ornekler agaroz jele yiiklendikten
sonra 100mA, 70 Voltta 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Primerlerin ¢ogalttig1 bolge 439
bp’lik olup, beklenen bant uzunlugu, molekiiler marker (Roche’dan DNA 100 base pair ladder

(katalog n0:1721933) yardimiyla yorumlandi. Beklenen bantlar elektroforez sonucu tespit
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edildikten sonra restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim reaksiyonu Tablo 3.3 ‘deki gibi

hazirlandi.

Iceiginde BstE 11 bulunan tiipler 60 °C’ de, Hae III bulunan tiipler ise 37 °C’ de iki saat

bekletildi. Buradan alinan érnekler % 4’ liikk agaroza yiiklenip, 100mA, 70 Voltta 35 dakika

elektroforeze tabi tutuldu. Neticenin goriintiisii Uvitec jel gorilintileme cihaz1 ile fotografi

cekilerek yorumlandi. Her iki enzimle kesim sonucu elde edilen bant uzunluklarina gore

mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu yapilarak Tablo 3.4’ deki tiir degerlendirme cetveline

gore mikobakteriler tiir diizeyinde degerlendirildi.

Tablo 3.3. Kesim reaksiyonu birlesenleri

Stok Son Hacim
Restriksiyon enzim tamponu 10X 1X (2.5ul)
Restiksiyon enzimi 10U/ pl 10/u (0.5)
PCR iiriini - 10 pl
Distile su - 11l
Son Hacim - 24 ul
Tablo 3.4 Mikobakteri tiir degerlendirme cetveli
BstE'1l Hae 111 Mikobakteri Tiirii
190/80/60 M. gadium
180/140 M. triviale
175/85/60 M. gallinarum
160/80/60 M. parafortuitum
Kesim yok /442 150/130 M. lentiflavum I
140/105/70 M. szulgai
140/80/70 M. duvalii
140 M. flavescens |

26




Turan NAJAFLI, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

210 M. chelonae I
325/140 200/70/60 M. aichiense
175 M. haemophilum
160/170 M. immunogen |
155/85 M. mucogenicum I
190/140 M. terrae
190/140 M. diernhoferi
180/150 M. neoarum, M. aurum Il
175/120/60 M. rhodesiae
155/85 M. Mucogenicum Il
155/85/60 M.chitae
150/130 M. lentiflavum II
325/115 140/115/65 M. gordonae IV
140/105 M. genavense
140/100/80 M. kansasii V
140/65/60 M. chelonae 11
210/70 M. abscessus 11
200/135 M. simiae
200/115/80 M. ulcreans
180/60/55 M. austroafricanum
175 M. scotochromogen
160/115/80 M. marinum
160/70 M. abscessus |
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155/150/100 M. peregrinum Il
155/150/50 M. scofulaceum
245/220 155/140 M. simiae 11
150/135/100 M. peregrinum Il
150/125/100 M. porcinum
150/100 M. flavescens 11
150/80 M. phlei
150/80/60 M. chubuense
140/115 M. gordonae IV
140/105/60 M. avium
140/75/60 M. celatum
175/80 M. aurum |
160/130/60 M. smegmatis
155/150/100 M. pregrinum II
245/140/85 150/110/70 M. shimodei
150/80/60 M. tokaiense
140/120/95 M. gordonae IV
140/105/70 M. gastri
140/105 M. kansasii
170/115 M. gordonae IlI
245/115/100 155/140/60 M. intracellulare
155/110/70 M. malmoense
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150/135 M. lentiflavum 111
150/65 M. hibernae
140/120 M. gordonae IlI
235/115 M. gordonae 11
200/150 M. senegalense
170/155/60 M. gordonae |
170/105/60 M. xenopi
245/155/80 160/140/70 M. tuberculosis complex
160 M.nonchromogenicum I
155/135 M. fortuitum I
150/135/60/55 M. fortuitum II
140/115/70 M. kansasii IV
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4. BULGULAR
Calismaya 296 sus dahil edildi. Hastalarin % 58 ‘i erkek (172), % 42’si kadin (124)’d.

Immiinokromotografik yéntem ile érneklerin 47’si (%15.87) TDM, 249’u (%84.12) ise
MTBC olarak saptandi. Ornekler Mycobacterium spp. olarak tamimlandiktan sonra BstE 11 ve Hae
III enzimleri ile kesim yapilarak TDM’ler tiplendirildi. Calismamizda TDM’lerin tiir dagilimu:
Mycobacterium interacelularea %1.35 (n=4), Mpycobacterium fortuitum %1.01 (n=3),
Mycobacterium simiae %0.68 (n=2), Mycobacterium szulgai %0.68 (n=2),  Mycobacterium
kansasii %0.34 (n=1), Mycobacterium abscessus %0.34 (n=1), Mycobacterium scrofulaceum
%0.34 (n=1), Mycobacterium gordonae V %0.34 (n=1) olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.1 ve Tablo 4.1’de verilmistir.

M
500b 500bg
P 1 P~
s 300b¢
300bg o
200bg
100bg

Sekil 4.1. TDM’lerin BstE 1l ve Hae 1l enzimleri ile kesilmis bant gortintiileri.

A) Hsp65 gen bolgesinin amplifikasyon tirtintin agaroz jel elktroforez goriintisii.
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B)

H37Rv; K1; BstE 11 kesim friinleri [245,125,80b¢] /K3; Hae III kesim friinleri
[160,140,70 bg].

M. intracellulare ; K2; BstE 1l kesim {irinleri [245,125,100 b¢]/K4 Hae IIl kesim {irtinleri
[155,140,60 bg].

0)

D)

E)

F)

G)

H)

1)

M. abscessus : Kolon 1; BstE Il kesim tiriinleri [245,220 bc] ;kolon 2; Hae Il kesim triinleri
[160,60 bg]

M. fortuitum: Kolon 1; BstE Il kesim iiriinleri [245,125,80 be¢] ; kolon 2; Hae III kesim
tirtinleri [150,135 bg].

H37Rv; Kolon 2; BstE 1l kesim trtinleri [245,125,80 b¢]/Kolon 4; Hae III kesim iiriinleri
[160,140,70 bg] . M. szulgai; kolon 1; BstE 1l kesim iirtinleri[439 b¢]/ kolon 3; Hae III
kesim triinleri  [140,105 bg].

H37Rv; Kolon 2; BstE 1l kesim {lriinleri [245,125,80 b¢]/Kolon 4; Hae IlI kesim lriinleri
[160,140,70 b¢]. M. simiae; Kolon 1; BstE Il kesim iiriinleri [245,220 b¢]/ kolon 3; Hae IlI
kesim triinleri [200,135 bg] .

MTBC; Kolon 1-2; BstE Il kesim {rilinleri [245,125,80 b¢]/ Kolon 4-5; Hae Ill-kesim
trlinleri [160,140,70 bg]. M. gordonae V; kolon 3; BstE Il kesim firiinleri [245,220
b¢]/kolon 6; Hae 111 kesim tirtinleri [140,115 bg] .

MTBC; Kolon 4; BstE Il kesim tirtinleri [245,125,80 b¢]/ Kolon 1; Hae III kesim tiriinleri
[160,140,70 bg]. M. kansasii; kolon 3; BstE Il kesim tirlinleri [245,125,100 b¢]/kolon 2;
Hae I1I kesim tirtinleri [140,105,70 bg].

MTBC; Kolon 2; BstE II kesim tiriinleri [245,125,80 b¢]/ Kolon 5; Hae IlI-kesim firiinleri
[160,140,70 bg]. M. simiae; kolon 1; BstE Il kesim tirtinleri [245,220 bg]/kolon 4; Hae 111
kesim trtinleri [200,135 bg]. M. scroflaceum; kolon 3; BstE 1l -kesim iiriinleri [245,220
bc]/kolon 6; Hae 111 kesim {irtinleri [155,135,95 bg].

Tablo 4.1. PCR-RFLP ile analizi yapilan tiirlerin BstE I ve Hae Il profilleri

Tur BstE I1 Hae III
M.intracelularea 245-125-100 155-140-60
M. fortuitum 245-125-80 150-135
M. simiae 245-220 200-135
M. szulgai 439 140-105
M. kansasii 245-125-100 140-105-70
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M. abscessus 245-220 160-60
M. gordonae V 245-220 140-115
M. scrofulaceum 245-220 155-135-95
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5. TARTISMA ve SONUC

Uzun yillar boyunca TB hastaliginin golgesinde kalan ve o©nemsenmeyen TDM
enfeksiyonlari, 6zellikle bagisikligi baskilanmis hastalarin yani sira, saglikli insanlarda ve
hastanede uzun siire yatan hastalarda kolonize olmakta ve ciddi seyir gosterebilmektedir. Bu
enfeksiyonlarin son yillarda artarak énem kazandigi cesitli ¢alismalarla ortaya konulmustur.
[78,79]. Laboratuvar tani yontemlerinin 0Ozellikle de molekiiler yontemlerin gelismesi
TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanabilmesine olanak saglamis, zahmetli konvansiyonel

yontemlerin 6niine gecmistir [7].

Molekiiler yontemlerin gelismesi ayni zamanda yeni tirlerin kesfini kolaylastirmis ve
1986’da 50 tane olduklari sanilan TDM tiir sayisi gliniimiizde 140'1n iizerine ¢ikmistir(72). TDM
tirinin fazla olmasina ragmen 25 kadari siklikla enfeksiyon etkeni olarak goriilmekte,

digerleri cevresel olarak bulunup nadiren klinik 6rneklerden izole edilebilmektedir (80).

Calismamiza dahil edilen 2015-1019 yillar arasinda izole edilen solunum yolu ve solunum
yolu dis1 tim mikobakteri sustlarinin % 15.87'i TDM olarak saptanmistir. ABD’de yapilmis
istatiksel ¢alismada izole edilen 3200 mikobakteri tiiriiniin 1/3’liniin TDM olarak saptandigi
bildirilmistir [81]. Tiiberkiiloz icin endemik olan Kenya’da 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada
361 mikobakteri enfeksiyonunun 15’i (%4,2) TDM olarak bildirilmistir [81]. 2013 yilinda
Nijerya’da yapilan bir ¢alismada ise 444 mikobakteri izolatinin 69’u (%15,5) TDM olarak tespit
edilmistir. Gelismis iilkelerde ortalama yasam sliresinin uzamasi, bagisiklik sistemini
baskilayan tedavi ve hastaliklarin artmasi ve enfeksiyonlarin tanisindaki gelismeler, TDM
enfeksiyonlarinin az gelismis tilkelere oranla daha yiiksek oranda goriilmesini aciklayabilir

[82,83].

Yapilan c¢alismalarda pulmoner TDM enfeksiyonlarinin insidansinda ciddi artiglar
goriuldigi bildirilmektedir [84]. Griffith ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada TDM
insidansinin diinya ¢apinda 0,7-1,8/100.000 vaka araliginda oldugu bildirilmistir (29). ABD’de
ise solunum yolu enfeksiyonlarinda bildirilen TDM insidans1 1.8/100.000 vakadir. Dailloux ve
arkadaglan tarafindan yapilan ¢aligmada Fransa’da solunum yolu enfeksiyonlar1 icinde TDM

insidansi1 0,73/100.000 vaka araliginda oldugu belirtilmistir [84].

Tirkiyede TDM enfeksiyonlarinin bildirimi zorunlu hastalik olamadigindan veriler oldukca
sinirhidir. Konya’'da 2011 yilinda yapilan bir ¢alismaya mikobakteriyoloji laboratuvarlarina TB
on tanisi ile gonderilen 1670 o6rnek dahil edilmis ve %3,7 kiiltiir pozitifligi bildirilmisdir.
Bunlarin %3,1'i (53/1670) MTBC, %0,6’s1 (10/1670) TDM olarak tanimlanmistir [85]. izmir'de
yapilan calismada, 2004-2010 yillar1 arasinda izole edilen solunum yolu ve solunum yolu disi

tliim mikobakteri izolatlarinin %23,9’unu TDM’ler oldugu saptanmistir. Veriler genel olarak
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benzer olmakla birlikte farkliliklar gostermektedir. Bu durum kullanilan kiltiir ve tam

yontemlerinin duyarliligi ile yoresel farklilikdan kaynaklanabilir [86].

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kultiir pozitiflik oranlarinin bilinmesi énemlidir. Bu
oranlarin beklenenden yiiksek bulunmasi laboratuvar sorumlusunun dikkat etmesi gereken bir
durumdur. Kiiltiir pozitiflik oranlarinin dogru ve giivenilir bir sonug¢ vermesi icin 6rneklerin
zamaninda ve uygun kosullarda alinmasi ve en kisa zamanda laboratuvara iletilmesi
gerekmektedir. Ozellikle bronkoskopi iinitesinden gelen solunum yolu érneklerinde ardisik
pozitiflikler ve ayni etkenin izole edilmesi, endoskopik malzemelerin sterilizasyonunda bir
sorun olabilecegini akla getirmelidir. Ayni sekilde kiiltiir pozitiflik oranlarinin normalin {izerine
ciktigi donemlerde laboratuvar i¢i kontaminasyon olabilecegi de géz ardi edilmemelidir. Bu
nedenle TDM’lerin, hizli ve dogru sekilde tiir diizeyinde tanimlanmasi 6énem tasimaktadir

[87,88].

TDM tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler; zahmetli, uzun zaman gerektirmekte
ve az sayida tiiri birbirinden ayirt edebilmektedir. Bu testler yeni mikobakteri tiirlerinin
tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadirlar [89,90]. Hizli ve gilivenli sonug i¢in molekiiler tani
yontemleri daha avantajli sayillmaktadir. TB tanisinda kullanilan molekiiler yéntemler genellikle
PCR bazli olup hizhi identifikasyon amaci ile PCR-RFLP yontemi tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir [91].

Calismamizda mikobakterilerin tiplendirilmesi icin molekiiler teknik olarak PCR-RFLP
yontemi kullanilmigtir. Bu yontem: tiim mikobakterilerde bulunan hsp65’i kodlayan genin
BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleriyle kesilmesi temeline dayanmaktadir. Yayma ve kiiltiir
negatif olan olgularda ortamda bulunan basil sayis1 ¢ok az sayida olsa bile TB tanisi yapilabildigi
icin PCR-RFLP teknigi oldukca duyarh ve spesifik bir tekniktir. Ancak bu ydntemde baz
mikobakteri tiirlerinin bant paternlerinin birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle identifikasyon
zaman zaman gliclesmektedir. Ayrica ortamda bulunabilecek inhibitér ya da kontaminant
ajanlar nedeniyle ortaya ¢ikan yanlis pozitif veya yanlis negatif olgularin 6niine gecilmesi icin

mutlaka negatif ve pozitif kontrollerle birlikte calismak gereklidir(8).

Ali Nur ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Iranh hastalardan alinan klinik érneklerde
TDM izolatlar1 ve MTB insidansi hsp65 geni lizerinden PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmasi
amaclanmistir. Calismaya 380 mikobakteriyel izolat dahil edilmis. izolatlarin, M.
kansasii (%35,6), M. simiae (%16,9), M. gordonae (%16,9), M. fortuitum (%5,1), M.
intracellulare (%5.1), M. avium (%5.1), M. scrofulaceum (% 3.4), M. gastri (% 3.4), M.
flavescens (% 3.4), M. chelonae (% 3.4) ve M. nonchromogenicum (% 1.7) olarak saptanmistir

(92).
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Saifi ve ark. tarafuindan yaplan calismada TDM'lerin tiir tanimlamasi icin 48 farkh
mikobakteriyel izolat kullanmislardir. Tiim secilmis izolatlarda hsp65 gen boélgesini 439 baz cifti
(b¢) uzunlugundaki bolge PCR ile amplifiye edilmis BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Yapilan PCR-RFLP reaksiyonu sonucunda, 15 MTB, 1 M. bovis ve 32 TDM izolati
tespit edilmistir. Saifi ve ark. tarafiindan yaplan ¢alismada TDM'lerin tiir tanimlamasi i¢in 48
farkli mikobakteriyel izolat kullanmiglardir. Tiim se¢ilmis izolatlarda hsp65 gen bolgesini 439
baz cifti (bg¢) uzunlugundaki bolge PCR ile amplifiye edilmis BstE II ve Hae III restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. Yapilan PCR-RFLP reaksiyonu sonucunda, 15 MTB, 1 M. bovis ve 32
TDM izolat1 tespit edilmistir. TDM izolatlar1 arasinda 11 farkh tiir tanmlanmistir. En sik
goriilen TDM izolatlar1 M. kansasii, M. gordonae IlI, M. marinum, M. chelonae, M. scrofluaceum ve

M. gastri olarak belirtilmistir (93).

Bannalikar ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 30 balgam 6rneginden izole edilen yirmi
iki mikobakteri, bliyiime hizi, pigmentasyon, kiiltlirel ve biyokimyasal 6zelliklere gore
tanimlanmis ve hsp65 geni PCR ile 6zgiil bolgesi amplifiye edilmis BstE II ve Hae III restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesim islemi yapilmistir (RFLP). BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleri
ile kesimi yapilan tic MAC izolatinin RFLP paternleri her birinde iki fragman bulunan referans
M. avium susu ile ayni oldugu soylenilmistir. M. intracellulare referans susu, her iki enzim ile
kesimi sonucu her biri 3 fragman ile farkli bir model gosterdigi belirtilmistir. Hsp65 geninin
PCR-RFLP reaskiyonu sonucunda, MAC izolatlarinin M. avium olarak dogrulanmasi yapilmistir.
Bu ¢alisma M. avium' un tanimlanmasinda hsp65 gen bolgesinin PCR-RFLP ile tanimlanmasini

destekler niteliktedir (94).

Ispanyada yapilan calisma laboratuvarda alinan 13 referans susunda ve 46 susta
gerceklesmistir. TDM'in tiplendirmesi biyokimyasal testlerle elde edilen sonuclar 4-6 haftada
elde edildigi, PCR-RFLP yontemi ile sadece 48 saat siirdiigii belirtilmistir.. Her iki yontemde de
Mycobacterium intracellulare, M. kansasii ve M. fortuitum en sik saptanan tiir olarak
gosterilmistir. PCR-RFLP yontemi hizli, ucuz ve basit, Referans Laboratuvarlarinda uygulanmas;,

TDM teshisi icin ¢cok faydali oldugu bildirilmistir (95).

Ayse ve ark. tarafinda yapilan ¢alismada geleneksel yontemler kullanilmistir. Calismaya
dahil edilen 141 mikrobakteriyel izolatin 138’i MTBC olarak saptanmistir. Molekiiler yontem ile
karsilastirma yapilmis, PCR-RFLP yontemi ile 141 izolatin 137’si MTBC, 4. TDM olarak
tanimlanmistir. Konvansiyonel yontemle PNB'yve duyarli oldugu icin MTBC olarak
degerlendirilen bir izolat PCR-RFLP yontemi ile TDM olarak tespit edilmistir. Tiiberkiiloz dis1
mikobakterilerin hsp65 PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmasinda bir izolat M. abcessus, ti¢ izolat

ise M. avium kompleksi olarak belirlenmistir (96).
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SONUC

Cevrede yaygin olarak bulunan ve firsat¢1 patojen olan TDM’ler giderek artan siklikta

gorilmektedir. TDM tiirlerinin biiyiik cogunlugu klasik anti-tiiberkiiloz ilaclarina karsi direng

gostermektedir. Tedaviye baslanmadan 6nce mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde tespit

edilmesi 6nemlidir. Bu hastaya gereksiz bir ilacin kullanimi, hastanede kalis siiresinin uzamasi,

ayni zamanda ekonomik Kayiplar1 6nlemektedir. Calismamizda TDM’lerin identifikasyonuna

olanak saglayan PCR-RFLP yonteminin klinige hizh bilgi vermek agisindan, ucuz, kolay ve rutin

kullanima uygun bir yontem oldugu sonucuna varilmisti. Elde edilen verilerin bolgemizdeki

TDM infeksiyonlarinin epidemiyolojisine ait bilgilere katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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