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OZET

Son yillarda tuberkuloz disi mikobakteri (TDM) enfeksiyonlarinda
artis ve bu enfeksiyonlarin tedavilerinin tuberkilozdan farkli olmasi nedeniyle
tur dizeyinde tanimlama gereklidir. Calismamizin amaci MALDI-TOF
sisteminin  Mycobacterium tuberculosis kompleks disi mikobakterilerin
tanimlanmasinda etkinligini gostermek, suslarin referans laboratuvarina
gonderilip tanimlanip raporlanmasi igin gegen sure g6z onune alindiginda
daha hizli klinisyene sonu¢ vermek ve bu metodun kurumumuzda rutin
kullanimini saglamaktir.

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi  Mikrobiyoloji  laboratuvarindaki  klinik  6rneklerden 2016-2021
tarihlerinde izole edilmis Ulusal Tuberkiloz Referans Laboratuvarina
gonderilerek tur tanimlamasi yapilarak saklamaya alinmis 65 sus icinde
canlandirilabilen 20 TDM susu g¢alismaya alinmistir. Mikobakterilerin MALDI
Biotyper numunesinin hazirlanmasi i¢in Bruker Daltonik GmbH tarafindan
tavsiye edilen inaktivasyon ve ekstraksiyon prosediric MycoEX yodntemi
kullanilmigtir. Sonra MALDI-TOF sonuglari ile GenoType CM/AS kiti ile
calisiimis referans laboratuvarindan gelen sonuclar karsilastiriimistir. iki
yontem arasindaki uyum 20/20 (%100) olmustur. Bir izolat GenoType CM/AS
yontemi ile M. fortuitum group olarak tanimlanmasina ragmen MALDI-TOF ile
ayni grubun icinde yer alan tir M. farcinogenes olarak tanimlandigindan
uyumlu kabul edilmistir. Yedi izolat >2,0; 2 izolat 1,8-2,0; 9 izolat 1,6-1,8; 2
izolat <1,6 skorla tanimlanmistir.

Sonu¢ olarak MALDI-TOF yonteminin hizli, kolay kullanilabilir ve

guvenilir oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: TDM, GenoType CM/AS, MALDI-TOF MS



SUMMARY

Due to the increase in non-tuberculous mycobacteria (NTM) in recent
years and different treatment strategies other than tuberculosis, identification
at the species level is necessary for NTM. The aim of our study is to
demonstrate the effectiveness of the MALDI-TOF system in the identification
of NTM, to provide faster results to the clinician when considering the time
taken for the strains to be sent to the reference laboratory, identified and
reported, and to ensure the routine use of this method in our institution.

Sixty-five NTM strains isolated from clinical samples between 2016
and 2021 at the Medical Microbiology laboratory of Bursa Uludag University
Health Application and Research Center were sent to the National
Tuberculosis Reference Laboratory and classified and stored, and 20 NTM
strains that could be revived among them were included in the study. The
MycoEX method, the inactivation and extraction procedure recommended by
Bruker Daltonik GmbH, was used for the preparation of the MALDI Biotyper
sample of mycobacteria. The MALDI-TOF results were then compared with
the results from the reference laboratory studied with the GenoType CM/AS
kit. The agreement between the two methods was 20/20 (100%). Although an
isolate was identified as M. fortuitum group by GenoType CM/AS method, it
was considered compatible because the species in the same group with
MALDI-TOF was identified as M. farcinogenes. Seven isolates were identified
with a score of >2.0, 2 isolates between 1.8-2.0, 9 isolates between 1.6-1.8,
and 2 isolates with a score of <1.6.

As a result, it has been shown that the MALDI-TOF method is fast,

easy to use and reliable.

Keywords: NTM, GenoType CM/AS, MALDI-TOF MS



GIRIS VE AMAC

Mycobacterium tuberculosis kompleks ve Mycobacterium leprae
disindaki mikobakteriler “Tuberkiloz Disi Mikobakteriler” (TDM) olarak
adlandirilir (1). Son yillarda immundugkun hasta sayisinin artmasi ve Human
Immunodeficiency  Virus (HIV) pandemisine bagli olarak TDM
enfeksiyonlarinda artis gozlenmistir (2). Tuberklloz Digi Mikobakteriler
“atipik”, “cevresel” gibi isimlerle de adlandirilir. Su aerosolleri, 6zellikle
duglarin fazla kullaniimasi bu hastaligin artmasina sebep olmaktadir.
TDM’nin neden oldugu hastaliklarin ¢ogunlugu akcigeri saglam kigilerde
gorulmekle birlikte akciger savunmasindaki eksiklikler de akcigerde TDM
hastaligi igin en sik risk faktortdur. Bunlar arasinda gegcirilmis tuberkiloz
(TB), bronsektazi, silikoz, kistik fiboroz ve kronik obstriktif akciger hastalig
(KOAH) o6nemlidir (3). Etken olan mikobakteri tirine gore enfeksiyonlarin
tedavisi ve kontrol dnlemleri farklihk gosterdiginden klinik 6rneklerden izole
edilen TDM'ler hizli ve guvenilir yontemler ile tanimlanmalidir (2,4).
Konvansiyonel tani yontemleri kultire bagh oldugundan ge¢ sonuglanir ve
tek bagina kullanildiklarinda her zaman dogru sonug vermezler. Hem de yeni
tirlerin tanimlanmasinda yetersiz kalirlar. Bu sebepten bazi fenotipik
Ozellikler simdiye kadar 6nemini korumakla birlikte glinimuzde daha cok
molekuler yontemler kullaniimaktadir (2).

Son yillarda cogalma ozelliklerine ek olarak MPT 64 antijeninin
varhgini gosteren kromatografik bir test de tanimlamada énemli bir katki
saglamistir. TDM oldugu anlasilinca, “Line probe” ve “MALDI-TOF MS”
(matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry)
gibi yontemler kullanilarak ttr adlari belirlenir.

Bu calismada Line probe ve MALDI-TOF yontemleri kargilastirilarak
MALDI-TOF’un avantajli ve dezavantajli yonleri irdelenmistir. Calismanin
temel amaci tuberkuloz digi mikobakterilerin tanimlanmasinda MALDI-TOF
sisteminin etkinligini géstermek, suslarin referans laboratuvarina génderilip

tanimlanip raporlanmasi igin gegen sure g6z Onune alindiginda hizlica



klinisyene donug yapma olanagi yaratmak ve bu metodun kurumumuzda

rutin kullanimini saglamaktir.



GENEL BILGILER

TUberkiloz, Mycobacterium tuberculosis kompleks tarafindan
olusturulan bakteriyel bir hastaliktir (5). Tuberkiloza neden olan bakteri
Mycobacterium tuberculosis'i 24 Mart 1882'de Robert Koch kesfetti. Bu
zamana kadar, TB, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da yasayan her
yedi kisiden birini dldurtyordu. Koch'un kesfi, bu élumcul hastaligin kontrol
altina alinmasi ve ortadan kaldiriimasi yonunde atilan en 6nemli adimdir. Bir
asir sonra, insanlari veremin dunya ¢apindaki etkisi konusunda egitmek igin
24 Mart tarihi Dinya Verem GuUnu olarak belirlendi (6). Tuberkiloz
hastaligina tarihsel surecte bir¢ok isim verilmistir. Yakaladigi insani eriterek
oldurdugu icin “Tuketim Hastaligi ” (Consumption), hastalari soldurarak yok
ettigi icin “Beyaz Olim ” veya “Beyaz Veba ” (White Death; White Plaque) ve
asirlar boyunca bircok kisinin yasamina son verdigi icin de “Olimiin Kaptan”
(Captain of the Death) adiyla bilinir. Romalilar hastaliga hiriltili nefes alip
verme ve Oksurukle balgam atma anlaminda “Phthisis” adini koymuslar, bu
hastalikla ilgilenen doktorlara da Ftizyolog demigler. Turkgede ise hastalik
icin “ince Hastalik ” en ¢ok kullanilan tanimdir (7).

Mycobacterium cinsinin 150 milyon yildan daha once ortaya c¢iktigi
varsayilabilir (8). Gutierrez ve ark. (9) M. tuberculosis'in erken bir atasinin
Dogu Afrika'da 3 milyon yil kadar 6nce var oldugu sonucuna vardilar ve o
dénemde erken hominidleri enfekte etmis olabilecedini ileri strdiler. Bununla
birlikte, yalnizca M. tuberculosis degil, Afrika varyantlari Mycobacterium
africanum ve Mycobacterium canettii ile Mycobacterium bovis de dahil olmak
tzere M. tuberculosis kompleksinin tim modern Uyelerinin (M. bovis BCG, M.
caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. mungi ve M. orygis) yaklasik 15.000-
35.000 yil 6nce ortak bir Afrika atasina sahip olmalari muhtemeldir (9-11). Su
anda dolasan tirler, timi Dogu Afrika'da bulunan alti ana soya ayrilmakla
birlikte, kiresel dagihmlari degisir (12). M. tuberculosis'in bilinen mutasyon
oranina dayanan analiz, bu suglar arasindaki mevcut c¢esitliligin cogunun 250

ila 1000 yil dnce ortaya giktigini gosteriyor (13).



Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda kalan TDM'lerin
yaklagik 150 kadar turu oldugu ve bu bakterilerin yarisindan gogunun
hastallk etkeni oldugu dusundliyor. TDM’ler insanlarda pulmoner
enfeksiyonlar, lenfadenit, yaygin enfeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari, tendon-kemik-eklem enfeksiyonlari ve kateter

enfeksiyonlari gibi 6nemli klinik tablolar olusturur (14-17).

Mikobakterilerin genel dzellikleri

Mycobacterium cinsi bakteriler, filogenetik siniflamada G+C igerigi
yuksek, gram pozitif bakterilerin iginde bulundugu Actinomycetales
takimindaki, Mycobacteriaceae ailesi icinde yer alan tek cinstir. Halen diinya
genelinde bir halk sagligi sorunu olan TB ve lepra gibi énemli hastaliklarin
etkeni olmakla beraber dogada yaygin olarak bulunan gesitli saprofit turleri
yani TDM’leri de icermektedirler. Yeni laboratuvar yodntemlerinin ortaya
cikmasiyla birlikte gok sayida yeni mikobakteri tirt tanimlanmigtir (18, 19).

Mikobakteriler esas olarak aerob, spor olusturmayan, 0,2-0,6 x 1-10

pm boyutlarinda, hareketsiz, hafif kivrik veya duz basillerdir (Sekil 1) (18).

Sekil 1: Mycobacterium tuberculosis Ziehl-Neelsen boyamada

gOrinima (20).



Mikobakteriler kompleks yapida ve lipitten zengin bir hicre duvarina
sahiptir. Hlcre duvarinin temel yapisi tipik gram pozitif bakterilerin hicre
duvarina benzer; icte sitoplazmik membran ve onun Uzerinde kalin bir
peptidoglikan tabaka bulunur. Dis membran yoktur. Sitoplazmik membrandan
koken alip hicre duvari boyunca uzanan lipoarabinomannan yapisi zarin en
onemli elemani olup bakteri virulansinda buyuk 6nem tasimaktadir (Sekil 2).
Bu yapi U¢ formda bulunabilir: ManLam, fosfomiyoinositole bagli LAM,
AraLam. ManLAM virulan mikobakterilerde bulunmaktadir. ManLAM oksijen

radikallerini baglayarak onlari inaktive eder (21-24).

Yag tabakasn
MIKOLIK ASIT:
Baktennin hicre dyvan G Arabinogalaktan
kahinligs ve aside direnli
clmasindan sorumludur, Peptidogikan tabaks
/ Pariplazmik aralk
Granuler tabaka
HUCRENIN SERT
YAPLSING SAGLAR It membran

Sekil 2: Mikobakterilerin hlicre duvari (25).



Mikobakteri Enfeksiyonlarinda Tani

Mikroskopi

Tanida kullanilan en hizli ve ucuz yol mikroskopidir. Yontemin
spesifitesi yuksektir, sensivitesi ise ornegin tura ve niteligine, igerdigi bakteri
miktarina, uygulanan teknige, uygulama ve degerlendirme vyapanlarin
tecribesine bagli olarak %20 ila 85 arasinda degismektedir. Mikroskopik
incelemede asidorezistan boyama (ARB) pozitifligini tespit etmek igin yayma
yapilan érnegin mililitresinde 5.000-10.000 bakteri bulunmasi gerekmektedir.

Mikobakteriler hicre duvarlarindaki hidrofobik 6zelliginden dolayi
suda ¢ozlinen boyalarla zor boyanirlar. Mikobakteriler hicre igine aldiklari
boyay! asit-alkol ¢ozeltisi ile birakmadiklar igin “asido-alkaliye-rezistan
bakteri (ARB/AARB)” olarak adlandirilir.

Mikobakterilerin mikroskobik tanisinda 2 tip boyama teknigi kullanilir.
Karbol fuksin boyama:

» Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)

» Kinyoun

Florokrom (floresan) yéntemleri (Auramin O, auramin-rhodamin)

EZN boyamada 1sik mikroskobu ile en az 300 alan incelenerek mavi
zeminde kirmizi/pembe, diz ya da hafif kivrik, tek tek veya kimeler halinde
basiller aranir. Florokrom boyamada floresan mikroskopla x250 blUyutmede
en az 30, x400 buyutmede en az 70 alan incelenerek karanlk alanda, sari /
turuncu, diz ya da hafif kivrik, tek tek veya kimeler halinde basiller aranir
(26). Mikobakterilerin  hazirlanan  yaymadaki yogunluklarina  bagl

degerlendirme kriterleri Tablo 1’de sunulmustur.



Tablo 1: Mikobakteri varligini arastirmak Uzere hazirlanan yaymalarin

degerlendirme kriterleri (26).

Gorililen ARB sayisi

Karbol fuksin boyama

Florokrom boyama

%1000 %250 *400
Negatif 0 ] 0

Siipheli, tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ =49f1 alan =90/1 alan =36/1 alan

Kaltar

Mikobakterilerin  tanisinda  kdltir altin  standarttir.  Kdltdrde

mikobakterilerin Gremesi icin hasta numunelerinin mililitresinde 10-100 canli
basilin olmasi yeterlidir. Kiltirde Uremenin degerlendirme slresi 6-8 haftaya

kadar uzayabilmektedir. Ureme

icin  besiyerlerinde 0zel

maddelerin

bulunmasi gerektiginden secici besiyerlerine ihtiya¢ duyulur (Sekil 3) (26).

Kdltdr besiyerleri
e

{_,_~—‘—— —_‘———_\\
Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri
A A
Vas— — Vs ™~
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi
Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler

! l l

* Middlebrook 7HS
= MGIT Manuel

* Middlebrook 7H10
* Middlebrook 7H11

= Lowenstein Jensen
= Ogawa

l

« Bact/Alert 3D

= MGIT 560

= VersaTREC

Sekil 3: Mycobacterium tuberculosis kompleks kalttri icin kullanilan

besiyerleri (26).



Yumurta bazli besiyerleri tam yumurta veya yumurta sarisi, patates
unu, tuzlar ve gliserol icerir ve kogulasyon ile katilastirilir. Bu besiyerleri iyi bir
tampon kapasitesine, uzun bir raf 6mrine (+4 - +10°C’de birkag ay) sahiptir
ve ¢ogu mikobakteri icin Uremeyi iyi bir sekilde saglar. Ayrica inokulum veya
ortamdaki mikobakteriler icin toksik olan maddeler notralize edilir. Bu
besiyerlerinin dezavantajlari arasinda, kullanilan yumurtalarin kalitesine bagh
olarak farkhliklar, kolonileri kalintilardan ayirt etmedeki zorluklar ve duyarlilik
testi icin ilave edilecek ilaclarin dogru ve tutarli konsantrasyonlarina
ulasamamasi yer alir. Yumurta bazli besiyerleri kontamine olduklarinda
sivilagabilirler (27, 28).

Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT), mikobakterilerin
uremesini tespit etmek icin floresan séndirme tabanl bir oksijen sensori
(rutenyum pentahidrat emdirilmis silikon kauguk) ile birlikte modifiye edilmis
bir Middlebrook 7H9 sivi besiyeri igerir. Ortamda baslangigta bulunan biyuk
miktardaki  oksijen, sensorin floresansini  séndurar.  Broth icinde
mikobakterilerin veya diger mikroorganizmalarin buylimesi oksijeni tlketir ve
tipler 365 nm'de UV 1511 ile aydinlatildiginda indikatér parlak bir sekilde
floresan verir.

Manuel versiyon igin, UV 1sik kaynagi olarak bir Wood lambasi veya
bir transilliminator kullanilabilirken, otomatiklestiriimis Bactec MGIT 960
sisteminde, tlpler cihaz tarafindan surekli olarak izlenir. Kullanimdan 6nce
7H9 besiyeri, mikobakterilerin blyimesini desteklemek icin oleik asit-
albimin-dekstroz ve kontaminantlarin blyimesini bastirmak icin polimiksin
B, amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin (PANTA) ile
desteklenir (29).

Kiltirde Greyen mikobakterilerin hepsinin  MTBC ve TDM ayrimi
yapilmahdir, ¢cunkl mikobakteri enfeksiyonlarinin ¢ok bulyulk bir kisminda
etken MTBC oldugundan tir tayininde asil hedef MTBC’nin TDM’den
ayriimasi olmahdir. izolatlarin MTBC ve TDM olarak ayriminda iireme
Ozellikleri, biyokimyasal testler kullaniimakla beraber, son yillarda hizh
immunokromotografik ve genotipik yontemler de kullaniimaya baglanmigtir
(26).



Tuberkuloz digi mikobakterilerin tanimlanmasinda koloni morfoloijisi,
pigment Uretimi, Greme hizi, dreme 1sisinin belirlenmesi ve biyokimyasal
testler konvansiyonel yontemler olarak uygulanirlar. Koloni morfolojisi farkl
turler icin 6n bilgi verebilir ama birgok mikobakteri turtiniin koloni gérinamleri
benzerlik gosterdiginden gavenilirligi daguktur (30).

Ernest Runyon 1959'da Ureme hizlarina ve pigment Uretme
Ozelliklerine gore TDM’leri 4 grupta siniflandirmistir:

1. Fotokromojenler (i1sikta sari pigment; yavas Ureme) Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium marinum

2. Skotokromojenler (1sikta ve karanlikta sari-portakal renkli pigment; yavas
ureme) Mycobacterium gordonae, Mycobacterium scrofulaceum

3. Nonkromojenler (isikta ¢ok az pigment veya renksiz; yavas Ureme)
Mycobacterium avium complex, Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium terrae complex, Mycobacterium ulcerans,
Mycobacterium xenopi

4. Hizh JGreyenler (degisken pigmentasyon gosterirler) Mycobacteium

fortuitum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium abscessus (30, 31).
Biyokimyasal Testler

Katalaz testi

Bazi izoniazid direngli M. tuberculosis ve M. bovis suslarinin
disindaki mikobakterilerin hepsi katalaz pozitiftir. Katalaz aktivitesi iki sekilde
belirlenir: (a) Katalaz Uretim miktari (semikantitatif test): Lowenstein-Jensen
(LJ) besiyerine 1 haftalik sivi klltirden 0,1 mL ya da aktif olarak Ureyen
koloniden bir 6ze dolusu ekilir. 37°C’de 14 gun kapaklari gevsek olarak
inkdbe edilir. Besiyerine 1 mL %30’luk hidrojen peroksit (H20>) ilave edilerek
oda sicakliginda 5 dakika bekletilir. Olusan hava kabarciginin besiyerinde
olusturdugu yukseklige gore karar verilir. Hava kabarciklarinin yuksekliginin
45 mm altinda olmasi negatif, 45 mm Ustinde olmasi pozitif olarak
degerlendirilir.

(b) 68°C’de is1ya stabil katalaz testi: Vida kapakli bir tipte 0,5 mL 0,067 M

fosfat tamponundan (pH 7) yogun bir bakteri stspansiyonu hazirlanir. Su



banyosunda ya da isi blogunda 68°C’de 20 dakika inkibe edilerek, oda
sicakhginda sogutulur. Tupe 0,5 mL katalaz ayiraci ilave edilir ve kapagi
gevsekce kapatilir, tipler calkalanmamalidir. Bes dakika oda sicakliginda
bekletdikten sonra ¢ok az kabarcik olusmasi bile pozitif, hic kabarcik

olusmamasi ise negatif olarak degerlendirilir (26).
Niasin birikim testi

Tum mikobakteriler Gremeleri siresince nikotinik asit Uretirler. M.
tuberculosis ve M. simiae ile M. chelonae’nin bazi izolatlari biyosentetik
yollarinda Uretmelerine ragmen metabolize edemezler ve nikotinik asit
ortama atilir. Niasin agarda birikir ve buradan ayristirilarak belirlenebilir (26,
32).

Lowenstein-Jensen besiyerinde yogun olarak dreyen 28 gunluk
kilture 1 mL steril distile su ya da SF ilave edilir. Steril bir 6ze ile agar
yluzeyindeki kolonilerin, agara fazla zarar vermeden, kazinarak sivi igerisine
gecmeleri saglanir. Sivinin besiyeri yuzeyini ortmesi icin tupler egik bir
sekilde 15 dakika bekletilir ve tlpteki sividan 0,6 mL steril tipe aktarilir.
Sonra 15-20 dakika kadar beklenerek niasinin siviya gegmesi saglanir.
Sivinin rengine goére test yorumlanir; rengin sariya dénmesi pozitif,
degismemesi ise negatif olarak degerlendirilir. GUnumuizde niasin veya

izoniazidi saptamak icin strip testler bulunmaktadir (23,32).

Nitrat indirgenme testi

Mikobakteriler nitrati rediiksiyon etme kabiliyetlerine goére birbirinden
ayrilir. Bu test, nitritin uygun reaktifler ile reaksiyona girdiginde renk
olusumunun gosterilmesi prensibiyle ¢alisir. MTBC icin nitrat indirginme testi
pozitiftir.

Tuplere 0,2 mL steril distile su ve Uzerine 4 haftalik kiltirden bir 6ze
dolusu (~0,1 g) koloni ilave edilir. Sodyum nitrat ¢cdzeltisinden 2 mL ekleyerek
kanistirilir ve 37°C’de 2 saat inklibe edilir. Stire sonunda; 1 damla ayirag I, 2
damla ayirag Il, 2 damla ayirag Il konur. Pembeden koyu kirmiziya olan—

renkler pozitif olarak yorumlanir. Renk degisikligi olmazsa tizerine ¢inko tozu

10



ilave edilir pembe renk olusursa—gercek negatiftir. Rengi degismezse pozitiftir
(26).
Katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada kullaniimahdir, tek

baslarina MTBC-TDM ayrimi yapamazlar.

p-Nitrobenzoik asit (PNB) testi

Mycobacterium tuberculosis kompleksin (MTBC) saptanmasinda
37°C’de p-nitrobenzoik asitli (PNB) besiyerinde ureme oOzelligi kullanilabilir.
PNB, MTBC’nin Uremesini secici olarak inhibe eder. PNB testi M.
tuberculosis komplekste negatiftir (26).

Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

Mikobakteri kultlr izolatlarinin tanimlanmasinda, mikolik asitlerin
ekstraksiyonu ve ayristirlmasina dayanan kimyasal bir yontemdir. Uygulama
zorlugu ve ekipman gereksinimi sebebiyle tuberkiloz laboratuvarlarinda

yaygin kullanim alani bulamamistir (26).

Molekiiler tanimlama yontemleri

Nukleik asit problari

TUberklloz  disi mikobakteri tdrlerinin identifikasyonunda 16S
rRNA’yI hedef alan akridinyum ester isaretli DNA problar kullaniimaktadir. M.
avium, M. intracellulare, M.gordonae ve M. kansasii icin AccuProbe, Gen-
Probe gibi ticari problar vardir. Hem kati, hem de sivi besiyerlerinde
kullanilabilir. Hizli, uygulanmasi kolay, sentivitesi ve spesifitesi yluksek
yontemdir. Problarin sadece birkag tur igcin mevcut olmasi Kkisitlayici
yonleridir (4, 33).

Line prob

Line prob teknolojisi biyotin ile isaretli primerlerin kullanildigi PZT
ardanlerinin, nitroselltloz seritler Uzerine baglanmig 6zgin DNA problari ile
hibridize edilmesi temeline dayanir (26). Inno LIPA Mycobacteria v2

(Innogenetics, Belgika) ve GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience,

11



Almanya) olmak tzere yaygin kullanilan iki farkh ticari sistem mevcuttur. Inno
LIPA testi 16S-23S rRNA gen bdlgesini hedef alir. Bu yontem ile sik
rastlanan 17 mikobakteri tiri M. tuberculosis kompleks, M. avium, M.
intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansasii, M. xenopi, M. chelonae, M.
gordonae, M. fortuitum kompleks, M. malmoense, M. genavense, M. simiae,
M. smegmatis, M. haemophilum, M. marinum/M. ulcerans ve M. celatum
saptanabilmektedir. Testin sensivitesi %100, spesifitesi %94 olarak
bildirilmistir (2, 24, 33).

GenoType Mycobacterium yonteminde 23S rRNA’yl hedef alan
multipleks PZT ve devaminda line prob testinin kullanildigi ters hibridizasyon
islemi uygulanmaktadir (2). Bu yontem icin gelistiriimis ¢esitli kitler mevcuttur:
Direkt hasta 6rneginden M. tuberculosis kompleks ile dort farkli TDM'yi ayirt
eden GenoType Mycobacteria Direkt Test kiti, M. tuberculosis kompleks
Uyelerini birbirinden ayirt eden GenoType MTBC kiti, M. tuberculosis
kompleks’de ¢oklu ilaca direncini ve ikinci kusak ilaglara direnci tanimlayan
GenoType MTBDR plus ve GenoType MTBDRsI kitleri, sik rastlanan
mikobakterileri ayirt eden GenoType Mycobacterium CM kiti ve az rastlanan
mikobakterileri saptayan GenoType Mycobacterium AS kiti. CM kiti 27 ve AS
kitt 19 TDM taranu tanimlamakla birlikte, M. avium, M. chelonae, M.
fortuitum, M. intracellulare, M. abscessus, M. gordonae, M. interjectum, M.
scrofulaceum, M. marinum, M. kansasii, M. malmoense, M. peregrinum, M.
ulcerans, M. xenopi, M. celatum, M. smegmatis, M. genovense, M. goodii, M.
mucogenicum, M. heckeshornense, M. lentiflavum, M. szulgai, M.
haemophilum, M. phlei, M. gastri, M. shimoidei, M. simiae ve M. asiaticum
gibi toplam 46 tlri saptayabilmektedirler (34). Bu ticari problar ile dusik
oranda olsa da yanlig tanimlama sonuclarinin alinabilecegi dikkate alinarak
sonugclarin bakterinin fenotipik 6zellikleri ile birlikte yorumlanmasi tavsiye
edilmektedir (33, 35).
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Polimeraz Zincir Tepkimesi ve Kesim Pargalarinin Uzunluk Analizi(PZT-
RFLP)

Kati veya sivi kdltirden alinan izolatlarin hsp65 geninin bir
parcasinin once PZR ile ¢ogaltilmasi sonra amplifiye Urlnlerin BstEIl ve
Haelll kesim enzimleri kullanilarak RFLP yontemi uygulanir. Bu yontemde
hsp65 disinda rpoB, dnad ve 16S-23S rRNA gen dizileri de kullaniimaktadir.
Testin iyi yonleri bircok tari saptayabilmesi ve pahali donanim

gerektirmemesidir (33).
DNA dizi analizi

Deoksiribonukleik asit (DNA) dizi analizi yonteminde ilk hedef gen
bolgesi PZT ile amplifiye edilir sonra amplikonlarin nikleotid dizileri otomatik
dizileme cihazi kullanilarak bulunur. Mikobakterilerin tanimlanmasinda da
hedef gen bolgeleri kullaniimaktadir. Bu genler en sik 16S rRNA olmakla
beraber 23S rRNA, ITS 1, hsp65, rpoB ve gyrB genleridir. TDM tirlerinin
tanimlanmasinda A ve B bolgeleri olarak bilinen 2 degisken dizi
degerlendirilir. GenBank, RIDOM, EMBL gibi gesitli veri tabanlari dizi analizi
icin kullanilmaktadir (33, 36).

Pirosekanslama

Deoksiribo nikleik asit yapimi sirasinda pirofosfat salinimini
saptayan yeni bir yari otomatize DNA dizileme yontemidir. Pirosekanslama,
Mycobacterium tirlerinin tanimlanmasi igin hizli, basit ve ucuz bir molekuler

yontem olma avantajina sahiptir (2, 4, 37).

Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF
MS)

MALDI-TOF kutle spektrometresi, dinya capinda klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda bakteriyel izolatlarin rutin olarak tanimlanmasi igin bir
referans yontem haline gelmistir. MALDI-TOF, parcaciklarin iyonize edildidi,
kutle-ylk oranlarina gore ayrildigi ve ugus tupunun bu surenin sonunda

iyonlarin bir dedektore gitmesi icin gegen surenin belirlenerek olguldugu
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analitik bir tekniktir. Ylksek 6zgullugu, kullanici dostu olmasi ve ucuz olmasi
ile birlikte 5 dakikadan daha kisa surede guvenilir sonuglar saglamasi,
uygulanmasini ve daha da gelistiriimesini desteklemistir. MALDI-TOF ile rutin
olarak tanimlanabilen mikrobiyal turlerin sayisi son birka¢ yilda artmistir ve
artik tuberkuloz disi mikobakterileri ve yakin iligkili olan Nocardia turlerini
guvenilir bir sekilde belirlemek mumkindur. Hem Candida hem de Candida
digi cinslere ait olan mayalar, filamentdz mantarlarla birlikte MALDI-TOF
tarafindan  tanimlanabilir.  Genelde, MALDI-TOF, tuberkiloz disi
Mycobacterium turlerinin oldukga guvenilir bir sekilde tanimlanmasini saglar.
Bu tanimlamalarin  dogrulugu, molekuler yodntemlerle saglananlarla
karsilastirilabilir ancak MALDI-TOF'un geri donlus suresi, numunelerin 30
dakika boyunca 1IsI blogunda etkisiz hale getirilmesi ihtiyaci nedeniyle
yaklasik 1 saattir. MALDI-TOF'un bu mikroorganizmalarin tanimlanmasindaki
bariz avantajlarina ragmen, birgok kullanici, numunelerin 6n islemlerinin
olmasi onlari tlberklloz disi mikobakterilerin tanimlanmasi igin rutin olarak
MALDI-TOF uygulamaktan vazgegcirdigini beyan etmektedir. Ancak son
yillarda bu konuda artan yayin sayisi, MALDI-TOF'un bu uygulamasinin
giderek yayginlastigini gostermektedir (38, 39).
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GEREC VE YONTEM

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi  Mikrobiyoloji  laboratuvarindaki  klinik ~ 6rneklerden  2016-2021
tarihlerinde izole edilmis 65 adet TDM susu retrospektif olarak calisma
kapsamina alinmistir. izole edilen suslar Saglik Bakanhgi Halk Saghigi Genel
Midirliga Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Daire
Bagkanligi Ulusal Tuberkluloz Referans Laboratuvarinda (Line Probe Assay
(LIPA) yontemi) GenoType Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) ve
GenoType Mycobacterium AS (Additional Species), (Hain Lifescience,
Almanya) kiti ile tanimlanmis, MALDI-TOF’'un bu yonteme goére avantaj ve

dezavantajlarinin belirlenmesi planlanmistir.
« TDM’lerin pasajlanmasi

» Mikrobanklarda -20°C de saklanmis olan 65 izolatdan 45 tanesi
bulunmus Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) besiyerine 2-3
boncuk ilavesi ile canlandiriimak Gzere MGIT960 cihazina yuklenmis
ve takip edilmistir. Pozitif sinyal veren 24 adet tipten mikobakteri

ekstraksiyonu islemine gegilmistir.
» Mikobakteri Ekstraksiyonu (MycoEX) Yontemi

» Biyoguvenlik seviyesi 3 olarak caligiimasi gerekmekte olup bu izolatlar
oncelikle isiyla inaktivasyona tabi tutulmustur. Mikobakterilerin MALDI
Biotyper numunesinin hazirlanmasi i¢in Bruker Daltonik GmbH
tarafindan tavsiye edilen inaktivasyon ve ekstraksiyon prosediru
kullaniimistir (40).

Gerekli Kimyasallar ve Aksesuarlar

» Deiyonize su

« Etanol, mutlak (EtOH)
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Asetonitril (ACN)

%70 [v/v] Formik asit (FA)

Trifloroasetik asit (TFA)

Matrix HCCA

50—1000 pL pipet uclari ve uygun bir pipet
2-200 uL pipet uglari ve uygun bir pipet
0,5-10 pL pipet uglari ve uygun bir pipet
Eppendorf Tupleri 1,5 mL

Tek kullanimlik Pastor pipeti

0,5 mm Zirkonya / Silika boncuklar

MALDI hedef pleyti

Gerekli Laboratuvar Aletleri

Tezgah Ustu santriflj

Vorteks

Isi ile inaktivasyon igin donatim (1s1 bloklar)

a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) ¢ozeltisi hazirlamak igin

250 uL porsiyonlara ayrilmis standart solvent bir Matrix HCCA tupine
pipetlenir. Cozelti berraklasana kadar oda sicakliginda bir vorteks

karistirici kullanilarak HCCA ¢6zaltr.
Sivi besiyeri numuneleri

Biyokltlenin ¢ogu tuplin altinda olmali. Biyokitle stspansiyon
halindeyse, tipln dibine ¢dkene kadar 5 ila 10 dakika beklenmis.
MGIT tupunun dip kismindan 1,2 mL sivi  aspire ederek ve aspire

edilen siviyi bir eppendorf tiptine aktararak biyokutle toplanmigtir. Cok
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az biyokutle gortundyorsa: Tum MGIT kaltird uygun bir santriftj tipine
aktarilmig, kullanilan santrifuj tipu igin izin verilen maksimum hizda 15
dakika santriftjlenmigtir. 1 mL hari¢ tim sUpernatant dikkatlice aspire
edilir pellet kalan besiyeri yeniden sispanse edilir. Stspansiyon bir
eppendorf tiplne aktarilir ve protokole devam edilir. Maksimum hizda
(= 13.000 rpm) 2 dakika santrifijlenmis ve bir pipet kullanilarak
supernatant dikkatlice c¢ikarilmigtir. Pellete 300 pL deiyonize su
eklenmig, 30 dakika kaynatilarak 1s1  ile  inaktivasyon

gerceklestirilmistir.

* Eppendorf tipine 900 pL etanol pipetlenir ve bir vorteks karigtirici
kullanarak karigtirilmis, maksimum hizda (= 13.000 rpm) 2 dakika
santrifijlenmis ve sUpernatant bosaltiimistir. Tekrar santriftijlenmis ve
bir pipet kullanilarak kalan sivi dikkatlice c¢ikariimistir. Pellet oda
sicakhginda kurutulmustur. Eppendorf tipine kiguk bir spatula ucu ile
Zirkonya/Silika boncuklari eklenmigtir. Pellet boyutuna bagli olarak,
eppendorf tiplne 10-50 pL saf asetonitril eklenmistir. Bir vorteks
karistirici  kullanilarak maksimum hizda 1 dakika karistiriimis,
asetonitril hacmine esit hacimde %70 formik asit eklenmis ve bir
vorteks Kkaristirict kullanilarak 5 saniye karistinlmigtir. 2 dakika
maksimum hizda (= 13.000 rpm) santrifijlenmistir. MALDI-TOF hedef
pleytine 1 pyL stpernatant yerlestiriimis ve oda sicakhiginda kurumaya
birakilmistir. Numune kuyucugu kuruduktan hemen sonra, kuyucuga 1
uL  matriks eklenmigtir. Matriks kuruduktan sonra MALDI-TOF
cihazinda okutma gercgeklestirilerek kutliphanesinde eslesen
Mikobakteri tur ve MALDI-TOF skoru kaydedilmistir. MBT
Mycobacteria Library version 7.0 veritabani kullaniimigtir.

Her izolat MALDI-TOF pleytinin 3 kuyucuguna suriimus ve skoru en
yiiksek olan sonuclar dikkate alinmistir. izolatlar skorlarina gére 4 farkli
gruba ayrilmistir: <1.6; 1,6-1,8 arasinda olanlar, 1,8-2,0 arasinda olanlar ve

>2,0 olanlar. >1,6 skorlar guvenilir olarak kabul edilmistir.
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Hastalara ait cinsiyet ornek dagilimlarinda kayit edilmigtir. Calisilan
ornek sayisi yeteri kadar olmadigi icin herhangi bir istatistiksel analiz

yapilamamistir.
Etik Kurul Onayi
Bu calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 02 Mart 2022 tarih, 2022-5/3 nolu karar ile

onaylanmigtir.
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BULGULAR

Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tibbi  Mikrobiyoloji  laboratuvarindaki  klinik  6rneklerden 2016-2021
tarihlerinde izole edilmis 65 adet TDM susu retrospektif olarak calisma
kapsamina alinmigtir. izole edilen suslar Saglik Bakanhgi Halk Sagligi Genel
Midirligt Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Urlinler Daire
Bagkanligi Ulusal Tuberkluloz Referans Laboratuvarinda (Line Probe Assay
(LIPA) ybntemi) GenoType Mycobacterium CM (Common Mycobacteria) ve
GenoType Mycobacterium AS (Additional Species), (Hain Lifescience,
Almanya) kiti ile tanimlanmistir. MALDI-TOF’un bu yénteme goére avantaj ve
dezavantajlarinin belirlenmesi planlanmistir.

Mikrobanklarda -20°C de saklanmis olan 65 izolatdan 45 tanesi
bulunmus  Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) besiyerine 2-3
boncuk ilavesi ile canlandiriimak Gzere MGIT960 cihazina ylklenmis ve takip
edilmistir. Pozitif sinyal veren 24 adet tlipten mikobakteri ekstraksiyonu
islemine gecilmistir. Bunlardan 4 tanesi mikobakteri diginda farkli bakteri
turleri olarak tanimlandigi i¢in kontaminasyon olarak degerlendirilmis ve
calisma digi birakilmistir. Geriye kalan 20 tane izolat MALDI-TOF MS
yontemi ile yapilan tanimlama sonrasinda referans laboratuvarindan gelen
sonuclarla kargilastirildiginda %100 uyumlu ¢ikmigtir.

GenoType CM/AS yontemi ile M. abscessus complex olarak
tanimlanan 3 izolat, M. abscessus ssp. abscessus olarak tanimlanan 1
izolat, M. fortuitum group olarak tanimlanan 4 izolat, M. fortuitum complex
olarak tanimlanan 1 izolat, sirasiyla MALDI-TOF MS yontemi ile M.
abscessus, ve M. fortuitum olarak tanimlanmistir. Bir izolat GenoType
CM/AS Kkiti ile M. fortuitum group olarak sonuglanmigtir. Bu izolat MALDI-
TOF MS yontemi ile M. fortuitum group Uyesi olan M. farcinogenes olarak

saptanmistir (Tablo 2).

19



Tablo 2: MALDI-TOF MS ve

karsilasgtiriimasi.

GenoType CM/AS sonuglarinin

GenoType CMve AS | MALDI-TOF MS MALDI-
sonuglar sonucu TOF MS
Skoru

M. chelonae M. chelonae 1,82
M. abscessus M. abscessus 1,72
M. abscessus complex | M. abscessus 2,02
M. abscessus complex | M. abscessus 1,65
M. abscessus M. abscessus 1,86
M. chelonae M. chelonae 1,61
M. chelonae M. chelonae 1,78
M. abscessus complex | M. abscessus 1,68
M. chelonae M. chelonae 1,61
M. fortuitum group M. fortuitum 2,05
M. fortuitum group M. fortuitum 2,06
M. fortuitum group M. fortuitum 2,09
M. fortuitum group M. fortuitum 2,20
M. abscessus ssp. | M. abscessus 1,56
abscessus

M. chelonae M. chelonae 1,74
M. fortiutum complex | M. fortiutum 2,23
M. fortiutum M. fortiutum 2,37
M. abscessus M. abscessus 1,68
M. abscessus M. abscessus 1,77
M. fortuitum group M. farcinogenes 1,51
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Her izolat MALDI-TOF pleytinin 3 kuyucuguna surulmus ve skoru en
yiiksek olan sonuglar dikkate alinmistir. izolatlar skorlarina gére 4 farkli
gruba ayrilmistir: <1,6; 1,6-1,8 arasinda olanlar, 1,8-2,0 arasinda olanlar ve
>2,0 olanlar. >1,6 skorlar guvenilir olarak kabul edilmistir. 20 izolatdan ikisi
<1,6 (%10), dokuzu 1,6-1,8 (%45) arasinda, ikisi 1,8-2,0 (%10) arasinda,
yedisi >2,0 (%35) olmustur (Tablo 3).

izolatlarin tir dagihmi M. abscessus (8) %40, M. fortuitum (6) %30,

M. chelonae (5) %25, M. farcinogenes (1) %5 olmustur.

Tablo 3: MALDI-TOF skorlarina gore mikobakteri turleri ve yuzdeleri.

Mikobakteri tirt | YlUzde MALDI- | MALDI- | MALDI- | MALDI-
dagihmi | TOF TOF TOF TOF

skoru skoru skoru skoru
<1,6 1,6-1,8 |1,8-2,0 |>2,0

M. abscessus 8 %40 1 5 1 1

M. fortuitum 6 %30 6

M. chelonae 5 %25 4 1

M. farcinogenes 1 | %5 1

Toplam 20 2 (%10) |9 (%45) | 2 (%10) | 7 (%35)
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Calisma kapsaminda kullanilan suslarin altisi (%30) kadin, on dordu
erkek hastalara (%70) ait olup, 1 hastanin 3 6rnegi olmakla toplam 18
hastadan 20 6rnek kullaniimistir. Orneklerin dagilimi ise; alti (%30) balgam,
bes (%25) brons lavaji, dort (%20) bronkoalveoler lavaj (BAL), iki (%10) aghk
mide suyu (AMS), bir (%5) idrar, bir (%5) plevra sivisi ve bir (%5) beyin
omurilik sivisi (BOS) seklindedir. Laboratuvara gdénderilen klinik drneklerin

dagihmi Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Laboratuvara gonderilen klinik orneklerin dagilimi

Klinik 6rnek taru Ornek sayisi

Balgam

Brons lavaji

BAL

MAS

idrar

BOS

Plevral sivi

NIFRFRPIFRPINPA OO

Toplam
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Orneklerin laboratuvarimizda pozitiflik saptanip TDM olarak klinige
bildirimini takiben ortalama 31 gun sonra klinikten TDM dremesinin tur
dizeyinde tanimlanmasi i¢in Referans Laboratuvarina goénderilmesi talep
edilmistir.  Calismamizda olan o6rneklerin  referans laboratuvarinda
tanimlanma suresi Tablo 5de gosterilmistir. Bu sire MALDI-TOF ile
tanimlama yapildiginda o6rnegin pozitifliginden en ge¢ 1 gun sonra gibi

oldukca kisa bir suredir.

Tablo 5: Orneklerin referans laboratuvarinda tanimlanma siiresi

Ornek no Referans
laboratuvardan
sonuglanma
zamani (Gun)

1 15

2 23

3 18

4 30

5 27

6 6

7 16

8 73

9 29

10 41

11 84

12 31

13 57

14 46

15 15

16 52

17 95

18 15

19 20

20 49

Ortalama 37,1
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TARTISMA VE SONUC

Mikobakterilerin incelenmesine yonelik molekuler yéntemler, tirlerin
tanimlanmasinda buyuk ilerleme saglamig ve yeni tiurlerin tanimlanmasina
olanak sunmustur. Ancak molekller tani teknikleri, maliyetleri ve
karmasikliklari nedeniyle tim laboratuvarlarda mevcut degildir. Cogu
laboratuvarda ticari hibridizasyon yontemleri mevcut olsa da, 150'den fazla
bilinen TDM turd olmasina ragmen, farkli TDM tarlerini tanimlama
kapasiteleri sinirlidir. Mikobakterilerin etken oldugu enfeksiyonlar, 6zellikle
cocuklari, bagisikligi baskilanmigs Kisileri ve kistik fibroz gibi diger patolojileri
olan hastalari etkilerken, TDM'nin neden oldugu enfeksiyonlar hala biyuk bir
sorundur. MALDI-TOF, ozellikle basitligi ve veri tabaninda yer alan 182
mikobakteri tiri g6z onune alindidinda, laboratuvarlara mikobakterilerin
tanimlanmasi i¢in yeni bir teknik olabilir (41). Son yillarda artan TDM
enfeksiyonlari ve uygun antimikrobiyal tedavi igin tlr dizeyinde tanimlama
gerekmektedir.

Costa-Alcalde ve ark. (42) yaptiklari ¢alismada GenoType CM/AS
(Hain, Lifescience, Almanya), MALDI-TOF MS (Bruker) ve referans yontemi
olarak kismi rpoB gen dizilimi kullanmiglar. GenoType ve MALDI-TOF MS ile
referans yontem olan kismi rpoB gen dizileme arasindaki uyum sirasiyla
27143 (%62,8) ve 38/43 (%88,3) olmustur. GenoType CM/AS Kkiti ile dogru
sekilde tanimlanan tim izolatlar, MALDI-TOF MS (27/27) yéntemi ile de ayni
sonucglanmistir. Ancak MALDI-TOF MS, GenoType kiti ile yanhs tanimlanan
izolatlarin %68,75'ini (11/16) dogru olarak tanimlamigtir.

Rindi ve ark. (43) toplam 60 pozitif MGIT sivi besiyeri, Bruker
Biotyper sistemi ile Mycobacteria Library v. 2.0 (Bruker Daltonics GmbH &
Co. KG. Bremen, Almanya) ile incelemis, sonuclari, GenoType
Mycobacterium CM/AS/NTM-DR ile elde edilenlerle karsilastirmiglar. Tum
numuneler, MALDI-TOF MS ve test edilen tim mikobakteriler icin molekuler
test ile uyumlu bir sekilde tanimlanmistir. Klinik numunelerden elde edilen
TDM icin elli yedi (%95) MGIT pozitif kiltirin MALDI-TOF MS analiz skoru =
1,8 olmustur. Az sayida sus ve sinirli gesitlilikte mikobakteriyel tur analiz
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edilmig olsa da, sonug¢lar MALDI-TOF MS'nin mikobakteriyel turleri dogrudan
birincil sivi kultirden tanimlamak igin umut verici bir rutin tani yontemi olarak
goOstermigdir.

Ispanya’dan bir calismada, Mediavilla-Gradolph ve ark. (41)
toplamda 66 TDM 6rnegi kullanmis ve bu orneklerin 65'inde (%98,5) skorun
>1,6 ile >2,0 arasinda tanimlandigini ve bir 06rnegin (%1,5) ise
tanimlanamadigini (M. duvalii) bildirmislerdir. Esas olarak solunum yolu
ornegi olmakla birlikte farkli tipte klinik orneklerden toplam 66 izolat (66
hastadan) analiz edilmis. Burada klinik 6rneklerden TDM'nin tanimlanmasi
icin  MALDI-TOF ve GenoType Mycobacterium CM/AS sonuglarini
karsilagtirmiglar. Calisilan 66 TDM'nin 65'inde MALDI-TOF ve 64'Unde
GenoType ile sonug¢ almiglar. MALDI-TOF MS, 65 (% 98,5) izolat igin kabul
edilebilir guvenli skorlar olusturmus ve yontemin mikobakteri turlerinin
tanimlanmasi igin dogru, hizli ve uygun maliyetli oldugu bildirilmistir.

Bizim galismamizda da 2 ydntem arasindaki uyum bu c¢alismaya
yakin olmustur. iki calisma arasindaki en énemli fark kullanilan besiyerleridir.
MALDI-TOF MS ile tanimlama c¢alismamizda MGIT besiyerinden bu
calismada Lowenstein-Jensen besiyerinden yapiimistir.

Geng ve ark. (44) bu calismada; retrospektif olarak klinik drneklerden
izole edilmis ve TDM oldugu belirlenen suslarin tanimlanmasi MALDI-TOF
MS, GenoType Mycobacterium CM/AS ve altin standart olarak kabul edilen
hsp65-PRA yontemleri ile yapiimistir. MALDI-TOF MS yodntemi ve hsp65-
PRA ile tanimlama sonuglari kargilastirildiklarinda; 92 susun (%92; 92/100)
sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu, sekiz susun (%8; 8/100) altisinin
MALDI-TOF MS ydntemi ile farkh tanimlandigi, birinin TDM olarak, birinin ise
tanimlanamadigi saptanmistir.

Rodriguez-Sanchez ve ark. (45), yaptigi calismada, 125 TDM
izolatinin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS ve GenoType CM/AS
yontemlerini karsilastirmiglar. Referans yontem olarak 16S rRNA/hsp65
dizilimi ile tanimlama kullaniimistir. Referans yodntemle MALDI-TOF ve
GenoType CM/AS arasindaki uyum sirasiyla %94,4 ve %84,0 olmustur. 17
vakada (%13,6), GenoType ve MALDI-TOF tarafindan saglanan sonuglar
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uyumsuz olmus; ancak, referans yontemi 16/17 vakada MALDI-TOF ile
uyumlu sonuglanmistir.

Bizim ¢aligsmamizda GenoType ve MALDI-TOF yontemleri arasindaki
uyum 20/20 (%100) olmustur.

Marekovic ve ark. (46) Zagreb Universite Hastanesinde 25 adet TDM
izolati ile yaptiklari calismada MALDI-TOF %380'ini (20/25) dogru
tanimlamigtir. Guvenilir MALDI-TOF MS tanimlamasi olmayan bes izolat,
Mycobacterium avium-intracellulare kompleksine ait olmustur. MALDI-TOF
MS ile basarili bir sekilde tanimlanan TDM izolatlarinin ytzde yetmisi (14/20)
2,0'dan yuksek bir skora sahip olmustur.

Bizim ¢calismamizda 20 adet TDM izolatindan MALDI-TOF %100'Unu
dogru tanimlamigtir. Bunlardan 7 izolat (%35) >2,0 skorla identifiye edilmistir.

Toney ve ark. (47) Bruker Biotyper matris yardimli lazer desorpsiyon
iyonizasyon ugus suresi kutle spektrometresi (MALDI-TOF MS) platformu, ile
314 tlberkiloz digi mikobakteriyi (TDM) dogru bir sekilde tanimlama
yetenegi acisindan degerlendirmisler. TDM izolatlarinin protein ekstraksiyonu
icin Bruker boncuk atma prosedurinun optimize edilmis bir versiyonu, daha
az siklikla karsilasilan turler de dahil olmak Uzere tim TDM izolatlar icin
yuksek kaliteli spektrum saglamak amaciyla kullaniimistir. TDM spektrumlari,
Bruker'in yalnizca arastirma amacli kullanimi olan Mycobacteria Library v6.0
ve MicrobeNet veri tabani ile desteklenerek analiz edilmistir. MALDI-TOF
tarafindan TDM tanimlamasinin dogrulugu %94 (296/314) olmustur. Hizli
ureyen mikobakteriler icin tanimlama dogrulugu %99 (182/183) ile yavas
ureyen mikobakteriler icin olan %87'den (114/131) daha yUksek olmustur.
Genel olarak, bu ¢alismanin sonuglari, TDM'nin tanimlanmasi ig¢in dogru ve
guvenilir bir yontem olarak Bruker'in MALDI-TOF platformunu desteklemistir.

Bu calismayla bizim calismamizi kargilastirdikta izolat sayilarinda
blylk fark olmasina ragmen hizli blylyen mikobakteriler i¢cin tanimlama
dogrulugu uyumlu olmustur. Calismamizda %100 bu calismada %99 dogru
tanimlanmisgtir.

Pastrone ve ark. (48) 7H11 agar ve MGIT besiyerlerinde Uretilen elli

TDM izolatini galigmaya dahil etmisler. LPA sonuclarini referans olarak
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kullanarak TDM tanimlamasi icin yeni tanitilan MBT Mikobakteri kitini (MBT)
ve MycoEx hazirlama protokolint (Bruker Daltonics, Almanya)
degerlendirmigler. Bruker MicroFlex® LT MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics)
kullanilarak her iki protokol ile analiz edilmistir. MBT ve MyCoex, vakalarin
siraslyla %97,0 ve %95,0'de tanimlama sonuglari saglamistir. Her iki
protokolde, saglanan sonuglar %100 LPA ile uyumlu olmustur. Sonuglar,
MALDI-TOF MS'in hasta sonucu igin potansiyel etkileri ile zamaninda ve
maliyet tasarrufu saglayan TDM tanimlamasi igin buyuk bir avantaj
saglayabilecegini dusundurmustar.

Rodriguez-Temporal ve ark. (49) sivi besiyerinden toplam 693 klinik
izolat ve kati besiyerinden 760 Kklinik izolati analiz etmis ve 67 farkh
tuberkuloz disi mikobakteri (TDM) tlru g¢alismaya dahil etmistir. MALDI-TOF
MS ile sivi besiyerinden 558 (%80,5) izolat ve kati besiyerinden 712 (%93,7)
izolat tanimlanmigs ve skoru 21,60 olmustur. Bunlar arasinda sivi
besiyerinden dort (%0,7) ve kati besiyerinden dort (%0,5) izolat yanlis
tanimlanmigtir. Tur gesitliligi ile ilgili olarak, MALDI-TOF MS 64 (%95,5) farkl
tirG  basariyla  tanimlarken, PCR-ters hibridizasyon (GenoType
Mycobacterium CM ve AS kiti) 24 (%35,8) farkh tar tanimlamistir. 22,0
MALDI-TOF MS skoru ile tim izolatlar dogru sekilde tanimlanmis. 1,60 ila
1,99 araligindaki skorlarla, Mycobacterium angelicum, M. parascrofulaceum,
M. peregrinum, M. porcinum ve M. gastri, disinda ¢ogu izolat dogru sekilde
tanimlanmis. Sonug¢ olarak, MALDI-TOF MS’in, ¢ok cesitli TDM tlrlerinin
tanimlanmasi igin yararli bir yontem oldugu dusunulmastar. 1,60'lik bir puan
degeri, test edilen izolatlarin neredeyse tamaminin tanimlanmasi icin faydal
olmus; sadece birkag tlr, gecerli bir kesin tanimlama elde etmek i¢in daha
yuksek bir puan (22,0) gerektirmistir.

Bizim calismamizda 21,60 tanimlanan izolat sayisi 18 (%90)
olmustur.

Kodana ve ark. (50) yaptiklari ¢calismada 75 adet klinik TDM izolatini
PZR, DNA-DNA hibridizasyon (DDH) ve MALDI-TOF MS yontemleri
kullanarak analiz etmis ve MALDI-TOF MS ydnteminin sonuclari digerleriyle
kargilagtinlmistir.  Yetmis bes izolattan 71'inde (%94,5) tur duzeyinde
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tanimlama uyumlu olmustur. Mevcut bulgular, nadir bakteri turleri igin
tanimlamanin bazen mamkuan olmadigini, ancak ¢cogu durumda MALDI-TOF
MS yontemiyle tanimlama sonuglarinin PZR ve DDH yontemlerinin
sonuglariyla yuksek bir uyum oranina sahip oldugunu gostermektedir.

Rodriguez-Sanchez ve ark. (51) matris yardimli lazer desorpsiyon
lyonizasyonu—ugus siuresi  kutle  spektrometresi (MALDI-TOF MS),
Mycobacteria Library v2.0 kullanarak tuberklloz disi mikobakterileri hizli bir
sekilde belirleme yetenegini gostermistir. Bununla birlikte, bazi tarlerin bu veri
tabanini kullanarak guvenilir bir sekilde tanimlanmasi 6zellikle zordur ve
dusuk skor saglar. Bu calismada, guncellenmis Mycobacteria Library (v3.0)
tanimlama glcu degerlendiriimistir. Genel olarak, 109 NTM izolati her iki
veritabaniyla analiz edilmis. Yiksek guvenilirlikli 21,8 tanimlama
Mycobacteria Library (v3.0) ile %91,7, Mycobacteria Library v2.0 ile %83,5
olmustur.

Bizim ¢alismamizda da 9 tane izolat (%45) yuksek guvenilirlikli 21,8
olarak tanimlanmistir.

Sonu¢ olarak, MALDI-TOF MS yoénteminin TDM’lerin dogru, hizli,
ucuz ve kolay olarak tanimlanmasinda etkili bir teknik oldugu belirlenmigtir.
Bununla birlikte bu yontem, bakteri kontaminasyonu veya birden fazla
mikobakteri tirindn varliginda ya da veritabaninin kisitl olmasi durumunda
yetersiz kalabilmektedir. Sonuglarin klinik uygulamalarla validasyonunun
saglanmasi igin daha fazla galismaya ihtiya¢g duyuldugu dusundlmuastar.
Calismamizda planlanan izolat sayisina ulasilamayarak 20 izolat tGzerinden
calismayi sonuglandirmamiz elde edilen sonuglarin glicini azaltici bir faktor

olmustur.
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