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1. OZET

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM) etkenlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin giinlimiizde 125’den fazla tlirii tanimlanmistir.
Tiiberkiilloz dis1 mikobakteriler ¢evrede her yerde, siklikla toprakta, hem dogal hem de
islenmis su kaynaklarinda bulunmaktadir. Genellikle immiin siipresif tedavi alan ya da immiin
yetmezligi olan insanlarda hastalik olusturmasina ragmen bagisiklik sistemi normal kisilerde
de TDM’lerin neden oldugu enfeksiyonlarin sikligi giderek artmaktadir. Tiiberkiiloz disi
mikobakteri tiirleri arasinda klinik seyir ve tedaviler farklilik gostermektedir. Tiiberkiiloz dis1
mikobakterilerin tlir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in ucuz, kolay ve hizli sonug¢ veren
yontemin uygulanmasi, TDM tiirleri ile meydana gelen enfeksiyonlarin klinik ve ekonomik
acidan duyarli oldugu bilinen ilaglar ile etkin tedavilerine olanak saglar.

Bu amacla Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda, 2004-2010
yillart arasinda solunum yolu &rneklerinden soyutlanan 156 adet TDM izolati ¢alismaya
alindi. Tiiberkiiloz dist mikobakterilerin hsp65 gen bolgesini hedef alan PZT-restriksiyon
enzim analizi yontemi (PRA) kullanildi.

Calismamizda TDM’lerin tiir dagilimi; Mycobacterium abscessus tip 1 (69/156),
Mycobacterium xenopi (26/156), Mycobacterium fortuitum (14/156), Mycobacterium
porcinum tip 1, Mycobacterium septicum tip 1, Mycobacterium peregrinum tip 2 (14/156),
Mycobacterium simiae tip 5, Mycobacterium lentiflavum tip 1, Mycobacterium florentinum tip
1 (5/156), Mycobacterium intracellulare tip 1, Mycobacterium chimaera tip 1 (5/156),
Mycobacterium genavense tip 2, M. simiae tip 1 (4/156), Mycobacterium chelonae (2/156),
Mycobacterium novocastrense (1/156), Mycobacterium gordonae tip 6 (1/156),
Mycobacterium colombiense tip 1, Mycobacterium avium s. avium tip 2 (1/156),
Mycobacterium massiliense tip 1, Mycobacterium bolletii tip 1, M. abscessus tip 2 (2/156), M.
avium s. avium tipl, M. avium s. paratuberculosis tip 1, M. avium s. silvaticum tip 1 (2/156)
olarak sonuglandi. On TDM izolat1 hsp65 PRA yontemi ile tanimlanamadi.

Sonu¢ olarak, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler
glinimiizde artan siklikta ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir. Antimikrobiyal
duyarhliklarindaki farkliliklar nedeniyle TDM’lerin etkin ve dogru sekilde tedavi edilmesi
ayrica epidemiyolojik verilerin elde edilebilmesi i¢in TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi
onemlidir. Bu amagla kullanilan hsp65 PRA yontemi, kolay uygulanabilen, hizli, giivenilir
ve ucuz bir yontemdir.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri, molekiiler tiplendirme, hsp65 PRA,



2. SUMMARY

Species level identification of non-tuberculous mycobacteria

More than 125 species of non-tuberculous mycobacteria (NTM) has been defined recently.
NTM species can be easily isolated in soil, natural or purified water sources. Although these agents are
considered as pathogens in immune compromised or immune suppressed patients, rate of infection in
patients with intact immune system has also increased. 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, 156 isolates of NTM collected from respiratory tract between 2004 and 2010 in
Dokuz Eylul University Central Laboratory have been studied. PCR-restriction enzyme analysis
(PRA) targeting hsp65 gene location has been used to identify NTM species.

In our study, distribution of the identified species were as follows; Mycobacterium abscessus
type 1 (69/156), Mycobacterium xenopi (26/156), Mycobacterium fortuitum (14/156), Mycobacterium
porcinum type 1, Mycobacterium septicum type 1, Mycobacterium peregrinum type 2 (14/156),
Mycobacterium simiae type 5, Mycobacterium lentiflavum type 1, Mycobacterium florentinum type 1
(5/156), Mycobacterium intracellulare type 1, Mycobacterium chimaera type 1 (5/156),
Mycobacterium genavense type 2, M. simiae type 1 (4/156), Mycobacterium chelonae (2/156),
Mycobacterium novocastrense (1/156), Mycobacterium gordonae type 6 (1/156), Mycobacterium
colombiense type 1, Mycobacterium avium s. avium type 2 (1/156), Mycobacterium massiliense type
1, Mycobacterium bolletii type 1, M. abscessus type 2 (2/156), M. avium s. avium type 1, M. avium s.
paratuberculosis type 1, M. avium s. silvaticum type 1 (2/156). Ten isolates of NTM could not be
identified with hsp65 PRA.

In conclusion, wide spread distribution of NTM species in nature causing serious infections
have been increased recently. It is important to identify NTM on a species basis to supply with proper
antibacterial treatment since there are certain susceptibility differences to antibacterial drugs;
furthermore, the data also holds an epidemiological importance. For that manner, to identify NTM

species, hsp65 PRA method is cheap, fast, reliable and simple to use in daily practice.

Keywords: Non-Tuberculosis Mycobacterium, molecular typing, hsp65 PRA



3. GIRIS ve AMAC

Giliniimiizde immiin yetmezlige neden olan HIV gibi viral enfeksiyonlar,
kortikosteroid kullanimi, kollajen vaskiiler hastalik, 16semi, lenfoma gibi immiin sistemi
baskilanmis hastalarda ve immiin sistemi saglam olan kisilerde de tliberkiilloz dis1
mikobakterilerin (TDM) neden oldugu hastaliklar giderek artan siklikta goriilmektedir. Ayni
zamanda antimikrobiyal duyarliliklarindaki farkliliklar ytiziinden TDM’leri tiir diizeyinde
tanimlamanin klinik 6nemi giin gegtik¢e artmaktadir. Bu nedenle tedaviye bagslanmadan once
mikobakteri tlirlerinin hizli bir sekilde belirlenmesi biiyiik onem tagimaktadir.

Tiiberkiilloz tanisinda ilk basamak, aside direngli boyama yoOntemlerinin
uygulanmasidir. Mikroskobik incelemede aside direngli basil goriillmesinden sonra, klinik ve
radyolojik bulgular da tiiberkiiloz tanisini desteklemekteyse, genellikle tedaviye hemen
baslanmaktadir. Mycobacterium tuberculosis kompleks ile TDM’lerin mikroskobik inceleme
ile ayirt edilmesi miimkiin degildir ve TDM tiirlerinin biiyiik cogunlugu klasik antitiiberkiiloz
ilaclara kars1 direnclidir, bu nedenle TDM ile enfekte hastalarda tedavi etkisiz kalmaktadir.
Bu durum hem hastaya yarar1 olmayan ilaglarin gereksiz kullanilmasina, hem de hastanede
kalig siiresinin uzamasina neden olarak hastane enfeksiyon riskinin artmasina ve ekonomik
kayiplara yol agmaktadir.

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler;
zahmetli, uzun zaman gerektirmekte ve sadece belli tiirleri birbirinden ayirt edebilmektedir.
Ayni zamanda yeni mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda da yetersiz kalmaktadirlar. Bu
yilizden giiniimiizde DNA dizi analizi, SSCP yontemi, niikleik asit hibridizasyon yontemleri,
PRA ve DNA microarray yontemleri TDM tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu
molekiiler yontemler mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda hizli ve giivenilirdir.

Bu ¢alismada DEU Hastanesi Merkez Laboratuvarinda izole edilen TDM’lerin tiir diizeyinde
tanimlamasinin rutin olarak yapilmasi i¢in; ucuz, kolay ve hizli sonu¢ veren bir yontemin
uygulanmas1 ve TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasinin tedaviye etkisinin yorumlanmasi
amaglanmistir. Bu nedenle ¢alismamizda Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda; Lowenstein
Jensen, BACTEC 460 TB ve MGIT 960 Kkiiltiir sistemleri ile solunum yolu &rneklerinden

TDM olarak saptanan izolatlarin PRA ydntemiyle tiir diizeyinde tanimlanmasi amaglanmistir.



4.GENEL BILGILER
4.1 Tiiberkiiloz hastahiginin tarihgesi

Tiberkiiloz (TB), “Mycobacterium tuberculosis kompleks ” olarak adlandirilan bir grup
mikobakteri tarafindan olusturulan, enfekte dokularda graniilomlarin varlig: ile karakterize,
kronik, nekrotizan, bakteriyel bir hastaliktir [1].

Tiberkiiloz etkenlerinin varligi, insanligin varolusundan ¢ok 6ncelere dayanmakta iken,
TB hastalig1; insanlarin toplu yasama gectigi donemlerde fark edilmistir. Toplumlarda biiyiik
tahribatlar ve kitlesel dliimlere neden olmustur [2]. Giiniimiizde de dnemini koruyan TB
hastaligina tarihsel siire¢ boyunca bir¢ok isim verilmistir. Yakaladigi insani eriterek
oldiirdiigli i¢in “Tiiketim Hastalig1”, hastalar1 soldurarak 6liime neden oldugu icin “Beyaz
Oliim” veya “Beyaz Veba”, asirlarca bircok insanin dliimiine neden oldugu i¢in de “Oliimiin
Kaptan1” adiyla bilinir. Romalilar bu hastaliga hiriltili nefes alip verme ve okstiriikle balgam
atma anlaminda “Phtisis” adin1 koymuslar ve veremle ilgilenen doktorlara Ftizyolog
demislerdir. Bizim dilimizde ise “Ince Hastalik” en ¢ok kullanilan terimdir [3].

Yiiz elli milyon yildan beri varligini siirdiiren TB mikrobu dogada her yerde (6rnegin
sularda, meralarda, toprakta, samanda, vs.) bulunabilen bir bakteridir. Insanlara gecmesi,
muhtemelen eski caglarda sigirlarin evcillestirilmesi ile baslamistir. Mycobacterium
tuberculosis bovis ile enfekte etlerin yenmesi ve siitlerinin i¢ilmesiyle insanlar bu bakteri ile
enfekte olmuslardir. Sonugta fatal olmayan, ¢ogunlukla kendiliginden iyilesen 6zellikle boyun
lenf bezleri ve kemikleri tutan TB hastaligi goriilmiistiir. Uzun yillar icerisinde basilin
DNA’s1 degiserek, akcigerleri tutan ve Oksiiriikle bulasan insan tipi TB basili (Mycobacterium
tuberculosis humanus) haline doniistiigli diisiiniilmektedir. Daha sonra bu bakteri insanlarin
toplu yasama gecisiyle birlikte, O6nce toplum ici daha sonra toplumlar arasi yayilim
gostermeye baglamistir [4, 5].

Tarihsel siire¢ icerisinde TB hastaligini diislindiirecek bulgular arasinda; Almanya’da
bulunan insan iskeletlerinde (M.O. 5000) aside direncli basil (ARB) saptanmasi, M.O. 3500-
3000 yillarina ait Misir mumyalar1 ve Urdiin de bulunan insan iskeletlerinde Pott hastalig1 ve
Psoas apseleri goriilmesi, Misir’da Nil yakinlarindaki bir mezarda (M.O. 1500) lenf bezi
TB’sine ait belgenin bulunmasi sayilabilir. En iyi TB kaniti, M.S. 700 civarinda yasayan,
sekiz yasindaki Inka erkek cocugu mumyasindan elde edilmistir. Bu mumyanin omurga
grafisinde Pott hastaligina ait bulgular saptanmis ve lezyon yaymalarinda aside direngli

basiller goriilmistiir [2].



Hipokrat (M.O. 460-377) TB’yi, zamanin yaygmn hastalig1 olarak tamimlamis,
genellikle 18-35 yas arasindaki kisilerde goriildiigiinii ve neredeyse her zaman oliimle
sonuclandigint bildirmistir. M.S. 2. yiizyilda yasayan Galen ise tedavi Onerilerini ortaya
koymustur. Bu Oneriler, istirahat, 0ksiiriiglin kesilmesi, gogiis yakilari, venden kan alimi,
siilik uygulamasi, kusturucular, miishiller, kabartici maddelerle ciltte yaralar olusturmak
seklinde 6zetlenebilir. Andreas Vesalius (M.S. 1478) fitizisli hastalarin otopsilerinde kaviter
lezyonlarin bulundugunu bildirmistir. Francicus Sylivus (1614-1672) ise TB’den o6len
hastalarin akcigerlerinde kiigiik sert nodiillerin bulundugunu gostererek bunlar tiiberkiil
olarak adlandirmistir [2, 6].

Robert Koch (1843-1910); 1882 yilinda TB’den dlen Heinrich Giinther isimli 32
yasindaki hastasinin akcigerindeki lezyonlarindan basili izole etmistir. Daha sonra saf
kiltiriinii  Uretmis ve deneysel olarak hayvanlarda hastalik olusturmus ve enfekte
hayvanlardan bakteriyi yeniden iireterek Koch postiilatin1 tanimlamistir. Bakteri ilk baslarda
Bacterium tuberculosis olarak adlandirilmis; ancak daha sonra 1886 yilinda Lehmann ve
Neuman tarafindan koloni morfolojisi ve yavas lireme 0Ozelligi nedeniyle Mycobacterium
tuberculosis olarak isimlendirilmistir. Koch 1890 yilinda M. tuberculosis ekstresi olan “old
tuberculin” ile hastaligin 6zel bagisiklik ve alerjisini ortaya koymustur [7]. 1921 yilinda
Fransiz arastirmacilar Albert Calmette ve Camile Guerin sigir TB basilini 230 kez pasaj
yaparak ilk TB asis1 alan Bacillus Calmette-Guerin (BCG)’1 gelistirmislerdir. Seibert ve
Glenn 1939 yilinda “old tuberculin’in saflastirilmasiyla elde edilen tiiberkiilinin saflastirilmig
protein tiirevi olan “Purified Protein Derivative” (PPD)’i hazirlamistir [3, 6].

Yirminci yiizyilin baslarinda, sert ve temiz dag havasmin iyi geldigi diisiincesiyle,
yiiksek yerlerde sanatoryum denilen verem hastaneleri kuruldu. Ilk sanatoryumun 1854
yilinda Almanya’da acilmasiyla TB tedavisinde farkli bir yaklagim basladi. W. Roentgen’in
1895 yilinda X 1smim1 bulmasindan sonra sanatoryumlar; radyolojik, bakteriyolojik ve
floroskopik incelemelerin yapildigt TB tani, tedavi ve arastirma merkezleri haline
gelmislerdir. Bu donemde TB hastalifi, sanatoryum ve cerrahi yontemler ile tedavi edilmeye
calisiliyordu. Ancak bu yontemlere tam bir yanit alinamamakta ayrica hastalarin
sanatoryumlarda izole olmalar1 ve cerrahi sonrasi toraksin goriiniimiiniin bozulmasi nedeniyle
ruhsal durumlar etkilenmekteydi [5].

1940’11 yillarda para-aminosalisilik asit (PAS) ve streptomisinin bulunmasiyla TB
tedavisinde yeni bir donem baslamistir. Ancak bu ilaglarin mono-terapilerine kisa siirede
direng gelismesi ve sik relapslara yol agmasi neticesinde PAS ve streptomisin birlikte

verilmeye baslanmistir. 1952 yilinda izoniazidin (INH) bulunmasindan sonra {ii¢ ilacin 18-24
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ay siireyle uygulanmasi sonucunda TB tedavi edilebilir bir hastalik olmustur. Daha sonra
1954 yilinda pirazinamid (PZA), 1962 yilinda ethambutol (EMB), 1966 yilinda rifampisin
(RIF) bulunmustur. 1980’11 yillarin baslarinda izoniazid ve rifampisin birlikte verildiginde
tedavinin 9 aya indirilebilecegi, iistelik bunlara PZA de eklendiginde 6 ay gibi daha kisa bir
stirede tedavinin yeterli olabilecegi tespit edilmistir [6, 8].

Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan tiim mikobakterilere, Tiiberkiiloz
Dis1 Mikobakteri (TDM) (nontuberculosis mycobacteria-NTM) (Mycobacteriae other than
tuberculosis- MOTT) denilmektedir. Ik defa 1950 yillarinda geleneksel TB tedavisine cevap
vermeyen TB hastalarinin  %]1-2’sinde insan patojeni olarak tanimlanmislardir [9].
Giliniimiizde goreceli olarak belirsiz ve 6zgiil olmayan semptomlara neden olan 125’den fazla
TDM; c¢evrede her yerde, siklikla toprakta, hem dogal hem de islenmis su kaynaklarinda
bulunmaktadir. Tiiberkiilozdan farkli olarak TDM’lerle gelisen hastalik, c¢evresel
organizmalarla maruziyete baglidir. Insandan insana gegisle ilgili hicbir vaka bildirilmemistir.
Genellikle immiin siipresif tedavi alan ya da immiin yetmezligi olan insanlarda hastalik
olusturmaktadir [10]. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler insanlarda 6nemli klinik tablolara neden
olmaktadir. Bunlar arasinda pulmoner enfeksiyonlar, lenfadenitler, dissemine enfeksiyonlar,
lokalize deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, tendon-kemik-eklem enfeksiyonlar1 ve kateter
enfeksiyonlar1 bulunmaktadir [11].

Seksenli yillara gelindiginde bati tilkelerinde TB sorununun artik bittigi ve hastalik
eradikasyonunun yakinda miimkiin olabilecegi diisliniiliiyordu. Ancak 1985 yilindan itibaren
bu dilkelerde, TB ve TDM  insidansi, immiin yetmezlide neden olan “Human
immunodeficiency virus” (HIV) gibi viral enfeksiyonlar ve uygulanan bagisiklik sistemini
baskilayan tedaviler nedeniyle tekrar artarak, hastalik yeniden tehdit edici boyutlara ulagmistir

[12].

4.2 Diinyada ve Tiirkiye’de Tiiberkiiloz ve Tiiberkiiloz Dis1i Mikobakterilerin
Epidemiyolojisi

Genellikle yoksul ve gelismekte olan iilkelerin bir sorunu olan TB’nin goriilme siklig1,
biitin diinyada giderek artmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) bu artisin nedenini;
hiikiimetlerin hastaligi dnemsememeleri sonucunda kotii yonetilen veya dogru yaklasimlarin
uygulanmadigr TB kontrol programlari, HIV epidemileri, TB’nin sik goriildiigi iilkelerden
gocler ve ekonomik yetersizlikler olarak agiklamaktadir. Tiiberkiiloz hasta sayilarindaki
artislar ve TB kontrolii ¢abalarinin yeterince basar1 saglayamamasi nedeniyle, DSO 1993

yilinda ilk kez bir hastalik i¢in acil durum ilan etmis ve yeni bir TB kontrol stratejisi hizla



yaymlanmistir. Giliniimiizde TB kontroliiniin temel yontemi olan bu strateji, dogrudan
gozetimli tedavi stratejisidir (DGTS) [13].

DGTS stratejisi:

1. TB kontrolii ile ilgili uygulamalar i¢in politik iradenin ortaya konmasi,
Semptomatik hastalarda pasif yontemle bakteriyolojik tant,
Gozetimli tedavi,

Ucretsiz ve siirekli ilag saglanmasi,

A S

Kayit - raporlama- analiz sistematiginin kurulmasi, unsurlarini icermektedir.

2000 yilinda Birlesmis Milletler tarafindan “Milenyum Gelisim Hedefleri”
belirlenmistir. Bu hedefler arasinda; a) 2015 yilinda 1990 yilina gore TB prevalansini ve
mortalitesini %50 azaltmak, b) insidans artisint durdurmak ve azalmaya baslamasini
saglamak, ¢c) DGTS uygulayarak yeni yayma pozitif olgulardan en az %70’ini saptamak ve bu
olgulardan %85’ini basarili sekilde tedavi etmek yer almaktadir [14]. 2007 yilinda diinya
genelinde 36 iilke ve Bati Pasifik Bolgesi bu hedeflere ulagmistir. Tiirkiye, hem olgu bulmada
hem de tedavi basarisinda, hedeflerine ulasmis 36 tilkeden biri olmustur [13].

Diinya Saglik Orgiitii’niin Kiiresel TB Kontrolii 2010 Raporu’nda, 2009 yil1 igin tahmin
edilen olgu sayisinin 9,4 milyon oldugu bildirilmistir (137/100.000). Bu hastalarin 1.1
milyonu HIV pozitif hastadir ve HIV pozitiflerin %80°1 Afrika’da yasamaktadir. Bugiin 22
iilke TB hastalarinin %81’ini barindirmaktadir. En ¢ok hastaya sahip iilkeler, Hindistan, Cin,
Endonezya, Nijerya ve Giliney Afrika’dir. 2009 yili i¢cin TB prevalansi 14 milyon
(200/100.000) ve TB hastaligindan 6liim sayis1 1,3 milyon (20/100.000) olarak belirlenmistir
[15].

Ulkemizde 1930’larda “Umumi Hifzissthha Kanunu”nun ¢ikmasi ile devletin verem
savagi faaliyetleri konusundaki politik kararlilig1 ortaya konulmus ve 1949 tarihli “Veremle
Miicadele Kanunu” ile verem savasi hizmetlerinin yasal cercevesi ¢izilmistir. Ulkemizde TB
ile etkin miicadele 1950’11 yillarda baglatilmis ve 1960 yilinda Verem Savas Dispanserleri
kurulmustur. Bunun sonucu olarak 1945 yilinda TB 6liimleri yiiz binde 262 iken, 1950 yilinda
yiiz binde 204’e diismiistiir. Ulkemizdeki TB hastalik insidansi, 2008 yilinda Verem Savas
Dispanserlerine kayitli hastalara gére hesaplandiginda yiiz binde 25,8’dir Hastalik insidansi
Avrupa iilkelerinin ¢ogunda yiiz binde 20’den az iken, Hindistan, Banglades, Cin gibi
tilkelerde yiiz binde 100’{in {istiinde hatta ytliz binde 200’{in Ustiindedir (Sekil 1). [13, 16].



Resim 1. 2009 yihinda Diinyada Tiiberkiiloz insidansi
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Tirkiye’de dogrudan gozetimli tedavi stratejisine yonelik ilk uygulamalar 2000
yilinda baslamis, 2006 yilinda ise tiim iilke geneline yayginlastirilmistir. “Tiirkiye’de Verem
Savas1 2010 Raporuna” gore; kayitl TB hastalarinin toplam sayis1 2007 yilinda 19.694 iken
2008 yilinda 18.452 olmustur ve olgu hizindaki yillik degisimde %7 diisiis goriilmiistiir.
Kayitl 18.452 hastanin 16.760°1 (%90,8) yeni olgu, 1.692’si (%9,2) tedavi goérmiis olgudur.
Akciger tiiberkiilozu olan 12.813 hastadan 11.418’ne (%89,1) mikroskopi yapilmis ve akciger
tiiberkiilozlulardan %63’iinde (8.073) yayma pozitif bulunmustur. 2008 yilinda, mikroskopi
ve kiiltir yapilma oranlar1 ile pozitiflik oranlarinda 2007 yilindakine benzer sonuglar
alinmugtir. ilag duyarlilik testi yapilan 4.931 hastanin %11,3’linde en az bir ilag direnci
saptanirken, 383 hastada (%7,8) iki veya daha cok ilaca direngli bulunmustur. Ulkemizde
TB’nin durumu degerlendirildiginde, hastalik insidansi agisindan basarili kontrol programi
uygulamis {iilkelerle, kotii programlar uygulamis iilkeler arasinda bir konumumuzun oldugu
goriilmektedir [16].

Mycobacterium tuberculosis kompleks’in neden oldugu TB hastaligi geri kalmis
iilkelerde yaygin olarak goriilmekte iken, TDM’lerin neden oldugu hastaliklar daha ¢ok
sanayilesmis {ilkelerde goriilmektedir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri enfeksiyonu goriillme
siklig1 giintimiizde degisim gostermistir. Elli y1l dnceki raporlara bakildiginda amfizem gibi
altta yatan bir akciger hastalig1 olan yash erkek hastalarda sik goriiliirken, arttk TDM ile

enfekte hastalarin %80’ini yash kadin hastalar olusturmaktadir. Bunda kadinlarda sigara icme



oranindaki artisin rolii olsa da sigara i¢gmeyen kadinlarda da TDM enfeksiyonlar
goriilebilmektedir. Kadin hastalarin ¢ogunda da bronsektazi gibi predispozan faktorler
bulunmaktadir. Akciger hastalifina neden olan TDM tiirlerinin dagilimi cografi bolgelere
gore degisiklik gostermektedir. M. avium kompleks bir ¢cok bolgede baskin goriilen tiirdiir.
Mycobacterium kansasii Orta Amerika ve Ingitere’de nispeten daha sik goriiliirken, M.
xenopi’nin neden oldugu hastaliklar; Kuzey Amerika, Ingiltere ve Avrupa’nin bazi
bolgelerinde sik goriilmektedir. M. malmoense’nin neden oldugu hastaliklar Ingiltere ve
Kuzey Avrupa’da yaygin goriiliirken, Amerika Birlesik Devletleri’nde nadirdir. Tiirkiye’nin
Bat1 Anadolu Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada ise; M. avium kompleks, M. abscessus ve M.
kansasii’nin en sik goriilen tiirler oldugu bulunmustur. Cevresel kosullardaki (su ve toprak
kaynaklar1) baskin TDM tiirleri bolgesel farkliliklarin temelini olusturmaktadir [17, 18].

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) bildirilen TDM goriilme siklig1 yiiz binde 1-
1,8 arasinda degismektedir. Fransa’da TDM’lerin neden oldugu pulmoner hastalik oranlari
2002 yili i¢in yiiz binde 0,73 olarak bulunmustur. Siirveyans ¢aligmalarinin kisitli olmasina
ragmen, TDM enfeksiyonlarinin tanimlamasindaki gelismeler ve incelenen 6rnek sayisinin
artmasi nedeniyle bu oranlarin her yil yiikseldigi diisiiniilmektedir. Kisiden kisiye bulag
goriilmedigi icin ABD’de TDM’ler rapor edilmemektedir [19, 20]. Tiberkiiloz dis1
mikobakterilerin solunum Orneklerinden izolasyonu son on yilda artmis ve mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda TB izolatlarindan daha ¢ok goriilmeye baslamistir. Kanada’da pulmoner
orneklerden elde edilen TDM’lerin sikliginda 1997 yilindan 2003 yilina kadar ortalama %8,4
artis saptanmistir [21].

Cogunlukla hizli tireyen TDM’ler (M.abscessus, M. fortuitum ve M. chelonae) ile
birlikte M. avium kompleks (MAK) ve M. xenopi nozokomiyal enfeksiyonlara neden olur.
Genellikle immiin yetmezligi olan insanlarda TDM’ler 6nemli akciger hastaliklarina neden
olurken, akciger dis1 nozokomiyal TDM enfeksiyonlar1 giinlimiizde giderek artan siklikta
rapor edilmektedir. Kardiyak cerrahide ¢esitli cerrahi prosediirlerin uygulanmasi,
enjeksiyonlar, plastik cerrahide kozmetik yliz cerrahisi girisimleri, “liposuction”
uygulamalar ve “Laser-Assisted in Situ Keratomileusis” (Lazer eslikli korneanin yerinde
sekillendirilmesi) gibi invaziv oftalmik cerrahi girisimlerin uygulanmasi esnasinda cilt ve
yumusak doku ile iligkili TDM enfeksiyonlart sik goriilmektedir. Ayrica kontamine
bronkoskoplara bagli TDM enfeksiyonlar1 da saptanmaktadir. M. gordonae laboratuvarlarda
kullanilan tamponlar ve su kaynaklarin1 kontamine ederek kiiltiirlerde yalanci pozitifliklere
neden olmaktadir. Hastane enfeksiyon kontroliinde c¢alisan hekimler, bu yalanci

enfeksiyonlar tantyip, kisilerin toksik ve pahali antibiyotikler ile uygunsuz tedavi almalarini
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onlemelidir [17, 22]. Hastane kaynakli TDM enfeksiyonlarim1 6nlemek icin; fiber optik
bronkoskoplarin manuel veya otomatik cihazlar ile temizliginde ¢cesme suyu kullanmaktan
kagmilmali ve alkolle son durulama mutlaka yapilmali, ameliyathanelerde ¢esme suyu
ve/veya ¢esme suyundan hazirlanmis buz kullanilmamali ve agik yaralar ¢esme suyu ile
yikanmamali, hastalar balgam 6rnegi vermeden Once ¢esme suyu igmemeli veya agizlarini
cesme suyu ile calkalamamalidir. M. abscessus’un iiremesini engelleyemedigi icin, lokal

enjeksiyonlar oncesi deri antiseptigi olarak benzalkoniyum klorid (zefiran) kullanilmamalidir.

4.3. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Actinomycetales takimina ait Mycobacteriaceae ailesinin tek cinsi Mycobacterium
cinsidir. Temel ozellikleri arasinda; sporsuz, hareketsiz ve aside direngli olmalari, yavas
tiremeleri, hiicre duvarlarinda bol miktarda lipit igermeleri sayilabilir. Mikobakteri tiirlerinin
yiiksek Guanin (G) + Sitozin (C) igerikleri (%61-71), diger mikolik asit iceren Gordonia
(%63-69), Tsukamurella (%68-74), Nocardia (%64-72) ve Rhodococcus (%63-73)
mikroorganizmalar ile benzerlik gostermektedir [1].

Gram negatif bakterilerden farklt olarak, mikobakteri hiicre duvarinin dig
tabakalarinda ek bir membran bulunmaz. Yapisal olarak gram pozitif bakterilere daha yakin
olmasina ragmen, mikobakterilerin hiicre duvarinda protein ve polisakkaritler yerine 6zellikli
lipitler yer almakta, bu nedenle gram pozitif kategorisine de uymamaktadir. Siklikla kristal
viyoleyi tutamazlar ve gram boyamada hayalet hiicreler seklinde goriiliirler. Mikobakterilerin
yiiksek yag igerikli hiicre duvari, fenol ile kombine edilmedikge anilin ve diger sik kullanilan
boyalara gecgirgen degildir. Ehrlich’in, TB basilinin aside direng¢li olusunu kesfetmesi ile
patolojik Orneklerde basilin belirlenmesinde c¢ok biiyiik kolaylik saglanmistir. Aside
direnclilik; bazi1 mikroorganizmalarin karbol fuksin gibi arilmetan boyalari ile boyandiktan

sonra asit-alkol renksizlestirmesine diren¢ gostermesi olarak tanimlanir (Sekil 2).
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Resim 2. Mikobakterilerin Erlich Ziehl Neelsen boyama goriintiisii [23].

Mikobakteriler; 0,2-0,6 pm eninde ve 1-10 pm boyunda, hareketsiz, kapsiilsiiz, 151k
mikroskobunda diizgiin ya da hafif kivrik basiller seklinde goriilmektedir. Basilin biiytikligi
ve sekli, lireme kosullar1 ve kiiltiiriin siiresine gore, kisa kokobasilden uzun basillere kadar
degisiklik gosterebilir [24].

Mikobakterilerin hiicre duvari li¢ tabakadan olusmustur. Plazma zarinin iizerinde
bulunan i¢ tabaka peptidoglikandan (miirein) olugmustur. Bu tabaka kisa peptid zincirleri,
capraz baglarla sikica baglanan uzun polisakkarit zincirleri igerir ve hiicrenin sert yapisini
saglar. Hiicre duvarinin %35'ini olusturan ikinci tabaka arabinogalaktan, peptidoglikan
tabakasina fosfodiester kopriileriyle baghdir (Sekil 3). Arabinogalaktanlara kovalent olarak
baglanan mikolik asitler, hiicre duvar kalinligindan ve biiyiik oranda da hiicrenin aside
diren¢li olmasindan sorumludur. Mikolik asitler, trehaloz gibi sekerlere baglanarak kord
faktorii (6-6’-dimikolat-a-D-trehaloz) olustururlar. En dig tabaka ise mikozidler olarak
adlandirilan bir grup hetorojen peptidoglikolipid ve/veya fenolik glikolipidden olugsmustur.
Hiicre duvarinda bulunan ve duvar agirliginin %60'n1 olusturan lipidlerin ¢ogu uzun zincirli
yag asitlerinden meydana gelmektedir. Bu lipidler; tiiberkiilostearik asit, mikoserik asit ve

mikolik asitleri igerirler [25, 26].
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Resim 3. Mikobakteri hiicre duvar

Mikobakterilerin lipit, protein ve polisakkaritlerden olusan antijenleri vardir.
Bunlardan “old tuberculin” (OT), Robert Koch tarafindan bulunan ve tiiberkiilin deri testinde
kullanilan 1s1ya dayanikli bir proteindir. OT’in saflastirilmasi ile elde edilen PPD, DSO niin
de onerisiyle tiiberkiilin deri testinde kullanilmaktadir. Kord faktorii, bakterinin virulansi ile
ilgilidir. Kiiltlirden hazirlanan preparatlarda bakterinin demetler halinde bir arada
bulunmasindan sorumlu oldugu gibi, PNL migrasyonunu 6nleme ve graniilom olusumunu
stimiile etme gibi fonksiyonlara da sahiptir. Sulfolipitler (trehaloz 2 sulfat), bakterinin hiicre
icinde canli kalmasindan ve kord faktorle sinerji olusturmasindan sorumludur. Is1 sok
proteinlerinin  (65Kda, 38Kda, 12Kda), koruyucu immiinite gelismesinde ve

komplikasyonlardan sorumlu oldugu diisiintilmektedir [27].

4.4 Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Bakteriyolojik 6zellikleri ve DNA benzerlikleri nedeniyle birbiriyle yakin iligkili olan
tiirler “kompleks” baslig altinda gruplandirilir. "Mycobacterium tuberculosis kompleks”
(MTK) iginde; M. tuberculosis, Mycobacterium bovis (M. bovis subs. bovis, M. bovis subs.
caprae ve M. bovis subs. BCG), Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti,
Mycobacterium canettii ve Mycobacterium pinnipedii bulunmaktadir. M. tuberculosis
kompleks disinda kalan tiim mikobakteriler TDM olarak adlandirilmaktadir [1, 28].

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin; a) fakiiltatif patojen olmalari, b) insandan insana

gecisi konusunda yeterli kanit olmamasi, c) tilirline ve neden oldugu hastaliga bagl olarak
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tedavilerinin zor ve farkli olmasi, d) mikroorganizma ve konagin immiin sistemi arasindaki
iligkiye bagli oldugu diisiiniilen hastalik patogenezinin belirsizligi ortak 6zellikleridir [29].
Ernest Runyon; TDM’leri tireme hizlari, koloni morfolojileri ve pigment iiretimlerine
gore fotokromojenler, skotokromojenler, fotokromojen olmayanlar ve hizli iireyenler olarak 4
grupta siniflandirmistir (Tablo 1) [28]. Grup I, II, III’ {in kolonileri gbzle goriiliir hale
gelebilmesi i¢in 7 gilin veya daha fazla siireye ihtiya¢ gosterirken, Grup IV’ {in kolonileri 7

giinden daha kisa siirede tiremektedir [30].

Tablo 1. Runyon siniflamasi

Pigment Uretme

Grup Ureme | Isikta | Karanlikta | Ornek Tiirler
Hizx
I - Fotokromojenler Yavas | + - Mycobacterium kansasii,

Mycobacterium marinum,

Mycobacterium simiae

IT - Skotokromojenler Yavas | + + Mycobacterium scrofulaceum,
Mycobacterium szulgai,

Mycobacterium gordonae

ITII-Fotokromojen Yavas | - - Mycobacterium malmoense,
olmayanlar Mycobacterium xenopi,
Mycobacterium aviumkompleks,
Mycobacterium ulcerans,

Mycobacterium haemophilum

IV - Hizli Ureyenler Hizli - - Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium chelonae,

Mycobacterium abscessus

Runyon simiflamasi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bazi tiirlerin tanimlanmasinda giicliiklerle karsilasilmaktadir. Ornegin klinik &nemi
son yillarda ortaya ¢ikan Mycobacterium kansasii, genellikle fotokromojen olmakla birlikte,
bazi suslarinin pigment olusturmamasi ve hatta skotokromojen olmasi, yine bazt M. avium-
intracellulare  suslarinin  pigment yapmasi, Mpycobacterium szulgai’nin  37°C’de

skotokromojen, 25°C’de fotokromojen olmasi Runyon siniflamasina uymamaktadir. Bu
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kisitlamalara ragmen klinik mikrobiyoloji laboratuvarlart TDM’lerin 6n tanimlamasinda bu
siniflamadan yararlanmaktadir. Woods ve Washington 1987 yilinda TDM’leri; insanda

potansiyel patojen olanlar ve nadiren hastalik yapan saprofit mikobakteriler olarak

siniflamistir (Tablo 2) [31, 32].

Tablo 2. Woods ve Washington siniflamasi

Insanda Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium
potansiyel kansasii, Mycobacterium fortuitum-chelonae
patojen olanlar kompleks, Mycobacterium scrofulaceum

Mycobacterium xenopi, Mycobacterium szulgai,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium simiae,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium ulcerans,

Mycobacterium haemophilum

Nadiren Hastalik | Yavas Mycobacterium gordonae, Mycobacterium asiaticum,
Yapan Saprofit | Ureyenler Mycobacterium terrae-triviale, Mycobacterium gastri
Mikobakteriler Mycobacterium nonchromogenicum, Mycobacterium
paratuberculosis
Hizli Mycobacterium thermoresistibile, Mycobacterium
Ureyenler smegmatis, Mycobacterium vaccae, Mycobacterium

parafortuitum kompleks, Mycobacterium phlei

Orta Hizda Mycobacterium flavescens

Ureyenler

Giliniimiizde TDM smiflandirmas1 ise mikobakterilerin Oncelikle enfeksiyon
olusturduklar1 organ bazinda yapilmaktadir. Buna gore; akciger tutulumundan en sik M.
avium kompleks (MAK) ve M. kansasii sorumlu bulunurken M. abcessus, M. fortuitum, M.
xenopi, M. malmoense, M. celatum, M. asiaticum da daha nadir etkenler arasinda sayilabilir.
Akciger disinda ise; ¢cocuklarda goriilen lenf nodu tutulumundan MAK, M. scrofulaceum ve
M. malmoense; deri tutulumundan genellikle M. marinum, M. ulcerans ve hizli iireyen
mikrobakteriler; kemik eklem tutulumundan ise M. fortuitum, M. abcessus, M. chelonae ve M.
kansaii sorumlu bulunmustur. Solid organ transplantasyonu, kronik kortikosteroid kullanimi,

kollajen vaskiiler hastalik, 16semi, lenfoma gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda sik
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goriilen yaygin TDM enfeksiyonlarinda ise patojen suslar MAK, M. kansasii, M. chelonae ve

M. haemophilium’dur. TDM’lerin, nadir olarak prostetik kalp kapak enfeksiyonlari ve

genitotiriner enfeksiyonlara da neden oldugu bildirilmektedir [33].

4.5 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Tanisi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin neden oldugu akciger hastaliklarinin tanisinda 2007

yilinda Amerikan Toraks Dernegi tarafindan klinik ve mikrobiyolojik kriterler belirlenmistir.

Klinik olarak;

1.

2.

Pulmoner semptomlar, akciger grafisinde; nodiiler veya kaviter opasiteler olmasi,
yiilksek ¢ozlniirlikli bilgisayarli tomografi (High resolution computed
tomography - HRCT) incelemesinde; birden ¢ok kiiciik nodiiller ile multifokal
bronsektazi alanlarinin izlenmesi

Diger klinik tanilarin diglanmasi

Mikrobiyolojik olarak;

1.

En az iki ayr1 balgam Kkiiltiiriinde TDM iiremesinin saptanmasi, (eger sonug
negatifse yeni balgam orneginde ARB baki ve kiiltliriin yapilmasi diistiniilmelidir)

veya

. En az bir brong lavaj (BL) veya brons yikama 6rneginde kiiltiirde TDM iiremesinin

saptanmasi veya

Transbrongiyal veya diger akciger biyopsilerinde mikobakteriyel histopatolojik
ozellikler (graniilomatéz inflamasyon ve ARB) ve kiiltirde TDM {iremesinin
saptanmasi, veya biyopsi materyallerinde mikobakteriyel histopatolojik ozellikler
ve bir veya daha fazla balgam veya BL Orneginden yapilan kiiltirde TDM
iiremesinin saptanmasi

Cevresel kontaminasyona bagli veya nadir rastlanan TDM’lerin iiremesi
saptandiginda uzman goriisii istenilmelidir

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilere bagli akciger hastaligi oldugundan siiphe edilen
ancak tani kriterlerine uymayan hastalar tan1 kesin olarak konulana veya tamamen
dislanana kadar takip edilmelidirler

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilere bagl akciger hastaligi tanis1 konulmasi her zaman
tedaviye baslanmasini gerektirmez. Her hastaya sagladigi fayda ve potansiyel

risklere gore tedavi karari verilir.

Klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterlerin her biri, TDM’ye bagl akciger

hastalig1 tanisi1 konulmasinda esit derecede Onemlidir ve taninin konulmasi i¢in tiimiiniin
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uyumlu olmas1 gerekir. Bu kriterler en ¢ok M. avium kompleks (MAC), M. kansasii ve M.

abscessus’ un neden oldugu akciger hastaliklarina uymaktadir [20].

4.6 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Laboratuvar Tanis1

Tiiberkiilloz dis1 mikobakteri tiirlerinin dogru ve giivenilir olarak tanisinin
konulabilmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilebilmesi i¢in duyarlilifi ve ozgiilliigii
yiiksek kisa siirede sonug veren tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir [34]. Bu amagla hizl

kiiltiir sitemleri ve molekiiler yontemler gelistirilmistir.

4.6.1 Orneklerin Toplanmasi ve Islemlenmesi

Mikobakterilerin mikrobiyolojik tanisinin tam ve dogru olarak yapilabilmesi icin
klinik 6rnek uygun yerden, dogru zamanda ve yeterli miktarda alinmali, uygun laboratuvar
kosullarinda islemlenmelidir. Hastalik ¢ok cesitli organ ve dokular1 tutabildiginden 6rnek
secimine Ozen gosterilmelidir. Mikobakteriyoloji laboratuvarina gonderilen Orneklerin
¢ogunlugu solunum sistemi kaynakli (ekspektore veya indiiklenmis balgam, aclik mide sivisi,
bronkoalveoler lavaj, transtrakeal aspirasyon, bronsial fircalama ve laringeal siiriintii
ornekleri) olmakta, idrar, gastrik aspiratlar, dokular, biyopsi 6rnekleri ile beyin omurilik
stvist, plevral ve perikardial aspiratlar gibi normalde steril olan viicut sivilar1 diger 6rnekleri
olusturmaktadir. Kan ve diski 6rnekleri ise genellikle immun sistemi baskilanmis hastalardan
gonderilmektedir [35].

Normal flora igeren klinik 6rneklere ve alinmalar1 ya da transport islemleri sirasinda
sterilizasyon kurallarina uyulmadigi diisiiniilen klinik o6rneklere; organik kalintilardan
arindirmak, bakteri ve mantarlar1 elimine etmek amaciyla dekontaminasyon-homojenizasyon
islemi uygulanir. Giiniimiize kadar ¢ok sayida homojenizasyon-dekontaminasyon yontemi

tanimlanmuistir. Bunlar;

-N-asetil-L-sistein (NALC)-Sodyum hidroksit (NaOH) yontemi
-%4’liik NaOH yontemi

-Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi

-Oksalik asit yontemi

-Setilpridinyum klorid-sodyum klorid yontemi

-Stilfirik asit yontemidir.

Bu amagla en ¢ok NALC ve NaOH yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde; NALC

mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik ornekte bulunabilecek agir metal
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iyonlarin1 baglayarak NALC’in inaktive olmasimi Onlemek amaciyla kullanilmaktadir.
Ornegin hacmine esit miktarda NALC-NaOH eklenip vorteks ile iyice karismasi saglandiktan
sonra 15 dakika beklenmektedir. Bu siire sonunda fosfat tamponu ile ndtralizasyon
saglanmaktadir. Konsantre etmek amaciyla uygulanan santrifiij sonrasi elde edilen ¢okeltiden
preparatlar hazirlanmakta ve uygun besiyerlerine ekimleri yapilmaktadir [1, 36]. Kistik
fibrozis ya da bronsektazili hastalarin, aecrop gram negatif basiller, 6zellikle Pseudomonas
aeruginosa ile kontamine drneklerinde NALC-NaOH ve %5’lik oksalik asit yontemi beraber
kullanilmaktadir.  Ozellikle hizli iireyen mikobakteriler olmak {izere TDM’ler
dekontaminasyon prosediirlerine MTK’den daha duyarlidir. Bu ylizden kullanilan yontem bu
mikobakterileri ortadan kaldiracak kadar agir olmamalidir. Ayrica TDM siipheli 6rneklere
oksalik asit dekontaminasyon yontemi uygulanmasi, TDM’lerin kiiltiirde {iretilme sansini

azaltmaktadir [20].

4.6.2 Mikroskopik inceleme

En kolay, en ucuz ve en sik kullanilan yontemdir. Yaymada ARB saptanmasi, klinik
ornekte mikobakteri varligini gosteren ilk bakteriyolojik kanittir. Mikroskobik incelemede,
aside direncli bakteri goriilmesi i¢in ornekte 5.000-10.000 basil/mL bulunmasi gereklidir.
Giliniimiizde halen balgam ve diger klinik 6rneklerden yayma ile ARB aranmasi ve bunun
kiltir ile dogrulanmasi TB tanisinda altin standarttir. Mikobakteriler i¢in baslica iki boyama

teknigi gelistirilmistir [37, 38].
1.Karbolfuksin boyama:
-Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
-Kinyoun
2.Florokrom boyama:
-Auramine O

-Auramine-Rhodamine

Bu iki boyama yontemi ile hazirlanan yaymalarin raporlanmasinda farkl
degerlendirme ve kriterler kullanilmaktadir. En yaygin olarak, Centers for Disease Control

and Prevention (CDC) kriterleri kullanilmaktadir (Tablo 3) [39].
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Tablo 3. Karbolfuksin ve

degerlendirilmesi ve sonuglarin bildirilmesi

florokrom  yoOntemiyle

boyanmis

preparatlarin

Aside Direncli Basil Sayis1 / Mikroskop alani
Sonuc¢ Karbol- Florokrom Florokrom
Fuksin Boyama Boyama
Boyama (250x) (450x)
(1000x)
Aside Direncli Bakteri Goriilmedi Negatif Negatif Negatif
Siipheli (Yeni ornek ile tekrar | 1-2/300 alan | 1-2/30 alan 1-2/ 70 alan
edilmeli)
+ 1-9/100 alan | 1-9/10 alan 2-18/50 alan
++ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
++ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/ 1 alan
++++ >9/1 alan >90/1 alan >36/ 1 alan

Mikroskopik incelemenin duyarliligi %22-80 arasinda degiskenlik gostermektedir.
Duyarlilig1 etkileyen faktorler arasinda; incelenen O6rnegin tiirii, santrifiijleme hizi, boyama
teknigi, degerlendiren kisinin deneyimi, kullanilan kiiltiir yontemi ve degerlendirilen hasta
popiilasyonu sayilabilir. Mikobakterilerin aranmasinda mikroskopik incelemenin 6zgilliigii
ise ¢ok yiiksektir [40].

4.6.3 Kiiltiir yontemleri

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin kesin tanis1 basilin kiiltiirde iiretilmesi ile konur.
Kiiltiir yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen, tiir diizeyinde tanimlama islemleri icin
gerekli  izolatlarin  elde  edilebilmesine,  bakterilerin = canliliklarinin  dogrudan
gosterilebilmesine, ila¢ duyarlilik testlerinin yapilarak hastalarin dogru tedavi edilebilmesine,
cogaltilan izolatlarin daha sonraki arastirmacilar i¢in saklanabilmesine ve epidemiyolojik
verilerin elde edilebilmesine imkan saglamalar1 agisindan mikobakterilerin tanisinda halen
altin standart olmaya devam etmektedir. Aside direngli basillerin kiiltiirde {iretilebilmesi i¢in
ornegin her ml’sinde 10-100 canli basil olmasi yeterlidir [41]. Mikobakterilerin tiremeleri igin
0zel besiyerlerine gereksinimleri vardir. Bu besiyerleri kompleks yapida olup, kati besiyerleri

ve mikobakterilerin daha kisa siirede liremelerine imkan saglayan sivi besiyerlerinden olusur.

A-Kat1 Besiyerleri
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I-Yumurta Bazh
-Lowenstein-Jensen(LJ)
-Petragnani
-American Thorasic Society
-Trudeau

2-Agar Bazl
-Middlebrook 7H10
-Middlebrook 7H11

B-S1v1 Besiyerleri
-Middlebrook 7H9

- Dubos Tween albiimin

The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) mikobakterilerin birincil
izolasyonunda klasik kat1 besiyerleri yani sira sivi besiyerlerinin de birlikte kullanilmasini,
Oonermektedir [42].

Kontaminant mikroorganizma iiremelerinin baskilanmasi amaciyla, kat1 besiyerlerine
cesitli antimikrobiyal maddelerin eklenmesi ile hazirlanan secici besiyerleri de mevcuttur.
Bunlar arasinda; siklohekzimid, nalidiksik asit ve linkomisin igeren mycobactosel L-J
besiyeri, penisilin ve nalidiksik asit igeren L-J Gruft besiyeri, karbenisilin, polimiksin B,
trimetoprim laktat ve amfoterisin B iceren mitchison’un segici 7H11 (7H11S) besiyeri
sayilabilir [43].

Giiniimiizde 6zellikle ilk izolasyonda, tipik koloni morfolojisi olusturmalar1 ve daha
bol iiremeleri nedeniyle yumurta bazli besiyeri olan Lowenstein-Jensen besiyeri (LJ) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yumurta bazli besiyerlerinin; iyi bir tampon kapasitesine, uzun raf
Omiirlerine (buzdolabinda birka¢ ay) sahip olmalar1 ve ¢cogu mikobakterinin iyi {iremesini
desteklemeleri O0nemli avantajlaridir. Ancak koloni olusumunun erken donemde
saptanamamas1 (18-24 giinde goriilebilmekte), duyarlilik testleri i¢in konsantrasyon ayarinin
yapilamamasi dezavantajlaridir.

Yumurta bazli besiyerlerinin opak goriiniimlii olmasina karsin, agar bazli besiyerleri
seffaftir. CLSI duyarlilik testleri i¢in agar bazli besiyerlerini 6nermektedir. Ancak pahali ve
raf Omiirlerinin nispeten kisa olmasi (buzdolabinda bir ay kadar) énemli dezavantajlaridir

[43].
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Siv1 besiyerleri; mikobakterilerin primer izolasyonu, stok suslarin pasajlarinin
yapilmasi, ilag¢ duyarlik testleri ve diger in vitro testler i¢in inokuliim hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle Middlebrook 7H9, bakteri sayismnin az oldugu steril
bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi ¢ogaltmak ve dolayisiyla izolasyon sansini
artirmak amaciyla kullanilmaktadir [44].

Bazi TDM tiirleri kiiltiir ortaminda iireyebilmek icin 6zel ek maddelere ihtiyag
duymaktadir. Ornegin Mycobacterium haemophilum un {iretilebilmesi i¢in ferrik amonyum
sitrat, hemin veya hemoglobin gibi demir iceren bilesiklerin eklendigi besiyerleri, M. ulcerans
icin yumurta sarili besiyerleri, M. genavense ve M. avium subsp. paratuberculosis ig¢in de
mikobaktin J eklenmis besiyerleri kullanilmalidir [20].

Klasik kiiltiir yontemleri disinda hizli sonu¢ veren kiiltiir yontemleri de
mikobakterilerin tanisinda kullanilan rutin yontemler arasinda yer almaktadir. Bu yontemlerde
zengin icerikli besiyerleri kullanilarak hem mikobakterilerin izolasyon sansi arttirilmakta hem
de mikobakterilerin iiremesi erken donemde saglanmaktadir. Bu sistemler arasinda,
radyometrik sistem BACTEC 460 TB, bifazik sistem Septi-check AFB sistemi, kolorimetrik
sistem BacT/ALERT sistemi, karbondioksit olusumunu saptayan sistem ESP MYCO sistemi,
floresans ile degerlendirilen sistem Mycobacteria Growth Indicator Tube, TK kiiltiir sistemi
ve manuel sistemler MB-Redoks sayilabilir [45].

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri kiiltiirleri i¢in en uygun sicaklik 28°C ile 37°C arasidir.
Klinik yonden onemli olan yavas lireyen mikobakteri tiirleri genellikle 35°C - 37°C arasini
tercih ederken, istisna olarak Mycobacterium haemophilum 28°C - 30°C, M. ulcerans 25°C -
33°C, M. chelonae 28°C - 33°C arasinda iyi iiremektedir. Hizli {ireyen mikobakteriler ve M.
marinum ise 28°C - 30°C dereceler arasinda iyi liremektedir. Bu yiizden mikobakterileri
liretebilme sansini arttirmak igin iki ayr1 besiyeri setine ekim yapilmali biri 28°C - 30°C digeri
de 35°C - 37°C arasinda inkiibasyona tabi tutulmalidir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin ¢ogu
2-3 hafta i¢inde kiiltiirde tiremektedir. Hizli lireyen mikobakteriler genellikle 7 giin i¢inde
iirerken, M. genavense ve M. ulcerans’in iremesi i¢in 8 - 12 hafta gerekmektedir.
Mikobakterilerin iireme zamani TDM’lerin ayriminda oOnemli oldugu ic¢in mutlaka

kaydedilmelidir [20].

4.6.3.1 BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Biosciences)
Uzun yillardir izolasyon, tanimlama ve duyarlilik testlerinin uygulandigi yari
otomatize radyometrik bir sistemdir. Bu sistemde kullanilan BACTEC 12B besiyeri, '*C

isaretli palmitik asit igerir. Mikobakterilerin ¢ igaretli palmitik asit kullanim1 sonucu “co,
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olusur ve sistem belli araliklarla '*CO, miktarini Slgerek mikobakterilerin varligini bir iireme
indeksi (growth index: GI) olarak gosterir. Ekim igleminden once besiyerlerine polimiksin B,
azlosilin, nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) i¢eren antibiyotik karigima,
kontaminant mikroorganizmalarin iiremesini engellemek i¢in ilave edilmelidir. BACTEC 12B
besiyerinin radyoaktif madde icermesi, capraz kontaminasyon, enjektorlerin yaygin kullanimi

sonucu olusan laboratuvar kazalar sistemin dezavantajlarini olusturmaktadir.

4.6.3.2 MGIT 960 (Becton Dickinson, Biosciences)

Tam otomatize ve radyometrik olmayan bir sistemdir. MGIT 960 sisteminde
kullanilan tiiplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarl
rutenyum metal kompleksi i¢eren silikon bulunmaktadir. Floresan madde, sivi besiyerindeki
oksijen varliginda maskelenmektedir. Ureyen mikobakterilerce oksijenin tiiketilmesi sonucu
aciga cikan floresans, mikobakterilerin varligin1 gosterir. MGIT 960 duyarliligi, BACTEC
460 TB’ye benzer. Ancak kontaminasyon oranlari daha yiiksektir. MGIT 960’1n BACTEC
460 TB’den en 6nemli avantajlari; ¢capraz kontaminasyon olasiliginin diisiik olmasi, enjektor
ile inokulasyona ihtiya¢ duyulmamasi ve radyoizotop icermemesidir. Yiiksek kontaminasyon

oranlar1 ve kan ile floresanin maskelenmesi, MGIT 960°1n dezavantajlaridir [43, 46, 47].

4.7 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Tanimlanmasi

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri enfeksiyonlarina 6zgii klinik bulgular olmadigi i¢in, kesin
tan1 mikrobiyolojik inceleme ile konmaktadir. Bu mikroorganizmalar tanimlanirken hem
fenotipik, hem de genotipik Ozelliklerden yararlanilmaktadir. Mikobakterilerin
tanimlanmasinda 1980’11 yillara kadar fenotipik 6zellikli testler yaygin olarak kullanirken,
giinimiize kadar olan siiregte molekiiler yontemlerdeki ilerlemenin etkisiyle genotipik

caligmalar yogunluk kazanmstir [34].

4.7.1 Fenotipik Testler

Tiberkiiloz dis1 mikobakteriler; oncelikle lireme siireleri, tireme 1silari, koloni
goriiniimleri ve pigment olusturma ozelliklerine gore gruplandirilir. Bu gruplama sonunda
tanimlanacak olan mikobakteriler i¢in ¢ok sayida biyokimyasal testler uygulanmaktadir.
Bunlar arasinda; arilsiilfataz, katalaz, niasin akiimiilasyon testi, prazinamidaz ve iireaz
iiretimi, sodyum kloriir tolerensi, tiofen-2 karboksilik asit hidrazid ile iiremenin inhibe
edilmesi, nitrat ve telliirit rediiksiyonu, tween 80 hidrolizi sayilabilir (Tablo 4).

Katalaz testi: M. tuberculosis, M. gastri ve M. kansasii’yi diger mikobakterilerden

ayirt edebilmek amaciyla kullanilir. Tiim mikobakteriler katalaz deneyi ile olumlu sonug
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verirken, bu ii¢ mikobakteri tiirii olumsuz sonu¢ vermektedir. Katalaz aktivitesini saptamak
icin biri semikantitatif test ve digeri 1s1 tolerans testi olmak iizere iki test kullanilir.
Semikantitatif test mikobakterileri, hava kabarciklarinin yiiksekliginin <45mm veya >45mm
olmasina gore degerlendirilerek diisiik ve yiiksek katalaz reaksiyonu olusturanlar olmak tizere
iki gruba ayirir. Is1 tolerans testinde ise, katalaz enziminin bazi formlar1 68°C de 20 dakika
isitildiginda inaktive olur. Enzimin 1s1 ile inaktivasyonu bazi mikobakteri tiirlerinin ayirt
edilmesinde tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Mikobakteri tiirlerinin identifikasyonunda
kullanilan hidrojen peroksit, diger bakterilerde bulunan enzimin arastirilmasinda kullanilan
ayrractan farklhidir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin dagilmasint ve enzimin
kolayca agiga c¢ikmasini saglamak icin testte %30 H,O, ile gli¢lii bir deterjan olan %10
Tween-80°nin karisimi kullanilir [48].

Niasin testi: Bu testin temeli, M. tuberculosis ile M. simiae ve M. chelonae
izolatlarinin nikotinik asiti diger mikobakterilere gore daha az metabolize etmeleri sonucu,
besiyerine niasin salmalari ve bu niasinin c¢esitli kimyasallarla saptanmasi esasina
dayanmaktadir.

Tiofen-2 karboksilik asit hidrazid (T2H) testi: T2H ile liremenin inhibe edilmesi,
niasin pozitif Mycobacterium bovis’i, M. tuberculosis ve diger non kromojenik yavas lireyen
mikobakterilerden ayirmak amaciyla kullanilir. M. tuberculosis ve yavas {lireyen
mikobakterilerin ¢cogu icinde T2H bulunan Middlebrook besiyerinde iirerken, M. bovis bu
besiyerinde lireyemez.

Pirazinamidaz testi: Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik asit ve
amonyaga hidrolize eder ve ortaya ¢ikan pirazinoik asit, besiyerine ferr6z amonyum siilfat
eklenmesi ile saptanabilir. Bu test ile M. tuberculosis, M. avium-intracellulare ve M. marinum
pozitif sonug verirken, M. bovis ile M. kansasii negatif sonug¢ vermektedir.

MacConkey agarda iireme testi: M. fortuitum ile M. chelonae’nin diger
mikobakterilerden ayrilmasini saglar. Sadece bu iki mikobakteri tliri MacConkey agarda
lireme gosterirler.

Ureaz testi: Bir izolatin iireyi amonyak ve CO, e gevirebilme 6zelligi skotokromojen
ve kromojen olmayanlarin tanimlanmasinda faydalhidir. Mycobacterium scrofulaceum iireaz
pozitifken M. avium ve M. intracellulare iireaz negatiftir. Ureaz testi dzellikle pigment yapan
M. avium suglarinin tanimlanmasinda yardimcidir.

Tween 80 hidroliz testi: Bazi mikobakteriyel tiirler tarafindan {iretilen lipazlar
“polyoxyethylene sorbitan monooleate” (Tween 80) deterjan1 hidrolize ederek oleik asit ve

“polyoxyet-hylene sorbitol” agiga cikar. pH’s1 7 olan test besiyeri i¢indeki notral kirmizist
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Tween 80 tarafindan baglanir ve ndtral pH’da kehribar rengindedir. Eger Tween 80 hidrolize
edilirse notral kirmizist artik bagl degildir ve pH 7°de kirmizi renge doner. Tween 80 hidroliz
testi yavasg iireyen TDM tiirleri arasinda ayrim i¢in kullanilir.

Nitrat rediiksiyon testi: Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi iireterek nitratlari
nitritlere indirgeyebilirler. Nitrat rediiksiyonu testi; koloni morfolojisi, iireme hizi ve pigment
tiretme Ozellikleri birbirine benzer olan mikobakterileri ayirt etmede degerlidir.
Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, baz1 saprofit nonkromojenler, M.
smegmatis ve M. fortuitum grubu nitrat rediiktaz pozitiftir.

Sodyum Kloriir tolerans testi: %5’ lik NaCl igeren LJ besiyerinde iireyebilme
yetenegi, 28°C’de inkiibe edildikleri zaman, yavas iireyenlerden sadece Mycobacterium
trivale, M. flavescens’in bazi suslari, M. abscessus ve M. fortiutum igin ortak ozelliktir [48].

Suslarin MTK ve TDM olarak ayriminda smirli bir identifikasyon saglayan bazi
kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda; p-nitrobenzoat, hidroksilamin
hidrokloriir, azaguanin, nitroksolin ve NAP (p-nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone)
sayilabilir. BACTEC 460 TB sisteminde NAP, MGIT 960 sisteminde p-NBA
(paranitrobenzoik asit) kullanilarak MTK ve TDM ayrimi yapilabilmektedir [49].

Tiiberkiiloz dis1t mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan bu biyokimyasal testler
sadece belli tiirleri birbirinden ayirt edebilmektedir. Tanimlamanin yapilabilmesi i¢in de bu
testlerin cogunun bir arada uygulanmasi gerekmektedir. Mikobakterilerin iireme 6zelliklerinin
belirlenmesi ve geleneksel biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi yaklasik 3-6 hafta, hatta
bazen daha uzun siirebilmektedir. Biyokimyasal testler zahmetli ve uzun zaman gerektirdigi

icin glinlimiizde sadece birkag test MTK ve TDM ayrimi i¢in kullanilmaktadir [34, 48].
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4.7.2 Molekiiler Testler

Klasik tan1 yontemleri olan, mikroskopi ve kiiltiir mikobakteri enfeksiyonlarin
tanisinda giliniimiizde halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak tani siiresinin
uzun olmasi ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalmalar1 nedeniyle molekiiler
yontemler onemli hale gelmektedir. Mikroorganizmanin genomunda ¢ok iyi korunmus,
sadece o mikroorganizmaya 6zgii dizilerin kullanilmasi ile tlir tayinin yapilmasi molekiiler
yontemlerin ana prensibini olusturmaktadir. Bu sayede tek bir niikleotidin delesyonu veya yer
degistirmesiyle olusmus farkli tiirler bile ayirt edilebilmektedir. Tiberkiiloz disi
mikobakterilerin laboratuvar tanisinda kullanilan molekiiler yontemler arasinda; DNA dizi
analizi, “Single-stranded conformation polymorphism analysis” (SSCP) yontemi, Nikleik
asit hibridizasyon yontemleri, Polimeraz zincir tepkimesi (PZT)-restriksiyon enzim analizi

yontemi (PRA) ve DNA microarray yontemi bulunmaktadir.

4.7.2.1 DNA Dizi Analizi

Mikobakteri tiirlerinin tanimlamasinda DNA dizi analizi altin standarttir ve aym
zamanda suslarin iliskileri hakkinda filogenetik bilgi saglamaktadir. Birkag basamakta
yapilmaktadir. Bunlar sirastyla; niikleik asit izolasyonu, amplifikasyonu, niikleik asit
hedefinin isaretlenmesi, isaretlenmis hedeflerin elektroforetik olarak ayrilmasi ve
elektroforezden elde edilen bilginin anlamli DNA dizi bilgisine doniistiiriilmesidir. Y&ntem
Sanger’in zincir sonlandirma teknigi temeline dayanmaktadir. Bu yontem DNA
polimerazlarin dNTP’ler yaninda, deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tagimayan
ddNTP’leri de substrat olarak kullanmalar1 esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplik¢igine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi
durmaktadir. Mikobakterilerin tanimlanmas1 amaciyla dizi analizi i¢in hedef olarak segilen en
onemli gen bolgeleri, 16S rRNA, Asp 65, ITS, gyrB, recA ve rpoB ‘dir.

16S rRNA geni, biitiin bakterilerde cok iyi sekilde korunmus olmasi ve tiire 6zgl
degisen diziler igermesi nedeniyle bakterilerin molekiiler tanimlanmasinda altin standart
olarak kabul edilen bir hedef bolgedir.

16S rRNA dizi analizi, ¢ogu mikobakteri tilirlinlin tanimlanmasin1 saglamasina
ragmen, M. tuberculosis kompleks tiyelerini ayirt edemez. Benzer olarak 6nemli bir patojen
olan Mycobacterium kansasii ile patojenik olmayan M. gastri, M. marinum ile M. ulcerans’ in
ve M. malmoense ile M. szulgaii’ nin dizi analizi aynidir. Bunlarin ayirt edilmesi igin ek

bolgelerin dizi analizi gerekmektedir [50, 51].

25



Dizi analizi yontemlerinde, elde edilen bakteri dizilerini bilgisayar ortaminda
kargilastirmak i¢in standart dizilere ihtiyag¢ vardir. Degisik kaynaklardan elde edilmis standart
dizilerde de zaman zaman farkliliklar ortaya c¢ikabilmekte ve yanlis sonuglara neden
olabilmektedir. Bir standardizasyon saglamak ve dizi analizi sonuglarinin giivenilirligini
artirmak amaciyla kurulmus standart dizi analizi servisleri mevcuttur. “Ribosomal
Differentiation of Medical Microorganisms” (RIDOM) ve “European Molecular Biology
Laboratory” (EMBL) gibi ¢esitli veri tabanlar1 internet aracilifiyla kullanilabilmektedir.

4.7.2.2 Niikleik Asit Hibridizasyon Yontemleri

DNA prob Teknolojileri: Bazi TDM tiirlerinin tanimlamasinda 16S rRNA’y1 hedef
alan akridiyum ester isaretli DNA problar yaygin olarak kullanilmaktadir. AccuProbe (Gen-
Probe Inc, San Diego, CA) ticari kitleri ile, MTK, MAK, M. kansasii ve M. gordonae hizli
sekilde tanimlanmaktadir. Kolay uygulanan bir yontem olmasina ragmen, DNA problariin
dezavantajlari; MTK ile Mycobacterium celatum tip 1 ve 3 arasinda capraz reaksiyon
goriilebilmesi, sonikatdr ve luminometre gibi cihazlara ihtiya¢ duyulmasidir [52].

Line prob Teknolojileri: Son zamanlarda TDM’lerin tanimlanmasinda “internal
tanscribed spacer” (ITS) gen bolgesini hedef alan INNO-LiPA Mycobacteria v2
(Innogenetics N.V.,Zwijndrecht, Belgium) ve 23S rRNA genini hedef alan GenoType
Mycobacteria CM/AS (CM, common mycobacteria; AS, additional species), (Hain
Lifescience GmbH, Nehren Germany) ters hibridizasyon testleri rutin olarak kulanilmaktadir.

INNO-LiPA Mycobacteria v2 ile tek basamakta 16 farkli mikobakteri tiiri (M.
tuberculosis kompleks, M. kansasii, M. gordonae, M. avium, M. intracellulare, M. chelonae
grup, M. genavense, M. simiae, M. marinum/M. ulcerans, M. celatum, M. malmoense, M.
haemophilum, M. fortiutum-peregrinum kompleks, M. smegmatis) tanimlanabilmektedir.
GenoType Mycobacteria yonteminde ise tanimlanmasi istenen mikobakteri izolat1 dnce daha
sik goriilen mikobakteri tlirlerinin saptandigi GenoType Mycobacteria CM testiyle
degerlendirilir, bu testle tanimlanamayan mikobakteriler ise genellikle daha az goriilen
mikobakteri tiirlerini saptayan GenoType Mycobacteria AS testi ile tanimlanmaktadir.
GenoType Mycobacteria CM/AS ile; Mycobacterium avium subspecies, M. chelonae, M.
abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M.
kansasii, M. malmoense, M. marinum-M. ulcerans, M. peregrinum, M. tuberculosis kompleks,
M. xenopi, M. simiae, M. mucogenicum, M. goodie, M. cellatum, M. smegmatis, M.

genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai, M. phlei, M. hemophilum, M.
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kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum, ve M. shimoidei tanimlabilmektedir. Bu testler

hizl1 uygulanmakta ve kolay bir sekilde yorumlanmaktadir [50, 53, 54].

4.7.2.3 PZT-Restriksiyon Enzim Analizi Yontemi (PRA)

Plikaytis ve arkadaslar1 tarafindan 1992 yilinda, mikobakterilerin hizli bir sekilde
tanimlanmasi i¢in PCR-REA (Restriksiyon enzim analizi) (PRA) ve diger ismi PCR-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) olan yontem gelistirilmistir. Bu
teknik; tiim mikobakterilerde bulunan “heat shock protein” (hsp65) gen bolgelerini hedef
alan PZT, daha sonra amplikonlarin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve elde edilen
iriinlerin  elektroforezi asamalarindan olugmaktadir. Hibridizasyon basamaklar1 ve
radyoaktivite icermeyen bu yontem ile elde edilen paternler tiir saptama cetveline gore analiz
edilerek, kisa siirede sonug vermektedir [55, 56].

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri (RE); kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan
ve bu dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden DNA’y1
kesen enzimlerdir. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin biiyiik bir kismi bakteriler bir
kismi viriislar ve oOkaryotik canlilar tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzimler metilaz
aktivitelerine, alt linite yapilarina, kesim 6zgiilliiklerine ve kofaktor ihtiyaclarina gore, tip I,
II, III ve homing endoniikleazlar olarak 4 genel grupta smiflandirilmaktadir. Restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin Ozelliklerinden en dikkate deger olani, bu enzimlerin optimal
sartlarda 0zgiill DNA’y1 en yakin dizilimden kesebilme basarilarinin optimal olmayan
sartlarda oldukca degismesidir. Ornegin; EcoRI enziminin tanmima bolgesi (5’-GAATTC-
3’)’ne baglanma orani en yakin tanima bolgesi (5’-TAATTC-3’)’ne kiyasla 10° kat daha
fazladir. Ancak, enzim i¢in optimal olmayan sartlar altinda bu oran olduk¢a degismektedir.
Enzimlerin benzer bolgeleri kesme islemine, bir enzimin star aktivitesi denilmektedir.
Kullanilan enzimlerin star aktiviteye sahip olup olmadiklarinin bilinmesi molekiiler

caligmalarin basarisi ac¢isindan énemlidir [57].

4.7.2.4 “Single-stranded conformation polymorphism” (SSCP) yontemi

Mikobakterilerin tanimlanmasinda dizi analizine alternatif olan bir yontemdir. Bu
yontemde hedef genin PZT ile ¢ogaltilmis kisa dizileri kullanilir. Bu diziler 1s1 ile denatiire
edilerek, tek zincirler elde edilir. Tek zincirlerin renatiirasyonu sonrasinda, farkli dizilerdeki
parcalar farkli tersiyer konformasyonlar olustururlar. Bu parcalar elektroforez ile
ayristirildiginda, her parga farkli bir hizla hareket eder. Bu yontem temel olarak genomik

DNA’daki nokta mutasyonlarmin belirlenmesinde kullanilir. Bunun yani sira son yillarda,
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16S rRNA geninin PZT ile c¢ogaltilmis pargalarinin SSCP analizi, bakteri tiirlerinin
tanimlanmasinda da kullanilmaktadir.

Mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasina yonelik olarak gelistirilmis olan SSCP
yonteminde, mikobakteriyel 16S rRNA geninin degisken bolgelerine 6zgiil dort ayn g¢ift
iplik¢ikli parca, dort ¢ift fluoresan primer ile ¢ogaltilmakta ve elde edilen iirlinlerin SSCP
analizi yapilmaktadir. Bu yontemle PZT sonrasinda SSCP analizi sonucu 30 dakika i¢inde
alinabilmekte, kapiller elektroforez sistemi sayesinde ayni anda 16 Ornek test

edilebilmektedir. Hizl1 ve 6zgiil bir yontemdir [34, 58].

4.7.2.5 “DNA microarray”

“DNA microarray” ¢ok sayidaki DNA dizilerinin hizli bir sekilde incelenmesini
saglayan yontemdir. PZT ile elde edilen amplikonlarin, ¢ok sayida farkli oligonukleotid prob
igeren minyatiir analitik araclar tizerinde “DNA chip” kendine uyan prob ile hibridize olmasi
sonrasinda ortama yayilan floresan sinyallerin bir tarayici tarafindan saptanmasi esasina gore
mikobakterileri tir diizeyinde tamimlamaktadir. Aynmi1 zamanda M. tuberculosis’ in RIF
direncine yol acan rpo B gen mutasyonlarinin belirlenmesinde de kullanilabilir. Testin

ortalama sonug¢lanma siiresi 4 saattir. Bu yontemin en olumsuz yani pahali olmasidir [59].

4.7.3 Mikolik Asit Analizi

Mikolik asitler mikobakteri hiicre duvarinin énemli bir kismini olusturan uzun zincirli
B-hidroksi yag asitleridir. Her mikobakteri tiirtinde farkli fonksiyonel gruplar ve farkli karbon
sayil1 mikolik asitler bulunmaktadir. Tiire 6zgii bu farkliliklar nedeniyle mikolik asit analizi
mikobakteri tlirlerinin tanimlanmasinda 6nemlidir. Bu amacla “thin-layer chromatography”
(TLC),  “high-performance  liquid  chromatography” (HPLC) ve  “gas-liquid
chromatography” (GLC) teknikleri kullanilmaktadir. Mikolik asit analizi; pahali ekipman ve
yilksek maliyet gerektirmesi nedeniyle yalnizca referans laboratuvarlari tarafindan

kullanilmasi1 6nerilmektedir [60].
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5. GEREC VE YONTEM
5.1 Calisma Grubu

2004-2010 willar1 arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda, solunum yollar1 6rneklerinden soyutlanan 156 adet TDM izolat1 ve kalite
kontrol suglar1 [M. intracellulare tip 1 (ATCC 13950), M. abscessus tip 1 (ATCC 19977), M.
fortuitum tip 1 (ATCC 6841), M. gordonae tip 1 (ATCC 14470), M. scrofulaceum tip 1
(ATCC 19981), M. szulgai (ATCC 35799), M. kansasii tip 1 (ATCC 12478) ve H37RvV]
calismaya alindi.

5.2 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin, L.J Besiyerinde iiretilmesi

2004-2009 wyillar1 arasinda, Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda TDM olarak
tanimlanmis Orneklere ait BACTEC 12B siselerinden 0,5 ml alimip, LJ besiyerine ekim
yapildi. Uremeler kontrol edilerek, iireme zamanlar1 not edildi. 2010 yilina ait 6rnekler ise

rutinde iireyen besiyerlerinden alinarak iglemlendi.

5.3 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin Molekiiler Tiplendirilmesi
Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin; DNA izolasyonu ve hsp65 gen bolgelerine yonelik

PRA yontemi ile tiplendirilmeleri, uluslararasi, standardize edilmis protokollerle yapildu.

5.3.1 Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin DNA izolasyonu
Gerecler:
1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu (0,5M)
Na,EDTA (Sigma E5134) 18,6 g
Na,EDTA y1 90 ml distile suda eritildi
pH’1 (pH:8.0) ayarlamak i¢in 2 g NaOH ilave edildi.
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi
Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi
2.Tris-EDTA (1X TE) pH=8
Tris-HCL (Sigma T5941) 1,576 g
500 mM EDTA 2 mL
Distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi
Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi
Yontem:
1. Giivenlik kabininde TDM izolatina ait kiiltiirden steril bir ekiivyonla koloniler

toplanarak, vidali kapakli ependorfta bulunan 1 mL serum fizyolojik igerisine alindi.
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AN L o A

5.3.2

BACTEC 12B ve MGIT siselerinden steril enjtorler yardimiyla 1 mL vidali kapakli
epandorflara alindi. 11.000 g de 1 dakika santrifiij edildi ve slipernatan kisim atildi.
Cokelti tizerine 250 pL 1X TE tamponu eklenerek vortekslendi.

11.000 g de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

Cokelti tizerine 250 pL 1X TE tamponu eklenerek, 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
11.000 g de 1 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan kistm DNA ekstrakti olarak -20 °C’de saklandi.

Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin hsp65 gen boélgelerinin PZT ile ¢cogaltilmasi
Tiiberkiiloz dist mikobakterilerin DNA’larindan, hsp65 gen bolgeleri PZT ile

cogaltildi.

Gerecler:

1.

8.

A Gl o o

TDM DNA

25 mM MgCl,

dH,O

10 mM dNTP

10X buffer

Hot start taq DNA polimeraz

Primer 1 (Tb 11): 5' ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’
Primer 2 (Tb 12): 5' CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’

Yontem:

1. PZT kanisimi (amplifikasyon miksi) asagida belirtilen miktarlarda her 6rnek igin

hazirlandi.
dH,O 35,5 ul
MgCl, (25 mM) 3,0 ul
dNTP 10 mM 1,0 pl
10 X Buffer 5,0 ul
Primer 1 (Tb11) 1,0 ul
Primer 2 (Tb12) 1,0 ul

Hot start tag DNA polimeraz 0,5 pl
Toplam hacim 47,0 pl

2. Calisilacak 6rnek sayisi kadar hazirlanan karigim 0.5mL’lik tiiplerin her birine 47 pL
dagitildi.
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3. Uzerlerine 3puL ekstrakte DNA eklendi
4. Thermal cycler aletine (Techne TC—412) yerlestirildi. Thermal cycler aletinde
asagidaki siklus programi uygulandi
95 °C de 5 dakika 6n denatiirasyon
94°C de 1 dakika|
60°C de 1 dakika| - 40 dongii
72°C de 1 dakika|

72 °C de 10 dakika son uzatma
5. Reaksiyon 4°C’de durduruldu. Amplifikasyon {irlinii saptama basmaginin

uygulanacagi zamana kadar 2—-8°C’de saklandi.

5.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi:
Tiiberkiiloz dist mikobakterilerin DNA’larindan PZT ile ¢ogaltilan hsp65 gen
bolgeleri gosterildi.
Gerecler:
1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu (0,5M)
2. Tris-Borik asit-EDTA (TBE 10X)
Trizma base (Sigma T1503) 54 g
Borik asit (Sigma B6768) 27,5g
Na,EDTA (0,5M) 20 mL
450 mL distile su igerisinde eritildi, soguduktan sonra iizerine 20 ml Na,EDTA
eklendi ve 500 mL’ye tamamlandi.
TBE 1X’e indirgenerek kullanildi.(1/10 sulandirilir)
3. Etidyum bromit soliisyonu (EtBr) (10 mg/mL)
Etidyum bromit (Sigma E8751) 1 g
Distile suyla 100 mL’ye tamamlandi.
Isiktan korumak icin aliminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda saklandi.
4. Jel yiikleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’de sakland1
5. 50 bp. DNA ladder -20 °C’de saklandi.
6. Agar
Yontem:
1. %2’ lik agaroz jel (%2’ lik agaroz jel = 1.4 g agaroz, 70 mL 1 X TBE, 2.8 puL EtBr)
elektroforez tanki kullanilarak dokiildii.

2. Katilagmasi i¢in 20 dk beklendi.
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6.
7.

[k kuyucuga standard belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder yiiklendi.

Ikinci kuyucuktan itibaren 2 pL jel yiikleme tamponu ile homojen olarak karistirilan
her primer i¢in ayr1 10 uL PZT iirlinii yiiklendi.

Son kuyucuga standart belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder yiiklendi.

45 dk. 120 voltta elektroforez yapildi.

UV transluminator lizerinde jel fotograflandi.

5.3.4 Gosterilen DNA iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi

Gerecler:
1. PZT Uriinii
2. dH,0O
3. 5X Buffer
4. BstE 11
5. Hae 111

Yontem:

1.

2.

3.

BstE 11 ve Hae 11l enzimleriyle kesimde asagida belirtilen miktarlar her 6rnek i¢in

hazirlandi.

BstE 11 0,5 ul
Hae 111 0,5 ul
5X buffer 2,5 ul
dH,O 12,0 pl

BstE 11 ve Hae 111 i¢in hazirlanan karigim 0.5mL’lik tiiplerin her birine, 15 pL olarak
dagitildi.
PZT {iriinii 10 pl eklendi.

4. BstE Il igeren karisim 60°C de, Hae IlI iceren karisim 37°C 1 saat tutuldu.

5.3.5 Metafor agar jel elektroforezi:

Geregler:

1. EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu (0,5M)2. Tris-Borik asit-
EDTA (TBE 10X)

3. Etidyum bromit soliisyonu (EtBr) (10 mg/mL)

4. Jel yiikleme tamponu (Fermentas #R0629) -20 °C’de saklandi

5. 50 bp. DNA ladder -20 °C’de saklandi.

6. Metafor Agar
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Yontem:

1.

6.
7.

%4’ lik metafor jel (%4’ lik metafor jel = 3 g agaroz, 75 mL 1 X TBE, 3 pL EtBr)
elektroforez tanki kullanilarak dokiildii.

Katilagmasi i¢in 30 dk beklendi.

[k kuyucuga standart belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder yiiklendi.

Ikinci kuyucuktan itibaren 2 pL jel yiikleme tamponu ile homojen olarak karistirilan
10 puL Restriksiyon iiriinii yiiklendi.

Son kuyucuga standart belirleyici olarak 50 bp. DNA ladder yiiklendi.

60 dk. 120 voltta elektroforez yapildu.

UV transluminator lizerinde jel fotograflandi.

5.3.6 Restriksiyon enzimleriyle kesim sonucu olusan paternler asagidaki tamimlama

cetvellerine gore tammmlandi [61].
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BstEl Haelll species type phenotypic strain or reference
185 a0 &0 confiuants 1 RGN CIP 105510
180 145 gifvum 1 RGS DSM 44503
175 a0 &0 gadium 1 RGS CIP 105388
175 a0 fusciae 1 BGS CIP 106367
170 130 trivizile 1 SGN ATCC 23292 DSM 44153
160 a0 &0 vaccas 1 RGS ATCC 15483 CIP 105934
160 a5 55 flavescens 3 RGS PRAsite
145 130 florentnum 1 8GN DSM 44852
145 130 Tentiflavum 1 5GS CIP 105465
440 145 130 simige 5 SGP PRAszila
145 a0 &0 51  komossense 1 RGBS CIP 105293
145 a0 &0 parabrtuium 1 RGN CIP 106802
145 70 &0 55  brumae 1 RGB CIP 103485
140 100 &0 50  holzatcun 1 RGS/RGN  DSMa4478
140 &0 50 novocastrense 1 RGP CIP 1055486
140 55 50 flavescens 1 RGBS CIP 104533
135 130 65 duvalii 1 RGS CIP 104539
130 115 Ta 60  aurum 2 RGS ATCC 23366 CIP104485
130 105 0 =z ufgal 1 S5GS CIP 104532 ATCC 357889
125 105 &0 nebraskense 1 BGS D5M 44803
265 130 lapraa ; [16]
200 Ta 60 55 immunogentim 2 RGN 141
ATCC 35748 CIP 14535
A W & e Swes ol ATCC 35752 ATCC 19237
160 110 haemophilurm 1 SGN ATCC 28548 CIP 105049
145 70 (1] 55 immunogenum 1 RGN ATCC 700506 CIP 106684
320 130 140 130 50 elephantis 1 RGSB CIP 106831
140 a5 B0 cosmaficLm 1 RGS ATCLC BAA-BTYH
140 a0 80 Canariasenseg 1 RGN CIP 107998
140 65 &0 LG O erticLrm 1 RGN ATCC 48650 ATCC 49651
130 115 &0 50  bolniense 1 BGS DSM 44537
125 a5 8d lacus 1 SGN DSM445TT
245 140 fluvoranthanivorans 1 RGN DSM 44556
185 T0 80 50 aichignse 1 RGS ATCC 27280 DSM 44147
185 145 falax 1 RGN CIP 81.339
185 140 ferrae 2 SGN [sa]
180 160 55 frederiksberganse 1 RGS DSM 44345
180 130 ferae 1 SGN ATCC 15755 CIP 104321
175 a0 860 spfragni 1 RGN DEM 44076
170 140 e LirLrm 1 RGBS CIP 105387
170 140 parafrduium 2 RGN ATCC 19686
160 125 (1] rhodesiae 1 RGBS CIP 106808
145 140 &0 digrmihofen 1 RGN CIP 105384
) ATCC BAA-256 ATCC T000T
145 130 &0 morielionense 1 SGN DSM 44602
145 130 larrtifTawum 2 8GSs [15]
145 130 Simige 4 BGP PRAsite
145 130 50 tripfex 1 SGH CIP 106108
320 15 145 80 &0 aubagrense 1 RGN CIP 108543
145 75 &0 arupense 1 SGN CST0506 CSTT062
145 65 &0 LG O ErTiCLIT 2 RGN CIP 105223 ATCC 49549
145 65 60 phocaicum 1 RGN CIP 108542
145 ookl 1 8SGS CIP 105396
140 135 50 pulvers 1 RGN CIP 106804
140 a0 80 chitaea 1 RGN ATCC 189627 CIP 105383
140 a0 &0 TG OO EricLIm 3 RGN clinical isolale
140 a0 &0 nonchromoganicum 2 BGHN clinical isolate
140 80 50 ferrae 3 SGN [sh]
130 115 &0 gordonag 4 BGS isolate BT-613
130 110 70 60 gordones B S5GS 113
130 110 FiLt kumamofonense 1 8GN CET7247
130 a5 Fi 60  kanszasii 5 BGP 28]
125 1058 gendvense 1 8GN DSM 44424

Tablo 5. Mikobakteri tiir tanimlama cetveli ()
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BstEll Haelll  species type phenotypic strain or reference
225 110 shottsii 1 SGN ATCC TOO281 NCTC 13215
200 90 60 moriokagnse 1 RGN CIP 105393
200 T0 (1] 50 abscessus 2 RGN ATCC 14472
200 T0 60 50  bolietii 1 RGN CIP 108541
200 T0 (1] 50 massiliense 1 RGN CCUG 48808
180 105 BO wicerans 2 BGNISGS [21]
185 130 genavense 2 SGN ATCC 51233
185 130 simiae 1 SGP ATCC 25275
180 135 TO 50  thermorresistibile 1 RGS CIP 105320 ATCC 19527
180 100 50 hassiacum 1 RGS ATCC TODBE0 CIP 105218
160 a5 50 poriferas 1 RGS CIP 105304
160 60 50 ausiroafcanum 1 RGS CIP 105395
160 (1] 50 vanbaalenil 1 RGS DSM 7251
1856 140 simiae 2 8GP [14]
145 140 100 50 peregrinum 1 RGN CIP 105382 ATCC 144867
145 140 75 parascrofulaceum 5 38GS [38]
145 130 95 scrofula ceum 1 8GsS CIP 105416 ATCC 19981
145 130 60 parmense 1 S8GS CIP 105354
145 130 avium 5. awvium 3 8GN [200
145 130 interject um 1 S8GS D3EM 440684 ATCC 51457
145 130 intermedium 1 SGP ATCC 51848 CIP 104542
145 130 intracellwiars 3 SGN PRAs e
145 130 saskatchowane nse 1 8G6S CIP 108114
145 130 seoulense 1 8GS3 [36]
145 130 simiae & SGP [44]
145 110 BO pseudos hottsii 1 SGP ATCC BAABB3 NCTC 13318
145 105 BO malmoense 2 SGN PRAS e
145 108 B0 marinum 1 SGP ATCC 927 CIP 104528
235 20 145 105 BO vlcerans 1 SGMN/SGS  CIP 105425 ATCC 19423
145 108 bohemicum 1 S8GS CIP 105811
145 T0 60 55 abscessus 1 RGN CIP104536 ATCC19977
140 125 100 50 peregrinum 2 RGN isclate B1285
A ATCC 49930 DSM 44242
140125100 S0 porcinum 1 RGN ATCC BAA-328 ATCC 33776
140 125 100 50 septicum 1 RGN ATCC T0OO731 CIP 106642
140 125 (1] 50  boenickei 1 RGM CIP 107829
140 125 (1] 50 senegalense 3 RGS ATCC 35796
140 115 T0 terrae 4 SGN this work
140 105 BO intra cellulars 2 SGN PRAs e
140 100 60 kubicae 1 SGS ATCC TOO732 CIP 106428
140 90 60 chiorophenolicum 1 RGS CIP 104185
140 90 60 55 chubuense 1 RG2S CIP 106810
140 90 60 CORSpICUUM 1 SGN CIP 105165
140 90 60 obuense 1 RGS CIP 106803
140 B0 (1] 50 phiei 1 RGS ATCC 11758 CIP 105389
130 115 gordonae 5 2GS strain 702
130 115 heidelthe rgense 1 SGN CIP 105424
130 115 interject um 2 8GS3 [44]
130 105 BO 80  branderi 1 8GN CIP 104552
130 105 BO kansasi 1 SGP ATCC 12478 CIP 104589
130 105 60 avium s. awvium 2 BGN [20]
130 105 60 colombiense 1 SGN CIP 108962
130 105 avium s. avium 1 BGN ATCC 25281
130 105 awium 5. paratuberculosis 1 SGN CIP 103263 K10
130 105 awium s. silvaticum 1 BGMH CIP 103317
130 o5 BO parascrofulaceum 3 B5GS [38]
130 a5 palustre 1 SGS DSM 44572
130 B8O 60 celatum 1 SGN/SGS  ATCC 51131 CIP 106109
120 115 110 intraceluwlars 4 SGN PRAS e
115 105 asiaticum 1 SGP ATCC 25276 DSM 44297

Tablo 5. Mikobakteri tiir tanimlama cetveli ()
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BstEll Haelll species type phenotypic strain or reference
180 160 doricum 1 SGS DSM 44339
175 80 aurum 1 RGS [14]
160 145 B0 agri 1 RGN CIP105391
160 S0 B0 monacense 1 BGS [37]
145 140 100 B0  peregrinum 3 RGN isclate FI-05382
145 130 simiae 3 S8GP [22]
145 125 60 goodii 1 RGN CIP 106348 ATCC 700504
145 125 60 mageritense 1 RGN CIP 104973
) ATCC 35796 ATCC 13420

145 125 60 smegmatis 1 RGN CIP 104444
145 100 50 alvei 1 RGN CIP 103464

235 130 85 145 B8O 60 murale 1 RGN CIP 105380
140 125 60 50 senegalense 2 RGS [39]
140 125 60 wolins ki 1 RGN ATCC 700010 CIP 106348
140 120 a5 gordonae 6 SGS [14]
140 105 70 shimodei 1 SGN DSM 44152 ATCC 27962
140 BO [:1] hodier 1 RGS CIP 104209
140 BO =] tokaien se 1 RGS CIP 106807
130 105 80 celatum 2 SGM/ISGS ATCC 51130
130 105 70 gastr 1 SGN CIP 104530 ATCC 15754
130 105 70 kan sasi 6 SGP [44]
130 105 kan sasii 2 SGP PRAsite
130 95 70 kansasi 3 SGP PRAsite
130 95 parascrofulaceum 4 5GS [38]
160 115 [:1] gordonae 8 sGs strain 49/21/03
160 105 =] heckeshomense 1 SGS DSM 44428
155 110 gordonae 7 s8GS PRAsite
145 130 60 chimaera 1 SGN CIP 107882

235 120 100 145 130 60 intracellulare 1 SGHN ATCC 13950 CIP 104243
145 130 lentiflavum 3 SGS strain 21210
145 105 80 malmoen se 1 SGN ATCC 29571 CIP 105775
140 125 100 brisbanense 1 RGN CIP 107830
140 1] hibemiae 1 SGS DShMa4241
130 115 gordonae 3 SGS [12]
130 110 85 gordonae 10 5GS this wark
215 110 gordonae 2 8GS [12]
180 140 50 senegalense 4 RGS ATCC 35786
180 115 60 gordonae 1 8GS CIP 104529 ATCC 14470
160 105 60 xenopi 1 SGHN ATCC 18250 CIF 104035
150 130 70 tuberculosis complex 1 SGN ATCC 27204
145 130 shemisii 1 SGN ATCC BAA-B3Z
145 120 60 55 fortuium 1 RGN ATCC 6841 CIP 104534
145 120 60 55 fortuitum s. acetamidolyticum 1 RGN CIP 105423
145 60 55 nonchromogenicum 1 SGHN ATCC 18530

235 120 85 140 125 60 55 conceptionense 1 RGN CIP 108544
140 125 60 55 farcinogenes 1 SGN ATCC 35753
140 125 60 50 houstonense 1 RGN ATCC 49403 DSM 44676
140 125 B0 50 neworleanense 1 RGN ATCC 48404

CIP 104241 ATCC BAA-850

W) 126 80 B0 senegaiense 1 RG§ ATCC 35755 ATCC BAA-849
140 120 60 55 fortuitum 2 RGN ATCC 42404 ATCC 42403
140 a5 parascrofulaceumnm 1 SGS [38]
135 80 85 fortuitum 3 RGN [35]
130 115 75 B0  kansasi 4 SGP 28]
130 a5 lentiflavum 4 SGS [15]
130 a5 parascrofulaceum 2 S8G3 CIP 108112 strain BAA-E14

Tablo 5. Mikobakteri tiir tanimlama cetveli 3)
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6. BULGULAR

6.1 izolatlar

2004-2010 yillar1 arasinda DEU Hastanesi Merkez Laboratuvari, Mikobakteriyoloji

Laboratuvarina gelen 156 adet solunum yolu 0Ornegi c¢alismaya alindi. Solunum yolu

orneklerinin 67 tanesi (%42.9) kadmn, 89 tanesi (%57.1) erkek hastaya aitti. Orneklerin
dagilimi; 66 (%42.3) balgam, 77 (%49.4) BL, 11 (%7.0) bronkoalveolar lavaj (BAL) ve 2
(%1.3) trakeal sekret seklindeydi.

Laboratuvarimizda M. tuberculosis kompleks ve TDM olarak tanimlanan klinik

orneklerden soyutlanan izolatlarin yillara gore dagilimi tablo 6’da goriilmektedir.

Tablo 6. Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) ve TDM’lerin yillara gore

dagilimi.
Tarih MTK TDM Calismaya Laboratuara
Sayisi Sayis1 | Alinan TDM Gelen Ornek
Sayisi Sayisi

2004 | Solunum Yolu 46 31 20
Ornekleri 1789
Solunum yolu 19 6 0
dist Ornekler

2005 | Solunum Yolu 80 10 4
Ornekleri 2239
Solunum yolu 16 2 0
dis1 Ornekler

2006 | Solunum Yolu 94 15 15
Ornekleri 2230
Solunum yolu 17 1 0
dis1 Ornekler

2007 | Solunum Yolu 99 38 35
Ornekleri 2630
Solunum yolu 23 8 0
dis1 Ornekler

2008 | Solunum Yolu 55 50 48
Ornekleri 2514
Solunum yolu 11 4 0
dis1 Ornekler

2009 | Solunum Yolu 83 15 12
Ornekleri 2750
Solunum yolu 37 6 0
dis1 Ornekler

2010 | Solunum Yolu 64 26 22
Ornekleri 2648
Solunum yolu 29 0 0
dis1 Ornekler
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2004-2009 yillar1 arasinda TDM iireyen hasta ornekleri, LJ besiyerlerine pasajlandi.
Haftada bir kez olmak iizere iiremeleri kontrol edilerek, ireme zamanlar1 not edildi. 2010 yili
ornekleri dogrudan calismaya alindi. Ureme olan LJ besiyerlerindeki kolonilerin aside

direncli olduklar1 Kinyoun boyama ile dogrulandi (Resim 4 ve 5).

Resim 4. Ureme olan L-J &rnekleri Resim 5. Ureyen koloni Kinyoun preperati

Hasta o6rnekleri disinda kalite kontrol (KK) suslarindan; M. intracellulare tip 1 (ATCC
13950), M. abscessus tip 1 (ATCC 19977), M. fortuitum tip 1 (ATCC 6841), M. gordonae tip
1 (ATCC 14470), M. scrofulaceum tip 1 (ATCC 19981), M. szulgai (ATCC 35799), M.
kansasii tip 1 (ATCC 12478) ve H37Rv calismaya alind1 (Tablo 7).

Tablo 7. Calismadaki kalite kontrol suslari.

Kalite Kontrol Susu Cahisma No.

Mycobacterium intracellulare tip 1 (ATCC 13950) | KK,

Mycobacterium abscessus tip 1 (ATCC 19977) KK,

Mycobacterium fortuitum tip 1 (ATCC 6841) KK;

Mycobacterium gordonae tip 1 (ATCC 14470) KK4

Mycobacterium scrofulaceum tip 1 (ATCC 19981) | KKs

Mycobacterium szulgai (ATCC 35799) KK
Mycobacterium kansasii tip 1 (ATCC 12478) KK
H37Rv KKg
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6.2 PZT-restriksiyon enzim analizi yontemi (PRA) Sonuclar

Lowenstein-Jensen ve/veya BACTEC 12B ve/veya MGIT besiyerlerinde tireyen TDM
izolatlarindan elde edilen DNA’larla gere¢ ve yontemde belirtilen protokollerle
gerceklestirilen PZT ile hedeflenen 439 baz ciftlik iiriin elde edildi (Resim 6). Uriin, Hae 111
ve BstE 1I restriksiyon enzimleriyle kesilerek metafor agarda elektroforez gerceklestirildi
(Resim 7, 8, 9, 10, 11). Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tanimlamalar1, Hae 11l ve BstE 11
restriksiyon enzimleriyle elde edilen kesim paternlerine gore tiir tanimlama cetveline ve

http://app.chuv.ch/prasite/index.html internet adresinden yararlanarak yapildi.

w1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112.'131415'

BIDD | s s s i e Gp S — — — — —

250bp -
P

100bp

50bp

Resim 6: TDM’lerden elde edilen PZT bant goriiniimleri;
M: Marker (50bp.), 1-15. kuyular, sirasiyla; 29, 28, 30, 43 58, 90, 13, 60, 88, 118,
176, 5, 27, 54, 135 numarali ¢caligma 6rnekleri (beklenen bant biiyiikliigii: 439 bp.).

n o

M N ~ - ;4 o o <

v = 8 £ = ¥ = & £ =
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A A A A -1

250bp
200bp
150bp

(4TI

100bp

50bp

Resim 7. PZT-restriksiyon enzim analizi kesim paternleri
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M: Marker (50bp.), B: BstE II enzim kesim {irlinlerinin bant paternleri, H: Hae 111

enzim kesim iiriinlerinin bant paternleri.
KK3 {Mycobacterium fortuitum tip 1 (ATCC 6841)}kesim paternleri, Bs¢E Il enzimi

icin 235-120-85 bp. , Hae III enzimi i¢in 145-120-60-55 bp. olarak bulundu. 102, 92, 152 ve

164 numarali klinik izolatlar da M. fortuitum tip 1 olarak tanimlandu.

|
RITTY-

——
—
—
——
——
—_—
—

Resim 8. PZT-restriksiyon enzim analizi kesim paternleri

M: Marker (50bp.), B: BstE II enzim kesim iiriinlerinin bant paternleri, H: Hae 111

enzim kesim iirlinlerinin bant paternleri.
KK, {Mycobacterium abscessus tip 1 (ATCC 19977)} kesim paternleri, BstE II

enzimi i¢in 235-210 bp. , Hae 11l enzimi i¢in 145-70-60 bp. olarak bulundu. 54, 27, 114 ve 5

numarali klinik izolatlarin da M. abscessus tip 1 oldugu gorildii.
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H- KKy
H- 186
H- 187
H- 188
H- 189

| B- KK:
B- 186

| B- 187
B- 188
B- 189
B-79

e

il

R

——
——
—
—_—
—
—_—
—
—
| —

R

Resim 9. PZT-restriksiyon enzim analizi kesim paternleri

M: Marker (50bp.), H: Hae 111 enzim kesim {iriinlerinin bant paternleri, B: BstE II
enzim kesim iiriinlerinin bant paternleri.

KKs{Mycobacterium scrofulaceum tip 1 (ATCC 19981)}kesim paternleri, BstE 11
enzimi icin 235-210 bp. , Hae 11l enzimi i¢in 145-130-95 bp. olarak bulundu. 186, 187, 188
ve 189 numarali klinik izolatlarin, kesim paternleri, BstE II enzimi i¢in 235-210 bp. , Hae 111
enzimi i¢in 140-125-100 bp. oldugu ve bu paternlerin; M. porcinum tip 1, M. septicum tip 1,
M. peregrinum tip 2 tiirlerine ait oldugu degerlendirildi. 79 numarali klinik izolatin BsteE II

enzimi ile kesim paterni, 235-210 bp. olarak bulundu.

2
;
I

H- KK,
H- 29
H- 43
H- 63
H- 86

-29
-43
B- 63
B- 86

e
RN

Resim 10. PZT-restriksiyon enzim analizi kesim paternleri
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M: Marker (50bp.), B: BstE II enzim kesim {irlinlerinin bant paternleri, H: Hae 111
enzim kesim iiriinlerinin bant paternleri.

KK, {Mycobacterium abscessus tip 1 (ATCC 19977)}kesim paternleri, BstE Il enzimi
icin 235-210 bp. , Hae 11l enzimi i¢in 145-70-60 bp. olarak bulundu. 29 ve 43 numaral klinik
izolatlarin, kesim paternleri, BstE II enzimi i¢in 235-120-100 bp. , Hae 11l enzimi i¢in 145-
130-60 bp. olarak degerlendirildi ve bu paternlerin; M. intracellulare tip 1’e ait oldugu
belirlendi. 63 ve 86 numarali klinik izolatin sirasiyla kesim paternleri, BstE 1l enzimi igin
235-120-85 ve 235-210 bp. Hae III enzimi i¢in 145-120-60-55 ve 140-125-100 bp. olarak
bulundu. 63 numarali klinik izolatin M. fortuitum tip 1, 86 numarali klinik izolatin M.

porcinum tip 1, M. septicum tip 1, M. peregrinum tip 2 tiirlerine ait oldugu saptandi.

A
- e e
2 o = 8 ¥ e = 9
l\v—ivﬂM | T
| Y R |

Resim 11. PZT-restriksiyon enzim analizi kesim paternleri

M: Marker (50bp.), H: Hae III enzim kesim iirlinlerinin bant paternleri, B: BstE II
enzim kesim iiriinlerinin bant paternleri.

KKy {Mycobacterium gordonae tip 1(ATCC 14470)}kesim paternleri, BstE Il enzimi
icin 235-120-85 bp., Hae 1II enzimi i¢in 160-115-60 bp. olarak bulundu. 76, 111 ve 132
numarali klinik izolatlarin kesim paternleri, BstE II enzimi i¢in 235-120-85 bp. , Hae 111
enzimi i¢in 160-105-60 bp. oldugu ve bu paternlerin M. xenopi tip1’e ait oldugu saptandi.

Calismamizda kullanilan TDM tiirlerinin kesim paternleri ve sonuglari tablo 8’de

gorilmektedir.
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Tablo 8. PZT-restriksiyon enzim analizi paternleri ve sonuglar.

Yil Calisma Ornek BstE 11 Hae 111 Sonu¢
No

2004 159 BL 235-120-85 | 145-120-60 | Myeobacterium fortuiumtip 1
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2004 92 BALGAM | 235-120-85 | 145-120-60 | viyeobacterium fortuitumtipl —— =
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2004 147 | BALGAM | 23512085 | 145-120.60 | Myeobacteriumfortuitumtipl =
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2004 93 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2004 94 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2004 95 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2004 96 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2004 97 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2004 98 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
Mycobacterium simiae tip 5

2004 88 BL 440-0-0 145-130-0 Mycobacterl:um lentiﬂa.vum tiP 1
Mycobacterium florentinum tip 1

2004 168 | BALGAM | 235-120-85 | 145-120-60 | Dveobacterium jortuitumtipl
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2004 90 BALGAM 235-210 130-105-60 | Mycobacterium colombiense tip 1
Mycobacterium avium s. avium tip 2

2004 158 BALGAM 440-0-0 0]

2004 155 BALGAM 440-0-0 1]

2004 156 BALGAM 440-0-0 0
Mycobacterium simiae tip 5

2004 118 BL 440-0-0 145-130-0 Mycobacterz:um lentiﬂa.vum tiP 1
Mycobacterium florentinum tip 1

2004 119 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2004 153 BL 235-120-85 | 145-120-60 | Myeobacterium fortitumtip 1
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2004 120 BL 235-120-100 2 0

2004 154 BL 235.120-85 | 145.120.60 | Myeobacterium fortuitumtip 1
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2005 122 BALGAM 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2005 123 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2005 152 | BALGAM | 23512085 | 145-120-60 | Mcobacterium fortuiumtipl
Mpycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1

2005 121 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1

2006 151 BALGAM 35210 140-125-100 Mycobacterz:um septicu.m tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2

2006 134 BALGAM 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2006 133 BALGAM 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2006 124 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 162 BL 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2006 129 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 126 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 125 BALGAM 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2006 135 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 127 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 161 BALGAM 440-0-0 2 0

2006 160 BL 440-0-0 o 1]

2006 131 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2006 130 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
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Tablo 8. PZT-restriksiyon enzim analizi paternleri ve sonuglar (devami 2)

2006 128 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 109 | BALGAM 235-210 185-130-0 | Mycobacterium genavense tip 2
Mycobacterium simiae tip 1

2007 34 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 | 164 | BALGAM | 23512085 | 145-120-60 | Pcobacterium fortuitumtipl
Mycobacterium fortuitum s. Acetamidolyticum tip 1

2007 8 BALGAM | 235-120-100 | 145-130-60 | vcobacterium iniracellulare tip 1
Mycobacterium chimaera tip 1

2007 41 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 149 BALGAM 440-0-0 o 1]

2007 115 TS 235-120-85 | 145-120-60 | Myeobacterium fortuitumtip L~
Mycobacterium fortuitum s. Acetamidolyticum tip 1

2007 44 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 107 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 33 BAL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 114 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 30 | BALGAM | 235-120-100 | 145-130-60 | “eobacterium intracellulare tip 1
Mycobacterium chimaera tip 1

2007 108 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 29 BALGAM | 235-120-100 | 145-130-60 | Meobacterium iniracellulare tip 1
Mycobacterium chimaera tip 1

2007 111 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 )3 BL 235-120-100 145-130-60 Mycobacterz:um intfﬂacellulc'zre tip 1
Mycobacterium chimaera tip 1

2007 150 | BALGAM | 235-120-85 | 145-120-60 | ‘Dreobacterium fortuitumtipl —
Mycobacterium fortuitum s. Acetamidolyticum tip 1

2007 27 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 52 BALGAM | 235-120-100 | 145-130-60 | Yvcobacterium iniracellulare tip 1
Mycobacterium chimaera tip 1

2007 56 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 50 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 31 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 53 BAL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 110 BL 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2007 165 BALGAM 440-0-0 o 0

2007 112 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 49 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 42 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 32 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 54 BL 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2007 40 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 116 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2007 117 BAL 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2007 113 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1

2007 6 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1

2008 74 BL 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1

2008 15 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
Mycobacterium simiae tip 5

2008 60 BL 440-0-0 145-130-0 Mycobacterium lentiflavum tip 1
Mycobacterium florentinum tip 1
Mycobacterium simiae tip 5

2008 13-14 BL 440-0-0 145-130-0 Mycobacterium lentiflavum tip 1
Mycobacterium florentinum tip 1

2008 16-17 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
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Tablo 8. PZT-restriksiyon enzim analizi paternleri ve sonuglar (devami 3)

2008 69 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 46 BL 235-120-85 160-105-60 Mycobacterium xenopi tip 1
2008 59 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 25 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 23 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 144 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 58 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 70 BL 235-120-85 160-105-60 Mycobacterium xenopi tip 1
2008 26 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 47 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 61 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 20 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 19 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 18-169 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 62 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 57 BAL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 65 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 12 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 24 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 66 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 72-100 BAL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 73 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 55 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 145 | BALGAM | 235-120-85 | 145-120-60 | Dveobacterium fortuitumtipl
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1
2008 451;608 i BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 11 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 76 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 78 BL 440-0-0 140-60-50 Mycobacterium novocastrense tip 1
2008 67 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 71 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2008 79 BL SOL AC 35-210 185-130-0 Mycabacterz:um g.em.zven.se tip 2
ALT Mycobacterium simiae tip 1
BL SAG Mycobacterium genavense tip 2
2008 82-83 AC ALT 235210 185-130-0 Mycobacterium simiae tip 1
2008 80 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 84 BALGAM 235-210 145-70-60 Mpycobacterium abscessus tip 1
2008 77 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2008 64 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2008 | 102-139 BL 235-120-85 | 145-120-60 | Mycobacterium fortuiumtip1
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2008 138 BAL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2008 48-104 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2008 101 BALGAM 235-210 0] 1)
2008 141 BALGAM 235-130-85 140-120-95 | Mycobacterium gordonae tip 6
2008 63 BL 235-120-85 | 145-120-60 | Mycobacterium fortuiumtip1
Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1
2008 75-81 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2009 38 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
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Tablo 8. PZT-restriksiyon enzim analizi paternleri ve sonuglar (devami 4)

Mycobacterium avium s. avium tipl

2009 1 BL 235-210 130-105-0 Mycobacterium avium s. Paratuberculosis tip 1
Mycobacterium avium s. Silvaticum tip 1
2009 7 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2009 148 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2009 91 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2009 35 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2009 4 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2009 36 BALGAM 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2009 167 BAL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2009 2 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2009 37 BL 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
2009 5 TS 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
Mycobacterium massiliense tip 1
2010 8 BALGAM 235-210 200-70-60 Mycobacterium bolletii tip 1
Mycobacterium abscessus tip2
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 9 BAL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2010 10 BL 440-0-0 2 0
2010 85-184 BALGAM 235-210 145-70-60 Mycobacterium abscessus tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 86-174 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2010 171 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
2010 172 BL 320-130 200-60-55 Mycobacterium chelonae tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 175 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
Mycobacterium simiae tip 5
2010 176 BALGAM 440-0-0 145-130-0 Mycobacterium lentiflavum tip 1
Mycobacterium florentinum tip 1
2010 177 BL 235-120-85 | 145-120-0 | ‘Deobacterium fortuitumtip 1
Mycobacterium fortuitum s. Acetamidolyticum tip 1
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 178 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 179 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2010 180 BAL 320-130 200-60-55 Mycobacterium chelonae tip 1
Mycobacterium massiliense tip 1
2010 181 BALGAM 235-210 200-70-60 Mycobacterium bolletii tip 1
Mycobacterium abscessus tip2
Mycobacterium porcinum tip 1
2010 182 BL 235-210 140-125-100 | Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2
2010 183 BL 235-120-85 160-105-60 | Mycobacterium xenopi tip 1
Mycobacterium avium s. avium tipl
2010 185-192 BL 235-210 130-105-0 Mycobacterium avium s. paratuberculosis tip 1

Mycobacterium avium s. silvaticum tip 1
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Tablo 8. PZT-restriksiyon enzim analizi paternleri ve sonuglar (devami 5)

2010

186

BL

235-210

140-125-100

Mycobacterium porcinum tip 1
Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2

2010

187

BL

235-210

140-125-100

Mycobacterium porcinum tip 1
Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2

2010

188

BAL

235-210

140-125-100

Mycobacterium porcinum tip 1
Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2

2010

189

BAL

235-210

140-125-100

Mycobacterium porcinum tip 1
Mycobacterium septicum tip 1
Mycobacterium peregrinum tip 2

2010

190

BL

235-210

185-130-0

Mycobacterium genavense tip 2
Mycobacterium simiae tip 1

2004

2005
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Sekil 1. TDM sonuglarinin yillara gore dagilim grafikleri.

Grafiklerin altindaki rakamlar, asagidaki mikobakteri tiirlerini temsil etmektedir.
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10.
11.

12.

13.

. Mycobacterium simiae tip 5, Mycobacterium lentiflavum tip 1, Mycobacterium

florentinum tip 1: 5 Adet

Mycobacterium colombiense tip 1, Mycobacterium avium s. avium tip 2: 1 Adet
Mycobacterium fortuitum tip 1, Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum tip 1:
14 Adet

Mycobacterium abscessus tip 1: 69 Adet

Mycobacterium xenopi tip 1: 26 Adet

Mycobacterium porcinum tip 1, Mycobacterium septicum tip 1, Mycobacterium
peregrinum tip 2: 14 Adet

Mycobacterium genavense tip 2, Mycobacterium simiae tip 1: 4 Adet

Mycobacterium intracellulare tip 1, Mycobacterium chimaera tip 1: 5 Adet
Mycobacterium gordonae tip 6: 1 Adet

Mycobacterium novocastrense tip 1: 1 Adet

Mycobacterium avium s. avium tipl, Mycobacterium avium s. paratuberculosis tip 1,
Mycobacterium avium s. silvaticum tip 1: 2 Adet

Mycobacterium massiliense tip 1, Mycobacterium bolletii tip 1, Mycobacterium
abscessus tip2: 2 Adet

Mycobacterium chelonae tip 1: 2 Adet

- Tanimlanamayanlar

TDM Sonuclar

B M. abscessus

u M. xenopi

B M.porcinumtip 1,M. septicum
tipl, M.peregrinuumn tip 2

B Tanmmlanamayanlar

m Digerleri

Sekil 2. TDM sonuglariin dagilim grafigi
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Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiirlerinin 6rnek tiiriine gore dagilimi tablo 9°da goriilmektedir.

Tablo 9. Tiiberkiiloz D1s1 Mikobakteri tiirlerinin 6rneklere gére dagilima.

Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler BL-BAL | Balgam | T.S | Toplam
Mycobacterium abscessus tip 1 42 26 1 69
Mycobacterium xenopi tip 1 11 15 - 26
Mycobacterium porcinum tip 1

Mycobacterium septicum tip 1 13 1 - 14
Mycobacterium peregrinum tip 2

Mycobacterium fortuitum tip 1

Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum 6 7 ! 14
tip 1

Mycobacterium simiae tip 5

Mycobacterium lentiflavum tip 1 4 1 - 5
Mycobacterium florentinum tip 1

Mycobacterium intracellulare tip 1

Mycobacterium chimaera tip 1 : ! - 3
Mycobacterium genavense tip 2

Mycobacterium simiae tip 1 . : ) !
Mycobacterium chelonae tip 1 2 - - 2
Mycobacterium novocastrense tip1 1 - - 1
Mycobacterium avium s. avium tipl

Mycobacterium avium s. paratuberculosis tipl 2 - - 2
Mycobacterium avium s. silvaticum tip 1

Mycobacterium massiliense tip 1

Mycobacterium bolletii tip 1 - 2 - 2
Mycobacterium abscessus tip2

Mycobacterium gordonae tip 6 - 1 - 1
Mycobacterium colombiense tip 1

Mycobacterium avium s. avium tip2 ) : ) :
Tanimlanamayan 3 7 - 10
Toplam 88 66 2 156
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7. TARTISMA

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler Robert Koch doneminden beri bilinmesine ragmen,
tarthsel slire¢ boyunca TB’nin golgesi altinda kalmislardir. Son yillarda molekiiler
mikrobiyolojideki gelismeler ile TDM’lerin insanlarda enfeksiyonlara neden olabilen gercek
patojenler olduklar1 anlasilmistir. Tiiberkiiloz dis1t mikobakteriler ¢evrede her yerde, siklikla
toprakta, hem dogal hem de islenmis su kaynaklarinda, hayvanlarda ve siit iiriinlerinde serbest
olarak yasayabilirler. Ayrica endoskop veya cerrahi soliisyonlar icerisinde kolonize olabilirler.

2010 yilinda Mersin’de, c¢evre Orneklerinde tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin
izolasyonu ve tanimlanmasi amaciyla; hsp65 PRA ve “Line Prob” testinin (INNO-LiPA
Mycobacteria; Innogenetics NV, Belgika) kullanildig1 bir ¢calisma yapilmistir. Bu ¢alismada,
su Orneklerinin %4,9 (5/101)’unda ve toprak Orneklerinin %0,8 (1/124)’inde kiiltiir ve
polimeraz zincir reaksiyonu ile TDM pozitifligi saptanirken, ¢ig siit 6rneklerinin (0/40) hig
birisinde TDM tespit edilmemistir. Su 6rneklerinden izole edilen TDM suslarinin iigii, PRA
ve INNO-LiPA Mycobacteria yontemleri ile M. chelonae tip 111, ikisi M. kansasii tip 11
olarak; toprak 6rneginden izole edilen bir sus ise M. fortuitum olarak tanimlanmistir. Ureme
olan bes su Orneginin ikisinin hastane musluk suyundan alinan ornekler oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle; hastanelerde su sistemleri ve tibbi donanimlarin siirveyans
kiiltiirlerinin yapilmasinin, izolatlarin tanimlanmasi ve tiplendirilmesinin, etkili kontrol
Onlemlerinin (uygun sterilizasyon/dezenfeksiyon yontemleri, su sistemlerinin bakimi ve
modernizasyonu vb.) alinmasimnin nozokomiyal TDM enfeksiyonlarini 6nleyebilecegi
sonucuna varmislardir [62].

Gilinlimiizde 125’den fazla TDM tanimlanmis olup bunlarin yaklasik 60 tanesi siipheli
ya da bilinen bir hastalifa neden olmaktadir. Bunlar arasinda pulmoner enfeksiyonlar,
lenfadenitler, dissemine enfeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, tendon-
kemik-eklem enfeksiyonlar1 ve kateter enfeksiyonlar1 bulunmaktadir [63].

Tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda ilk basamak aside direngli boyama yontemlerinin
uygulanmasidir. Mikroskobik incelemede aside direncli basil goriilmesi, klinik ve radyolojik
bulgularda TB hastaligin1 destekliyorsa hemen anti tiiberkiiloz ilaclar ile tedaviye
baslanmaktadir. Mikroskobik inceleme ile TDM ve MTK ayrimi yapilamamakta ve ayni
zamanda TDM’lerin ¢ogu klasik anti tiiberkiiloz ilaglara direng¢li bulunmaktadir. 1980°1i
yillardan itibaren immiin yetmezlige neden olan Human immunodeficiency virus (HIV) gibi
viral enfeksiyonlar ve uygulanan immiin siipresif tedaviler nedeniyle TDM insidans1 artmaya

baslamistir. Bu nedenlerle; TDM’lerin hizli ve dogru sekilde tanimlanmasi, TDM
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enfeksiyonlarinin uygun sekilde tedavi edilmesi ve epidemiyolojik verilerin diizenli olarak
tutulmasi giinlimiizde gerekli hale gelmistir [34].

Dokuz Eyliill Universitesi Hastanesi, Mikobakteriyoloji laboratuvarinda M.
tuberculosis kompleks iiremesi saptanan hasta 6rneklerinin 2004 yilindan 2010 yilina kadar
oranlar1 her y1l i¢in sirasiyla; %3,6 - %4,2 - %4,9 - %4,6 - %2,6 - %4,3 - %3,5tir. Tiiberkiiloz
dis1 mikobakteri liremesi saptanan hasta orneklerinin yillara gore dagilimi ise; %2 - %0,5 -
%0,7 - %1,7 - %2,1 - %0,8 - %0,9’ dur. Yedi yilin ortalamas1 ise MTK ve TDM igin sirasiyla
%3,9 ve %I1,2 olarak saptanmistir. Kurtoglu ve arkadaslari, mikobakteriyoloji
laboratuvarlaria tiiberkiilloz 6n tanis1 ile gonderilen 1670 Ornekle yapmis olduklar
calismalarinda %3,7 (63/1670) LJ ve/veya MGIT-960 ile kiiltiir pozitifligi saptamislar ve
bunlarin; %3,1°1 (53/1670) MTK, %0,6’s1 (10/1670) TDM olarak sonuglanmistir. Zer ve
arkadaslar1 ise 1,5 yilllik donem igerisinde laboratuvarlarina tiiberkiiloz tanis1 amaciyla gelen
3831 klinik 6rnegin sonucunu, %5,63 (216/3831) MTK ve %0,078 (3/3831) TDM olarak
bulmuslardir [64,65]. Laboratuvarlar arasi farklar; kullanilan kiiltiir ve tan1 yontemlerine ve
bu yontemlerin duyarlilifina bagli olarak degisebilmektedir. Ayrica mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinin kiiltiir pozitiflik oranlarinin bilinmesi 6nemlidir. Bu oranlarin beklenenden
yiiksek bulunmas: sonuglarin siipheyle karsilanmasini gerektirir. Ozellikle BL ve BAL
orneklerinde seri kontaminasyon goriilmesi, yetersiz veya uygunsuz endoskop
dekontaminasyonlarini géstermektedir.

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler;
zahmetli, uzun zaman gerektirmekte ve sadece belli tiirleri birbirinden ayirt edebilmektedir.
Ayni zamanda yeni mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadirlar. Bu
yiizden giiniimiizde DNA dizi analizi, SSCP yontemi, niikleik asit hibridizasyon yontemleri,
PRA ve DNA microarray yontemleri TDM tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu
molekiiler yontemler mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda hizli ve giivenilirdir. Ancak
hsp65 PRA yontemi kolay uygulanmasi, ucuz olmasi, hizli sonu¢ vermesi ve bircok
mikobakteri tiirlinii tanimlayabilmesi nedeniyle daha fazla tercih edilmektedir [22].

Calismamizda mikobakterilerin izolasyon, tanimlanma ve antibiyotik duyarliliklarini
saptanmasi1 amaciyla kullanilan BACTEC 460 TB ve MGIT 960 kiiltiir sistemleri ile TDM
olarak tanimlanan solunum yolu drneklerinin PRA yontemiyle tiir diizeyinde tanimlanmast
amaglanmistir. PRA yontemini ilk kez 1992 yilinda Plikaytis ve arkadaglari, mikobakterilerin
hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in kullanmistir [66]. 1993 yilinda Telenti ve arkadaslar1 bu
yontemi modifiye ederek kullanmiglardir [56]. Bu yontem; tiim mikobakterilerde bulunan

hsp65°’1 kodlayan genin, BstE Il ve Hae III restriksiyon enzimleriyle kesilmesi temeline
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dayanmaktadir. Telenti ve arkadaglarinin yapmis oldugu bu caligmada 33 farkli PRA paterni
tanimlanmistir. Bunlarin 19 tanesinin tek bir tiire, 14 tanesinin ise bes tiire (iki tip
Mycobacterium flavescens ve M. kansasii, bes tip M. gordonae, iki alt tiir M. chelonae ve 3
alt tir M. fortuitum) ait oldugunu bulmuslardir. Daha sonraki yillarda arastirmacilar
tarafindan PRA yontemi kullanilarak birgok yeni PRA paternleri tammlanmustir. ilk hsp65
PRA g¢aligmalarinda bant biiyiikliiglinlin degerlendirilmesi icin bilgisayar desteginden
yararlanilmistir. Devallois ve arkadaslari, PRA igin ¢ok fazla sayida PZT iirliniine gereksinimi
olan M. kansasii hari¢ tiim suslarda, gézle degerlendirmenin yeterli oldugunu bildirmislerdir.
Caligmamizda kesim paternleri gozle degerlendirilmis ve herhangi bir zorlukla
karsilagilmamistir [67]. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler ile ilgili bilgi ve 174 mikobakteri tiirii
ve alt tird i¢in  tamimlanmis olan 135  hsp65 PRA  kesim  paterni
http://app.chuv.ch/prasite/index.html internet adresinde bulunmaktadir.

Calismamizda kullandigimiz hsp65 PRA yontemi tiim diinyada yaygm olarak
kullanilan ve giivenilirligi yapilan bir¢ok ¢aligmada gosterilmis bir yontemdir. Chimara ve
arkadaslar1; 2008 yilinda klinik 6rneklerden izole edilen 434 TDM izolat1 geleneksel fenotipik
yontemler ve hsp65 PRA yontemiyle degerlendirmisler ve iki yontemin sonuglarini hsp65
niikleotid sekans analizi ile karsilastirmiglardir. Calismalarinda, fenotipik yontemler ile 63
(%15) izolat higbir sekilde tanimlanamamis, 33 (%?7,6) izolat ise hatali degerlendirilmistir.
Buna karsilik hsp65 PRA yontemiyle sonuglar > %90 oranda dogru bulunmus ve sadece 4
(%1,2) izolat yanlis olarak tanimlanmistir [61]. Hafner ve arkadaslarinin 2004 yilinda yapmis
oldugu calismada da PRA yontemi etkili bulunmustur. Bu ¢alismada; 126 izolata, hsp65 PRA
yontemi ile 16S rDNA sekans analizi uygulamislar ve 120 (%95,2) izolatin PRA yontemiyle
dogru tanimlandigini bulmuslardir [68]. Sajduda ve arkadaslari; 2010 yilinda, 38 tane referans
susu PRA yontemiyle degerlendirmis, kesim paternlerinin gozlemlenen boyutlarinin dizi
analizine gore gercekten ortalama 7 bp. daha kii¢iik oldugunu gormiislerdir. Buna ragmen
PRA paternlerinin tekrarlanabilirliginin ve sonuglarin dogruluk oranlarinin yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayn1 calismada 64 susa kor olarak, geleneksel biyokimyasal testleri, ticari
INNO-LiPA yontemini ve DNA sekans analizini uygulamiglardir. Biyokimyasal testlerle 64
izolatin 14 tanesinde hatali tanimlama yapildigini, ancak %78 oraninda dogru sonug verdigini
bulmuslar. Buna karsi PRA yontemi ile elde edilen sonuglarin INNO-LiPA ile %89 oraninda,
DNA sekans analizi ile %93,3 oraninda uyum igerisinde oldugunu gérmiislerdir [69].

Calismamizda TDM’lerin tiir dagilimi; M. abscessus tip 1 (69), M. xenopi (26), M.
Sfortuitum (14), M. porcinum tip 1, M. septicum tip 1, M. peregrinum tip 2 (14), M. simiae tip
5, M. lentiflavum tip 1, M. florentinum tip 1 (5), M. intracellulare tip 1, M. chimaera tip 1 (5),
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M. genavense tip 2, M. simiae tip 1 (4), M. chelonae (2), M. novocastrense (1), M. gordonae
tip 6 (1), M. colombiense tip 1, M. avium s. avium tip 2 (1), M. massiliense tip 1, M. bolletii
tip 1, M. abscessus tip2 (2), M. avium s. avium tipl, M. avium s. paratuberculosis tip 1, M.
avium s. silvaticum tip 1 (2) olarak sonuglandi. On TDM izolat1 ise hsp65 PRA yontemi ile
tanimlanamadi. Ergin ve arkadaslari, 1999 yilinda ¢esitli orneklerden izole edilen 102
mikobakteri susunu hsp 65 PRA yontemi ile ¢alismislardir. Bu ¢alismada 80 6rnek (%78,4)
M. tuberculosis kompleks, 22 6rnek (%21,5) TDM olarak tanimlanmisir. Tiberkiiloz dist
mikobakterilerin tiir dagilimi; M. gordonae 1 (4), M. chelonae (3), M. gordonae 111 (2), M.
gordonae IV (2), M. avium (2) , M. peregrinum (2), M. fortiutum (1), M. flavescens (1) , M.
malmoense (1), M. mucogenicum (1) seklinde bulunmustur. TDM suslarindan ii¢li Hae 111
enzimi kesimi sonucu bulduklar1 paternler tiir tanimlama cetvelinde olmadigi i¢in bu
calismada tanimlanamamistir [70]. 2003 yilinda Giilhane Askeri Tip Akademisinde, hasta
orneklerinden izole edilen tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin molekiiler yontemler ile
tanimlandig1r ¢alismada, 17 TDM susu, hsp65 PRA yontemi kullanilarak tiir diizeyinde
tanimlanmistir. Bu ¢alismada ise, M. gordonae tip 1 (3), M. gordonae tip 111 (3), M. gordonae
tip IV (1), M. gordonae tip VII (4), M. abscessus tip 1 (1), M. intracellulare tip 1 (1), M.
nonchoromogenicum tip I (1), M. thermoresistible (1), M. genavense (2) bulunmustur. Sonug
olarak bu caligmalardaki verilere gore TDM tiirlerinin dagilimi cografi bolgelere gore
degismektedir. Cevresel kosullardaki (su ve toprak kaynaklari) baskin TDM tiirleri de
bolgesel farkliliklarin temelini olusturmaktadir.

Calismamizda %44 oraniyla en sik saptanan M. abscessus; pigment yapmayan hizl
tireyen mikobakterilerdendir ve Runyon siiflamasinda grup IV’ de yer almaktadir. Kiiltiir
ortaminda yedi giin icerisinde kolonileri gozle goriiliir hale gelmektedir. M. abscessus;
lokalize yumusak doku enfeksiyonlari, pulmoner ve dissemine enfeksiyonlar gibi ¢esitli klinik
durumlara neden olmaktadir. Yumusak doku enfeksiyonlar1 genellikle kontamine olmus
enfekte malzeme, steril olmayan cerrahi, enjeksiyonlar, yabanci cisim ve kulak tiipi
uygulamalarindan sonra goriilebilmektedir. M. abscessus’un neden oldugu pulmoner
hastaliklar asemptomatik olabildigi gibi 6nemli morbidite ve mortalitenin eslik ettigi siddetli
bronsektazi ve kaviter akciger hastaligi seklinde de goriilebilir. Hastalar genellikle yasli,
sigara igmeyen ve daha Onceden herhangi bir akciger hastalifi olmayan kadinlardir. M.
abscessus hizli lireyen mikobakterilerin neden oldugu kronik akciger hastaliklariin %80 nini
olusturmaktadir [71].

M. abscessus in vitro olarak bircok ilaca kars1i direnclidir ve hizli iireyen

mikobakteriler i¢cinde en direngli olarak bilinen tiirdiir. Tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan
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birinci secenek antitiiberkiiloz ilaclara kars1 dogal olarak direnclidir. Genellikle parenteral
olarak kullanilan ilaglardan; amikasin, sefoksitin ve imipeneme, oral makrolidlerden
klaritromisin ve azitromisine invitro olarak duyarlidir. Bunlarin uzun siire tek baslarina
kullanilmas: direng gelismesine neden olabilecegi i¢in, tedavi sirasinda diger ilaglar ile
kombine edilerek kullanilmalidirlar. ATS ve Amerikan Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi
(Infectious Diseases Society of America - IDSA), kombine tedavi olarak; intravendz amikasin
ile sefoksitin veya imipenem ile oral makrolidlerin kullanilmasin1 tavsiye etmektedir [72, 73].

Calismamizda %17 oraniyla 2. siklikta bulunan M. xenopi; Runyon siniflamasinda
grup III’ de yer alan, fotokromojen olmayan yavas iireyen mikobakterilerdendir. Optimum
45°C’de tremektedir. Hastanelerdeki duslar, sicak su sistemleri ve depolart M. xenopi ile
gelisebilecek nozokomiyal enfeksiyonlar i¢in potansiyel kaynaklari olusturmaktadir. M.
tuberculosis kompleks tlirlerinin ve M. avium intracellulare’nin klinigine benzer sekilde
akciger hastaligina neden olmaktadir. Ekstra pulmoner (kemik, eklem ve kas) tutulumlar1 ve
dissemine enfeksiyonlar1 daha az siklikla rapor edilmektedir. Ayrica kontamine
bronkoskoplar ile iligkili yalanc1 M. xenopi enfeksiyonlar1 da goriilebilmektedir.

Mycobacterium xenopi ile meydana gelen enfeksiyonlarinin tedavisi zaman alic1 ve
karmagik oldugu icin, ger¢ek ve yalanci enfeksiyonlarin ayrimi ¢ok Onemlidir. Birinci
secenek antitiiberkiiloz ilaglara duyarli olsa da bazi suslarin degisen oranlarda RIF, EMB ve
diisiik diizey INH direnci bildirilmektedir. M. xenopi enfeksiyonlarinin tedavisinin temelini;
klaritromisin, EMB ve RIF kombinasyonlar1 olusturmaktadir. Negatif balgam kiiltiirii elde
edilene kadar, 12 ay siire ile tedaviye devam edilmelidir. Medikal tedaviye yanit vermeyen,
yeterli akciger fonksiyonu olan se¢ilmis olgularda cerrahi yaklasim uygulanabilmektedir.
Cerrahi tedaviye kinolanlar ve klaritromisin eklenmesi basar1 sansimi arttirmaktadir. Ekstra
pulmoner tutulumlarda da benzer yaklasimlar uygulanmaktadir. Yumusak doku
enfeksiyonlarinda cerrahi debridman énemlidir [20, 74].

Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin neden oldugu akciger hastaliklarinin tedavisi uzun
stiren ve bir¢ok ilacin birlikte kullanildig1 bir siire¢ oldugundan maliyeti yliksektir. Leber ve
arkadaslar1 2011 yilinda Kanada’da yaptiklar bir calismada, TDM’lerin neden oldugu akciger
hastaliklarinin tedavi maliyetini degerlendirmislerdir. Bu calismada ila¢ se¢iminin tedavi
maliyetini arttiran temel unsurlardan biri oldugu vurgulanmig, oral olarak kullanilan
florokinolon, makrolid ve rifampin’in en pahali ilaglar oldugu gosterilmistir. intravendz (IV)
ilaglar ise oral ilaglara gore daha da pahali oldugu belirlenmistir., Yapmis olduklar1 ¢ok
degiskenli analizler ile; M. abscessus ve M. xenopi ile meydana gelen enfeksiyonlarin ve

bunlarin IV tedavilerinin aylik maliyeti arttirdigi sonucuna varmislardir. Tedavi maliyetini
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diistirmek amaciyla daha ucuz alternatif tedaviler ve IV tedavinin sadece gerektiginde
kullanilmasini Onermislerdir [75]. Bu nedenle TDM’lerin tiplendirilmesi; uygun ilag
kullanima ile klinik agidan etkin bir tedavi ve uygun maliyet saglamasi agisindan 6nemlidir.

Calismamizda %9 siklikla bulunan Mycobacterium fortiutum; Runyon siniflamasinda
grup IV’de yer alan, hizli iireyen mikobakterilerdendir. Su ve toprakta yaygin olarak
bulunmaktadir. M. fortuitum’un neden oldugu akciger hastaligi hemen her zaman
gastrointestinal reflii ve kronik kusma ile bir aradadir. Genellikle c¢esitli antimikrobiyal
ajanlara duyarlidir. Bunlar arasinda; makrolidler, kinolonlar, doksisiklin, minosiklin ve
stilfonamidler sayilabilir. 12 ay boyunca siirekli bir kiiltiir negatifligi ile birlikte in-vitro
duyarlilig1 olan iki ilagla tedavi onerilmektedir [20].

Simsek ve arkadaslari; 2009-2010 yillarinda wulusal tiiberkiiloz referans
laboratuvarinda tespit edilen tiiberkiiloz dis1 mikobakteri etkenlerinin dagiliminini line prob
assay ile degerlendirmisler, calismamizla uyumlu olarak hizli iireyen tiirleri (M. abscessus ve
M. fortuitum) en sik (%55.7) karsilasilan tiiberkiilloz dist mikobakteri etkeni olarak
saptamislardir [76]. Benzer sekilde Wang ve arkadaslari; 2005 yilinda Singapur’da, 39 adet
hizli iireyen mikobakteriyi PRA yontemiyle tiplendirmisler ve M. abscessus ve M. fortiutum’u
%89,7 oraninda en sik bulmuslardir. Biyokimyasal testler ve diger arastirmacilarin
sonuglariyla karsilagtirdiklarinda PRA  yontemiyle %100 dogru sonug¢ aldiklarini
gormiislerdir. Hizli iireyen mikobakteriler ile enfekte hastalarin tan1 ve tedavilerini
yonlendirmede PRA yonteminin hizli ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugu sonucuna
varmiglardir [77].

Calismamizda kullandigimiz PRA yoOnteminin maliyeti hasta basina 20-25 dolar
hesaplandi. 2011 yili Sosyal Gilivenlik Kurumu Saglik Uygulama Tebligi’nde PZT ile
mikobakteri tiplendirilmesi 84,80 TL’dir (50-55 dolar). Bu verilerle uygulanacak test
maliyetinin karsilandigi  goriilmektedir. Hsp65 PRA yontemi ile ekonomik olarak
mikobakterilerin tiir dlizeyinde tanimlanmasi yapilarak gereksiz ila¢ kullanimi engellenecek,
dogru tedavinin uygulanmasi saglanacaktir

Mikobakterilerin tiplendirilmesi amaciyla kullanilan PRA yonteminde spesifik
primerler kullanilarak bir¢ok gen bolgesi hedef alinabilmektedir. Bunlar arasinda, 16S rRNA,
hsp65, rpoB, 16S-23S rRNA ITS, gyr B ve dnaJ gen bolgeleri bulunmaktadir. Ancak 16S-
23S rRNA ITS, hsp65 ve rpoB en ¢ok calisilan ve gelistirilen gen bolgeleridir.

Ong ve arkadaglari; 2010 yilinda Malezya’da mikobakterileri tiplendirmek i¢in hsp65
ve rpoB gen boélgelerini hedefleyen PRA yontemini kullanarak 90 adet klinik izolati

calismislardir (20 tanesi MTK, 47 tanesi hizli lireyen mikobakteri, 23 tanesi yavas iireyen
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mikobakteri). M. tuberculosis kompleks tiyelerinin hepsini bu iki gen bdlgesini hedef alan
PRA ile dogru olarak tanimlamislardir. Hizli iireyen mikobakterileri hsp65 ve rpoB PRA ile
strastyla %89.4 ve %95,7 yavas iireyen mikobakterileride sirasiyla %91,3 ve %52,5 oraninda
dogru olarak tanimlamislardir. On alt1 izolatin uyumsuz olan PRA sonuglarin1 16S rRNA ve
hsp65 gen dizi analizi yaparak sonuglandirmiglardir. Elde ettikleri bulgular neticesinde,
mikobakterilerin, oOzelliklede yavas lireyen mikobakterilerin tiplendirilmesinde hsp65 PRA
yonteminin rpoB PRA’dan daha basarili oldugu sonucuna varmislardir [78].

Hsp65 PRA yonteminin en Onemli dezavantaji; benzer biiyiikliikte bant paternine
sahip olan mikobakteri tiirlerini her zaman ayirt edememesi ve kiiciik bant paternlerinin
(6zellikle Hae I1I ile kesilen) degerlendirilmesinin zor olmasidir [79]. Calismamizda da 10
adet TDM izolat1 Hae III enzimi ile kesimleri degerlendirilemedigi i¢in tanimlanamadi. Bazi
arastirmacilar 60 bp. den kiiclik kesim paternlerini primer veya primer dimer bandi olma
ihtimali nedeniyle géz ard1 etmislerdir. Brunello ve arkadaslar1 ise bazi mikobakteri tiirlerinin
tanimlanmasinda 60 bp. ve altindaki kesim paternlerini kullanmiglardir. Caligmamizda da 50
bp. altindaki kesim paternleri degerlendirilmedi. Bu durum sonuglarimizda herhangi bir
degisiklige neden olmadi.

Sonu¢ olarak, dogada ¢ok yaygin olarak bulunan tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler
immiinsiipresif tedavi veya immiinsiipresif hastaliklar nedeniyle, giinlimiizde artan siklikta
ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir.  Antimikrobiyal duyarliliklarindaki farkliliklar
nedeniyle etkin ve dogru sekilde tedavi edilmeleri aym1 zamanda epidemiyolojik a¢idan
verilerin elde edilmesi i¢cin TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmasi 6nemlidir. Bu amacla

kullanilan hsp65 PRA ydntemi, kolay uygulanabilen, hizli, giivenilir ve ucuz bir yontemdir.
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8. SONUC ve ONERILER

Glintimiizde HIV gibi viral enfeksiyonlar, kortikosteroid kullanimi, kollajen vaskiiler
hastalik, 16semi, lenfoma gibi immdiin sistemi baskilanmis hastalarda TDM’ler giderek
artan siklikta goriilmektedir.

. TDM’lerin neden oldugu akciger hastaliginin klinik olarak TB’ye benzemesi ve
Mikobakteriyoloji laboratuvarlarina génderilen 6rneklerde ARB goriilmesi nedeniyle
hemen tedaviye baslanmaktadir. Tiiberkiilloz dis1 mikobakterilerin  klasik
antitiiberkiiloz ilaglara direngli olmasi tedavi basarisizligina neden olmaktadir. Bu
durum hem hastaya yarar1 olmayan ilaglarin gereksiz kullanilmasina, hem de
hastanede kalis siliresinin uzamasina neden olarak hastane enfeksiyon riskinin
artmasina ve ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle tedaviye baglanmadan
once mikobakteri tiirlerinin hizli bir sekilde belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.
Ayrica epidemiyolojik agidan saglikli verilerin elde edilmesi i¢in de gereklidir.

. Tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavileri, tiirler arasinda
farklilik gostermektedir. Bu nedenle TDM’lerin tiir diizeyinde tanimlanmast klinik ve
ekonomik agidan duyarli oldugu bilinen ilaglarla etkin tedavilerine olanak saglar..

. Dogada her yerde, ozellikle sularda bulunan TDM'’ler, laboratuvarda kullanilan
tamponlar ve sular1 kontamine ederek kiiltliirlerde yalanci pozitifliklere neden
olabilmektedir. Bu tiir yalanci enfeksiyonlarin belirlenmesiyle kisilerin gereksiz tedavi
almalar1 6nlenebilir.

. Tiiberkiiloz disi mikobakterilerin tanimlamasinda kullanilan fenotipik ydntemler
zahmetli, uzun zaman gerektirmekte ve sadece belli tiirleri ayirt edebilmektedir. Ayni
zamanda yeni mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasinda da yetersiz kalmaktadirlar. Bu
nedenle giiniimiizde TDM’lerin tanimlamasinda molekiiler yontemler daha sik
kullanilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz PRA yonteminin maliyeti, 2011 yili
Sosyal Giivenlik Kurumu Saglik Uygulama Tebligi’ne gore belirlenen test maliyetini
karsilamaktadir. Hsp 65 PRA yontemi; ucuz olmasi yani sira, kolay uygulanabilmesi,
hizl1 ve giivenilir sonug¢ vermesi nedeniyle TDM’lerin tanimlamasinda giiniimiizde sik

kullanilan bir yontemdir.
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