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Klinik Orneklerden izole Edilen Mikobakteri Suslarinin hsp65
PCR-RFLP Yéntemi ile identifikasyonu
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Ozet

Amag: Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi, patojen olan tiirlerin patojen olmayanlardan ayrimi, uygun tedavi rejiminin
secimi ve epidemiyolojik verilerin toplanmasi icin &nemlidir. Geleneksel yontemler ile laboratuar tanisi zaman alici ve zahmetli olan
mikobakterilerin identifikasyonu icin daha hizl, duyarli ve guivenilir ydntemlere gereksinim duyulmaktadir. Bu calismanin ama-
c1 mikobakterilerin tiir dizeyinde tanimlanmasinda hsp65 Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) ydnteminin, rutin laboratuar kullanimr icin uygunlugunun belirlenmesidir.

Yontem: Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na ti¢ yillik donemde gdnderilen 1632 hastadan ardisik olarak toplam 141 mikobakteri
izolati tiretildi. izolatlarin tanimlanmasinda MGIT PNB, niasin testi ve molekiiler ydntemlerden hsp65 PCR-RFLP yéntemi kullanild.
Bulgular: Kiiltlirde Greyen mikobakterilerin konvansiyonel yontemler ile 138'i M. tuberculosis kompleks (MTBC), icui tuberkiiloz disi
mikobakteri (TDM) olarak belirlenmistir. hsp65 PCR-RFLP yontemi kullanilarak ise137 izolat MTBC, dort izolat TDM olarak tanim-
lanmistir. Konvansiyonel yontem ile PNB duyarli oldugu icin MTBC olarak degerlendirilen bir izolat hsp65 yontemi ile TDM olarak
belirlenmistir. Tuberkiloz disi mikobakterilerin hsp65 PCR-RFLP yontemi ile identifikasyonunda bir izolat M. abcessus, (¢ izolat M.
avium kompleks olarak tanimlanmistir.

Sonug: Calismamizda TDM'’ ler de dahil mikobakterilerin identifikasyonuna olanak saglayan hsp65 PCR-RFLP yonteminin klinige

hizla bilgi vermek agisindan, ucuz, kolay ve rutin kullanima uygun bir yéntem oldugu sonucuna varilmistir.
Anahtar sozciikler: hsp65; M. tuberculosis complex; PCR-RFLP; tiiberkiiloz disi mikobakteri.

Atif icin yazim sekli: “Baris A, Bayraktar B. Identification of the Mycobacterial Strains Isolated From Clinical Specimens Using hsp65
PCR-RFLP Method. Med Bull Sisli Etfal Hosp 2020;54(3):364-370".

[ nsanda en sik hastalik olusturan mikobakteri tiird, tlber-

kiloz hastaliginin etkeni olan M. tuberculosis'tir. GUnu-
miizde diinya genelinde tliberkiiloz halen 6nemli bir saghk
sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya genelinde 2017
yilinda 10 milyon yeni tliberkiiloz olgusunun goérildiigu,
1.3 milyon tiberkiilozlu hastanin ve 300 000 HIV (+) has-
tanin tiiberkiiloz nedeniyle oldigu bildirilmistir.l" Atipik ya
da tlberkiiloz disi mikobakteriler (TDM) ise 150'den fazla
tire sahip olup, toprak, su gibi cevresel kaynaklarda ve
su dagitim sistemlerinde bulunmakta ve insanda firsatgi
enfeksiyonlara neden olmaktadir.? Hastane ortamlarinda
kontamine tibbi malzemeler nedeniyle kaynaklanan sal-

Yazisma Adresi: Ayse Barig, MD. Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari, istanbul, Turkey

Telefon: +90 505 840 99 45 E-posta: aysebarisacb@gmail.com

Basvuru Tarihi: 20.03.2019 Kabul Tarihi: 30.09.2019 Online Yayimlanma Tarihi: 04.09.2020

“Telif hakki 2020 Sisli Etfal Hastanesi Tip Bilteni - Cevrimici erisim www.sislietfaltip.org
OPEN ACCESS This is an open access article under the CC BY-NC license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).

ginlar da bildirilmistir.®! Genellikle predispozan faktorlerin
bulundugu kisilerde inhalasyon yoluyla alinarak akciger
enfeksiyonlarina neden olmaktadir® Son vyillarda, TDM
enfeksiyonlarinin artma egilimi gosterdigi® > ve siklikla ak-
ciger, lenfatik sistem, deri ya da kemik tutulumuyla iliskili
oldugu belirtilmektedir.*

Mikobakterilerin tiir dizeyinde tanimlanmasi; uygun tedavi
rejiminin secimi ve epidemiyolojik verilerin toplanmasi igin
onemlidir. Klasik tanimlamada kullanilan biyokimyasal test-
lerin zaman almasi ve yogun emek gerektirmesi nedeniyle
mikobakterilerin identifikasyonunda daha hizl, duyarl ve
glvenilir yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Tanim-
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lamada onceleri biyokimyasal 6zellikler, hiicre duvarinda
bulunan mikolik asitlerin analizi kullanilirken son dénem-
lerde bircok molekiiler ydontem, hibridizasyon temelli ticari
problar ve matriks aracili ugus zamanlh kitle spektrometri
yontemleri gelistirilmistir.l”?

Molekiiler yontemlerden Polymerase Chain Reaction Rest-
riction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) yonte-
mi ucuz ve kolay uygulanabilen bir yontemdir. Bu yontemle
farkligen bolgeleri (165-23S rRNA, hsp65, rpoB) kullanilabilir.
B-1Ticari sistemlerden AccuProbe system (Hologic Gen-Pro-
be, San Diego, CA), INNOLiPA Mycobacteria system (Fujire-
bio Europe, Ghent, Belgium), GenoType Mycobacterium
system (Hain Lifescience, Nehren, Germany) yaygin kullani-
lan sistemlerdir. Ancak bu sistemlerle tanimlama suresi kisa-
lirken, sinirl sayida tlr tanimi yapilabilmesi, bazi problarda
tlrlerin capraz reaksiyon vermesi dezavantaj olmaktadir.'?

Hsp65 PCR-RFLP yonteminde, mikobakterilerin hsp65 geni-
nin belli bir bolgesi cogaltilip restriksiyon enzimleriyle ke-
silmekte ve elde edilen bant patternleri, tiir saptama algo-
ritmalarindaki referans tirlerle karsilastirilarak tanimlama
yapilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci mikobakterilerin tiir du-
zeyinde tanimlanmasinda hsp65 PCR-RFLP y6nteminin, ru-
tin laboratuar kullanimi icin uygunlugunun belirlenmesidir.

Yontem

Hastanemiz klinik mikrobiyoloji laboratuarina tg¢ yillik do-
nemde tuberkiiloz stiphesi ile génderilen 1632 hastaya ait
klinik 6rneklerden, her biri tek hastaya ait olmak Uzere ar-
disik olarak Urretilen 141 mikobakteri izolati calismaya dahil
edildi. Laboratuvara gonderilen steril olmayan 6rnekler,
NaOH-Nalc yontemi ile dekontaminasyon- homojenizas-
yon-konsantrasyon islemleri uygulandiktan sonra, steril
oldugu dusunilen ornekler ise direkt olarak kultiir icin
Mycobacterial-Growth Indicator Tubes (MGIT) ve Lowens-
tein-Jensen (LJ) besiyerlerine ekildi. Mikroskobik inceleme
icin Erlich Ziehl Neelsen boyama kullanildi. Ureme sapta-
nan ve aside direncli boyanma 6zelligi gosteren izolatla-
rin MTBC ve TDM ayrnimi biyokimyasal testlerden Niasin
test strip (BD BBL Taxo TB Niacin Test Strips) ve MGIT- PNB
(p-Nitrobenzoik asit) duyarliik deneyleri uygulanarak ve
sonuglarn birlikte degerlendirilerek yapildi. PCR-RFLP y6n-
temiyle MTBC-TDM ayriminin yani sira TDM'lerin tlr tanimi
yapildi. Kalite kontrol amaci ile M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) susu kullanildi. Testlerin cihaz kurulumu ve sarf mal-
zemeleri haric olmak Uzere kullanilan test reaktif ve malze-
melerinin maliyet analizi incelendi.

Niasin Test

Niasin testi Uretici Onerileri dogrultusunda uygulandi. 1.5
ml steril distile su, aktif ireme fazindaki (li¢-dort haftalik) LJ

besiyerine aktarildi. Kolonilerden besiyerine salinan niasini
elde edebilmek icin 6ze yardimi ile koloniler besiyerinden
hafifce kazinarak 20-30 dakika egik pozisyonda bekletildi.
Sirenin sonunda bu sollisyondan 600°er ul alinarak kont-
rol ve test tlpu olarak isaretlenmis tiiplere eklendi. Niasin
stribi (Becton Dickinson BBL Taxo TB Niacin Test Strips) test
tlpline, ok isareti asadi gelecek sekilde yerlestirilerek tiip-
lerin agzi kapatildi ve hafifce calkalandi. 5-10 dakika son-
ra tekrar hafifce calkalandi ve 15 dakika sonra test sonucu
degerlendirildi. Renksiz goriiniim niasin negatif, sari renk
varligi niasin pozitif olarak degerlendirildi.

MGIT PNB (p-Nitrobenzoik asit) Deneyi

Pozitif MGIT tlplnden 1 ml sivi alinip 4 ml steril serum fiz-
yolojik iceren tlipe aktarilarak 1:5 oraninda dillisyon yapildi.
iki adet MGIT tiip besiyeri alinarak birinci tip kontrol, diger
tlip PNB calisilmak tizere test tlipl olarak isaretlendi. Asep-
tik sartlarda 500 pyl MGIT OADC c¢ozeltisi her iki tiipe, 100
pl %4 PNB c¢ozeltisi ise sadece test tiipline eklendi. Dillie
edilmis bakteri slispansiyonundan 500 pl her tiipe ilave
edilip calkalandi. Ayni zamanda bakteri stispansiyonundan
kontaminasyon kontrolii amaci ile kanl agar besiyerine pa-
saj yapildi. Tupler 37 °C'de inkibe edildi. Kontrol tlipl gun-
lik olarak MGIT cihazinda degerlendirildi ve pozitif olarak
okundudu ilk giinden itibaren test tlipt degerlendiriimeye
alindi. Ucilincii giiniin sonunda PNB iceren tiipte floresan
saptanmasi durumunda Ureyen mikobakteri TDM olarak,
floresan saptanmamasi durumunda ise M. tuberculosis
kompleks olarak degerlendirildi.l'™

DNA Ekstraksiyonu

Ureme saptanan MGIT tiip besiyeri 1 dk vortekslendi. Steril
pastor pipeti ile 500 pl alinarak 1.5 ml'lik ependorf tlipline
konuldu. 80 °C'de 10 dakika kuru 1s1 blogunda bakterilerin
inaktivasyonu saglandi. 5 dakika 14000 rpm'de santrifiij
edilerek bakteriler coktiirlildi ve Ustteki sivi atildi. %10'luk
Chelex 100 karisimindan her kullanim 6ncesinde vorteksle-
nerek 250 pl ependorfa ilave edildi. 10-15 sn vortekslendi.
Kuru 1s1 blogunda 60 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. Tekrar
10-15 sn vortekslendi. Kuru 1si blogunda 100 °C'de 15 daki-
ka inkiibe edildi ve oda isisinda sogumaya birakildi. U¢ da-
kika 14000 rpm’de santriflij edildi. Mycobacterium DNA'sini
iceren slipernatant baska bir ependorfa aktarildi. PCR isle-
mi i¢in kullanilincaya kadar -70 °C'de muhafaza edildi.l'”

DNA Amplifikasyonu ve Restriksiyon Enzimi ile
Kesim

Mikobakterilerin PCR- RFLP yontemi ile identifikasyonu
icin, hedef bolgeye uygun primerlerin ve restriksiyon en-
zimlerinin seciminde, Telenti ve ark/!nin® yapmis oldugu
calisma kaynak olarak kullanildi. Hsp65 geninin ¢ogaltil-
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masi i¢cin PCR karisimi icerisine; 10 mM Tris-HCI (pH 8.3),
50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 M (herbiri) deoxynucleo-
side triphosphate (dNTP) (Promega), her bir primerden 50
pmol (Tb11 =5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3] ve Tb12
=CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3]), 1 U Tag DNA polyme-
rase (Promega) eklenerek PCR tiiplerine 45 ul dagitildi. Elde
edilen bakteri DNA'sindan 5 pl eklenerek 50 pl final kon-
santaryon elde edildi. PCR islemi igin; 94 °C ‘de 5 dakika;
94 °C’ de 1 dakika, 60 °C’ de 1 dakika ve 72 °C’ de 1 dakika
olacak sekilde 30 dongi; 72 °C’ de 10 dakika olacak sekilde
sicaklik dongiileri MyCyclar™ (Bio-Rad,ABD) 1s1 dongi ciha-
zinda ayarlandi. Uygun hedef DNA bélgesinin bantlarinin
(440baz cifti) goraldiigi oérnekler; 2 ul 10X RE buffer, 0.2
Acetylated BSA, 1 pl Restriksiyon Enzimi, 10 pl PCR Girlinii ve
distile suile 20 pl'ye tamamlanarak BstEll enzimi (Promega)
icin 60 °C’ de 2.5 saat, Haelll enzimi (Promega) icn 37 °C’ de
2.5 saat surreyle kuru isi blogunda veya 1s1 dongi cihazin-
da inklibasyon saglandi. Restriksiyon enzimleriyle kesim
isleminden sonra elde edilen Urinlerin goriintiilenmesi
icin; %2 agaroz jel (AppliChem, Germany) hazirlandi ve M.
tuberculosis kompleks suslari belirlendi. Tiberkutloz disi mi-
kobakterilerin tanimlanmasi icin %3’liik NuSieve GTG Aga-
rose (Cambrex, USA) jel kullanildi. Olusan bant buyklukleri
$X174 DNA/Hinf | DNA (Fermentas) ve DNA 100bp ladder
molekdil agirlik standarti ile karsilastirilarak belirlendi. izo-
latlarin belirlenen bant paternleri ile calismalardaki algorit-
malar®® ™ birlikte degerlendirilerek tir tanimi yapildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 for Windows programi kul-
lanildi. Tanimlayici istatistikler; kategorik degiskenler icin
sayl ve yuzde olarak verildi. Bagimli gruplarda oranlarin
karsilastirmalari Mc Nemar Analizi ile yapildi. Sonuglarin
uyumunu Cohhen’ Kappa uyum testi ile analiz edildi. Alfa
anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi

Bulgular

Kilturiinde mikobakteri tretilen 141 hastanin yas araligi
0-81 olup, bunlarin %33'lnu (0-18) yas, %35'ini (19-49) yas
grubu olusturmaktadir. Mikobakteri izolatlari; 44 balgam,
32 mide aglik sivisi, 24 apse, 14 biyopsi, 10 beyin omurilik
sivisi, yedi periton, dort plevra, dort idrar ve bir bronkoal-
veolar lavaj 6rneginden uretildi. Niasin test ile 137 izolat
pozitif, dort izolat negatif ; PNB test ile 138 izolat duyarli, Ui¢
izolat direncli olarak degerlendirildi.

Hsp65 gen bolgesinin ¢odaltiimasi sonucunda elde edilen
441 baz cifti (b¢) uzunlugundaki DNA bolimiindn, BstEll en-
zimi ile kesimi sonucunda 231-116-79 bg; Haelll enzimi ile ke-
simi sonucunda152-127-69 b¢ uzunlugunda DNA parcalari
olusturan 137 izolat M. tuberculosis kompleks olarak tanim-
lanmistir (Sekil 1, 2). M. tuberculosis kompleks olarak tanim-

- - - ——
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Sekil 1. hsp65 geni (440 bg).

lanan kokenler niasin testi pozitif, PNB duyarli bulunmustur.
izolatlarin tanimlanmasinda Niasin testi ve PCR RFLP yontemi
ile elde edilen sonuglar %100 uyumlu bulundu (Kappa=1.000
p=1.000). PNB testi hassas oldugu icin MTBC olarak degerlen-
dirilen bir izolat, PCR-RFLP y&ntemi ile TDM olarak tanimlan-
mistir (Kappa=0.854 p=1.000). PCR RFLP yontemi ile TDM
olarak belirlenen izolatlarin BstEll ve Haelll restriksiyon enzim-
leriyle kesimleri sonucunda olusan bantlar degerlendirilerek;
¢ izolat M. avium-intracellulare grup (MAC), bir izolat ise M.a-
bcessus olarak tanimlanmistir. TDM izolatlarina ait 6zellikler
Tablo 1'de gosterilmistir. Testlerin yaklasik maliyetleri incelen-
diginde biyokimyasal testlerden Niasin test icin 3 $, PNB test
icin 5 $, PCR-RFLP yontemi icin 4 $ maliyet hesaplandi.

Tartisma

Tuberkiloz, insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan birisi-
dir. Sebebinin kesin olarak bilinmesine ve tedavisinin miim-
kiin olmasina ragmen gliiniimuzde halen yaygin ve morta-
litesi yUksek olan bulasici bir hastalktir."® Tiberkiiloz digi
mikobakteri enfeksiyonlarinda ise son yillarda artis oldugu
gérilmektedir.> 17 Ozellikle risk faktorlerinin bulundugu
kisilerde mortalitesi ylksek olup, tiirlerin dagilimi jeografik
degisiklik gostermektedir.'® TDM tirleri bir¢cok antibiyoti-
ge ve dezenfektanlara karsi direnclidir.? MTBC/TDM ayrimi-
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Sekil 2. hsp65 geninin BstEll ve Haelll restriksiyon enzimleriyle kesimi.

nin ve tiir taniminin dogru yapilmasi uygun tedavi strateji-
sinin gelistirilmesinde dnemlidir. Akciger enfeksiyonu olan
dort hastada etkenin makrolidlere direncli olan M. bolletii
yerine M. abcessus olarak yanlis tanimlanmasi sonucunda
tedavide ilk secenek olan klaritromisinin 12 aylik kullanimi
ile tedavi basarisizhigi bildirilmistir."

Mikobakterilerin konvansiyonel yontemlerle tanimlanma-
sinda; Ureme hizi, koloni yapisi, pigmentasyon olusumu ve
biyokimyasal ydntemler (niasin Gretimi, nitrat rediiksiyonu,
Tween hidrolizi, Ureaz, aril sulfataz, vs) kullaniimaktadir.””
Niasin testi MTBC izolatlarinda (M. bovis ve M.bovis BCG ha-

Tablo 1. Kiiltiirde Uretilen TDM izolatlarinin 6zellikleri

ric), M.simiae tiriinde de pozitif sonug verebilmektedir. Bu
nedenle MTBC 6n tanisinda kullanilirken diger yontemler
ile birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.2”

Kullanilan biyokimyasal yontemlerden biri de, uygun be-
siyerleri icerisine eklenen inhibitor substratlarin varliginda
Ureme inhibisyonunun goézlemlenmesidir. Bu yontemde
kullanilan substratlardan biri olan p-nitrobenzoik asitin
(PNB), 500pg/ml konsantrasyonunda TDM'ler Ureyebilir-
ken (direncli), MTBC inhibe olmaktadir (duyarli). Ancak ca-
lismamizdaki bir izolatta oldugu gibi TDM' lerin az da olsa
bir kisminda PNB duyarlihgi™ yada MTBC izolatlarinda
PNB direnci bildirilmistir.2" 22 PNB testi kullanilarak yapilan
MTBC-TDM ayriminda; Sharma ve arkadaslari?® %99.05, Gi-
ampaglia ve ark.'! %99.4, bizim calismamizda da benzer
oranlarda %99.2 dogrulukla tanimlama yapilmistir. Testin
raporlanmasi ortalama 4-11 giin stirmektedir.?s! Mikobak-
terilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal deneyle-
rin yogun emek gerektirmesi, birka¢ haftada (4-8 hafta) so-
nuclanmasi, diistik tekrarlanabilirlik gostermesi nedeniyle
arastirmacilar daha kolay, hizli ve giivenilirligi yiiksek olan
molekdiiler tanimlama yontemlerine yodnelmistir.?* Ticari
olarak mevcut problarla, ticari veya “in house” Uretilebilen
tlire veya cinse 6zgli PCR ile gerceklestirilen hibridizasyon
aracihgi ile spesifik DNA paternlerinin saptanmasi temeline
dayanan ¢esitli identifikasyon yontemleri gelistirilmistir; fa-
kat bu yontemler sadece belirli sayidaki mikobakteri tiirle-
rini ayirt edebilmektedir ve rutin kullanim icin maliyeti yik-
sektir.”®! PCR RFLP yontemi ise ilk olarak 1992 yilinda yavas
Ureyen mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilmis,2¢!
izleyen bircok calismada mikobakteri tirlerinin tanimlan-
masinda hizli, kolay ve maliyet etkin bir yontem oldugu
belirtilmistir.® * 27-291 PCR-RFLP ydnteminin biyokimyasal
testler ile uyumunun arastirildigr bir calismada, M. tuber-
culosis icin %100, yavas ureyen mikobakteriler icin %83.3,
hizli Greyen mikobakteriler icin %98.8 uyum saptanmistir.
27 Chimara ve ark.?®! mikobakterilerin tr tanisinda hsp65
PCR-RFLP y6ntemini, biyokimyasal deneyler ile karsilastira-
rak 434 susun 321" ini her iki yontemle uyumlu olarak ta-

TDM tiir Ornek EZN PNB Test BstEll Pattern Haelll Pattern Gonderildigi
Birim
M. abcessus Balgam Pozitif D 231-210 bg 145-69-58-52-48 bp GOgus Hastaliklari
MAC Balgam Negatif D 440 be 145-127-42-40 bp GOgus Hastaliklan
MAC Balgam Negatif H 440 bg 145-127-42-40 bp Pediatri
MAC BOS Negatif D 440 bg 145-127-42-40 bp Enfeksiyon
Hastaliklari

TDM: Tuberkiloz disi mikobakteriler; MAC: M.avium kompleks; BOS: Beyin Omurilik Sivisi; EZN: Erlich Ziel Nelsen boyama; PNB: Para nitro benzoik asit

duyarllk test; b¢: baz cifti.
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nimlamistir. Uyumsuz bulunan 113 sus, hsp65 gen sekans
analizi ile tanimlanmis ve 71'i hsp65 PCR-RFLP sonuclari ile
uyumlu bulunmus, 12 susta ise PCR-RFLP yontemi ile yanlis
tanimlama yapilmistir. Diger 30 izolatta daha 6nce tanim-
lanmayan 13 yeni PCR-RFLP paterni belirlenmistir. Benzer
bir calismada 50 izolatin 43’lGinde biyokimyasal deneyler ve
hsp65 PCR-RFLP yontemi uyumlu sonug vermistir. Uyumsuz
yedi izolatin 16S rRNA sekans analizi ile dogrulanmasinda
ise iki izolat PCR-RFLP ile ayni sonucu vermistir.2? Sekans
analizi ve PCR RFLP yontemleri kullanilarak tanimlama
yapilan bir calismada ise PCR-RFLP yontemi ile izolatlarin
ancak %30'unun tanimlanabildigi, yaygin goriilen tiirlerde
(M. fortuitum, M. avium-M.intracellulare gibi) iki yontemle
uyumlu sonug alinirken, ayni restriksiyon paternine sahip
farkli turlerin olmasi yada restriksiyon paterni bilinmeyen
yeni tlrlerin bulunmasi nedeniyle tanimlama yapilama-
mistir."® Calismamizda MTBC-TDM ayriminda 140 izolat
(%99.2) her iki yontemle uyumlu olarak tanimlanmis olup
uyguladigimiz biyokimyasal testler ile (niasin ve PNB test)
sadece MTBC-TDM ayrimi yapilmistir. TDM tiir tanimi igin
ilave bircok biyokimyasal testin yapilmasi gerekmektedir.

Hsp65 PCR-RFLP yonteminin dnemli bir zorlugu, agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirme yapilirken, yakin buyuk-
likteki bantlarin ayriminin oldukca zor olmasi ve 60 baz
ciftinden (b¢) daha kiiclik olan bantlarin mikobakterilerin
ayriminda kullanilamamasidir.* Yapilan bir calismada 43 re-
ferans tiir ve 65 klinik izolat hsp65 PCR-RFLP yontemi ile ta-
nimlanmis ve kliciik DNA parcalarinin goriintiilenebilmesin-
de NuSieve agarin oldukca faydali oldugu ve poliakrilamid
jele kiyasla daha kullanisli oldugunu vurgunlamistir.® Calis-
mamizda yaptigimiz 6n deneyler ile M. tuberculosis komp-
leks'in %2 agaroz jel ile degerlendirilmesinde herhangi bir
zorluk yasanmamistir. Bu nedenle maliyet acisindan daha
uygun oldugu ve suslarimizin cogunlugunu MTBC kokenle-
rinin olusturmasi nedeniyle, MTBC ayiriminda %2'lik agaroz
jel kullanilmasi, TDM'lerin tanimlanmasinda ise kiiglik DNA
bantlarinin daha iyi gézlenebilmesi icin NuSieve agarin ter-
cih edilmesinin faydal olacagi sonucuna varilmistir.

Klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda Gretilen miko-
bakterilerin buylk ¢cogunlugunu M. tuberculosis kompleks
olusturmaktadir. Ancak tiiberkiloz disi mikobakterilerin
sikliginda artis oldugu gorilmektedir. TDM'ler tiim miko-
bakteriyel enfeksiyonlarin %0.5-30'undan sorumlu tutul-
maktadir.> '® 31 Ulkemizde mikobakterilerin tanimlanma-
sinda hsp65 PCR-RFLP yonteminin kullanildigi calismalarda
en sik saptadiklar etken (%83-%87.5) MTBC'dir.5'-34 TDM
turlerinin dagihminda ise farkhhklar olup; Tarhan ve ark’
ninB2 calismasinda M. scrofulaceum (%5), M. gordonae
(%3.75), Agacayak'in®® calismasinda M. scrofulaceum (%8),
M. avium (%4) ve M. intracellulare (%2); Ciftci'ninB4 calisma-
sinda M.intracellulare (%4.9) ve Bayram ve Emekdas'in®*
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calismasinda M. fortiutum (%16) en sik saptanan tiirlerdir.

Ulkemiz disinda 30 farkl iilke ve 62 merkezden toplanan
pulmoner orneklerin dahil edildigi bir calismada ve Avrupa
Birligi Gyesi 10 Ulkenin katildigi klinik 6rneklerin dahil edil-
digi baska bir glincel calismada TDM tirleri icinde en sik M.
avium kompleks (MAC) izole edilirken bunu M. gordonae
ve M. xenopi'nin izledigi gorilmektedir.® ¥ Calismamizda
mikobakteri suslarimizin %97'si M. tuberculosis kompleks
iken %3'U TDM olarak saptanmistir. TDM izolatlar arasinda
diinya ve ulkemiz verileri ile uyumlu olarak en sik M. avi-
um-intracellulare grup (MAC) izole edilmistir.

Mikobakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonu icin kullani-
lan yontemlerin maliyet analizinin yapildig bir ¢calismada,
hsp65 PCR-RFLP yontemi gerek kurulum asamasindaki ci-
hazlar, gerekse hasta basina disen test maliyeti acisindan
GLC, HPLC, AccuProbe gibi ydntemlere gére maliyet etkin
bir yontem olarak bulunmustur. Sarf malzeme ve test re-
aktifleri hesaplandiginda PCR RFLP yontemiyle tir tanimi
icin 1.2 $, niasin test ve PNB testin birlikte kullanimi ile MT-
BC-TDM ayrimi icin 0.9 $ maliyet bildirilmistir.*® Bir diger
maliyet analizi ¢alismasinda ise balgam 6rnegi direk ola-
rak kullanilarak PCR RFLP yontemi ile MTBC-TDM ayrimi ve
bunlarin tir taniminin 6rnek basina maliyeti 65 olarak be-
lirlenmistir.®”! Calismamizda biyokimyasal testler ile sadece
MTBC-TDM ayrimi yapilmis ve maliyetleri yaklasik niasin
testicin 3 $, PNB testicin 5 $; PCR -RFLP yontemiyle ise MT-
BC-TDM ayriminin yanisira TDM'lerin tr tanimi yapilmis ve
maliyeti yaklasik 4 $ olarak hesaplanmistir.

Bu yontemler, test basina diisen zaman agisindan incelen-
diginde ise yine en avantajli yontem hsp65 PCR-RFLP yonte-
mi olarak belirtilmistir.2¥ MTBC-TDM ayriminda niasin test
ile ayni giin, PNB test ile 4-11 giin,”?® PCR-RFLP yontemiyle
ise 24-48 saatte sonug alinabilmektedir.*¥ TDM izolatlarinin
tlr taniminin yapilabilmesi icin ilave bir ¢cok biyokimyasal
testin birlikte kullanimi, yogun is yliki ve ortalama 4-8 haf-
ta gibi bir siire gerekmektedir.?* 3¢ PCR-RFLP yonteminin
avantaji ise MTBC-TDM ayriminin yanisira iki giinde tir di-
zeyine kadar tanimlama yapilabilmesidir.2® Calismamizin
kisith yonlerinden biri, TDM izolatlarinin sekans analizi ile
dogrulamasinin yapilamamasidir. Diger bir kisithhk ise kul-
lanilan biyokimyasal testler ile TDM tiir taniminin yapilama-
masidir. Ulkemizde TDM tiir tanimi kisith sayida tiiberkiiloz
laboratuvarlarinda yapilabildigi icin epidemiyolojik veriler
ve yontem karsilastirmalarinda izolat sayisinin fazla oldugu
calismalara ihtiyag vardir.

Gelisen teknoloji ile biyokimyasal deneylere gore daha
hizli ve daha dogru tanimlama yapilabilen, uygulamasi ko-
lay ve maliyeti diger yontemlere kiyasla disiik olan hsp65
PCR-RFLP yonteminin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda
kullanilmasi fayda saglayacaktir.
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