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Ozet

Amag: Guinimiizde tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda ve
identifikasyonunda karsilagilan cesitli zorluklar
mevcuttur. Bu calismada mikobakteri identifikasyonunda
klasik biyokimyasal yontemler ile molekiiler yontemler
arasindaki uyumun belirlenmesi amag¢lanmistir.

Yontem: Biyokimyasal identifikasyonda, nitrat, katalaz
ve mniasin testleri, molekiiler biyolojik teknik olarak
Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Parca Uzunluk Polimorfizmi yontemi
kullanilarak, Mycobacterium spp. olarak izole edilen
mikobakterilerin identifikasyonu yapilmistir.

Bulgular: Orneklerin ekim 6ncesi yapilan Ehrlich Ziehl
Neelsen direkt incelemelerinde aside direngli basil
orneklerin 30’unda (%30) saptanmustir. Orneklerin 43’ii
(%43) kiiltiir yontemi ile pozitif bulunurken, Ehrlich Ziehl
Neelsen ve kiiltiiriin aym1 anda 30’u (%30) pozitif olarak
belirlenmistir.  Polimeraz  Zincir Reaksiyonu-Parca
Uzunluk Polimorfizmi yontemi ile Mycobacterium spp.
olarak izole edilen 7 izolatin (%16.3) Nontiiberkiiloz
Mikobakteriler oldugu geri kalan 36 (%83.7) ©rnegin
Mpycobacterium tuberculosis complex oldugu tespit edildi.
Klasik identifikasyon sonucunda 40 susun katalaz testi
diisiik, 41 susun nitrat1 pozitif bulunurken, 30 susun niasin
testi pozitif bulundu.

Sonu¢: Bu calismada biyokimyasal identifikasyonun
molekiiler yontemle uyumu kapa istatistigi ile
degerlendirildi. Bu iki yontem arasindaki uyum orta
derecede cikmustir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Parca
Uzunluk Polimorfizmi yonteminin en énemli dezavantaji
zaman zaman yanlis pozitif ve negatif sonuglarin ortaya
¢ikabilmesidir. Bu nedenle tiiberkiilozun laboratuvar
tamisinda klasik ve molekiiler yontemlerin sonuglar
degerlendirilirken mutlaka klinik 6n tam ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz.
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Abstract

Objective: There are still various problems at diagnosis
and identification of tuberculosis. The aim of this study
was to determine the coherency between molecular
biologic and classical biochemical methods for the
identification of Mycobacterium at the species level.
Method: While nitrate, catalase and niacin tests were
used for biochemical identification, Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism
technique was used as molecular biologic method for
isolated Mycobacterium spp.

Results: It was detected that 30% of samples were
positive with acid-fast bacilli smear before cultivation.
While 43% of samples were culture positive by
cultivation 30% of samples were positive for acid-fast
bacilli smear and culture at the same time. 7 isolates
(16.3%) were identified as Mycobacteria other than
tuberculosis and 36 (83.7%) isolates were identified as
Mycobacterium tuberculosis complex with Restriction
Fragment Length Polymorphism technique. According to
the biochemical identification, 40% of isolates had low
activity for catalase test, 41% of isolates were positive for
nitrate test, 30% of isolates were positive for niacin test.
Conclusion: Coherency between Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism and
conventional methods was evaluated by kappa statistics in
our study. Coherency between two methods was
determinated as middle degree. Disadvantages of
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism technique are false positive and negative
results which can occur occasionally. We determined that
classical and molecular techniques must be evaluated with
clinical features at diagnosis of tuberculosis.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis complex,
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism), identification.
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Mikobakteri Tiirlerinin Identifikasyonu

Giris ve Amag

Tiberkiiloz, Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC) olarak tanimlanan bir grup mikobakteri tarafindan
olusturulan, ¢cok degisik klinik gériiniimlere sahip, kronik
bir enfeksiyondur (1). Diinya Saglik Orgiiti (DSO)
tarafindan tim diinya niifusunun yaklasik ii¢te birinin
tiiberkiiloz basili ile infekte oldugu, her yil 9 milyon yeni
tilberkiiloz vakasi ortaya ¢iktifi ve her yil 2 milyon
kisinin tiiberkiilozdan o6ldiigii bildirilmistir. DSO’niin
verilerine gore tiiberkiilozlu hastalarin %80'i Afrika
(sahra-alt1) ve Asya’da yasamaktadir (2).

Klinik ve radyolojik bulgular sonucu  tiiberkiiloz
siiphesi ile gonderilen klinik 6rneklerde mikobakterilerin
saptanmasinda ilk basamak olarak, aside direncli boyama
(ARB) yontemi uygulanmaktadir. Tiiberkiilozun tanisinda
altm standart olarak kullanilan kiiltiir yontemi basilin
tiplendirilmesi ve duyarlilik testlerinin yapilabilmesini
saglamaktadir. Son yillarda mikrobiyolojinin tiim
alanlarinda kullanilan molekiiler biyolojik yontemler
mikobakterilerin  tamisinda  ve  tiplendirilmesinde
kullanilmakta, bu sayede patojen olan veya olmayan,
sadece ¢evre kaynakli olan ve c¢ok nadir olarak goriilen
yeni mikobakteri tiirleri de tanimlanabilmektedir (3).

Tiberkilloz  basilinin izl identifikasyonunda
molekiiler yontemlerden biri olan polimeraz zincir
reaksiyonu-par¢ca uzunluk polimorfizmi [Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP)] teknigi bircok arastirmaci
tarafindan onerilmektedir 4-8). MTC'nin
tammmlanmasinda  kullanilan  klasik  yOntemler ise,
bakterilerin  iireme hizina, ireme 1sisina, koloni
goriiniimiine, pigment iiretimine ve biyokimyasal
ozelliklerine dayali yontemlerdir. Biyokimyasal testlerin
bir arada kullanilmasi ile saglanacak identifikasyon
oldukca zor ve zaman alic1 oldugundan rutinde birkag test
MTC ve tiiberkiiloz disi mikobakteriler [Mycobacteria
Other Than Tuberculosis] (MOTT)’in ayrimi igin
kullamilmaktadir. Biyokimyasal yontemlerde, Kkiiltiir
yontemleriyle bakteri iiretildikten sonra, MOTT tiirlerinin
fenotipik ozellikleri arastirilmaktadir. Fakat fenotipik
ozellikler sinirlt sayida tiriin birbirinden
ayirtedilebilmesini  saglar. Ornegin katalaz testi, M.
tuberculosis, M. gastri ve M. kansasii’yi diger
mikobakterilerden ayirtedebilmek amaciyla kullaniir.
Tim mikobakteriler katalaz deneyi ile olumlu sonug
verirken, bu iic mikobakteri tiirii olumsuz sonug verirler
(9). Bu nedenle biyokimyasal identifikasyon tek basina
tilberkiilozun tamisinda yeterli degillerdir. Giiniimiizde
klinik 6rneklerde saptanan mikobakterilerin tiir diizeyinde
identifikasyonu i¢in biyokimyasal testler yerine molekiiler
yontemler tercih edilmektedir. Yapilan ¢calismalarda PCR-
RFLP yonteminin rutin laboratuvar kullanimina uygun,
ekonomik, pratik ve hizli bir yontem oldugu bildirilmistir
(5.6).

9.

Bu caligmada mikobakteri identifikasyonunda klasik
biyokimyasal yoOntemler ile molekiller yOntemler
arasindaki uyumun belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarina tiiberkiiloz siiphesi ile rutin olarak
gonderilen toplam 100 6rnek (balgam, idrar, steril viicut
stvist (SVS), bronkoalveolar lavaj (BAL), plevral mayi,
apse ve aclik mide suyu (AMS) hem LJ besiyerine hem
BACTEC besiyerine ekildi. Bu kiiltiirlerden izole edilen
Mycobacterium spp. izolatlar1 ¢alismaya dahil edildi.

Klasik Biyokimyasal Identifikasyon

Mikobakteri iiremesi tesbit edilen LJ ve BACTEC
besiyerinde (yaklasik olarak 10-40 giin sonra) iireyen
bakterilere biyokimyasal tiplendirme yapildi.
Biyokimyasal tiplendirme i¢in, kiiltiirlerden 1 6ze dolusu
koloni alinarak nitrat, katalaz ve niasin testleri uygulandi.
(10). Testlerde kontrol olarak M. intracellulare, M.
kansasii, M. austroafricanum ve H37Ry standart suslart
kullanildi.

DNA Izolasyonu

Hizli DNA saflastirma yontemi ile DNA izolasyonu,
bunu takiben PCR yapildi. DNA izolasyonu i¢in iiremenin
oldugu kat1 besiyerlerinden 1 6ze dolusu koloni 1 ml
distile suya alinarak ya da BACTEC besiyerinden 1 ml
stvi alinarak yapildi. Bunlar daha sonra benmaride 20
dakika 80 °C inkiibe edildikten sonra 12000x g’de 10
dakika santrifiij edildi. Ust sivi atildiktan sonra iizerine
200 pL kloroform eklenip vortekslendikten sonra 6000x
g’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust s1v1 atilmadan iizerine
200 pL steril distile su eklenerek 12000x g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust siv1 steril eppendorf tiipiine alinarak
PZR amplifikasyonunda kalip DNA olarak kullanild:

(1.

PCR Amplifikasyon Asamast

PCR ile mikobakterilerin 1s1 sok proteini (hsp65),
forward ve reverse primerler kullanilarak ¢ogaltildi. PCR
kosullarinin  standardizasyonu amaciyla on denemeler
yapildi. PCR karigimi  kontaminasyonun &nlenmesi
amaciyla steril, temiz kabinlerde hazirlandi. PCR karisimi
toplam hacim 50 pL olacak sekilde, 1X PCR tampon
(Sigma), 2.5 mM MgCl, (Promega), 0.2 mM dNTP
(Fermentas), 0.5 pM/L primer ¢iftleri (Tbll [5°-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT] ve Tbl2 [5°-
CTTGTCGAACCGCATACCCT]), 2.5 U/ uL Taq
polimeraz (Sigma) ve 2 pL izole edilen DNA Ornegini
icermektedir (4). Ornekler “thermal cycler” cihazinda
(Eppendorf, Mastercycler, Germany) amplifiye edildi.
Amplifikasyon kosullari, 95 °C’de 10 dakika baglangi¢
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denatiirasyonundan sonra, 45 siklus 94 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 55 °C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72
°C’de 1 dakika uzama asamalarinin tekrari ve bunu
izleyen 72 °C’de 10 dakika son uzama agamalarmdan
olusmaktadir. PCR amplifikasyonu sonucu beklenen bant
bliyiikliigii =439 bp olup, iiriinlerin %2’lik agaroz jel
elektroforezi ile aynistirlmasindan sonra, agaroz jel
etidyum bromid ile boyanarak UV transliiminatorde
incelendi.

Parca Uzunluk Polimorfizm Analizi

PCR sonrasit olusan iriinler Hae III ve BsiE 11
enzimleri ile kesildi. Bu enzimlerin tanima bélgeleri ve
kesim sonucu olusacak bant uzunluklar1 her mikobakteri
tiiril icin farkli olup tiir degerlendirme cetveline gore
mikobakterilerin  tiir diizeyinde degerlendirilmeleri
yapildi. BstE 11 ve Hae III kesim enzimlerini iceren
reaksiyon tiipleri sirasiyla 60 °C ve 37 °C’de 2’ser saat
inkiibe edildi. Kesim reaksiyon karisimi ise son hacim 24
pL olacak sekilde, 1X restriksiyon enzim tamponu
(Fermentas), 1 U/pL restriksiyon enzimi ve 10 pL. PCR
riiniinden olusmaktadir. Kesim reaksiyonunu takiben
orekler % 3’lilk agaroz jelde yapilan elektroforez ile
yiriitiildii. Her iki enzimle kesim sonucu elde edilen bant
uzunluklarina gore mikobakteri tiirlerinin identifikasyonu
yapild1 (§).

Bu ¢alismanin istatiksel analizi SPSS 11.5 istatistik
programinda yapildi. Kappa istatistigi uygulandi.

Bulgular
Hastalarin %60°1 erkek (60 hasta), %40’1 kadin (40

kadin) olup orneklerin dagilimi; 70 (%70) balgam, 14
(%14) idrar, 5 (%5) steril viicut sivis1 (SVS), 2 (%2)

Tablo 1. Klasik tiplendirme sonuglari

bronkoalveolar lavaj (BAL), 4 (%4) plevral mayi, 3 (%3)
apse ve 2 (%2) aclik mide suyu (AMS) seklindedir.

Kiiltiirde tiremesi olan tiim orneklere klasik yontem
ve molekiller yontemle tiplendirme yapildi. Klasik
yontemde nitrat, katalaz ve niasin testleri uygulandi.
Bunun sonucunda 40 susun katalaz testi diisiik, 41 susun
nitrat1 pozitif bulundu (Tablo 1). Elde edilen sonuglar
molekiiler yontemle uyumlu olarak belirlenirken bu
sonuclar niasin testi i¢in gegerli bulunmadi. Kiiltiirde
pozitif olarak iiremis suslarin koloni miktar az ise, niasin
testi negatif olarak saptanirken bu suslar molekiiler
tiplendirme sonucu MTC olarak saptandi.

Biyokimyasal identifikasyonun molekiiler yontemle
olan uyumuna bakildiginda sirasiyla kappa degeri nitrat,
katalaz ve niasin testleri i¢in kappa=0.462, kappa=0.63,
kappa=0.54 olarak saptandi. Buna gore iki yOntem
arasindaki uyum orta derecede ¢cikmustir.

PCR sonras1 yaklasik 439 bp uzunlugunda elde edilen
iriinler Mycobacterium spp. olarak tamimlandiktan sonra
BstE 11 ve Hae III enzimleri ile kesimleri yapilarak
tiplendirilmistir. Sekil 1'de Mycobacterium tuberculosis
complex (MTC) ve Nontiiberkiiloz Mikobakteriler (NTM)
olarak tiplendirilen hastalarin elektroforez sonrasi bant
paternleri gosterilmistir.

Molekiiler yontemle Mycobacterium spp. olarak izole
edilen 43 (%43) drnekten 7’sinin (%7) NTM oldugu geri
kalan 36 (%36) ornegin MTC oldugu tespit edilmistir.
Tablo 2’de 6rneklerin PCR-RFLP sonuglart verilmistir.

incelenen Sus Sayis1 Nitrat Katalaz Niasin
Pozitif Negatif Diisiik Yiiksek Pozitif Negatif
43 41 2 40 3 30 13
Tablo 2. Orneklerin PCR/RFLP sonuglari
Ornek PCR PCR/RFLP sonucu
Mpycobacterium spp. Negatif MTC NTM

Balgam (n=70) 26 44 24 2 M. fortuitum
Idrar (n=14) 10 4 5 5 M. fortuitum
SVS (n=5) 1 4 1 0
BAL (n=2) 1 1 1 0
Abse (n=3) 3 0 3 0
Plevral Mayi (n=4) 2 2 2 0
AMS (n=2) 0 2 0 0
Toplam (n=100) 43 57 36 7 sus
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190 bp

147 bp

110 bp

89 bp

67 bp
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Sekil 1. Mikobakteri tiir ayriminda, ornek izolatlarin BstEIl ve
Haelll RFLP patternleri. Kolon M; molekiiler agirlik standarti
(pUC 18 Msp I digest, Sigma, D 4797), kolon B1; H37Rv
(Mycobacterium tuberculosis) BstEIl kesimi (245/115/80 bp),
kolon B2; M. fortiutium BstEIl kesimi (245/115/80 bp), kolon
B3; hasta 6rnegi BstEIl kesimi (245/115/80 bp), kolon H1;
H37Rv Haelll kesimi (160/140/70 bp), kolon H2; M. fortiutium
Haelll kesimi (150/135/60/55 bp), kolon H3; hasta ornegi
Haelll kesimi (150/135/60/55 bp).

Tartisma ve Sonug

DSO verilerine gore her yil yaklagik 3 milyon kisinin
Olimiine yol a¢masi, takibi zor olmasi gibi nedenlerle
mikobakteriyel enfeksiyonlarin erken tam1 ve tedavisinde
molekiiler  yontemler  giindeme  gelmistir  (12).
Tiiberkiilozun tanisinda kullanilan molekiiler yontemler
genellikle PCR tabanli teknikler olup hizli identifikasyon
amaci ile PCR-RFLP yontemi tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmaktadir (6,7). Calismamizda mikobakterilerin
identifikasyonu icin molekiiler teknik olarak PCR-RFLP
teknigi kullanilmistir. Bu teknik kullanilarak tiim
mikobakterilere spesifik olan 65 kilo daltonluk 1s1 sok
proteini bolgesine ait PCR iiriiniintin restriksiyon
enzimleri ile kesilerek mikobakteri tiirleri belirlenmistir
4.5).

Bu calismada tiiberkiiloz siiphesi ile gonderilmis ve
kiiltirii pozitif olan oOrneklere klasik ve molekiiler
yontemle  tiplendirme  yapilmistir.  Calismamizda
orneklerimizin %43’iinde LJ/BACTEC pozitifligi ve PCR
pozitifligi tespit edilmistir. Kiiltir ve PCR pozitif 36
(%83.7) ornek klasik yontem ve PCR-RFLP ile MTC
olarak, 7 ornek ise NTM (%16.3, M. fortuitum) olarak
identifiye edilmistir.

Tiiberkiiloz basilinin identifikasyonunda kullanilan
alternatif yontemlerden olan niikleik asit hibridizasyon
tekniklerinin uygulanmasi kolay, hizli ve pratiktir. Klinik

orneklerden tiiberkiiloz basil kompleksinin
identifikasyonunda kullanilabilecek ¢ok sayida molekiiler
yontem mevcuttur. Ancak bu yontemlerin

standardizasyonu halen saglanamamustir (13-15).

Noordohoek ve ark. (16) tarafindan yapilan bir
calismada niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin
dogrulugu degerlendirilmistir. Bu ¢aligmaya 18 iilkeden
30 laboratuvar katilmis olup 20 6rnek ¢alisilmigtir. Bunlar
icerisinde sadece 5 laboratuvar ornekleri dogru bir sekilde
identifiye edebilmistir (16).

Benzer bir calisma 2004 yilinda 23 iilkede 82
laboratuvarda cesitli ticari niikleik asit amplifikasyon
teknikleri  kullanilarak  gergeklestirilmistir. ~ Yapilan
calismada bircok farkli laboratuarda duyarlilig yiiksek ve
hizli molekiiler teknikler kullanilmasina ragmen yanlis
pozitif ve negatif sonuclar elde edildigi icin ve
laboratuvarlar arasindaki uyumsuzluk nedeniyle yakin
gelecekte molekiiler  tekniklerin ~ konvansiyonel
yontemlerin yerini almayacag belirtilmistir (17).

Yayma ve kiiltiir negatif olan olgularda ortamda
bulunan basil sayis1 ¢cok az sayida olsa bile tiiberkiiloz
tanis1 yapilabildigi icin PCR-RFLP yontemi oldukga
duyarli ve spesifik bir tekniktir. Ayrica bu yontemle
NTM’ler saptanabilmektedir. Ancak bu yontemde bazi
mikobakteri tiirlerinin bant paternlerinin birbirine ¢ok
yakin olmast nedeniyle identifikasyon zaman zaman
giiclesmektedir (4). Ayrica ortamda bulunabilecek
inhibitor ya da kontaminant ajanlar nedeniyle ortaya ¢ikan
yanlis pozitif veya yanlis negatif olgularin Oniine
gecilmesi icin mutlaka negatif ve pozitif kontrollerle
birlikte calisilmasi gerekmektedir.

Giiniimiizde laboratuvar ortaminda izole edilen
mikobakterilerin MTC ya da NTM olup olmadigini rutin
olarak tespit edebilmek i¢in c¢esitli biyokimyasal
identifikasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu amagla
kord faktor olusumu, MacConkey agarda, kanli agarda
tireme testii, NAP  (p-nitro-a-acetylamino-B-hydro-
xypropiophenone) testi gibi testlerin yani sira; katalaz
testi, niasin testi, pirazinamidaz testi, thiophene-2
karboksilik asit hidrazid testi gibi bir¢ok biyokimyasal
test kullanilmaktadir (10).

Bu calismada  biyokimyasal identifikasyonun
molekiiler yontemle olan uyumuna bakildiginda sirastyla
kappa degeri nitrat, katalaz ve niasin testleri i¢in
kappa=0.462, kappa=0.63, kappa=0.54 olarak
saptanmistir. Buna gore iki yontem arasindaki uyum orta
derecede ¢ikmustir.

Molekiiler tan1 yontemleri yalmizca tiiberkiiloz
basillerinin belirlenmesinde degil, ayni zamanda bu
basillerin  tiplendirilmesinde  de  kullanilmaktadir.
Biyokimyasal tiplendirme yontemleri uzun zamandir
kullanilmakla birlikte bu yontemler kiiltiire dayal
olduklart i¢in rutinde uzun siirede sonu¢ vermektedirler.
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Biyokimyasal tiplendirme tek basma tiiberkiilozun
tamsinda yeterli olmadifr icin giiniimiizde molekiiler
yontemlerle birlikte kullanilmaktadir. Yapilan bazi
¢alismalarda molekiiler yontemlerle yapilan
tiplendirmenin biyokimyasal yontemlere gore daha
duyarli oldugu saptanmustir (18,19).

Tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda ve izole edilen
etkenlerin  identifikasyonunda ve duyarlhiliginin
belirlenebilmesinde kiiltiir halen altin standart olarak
yerini korumaktadir. Ancak mikobakterilerin besiyerinden
izolasyonlar1 icin 6-8 hafta inkiibe edilmesi ve klasik
identifikasyon igin ise 2—4 haftalik zaman gerekmektedir
(3). Bundan dolayi izolasyon, identifikasyon ve duyarlilik
belirlenmesinde  daha hizli  molekiller yontemler
kullamima girmeye baslamustir. Ozellikle yayma ve Kiiltiir
negatif olan olgularda ortamda bulunan basil sayisi diisiik
miktarda oldugu durumlarda PCR-RFLP yontemi ile
mikobakterilerin izolasyon ve identifikasyonu umut verici
goriinmekle birlikte yontemin en Onemli dezavantaji
zaman zaman yanlis pozitif ve negatif sonuglarin ortaya
cikmasidir. Elde edilen yanhis negatif ve yanlig pozitif
sonuglarin, kullanilan yontemin standardize
olmamasmdan, izolasyon sirasinda ortamda bulunan
inhibitor, kontaminant maddelerden, yetersiz ekstraksiyon
ve homojenizasyon ve dekontaminasyon sartlarindan
kaynaklandig diistiniilmektedir.

Tiberkiiloz basilinin identifikasyonunda, alternatif
olarak  kullanilan  birgok  molekiiler  yontemin;
uygulanmast kolay, hizli ve pratik olmasimna ragmen
standardizasyonu halen saglanamamistir. Bu nedenle
tilberkiilozun laboratuvar tamsinda klasik (ARB ve
LI/BACTEC) ve molekiiler yontemlerin sonuglarmin
klinik 6n tan: ile birlikte degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Sonu¢  olarak, yaptugmmz hizh  molekiiler
tiplendirmenin mutlaka altin standart kiiltiir yontemleri ile
birlikte uygulanmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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