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OZET

Dogada ve cevrede yaygin olarak bulunan tiiberkiiloz disi mikobakteriler (nontuberculous mycobac-
teria; NTM), ozellikle immiin sistemi baskilanmis konaklarda firsat¢i enfeksiyonlarin en 6nemli nedenle-
rindendir. Bu calismada, Mersin’de toprak, cig st ve su dagitim sistemlerinden alinan 6rneklerden NTM
izolasyonu ve tanimlanmasi amaclanmistir. Calismaya, Kasim 2003-Mayis 2004 tarihleri arasinda Mersin
ili icinden ve cevresinden toplanan 101 su, 124 toprak ve 40 siit 6rnegi dahil edilmistir. Su 6rnekleri, 29
farkh su dagitim sisteminden; toprak 6rnekleri, Mersin ve cevresindeki cesitli park ve bahcelerden; st or-
nekleri ise degisik bolgelerde pazarlanan ¢ig siitlerden toplanmistir. Orneklere homojenizasyon ve dekon-
taminasyon islemi uygulandiktan sonra aside direncli boyama ve Lowenstein-Jensen besiyerinde kiiltir
yapilarak aside direncli bakteriler arastirilmistir. Kiiltiirden izole edilen aside direncli bakteriler, polimeraz
zincir reaksiyonu temelli RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve INNO-LIPA Mycobacteria
yontemleri ile tamimlanmistir. Calismamizda, su 6rneklerinin %4.9 (5/101)'unda ve toprak 6rneklerinin
%0.8 (1/124)’inde kiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile NTM porzitifligi saptanirken, ¢ig siit or-
neklerinin hicbirisinde NTM tespit edilmemistir. Su 6rneklerinden izole edilen NTM suslarinin ti¢ti, PCR-
RFLP ve INNO-LIPA Mycobacteria yontemleri ile Mycobacterium chelonae tip Ill, ikisi Mycobacterium kan-
sasii tip Il olarak; toprak orneginden izole edilen bir sus ise Mycobacterium fortuitum olarak tanimlanmis-
tir. NTM varligi saptanan bes su 6rneginin ikisinin hastane musluk suyu 6rnekleri oldugu dikkati ¢ekmis-
tir. Sonug olarak, ozellikle hastanelerde su ve cevresel ortamlarin NTM ile kontaminasyon/kolonizasyonu,
nozokomiyal enfeksiyonlar icin potansiyel risk olusturdugundan, su sistemleri ve tibbi donanimlarin siir-
veyans kdltirlerinin yapilmasi, kaynagin en kisa siirede belirlenmesi, izolatlarin tanimlanmasi ve tiplendi-
rilmesinin, etkili kontrol 6nlemlerinin (uygun sterilizasyon/dezenfeksiyon yontemleri, su sistemlerinin ba-
kimi ve modernizasyonu vb.) alinmasi icin gerekli oldugu diistinGlmustir.
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ABSTRACT

Non-tuberculous mycobacteria (NTM) found frequently in tap water and environment cause impor-
tant opportunistic infections in immunocompromised patients. The aim of this study was to isolate and
identify non-tuberculous mycobacteria in soil, raw milk and water distribution system samples in Mersin
(a province located at Mediterranean region of Turkey). A total of 101 water, 124 soil and 40 milk samp-
les collected from the central part and suburban parts of Mersin during November 2003-May 2004 pe-
riod were included in the study. Water samples were collected from 29 different water distribution sys-
tems; soil samples from different parks and gardens and milk samples from raw milks sold at different
districts. After the samples were processed by homogenization and decontamination, acid-fast staining
and culture into Loéwenstein-Jensen medium were performed. Acid-fast bacilli isolated from culture me-
dium were identified by using conventional methods, polymerase chain reaction (PCR)-RFLP (Restricti-
on Fragment Length Polymorphism) and INNO-LIPA Mycobacteria methods. NTM were identified from
4.9% (5/101) of water samples and 0.8% (1/124) of soil samples by culture and PCR. No NTM were de-
tected in the raw milk samples. Three of the NTM strains isolated from water samples were defined as
Mycobacterium chelonae type Il and two as Mycobacterium kansasii type 1. One NTM strain isolated from
soil was defined as Mycobacterium fortuitum. It was of note that two of the five NTM positive water samp-
les were tap water samples collected from hospitals. It was concluded that NTM colonization/contami-
nation of water and environment in the hospitals was a potential risk factor in terms of nosocomial in-
fections. Thus surveillance cultures of the water systems and the medical devices in the hospital are ne-
cessary to fix the source of NTM, to identify and type the strains and to establish effective control me-
asures such as sterilization, disinfection, maintenance and modernization of water systems.

Key words: Atypical mycobacteria, non-tuberculous mycobacteria, water, soil, raw milk, Turkey.

GiRis

Endustrilesmis diinyanin degisik bolgelerinde, tiiberkiiloz disi mikobakterilerin (non-
tuberculous mycobacteria; NTM), diger bir deyisle atipik mikobakterilerin neden oldu-
gu enfeksiyonlarin sayisi giderek artmaktadir'. NTM, su, toprak, besinler, toz ve aero-
solleri iceren tim dogal ekosistemlerde yaygin olarak bulunur ve cevresel kaynaklardan
insana sindirim, inhalasyon ve inokiilasyon yoluyla bulasabilir'-3, Bu mikroorganizma-
lar, 6zellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde firsatci patojen olabilmekte ve lokalize
kitanoz lezyonlar, pulmoner enfeksiyonlar, lenfadenit ve yaygin enfeksiyonlara yol aca-
bilmektedir.

Hem hastadan hem de kaynaktan ayni mikobakteri tiiri izole edildigi zaman gecis
yolu belirlenebilir; ancak cogu zaman mikobakteriler, varsayilan enfeksiyon kaynaklarin-
dan nadir olarak izole edilir**. NTM insanlarda énemli morbidite ve mortalite nedeni ol-
masinin yani sira tanmda da énemli ekonomik kayiplara yol acmaktadir?. NTM’ler sag-
lik bakim tnitelerinde oldukg¢a yaygin kolonizasyon gosterdiginden hastane kaynakli sal-
ginlara neden olabilecedi vurgulanmaktadir. Kullanilan tibbi cihazlarin yetersiz sterilizas-
yonu, steril olmayan cihazlarin kullanimi ve su sistemlerinin bakimsizhgina bagh olarak
hastane kaynakl mikobakteri enfeksiyonlarinda Mycobacterium xenopi ve Mycobacterium
kansasii siklikla izole edilmektedir. Son yillarda atipik mikobakterilerden kaynaklanan has-
tane enfeksiyonlarinin sayisinin gittikce arttigi da belirtilmistir. Uzun siire icme suyu sis-
temlerinde kalabilen mikobakteriler yaygin kullanilan dezenfektanlara, genis pH ve sicak-
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lik araligina direng gostermektedir. Daha da onemlisi, cevresel mikobakteriler biyofilm
olusturarak (Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae) mikobakteri popllasyo-
nunun, su dagitim sisteminde siirekli kalmasini saglamaktadir?®.

Bu calismada, Mersin boélgesinde toprak, ¢ig siit ve su dagitim sistemlerinden alinan
orneklerde NTM izolasyonu ve tanimlanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Ornekler

Calismaya, Kasim 2003-Mayis 2004 tarihleri arasinda Mersin ili icinden ve cevresin-
den toplanan 101 su, 124 toprak ve 40 sit 6rnegi dahil edildi. Su érnekleri, 29 farkl su
dagitim sisteminden (Mersin iline icme suyu saglayan Berdan Baraji, islenmis kaynak su-
lari, hastane musluk sulari ve su depolan), icinde kloru nétralize etmek icin 2 g sodyum
siilfat bulunan 1 litrelik genis agizl steril plastik siselere toplandi. Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilen 6rnekler ayni giin isleme alind. Bir litre-
lik su 6rnekleri membran filtreden (por capi 0.45 um; Milipore) stiziildi ve membran ali-
narak icerisinde 10 ml buyyon bulunan steril tiiplere konuldu. Orneklerin islemlenmesi
daha énce tanimlanan yénteme’-® gére yapildi.

Toprak ornekleri, Mersin ve cevresindeki ¢esitli park ve bahcelerden yaklasik 5 g ola-
cak sekilde toplandi. Ornekler 10 ml adi buyyon icinde siispanse edildi ve vorteks ile ka-
nistirildi. 37°C’de 6 saat inklbe edilen 6rnekler, 4°C'de 10 dakika 1500xg’de santrifujj
edildi ve siipernatan alinarak daha 6nce tanimlandigi®® sekilde islemlendi.

Cig sut ornekleri, Mersin’in degisik bolgelerinden her birisi birer It’lik 6rneklemeler ha-
linde 40 ml olacak sekilde toplandi. 6 ml %10 trisodyum fosfat ve 4 ml %0.1 benzalko-
nium klorid ile dekontamine edildikten sonra oda isisinda 20-30 dakika calkalandi.
4°C’'de 5000xg’de 30 dakika santrifiij edildi, sipernatan alindi ve daha 6nce tanimlan-
digi'? sekilde islemlendi.

Kultiir

Homojenizasyon ve dekontaminasyon islemlerinden sonra tim su, toprak ve siit or-
nekleri, Lowenstein-Jensen (L)) ve siklohekzimid, nalidiksik asit ve linkomisin eklenmis se-
cici L} (BioMerieux-France) besiyerlerine ekildi. 35-37°C’de 6 hafta sureyle inkiibe edilen
besiyerleri 3 glinde bir kontrol edildi ve tGreme varliginda litredeki koloni sayisi ve kolo-
ni morfolojisi kaydedildi. Ureyen koloniler Ziehl-Neelsen ve Auramin boyama yéntemle-
riyle boyanarak incelendi ve aside direncli basil saptanmasi durumunda L] besiyerine pa-
sajlari yapilarak molekuler yontemler ile ileri degerlendirmeye alindi.

Molekiiler Tanimlama

Mikobakterilerin molekiiler olarak tanimlanmasi, 65 kDa buykligtindeki isi sok pro-
teini (hsp) geninin polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon fragment uzunluk polimorfiz-
mi (PCR-RFLP) ile gosterilmesi sonucu gerceklestirildi. Tir dizeyinde tanimlama icin,
439 baz ciftlik Grinlerin Haelll ve BstEll restriksiyon enzimleriyle kesimi yapildi.
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Orneklerden DNA ekstraksiyonu daha énce tanimlandigi sekilde yapildi'". Kisaca; LJ
besiyerinde Ureyen kolonilerden 10 pl tek kullanimlik 6ze ile alinarak 10 mM Tris-HCl ve
1 mM EDTA (pH: 8.0) iceren 500 pl Tris-EDTA sollsyonu ile stispanse edildi. 80°Clik isi
blogunda 10 dakika bekletilen drnekler 13.000xg’de 15 dakika santriflij edildi. Cokelti,
200 pl TE solusyonu ile iki kez yikandi ve ayni soliisyonun 200 pl'si ile tekrar sulandirildi.
Kaynayan sicak su banyosunda 20 dakika inkiibasyondan sonra, ornekler tekrar
13.000xg’de 10 dakika santriflij edildi ve DNA iceren stipernatanlar alinarak kullanilinca-
ya kadar -20°C’de saklandi.

Amplifikasyon icin; 10 ul DNA 1x PCR tamponu (Epicentre Technologies, ABD), PCR-
Enhancer (1X), 2.5 mM MgCl, (Epicenter Technologies, ABD), 200 uM dNTP (Epicent-
re Technologies, ABD), 50 pM/pl primer Tb 11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) ve 50
pM/ul Tb12 (5’CTTGTCGAACCGCATACCCT), 2.5 U/ul Taq DNA polimeraz (Epicentre
Technologies, ABD) iceren 50 pl reaksiyon karisimi kullanilarak PCR yapildi'?. Reaksiyon
tlpleri ilk olarak 94°C’de 3 dakika isitildi, sonra 44 amplifikasyon dongusi (1 dakika
94°C, 1 dakika 58°C, 1 dakika 30 saniye 72°C) uygulandi. 72°C’de 4 dakika uzama icin
bekletildikten sonra amplifikasyon trtinleri %1.5 agaroz jelde (A8455; Sigma, ABD) yu-
rittlerek etidyum bromdir ile boyandi ve UV lambasi altinda degerlendirildi (Resim 1).

PCR urtnlerinin restriksiyon fragment analizi icin BstEll ve Haelll restriksiyon enzimleri
kullanildi. Her iki enzim icin 11.5 pl H,0, 0.5 pl (5U) enzim ve 2.5 pl restriksiyon solisyo-
nu hazirlandi. Karisima direkt olarak 20 ul PCR iriint eklendi. Karisim 60°C’de BstEll ve
37°C’de Haelll enzimleriyle bir gece inkiibe edildi'>'*. Restriksiyon fragmentlere %8'lik
poliakrilamid jelde elektroforez uygulandi. Fragmentler etidyum bromir ile boyandi ve
Ergin ve arkadaslarinin'® referans algoritmasina gére yorumlandi. Molekiiler standardi
olarak “Haelll-digested @X 174" ve “Hinfl-digested @X 174" DNA'lari kullanildi (Resim 2).

Calismada elde edilen sonuclar ayrica “Line Prob” testi (INNO-LIPA Mycobacteria; In-
nogenetics NV, Belcika) ile de dogrulandi. Bu amacla mikobakteri DNA'si L] ve selektif
L)'de Ureyen izolatlardan ekstrakte edildi. PCR; 5 pul DNA ekstrakti, dNTP (D59104; Epi-
centre Technologies, ABD), biotinlenmis primer ve Taq DNA polimeraz iceren 50 pl re-

1353
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872
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310
281
271
234

Resim 1. PCR tiriinlerinin gériintiisii. MW: Molekdiler agirlik belirteci (Haelll-digested @X 174 DNA); Hat 1 ve
2: Negatif kontrol; Hat 3-12: Kiiltiir pozitif su ve toprak 6rnekleri.
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Resim 2. NTM'nin PCR-RFLP kaliplari. MW1: @X174 DNA Hinfl; MW2: @X174 DNA Haelll; Hat 1, 3, 5, 7:
RFLP Haelll enziminin kaliplari; Hat 2, 4, 6, 8: RFLP BstEll enziminin kaliplari; Hat 1 ve 2: M.fortuitum; Hat
3 ve 4: M.chelonae; Hat 5 ve 6: M. kansasii; Hat 7 ve 8: H37Rv.

aksiyon karisimi kullanilarak yapildi. Biotin isaretli PCR Grtinleri denatiire edildi ve 14 6z-
gl oligoniikleotid prob ile (MYC'ye 6zgil prob, MTB’ye 6zgil prob ve MKA1, MKA3,
MXE, MGO, MAIS, MAV, MIN, MSC, MCH1, MCH3 problari) bir stripte hibridize edildi
(INNO-LIPA Mycobacterium v2 stribi tizerinde farkl oligontikleotid problarinin pozisyon-
lari Resim 3’te gorilmektedir). Hibridize edilen PCR urinleri tespit edildi ve LIPA sonug-
lari Ureticinin (Innogenetics NV, Belcika) onerilerine gore pembe/kahverengi bantlarin
gorulmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Tim caligmalarda kontrol olarak Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 stan-
dart susu kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda, 101 su orneginin 5 (%4.9)'inde ve 124 toprak 6rneginin 1 (%0.8)'in-
de kdltir ve PCR ile NTM pozitifligi saptanirken, ¢ig siit 6rneklerinin hicbirisinde NTM
tespit edilmemistir.

NTM varligi saptanan 5 su érneginin ikisi hastane musluk suyu 6rnekleridir. L] besiye-
rinde su orneklerinden NTM izolasyon suresi 18-23 giin (ortalama 18.5) arasinda degi-
siklik gOstermistir.

Su orneklerinden L] besiyerinde izole edilen NTM suslarinin 3°t, PCR-RFLP ve INNO-
LIPA Mycobacteria testi ile M.chelonae tip lll, ikisi ise M.kansasii tip 1l olarak tanimlanmisg-
tir (Resim 1-3).

L] besiyerinde 7. ginde NTM Uuremesi olan bir toprak érneginden izole edilen sus ise
molekdiler yontemlerle M.fortuitum olarak tanimlanmigtir (Resim 2,3).
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Resim 3. NTM’nin INNO-LIPA sonuglari. 1: Negatif kontrol; 2: Pozitif kontrol; 3: M.fortuitum; 4: M.kansasii
Grup II; 5: M.chelonae Grup |.

TARTISMA

Musluk suyundan kaynak alan mikobakterilerin insan viicudunda kolonizasyon veya
enfeksiyona yol acmasinda etkili oldugunu ileri siiren calismalar gittikce artmaktadir®>'>-
7. M.kansasii, M.fortuitum, M.chelonae, Mycobacterium avium ve M.xenopi gibi etkenle-
rin hastalardan ve kontaminasyona neden oldugu dusunilen musluk suyundan ayni an-
da izole edildikleri bildiriimektedir’. Son yillarda NTM, kazaniimis immiin yetmezlik
sendromu (AIDS) olan hastalarda firsat¢i enfeksiyonlarin en 6nemli nedeni olarak karsi-
miza ¢ikmaktadir'>.

Mikobakteriler, cerrahi veya klinik arastirmalarda kullanilan ekipmanlarin yetersiz ste-
rilizasyon veya dezenfeksiyonu sonucu kolonize olabilmekte ve nozokomiyal enfeksiyon-
lar icin kaynak olusturmaktadir. Atipik mikobakterilerin hemodiyaliz sivilarinda, farmaso-
tik preparatlarda ve dezenfektan sollisyonlarinda kontaminant olarak bulunabildigi ve
buna bagl olarak, M.fortuitum ve M.chelonae'nin kardiyak cerrahi sonrasi ortaya cikan
endokardit ve ciddi yaralanma sonrasi gelisen enfeksiyonlardan; M.xenopi, M.kansasii ve
M.fortuitum’un ise eklem ici steroid enjeksiyonu sonrasinda gelisen septik artrit ve oste-
omyelitten sorumlu oldugu bildiriimektedir®. Nadiren saglikli kisilerde, kontamine solis-
yon enjeksiyonundan sonra lokal enfeksiyonlarin yani sira yaygin hastaliklar da ortaya ci-
kabilmektedir®. Grubek-Jaworska ve arkadaslari' 1999-2005 yillari arasinda inceledikleri
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4192 hasta 6rneginin 445’inde mikobakteri varligi tespit etmisler; bunlardan 142’sinin
M.tuberculosis, 303’tnin ise NTM oldugunu belirlemisler ve NTM izolatlarinin %38.9
(27/303)"unu akciger enfeksiyonu etkeni, digerlerini (%91.1) ise cevresel kontaminas-
yon veya kolonizasyon olarak degerlendirmislerdir. Bu arastiricilar, pulmoner enfeksiyon
ile iliskili NTM’'nin akciger tuberkilozlu hastalarin yaklasik 1/5’i kadar oldugu sonucuna
varmiglardir’.

Calismamizda, incelenen su orneklerinde NTM pozitiflik orani %4.9 (5/101) olarak
saptanmis olup, bu suslarin 2 (%1.9)sinin hastane 6rneklerinden izole edildigi dikkati
cekmistir. Bu durumun, hastanenin su dagitim sisteminin eski olusu ve bakim eksikligin-
den kaynaklandigi dugtintlmstir. Kiltirden izole edilen NTM suslarinin ti¢ti PCR-RFLP
ve INNO-LIPA yontemleri ile M.chelonae, ikisi ise M.kansasii olarak tanimlanmistir. Bu
bulgu da, Mersin’de su temin ve dagitim sistemlerinin M.chelonae ve M.kansasii ile ko-
lonize oldugunu distndirmektedir. Su orneklerinde saptadigimiz NTM pozitiflik orani
(%4.9), Narang ve arkadaslar'” tarafindan bildirilen (%15) orandan diisiik olup, Istan-
bul’dan Akbal'® tarafindan bildirilen orana (%6.6) benzerdir.

Toprak orneklerinden genellikle M.fortuitum, Mycobacterium smegmatis, Mycobacteri-
um terrae ve Mycobacterium phlei gibi hizli lireyen mikobakteri tiirleri izole edilmekte-
dir'>2!. Mikobakterilerin, az oksijen iceren ve pH’si diisiik olan topraklarda daha sik bu-
lundugu belirtiimektedir’. Akbal’in'® calismasinda, toprak érneklerinde NTM pozitifligi
%380 (16/20) gibi yiiksek bir oranda elde edilmis ve izolatlarin hepsi M.gordonae olarak
tanimlanmistir. Narang ve arkadaslar'” da 20 toprak 6rneginin 15 (%75)'inden NTM
izole etmislerdir. Bizim calismamizda incelenen 124 toprak ornedinin ise sadece 1
(%0.8)'inde NTM saptanmis ve bu izolat da M.fortuitum olarak tanimlanmistir. Calisma-
mizda elde edilen bu oran diger calismalara gore oldukga distik bulunmus; bu durumun
iklim ve toprak yapisinin farkli olmasi ya da 6érneklemeden kaynaklanmis olabilecegi du-
sinilmustir.

Siit 6rneklerinde yapilan calismalarda da NTM kontaminasyonu bildirilmektedir!%22-24,

Leite ve arkadaslarinin?? calismasinda, siit érneklerinden mikobakteri izolasyon orani %18
(23/128) olarak saptanmistir. Bu oran, pastorize siit ornekleri icin %22.5 ve ¢ig stt 6rnek-
leri icin %16.7 iken, UHT uygulanmus siit rneklerinde mikobakteri bulunmamustir?2. Siit
orneklerinden en sik izole edilen tirlerin ise M.fortuitum, M.gordonae ve Mycobacterium
marinum oldugu ifade edilmistir?. Junior ve arkadaslan®* da, peynir iiretiminde kullanilan
¢i§ siitlerde %21.7 (5/23) oraninda NTM tespit ettiklerini bildirmislerdir?®. Ulkemizde Ko-
nuk ve arkadaslarinin®® Afyonkarahisar bolgesinde yaptiklari calismada, 35 cig siit 6rnegi-
nin 15‘inde aside direncli bakteri gézlenmis; PCR-RFLP analizi ile suglarin altisi M.terrae,
Ucu M.kansasii, gl Mycobacterium haemophilum, biri Mycobacterium agri olarak tiplendi-
rilirken iki izolat tiplendirilememistir?*. Buna karsin Akbal’in'® Istanbul bélgesinde yaptig
calismada, cig ve pastorize sit orneklerinde NTM pozitifligi tespit edilememistir. Benzer
sekilde bizim calismamizda da ¢ig stit 6rneklerinde NTM varligina rastlanmamustir.

Sonug olarak, ozellikle hastanelerde su ve cevresel ortamlarin NTM ile kontaminas-
yon/kolonizasyonu, basta immiin sistemi baskilanmis hastalar olmak {izere hastanede
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yatan hastalar icin biyiik risk olusturmaktadir?®. Dolayisiyla NTM’ye bagli nozokomiyal
enfeksiyonlarla muicadele amaciyla, su sistemleri ve tibbi donanimlarin siirveyans kultir-
lerinin yapilmasi, kaynagin en kisa stirede belirlenmesi, izolatlarin tanimlanmasi ve tip-
lendirilmesi ve etkili kontrol 6nlemlerinin alinmasi (uygun sterilizasyon/dezenfeksiyon
yontemleri, su sistemlerinin bakimi ve modernizasyonu vb.) gerekliligi aciktir.
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