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ÖZET 

 

 

Mikobakteriler insanlarda ölüm sebebi olabilen önemli mikroorganizmalardır. 

Mikobakterilerin hızlı ve doğru olarak tanımlanması hastalığın çabuk tedavisi 

için önemlidir. Bununla birlikte, mikobakterilerin zor ve yavaĢ üremeleri 

nedeniyle tanımlanmaları kolay değildir. Biyokimyasal, sekanslama ve prob 

metotları gibi birçok mikobakteri tanımlama yöntemi bu amaçla kullanıma 

girmiĢtir. 

 Marmara Üniversitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarı‟na 

2012-2013 yıllarında gelen 69 mikobakteri örneği çalıĢmamıza dahil 

edilmiĢtir. Son yılların popüler tanımlama metodu „Maldi Tof MS‟ yöntemi 

(Matriks ile desteklenmiĢ lazer desorpsiyon/Ġyonizasyon uçuĢ zamanı kütle 

spektrometresi /VITEK MS Version 2.0 system (bioMérieux)); „Nükleik Asit 

Hibridizasyon (DNA Prob)‟ ve „TBc Tanımlama Testi (BD MGIT)‟ ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Tanımlamada altın standart olarak kullanılan klasik yöntem 

„TBc Tanımlama Testi‟ ile örneklerin 56 (%81)‟sı Mycobacterium tuberculosis 

complex (MTC), 13 (%19)‟ü Non Tuberculosis Mycobacteria (NTM) olarak 

ayrı ayrı tanımlanmıĢtır. Sadece NTM‟leri, tür düzeyinde tanımlama 

açısından; Maldi Tof MS ve Nükleik Asit Hibridizasyon yöntemleri, klasik 

yöntem verileri esas alınarak, karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 Klasik yöntemle MTC ve NTM olarak tanımlanan tüm örnekler Nükleik 

Asit Hibridizasyon ile de aynı Ģekilde tanımlanmıĢtır. Nükleik Asit 

Hibridizasyonla NTM‟ler tür düzeyinde de tanımlanmıĢ ve bu yönteme göre 

M.intracellulare (n: 5) ve M.lentiflavum (n: 3) en sık tanımlanan NTM türleri 

olmuĢ ve bunları sırasıyla; M.xenopi (n: 2), M.malmoense, M.abscessus, 

M.avium (n: 1) izlemiĢtir.  

Maldi Tof MS ile tüm mikobakteri izolatlarının %88‟i tanımlanabilmiĢtir. 

Bunlar arasında Mycobacterium Tuberculosis Complex üyelerinin hepsi, tür 

ayırımı yapılmaksızın, MTC olarak tanımlanırken; tür düzeyinde 13 adet 
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NTM‟nin yalnızca 5 (%38.5)‟i tanımlanmıĢ ve hepsi M.intracellulare olarak 

saptanmıĢtır.  

 Maldi Tof MS‟in duyarlılığının, Nükleik Asit Hibridizasyon ve Klasik 

yöntem ile uyumuna bakıldığında; MTC açısından, %100 uyum bulunmuĢtur. 

NTM‟lerin tür düzeyinde tanımlanması açısından Nükleik Asit Hibridizasyon 

ile uyumun ise %38.5 gibi düĢük bir düzeyde kaldığı gözlenmiĢtir. Kikare 

istatistiksel yöntemi ile Maldi Tof MS ve Nükleik Asit Hibridizasyon tanımlama 

yöntemleri arasında anlamlı fark bulunmamıĢtır (p>0.05). Maldi Tof MS 

yöntemi ile tür düzeyinde tanımlama 45 dakika, maliyet 1 € iken; Nükleik Asit 

Hibridizasyon ile bu süre 6-7 saat, maliyet 30 € olmuĢtur. 

 Sonuçta; Maldi Tof MS maliyet etkin olmasına rağmen, özellikle 

NTM‟ler için tür tanımlamada yetersiz spektralara sahip olduğu bulunmuĢtur. 

Günümüzde; Maldi Tof MS‟in, Nükleik Asit Hibridizasyon gibi moleküler 

yöntemlere kıyasla rutin tüberküloz laboratuvarlarında kullanım için yetersiz 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Buna karĢın; NTM‟ler için, MTC tanımlamasındaki 

yüksek uyum dikkate alındığında, spektra geliĢtirilmesi ile yüz güldürücü 

sonuçlar alınabileceği düĢünülmektedir.  

 

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

Ionization–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 
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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. 

http://mathworld.wolfram.com/.html
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1.GİRİŞ VE AMAÇ  

 

 

Ġnsanoğlunun bilinen en eski hastalıklarından biri olan Tüberküloz (TB), tanı 

ve tedavideki ilerlemelere karĢın bugün de tüm dünyada (özellikle Asya ve 

Afrika‟da) önemli bir hastalık ve ölüm sebebidir. Dünya Sağlık Örgütünün 

Küresel Tüberküloz 2013 Raporu‟na göre dünya nüfusunun yaklaĢık üçte biri 

tüberküloz mikrobu ile enfektedir. Aynı rapora göre, 2012 yılında 8.6 milyon 

yeni vakanın ancak 5.7 milyonu saptanabilmiĢ ve 1.3 milyon kiĢi 

tüberkülozdan ölmüĢtür. Olgu saptama oranı 2000‟de %42 iken 2012‟de %66 

olmuĢtur. Türkiye‟de yılda yaklaĢık 13-14 bin yeni tüberküloz hastası ortaya 

çıkmaktadır. Yeni tespit edilen tüberküloz hasta sayısı her yıl yaklaĢık %6 

oranında azalmaktadır. 2005-2006 yıllarında Türkiye genelinde yaklaĢık 

21.000 tüberküloz vakası varken 2012 yılında kayıtlı toplam tüberküloz vaka 

sayısı 14.691‟e düĢmüĢtür. TB‟un sebep olduğu ekonomik kayıplar ve 

ölümler, bu probleme daha ciddi ve hızlı yaklaĢmak gerektiğini göstermiĢtir. 

TB‟un önlenememesinde tanıya geç ulaĢmanın büyük payı vardır (1, 2, 3). 

 Yirminci yüzyılın baĢında M.tuberculosis, Mycobacterium cinsinde 

insanlarda hastalık yaptığı bilinen tek tür iken, daha sonraları insanlarda 

hastalık yapan diğer mikobakteriler bulunmuĢtur ve atipik mikobakteriler 

olarak adlandırılırmıĢlardır. Günümüzde ise bu türlerin atipik olmadıkları 

kabul edilmiĢ ve MOTT (Mycobacteria Other Than Tuberculosis) veya Non 

Tuberculosis Mycobacteria (NTM/Tüberküloz DıĢı Mikobakteriler) olarak 

isimlendirilmiĢlerdir. Özellikle bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ HIV (Human 

Immundeficiency Virus/Ġnsan BağıĢıklık Yetmezliği Virüsü) hastalarının 

artmasıyla fırsatçı olan ve değiĢik tedavi rejimlerine gereksinim duyulan NTM 

basillerinin etken olarak görülme sıklığında artıĢ gözlenmesi ile tür düzeyinde 

tanımlanma önem kazanmıĢtır (4). 

 M.tuberculosis ve/veya NTM basilleri ile enfekte olan hastaların erken 

tanı ve tedavisi bu hastalıktan toplumun korunmasında en etkili yoldur. 

ÇalıĢmamızda, son yıllarda bakteriyoloji laboratuvarlarına girmiĢ hızlı 

tanımlama yöntemi Maldi Tof MS‟i (Matriks ile desteklenmiĢ lazer 
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desorpsiyon/iyonizasyon uçuĢ zamanı kütle spektrometresi) mikobakteri 

tanımlamada, altın standart olarak konvansiyonel kültür yöntemlerinden katı 

besiyeri (Löwenstein-Jensen, L-J) ve sıvı besiyeri (otomatize sıvı kültür 

yöntemi, „Mycobacteria Growth Indicator Tube‟, MGIT 960) ile kıyaslarken; 

NTM tür tanımlama açısından duyarlılıktaki uyumuna hibridizasyon yöntemi 

ile bakmayı hedefledik (1). Maldı Tof MS‟i, konvansiyonel kültür yöntemi ve 

hibridizasyon yöntemi ile maliyet ve zaman etkinliği açısından da 

kıyaslamaya çalıĢtık (5, 6, 7, 8). 
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2.GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1 Tarihçe 

2.1.1 Tüberküloz Tarihçesi 

Ġnsanoğlunun M.Ö 8000 yıllarında ilk yerleĢik hayata geçmesi ile birlikte 

mikobakteriler ile tanıĢtıkları tahmin edilmektedir. Almanya‟da M.Ö. 5000 

yıllarında insan iskeletlerinde asit dirençli basiller saptanırken, M.Ö. 3000-

3500 yıllarına ait Mısır mumyaları ve Ürdün insan iskeletlerinde tüberküloz 

olduğu düĢünülen vertebra lezyonlarına rastlanmıĢtır. TB hakkında ilk 

bilgilerin, M.Ö. 3000‟de Nil Nehri kıyısında bir kasabada yaĢayan ve kanlı 

balgam çıkararak ölen genç bir kıza ait olduğu düĢünülmektedir. Hipokrat 

(M.Ö. 460-377) ise tüberküloz için tükenme anlamına gelen „phtisis‟ terimini 

kullanmıĢ ve M.S. 200 yıllarında Galen bu hastalık için tedavi önerilerinde 

bulunmuĢtur (9, 10). 

 Rönesans ile gelen bilimsel ilerlemelerle, A.Vesalius 1478‟de phtisisli 

hastaların otopsilerinde kaviter lezyonlara rastlarken, F.Sylvius „tüberkül‟ 

denilen sert nodüllerin bulunduğunu göstermiĢtir. 1600 yıllarından itibaren 

Ġngiltere‟de hastalık giderek artmıĢ, sanayi devrimi ile gelen yoksulluk, 

kalabalık, kötü beslenme ile 1667‟de Londra‟da tüm ölümlerin %25‟ini 

tüberkülozun oluĢturduğu bildirilmiĢtir. 17-18. yüzyılda hastalık Ġngiltere‟den 

Batı Avrupa‟ya oradan da tüm dünyaya yayılarak salgınları peĢinde 

getirmiĢtir. 19. yüzyılın ikinci yarısında Doğu Avrupa ve Batı Asya‟da, 20. 

Yüzyılın baĢlarında Uzak Doğu Asya ve Afrika‟da yayılmıĢtır (10).  

 19. yüzyıl hastalığın kavranması açısından dönüm noktası olmuĢtur. 

TB tarihindeki en önemli geliĢmelerden biri, 24 Mart 1882‟de Berlin Fizyoloji 

Derneği‟nde Robert Koch‟un tüberkülozun „M.tuberculosis tarafından 

oluĢturulan bir enfeksiyon‟ olduğunu kanıtlamasıdır (10). Robert Koch, 

tüberkülozlu hastadan bakteriyi izole etmiĢ ve bir kobaya vererek onunda 

aynı Ģekilde hastalandığını görmüĢtür. Daha sonra bu kobaydan tekrar basili 
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kültür yöntemi ile izole etmeyi baĢarmıĢ ve bu çalıĢma sonucu Koch 

postulasını da açıklamıĢtır (3). Aynı yılda Paul Ehrlich boyama için anilinli 

suya alkolde doymuĢ fuksin ilave edilerek preparatın 15-30 dk. boyanmasını 

önermiĢ. Ziehl ise anilinli su yerine fenol kullanılmasını önermiĢtir. Neelsen 

1885‟de asit fenikli fuksini kullanmıĢ ve renk gidermek için sulu sülfürik asiti 

önermiĢtir.  

1895 yılında Wilhem Conrad Roentgen tarafından X ıĢınlarının 

keĢfedilmesiyle akciğerlerde TB lezyonlarına ait görüntüler elde edilmiĢtir 

(23).  

 Robert Koch, aĢı çalıĢmalarında baĢarıya ulaĢmasa da, baĢarıya 

ulaĢan ilk bilim adamları Albert Calmette ve Camille Guerin olmuĢtur. Ġki bilim 

adamı, M. Tuberculosis‟le filogenetik olarak yakın iliĢkili olan ve nadiren 

insanlarda, esas olarak ise sığırlarda tüberküloza yol açan M.bovis‟in 13 yıl 

boyunca in-vitro kültür pasajlarını yapmıĢlar ve elde ettikleri avirulan 

basillerden (Bacillus Calmette-Guerin(BCG)) hazırladıkları aĢıyı 1921‟de ilk 

kez bir çocuğa uygulamıĢlardır (4). 1939 yılında Florence Seibert ve Glenn, 

old tüberkülini saflaĢtırmıĢ (PPD) bununla tüberküloz enfeksiyonunun varlığı 

saptanmaya baĢlanmıĢlardır (23). 

Özellikle 1985 yılında, Mullis ve ark. tarafından tanımlanan polimeraz 

zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) yöntemi moleküler 

testlerin tanımlamada kullanılmasının önünü açmıĢtır (32). 2004 yılından 

sonra ise, özellikle Hettick ve arkadaĢları tarafından proteomik bir yöntem 

olan Maldi Tof MS mikobakteri tanımlamasında yerini almaya baĢlamıĢtır 

(58). 

 20. Yüzyılın baĢlarında tedavi sanatoryum ve kollaps tedavisi 

olmuĢtur. GeliĢmiĢ ülkelerde sanatoryum izolasyonu ve sosyo ekonomik 

geliĢme ile kemoterapi bulunmadığı halde 1900‟lerin baĢından itibaren 

hastalık her yıl %5-6 oranında azalmaya baĢlamıĢtır. 1950‟lerde 

kemoterapinin hayata girmesi ile bu oran %10-14 olmuĢtur. Tüberküloz 

tedavisinde kullanılan antibiyotiklerden ilki streptomisinin 1944‟de 
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bulunmasının ardından sırası ile paraaminosalisilikasit 1946‟da, izoniyazid 

1952‟de, pirazinamid 1954‟de, etambutol 1962‟de ve rifampisin 1966‟da 

bulunmuĢtur (11). 

 Ülkemizde TB ile ilgili ilk çalıĢmalar, Osmanlı döneminde Sultan 

Abdülhamit tarafından Ġstanbul ve Ġzmir‟de yapılmıĢtır. Ġlk dispanser, „Veremle 

Mücadele Osmanlı Cemiyeti‟ adı altında Haziran 1918 tarihinde Ġstanbul‟da 

açılmıĢtır (12). O dönemde ölüm nedenleri arasında TB‟a bağlı ölüm oranı 

%15.8 olarak bildirilmiĢtir. Daha sonra, Prof.Dr. Tevfik SAĞLAM tarafından 

1949 yılında Ġstanbul‟da „Ulusal Verem SavaĢ Derneği‟ kurulmuĢtur (9). 

Doksanlı yıllarla birlikte „Göğüs Hastalıkları ve Tüberküloz‟ alanında bilimsel 

dernek örgütlenmeleri gerçekleĢmiĢ ve bilimsel çalıĢmalar, mesleki eğitimler 

yapılmaya baĢlanmıĢtır. Türkiye‟de hastalığın kontrol altına alınması 

amacıyla 1953 yılında BCG aĢı kampanyalarına baĢlanmıĢtı (13).  

1970‟lerde hastalığın bazı ülkelerde eradike edileceği düĢünülürken, 

1980‟lerde HIV vakalarının artıĢı ve çoklu ilaç direnci sorununun ortaya 

çıkması ile 1985‟ten itibaren tekrar bir artma yaĢanmıĢtır. DSÖ tarafından 

erken tanı, tedavi ve aĢılanmayı içeren tüberküloz kontrol programı 

uygulaması baĢlatılmıĢtır. Yine DSÖ tarafından Nisan 1993‟te yapılan 

açıklamada dünyanın çoğu bölgesinde artık tüberkülozun önlenemez hale 

geldiği ve acil durum oluĢturulması gerektiği duyurulmuĢtur (10). 

 

2.1.2 NTM Tarihçesi 

Yirminci yüzyılın baĢında M.tuberculosis, Mycobacterium cinsinde insanlar 

için hastalık yaptığı bilinen tek türken, özellikle HIV hastalarının artmasıyla 

diğer mikobakteri türlerinin de hastalık yapabileceği anlaĢılmaya 

baĢlanmıĢtır. Bu mikobakterilerin seyir ve tedavi prensiplerinin farklı olması 

türlerin tanımlanmasını ve sınıflandırılmasını mecburi kılmıĢtır. 

Ernest Runyon 1950‟lerin sonlarında, M.tuberculosis ve M.bovis 

dıĢındaki mikobakterileri; üreme hızına, pigment üretimine, koloni 

morfolojisine göre; „fotokromojen, skotokromojen, non-fotokromojen ve hızlı 
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üreyenler‟ olarak 4 gruba ayırmıĢtır. Sonra bu sınıflama yetersiz kalmıĢ, 

hücre yapısı ve genetik bilgiler arttıkça, Woods ve Washington tarafından 

1987‟de klinik önem kazanan diğer mikobakterileri de içine alan klinik içerikli, 

genetik yaklaĢamla uyumlu bir sınıflamaya gidilmiĢtir. Bu sınıflamada, „insan 

ve sıcakkanlı hayvanlara patojen türler, insana potansiyel patojen türler, 

insana nadiren patojen saprofitik türler‟ olarak ayrılmıĢtır. Günümüzde iki 

sınıflama da kullanılabilmektedir (4). 

Ġlk kez 1979 yılında Denver‟da uluslararası bir konferansta NTM‟lerle 

ilgili çalıĢmalar derlenmiĢ ve bu bakterilerin epidemiyolojisi, patojenitesi, 

taksonomisi, moleküler genetiği hakkında ilk kanıtlar ortaya konmuĢtur ve 

moleküler kanıtlar sınıflamalarda yerini almıĢtır (21). 

NTM türlerinin adlandırılmasında da bir dizi tarihsel dönem 

geçirilmiĢtir. Bu konudaki ilk çabalar 1935 yılında Pinner‟e ait olup, 

mikobakterilere „atipik aside dirençli bakteriler‟ demiĢtir (14, 15). 

 Wayne ve Sramek 1992‟de „Mycobacteria other than tubercule bacilli‟ 

ve „nontuberculous‟ terimlerinin tam doğru olmadığını çünkü bazı atipik 

türlerin akciğerde tüberkül oluĢturduğunu savunmuĢlardır. Bu tartıĢmadan 

sonra MOTT terimi „Mycobacteria Other Than Tubercule Bacilli‟ yerine 

„Mycobacteria Other Than M.tuberculosis complex’ olarak kullanılmıĢtır. 

Piersimoni 2000 yılında „Journal of Clinical Microbiology‟de yayınlanan 

yazısında MOTT olarak „Mycobacteria Other Than Tuberculosis‟ tanımını 

tercih ettiklerini ifade etmiĢler ve son yıllardaki yayınlarda da bu ifade 

kullanılmıĢtır (14, 16, 17). 
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2.2 Epidemiyoloji 

 

2.2.1 Tüberküloz Epidemiyolojisi 

TB hasta sayılarındaki artıĢlar ve TB kontrolü çabalarında yeterince baĢarı 

sağlanamaması nedeniyle DSÖ, 1993 yılında TB için acil durum ilan etmiĢtir 

(10, 18). DSÖ‟nün 2013 raporuna göre dünya nüfusunun yaklaĢık 1/3‟ü TB 

basili ile enfektedir (2). Daha önce M.tuberculosis ile karĢılaĢmıĢ HIV pozitif 

bir insanda TB geliĢme riski 10 kat artmıĢ olup bu oran %50 kadardır. HIV 

epidemisi yayıldıkça ilaçlara dirençli tüberküloz sorunu da artmaya 

baĢlamıĢtır (19). Tüberküloz dünyadaki tüm ölümlerin %7‟sinden ve 

geliĢmekte olan ülkelerdeki önlenebilir yetiĢkin ölümlerinin %26‟sından 

sorumludur. Tüm dünyadaki mevcut hastaların %95‟i geliĢmekte olan 

ülkelerde olup, ölenlerin %98‟i yine bu ülkelerde gerçekleĢmektedir. En çok 

yeni tanı konulan ilk beĢ ülke sırasıyla Hindistan, Çin, Güney Afrika, Nijerya 

ve Endonezya olarak bildirilmiĢtir. Dünyadaki tüberküloz vakalarının yaklaĢık 

%40‟ı Hindistan ve Çin‟de bulunmaktadır (3, 20). 

 Türkiye‟de yılda yaklaĢık 13-14 bin yeni tüberküloz hastası ortaya 

çıkmaktadır. Yeni tespit edilen tüberküloz hasta sayısı ise her yıl yaklaĢık %6 

oranında azalmaktadır. 2005-2006 yıllarında Türkiye genelinde yaklaĢık 

21.000 tüberküloz vakası varken 2012 yılında kayıtlı toplam tüberküloz vaka 

sayısı 14.691‟e düĢmüĢtür. Hastaların %59‟u erkek, %41‟i kadındır. 

Hastaların %64‟ünde akciğer tüberkülozu varken, %36‟sında akciğer 

dıĢındaki organlar tutulmuĢtur. TB‟un sebep olduğu ekonomik kayıplar ve 

ölümler bu probleme daha ciddi ve hızlı yaklaĢmak gerektiğini göstermiĢtir (1, 

2, 3). 

 



8 
 

2.2.2 NTM Epidemiyolojisi 

Ġlk kez 1979 yılında Denver‟da uluslararası bir konferansta NTM‟lerle ilgili 

çalıĢmalar derlenmiĢ ve bu bakterilerin epidemiyolojisi, patojenitesi, 

taksonomisi, moleküler genetiği hakkında ilk kanıtlar ortaya konmuĢtur. 

 Son yıllarda tüberküloz insidansı düĢük olan ABD ve Avrupa 

ülkelerinde NTM ile oluĢan enfeksiyonların miktarında HIV ile birlikte artma 

tespit edilmiĢtir Tüberküloz insidansı yüksek olan Afrika ve geliĢmekte olan 

ülkelerde ise HIV hastalarının NTM insidansı düĢük görülmüĢtür. 

Muhtemelen bu hastalar NTM enfeksiyonu geliĢmeden baĢka sebeplerden 

ölmüĢlerdir (21). 

 NTM‟ler suda, toprakta, doğada bulunabilirler. Avrupa ve ABD 

hastanelerinde sıcak-soğuk su sistemlerinde ve hastanede kullanılan 

ekipmanlarda yapılan sürvelans çalıĢmalarında M.xenopi, M.avium 

saptamıĢlardır. Bunlar kolonizasyona yol açarak, bağıĢıklık sistemi çökmüĢ 

insanlarda ciddi hastalıklara, nazokomiyal salgınlara neden olabilmektedirler. 

Özellikle hızlı üreyen ve dezenfektanlara dirençli olan mikobakterilerin daha 

sık salgınlar yaptığı ve kontrollerinin zor olduğu gözlemlenmiĢtir (22). 

 Mikobakteri enfeksiyonlarının %0.5-35‟i NTM‟ler oluĢturmaktadır ve 

insidansında her yıl %8-9 artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. NTM‟nin genel 

epidemiyolojisi ile ilgili yapılan çeĢitli araĢtırmalarda MAC (Mycobacterium 

avium-intracellulare complex), M.kansasii klinik izolatlardan en sık izole 

edilen mikobakteriler olmuĢtur (22). Örneğin: Ġngiltere'de Moore JE ve 

arkadaĢları yaptığı çalıĢmada MAC‟i %61 ve M.fortiutum’u %19 (24), 

Jarzembowski JA. ve arkadaĢları ABD‟de yaptığı araĢtırmalarda sıklıkla 

MAC‟Ġ izole etmiĢlerdir. MAC, M.kansasii ve M.fortiutum %85 ile Kanada‟da 

(21), M.chelonae %26.7 ile Hong-xiu ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında Çin‟de 

en çok izole edilmiĢtir (25). Tayvan‟da M.abcessus %31 ve MAC %29 ile 

(26), Hong Kong „da MAC %52 ile sıkça saptanmıĢlardır (27). 

 Ülkemizde de NTM epidemiyoloji açısından çeĢitli çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Klinik örneklerden yapılan bu araĢtırmalardan; Ankara‟da Bedir 

ve arkadaĢları 17 NTM‟den en çok M. gordonae (%65), Hacettepe 
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Üniversitesi‟nde Engin ve arkadaĢları klinik örnekler arasında 22 adet NTM 

içinden en sık M. gordonae (%50) izole etmiĢlerdir. Mersin Üniversitesi‟nde, 

Bayram ve arkadaĢları 7 adet NTM klinik örnekten hepsini M. fortuitum, Ege 

Üniversitesi‟nde ÇavuĢoğlu ve arkadaĢları 19 örnekte en sık olarak M. 

fortuitum (%57.9), Uzun ve arkadaĢları 11 adet NTM örneğinde en çok M. 

fortuitum izole etmiĢlerdir (22, 28, 29, 30). 

 Çok merkezli 2001 ve 2008 yılları arasında %44.4 Samsun 19 Mayıs 

Üniversitesi‟nden, %21.1 Ankara Refik Saydam‟dan, %22.3 Malatya Ġnönü 

Üniversitesi‟nden, %12.2 Ġstanbul Üniversitesi‟nden toplam 90 klinik örnekten 

elde edilen NTM ile çalıĢılmıĢlar, en sık M.gordonae (%32.3), ve en az M. 

flavescense, M.mucogenicum, M.chelona, M.elephantis, M.terrae, M.xenopi 

(%1.1) türlerini izole etmiĢlerdir. Bölgelere göre ise, Ġstanbul‟da M.abscessus 

(%54.5), Ankara‟da M.kumamotonense (%31.6), Samsun‟da M.gordonae 

(%35), Malatya‟da M.abscessus (%22.5) daha yaygın olarak raporlanmıĢtır 

(ġekil 1) (22). 

 

Şekil 1. Türkiye‟de çok merkezli NTM Epidemiyolojisi ÇalıĢması (2001-2008) 

 

 2009 Ocak-2010 Aralık tarihleri arasında ise Ulusal Tüberküloz 

Referans Laboratuvarı, mikobakteri tür tayini için gönderilen NTM izolatlarının 

%33.3 M.fortuitum olarak tanımlarken, bunu %18.7 ile M.abscessus izlemiĢtir 

(5). 
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2.3 Mikobakterilerin Morfolojisi  

Mycobacterium cinsi, Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte 

„Actinomycetales’ takımında sınıflandırılmıĢ, „Mycobacteriacea’ ailesinde yer 

alan tek cinstir (1, 4). Mycobacterium cinsinin tüm üyeleri aerop, katalaz 

üreten, hareketsiz ve spor oluĢturmayan bakteriler olup, diğer bakterilerden 

belirgin olarak küçüktürler; enleri 0.2-0.6 μm, boyları 1-10 μm arasında 

değiĢmektedir. Görünüm olarak hafif kıvrık veya düzgün çomak Ģekilli 

bakteriler olup, kültürlerden hazırlanan direktlerde dallanmıĢ filamentoz 

formda görülebilirler. Patojen basillerin hidrofobik karakterleri sebebi ile 

birbirlerinden ayrılmadan büyük kümeler Ģeklinde çoğaldıkları görülmüĢ, bu 

kümeler kord faktör (serpentine cord) olarak tanımlanmıĢtır (4).  

 Mikobakterilerin avirulan türleri birbirine yapıĢık olmayan paralel 

formda ürerler. Kord faktör oluĢturma daha çok MTC‟e özgü bir özellik olarak 

kabul edilmekle beraber morfolojik görünüm, tür tayini veya patojenite için bir 

prediktif bulgu değildir (31, 32). NTM‟ler M.tuberculosis’ten ekoloji ve fizyoloji 

açısından farklıdır. M.tuberculosis insan ve diğer sıcakkanlı hayvanlarda 

gözlenirken, NTM‟ler doğal çevrede yaygın olarak bulunur ve çoğu 

dezenfektanlara dirençli olmaları sebebi ile içme suyu Ģebekelerinde de 

yaĢayarak nazokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilirler (32). 

 Mikobakteriler hücre duvarlarında peptidoglikan bulunması sebebi ile 

gram pozitif bakterilere benzeseler de, gram boyama yapılırsa nadiren zayıf 

gram pozitif olarak boyanırlar. Genellikle koloni morfolojileri türler arasında 

çeĢitlilik göstermekte olup; S (smooth) tipi, R (rough) tipi, pigmentli 

(kromojenik), pigmentsiz (nonkromojenik) gibi değiĢen morfolojide kolonileri 

vardır. Üremeleri için gerekli en uygun ısı dereceleri ve pH‟ları türler arasında 

değiĢkenlik göstermektedir. Örneğin MTC‟ler pH: 6.5-6.8‟de ve aerop 

ortamda ürerken, MAC ph 5.5‟de mikroaeofibik ortamda üreyebilir. MTC 37 ̊C 

de iyi ürerken M.malmoense 45 ̊C‟de iyi üremektedir (4, 33, 34).  
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2.3.1 Plazma Membranı 

Mikobakteriler stoplazma, stoplazma membranı ve lipidlerden zengin hücre 

duvarından oluĢmuĢtur. 

 Plazma membranının, protein ve fosfolipidlerden oluĢan çift katmanlı 

bir yapısı vardır. Bu hali ile diğer bakterilere benzemekle beraber, 

lipoaraminomannan, lipomannan ve fosfotidilinozitol mannozid taĢımaları ile 

onlardan ayrılırlar (ġekil 2) (4). 

 

Şekil 2. Mikobakteriyel hücre yüzey yapısı  

 

2.3.2 Hücre Duvarı 

Sitoplazmik membranın hemen üstünde hücrenin Ģeklini ve rijiditesini 

sağlayan peptidoglikan (mürein) tabakanın yapısında, N-asetil glikozamin ve 

N-glikolil muramik asit yer alır. Glikolil yapısı nedeniyle bakteri lizozime 

dirençli hale gelir. Peptidoglikan üzerinde ise arabinogalaktan polimeri 

bulunur. Peptidoglikandaki muramik asit ve arabinogalaktandaki arabinoz 

arasında kurulan fosfodiester bağlar ile birbirine bağlanırlar (35, 36). 

Arabinogalaktan tabaka, hücre duvarı kuru ağırlığının %25-35‟ini oluĢturur. 

Bu tabaka sayesinde hücre geçirgenliği engellenir, mikobakteriler konakta 

uzun süre canlılığını korur, hidrofobik antibiyotiklere geçirgenliği azalır ve 
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kimyasal ajanlara ve dehidratasyona karĢı dirençli bir mikroorganizma olarak 

karĢımıza çıkar. Bunun üzerinde mikolik asit taĢınır ve mikolik asit hücre 

duvarının en önemli lipiti olup aside dirençli boyanmadan sorumludur (4). 

Boyayı zor alırlar; ancak bir defa boyandıklarında boyayı kolay bırakmaz ve 

asit-alkol karıĢımı ile yapılan dekolorizasyona direnç gösterirler. Bu nedenle 

aside dirençli bakteriler (ARB, Asido Rezistan Bakteri) olarak 

adlandırılmıĢlardır. Yüzey lipitlerinin hidrofobik etkileri, boyanın suda kolay 

eriyen organik bir madde (fenol) içinde eritilmesi ve ısıtılması ile en aza 

indirilir (16, 33). 

 En dıĢ tabaka ise, serbest lipitlerin yer aldığı bölümdür. Balmumu 

yapısındaki maddeler, kord faktör ve türe özgü mikozitler burada bulunurlar. 

Kord faktör M.tuberculosis virulansında görev alan en önemli faktörlerden 

biridir. Hücre duvarında yağ tabakasının da dıĢında polipeptidler hastada 

hücresel immün yanıtın geliĢimine olarak sağlar (ġekil 2). 

 

2.4 Mikobakterilerin Genetik ve Genel Özellikleri 

2.4.1 Mycobacterium Tuberculosis Complex  

Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) içindeki türler %85‟in üzerinde 

DNA-DNA homolojisi göstermektedir. 16S rRNA‟ları aynıdır ve 16S-23S 

rRNA gen dizilimindeki boĢluklar aynı yerlerdedir. Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv standart kökeninin tüm genom diziliminin belirlenmesi 

mikobakteriler için önemli bir geliĢme olmuĢtur.  

 Türler arası ayırım hastalığın epidemiyolojisi açısından önem 

taĢımaktadır. GeliĢtirilen moleküler teknikler sayesinde M.tuberculosis 

complex içindeki „insersio sequences (IS), short repetetive DNA‟ sekansları 

gibi tekrarlayan DNA bölgelerinde poliformizm olduğu gösterilmiĢtir. Özellikle 

IS6110 bölgesi genomdaki kopya sayısının yüksekliği nedeniyle, genetik 

polimorfizmi saptamak için en çok kullanılan belirteç olmuĢtur (4). 

 Bakteriyolojik özellikleri ve DNA homolojileri yönünden benzerlik 

gösteren türler kompleks tanımı altında toplanmıĢtır. M.tuberculosis complex; 
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M.bovis ve BCG suĢu, M.tuberculosis, M.africanum, M.microti, M.canetti, 

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

 MTC üyeleri, Mycobacterium cinsinin iki karakteristik özelliğine 

sahiptir; yavaĢ üreme hızı ve asit-alkol dekolarizasyonuna gösterdiği direnç. 

Kompleks üyelerinin hepsinin bölünme zamanı yaklaĢık 20 saat olup 

besiyerinde gözle görünür koloni oluĢturmaları için geçen süre 3-4 haftadır. 

L-J besiyerinde tipik olarak pürtüklü, sert koloniler oluĢturur (4, 33). 

 Klinik örneklerden primer kültürde üreme süreleri sekiz haftaya kadar 

uzayabilir. Bu süre sıvı besiyerlerinde daha kısadır. Üreme için gerekli 

optimal pH: 6.5-6.8, optimal ısı 37ºC‟dir. Ortam havasında %5-10 CO2 

bulunması mikobakterilerin üremesini arttırır. Ortamdaki p-nitro–

Dasetilamino- β-hidroksipropiyofenon (NAP) M.tuberculosis complex‟in 

üremesini inhibe eder (16).  

2.4.2 NTM  

YavaĢ üreyen mikobakteriler diğerlerinden farklı olarak, daha az sayıda rRNA 

genine sahiptirler. 16S, 23S, 5S rRNA geninden sadece tek bir kopya 

içerirken, buna karĢı tek kopya içeren M.chelonae, M.abscessuss haricindeki 

hızlı üreyen mikobakterilerde çift gen kopyası olduğu gösterilmiĢtir. Buradan 

rRNA geninin ürettiği proteinlerin üreme hızını etkilediği düĢünülmektedir 

(40).  

 Atipik mikobakteriler doğada yaygın bulunur, insanda genellikle 

kolonize olur ve insandan insana yayılımı azdır. NTM ile karĢılaĢmıĢ olmak 

patojen olan türler için yapılan deri testini etkileyerek pozitif yapabilmektedir. 

Ayrıca NTM‟ler ilk inkübasyon esnasında %10 CO2 ihtiyaç duyabilirler. 

Genelde optimal üreme ısısı 35-37oC ise de deri ve yüzeyel enfeksiyon 

yapan türlerde bu değer 25-33oC olarak belirlenmiĢtir (4).  

NTM tedavi prensibi, tüberkülozdan farklı olduğu için klinikte türe özgü 

tanılarının konması önem taĢımaktadır. Örneğin: M.kansasii, akciğere 

yerleĢir, tüberküloz ilaçları ile tedavi edilebilir. M.marinum, akvaryumla 

uğraĢanlarda cilt enfeksiyonu yapar, çoğu INH ve streptomisine dirençlidir. 
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M.scrofulaceum, çocuklarda servikal lenfadenite neden olan antitüberküloz 

ilaçlarına dirençli bir türdür. M.gordanae, sularda izole edilen, bir çok organda 

enfeksiyon yapan türlerdendi. M.xenopi, optimal üreme ısısı 42oC ve kuĢlar 

doğal rezervuarı olup, hastane su depolarından, musluk sularından izole 

edilen bir tür olup, antibiyotik direnci değiĢkendir. M.ulcerans, Avustralya-

Amerika‟da endemik olan, bacakta travma sonucu deri lezyonu yapan bir 

türdür ve tedavisi cerrahi ile beraber dapson ve streptomisindir. 

 M.avium-intracellulare complex (MAC), M.avium ve M.intracellulare 

biyokimyasal ve antijenik olarak benzer olduklarından MAC olarak 

adlandırılmıĢlardır. CD4 hücre sayısı 200/mm3 altına inmiĢ HIV hastalarında 

enfeksiyona neden olurlar. Tedavide klaritromisin, rifabutin, etambutol 

kombine tedavisi uygulanır. Ġzoniyazitin MAC tedavisinde yeri yoktur. 

 Hızlı üreyen türlerde en çok M.fortuitim-chelonei complex‟i, ve 

M.abcessus insanda enfeksiyon oluĢturabilir. Dekontaminasyon 

yöntemlerinden NaOH bu bakterilere toksik etki yaparlar. Hastanedeki invaziv 

giriĢimler sonucu sıklıkla görülürler. Ġlaçlara dirençleri değiĢiktir (4). 

2.5 Mikobakterilerin Sınıflandırılması 

Mycobacterium cinsi, yüksek G+C içerikli gram pozitif bakterilerin içinde, 

Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte, Actinomycetales takımında 

sınıflandırılmıĢ olup Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (33). 

Genus içinde insanlar için 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 türler 

bulunmaktadır (16). 

 Mikobakterilerin sınıflandırılmasında günümüzde iki tür sınıflandırma 

kullanılmaktadır. Bunlar; 

1. Runyon sınıflandırması, Ernest Runyon tarafından 1959 yılında, 

mikobakteriler kültürde üreme hızları, pigment üretimi ve koloni 

morfolojilerine göre sınıflandırılmıĢtır (Tablo 1). 
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- Grup I Fotokromojenler: Sadece ıĢıkta sarı portakal rengi pigment oluĢturan 

mikobakteriler (M.kansasii, M.marinum),  

- Grup II Skotokromojenler: Karanlıkta portakal rengi veya kırmızı pigment 

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

- Grup III Nonfotokromojenler: Pigment oluĢturmayan mikobakteriler (M. 

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

- Grup IV Hızlı Üreyenler: Üremek için bir haftadan daha az bir süreye 

gereksinim duyan çabuk üreyen mikobakteriler (M.fortuitum-chelonae 

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

                                                  Tablo 1. Runyon sınıflaması  

Runyon Grup I: 

Fotokromojenler 

Runyon Grup III: 

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 II: 

Skotokromojenler 

Runyon Grup IV: 

Hızlı Üreyenler 

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 sınıflandırması: 1987‟de klinik önem 

kazanan diğer mikobakterileri de içine alan klinik ve moleküler uyumlu bir 

sınıflandırma yapmıĢlardır: 

- Ġnsan ve sıcakkanlı hayvanlara patojen türler, 

- Ġnsana potansiyel patojen türler, 

- Ġnsana nadiren patojen saprofitik türler (Tablo 2). 

 

Tablo 2. Woods ve Washington klinik önemi olan mikobakteriler sınıflaması 

İnsan ve diğer sıcakkanlı hayvanlarda türler İnsanda nadiren hastalık yapan saprofitik türler 

M.tuberculosis complex 

M. tuberculosis- insanda 

M.bovis- sığır ve nadiren insanda 

M.africanum- Afrika’da insanda yaygın 

M.microti- kemiricilerde 

M.lepra 

Yavaş üreyen 

M.gordonae 

M.asiaticum 

M.terrae-triviale complex 

M.shimodei 

M.gastri 

M.nonchromogenicum 

M.paratuberculosis 

İnsanda potansiyel patojen 

M.avium intracellulare complex (MAC) 

M.kansasii 

M.fortiuitım-chelonae complex 

M.scrofloceum 

M.xenopi 

M.szulgai 

M.malmoense 

M.simiae 

M.genavense 

M.marinum 

M.ulcerans 

M.haemophilum 

M.celatum 

Hızlı üreyen türler 

M.thermoressistible 

M.smegmatis 

M.vaccae 

M.parafortuitum complex 

M.phlei 

Orta hızda üreyen 

M.flavescens 
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2.6 Mikobakterilerin Laboratuvar Tanısı 

Tüberküloz kesin tanısı mikrobiyolojik olarak, klinik örneklerde tüberküloz 

basilinin gösterilmesi ile konur. Günümüzde Mikobakterilerin tanısında; 

mikroskobik inceleme, kültür ve moleküler yöntemler kullanılmaktadır. 

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarının tanı ve tedaviye katkısı; mikobakterinin 

saptanması, identifikasyonu, tür tayini ve üretilen basilin ilaç duyarlılığının 

saptanmasıyla olmaktadır (1, 41). 

 

2.6.1 Klinik Örneklerin Alınması  

Tüberküloz tanısı için klinik örneklerin alınma, laboratuvara gönderilme ve 

iĢlenmesinde belirli kurallar vardır. Örnekler steril, sızdırmaz burgulu kapaklı 

ve tek kullanımlık kaplar içine, yeterli miktarda alınmalıdır (42). 

 Pulmoner örnekler içinde; balgam, Bronkoalveoler Lavaj (BAL), 

bronĢial fırçalama, transtrakeal aspirat, Açlık Mide Suyu (AMS) örnekleri 

sayılabilir. Balgam en sık tercih edilen örnek türüdür ve birbirini izleyen 3 ayrı 

günde 5-10 ml sabah balgamı alınması tercih edilir. BAL invaziv bir örnektir. 

En az 5 ml alınmalıdır (33, 39). Açlık mide suyu, tüberküloz olduğu radyolojik 

olarak kanıtlanmıĢ balgamı negatif olan hastalarda, bebek- küçük çocuk-

koma hali gibi durumlar nedeniyle balgam çıkaramayan hastalarda tercih 

edilebilir. Birbirini takip eden 3 gün boyunca, sabah açken alınmalıdır (33, 

39). 

 Ekstrapulmoner örnekler; idrar, steril vücut sıvıları, apse, dıĢkı ve doku 

örnekleridir. Ġdrar örneklerleri birbirini izleyen en az 3-5 gün süre ile, sabah ilk 

ve orta akım idrarı olacak Ģekilde alınmalıdır. Örnek miktarı en az 40 ml 

olmalı, yirmi dört saat biriktirilen veya torbadan alınan idrarlar kabul 

edilmemelidir. Steril vücut sıvıları; Beyin Omurilik Sıvısı (BOS), plevra, 

perikard, periton veya sinovyal sıvılardır. BOS hariç bu örnekler mümkün 

olduğunca fazla olmalı, 5 ml‟den az olmamalıdır. BOS örnekleri en az 2-3 ml 

alınmalıdır. Apse örnekleri aseptik koĢullarda alınmalı, mümkün olduğu kadar 
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çok materyal aspire edilmelidir. Doku örnekleri, steril bir kap içine eğer 

mümkünse en az bir gram olacak Ģekilde alınmalıdır. DıĢkı örnekleri MTC için 

değil, HIV‟li hastalarda MAC tanısına yardımcı olabileceği için tercih edilebilir 

ve en az bir gram olmalıdır (33). 

 

2.6.2 Örneklerin İşlenmesi 

Mikobakterilerin izolasyonu için, klinik örneklerin organik (lökosit, eritrosit, 

doku gibi) kalıntılarından arındırılması için homojenizasyon/dekontaminasyon 

ve bakteri yoğunluğunu arttırmak için konsantrasyon iĢlemi uygulanır. 

 Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon iĢleminde en sık  

N-Asetil-L-Sistein + Sodyum hidroksit (NALC- NaOH) ve %3-4‟lük Sodyum 

hidroksit (NaOH) gibi yöntemler kullanılmaktadır. Bunların dıĢında, zefiran-

trisodyum fosfat, oksalik asit, asetilpridinyum klorid, sodyum klorid gibi farklı 

yöntemler de vardır (33, 37, 42, 43). 

 

2.6.3 Direkt İnceleme 

Mikroskopik inceleme en kolay, en ucuz, en sık kullanılan ve tanısal değeri 

oldukça yüksek bir yöntemdir. BoyanmıĢ yayma preparatlarının mikroskop ile 

incelenmesi, aside dirençli basil (ARB) aranmasında ilk aĢamadır. Direkt 

mikroskopik incelemede aside dirençli basilin görülebilmesi için, örnekte  

5.000–10.000 basil/ml olması gerekmektedir. Mikobakterilerin kültürde 

üremesi için ise 10-100 basil/ml olması yeterlidir. Bu da direkt mikroskopik 

incelemenin duyarlılığının daha düĢük olmasını ve kültürün önemini 

açıklamaktadır (1, 44). Ancak kültürün pozitifleĢmesi en kısa 10-15 gün 

almaktadır. Bu durumda yaymada ARB saptanması, klinik örnekte 

mikobakteri varlığını gösteren ilk bakteriyolojik kanıttır. Bu amaçla iki tip aside 

dirençli boyama kullanılmaktadır; 

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

boyama metotlarının duyarlılığı %22-80‟dir. En sık kullanılan karbol fuksin 
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metodu Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) metodudur. Bu yöntemde, 

kaynamayacak Ģekilde alttan ısıtma ile preparat hazırlanır (16). 

Kinyoun boyama yöntemi EZN yöntemine benzer, fakat kullanılan 

karbol fuksin ve fenol konsantrasyonu arttırılarak, ısıtma iĢlemini gereksiz 

kılan modifiye bir boyama yöntemidir (soğuk karbol fuksin boyama) (34). 

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

metotlarının duyarlılığı %52-97‟dir. En sık kullanılan florokrom boyama 

metodu ise auramin-rodamindir. Bu metotda 40x büyütme yeterlidir (15). 

Florokrom boyamada ana ilke fenollü fuksin yerine floresan boyaların, 

mikobakterilerin lipitten zengin hücre duvarına bağlanarak, görünür hale 

gelmesini sağlamaktır (4). Bu yöntemin duyarlılığının yüksek olmasına karĢın 

özgüllüğü düĢüktür. Bu nedenle pozitif yaymaların, karbol fuksin boyama 

yöntemi ile doğrulanması önerilir (33, 42). 

 

2.6.4 Kültür 

Mikobakterilerin tanısında, kültür direkt mikroskobiden daha duyarlı olması, 

tür tayini ile antimikrobiyal duyarlılık testlerine olanak sağlaması sebebiyle 

altın standarttır. Mikobakterilerin L-J‟da üretilmesine dayanan kültür 

yöntemleriyle tanıya ulaĢmak için 6-8 hafta gibi bir süreye ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu amaçla, hızlı kültür yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Hızlı kültür 

yöntemleri ile mikobakteri üreme süresi ortalama 10-15 gün almaktadır. 

Yapılan çalıĢmalarda hızlı kültür sistemleri ile L-J‟nin beraber çalıĢılmasının 

izolasyon oranını %100‟lere çıkardığı gösterilmiĢtir. Bu sebeple Dünya Sağlık 

Örgütü de tanıda katı besiyerine ilaveten hızlı kültürün de eklenmesini 

önermektedir (1). 

 Katı özellikteki besiyerleri yumurta bazlı ve agar bazlı olmak üzere iki 

çeĢittir:  

 1. Yumurta Bazlı Besiyerleri: En yaygın kullanılanı Löwenstein-Jensen 

(L-J) besiyeridir. L-J besiyerinin tercih edilme nedenleri arasında uzun ömürlü 
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olmaları, tipik koloni morfolojisi oluĢturmaları, içerdikleri malaĢit yeĢili 

sayesinde kontaminant bakterileri engellemeleri ve ekonomik olmaları gibi 

nedenler sayılabilir. Ancak tipik kolonilerin geç oluĢması ve ilaç duyarlılık 

testleri için dengeli konsantrasyonların sağlanamaması dezavantaj olarak 

saptanmıĢtır. 

 2. Agar Temelli Besiyerleri: Yumurtalı besiyerlerinin aksine Ģeffaftır. 

Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en çok tercih edilen agar bazlı besi 

yerleridir. Yumurtalı besiyerlerinde 18-24 günde saptanan koloniler, agar 

temelli besiyerlerinde 10-12 gün sonra mikroskop altında incelenirse, oluĢan 

kolonileri görülebilmektedir.  

 Mikobakterilerin izolasyonunda kullanılan sıvı besiyerleri katı 

besiyerlerine göre daha kısa sürede (7-14 gün) sonuç verirler. Ancak koloni 

morfolojilerinin görülememesi, çabuk bozulmaları ve pahalı olmaları 

dezavantajlarıdır. Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin besiyerleri en 

sık kullanılan sıvı besiyerleridir (33). 

 Hızlı kültür sistemleri de tanıda önemli yer tutmaktadır. Çoğunda sıvı 

besiyeri kullanılmakla birlikte, bifazik ve katı besiyerlerinin kullanıldığı 

sistemler de mevcuttur ve bu sistemlerde gaz basıncındaki değiĢiklikler, CO2 

oluĢumu ve oksijen kullanımı fluorometrik veya kolorometrik olarak ölçülür. 

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 tanısı için 

geliĢtirilmiĢ ticari, otomatize kültür sistemlerinden bazılarıdır (43, 45). 

 BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Sparks, MD): Yarı otomatize, 

radyometrik, sıvı bazlı ticari bir kültür sistemidir. Besiyerlerinde substrat 

olarak bulunan radyoaktif karbon iĢaretli palmitik asitin mikobakteriler 

tarafından kullanılması sırasında oluĢan 14CO2 atomunun BACTEC 460 TB 

cihazında 0-999 sayısal değerleri arasında üreme indeksi (GI) olarak 

ölçülmesi prensibi ile çalıĢmaktadır. Besiyerlerinin radyoaktif madde içermesi 

ve yarı otomatize olması sistemin dezavantajlarıdır (43, 45, 46). 
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 BACTEC MGIT 960 (BD Biosciences, Sparks, MD): Kültür tüplerinin 

inkübasyonunun cihaz içinde gerçekleĢtiği ve üreme kontrolünün otomatik 

olarak yapıldığı, radyometrik olmayan tam otomatize ticari hızlı kültür 

sistemidir (33). BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanılan tüplerde (BBL 

MGIT 7ml tüp), Middlebrook 7H9 sıvı besiyeri ve dip kısımlarında oksijene 

duyarlı rutenyum metal kompleksi içeren silikon bulunur. Kullanılan 

besiyerlerinde mikobakteri veya diğer mikroorganizmalar ürediğinde oksijenin 

kullanılması sonucunda UV ıĢığına karĢı floresans oluĢmakta ve oluĢan 

floresans miktarı üreme indeksi (GI) olarak değerlendirilmektedir. Bu sistem 

kan hariç tüm örnekler için uygundur (33, 47). 

 VersaTREK (Trek Diagnostics, Inc.,Ohio): Selüloz sünger ve 

Middlebrook 7H9 sıvı besiyeri ve selüloz sünger içeren tam otomatize bir 

sistemdir. Mikroorganizmaların üremesi sonucu oluĢan gaz basıncındaki 

değiĢiklikler ölçülerek, grafiksel olarak bilgisayar sistemine aktarılır. Sistem 

tüm klinik örnekler için uygundur. 

 BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France): Besiyerinin dip kısmında 

kolorimetrik bir sensor içeren ve oluĢan CO2 düzeyini ölçerek üremeyi 

değerlendiren, bilgisayar destekli bir sistemdir. Kan haricinde tüm klinik 

örnekler için uygundur (43). 

 

2.6.5 Morfolojik ve Biyokimyasal Tanımlama Testleri 

Biyokimyasal Tanımlama Testleri; üreme hızı ve ısısı, pigment üretimi, koloni 

görünümü, kord faktör oluĢumu, niasin testi, nitrat redüksiyonu testi, katalaz 

testi, pirazinamidaz testi, Tween 80 hidrolizi testi, arilsülfataz testi, üreaz 

testi, PNB (para-nitro benzoik asit) içeren besiyerinde üreme gibi klasik 

morfolojik ve biyokimyasal özelliklere göre tanımlama yapılabilmektedirler 

(Tablo 3 ve 4) (32). 
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Tablo 3. Mycobacterium tuberculosis complex üyelerinin  biyokimyasal özellikleri. 

 Tür TCH Prazinamidaz Nitrat Redüktaz Oksijen 

M. tuberculosis dirençli + + Aerobik 

M. bovis duyarlı − −  

M. bovis BCG duyarlı − − Aerobik 

M. africanum duyarlı + − Mikroaerofilik 

M. microti     

* Thiophen-2-carboxylic acid hydrazide 

 

 

Tablo 4. Ġnsanlardan izole edilen atipik mikobakterilerin biyokimyasal özellikleri. 

Tür Niasin 

Yapımı 

Nitrat 

Redüksiyonu 

Tween 

Hidrolizi 

Üreaz Aril 

Sülfataz 

Katalaz 

68
0
 

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 ± - - - ± + 

Hızlı üreyenler       

  M.fortuitum + + ± + + + 

  M.chelonae - - ± + + + 
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2.6.6 Moleküler Testler 

Günümüzde klinik örneklerden izole edilen mikobakterlieri tür düzeyinde 

saptayabilmek için biyokimyasal testler yerine moleküler yöntemler tercih 

edilmektedir. Özellikle 1985 yılında, Mullis ve ark. tarafından tanımlanan 

polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) yöntemi 

moleküler testlerin kullanılmasının önünü açmıĢtır (32). 

Nükleik Asit Amplifikasyon 

Moleküler yöntemler içinde, örnekte az miktarda basil bile olsa bunu 

çoğaltarak saptayabilen Nükleik Asit Amplifikasyon testleri tanı için önem 

kazanmıĢtır (44). „Centers for Disease Control and Preventation (CDC)‟ direkt 

bakıdan bağımsız olarak akciğer tüberkülozu Ģüphesi olan her hastadan en 

az bir solunum örneğine Nükleik Asit Amplifikasyon testlerini önermektedir 

(44). 

 Nükleik Asit Amplifikasyon testleri ile DNA veya RNA doğrudan 

saptanabilmektedir. DNA veya RNA‟nın saptanmasında farklı yöntemler 

kullanılmaktadır. „PCR‟ esaslı bu amplifikasyon testlerinde genellikle 

Mikobakteri DNA‟sının 16S rRNA gen bölgesine ait türe özel primerler 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler sırası ile; 

- „Transcription-mediated Amplification‟ yöntemi; temelinde transkripsiyona 

bağlı çoğaltma olup, çoğaltılan hedef nükleik asit 16S-23S rRNA gen 

bölgeleridir. MTC türlerinin ayırt edilmesinde gryB gen fragmanı ve M.bovis 

BCG için RD1 gen delesyonu bakılmaktadır (39, 40). Amplifikasyonda 

izotermal ve tek tüpte yapılmaktadır. Böylece kontaminasyon engellenmiĢ 

olur. Bu yöntem temel alınarak ticari DNA stripleri de üretilmiĢtir [Line Probe 

Assay (LIPA)] (48). 

- „Strand Displacement Amplification’ yöntemi; hedef 16S rRNA geninin değişken 

bölgelerine spesifik gen bölgelerini PCR ile çoğaltmak ve DNA’ların izotermal yol 

ile amplifikasyonunu sağlamaktır (21). 
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- Bir diğer NAA yöntemi olan „Loop-mediated isothermal amplification‟ 

yönteminin hedef bölgesi ise 16S rRNA ve gyrB‟dir (44). 

 Son yapılan 125 merkezli araĢtırmada bu yöntemlerin özgüllük ve 

duyarlılıkları sırasıyla %97 ve %85 olarak bulunmuĢtur. NAA testleri, 6-8 saat 

içinde yapılabilir. Bu yöntemlerin en önemli avantajı, M. tuberculosis hızlı bir 

Ģekilde tespit edilebilmeleridir (44). 

Lateral flow assays 

TB antijenini kalitatif olarak saptayan hızlı immünokromotografik bir 

yöntemdir. Bu yöntemde kültürden izole MTC‟in kendisine özgü proteini 

MPT64 mevcudiyetinin varlığı saptanmaktadır. Duyarlılık %98.6, özgüllük 

%97.9‟dir ve kabin ihtiyacı vardır (44). 

DNA sekanslaması  

Mikobakterilerin tanımlanmasında seçilen en önemli gen bölgeleri 16S rRNA, 

rpoB, gyrB, hsp65, secA1, 32 kDa'lık bir protein ya da 16S-23S rRNA gen boşluk 

kodlayan gen bölgeleridir. 16S rRNA bölgesi hem korunaklı olması, hem her türde 

fark içermesi açısından bakterilerde en çok tercih edilen bölgedir. Dizi analizleri 

standartlaştırılması ile ilgili çeşitli web siteleri olduğu gibi ticari kitler de 

bulunmaktadır. Pahalı, zaman alıcı ve yorucu bir yöntemdir, 1-3 gün alır. İyi bir 

teknisyen ve iyi otomatik analiz sistemlerine gerek vardır (49, 50, 51). 

Kütle Spektrometresi (Maldi Tof MS) 

Genomların kodladığı protein ürünlerinin dizi incelenmeleri geliĢen 

spektrometrik sistemlerin de sayesinde mümkün olmuĢtur. Böylece 

mikroorganizmaların kütle spektrometresine dayanan tanımlama yöntemi 

Maldi Tof MS laboratuvarlarda yerini almıĢtır. Literatürde ise moleküler 

yöntemlerin bir parçası olarak yerini almıĢtır (49). 

 Maldi Tof MS‟de tanımlanmak istenen koloni veya ekstrakt „target 

slayt‟ denen metal preparata yayılır, üzerine matriks solüsyonu eklenir ve 

cihaza yerleĢtirilerek lazer atıĢlarına maruz bırakılır. En uygun matriks 

maddesi aromatik moleküllerdir (4-hydroxy-α-cyanocinnamic acid, 2.5-
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dihydroxybenzoic acid, 3.5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid). Lazer 

enerjisini absorbe eden matriksin molekülleri aktive olarak, mikroorganizma-

matriks kompleksinde mikro patlamalar oluĢmasına neden olur. Ardından 

moleküller iyonlaĢır, matriksle birlikte mikroorganizmaya ait moleküller 

preparattan ayrılarak serbest hale geçer. Elektriğe maruz kalan iyonize 

moleküller detektöre doğru hızlanmaya baĢlarlar. Kütle/yük (m/z) oranıyla 

gösterilen kütle ve molekülün yüküne göre iyonların hızı oluĢur ve iyonlar 

kütlelerine göre detektöre çarparlar ve küçük kütleye sahip iyonlar detektöre 

önce ulaĢır. Sonuçta mikroorganizmaya ait proteinlerin, detektöre çarpma 

zamanına göre kütle spektrumu oluĢturulur ve kaydedilir. Bir Maldi Tof MS 

spektrumunda x ekseni proteinlerin m/z oranını gösterirken y ekseni 

proteinlerin yoğunluğunu gösterir. Kaydedilen spektrum, mevcut veri 

tabanındaki spektrumlarla karĢılaĢtırılır ve sonucun güvenilirliği bazı 

sistemlerde skorlama ile bazı sistemlerde yüzde ile belirlenir (50).  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Kullanılan Araç ve Gereçler  

3.1.1 Kullanılan Cihazlar ve Aletler 

Etüv 37oC (Memmert)  

Buzdolabı (Arçelik)  

-20ºC Dondurucu (Arçelik) 

Otoklav (Hirayama) 

Pasteur fırını (Memert)  

Vorteks karıĢtırıcı (Yellow line)  

Vorteks karıĢtırıcı (VORTEX-2 Genie)  

Mini Santrifüj (Beckman Counter)  

Hassas terazi (Scaltec) 

Biyolojik kabin (Metisafe) 

Termal Döngü Cihazı (Techne, BĠO RAD) 

Jel yürütme tankı (Biometra/Agagel Maxi)  

UV görüntüleyici (Vilber Lourmant) 

MGID (BD) 

VITEK MS (bioMérieux)  

Çalkalayıp ısıtıcı (Twin cubator) 

Cryo Tüp 2 ml (Biosigma) 

0.5 mm cam boncuk 

Vial vidalı 2 mL (Axygen) 

PCR tüp 0.5 mL (Axygen) 

PCR TUBES, Dnase ve Rnase free 0.2 mL (Axygen) 

Pipet ucu 1-20-1000 μL (Axygen) 

 

3.1.2 Kullanılan Besiyerleri 

Löwenstein-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 (Peqlab) 

Tris Hydrochloride (Roche) 

Borik Asit (Carlo Erba) 

EDTA (Thermo Scientific) 

Etidyum bromür (Merck) 

 

3.1.4 Kullanılan Ticari Kitler 

GenoType Mycobacterium CM (Hain lifescience) 

GenoType Mycobacterium AS (Hain lifescience) 

VITEK MS tanımlama kiti (bioMérieux) 

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

 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Örnek Seçimi 

Marmara Üniversitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarı‟na 2012-2013 

yıllarında gelen 106 stoklanmıĢ örnekten; aynı hastaya ait ilk örnek 

çalıĢmaya dahil edilmiĢ, tekrar eden örnekleri çalıĢma dıĢı bırakılmıĢtır. 56 

adet MTC ve 13 adet NTM olmak üzere toplamda 69 klinik örnekle 

çalıĢılmıĢtır. 

ÇalıĢmamıza dahil edilen 69 örneğin 47 (%68)‟si solunum, 22 (%32)‟si 

solunum dıĢı örneklerden oluĢmaktadır. Solunum dıĢı örnekler apse (n:10), 

biopsi (n:7), idrar (n:3) ve beyin omurilik sıvısından (n:2) oluĢmaktadır. 
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3.2.2 Örneklerin Ekimi ve Üreme Takibi 

Marmara Üniversitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarı‟na 2012-2013 

yıllarında gelen ve -20oC‟de MGIT besiyerinde stoklanan mikobakteri olarak 

raporlanmıĢ izolatlar, vorteks yardımı ile homojenize edildikten sonra 0.2 mL 

L-J besiyerine, 0.5 mL MGIT besiyerine pasajlanmıĢtır. Ekilen L-J‟ler etüvde, 

MGIT‟lar üreme durumunda sinyal veren özel etüvünde (BD MGIT 960, 

Sparks, MD) 35-37⁰C‟de 8 hafta inkübasyona kaldırılmıĢtır. 

 MGIT besiyerinde üreme sinyali veren örneklere Gram ve EZN 

boyama yapılarak aside dirençli basil ve/veya kontaminasyon açısından 

değerlendirilmiĢtir. Kontamine olduğu düĢünülen örnekler NALC-NAOH 

yöntemi ile dekontaminasyon iĢlemine tabi tutularak hem L-J hem de MGIT 

besiyerine ekilip üremeleri 8 haftaya tamamlanacak Ģekilde kaldığı yerden 

takip edilmiĢtir. Katı besiyerinde ise üreme takibi ilk 5 hafta gün aĢırı, sonraki 

3 hafta haftada 2 kez olacak Ģekilde düzenlenmiĢ ve üreme saptanan 

besiyerleri Gram ve EZN boyamaları yapılarak MGIT için uygulanan prosedür 

aynen uygulanmıĢtır. 

 Dekontaminasyon iĢleminde, kontamine MGIT tüpündeki örnek veya 

kontamine L-J kolonileri distile su ile karıĢtırılmıĢ olarak iĢleme alınmıĢtır. 

Falkon tüplerine konan örneğin üstüne kendi miktarı kadar NALC-NaOH, 50 

ml trisodyum sitrat, 50 mL NaOH solüsyonundan eklenmiĢ ve falkon vorteks 

ile karıĢtırılarak 15 dk. oda ısısında bekletilmiĢtir. Falkon tüplerindeki örneğin 

üstü 50 mL‟ye kadar PBS (Phosphate Buffer Solution, pH:6.8) ile 

tamamlanarak 3000 rpm‟de 15 dk. santrifüj edilmiĢtir. Santrifüjden sonra 

falkondaki süpernatant kısım dökülerek kalan sedimente 1-2 mL PBS 

eklenmiĢ ve pH:7 olana kadar PBS eklemeye devam edilmiĢtir (33). Elde 

edilen dekontamine örnekten 0.2 mL alınarak L-J‟ye, 0.5 mL alınarak MGIT‟a 

ekim yapılmıĢ etüvlerine kaldırılmıĢlardır. Üreme takipleri kaldıkları günden 

itibaren 8 haftaya tamamlanmıĢtır. 

 Hem L-J hem de MGIT‟da üretilebilen MTC örnekleri ve herhangi bir 

besiyerinde üretilebilen atipik mikobakteriler iĢleme alınmıĢtır. 
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3.2.3 Tanımlama Yöntemleri 

 

3.2.3.1 TBc Tanımlama Testi ile Mikobakteri Türlerinin Tanımlanması 

Üreme sinyali veren MGIT tüpü etüvden çıkarıldı. ARB boyanarak 

mikobakteri üremesi açısından değerlendirildi. ARB pozitif örnekler, test için 

iĢleme alındı. 

-ARB pozitif MGIT tüpü vorteksleyerek tamamen karıĢtırıldı, santrifüj edildi.  

-TBc ID kartı, testten hemen önce folyo torbasından çıkarıldı 

-Steril bir pipet ucu kullanarak uygun Ģekilde kartın örnek kuyusuna örneğin 

100 μL‟si yerleĢtirildi. 15 dk. beklendi. Sonuç kaydedildi. 

 

Klasik tanımlama yöntemi MGIT besiyerinde çalıĢılan bu test; MGIT 

üremeli  tüpünden MTC‟ye özgü MPT64 proteini varlığı immünokromotografik 

olarak saptamaya yöneliktir. 

 

TBc için Pozitif Test (MPT64 antijenli) – Okuma penceresinde Test “T” 

konumunda ve Kontrol “C” konumunda pembe veya kırmızı bir çizgi 

görülürse, örnekte MPT64 antijeninin saptandığını gösterdi, MTC olarak 

kaydedildi. 

TBc için Negatif Test (MPT64 antijeni saptanmadığında) – Okuma 

penceresinin Test “T” konumunda pembe veya kırmızı çizgi görülmezse, 

örnekte MPT64 antijeninin saptanmadığını gösterdi. NTM olarak kaydedildi. 

  

3.2.3.2 Mikobakterilerin Nükleik Asit Hibridizasyon Yöntemi ile 

Tanımlanması 

Ġlk olarak DNA Ġzolasyonu için üreme saptanan sıvı kültürlerden 100 μL alınıp 

vortekslenerek homojenize edildikten sonra 15 dk. 10.000 g‟de santrifüj edilip 

süpernatan atıldı. 

- Pelet 100 μL Lizis Tamponu ile süspanse edilip 100⁰C‟de 5 dk. kaynatıldı. 

Nötralize edici tampondan 100 μL eklendikten sonra 5 dk. maksimum hızda 

santrifüj edildi. Üstteki Lyase/DNA temiz bir ependorfa alındı. 
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 Katı kültürlerde üreme saptanan örneklerden 1-2 koloni alınarak 100 

μL Lizis tamponu içinde süspanse edilip, kalan yerden prosedüre devam 

edildi (52).  

 Amplifikasyonda her bir örnek için: 35 μL PNM (Primer Nucleotide 

Mix), 5 μL 10x PCR buffer (15mM MgCl2 içerir), 2 μL MgCl2 (25 mM MgCl2), 

3 μL H2O, 0.2 μL Taq polimeraz (1 ünite) sıra ile konularak süspanse edildi. 5 

μL örneğe ait DNA solüsyonu eklenerek toplamda 50 μL amplifikasyon 

solüsyonu elde edildi. 

- Termal döngü cihazı; 95⁰C‟de 5 dk. (1 döngü), 95⁰C‟de 30 sn. (10 döngü), 

58⁰C‟de 2 dk. (10 döngü), 95⁰C‟de 25 sn. (20 döngü), 53⁰C‟de 40 sn. (20 

döngü), 70⁰C‟de 40 sn. (20 döngü), 70⁰C‟de 8 dk. (1 döngü) olacak Ģekilde 

ayarlandı ve örnekler cihaza konuldu. 

- Elde edilen amplifikasyon ürünlerinin her biri 5 μL hazırlamıĢ olduğumuz 

%1.2 etidyum bromür içeren %2‟lik agaroz jel üzerindeki kuyucuklara 

yerleĢtirildi. Agaroz jel 90-100 V‟da 15-20 dk. elektroforeze tabi tutuldu. 

Transilluminatörde UV ıĢığı altında 200-230 bp bandında elde edilen ürünler 

izlendi (ġekil 3). 

 

 

Şekil 3. Mikobakteri izolatlarına ait PCR ürünlerinin transilluminatör altındaki görüntüsü  

 Hibridizasyon Basamağında ise: HYB (Hibridizasyon Buffer), RIN 

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

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

1:100 dilusyonları hazırlandı.  
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- Plaklarının her bir kuyucuğuna 20 μL denatürasyon solusyonu (DEN) ve 20 

μL amplikon ürünü konarak karıĢtırıldı. Oda ısısında 5 dk. muamele edildi. 

Son kuyucuk negatif kontrol olarak kullanıldı.  

- Her kuyucuğa HBY eklendi, karıĢtırıldı ve DNA Stripleri yerleĢtirildi. 

TwinCubator cihazına 12 kuyucuklu plak yerleĢtirildi. Cihazda 30 dk. 45⁰C‟de 

çalkalanıp inkübasyon baĢlatıldı. Sonra tüm HYB aspire edildi.  

- Ardından her kuyucuğa yıkama solusyonu eklenerek 15 dk. 45⁰C‟de 

çalkalanıp, inkübe edildi. Yıkama solusyonu tamamen boĢaltıldı.  

- Son aĢamada 1:100‟lik konjugat solüsyonundan (10 μL x 12 CON-C + 990 x 

12 CON-D) 1 mL her bir kuyucuğa konarak TwinCubator‟de 30 dk. oda 

ısısında inkübe edilip solüsyon tamamen boĢaltıldı ve yıkandı. 

- Sonra 1:100 lik Substrat solüsyonundan (10 μL x 12 SUB-C + 990 x 12 

SUB-D) 1 mL her bir kuyucuğa konarak TwinCubator‟de 2-10 dk. oda 

ısısında inkübe edildikten sonra solüsyon tamamen boĢaltıldı. Distile su ile 

yıkandı. Böylece reaksiyon durduruldu. 

 Plakların içindeki DNA Stripleri çıkarılarak sıvı emen kâğıdın üzerine 

konup kuruması sağlandı. Her bir strip genel tanımlama kartı CM ve/veya AS 

kartının paraleline getirildi. Reaksiyon zonları tanımlama kartı ile kıyaslanarak 

tanı kondu (48) (ġekil 4). 

 

 

      Şekil 4. GenoType Mycobacterium CM Tanımlama Kartı. 
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3.2.2.2. Maldi Tof MS ile Mikobakteri Türlerinin Tanımlanması 

Üremeli MGIT sıvı besiyerinden (BD) 1.8 mL alınarak, 2 mL vidalı kapaklı 

ependorfa kondu, 10 dk. 8000 rpm‟de santrifüj edildi ve süpernatan atıldı, 

- Pelet 500 μL %70‟lik etanol ile süspanse edildi, sonra 0.5 mm cam boncuk 

bulunan 2 mL kapaklı ependorfa alındı, 15 dk. vortekslendi, oda ısısında 10 

dk. inkübasyona bırakıldı, tekrar vorteks iĢlemi uygulandıktan sonra cam 

boncuksuz olarak süspansiyon 2 mL kapaklı ependorfa aktarıldı, 

- Örnekler 14000 rpm‟de 2 dk. santrifüj edildi ve süpernatan kısmı atıldı, 

sonra 10 μL %70‟lik formik asitle süspanse edildi, bu karıĢıma 10 μL 

%100‟lük asetonitril eklendi ve vortekslendi, 14000 rpm‟de 2 dk. santrifüj 

edildi, 

- OluĢan süpernatanın 1 μL‟si MS slaydına (target slide) kondu, kuruyan 

süpernatan üzerine 1 μL CHCA (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid) matriks 

solüsyonu eklendi. Preparat kuruduktan sonra Maldi Tof MS (bioMérieux) 

cihazı ile tanımlama yapıldı (ġekil 5). 

 L-J‟da üreyen koloniden 1 μL öze dolusu alınıp, 500 μL %70‟lik etanol 

ile süspanse edildi, sonra 0.5 mm cam boncuk bulunan 2 mL kapaklı 

ependorfa alınarak vortekslendikten sonra sıvı besiyeri için uygulanan 

prosedür aynen uygulandı (53) (ġekil 5). 

 

 

 Şekil 5. MS Prosedür Basamakları (ÇalıĢmamızdan) 
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3.2.4.İstatistiksel Yöntemler 

Verilerin istatistiksel değerlendirmesinde: 

 

 Tanımlama yöntemlerinden Maldi Tof MS ve Nükleik Asit 

Hibridizasyon (NAH) arasında tanımlama açısından anlamlı farkın olup 

olmadığı, KĠ-kare yöntemi kullanılarak karĢılaĢtırılmıĢtır.. 

  

 Maldi Tof MS (bioMérieux) yönteminin duyarlılığı; moleküler yöntem 

NAH ve klasik yöntem TBc Tanımlama Testi ile uyumu açısından 

değerlendirilmiĢtir. Negatif örnekle çalıĢılmadığı için özgüllük uyumuna 

bakılmamıĢtır. 
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4.BULGULAR 

 

 

 Altın standart olarak kullandığımız klasik tanımlama yöntemi „TBc 

Tanımlama Testi‟ ile, çalıĢmamıza dahil ettiğimiz 69 örneğin 13 (%19)‟ü NTM 

ve 56 (%81)‟sı MTC olarak tanımlanmıĢ, NTM için tür düzeyinde 

tanımlanama yapılamamıĢtır (Tablo 5). 

 

 

        Tablo 5. Tanımlama Yöntemlerinin kapasitelerinin karĢılaĢtırılması 

 

 

 „Nükleik Asit Hibridizasyon (NAH)‟ yöntemi ile örneklerin 56 (%81)‟sı 

MTC, 13 (%19)‟ü NTM olarak tanımlanmıĢ, tanımlanamayan örnek 

olmamıĢtır (Tablo 5). Bu yöntemle NTM‟lerin hepsi tür düzeyinde de 

tanımlanabilmiĢtir. NTM‟ler arasında en sık M.intracellulare (n:5) türü 

saptanırken; bunu sırası ile M.lentiflavum (n:3), M.xenopi (n:2) ve 

M.malmoense, M.abscessus, M.avium (n:1) türleri izlemiĢtir (Tablo 6).  

 

 

 

 
MTC 
n (%) 

 
NTM 
n (%) 

 

Toplam 
Tanımlanan 

n (%) 

TBc 
Tanımlama 

Testi 
56 (81) 13 (19) 

 
69 (100) 

 

NAH 56 (81) 
 

13 (19) 
 

 
69 (100) 

 

Maldi Tof MS 56 (81) 
 

5 (7) 
 

61 (88) 
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Tablo 6. NTM türlerinin tanımlanmasında NAH ve Maldi Tof MS yöntemlerinin 

karĢılaĢtırılması 

 
NAH 
n(%) 

 

MALDITOF MS 
n(%) 

 

M.intracellulare 5 (38.5) 5 (38.5) 

M.lentiflavum 3 (23) - 

M.xenopi 2 (15.5) - 

M.avium 1(7.6) - 

M.abscessus 1 (7.6) - 

M.malmoense 1 (7.6) - 

TOPLAM 13 (100) 13 (100) 

 

 „Maldi Tof MS (bioMérieux)‟ yöntemi ile %88 örnek tanımlanırken, 8 

örnek tanımlanamamıĢtır. Tanımlanamayan örneklerin tamamı „NAH ve „TBc 

Tanımlama Testi‟ ile NTM olarak tanımlanabilmiĢtir. MTC örneklerinden 

tanımlanamayan örnek olmamıĢtır (Tablo 5). 

„TBc Tanımlama Testi‟ ile örnekler MTC ve NTM olarak iki grupta 

tanımlanabilmiĢken; „Nükleik Asit Hibridizasyon‟ yöntemi ile NTM‟lerin hepsi, 

„Maldi Tof MS‟ ile NTM‟lerin 5 adedi (%38.5) tür düzeyinde tanımlanabilmiĢtir. 

„Maldi Tof MS‟ ile tanımlanan 5 adet NTM‟nin hepsi de M.intracellulare olarak 

tanımlanmıĢtır (Tablo  6) (ġekil 6 ve 7). 
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Şekil 6. Maldi Tof MS ile MTC olarak tanımlanmıĢ bir izolatın spektrası. 

 

 

 

 

Şekil 7. Maldi Tof MS ile M.intracellulare olarak tanımlanmıĢ bir izolatın spektrası. 

 

Katı besiyerinde üretilen 65 örnek „Maldi Tof MS‟ ile çalıĢılmıĢ ve 

MTC‟lerin tamamı tanımlanırken; NTM‟lerden 13 örneğin 3‟ü tanımlanmıĢ 

olup, tamamı M.intracellulare olarak saptanmıĢtır. Tanımlanamayan 7 

örneğin tamamı ise „NAH‟ ve „TBc Tanımlama Testi‟ ile NTM olarak 

saptanmıĢtır. 

Sıvı besiyerinde üretilen  61 örnek „Maldi Tof MS‟ ile çalıĢılmıĢtır. Bu 

yöntemle sıvı besiyerinde 49 örnek MTC olarak, 3 örnek NTM 
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(M.intracellulare) olarak saptanmıĢtır. „NAH‟ ve „TBc Tanımlama Testi‟ ile 2‟si 

NTM, 7‟si MTC olarak tanımlanan 9 örnek; „Maldi Tof MS‟ ile sıvı besiyerinde 

tanımlanamamıĢtır. 

 

 

„TBc Tanımlama Testi‟ ile tüm türler tanımlanmıĢ ancak NTM‟ler tür 

düzeyinde tanımlanamamıĢtır. Örnek baĢı maliyeti 3 € olup, tanımlama 15 dk. 

sürmüĢtür.  „Maldi Tof MS yöntemi‟ ile tanımlama %88 düzeyinde olmuĢtur. 

NTM‟lerin  5 (%38.5)‟i tür düzeyinde tanımlanabilmiĢtir. Maliyeti örnek baĢına 

1 € olup, tanımlama  45 dakika almıĢtır. „Nükleik Asit Hibridizasyon‟ yöntemi 

ile tanımlanamayan örnek olmamıĢ ve NTM‟lerin hepsi tür düzeyinde 

tanımlanmıĢtır. Maliyet örnek baĢına 30 €, harcanan zaman 6-7 saat 

olmuĢtur (Tablo 7). 

 

 

Tablo 7. Yöntemlerin Tanımlama, Maliyet, Zaman açısından KarĢılaĢtırılması 

 

MTC ve NTM 

şeklinde 

Tanımlama 

% 

NTM Tür 

Düzeyinde 

Tanımlama 

% 

Maliyet / 

örnek başı 

Zaman/  

örnek başı 

TBc Tanımlama 
Testi 

100 0 3 € 15 dk. 

Maldi Tof MS 88 38.5 1 € 45 dk. 

NAH 100 100 30 € 6-7 saat 
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Maldi Tof MS‟in duyarlılığının, Nükleik Asit Hibridizasyon ve Klasik 

yöntem ile uyumuna bakıldığında; MTC tanımlaması açısından %100 uyum 

bulunmuĢtur. NTM‟lerin tür düzeyinde tanımlanması açısından, Maldi Tof 

MS‟in duyarlılık uyumu, Nükleik Asit Hibridizasyon ile bakıldığında; %38.5 

bulunmuĢtur.  

Maldi Tof MS ve Nükleik Asit Hibridizasyon arasında tanımlama 

açısından fark olup olmadğı Ki-kare istatiksel metod kullanılarak 

karĢılaĢtırıldığında, iki yöntem arasında anlamlı fark bulunmamıĢtır (p>0.05). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

 

 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), 1993 yılında Tüberküloz için „Küresel bir Halk 

Sağlığı Sorunu‟ tanımlamasını kullandıktan sonra, sürekli veri toplanmıĢ ve 

sorunun kaynağına ulaĢılmaya çalıĢılmıĢtır. DSÖ‟nün „Küresel Tüberküloz 

2013 Raporu‟ ile dünya nüfusunun yaklaĢık üçte birinin tüberküloz mikrobuyla 

enfekte olduğu bildirilmiĢ ve 2012 yılı verilerine göre 8.6 milyon yeni vakanın 

ancak 5.7 milyonun saptanabildiği raporlanmıĢtır (2). Özellikle 1980‟li 

yıllardan sonra, HIV vakalarının artması ile NTM enfeksiyonlarının da 

görülme sıklığı artmıĢtır. Bu türlerin tedavi protokollerindeki farklılıklar, 

mikobakterileri tür düzeyinde tanımlamayı gerekli kılmıĢtır (19). 

Laboratuvarımızda kullanılmakta olan klasik yöntem olarak, BD MGIT sıvı 

besiyerinden MTC‟e özgü MPT64 proteinini immünokromotografik olarak 

saptayan „TBc Tanımlama Testi‟, mikobakterileri sadece MTC ve NTM olarak 

tanımlayabilmekte ve tür düzeyinde tanımlama yapamamaktadır. YapılıĢının 

kolaylığı ve tanımlamadaki güvenilirliği yüzünden oldukça tercih edilen bir 

yöntemdir (44). Fakat NTM Ģüphesi olan hastalarda bu tanımlama testi, 

tedavi planlaması için yetersiz kalmaktadır.  

 Günümüzde mikobakterilerin tanımlanmasında kullanılan biyokimyasal 

yöntemler zor ve zaman alıcı oldukları için, tanı ve tedavide gecikmelere 

sebep olduğu bilinmektedir (32). Tanımlamada hızlı, kolay, ucuz yöntemlerin 

arayıĢı sürmektedir. Fakat bu yöntemlerin tam iĢlevsel hale gelmeleri için 

hala çalıĢmalara gerek vardır. Bu çalıĢmalara destek amaçlı, bizde 

çalıĢmamıza hastane laboratuvarımızda uygulayabileceğimiz, özellikle 

NTM‟leri tür düzeyinde tanımlamamıza yardımcı olacak yeni yöntemlerden 

ikisini [Nükleik Asit Hibridizasyon (GenoType Mycobacterium CM/AS) ve 

Maldi Tof MS (VITEK MS/bioMérieux)] kullandık (48, 53). 

 Son yıllarda kullanıma giren moleküler yöntemler arasında; DNA 

sekanslaması, Lateral flow assays, Nükleik Asit Amplifikasyon (NAA) testleri 

sayılabilir. Ülkemizde, son yıllarda NTM türlerini tanımlamaya dayalı 

epidemiyolojik ve özel araĢtırmalarda Nükleik Asit Hibridizasyon ticari kiti 
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Line Probe Assay (LIPA) yönteminden (GenoType® Mycobacterium CM/AS 

kitleri) faydalanılmıĢtır. Ulusal Tüberküloz Referans Laboratuvarı bu yöntemi 

kullanarak, 2009 Ocak-2010 Aralık tarihleri arasında yaptığı epidemiyolojiye 

yönelik çalıĢmalarında en sık %33.3 ile M.fortuitum’a rastlamıĢlardır (5). 

Diğer bir çalıĢmada Biçmen ve arkadaĢlarının, Dr. Suat Seren Göğüs 

Hastalıkları ve Cerrahisi EAH Mikrobiyoloji Laboratuvarı‟na gelen 2009-2014 

yıllarına ait 70 adet NTM örneğinden retrospektif olarak LIPA yöntemi ile 

yaptıkları çalıĢmadır. En sık %21.4 ile M.intracellulare türünü 

tanımlamıĢlardır (54). Biz de klinik örneklerde en sık M.intracellulare (13 

örnekte 5 adet) ile karĢılaĢtık (Tablo 6). Amerika, Ġngiltere, Hong Kong gibi 

ülkelerde yapılan çalıĢmalarda da M.intracellulare klinik örneklerden en çok 

tanımlanan NTM türü olarak ifade edilmiĢtir (21, 24, 27). 

 Nükleik Asit Amplifikasyon Yöntemi ile çalıĢan ticari DNA problarının 

aynı anda mikobakteriyi tür düzeyinde tanımlayan hızlı, yapımı kolay testler 

olarak ön plana çıkması sebebiyle çalıĢmamızda yer almıĢtır. Son yapılan 

125 merkezli araĢtırmada Nükleik Asit Amplifikasyon yönteminin özgüllük ve 

duyarlılıkları sırasıyla %97 ve %85 olarak bulunmuĢtur ve bu testlerin 

ortalama 6-8 saat içinde yapılabildiği bildirilmiĢtir (44)  

 Bu yöntem mikobakteri türlerini (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 tanımlar) 23S rRNA genlerini hedefleyerek tanımlayabilmektedir 

(44, 49). MTC alt türlerinin ayırt edilmesinde gryB gen fragmanı ve M.bovis 

BCG için RD1 gen delesyonunu kullanmaktadırlar (48, 55). 

 Moleküler yöntemlerin yanında, rutin uygulamalarda aynı potansiyele 

sahip, daha kolay, hızlı ve ucuz bir yöntem olan Maldi Tof MS yöntemi, 

mikobakteri tanımlamasında son yıllarda kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Yöntem 

mikobakteri açısından oldukça yenidir (51). Mikroorganizmaları kütle 

spektrometresine göre tanımlayan proteomik bir yöntemdir. Birçok bakteriyi 
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tanımlamada oldukça yeterli spektralar oluĢturulmuĢ ve rutine konmuĢ 

olmasına karĢın, mikobakterilere ait durum tam netlik kazanmamıĢtır. Son 

yıllarda ki tüm çalıĢmalar kaliteli spektralar elde edip, yeni veri tabanları 

oluĢturmaya yöneliktir (56, 57). Biz çalıĢmamızda, Maldi Tof MS yönteminin 

mikobakteri tanımlamasındaki yeterliliğini ve rutin mikobakteriyoloji 

laboratuarına uygunluğunu, VITEK MS V2.0 (bioMérieux) veri tabanını 

kullanarak irdelemeye çalıĢtık (Tablo 8). 

 

      Tablo 8. VITEK MS V2.0 (bioMérieux) ile tanımlanabilen Mikobakteri türleri. 

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 tanımlanması çalıĢmalarına Hettick 

ve arkadaĢları, 2004 yılında 6 farklı mikobakteri türü ile baĢlamıĢlardır (58). 

Hemen arkasından Pignone ve arkadaĢları da Hettick ve arkadaĢlarını takip 

etmiĢlerdir (59). Ağırlıklı olarak sistemleri standardize etme ile ilgili olan bu ilk 

çalıĢmalar üzerine Lotz, El Khe´chine, Paul ve Balada-Llasat arkadaĢları ile 

Bruker Daltonics sistemini kullanarak çalıĢmalar yapmıĢlar ve 20 kV‟da, 

2000-20.000 kDa arasında 60 frekansta kaliteli spektralar elde etmiĢlerdir. 

Böylece Bruker Daltonics sistemi için çalıĢma programını standart olarak 

yerleĢtirmiĢlerdir. (60, 61, 62, 63, 65). 

 Jonathan H.K.Chen ve Cheryl A. Mather‟de arkadaĢlarıyla benzer bir 

çalıĢmayı VITEK MS (bioMérieux) sistemi ile yapmıĢlar, 20kV‟da, 20-20.000 

m/z‟de, 50 hertz frekans ile kaliteli spektralar yakalamıĢlar ve VITEK MS 

(bioMérieux) için standart bir program kurulmasında etkili olmuĢlardır (65). 
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VITEK MS (bioMérieux) sistemi için standartlaĢmıĢ bu program, bizim 

çalıĢmamızda da yer alan programdır. 

 Maldi Tof MS ve mikobakteri ile ilgili diğer çalıĢmalar inaktivasyon ve 

protein elde etme (ekstraksiyon) üzerinde yoğunlaĢmıĢtır. Ġlk Hettick ve 

arkadaĢları tarafından 2004 yılında trifloroasetikasit ile inaktivasyon 

çalıĢmaları baĢlamıĢ olup, Pignone ve arkadaĢlarının su ile yıkama ve 

santrifüj denemeleri ile devam etmiĢtir (59). Bruker Daltonics (Bremen, 

Germany) ile yapılan çalıĢmalardan; Lotz ve arkadaĢları %70‟lik etanol ve 

distile su ile hem inaktivasyon yapmayı hem de protein elde etmeyi 

denemiĢler (60), El Khe´chine ve ark. ise %70‟lik etanol ile 95oC‟de 30 dk. ısı 

içeren iki farklı inaktivasyon yöntemini, sekiz farklı ekstraksiyon yöntemi ile 

çalıĢmıĢlardır (61). Sonuçta, en uygun yöntemin; inaktivasyon için ısı, yıkama 

için distile su, protein eldesi için %70‟lik etanol ile %100‟lük acetonitril ve 0.5 

mm cam boncuktan oluĢan hücre parçalama yöntemi olduğu konusunda fikir 

birliği sağlanmıĢtır. 

 Benzer bir araĢtırmayı Alexandra Machen VITEK MS (bioMérieux) için 

yapmıĢtır. Isıtma ve hücre parçalama yöntemlerini VITEK MS (bioMérieux) 

kullanarak çalıĢmıĢlardır. Isıtmalı yöntem ile %82.2 mikobakteri, hücre 

parçalama yöntemi ile %88.8 mikobakteri tanımlayabilmiĢlerdir. Dolayısı ile 

VITEK MS (bioMérieux) kullanılacaksa inaktivasyon ve protein eldesi için 

hücre parçalama yönteminin, ısı yönteminden daha uygun olacağını 

belirtmiĢlerdir. Biz de çalıĢmamızda bu veriler ıĢığında hücre parçalama 

yöntemi kullandık (66). 

 ÇalıĢmamızda katı besiyerinden %89, sıvı besiyerinden %85 

düzeyinde mikobakteri tanımlanmıĢtır. Katı besiyeri ile sıvı besiyeri 

tanımlama yüzdeleri, katı besiyeri lehine olmuĢtur. Lotz ve arkadaĢları da 311 

örnek, 31 farklı tür içeren lokal verilerini de kullanarak Maldi Tof (Bruker 

Daltonics) ile çalıĢmıĢlar ve katı besiyerinde %97, sıvı besiyerinde %77 

tanımlama oranları bulmuĢlardır. Sıvı besiyerindeki düĢük tanımlama 

yüzdesinin nedenini Lotz ve arkadaĢları Ģöyle açıklamıĢlardır; üreyen 

kolonilerin, uygulanan ekstraksiyon yönteminin yoğunluğu ile kaybın ve ısı ile 

inaktivasyon yönteminin sıvı besiyeri için uygun olmayabileceği. Bizim 
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çalıĢmamızda, sıvı besiyerinde ısı uygulanmadan hücre parçalama yöntemi 

ile daha iyi sonuç elde edilmiĢ olması, Lotz ve arkadaĢlarını destekler 

niteliktedir (60). 

Paul ve arkadaĢları, 42 mikobakteri türüne ait lokal verilerini de 

kullanarak 104 klinik örnekte BioTyper software (version 2.0.4) ile çalıĢmıĢlar 

ve 4 NTM türü dıĢında tüm türleri tanımlayabildiklerini ifade etmiĢlerdir (62). 

Balada-Llasat 18 mikobakteri türüne ait lokal verilerini Biotyper Software 

(version 3.0) ile birleĢtirmiĢ ve 178 mikobakteri örneğinin 11 adedini tür 

düzeyinde tanımlayamamıĢlardır. Bu durumda %93.8 mikobakteriyi tür 

düzeyinde tanımlayabilmiĢlerdir (63). Bizim çalıĢmamızda %88 tanımlama 

oranı yakalanmıĢtır. Tanımlanamayan tüm mikobakteriler NTM, 

tanımlanabilen tüm NTM‟ler M.intracellulare olarak saptanmıĢtır. VITEK MS 

V.2.0 sisteminin tanımladığını ileri sürdüğü NTM türlerinden sadece 

M.intracellulare tanımlanmıĢtır. Buda VITEK MS V.2.0 sistemide, NTM için 

tür çeĢitliliğinin az olması yanında var olan spektralarında türler için yetersiz 

olduğunu göstermektedir (Tablo 8). 

 Jonathan H. K. Chen ve ark. katı besiyerinden elde ettikleri 20 tür 

içeren lokal verilerini hem Bruker Biotyper hem de bioMérieux VITEK MS 

sistemlerine yükleyerek katı ortamdan çalıĢmıĢlardır. Biotyper ile %87.3‟ünü 

gen, %62.8‟ini tür düzeyinde tanımlarken, VITEK MS ile anlamlı sonuçlar 

elde edememiĢlerdir. VITEK MS ile iyi spektralar elde etmelerine karĢın 

tanımlamadaki problemi, bizim düĢüncemizle paralel olarak VITEK MS veri 

bankasının kısıtlılığına bağlamıĢlardır (Tablo 8) (64).  

 ÇalıĢmamız sırasında mikobakterileri tanımlamak için kullanılan Maldi 

Tof MS‟i; „Nükleik Asit Hibridizasyon‟ ve „TBc Tanımlama Testi‟ ile 

karĢılaĢtırdık. Klasik yöntem „TBc Tanımlama Testi‟nin duyarlılığı %98.6, 

özgüllüğü %97.9‟dur. Klinik örnekten yapılan „Nükleik Asit Hibridizasyon‟ 

yönteminde ise bu oran sırası ile %85 ve %97 olarak sıralanmaktadır (44). 

Ancak TBc Tanımlama Testi ile NTM‟leri tür düzeyinde ayıramazken, Nükleik 

Asit Hibridizasyon yöntemiyle tüm izolatlar tür düzeyinde tanımlanmıĢtır. 

Maldi Tof MS (bioMérieux)‟de ise tür düzeyinde tanımlanamayan %11 (n:7) 



44 
 

mikobakteri saptanmıĢtır. Bunların hepsi „Nükleik Asit Hibridizasyon‟ ve „TBc 

Tanımlama Testi‟ ile NTM olarak tanımlanmıĢ örneklerdir (Tablo 5).  

Maldi Tof MS‟in duyarlılığındaki uyum, Nükleik Asit Hibridizasyon ve 

Klasik yöntemle karĢılaĢtırıldığında; MTC için uyum %100, NTM‟lerin tür 

tanımlanasındaki uyum ise oldukça düĢük olarak %38.5 bulunmuĢtur. Bu 

düĢük uyum Maldi Tof MS yönteminde tanımlama yetersizliğini göstermiĢtir. 

Maldi Tof MS, yaklaĢık maliyetinin hasta baĢı 1€ olması ile, hasta baĢı 

maliyeti 30 € olan Nükleik Asit Hibridizasyon‟a göre daha avantajlı olmasına 

rağmen, NTM„lerde tür düzeyinde tanımlama yapmadaki yetersizliği ile 

tanımlama da dezavantajlı durumdadır (Tablo 7). 

Sonuçta; Maldi Tof MS maliyet etkin olmasına rağmen, özellikle 

NTM‟ler için tür tanımlama açısından yetersiz spektralara sahip bulunmuĢtur. 

Bu açıdan günümüzde Maldi Tof MS‟in, Nükleik Asit Hibridizasyon gibi 

moleküler yöntemlere kıyasla rutin tüberküloz laboratuvarlarında kullanımı 

için yetersiz olduğu gözlemlenmiĢtir. Buna karĢın; Maldi Tof MS‟te NTM‟ler 

için, MTC tanımlamasındaki yüksek uyum dikkate alındığında, spektra 

geliĢtirilmesi ile yüz güldürücü sonuçlar alınabileceği düĢünülmektedir.  
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