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KONVANSIYONEL VE MOLEKULER YONTEMLER ILE iDRAR
ORNEKLERINDEN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
IZOLASYONU VE TANIMLANMASI

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
FROM THE URINE SAMPLES BY CONVENTIONAL AND
MOLECULAR METHODS

Géniil ASLAN', Erdal DORUK?, Giirol EMEKDAS', M.Sami SERIN?
Sahin DIREKEL', Giil BAYRAM', Riza DURMAZ*

OZET: Genitoiriner sistem tiiberkiilozunda, klinik ve radyolojik bulgulardaki
cesitlilik, eksik ya da yetersiz éyku ve basilin izolasyonundaki zorluklar nedeniyle tani
ve tedavi gecikebilmektedir. Bu calismada, Uriner tlberkuloz suphesi ile laboratuvarimiza
génderilen érneklerden Mycobacterium tuberculosis’in Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN), kultar
ve polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon analiz (PCR-RFLP) yontemleri ile izolasyonu
ve tanimlanmasi amagclanmigtir. Ocak 2004-Temmuz 2006 tarihleri arasinda 437 hastaya
ait 1004 idrar 6rnegi dekontaminasyon sonrasi Léwenstein-Jensen (LJ) ve/veya BACTEC
12B (Becton Dickinson, USA) besiyerlerine inokule edilmis ve hazirlanan preparatlar EZN
yontemi ile boyanarak degerlendiriimigtir. M.tuberculosis kompleks (MTC) ve tlberkiiloz
disi mikobakterilerin (MOTT) ayirimi nitro-alfa-asetilamino-beta-hidroksipropiofen (NAP) testi
ile yapilmig, MTC izolatlarinin primer antitiberkiloz ilaclara karsi duyarlliklari BACTEC
460 TB (Becton Dickinson, USA) kultur sistemi ile arastirimistir. Ktltirde Mycobacterium
spp. izolasyonu yapildiginda, tanimlama icin PCR-RFLP y&ntemi kullanilmistir. Hastalarin
22’sinde (%5) konvansiyonel yontemlerden (EZN, LJ ve/veya BACTEC) herhangi birisi
ile pozitif sonug alinmigtir. EZN boyama ydéntemi ile 15 olguda aside direncli basil (ARB)
pozitifligi belirlenmis, 17 érnekte ise kultirde Ureme saptanmistir. Bu hastalarin 10’u her
iki ydntemle de pozitif bulunurken, yedi hastada kultir pozitif EZN negatif, bes hastada da
kultar negatif EZN pozitif olarak saptanmistir. Bu bes hastanin mesane timéri nedeniyle
BCG tedavisi almakta oldugu belirlenmistir. Klltirden izole edilen 17 susun 12’si (%70.5)
MTC, besi (%29.4) ise M.fortuitum olarak tanimlanmigtir. MTC izolatlarindan sekizi (%66.7)
tim primer antitiberkuloz ilaclara kargi duyarli, biri izoniazid (INH) ve etambutole (ETB),
biri INH ve rifampisine (RIF), ikisi ise sadece INH’e kargl direncli olarak tespit edilmistir.
Sonug olarak, izole edilen mikobakterilerin tiplendirilebilmesi ve antitiberkiloz duyarliigin
belirlenebilmesi igin, kiltirin mutlaka yapiimasinin bir kez daha vurgulanmasi gerektigi
kanisina varilmistir.

Anahtar sézcukler: Mycobacterium tuberculosis, driner tiberkiloz, Ehrlich Ziehl
Neelsen, kiiltir, molekdler tani.
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ABSTRACT: Genitourinary tuberculosis presents a challenge in diagnosis and
treatment due to variations in clinical and radiological signs, insufficient patient history
and difficulty in the isolation of the bacilli. The aim of this study was to isolate and
identify Mycobacterium tuberculosis from the urine samples obtained from patients with
suspected urinary tuberculosis admitted to our hospital by using Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN), culture and polymerase chain reaction-restriction analysis (PCR-RFLP) methods.
A total of 1004 urine samples collected from 437 patients who were admitted to our
hospital between January 2004- July 2006, were inoculated on Ldwenstein-Jensen
(LJ) and/or BACTEC 12B (Becton Dickinson, USA) after decontamination and, direct
preparations stained with EZN method were evaluated microscopically. M.tuberculosis
complex (MTC) and mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) were differentiated
by nitro-alpha-acetylamino-beta-hydroxypropiophenone (NAP) test and the susceptibility
testing for the MTC strains to primary antituberculosis drugs were performed by BACTEC
460 TB (Becton Dickinson, USA) system. PCR-RFLP method was performed for the
identification of Mycobacterium spp. Twenty-two (5%) patients have yielded positive
results by at least one of the conventional methods (EZN, LJ and/or BACTEC). Fifteen
samples were positive for acido-resistant bacilli (ARB) by EZN method, and 17 samples
were positive for mycobacterial growth in the cultures. Ten of 22 patients were found
positive by both of the methods, while seven were culture positive but ARB negative and
five were culture negative but ARB positive. These five patients received BCG treatment
because of the presence of bladder tumor. Twelve (70.5%) of 17 strains isolated from
culture were identified as MTC, while five (29.4%) were identified as M.fortuitum. Of
12 MTC isolates, eight (66.7%) were found susceptible to all of the antituberculosis
agents, while one was found resistant to isoniazide (INH) and ethambutole (ETB),
one was resistant to INH and rifampicin (RIF), and two were resistant to only INH. It
is concluded that, in order to identify mycobacteria and to perform antituberculous
susceptibility tests, cultivation of mycobacteria is a prerequisite.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, urinary tuberculosis, Ehrlich Ziehl Neelsen,
culture, molecular diagnosis.

GIRIS

Gelismis Ulkelerde yaygin olarak goérilmeyen ancak gelismekte olan
tlkelerde tiiberkiilozlu hastalarin %15-20’sini olusturan genitouriner sistem (GUS)
tiberkllozu, akciger disi formlarin da yaklasik %13-73’Gnden sorumludur'2.
Gunumuzde renal tiberkllozun genellikle hematojen yayilimla olustugu, yalnizca
yaklasik %1’inin primer olarak GUS’den kaynaklandigi bildiriimektedir2. Primer
hastaliktan 3-10 yil sonra, Uriner sistemde granilomatdz enfeksiyonlar ve renal
tiiberkilloz semptomlar ortaya cikabilmektedir®. Uriner tiiberkiloz (UTB) sikhigi,

aktif pulmoner veya ekstrapulmoner tliberklloz odagi bulunan olgular ile aile
OykUsu olan kigilerde daha yuksek oranlardadir*®.

Enfeksiyonun nadir gérilmesi ve bazi hastalarda 6zgul semptomlar
vermemesi nedeniyle UTB tanisi guictir. Tani; idrarin bakteriyolojik (aside direncli
boyama, kultdr) ya da molekdler yontemlerle incelenmesi, tlberkulin testi,
radyografi ve sistoskopi/Ureteroskopi ile alinan biyopsi érneklerinin histopatolojik
incelemesi ile konulabilmektedir®”. Son yillarda yiksek 6zgulligu ve duyarlligi
nedeniyle bircok mikroorganizmanin tespitinde kullanilan molekuler testler, TB
tanisinda halen kultur yénteminin yerini alamamistir. Zira idrar érneklerinin
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%1-20 oraninda inhibitér madde icermesi, nukleik asit amplifikasyon
yontemlerinin duyarlligini olumsuz yénde etkilemektedir®. 1948 yilindan bu yana
kullanilan kualtar ydéntemi, tiberkllozun bakteriyolojik tanisi icin altin standart
olarak yerini korumakta olup, amplifikasyon testleriyle birlikte mutlaka kaltirin de
yapilmasi gerektigi bildiriimektedir”. Kiltlr ydnteminin en dnemli avantajlarindan
biri de, izolatlarin antitiberkuloz ilaglara karsi in vitro duyarliliklarinin tespitinde
kullanilabilmesidir®®.

Bu calismada, Uriner tUberkuloz suUphesi ile laboratuvarimiza génderilen
idrar 6rneklerinden, konvansiyonel ve molekuler yéntemlerle M.tuberculosis
izolasyonu ve tanimlanmasi amacglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2004-Temmuz 2006 yillar arasinda Mersin Universitesi
Tip Fakdltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina Uriner tiberkuloz
sUphesi ile génderilen 437 hastaya ait 1004 idrar 6rnegi dahil edildi.
Ornekler laboratuvara geldikten hemen sonra 15 dakika 3000x g’de santrifij
edildi ve sedimente N-asetil-L-sistein-NaOH ydntemiyle homojenizasyon ve
dekontaminasyon iglemi uygulandi. Daha sonra 6rnekler Léwenstein-Jensen
(LJ) ve/veya BACTEC 12B (Becton Dickinson, USA) besiyerlerine inokule edildi
ve ayrica hazirlanan direk preparatlar Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile
boyanarak degerlendirildi.

BACTEC siseleri 35-37°C’de 6 hafta suUresince inkUbe edildi ve ilk ¢
haftada U¢ kez, daha sonraki haftada ise bir kez BACTEC 460 TB (Becton
Dickinson, USA) cihazinda okutularak Greme indeksleri degerlendirildi. Ureme
indeksi =10 olan &rnekler pozitif, 6 hafta sonunda treme indeksi <10 olan
ornekler ise negatif olarak kabul edildi.

Ekim yapilan LJ besiyerleri de 35-372C’de inkibe edildi; tim kultirlerde
inokulasyonun 3. veya 5. gununde, daha sonra ise haftada 2-3 kez Ureme
kontrolleri yapildi. Alti hafta sonunda Ureme goérilmeyen besiyerleri, kulttr
sonucu negatif olarak degerlendirildi. Ekim igin hazirlanan érneklerden ve pozitif
bulunan BACTEC siselerinden mikroskobik inceleme igin preparat hazirlanarak
EZN yéntemi ile boyandi ve aside direncli basil (ARB) pozitifligi arastirild.

Mikobakterilerin klasik tanimlanmasi, niasin birikimi, nitrat indirgeme
ve katalaz testleriyle, M.tuberculosis kompleks (MTC) ve tiberklloz disi
mikobakterilerin (MOTT) ayirimi p-nitro-a-asetilamino-B-hidroksipropiofen (NAP)
testi ile yapildi®'°.

Kiltir sonrasi MTC olarak tanimlanan izolatlarin primer antitiberkiloz
ilaglara karsi duyarlilik testi BACTEC 460 TB kultar sistemi ile gergeklestirildi.
NAP ve antibakteriyel duyarlilik testlerinin kalite kontrol igslemleri icin standart
M.tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) susu kullanildi.

Kultdrlerde Uretilen izolatlarin tanimlanmasinda ayni zamanda polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR)- restriksiyon enzim analizi yontemi kullanildi. Bu
amacla, BACTEC sisteminde Ureme indeksi >100 olan besiyerlerinden 1’er ml
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alinan sivilar ile LJ besiyerlerinden bir 6ze dolusu alinan kolonilerden 1 ml
steril distile suda hazirlanan stispansiyonlar 80°C’de 20 dakika inklbe edildi.
Santriflj sonrasi sediment Uzerine 200’er uL kloroform ve steril distile su ilave
edildi. Tekrar 12.000 devirde 10 dakika santrifijden sonra, supernatan PCR
reaksiyonunda kalip olarak kullaniimak Czere -20°C’de saklandi'.

PCR ile mikobakterilerin i1s1 sok proteini (hsp65), “forward” ve “reverse”
primerler kullanilarak gogdaltildi. PCR kosullarinin standardizasyonu amaciyla 6n
denemeler yapildi. PCR karisimi, kontaminasyonun énlenmesi amaciyla steril,
temiz kabinlerde 50 ul olacak sekilde; steril distile su, 1X tampon (Promega,
USA), 2.5 mM MgClI, (Promega, USA), 200 ul dNTP (Promega, USA), 50 pM/pl
primer Tb 11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) (MOLBIOL, Germany), 50 pM/ul
primer Tb 12 (5>-CTTGTCGAACCGCATACCCT) (MOLBIOL, Germany), 2.5 U/ul
Taq polimeraz (Promega, USA) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi.
Amplifikasyonda kullanilan PCR programi 42 siklus [(1 dk 95°C, 1 dk 60°C,
1 dk 72°C) ve (5 dk 72°C)] seklinde idi'2. Primerlerin gogalttigi bdlge 439 baz
cift (bg)’lik beklenen bant uzunlugu, molekuiler agirlik standardi (DNA 100 base
pair ladder, Roche, Germany) yardimiyla yorumlandi.

PCR ile cogaltilan Urlnler %3’luk agaroz jele yuklenerek elektroforez
yapildi. Bant olusumu gézlenen &rnekler Haelll (Sigma, Germany) ve BstEll
(Sigma, Germany) enzimleri ile kesildi (bu enzimlerin tanima bolgeleri ve kesim
sonucu olusacak bant uzunluklari her mikobakteri turt icin farklidir)®. Haelll
ve BstEll enzimlerinden kesim reaksiyonu hazirlamak igin 10 ul PCR urdnu,
0.5 ul (5 U) enzim, 2.5 ul kesim tamponu (5X buffer) ve 12 ul su kullanilarak
toplam hacim 25 pl’'de hazirlandi. BstEll iceren tupler 60°C’ de, Haelll iceren
tipler ise 37°C’ de 2 saat bekletildi. Kesim Urlnleri %4’IUk agaroza yUklenip,
100mA, 70 voltta 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu ve elektroforez sonucu
Uvitec jel goérintileme cihazi ile fotografi cekilerek yorumlandi.

BULGULAR

Calismaya alinan 1004 idrar 6rneg@inin 431’i 2004, 364°'U 2005 ve 209'u
Ocak-Temmuz 2006 tarihlerinde laboratuvarimiza génderilmistir. Bu &érneklerin
ait oldugu 437 (275 kadin, 162 erkek) olgunun 22’sinde (%5) konvansiyonel
(EZN, LJ ve/veya BACTEC) yontemlerden herhangi birisi ile pozitiflik saptanmistir
(Tablo 1). Hastalarin yillara gére dagihmi Tablo II’'de goérilmektedir.

Tablo I. Pozitif Hastalarin Kiltir ve EZN Boyama Yontemi Sonuglari

EZN Boyama
Kualtir (LJ/BACTEC) Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 10 7 17
Negatif 5 - 5

Toplam 15 7 22
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Tablo Il. Konvansiyonel Yéntemlerle Pozitif Bulunan Hastalarin
Yillara Gére Dagilimi

Yil EZN Pozitif hasta sayisi LJ/BACTEC Pozitif hasta sayisi
2004 5 7
2005 7 6
2006 3 4
Toplam 15 17

Kulttr pozitif 17 érnegin 12’si (%70.5), konvansiyonel ve molekuler tanimlama
yontemleriyle MTC, 5’i ise (%29.4) M.fortuitum olarak tanimlanmistir (Sekil 1).

Sekil 1. BstEll ve Haelll enzimi ile kesim sonrasi PCR Urlnlerinin gérinimi
(Hat 1: DNA standardi Msp [; hat: 2 ve 5 MTC; hat: 3 ve 6, 4 ve 7: M.fortuitum).

M.tuberculosis kompleks izolatlarinin duyarliik sonuglar degerlendirildiginde;
8 izolatin tim primer antitiberkuloz ilaglara karsi duyarl oldugu bulunmus, buna
karsin birisinin izoniazid (INH) ve etambutole (ETB), birisinin INH ve rifampisine
(RIF), ikisinin ise yalnizca INH’a direncli oldugu tesbit edilmistir.

Kultir ve ARB pozitif pozitif hastalarin klinik irdelemelerinde; ARB pozitif
ancak kiiltir negatif 5 hastanin Uroloji Anabilim Dal’'nda mesane timéri
nedeniyle BCG tedavisi alan hastalar oldugu, M.fortuitum izolasyonu yapilan
3 hastanin Uroloji Anabilim Dal’nda uriner enfeksiyon tanisi alarak tedavi
edildigi, birinin ise ereksiyon bozuklugu nedeniyle klinik izlemde bulundugu
belirlenmistir. Buna karsin MTC izolasyonu yapilan 5 olgunun Uroloji Anabilim
Dalrnda klinik olarak da tUberklloz tanisi aldigi ve tedavi edildigi, bir hastanin
cocukken tuberkuloz gecirdigi, iki olgunun akciger tiberktlozu nedeniyle Gogus
Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan izlenerek tedavi edildigi ve 3 hastanin da
Sosyal Sigortalar Kurumu (SSK) hastanesinden sevkedildigi anlasiimig, ancak
MTC izole edilen hastalardan birinin klinik bilgilerine ulasilamamistir.
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TARTISMA

Genitodlriner sistem tUberkulozunda klinik ve radyolojik bulgulardaki
farkliliklar, ayirici tanida tuberklloza ydnelik yontemlere bagvurulmasini
geciktirmekte ve etkenin izolasyon ve tanimlanmasindaki zorluklar da tani
ve tedavide gecikmelere neden olmaktadir'*. Gelismekte olan Ulkelerde
tuberkuloz hastalarinin %15-20’sinin idrarlarinda M.tuberculosis bulunmaktadir.
Kisinin hasta olma olasiligi, mikobakteriyel susun infektivitesi kadar basil
inokulim inhalasyonunun blyUkligu ve maruz kalma gibi birgok faktdre
bagl olabilmektedir. Matos ve arkadaslari®, 1460 tUberkiloz olgusundan
sadece %1.2’sinde hastaligin primer bdlgesinin genitouriner sistem oldugunu
bildirmiglerdir.

Gerek akciger gerekse akciger disi tiberkiloz enfeksiyonlarinin tanisinda
klasik bakteriyolojik yéntemler halen degerini korumaktadir. Tonbul ve
arkadaslan', 24 Uriner tiberkllozlu hastanin tanisinda kullanilan yéntemleri
degerlendirmisler ve hastalarin %58’ine mikrobiyolojik yontemlerle, %42’sine
ise histopatolojik yontemlerle tani koyabildiklerini belirtmislerdir’s. Gokce ve
arkadaslarinin'® genitoliriner sistem (GUS) tliberkiilozlu olgular degerlendirdikleri
calismalarinda; hastalarin yaklasik %73’Gnun (127/174) idrar 6rneginde EZN
boyama ile pozitiflik saptanmis, EZN ile negatif bulunan 42 hastanin 34’Gnln
patolojik incelemeyle, sekizinin ise radyolojik bulgular ile tiberkuloz tanisi aldig
ifade edilmistir. Bu arastinicilar, olgularin 143’inde (%82) primer tiberkulloz
odaginin akcigerler oldugunu tespit etmislerdir®.

Aside direncli boyama ydnteminin, tiberkiloz tanisindaki duyarliligi %22-
81 arasinda degisen oranlarda bildirilmekte, bu yéntemin GUS tuberkiilozu
tanisinda guvenilir olmadigi, zira idrar 6rneklerinde bulunabilen tlberklloz disi
mikobakteri (NTM) suslarindan &ézellikle M.smegmatis‘in yalanci pozitifliklere
neden olabilecedi vurgulanmaktadir?. Bizim galismamizda, kdltir pozitif 17
hastanin 7’si (%41) EZN boyama yontemi ile negatif olarak saptanmig, EZN ile
pozitif ancak kultri negatif olan bes hastanin ise mesane timdru nedeniyle
BCG tedavisi almakta oldugu belirlenmistir.

Genitolriner sistem tUberkllozunda, tliberkiloz disi mikobakterilerin nadiren
etken oldugu belirtiimektedir®. Buna karsin ¢calismamizda saptanan %29.4’lUk
(5/17) M.fortuitum izolasyon orani g6z ardi edilemeyecek duizeydedir.

Genitolriner sistem tUberkilozunun tanisinda en énemli basamak
hastadan alinan hikaye olup, kisinin daha 6nce tiberkuloz gegirip gecirmedigi
ve/veya ailede tuberkulozlu olup olmadigi 6énemli ipuglardir. Primer tlberkiloz
enfeksiyonundan 30 yil sonra bildirilen GUS tiberkuloz olgulari bulunmaktadir®.
Ozellikle kronik bakteriyel GUS enfeksiyonu tedavisine cevap vermeyen olgularda
ve skrotal fistul ile birlikte seyreden kronik epididimitli erkeklerde mutlaka
tlberkllozun distnilmesi gerektigi bildiriimektedir?. Laboratuvar tetkikleri olarak
ise, idrar 6rneklerinde hematiri varligi, I6kosit sayisi ve pH’nin arastiriimasi ve
Orneklerin bakteriyolojik kulttrlerinin yapilmasi dnerilmektedir'’”. GenitoUriner
sistem tuberkulozu stiphesinde, idrar érnekleri genellikle Ug, tercihen bes kez



MiKROBIYOLOJi BULTENI 191

sabah ilk idrar seklinde alinmali ve besiyerlerine hemen inokule edilmelidir.
M.tuberculosis ve NTM icin LJ besiyeri, M.bovis icin ise penisilin iceren “pyruvic
egg medium” kullaniimasi énerilmektedir. Ozellikle son yillarda, BCG’nin yiizeyel
mesane timorlerinin tedavisinde ve nukslerin engellenmesinde kullaniliyor
olmasi, bu hastalarn idrarinda BCG’ye baglh ARB pozitifligine yol agmaktadir'®.
Dolayislyla bu tip hastalarin idrarindaki ARB pozitifliginin, M.bovis kaynakli olup
olmadiginin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Son yillarda PCR temelli molekuler yéntemler, klinik érneklerde (6zellikle
solunum yolu 6érnekleri icin) MTC ve NTM tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu calismalar ge¢ ve gug Ureyen M.tuberculosis’in neden
oldugu enfeksiyonlar icin umut vaat edici gériunmekle birlikte, molekuler
yontemlerin henuz balgam digi érnekler icin standardize edilememis olmasi,
izolasyon yontemlerinin altin standart olmayi strdirmesine imkan tanimaktadir.
GUS tiberkiilozu tanisi icin molekuler yéntemlerin kullanildigi kisith sayida
arastirma mevcuttur. Bazi arastiricilar’?, idrar érneklerinin inhibitér madde
icermesine ragmen, molekuler yéntemlerin duyarl ve 6zgul oldugu belirtmekte,
ancak bazilari® da inhibitér maddelerin varliginin molekuler yéntemlerin
duyarliigini disurdaguni vurgulamaktadirlar. Sajduda ve arkadaslarinin®
calismasinda da, 29 olgunun idrar érneklerinde M.tuberculosis tanisi igin
kultir ve PCR yoOntemleri uygulanmis, yalanci pozitiflik orani %4 olarak
bildiriimis ve inhibitér madde iceriginden dolayl dért érnek PCR negatif olarak
degerlendirilmistir. Galismamizda molekuler ydntemler, kiltlirden Uretilen
izolatlarin tanimlanmasinda kullaniimig ve suslarin %70.5’inin M.tuberculosis
kompleks, %29.4’GnUn ise M.fortuitum oldugu belirlenmistir. Ayrica 12
M.tuberculosis kompleks izolatinin sekizinin (%66.7) tim primer antitiberkuloz
ilaclara karsi duyarh oldugu gbézlenmis, tek ilaca (2/12) ve cok ilaca (2/12)
diren¢ oranlarinin ise %16.7 oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak Uriner tuberkllozlu olgularin ayirici tanisinda, bakteriyolojik
bulgularin, éyku, klinik, histopatolojik ve radyolojik bulgular ile birlikte
degerlendirilmesi ve gerek etkenin tanimlanmasi gerekse antitliberkiloz
ilag duyarliliginin saptanabilmesi icin mikrobiyolojik tanida kultdrin mutlaka
gerceklestiriimesi, dogru tani ve uygun tedaviyi saglayacaktir.
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