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OZET

Mikobakteriler insanlarda 6lim sebebi olabilen dnemli mikroorganizmalardir.
Mikobakterilerin hizli ve dogru olarak tanimlanmasi hastaligin cabuk tedavisi
icin dnemlidir. Bununla birlikte, mikobakterilerin zor ve yavas Uremeleri
nedeniyle tanimlanmalari kolay degildir. Biyokimyasal, sekanslama ve prob
metotlari gibi bircok mikobakteri tanimlama yontemi bu amacla kullanima

girmistir.

Marmara Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvari'na
2012-2013 yillarinda gelen 69 mikobakteri 6rnegi c¢alismamiza dahil
edilmistir. Son yillarin populer tanimlama metodu ‘Maldi Tof MS’ ydntemi
(Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometresi /VITEK MS Version 2.0 system (bioMérieux)); ‘Nikleik Asit
Hibridizasyon (DNA Prob) ve ‘TBc Tanimlama Testi (BD MGIT) ile
kargilastiriimistir. Tanimlamada altin standart olarak kullanilan klasik yontem
‘TBc Tanimlama Testi’ ile 6rneklerin 56 (%81)'s1 Mycobacterium tuberculosis
complex (MTC), 13 (%19)'UG Non Tuberculosis Mycobacteria (NTM) olarak
ayrt ayri tanimlanmigtir. Sadece NTM’leri, tir dizeyinde tanimlama
acisindan; Maldi Tof MS ve Nikleik Asit Hibridizasyon yontemleri, klasik
yontem verileri esas alinarak, karsilastiriimistir.

Klasik yontemle MTC ve NTM olarak tanimlanan tim 6rnekler Nikleik
Asit Hibridizasyon ile de ayni sekilde tanimlanmistir. Nukleik Asit
Hibridizasyonla NTM’ler tir dizeyinde de tanimlanmis ve bu yénteme goére
M.intracellulare (n: 5) ve M.lentiflavum (n: 3) en sik tanimlanan NTM tdrleri
olmus ve bunlari sirasiyla; M.xenopi (n: 2), M.malmoense, M.abscessus,

M.avium (n: 1) izlemistir.

Maldi Tof MS ile tim mikobakteri izolatlarinin %88’i tanimlanabilmistir.
Bunlar arasinda Mycobacterium Tuberculosis Complex uyelerinin hepsi, tar

ayirimi yapilmaksizin, MTC olarak tanimlanirken; tur duzeyinde 13 adet



NTM’nin yalnizca 5 (%38.5)'i tanimlanmis ve hepsi M.intracellulare olarak

saptanmisgtir.

Maldi Tof MS'’in duyarlihdinin, Nukleik Asit Hibridizasyon ve Klasik
yontem ile uyumuna bakildiginda; MTC agisindan, %100 uyum bulunmustur.
NTM’lerin tlr dizeyinde tanimlanmasi acgisindan Nukleik Asit Hibridizasyon
ile uyumun ise %38.5 gibi dusuk bir duzeyde kaldigi gozlenmistir. Kikare
istatistiksel yontemi ile Maldi Tof MS ve Nukleik Asit Hibridizasyon tanimlama
yontemleri arasinda anlamh fark bulunmamistir (p>0.05). Maldi Tof MS
yontemi ile tlr dizeyinde tanimlama 45 dakika, maliyet 1 € iken; Nukleik Asit

Hibridizasyon ile bu sire 6-7 saat, maliyet 30 € olmustur.

Sonucta; Maldi Tof MS maliyet etkin olmasina ragmen, ozellikle
NTM'’ler igin tar tanimlamada yetersiz spektralara sahip oldugu bulunmustur.
Gunumuzde; Maldi Tof MS’in, Nukleik Asit Hibridizasyon gibi molekiler
yontemlere kiyasla rutin tiberkuloz laboratuvarlarinda kullanim igin yetersiz
oldugu goézlemlenmistir. Buna karsin; NTM’ler icin, MTC tanimlamasindaki
yuksek uyum dikkate alindiginda, spektra gelistiriimesi ile yuz gulduricu

sonuglar alinabilece@i dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikobakteri, MALDI-TOF MS, Nukleik Asit Hibridizasyon



ABSTRACT

Mycobacteria may cause an important level of morbidity in humans. Rapid
and accurate mycobacterial identification is important for improvement of
patient outcomes. However, identification is not easy due to the slow and
fastidious growth of mycobacteria. Several diagnostic methods, such as
biochemical, sequencing, and probe methods, are used for mycobacterial
identification.

A total of sixty nine clinical strains have been included in our study
from Marmara University Hospital Mycobacteria Laboratory between 2012
and 2013. We compared ‘Maldi Tof MS’ (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization—Time of Flight Mass Spectrometry /VITEK MS Version 2.0 system
(bioMérieux)), a popular identification method in recent years, to ‘Nucleic
Acid Hybridization (DNA probes)’ and ‘TBc Identification Test (BD MGIT)’ for
mycobacterial identification. By way of classical ‘TBc Identification Test’
method which was used as the gold standard for identification; 56 (81%)
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) and 13(19%) Non Tuberculosis
Mycobacteria (NTM) were identified separately. Maldi Tof MS and Nucleic
Acid Hybridization methods were compared based on the classical method

data, only for NTM identification at species level in terms of effectiveness.

All samples, identified as MTC and NTM by classical method, were
also identified the same by Nucleic Acid Hybridization. NTM were found at
species level by Nucleic Acid Hybridization and among NTM, M.intracellulare
(n: 5) and M.lentiflavum (n: 3) were the most frequently isolated species,
M.xenopi (n: 2), M.malmoense, M.abscessus, M.avium (n: 1) followed these

in turn.

Maldi Tof MS identified 88% of all the mycobacterial isolates. As all of
Mycobacterium Tuberculosis Complex members were identified as MTC



without any species discrimination, only 5 of 13 (38.5%) NTM were identified

at species level and all of them were Mycobacterium intracellulare.

Regarding the sensitivity of Maldi Tof MS in compliance with the
Nucleic Acid Hybridization and Classical method, 100% compliance was
observed in terms of MTC. For the identification of NTMs at the species level,
compliance with the Nucleic Acid Hybridization was found as low as 38.5%.
No significant difference was found between Maldi Tof MS and Nucleic Acid
Hybridization methods by applying Chi-Squared test (p>0.05). Maldi Tof MS
method with species level identification for forty five minute is 1 €, while the

Nucleic Acid Hybridization for 6-7 hours costs 30 €.

In conclusion; although Maldi Tof MS is cost effective, there is not
sufficient spectra especially for NTM in identification of species. It is observed
that Maldi Tof MS is insufficient compared to the molecular methods such as
Nucleic Acid Hybridization for mycobacterial laboratory utilization at the
present time. Whereas, it is assessed that more promising results, taking into
account the high compliance of MTC identification, are expected with the
development of NTM spectra.

Keywords: Mycobacteria, Maldi Tof MS, Nucleic Acid Hybridization.
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1.GIRIS VE AMAC

insanoglunun bilinen en eski hastaliklarindan biri olan Tiberkiloz (TB), tani
ve tedavideki ilerlemelere karsin bugin de tim dinyada (6zellikle Asya ve
Afrika’da) 6nemli bir hastalik ve 6lim sebebidir. Diinya Saghk Orgitinin
Klresel Tuberklloz 2013 Raporu’na gore dunya nufusunun yaklasik Ggte biri
tuberkiloz mikrobu ile enfektedir. Ayni rapora goére, 2012 yilinda 8.6 milyon
yeni vakanin ancak 5.7 milyonu saptanabilmis ve 1.3 milyon Kkigi
tuberkulozdan 6lmustir. Olgu saptama orani 2000°’de %42 iken 2012’de %66
olmustur. Turkiye’de yilda yaklasik 13-14 bin yeni tiberklloz hastasi ortaya
cikmaktadir. Yeni tespit edilen tiberklloz hasta sayisi her yil yaklasik %6
oraninda azalmaktadir. 2005-2006 yillarinda Turkiye genelinde yaklagik
21.000 tuberkuloz vakasi varken 2012 yilinda kayith toplam tlberkuloz vaka
sayisi 14.691’e dusmustir. TB'un sebep oldugu ekonomik kayiplar ve
olimler, bu probleme daha ciddi ve hizli yaklasmak gerektigini gdstermistir.
TB’un 6nlenememesinde taniya ge¢ ulasmanin buyuk payi vardir (1, 2, 3).

Yirminci ylUzyllin basinda M.tuberculosis, Mycobacterium cinsinde
insanlarda hastalik yaptidi bilinen tek tur iken, daha sonralari insanlarda
hastalik yapan diger mikobakteriler bulunmustur ve atipik mikobakteriler
olarak adlandirihrmiglardir. GlinUimuzde ise bu turlerin atipik olmadiklari
kabul edilmis ve MOTT (Mycobacteria Other Than Tuberculosis) veya Non
Tuberculosis Mycobacteria (NTM/Tuberkiloz Digi Mikobakteriler) olarak
isimlendirilmiglerdir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis HIV (Human
Immundeficiency Virus/insan Bagisiklik YetmezIligi Virlisti) hastalarinin
artmasiyla firsat¢i olan ve degisik tedavi rejimlerine gereksinim duyulan NTM
basillerinin etken olarak gorulme sikliginda artis gézlenmesi ile tir diizeyinde
tanimlanma 6nem kazanmigtir (4).

M.tuberculosis ve/veya NTM basilleri ile enfekte olan hastalarin erken
tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun korunmasinda en etkili yoldur.
Calismamizda, son vyillarda bakteriyoloji laboratuvarlarina girmis hizli

tanimlama yontemi Maldi Tof MS’i (Matriks ile desteklenmis lazer



desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kutle spektrometresi) mikobakteri
tanimlamada, altin standart olarak konvansiyonel kultur yontemlerinden kati
besiyeri (Lowenstein-Jensen, L-J) ve sivi besiyeri (otomatize sivi kaltur
yontemi, ‘Mycobacteria Growth Indicator Tube’, MGIT 960) ile kiyaslarken;
NTM tur tanimlama agisindan duyarliliktaki uyumuna hibridizasyon yontemi
ile bakmay! hedefledik (1). Maldi Tof MS'i, konvansiyonel kultlr yontemi ve
hibridizasyon yontemi ile maliyet ve zaman etkinligi agisindan da

kiyaslamaya calistik (5, 6, 7, 8).



2.GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

2.1.1 Tuberkiloz Tarihgesi

Insanoglunun M.O 8000 yillarinda ilk yerlesik hayata gegmesi ile birlikte
mikobakteriler ile tanistiklari tahmin edilmektedir. Almanya’da M.O. 5000
yillarinda insan iskeletlerinde asit direncli basiller saptanirken, M.O. 3000-
3500 yillarina ait Misir mumyalari ve Urdiin insan iskeletlerinde tiiberkiiloz
oldugu dusunulen vertebra lezyonlarina rastlanmistir. TB hakkinda ilk
bilgilerin, M.O. 3000’de Nil Nehri kiyisinda bir kasabada yasayan ve kanli
balgam cikararak olen geng¢ bir kiza ait oldugu disundlmektedir. Hipokrat
(M.O. 460-377) ise tuberkiloz igin tiikenme anlamina gelen ‘phtisis’ terimini
kullanmis ve M.S. 200 yillarinda Galen bu hastalik icin tedavi onerilerinde
bulunmustur (9, 10).

Ronesans ile gelen bilimsel ilerlemelerle, A.Vesalius 1478'de phtisisli
hastalarin otopsilerinde kaviter lezyonlara rastlarken, F.Sylvius ‘tiberkdl’
denilen sert nodullerin bulundugunu gostermistir. 1600 yillarindan itibaren
ingiltere’de hastalik giderek artmis, sanayi devrimi ile gelen yoksulluk,
kalabalik, koti beslenme ile 1667’de Londra’da tum olumlerin %25’ini
tiberkilozun olusturdugu bildirilmigtir. 17-18. ylizyillda hastalik ingiltere’den
Bati Avrupa'ya oradan da tum dunyaya yayillarak salginlari pesinde
getirmigtir. 19. yuzyilin ikinci yarisinda Dogu Avrupa ve Bati Asya'da, 20.
Yuzyilin baglarinda Uzak Dogu Asya ve Afrika’da yayilmistir (10).

19. yuzyil hastaligin kavranmasi agisindan dénum noktasi olmustur.
TB tarihindeki en 6nemli gelismelerden biri, 24 Mart 1882’de Berlin Fizyoloji
Dernegi'nde Robert Koch’un tiberkilozun ‘M.tuberculosis tarafindan
olusturulan bir enfeksiyon’ oldugunu kanitlamasidir (10). Robert Koch,
tuberkulozlu hastadan bakteriyi izole etmis ve bir kobaya vererek onunda

ayni sekilde hastalandigini gérmasttr. Daha sonra bu kobaydan tekrar basili



kaltir yontemi ile izole etmeyi basarmig ve bu calisma sonucu Koch
postulasini da acgiklamistir (3). Ayni yilda Paul Ehrlich boyama igin anilinli
suya alkolde doymus fuksin ilave edilerek preparatin 15-30 dk. boyanmasini
onermis. Ziehl ise anilinli su yerine fenol kullaniimasini 6nermistir. Neelsen
1885'de asit fenikli fuksini kullanmis ve renk gidermek icin sulu sdlfurik asiti

onermistir.

1895 vyilinda Wilhem Conrad Roentgen tarafindan X iginlarinin
kesfedilmesiyle akcigerlerde TB lezyonlarina ait goruntller elde edilmistir
(23).

Robert Koch, asi calismalarinda basariya ulasmasa da, basariya
ulasan ilk bilim adamlari Albert Calmette ve Camille Guerin olmustur. iki bilim
adami, M. Tuberculosis’le filogenetik olarak yakin iligkili olan ve nadiren
insanlarda, esas olarak ise sigirlarda tlberklloza yol acan M.bovis’in 13 yil
boyunca in-vitro kultir pasajlarini yapmislar ve elde ettikleri avirulan
basillerden (Bacillus Calmette-Guerin(BCG)) hazirladiklari asiyr 1921’de ilk
kez bir gocuga uygulamislardir (4). 1939 yilinda Florence Seibert ve Glenn,
old tuberkulini saflagtirmis (PPD) bununla tuberkiloz enfeksiyonunun varhgi

saptanmaya baslanmislardir (23).

Ozellikle 1985 yilinda, Mullis ve ark. tarafindan tanimlanan polimeraz
zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) yodntemi molekiler
testlerin tanimlamada kullaniimasinin 6nini acmistir (32). 2004 yilindan
sonra ise, Ozellikle Hettick ve arkadaglari tarafindan proteomik bir yontem
olan Maldi Tof MS mikobakteri tanimlamasinda yerini almaya baslamigtir
(58).

20. Yuzyllin baslarinda tedavi sanatoryum ve kollaps tedavisi
olmustur. Geligsmis Ulkelerde sanatoryum izolasyonu ve sosyo ekonomik
gelisme ile kemoterapi bulunmadigi halde 1900’lerin basindan itibaren
hastallk her vyl %5-6 oraninda azalmaya baslamigtir. 1950’lerde
kemoterapinin hayata girmesi ile bu oran %10-14 olmustur. Tuberklloz
tedavisinde kullanilan  antibiyotiklerden ilki  streptomisinin  1944’de



bulunmasinin ardindan sirasi ile paraaminosalisilikasit 1946’da, izoniyazid
1952’de, pirazinamid 1954’de, etambutol 1962’de ve rifampisin 1966’da
bulunmustur (11).

Ulkemizde TB ile ilgili ilk calismalar, Osmanli déneminde Sultan
Abdiilhamit tarafindan istanbul ve izmirde yapiimistir. ilk dispanser, ‘Veremle
Miicadele Osmanli Cemiyeti’ adi altinda Haziran 1918 tarihinde Istanbul’da
acllmigtir (12). O doénemde 6lum nedenleri arasinda TB’a bagh 6lum orani
%315.8 olarak bildirilmistir. Daha sonra, Prof.Dr. Tevfik SAGLAM tarafindan
1949 yilinda istanbul’da ‘Ulusal Verem Savas Dernegi’ kurulmustur (9).
Doksanli yillarla birlikte ‘Goégus Hastaliklari ve Tuberkuloz’ alaninda bilimsel
dernek orgutlenmeleri gerceklesmis ve bilimsel ¢alismalar, mesleki egitimler
yapllmaya baslanmistir. Turkiye’de hastaligin kontrol altina alinmasi

amaciyla 1953 yilinda BCG asi kampanyalarina baslanmisti (13).

1970’lerde hastaligin bazi Ulkelerde eradike edilecedi dusunultrken,
1980’lerde HIV vakalarinin artisi ve coklu ila¢c direnci sorununun ortaya
cikmasi ile 1985'ten itibaren tekrar bir artma yasanmigtir. DSO tarafindan
erken tani, tedavi ve asilanmayi igeren tuberklloz kontrol programi
uygulamasi baglatilmistir. Yine DSO tarafindan Nisan 1993’te yapilan
aciklamada dunyanin ¢ogu bolgesinde artik tUberkulozun 6nlenemez hale

geldigi ve acil durum olugturulmasi gerektigi duyurulmustur (10).

2.1.2 NTM Tarihgesi
Yirminci yuzyilin basinda M.tuberculosis, Mycobacterium cinsinde insanlar
icin hastalik yaptigi bilinen tek turken, dzellikle HIV hastalarinin artmasiyla
diger mikobakteri turlerinin  de hastallk yapabilecedi anlasiimaya
baslanmistir. Bu mikobakterilerin seyir ve tedavi prensiplerinin farkli olmasi
turlerin tanimlanmasini ve siniflandirilmasini mecburi kilmistir.

Ernest Runyon 1950’lerin sonlarinda, M.tuberculosis ve M.bovis
disindaki mikobakterileri; Ureme hizina, pigment Uretimine, Kkoloni

morfolojisine gore; ‘fotokromojen, skotokromojen, non-fotokromojen ve hizli



ureyenler’ olarak 4 gruba ayirmistir. Sonra bu siniflama yetersiz kalmis,
hicre yapisi ve genetik bilgiler arttikga, Woods ve Washington tarafindan
1987’de klinik 6nem kazanan diger mikobakterileri de icine alan klinik icerikli,
genetik yaklasamla uyumlu bir siniflamaya gidilmistir. Bu siniflamada, ‘insan
ve sicakkanli hayvanlara patojen turler, insana potansiyel patojen turler,
insana nadiren patojen saprofitik turler’ olarak ayrilmistir. Gunimuzde ki
siniflama da kullanilabilmektedir (4).

ilk kez 1979 yilinda Denverda uluslararasi bir konferansta NTM’lerle
ilgili caligmalar derlenmis ve bu bakterilerin epidemiyolojisi, patojenitesi,
taksonomisi, molekuler genetigi hakkinda ilk kanitlar ortaya konmustur ve
molekiler kanitlar siniflamalarda yerini almistir (21).

NTM tdrlerinin  adlandirimasinda da bir dizi tarihsel donem
gecirilmistir. Bu konudaki ilk c¢abalar 1935 vyilinda Pinner'e ait olup,
mikobakterilere ‘atipik aside direncli bakteriler’ demistir (14, 15).

Wayne ve Sramek 1992’de ‘Mycobacteria other than tubercule bacilli’
ve ‘nontuberculous’ terimlerinin tam dogru olmadigini ¢unkl bazi atipik
turlerin akcigerde tuberkul olusturdugunu savunmuslardir. Bu tartismadan
sonra MOTT terimi ‘Mycobacteria Other Than Tubercule Bacilli yerine
‘Mycobacteria Other Than M.tuberculosis complex’ olarak kullaniimigtir.
Piersimoni 2000 yilinda ‘Journal of Clinical Microbiology’de yayinlanan
yazisinda MOTT olarak ‘Mycobacteria Other Than Tuberculosis’ tanimini
tercih ettiklerini ifade etmigler ve son yillardaki yayinlarda da bu ifade
kullaniimistir (14, 16, 17).



2.2 Epidemiyoloji

2.2.1 Tuberkiloz Epidemiyolojisi

TB hasta sayilarindaki artiglar ve TB kontrolu ¢abalarinda yeterince basari
saglanamamasi nedeniyle DSO, 1993 yilinda TB icin acil durum ilan etmistir
(10, 18). DSO’niin 2013 raporuna goére dinya nufusunun yaklasik 1/3'0 TB
basili ile enfektedir (2). Daha 6nce M.tuberculosis ile karsilasmis HIV pozitif
bir insanda TB gelisme riski 10 kat artmis olup bu oran %50 kadardir. HIV
epidemisi yayildikga ilaclara direncli tiberkiloz sorunu da artmaya
baslamistir (19). Tuberklloz dinyadaki tim o&limlerin %7’sinden ve
gelismekte olan ulkelerdeki onlenebilir yetigkin olumlerinin %26’sindan
sorumludur. TUm dUnyadaki mevcut hastalarin %95’i gelismekte olan
ulkelerde olup, dlenlerin %98’i yine bu Ulkelerde gergeklesmektedir. En ¢cok
yeni tani konulan ilk bes Ulke sirasiyla Hindistan, Cin, Gliney Afrika, Nijerya
ve Endonezya olarak bildirilmistir. Dinyadaki tuberklloz vakalarinin yaklagik
%401 Hindistan ve Cin’de bulunmaktadir (3, 20).

Tarkiye'de yilda yaklasik 13-14 bin yeni tuberkuloz hastasi ortaya
ctkmaktadir. Yeni tespit edilen tiberkiloz hasta sayisi ise her yil yaklasik %6
oraninda azalmaktadir. 2005-2006 yillarinda Turkiye genelinde yaklasik
21.000 tuberkuloz vakasi varken 2012 yilinda kayith toplam tlberkuloz vaka
sayisi 14.691'e dusmustlr. Hastalarin %59'u erkek, %41’i kadindir.
Hastalarin %64’Gnde akciger tuberkllozu varken, %36’sinda akciger
disindaki organlar tutulmustur. TB’'un sebep oldugu ekonomik kayiplar ve
olumler bu probleme daha ciddi ve hizli yaklasmak gerektigini gostermistir (1,
2, 3).



2.2.2 NTM Epidemiyolojisi

llk kez 1979 yilinda Denver'da uluslararasi bir konferansta NTM'lerle ilgili
calismalar derlenmis ve bu bakterilerin epidemiyolojisi, patojenitesi,
taksonomisi, molekuler genetigi hakkinda ilk kanitlar ortaya konmustur.

Son vyillarda tuberkluloz insidansi duguk olan ABD ve Avrupa
ulkelerinde NTM ile olusan enfeksiyonlarin miktarinda HIV ile birlikte artma
tespit edilmistir TUberklloz insidansi ylksek olan Afrika ve gelismekte olan
Ulkelerde ise HIV hastalarinin NTM insidansi duastik goértlmustar.
Muhtemelen bu hastalar NTM enfeksiyonu gelismeden bagka sebeplerden
Olmuslerdir (21).

NTM’ler suda, toprakta, dodada bulunabilirler. Avrupa ve ABD
hastanelerinde sicak-soguk su sistemlerinde ve hastanede kullanilan
ekipmanlarda vyapilan slrvelans c¢alismalarinda M.xenopi, M.avium
saptamiglardir. Bunlar kolonizasyona yol acarak, bagisiklik sistemi ¢okmus
insanlarda ciddi hastaliklara, nazokomiyal salginlara neden olabilmektedirler.
Ozellikle hizli Greyen ve dezenfektanlara direncli olan mikobakterilerin daha

sik salginlar yaptigi ve kontrollerinin zor oldugu gozlemlenmistir (22).

Mikobakteri enfeksiyonlarinin %0.5-35'i NTM’ler olusturmaktadir ve
insidansinda her yil %8-9 artis oldugu tespit edilmigtir. NTM’nin genel
epidemiyolojisi ile ilgili yapilan c¢esitli arastirmalarda MAC (Mycobacterium
avium-intracellulare complex), M.kansasii klinik izolatlardan en sik izole
edilen mikobakteriler olmustur (22). Ornegin: ingiltere'de Moore JE ve
arkadaslan yaptigi calismada MAC’i %61 ve M.fortiutumu %19 (24),
Jarzembowski JA. ve arkadaslari ABD’de yaptigi arastirmalarda siklikla
MAC’i izole etmiglerdir. MAC, M.kansasii ve M.fortiutum %85 ile Kanada'da
(21), M.chelonae %26.7 ile Hong-xiu ve arkadaglarinin galismalarinda Cin’de
en ¢ok izole edilmigtir (25). Tayvan'’da M.abcessus %31 ve MAC %29 ile
(26), Hong Kong ‘da MAC %52 ile sik¢ga saptanmislardir (27).

Ulkemizde de NTM epidemiyoloji agisindan gesitli galismalar
yapilmigtir. Klinik 6rneklerden yapilan bu arastirmalardan; Ankara’da Bedir
ve arkadaslann 17 NTM'den en c¢ok M. gordonae (%65), Hacettepe



Universitesi'nde Engin ve arkadaslari klinik 6rnekler arasinda 22 adet NTM
icinden en sik M. gordonae (%50) izole etmislerdir. Mersin Universitesi'nde,
Bayram ve arkadaslar 7 adet NTM klinik drnekten hepsini M. fortuitum, Ege
Universitesinde Cavusoglu ve arkadaglari 19 6rnekte en sik olarak M.
fortuitum (%57.9), Uzun ve arkadaslarn 11 adet NTM 6rnedinde en ¢ok M.
fortuitum izole etmiglerdir (22, 28, 29, 30).

Cok merkezli 2001 ve 2008 yillari arasinda %44.4 Samsun 19 Mayis
Universitesi'nden, %21.1 Ankara Refik Saydam’dan, %22.3 Malatya indnii
Universitesi'nden, %12.2 istanbul Universitesi’nden toplam 90 klinik érnekten
elde edilen NTM ile calisiimiglar, en sik M.gordonae (%32.3), ve en az M.
flavescense, M.mucogenicum, M.chelona, M.elephantis, M.terrae, M.xenopi
(%1.1) turlerini izole etmislerdir. Bolgelere gore ise, istanbul’da M.abscessus
(%54.5), Ankara’da M.kumamotonense (%31.6), Samsun’da M.gordonae
(%35), Malatya’da M.abscessus (%22.5) daha yaygin olarak raporlanmistir
(Sekil 1) (22).

M. gordonao 14

M. fortuitum 8
bul(n:11) M. neoaurum S
. abscossus 6 Samsun Y awei 4

P
M. lentiflavum™ 2 (n:40) ® M. lentinavum 4
M. gordonae 1 M. intracellula?s 1
M. chimaera 1 M. peregrinum 1
o M. canariasense 1 M. flavescens 1

Ankara(n:19) M. elophantis 1
oM. M. 1

M. gordonae

M. intracellulare
M. abscessus
M. lentiflavum
M. alvoi

M. peregrinum
M. terrae

M. xenopi

M. abscessus
M. chimaera
Malatya M. gordonae
(n:20) * M. lentiftavum
M. intracellulare 2

(RN NN AR )
NN B O

M. canariasense 2
M. peregrinum 1
M. mucogenicun 1

Sekil 1. Turkiye’de cok merkezli NTM Epidemiyolojisi Calismasi (2001-2008)

2009 Ocak-2010 Aralik tarihleri arasinda ise Ulusal Tuberklloz
Referans Laboratuvari, mikobakteri tir tayini i¢in gdnderilen NTM izolatlarinin

%33.3 M.fortuitum olarak tanimlarken, bunu %18.7 ile M.abscessus izlemistir

(5).



2.3 Mikobakterilerin Morfolojisi

Mycobacterium  cinsi, Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte
‘Actinomycetales’ takiminda siniflandiriimig, ‘Mycobacteriacea’ ailesinde yer
alan tek cinstir (1, 4). Mycobacterium cinsinin tum Uyeleri aerop, katalaz
ureten, hareketsiz ve spor olusturmayan bakteriler olup, diger bakterilerden
belirgin olarak kugukturler; enleri 0.2-0.6 pm, boylari 1-10 ym arasinda
degismektedir. Gorinim olarak hafif kivrik veya dizgin comak sekilli
bakteriler olup, kultirlerden hazirlanan direktlerde dallanmis filamentoz
formda gorulebilirler. Patojen basillerin hidrofobik karakterleri sebebi ile
birbirlerinden ayrilmadan buyudk kimeler seklinde gogaldiklari gérulmas, bu

kimeler kord faktor (serpentine cord) olarak tanimlanmistir (4).

Mikobakterilerin avirulan turleri birbirine yapisik olmayan paralel
formda Urerler. Kord faktoér olusturma daha cok MTC’e 6zgu bir 6zellik olarak
kabul edilmekle beraber morfolojik gértiniim, tlr tayini veya patojenite icin bir
prediktif bulgu degildir (31, 32). NTM’ler M.tuberculosis'ten ekoloji ve fizyoloji
acgisindan farkhidir. M.tuberculosis insan ve diger sicakkanli hayvanlarda
gozlenirken, NTM’ler dogal cevrede vyaygin olarak bulunur ve c¢ogu
dezenfektanlara direngli olmalari sebebi ile icme suyu sebekelerinde de

yasayarak nazokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilirler (32).

Mikobakteriler hiicre duvarlarinda peptidoglikan bulunmasi sebebi ile
gram pozitif bakterilere benzeseler de, gram boyama yapilirsa nadiren zayif
gram pozitif olarak boyanirlar. Genellikle koloni morfolojileri tlrler arasinda
cesitlilik gostermekte olup; S (smooth) tipi, R (rough) tipi, pigmentli
(kromojenik), pigmentsiz (nonkromojenik) gibi degisen morfolojide kolonileri
vardir. Uremeleri icin gerekli en uygun is1 dereceleri ve pH'lari turler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Ornegin MTC’ler pH: 6.5-6.8'de ve aerop
ortamda Urerken, MAC ph 5.5’de mikroaeofibik ortamda Greyebilir. MTC 37 C
de iyi trerken M.malmoense 45 C’de iyi Uremektedir (4, 33, 34).
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2.3.1 Plazma Membrani
Mikobakteriler stoplazma, stoplazma membrani ve lipidlerden zengin hiicre

duvarindan olusmustur.

Plazma membraninin, protein ve fosfolipidlerden olusan cift katmanh
bir yapisi vardir. Bu hali ile diger bakterilere benzemekle beraber,
lipoaraminomannan, lipomannan ve fosfotidilinozitol mannozid tagimalari ile

onlardan ayrilirlar (Sekil 2) (4).

Serbest mikolik asitler ve polipeptidler
|
I I
lipoarabinomannan
mikolik asit
T arabinogalaktan
] peptidoglikan
PIM
'/“\' Y ,'
" <
Whidll 1 .
sitoplazmik
J_LlUl 1 llfu membran
A AAN Aoy

Sekil 2. Mikobakteriyel hiicre yiizey yapisi

2.3.2 Hucre Duvari

Sitoplazmik membranin hemen Ustinde hicrenin seklini ve rijiditesini
saglayan peptidoglikan (murein) tabakanin yapisinda, N-asetil glikozamin ve
N-glikolil muramik asit yer alir. Glikolil yapisi nedeniyle bakteri lizozime
direncli hale gelir. Peptidoglikan Uzerinde ise arabinogalaktan polimeri
bulunur. Peptidoglikandaki muramik asit ve arabinogalaktandaki arabinoz
arasinda kurulan fosfodiester baglar ile birbirine baglanirlar (35, 36).
Arabinogalaktan tabaka, hucre duvari kuru agirhiginin %25-35’ini olugturur.
Bu tabaka sayesinde hucre gecirgenligi engellenir, mikobakteriler konakta
uzun sure canhhgint korur, hidrofobik antibiyotiklere gegirgenligi azalr ve

11



kimyasal ajanlara ve dehidratasyona kargi direngli bir mikroorganizma olarak
karsimiza ¢ikar. Bunun Uzerinde mikolik asit tasinir ve mikolik asit hicre
duvarinin en énemli lipiti olup aside direncli boyanmadan sorumludur (4).
Boyayi zor alirlar; ancak bir defa boyandiklarinda boyayi kolay birakmaz ve
asit-alkol karigimi ile yapilan dekolorizasyona direng gosterirler. Bu nedenle
aside direncli bakteriler (ARB, Asido Rezistan Bakteri) olarak
adlandiriimiglardir. Ylzey lipitlerinin hidrofobik etkileri, boyanin suda kolay
eriyen organik bir madde (fenol) icinde eritiimesi ve isitiimasi ile en aza
indirilir (16, 33).

En dis tabaka ise, serbest lipitlerin yer aldigi boliumduir. Balmumu
yapisindaki maddeler, kord faktor ve ture 6zgl mikozitler burada bulunurlar.
Kord faktdér M.tuberculosis virulansinda goérev alan en dnemli faktorlerden
biridir. Hucre duvarinda yag tabakasinin da disinda polipeptidler hastada

hicresel immun yanitin gelisimine olarak saglar (Sekil 2).

2.4 Mikobakterilerin Genetik ve Genel Ozellikleri

2.4.1 Mycobacterium Tuberculosis Complex

Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) igindeki turler %85’in Uzerinde
DNA-DNA homolojisi gostermektedir. 16S rRNA’lari aynidir ve 16S-23S
rRNA gen dizilimindeki bosluklar ayni yerlerdedir. Mycobacterium
tuberculosis H37Rv standart kdkeninin tum genom diziliminin belirlenmesi

mikobakteriler igin dnemli bir gelisme olmustur.

Tarler arasi ayirim hastaligin epidemiyolojisi acgisindan d6nem
tasimaktadir. Gelistirilen molekiler teknikler sayesinde M.tuberculosis
complex igindeki ‘insersio sequences (IS), short repetetive DNA’ sekanslari
gibi tekrarlayan DNA bélgelerinde poliformizm oldugu gosterilmistir. Ozellikle
IS6110 bolgesi genomdaki kopya sayisinin yuksekligi nedeniyle, genetik

polimorfizmi saptamak i¢in en ¢ok kullanilan belirte¢ olmustur (4).

Bakteriyolojik 6zellikleri ve  DNA homolojileri yéninden benzerlik

gOsteren turler kompleks tanimi altinda toplanmigtir. M.tuberculosis complex;
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M.bovis ve BCG susu, M.tuberculosis, M.africanum, M.microti, M.canetti,

M.pinnipedii, M.caprae ve M.mungi’den olusturmaktadir (16, 31, 37, 38, 39).

MTC Qyeleri, Mycobacterium cinsinin iki karakteristik 06zelligine
sahiptir; yavas ureme hizi ve asit-alkol dekolarizasyonuna gosterdigi direng.
Kompleks Uyelerinin hepsinin bélinme zamani yaklagik 20 saat olup
besiyerinde gozle gorunur koloni olusturmalari igin gegen sure 3-4 haftadir.

L-J besiyerinde tipik olarak purtuklt, sert koloniler olusturur (4, 33).

Klinik 6rneklerden primer kiltirde treme sureleri sekiz haftaya kadar
uzayabilir. Bu slire sivi besiyerlerinde daha kisadir. Ureme igin gerekli
optimal pH: 6.5-6.8, optimal i1si 37°C’dir. Ortam havasinda %5-10 CO2
bulunmasi  mikobakterilerin  UGremesini  arttinr.  Ortamdaki  p-nitro—
Dasetilamino- B-hidroksipropiyofenon (NAP) M.tuberculosis complex’in

uremesini inhibe eder (16).

2.4.2NTM

Yavas ureyen mikobakteriler digerlerinden farkl olarak, daha az sayida rRNA
genine sahiptirler. 16S, 23S, 5S rRNA geninden sadece tek bir kopya
icerirken, buna karsi tek kopya iceren M.chelonae, M.abscessuss haricindeki
hizli Greyen mikobakterilerde ¢ift gen kopyasi oldugu gosterilmistir. Buradan
rRNA geninin Urettigi proteinlerin dreme hizini etkiledigi dustunulmektedir
(40).

Atipik mikobakteriler dogada yaygin bulunur, insanda genellikle
kolonize olur ve insandan insana yayillimi azdir. NTM ile karsilasmis olmak
patojen olan turler i¢in yapilan deri testini etkileyerek pozitif yapabilmektedir.
Ayrica NTM'ler ilk inkibasyon esnasinda %10 CO:2 ihtiya¢c duyabilirler.
Genelde optimal Greme 1sisi 35-37°C ise de deri ve yiizeyel enfeksiyon

yapan tirlerde bu deder 25-33°C olarak belirlenmigtir (4).

NTM tedavi prensibi, tiberktlozdan farkli oldugu igin klinikte ttre 6zgu
tanilarinin  konmasi 6nem tasimaktadir. Ornegin: M.kansasii, akcigere
yerlesir, tuberkiloz ilaglar ile tedavi edilebilir. M.marinum, akvaryumla

ugrasanlarda cilt enfeksiyonu yapar, cogu INH ve streptomisine direnglidir.

13



M.scrofulaceum, cocuklarda servikal lenfadenite neden olan antitiiberkiloz
ilaglarina direngli bir tGrdir. M.gordanae, sularda izole edilen, bir cok organda
enfeksiyon yapan tirlerdendi. M.xenopi, optimal treme isisi 42°C ve kuglar
dogal rezervuari olup, hastane su depolarindan, musluk sularindan izole
edilen bir tir olup, antibiyotik direnci degiskendir. M.ulcerans, Avustralya-
Amerika’da endemik olan, bacakta travma sonucu deri lezyonu yapan bir

turdr ve tedavisi cerrahi ile beraber dapson ve streptomisindir.

M.avium-intracellulare complex (MAC), M.avium ve M.intracellulare
biyokimyasal ve antijenik olarak benzer olduklarindan MAC olarak
adlandiriimislardir. CD4 hiicre sayisi 200/mm? altina inmis HIV hastalarinda
enfeksiyona neden olurlar. Tedavide Kklaritromisin, rifabutin, etambutol

kombine tedavisi uygulanir. izoniyazitin MAC tedavisinde yeri yoktur.

Hizli Ureyen tlrlerde en cok M.fortuitim-chelonei complex’i, ve
M.abcessus insanda  enfeksiyon olusturabilir. Dekontaminasyon
yontemlerinden NaOH bu bakterilere toksik etki yaparlar. Hastanedeki invaziv

girisimler sonucu siklikla gordldrler. ilaglara direngleri degisiktir (4).

2.5 Mikobakterilerin Siniflandiriimasi

Mycobacterium cinsi, yiksek G+C igerikli gram pozitif bakterilerin iginde,
Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte, Actinomycetales takiminda
siniflandinimis olup Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (33).
Genus icinde insanlar icin patojen (M.leprae, M.tuberculosis), potansiyel
patojen (M.avium, M.intracellulare, M.kansasii, M.xenopi, M.fortuitum,
M.chelonae) ve saprofit (M.gordonea, M.gastri, M.flavescens) gibi tirler
bulunmaktadir (16).

Mikobakterilerin siniflandirilmasinda glinimuizde iki tir siniflandirma

kullaniimaktadir. Bunlar;

1. Runyon siniflandirmasi, Ernest Runyon tarafindan 1959 yilinda,

mikobakteriler kultirde Ureme hizlari, pigment Uretimi ve Kkoloni

morfolojilerine gore siniflandiriimigtir (Tablo 1).
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- Grup | Fotokromojenler: Sadece 1sikta sari portakal rengi pigment olusturan

mikobakteriler (M.kansasii, M.marinum),

- Grup Il Skotokromojenler: Karanlikta portakal rengi veya kirmizi pigment

olusturan mikobakteriler (M.scrofulaceum, M.szulgai, M.gordonae),

- Grup Il Nonfotokromojenler: Pigment olusturmayan mikobakteriler (M.

avium-intracellulare, M.terrae, M. xenopi),

- Grup IV Hizli Ureyenler: Uremek icin bir haftadan daha az bir sireye
gereksinim duyan c¢abuk dreyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae

complex, M.peregrinum, M.abscessus) (35) (Tablo 1).

Tablo 1. Runyon siniflamasi

Runyon Grup I: Runyon Grup lil:
Fotokromojenler Non-fotokromojenler
M. kansasi M.avium-intracellulare
M.marinum M.molmoense
M.simiae M.haemophilum
M.asiaticum M.genavense
M.intermedium M.ulcerans
M.shimoidei
M.celatum
M.branderi
Runyon Grup Il: Runyon Grup IV:
Skotokromojenler Hizh Ureyenler
M.scrofulaceum M.fortuitum
M.xenopi M.chelonae
M.szulgai M.abscessus
M.gordonae M.mucogenicum
M.flavescens M.peregrinum
M.lentiflavum
M.interjectum
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2. Woods ve Washington siniflandirmasi: 1987’'de klinik 6nem

kazanan diger mikobakterileri de igine alan klinik ve molekuler uyumlu bir

siniflandirma yapmislardir:

- insan ve sicakkanli hayvanlara patojen tiirler,

- insana potansiyel patojen tirler,

- iInsana nadiren patojen saprofitik tiirler (Tablo 2).

Tablo 2. Woods ve Washington klinik 6nemi olan mikobakteriler siniflamasi

insan ve diger sicakkanli hayvanlarda tiirler

insanda nadiren hastalik yapan saprofitik tiirler

M.tuberculosis complex

M. tuberculosis- insanda

M.bovis- sigir ve nadiren insanda
M.africanum- Afrika’da insanda yaygin
M.microti- kemiricilerde

M.lepra

Yavas lireyen

M.gordonae
M.asiaticum
M.terrae-triviale complex
M.shimodei

M.gastri

insanda potansiyel patojen

M.nonchromogenicum

M.paratuberculosis

M.avium intracellulare complex (MAC)
M.kansasii
M.fortiuitim-chelonae complex
M.scrofloceum

M.xenopi

M.szulgai

M.malmoense

M.simiae

M.genavense

M.marinum

M.ulcerans

M.haemophilum

M.celatum

Hizli Gireyen tiirler

M.thermoressistible
M.smegmatis

M.vaccae
M.parafortuitum complex

M.phlei

Orta hizda iireyen

M.flavescens

16




2.6 Mikobakterilerin Laboratuvar Tanisi

Tuberkuloz kesin tanisi mikrobiyolojik olarak, klinik drneklerde tiberktloz
basilinin godsterilmesi ile konur. GUnUmuzde Mikobakterilerin tanisinda;
mikroskobik inceleme, kultir ve molekuler yontemler kullaniimaktadir.
Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin tani ve tedaviye katkisi; mikobakterinin
saptanmasi, identifikasyonu, tir tayini ve uretilen basilin ilag duyarhhiginin

saptanmasiyla olmaktadir (1, 41).

2.6.1 Klinik Orneklerin Alinmasi
Tlberklloz tanisi i¢in klinik érneklerin alinma, laboratuvara génderilme ve
islenmesinde belirli kurallar vardir. Ornekler steril, sizdirmaz burgulu kapakli

ve tek kullanimlik kaplar igine, yeterli miktarda alinmalidir (42).

Pulmoner o6rnekler icinde; balgam, Bronkoalveoler Lavaj (BAL),
brongial fircalama, transtrakeal aspirat, Aclik Mide Suyu (AMS) d&rnekleri
sayilabilir. Balgam en sik tercih edilen 6rnek turudur ve birbirini izleyen 3 ayri
ginde 5-10 ml sabah balgami alinmasi tercih edilir. BAL invaziv bir érnektir.
En az 5 ml ainmalidir (33, 39). A¢lik mide suyu, tliberkiloz oldugu radyolojik
olarak kanitlanmis balgami negatif olan hastalarda, bebek- kiclk cocuk-
koma hali gibi durumlar nedeniyle balgam ¢ikaramayan hastalarda tercih
edilebilir. Birbirini takip eden 3 gun boyunca, sabah acken alinmaldir (33,
39).

Ekstrapulmoner érnekler; idrar, steril vicut sivilari, apse, digki ve doku
ornekleridir. idrar érneklerleri birbirini izleyen en az 3-5 guin sire ile, sabah ilk
ve orta akim idrari olacak sekilde alinmalidir. Ornek miktari en az 40 ml
olmali, yirmi dort saat biriktirlen veya torbadan alinan idrarlar kabul
edilmemelidir. Steril vicut sivilari; Beyin Omurilik Sivisi (BOS), plevra,
perikard, periton veya sinovyal sivilardir. BOS hari¢ bu 6érnekler mimkin
oldugunca fazla olmali, 5 ml'den az olmamahdir. BOS 6rnekleri en az 2-3 ml

alinmalidir. Apse ornekleri aseptik kosullarda alinmali, mimkin oldugu kadar

17



¢ok materyal aspire edilmelidir. Doku ornekleri, steril bir kap icine eger
mumkunse en az bir gram olacak sekilde alinmalidir. Digki 6rnekleri MTC igin
degil, HIV’li hastalarda MAC tanisina yardimci olabilecegi icin tercih edilebilir

ve en az bir gram olmalidir (33).

2.6.2 Orneklerin islenmesi
Mikobakterilerin izolasyonu icin, klinik érneklerin organik (l6kosit, eritrosit,
doku gibi) kalintilarindan arindiriimasi i¢cin homojenizasyon/dekontaminasyon

ve bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in konsantrasyon iglemi uygulanir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde en sik
N-Asetil-L-Sistein + Sodyum hidroksit (NALC- NaOH) ve %3-4’lik Sodyum
hidroksit (NaOH) gibi yontemler kullaniimaktadir. Bunlarin disinda, zefiran-
trisodyum fosfat, oksalik asit, asetilpridinyum klorid, sodyum klorid gibi farkli
yontemler de vardir (33, 37, 42, 43).

2.6.3 Direkt inceleme

Mikroskopik inceleme en kolay, en ucuz, en sik kullanilan ve tanisal degeri
oldukga yuksek bir yontemdir. Boyanmis yayma preparatlarinin mikroskop ile
incelenmesi, aside direngli basil (ARB) aranmasinda ilk asamadir. Direkt
mikroskopik incelemede aside direngli basilin gorulebilmesi igin, 6rnekte
5.000-10.000 basil/ml olmasi gerekmektedir. Mikobakterilerin kuiltiirde
dremesi icin ise 10-100 basil/ml olmasi yeterlidir. Bu da direkt mikroskopik
incelemenin duyarlihginin daha dustk olmasini ve kdltiran onemini
aciklamaktadir (1, 44). Ancak kudlturin pozitiflesmesi en kisa 10-15 gin
almaktadir. Bu durumda yaymada ARB saptanmasi, Kklinik Ornekte
mikobakteri varligini gosteren ilk bakteriyolojik kanittir. Bu amagla iki tip aside
direngli boyama kullaniimaktadir;

1. Karbol fuksin (Ehrlich Ziehl-Neelsen ve Kinyoun): Karbol fuksin

boyama metotlarinin duyarlihgr %22-80'dir. En sik kullanilan karbol fuksin
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metodu  Ehrlich-Ziehl-Neelsen  (EZN) metodudur. Bu yodntemde,

kaynamayacak sekilde alttan 1sitma ile preparat hazirlanir (16).

Kinyoun boyama yontemi EZN yodntemine benzer, fakat kullanilan
karbol fuksin ve fenol konsantrasyonu arttirilarak, isitma iglemini gereksiz

kilan modifiye bir boyama yéntemidir (soguk karbol fuksin boyama) (34).

2. Florokrom Boyama (Rhodamine-Auramine): Florokrom boyama

metotlarinin duyarhli§gi %52-97’dir. En sik kullanilan florokrom boyama
metodu ise auramin-rodamindir. Bu metotda 40x buyutme yeterlidir (15).
Florokrom boyamada ana ilke fenolli fuksin yerine floresan boyalarin,
mikobakterilerin lipitten zengin hucre duvarina baglanarak, gorunur hale
gelmesini saglamaktir (4). Bu yontemin duyarhliginin yliksek olmasina karsin
Ozgulligu dasuktir. Bu nedenle pozitif yaymalarin, karbol fuksin boyama

yontemi ile dogrulanmasi onerilir (33, 42).

2.6.4 Kultur

Mikobakterilerin tanisinda, kaltir direkt mikroskobiden daha duyarl olmasi,
tar tayini ile antimikrobiyal duyarllik testlerine olanak saglamasi sebebiyle
altin standarttir. Mikobakterilerin L-J’'da Uretiimesine dayanan kultir
yontemleriyle taniya ulasmak igin 6-8 hafta gibi bir sireye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla, hizli kaltir yontemleri gelistirilmigtir. Hizli kaltlr
yontemleri ile mikobakteri Greme siresi ortalama 10-15 gun almaktadir.
Yapilan c¢alismalarda hizli kdltlr sistemleri ile L-J’nin beraber ¢alisiimasinin
izolasyon oranini %100’lere ¢ikardigi gosterilmistir. Bu sebeple Dinya Saglik
Orgiiti de tanida kati besiyerine ilaveten hizli kiiltiiriin de eklenmesini

onermektedir (1).

Kati 6zellikteki besiyerleri yumurta bazli ve agar bazli olmak Uzere iki
cesittir:

1. Yumurta Bazli Besiyerleri: En yaygin kullanilani Léwenstein-Jensen

(L-J) besiyeridir. L-J besiyerinin tercih edilme nedenleri arasinda uzun émdarla
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olmalari, tipik koloni morfolojisi olusturmalari, icerdikleri malasit yesili
sayesinde kontaminant bakterileri engellemeleri ve ekonomik olmalari gibi
nedenler sayilabilir. Ancak tipik kolonilerin ge¢ olusmasi ve ilag duyarllik
testleri igcin dengeli konsantrasyonlarin saglanamamasi dezavantaj olarak

saptanmisgtir.

2. Agar Temelli Besiyerleri: Yumurtali besiyerlerinin aksine seffaftir.
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en ¢ok tercih edilen agar bazl besi
yerleridir. Yumurtali besiyerlerinde 18-24 giinde saptanan koloniler, agar

temelli besiyerlerinde 10-12 glin sonra mikroskop altinda incelenirse, olusan

kolonileri gorulebilmektedir.

Mikobakterilerin  izolasyonunda kullanilan sivi  besiyerleri  kati
besiyerlerine gore daha kisa surede (7-14 giin) sonug verirler. Ancak koloni
morfolojilerinin  goérlilememesi, c¢abuk bozulmalari ve pahali olmalari
dezavantajlandir. Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin besiyerleri en

sik kullanilan sivi besiyerleridir (33).

Hizli kaltdr sistemleri de tanida énemli yer tutmaktadir. Cogunda sivi
besiyeri kullaniimakla birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin kullanildigi
sistemler de mevcuttur ve bu sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO2
olusumu ve oksijen kullanimi fluorometrik veya kolorometrik olarak olguldr.
BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, MD), BACTEC MGIT 960 (BD
Biosciences, Sparks, MD), VersaTREK (Trek Diagnostics, Inc., Ohio),
BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France) mikobakterilerin tanisi igin

gelistirilmig ticari, otomatize kultir sistemlerinden bazilaridir (43, 45).

BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, MD): Yari otomatize,
radyometrik, sivi bazli ticari bir kultir sistemidir. Besiyerlerinde substrat
olarak bulunan radyoaktif karbon isaretli palmitik asitin mikobakteriler
tarafindan kullaniimasi sirasinda olusan 14C0O2 atomunun BACTEC 460 TB
cihazinda 0-999 sayisal de@erleri arasinda Ureme indeksi (Gl) olarak
Olcilmesi prensibi ile galismaktadir. Besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi
ve yari otomatize olmasi sistemin dezavantajlaridir (43, 45, 46).
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BACTEC MGIT 960 (BD Biosciences, Sparks, MD): Kultur tuplerinin
inkibasyonunun cihaz icinde gerceklestigi ve Ureme kontroliunun otomatik
olarak yapildigi, radyometrik olmayan tam otomatize ticari hizli kdltar
sistemidir (33). BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tlplerde (BBL
MGIT 7ml tap), Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene
duyarli rutenyum metal kompleksi iceren silikon bulunur. Kullanilan
besiyerlerinde mikobakteri veya diger mikroorganizmalar urediginde oksijenin
kullanilmasi sonucunda UV isigina karsi floresans olusmakta ve olusan
floresans miktari Ureme indeksi (Gl) olarak degerlendiriimektedir. Bu sistem
kan hari¢ tim ornekler i¢in uygundur (33, 47).

VersaTREK (Trek Diagnostics, Inc.,Ohio): Sellloz slinger ve
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve sellloz siinger iceren tam otomatize bir
sistemdir. Mikroorganizmalarin Uremesi sonucu olusan gaz basincindaki
degisiklikler olculerek, grafiksel olarak bilgisayar sistemine aktarilir. Sistem
tum Klinik érnekler icin uygundur.

BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France): Besiyerinin dip kisminda
kolorimetrik bir sensor iceren ve olusan CO:2 duzeyini Olgerek uremeyi
degerlendiren, bilgisayar destekli bir sistemdir. Kan haricinde tim Klinik
drnekler i¢cin uygundur (43).

2.6.5 Morfolojik ve Biyokimyasal Tanimlama Testleri

Biyokimyasal Tanimlama Testleri; GUreme hizi ve isisi, pigment Uretimi, koloni
gorunumu, kord faktor olusumu, niasin testi, nitrat rediksiyonu testi, katalaz
testi, pirazinamidaz testi, Tween 80 hidrolizi testi, arilstlfataz testi, Ureaz
testi, PNB (para-nitro benzoik asit) iceren besiyerinde tdreme gibi klasik
morfolojik ve biyokimyasal Ozelliklere gore tanimlama yapilabilmektedirler
(Tablo 3 ve 4) (32).
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Tablo 3. Mycobacterium tuberculosis complex uyelerinin biyokimyasal 6zellikleri.

Tar TCH Prazinamidaz | Nitrat Rediktaz Oksijen
M. tuberculosis direngli + + Aerobik
M. bovis duyarli - -
M. bovis BCG duyarli - - Aerobik
M. africanum duyarli + - Mikroaerofilik
M. microti

* Thiophen-2-carboxylic acid hydrazide

Tablo 4. insanlardan izole edilen atipik mikobakterilerin biyokimyasal ézellikleri.

Tar Niasin Nitrat Tween Ureaz Aril Katalaz
Yapimi  Rediksiyonu Hidrolizi Silfataz  68°
Fotokromojenler
M.kansasii - + + + + +
M.marinum - - + + + +
M.simiae + - - + + +
Skotokromojenler
M.scrofulaceum - - - + - +
M.xenopi - - - - + +
M.szulgai - + + + + +
M.gordonae - - - - + +
M.flavescens - + + + + +
Non-kromojenler
M.avium complex - - - - + +
M.malmoense - - + + +
M.haemophilum - + - - + ?
M.ulcerans * - - - + +
Hizl Greyenler
M.fortuitum + + + + + +
M.chelonae - - + + + +
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2.6.6 Molekuler Testler

Gunumuzde klinik orneklerden izole edilen mikobakterlieri tir dizeyinde
saptayabilmek icin biyokimyasal testler yerine molekiler yéntemler tercih
edilmektedir. Ozellikle 1985 yilinda, Mullis ve ark. tarafindan tanimlanan
polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) yodntemi

molekuler testlerin kullaniimasinin dninu agmistir (32).
Nukleik Asit Amplifikasyon

Molekuller yontemler iginde, Ornekte az miktarda basil bile olsa bunu
cogaltarak saptayabilen NiUkleik Asit Amplifikasyon testleri tani i¢cin dnem
kazanmistir (44). ‘Centers for Disease Control and Preventation (CDC)’ direkt
bakidan bagimsiz olarak akciger tuberkulozu suphesi olan her hastadan en
az bir solunum o6rnegine Nukleik Asit Amplifikasyon testlerini 6nermektedir
(44).

Nukleik Asit Amplifikasyon testleri ile DNA veya RNA dogrudan
saptanabilmektedir. DNA veya RNA’nin saptanmasinda farkli yontemler
kullaniimaktadir. ‘PCR’ esasli bu amplifikasyon testlerinde genellikle
Mikobakteri DNA’sinin 16S rRNA gen bdlgesine ait tlre 6zel primerler

kullaniimaktadir. Bu yontemler sirasi ile;

- ‘Transcription-mediated Amplification’ y6ntemi; temelinde transkripsiyona

badli ¢ogaltma olup, c¢ogaltilan hedef nikleik asit 16S-23S rRNA gen
bolgeleridir. MTC tirlerinin ayirt edilmesinde gryB gen fragmani ve M.bovis
BCG icin RD1 gen delesyonu bakilmaktadir (39, 40). Amplifikasyonda
izotermal ve tek tlpte yapilmaktadir. Boylece kontaminasyon engellenmis
olur. Bu yontem temel alinarak ticari DNA stripleri de Uretilmistir [Line Probe
Assay (LIPA)] (48).

- ‘Strand Displacement Amplification” yontemi; hedef 16S rRNA geninin degisken

bolgelerine spesifik gen bolgelerini PCR ile ¢ogaltmak ve DNA’larin izotermal yol

ile amplifikasyonunu saglamaktir (21).
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- Bir diger NAA yontemi olan ‘Loop-mediated isothermal amplification’

yonteminin hedef bolgesi ise 16S rRNA ve gyrB’dir (44).

Son yapilan 125 merkezli aragtirmada bu yontemlerin 6zgullik ve
duyarliliklari sirasiyla %97 ve %85 olarak bulunmustur. NAA testleri, 6-8 saat
icinde yapilabilir. Bu yontemlerin en 6nemli avantaji, M. tuberculosis hizli bir

sekilde tespit edilebilmeleridir (44).
Lateral flow assays

TB antijenini kalitatif olarak saptayan hizli immunokromotografik bir
yontemdir. Bu yontemde kultirden izole MTC’in kendisine 06zgu proteini
MPT64 mevcudiyetinin varli§i saptanmaktadir. Duyarlilik %98.6, 6zgullik
%97.9'dir ve kabin ihtiyaci vardir (44).

DNA sekanslamasi

Mikobakterilerin tanimlanmasinda secilen en dnemli gen bolgeleri 16S rRNA,
rpoB, gyrB, hsp65, secAl, 32 kDa'likk bir protein ya da 16S-23S rRNA gen bosluk
kodlayan gen bolgeleridir. 16S rRNA bolgesi hem korunakli olmasi, hem her tiirde
fark icermesi agisindan bakterilerde en ¢ok tercih edilen bolgedir. Dizi analizleri
standartlastirilmas1 ile ilgili cesitli web siteleri oldugu gibi ticari kitler de
bulunmaktadir. Pahali, zaman alic1 ve yorucu bir yontemdir, 1-3 giin alir. Iyi bir

teknisyen ve iyi otomatik analiz sistemlerine gerek vardir (49, 50, 51).
Kutle Spektrometresi (Maldi Tof MS)

Genomlarin  kodladigi protein Urdnlerinin  dizi incelenmeleri gelisen
spektrometrik sistemlerin de sayesinde mUmkin olmustur. Boylece
mikroorganizmalarin kutle spektrometresine dayanan tanimlama yontemi
Maldi Tof MS laboratuvarlarda yerini almistir. Literatirde ise molekuler
yontemlerin bir pargasi olarak yerini almistir (49).

Maldi Tof MS’de tanimlanmak istenen koloni veya ekstrakt ‘target
slayt’ denen metal preparata yayilir, Uzerine matriks solisyonu eklenir ve
cihaza vyerlestirilerek lazer atislarina maruz birakilir. En uygun matriks

maddesi aromatik molekdllerdir (4-hydroxy-a-cyanocinnamic acid, 2.5-
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dihydroxybenzoic acid, 3.5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid). Lazer
enerjisini absorbe eden matriksin molekdlleri aktive olarak, mikroorganizma-
matriks kompleksinde mikro patlamalar olusmasina neden olur. Ardindan
molekdller iyonlasir, matriksle birlikte mikroorganizmaya ait molekuller
preparattan ayrilarak serbest hale gecer. Elektrige maruz kalan iyonize
molekuller detektore dogru hizlanmaya baglarlar. Katle/yik (m/z) oraniyla
gosterilen kitle ve molekalin ylkine gore iyonlarin hizi olusur ve iyonlar
kitlelerine gore detektdre carparlar ve kicik kitleye sahip iyonlar detektore
once ulasir. Sonugta mikroorganizmaya ait proteinlerin, detektdre g¢arpma
zamanina gore kutle spektrumu olusturulur ve kaydedilir. Bir Maldi Tof MS
spektrumunda x ekseni proteinlerin m/z oranini gosterirken y ekseni
proteinlerin yogunlugunu gosterir. Kaydedilen spektrum, mevcut veri
tabanindaki spektrumlarla karsilastiriir ve sonucun guvenilirligi  bazi

sistemlerde skorlama ile bazi sistemlerde yuzde ile belirlenir (50).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar ve Aletler
Etliv 37°C (Memmert)

Buzdolabi (Argelik)

-20°C Dondurucu (Arcelik)

Otoklav (Hirayama)

Pasteur firin1 (Memert)

Vorteks karistirici (Yellow line)

Vorteks karistirici (VORTEX-2 Genie)
Mini Santrifij (Beckman Counter)
Hassas terazi (Scaltec)

Biyolojik kabin (Metisafe)

Termal Déngii Cihazi (Techne, BiO RAD)
Jel yurttme tanki (Biometra/Agagel Maxi)
UV goruntileyici (Vilber Lourmant)

MGID (BD)

VITEK MS (bioMérieux)

Calkalayip isitici (Twin cubator)

Cryo Tup 2 ml (Biosigma)

0.5 mm cam boncuk

Vial vidal 2 mL (Axygen)

PCR tup 0.5 mL (Axygen)

PCR TUBES, Dnase ve Rnase free 0.2 mL (Axygen)
Pipet ucu 1-20-1000 pL (Axygen)

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri
Lowenstein-Jensen Besiyeri (Becton-Dickinson)
Middlebrook 7H9, MGIT (Becton-Dickinson)
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3.1.3 Kimyasal Maddeler
Etanol (Merck)

Formik asit (Merck)
Asetonitril (Merck)
Agarose (Peglab)

Tris Hydrochloride (Roche)
Borik Asit (Carlo Erba)
EDTA (Thermo Scientific)
Etidyum bromir (Merck)

3.1.4 Kullanilan Ticari Kitler

GenoType Mycobacterium CM (Hain lifescience)

GenoType Mycobacterium AS (Hain lifescience)

VITEK MS tanimlama kiti (bioMérieux)

MGIT TBc Tanimlama Testi (MPT64 Ag) (Becton Dickinson)

3.2 YOntem

3.2.1 Ornek Secimi

Marmara Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvar’na 2012-2013
yilllarinda gelen 106 stoklanmis 06rnekten; ayni hastaya ait ilk o©rnek
calismaya dahil edilmig, tekrar eden 6rnekleri calisma disi birakilmistir. 56
adet MTC ve 13 adet NTM olmak Uzere toplamda 69 klinik 6rnekle
cahisiimistir.

Calismamiza dahil edilen 69 6rnegin 47 (%68)’si solunum, 22 (%32)’si
solunum digi érneklerden olugsmaktadir. Solunum disi 6rnekler apse (n:10),
biopsi (n:7), idrar (n:3) ve beyin omurilik sivisindan (n:2) olusmaktadir.
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3.2.2 Orneklerin Ekimi ve Ureme Takibi

Marmara Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvari'na 2012-2013
yillarinda gelen ve -20°C’de MGIT besiyerinde stoklanan mikobakteri olarak
raporlanmis izolatlar, vorteks yardimi ile homojenize edildikten sonra 0.2 mL
L-J besiyerine, 0.5 mL MGIT besiyerine pasajlanmigtir. Ekilen L-J’ler etuvde,
MGIT’lar Greme durumunda sinyal veren 6zel etivinde (BD MGIT 960,
Sparks, MD) 35-37°C’de 8 hafta inkiibasyona kaldiriimigtir.

MGIT besiyerinde Ureme sinyali veren Orneklere Gram ve EZN
boyama yapilarak aside direngli basil ve/veya kontaminasyon agisindan
degerlendirilmigtir. Kontamine oldugu dusundlen 6rnekler NALC-NAOH
yontemi ile dekontaminasyon islemine tabi tutularak hem L-J hem de MGIT
besiyerine ekilip Uremeleri 8 haftaya tamamlanacak sekilde kaldigi yerden
takip edilmistir. Kati besiyerinde ise Greme takibi ilk 5 hafta gun asiri, sonraki
3 hafta haftada 2 kez olacak sekilde dizenlenmis ve Ureme saptanan
besiyerleri Gram ve EZN boyamalari yapilarak MGIT icin uygulanan prosedur
aynen uygulanmigtir.

Dekontaminasyon igsleminde, kontamine MGIT tupindeki ornek veya
kontamine L-J kolonileri distile su ile karistiriimis olarak isleme alinmistir.
Falkon tuplerine konan 6rnegin Ustiine kendi miktari kadar NALC-NaOH, 50
ml trisodyum sitrat, 50 mL NaOH soltiisyonundan eklenmis ve falkon vorteks
ile karistirilarak 15 dk. oda isisinda bekletilmistir. Falkon tuplerindeki 6rnegin
Ustt 50 mlL’ye kadar PBS (Phosphate Buffer Solution, pH:6.8) ile
tamamlanarak 3000 rpm’de 15 dk. santrif(j edilmistir. Santrifijden sonra
falkondaki sUpernatant kisim dokulerek kalan sedimente 1-2 mL PBS
eklenmis ve pH:7 olana kadar PBS eklemeye devam edilmistir (33). Elde
edilen dekontamine 6rnekten 0.2 mL alinarak L-J’ye, 0.5 mL alinarak MGIT’a
ekim yapilmis etlvlerine kaldirimiglardir. Ureme takipleri kaldiklari giinden
itibaren 8 haftaya tamamlanmistir.

Hem L-J hem de MGIT’da uretilebilen MTC 0Ornekleri ve herhangi bir

besiyerinde Uretilebilen atipik mikobakteriler isleme alinmistir.
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3.2.3 Tanimlama Yontemleri

3.2.3.1 TBc Tanimlama Testi ile Mikobakteri Turlerinin Tanimlanmasi
Ureme sinyali veren MGIT tupl etliivden ¢ikarildi. ARB boyanarak
mikobakteri Uremesi agisindan degerlendirildi. ARB pozitif érnekler, test icin
isleme alindi.

-ARB pozitif MGIT tupU vorteksleyerek tamamen karistirildi, santrifj edildi.
-TBc ID karti, testten hemen 6nce folyo torbasindan cikarildi

-Steril bir pipet ucu kullanarak uygun sekilde kartin 6rnek kuyusuna 6rnegin
100 pL’si yerlestirildi. 15 dk. beklendi. Sonug kaydedildi.

Klasik tanimlama yontemi MGIT besiyerinde calisilan bu test; MGIT
uremeli tiplinden MTC’ye 6zgu MPT64 proteini varligi immunokromotografik

olarak saptamaya yoneliktir.

TBc icin Pozitif Test (MPT64 antijenli) — Okuma penceresinde Test “T”
konumunda ve Kontrol “C” konumunda pembe veya kirmizi bir ¢izgi
gorulurse, ornekte MPT64 antijeninin saptandigini gosterdi, MTC olarak
kaydedildi.

TBc icin Negatif Test (MPT64 antijeni saptanmadiginda) — Okuma
penceresinin Test “T” konumunda pembe veya kirmizi ¢izgi gorulmezse,

ornekte MPT64 antijeninin saptanmadigini gosterdi. NTM olarak kaydedildi.

3.2.3.2 Mikobakterilerin Nukleik Asit Hibridizasyon Yontemi ile
Tanimlanmasi

Ik olarak DNA izolasyonu icin ireme saptanan sivi kiiltiirlerden 100 uL alinip
vortekslenerek homojenize edildikten sonra 15 dk. 10.000 g’de santrifij edilip
supernatan atildi.

- Pelet 100 pL Lizis Tamponu ile stuspanse edilip 100°C’de 5 dk. kaynatildi.
Notralize edici tampondan 100 uL eklendikten sonra 5 dk. maksimum hizda

santrifiij edildi. Ustteki Lyase/DNA temiz bir ependorfa alindi.
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Kati kulturlerde dreme saptanan orneklerden 1-2 koloni alinarak 100
ML Lizis tamponu iginde suspanse edilip, kalan yerden prosedire devam
edildi (52).

Amplifikasyonda her bir drnek icin: 35 yL PNM (Primer Nucleotide
Mix), 5 pL 10x PCR buffer (15mM MgCl2 igerir), 2 yL MgClz (25 mM MgCl2),
3 uL H20, 0.2 pyL Tag polimeraz (1 Unite) sira ile konularak siispanse edildi. 5
ML 6rnege ait DNA soliisyonu eklenerek toplamda 50 pL amplifikasyon
sollsyonu elde edildi.
- Termal dongul cihazi; 95°C’de 5 dk. (1 ddngu), 95°C’de 30 sn. (10 doéngu),
58°C’de 2 dk. (10 doéngu), 95°C’de 25 sn. (20 dongu), 53°C’de 40 sn. (20
dongi), 70°C’de 40 sn. (20 doéngu), 70°C’de 8 dk. (1 dongul) olacak sekilde
ayarlandi ve oérnekler cihaza konuldu.
- Elde edilen amplifikasyon Urunlerinin her biri 5 pL hazirlamis oldugumuz
%1.2 etidyum bromur iceren %Z2’lik agaroz jel Uzerindeki kuyucuklara
yerlestirildi. Agaroz jel 90-100 V’da 15-20 dk. elektroforeze tabi tutuldu.
Transilluminatorde UV 1s131 altinda 200-230 bp bandinda elde edilen drtinler
izlendi (Sekil 3).

300bp
200 bp
= 100 bp

Sekil 3. Mikobakteri izolatlarina ait PCR Uriinlerinin transilluminatér altindaki gérintisi
Hibridizasyon Basamaginda ise: HYB (Hibridizasyon Buffer), RIN

(Rinse Solution) STR (Stringent Wash Solution) ve distile su oda isisina

getirildi. CON-C (Conjugate Concentrate) ve SUB-C(Substrate Concentrate),

1:100 dilusyonlari hazirlandi.
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- Plaklarinin her bir kuyucuguna 20 yL denatirasyon solusyonu (DEN) ve 20
ML amplikon Urind konarak karistirildi. Oda isisinda 5 dk. muamele edildi.
Son kuyucuk negatif kontrol olarak kullanildi.

- Her kuyucuga HBY eklendi, karistirildi ve DNA Stripleri yerlestirildi.
TwinCubator cihazina 12 kuyucuklu plak yerlestirildi. Cihazda 30 dk. 45°C’de
calkalanip inkibasyon baslatildi. Sonra tim HYB aspire edildi.

- Ardindan her kuyucuga ylkama solusyonu eklenerek 15 dk. 45°C’de
calkalanip, inkiibe edildi. Yikama solusyonu tamamen bosaltildi.

- Son asamada 1:100’lik konjugat soltiisyonundan (10 yL x 12 CON-C + 990 x
12 CON-D) 1 mL her bir kuyucuga konarak TwinCubatorde 30 dk. oda
Isisinda inkube edilip soliisyon tamamen bosaltildi ve yikandi.

- Sonra 1:100 lik Substrat solisyonundan (10 yL x 12 SUB-C + 990 x 12
SUB-D) 1 mL her bir kuyucuga konarak TwinCubatorde 2-10 dk. oda
Isisinda inklbe edildikten sonra sollisyon tamamen bosaltildi. Distile su ile
yikandi. Boylece reaksiyon durduruldu.

Plaklarin igindeki DNA Stripleri ¢ikarilarak sivi emen kagidin tzerine
konup kurumasi saglandi. Her bir strip genel tanimlama karti CM ve/veya AS
kartinin paraleline getirildi. Reaksiyon zonlari tanimlama karti ile kiyaslanarak
tani kondu (48) (Sekil 4).

High GC Gram positive
bacterium
Mycabacterium spec."
M. avium ssp.

M. chelonae

M. abscessus

M. fortuitum 1

M. fortuitum 2

M. mageritense

M. gordanae

M. intracellulare

QCcO
aonn

P AT S RO

S aaa
TR WN=0

a4
N

—— staining me— facultative staining

Sekil 4. GenoType Mycobacterium CM Tanimlama Karti.
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3.2.2.2. Maldi Tof MS ile Mikobakteri Tiirlerinin Tanimlanmasi
Uremeli MGIT sivi besiyerinden (BD) 1.8 mL alinarak, 2 mL vidali kapakli
ependorfa kondu, 10 dk. 8000 rpom’de santriflij edildi ve sipernatan atildi,

- Pelet 500 pL %70’lik etanol ile stispanse edildi, sonra 0.5 mm cam boncuk
bulunan 2 mL kapakli ependorfa alindi, 15 dk. vortekslendi, oda i1sisinda 10
dk. inkiibasyona birakildi, tekrar vorteks iglemi uygulandiktan sonra cam
boncuksuz olarak stispansiyon 2 mL kapakl ependorfa aktarildi,

- Ornekler 14000 rpm’de 2 dk. santriflj edildi ve slpernatan kismi atildi,
sonra 10 yL %70lik formik asitle suspanse edildi, bu karisima 10 pL
%100’lik asetonitril eklendi ve vortekslendi, 14000 rpm’de 2 dk. santrifij
edildi,

- Olusan supernatanin 1 plL’si MS slaydina (target slide) kondu, kuruyan
supernatan Uzerine 1 yL CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) matriks
solisyonu eklendi. Preparat kuruduktan sonra Maldi Tof MS (bioMérieux)

cihazi ile tanimlama yapildi (Sekil 5).

L-J’da uUreyen koloniden 1 pL 6ze dolusu alinip, 500 pyL %70’lik etanol
ile suspanse edildi, sonra 0.5 mm cam boncuk bulunan 2 mL kapakh
ependorfa alinarak vortekslendikten sonra sivi besiyeri icin uygulanan

prosedir aynen uygulandi (53) (Sekil 5).

it

1.8 ml MGIT sivibesiyeri 10 dakika 8000 500 ul %670 15 dakika 14000 rpm’de
vorteklendikten sonra rem’de Etanolile yatay 2 dakikacam [Form

2ml vidah kapakh santrifaj edildi pelet pozisyonda boncuksuz
ependorfa kondu. supernatant suspanse 0.5 mm santrifdj et
atildi. edildi. cam supernatant
boncukla kismi ati
vorteksle.

Sekil 5. MS Prosedur Basamaklari (Calismamizdan)
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3.2.4.istatistiksel Yontemler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde:

Tanimlama yontemlerinden Maldi Tof MS ve Nukleik Asit
Hibridizasyon (NAH) arasinda tanimlama acgisindan anlamh farkin olup

olmadigi, Ki-kare yontemi kullanilarak karsilastirimistir..

Maldi Tof MS (bioMérieux) yonteminin duyarhli§i; molekiler yontem
NAH ve klasik yontem TBc Tanimlama Testi ile uyumu agisindan
degerlendirilmigtir. Negatif Ornekle calisilmadidi igin 0Ozgullik uyumuna

bakilmamisgtir.
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4 BULGULAR

Altin standart olarak kullandigimiz klasik tanimlama yoéntemi ‘TBc
Tanimlama Testi’ ile, calismamiza dahil ettigimiz 69 6rnegin 13 (%19)'4 NTM
ve 56 (%81)st MTC olarak tanimlanmig, NTM igin tur duzeyinde
tanimlanama yapilamamistir (Tablo 5).

Tablo 5. Tanimlama Yontemlerinin kapasitelerinin karsilastiriimasi

56 (81) 13 (19) 50 (100)
56 (81) 13 (19) 69 (100)
56 (81) 5 (7) 61 (88)

‘Nikleik Asit Hibridizasyon (NAH)" yontemi ile 6rneklerin 56 (%81)’sI
MTC, 13 (%19)0 NTM olarak tanimlanmig, tanimlanamayan Ornek
olmamistir (Tablo 5). Bu yontemle NTM’lerin hepsi tiur dizeyinde de
tanimlanabilmigtir. NTM’ler arasinda en sik M.intracellulare (n:5) tard
saptanirken; bunu sirasi ile M.lentiffavum (n:3), M.xenopi (n:2) ve
M.malmoense, M.abscessus, M.avium (n:1) tarleri izlemistir (Tablo 6).
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Tablo 6. NTM tirlerinin tanimlanmasinda NAH ve Maldi Tof MS ydntemlerinin

karsilastiriimasi

5 (38.5)

5 (38.5)

3(23)

2 (15.5) -

1(7.6)

1(7.6) -

1(7.6)

13 (100) 13 (100)

‘Maldi Tof MS (bioMérieux)’ yontemi ile %88 6rnek tanimlanirken, 8
ornek tanimlanamamistir. Tanimlanamayan orneklerin tamami ‘NAH ve ‘TBc
Tanimlama Testi’ ile NTM olarak tanimlanabilmisti. MTC 6rneklerinden

tanimlanamayan 6rnek olmamistir (Tablo 5).

‘TBc Tanimlama Testi’ ile 6rnekler MTC ve NTM olarak iki grupta
tanimlanabilmisken; ‘Nikleik Asit Hibridizasyon’ yontemi ile NTM’lerin hepsi,
‘Maldi Tof MS’ ile NTM’lerin 5 adedi (%38.5) tir duzeyinde tanimlanabilmistir.
‘Maldi Tof MS’ ile tanimlanan 5 adet NTM’nin hepsi de M.intracellulare olarak
tanimlanmistir (Tablo 6) (Sekil 6 ve 7).
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Sekil 6. Maldi Tof MS ile MTC olarak tanimlanmis bir izolatin spektrasi.

AR AERA

2,000 2,000 4,000 5,000 5,000 7,000 8,000 9,000 10,000 11,000
Kiitle m/z (Da)

Sekil 7. Maldi Tof MS ile M.intracellulare olarak tanimlanmig bir izolatin spektrasi.

Kati besiyerinde Uretilen 65 6rnek ‘Maldi Tof MS’ ile galigiimig ve
MTC’lerin tamami tanimlanirken; NTM’lerden 13 6rnedin 3’'U tanimlanmis
olup, tamami M.intracellulare olarak saptanmigtir. Tanimlanamayan 7
ornegin tamami ise ‘NAH’ ve ‘TBc Tanimlama Testi’ ile NTM olarak
saptanmigtir.

Sivi besiyerinde Uretilen 61 6rnek ‘Maldi Tof MS’ ile ¢alisiimistir. Bu
yontemle sivi besiyerinde 49 o6rnek MTC olarak, 3 06rnek NTM
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(M.intracellulare) olarak saptanmistir. ‘NAH’ ve ‘TBc Tanimlama Testi’ ile 2’si
NTM, 7’si MTC olarak tanimlanan 9 6rnek; ‘Maldi Tof MS’ ile sivi besiyerinde

tanimlanamamisgtir.

‘TBc Tanimlama Testi’ ile tum turler tanimlanmis ancak NTM’ler tur
diizeyinde tanimlanamamistir. Ornek basi maliyeti 3 € olup, tanimlama 15 dk.
surmustar. ‘Maldi Tof MS yontemi’ ile tanimlama %88 dlzeyinde olmustur.
NTM’lerin 5 (%38.5)’i tur dizeyinde tanimlanabilmistir. Maliyeti 6rnek basina
1 € olup, tanimlama 45 dakika almigtir. ‘Nukleik Asit Hibridizasyon’ yontemi
ile tanimlanamayan 6rnek olmamis ve NTM’lerin hepsi tir dizeyinde
tanimlanmistir. Maliyet 6rnek basina 30 €, harcanan zaman 6-7 saat

olmustur (Tablo 7).

Tablo 7. Yontemlerin Tanimlama, Maliyet, Zaman agisindan Karsilastiriimasi

TBc Tanimlama
Testi
Maldi Tof MS 88 38.5 1€ 45 dk.
NAH 100 100 30 € 6-7 saat
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Maldi Tof MS'’in duyarlihdinin, Nukleik Asit Hibridizasyon ve Klasik
yontem ile uyumuna bakildiginda; MTC tanimlamasi agisindan %100 uyum
bulunmustur. NTM’lerin tlr dizeyinde tanimlanmasi agisindan, Maldi Tof
MS’in duyarhlik uyumu, Nukleik Asit Hibridizasyon ile bakildiginda; %38.5

bulunmustur.

Maldi Tof MS ve Nukleik Asit Hibridizasyon arasinda tanimlama
agisindan fark olup olmadgr Ki-kare istatiksel metod kullanilarak

kargilastirildiginda, iki ydontem arasinda anlamli fark bulunmamigtir (p>0.05).

38



5. TARTISMA VE SONUCLAR

Dinya Saglik Orgutii (DSO), 1993 yilinda Tuberkiloz icin ‘Kiresel bir Halk
Saghdi Sorunu’ tanimlamasini kullandiktan sonra, sirekli veri toplanmis ve
sorunun kaynagina ulasiimaya caligiimistir. DSO’niin ‘Kiresel Tiberkiiloz
2013 Raporu’ ile dinya nufusunun yaklasik Ugte birinin tuberkuloz mikrobuyla
enfekte oldugu bildirilmis ve 2012 yili verilerine gore 8.6 milyon yeni vakanin
ancak 5.7 milyonun saptanabildigi raporlanmigtir (2). Ozellikle 1980’li
yilllardan sonra, HIV vakalarinin artmasi ile NTM enfeksiyonlarinin da
gorulme sikhgr artmistir. Bu tdrlerin tedavi protokollerindeki farkliliklar,
mikobakterileri  tir duzeyinde tanimlamayr gerekli kilmistir  (19).
Laboratuvarimizda kullaniimakta olan klasik yontem olarak, BD MGIT sivi
besiyerinden MTC’e 6zgl MPT64 proteinini immunokromotografik olarak
saptayan ‘TBc Tanimlama Testi’, mikobakterileri sadece MTC ve NTM olarak
tanimlayabilmekte ve tlr dizeyinde tanimlama yapamamaktadir. Yapilisinin
kolayli§gi ve tanimlamadaki guvenilirligi yuzinden oldukga tercih edilen bir
yontemdir (44). Fakat NTM suphesi olan hastalarda bu tanimlama testi,
tedavi planlamasi igin yetersiz kalmaktadir.

Gunumuzde mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal
yontemler zor ve zaman alici olduklari icin, tani ve tedavide gecikmelere
sebep oldugu bilinmektedir (32). Tanimlamada hizli, kolay, ucuz yéntemlerin
arayisi surmektedir. Fakat bu ydontemlerin tam islevsel hale gelmeleri icin
hala calismalara gerek vardir. Bu c¢alismalara destek amacli, bizde
calismamiza hastane laboratuvarimizda uygulayabilecegimiz, 0zellikle
NTM'’leri tur duzeyinde tanimlamamiza yardimci olacak yeni yontemlerden
ikisini [NUkleik Asit Hibridizasyon (GenoType Mycobacterium CM/AS) ve
Maldi Tof MS (VITEK MS/bioMérieux)] kullandik (48, 53).

Son yillarda kullanima giren molekiler yontemler arasinda; DNA
sekanslamasi, Lateral flow assays, Nukleik Asit Amplifikasyon (NAA) testleri
sayilabilir. Ulkemizde, son yillarda NTM tlrlerini tanimlamaya dayal

epidemiyolojik ve 6zel arastirmalarda Nukleik Asit Hibridizasyon ticari Kkiti
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Line Probe Assay (LIPA) yonteminden (GenoType® Mycobacterium CM/AS
kitleri) faydalaniimistir. Ulusal Tuberklloz Referans Laboratuvari bu yontemi
kullanarak, 2009 Ocak-2010 Aralik tarihleri arasinda yaptigi epidemiyolojiye
yonelik calismalarinda en sik %33.3 ile M.fortuitum’a rastlamiglardir (5).
Diger bir calismada Bigcmen ve arkadaslarinin, Dr. Suat Seren Gogus
Hastaliklar ve Cerrahisi EAH Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen 2009-2014
yillarina ait 70 adet NTM 6rnedinden retrospektif olarak LIPA yontemi ile
yaptiklari  ¢alismadir. En sik %214 ile M.intracellulare tirand
tanimlamiglardir (54). Biz de klinik érneklerde en sik M.intracellulare (13
ornekte 5 adet) ile karsilastik (Tablo 6). Amerika, ingiltere, Hong Kong gibi
Ulkelerde yapilan galismalarda da M.intracellulare klinik drneklerden en ¢ok
tanimlanan NTM tirG olarak ifade edilmistir (21, 24, 27).

Nukleik Asit Amplifikasyon Ydntemi ile ¢alisan ticari DNA problarinin
ayni anda mikobakteriyi tir duzeyinde tanimlayan hizli, yapimi kolay testler
olarak 6n plana ¢ikmasi sebebiyle ¢alismamizda yer almistir. Son yapilan
125 merkezli arastirmada Nukleik Asit Amplifikasyon yénteminin 6zgullik ve
duyarhliklar sirasiyla %97 ve %85 olarak bulunmustur ve bu testlerin
ortalama 6-8 saat icinde yapilabildigi bildirilmigtir (44)

Bu yontem mikobakteri tirlerini (M. tuberculosis complex, M. avium,
M.chelonae, M.fortuitum, M.gordonae, M.intracellulare, M.kansasii,
M.malmoense, M.marinum, M.peregrinum, M.scrofulaceum, M.interjectum,
M.xenopi ve M.abcessus, M.simiae, M.mucogenicum, M.goodii, M.celatum,
M.smegmatis, M.genavense, M.lentiflavum, M.heckeshornense, M.szulgai,
M.phlei, M.haemophilum, M.kansasii, M.ulcerans, M.gastri, M.asiaticum ve
M.shimoidei tanimlar) 23S rRNA genlerini hedefleyerek tanimlayabilmektedir
(44, 49). MTC alt turlerinin ayirt edilmesinde gryB gen fragmani ve M.bovis
BCG i¢in RD1 gen delesyonunu kullanmaktadirlar (48, 55).

Molekuler yontemlerin yaninda, rutin uygulamalarda ayni potansiyele
sahip, daha kolay, hizli ve ucuz bir yontem olan Maldi Tof MS yontemi,
mikobakteri tanimlamasinda son yillarda kullanilmaya baslanmigtir. Yontem
mikobakteri acgisindan olduk¢a yenidir (51). Mikroorganizmalari kutle

spektrometresine gore tanimlayan proteomik bir yontemdir. Bircok bakteriyi
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tanimlamada oldukga vyeterli spektralar olusturulmus ve rutine konmus
olmasina karsin, mikobakterilere ait durum tam netlik kazanmamigtir. Son
yillarda ki tum caligmalar kaliteli spektralar elde edip, yeni veri tabanlari
olusturmaya yoneliktir (56, 57). Biz ¢calismamizda, Maldi Tof MS y6nteminin
mikobakteri tanimlamasindaki yeterliligini ve rutin mikobakteriyoloji
laboratuarina uygunlugunu, VITEK MS V2.0 (bioMérieux) veri tabanini
kullanarak irdelemeye calistik (Tablo 8).

Tablo 8. VITEK MS V2.0 (bioMérieux) ile tanimlanabilen Mikobakteri turleri.

Mycobacterium africanum
Mycobacterium avium
Mycobacterium bovis
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium scrofulaceum

Mycobacterium smegmatis

Maldi Tof MS ile mikobakterilerin tanimlanmasi galismalarina Hettick
ve arkadaslari, 2004 yilinda 6 farkh mikobakteri tirtu ile baglamiglardir (58).
Hemen arkasindan Pignone ve arkadagslari da Hettick ve arkadaslarini takip
etmiglerdir (59). Agirlikli olarak sistemleri standardize etme ile ilgili olan bu ilk
calismalar Uzerine Lotz, El Khe chine, Paul ve Balada-Llasat arkadaslari ile
Bruker Daltonics sistemini kullanarak c¢alismalar yapmislar ve 20 kV’da,
2000-20.000 kDa arasinda 60 frekansta kaliteli spektralar elde etmiglerdir.
Bdylece Bruker Daltonics sistemi icin ¢alisma programini standart olarak
yerlestirmislerdir. (60, 61, 62, 63, 65).

Jonathan H.K.Chen ve Cheryl A. Mather'de arkadaslariyla benzer bir
calismayi VITEK MS (bioMérieux) sistemi ile yapmiglar, 20kV’da, 20-20.000
m/z'de, 50 hertz frekans ile kaliteli spektralar yakalamiglar ve VITEK MS
(bioMérieux) icin standart bir program kurulmasinda etkili olmuslardir (65).
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VITEK MS (bioMérieux) sistemi icin standartlasmis bu program, bizim
calismamizda da yer alan programdir.

Maldi Tof MS ve mikobakteri ile ilgili diger ¢alismalar inaktivasyon ve
protein elde etme (ekstraksiyon) Uzerinde yodunlasmistir. ilk Hettick ve
arkadaglari tarafindan 2004 vyilinda trifloroasetikasit ile inaktivasyon
calismalari baglamis olup, Pignone ve arkadaslarinin su ile ylkama ve
santrifij denemeleri ile devam etmistir (59). Bruker Daltonics (Bremen,
Germany) ile yapilan calismalardan; Lotz ve arkadaslari %70’lik etanol ve
distile su ile hem inaktivasyon yapmaylr hem de protein elde etmeyi
denemisler (60), El Khe chine ve ark. ise %70’lik etanol ile 95°C’de 30 dk. IsI
iceren iki farkli inaktivasyon yéntemini, sekiz farkli ekstraksiyon yontemi ile
calismislardir (61). Sonucta, en uygun yontemin; inaktivasyon igin is1, yikama
icin distile su, protein eldesi igin %70’lik etanol ile %100’luk acetonitril ve 0.5
mm cam boncuktan olusan hiicre parcalama yéntemi oldugu konusunda fikir
birligi saglanmistir.

Benzer bir arastirmayi Alexandra Machen VITEK MS (bioMérieux) icin
yapmistir. Isitma ve hicre parcalama yontemlerini VITEK MS (bioMérieux)
kullanarak calismiglardir. Isitmali yoéntem ile %82.2 mikobakteri, hicre
parcalama yontemi ile %88.8 mikobakteri tanimlayabilmislerdir. Dolayisi ile
VITEK MS (bioMérieux) kullanilacaksa inaktivasyon ve protein eldesi icin
hicre parcalama yonteminin, 1s1 yodnteminden daha uygun olacagini
belirtmiglerdir. Biz de ¢alismamizda bu veriler i1s1ginda hicre pargalama
yontemi kullandik (66).

Calismamizda kati besiyerinden %89, sivi besiyerinden %85
dizeyinde mikobakteri tanimlanmistir. Kati besiyeri ile sivi besiyeri
tanimlama yuzdeleri, kati besiyeri lehine olmustur. Lotz ve arkadaslari da 311
ornek, 31 farkh tur iceren lokal verilerini de kullanarak Maldi Tof (Bruker
Daltonics) ile calismiglar ve kati besiyerinde %97, sivi besiyerinde %77
tanimlama oranlari bulmuslardir. Sivi besiyerindeki dusik tanimlama
yluzdesinin nedenini Lotz ve arkadaslari soOyle aciklamiglardir; Ureyen
kolonilerin, uygulanan ekstraksiyon yénteminin yogunlugu ile kaybin ve isi ile

inaktivasyon yonteminin sivi besiyeri icin uygun olmayabilecegi. Bizim
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calismamizda, sivi besiyerinde Is1 uygulanmadan hiicre pargalama yontemi
ile daha iyi sonuc elde edilmis olmasi, Lotz ve arkadaslarini destekler
niteliktedir (60).

Paul ve arkadaslari, 42 mikobakteri tlrine ait lokal verilerini de
kullanarak 104 klinik 6rnekte BioTyper software (version 2.0.4) ile galismislar
ve 4 NTM tart disinda tim tarleri tanimlayabildiklerini ifade etmislerdir (62).
Balada-Llasat 18 mikobakteri tUriine ait lokal verilerini Biotyper Software
(version 3.0) ile birlestirmis ve 178 mikobakteri érneginin 11 adedini tar
dizeyinde tanimlayamamiglardir. Bu durumda %93.8 mikobakteriyi tir
dizeyinde tanimlayabilmiglerdir (63). Bizim calismamizda %88 tanimlama
orani  yakalanmistir.  Tanimlanamayan tum  mikobakteriler NTM,
tanimlanabilen tim NTM’ler M.intracellulare olarak saptanmigtir. VITEK MS
V.2.0 sisteminin tanimladigini ileri sirdugu NTM turlerinden sadece
M.intracellulare tanimlanmistir. Buda VITEK MS V.2.0 sistemide, NTM igin
tur cesitliliginin az olmasi yaninda var olan spektralarinda turler icin yetersiz
oldugunu gdstermektedir (Tablo 8).

Jonathan H. K. Chen ve ark. kati besiyerinden elde ettikleri 20 tir
iceren lokal verilerini hem Bruker Biotyper hem de bioMérieux VITEK MS
sistemlerine ylUkleyerek kati ortamdan galismislardir. Biotyper ile %87.3’Unu
gen, %62.8’ini tir dizeyinde tanimlarken, VITEK MS ile anlaml sonuglar
elde edememiglerdir. VITEK MS ile iyi spektralar elde etmelerine karsin
tanimlamadaki problemi, bizim distuncemizle paralel olarak VITEK MS veri
bankasinin kisithligina baglamislardir (Tablo 8) (64).

Calismamiz sirasinda mikobakterileri tanimlamak igin kullanilan Maldi
Tof MS’i; ‘Nikleik Asit Hibridizasyon’ ve ‘TBc Tanimlama Testi’ ile
kargilastirdik. Klasik yontem ‘TBc Tanimlama Testi’'nin duyarliigi %98.6,
O0zgulluigdu %97.9dur. Klinik 6rnekten yapilan ‘Nukleik Asit Hibridizasyon’
yonteminde ise bu oran sirasi ile %85 ve %97 olarak siralanmaktadir (44).
Ancak TBc Tanimlama Testi ile NTM’leri tur dUzeyinde ayiramazken, Nukleik
Asit Hibridizasyon yodntemiyle tim izolatlar tir dizeyinde tanimlanmigtir.

Maldi Tof MS (bioMérieux)'de ise tur dizeyinde tanimlanamayan %11 (n:7)
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mikobakteri saptanmistir. Bunlarin hepsi ‘Nukleik Asit Hibridizasyon’ ve “TBc
Tanimlama Testi’ ile NTM olarak tanimlanmig drneklerdir (Tablo 5).

Maldi Tof MS’in duyarlihgindaki uyum, Nikleik Asit Hibridizasyon ve
Klasik yontemle kargilastirildiginda; MTC icin uyum %2100, NTM’lerin tur
tanimlanasindaki uyum ise olduk¢a dusuk olarak %38.5 bulunmustur. Bu
duguk uyum Maldi Tof MS yonteminde tanimlama yetersizligini gostermigtir.

Maldi Tof MS, yaklasik maliyetinin hasta basi 1€ olmasi ile, hasta basi
maliyeti 30 € olan Nukleik Asit Hibridizasyon’a gére daha avantajli olmasina
ragmen, NTM'lerde tur dizeyinde tanimlama yapmadaki yetersizligi ile
tanimlama da dezavantajli durumdadir (Tablo 7).

Sonucta; Maldi Tof MS maliyet etkin olmasina ragmen, ozellikle
NTM’ler icin tir tanimlama agisindan yetersiz spektralara sahip bulunmustur.
Bu acidan gunumuzde Maldi Tof MS’in, Nukleik Asit Hibridizasyon gibi
molekiler yontemlere kiyasla rutin taberklloz laboratuvarlarinda kullanimi
icin yetersiz oldugu goézlemlenmistir. Buna karsin; Maldi Tof MS'te NTM’ler
icin, MTC tanimlamasindaki ylksek uyum dikkate alindijinda, spektra

geligtiriimesi ile yuz gulduricu sonuglar alinabilecegi dusunulmektedir.
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