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Keratit olgularinda mikrobiyal etkenlerle birlikte mikobakteri
varliginin arastirilmasi

Ali UCKAYABASI'
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, Togrul NAGIYEV!

OZET

Amag: Tuberkiiloz disi mikobakterilerin (TDM)
ayirici tanisindaki cesitli sorunlar sebebiyle klinisyenler
bu firsatc1 bakterileri goz ardi edebilmektedirler.
Pulmoner tiiberkiiloz siipheli hastalarda mikobakteri
identifikasyonu ve ila¢ direnc tayininde oldugu gibi
mikobakteriyel keratit gibi akciger disi mikobakteri
enfeksiyonlarinin tanisinda da son yillarda basariyla
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli
DNA genellikle bakteri

edilmektedir. Kiltirde

molekiiler yontemlerde

kultiriinden  ekstrakte
ozellikle mikobakterilerde yasanan zorluklar goz
online alindiginda, yalmizca kiiltiirden degil, dogrudan
klinik orneklerden de DNA ekstraksiyonunun hizli
ve dogru tam protokollerinin gelistirilmesine 151k

tutacagr disiinilmektedir. Bu calismada keratitli

hastalarin korneal kazinti orneklerinde mikrobiyal
etkenlerle birlikte mikobakteri varliginin arastirilmasi

amaclanmistir.

Keratit 43 hastadan

bakteriyolojik ve mikolojik incelemeler icin korneal

Yontem: tanmis1 alan

ABSTRACT

Objective: Because of various problems in the
differential diagnosis of non-tuberculous mycobacteria
(NTM), clinicians may ignore these opportunistic bacteria.
DNA is usually extracted from the bacterial culture
in polymerase chain reaction (PCR)-based molecular
methods, which have been successfully applied in recent
years in the diagnosis of extrapulmonary mycobacterial
infections such as mycobacterial keratitis, as well as
in mycobacterial identification and drug resistance
determination in patients with suspected pulmonary
tuberculosis. Considering the difficulties experienced in
culture, especially in mycobacteria, it is thought that
DNA extraction not only from culture but also directly
from clinical samples will shed light on the development
of rapid and accurate diagnostic protocols. In this study,
it was aimed to investigate the presence of mycobacteria
along with microbial agents in corneal scraping samples

of patients with keratitis.

Methods: Corneal scraping samples were collected

for bacteriological and mycological examinations from
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kazint1 ornekleri alinmistir. Rutin bakteri ve mantar
kulturlerine ek olarak yapilan mikobakteriyolojik
incelemede ornekler Lowenstein-Jensen (LJ) ve
tube (MGIT)

ve direkt

Mycobacterium growth indicator
960 likit

preparasyonlar Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi

sistemde inokile edilmis
ile boyanarak mikroskobik olarak incelenmistir.
Mikobakteri varligi ayn1 zamanda dogrudan korneal
kazint1 orneklerinden DNA ekstraksiyonu sonrasinda
hsp65 gen bolgesini hedef alan spesifik primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi

ile de arastirilmistir.

Bulgular: Gerek fenotipik gerekse molekiiler

yontemlerle yapilan mikobakteriyolojik inceleme

sonucunda korneal kazint1 orneklerinin hicbirinde

mikobakteri  kolonizasyonu tespit

hastanin  %39,5’inden

edilememistir.
Degerlendirilen 43 keratitli
mikobakteri disinda cesitli bakteriler izole edildigi,
kadinlarda bu oranin %47,1, erkeklerde ise %34,66
oldugu tespit edilmistir. En sik izole edilen bakteriyel
(%23,3)

oldugu, miks kolonizasyon oranminin da %16,3 oldugu

etkenin Staphylococcus epidermidis
belirlenmistir. Bakteriyolojik ve patolojik inceleme
sonuglar ile tam gruplan, cinsiyet ve yas arasinda
bir iliski bulunmasa da, keratite eslik eden ek goz
hastaliginin daha ileri yaslarda goriilmesi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p=0.036).

Sonug: Calismamizda hi¢ mikobakteri tespit
edilemese de, dogrudan korneal kazinti 6rneklerinde
molekiiler bir yontemle mikobakterilerin arastirildigi ilk
calisma 6zelligini tasimaktadir. Sonuc olarak, daha genis
populasyonda yapilacak calismalarda, gozden kacan
mikobakteri olgularinin erken ve dogru teshisinin hizli
ilac direnci tespiti ile tedavi stratejilerinin daha akilci
bir sekilde planlanmasina imkan saglayacagi kanaatine
varilmistir. Ozellikle de, keratit olgularinin neredeyse
tamaminin (%95) coklu ilac direncli tiiberkiiloz (MDR TB)
ve TDM enfeksiyonlari i¢in en 6nemli tedavi secenekleri
olan florokinolon ve/veya amikasin ile tedavi edilmesi,
mikobakterilerin kolonizasyonunun ve bulastiriciiginin
gecici olarak baskilanmis olabilecegini, ancak yakin
gelecekte bu mikobakterilerin

ilaclara  direncli
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43 patients diagnosed with keratitis at Balcali Hospital
of Cukurova University Faculty of Medicine between
September 2016 and April 2017. In addition to routine
bacterial and fungal cultures, in mycobacteriological
examination, samples were inoculated in Lowenstein-
Jensen (LJ) and Mycobacterium growth indicator tube
(MGIT) 960 liquid system, and direct preparations
(EZN)

method and examined microscopically. The existence of

were stained with the Ehrlich-Ziehl-Neelsen

mycobacteria was also investigated by polymerase chain
reaction (PCR) testing using specific primers targeting
the hsp65 gene region after DNA extraction directly from

corneal scraping samples.

Results: No mycobacterial colonization could be
detected in any of the corneal scraping samples as a
result of mycobacteriological examination performed
by both phenotypic and molecular methods. It was
determined that various bacteria, except mycobacteria,
were isolated from 39.5% of the 43 patients with keratitis
evaluated, this rate was 47.1% in women and 34.66%
in men. It was determined that the most frequently
isolated bacterial agent was Staphylococcus epidermidis
(23.3%), and the mixed colonization rate was 16.3%.
Although there was no relationship between the results
of bacteriological and pathological examinations and the
diagnosis groups, gender, and age, it was statistically
significant that additional eye disease accompanying

keratitis was seen at older ages (p=0.036).

Conclusion: Although

detected in our study, it is the first study in which

no mycobacteria were
mycobacteria were investigated by a molecular
method in direct corneal scraping samples. It was
concluded that early and accurate diagnosis of
overlooked mycobacterial cases would enable rapid
drug resistance detection and treatment strategies to
be planned more rationally, in the light of studies to
be conducted with larger populations. In particular,
the treatment of almost all keratitis cases (95%) with
fluoroquinolones and/or amikacin, which are the most
important therapeutic options for multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB) and TDM infections, suggests

that mycobacterial colonization and infectivity may be



sebep oldugu enfeksiyonlara maruz kalabilecegimizi

disundurmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri identifikasyonu,

hsp65, keratit, korneal kazint1 6rnekleri, mikobakteri,
mikrobiyal etken, PCR

temporarily suppressed. However, this may result in our
exposure to infections caused by mycobacteria resistant

to these drugs in the near future.

Words:

scraping samples, hsp65, keratitis, microbial agent,

Key Bacterial identification, corneal

mycobacterium, PCR

GIRIS
Korneanin epitel ve stroma katmanlarinda
infiltrasyonla karakterize bir enfeksiyon olan

mikrobiyal keratitin etiyolojisinde bakteri, virus,

mantar ve parazit gibi mikroorganizmalar rol

oynamaktadir (1,2). Bu enfeksiyonlarin ayinci
tanmisinda ciddi zorluklarla karsilasilmakta, bunda
mikobakterilerin, ozellikle de tuberkiiloz disi

mikobakterilerin (TDM) onemi giderek artmaktadir
(3-5).
kontaminasyon ya da kolonizasyon sonucunda hastalik

Ozellikle bagisikig1 zayiflamis  bireylerde

olusturan mikobakteriler kornea, iris, lens, koroid,
retina ve optik sinir gibi goz ve iliskili dokularda da tam
ve tedavisi giic olan enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Son yillarda TDM’lerin sorumlu tutuldugu okiiler
enfeksiyonlarda artis gorulmektedir (6-8). TDM’ler
hava, toprak ve su gibi dogal cevrede ve yiyeceklerde
yaygin olarak bulunabilen firsatci patojenlerdir (3-6).
Mikobakteriyel keratitler siklikla goz travmasi ya da
cerrahi girisim sonrasinda ortaya cikmaktadir (2,7,8).
Artan bir sekilde uygulanmakta olan lazer refraktif
cerrahi ve kerotoplasti gibi uygulamalara bagli olarak
1990’l yillardan itibaren TDM keratiti daha yaygin bir
sekilde rapor edilmistir (9-11).

Bu mikroorganizmalarin yavas Uremesi ve
virilansinin zayif olmasi, bu yiizden enfeksiyonun
nadir klinik tablonun

olarak gelismesi, olusan

diger az viriilan bakteri ve mantarlarin yol actig

enfeksiyonlarla benzerlik gostermesi ve organizmanin
rutin tamda kullanmilan boyalarla az gorulmesi gibi
cesitli zorluklardan dolayr TDM’lerin ayirci tanisinda
problem yasanmaktadir. Kiiltiirde izolasyon zorluklar
ile birlikte molekuler tanidaki yetersiz optimizasyona
bagli olarak mikobakteriyel keratit insidansi biitiin
dinyada disuk bulunmakta, boylece rutin tanida
mikobakterilerin goz ard
tedavi
(11-13). yillarda
yontemlerle, akciger

hastalara ait balgam 6rneklerinden dogrudan izole

edilmesiyle uygulanan
stratejileri basanisizlikla sonuclanmaktadir
PCR

tuberkilozu

Son temelli molekiiler

suphesi olan
edilen
identifikasyon ve ilac¢ direncinin tespiti ile erken tam
ve akilcr tedavi icin onemli adimlar atilmaktadir.
Fakat, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde okiiler
orneklerde PCR temelli molekiiler yontemlerin rutin
tamida uygulanmasi heniiz onerilememektedir. Bu

DNA kullanilarak yapilan mikobakteriyel

sebeple, bilylik merkezlerden, daha sonra yalnizca
Mycobacterium tuberculosis icin degil, aynm zamanda
saptanmasi zor diger mikroorganizmalar icin de bu
molekiiler tekniklerle dogrulama calismalan icin
kullanilabilecek fazla okuler ornekleri dondurmalarn
istenmektedir (14). Bununla birlikte yapilan az sayida
arastirma sonucunda, ekstrapulmoner mikobakteriyel
enfeksiyonlarin tanmisinda da konvansiyonel kiltur
yontemlerinin yaninda, vyalmzca kiltiirden degil
dogrudan klinik orneklerden de DNA ekstrakte edilerek

yapilacak molekiiler testlerin daha hizli ve dogru tam
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protokollerine 151k tutacag1 disiiniilmektedir (5,15-
19).

Butun bunlar goz oniine alinarak, bu calismada
keratitli
orneklerinde rutin mikrobiyolojik incelemelere ek

hastalardan alinan  korneal kazinti
olarak, konvansiyonel kultiir yontemleri ile birlikte
bu kazint1 6rneklerinden dogrudan DNA ekstraksiyonu
yapilarak PCR yontemiyle de mikobakteri varliginin
arastinlmas1 amaclanmistir. Bu yonuyle calismamiz

orijinal bir arastirma ozelligi tasimaktadir.
GEREC ve YONTEM
Bu calisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi

Klinik Etik
Kurulu’nun onayi ile (Tarih: 01.04.2016 ve Karar No:

Girisimsel  Olmayan Arastirmalar
12) gerceklestirilmistir.
Orneklerin toplanmasi

Calismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Balcali Hastanesi Goz Hastaliklar1 Poliklinigine 2016
Eylul - 2017 Nisan tarihleri arasinda basvuran ve klinik
olarak keratit tanis1 konulan toplam 49 hastadan
korneal kazint1 ornekleri alinabilen 43 (%87,8) hasta
dahil edilmistir. Son bir haftada mikrobiyal keratit
tamisiyla antibakteriyel veya antifungal ilac ya da
topikal veya sistemik steroid kullananlar calisma disi
birakilmistir. Hastalar iki grup halinde arastinlmistir.
Bunlardan yalnmizca keratit tanis1 alan 33 (%76,7)’U
birinci grubu, 7’si kornea llseri, 2’si endoftalmi, 1’i
de biilléz keratopati olmak iizere ek goz hastaligi
bulunan 10 (%23,3)’u da ikinci grubu olusturmustur.
Hastalarin yas, cinsiyet, tam bilgileriyle birlikte
patolojik  ve
sonuclart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gz

rutin parazitolojik  inceleme

Hastaliklar1 Anabilim Dali’ndan alinmistir. Bunun
disinda rutin mikrobiyolojik incelemeye ek olarak
mikobakteriyolojik inceleme icin de korneal kazinti
ornekleri ainmistir. Bu ornekler rutin mikrobiyolojik
(SF),
mikobakteriyolojik inceleme icin ise 1 ml modifiye

inceleme icin 1 ml serum fizyolojik

edilmis Middlebrook 7H9 Broth iceren mikrosantrifiij
tuplerine alinarak en gec iki saat icerisinde Cukurova
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Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’na ulastirtmistir.
Rutin mikrobiyolojik incelemeler

Rutin mikrobiyolojik inceleme icin gonderilen
orneklerinde bakteri ve mantar

korneal kazinti

identifikasyonu amaciyla %5 koyun kanli agar,
endo agar, cikolatamsi agar ve sabouraud glikoz
(SGA)

kolonilerin morfolojik, boyanma ve biyokimyasal

agar besiyerlerine ekim yapilmis, Ureyen
ozellikleri incelenmistir. Gram (-) negatif bakterilerin

identifikasyonu ve dogrulanmasi icin; oksidaz,
katalaz, indol, metil kirmizis1, Voges-Proskauer, sitrat
testleri ve BBL Crystal Enterik/Fermente Etmeyen
(E/NF) Tamimlama (ID) Sistemi (Becton Dickinson,
ABD) kullamlmistir. Gram (+) pozitif bakteriler de
(PYR),

testleri, mannitol fermantasyonu, hemolitik aktivite,

katalaz, pirolidonil arilamidaz koagiilaz
basitrasin, optokin ve novobiosin duyarlilik testleri
ve BBL Crystal Gram-Pozitif Tanimlama (ID) Sistemi
(Becton Dickinson, ABD) kullanilarak identifiye
edilmistir.
Mikobakteriyolojik inceleme

Mikobakteri

molekiiler yontemlerle dogrudan korneal kazinti

varligi hem fenotipik hem de
orneklerinde arastinlmistir. Orneklerden hazirlanan
yayma preparatlar karbol fuksin yontemi EZN ile
boyandiktan sonra 1sitk mikroskopu ile mikobakteri
varligi arastirilmistir. Kiiltiir ortaminda izolasyon icgin
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanilan LJ agar besiyeri ve 7 ml’lik modifiye
edilmis Middlebrook 7H9 Broth iceren BACTEC
MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistem
kullamlmistir. LJ agar icerisinde 0,3 ml MGIT’a ise
0,5 ml oraninda ekim yapilan ornekler daha sonra
6-8 hafta (ortalama 42 giin) boyunca 37°C de inkiibe
edilmistir. 42 gliniin sonunda pozitif sonuc vermeyen
ornekler negatif kabul edilmistir.
Mikobakteri PCR
arastinlmasi icin bitin korneal kazinti orneklerinden

varliginin yontemi ile
DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Bunun icin etil alkol
(20) ve MICKLE cihazinda
mekanik ekstraksiyon (21) olmak uzere iki farkli

presipitasyon yontemi



Her iki
edilen DNA ornekleri ayn ayn test edilmistir. PCR
hsp65
ait 439 bp uzunlugundaki spesifik bolgeyi hedef
alan TB11 (5’-CAACGATGGTGTGTCCCAT-3’) ve
TB12 (5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’)
kullanlarak Saifi ve arkadaslarinin daha once yapmis
(22). Pozitif
kontrol olarak anabilim dalimizda daha once kdltiirde

protokol uygulanmistir. yontemle elde

amplifikasyonu  mikobakterilerin genine

primerleri

oldugu sekilde gerceklestirilmistir
izole edilerek, DNA dizi analiziyle tir dizeyinde
identifiye edilen Mycobacterium tuberculosis H37Rv
susu kullamlmistir. Amplifikasyon urinleri, 0.5 pg/ml
etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz jelde 120 voltta
1 saat elektroforez uygulandiktan sonra ultraviyole
altinda gorintilenmistir.
istatistiksel analiz

Bulgularimizin istatistiksel analizi “Statistical
Package for the Social Sciences IBM SPSS Statistics 22.0”
programi ile yapilmistir. Kategorik degiskenler say1 ve
ylizde, sayisal degiskenler ise ortalama ve standart
sapma olarak verilmistir. Kategorik degiskenlerin
Pearson Ki-Kare yas

karsilastinlmasinda testi,

ortalamalarinin ikili grup karsilastinlmalannda ise
Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Analizler %95
giiven araliginda calisilmistir. Bitiin  analizlerde

istatistiksel onem diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
BULGULAR

Korneal kazint1 ornekleri degerlendirilen 43
hastadan vyalmz keratit tamli birinci gruptaki
hastalarin 14 (%42,4)’G kadin, 19 (%57,6)’u erkek
olup, yas ortalamas1 50,8+21,6, ortancasi 51,0 (1-83)
olarak bulunmustur. Ek goz hastaligi bulunan ikinci
gruptaki hastalarin da 4 (%41,9)’U kadin, 6 (%58,1)’s1
erkek erkek olup yas ortalamasi 65,2+24,1, ortancasi
74,5 (1-84) olarak bulunmustur.

Bakteriyolojik inceleme sonucunda 8/18 (%44,4)’i
kadin 9/25 (%36,0)’i erkek olmak lizere toplam 17/43
(%39,5) hastaya ait korneal kazint1 6rneklerinde basta
Gram pozitif koklar olmak Uizere bakteri Uremis, en sik
%23,3 (10/43) oram ile Staphylococcus epidermidis
izole edilmistir. Miks kolonizasyon oranm %16,3 (7/43)

olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Korneal kazint1 6rnekleri degerlendirilen 43 hastanin patolojik ve bakteriyolojik inceleme sonuclari

Hasta Cinsiyet| Yas Tam Patolojik inceleme Bakteriyolojik inceleme
No Sonucu Sonucu

1 Kadin 57 | keratit + kornea llseri yogun notrofil =

2 Erkek 42 keratit mantar hifalari, aktif kronik iltihap =

3 Erkek 50 keratit mantar enfeksiyonu uyumlu -

4 Kadin 84 | keratit + kornea llseri yogun notrofil Staphylococcus epidermidis
5 Erkek 73 | keratit + kornea llseri Staphylococcus aureus

6 Erkek 35 keratit mantar enfeksiyonu uyumlu -

7 Kadin 78 | keratit + kornea ulseri akut ulseratif keratit -

8 Kadin 80 keratit yogun notrofil Engz;%z;g;lsaf gle;:e{is,

9 Kadin 58 keratit + endoftalmi mantar enfeksiyonu uyumlu -

10 Erkek 57 keratit notrofiller -

11 Erkek 45 keratit notrofiller Staphylococcus epidermidis
12 Erkek 81 keratit notrofiller -

13 Kadin 64 keratit notrofiller Difteroid (1 koloni)
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Tablo 1 (devami). Korneal kazint1 6rnekleri degerlendirilen 43 hastanin patolojik ve bakteriyolojik inceleme sonuclari

Hasta | .. Patolojik inceleme Bakteriyolojik inceleme
No I e 2 Sonucu Sonucu
14 Kadin 20 keratit nadir notrofil -
15 Erkek 42 keratit -
16 Erkek 67 keratit ezilme artefakti Staphylococcus epidermidis
17 Kadin 17 keratit notrofiller Serratia marcescens
18 Kadin 38 keratit mantar enfeksiyonu uyumlu Staphylococcus epidermidis
19 Erkek 76 | keratit + kornea ulseri notrofiller -
20 Kadin 78 keratit nadir notrofil -
21 Erkek 55 keratit notrofiller -
22 Erkek 77 | keratit + kornea ulseri notrofiller -
23 Erkek 52 keratit notrofiller Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa,

24 Kadin 14 keratit yogun notrofil Stenotrophomonasmaltophilia,

Rothia mucilaginosa
25 Erkek 79 keratit reaktif kornea epitel hiicreleri -
26 Erkek 34 keratit dejenere kornea epiteli -
27 Erkek 83 keratit notrofiller Sg](fet;; f_%?g,cc‘zlﬁ) r;e:;zog;;e",
28 Erkek 67 keratit notrofiller Staphylococcus epidermidis
29 Kadin 49 keratit akut stpuratif enflamasyon -
30 Kadin 0 keratit yogun notrofil S égzggzlcsh;;p iccj;;midis,
31 Erkek 75 keratit notrofiller duielry locogicft:sérzfdidermidis,
32 Erkek 65 keratit dejenere kornea epiteli =
33 Erkek | 76 keLZt:; t;s;‘t‘iwz nétrofiller Staphy ";Ca"c‘ifl“js ‘Es’;ﬁermi dis,
34 Kadin 22 keratit ezilme artefakti Serratia marcescens
35 Erkek | 0 | keratit +endoftalmi ezi'l’gg‘;?tffgku St"phy;’\%c;ig’lfazprﬁe; TS,
36 Erkek 28 keratit yogun notrofil -
37 Erkek 64 keratit nadir notrofil -
38 Kadin 57 keratit yogun notrofil -
39 Kadin 47 keratit yogun notrofil -
40 Erkek 43 keratit notrofiller -
41 Kadin 51 keratit notrofiller -

konjonktiva epitelinde
42 Erkek 72 | keratit + kornea llseri skuamoz metaplazi, -
fokal suprabazal ayrilma
43 Kadin 76 keratit notrofiller -
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Parazitolojik inceleme sonucunda iki hastadan
Demodex spp. izole edilmistir. Bunlardan birinde
baska etken izole edilmemisken, digerinin bakteri
kilturinde S. epidermidis izole edilmis ve patoloji
sonucuna gore mantar enfeksiyonu dusunilmustur.
Mikolojik kultur ile hicbir ornekten mantar izole
patolojik
bakteri kulturii de negatif olan bir hastada mantar

edilememesine karsilik, inceleme ile;
hifalan tespit edilmis, bakteri kilturleri negatif olan
uc hasta ile Demodex spp. ve S. epidermidis izole
edilen bir hastada mantar enfeksiyonu ile uyumlu

sonuc alinmistir (Tablo 1).

Gerek fenotipik gerekse molekuler yontemlerle
yaptigiriz  mikobakteriyolojik inceleme sonucunda
korneal kazinti1 orneklerinin hicbirinde mikobakteri
kolonizasyonu tespit edilememistir.

Ki kare testine gore, bakteriyolojik ve patolojik
inceleme sonuclarn tam gruplari ve cinsiyet ile
iliskilendirilememistir (Tablo 2). Mann-Whitney U
testi ile analiz sonucunda ise, yas ile bakteriyolojik
ve patolojik inceleme sonuclari arasinda bir iliski
bulunmasa da, keratite eslik eden ek goz hastaliginin
daha ileri yaslarda gorulmesi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0.036)(Sekil 1).

Tablo 2. Bakteriyolojik ve patolojik inceleme sonuglarinin tan ve cinsiyete gore dagilim

Tan Cinsiyet
Bakteriyolojik ve
il stz Keratit Keartit + Ek Goz P Erkek Kadin p
Say1 (%) Hastalig1 Say1 (%) Degeri Say1 (%) Say1 (%) Degeri
bS] 13 (39,4) 4 (40,0) 9 (36,0) 8 (44,4)
(n=17)
g 30,1) 1(10,0) 301200 | 16.,6)
Mikrobiyal B 0.998 0725
HLest Saptanmadi ' ,
~ 17 (51,5) 5 (50,0) 13 (52,0) 9 (50,0)
(n=22)
Toplam
(n=43) 33 10 25 18
Monobakterl | - g (54,2) 2(20,0) 52000 | 57,8
(n=10)
Polzgfl;;eri 5 (15,2) 2 (20,0) 4 (16,0) 3 (16,7)
Bakteriyel B 0918 0.819
S Ureme Yok ' '
B 20 (60,6) 6 (60,0) 16 (64,0) 10 (55,5)
(n=26)
Toplam
(n=43) 33 10 25 18

*Mantar kiiltlirinde lireme olmasa da, patolojik inceleme sonucuna gore 1 ornekte mantar hifalar goriilmus, 3 ornekte de

mantar enfeksiyonu ile uyumlu sonu¢ bulunmustur.
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Sekil 1. Yas ortalamasinin tam gruplarina dagilim

TARTISMA

insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) insidansinda
artma ile birlikte ortaya c¢kan en onemli
problemlerden biri de TDM enfeksiyonlarindaki
(23,24). Ozellikle bagisiklig1

kontaminasyon veya
sonucunda ciddi okiler enfeksiyonlara yol acabilen
TDM suslan,
komleks (MTBK) tiirlerinden hem de diger bakteriyel,

fungal ve viral etkenlerden ayirt edilmesindeki

artistir zayiflamis

kisilerde kolonizasyon

hem Mycobacterium  tuberculosis
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guclukler nedeniyle yanlis tam ve tedavilere yol
(12,23,24).
olmadig1 olgularda, ozellikle de keratit gibi okiiler

acmaktadirlar Pulmoner tutulumun

enfeksiyonlarda c¢ogu zaman medikal tedaviye

direncli olan mikobakterilerin identifikasyonu
goz ardi edilmektedir. Bu sebeple, olabildigince
hizli bir sekilde etken mikobakterilerin tespiti ve
ilac direncinin tammlanarak etkili bir tedaviye
baslanmasi bu enfeksiyona bagli kalici hasarlarin ve
korluglin onlenmesi icin kritik 6nem tasimaktadir

(7,23,24). Ulkemizde mikobakteri identifikasyonunda



ve antitiiberkiiloz ila¢ duyarliiginin saptanmasinda
rutin olarak uygulanan fenotipik yontemler zor
ve zaman alicidir. Mikobakteri insidansimin disik
bulundugu gelismis llkelerde identifikasyonda ve
direnc tayininde molekuler yontemler rutin olarak
uygulanmakta iken, tilkemizin de dahil oldugu yiiksek
insidanshi bircok Ulkede rutin mikobakteriyel tam
algoritmasinda yer alamamaktadir (23,24).

Diinyada yapilan cok sayida calismayla birlikte
ulkemizde de keratit olgulan ile mikobakteriler
iliski (3,4,6-8,24,25).
Ancak dogrudan korneal kazinti orneklerinden PCR

arasindaki arastinlmistir

temelli molekiler yontemlerle mikrobiyal etken
tespit edilen az sayida calisma olsa da (15,16,19,24)
mikobakterilerin gosterildigi herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Ancak, Honarvar ve arkadaslarinin
2012 yilinda iran’da yaptiklan bir keratit olgu sunumu
calismasinda; transplantasyon yapilan hastanin
cikartilan korneasindan alinan biyopsi 6rneginden
dogrudan DNA ekstrakte edilerek PCR- restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi yapilmis ve
etken izolatin Mycobacterium aurum oldugu tespit
edilmistir (5). Aynca, Hoffman ve arkadaslarinin 2021
yilinda ingiltere’de yaptiklar bir calismada; korneal
kazint1 orneklerinin kultir sonuclarn ile korneal
surunti orneklerinin PCR sonuclarinm karsilastirmis,
kiilturde mikobakteri uiretebildikleri tek hastanin PCR
sonucu negatif bulunmustur (18). Bu sonuclar, ayni
sekilde kornea kazint1 orneklerinden de dogrudan
DNA ekstrakte edilerek molekiler yontemlerle erken
ve dogru mikobakteriyel etken tespit edilmesinin ne
kadar onemli oldugunu gostermektedir.

Elaz1g’da

calismada bakteriyel keratit tanmis1 alan 32 hastayi

Giller ve arkadaslan yaptiklan
retrospektif olarak incelemislerdir. Hastalarin %34,3
(11/32) ‘linde cesitli bakteri tiirlerinin tespit edildigi
ve en yaygin izolatin %64 (7/11) orani ile streptokok
tlrleri oldugunu belirlemislerdir (26). Budak ve
arkadaslarinin  Bursa’da yaptiklari bir calismada
keratit tanmist almis 46 hastayr retrospektif olarak
incelemis ve bu hastalarin %15’inin bakteriyel,

%13’Unun fungal, ve %7’sinin viral etkenlerle enfekte

oldugunu belirlemislerdir (27). Ulkemizde yapilan
baska bir calismada Yilmaz ve arkadaslar izmir’de
mikrobiyal keratit tanis1 alan 620 hastay1 retrospektif
olarak incelemis, hastalarinin %36,2 sinden etken izole
edildigini, bunlarnn %77,7’sinin bakteri %22,3’ Unin
mantar oldugunu ve en yaygin izolatin S. epidermidis
oldugunu belirlemislerdir (28). Her i¢ calismada
mikobakteri tespit edilemedigi goriilmektedir. Ancak,
onlarin hicbirinde ayrica mikobakteriyel inceleme
yapilmamistir.

Manga ve arkadaslar1 Erzurum’da yaptiklar bir olgu
sunumu calismasinda keratokonjonktivit tanis1 almis
bir hastay1 incelemis ve tuberkuloza ait radyolojik
ve laboratuvar bulgulan tespit ederek tiberkiilozla
iliskilendirmislerdir (29). Ancak bu calismada da
mikobakteriyel etken tespit edilememistir.

Ceyhan ve arkadaslari Ankara’da yaptiklan
(LASIK)
operasyonu geciren bir hastanin korneasindan aldiklan

calismada laser in situ keratomileusis
ornegi kanli agara ekmis ve burada Ureyen siipheli

kolonileri, mikobakterilerin iredigi besiyerlerine
inokule etmislerdir. Kilturde izole edilen mikobakteri
INNO-LIPA

yontemi ile etken mikroorganizmanin Mycobacterium

kolonilerinden DNA ekstrakte ederek,

chelonae oldugunu tespit etmislerdir (8). Bu calismada
da goriildugl lzere korneal kazinti érneklerinden
dogrudan mikobakteriyel inceleme yapilmamistir.

Sarah ve arkadaslari1 2016 yilinda Fas’ta yaptiklar
calismada gozlerinde tuberkuloz bulgulart bulunan
iki farkli hastay1 incelemislerdir. Hastalara klinik,
dermatolojik, histolojik ve histopatolojik incelemeler
sonucunda tan1 konulmus ve antitiiberkiiloz tedavisi
baslanmistir (6). Bu calismada mikobakteriyel etken
tespit edilememistir.

Kheir ve arkadaslarnn tarafindan 2015 yilinda
Libnan’da yapilan retrospektif bir calismada okdler
enfeksiyonlarda etken ajan olarak tespit edilen
174 TDM susunun etiyolojisi, mikrobiyolojisi, risk
faktorleri, teshisi, klinik durumlan ve tedavisi
tizerine yogunlasilmistir (3). Amerika’da 2004 yilinda
retrospektif olarak yapilan baska bir calismada ise

Abshire ve arkadaslar 1966 ile 2003 yillar arasinda

Turk Hij Den Biyol Derg

517



518

mikobakteriyel kokenli keratit hastalarinin %90’1nin
inhibe oldugu minimal inhibisyon konsantrasyon
(MIC) degerlerini hesaplamis ve karsilastirmislardir
(30). Goriildiigu gibi, bu calismalarda PCR yontemi
ile mikobakteri varligi arastinlmamistir.

Sampaiao ve arkadaslari1 2006 yilinda Brezilya’da
yaptiklar calismada cerrahi operasyon yapilan 36
hastay1 retrospektif olarak incelemislerdir. infeksiyoz
keratit bulgusu olan bes hastanin korneal kazinti
orneklerinde fenotipik testlere ek olarak, kiltiirde
izole edilen kolonilerde cesitli bolgelerin dizi
analizi ve internal transcribed spacer (ITS) metodu
kullanarak Mycobacterium immunogenum varyanti
tespit etmislerdir (31). Chu ve arkadaslarinin 2015
yilinda retrospektif olarak Tayvan’da yapmis oldugu
calismada okiler enfeksiyonlarda kilturde ureyen
mikobakteri kolonilerinden DNA ekstrakte ederek
secA, hsp65 ve rpoB gen bolgeleri icin multilokus
sekans yontemini kullanmislar ve TDM izolatlarim
Ko ve arkadaslar 2017
yilinda Kore’de yaptiklari olgu sunumu calismasinda,

identifiye etmislerdir (4).

hastadan alinan korneal kazint1 6rneginde tiiberkiiloz
dis1 mikobakteri tespit etmisler ve yapilan 16S
rRNA  dizi
intracellulare oldugunu gostermislerdir (9).

analizinde etkenin Mycobacterium
Silva
ve arkadaslarn 2019 yilinda Brezilya’da yaptiklar
aldiklan

ornegini Loweistein Jensen besiyerine ekmisler ve

calismada hastadan korneal kazinti
treyen kolonilerden hazirlanan preparatlarn EZN
ile boyayip mikroskop altinda mikobakteri tespit
etmislerdir. Daha sonra hsp-RFLP teknigi ile etkenin
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii oldugunu
gostermislerdir (10). Bostan ve arkadaslar1t 2019
yiinda Kanada’da yaptiklar baska bir olgu sunumu
calismasinda hastadan aldiklarn korneal kazinti
ornegini Loweistein Jensen besiyerine ekmisler ve
tireme gozlemlemislerdir. Yapilan dizi analizinde
etkenin  Mycobacterium abscessus  oldugunu
tespit etmisler ve hastay1 topikal linezolid ile
tedavi etmislerdir (11). Bu calismalarda kulturde
izole edilen kolonilerden DNA ekstrakte edilerek
bizim

PCR uygulanmisken, calismamizda DNA
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ekstraksiyonu dogrudan kornea kazinti orneginden
yapilmistir.

Gusmao ve arkadaslan Brezilya’da yaptiklar olgu
sunumu calismasinda inceledikleri hastanin korneal
kazint1 orneginden izole ettikleri kolonilerden DNA
ekstrakte ederek PCR-restriksiyon endoniikleaz
anaziliyle M. abscessus identifiye etmislerdir. Ancak
6 ay antituberkiloz tedavi aldiktan sonra da hastanin
kornea kazinti orneginden kiltirde tekrar M.
abscessus Uremistir. Bu kolonilerden de DNA ekstrakte
edilerek rastgele arttinlms polimorfik DNA (RAPD)
ve enterobacterial repetitive intergenic consensus
(ERIC)-PCR yontemleri kullamlmis ve onceki izolatla
klonal kokenlerinin ayni oldugu gosterilmistir (7).
Bu calisma da kornea kazinti1 orneklerinden kultir
ortaminda mikobakteri izole edilebildigini ve bu
izolatlarin PCR temelli molekiiler yontemlerle tir
diizeyinde identifikasyonunun yapilabilirligini ve
onemini vurgulamaktadir. Ancak dogrudan kornea
orneklerinden DNA ekstrakte edilerek PCR yontemi
uygulanmamistir.

Zhao ve arkadaslan klinik olarak suphelenilen
enfeksiyoz keratit veya kornea lilseri olan 67 hastadan
alinan 80 kornea kazinti 6rneginde direkt PCR yontemi
ile bakteri, mantar ve Herpes simpleks viriis varligini
arastirmis, orneklerden 66 (%82,5)’sinda enfeksiyoz
(%10)’inin
bakteri oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilarin

etken tespit edildigini, bunlardan 8
direkt PCR yontemini DNA ekstraksiyonu yapmadan
ozel polimeraz kullanarak kornea kazint1 orneklerine
dogrudan amplifikasyon ile uygulamis ne tiir bakteri
tespit edildigini incelememislerdir (15). Baska bir
calismada Kim ve arkadaslar1 2008 yilinda Amerika’da
mikrobiyal keratitli hastalarda fungal ve bakteriyel
patojenlerin tespiti ve identifikasyonu icin kultur
ile PCR yontemini karsilastirmislardir. 108 hastadan
alinan 96 kornea kazinti orneklerinden DNA ekstrakti
ile yapilan PCR sonucunda 58 (%60,4)’i mantar 36
(%37,5)’s1 bakteri olmak lizere toplam 94 patojen
tespit edilmistir (16). Abu Eleinen ve arkadaslarinin
2012 yilinda Misir’da yaptiklar calisma sonucunda
da benzer sonuclar alinmistir (19). Bu lc calisma



sonucunda; her ne kadar mikobakteri tespit edilmese
de, dogrudan kornea kazinti 6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu yaparak ya da yapmaksizin PCR ile
bakteri tespitinin miimkiin oldugu gosterilmistir.
Keratit olgularinda mikobakteri varliginin hem
fenotipik hem de molekiiler yontemlerle dogrudan
korneal kazint1 orneklerinde incelendigi ilk calisma
ozelligini tastyan arastirmamiz sonucunda korneal
kazint1 orneklerinden kiiltirde mikobakteri izole
edilemedigi gibi PCR yontemi ile de pozitif sonuc
alinamamistir. Uyguladigimiz yontemlerin tiiberkiiloz
klinik
orneklerle calisildigi zaman cok giivenilir, duyarli ve
ozgil olduklan bilinmektedir (2,6,7,11,24). Ancak

bizim amacimiz keratitli hastalardan alinan korneal

supheli hastalardan alinan balgam gibi

kazint1 orneklerinden mikobakteri izole etmek ve/
veya mikobakteriyel DNA kanit1 tespit edebilmekti.
Tarama amacli dogrudan korneal kazint1 6rneklerinden
PCR yontemi ile mikobakterilerin arastinldigi bir
calismaya rastlamadik. Calismarmzi kisitlayan en
onemli faktor mikobakteriyel keratitli hastalardan
alinan korneal kazinti orneklerinin pozitif kontrol
olarak kullanilamamasidir. Ne yazik ki, bolgemizde
simdiye kadar rapor edilmeyen ve {ilkemizde oldugu
gibi diinyada da disiik insidansa sahip oldugu
bildirilen mikobakteriyel keratitli hasta bulunsa bile,

TESEKKUR

pozitif kontrol olarak kullanilacak kadar korneal

kazint1 ornegi alinmast mimkiin olmamaktadir.
Bunun yerine referans sus olarak kiilturde izole
edilerek DNA dizi analiziyle tiur diizeyinde identifiye
edilen Mycobacterium  tuberculosis H37Rv susu
kullamlmistar.

mikobakteri

Arastirmamz  sonucunda  hig

tespit edilemese de, dogrudan korneal kazinti
orneklerinden DNA ekstrakte edilerek molekuler bir
yontemle mikobakterilerin arastinldigi ilk calisma
ozelligini tasimaktadir. Calismamizda mikobakteri
tespit edilememesinin sebepleri olarak bolgemizde
mikobakteriyel keratit insidansimin gercekten de
cok dusuk olmast veya ornek almadaki kisitlamalar
sebebiyle de az sayida hasta ile calisilmis olmasi
gosterilebilir. Ayrica, mikobakteri tedavisinde onemli
secenek olan florokinolonlar ve aminoglokozidlerin
yogun olarak keratit gibi g6z enfeksiyonlarinda topikal
kullamiminin da gozardi edilmemesi gerekmektedir.
Ciunki bu ilaglar mikobakterileri baskilayabildigi gibi,
ileride daha ciddi direnc kazanmis mikobakteriyel
keratit olgulan ile karsilasabilecegimizin sinyalini
vermektedir. Daha genis populasyonlarla yapilacak
insidans calismalarinin bizim calismamizin 6nemini

daha da vurgulayacag diisiiniilmektedir.

* Calismamizda degerlendirdigimiz korneal kazinti 6rneklerinin ve hasta verilerinin titizlikle toplanmasinda emegi gecen
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gz Hastaliklar1 Anabilim Dali degerli 6gretim uyeleri Prof.Dr. Meltem YAGMUR, Prof.Dr.
Elif ERDEM ve Dr.0gr.Uyesi ibrahim inan HARBIYELI’ye, bulgularimizin istatistiksel analizini yapan Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali degerli 6gretim liyesi Doc.Dr. Yasar SERTDEMIR’e, ayrica laboratuvar calismalarimizda
yardimlarim esirgemeyen Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskam Prof.Dr. Fatih
KOKSAL’a ve Dr.0gr.Uyesi Mediha Begiim KAYAR’a tesekkiir ederiz.
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CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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