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GİRİŞ:

Mycobacterium tuberculosis kompleks
M. bovis

M. bovis bacille-CalmetteGuérin [BCG]

M. africanum

M. canetti

M. microti

M. pinnipedii 

M. caprae

Mycobacterium leprae

 Tüberküloz dışı mikobakteriler (TDM)



• Klinik:

- Pulmoner enfeksiyonlar

- Lenfadenitler

- Dissemine enfeksiyonlar 

- Lokalize deri ve yumuşak doku enfeksiyonları

- Tendon-kemik-eklem enfeksiyonları 

- Kateter enfeksiyonları 



TDM’ler tiplendirilmeli(mi)

 Etkili tedavi

Klasik tüberküloz ilaçlarına dirençliler

Türler arası antibiyotik duyarlılıkları farklı

Epidemiyolojik veri



AMAÇ:

TDM'lerin tanımlanabilmesi için;

65 kDa’luk ısı şok proteinini kodlayan gen (hsp65)  bölgesine yönelik

* Polimeraz zincir tepkimesi (PZT)-restriksiyon enzim analizi yöntemi (PRA) 

* DNA sekans analizi yöntemleri



GEREÇ ve YÖNTEM: 

Yıl Balgam BL BAL TS Toplam

2004 14 6 - - 20

2005 4 - - - 4

2006 8 5 - - 13

2007 18 13 3 1 35

2008 13 30 3 - 46

2009 3 7 1 1 12

2010 4 12 4 - 20

Toplam 64 73 11 2 150



TDM DNA
25 mM MgCl2

dH2O
10 mM dNTP
10X buffer

Hot start taq DNA polimeraz
Primer 1 (Tb 11): 5' ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’

Primer 2 (Tb 12): 5' CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’

dH2O                                      35,5 μl
MgCl2 (25 mM) 3,0 μl
dNTP 10 mM 1,0 μl
10 X Buffer 5,0 μl
Primer 1 (Tb11) 1,0 μl
Primer 2 (Tb12) 1,0 μl
Hot start taq DNA polimeraz 0,5 μl
Ekstrakte DNA                                             3,0 μl
TOPLAM: 50   μl

95 °C de 5 dakika ön denatürasyon
94°C de 1 dakika|
60°C de 1 dakika|           40 döngü
72˚C de 1 dakika|

72 °C de 10 dakika son uzatma

441bp

250bp

100bp

50bp

M    1     2     3     4      5     6      7     8     9     10   11   12    M   13   14   15   M



BstE II 0,5 μl
5X buffer 2,5 μl
dH2O 12,0 μl
PZT ürünü    10,0 μl
Toplama       25,0 μl

60˚C 1 saat

Hae III 0,5 μl
5X buffer 2,5 μl
dH2O 12,0 μl
PZT ürünü    10,0 μl
Toplama       25,0 μl

37˚C  1 saat

250bp

200bp

150bp

100bp

50bp



http://app.chuv.ch/prasite/index.html

http://app.chuv.ch/prasite/index.html


DNA Sekans Analizi:

PZT ürünleri, saflaştırma ve çift yönlü sekanslama için Kore’ye (Macrogen Inc,

Kore) gönderildi

Sekans işlemi için Tb11 ve Tb12 primerleri kullanıldı

Sonuçlar kromatogram dosyaları şeklinde ve ab1 dosya formatındadır

BioEdit (Biological sequence alignment editor- Ibis Biosciences, Kanada) programı

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-National Library of Medicine, ABD) veri

tabanı





BULGULAR:

PRA Sekans Balgam BL BAL TS Toplam

Mycobacterium abscessus tip 1 Mycobacterium abscessus 26 37 5 1 69

Mycobacterium xenopi tip 1 Mycobacterium xenopi 15 11 - - 26

Mycobacterium fortuitum tip 1, 

Mycobacterium fortuitum s. 

acetamidolyticum tip 1

Mycobacterium fortuitum 7 5 - 1 13

Mycobacterium porcinum tip 1, 

Mycobacterium septicum tip 1, 

Mycobacterium peregrinum tip 2

Mycobacterium peregrinum - 8 5 - 13



PRA Sekans Balgam BL BAL TS Toplam

Mycobacterium intracellulare tip 1, 

Mycobacterium chimaera tip 1

Mycobacterium intracellulare 4 2 - - 6

Mycobacterium simiae tip 5, 

Mycobacterium lentiflavum tip 1, 

Mycobacterium florentinum tip 1

Mycobacterium lentiflavum 1 4 - - 5

Mycobacterium genavense tip 2, 

Mycobacterium simiae tip 1

Mycobacterium simiae 1 3 - - 4

Mycobacterium avium s. avium

tip1,

Mycobacterium avium s. 

paratuberculosis tip 1, 

Mycobacterium avium s. silvaticum

tip 1

Mycobacterium avium 1 2 - - 3

Mycobacterium chelonae tip 1 Mycobacterium chelonae - 1 1 - 2



PRA Sekans Balgam BL BAL TS Toplam

Mycobacterium massiliense tip 1, 

Mycobacterium bolletii tip 1, 

Mycobacterium abscessus tip2

Mycobacterium bolletii 2 - - - 2

Mycobacterium gordonae tip 6 Mycobacterium senegalense 1 - - - 1

Mycobacterium porcinum tip 1, 

Mycobacterium septicum tip 1, 

Mycobacterium peregrinum tip 2

Mycobacterium porcinum 1 - - - 1

Tanımlanmayan Nocardia cyriacigeorgica 3 - - - 3

Tanımlanmayan Nocardia abscessus 2 - - - 2

Toplam 64 73 11 2 150



SONUÇ:

Tüm mikobakteri türlerinde bulunan ve 65 kDa’luk ısı şok proteinini kodlayan gen

(hsp65) bölgesi, PRA ve DNA sekans analizi yöntemiyle TDM’ lerin tür düzeyinde

tanımlanmasını sağlamıştır



 Çalışmaya alınan 150 TDM örneğinin hepsi DNA sekans analizi ile tanımlanmıştır

PRA yöntemiyle 5 izolat tanımlanamamıştır

 İki yöntemin sonuçları karşılaştırıldığında; 144 izolatta aynı, bir izolatta ise farklı

sonuç elde edilmiştir

Mycobacterium gordonae tip 6 /Mycobacterium senegalense



PRA yönteminin dezavantajları;

-benzer büyüklükte bant paternine sahip olan mikobakteri türlerini ayırt

edememesi

-küçük bant paternlerinin, özellikle Hae III ile kesilen bantların

değerlendirilmesinin zor olması



 DNA sekans analizinde TDM izolatlarının;

51 tanesi %100

94 tanesi %99

1 tanesi %98

3 tanesi %97

1 tanesi %95 benzerlik oranıyla tanımlanmıştır



Birbiriyle yakın ilişkili mikobakterilerin tanımlanmasını ve filogenetik ilişkilerinin

çözümlenmesini tek başına sağlayamaması

 GenBank verileri



PRA ve DNA sekans analizinin maliyeti birbirine yakın, 

yaklaşık olarak 20-25 dolardır



 Tüberküloz dışı mikobakterilerin tür düzeyinde tanımlanmasında PRA yöntemine

göre, DNA sekans analizinin kullanılmasının daha uygun ve yeterli olacağı

sonucuna varılmıştır.
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