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İnsanda en sık hastalık oluşturan mikobakteri türü, tüber-
küloz hastalığının etkeni olan M. tuberculosis’tir. Günü-

müzde dünya genelinde tüberküloz halen önemli bir sağlık 
sorunu olmaya devam etmektedir. Dünya genelinde 2017 
yılında 10 milyon yeni tüberküloz olgusunun görüldüğü, 
1.3 milyon tüberkülozlu hastanın ve 300 000 HIV (+) has-
tanın tüberküloz nedeniyle öldüğü bildirilmiştir.[1] Atipik ya 
da tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM) ise 150’den fazla 
türe sahip olup, toprak, su gibi çevresel kaynaklarda ve 
su dağıtım sistemlerinde bulunmakta ve insanda fırsatçı 
enfeksiyonlara neden olmaktadır.[2] Hastane ortamlarında 
kontamine tıbbi malzemeler nedeniyle kaynaklanan sal-

gınlar da bildirilmiştir.[3] Genellikle predispozan faktörlerin 
bulunduğu kişilerde inhalasyon yoluyla alınarak akciğer 
enfeksiyonlarına neden olmaktadır.[4] Son yıllarda, TDM 
enfeksiyonlarının artma eğilimi gösterdiği[2, 5] ve sıklıkla ak-
ciğer, lenfatik sistem, deri ya da kemik tutulumuyla ilişkili 
olduğu belirtilmektedir.[4, 6]

Mikobakterilerin tür düzeyinde tanımlanması; uygun tedavi 
rejiminin seçimi ve epidemiyolojik verilerin toplanması için 
önemlidir. Klasik tanımlamada kullanılan biyokimyasal test-
lerin zaman alması ve yoğun emek gerektirmesi nedeniyle 
mikobakterilerin identifikasyonunda daha hızlı, duyarlı ve 
güvenilir yöntemlere gereksinim duyulmaktadır. Tanım-

Amaç: Mikobakterilerin tür düzeyinde tanımlanması, patojen olan türlerin patojen olmayanlardan ayrımı, uygun tedavi rejiminin 
seçimi ve epidemiyolojik verilerin toplanması için önemlidir. Geleneksel yöntemler ile laboratuar tanısı zaman alıcı ve zahmetli olan 
mikobakterilerin identifikasyonu için daha hızlı, duyarlı ve güvenilir yöntemlere gereksinim duyulmaktadır. Bu çalışmanın ama-
cı mikobakterilerin tür düzeyinde tanımlanmasında hsp65 Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) yönteminin, rutin laboratuar kullanımı için uygunluğunun belirlenmesidir.
Yöntem: Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarı'na üç yıllık dönemde gönderilen 1632 hastadan ardışık olarak toplam 141 mikobakteri 
izolatı üretildi. İzolatların tanımlanmasında MGIT PNB, niasin testi ve moleküler yöntemlerden hsp65 PCR-RFLP yöntemi kullanıldı. 
Bulgular: Kültürde üreyen mikobakterilerin konvansiyonel yöntemler ile 138’i M. tuberculosis kompleks (MTBC), üçü tüberküloz dışı 
mikobakteri (TDM) olarak belirlenmiştir. hsp65 PCR-RFLP yöntemi kullanılarak ise137 izolat MTBC, dört izolat TDM olarak tanım-
lanmıştır. Konvansiyonel yöntem ile PNB duyarlı olduğu için MTBC olarak değerlendirilen bir izolat hsp65 yöntemi ile TDM olarak 
belirlenmiştir. Tüberküloz dışı mikobakterilerin hsp65 PCR-RFLP yöntemi ile identifikasyonunda bir izolat M. abcessus, üç izolat M. 
avium kompleks olarak tanımlanmıştır.
Sonuç: Çalışmamızda TDM’ ler de dahil mikobakterilerin identifikasyonuna olanak sağlayan hsp65 PCR-RFLP yönteminin kliniğe 
hızla bilgi vermek açısından, ucuz, kolay ve rutin kullanıma uygun bir yöntem olduğu sonucuna varılmıştır. 
Anahtar sözcükler: hsp65; M. tuberculosis complex; PCR-RFLP; tüberküloz dışı mikobakteri.
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lamada önceleri biyokimyasal özellikler, hücre duvarında 
bulunan mikolik asitlerin analizi kullanılırken son dönem-
lerde birçok moleküler yöntem, hibridizasyon temelli ticari 
problar ve matriks aracılı uçuş zamanlı kütle spektrometri 
yöntemleri geliştirilmiştir.[7] 

Moleküler yöntemlerden Polymerase Chain Reaction Rest-
riction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) yönte-
mi ucuz ve kolay uygulanabilen bir yöntemdir. Bu yöntemle 
farklı gen bölgeleri (16S-23S rRNA, hsp65, rpoB ) kullanılabilir.
[8–11] Ticari 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) yaygın kullanı-
lan sistemlerdir. Ancak bu sistemlerle tanımlama süresi kısa-
lırken, sınırlı sayıda tür tanımı yapılabilmesi, bazı problarda 
türlerin çapraz reaksiyon vermesi dezavantaj olmaktadır.[12]

Hsp65 PCR-RFLP yönteminde, mikobakterilerin hsp65 geni-
nin belli bir bölgesi çoğaltılıp restriksiyon enzimleriyle ke-
silmekte ve elde edilen bant patternleri, tür saptama algo-
ritmalarındaki referans türlerle karşılaştırılarak tanımlama 
yapılmaktadır. Bu çalışmanın amacı mikobakterilerin tür dü-
zeyinde tanımlanmasında hsp65 PCR-RFLP yönteminin, ru-
tin laboratuar kullanımı için uygunluğunun belirlenmesidir.

Yöntem
Hastanemiz klinik mikrobiyoloji laboratuarına üç yıllık dö-
nemde tüberküloz şüphesi ile gönderilen 1632 hastaya ait 
klinik örneklerden, her biri tek hastaya ait olmak üzere ar-
dışık olarak üretilen 141 mikobakteri izolatı çalışmaya dahil 
edildi. Laboratuvara gönderilen steril olmayan örnekler, 
NaOH-Nalc yöntemi ile dekontaminasyon- homojenizas-
yon-konsantrasyon işlemleri uygulandıktan sonra, steril 
olduğu düşünülen örnekler ise direkt olarak kültür için 
Mycobacterial-Growth Indicator Tubes (MGIT) ve Lowens-
tein-Jensen (LJ) besiyerlerine ekildi. Mikroskobik inceleme 
için Erlich Ziehl Neelsen boyama kullanıldı. Üreme sapta-
nan ve aside dirençli boyanma özelliği gösteren izolatla-
rın MTBC ve TDM ayrımı biyokimyasal testlerden Niasin 
test strip (BD BBL Taxo TB Niacin Test Strips) ve MGIT- PNB 
(p-Nitrobenzoik asit) duyarlılık deneyleri uygulanarak ve 
sonuçları birlikte değerlendirilerek yapıldı. PCR-RFLP yön-
temiyle MTBC-TDM ayrımının yanı sıra TDM’lerin tür tanımı 
yapıldı. Kalite kontrol amacı ile M. tuberculosis H37Rv (ATCC 
27294) suşu kullanıldı. Testlerin cihaz kurulumu ve sarf mal-
zemeleri hariç olmak üzere kullanılan test reaktif ve malze-
melerinin maliyet analizi incelendi. 

Niasin Test
Niasin testi üretici önerileri doğrultusunda uygulandı. 1.5 
ml steril distile su, aktif üreme fazındaki (üç-dört haftalık) LJ 

besiyerine aktarıldı. Kolonilerden besiyerine salınan niasini 
elde edebilmek için öze yardımı ile koloniler besiyerinden 
hafifçe kazınarak 20-30 dakika eğik pozisyonda bekletildi. 
Sürenin sonunda bu solüsyondan 600’er µl alınarak kont-
rol ve test tüpü olarak işaretlenmiş tüplere eklendi. Niasin 
stribi (Becton Dickinson BBL Taxo TB Niacin Test Strips) test 
tüpüne, ok işareti aşağı gelecek şekilde yerleştirilerek tüp-
lerin ağzı kapatıldı ve hafifçe çalkalandı. 5-10 dakika son-
ra tekrar hafifçe çalkalandı ve 15 dakika sonra test sonucu 
değerlendirildi. Renksiz görünüm niasin negatif, sarı renk 
varlığı niasin pozitif olarak değerlendirildi. 

MGIT PNB (p-Nitrobenzoik asit) Deneyi
Pozitif MGIT tüpünden 1 ml sıvı alınıp 4 ml steril serum fiz-
yolojik içeren tüpe aktarılarak 1:5 oranında dilüsyon yapıldı. 
İki adet MGIT tüp besiyeri alınarak birinci tüp kontrol, diğer 
tüp PNB çalışılmak üzere test tüpü olarak işaretlendi. Asep-
tik şartlarda 500 µl MGIT OADC çözeltisi her iki tüpe, 100 
µl %4 PNB çözeltisi ise sadece test tüpüne eklendi. Dilüe 
edilmiş bakteri süspansiyonundan 500 µl her tüpe ilave 
edilip çalkalandı. Aynı zamanda bakteri süspansiyonundan 
kontaminasyon kontrolü amacı ile kanlı agar besiyerine pa-
saj yapıldı. Tüpler 37 °C‘de inkübe edildi. Kontrol tüpü gün-
lük olarak MGIT cihazında değerlendirildi ve pozitif olarak 
okunduğu ilk günden itibaren test tüpü değerlendirilmeye 
alındı. Üçüncü günün sonunda PNB içeren tüpte floresan 
saptanması durumunda üreyen mikobakteri TDM olarak, 
floresan saptanmaması durumunda ise M. tuberculosis 
kompleks olarak değerlendirildi.[13]

DNA Ekstraksiyonu 
Üreme saptanan MGIT tüp besiyeri 1 dk vortekslendi. Steril 
pastör pipeti ile 500 µl alınarak 1.5 ml’lik ependorf tüpüne 
konuldu. 80 °C’de 10 dakika kuru ısı bloğunda bakterilerin 
inaktivasyonu sağlandı. 5 dakika 14000 rpm’de santrifüj 
edilerek bakteriler çöktürüldü ve üstteki sıvı atıldı. %10’luk 
Chelex 100 karışımından her kullanım öncesinde vorteksle-
nerek 250 µl ependorfa ilave edildi. 10-15 sn vortekslendi. 
Kuru ısı bloğunda 60 °C’de 10 dakika inkübe edildi. Tekrar 
10-15 sn vortekslendi. Kuru ısı bloğunda 100 °C’de 15 daki-
ka inkübe edildi ve oda ısısında soğumaya bırakıldı. Üç da-
kika 14000 rpm’de santrifüj edildi. Mycobacterium DNA’sını 
içeren süpernatant başka bir ependorfa aktarıldı. PCR işle-
mi için kullanılıncaya kadar -70 °C’de muhafaza edildi.[14]

DNA Amplifikasyonu ve Restriksiyon Enzimi ile 
Kesim
Mikobakterilerin PCR- RFLP yöntemi ile identifikasyonu 
için, hedef bölgeye uygun primerlerin ve restriksiyon en-
zimlerinin seçiminde, Telenti ve ark.’nın[8] yapmış olduğu 
çalışma kaynak olarak kullanıldı. Hsp65 geninin çoğaltıl-
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ması için PCR karışımı içerisine; 10 mM Tris-HCl (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 Taq DNA polyme-
rase (Promega) eklenerek PCR tüplerine 45 µl dağıtıldı. Elde 
edilen bakteri DNA’sından 5 µl eklenerek 50 µl final kon-
santaryon elde edildi. PCR işlemi için; 94 °C ‘de 5 dakika; 
94 °C’ de 1 dakika, 60 °C’ de 1 dakika ve 72 °C’ de 1 dakika 
olacak şekilde 30 döngü; 72 °C’ de 10 dakika olacak şekilde 
sıcaklık döngüleri MyCyclarTM (Bio-Rad,ABD) ısı döngü ciha-
zında ayarlandı. Uygun hedef DNA bölgesinin bantlarının 
(440baz çifti) görüldüğü örnekler; 2 µl 10X RE buffer, 0.2 µl 
Acetylated BSA, 1 µl Restriksiyon Enzimi, 10 µl PCR ürünü ve 
distile su ile 20 µl’ ye tamamlanarak BstEII enzimi (Promega) 
için 60 °C’ de 2.5 saat, HaeIII enzimi (Promega) içn 37 °C‘ de 
2.5 saat süreyle kuru ısı bloğunda veya ısı döngü cihazın-
da inkübasyon sağlandı. Restriksiyon enzimleriyle kesim 
işleminden sonra elde edilen ürünlerin görüntülenmesi 
için; %2 agaroz jel (AppliChem, Germany) hazırlandı ve M. 
tuberculosis kompleks suşları belirlendi. Tüberküloz dışı mi-
kobakterilerin tanımlanması için %3’lük NuSieve GTG Aga-
rose (Cambrex, USA) jel kullanıldı. Oluşan bant büyüklükleri 
ɸX174 DNA/Hinf I DNA (Fermentas) ve DNA 100bp ladder 
molekül ağırlık standartı ile karşılaştırılarak belirlendi. İzo-
latların belirlenen bant paternleri ile çalışmalardaki algorit-
malar[8, 9, 15] birlikte değerlendirilerek tür tanımı yapıldı. 

İstatistiksel Analiz
İstatistiksel analiz için SPSS 15.0 for Windows programı kul-
lanıldı. Tanımlayıcı istatistikler; kategorik değişkenler için 
sayı ve yüzde olarak verildi. Bağımlı gruplarda oranların 
karşılaştırmaları Mc Nemar Analizi ile yapıldı. Sonuçların 
uyumunu Cohhen’ Kappa uyum testi ile analiz edildi. Alfa 
anlamlılık seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi

Bulgular
Kültüründe mikobakteri üretilen 141 hastanın yaş aralığı 
0–81 olup, bunların %33’ünü (0-18) yaş, %35’ini (19-49) yaş 
grubu oluşturmaktadır. Mikobakteri izolatları; 44 balgam, 
32 mide açlık sıvısı, 24 apse, 14 biyopsi, 10 beyin omurilik 
sıvısı, yedi periton, dört plevra, dört idrar ve bir bronkoal-
veolar lavaj örneğinden üretildi. Niasin test ile 137 izolat 
pozitif, dört izolat negatif ; PNB test ile 138 izolat duyarlı, üç 
izolat dirençli olarak değerlendirildi. 

Hsp65 gen bölgesinin çoğaltılması sonucunda elde edilen 
441 baz çifti (bç) uzunluğundaki DNA bölümünün, BstEII en-
zimi ile kesimi sonucunda 231-116-79 bç; HaeIII enzimi ile ke-
simi sonucunda152–127-69 bç uzunluğunda DNA parçaları 
oluşturan 137 izolat M. tuberculosis kompleks olarak tanım-
lanmıştır (Şekil 1, 2). M. tuberculosis kompleks olarak tanım-

lanan kökenler niasin testi pozitif, PNB duyarlı bulunmuştur. 
İzolatların tanımlanmasında Niasin testi ve PCR RFLP yöntemi 
ile elde edilen sonuçlar %100 uyumlu bulundu (Kappa=1.000 
p=1.000). PNB testi hassas olduğu için MTBC olarak değerlen-
dirilen bir izolat, PCR-RFLP yöntemi ile TDM olarak tanımlan-
mıştır (Kappa=0.854 p=1.000). PCR RFLP yöntemi ile TDM 
olarak belirlenen izolatların BstEII ve HaeIII restriksiyon enzim-
leriyle kesimleri sonucunda oluşan bantlar değerlendirilerek; 
üç izolat M. avium-intracellulare grup (MAC), bir izolat ise M.a-
bcessus olarak tanımlanmıştır. TDM izolatlarına ait özellikler 
Tablo 1’de gösterilmiştir. Testlerin yaklaşık maliyetleri incelen-
diğinde biyokimyasal testlerden Niasin test için 3 $, PNB test 
için 5 $, PCR-RFLP yöntemi için 4 $ maliyet hesaplandı. 

Tartışma
Tüberküloz, insanlık tarihinin en eski hastalıklarından birisi-
dir. Sebebinin kesin olarak bilinmesine ve tedavisinin müm-
kün olmasına rağmen günümüzde halen yaygın ve morta-
litesi yüksek olan bulaşıcı bir hastalıktır.[16] Tüberküloz dışı 
mikobakteri enfeksiyonlarında ise son yıllarda artış olduğu 
görülmektedir.[5, 17] Özellikle risk faktörlerinin bulunduğu 
kişilerde mortalitesi yüksek olup, türlerin dağılımı jeografik 
değişiklik göstermektedir.[18] TDM türleri birçok antibiyoti-
ğe ve dezenfektanlara karşı dirençlidir.[2] MTBC/TDM ayrımı-

Şekil 1. hsp65 geni (440 bç).
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nın ve tür tanımının doğru yapılması uygun tedavi strateji-
sinin geliştirilmesinde önemlidir. Akciğer enfeksiyonu olan 
dört hastada etkenin makrolidlere dirençli olan M. bolletii 
yerine M. abcessus olarak yanlış tanımlanması sonucunda 
tedavide ilk seçenek olan klaritromisinin 12 aylık kullanımı 
ile tedavi başarısızlığı bildirilmiştir.[19]

Mikobakterilerin konvansiyonel yöntemlerle tanımlanma-
sında; üreme hızı, koloni yapısı, pigmentasyon oluşumu ve 
biyokimyasal yöntemler (niasin üretimi, nitrat redüksiyonu, 
Tween hidrolizi, üreaz, aril sülfataz, vs) kullanılmaktadır.[7] 
Niasin testi MTBC izolatlarında (M. bovis ve M.bovis BCG ha-

riç), M.simiae türünde de pozitif sonuç verebilmektedir. Bu 
nedenle MTBC ön tanısında kullanılırken diğer yöntemler 
ile birlikte değerlendirilmesi gerekmektedir.[20] 

Kullanılan biyokimyasal yöntemlerden biri de, uygun be-
siyerleri içerisine eklenen inhibitör substratların varlığında 
üreme inhibisyonunun gözlemlenmesidir. Bu yöntemde 
kullanılan substratlardan biri olan p-nitrobenzoik asitin 
(PNB), 500µg/ml konsantrasyonunda TDM’ler üreyebilir-
ken (dirençli), MTBC inhibe olmaktadır (duyarlı). Ancak ça-
lışmamızdaki bir izolatta olduğu gibi TDM’ lerin az da olsa 
bir kısmında PNB duyarlılığı[13] yada MTBC izolatlarında 
PNB direnci bildirilmiştir.[21, 22] PNB testi kullanılarak yapılan 
MTBC-TDM ayrımında; Sharma ve arkadaşları[23] %99.05, Gi-
ampaglia ve ark.[13] %99.4, bizim çalışmamızda da benzer 
oranlarda %99.2 doğrulukla tanımlama yapılmıştır. Testin 
raporlanması ortalama 4-11 gün sürmektedir.[23] Mikobak-
terilerin tanımlanmasında kullanılan biyokimyasal deneyle-
rin yoğun emek gerektirmesi, birkaç haftada (4-8 hafta) so-
nuçlanması, düşük tekrarlanabilirlik göstermesi nedeniyle 
araştırmacılar daha kolay, hızlı ve güvenilirliği yüksek olan 
moleküler tanımlama yöntemlerine yönelmiştir.[24] Ticari 
olarak mevcut problarla, ticari veya “in house” üretilebilen 
türe veya cinse özgü PCR ile gerçekleştirilen hibridizasyon 
aracılığı ile spesifik DNA paternlerinin saptanması temeline 
dayanan çeşitli identifikasyon yöntemleri geliştirilmiştir; fa-
kat bu yöntemler sadece belirli sayıdaki mikobakteri türle-
rini ayırt edebilmektedir ve rutin kullanım için maliyeti yük-
sektir.[25] PCR RFLP yöntemi ise ilk olarak 1992 yılında yavaş 
üreyen mikobakterilerin tanımlanmasında kullanılmış,[26] 
izleyen birçok çalışmada mikobakteri türlerinin tanımlan-
masında hızlı, kolay ve maliyet etkin bir yöntem olduğu 
belirtilmiştir.[8, 9, 27–29] PCR-RFLP yönteminin biyokimyasal 
testler ile uyumunun araştırıldığı bir çalışmada, M. tuber-
culosis için %100, yavaş üreyen mikobakteriler için %83.3, 
hızlı üreyen mikobakteriler için %98.8 uyum saptanmıştır.
[27] Chimara ve ark.[28] mikobakterilerin tür tanısında hsp65 
PCR-RFLP yöntemini, biyokimyasal deneyler ile karşılaştıra-
rak 434 suşun 321’ ini her iki yöntemle uyumlu olarak ta-

Şekil 2. hsp65 geninin BstEII ve HaeIII restriksiyon enzimleriyle kesimi.

Tablo 1. Kültürde üretilen TDM izolatlarının özellikleri

TDM tür		  Örnek	 EZN	 PNB Test	 BstEII Pattern	 HaeIII Pattern	 Gönderildiği
							       Birim

M. abcessus	 Balgam	 Pozitif	 D	 231-210 bç	 145-69-58-52-48 bp	 Göğüs Hastalıkları

MAC		  Balgam	 Negatif	 D	 440 bç	 145-127-42-40 bp	 Göğüs Hastalıkları

MAC		  Balgam	 Negatif	 H	 440 bç	 145-127-42-40 bp	 Pediatri

MAC		  BOS	 Negatif	 D	 440 bç	 145-127-42-40 bp	 Enfeksiyon
							       Hastalıkları

TDM: Tüberküloz dışı mikobakteriler; MAC: M.avium kompleks; BOS: Beyin Omurilik Sıvısı; EZN: Erlich Ziel Nelsen boyama; PNB: Para nitro benzoik asit 
duyarlılık test; bç: baz çifti.
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nımlamıştır. Uyumsuz bulunan 113 suş, hsp65 gen sekans 
analizi ile tanımlanmış ve 71’i hsp65 PCR-RFLP sonuçları ile 
uyumlu bulunmuş, 12 suşta ise PCR-RFLP yöntemi ile yanlış 
tanımlama yapılmıştır. Diğer 30 izolatta daha önce tanım-
lanmayan 13 yeni PCR-RFLP paterni belirlenmiştir. Benzer 
bir çalışmada 50 izolatın 43’ünde biyokimyasal deneyler ve 
hsp65 PCR-RFLP yöntemi uyumlu sonuç vermiştir. Uyumsuz 
yedi izolatın 16S rRNA sekans analizi ile doğrulanmasında 
ise iki izolat PCR-RFLP ile aynı sonucu vermiştir.[29] Sekans 
analizi ve PCR RFLP yöntemleri kullanılarak tanımlama 
yapılan bir çalışmada ise PCR-RFLP yöntemi ile izolatların 
ancak %30’unun tanımlanabildiği, yaygın görülen türlerde 
(M. fortuitum, M. avium-M.intracellulare gibi) iki yöntemle 
uyumlu sonuç alınırken, aynı restriksiyon paternine sahip 
farklı türlerin olması yada restriksiyon paterni bilinmeyen 
yeni türlerin bulunması nedeniyle tanımlama yapılama-
mıştır.[19] Çalışmamızda MTBC-TDM ayrımında 140 izolat 
(%99.2) her iki yöntemle uyumlu olarak tanımlanmış olup 
uyguladığımız biyokimyasal testler ile (niasin ve PNB test) 
sadece MTBC-TDM ayrımı yapılmıştır. TDM tür tanımı için 
ilave birçok biyokimyasal testin yapılması gerekmektedir. 

Hsp65 PCR-RFLP yönteminin önemli bir zorluğu, agaroz jel 
elektroforezi ile değerlendirme yapılırken, yakın büyük-
lükteki bantların ayrımının oldukça zor olması ve 60 baz 
çiftinden (bç) daha küçük olan bantların mikobakterilerin 
ayrımında kullanılamamasıdır.[30] Yapılan bir çalışmada 43 re-
ferans tür ve 65 klinik izolat hsp65 PCR-RFLP yöntemi ile ta-
nımlanmış ve küçük DNA parçalarının görüntülenebilmesin-
de NuSieve agarın oldukça faydalı olduğu ve poliakrilamid 
jele kıyasla daha kullanışlı olduğunu vurgunlamıştır.[9] Çalış-
mamızda yaptığımız ön deneyler ile M. tuberculosis komp-
leks’in %2 agaroz jel ile değerlendirilmesinde herhangi bir 
zorluk yaşanmamıştır. Bu nedenle maliyet açısından daha 
uygun olduğu ve suşlarımızın çoğunluğunu MTBC kökenle-
rinin oluşturması nedeniyle, MTBC ayırımında %2’lik agaroz 
jel kullanılması, TDM’lerin tanımlanmasında ise küçük DNA 
bantlarının daha iyi gözlenebilmesi için NuSieve agarın ter-
cih edilmesinin faydalı olacağı sonucuna varılmıştır.

Klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlarında üretilen miko-
bakterilerin büyük çoğunluğunu M. tuberculosis kompleks 
oluşturmaktadır. Ancak tüberküloz dışı mikobakterilerin 
sıklığında artış olduğu görülmektedir. TDM’ler tüm miko-
bakteriyel enfeksiyonların %0.5-30’undan sorumlu tutul-
maktadır.[5, 18, 31] Ülkemizde mikobakterilerin tanımlanma-
sında hsp65 PCR-RFLP yönteminin kullanıldığı çalışmalarda 
en sık saptadıkları etken (%83-%87.5) MTBC’dir.[31–34] TDM 
türlerinin dağılımında ise farklılıklar olup; Tarhan ve ark’ 
nın[32] çalışmasında M. scrofulaceum (%5), M. gordonae 
(%3.75), Ağaçayak’ın[33] çalışmasında M. scrofulaceum (%8), 
M. avium (%4) ve M. intracellulare (%2); Çiftçi’nin[34] çalışma-
sında M.intracellulare (%4.9) ve Bayram ve Emekdaş’ın[35] 

çalışmasında M. fortiutum (%16) en sık saptanan türlerdir. 

Ülkemiz dışında 30 farklı ülke ve 62 merkezden toplanan 
pulmoner örneklerin dahil edildiği bir çalışmada ve Avrupa 
Birliği üyesi 10 ülkenin katıldığı klinik örneklerin dahil edil-
diği başka bir güncel çalışmada TDM türleri içinde en sık M. 
avium kompleks (MAC) izole edilirken bunu M. gordonae 
ve M. xenopi'nin izlediği görülmektedir.[6, 18] Çalışmamızda 
mikobakteri suşlarımızın %97’si M. tuberculosis kompleks 
iken %3’ü TDM olarak saptanmıştır. TDM izolatları arasında 
dünya ve ülkemiz verileri ile uyumlu olarak en sık M. avi-
um-intracellulare grup (MAC) izole edilmiştir.

Mikobakterilerin tür düzeyinde identifikasyonu için kullanı-
lan yöntemlerin maliyet analizinin yapıldığı bir çalışmada, 
hsp65 PCR-RFLP yöntemi gerek kurulum aşamasındaki ci-
hazlar, gerekse hasta başına düşen test maliyeti açısından 
GLC, HPLC, AccuProbe gibi yöntemlere göre maliyet etkin 
bir yöntem olarak bulunmuştur. Sarf malzeme ve test re-
aktifleri hesaplandığında PCR RFLP yöntemiyle tür tanımı 
için 1.2 $, niasin test ve PNB testin birlikte kullanımı ile MT-
BC-TDM ayrımı için 0.9 $ maliyet bildirilmiştir.[36] Bir diğer 
maliyet analizi çalışmasında ise balgam örneği direk ola-
rak kullanılarak PCR RFLP yöntemi ile MTBC-TDM ayrımı ve 
bunların tür tanımının örnek başına maliyeti 6$ olarak be-
lirlenmiştir.[37] Çalışmamızda biyokimyasal testler ile sadece 
MTBC-TDM ayrımı yapılmış ve maliyetleri yaklaşık niasin 
test için 3 $, PNB test için 5 $; PCR -RFLP yöntemiyle ise MT-
BC-TDM ayrımının yanısıra TDM’lerin tür tanımı yapılmış ve 
maliyeti yaklaşık 4 $ olarak hesaplanmıştır. 

Bu yöntemler, test başına düşen zaman açısından incelen-
diğinde ise yine en avantajlı yöntem hsp65 PCR-RFLP yönte-
mi olarak belirtilmiştir.[36] MTBC–TDM ayrımında niasin test 
ile aynı gün, PNB test ile 4-11 gün,[23] PCR-RFLP yöntemiyle 
ise 24-48 saatte sonuç alınabilmektedir.[36] TDM izolatlarının 
tür tanımının yapılabilmesi için ilave bir çok biyokimyasal 
testin birlikte kullanımı, yoğun iş yükü ve ortalama 4-8 haf-
ta gibi bir süre gerekmektedir.[24, 36] PCR-RFLP yönteminin 
avantajı ise MTBC–TDM ayrımının yanısıra iki günde tür dü-
zeyine kadar tanımlama yapılabilmesidir.[36] Çalışmamızın 
kısıtlı yönlerinden biri, TDM izolatlarının sekans analizi ile 
doğrulamasının yapılamamasıdır. Diğer bir kısıtlılık ise kul-
lanılan biyokimyasal testler ile TDM tür tanımının yapılama-
masıdır. Ülkemizde TDM tür tanımı kısıtlı sayıda tüberküloz 
laboratuvarlarında yapılabildiği için epidemiyolojik veriler 
ve yöntem karşılaştırmalarında izolat sayısının fazla olduğu 
çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Gelişen teknoloji ile biyokimyasal deneylere göre daha 
hızlı ve daha doğru tanımlama yapılabilen, uygulaması ko-
lay ve maliyeti diğer yöntemlere kıyasla düşük olan hsp65 
PCR-RFLP yönteminin mikobakteriyoloji laboratuvarlarında 
kullanılması fayda sağlayacaktır. 
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