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TUBERKULOZ DISI MiKOBAKTERI iZOLATLARININ TANIMLANMASINDA
INNO-LiPA MYCOBACTERIA, INNO-LiPA MYCOBACTERIAv2 VE hsp65
DiZi ANALIZININ KARSILASTIRILMASI

EVALUATION OF INNO-LIiPA MYCOBACTERIA, INNO-LIPA MYCOBACTERIAv2
AND hsp65 SEQUENCING FOR IDENTIFICATION OF THE CLINICAL
NONTUBERCULOUS MYCOBACTERIAL ISOLATES

Cengiz CAVUSOGLU*, Ajda TURHANY, Yusuf Engin YAYGIN*
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OZET: Bu calismada, klinik drneklerden elde edilen 29 adet mikobakteri
izolatinin tanimlanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ters hibridizasyon
temelli INNO-LiPA Mycobacteria ve INNO-LIPA Mycobacteria v2 (Innogenetics,
Ghent, Belgium) testleri ile hsp65 geninin parsiyel dizi analizinin performanslari
deg@erlendirilmistir. Calismada saptanan yeni ve 6zgin hsp65 gen dizileri
AY379074, AY379077, AY379075 ve AY553874 kabul numaralar ile EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) gen bankasinda saklanmistir. BUtin
mikobakteri izolatlarn her iki LiPA testinde de cins dlzeyinde saptanmig, ayrica,
LiPA Mycobacteria v2 ile bu ¢alismada deg@erlendirilen 9 farkli mikobakteri
tarinden 8’i (M.kansasii, M.gordonae, M.avium, M.intracellulare, M.chelonae,
M.abscessus, M.fortuitum ve M.peregrinum) tir dizeyinde tanimlanmigtir.16S-
23S rBRNA ITS bodlgesini hedef alan LiPA testlerinden elde edilen tanimlama
sonuglari ile hsp65 genine yénelik DNA dizi analizi sonuglari arasinda bir uyum
oldugu gérilmastir. LiPA Mycobacteria v2 ile batiin mikobakteri tirlerinin
tanimlanamamasina karsin, bu testin DNA dizi analizinin yapilamadigi klinik
laboratuvarlarda rutin galismalarda yararll olacagl sonucuna varilmistir.

Anahtar sézctikler: Tliberkiiloz digi mikobakteri, INNO-LiPA Mycobacteria,
INNO-LiPA Mycobacteria v2, hsp65 geni, DNA dizi analizi.

ABSTRACT: In this study, polymerase chain reaction (PCR) reverse
hybridization based line probe assays, INNO-LIPA Mycobacteria and
INNO-LIPA Mycobacteria v2 (Innogenetics, Ghent, Belgium) and partial
sequencing of hsp65 gene were evaluated for the identification of 29
clinical mycobacterial isolates. Unique hsp65 sequences identified during
the study were deposited in EMBL (European Molecular Biology Laboratory)
under accession numbers AY379074, AY379077, AY379075 and AY553874.
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All mycobacterial isolates were identified at the genus level on both LiPA
assays, whereas 8 of 9 different known mycobacteria species (M.kansasi,
M.gordonae, M.avium, M.intracellulare, M.chelonae, M.abscessus, M.fortuitum
and M.peregrinum) were identified at species level with LiPA Mycobacteria
v2. A clear correlation was found between the results of identifications
obtained by the both LiPA assays, which targeted the 16S-23S rRNA ITS
region, and DNA sequencing, which targeted the hsp65 gene. In conclusion,
although LiPA Mycobacteria v2 could not identify all mycobacteria species,
it may be especially useful for routine work in clinical laboratories, which
are not capable of carrying out DNA sequencing.

Key words: Non-tuberculous mycobacteria, INNO-LIPA Mycobacteria, INNO-
LiPA Mycobacteria v2, hsp65 gene, DNA sequencing.

GIiRIS

GUnUumuzde Mycobacterium cinsi iginde, Mycobacterium tuberculosis
kompleks Uyeleri ile 70’den fazla tUberkuloz digi mikobakteri (TDM) tard
bulunmaktadir'. Mikobakterilerin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasi, hem
bulagsma icin 6nlem alinmasi gerekip gerekmedigine karar vermek, hem de
uygun tedavi secimlerini belirlemek icin gereklidir?. Tur tanimlamasinda kullanilan
geleneksel yontemler ve fenotipik testler zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica
gogu kez klinik laboratuvarlarin kapasitesini asan 6zel testler gerektirir. Bu
nedenle mikobakterilerin hizli ve dogru tanimlanmasini saglayacak molekuler
yontemlerin gelistirimesi icin caba harcanmaktadir. Son yillarda mikobakterilerin
tanimlanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-restriksiyon fragman uzunlugu
polimorfizmi analizi, rRNA hibridizasyon deneyi, PCR-ters hibridizasyon deneyi ve
hsp65, 16S rRNA, 16S-23S rRNA ITS ve rpoB’ yi kodlayan hedef genlerin PCR
temelli dizi analizi gibi cesitli molekuler yontemler gelistiriimistir®®.

Bu calismada klinik drneklerden elde edilen mikobakteri turlerinin
tanimlanmasinda INNO-LiPA Mycobacteria, INNO-LiPA Mycobacteria v2
(Innogenetics NV, Ghent, Belgium) ve hsp65 geninin parsiyel dizi analizinin
duyarliliklarinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Mikobakteri Izolatlan: Calismada 1997-2004 yillan arasinda Ege Universitesi

Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikobakteriyoloji
Laboratuvari’nda 29 farkli hastadan elde edilen 29 adet TDM izolat degerlendirildi.
Calismaya alinan izolatlar daha 6nce Accu-Probe rRNA hibridizasyon deneyi
(Gen-Probe Inc, San Diego, CA) ya da uUreme hizi ve pigment olusturma gibi

fenotipik siniflandirma yéntemleri ile tanimlandy®.

LiPA Testleri: INNO-LiPA Mycobacteria ve INNO-LIPA Mycobacteria v2 Uretici
firmanin dnerilerine gore kullanildi. Ozetle, her iki protokolde de hedef genler
biotin ile isaretli 6zgul primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edildi, olusan biotinli
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amplikonlar nitrosellloz serit Uzerinde bulunan tire 6zgu oligontkleotit problarla
hibridize edildi ve DNA/DNA hibritleri enzim ve kromojenik substratla gérindr hale
getirildi. Elde edilen bant paternleri kitle birlikte saglanan kartla degerlendirilerek
tar tanimlamasi yapildi.

DNA Dizi Analizi: Kulturde Ureyen mikobakterilerden elde edilen genomik
DNA'nin hsp65 geninin 441 baz ciftli bolgesi TB11 (5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-
3) ve TB12 (5'-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’) primerleri kullanilarak amplifiye
edildi’®. Daha sonra ayni primerler kullanilarak PCR Urtnlerinin DNA dizileri
olusturuldu. DNA dizi analizi otomatize Applied Biosystems 310 DNA sekans cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ile yapildi. Degerlendirme icin elde edilen
diziler BLAST programi kullanilarak GenBank’daki referans dizilerle karsilastiridi.

Nikleotit Dizisi Kabul Numaralar: Calismada saptanan yeni diziler AY379072,
AY379073, AY379074, AY379075, AY379076, AY379077, AY536637 ve AY553874 kabul
numaralar ile EMBL (European Molecular Biology Laboratory) kayitlarinda saklandi.

BULGULAR

Calismaya alinan 29 mikobakteri izolatinin tumu her iki INNO-LiPA testinde de
Mycobacterium cinsine ait problar ile hibridize olmustur. Yirmi dokuz mikobakteri
izolatinin 15’ her iki INNO-LiPA testiyle de tlr duzeyinde tanimlanirken, 8 izolat
yalniz INNO-LIPA Mycobacteria v2 ile tur dizeyinde tanimlanabilmistir. Kalan 6 izolat
ise her iki INNO-LIPA testiyle de tur duzeyinde tanimlanamamistir (Tablo ).

Yirmi dokuz izolatin 25'i hsp65 dizi analizi ile tUr dlzeyinde tanimlanmistir
(Tablo I). Dizi analizi ile 6zgul bir tar olarak belirlenen herbir mikobakteri, o tarin
standart susu ile en az %99 dizi homolojisi gostermistir. Dort mikobakteri izolatinin
ise (izolat 1, izolat 2, izolat 3 ve izolat 4) hsp65 geninin dizi analizinde elde edilen
diziler daha énce bildiriimemis 6zgun dizilerdir; dolayisiyla bu izolatlar hsp65 geni
dizi analizi ile tir dizeyinde tanimlanamamiglardir. izolat 1'in (AY379074) belli
bir mikobakteri susu ile %95.3'den daha fazla bir dizi homolojisi gdstermedigi
belirlenmis, buna karsin, izolat 2 (AY379077), izolat 3 (AY379075) ve izolat 4
(AY553874)'in Mycobacterium sp. variant MS430, Mycobacterium lentiflavumn ve
Mycobacterium triplex ile sirasiyla %99, %99.8 ve %98.6 oranlarinda dizi benzerlikleri
gbsterdigi saptanmistir.

Tablo I: Mikobakteri izolatlarinin LiPA M_ycobacteria, LiPA Mycobacteria v2 ve
hsp65 Dizi Analizi lle Tanimlanmasi

hsp65 LiPA-Mycobacteria v2 LiPA-Mycobacteria
izolat Takson* Hibridize olan prob(lar) Hibridize olan prob(lar)

, CSP TSP CSP TSP
lzolat 1 Mycobacterium sp. - -

zolat 2 Mycobacterium sp.
Izolat 3 Mycobacterium sp.
Izolat 4  Mycobacterium sp.

MM-1

MM-2 M. mucogenicum

4+ ++++
4+ o+t
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Tablo |: Mikobakteri izolatlarinin LiPA Mycobacteria, LIiPA Mycobacteria v2 ve
hsp65 Dizi Analizi lle Tanimlanmasi (Devami)

hsp65 LiPA-Mycobacteria v2 LiPA-Mycobacteria
izolat Takson* Hibridize olan prob(lar) Hibridize olan prob(lar)
MF-1 + MFO + -
MF-2 . + MFO + -
MF_3 M. fortuitum + MEO N _
MF-4 + MFO + -
MP-1 + MFO + -
MP-2 . + MFO + -
MP—3 M. peregrinum " MFO n B
MP—4 + MFO + -
MC-1 + MCH-1 + MCH-1
MC-2 M. chelonae + MCH-1 + MCH-1
MA-1 + MCH-1, MCH-2 4+ MCH-1, MCH-2
MA-2 M. abscessus + MCH-1, MCH-2 4+ MCH-1, MCH-2
MA-3 + MCH-1, MCH-2 4+ MCH-1, MCH-2
MI-1 + MAIS, MIN-1 + MAIS
MI-2 . + MAIS, MIN-1 + MAIS
MI-3 M. intracellulare —— yAIS MINAT £ MAIS, MIN
MI-4 + MAIS, MIN-2 + MAIS, MIN
MV-1 + MAIS, MAV + MAIS, MAV
MV-2 M. avium + MAIS, MAV + MAIS, MAV
MV-3 + MAIS, MAV + MAIS, MAV
MG-1 + MGO + MGO
MG-2 M.gordonae + MGO + MGO
MK-1 M.kansasii + MKA-1 + MKA-1

* Suslar hsp65 dizi analizi ile tanimlandi. CSP: Cinse 6zgul prob, TSP: Ture 6zgul prob.

TARTISMA

Bu calismada hsp65 geninin parsiyel DNA dizi analizi yapilan izolat 1 higbir
mikobakteri tUrd ile %95.3'den daha fazla bir dizi homolojisi gdstermezken, izolat 2 yeni
tanmlanmakta olan Mycobacteriumn sp. variant MS430 ile %99 dizi benzerligi gostermistir.
Ayrica izolat 3 ile M.lentiflavum arasinda %99.8 ve izolat 4 ile M.triplex arasinda %98.6
oraninda dizi homolojisi saptanmistir. Ozglin nikleotit dizileri saptanan bu dért izolatin
yeni mikobakteri tUrleri ya da bilinen tUrlerin yeni sekovarlar (sequovar=sequence
variant) olabilecegi distunulmustir. Buna karsin bu izolatlarin biyokimyasal testlerle
tanimlanmasi yapilamamistir. S6zU edilen izolatlarin LiPA Mycobacteria ve LiPA
Mycobacteria v2 testleriyle de tlr duzeyinde tanimlamasi mdmkdn olamarmigtir.

Calismamizda, dort M.fortuitum, doért M.peregrinum, U¢ M.abscessus, iki
M.chelonae ve iki M.mucogenicum izolatindan olusan toplam 15 hizli Greyen
mikobakteri (HUM) izolati hsp65 geninin parsiyel dizi analizi ile tanimlanmistir.
Dizi analizi ile bitin HUM tirleri birbirinden kolayca ayrilmis ve M.fortuitum,
M.mucogenicum ve M.chelonae izolatlarinda tur ici allelik gesitlilik saptanmamistir.
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Yapilan bazi calismalarda, M.fortuitum hsp65 geninde bir élctde tar ici allelik gesitlilik
bildirilmektedir®''. Caligmamizda incelenen M.fortuitum izolatlarinin hsp65 geni dizisi
AF071133 susu ile ayni bulunmustur. M. peregrinum izolatlari arasinda ise hsp65
geninde yalniz Ug nukleotitte farklilik saptanmistir. M.fortuitum ve M.peregrinum'un,
HUM tarleri icinde en ylksek oranda dizi benzerligi gosteren iki tir oldugu
belirlenmistir. M.fortuitum ve M.peregrinum’un hsp65 dizileri arasinda yaklagik 10
nUkleotitte farklilk olmasina karsin, nikleotit degisikliklerinin kodonlarda aminoasit
degisikligine yol agmadigi izlenmistir (Sekil 1). Bu galismadaki dort M.fortuitum ve
dort M.peregrinum izolati, LIPA-Mycobacteria v2 ile M.fortuitum-peregrinum kompleksi
olarak tanimlanirken, LiPA- Mycobacteria ile tUr dizeyinde tanimlanamamiglardir.

M.mucogenicum, M.abscessus ve M.chelonae’'nin hsp65 geni dizileri ile
M.fortuitum’unki arasinda sirasiyla 19, 22 ve 29 bazda farkliik mevcuttur. Buna
karsin, M.fortuitum ile M.abscessus, M.mucogenicum ve M.chelonae arasindaki
aminoasit farkliigr da oldukca sinirli bulunmustur. Calismamizda da, Ringuet ve
arkadaslarinin® galismasi ile uyumlu olarak, M.abscessus ve M.chelonae izolatlarinda
52. kodon pozisyonunda bu turler igin 6zgul oldugu belirtilen AAG dizisi saptanmigtir
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Sekil 1. Mycobacterium chelonae, M.abscessus, M.fortuitum, M.peregrinum, M.mucogenicum
izolatlar (A) ile M.avium ve M.intracellulare izolatlarinin (B) hsp65 geni DNA dizileri
(441 nikleotit ve 147 kodon). Bltiin mikobakterilerde ortak olarak bulunan nikleotitler
gOsterilmemistir. M.fortuitum AF071133 (A) ve M.intracellulare AF547848 (B) suslarinin hsp65
geni dizileri kutu icine alinmistir. Kutunun altindaki ve Ustiindeki panellerde izolatlardaki
nukleotit degisikligi saptanan kodonlar goésterilmistir. *Butin MFO izolatlar ile MIN-4 susunun
hsp65 gen dizisi sirasiyla AF071133 ve AF547848 suslariyla aynidir.
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(Sekil 1). Bu galismadaki M. mucogenicum izolatlar, M.mucogenicum AJ307637
susu ile ayni hsp65 geni dizisine sahiptir. Iki M.mucogenicum izolati her iki LiPA
testi ile de tUr duzeyinde tanimlanamamistir.

On il agkin bir streden beri M.abscessus ve M.chelonae ayr turler olarak
bilinmelerine karsin, bircok klinik laboratuvar bu tdrleri ayramamakta ya da yanlis
tanimlamaktadir'?. Ayrica Ringuet ve arkadaslarinin® da bildirdigi gibi, M.abscessus
ve M.chelonae’nin hsp65 dizileri ile ilgili olarak bazi veri hatalar bulunmaktadir.
Ornegin; nikleotit veri tabanlarinda M.chelonae olarak tanimlanan bazi suslarin
M.abscessus ATCC199777 ile aralarinda 0-6 baz farki varken, M.chelonae
ATCC35752" ile 30-32 baz farki oldugu saptanmistir®. M.abscessus ATCC199777
ve M.chelonae ATCC35752" ile karsilastirildiklarinda, bu calismada degerlendirilen
(ig izolat M.abscessus, iki izolat ise M.chelonae olarak tanimlanmistir. Onceki
calismalarla® 41 yyumlu olarak U¢ M.abscessus izolati her iki LiPA testinde de
MHC-1 ve MHC-2 problari ile hibridize olurken iki M.chelonae izolati her iki testin
seridinde de yer alan MCH-1 probu ile olumlu sinyal vermigtir.

Calismamizda degerlendirilen HUM izolatlarinin hsp65 geninin 441 baz
cift (bg)'lik pargasinda nukleotit farkliliklar ¢zellikle 24-59. kodonlar ile 74-111.
kodonlar arasinda sik gérdlmustudr. NUkleotit degisikliklerinin cogu kez ya aminoasit
degisikligine yol acmadigi ya da fonksiyonel olarak ayni aminoasitlerin kodlanmasina
neden oldugu, aminoasit degisikligine yol acan nukleotit degisikliklerinin ise
hemen daima 77. ve 90. kodonlar arasinda oldugu saptanmistir. Sonug olarak
bu bdlgelerin hspb5 geninin ¢cok degisken bolgeleri oldugu sonucuna variimistir.
HUM izolatlarinin hsp65 dizileri Sekil 2a’da gérilmektedir.

Hizli Greyen mikobakteriler normal ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
travma ve cerrahi sonrasi yara enfeksiyonlari, kronik akciger enfeksiyonlari,
yaygin enfeksiyonlar ve kateter enfeksiyonlari olmak Uzere bircok hastaliga neden
olmaktadir'®. Bu calismada da birer M.abscessus (MAB-2) ve M.peregrinum
(MPE-1) susu IL-12 reseptor beta 1 eksikligi bulunan iki gocugun lenf bezi
orneklerinden izole edilmistir. Baska bir calismada da, IL-12 reseptdr beta 1
eksikligi gibi makrofaj aktivasyonu bozukluklari olan hastalarda yaygin mikobakteri
enfeksiyonlar bildirilmistir'’”. Diger klinik HUM izolatlarinda ise mikobakteri
enfeksiyonu kanitlanamamistir.

Calismamizda dort M.intracellulare, U¢ M.avium, iki M.gordonae ve bir
M.kansasii izolati hsp65 geninin parsiyel dizi analizi ile tanimlanmigtir. Degerlendirilen
M.avium izolatlan arasinda allelik gesitlilik saptanmamig, butin M. avium izolatlarinin
hsp65 gen dizileri AF547810 susununki ile ayni bulunmustur. M.intracellulare
izolatlarinin hsp65 geni dizileri arasinda dokuz, M.avium ve M.intracellulare
izolatlarinin arasinda ise 11 nukleotitte farklilik vardir. Buna karsin hicbir nukleotit
degisikligi aminoasit degisikligine yol acmamistir. Nukleotit farkliliklari dzellikle
45-59. kodonlar ile 100-111. kodonlar arasinda siktir. M.avium ve M.intracellulare
izolatlarinin hsp65 dizileri Sekil 1b’de gértlmektedir. Butin M.avium, M.gordonae
ve M.kansasii izolatlar her iki LiPA testi ile dogru olarak tanimlanmistir. Buna
karsin M.intracellulare izolatlarinin tumua LiPA-Mycobacteria v2 ile tur dizeyinde
tanimlanirken, iki izolat LiPA-Mycobacteria testinde yalniz MAIS probu ile sinyal
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vermistir (Sekil 2). Bu bulgu diger arastiricilar tarafindan da bildirilmistir! 8131518,
Calismada degerlendirilen M.intracellulare, M.avium ve M.kansasii suslari kanitlanmis
pulmoner enfeksiyonu olan hastalarin émeklerinden izole edilmislerdir. ilging olarak
bu hastalarnin higbirinde bilinen bir bagisiklik sistemi yetersizligi yoktur.
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Sekil 2: LiPA- Mycobacteria v2 (A) ve LiPA-Mycobacteria (B) sonuglari. Problarin yerleri sagda
gOsterilmistir. Seritler; 1: izolat 1, 2: izolat 2, 3: M.kansasii, 4: M.fortuitum, 5: M.peregrinum,
6 ve 7: M.chelonae, 8: M.abscessus, 9: M.avium, 10 ve 11: M.intracellulare.

DNA dizi analizi mikobakteri turlerinin tanimlanmasinda altin standart haline
gelmistir. Bu yontemle bilinen mikobakteri tdrlerininin tanimlanmasinin yani sira,
bilinen bir tarin yeni sekovarlar ya da yeni tirler de tanimlanabilmektedir. Buna
karsin dizi analizi teknolojisi rutin ¢alismalar i¢in oldukca pahali bir islemdir. Son
yillarda Accu-Probe rRNA hibridizasyon ve LiPA-Mycobacteria testleri klinik olarak
énemli mikobakterilerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullaniimasina ragmen,
bu yontemlerle tanimlanabilen tdr sayisi kisithdir'2. INNO-LIPA Mycobacteria
v2 testinde ise M.tuberculosis, M.kansasii, M.xenopi, M.gordonae, M.avium,
M.intracellulare, M.scrofulaceurn, M.chelonae/M.abscessus, M.genavense, M.simiae,
M.marinum/M.ulcerans, M.celatum, M.malmoense, M.heamophilum, M.fortuitum
ve M.smegmatis gibi klinik olarak 6énemli mikobakteri turlerinin gogu icin 6zgul
problar bulunmaktadir'®. Bu nedenle LiPA- Mycobacteria v2'nin tanimlama
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spektrumu LiPA- Mycobacteria ve Accu-Probe’den daha genistir. Ayrica, LiPA
Mycobacteria v2 testi ile M.intracellulare Min-A,-B,-C ITS sekovarlar MIN-1 probu
ile saptanirken, Mac-A sekovarlari MIN-2 probu ile belirlenmektedir. Buna karsin
LiPA- Mycobacteria’nin M.intracellulare probu ise sadece tanimlanmis Min-A ve
Min-D sekovarlari ile hibridize olmaktadir'®, Diger yandan LiPA- Mycobacteria v2
testinin en énemli eksigi testin M.mucogenicum’u tanimlayamamasidir.

Bu calismada 16S-23S ITS bolgesini hedef alan LiPA testlerinden elde edilen
tanimlama sonuglari ile hsp65 genini hedefleyen DNA dizi analizi sonuglar arasinda
uyum oldugu saptanmistir. LIPA-Mycobacteria v2, bu calismada degerlendirilen batdn
mikobakteri izolatlarini cins duzeyinde ve bilinen dokuz farkl mikobakteri tdrinden
sekizini tur duzeyinde tanimlamistir. LiPA-Mycobacteria v2 ile butin mikobakteri
tarleri tanimlanamamasina karsin, bu testin DNA dizi analizinin yapilamadig klinik
laboratuvarlarda rutin calismalarda yararl olacagi sonucuna varilmigtir,
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