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PIGMENT OLUSTURAN iKi YENi MiKOBAKTERI iZOLATININ
TANIMLANMASI

CHARACTERIZATION OF TWO NEW PIGMENTED MYCOBACTERIA ISOLATES

Cengiz CAVUSOGLU*, Enrico TORTOLI**

OZET: Bu calismada balgam érneklerinden izole edilen pigment olusturan
iki mikobakteri izolati gesitli biyokimyasal &zellikleri, yuksek performansl likit
kromatografi (HPLC) ile yapilan tim hucre duvar lipid analizleri, hsp65 ve
16S rRNA geni dizi analizleri temel alinarak tanimlanmistir. Mycobacterium sp.
G1368 ve Mycobacterium sp. E498’in hsp65 ve 16S rRNA geni nukleotit dizileri
DDBJ/EMBL/GenBank veri tabanlarinda AY553874, DQ324791 ve AY379074,
DQ324792 kabul numaralari ile saklanmistir. Mycobacterium sp. G1368’in 37°C
ve 42°C’de 7 gun icinde duzgun kenarli, sar pigmentli koloniler olusturdugu,
Ureyi hidrolize ettigi, nitrati indirgedigi, 14 gunlik aril sulfataz, pirazin amidaz,
Istya direncli ve semikantitatif katalaz testlerinin pozitif, Tween 80 hidrolizinin
ise zayif pozitif oldugu, buna karsin Mycobacterium sp. E498’in 37°C’de 9
gln icinde duzgun kenarl, sari pigmentli koloniler olusturdugu, Tween 80’i
hidrolize ettigi, 14 glnlik aril sllfataz, i1siya direngli katalaz testlerinin pozitif,
Ureaz ve nitrat indirgeme testlerinin ise negatif oldugu saptanmistir. Bu bulgular
ve filogenetik agactaki pozisyonlar 6zellikle Mycobacterium sp. G1368’in yeni
bir tir olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar sézciikler: 16S rDNA, hsp65 geni, yiksek performansh likit
kromatografi, DNA dizi analizi, pigment olugturan mikobakteri.

ABSTRACT: Two pigmented mycobacteria isolated from sputum specimens
were described by biochemical tests, whole-cell fatty acid analyses by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and sequencing of 65-kDa heat shock
protein gene and 16S rRNA gene. The hsp65 gene and 16S rRNA gene sequences
of the Mycobacterium sp. G1368 and Mycobacterium sp. E498 were deposited
in DDBJ/EMBL/GenBank under accession numbers AY553874, DQ324791 and
AY379074, DQ324792, respectively. Mycobacterium sp. G1368 grew in about
one week at 37°C and 42°C and produced smooth, yellow colonies. It reduced
tellurite and hydrolyzed urea. Nitrate reduction, aryl sulfatase, pyrazin amidase,
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heat stable catalase and semiquantitative catalase tests were also positive, while
Tween 80 hydrolysis was weakly positive. Mycobacterium sp. E498 grew in about
9 days at 37°C and formed smooth, yellow colonies. It hydrolyzed Tween 80,
possessed aryl sulfatase, pyrazin amidase and heat stable catalase, however,
it did not possess urease and nitrate reductase. These data, in addition to their
position in the phylogenetic tree, strongly support the status of novel species
at least for Mycobacterium sp. G1368.

Key words: 16S rDNA, hsp65 gene, high-performance liquid chromatography,
DNA sequencing, pigmented mycobacteria.

GIiRIS

Bagisik yetmezlikli olgularin sayisindaki artisa ve tani tekniklerindeki gelismelere
bagll olarak her gecen gun daha fazla sayi ve tirde atipik mikobakteri hastalik
etkeni olarak izole edilmektedir. Mikobakteriler geleneksel olarak biyokimyasal
testler veya hucre duvarinin lipid analiziyle tanimlanmaktadir. Ancak tum klinik
mikobakteri izolatlarinin yaklasik %14°0 fenotipik yontemlerle tanimlanamamaktadir.
Son vyillarda, konvansiyonel tanimlama iglemlerinin yerine DNA dizi analizi gibi
molekuler yontemlerin kullanima girmesiyle mikobakterilerin taksonomisinde
onemli ilerlemeler saglanmis, cok sayida yeni mikobakteri tira bulunmus ve yeni
taksonomik gruplar tanimlanmistir. Ribozomal 16S rRNA geni, 16S ve 23S rRNA
genleri arasinda yer alan ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi ile rpoB, hsp65,
recA ve sodA gibi protein kodlayan (housekeeping) genler mikobakterilerin tur
tanimlamasinda kullanilan hedef genlerdir. Mikobakteriyel 16S rRNA geninde tim
mikobakteriler tarafindan paylasilan ortak dizilerin yani sira tire 6zgu degiskenlik
gosteren cok degisken bolgeler de bulunmaktadir. Bu nedenle 16S rRNA geninin
dizi analizi mikobakteri turlerinin tanimlanmasinda basariyla kullaniimaktadir'2.

Bu calismada balgam 0&rneklerinden izole edilen pigment olusturan iki
mikobakteri susu, cesitli biyokimyasal 6zellikleri, yuksek performansl likit
kromatografi (HPLC) ile yapilan tim htcre duvan lipid analizleri, hsp65 ve 16S
rBNA geni dizi analizleri temel alinarak tanimlanmis ve mikobakterilerin taksonomisi
ile ilgili guncel kaynaklar gézden gegirilerek tartisilmistir.

GEREC ve YONTEM

Mikobakteri [zolatlar: Mikobakteri izolatlari 2002 ve 2003 yillarinda Ege
Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikobakteriyoloji
Laboratuvar’nda iki farkli hastanin balgam o6rneginden izole edildi. Kultur icin
Lowenstein-Jensen (LJ) ve MB/BacT (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) besiyerleri
kullanildi. izolatlar INNO-LiPA Mycobacteria v2 (Innogenetics NV, Ghent, Belgium)
testiyle tUr duzeyinde tanimlanamadi.

Biyokimyasal Testler: izolatlarin koloni morfolojileri, (ireme hizlar, pigmentasyon
ve farkli isilarda (26°C, 37°C ve 42°C) treme Ozellikleri LJ besiyerinde degerlendirildi.
Biyokimyasal tanimlama icin aril stlfataz, katalaz (isiya duyarli ve semikantitatif),
nitrat rediktaz, Ureaz, pirazin amidaz ve Tween 80 hidrolizi testleri kullanildi®.
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Antibiyotik Duyarlilik Testleri: llag duyarlilik testleri %10 OADC ilave edilmis
7H10 agarda amikasin, siprofloksasin, Klaritromisin, doksisiklin, imipenem,
trimetoprim-stlfametoksazol seritleri kullanilarak E-test (ABBioDisk, Solna, Sweden)
yontemiyle yapildi.

HPLC Analizi: HPLC analizi italya’da Floransa Careggi Hastanesi Bolge
Mikobakteri Referans Merkezi'nde yapildi. Hicre duvar mikolik asitleri bromofenagil
esterlerine gevrildikten sonra XL Ultrasphere sutunu (Beckman) iceren System Gold
(Beckman, Palo Alto, USA) cihazinda metanol ve metilen klorid* gradienti yardimiyla
analiz edildi. Elde edilen kromatografik paternler http://www.MycobacToscana.
it/page4.htm adresinde HPLC kuitUphanesinde bulunan paternlerle gorsel olarak
karslilastiriid.

DNA Dizi Analizi: Kulttrde Ureyen mikobakterilerden elde edilen genomik
DNA'nin 16S rRNA geni 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (pozisyon 8
ile 28) ile 5’-TGCACACAGGCCACAAGGGA-3’ (pozisyon 1046 ile 1026)
primerleri ve 5'-GTGTGGGTTTCCTTCCTTGG-3’ (pozisyon 830 ile 847) ile 5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' (poziyon 1542 ile 1522) primerleri, hsp65 geninin
441 baz cift (bg)'lik bolgesi ise Tb11 (5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3") ve Th12
(5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3') primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Daha
sonra ayni primerler kullanilarak PCR Urdnlerinin DNA dizileri olusturuldu®®. DNA
dizi analizi otomatize DNA sekans cihazi (Applied Biosystems 310, Foster City,
CA) ile yapildr.

Dizilerin Degerlendiriimesi: Elde edilen diziler BLAST programi kullanilarak
GenBank’daki referans dizilerle karsilastirildi. DNA dizi homolojileri Lasergene 6
(DNAStar, Inc) Editseq ve MegAlign programlar yardimiyla saptandi. Filogenetik

agac MegAlign programinda Clustal W ile olusturuldu.

Nukleotid Dizisi Kabul Numaralari: NUkleotid dizileri DDBJ/EMBL/GenBank
veri tabanlarinda AY379074, AY553874, DQ324791 ve DQ324792 kabul numaralari
ile saklandi.

BULGULAR

Caligilan iki sus iki farkli hastanin balgam 6rneklerinden izole edilmistir. Bes
yasinda bir cocuk hastanin balgam o6rneginden elde edilen izolat E498 yalniz
MB/BacT besiyerinde, 68 yasinda mezoteliomali bir hastanin balgam érneginden
elde edilen izolat G1368 ise yalniz LJ besiyerinde Uremistir. Hastalardan alinan
ikinci balgam 6rneklerinin kultdrlerinde mikobakteri Gremesi olmamistir.

izolatlarin asidorezistan boyanma 6zelligi gosterdigi, hareketsiz, sporsuz ve
kapsulstz oldugu, Mycobacterium sp. G1368'in kokobasil, Mycobacterium sp.
E498’in ise basil yapisinda oldugu belirlenmistir (Sekil 1). Mycobacterium sp.
G1368'in 26°C’de Uremedigi, 37 ve 42°C’'de 7 gln iginde dizgln kenarli, sari
pigmentli koloniler olusturdugu, Ureyi hidrolize ettidi, nitrati indirgedigi, 14 gunlik
aril sUlfataz, pirazin amidaz, i1siya direncli ve semikantitatif katalaz testlerinin
pozitif, Tween 80 hidrolizinin ise zayif pozitif oldugu, buna karsin Mycobacterium
sp. E498'in 26 ve 42°C’'de Uremedigi, 37°C’de 9 gun icinde dizgln kenarli, sari
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pigmentli koloniler olugturdugu, Tween 80'i hidrolize ettidi, 14 gunltk aril sllfataz,
Istlya direngli katalaz testlerinin pozitif, Ureaz ve nitrat indirgeme testlerinin ise
negatif oldugu saptanmistir (Tablo ).

Sekil 1: (A) Mycobacterium sp. E498 ve (B) Mycobacterium sp. G1368’in asidorezistan
boyamalari ve LJ besiyerindeki koloni morfolojileri.

Tablo I: Mycobacterium izolatlannin Fenotipik Ozellikleri

Ureme Isisi Biyokimyasal Testler
) UH ) i ~ ARY ARY
1zolat (gin) 26°C 37°C 42°C PIG URE PYR TWE NIT 3gin 14gin KAT SKAT
G1368 7 - + + SF + + +- o+ + + +
E498 9 - + - S - + + - - + + 4/

UH: Ureme hizi, PIG: Pigmentasyon, URE: Ureaz, PYR: Pirazin amidaz, TWE: Tween 80 hidroliz, NiT: Nitrat rediiktaz,
ARY: Aril sUlfataz, KAT: 68°C katalaz, SKAT: Semikantitatif katalaz, *: 45mm, S: Skotokromojen, F: Fotokromojen.

Mycobacterium sp. G1368 ve Mycobacterium sp. E498’in amikasin,
siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin, imipenem, trimetoprim-sulfametoksazol
icin minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerleri Tablo II'de gdsterilmistir.
Mycobacterium sp. G1368'in birincisi belirgin iki erken kimelenmeyle, Mycobacterium
sp. E498'in ise U¢ ayn kimelenmeyle karakterize tepelerden olusan HPLC paterni
gosterdigi saptanmistir (Sekil 2a, 2b). Calismaya alinan izolatlarin hsp65 geninin
441 b¢'lik kisminin nukleotid dizileri tam olarak elde edilmistir. Buna karsin 1534
b¢'lik 16S rBRNA geninde Mycobacterium sp. G1368'de 1392 bg, Mycobacterium
sp. E498'de ise 1193 bc'lik bélumun ndkleotid dizileri elde edilebilmistir. DNA dizi
homolojileri dikkate alinarak olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 3'de gosterilmistir.

Tablo Il: Mycobacterium izolatlaninin Antibiyotik MiK Degerleri

MIK (ug/ml)
Antibiyotik G1368 E498
Amikasin 0.75 0.125
Siprofloksasin 0.032 0.064
Klaritromisin <0.016 <0.016
Doksisiklin <0.016 <0.016
Imipenem 0.023 0.002

Trimetoprim-sulfametoksazol 0.006 0.002
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A) Mycobacterium sp. G1368.

Sekil 2. (A) Mycobacterium sp. G1368 ve (B) Mycobacterium sp. E498’in
HPLC kromatogramlari.

S0 TS oo

B) Mycobacterium sp. E498.

Sekil 3. Mycobacterium sp. G1368, Mycobacterium sp. E498 ve genetik olarak iligkili
mikobakteri turlerinin 16S rDNA dizileri temel alinarak Clustal W ile olusturulan filogenetik agac.

TARTISMA

Mycobacterium sp. G1368'in 16S rDNA’sinin Mycobacterium duvalii ATCC
43910 ile 1392 be'lik dizide 1375 nukleotid homolojisi gdsterdigi, Mycobacterium
sp. G1368'in en yakin dizi benzerligi gosterdigi 5 turin sirasiyla M.duvali ATCC
43910 (%98.8), M.goodii ATCC 700504 (%98.2), M.flavescens ATCC 14474
(%98.1), M.smegmatis ATCC 19420 (%98), M.phlei ATCC 11758 (%97.8) oldugu
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M. peregrinum ATCC14467 (AF058712)

M. wolinskyi ATCC 700010 (AY4 5708 3)

M. mageritense CIP 104973T (AY457076)

M. goodii ATCC 700504 (AY457079)

M.smegmatis ATCC 19420 (AY457078)

M.lacticola ATCC 9626 (AF480582)
M. moriokaense DSM 44221T (AJ42904 4)
M.sp.E498
M.sp.MCRO 7 (X93033)
M.sp.G1368
M. duvalii ATCC 43910 (U947 45)
M.novocastrense (U96747)
M. flavescens ATCC 14474 (X52932)
M. psychrotolerans WA101T (AJ534 886)
M. petroleophilum ATCC 21497(AF480587)
M.phlei ATCC 11758 (AF480603)
_|_7 M.brumae ATCC 51384 (AF480576)
M. fallax ATCC 35219 (AF480600)

M. pulveris DSM44222T (AJ429046)
M. confluentis DSM44017T (AJ634379)
M.uberculosis H37Rv

2 0
Nucleotide Subs titutions (x100)

3.1

Sekil 3: Mycobacterium sp. G1368, Mycobacterium sp. E498 ve genetik olarak iligkili
mikobakteri turlerinin 16S rDNA dizileri temel alinarak Clustal W ile olusturulan filogenetik agac.

saptanmistir. Filogenetik agacta Mycobacterium sp. G1368’e en yakin pozisyonda
yer alan M.duvalii’'nin ayrica Ureme 1isisi diginda birgok fenotipik 6zelligi de
Mycobacterium sp. G1368'e benzemektedir®. iki tir arasinda cok fazla nukleotid
uyumsuzlugu olmasina karsin ¢ok sayida biyokimyasal 6zelliginin ve HPLC
profilinin benzesmesi nedeniyle G1368'in M.duvalii'min bir varyanti olma olasilidi
ekarte edilememistir. Bu ¢calismada hsp65 geni temel alindiginda Mycobacterium
sp. G1368'nin en yakin iligkili oldugu mikobakteri ttrinun 401 b¢'lik dizide 397
nukleotid homolojisi (%99) ile Mycobacterium sp. variant MS430 oldugu saptanmis,
nukleotid degisikliklerinin konservatif oldugu ve amino asit degisikligine yol acmadigi
belirlenmistir. Yapilan calismalarda hsp65 geninde amino asit degisikligine yol
acmayan nukleotid degisikliklerinin ayni turtn farkl suslar arasinda olabildigi gibi
evrimsel olarak birbirine yakin farkli tirler arasinda da olabilecedi bilinmektedir’.
Buna karsin Mycobacterium sp. variant MS430’un biyokimyasal profili, Greme Isisi
ve 16S rRNA geni dizisi bilgilerine ulasilamadigindan Mycobacterium sp. G1368
ile ayrnmi yapilamamistir®.

Mycobacterium sp. E498'in 16S rDNA’sinin M.moriokaense DSM 44221T ile
1193 b¢'lik dizide 1190 nukleotid homolojisi gosterdigi, Mycobacterium sp. E498'in
en yakin dizi benzerligi gosterdigi 5 trln sirasiyla M.moriokaense DSM 44221T
(%99.7), M.fallax ATCC 35219 (%99.2), M.pulveris DSM 44222T (%99.1), M.brumae
ATCC 51384 (%98.8) ve M.flavescens ATCC 23008 (%98.7) oldugu saptanmistir.
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Bu calismada hsp65 geni temel alindiginda Mycobacterium sp. E498’in en yakin
benzerligi M.novocastrense CIP 105546 (%95.2) ve M.moriokaense CIP 105393
(%94.6) ile gosterdigi ve 424 bg'lik dizide amino asit degisikligine yol acan
siraslyla 20 ve 23 nUkleotidin farkli oldugu saptanmistir. Mycobacterium sp. E498’in
biyokimyasal profilinin, treme 0¢zelliklerinin ve HPLC paterninin M.moriokaense,
M.fallax, M.pulveris ve M.novocastrense gibi genetik olarak yakin turlerden farkli
oldugu belirlenmistir'®'3,

GunUimuzde 16S rDNA dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonu ve protein
kodlayan (housekeeping) genlerin dizi analizi yeni bir tar tanimlanirken kullanilan
molekuler kriterlerdir. Butin yeni tdr tanimlamalar yaklasik olarak tam bir 16S
rDNA dizisi (1300-1500 nikleotit, <%0.5-1 belirsiz dizi) icermelidir. 16S rDNA dizi
analizi ile birlikte RNA polimeraz enziminin beta alt Unitesini kodlayan rpoB geni
(4000-4500 bg, <%1 belirsiz dizi) gibi protein kodlayan bir genin dizi analizinin
yapillmasiyla daha guvenilir sonuclar alinmaktadir. DNA-DNA hibridizasyonu ile
ayni tUr icinde DNA iliskisinin en az %70, farkliigin ise %5’in altinda olmasi
istenmektedir. Buna karsin DNA-DNA hibridizasyonu her gecen gun daha az
kullaniimaktadir2™. Yeni bir tGrin tanimlanabilmesi i¢in gerekli olan 16S rRNA
geni dizisindeki farkliiginin orani konusunda tam bir gorus birligi yoktur. Drancourt
ve arkadaslar?, 16S rRNA genleri arasindaki dizi benzerligi %97'den daha az
olan iki bakteri izolatinin farkli tirlere ait olmasi gerektigini, ancak aralarindaki dizi
benzerligi %3'den daha az olan iki bakterinin ise kesin olarak ayni tir oldugu
anlamina gelmedigini belirtmektedir. Bununla birlikte farkli tdrler arasinda olmasi
gereken en az dizi farkliigini %0.5, %1 veya %1.5 olarak kabul eden gruplar da
bulunmaktadir2's,

Dizi analizi ile elde edilen veriler GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./
GenBank), RIDOM (http://www.ridom-rdna.de) gibi elektronik veri tabanlarina
aktariimalidir. Belli bir kalite kontrolu olmayan, genel kullanima agik bircok veri
tabaninin aksine RIDOM Mycobacteria projesi (http://www.ridom.de/mycobacteria/),
aragtincilara mikobakteriyel 16S rDNA dizilerinin analizi icin mikemmel bir serbest
platform olanagl saglamaktadir. Ayrica bu sitede mikobakterilerin fenotipik
Ozelliklerine iligkin veriler de bulunmaktadir'2.

Yeni bir mikobakteri tdrindn tanimlanmasi igin yalniz 16S rRNA geninin dizisinin
bilinmesi yeterli degildir. Yeni bir tar tanimlanirken bazi temel ve ayirt ettirici fenotipik
ozellikler de tanimlanmalidir. Ureme 1sisi, Ureme hizi, pigmentasyon tipi, boyanma
Ozellikleri, koloni morfolojileri, hareket, spor olusturma ve elektron mikroskopideki
boyutlar gibi 6zelliklere ek olarak hizli Greyen mikobakterilerde NaCl toleransi ve
McConkey'de Ureme, yavas Ureyen mikobakterilerde ise 3 ve 14 gunlik aril stlfataz
testi, nitrit indiregeme, Tween 80 hidrolizi, re hidrolizi, 68°C katalaz ve semikantitatif
katalaz gibi biyokimyasal testler de kullaniimalidir. Htcre duvarinin lipid analizi,
gunumuzde tur tanmlamasi icin kullanilan fenotipik yontemlerden biridir. Bu amacla
HPLC, TLC (thin-layer chromatography) ve GLC (gas-liquid chromatography) gibi
teknikler kullaniimaktadir. HPLC oldukga ayirici bir teknik olmasina kargin ¢zellikle
benzer profiller gosteren hizli Ureyen mikobakteri tirlerinde sorunlar yasanabilmektedir.
Ayrica izolatlarin amikasin, tobramisin, imipenem, doksisiklin, klaritromisin,
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siprofloksasin, sefoksitin, trimetoprim-sulfametoksazol gibi antibiyotiklere karsi duyarlilik
profilleri de bildiriimelidir. izolasyonun kaynag, klinik érneklerde érmegin elde edildigi
doku, izole edilen bakterinin etken olup olmadigi bildiriimeli, immUn sUpresyon ve
kuskulu bir bulagsma 6ykusu arastinimalidir. Kaviter veya kaviter olmayan akciger
hastaligi olan bir bireyden izole edilen bir tlberkiloz digi mikobakterinin en az iki
Klinik 6rnegin kaltirinde belli bir koloni sayisinin Ustinde Uremesi, etken kabul
edilebilmesi icin gerekli minimum kiriter olarak kabul edilmektedir'2,

Yeni bir mikobakteri tUranun tanimlanmasi icin gerekli olan minimum izolat
sayisl konusunda henlz tam bir gords birligi bulunmamaktadir. “International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology” (eski adi; International
Journal of Systematic Bacteriology) dergisinde 1990-2000 yillari arasinda tdr ve
cins duzeyinde isim alan izolatlarin sayisi sirasiyla yaklasik 4 ve 7 kat artmistir.
Yalniz tek bir izolat ile yapilan yeni isimlendirme her iki kategoride de yaklasik
%40'dir. Literaturde 1990-2000 yillari arasinda yalniz tek izolat temel alinarak
yeni tar ismi verilen mikroorganizmalarin yaklasik %1.5'inin daha sonra yeniden
siniflandirnimasi gerekmistir. Bakteriyel taksonominin kalitesinde sorunlar yaratmasi
nedeniyle gunimuzde yeni bir tir veya cins tanimlanmasi icin farkli cografik ve
ekolojik kaynaklari gosteren veya farkli bireylerden, bagimsiz olarak izole edilmis
en az 5 susun genotipik ve fenotipik olarak iyi karakterize edilmesi istenmektedir.
Ayrica yeni tanimlanmig mikobakterinin iki ayri laboratuvar tarafindan bagimsiz
olarak dogrulanmasi 6nerilmektedir28,

Yeni bir bakteriyi tanimlayan aragtiricilarin, bakterinin adini belirleme ayricaligina
sahip olmalar gerektigi konusunda gorus birligi vardir. Bakteriye bulundugu veya
izole edildigi cografi bélgenin adi veya onun kaynagini, patojenitesini, bulagsmasini
ve antibiyotik duyarliigini goésteren kelimenin Latincelestiriimis sekli verilebilmektedir.
Bununla birlikte bakteri izole edildigi hastanin isminden kdken almamalidir. Ayrica
yalniz kultdrde Uretilen bakterilere isim verilmesi ve yeni tanimlanan bakterinin
Amerika Birlesik Devletleri (American Type Culture Collection) ve Avrupa Ulkelerin
ulusal koleksiyonlari gibi uluslararasi kulttr koleksiyonu merkezlerinde saklanmasi
Onerilmektedir?.

Yalniz 16S rRNA geninin dizisinin GenBank veya benzer veri tabanlarinda
saklanmasi yeni bir turun tanimlanmasi icin yeterli degildir. Yeni tanimlanan bir
taran bilimsel topluluk tarafindan kabul gérmesi i¢in bulgularin uluslararasi hakemli
bir taksonomi dergisinde yayinlanmasi gerekmektedir. Son yillarda kabul géren en
az 5 izolat kurali, tek izolat ile yapilan yeni tur tanimlamalarinin uluslararasi hakemli
dergilerde yayinlanma olanagini ortadan kaldirmistir. Ancak alisiimadik genotip
ve/veya fenotipe sahip tum mikobakterilerin rapor edilmesi de bir zorunluluktur.
Bu nedenle son yillarda klinik mikrobiyologlarin yeni bulunan bakteri tdrd hakemli
dergilerde yayinlanana kadar bu “orphan” izolatlari Candidatus adi altinda bir isimle
bildirebilecekleri internet tabanl depolarin yaratimasi dneriimektedir. Bu amagcla
Amerikan Mikrobiyoloji Cemiyeti dnderliginde Elektronik Yetim Bakteri Deposu
(Electronic Orphan Bacterium Repository; EOBR) kurularak izolatin saklandigi
koleksiyonlar ve koleksiyon numarasi, izolasyonun kaynagi, GenBank kabul
numarasl, tam 16S rRNA dizisi ve en yakin 5 tUrle arasindaki dizi benzerliginin
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ylUzdesi, belirli fenotipik ¢zellikleri, diger anlamli gen dizileri ve GenBank kabul
numaralari, en az iki sorumlu arastiricinin adi ve adresi gibi bilgilerin bu elektronik
ortamada saklanmasi 6nerilmektedir. Bdylece yeni turlerin hakemli dergilerde
yayinlanmasi beklenmeden arastiricilar tarafindan bilgilere ulasilabilecek ve temelde
mantikli olan 3-5 izolat kurall da normalize edilebilecektir?.

Bu calismada incelenen izolatlarin hucre duvari lipid analizi, treme ve
biyokimyasal &zellikleri, antibiyotik duyarliliklari ile 16S rDNA ve hsp65 gen dizileri
gibi genotipik 6zellikleri tanimlanmigtir. Mycobacterium sp. G1368’in 16S rRNA
geninin 1392 b¢'lik, Mycobacterium sp. E498’in ise 1193 bg’lik bAlimundn nukleotid
dizileri elde edilmis, Mycobacterium sp. G1368’in en yakin turle arasinda %1.2,
Mycobacterium sp. E498’in ise %0.3 dizi farklih@r bulunmustur. Bu calismada
incelenen izolatlar, yukarida s6zu edilen kriterlere gore hastalk etkeni olarak
degerlendiriimemistir.

Sonuc olarak, fenotipik ve genotipik zellikleri ve filogenetik agactaki pozisyonlari
Ozellikle Mycobacterium sp. G1368'in yeni bir tUr olabilecegini desteklemektedir.
Hastalardan birer kez izole edildigi ve hastalikla iliskili olduklari kanitlanamadigi igin,
mikobakterilerin taksonomisindeki son yillardaki gértsler dogrultusunda bu izolatlara
yeni tur isimleri veriimemis, ancak fenotipik ve genotipik dzellikleri tanimlanan bu
izolatlar yeni aday mikobakteri turleri olarak degerlendirilmistir.

TESEKKUR

Yardimlari icin teknisyen Onur Ugur, YUksel Akbas ve Dr. Ajda Turhan'a
tesekkur ederiz.

KAYNAKLAR

1. Tortoli E. Impact of genotypic studies on mycobacterial taxonomy: the new mycobacteria of the
1990s. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 319-54.

2. Drancourt M, Raoult D. Sequence-based identification of new bacteria: a proposition for creation
of an orphan bacterium repository. J Clin Microbiol 2005; 43: 4311-5.

3. Kent PT, Kubica GP. Public health laboratory. A guide for the level Il laboratory. 1985. US
Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control, Atlanta.

4. Centers for Disease Control. Standardized method for HPLC identification of mycobacteria. 1996.
US Department of Health and Human Services, Public Health Service, Atlanta.

5. Telenti A, Marchesi F, Balz M, Bally F, Bottger EC, Bodmer T. Rapid identification of mycobacteria
to the species level by polymerase chain reaction and restriction enzyme analysis. J Clin Microbiol
1993; 31: 175-8.

6. Edwards U, Rogall T, Blocker H, Emde M, Bottger EC. Isolation and direct complete nucleotide
determination of entire genes. Characterization of a gene coding for 16S ribosomal RNA. Nucleic
Acids Res 1989; 19:7843-53.

7. Cavusoglu C, Turhan A, Yaygin YE, Karaca Derici Y, Bilgic A. Tuberkuloz disi mikobakteri izolatlarinin
tanimlanmasinda INNO-LiPA Mycobacteria v2 ve hsp65 dizi analizinin karsilastinimasi. Mikrobiyol
Bul 2005; 39: 437-45.

8. McNabb A, Eisler D, Adie K, et al. Assessment of partial sequencing of the 65-kilodalton heat
shock protein gene (hsp65) for routine identification of Mycobacterium species isolated from
clinical sources. J Clin Microbiol 2004; 42: 3000-11.



194 YENi MIKOBAKTERI iZOLATLARI

9. Stanford JL, Gunthorpe WJ. A study of some fast-growing scotochromogenic mycobacteria
including species description of Mycobacterium gilvum (new species) and Mycobacterium duvalii
(new species). Br J Exp Pathol 1971; 52: 627-37.

10. Tsukamura M, Yano |, Imaeda T. Mycobacterium moriokaense sp. nov., a rapidly growing,
nonphotochromogenic mycobacterium. Int J Syst Bacteriol 1986; 36: 333-8.

11. Lévy-Frébault V, Rafidinarivo E, Promé JC, et al. Mycobacterium fallax sp. nov. Int J Syst Bacteriol
1983; 33: 336-43.

12. Tsukamura M, Mizuno S, Toyama H. Mycobacterium pulveris sp. nov., a nonphotochromogenic
mycobacterium with an intermediate growth rate. Int J Syst Bacteriol 1983; 33: 811-5.

13. Shojaei H, Goodfellow M, Magee JG, et al. Mycobacterium novocastrense sp. nov., a rapidly
growing photochromogenic mycobacterium. Int J Syst Bacteriol 1997, 47: 1205-7.

14. Stackebrandt E, Frederiksen W, Garrity GM, et al. Report of the ad hoc comittee for the re-
evaluation of the species definition in bacteriology. Int J Syst Evol Microbiol 2002; 52: 1043-7.

15. Clarridge JE lll. Impact of 16S rRNA gene sequence analysis for identification of bacteria on
clinical microbiology and infectious diseases. Clin Microbiol Rev 2004; 17: 840-67.

16. Christensen H, Bisgaard M, Frederiksen W, Mutters R, Kuhnert P, Olsen JE. Is characterization
of a single isolate sufficient for valid publication of a new genus or species? Proposal to modify
recommendation 30b of the Bacteriogical Code (1990 revison). Int J Syst Evol Microbiol 2001;
51: 2221-5.





