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OZET
Amag: Mikobakterilerin tiir diizeyinde hizli ve dogru tanimlanmasi hastaligin etkene
0zgiin tedavisi i¢in 6nemlidir. Tanimlamada kullanilan konvansiyonel yontemler uzun
zaman almasi, tartismali sonuglar1 ve mevcut olan 170 tizerindeki tiirii tanimlamadaki
siirliliklariyla giiniimiizde yerini molekiiler yontemlere birakmigtir. Bu c¢aligmada
Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi ile Atatiirk Gogiis Hastaliklar1 ve
Gogiis Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi’nden (Dr. Ismail Ceyhan) goniilliiliik
esasina dayali olarak gonderilen solunum yolu o6rneklerinden soyutlanan 34 adet
tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM) izolatinin ve 14 adet referans susun PCR-RFLP

yontemi ile tiir dlizeyinde tanimlanmasi amaglanmuistir.

Yontem: Calismamizda Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP) yontemi kullanilmistir. Laboratuvarimiza gelen izolatlarin
Lowenstein-Jensen besi yerlerine ekimi yapilarak iiremeleri saglanmistir. Ureyen
kiiltiirlerden alinan 6rneklerin kaynatma yontemiyle DNA izolasyonu yapildiktan sonra
hsp65 gen bolgesine O6zgilin primerler kullanilarak, PCR ile amplifiye edilmistir.
Amplifikasyon sonrasi PCR iriinleri BstEIl ve HaEIIl enzimleri ile bir gece
bekletildikten sonra DNA fragmanlar1 referans algoritmalar ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismamizda kullanilan 34 izolattan TDM’lerin tiir dagilimi; %23,52(8/34)
M. intracellulare, %17,64 (6/34) M. gordonae, %17,64 (6/34) M. abscessus, %17,64
(6/34) M. simiae, %5,88 (2/34) M. lentiflavum, %2,94 (1/34) M. kansasii, %2,94 (1/34)
M. scrofulaceum olarak belirlendi. Orneklerden 4 tanesi degerlendirilemedi.

Sonug¢: Calismamizda kullanilan mikobakteri izolatlarindan en yaygin olarak saptanan
tirlerin M. intracellulare, M. abscessus ve M. simiae oldugu tespit edilmistir.
Bu ¢aligmaya goére PCR-RFLP yontemi mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda
konvansiyonel yontemlere gore daha hizli ve kesin tani saglayan faydali bir yontemdir.
Ancak enzimle kesim iglemleri sonrasinda olugan DNA fragmanlarinin degerlendirilmesi
ve referans algoritmalar ile karsilastirilmasi asamalarinin kritik dnem tasidigi gorildii.
Ozellikle gériintiileme islemlerindeki standardizasyonun dogru tiirii belirlemede oldukca

o6nemli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Tiberkiiloz dis1t mikobakteri, PCR-RFLP, hsp65 gen



ABSTRACT

Background: Rapid and accurate identification of mycobacteria is important for the
treatment of the disease. Conventional methods used in identification have long been
replaced by molecular methods with their controversial results and limitations in
identifying over 170 species. In this study, it was aimed to identify 34 NTM isolates and
14 reference strains isolated from respiratory tract samples (sputum) sent from Adiyaman
University Training and Research Hospital and from Atatiirk Thoracic Diseases and
Thoracic Surgery Training and Research Hospital (Doc. ismail Ceyhan) according to the
voluntary procedure at specify level by PCR-RFLP method.

Material and methods: In our study, Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) method was used. It was ensured that the isolates
coming to our laboratory were cultivated on LJ media. DNA isolation was performed by
boiling the samples from the cultivated cultures and then amplified by PCR using primers
specific to the hsp65 gene region. After amplification, PCR products were kept overnight
with BstEIl and HaElll enzymes, and DNA fragments were evaluated by comparison

with reference algorithms.

Results: Species distribution of NTMs out of 34 isolates used in our study; 23.52% (8/34)
M. intracellulare, 17.64% (6/34) M. gordonae, 17.64% (6/34) M. abscessus, 17.64%
(6/34) M. simiae was determined as 5.88% (2/34) M. lentiflavum, 2.94% (1/34) M.

kansasii and 2.94% (1/34) M. scrofulaceum. 4 of the samples could not be evaluated.

Conclusion: The most common mycobacterial isolates were M. intracellulare, M.
abscessus and M. simiae. According to this study, PCR-RFLP method is a useful method
that provides faster and more precise diagnosis in comparison to conventional methods
in the identification of mycobacteria at the species level. However, the steps of evaluating
DNA fragments formed after enzyme cutting and comparing them with reference
algorithms were found to be critical. It was concluded that standardization, especially in

imaging processes, is very important in determining the correct type.

Keywords: Non-tuberculosis Mycobacteria, PCR-RFLP, hsp65 gene
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1. GiRiS

Tiiberkiiloz (TB), “Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)” olarak
adlandirilan bir grup mikobakteri tarafindan olusturulan, enfekte dokularda kitle yapan
iltihaplarin varlig1 ile kendini gosteren, canli organizmada hiicre ve doku 6liimiine sebep
olan kronik bir bakteriyel hastaliktir (1). TB tan1 ve tedavisindeki ilerlemelere ragmen
gilinlimiizde halk saglig1 i¢in tehdit olusturmaya devam etmektedir. Bir hasta i¢in bireysel
bir saglik sorunu degil, hizl1 ve kolay bulas yollarindan dolay1 toplum sagligi i¢in 6nemli
bir problemdir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore; 2018 yilinda yaklasik olarak
10 milyon kisinin tiiberkiiloz ile enfekte oldugu bildirilmistir (2). Bu durum
mikobakteriyel enfeksiyonlarin erken tani ve tedavisinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Mycobacteriaceae familyasindaki tiirler, insanlar ve hayvanlardaki patojenik
potansiyelleri, rezervuarlari, kiiltiirde tireme siireleri ve morfolojileriyle diger bakterilerle
biiytik farkliliklar gésteren bir gruptur (3). Dogada simdiye kadar tanimlanmis 170°ten
fazla mikobakteri tiirli bulunmaktadir. Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) toprakta,
suda ve hayvanlarda yaygin olarak bulunur ve insanlara kolayca bulasabilir. Bazen
insanda herhangi bir hastaliga sebep olmadan bulunabilecekleri gibi, semptomatik
enfeksiyonlara da sebep olabilirler (4). TDM’ lerin neden oldugu hastane
enfeksiyonlarmin goériilme oraninin son yillarda arttigi belirtilmistir (5). TDM’lerden
kaynaklanan enfeksiyonlar; immiin sistemi baskilayan kanser tedavileri, diabetes
mellitus, AIDS gibi hastaliklarin artisina paralel bir artis gostermektedir (6).
TDM tiirlerinin biiyiik bir kismi tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan ilaglara direnclidirler.
Bu durum hastanin gereksiz ilag kullanimina, tedavinin etkisiz kalmasina ve maddi
kayiplara sebep olmaktadir (7).

TB tamisinda kullanilan konvansiyonel yontemler bakterilerin iireme hizini,
pigment iiretimini, tireme sicakligini, koloni gériiniimii ile biyokimyasal dzelliklerini esas
alan yontemlerdir. Geleneksel biyokimyasal yontemler ve fenotipik testler zahmetli ve
zaman alicidir, ancak maliyetleri diistiktiir(8). Fakat TDM’lerin tiir tanimlamasinda
biyokimyasal testler tek basina kullanildiginda her zaman dogru sonu¢ vermeyebilir ve
yeni tiirlerin tanimlanmasinda da yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hizli ve dogru tiir
tayini i¢in molekiiler yontemlere basvurulmaktadir (9). Mikobakterilerin hizli ve dogru

tanimlanmasi tedavi basarisi i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu ¢alismanin amaci solunum yolu



orneklerinden izole edilen mikobakterilerin PCR-RFLP yontemi ile tiir diizeyinde tayin

edilerek degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Mikobakterilerin varliginin oldukga eskiye dayanmasina karsin, TB hastaliginin
fark edilmesi insanlarin toplu yasama ge¢mesiyle olmustur(10). Toplu yasama gegen ilk
insanlarin sigirlar1 evcillestirip enfekte etleri ve siitleri tiiketmeye basladiklari, bu sekilde
sigirda bulunan Mycobacterium bovis ile enfeksiyona yakalandiklar1 diigiiniilmektedir.

Goglerle bu enfeksiyonun yayilim gosterdigi one siiriilmistiir (11).

TB ylizyillar boyunca bir¢ok insanin ¢liimiine sebep olmustur. Bu sebeple tarih
boyu farkli isimlerle amlmigtir. *’Oliimiin Kaptan1’>, “Beyaz Veba’’, ¢ Tiiketim

Hastalig1’’, “’Ince Hastalik’’ bu isimlerden bazilaridir (12).

1400 yillarinda, A.Vesalius phtisisli (fitiz;erime,tilkenme) hastalarin otopsilerinde
derin yaralara rastlarken, F.Sylvius ‘tiiberkiil’ denilen sert diigiimlerin varligini
gostermistir. Hastalik ¢esitli sebeplerle giderek artmis, 1667°de Londra’da tiim 6liimlerin
Y4 ‘ini TB’un olusturdugu bildirilmistir. Hastalik Ingiltere’den Bat1 Avrupa’ya oradan da
tiim diinyaya yayilarak salgmlar olusturmustur. Once Dogu Avrupa ve Bati Asya’da,
20.yiizy1lin baglarinda Uzak Dogu Asya ve Afrika’da yayilim gostermistir (13).

Hastaligin bulasic1 6zellikte olabilecegi ilk kez Fracastorius tarafindan ortaya
atilmistir. Willemin TB’dan 6len kisilerin akciger kavite 6rneklerini tavsanlara aktararak
hayvanlarda hastalik olusturmustur.1882 yilinda Berlin’de Robert Koch’un TB basilini
kesfetmesi TB tarihinde 6nemli bir olaydir. 1884°de TB basilini klinik 6rneklerden izole
eden Koch daha sonra basilin saf kiiltiiriinii yapmis, hayvanlarda hastalik olusturmus ve

bu hayvanlardan bakteriyi tekrar tireterek “Koch Postulasi”ni tanimlamistir (14).

TB tanisi i¢in yapilan ¢calismalarda 1982°de Paul Ehrlich anilinli suya fuksin veya
metil moru ekleyerek preparatin 15-30 dakika boyanmasini nitrik asitle renk giderildikten
sonra bagka bir boyayla boyanmasimi Onermistir. Bu yontem zamanla farkli bilim
insanlar tarafindan modifiye edilmistir. Ziehl anilinli su yerine fenol kullanilmasin
onermistir. Neelsen 1885°te asit fenikli fuksini kullanmis ve renk gidermek icin sulu
stilfiirik asiti denemistir. 1895 yi1linda Wilhem Conrad Rontgen tarafindan X 1sinlarinin

bulunmasiyla akcigerlerde TB lezyonlarina ait goriintiiler ortaya ¢ikarilmistir (10).



Robert Koch, as1 ¢aligmalarinda basariya ulagamamistir. TB asis1 konusunda
basarili ¢aligmalar yapan ilk bilim insanlar1 Albert Calmette ve Camille Guerin olmustur.
Iki bilim insani, M. tuberculosis’le filogenetik olarak yakin iliskili olan ve nadiren
insanlarda, genel olarak sigirlarda TB’a neden olan M. bovis’in 13 yil boyunca in-Vvitro
kiiltiir pasajlarin1 yapmislar ve elde ettikleri avirulan basillerden hazirladiklar1 asty1

(Bacillus Calmette-Guerin (BCG) 1921°de ilk kez bir ¢ocuga uygulamislardir (15).

TB tedavisi i¢in yapilan calismalarda ise kullanilan antibiyotiklerden ilki
streptomisin  1944°de bulunmus, ardindan sirasi ile paraaminosalisilikasit 1946°da,
izoniyazid 1952°de, pirazinamid 1954’de, etambutol 1962’de ve rifampisin 1966’da
bulunmustur (16).

MTBK disinda kalan tiim mikobakterilere, Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteri (TDM)
(nontuberculosis mycobacteria-NTM, atipik mikobakteriler, Mycobacteriae other than
tuberculosis- MOTT) ad1 verilmektedir. 1950°1i yillarda geleneksel TB tedavisine cevap
vermeyen hastalarin %1-2’sinde insan patojeni olarak tanimlanmislardir (17).

Seksenli yillara gelindiginde bati iilkelerinde TB sorununun artik bittigi ve
hastaligin eradike edilmesinin kisa zamanda olasi olacagi diisiiniilmekteydi. Fakat 1985
sonrasi bu iilkelerde, TB ve TDM insidansi, immiin yetmezlige neden olan “Human
immunodeficiency virus” (HIV) gibi viral enfeksiyonlar ve uygulanan bagisiklig
baskilayici tedaviler nedeniyle yeniden artmig ve hastalik tekrar tehdit edici diizeye
ulagmistir (18).

2.2.  Epidemiyoloji

2.2.1. Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda oliimlerin ilk 10 nedeninden biri olarak TB gosterilmeye devam
etmektedir. DSO, 1997'den beri her yil kiiresel bir TB raporu yaymlamistir. Raporun
temel amaci, TB salgimnmin ve hastaligin dnlenmesi, teshisi ve tedavisinde ilerleme
hakkinda kiiresel, kapsamli ve giincel bir degerlendirme saglamaktir. DSO’niin
2019 yilinda yayinladigr Kiiresel TB Raporuna gore 2018 yilinda yaklasik olarak
10 milyon kisinin TB ile enfekte oldugu, 1,5 milyon insanin TB nedeniyle 6ldiigii,
484. 000 kisinin ilaca direngli TB ile hastalandigi bildirilmistir. TB’yi sona erdirme
cabalartyla 2000-2018 yillar1 arasinda 58 milyon hayatin kurtarildigi belirtilmistir.
Raporda yeni TB olgularinin tanimlanmasi ve tedavisinde kiiresel diizeyde ilerleme
oldugu vurgulanmaktadir. Ancak raporda, Birlesmis Milletler ’in 2030 yilina kadar

kiiresel TB salginini sonlandirma hedefine ulasmak i¢in yeterli ilerlemenin



kaydedilmedigine dikkat ¢ekilmektedir. 2000 yilindan bu yana TB’a bagli dliimlerin HIV
negatif hastalarda %27, HIV pozitif hastalarda %60 azaldig1 belirtilmistir. Rapora gore
TB insidans1, 2017-2018 arasinda %2 oraninda gerilemistir. Ilaca direngli TB vakalar1 bir
yilda yaklasik %10 azalirken, 2018’de ilaca diren¢li TB olan kisilerin sadece iigte biri
tedaviye erigebilmistir (2).

Tiirkiye’de TB kontrolii igin ilk kurum olarak, 1918°de istanbul’da Verem Savas:
Derneginin kuruldugu bilinmektedir (10). Verem savasi dernekleri, verem savasi
dispanserleri yillar i¢inde artis gostermistir. 1960’larda baslayan hastalarin kaydedilmesi,
aylik verilerin toplanarak yillik hale doniistiiriilmesi, 2005 yilindan itibaren hasta
verilerinin bireysel olarak toplanmasi sistemine gecisle Onemli bir kalite artigi

gostermistir (19).

Ulkemizde TB hasta sayis1 her yil yaklastk %4-5 oranminda azalmaktadir.
TB insidanst 2005 yilinda yiiz binde 29,4 iken, 2018 yilinda yiiz binde 14,1’
diismiistiir (19). Tirkiye’de 2018 yilinda bildirilen toplam TB vakasi 11786 olmustur.
Bunlardan %40°1 kadin, %54°1 erkek hastadir(2).

2.2.2. TDM Epidemiyolojisi
Mycobacterium cinsi 6zellikle immiinosiipresif hastalarda kolonizasyon ve
cevresel kontaminasyon yoluyla giderek artan sayida ciddi enfeksiyonlara neden

olmaktadir. Cevrede yaygin olarak bulunan bu bakteriler c¢esitli enfeksiyonlara neden
olabilir (20).

TDM’ler ile insanda tiiberkiiloz hastaligina sebep olan mikobakterilerin ekolojisi
ve fizyolojisi farklidir. TDM’ler c¢ogunlukla dogada saprofit olarak bulunur.
Yasayabildikleri genis sicaklik ve pH araliginin olmasi farkli oksijen ve tuz toleranslarina
sahip olmalari ¢evrede ve sularda yaygin olarak karsilagilmasina sebep olmaktadir (21).

Son 30 yilda toplanan kanitlar, TDM'nin dogal sular, igme suyu dagitim sistemleri
ve topraklar da dahil olmak iizere insan ve hayvanlarla paylasilan cesitli ¢evresel
habitatlarin normal sakinleri oldugunu belgelemistir. TDM'nin insanlarla ve hayvanlarla
paylasilan habitatlar1 isgal etmesi, hastaligin kazanilmasinda agikca Onemli bir
belirleyicidir. TDM, igme suyu dagitim sistemlerinde sularda ve biyofilmlerde ¢ok sayida
goriilmektedir (22).

Enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi TDM suslarinin ekolojisi ile yakindan ilgilidir.

Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium scrofulaceum,



Mycobacterium  fortuitum, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium terrae,
Mycobacterium simiae ve Mycobacterium tusciae hastane su sistemleri ve igme suyu

sistemleri ve musluk suyundan izole edilen tiirler arasinda bulunmaktadir (21).

Insan ve hayvan saghg acisindan en &nemlisi, dzellikle igme suyu dagitim
sistemleri, hastane su sistemleri ve ev tesisatlarinda olmak tizere tasarlanmis
habitatlardir. Burada, insan ve mikobakteriyel habitatlar iist {iste binerek tekrarlayan
maruz kalmaya izin verir. Suya ek olarak, toprak TDM i¢in bir yasam alanidir ve topraga
maruz kalmanin M. avium hastaliginin kazanilmas: igin bir risk faktori oldugu
gosterilmistir (22).

TDM’lere saglik bakim iinitelerinde de siklikla rastlanmaktadir. Bu nedenle
hastane kaynakli salginlara yol acabilecegi belirtilmektedir. TDM’lerin dezenfektanlara
direng gostermesi, genis pH ve sicaklik toleransi, biyofilm olusturabilme 6zelligi gibi
faktorler igme suyu dagitim sistemlerinde de uzun siire kalabilmelerini saglamistir.

TDM’lerden kaynaklanan hastane enfeksiyonlarinda son yillarda artig goriilmustiir (5).

2.3.  Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

TB’a sebep olan mikroorganizma bakteri alemi, Firmicutes phylumu
Actinobacteria smifinin Actinomycetales takimi i¢inde yer alan Mycobacteriaceae
ailesinden Mycobacterium cinsine ait M. tuberculosis tiiriidiir (23).

Mikobakteri cinsine ait bakteriler yiiksek miktarda guanin ve sitozin igerirler (24).
Mikobakteri genomunda %59 replikasyon, %30 lipid sentezi ve %10 protein sentezi ile
ilgili genler bulunmaktadir (23). Mikobakterilerde genom haricinde cesitli 6zellikler
tasiyan kromozom disi DNA, plazmid, transpozon ve mikobakteriofaj gibi yapilar da
bulunmaktadir (24).

Mikobakteriler, aerop, sporsuz, hareketsiz, kapsiilsiiz, aside direngli, silindirik,
hafif kivrik veya diizgiin sekilde kord olusturabilen, 0.3-0.6 um eninde, 1.0-10 pm
boyunda ince basillerdir. Boliinme siireleri 12-18 saattir.Yavas tirerler, pleomorfik gomak
sekilli bakterilerdir. Optimum iireme sartlar1 pH:5-6 ve %5-10 CO2’dir. 37°C iireme igin
uygun bir sicakliktir, ancak bu sicaklik tiirden tiire degismektedir. Uygun sartlar altinda
10-15 giinde koloniler gozle goriilmeye baslar (25). M. tuberculosis ve M. bovis

iki haftadan ¢ok, M. avium M. xenopi, M. kansasii, M. marinum ve M. ulcerans bir



haftadan ¢ok, M. fortuitum, M. chelonae tiirleri ise bir haftadan daha kisa bir siirede
tireme gosterebilirler (26).

TDM’lerin tiremeleri igin kati ve sivi besiyerleri kullanilmaktadir. TDM’ler,
MTBK i¢in kullanilan besiyerlerinde rahatlikla tirerken bazi tiirler i¢in ortama katilan
hemoglobin, ferrik amonyum gibi maddeler iiremeyi arttirmaktadir (14).

Diger bakterilerin hiicre yapisi ile mikobakterilerin hiicre yapisi benzer 6zellikler
gosterir. Temel farklilik baz1 kimyasal oOzellikleri ve hiicre duvar yapisidir.
Mikobakterilerde gram negatif bakterilerden farkli olarak, hiicre duvarinin {izerinde bir
dis zar bulunmaz. Gram pozitif bakterilere daha yakin bir yap1 gosteriyor olmasina karsin,
mikobakterilerin hiicre duvarinda protein ve polisakkaritler yerine 6zellikli lipidler yer
almaktadir. (Sekil 1) Bu nedenle gram pozitif kategorisine de uymamaktadir. Genellikle
kristal viyoleyi tutamazlar ve gram boyamada belirsiz hiicreler seklinde goriiliirler.
Mikobakterilerin yiiksek yag igerikli hiicre duvari, fenol ile kombine edilmedik¢e anilin

ve diger suda ¢oziinen boyalara gecirgen degildir (23).

Serbest mikolik asitler ve polipeptidler

lipoarabinomannan
mikolik asit
arabinogalaktan

Sekil 1:Mikobakterilerde Hiicre Duvar Yapist

Mikobakteriler hiicre duvar yapilarinda bol miktarda lipid bulundurduklarindan,
boyay1 zor alirlar. Ancak bir defa boyandiklarinda boyay1 kolay birakmaz ve asit alkol ile
yapilan dekolorizasyona direng gosterirler. Yiizey lipitlerinin hidrofobik etkileri, boyanin
suda kolay eriyen organik bir madde (fenol)i¢inde eritilmesi ve isitilmasi ile en aza
indirilir. Fenollii fuksin i¢ine yiizey gerilimini azaltan Tween 80, dimetil siilfonat ve

propilen glikoz gibi maddelerin eklenmesi de boyanma 6zelligini kuvvetlendirir (14).



Ehrlich’in, TB basilinin aside direngli olusunu kesfetmesi ile 6rneklerde basilin
tespit edilmesinde o6nemli kolayhk saglanmistir. Aside direnglilik, bazi
mikroorganizmalarin karbol fuksin gibi boyalarla boyandiktan sonra asit-alkol
renksizlestirmesine direng géstermesi olarak tanimlanir (23).

Aside direngli boyanma 6zelliginden duvar yapisindaki mikolik asit sorumludur.
Hiicre duvarinin yapisindaki mikolik asit, karbol fuksini tutmakta ve asit alkolde karbol
fuksini birakmamaktadir. Bu nedenle asido rezistan basil (ARB) olarak adlandirilmigtir
(27).

Mikobakterilerin hiicre duvarinda bakterinin viriilansiyla iligkili kord faktor
(trehaloz glikolipidler) bulunmaktadir. Lokositlerin gogiinii  engelleyerek kalict
graniilomlarin olusumuna sebep olur. Hiicre duvarinda yer alan proteinler hiicresel
immiin yanitin olusumunda Onemlidir. Bu proteinlerin saflagtirilmis tiirevleri

(PPD=purified protein derivatives gibi) TB deri testinde kullanilmaktadir (28).

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 (29).

OT’nin piirifiye edilmesiyle piirifiye protein deriveleri (PPD) elde edilir.
DSO tarafindan tiiberkiilin deri testinde kullanilmasi kabul edilmistir (28).

Mikobakteri cinsi igindeki tiirlerin tanimlanmasi ve gruplandirilmasinda gesitli
arastirmacilar tarafindan farkli yontemler kullanilmistir. Genetik 6zellikleri birbirine ¢cok
yakin olan tirler “’kompleks’’ olarak adlandirilmigtir. (M. avium kompleksi, M.

tuberculosis kompleksi vb.)

2.3.1. Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBK)

TB, MTBK adi verilen ve insanlar da dahil olmak iizere genis bir memeli grubunu
enfekte eden, birbirine benzeyen, ireme hizi yavas olan bir mikobakteri grubundan
kaynaklanan bir hastaliktir. Enfeksiyon, TB basili iceren 1 — 5 pm damlacik ¢ekirdegi
soludugunda, basilin alveollere ulasmasi sonucu ortaya ¢ikar. Maruz kalindiktan
sonra, MTBK konagin bagisiklik sistemi tarafindan yok edilebilir. Aktif TB hastaligs;
bolgesel lenf diigiimleri, akciger, bobrekler, beyin, girtlak ve kemik gibi viicudun farkli
bolgelerinde ortaya ¢ikabilir veya latent TB enfeksiyonu (LTBI) olusturulabilir (30).

MTBK; M. tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis Bacille

Calmette-Guerin  (BCG), Mycobacterium caprae, Mycobacterium africanum,



Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium microti, Mycobacterium orygis ve birkag

bakteriyi daha i¢ine alan gruptan olusur (3).

Mycobacterium tuberculosis: Zorunlu hiicre i¢i patojendir. Aerobik, aside
direngli, kapsiilsiiz, sporsuz bir basildir. Akciger gibi oksijence zengin dokularda basarili
bir sekilde biiyiir. Diger bakterilerin hiicre duvariyla karsilastirildiginda hiicre duvari lipit
bakimindan olduk¢a zengindir. Boliinme siiresi (15-20 saat) uzundur (31).

M. tuberculosis pigment olusturmaz, yumurtali besiyerinde 2—6 haftada kuru, krem rengi,
diizensiz R tipi koloni olusturur. Niasin ve nitrat rediiksiiyon testi pozitiftir. Besiyerinde

gliserin varliginin tiremelerini hizlandirdig1 ortaya konmustur (14).

Mycobacterium bovis: M. bovis; sigir, ve geyik gibi sicakkanli hayvanlarda TB'ye
neden olur. Primatlara ve insanlara bulasabilir. Avrupa'daki TB olgularinin % 30'una
kadar1 1900'lerde M. bovis'e neden olmus ve enfekte sigirlardan bulasici damlaciklarin
solunmasi1 ve kontamine, pastorize edilmemis siit lirlinlerinin tiiketimi yoluyla insanlara

bulasmustir (32).

M. tuberculosis’e gore daha zor ve uzun siirede ftrerler (4-8 hafta).
Mikroaerofiliklerdir.  Indirgenmis oksijenli atmosferik kosullarda g¢ogalabilir.
Besiyerinde gliserin kullanilmasi M. tuberculosis’ te oldugu gibi olumlu etki yaratmaz.

Ancak piruvat eklenirse tireme uyarilmis olur (33).

M. bovis izolatlari, pirazinamide (PZA) kendinden direnglidir, ancak TB
tedavisinde kullanilan diger ilaclara duyarli olabilir. Bu MTBK izolatlarint tiir
diizeyinde tanimlamanin 6nemli olmasiin sebeplerinden biridir. M. bovis bulas riski
tasiyan insanlar arasinda hayvanlarla calisan bireyler veya ¢ig (pastorize edilmemis) siit

icen veya ¢ig siitten yapilan siit tirtinleri tiikketenlerde risk faktoridir (34).

Mycobacterium bovis BCG: TB asis1 igin M. bovis'in canli, ateniic BCG susu
kullanilir. Bu sus, ¢ogu konakg¢ida patojenik degildir. As1 yliksek prevalansli alanlarda
oncelikle kii¢iik cocuklarda yaygin hastalig1 6nlemek i¢in kullanilir. Kiigiik ¢ocuklar i¢in
asilama protokolleri, TB insidansinda %60 -80 oraninda azalmaya neden olur. M. bovis
ve M. bovis BCG hastaliklarinin M. tuberculosis hastaligindan hizla ayrilmasi, tedaviyi
optimize etmek, temas arastirmasi yapmak ve saglik sisteminin ¢esitli diizeylerinde ek

kontrol dnlemleri uygulamak i¢in ¢gok dnemlidir (3).



Mycobacterium caprae: MTBK’nin bir {iyesi olan Mycobacterium caprae,
insanlarda ve hayvanlarda TB’a neden olur. M. caprae genotipleme, epidemiyoloji ve ilag
duyarlilik calismalarinda farkli 6zellikler gostermektedir (35). Bu patojen agirlikli olarak
sigirdan izole edilmistir. Zaman zaman domuzlar, geyik ve insandan izolasyonu da

bildirilmistir. Bulagsma yolu olarak en sik hayvancilikla ger¢eklestigi bildirilmistir (36).

Mycobacterium africanum: MTBK iginde farkli bir alt tiir olarak tanimlanmustir.
Bati  Afrika'da insan TB’unun yarisina neden oldugu  Dbildirilmistir. M.
tuberculosis gibi M. africanum suslar1 pirazinamide duyarlidir. Bununla birlikte nitrat
negatiftir ve piruvat takviye edilmis ortamlarda, mikroaerofilik olarak biiyiime

egilimindedir (35).

Klinik tablo veya hastalik seyri M. tuberculosis ile aymidir, ancak hayvanlarda

M. africanum daha az viriilan gériinmektedir (36).

Mycobacterium pinnipedii: M. tuberculosis kompleks tiyesidir. Genellikle deniz
canlilarinda goriiliir. Ancak tavsanlar, muhtemelen sigirlar ve insanlar igin de patojendir.
Genellikle lenf nodlarinda, akciger, plevra ve dalakta graniilamatéz lezyonlar

olusturmaktadir (33).

2.3.2. Tiiberkiiloz Disi1 Mikobakteriler (TDM):

TDM’ler kolonizasyon, enfeksiyon veya hastaliga neden olabilir. Kolonizasyon
ve enfeksiyon gegici, aralikli veya uzun siireli olabilir. Insanlar cevrede TDM ile diizenli
temasta oldugundan, TDM solunum ve gastrointestinal kanallarda veya saglikli bireylerin
cildinde tespit edilebilir. TDM, aritilmis kentsel su ve kanalizasyon sistemleri gibi dogal
ve insan yapimi ortamlarda biiylyebilir. Yiizme havuzlari, sicak tiip, pedikiir ayak
banyolari, duslar, dovme miirekkepleri, balik tanklari, endoskoplar ile bunlarin ¢amasir
makineleri, 1sitici-sogutucu cihazlari, cerrahi ¢ozeltileri sogutmak i¢in kullanilan buz
makineleri ve yetersiz sterilize edilmis cerrahi ekipman veya c¢ozeltiler gibi tibbi
cihazlarda gortilebilir (3).

TDM ’nin en yaygin klinik belirtisi kronik akciger hastaligidir. TDM akciger
hastaliginin belirtileri degiskendir ve spesifik degildir. Ancak, neredeyse tiim hastalar
kronik veya tekrarlayan oOksiiriik gostermektedir. Diger semptomlar degisken olarak
balgam tiretimi, yorgunluk, halsizlik, dispne, ates, hemoptizi, gogiis agrisi ve kilo kaybini
icerir. Fiziksel bulgular spesifik degildir ve brongektazi ve kronik obstriiktif akciger

hastalig1 gibi altta yatan pulmoner patolojiyi yansitir (9).
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M. tuberculosis ve  TDM arasindaki biyolojik farklilasma énemlidir. Ciinki
enfeksiyonun kaynagi, tedavisi ve hastaligin seyrinde temel farkliliklar anlamina
gelir. Benzer sekilde, TDM c¢alisilmasinin 6nemi sadece klinik uygunlugundan degil, ayni
zamanda, cinsin bazi tirlerinin patojen oldugu, digerlerinin olmadig1 ilgili
mekanizmalardan kaynaklanmaktadir. TB  epidemiyolojisi kapsamli bir sekilde
incelenmis olmasma ragmen, kismen TDM hastaliklarinin genellikle halk sagligi
merkezlerine rapor edilmemesi nedeniyle diinya ¢apinda goriilme siklig1 ve yaygmligi
hala tam olarak anlasilamamustir. EK olarak, TDM'nin biiyilik gogunlugu dogal olarak M.
tuberculosis'e karsi kullanilan ilaglara  Kkars1 direngli oldugu igin,
yanlis ilaglarla tanimlanmalar1 ve ¢ok ilaca direngli M. tuberculosis suslar1 olarak
bildirilmeleri alisilmadik bir durum degildir (37).

TDM i¢in uygulanabilecek tedavi tiiberkiilozdan farkli oldugundan tiir diizeyinde
tanimlanmalar1 olduk¢a 6nemlidir (15).

M. avium-intracellulare kompleks: Mycobacterium avium kompleksi (MAC)
tiyeleri yavas biyliyen, piirlizsiiz, diiz ve seffaf koloniler olusturur. MAC, solunum
orneklerinde en sik patojen olarak tanmimlanan TDM'lerden biridir. Baslangicta, M.
avium ve Mycobacterium intracellulare olmak iizere iki tiir icermekte iken sonradan bu
gruba M. avium'un dort ~ alt  tirG  olan, M.avium subsp. silvaticum
M.avium subsp. hominissuis,M.avium subsp.avium,M.avium subsp.paratuberculosis,
dahil edilmistir (38). Bu alt tiirleri genetik olarak ¢ok yakindir, ancak konakg1 araliklari
ve patojenisiteleri bakimindan biiyiik farkliliklar gosterirler (39).

M. avium ve M. intracellulare tiirleri biyokimyasal testlerle genel olarak tepkime
vermezler. Sadece 1s1ya direngli katalaz testleri pozitiftir. Bu nedenle bu iki tiirii klasik

fenotipik yontemler ile birbirinden ayirmak olanaksizdir (40).

MAC klinik olarak o6nemli TDM’leri igerir ve MTBK’den sonra
mikobakteri cinsindeki ikinci en biiyiik tibbi komplekstir. MAC suslar siklikla diinya
capinda izole edilir. MAC, HIV / AIDS’li hastalarin % 40’11 etkileyen ve ABD’de en
yaygin NTM patojen grubu olan oldukc¢a 6liimciil sistemik bakteriyel enfeksiyonun énde

gelen nedeni olarak kabul edilir (37).

MAC’inin neden oldugu akciger enfeksiyonu bagisiklik sorunu olmayan

konakgilarda da yayilabilir (41).
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Boyanma bakimindan M. tuberculosis’e benzerler. Boyayi iyi alirlar ve diizgiin
bir sekilde boyanirlar. Pleomorfik sekillilerdir. Yumurtali besiyerinde pigmentsiz

koloniler yaparlar. 37°C’de en az 10 giinde tirer. 25-45 derecelerde iireyebilirler (26).

Mycobacterium simiae: Yavas biiyliyen TDM’ler arasinda olan M. simiae, 1965
yilinda maymunlarda tespit edilmistir (42). Fotokromojen olan bu mikobakteri 1s1ga
maruz kaldiginda sar1 pigment iiretir (43). Bu organizma belediye su kaynaklarinda ve
ayrica toprak, tuz, gida maddeleri ve hatta hava 6rneklerinde bulunabilir. Ayrica tibbi
ekipmani ve laboratuvar Orneklerini kontamine edebilir. M. simiae, aerosollerin
solunmas: ile bulasir. Insandan insana veya hayvandan insana bulasma kaniti
olmadigindan, insan hastalig1 ¢evresel maruziyete baglanir. M. simiae baslangicta
cevresel bir patojen olarak diistiniilmiistiir ve nadiren insan hastaliklari ile iligkilidir. Daha
yakin zamanlarda, M. simiae’nin asemptomatik bir enfeksiyondan dliimciil yayilan bir
hastaliga kadar uzanan bir dizi klinik sendroma neden oldugu agiklanmistir. M. simiae

cogunlukla akciger hastaligina neden olur (43).

Mycobacterium marinum: M. marinum, 30 ° C -33 © C arasindaki sicakliklarda
en uygun sekilde biiyiiyen, fotokromojenik, yavas biiyliyen (8 -12 giin) bir
mikrorganizmadir. M. marinum balik veya karides yiizge¢lerinden delinme nedeniyle
tath su veya tuzlu suda parmak, el, kol, dirsek, diz veya ayak parmagi yumusak doku
yaralanmasinin  sonucu olan “ylizme havuzu granilomu” veya ‘’akvaryum
graniilomunun’ ve “’balik¢1 parmagi’’ hastaliklarinin etkenidir. Akvaryumlarin veya
havuzlarin temizlenmesinden sorumlu kisilerde siklikla goriilebilir. Bununla birlikte,
uygun klorlama yiizme havuzlarindaki kolonizasyonu 6nemli dl¢iide azaltmigtir (3).

Kiltiir i¢in Middlebrook 7H10, 7H11 ve antibiyotikli Lowenstein-Jensen
besiyerleri kullanilabilir. Bu kiiltiirlerde 7-10 giin i¢inde gozlenen ilireme koyu renkli
pigmente olmayan koloniler seklindedir. Bunu takiben ise 24-48 saat iginde sar1 renkli
pigmentli koloniler gozlenebilir (44).

Mycobacterium kansasii: M. kansasii yavas tireyen bir fotokromojenik
mikobakteridir. M. kansasii , birgok iilkede TDM hastaliginin ikinci en yaygin nedenidir
(45). Insan orneklerindeki bakterilerin izolasyonu neredeyse her zaman hastalik ile
iligkilidir. Bakterilerin ana rezervuarinin musluk suyu olmast muhtemeldir. Risk
faktorleri arasinda pndmokonyoz (6zellikle madencilerde), kronik obstriiktif akciger
hastaligi, malignite ve alkolizm bulunur. Yaygin enfeksiyonlar, hiicresel bagisikligi

bozulmus hastalarda goriilebilir (3).
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Mikroskop goriintiisii M. tuberculosis’den daha uzun ve daha kalin gériinimdedir.
Baz1 bolgeleri koyu, baz1 bolgeleri agik boyanir. iginde gliserol ve yumurta bulunan
besiyerlerinde iirerler. Isiksiz ortamda 37°C’de 10-21 giinde pigmentsiz koloniler

meydana getirirler. Ancak koloniler 1s1kl1 ortamda sar1 renge donerler (14).

Mycobacterium malmoense: M. malmoense ilk olarak Isvec'in Malmo sehrindeki
bir hastadan izole edilmistir. M. malmoense genellikle altta yatan kronik akciger hastaligi
olan, genellikle kaviter tutulumu olan ¢ocuklarin veya yetiskinlerin balgam veya servikal
lenf diiglimlerinden izole edilmistir. Bugiline kadar izolatlarin cogu kuzey Avrupa, Zaire
ve Japonya'dan bildirilmistir. Ureme siiresi uzundur ve 8-12 hafta kadar inkiibasyon

gerekebilir (3).

Mycobacterium xenopi: M. xenopi enfeksiyonunun klinik ve radyolojik hastalik
belirtileri hastanin immiinolojik durumuna gore degisir ve {i¢ gruba ayrilabilir; 6nceden
var olan akciger hastalig1 olan hastalarda kaviter form, immiinokompetan hastalarda

soliter nodiiler form ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda akut infiltrat formu (46).

Ik olarak 1957 yilinda Afrika kurbagasi olan Xenopus laevis'in deri
lezyonlarindan izole edilmistir. Optimal iireme sicakligr 45 °C’ dir. Siklikla sicak su
sistemlerinden, oOzellikle hastanelerde, nozokomiyal (hastane) enfeksiyonlara veya
psodoenfeksiyonlara (toplama sirasinda klinik orneklerin veya bronkoskoplarin

kontaminasyonu) yol agabilecek sekilde bulunabilir (33).

Mycobacterium haemophilum: M. haemophilum, kati ortamda daha iyi
iireyebilen ve bir demir kaynagi olarak hemin veya hemoglobin gerektiren 28 © C -30 °
C' lik optimum biiyiime sicakligma sahip bir mikobakteridir. Ozel biiyiime kosullart

nedeniyle, bu mikroorganizma genellikle az taninmaktadir (3) .

Ekimden sonra 2-4. haftada piiriizlii ya da diizgiin kenarli tipik koloniler olusturur.
Mikroskopide kisa, kivrik, yapida goriiniir. Aside direnglidir. Pirazinamidaz pozitiftir.
Bunun disindaki mikobakterilerin identifikasyonu i¢in yaygin kullanilan tiim
biyokimyasal test sonuglari negatiftir (47).

M. haemophilum genellikle ekstremiteler gibi daha serin viicut bolgelerini enfekte
eder. Enfeksiyonlarin ¢ogu AIDS hastalarinda goriiliir. Organ nakli, kemik iligi alicilari
veya uzun siireli steroid kullanicilar1 olan bagisiklik sistemi baskilanmis diger hastalarda

da rastlanmistir. Klasik klinik goriiniim, c¢oklu cilt lezyonlar1 veya yumusak doku

13



enfeksiyonlaridir. Enfeksiyonlar ayrica servikal lenfadeniti olan bagisiklik yetmezligi
olan ¢ocuklarda ve pulmoner nodiilii olan bir hastada tespit edilmistir (3).
Mycobacterium szulgai: M. szulgai , yavas iireyen bir mikobakteri olup, 37°C'de
skotokromojenik ve 25°C'de fotokromojeniktir (48). Yumurtali besiyerinde, 37°C’de,
12-28 giin arasinda portakal renkli bazen S, bazen R tipinde olan koloniler olusturur. Isikl

ortamda pigment koyulasir (14).

M. szulgai ile akciger enfeksiyonlarinin klinik goriintiisii TB'den ayirt edilemez
ve genellikle alkol kullanimi, sigara i¢imi ve kronik obstriiktif akciger hastalig1 olan orta
yaslt erkeklerde gelisir. Diger akciger dist klinik belirtiler arasinda hem AIDS
hastalarinda hem de immiinokompetan hastalarda g¢esitli enfeksiyon tablolarina
rastlanmustir (3).

Mycobacterium genavense: M. genavense, mikobaktini J eklenmis sivi ortamda
daha iyi iireyen bir mikobakteridir. Ilk olarak Isvi¢re'nin Cenevre kentinde AIDS'li bir
hastanin kanindan izole edilmistir. M. genavense'in klinik izolasyonu genellikle HIV ile
iligkili veya immiinosupresyonun diger nedenleriyle iliskilidir. Bu mikobakteri, yayilmis
hastaliklar1 olan AIDS hastalarindan ,lenfadenitli bireylerin kemik iligi, karaciger, dalak,
diski ve kan 6rneklerinden ,genital ve yumusak doku enfeksiyonu olan bireylerden izole

edilmistir (49) .

Yavas lireyen ve nonfotokromojen gruba dahildir. Semikantitatif ve 1s1ya direngli

katalaz, lireaz, Tween 80 hidrolizi ve pirazinamidaz deneyleri pozitiftir (50).

Mycobacterium scrofulaceum: M. scrofulaceum, 25 ° C ve 37 ° C'de
skotokromojenik olan yavas iireyen bir mikobakteridir. Bu tiir ismi, mikobakteriler
tarafindan servikal lenf diigiimlerinin enfeksiyonlarini tanimlamak i¢in kullanilan
histolojik “skrofula” teriminden tiiretilmistir. 1980'lerde c¢ocuklarda mikobakteriyel

servikal lenfadenitin yaygin nedeni olarak ortaya atilmistir (51).

Dogada toprakta, musluk sularinda, ¢ig siitte ve siit drilinlerinde
bulunabilmektedir. Insana bulas konusunda ¢esitli yollar oldugu diisiiniilmektedir. M.
scrofulaceum enfeksiyonu g¢ocukluk c¢aginda daha sik olmak {izere eriskinlerde de
goriilebilmektedir (52).

Mycobacterium gordonae: Cok sik karsilagilan ancak patojenik olmayan bir

mikobakteri tiiriidiir (33). Musluk sularinda ve toprakta saprofit olarak bulunur.

14



Balgamda hastalik etkeni olmadan goriilebilir. Kat1 besiyerinde 37°C’de 7-14 giin i¢inde

tirerler. Isikta ve karanlikta sari, turuncu, diizgiin koloniler olustururlar (26).

Mycobacterium shimoidei: Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri grubundan pigmentsiz,
yavag ireyen tlirdiir. M. malmoense ve M. haemophilum ile benzer fenotipik 6zelliklere
sahiptir. Akciger patojeni olarak ilk kez Japonya’da goriilmiistir. Avrupa, Kanada,
Madagaskar gibi bélgelerde de olgular bildirilmistir (53).

Mycobacterium abscessus: Siklikla klinik orneklerden izole edilir. Diinya
capinda su, toprak ve tozda bulunur. Cok c¢esitli enfeksiyonlardan sorumludur. Bu
mikroorganizmalar genellikle cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur, ancak
yaygin hastalik da dahil olmak {izere daha ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler. Altta
yatan kronik akciger hastaligi olan kisilerde ciddi akciger enfeksiyonlari ortaya ¢ikabilir.
Altta yatan solunum rahatsizliklar1 veya bagisiklik sistemi bozulmus diger bireyler
akciger enfeksiyonu riski altinda olabilir. Deri enfeksiyonlarina genellikle M. abscessus
ile kontamine olmus maddelerin enjeksiyonu, kontamine ekipman kullanilmas1 veya

hijyenik gerceklesmeyen pedikiir neden olabilir (53).

Mycobacterium abscessus kompleksine ait mikroorganizmalarin
taksonomisi konusunda tartigsmalar olsa da tiim genom dizileme verileri ti¢ alt tiiriin
varligint giiglii bir sekilde desteklemektedir. Bunlar; M. abscessus subsp. bolletii , M.
abscessus subsp. massiliense ile M. abscessus subsp. abscessus ‘dir (54). M. abscessus

hizli iireyen, pigmentsiz bir mikobakteridir. M. chelonae’ye benzerlik gosterir (55).

Mycobacterium fortuitum kompleksi:M. fortuitum ¢evresel, non-kromojenik
olmayan ve hizli iireyen bir mikobakteridir. Mycobacterium fortuitum kompleks tiirleri,
M. fortuitum, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium porcinum, Mycobacterium
senegalense, Mycobacterium  setense, Mycobacterium  houstonense, Mycobacterium
boenickei, Mycobacterium septicum, Mycobacterium brisbanense ve Mycobacterium
neworleansense dir. M. fortuitum lipopndmoni, gastrodzofageal bozukluklar veya yaygin
hastaliklar haricinde nadiren akciger hastaligina neden olur. Siklikla cilt, yumusak doku
ve kemik enfeksiyonlar ile iliskilidir. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, plastik
cerrahi miidahaleleri veya kalp cerrahisi (sternal yara enfeksiyonlari) sonrasinda
yaygindir. Pedikiir salonlarindaki ayak banyolar1 da M. fortuitum ile iligkili olarak
gosterilmistir (56).
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Mycobacterium chelonae kompleksi: M. chelonae kompleksi M. chelonae ve
¢ diger tiirden olusur. (Mycobacterium franklinii, Mycobacterium
immunogenum ve Mycobacterium salmoniphilum). M. chelonae 6nemli bir insan firsatgi
patojenidir. Musluk suyu veya tath su ve deniz suyu gibi ortamlardan yaygin olarak izole
edilebilen, non-kromojenik, hizli iireyen bir mikobakteridir. En yaygin klinik bulgular
cilt, yumusak doku ve kemik enfeksiyonlaridir. Genellikle enfekte olmus delici yaralar,
kontamine dovme miirekkepleri, plastik cerrahi veya liposuction ile iligkilidir. Yaygin
hastaliklar 6zellikle yiiksek doz steroid alanlarda ve immiin sistemi baskilanmis kisilerde
tanimlanmustir. Enfeksiyonlart ayrica kontakt lens asinmasi (keratit) ile iligkili
olabilir. M. chelonae'nin pulmoner enfeksiyonlar1 M. abscessus enfeksiyonlarindan daha

az yaygindir (3). Kolonileri 7 giin i¢inde olusur ve 22-40°C’de iirerler (26).

2.4. Mikobakterilerin Siniflandirilmasi

Mikobakteriler genel olarak hizli ve yavas lireyenler olmak tizere ikiye ayrilirlar
(57).

Mikobakterilerin siniflandirilmasinda giiniimiizde kullanilan siniflandirmalar su
sekildedir;

Runyon simiflandirmasi: Ernest Runyon tarafindan 1959 yilinda, mikobakteriler;
kiiltiirde tireme hizlari, pigment {retimi ve koloni morfolojilerine gore
smiflandiriimistir(58).(Tablo 1)

Grup | Fotokromojenler: Sadece 1sikta sar1 renkli pigment olusturan
mikobakteriler (M. kansasii, M. marinum),

Grup Il Skotokromojenler: Karanlikta sart veya kirmizi renkli pigment
olusturan mikobakteriler (M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae),

Grup 11l Nonfotokromojenler: Pigment olusturmayan mikobakteriler (M.
avium-intracellulare, M. terrae, M. xenopi),

Grup IV Hizh Ureyenler: Uremek icin bir haftadan daha az bir siireye ihtiyag
duyan hizli iireyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae complex, M.peregrinum,
M.abscessus)(58).
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Tablo 1: Runyon Siniflandirmasi

Kategori

Runyon 1
Fotokromojen

Runyon 2
Skotokromojen

Runyon 3
Fotokromojen
Olmayanlar

Runyon 4
Hizh Ureyenler

Ureme Hizx

Pigment Uretme

Isikta sari-turuncu
pigment iiretimi

Karanlikta ve 1s1kta
sari-turuncu
pigment iiretir

Karanlikta ve 1sikta
pigmentsiz

Karanlikta ve 1sikta
pigmentsiz

I KKK L

Organizmalar

. kansasii

. marinum

. asiaticum

. Simiae

. gordonae

. scrofulaceum
. szulgai

. flavescens
.avium

. intracellulare
. malmoense

. haemophilum
. gastri

. terrae

. triviale

. Xenopi

. fortuitum

. peregrinum

. abscessus

. chelonae

. thermoresistible

Woods ve Washington Simiflandirmasi: 1987°de klinik 6nem kazanan diger

mikobakterileri de i¢ine alan klinik ve molekiiler uyumlu bir siniflandirma yapmislardir

(Tablo 2):

- Klinik 6nemi olan mikobakteriler,

- Insana potansiyel patojen tiirler,

- Insana nadiren patojen saprofitik tiirler(59).
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Tablo 2: Woods ve Washington Siniflandirmasi

Klinik 6nemi olan
mikobakteriler

. tuberculosis kompleks
. tuberculosis

. bovis (M. bovis BCG)
. africanum

. microti

. canetti

Insanda potansiyel patojen
olan mikobakteriler

L £ £ L £ L 2 25 5 K25 25 5Ltk £ kg

. avium-intracellulare kompleks
. kansasii

. fortuitum-chelonae kompleks
. scrofloceum

. Xenopi

. szulgari

. malmoense

. simiae

. genavense

. marinum

. ulcerans

. haemophilum

. celatum

insanda nadiren hastahk
yapan saprofitik tiirler

=L 2 £ £ L L

. gordonae

. asiaticum

. terrae-triviale komp.
. shimoidei

. gastri

. nonchromogenicum
M.

Orta hizda
iireyenler

Yavas iireyenler

M. flavescens

paratuberculosis

Hizh iireyenler
M. thermoresistible
M. smegmatis
M. vaccae
M. phlei

M. parafortuitum
kompleks

2.5.

Mikobakterilerin Laboratuvar Tanisi

2.5.1. Orneklerin Alinmasi ve islenmesi

Mikobakterilerin mikrobiyolojik tanis1 i¢in uygulanmasi gereken bazi prosediirler

vardir. Taninin dogru yapilabilmesi i¢in Oncelikle 6rnegin uygun sekilde alinmasina
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dikkat edilmelidir. En sik kullanilan 6rnek balgamdir ve birbirini takip eden 3 giin sabah
balgami seklinde alimmalidir. Uygun steril kapakli tiipler kullanilmalidir. Balgam
haricinde bronkoalveolar lavaj (BAL), aglik mide suyu (AMS)), idrar, steril viicut sivilari,
doku, diski gibi gesitli klinik 6rnekler de kullanilabilmektedir (60).

Mikobakterilerin izolasyonu i¢in klinik 6rneklerin normal floralarint ve 6rnek
alinma sirasinda  olusabilecek  kontaminasyonlari en aza indirmek igin
homojenizasyon/dekontaminasyon islemleri uygulanmalidir. Bakteri yogunlugunu
arttirmak i¢in konsantrasyon islemi uygulanir (9).

Gilinlimiizde rutinde en sik kullanilan homojenizasyon/dekontaminasyon yontemi
N-asetil-L-sistein (NALC)-Sodyum hidroksit (NaOH) yontemidir. Bu yontemde NALC
mukolitik, NaOH dekontaminant ve sodyum sitrat klinik 6rnekte bulunabilecek agir metal
iyonlarini tutarak NALC’in inaktive olmasini engellemek amaciyla kullaniimaktadir.
Ornegin hacmine esit miktarda NALC-NaOH eklenerek, vorteks ile iyice karistirilir ve
15 dakika beklenir. Bekleme islemi tamamlandiktan sonra fosfat tamponu uygulanarak
notralizasyon saglanir. Santrifiij uygulanarak elde edilen ¢okelti sonraki basamaklarda
kullanilmak tizere alinir (61).

Giliniimiizde homojenizasyon/dekontaminasyon yontemi olarak kullanilan
Zefiran-trisodyum-fosfat yontemi, Oksalik asit yontemi, Setilpridinyum klorid-sodyum
klorid yontemi, Stlfiirik asit yontemi gibi yontemler de mevcuttur (62).

2.5.2. Mikroskobik inceleme

Klinik 6rneklerde ARB aranmasi amaciyla kullanilan mikroskopi hizli bir sekilde
uygulanabilen, diisiik maliyetli, zahmetsiz bir yontemdir. Her diizey tan1 laboratuvarinda
uygulanabilen bu yontemin en 6nemli dezavantaji aside direngli basilin goriilebilmesi
igin, 6rnekte 5.000—10.000 basil/ml olmas1 gerekmesi ve yontemin duyarliliginin diisiik
olmasidir (19).

Mikobakterilerin mikroskopisi i¢in iki tip boyama yontemi gelistirilmistir. Karbol
fuksin boyama (Ehrlich Ziehl-Neelsen (EZN) veya Kinyoun) ve florokrom boyama
yontemleri.

Karbol Fuksin (Ehrlich Ziehl-Neelsen ve Kinyoun): Karbol fuksin boyama
metotlarinin duyarlilign %22-80’dir. En sik kullanilan karbol fuksin metodu Ehrlich-
Ziehl-Neelsen (EZN) metodudur. (Sekil 2) Bu yontemde, kaynamayacak sekilde alttan

1sitma ile preparat hazirlanir (14).
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Sekil 2:Ehrlich-Ziehl-Neelsen Boyama

Kinyoun boyama yontemi EZN y6ntemine benzer, fakat kullanilan karbol fuksin
ve fenol konsantrasyonu artisi sayesinde 1sitma iglemi yapilmayan bir boyama yontemidir
(soguk karbol fuksin boyama) (63).

Florokrom Boyama (Rhodamine-Auramine): Florokrom boyama metotlarinin
duyarliligt %52-97dir. En sik kullanilan florokrom boyama metodu ise auramin-
rodamindir. Bu metotta 40x biiyiitme yeterlidir (47). Florokrom boyamada ana ilke
fenollii fuksin yerine floresan boyalarin, mikobakterilerin lipitten zengin hiicre duvarina

baglanarak, goriiniir hale gelmesini saglamaktir (sekil 3) (15).

Sekil 3:Auramin-rhodamine boyama

Auramin-rhodamine boyama (ARB) yontemi EZN’ye gore daha hassastir ve kisa
zamanda genis bir tarama imkan1 vermektedir (64). Sonuglar1 yorumlarken her ARB
negatif sonucun hastanin TB olmadigi anlamina gelmedigi bilinmelidir. Yiksek

ozgiilliige ragmen her pozitif sonu¢ da TB anlamma gelmeyebilir. Pozitif sonug¢larin
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herhangi bir TDM de olabilecegine dikkat edilmelidir. Sonuglar klinik bulgular ve diger
tanisal testlerle birlikte yorumlanmali ve kiiltiir ile dogrulanmalidir. Yayma pozitif
bulunan preparatlar, kalite kontrol acisindan en az kiiltiir sonucu ¢ikana kadar ya da 3 ay

stire ile saklanmalidir (19).

2.5.3. Kiiltiir Yontemleri

Mikobakterilerin tanisinda kiiltiir gliniimlizde hala altin standart olarak
goriilmektedir. Kiiltiir yontemleri ge¢ sonuglanmasina karsin direkt mikroskopiden daha
duyarlidir (65).Mikobakteri izolasyonunda kullanilan besi yerleri kati ve sivi olarak ikiye

ayrilir (60). (Sekil 4)

VR
Kiltar Besiyerleri

Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri

~ ~
N

Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi
Besiyerleri Besiyerleri Sistemler

T T T -

e Lowensteisn Jensen ®  Middlebrook 7H10 e  Middlebrook 7H9 ®  Mact/Alert 3D

Yumurta Temelli

e Ogawa e Middlebrook 7H11 @  MGIT Manuel e MGIT 960
N A4 % o \VersaJREC

Sekil 4: Kiiltiir Besiyerleri

Kiiltiirde tireme sansin1 arttirmak icin sivi ve kati besiyeri beraber kullanilmalidir.
Sivi besiyerleri mikobakteriler digindaki diger bakterilerin iiremelerine de imkan
verdiginden tek basina kullanimlari uygun degildir. Siv1 besiyerlerinde lireme kati
besiyerine kiyasla daha hizl1 gergeklesir. Kat1 besiyeri siv1 besiyerine gore iireme hizinin
gozlemlenebilmesi ve lireyen kolonilerin sekli pigmenti acisindan degerlendirilebilmesi
bakimindan daha avantajlidir. Kati besiyerinin sivi besiyerine gore avantajlari ise koloni
morfolojisinin ve tireme hizinin gozlenmesi, birden fazla mikobakteri tiirii ile olusan
enfeksiyonlarin fark edilmesi ve siv1 besiyeri kiiltiirleri kontamine oldugu zaman yedek

olarak kullanilmasi olarak siralanabilir (7).
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2.5.3.1. Kat1 Besiyeri

Kat1 6zellikteki besiyerleri yumurta bazli ve agar bazli olarak iki sekildedir.

Yumurta Bazh Besiyeri

Mikobakteriyel olmayan mikroorganizmanin inhibitorii olarak malakit yesili
iceren Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri en yaygin kullanilan kat1 besiyeridir. Ozellikle
balgam kiiltiirii i¢in yumurta bazli ortam kullanilir. LJ kullanici tarafindan hazirlanabilir
veya ticari olarak elde edilebilir. Gliserol i¢eren LJ, M. tuberculosis biiytimesini
desteklerken, gliserol igermeyen ancak sodyum igeren LJ, M. bovis biiylimesini arttirir.
Buharlasma ve kontaminasyon ihtimalini en aza indirmek icin tlip kapaklar1 sikica
kapatilarak buzdolabinda birkag ay saklanabilir (66).

Agar Bazh Besiyeri

Bu besiyerleri egik tiiplerde hazirlanir ve kontaminasyon ihtimali yumurta bazli
besiyerinden daha azdir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en sik kullanilan agar
bazli besiyerleridir ve genellikle laboratuvarda ticari olarak hazirlanir. Seffaf bir
besiyeridir. inkiibasyondan bir hafta sonra mikroskop yardimiyla koloniler saptanabilir
(66).

2.5.3.2. Siv1 Besiyeri

Sivi besiyerleri kat1 besiyerlerine gore oOnemli bir zaman avantaji saglar.
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri 7-14 giinde sonug verebilmesine karsin , Middlebrook
7H11 agarda 18-28 giin veya LJ besiyerinde 21-42 giin gibi siireler gerekebilmektedir.
Ancak wuzun siire saklanamamalari, maliyetlerinin uygun olmamasi ve koloni
morfolojilerinin goriillememesi dezavantajlaridir (60).

The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Onerisine gore
mikobakterilerin birincil izolasyonunda sivi besiyerleri ile kati besiyerleri beraber
kullanilmalidir (67).

Hazir Kiiltiir Sistemleri

Tiiberkiilozun tanisinda rutinde hizli kiiltiir yontemleri de kullanilmaktadir. Bu
sistemlerde hizli mikobakteri iiremesi saglanmakta iken mikobakteri izolasyon sansi da
artmaktadir (68).

Hizli tan1 sistemlerinde genellikle gaz basincindaki farkliliklar, oksijen harcamasi
ile karbondioksit iiretimi baz alinarak 6l¢iim yapilir. Bu sistemlerden bazilari; BACTEC

460 TB, BACTEC MGIT 960, BacT/ALERT 3D dir.
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Hizli kiiltiir sistemlerinden biri olan yar1 otomatize Bactec 460 TB (Becton
Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks, MD) sistemi, izolasyon, identifikasyon ve
duyarlilik testlerinin uygulandigi bir sistemdir ve uzun yillardir rutin tanida
kullanilmaktadir. VersaTREK (ESP Culture System- Trek Diagnostics, Inc.,Westlake
Ohio), MB/Bact T (bioMerieux, Hazelwood, Mo.) , Bactec 9000 MB (BD
Biosciences,Sparks,MD) ve Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960
(BD Biosciences,Sparks,MD) mikobakterilerin tanisi i¢in gelistirilmis tam otomatize
sistemlerdir (69).

2.5.4. Biyokimyasal Testler
2.5.4.1. Niasin Testi

Niasin riboniikleotid tiim mikobakterilerde iiretilir ancak bazi mikobakteriler (M.
tuberculosis, M. simiae, M. chelonae’ nin bazi suslari gibi) niasini, nikotinamid adenin
dintikleotide (NAD) déniistiirecek enzimi bulundurmaz (70).

Bu test M. tuberculosis ile baz1 M. simiae ve M. chelonae izolatlarinin, besiyerinde
niasin birikimine sebep olmalari ve bu niasinin ¢esitli kimyasallarla ortaya ¢ikarilmasiyla

gerceklestirilir. Niasin testi 1s1ya stabil katalaz testi ve nitrat testiyle desteklenmelidir (8).

2.5.4.2. Katalaz Testi

Mikobakterilerde katalaz enzimi varligini aragtirmak i¢in yapilir. Katalaz enzimi
hidrojen peroksidi (H202) su (H20) ve oksijene (O:) pargalar. Oksijenin olusumu hava
kabarciklarinin agiga ¢ikmasiyla belli olur. Kiimeli mikobakterilerin birbirlerinden
uzaklagsmalarini ve bulundurduklar1 enzimin ortaya ¢ikmasini saglamak igin test Tween
80 ile kullanilir (8).

Biri semikanitatif test digeri 1siya stabil katalaz testi olmak iizere iki test
uygulanir. Semikantitatif test mikobakterileri, hava kabarciklarinin yiiksekliginin 45mm
altinda veya {istiinde olmasina gore degerlendirilerek diisik katalaz reaksiyonu
olusturanlar ve yiiksek katalaz reaksiyonu olusturanlar olmak iizere iki gruba ayirir (71).
Is1 tolerans testinde, baz1 katalaz enzimi c¢esitleri 68°C’ de 20 dakika 1siya maruz
birakildiginda etkinligini kaybeder. Enzimin sicaklik yardimiyla inaktive edilmesi bazi
mikobakteri tiirlerinin ayirt edilmesinde degerli bir tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir
(50).

2.5.4.3. Pirazinamidaz Testi

pncA geni tarafindan kodlanan pirazinamidaz enziminin etkin olabilmesi i¢in aktif

forma doniismesi gerekmektedir (72).
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Pirazinamidaz enzimi pirazinimidi pirazinoikasit ve amonyaga ayrigtirir.Ortama
eklenen kimyasallarla pirozinamik asit tespit edilir. Bu test ile M. tuberculosis, M. avium-
intracellulare ve M. marinum pozitif sonug verirken, M. bovis ile M. kansasii negatif

sonug vermektedir (29).

2.5.4.4. Ureaz Testi

Mikobakterilerin iireyi amonyak ve CO2’e ¢evirebilme 6zelligi skotokromojen ve
kromojen olmayanlarinin  tamimlanmasinda yardimci olabilir.  Mycobacterium
scrofulaceum {iireaz pozitif iken,M. avium ve M. intracellulare iireaz negatiftir.
Ureaz testi ozellikle pigment olusturabilen M. avium suslarinin tanimlanmasinda

faydalidir (29).
2.5.4.5. Macconkey Agarda Ureme Testi

Sadece M. fortuitum ile M. chelonae MacConkey agarda iireme gosterdiginden

bu iki tiiriin diger mikobaterilerden ayrilmasini saglar (29).

2.5.4.6. Nitrat Rediiksiyon Testi

Mikobakteriler tarafindan nitratin nitrite nitrorediiktaz enzimiyle indirgenmesi
Ozelliginden faydalanilan testtir. Nitrat rediiksiyonu testi; koloni morfolojisi, ireme hizi
ve pigment liretme 6zellikleri benzer mikobakterileri birbirinden ayirmada kullanilir. M.
tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, bazi saprofit nonkromojenler, M. smegmatis ve M.
fortuitum grubu nitrat rediiktaz pozitiftir (8).

2.5.4.7. Tween 80 Hidroliz Testi

Yavas iireyen TDM tiirlerinin ayriminda kullanilir. Baz1 mikobakteri tiirlerinin
irettigi lipaz enzimi Tween 80 deterjanina etki ederek hidroliz eder ve ona bagl olan
notral kirmizis1 da ayrilmis olur. Besiyeri kirmizi renge doner bu sekilde tanimlama
yapilir (71).

2.5.5. Molekiiler Testler

Klasik tan1 yontemleri giiniimiizde rutin ¢aligmalarda hala kullaniliyor olmakla
birlikte, duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin diisiik olmasi ve uzun siirmeleri gibi nedenler
ylziinden molekiiler yontemlere ihtiya¢ kagmilmazdir. Molekiiler yontemler klinik
orneklerde tani siiresinin kisalmasi, etkenin tiir diizeyinde tanimlanmasi, tiplendirilmesi,
ilag direncinin ortaya konmasinda kullanilmaktadir (73). Mikobakterilerin molekiiler

tanisinda bir¢ok yontem kullanilmaktadir.
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2.5.5.1. MALDI-TOF MS (Kiitle Spektrometresi)

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF) yontemi ile bakteri genomundaki protein dizilimleri ortaya ¢ikarilarak
bakteri tanimlamas1 yapilabilmektedir. Bakterilerin tanimlanmasinda MALDITOF MS
kullanimini ilk ortaya atan 1975 yilinda Anhalt ve Fenselau olmustur (74).

2.5.5.2. Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri

Niikleik asit amplifikasyon yontemlerinden olan ve DSO tarafindan tavsiye edilen
Xpert MTB/RIF testi, tan1 amach kullanilan ve molekiiler laboratuvara ihtiyag
duyulmayan bir testtir. TB i¢in duyarlilig1 ve 6zgiilliigi yiiksektir (19).

Niikleik asit yontemlerinden Transkripsiyona Bagli Cogaltma (Transcription
Mediated Amplification (TMA) yonteminde ¢ogaltilmasi hedeflenen niikleik asit
ribozomal RNA’dir. Test tek tiipte gerceklestirildiginden kontaminasyon riski azdir. Ayni
zamanda 1s1 dongii cihazi gerektirmemesi ve 2 saat gibi bir siirede sonlanmasi da testin
avantajlaridandir (75).

Line prob teknolojileri de TDM’lerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.
“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
kullanilmaktadir (76).

Zincir ayristirma amplifikasyon (strand displacement amplification=SDA)
yonteminde 16S rRNA geniyle calisilmaktadir. Bu testin 6zgiilligi %8594 arasinda
bulunmustur.

2.5.5.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi yontemi mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda
giivenilir bir yontemdir. Ancak uygulamalarinda zorluklar mevcuttur. Yontemin hizli ve
kesin sonuglarina karsin yiikksek maliyeti dezavantajidir (77). Bu yontemde degisken
genomik bolgelerin DNA dizilimi, mikobakterilerin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasin1 saglarken, bu yontem heniiz kaynagi kisith iilkelerde rutinde kullanima
uygun degildir. DNA sekanslama yontemleri, tiire 6zgli niikleotit sekanslarinin
belirlenmesine dayanir. Bunlar daha sonra kurum i¢i veya ticari olarak temin edilebilen
veritabanlarindan bilinen kalite kontrollii sekanslarla karsilastirilir (78). Bu deneyler, bir

ya da daha fazla genin amplifikasyonuna dayanmaktadir (16S rRNA
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genleri, rpoB , gyrB , hsp65 , secAl, 32-kDa 'lik proteini ya da 16S-23S rRNA gen
aralig1). Otomatik siralayicilar ve tecriibeli personel gerektiren sistemde uygun kosullar
altinda sekanslama 1-3 giin i¢inde sonuglandirilabilir (79).

2.5.5.4. Single-Stranded Conformation Polymorphism Analysis

“Single-stranded conformation polymorphism analysis” (SSCP) yontemi,
mikobakterilerin identifikasyonunda DNA dizilerindeki farkliliklar1 arastiran bir
yontemdir. Yontem farkli genomik varyantlar1 tanimlamaya olanak saglar. Bu yontem
mutasyonlarin hizli analizi i¢in tercih edilir ve ydntemde istenen genin PCR ile
cogaltilmis kiiciik dizileri kullanilir.Bu ¢ogaltilmis dizilerin denatiire edilmesi ile dnce
tek zincirler elde edilir.Tek zincirler renatiire edilir. Bu esnada ayr1 dizilerdeki parcalar
degisik tersiyer konformasyonlar olustururlar. Elektroforez sirasinda ikincil ve ti¢iinciil
yapilarin olusumuna rastlanir. Bu pargalar elektroforez ile ayristirildiginda, pargalarin
farkli hizlarla hareket ettigi goriiliir. Bu yontemle PCR sonrasinda SSCP analizi sonucu
kisa siirede alinabilmekte, ayn1 anda ¢ok sayida ornek test edilebilmektedir. Hizli bir
yontemdir (80).

2.5.5.5. DNA Microarray
Bu teknoloji, birbirine komplementer dizilerin  hibridizasyonu ve

goriintiilenmesini temel alir. Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda ve ilag
direnci saptanmasinda kullanilabilir. TB tanisiyla ilgili kullanimi heniiz arastirma
asamasindadir. Ancak ilag direnci iizerine yapilan ¢esitli ¢alismalarda dizi analizi ile

uyumlu sonuglari rapor edilmistir (81).

2.5.5.6. Pirosekanslama

Pirosekanslama (Biotage, Upsala, Isve¢) DNA yapimu sirasinda pirofosfat (PPi)
salinimini ortaya koyan yar1 otomatize bir DNA dizileme teknigidir. Olusan enzimatik
tepkime 151k olarak agiga ¢ikmakta ve bu 11k luminometrik olarak Slgiilebilmektedir.

Aciga ¢ikan 15181n miktar1 baglanan niikleotidlerin sayisi ile orantilidir (82).

2.5.5.7. Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)

Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) diger adiyla PCR-REA
(Restriksiyon enzim analizi) (PRA) yontemi ilk olarak 1992 yilinda Plikaytis ve
arkadaglar tarafindan gelistirilmistir (83).

Bu yontemle mikobakterilerin tiplendirilmesinin kisa siirede gerceklestirilmesi
hedeflenmistir. Yontemde en fazla kullanilan gen bolgeleri hsp65, rpoB, 16S rDNA
bolgeleridir ve yontemin temeli bu bolgelerin restriksiyon enzimleriyle kesimlerine

dayanmaktadir (82). Bu yontem tiim mikobakteriler i¢in ortak olan primerlerin PCR ile
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cogaltilmasi sonucunda elde edilen tiriinlerin restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilmesi
ve elektroforezde goriintiilenmesi temeline dayanir (84).

Restriksiyon enzimleri gerekli olan DNA molekiillerinin hassas ve tekrar
edilebilir sekilde kesilmesini saglar. Gen klonlamada kullanilan cesitleri tip II
restriksiyon endoniikleazlardir ve bu enzimlerin temel 6zelligi her bir enzimin DNA
molekiiliinii kestigi spesifik bir tanima dizisine sahip olmasidir (85).

Yiiksek ayrim giicii ve tekrarlanabilirliginden dolay1r bu yontem son 15 yilda

yaygin olarak kullanilmistir (66).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Aletler
Etiiv 37C ° (Termal)

Buzdolabi (Argelik)
Derin Dondurucu (Niive)
Otoklav (Thermal)
Vorteks karigtirict (VSM-3)
Mini Santrifiij (Isolab)
Santrifiij (Isolab)
Hassas terazi (BEL)
Biyolojik kabin (Bilser Class 1)
Termal Dongii Cihazi (Labnet)
Elektroforez Tank1 ve Gii¢ Kaynagi (Major Science)
UV goriintiileyici
Su banyosu (Termal)
Calkalay1p 1sitict (Benchmark)
Cryovial Tiip (2 ml)
Cam boncuk
PCR tiip (0.5 mL -1,5 ml)
Otomatik Pipetler (10-100-1000 ul) (Isolab)
Pipet ucu (1-20-1000 pL)
3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Lowenstein-Jensen Besiyeri

3.1.3. Kimyasal Maddeler
Alkol
Camasir suyu
Agarose (sigma)
Tris (sigma)
Borik Asit (merck)
EDTA (sigma)
Etidyum bromiir (Thermo Scientific)
Asetik asit (merck)
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Kullanilan ¢ozeltiler;
Agaroz jel:

2 gr agaroz (sigma)
100 ml 1x TBE Buffer

Erlen igerisine 2 gram agaroz tartildiktan sonra tizeri 100 ml TBE ile tamamlanarak

mikrodalga firinda orta sicaklikta 4 dakika bekletilerek eritildi.
10 X TBE Buffer (500 ml):

54 gr. Tris

27,5 gr Borik asit

3,7gr. EDTA

10 gr NaOH

Tartilip karigtirilarak eritildi, pH:8 ‘e ayarlandi

0,5M EDTA:

3,724 gram EDTA

EDTA tartild1. Uzeri 20 m1’ye tamamlandi.ph:8 ‘e ayarlandi.
Etidyum Bromiir:

Smg etidyum bromiid 1 ml distile su ile karigtirildi.

Kullanilan agaroz jel miktarina gore her jele 15-18 pl uygulandi.

3.2.  Yontemler

3.2.1. Bakteri Izolatlari

Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Ankara Atatiirk Gogiis
Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi Egitim Aragtirma Hastanesi’nden goniilliilik esasina
dayali olarak temin edilen 34 adet TDM izolatinin ve 14 adet referans susun Lowenstein
Jensen besiyerlerine ekimi yapildi. Haftada iki kez tireme kontrolleri yapilarak lireme

zamanlar1 ve koloni morfolojileri kaydedildi. (Sekil 5)
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Sekil 5: Lowenstein Jensen besiyerinde tireme

3.2.2. DNA izolasyonu

Kiiltiirde iiretilmis orneklerden DNA izolasyonu kaynatma yontemiyle yapildi
(86). 1 ml steril distile su iceren mikrosantrifiij tiip igerisine LJ besiyerinde tretilmis
bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak siispansiyon haline getirildi. Vorteks ile
karigtirlldiktan sonra 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan kisim
atildi. 500 ul TE tamponu (10mM Tris (pH: 8.0)1 mM EDTA) eklendi.2.000xg’de 20
dakika santrifiij edildi. Siipernatan kistm atildi. Uzerine 300 pl TE tamponu
eklendi.2.000xg’de 20 dakika santrifiijiin ardindan siipernatan kisim atildi. 250uL steril
distile su eklendi. Kaynar su banyosunda 20 dakika bekletilerek bakterilerin parcalanip,
DNA’nin agiga ¢ikmasi saglandi. 2.000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek, bakteri
artiklariin ¢okmesi saglandi. Kalip DNA’ y1 igeren siipernatan kisim alinarak steril tiip

igerisine konuldu. Ornekler kullanilincaya kadar -40°C’de saklandh.

3.2.3. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakterilerin hsp65 Gen Bélgelerinin PCR ile
Cogaltilmasi

TDM DNA’lar1 hsp65 gen bolgelerinden PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltma iglemi igin
kullanilan 50 pl PCR reaksiyon karigimi (10Xbuffer Sul,25 mM MgCl: Sul, ANTP 1ul,
Primer  Tbh11(5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) 0,5ul, primer Tbl2 (5-
CTTGTCGAACCGCATACCCT) 0,5ul, taq polimeraz ,0,2ul dH20) hazirlandiktan
sonra tiiplere 40 pl olacak sekilde dagitildi. (Tablo 3) Uzerlerine 10’ar ul izole edilen
ornek DNA’lar1 eklendi. Karigimin eklendigi reaksiyon tiipleri Thermal Cycler cihazina
yerlestirilerek 44 dongii (94 C°’ de 3 dakika, 94°C’de 1 dakika 58 C° ‘de 1 dakika
72C° ‘de 1 dakika 30 saniye 72C°’de 4 dakika) reaksiyon kosullarina gore amplifikasyon
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gerceklestirildi. (Tablo 4) Dongii tamamlandiktan sonra amplifikasyon tiriinleri agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilerek 441 bg uzunluklar dogrulandi.

Tablo 3: PCR Reaksiyon Karigimi1

pl’deki hacim 10 ornek icin hacim

Distile su dH:0 27,8 278

MgCl, 5 50

dNTP 1 10

10xBuffer 5 50

Primer | 0,5 5

Primer |1 0,5 5

Taqg polimeraz 0,2 2

DNA miktar 10 -

Toplam Hacim 50 400

Tablo 4: PCR Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Siire

94 Ce 3 dakika

94 Co 1 dakika

58 Ce 1 dakika

72 Co 1 dakika 30 saniye
72Ce 4 dakika

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi
Elde edilen iiriin %2 agaroz jelde 1xTBE yiikleme tamponu eklenerek gii¢
kaynagina bagland1 (Major Science) ve 90 V’da 1 saat yiiriitiildii. Transiliminatorle

bantlar gozlendikten sonra goriintiiler kaydedildi.

3.2.5. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi

Enzim kesimi i¢in BstEIIl ve HaEIIl enzimleri kullanilarak karisim hazirlandi. Her
iki enzim i¢in ayr1 ayri hazirlanan karisimlara ¢alisilacak her 6rnek i¢in 2 pl enzim
tamponu, 1pl enzim konuldu. Hazirlanan karisim tiiplere dagitildi. Tiiplerin tizerlerine 10

ul PCR iirlini eklendi. Karigimlar bir gece 37C°de bekletildi.
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BstEII stok soliisyonu: HaEIII stok soliisyonu:

BstEll enzimi 1 pul HaEIIl enzimi 1 pul

Buffer 2 ul Buffer 2 pl

PCRiiriini 10 pl PCR iiriinii 10 pl

3.2.6. Enzim Kesimi Sonrasinda DNA Fragmanlarinin Degerlendirilmesi
Enzim kesim isleminden sonra TIBO jel (Tamisal Inovatif Biyoteknoloji
Organizasyonu, Istanbul) Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ’ den temin edilmistir. Jel iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirland: ( http://www.tibobio.org/).

Yiikleme taponu olarak 10XTAE tamponu kullanildi. 3ul SYBR gold 15ul enzim
kesim riiniiyle karistirilarak  yiiklendi. Jel ORTE (Observable Real-Time
Electrophoresis, TIBO, Istanbul) cihazina yiiklendi. 45 dakika 100 Voltta siirekli izleme
ve 5 dakikada bir goriintii kayd:1 yapilarak yiiriitme tamamlandi. Her yliriitmede uygun
belirtegler ve kontrol sus olarak M. tuberculosis H37Ra kullanildi. Elde edilen sonuglar
cesitli kaynaklardan olusturulan referans algoritmayla (Tablo 5) degerlendirildi
(87)(88)(89)(84)(90).

Tablo 5: Restriksiyon Enzim Kesim Bolgelerine Gore Mikobakteri Tir Tanimlama

Cetveli

BstEII HaElll Mikobakteri Tiirii
195 /90/60 M.confuentis |
180/145 M.gilvum 1
175/90/60 (190/80/60) M.gadium |
175/90 M.tusciae |
175/85/60 M.gallinarum I
170/130 (180/140) M.triviale |
160/90/60 M.vaccae |
160/85/55 M.flavescens |11
440 145/130 M.simiae V
(442/ Kesim YoK) | 145/130 M.florentinum |

145/130 (150/130)

M.lentiflavum |

145/90/60 (160/80/60)

M.parafortuitum |

145/90/60/50 M.komossense |
145/70/60/55 M.brumae I
140/100/60/50 M.holsaticum I
140/60/50 M.novocastrense |
140/55/50 M.flavescens I

135/130/65 (140/80/70)

M.duvalii |
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130/115/70/60

M.aurum 11

130/105/70 (140/105/70)

M.szulgai |

125/105/60

M.nebraskense |

BstEII HaElll Mikobakteri Tiirii
265/130 M.leprae |
200/70/60/55 M.immunogenum I
200/70/60 M.aichiense |
200/60/55/50 (210) M.chelonae |
160/110 (175) M.haemophilum I
145/70/60/55 (160/170) M.immunogenum |
3207130 140/130/50 M.elephantis |

(325/140)
140/95/80 M.cosmeticum |
140/90/80 M.canariasense |
140/65/60 (155/85) M.mucogenicum I
130/115/60/50 M.botniense |
125/95/80 M.lacus |
130/60 M.gordonae
245/140 M.fluoranthenivorans |
195/70/60/50 M.aichiense |
185/145 M.fallax |
185/140 M.terrae 1l
180/160/55 M.frederiksbergense |
180/130 (190/140) M.terrae |
175/90/60 M.sphagni |
170/140 (180/150) M.neoaurum |
170/140 M.parafortuitum |1
160/125/60 (175/120/60) M.rhodesiae |
145/140/60 (190/140) M.diernhoferi |
145/130/60 M.monteflorense |
145/130 (150/130) M.lentiflavum 11
145/130 M.simiae IV

(gggﬁig) 145/130/50 M.triplex |
145/80/60 M.aubagnense |
145/75/60 M.arupense |
145/65/60 M.mucogenicum Il
145/65/60 M.phocaicum |
145 M.cookii |
140/135/50 M.pulveris |
140/80/60 (155/85/60) M.chitae |

140/90/60 (155/85)

M.mucogenicum I11

140/90/60 M.nonchromogenicum 11
140/60/50 M.terrae 111

130/115/60 (140/115/65) M.gordonae IV
130/110/70/60 M.gordonae VIII
130/110/70 M.kumamotonense |

130/95/75/60 (140/100/80)

M.kansasii V
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125/105 (140/105)

M.genavense |

140/65/60 M.chelonae I
BstEIlI HaElll Mikobakteri Tiirii
225/110 M.shotsii |
200/90/60 M.moriokaense |
200/70/60/50 (210/70) M.abscessus 11
200/70/60/50 M.bolletii |
200/70/60/50 M.massiliense |
190/105/80 M.ulcerans Il
185/130 M.genavense |1
185/130 (200/135) M.simiae |
180/135/70/50 M.thermorresistibile |
180/100/50 M.hassiacum |
160/95/50 M.poriferae |
160/60/50 (180/60/55) M.austroafricanum I
160/60/50 M.vanbaalenii |
155/140 M.simiae Il
145/140/100/50 M.peregrinum |
145/140/75 M.parascrofulaceum V
145/130/95 M.scrofulaceum I
145/130/60 M.parmense |
145/130 M.avium s. avium 111
145/130 M.interjectum I
(2135%2210(; 145/130 M.intermedium |
145/130 M.intracellulare 111
145/130 M.saskatchewanense |
145/130 M.seoulense |
145/130 M.simiae VI
145/110/80 M.pseudoschottsii |
145/105/80 M.malmoense Il
145/105/80 (160/115/80) M.marinum I
145/105/80 (200/115/80) M.ulcerans |
145/105 M.bohemicum I

145/70/60/55 (160/70)

M.abscessus |

145/125/100/50 (155/150/100)

M.peregrinum Il

140/125/100/50 (150/125/100) M.porcinum |
140/125/100/50 M.septicum |
140/125/60/50 M.boenickei |
140/125/60/50 M.senegalense 111
140/115/70 M.terrae IV
140/105/80 M.intracellulare 11
140/100/60 M.kubicae |
140/90/60 M.chlorophenolicum |

140/90/60/55 (150/80/60)

M.chubuense |
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BstElI

235/130/85
(245/140/85)

140/90/60

M.conspicuum |

140/90/60

M.obuense |

140/80/60/50 (150/80)

M.phlei |

130/115

M.gordonae V

130/115 M.heidelbergense |
130/115 M.interjectum I1
130/105/80/60 M.branderi |
130/105/80 M.kansasii |
130/105/60 M.avium s. avium Il
130/105/60 M.colombiense |
130/105 M.avium s.avium |
130/105 M.avium s. paratuberculosis |
130/105 M.avium s. silvaticum |
130/95/80 M.parascrofulaceum il
130/95 M.palustre |

130/80/60 M.celatum 1
120/115/110 M.intracellulare IV
115/105 M.asiaticum |

HaElll Mikobakteri Tiirii
180/160 M.doricum 1

175/80 M.aurum I

160/145/60 M.agri |

160/90/60 M.monacense |
145/140/100/60 M.peregrinum 11
145/130 M.simiae Il
145/125/60 M.goodii |

145/125/60 (145/100/50) M.mageritense |
145/125/60 (160/130/60) M.smegmatis |
145/100/50 M.alvei |

145/80/60 M.murale I
145/125/60/50 M.senegalense 11
145/125/60 M.wolinski |
140/120/95 (160/90/60) M.gordonae VI
140/105/70 M.shimodoi |
140/80/60 M.hodleri |

140/80/60 (150/80/60) M.tokaiense |
130/105/80 M.celatum 11
130/105/70 (140/105/70) M.gastri |

130/105/70 M.kansasii VI

130/105 (140/105) M.kansasii Il
130/95/70 M.kansasii 111

130/95 M.parascrofulaceum IV
150/110/70 M.shimodei |
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BstELlI HaElll Mikobakteri Tiirii
160/115/60 M.gordonae 1X
160/105/60 M.heckeshornense |
155/110 M.gordonae VII
145/130/60 M.chimaera |
145/130/60 M.intracellulare |
235/120/100 145/130 M.lentiflavum 111
(245/115/100) 145/105/80 M.malmoense |
140/125/100 M.brisbanense |
140/160 (150/65) M.hibemiae |
130/115 (170/115) — (140/120) M.gordonae Il
130/110/95 M.gordonae X
145/140/100/55 M.fortuitum
215/110 (235/115) M.gordonae 11
180/140/50 M.senegalense 1V
160/115/60 (170/115/60) (160/90/60) M.gordonae |
160/105/60 (170/105/60) M.xenopi |
150/130/70 (160/140/70) M.tuberculosis complex |
145/130 M.sherrisii |
145/120/60/55 (155/135) M.fortuitum |
235/120/85 145/120/60/55 M.fortuitum acetamydolyticum I
(245/115/80) 145/60/55 (160) M.nonchromogenicum |
140/125/60/55 M.conceptionense |
140/125/60/55 M.farcinogenes I
140/125/60/50 M.houstonense |
140/125/60/50 M.neworleanense |
140/125/60/50 (200/150) M.senegalense |
140/125/60/55 (150/135/60/55) M fortuitum 11
(140/120/100/55)
140/95 M.parascrofulaceum |
135/90/85 M.fortuitum I11
130/115/75/60 (140/115/70) M.kansasii IV
235/120/85 130/90 M.gordonae
(245/115/80) 130/95 M.lentiflavum 1V
130/95 M.parascrofulaceum Il
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Ankara
Atatiirk GOgiis Hastaliklart ve Gogiis Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi’nden (Dr.
Ismail Ceyhan) goniilliilik esasina dayali olarak temin edilen solunum yolu
orneklerinden(balgam) soyutlanan 34 adet TDM izolat1 ve 14 adet referans sus
degerlendirmeye alindi. Calismaya dahil edilen 34 6rnekten 30’u (% 88,24) tiir diizeyinde

tanimlandi.

Calismamizda tiim adimlar belirtildigi sekilde uygulandi. PCR standardizasyonu
saglanarak hem incelenecek bakteri suslari hem referans suslar igin elde etmek

istedigimiz hsp65 gen bolgesinin 441 bg’lik PCR iiriinleri goriintiilendi. (Sekil 6)

Sekil 6: TDM’lerden elde edilen PCR bant goriiniimleri

1) Marker 2) pozitif kontrol 3) negatif kontrol 4-10. kuyular, sirasiyla; 47,48,52,53,54,55
numarali ¢aligma 6rnekleri (beklenen bant biiytikliigii: 441 bp.).

Cogaltilan {iriinlere enzim kesim prosediirii uygulandi. Son iiriinler TIBO (Tanisal
Inovatif Biyoteknoloji Organizasyonu,istanbul) jelde goriintiilendi. (Sekil 7)
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HaElll ile kesim

1 2 3 a 5 6

Sekil 7: Enzim Kesim Goriintiileri
Marker, BstEII ile yapilan kesimler, marker, HaEIII ile yapilan kesimler.

Degerlendirmeler sonucunda ¢alismamizda kullanilan 34 izolattan TDM’lerin tiir
dagilimi; %23,52(8/34) M. intracellulare, %17,64 (6/34) M. gordonae, %17,64 (6/34) M.
abscessus, %17,64 (6/34) M. simiae, %5,88 (2/34) M. lentiflavum, %2,94 (1/34) M.
kansasii, %2,94 (1/34) M. scrofulaceum olarak belirlendi. (Tablo 6) Orneklerden 4 tanesi
(4/34- %11,76) degerlendirilememistir. Kontrol amaglh kullanilan 14 referans sus (M.
duvalii, M. aichense, M. vaccae, M. diernhoferi, M. terrae, M. kansasii, M.
austroafricanum, M. fortuitum, M. intracellulare, M. senegalense, M. kansasii, M.
abscessus, M. gordonae, H37 Ra) dogru sekilde degerlendirilmistir.

Tablo 6: Calismamizda Kullanilan TDM ’lerin Tiir Dagilimi

Tiirler Say1 (%)
M. intracellulare 8(23,52)
M. simiae 6(17,64)
M. abscessus 6(17,64)
M. gordonae 6(17,64)
M. lentiflavum 2(5,88)
M. kansasii 1(2,94)
M. scrofulaceum 1(2,94)
Degerlendirilemedi | 4(11,76)
Toplam Ornek | 34(100)
Sayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Coklu ilaca direngli tiiberkiiloz suslarinin artis1 ve tiiberkiilozun Onemini
kaybetmeyen bir hastalik olmasi mikobakterilerin tanimlanmasinda hizli yontemlere

duyulan ihtiyaci arttirmistir (91).

Ayn1 zamanda TDM’lerden kaynaklanan enfeksiyonlar son yillarda artis
gostermistir. Ozellikle hizli iireyen tiirlerin uzun zamandir patojenik olmadig1
diisiiniilmektedir. Ancak son yillarda, siklikla kemik ve eklemlerde, yumusak dokuda,
akcigerde hastaliktan sorumlu oldugu bildirilmistir (92). Hastaliga duyarlilikta patojenite
ve konagin immiin sistemi arasindaki etkilesim 6nemli rol oynamaktadir. Yaslilik, immiin
yetmezlik, akciger hastaliklart TDM enfeksiyonlart riskini arttirmaktadir.

Leber ve Marras tarafindan yapilan calismada TDM’lerin sebep oldugu
hastaliklarda ilag tercihlerinin tedavi maliyetlerini etkiledigine deginilmistir(93).
TDM’lerin tiplendirilmesi; dogru ilag kullanimi ve etkili bir tedavi ile gereksiz maliyetin
Onlenmesi agisindan da 6nemlidir.

Mikobakterilerin tiplendirilmesinde standardize edilmis pek ¢ok ticari yontem
bulunmaktadir. (MALDI-TOFF, INNO-LIPA, DNA dizi analizi vb.) Ancak bu
yontemlerin tiir tanimlamasinda yetersiz kalmasi, rutinde kullanim i¢in pahali olmas1 gibi
siirliliklart mevcuttur. Bu nedenle PCR-RFLP; tan1 algoritmasinin genis olmasi ve basit
PCR teknikleriyle yapilabilmesi nedeniyle ticari bagimlilig1 nispeten azaltan, kisa siirede

sonug alinabilen tiir tanimlama yontemidir.

Calismamizda kullanilan mikobakteri izolatlarindan en yaygin olarak saptanan
tirlerin M. intracellulare, M. abscessus ve M. simiae oldugu tespit edilmistir. Kim ve
Rheem’in 2013 yilinda solunum 6rnekleriyle Kore’de PCR-RFLP yontemini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada Mycobacterium avium complex, M. kansasii en sik rastlanan
mikobakteri tiirleri olmustur (94). Nour-Neamatollahie ve arkadaglari tarafindan 2017
yilinda 59 TDM izolat1 (56 solunum yolu 6rnegi,3 solunum dis1 6rnek) arasinda PCR-
RFLP ile yapilan tiir tayininde M. kansasii ve M. simiae en ¢ok rastlanan tiirler olmustur
(95). Calismamizda M.simiae en sik rastlanan tiirlerden biridir. Appak ve arkadaslar
2018 yilinda yaptiklart ¢aligmada solunum yolu 6rneklerinden izole edilen tiirlerde PCR-
RFLP ve DNA Dizi Analizi yontemlerini karsilastirdiklar1 ve iki yontemde ortak olarak
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum ve
Mycobacterium peregrinum tiirlerine en yiiksek oranda rastlandigi belirtilmistir

(96).Calismamizla M. abscessus’un sik goriilmesi yoniinden uyumludur ancak bu
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calismada yiiksek oranda goriilen Mycobacterium xenopi, Mycobacterium fortuitum ve
Mycobacterium peregrinum’ a bizim ¢alismamizda rastlanmamistir. Nasiri ve arkadaslari
2018 yilinda yaptiklar1 calismada TDM olarak izole edilen 6rnekler arasinda hsp65-PRA
kullanarak yaptiklar tiir diizeyinde tanimlama sonucunda en yiiksek oranda M. simiae,
M. kansasii ve M. fortiutum tiirlerine rastladiklarini belirtmislerdir (97). Mortazavi ve
arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda iran’da solunum o6rneklerinden izole edilen
TDM’lerle yapilan bir ¢calismada en sik rastlanan tiirlerin; M. fortiutum, M. simiae ve M.
kansasii oldugu ortaya konulmustur (98). Kunduracilar’in 2019 yilinda yaptig1 ¢alismada
PCR-RFLP ile tiir tayini yaptigi TDM’ler arasinda M. intracellulare ve M. kansasii tiirleri
en yiiksek oranda goriilmiistiir (99). Sardinas-Aragon ve arkadaslarinin 2019 yilinda
Kiiba’da akciger orneklerinden 73 tiiberkiiloz olmayan mikobakteri izolat1 kullanarak
cesitli konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle yaptiklar1 ¢alismada tespit edilen en
baskin tiirlerin  Mycobacterium avium-intracellulare complex ve Mycobacterium

fortuitum oldugu goriilmistiir (100).

Bu calismalardaki veriler ile karsilastirildiginda calismamizda balgam
orneklerinde yogun saptanan M. intracellulare, M. abscessus ve M. simiae tiirlerinin
gesitli galismalarla uyumlu oldugu ancak karsilagilan tiirlerin cografi bolgelere ve

cevresel kosullara gore farklilik gosterebilecegi goriilmektedir.

Hoefsloot ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptigi; 6 kita 30 tilke 62 laboratuvari
kapsayan, i¢inde Tiirkiye’den verilerin de bulundugu (H. Simsek: Refik Saydam Ulusal
Halk Saglig1 Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari, Ankara, Tiirkiye) genis kapsamli
calismada elde edilen verilerde 91 TDM tiirii izole edilmistir. Bu tiirler arasinda ¢cogu
tilkede baskin tiir olarak Mycobacterium avium kompleksi (MAC) goriilmistiir. Bu
bakterileri M. gordonae ve M. xenopi takip etmistir. Bizim ¢alismamizda da en yiiksek
goriilen tiir M. intracellulare olmus, bunu M. abscessus, M. gordonae, M. simiae takip
etmistir. Bu calismada en yiiksek miktarda goriillen ilk 6 tiiriin arasinda bizim
calismamizla uyumlu olarak M. abscessus da bulunmaktadir. Calismamizda farkli olarak
M. simiae oran1 yiiksek ¢ikmis olup, bu farkin M. simiae’nin su ve toprak gibi ¢evresel

faktorlerden kaynaklanmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmustiir (101).

Devallois ve arkadaslar1 34 mikobakteri izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada PCR-
RFLP yontemini gelistirilerek rutinde kullanima uygun bir yontem olarak onermislerdir

(102). Cheunoy ve arkadaslar1 biyokimyasal testlerle PCR-RFLP yontemini
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karsilastirmal1 olarak uyguladiklari ¢alismada PCR-RFLP yontemini giivenilir, basit ve
hizli bir yontem olarak tanimlamiglardir (103). Chimara ve arkadaslari; 2008 yilinda
yaptiklari caligmada 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 (87). PRA yontemiyle sonuglart yiiksek
oranda dogru bulmuslardir. Praveen ve arkadaglar1 2018 yilinda Hindistan’da yaptiklar1
calismada PCR-RFLP yonteminin mikobakterileri tiir diizeyinde tayin etmekte
geleneksel yontemlere gore etkili bir yontem oldugu sonucuna ulasmislardir (104). Baris
ve Bayraktar 2020 yilinda 141 mikobakteri izolat1 ile yaptiklari ¢alismada PNB testi ile
MTBC olarak degerlendirilen bir izolati, PCR-RFLP yontemi ile TDM olarak
tanimlamislardir. Bu ¢alismanin sonucunda PCR-RFLP yontemini hizli ve dogru tan1 igin
diger yontemlerle kiyaslandiginda uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir bir yontem

olarak 6nermislerdir (105).

Mikobakterilerin  tiir diizeyinde sadece fenotipik testlerle tanimlanmasi
zordur. Geleneksel biyokimyasal testlerle baslangicta M. abscessus olarak tanimlanan ve
daha sonra genotipik yontemlerle M. fortuitum oldugu ve biyokimyasal test sonuglarinin
yeniden degerlendirildigi suslarin raporlart vardir (106). PCR-RFLP yo6nteminin en
onemli dezavantaji1 ise benzer boyutlardaki fragmanlarin her zaman iyi bir sekilde ayirt

edilmemeleri ve kiigiik fragmanlarin tanimlanmasinin zor olabilmesidir (107).

Bu calismayla PCR-RFLP yonteminin mikobakterilerin tiir diizeyinde
degerlendirmelerinde faydali bir yontem oldugu, ancak ozellikle goriintiileme
islemlerindeki standardizasyonun dogru tiirii belirlemede olduk¢a Onemli oldugu
saptanmigtir. Benzer biiyiiklikte DNA fragmanlarina sahip mikobakterilerin ayirt
edilememesi ve kesim sonucu olusan kiiciik bant paternlerinin degerlendirilmesinin zor

olmasi bu ¢alismada da karsilastigimiz zorluklardandir.

Testin uygulanmasinda kritik 6nem tasiyan noktalar enzim kesim sonrasi

goriintiileme, uygun belirte¢ ve algoritmayla degerlendirilmesidir.
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