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OZET

Hizh Ureyen Mikobakterilerin Antitiiberkiiloz ilaclara Duyarlhihklarinin

Belirlenmesi

Cevrede yaygin olarak bulunan hizli iireyen mikobakterilere (HUM) bagh
enfeksiyonlar, hem immiin sistemi baskilanmig hem de immiin sistemi saglam olan hastalar1
etkileyebildiginden klinik dneme sahiptir. HUM'e bagli enfeksiyonlarin tedavisi; birinci
basamak antitliberkiiloz ajanlarin bir¢oguna direngli olmalari, uzun siireli ¢oklu ilag rejimi
gerektirmesi, maliyetli olusu ve ilaca bagl toksisiteler nedeniyle zordur. Bu calisma ile
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'nde izole edilen Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium abscessus ve Mycobacterium chelonae izolatlarinin in-vitro antimikrobiyal
duyarlilik profillerinin arastirilmast ve epidemiyolojik verilerin ortaya konulmasi

amaglanmistir.

2013-2018 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde izole edilen 35
M. fortuitum, 19 M. abscessus ve dort M. chelonae izolati Lowenstein-Jensen (LJ)
besiyerlerine pasajlanarak iiretildi ve sivi mikrodillisyon yontemi ile amikasin, sefoksitin,
siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin, imipenem, linezolid, moksifloksasin ve tobramisin
icin Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii — ‘Clinical and Laboratory Standards

Institute’ (CLSI) Onerilerine uygun olarak in-vitro antimikrobiyal duyarlilik profilleri
belirlendi.

M. abscessus izolatlarinin  %73.68’1 (14/19) amikasine duyarli bulundu;
klaritromisine duyarliliklar1 ise sirastyla tigiincii giinde %73.68 (14/19), 14. glinde %21.05

(4/19) olarak saptandu. izolatlarin tiimii imipeneme duyarliydi.

M. fortuitum izolatlarinin klaritromisine duyarlilik oranlari; iigiincii giin %32.35
(11/34) iken 14. giinde %2.94 (1/34) olarak belirlendi. izolatlarin tiimii (n=35) amikasin,
siprofloksasin ve moksifloksasine duyarli olarak saptandi. M. fortuitum izolatlarinin

hicbirinde sefoksitin ve imipeneme diren¢ gézlenmedi.

M. chelonae izolatlarinin tiimii (n=4) amikasin, tobramisin ve klaritromisine duyarli
bulundu. Sefoksitine duyarli M. chelonae izolat1 goriilmedi. Tiim sonuglar1 toplu olarak
degerlendirdigimizde izolatlarin en duyarli oldugu antimikrobiyal ajan amikasin iken en

direncli oldugu ajan doksisiklin olarak belirlendi.



Sonu¢ olarak c¢alismamiz antimikrobiyal duyarlilik durumunun tiirler arasinda
farklilik gosterdigini desteklemis ve aymi zamanda hastanelerin kendi bdlgelerindeki
izolatlarin duyarlilik paternlerini bilmesinin ne kadar onemli oldugunu da gostermistir.
Stiphesiz hizli lireyen mikobakterilerin kullanilan antimikrobiyallere duyarlilik durumlarimi

bilmek kadar dogru tiir tayininin de tedavide kritik oldugunu unutmamak gerekir.

Anahtar kelimeler: Hizli iireyen mikobakteri, Sivi mikrodiliisyon yoOntemi,

Antimikrobiyal duyarlilik



SUMMARY
Evaluation of Antimicrobial Susceptibilities of Rapidly Growing Mycobacteria

Infections related to the rapidly growing mycobacteria (RGM), which are common in
the environment, have clinical significance as they can affect both immunocompromised and
immunocompetent patients. Treatment of RGM related infections is difficult, because they
are resistant to many of the first-line tuberculosis agents, drug therapy typically involves a
long-term multiple drug regimen, which is costly, and is associated with drug-related
toxicities. The aim of this study was to investigate the in-vitro antimicrobial susceptibility
profiles of Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium abscessus and Mycobacterium
chelonae isolates isolated in Dokuz Eyliil University Hospital and to reveal epidemiological

data.

Total of 58 isolates included (35 M. fortuitum, 19 M. abscessus and four M.
chelonae), which were isolated in Dokuz Eylul University Hospital between 2013 and 2018,
were subjected to in vitro testing for nine antimicrobial agents (amikacin, cefoxitin,
ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline, imipenem, linezolid, moxifloxacin and
tobramycin) with the broth microdilution method recommended by the Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI).

For M. abscessus; 73.68% (14/19) of the isolates were found susceptible to amikacin;
%73.68 (14/19) of isolates were susceptible to clarithromycin the third day and only 21.05%
(4/19) of them remained susceptible at day 14. No resistance to imipenem were observed in

M. abscessus isolates.

For M. fortuitum clarithromycin susceptibility decreased from %32.35 (11/34) to
%2.94 (1/34) after an additional incubation until 14 days. All tested isolates of the M.
fortuitum (n=35) were susceptible to amikacin, ciprofloxacin and moxifloxacin. None of the

M. fortuitum isolates exhibited resistance to cefoxitin and imipenem.

Antibiotic susceptibility testing of the four M. chelonae isolates demonstrated 100%
susceptibility for amikacin, clarithromycin and tobramycin; none of the isolates were
susceptible to cefoxitin. Both M. fortuitum, M. abscessus and M. chelonae isolates were

highly susceptible to amikacin; and were highly resistance to doxycycline.

In conclusion, our study supported that status of antimicrobial susceptibilities were



different between species and also showed that the importance for hospitals to know
susceptibility patterns of isolates in their region. It should be noted that accurate species
determination is critical for treatment as well as susceptibility status of rapidly growing

mycobacteria to the antimicrobials in use.

Keywords: Rapidly growing mycobacteria, Broth microdilution method,

Antimicrobial susceptibilitiy



3. GIRIS VE AMAC

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) ve Mycobacterium leprae disindaki
mikobakteri tiirleri, tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM) veya atipik mikobakteriler olarak
adlandirilirlar (1). TDM’ler 170’den fazla farkli tiirii igermekte ve tiir dagilimi cografi
farkliliklar gostermektedir (1, 2).

Gecmiste hastalik etkeni olarak degerlendirilmeyen TDM’lerin, giiniimiizde
bagisiklik sistemini baskilayan hastalik ve tedavilerin artmasina bagli olarak giderek artan

siklikta enfeksiyon etkeni olarak izole edildigi goriilmektedir (3, 4).

Endiistrilesmis pek ¢ok lilkede TDM'ye bagli hastaliklar goriilmektedir; insidans
oranlar1 yliz binde 1-1.8 arasinda degigmektedir. Bu genel insidans oranlari, rapor edilen
TDM izolatlarinin sayisina dayali tahminlerdir (2). TDM’ler lilkemizde ve diinyada bildirimi
zorunlu hastaliklar grubunda yer almadigi ve her kurumda tanimlamasi yapilmadigi i¢in

TDM yaygmligi ile ilgili bilgi vermek zordur.

1959°da Ernest Runyon TDM’ler icin ilk smiflama sistemini Onermistir. Bu
simiflamada TDM’leri lireme hizlari, koloni morfolojileri ve pigment iiretimlerine gore
fotokromojenler, skotokromojenler, kromojen olmayanlar ve hizli iireyenler olarak dort

gruba ayirmistir (5).

HUM; Mycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium

chelonae ve gesitli nadir tiirler de dahil olmak {izere ¢ok sayida farkl tiir icerir (6).

TDM’ler arasindaki HUM oram1 1992 ile 1996 yillar1 arasinda %14 iken 2001°de
%?35’e yiikselmis ve iki kattan fazla bir artis gostermistir (7).

HUM’ler, saglik hizmetleri ile iliskili bir dizi salgin ve yalanci salginlardan sorumlu
olmustur (8). Kronik akciger enfeksiyonlari, cilt/yumusak dokular ve iskelet enfeksiyonlari,
kateter enfeksiyonlar1 ve yaygin enfeksiyonlar: iceren HUM’e bagl enfeksiyonlar, son
yillarda hem immiin sistemi baskilanmis hem de immiin sistemi saglam olan hastalar
etkileyebildiginden klinik 6neme sahipti. HUM'e bagl enfeksiyonlarin tedavisi birinci
basamak antitiiberkiiloz ajanlarin bir ¢oguna diren¢li olmalart nedeniyle giigtiir (9). Ciddi
HUM enfeksiyonlarmin tedavisi zordur; ila¢ tedavisi tipik olarak uzun siireli coklu ilag

rejimini igerir, maliyetlidir ve ilaca bagl toksisiteler ile iligkilidir (10).

Antimikrobiyal duyarlilik paternlerinin HUM tiirleri arasinda acik bir sekilde farkl



oldugu ve HUM tiirlerinin (ve hatta alt tiirlerin) ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
(ADT) dogru tamimlanmasinin, HUM enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in &nemli oldugu
gosterilmistir (11). HUM duyarlilik testi, optimal etkili ilag tedavisini segmek ve uzun siireli
tedavi ile ortaya ¢ikabilen mutasyona bagli ila¢ direncinin gelisimini izlemek i¢in gereklidir
(8). HUM enfeksiyonlari i¢in antimikrobiyal tedavinin segimi temel olarak in-vitro ADT’ye

dayanir ve bu da ilgili HUM tiiriine gore degismektedir (2).

Aralik 2000'de Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Komitesi (National Committee for Clinical Laboratory) iiyeleri Antimikrobiyal
Duyarlilik - Mikobakteri Alt Komitesi, HUM duyarlilik testi i¢in "altin standart” olarak sivi
mikrodiliisyon yontemi kullamlarak minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri

saptanmasini énermistir (8).

HUM’lere kars1 amikasin, sefoksitin, siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin (veya
minosiklin), imipenem, linezolid, moksifloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol ve

tobramisin test edilmesi Onerilen ajanlar arasinda yer almaktadir (12).

Bununla birlikte, bugiine kadar HUM enfeksiyonlarmin epidemiyolojisi ve
antimikrobiyal duyarlilik durumu ile ilgili yayinlanmis raporlar esas olarak Tiirkiye
disindaki iilkelerden elde edilmistir ve bu ¢evresel bakteriler grubunun dagilimindaki olasi
cografi cesitlilik, kiiresel verilerin yerel baglamla dogrudan ilgili olmayabilecegini

gostermektedir.

Bu calisma ile Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde 2013-2018 yillar1 arasinda
izole edilen 35 adet M. fortuitum, 19 adet M. abscessus ve dort adet M. chelonae izolatinin
CLSI tarafindan oOnerilen antibiyotiklerden amikasin, sefoksitin, siprofloksasin,
klaritromisin, doksisiklin, imipenem, linezolid, moksifloksasin ve tobramisin i¢in in-vitro
antimikrobiyal duyarlilik profillerinin arastirmast ve epidemiyolojik verilerin ortaya

koyulmasi amaglanmaktadir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Terminoloji

Actinomycetales takimi, Mycobacteriaceae ailesindeki tek cins olan Mycobacterium
cinsinin hareketsiz olmasi, basilin morfolojisi (hafif kavisli ve ¢cubuk seklinde) ve karbol
fuksin ile boyanmasinin ardindan asit-alkolle dekolorizasyona tipik olarak direngli olmasi

tanimlamada temel 6zelliklerini olusturmaktadir (13).

Mycobacterium tirlerinin DNA’sindaki yiliksek Guanin+Sitozin igerigi (M. leprae
disinda %61-71 mol), diger mikolik asit iceren Tsukamurella, Gordonia, Nocardia,

Rhodococcus cinsleri ile benzerlik gostermektedir (14).

1935 yilinda Pinner, M. tuberculosis ve M. leprae suslarina benzemeyen mikobakteri
tirleri icin hayvanlardaki viriilans, koloni morfolojisi ve besiyerinde pigment

karakteristiklerine gore “atipik aside direngli mikroorganizmalar” terimini gelistirmistir (15).

Timpe ve Runyon da tipki Pinner gibi tipik insan tiiberkiiloz basiline benzemeyen
klinik izolatlar i¢in ‘atipik’ terimini dile getirmislerdir. Tim mikobakterileri
degerlendirmede, M. tuberculosis’t merkezde tutma temelli yaklagim, mikobakteri
taksonomi sisteminde diizenli gelisimin Oniine ge¢mistir. M. tuberculosis temelli hayvan
viriilans testlerinden ziyade Mycobacterium cinsine yonelik genel yaklagim benimsendikce
taksonomi gelismis ve atipik olarak tabir edilen tiirlerin her birinin kendi tiiriine 6zgii

ozelliklere sahip tiirler oldugu ortaya ¢ikmistir.

“Mycobacteria other than tubercle bacilli” veya “nontuberculous” mikobakteri gibi
genis spektrumlu adlandirmalar kullanilmistir. M. tuberculosis disinda insan ve hayvan
hastaliklarina sebep olan diger mikobakterilerin ¢ogunun insandan insana bulaginin ender
olmasi, dogada bulunmasi ve firsatgr olmalar1 sebebiyle Wayne ve Sramek 1992 yilinda
“Potansiyel Patojen Cevresel Mikobakteri” tanimlamasini yapmislardir (15). Giiniimiizde,
MTK disindaki mikobakteriler icin tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM), non-tiiberkiiloz
mikobakteriler (NTM), M. tuberculosis dis1 mikobakteriler — ‘Mycobacteria other than

tuberculosis’ (MOTT) veya atipik mikobakteriler tanimlamalar1 kullanilmaktadir (16).
4.2. Tarihge

Tiiberkiiloz (TB), tarih dncesi ¢caglardan giiniimiize dek insanlikla i¢ ice seyretmis bir

enfeksiyon hastaligidir. Mikobakterilerin kdkeninin yaklasik 150 milyon yil Oncesine



dayandigi sanilmaktadir (17). Kanitlan M.O. 8000 yillarma uzanan insanligin
mikobakterilerle karsilagsmasinda, toplu yasama gecis ve sigirlarin evcillestirilmesi gibi

faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir (18).

M.O 2400 yillarinda, Misir mumyalarinda pott lezyonlar1 ve benzeri anormallikler
gibi TB igin tipik iskelet anormallikleri resmedilmis, sirastyla Hindistan ve Cin’de, M.O.

3300 ve 2300’11 yillarda TB’yi tarif eden ilk yazili belgeler bulunmustur (19).

TB basilinin yaptig1 hastalik gecmiste farkli sekillerde adlandirilmistir. Romalilar
tarafindan ‘Fitizis’ (balgamli 6ksiiriik ve hiriltili solunum) olarak tanimlanan TB’den ‘Beyaz
Olim’, ‘Beyaz Veba’, ‘Oliimiin Kaptanr’, iilkemizde ise siklikla ‘Ince Hastalik’ olarak
bahsedilmektedir (20). Giiniimiiz literatiiriinde kullanilan ‘tiiberkiiloz’ kelimesi Latince olup

ilk kez 19. ylizyilda Laennec ve Bayle tarafindan kullanilmistir (18).

Tiiberkiiloz epidemilerinin asirlardir dalgalanmalarla seyrettigi belirtilmektedir. M.O.
1500-0 yillar1 arasinda Nil Vadisi, 500-1500 yillar1 arasinda Kuzey Amerika ve 1000-2000
seneleri arasinda da Avrupa’da epidemilere neden olmustur. Bu salginlarin ortaya ¢ikiginda
hastaligin dogal seyri ve immiin sistem kadar global niifus artisi, go¢ akimlari, sosyo-

ekonomik sartlar ve sanayi devrimi de biiyiik rol oynamistir (21).

On dokuzuncu yiizyilda, hastaligin enfeksiy6z dogasinin anlagilmasinda énemli olan
olaylar yaganmigtir. A. Villemin 1865 yilinda TB nedeniyle 6len bir hastanin kavitesinden
alinan Ornegi tavsanlara inokiile ederek TB gelistigini ortaya koymustur (17, 19). Tip
tarithinde doniim noktasi olan 24 Mart 1882'de, Robert Koch (1843-1910) tiiberkiilozun
nedenini buldugunu Berlin Fizyoloji Dernegi'nin aylik toplantisinda duyurmustur. Ayni yil,
bir organizmanin bir hastaligin nedeni oldugunu kanitlamak i¢in gerekli oldugunu belirttigi,
giintimiizde “Koch postiilat” olarak bilinen metodolojiyi ileri siirmiistiir (22). Koch, 1890
yilinda M. tuberculosis ekstresi olan ‘old tuberculin’i (OT) gelistirmistir. Aslinda tedavi
amaciyla gelistirilen ancak basarisiz olan tiiberkiilin, immiinite iizerine yapilacak caligmalar
icin temel olusturmus ve enfekte olan ile olmayan bireylerin ayriminda tanisal bir arag

olarak yer almistir (22).

1921 yilinda Fransiz aragtirmacilar Albert Calmette ve Camille Guerin bir inekten
elde ettikleri TB basilini yirmi y1l boyunca 230 kez pasajlayarak ‘Bacille Calmette-Guerin’
(BCG) adiyla bilinen ve bugiin hala kullanilan asiy1 gelistirilmiglerdir (21).



1940’1 yillarda Waksman’in streptomisini  kesfetmesi ile TB tedavisinde
antibiyoterapi donemi baglamis ancak mono-terapi nedeniyle kisa zamanda diren¢ sorunu
ortaya ¢ikmustir. 1946°da Isve¢’te para-amino salisilik asidin basile etkili oldugunun
gosterilmesi ve 1950°1i yillarda izoniazidin (INH) bulunmasiyla 18-24 ay siireyle ii¢ ilacin
uygulanmast sonucunda TB tedavi edilebilir bir hastaliga doniismiistiir. 1954 yilinda
pirazinamid, 1962 yilinda etambutol, 1966 yilinda rifampisin bulunarak tedavide alt1 aylik

bir siirenin yeterli olabilecegi belirlenmistir (18).

TDM’ler ilk olarak 1950°li yillarda geleneksel TB tedavisine yanitsiz kalan ve altta
yatan akciger hastaligi olan hastalarda %]1-2 oraninda insan patojeni olarak
tanimlanmiglardir (23). Giiniimiizde ¢esitli derecelerde patojenite ve viriilansa sahip 170’den
fazla TDM, toprakta ayrica su kaynaklarinda bulunmaktadir (1, 14, 23). Giin gectikge
tanimlanan TDM tiir sayisinin artmasi, yeni tiirlerin ortaya ¢ikmasindan ziyade mikobakteri
tir ayrimimda molekiiler laboratuvar tekniklerindeki ilerlemeyi yansitmaktadir (24).
Insandan insana bulastigma dair hicbir kanit bulunmayan TDM’ler hem immiin siiprese hem
de saglikli insanlarda hastalik olusturabilmekte, akciger ve akciger disi ¢esitli enfeksiyonlara

yol acabilmektedir (25, 26).

Geligmis iilkelerde insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) prevalansindaki artis, TDM
enfeksiyonlarin artisinda biiyiikk pay sahibidir. Bununla birlikte, bu bakterilerin insanda
patojen oldugu bilgisi ve farkindaligin artmasi, laboratuvar yontemlerindeki ilerlemeler ve
insanlarin bu tiirlerle temaslarinin artmasi da TDM’lere bagl gelisen hastalik yiikiindeki

belirgin artisa katkida bulunmustur (27).
4.3. TDM’lerin Mikrobiyolojik Ozellikleri
4.3.1. Genel Ozellikler ve Hiicre Duvar Yapisi

Mikobakteriler aerop, sporsuz (Mycobacterium marinum harig), hareketsiz, 0.2-0.6

um eninde ve 1-10 pm boyunda, diiz veya hafif kivrik basillerdir (14).

Mikobakteri hiicre duvar yapisi, gram negatif bakterilerde bulunan dis membranin
bulunmamasindan dolay1r gram pozitif bakterilere benzerlik gosterse de protein ve
polisakkaritten ziyade yogun olarak lipitleri barindirdigi i¢in iki gruba da uymamaktadir.
Kristal viyoleyi koruyamadiklari i¢in gram boyamada hayalet hiicreler olarak gdzlenirler.

TB basilinin kesfinde, Robert Koch alkalin boyalarla 6zel boyama islemi uygulamstir.



Sonrasinda, Ehrlich TB basilinin aside direnglilik 6zelligini ortaya koyarak patolojik
orneklerde basilin  tanimlanmasini  olduk¢a kolaylastirmigtir.  Aside direnglilik;
mikroorganizmalarin karbol fuksin gibi arilmetan boyalarla boyandiktan sonra asit-alkol ile

renksizlesmeye direngli olmasi seklinde belirtilmektedir (28).

Sekil 1. Mikobakterilerin Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boyama goriintiisii (29).

Mikobakteri hiicre duvar1 temelde ii¢ yapisal bilesen icermektedir. Cift kath
fosfolipid yapidaki plazma zar1 {izerinde, i¢ tabakada peptidoglikan yer almaktadir.
Peptidoglikan, temelde glikan omurga ve kisa peptid yan zincirleri igerir ve hiicreye seklini
kazandirir, rijidite ve osmotik stabiliteyi saglar. Mikobakteri pepdidoglikaninda farkli
olarak, muramik asidin asetillenmis formu yerine glikolik asitle glikozillenmis formu
bulunmakta ve tetrapeptid yan zincirlerde diaminopimelik asit yer almaktadir. Ortada yer
alan arabinogalaktan tabaka ise peptidoglikan tabakaya fosfodiester bagi ile baglidir.
Arabinogalaktanlara kovalent baglarla bagli olan mikolik asitlerle (70-90 karbonlu uzun
zincirli a-alkil-B-hidroksi yag asitleri) birlikte hiicre duvarmin temel iskeleti olan
mikolikarabinogalaktan pepdidoglikan olusur. Bu iskeletin saglamligi, lipoarabinomannan
(LAM), mannofosfoinositid, serbest lipid ve polipeptidlerin de bulunmasiyla daha da artar
(30-33). Mikobakteriyel hiicre duvari kuru agirliginin yaklasik %50’sini olusturan mikolik
asitler hiicre ylizey gecirgenligini biiyiikk Olciide etkileyen gii¢lii hidrofobik molekiillerdir.
Hiicre duvarinin lipidden zengin olmasi, mikroskobik incelemede kullanilan bir¢ok boyanin

hiicre i¢ine penetrasyona engel olmakta ve basile ‘aside direnclilik’ o6zelligini
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kazandirmaktadir (33, 34). Mikolik asit, trehaloz ile esterleserek kord faktoriinii
olusturmaktadir. MTK iiyelerinin 6zellikle viriilan suslar1 tarafindan iiretilen ve dnemli bir
viriilans faktorii olan kord faktorii (Trehaloz 6,6’ dimikolat), kiiltiirde iireyen kolonilerden
hazirlanan preparatlarda bakterilerin yilankavi kordonlar olusturmasia sebep oldugu gibi,
polimorfoniikleer 16kosit migrasyonunun inhibisyonu ve graniilom olusumunu stimiile etme
gibi ¢esitli fonksiyonlara da sahiptir (34, 35). Cesitli insan mikobakteri suslarindan ekstrakte
edilen, yapisinda doymamis yag asidi (mikolik asit) esteri igeren peptidoglikolipid yapida
Wax-D, Freund-tipi adjuvan aktiviteye sahiptir (36). Bunlarin disinda fitiyoserol
dimikoserozat, siilfolipidler, fosfotidilinozitol mannozidler gibi serbest lipidler de hiicre
duvarinda yer almaktadir. Siilfolipidler, fagozom-lizozom flizyonunu 6nleyerek bakterinin
hiicre i¢inde canliliginin devamini saglar ve viriilansi arttirir (37). Duvar yapisinda yer alan
gliko-konjuge lipitlerden LAM, plazma membranina baglanarak hiicre duvari boyunca
uzanmakta ve fagozomal maturasyonu inhibe ederek konak hiicrede canliligin devam

etmesini saglamaktadir (35, 38).

Hiicre duvarinin en disinda bulunan polipeptidler duvar agirliginin yaklasik %15’ini
olusturmaktadir. Hiicre duvarinda yer alan proteinlerin bazilar1 yapisal goreve sahiptir.
Ayrica porin olarak adlandirilan, mikolik asit tabakasindan gecise izin veren hidrofilik
ozellikte kanal gorevi goren proteinler de bulunmaktadir. Robert Koch’un kesfettigi OT,
tiiberkdilin deri testinde kullanilan 1siya dayanikli antijenik 6zellikte bir proteindir. Purifiye
protein derivesi, OT nin saflastirilmasiyla elde edilen, M. tuberculosis veya iriinleri ile

karsilagmay1 degerlendirmede kullanilan protein derivesidir (28, 39).

Sekil 2. Mikobakteri hiicre duvari.
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4.3.2. Ureme Ozellikleri

Cogu tiir, azot kaynag1 olarak amonyak veya amino asitler, karbon kaynag1 olarak
gliserol ve mineral tuzlar1 gibi nispeten basit substratlarla biiyiimeye kolayca adapte olur.
Mikobakterilerin tiremesi %10-20’1ik karbondioksit iceren ortamda ve yumurta sarisi veya
oleik asit formuyla saglanan yag asitleri araciligiyla artar. Oleik asit yiiksek
konsantrasyonlarda (> %]1) toksik olup etkisinin alblimin ile nétralizasyonu gerekmektedir.
Ideal iireme sicakliklar ise tiirler arasinda oldukga degiskenlik gostermektedir (<30°C ile
45°C arasinda). Yavas iireyen mikobakteriler arasinda gruplanan tiirlerin ¢iplak gozle
goriilebilen matiir koloniler olusturmasi i¢in yedi glinden daha uzun siireye ihtiyag
duyulurken, HUM tiirleri genellikle yedi giin i¢inde olgunlasmaktadir. Uremeleri i¢in kat1 ve
sivi besiyerleri birlikte kullanilmaktadir. TDM’ler, M. tuberculosis igin kullanilan
besiyerlerinde rahatlikla tirerken bazi tiirler daha gii¢ iiremekte ve mikobaktin, hemin gibi ek
maddelere ihtiya¢ duymaktadir. Koloni morfolojileri tiirler arasinda diizgiin (smooth - S tipi)
koloniden kaba (rough - R tipi) koloniye, pigmentsiz (fotokromojen olmayan) koloniden

pigmentli koloniye degiskenlik gosterebilmektedir (14, 40, 41).
4.4. TDM’lerin Simiflandirilmasi

Mycobacterium cinsinde basta MTK {iyeleri, M. leprae ve Mycobacterium ulcerans
olmak tiizere bir¢ok tiir belirgin patojendir. Bunlara ek olarak, ¢esitli derecelerde patojenite
ve virlilansa sahip, TDM olarak adlandirilan 170'den fazla g¢evresel mikobakteri tiirii vardir

(1, 14).

TDM’ler; dogada yaygin bulunma, insandan insana bulagsma kanitinin olmamasi,
fakiiltatif patojen olma, insanlar i¢in hastalik yapma potansiyellerinin degisken olmasi,
patogenezin hala tanimlanamamis olmasi ve ilgili organizma ile hastalik bdlgesine gore

degisebilmekle birlikte tedavinin zor olmas1 gibi baz1 ortak 6zellikleri paylasirlar (42, 43).

1950'lerin sonunda, M. tuberculosis disindaki mikobakteri tiirleri ile tibbi
uygulamalarda artan siklikla karsilasildigindan, Runyon, bu “atipik” organizmalar1 lireme

hiz1 ve pigment tiretimine dayali olarak dort gruba ayirmistir;
Grup I: Fotokromojen;
Grup II: Skotokromojen;

Grup III: Fotokromojen olmayanlar (Nonkromojen);
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Grup IV: Hizli iireyenler (5, 40, 41).

Tablo 1. TDM’lerde Runyon Siniflamasi.

Pigment Koloni Ureme
Runyon Grup Tiirler
(sar1-portakal rengi) | Morfolojisi hiz1
M. kansasii
Grup I Karanlikta renksiz, | Genellikle S Yavas M. marinum
Fotokromojen 1s1kta pigmentli M. asiaticum
M. simiae
M. scrofulaceum
Grup 11 Karanlikta ve 1sikta | Genellikle S Yavas M. szulgai
Skotokromojen pigmentli M. gordonae
M. flavescens
M. avium
M. intracellulare
M. malmoense
Grup 111 Karanlikta ve 1sikta | § Yavas
M. haemophilum
Nonkromojen pigmentsiz
M. gastri
M. terrae
M. triviale
M. peregrinum
. . M. chelonae
Grup IV Pigmentli veya | Genellikle S Hizl
.. . . M. abscessus
Hizh Ureyenler pigmentsiz
M. simegmatis
M. vaccae

Daha 6nceden bilinen ve yeni kesfedilen mikobakteri tiirlerinin genetik, hiicre yapisi
ve anormal fenotipik Ozellikleri konusundaki gelismeler, bilgimizi klasik Runyon

siniflandirma sisteminin Gtesine tasimistir (40, 41).

Mycobacterium kansasii ¢ogunlukla fotokromojeniktir, ancak ara sira suslar
pigmentsiz veya skotokromojenik olabilmektedir. Bazi M. avium-intracellulare suslari
hafifce pigmentlidir ve bu bulgular yanlis yorumlanarak sktokromojenik olarak

siniflandirilabilirler. Mycobacterium szulgai, 37°C'de sktokromojenik iken 25°C'de
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fotokromojeniktir. Bu orneklerde goriildiigii gibi Runyon'un simiflandirma sisteminde

kisitliliklar barindirmaktadir (41, 42).

Fenotipik kriterlere glivenmek yaniltici olabilmektedir, bu nedenle Woods ve
Washington, Wolinski’nin daha Once yaymladigi Onermesinden yola ¢ikarak,

mikobakterilerin klinik odakli siniflandirmasini 6nermistir (41, 42).

Tablo 2. Woods ve Washington Siniflama Semasi (42).

Insanlarda Potansiyel Patojen Insanlarda Nadiren Patojen Olan

Olan Mikobakteriler Saprofit Mikobakteriler

Yavas Ureyenler

M. gordonae

M. avium-intracellulare o
M. asiaticum

M. kansasii
M. terrae-triviale
M. fortuitum-chelonae kompleks
M. gastri
M. scrofulaceum
M. nonchromogenicum

M. xenopi X
M. paratuberculosis

M. szulgai

Orta Hizda Ureyenler
M. malmoense
M. flavescens
M. simiae

Hizh Ureyenler
M. marinum
M. thermoresistible
M. ulcerans
M. smegmatis
M. haemophilum
M. vaccae

M. parafortuitum kompleks
M. phlei

4.5. TDM’ler ve Cevre lliskisi

TDM’ler olarak adlandirilan g¢evresel mikobakteriler; nozokomiyal enfeksiyonlar,
immiin sistemi baskilanmis hastalardaki akciger ve yaygin hastaliklar dahil olmak iizere
cesitli hastaliklarda daha sik etken olarak izole edilmeye baslanmistir (44, 45). Bu
enfeksiyonlarin insandan insana geg¢isi tespit edilmemistir. Bu nedenle, dogal ya da insan

yapimi ¢evre bu enfeksiyonlarin tek kaynagi olarak kabul edilir (44).
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TDM’nin toprakta ve suda yaygin olarak bulunup, ¢ok cesitli hayvan tiirlerinde
kolonilestigi ve hastalifa neden oldugu bilinmektedir (16, 46). ABD'deki ¢esitli cografi
bélgelerden toprak drneklerinin %30-78'inden HUM izole edilmistir (47).

Insan veya hayvanda mikrobiyota bileseni olmasa da TDM’ler asemptomatik
bireylerde deri, iist solunum yollari, bagirsak ve genital yollardan izole edilebilir. Bu
nedenle klinik dneme sahip olup olmadiklari, her yerde bulunan dogalar1 geregi 6nemli

ancak cevaplanmasi zor bir sorudur (14).

Mikobakteriler aritilmis igme suyu, hastane ve hemodiyaliz merkezlerindeki su
sistemleri, endiistriyel sicak su sistemleri, buz makineleri, yiizme havuzlari, sicak su
havuzlari, ¢ig siit ve hatta su hasarina maruz kalmis binalardan da izole edilmektedir (45).
Bronkoskoplar ve ilgili cihazlar diger iyi bilinen TDM kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.
Baz1 TDM tiirleri, nozokomiyal hastalik ve/veya yalanci salgmlarla iligkilidir. Bu yalanci
enfeksiyonlardan izole edilen organizmalar arasinda M. tuberculosis ve Mycobacterium

xenopi ile diger TDM tiirleri bulunmaktadir (14).

Toplum kaynakli lokalize cilt, yumusak doku ve/veya kemik hastalig1 genellikle
potansiyel toprak kirliligi ile travmatik bir yaralanmay1 izlerken olas1 bagka bulas yollar1 da
tozlarin solunmasi, toprak veya su yoluyla mikroorganizmalarin yutulmas: ve yutulma ile
mideye gelen TDM'lerin gastrik reflii sonrasi aspire edilmesidir. TDM'nin akciger

hastaligina yol agan ana bulas yolu ise aerosollerdir (14, 47).

Mikobakteriler, giines 1s1gindan korunmalar1 halinde cansiz cisimler iizerinde
haftalar hatta aylarca yasayabilirler. Mikobakteriler, donma veya kuruma ile kolayca
oldiiriilemez, ancak 1s1 ve ultraviyole (giines) 15181 ile Oldiiriilebilir. Ayrica, asitlere,
alkalilere ve bazi kimyasal dezenfektanlara diger sporsuz bakterilerin ¢ogundan daha
direnclidir (14). Mikobakterilerin klor ve diger sik kullanilan su aritma kimyasallar ile
ylizey dezenfektanlarina karsi intrensik direngli olabilmeleri hastanelerde, fabrikalarda ve
yerlesim yerlerinde kolonize olmalarin1 saglamaktadir (45). Ayrica, biyofilmler

mikobakterileri yaygin olarak kullanilan dezenfektanlara direncli hale getirebilir (48).
4.6. TDM’lerin Epidemiyolojisi

TDM’lerin hastalifa neden olabileceginin 1979 yilinda Wolinsky tarafindan
kanitlanmasi ile TDM c¢alismalarinin gecerliligi ve onemi belirtilmistir (49). Aynmi yil
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Denver’da diizenlenen uluslararasi konferansta TDM’lerin epidemiyolojisi, patojenitesi,
taksonomisi ve molekiiler genetigi lizerine yapilan ¢aligmalarin ilk kanitlar1 sunulmustur
(50). Her iki dokiiman da TDM’lerin insan ve hayvan hastaliklarindaki roliinii agiklayan pek
cok yayin i¢in baglangi¢ noktasi olmustur (50).

Insan yapimi su sistemi kullaniminin yayginlasmasiyla insanlarin TDM ile temasinin
artmasi, immiin sistemi zayiflatan ilaglarin daha fazla kullanilmasi, uzun siireli antibiyotik
tedavilerindeki artisa bagli akcigerde TDM’lerin yerlesmesi i¢in uygun zeminin olugmasi
TDM enfeksiyon oranlarinda gercek bir artig saglayan olas1 nedenler arasinda bulunmaktadir
(51). Bununla birlikte, TDM’lerin insanlardaki patojenitesi ile ilgili farkindalik artis1, kiiltiir
ve saptama yoOntemlerindeki gelismeler de bu etkenleri hastalik ile iliskilendirmemizi

kuvvetlendirmistir (27).

Tiiberkiiloz dist mikobakteriyel hastaliklar daha ¢ok gelismis iilkelerde daha az
siklikla da gelismekte olan iilkelerde goriilir. TB insidansinin diisiik oldugu ABD ve
Avrupa'da, ozellikle edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu- ‘Acquired Immune Deficiency
Syndrome’ (AIDS) hastalarinda TDM enfeksiyon insidansi yliksek iken, TB insidansinin
yiiksek oldugu Afrika ve diinyanin diger gelismekte olan bolgelerindeki AIDS hastalarinda
ise TDM insidansi diisiiktiir (50). Bu durum Afrika’da TDM’lerin bulunmamasindan degil,
muhtemelen bu bolgedeki AIDS hastalarinin tiiberkiiloz dis1 mikobakteriyel hastaligin

gelistigi asamaya gelmeden dnce baska nedenlerden dliimiine bagli goriilmektedir (50).

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteriyel hastaliklar birgok sanayilesmis iilkede goriilsede
TDM’ler ¢ogu iilkede bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almadigi i¢in epidemiyolojik
durumu degerlendirmek zordur (2, 50, 52). TDM’ler ile ilgili kapsamli bilgi sunan Amerikan
Toraks Dernegi — ‘American Thoracic Society’ (ATS) ve Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar
Dernegi — ‘Infectious Diseases Society of America’ (IDSA) dokiimaninda tiiberkiiloz dist
mikobakteriyal hastalik insidans oranmin 1.0-1.8/100.000 arasinda degismekte oldugu
bildirilmistir (2).

Veriler Kuzey Amerika ve Avustralya'da yillik prevalansin 3.2-9.8/100.000 arasinda
degistigini ve prevalansta devam eden bir artis oldugunu gostermektedir (52). Akciger
orneklerinden elde edilen TDM sikligt ABD'de 1997-2007 yillar1 arasinda %8.2, Kanada’da
1997-2003 yillar1 arasinda %8.4 artis gostermistir (53). Amerika’da TDM izole edilen

ornekler icerisinde akciger orneklerinin ilk sirada yer aldigi, en sik rapor edilen potansiyel
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patojenik tiirlerin siras1 ile Mycobacterium avium kompleks (MAK), M. fortuitum ve M.

kansasii oldugu belirtilmistir (2).

Avrupa’da farkli merkezlerde yapilan ¢alismalara gore TDM icin; Ingiltere-Leeds’de
1995-1999 yillart arasinda yillik yaklasik 2.9/100.000 izolasyon ve 1.7/100.000 hastalik
(27), Hollanda-Nijmegen Arnhem bolgesinde 1999-2005 yillar1 arasinda yillik yaklasik
6.3/100.000 izolasyon ve 1.4/100.000 hastalik (54), Danimarka genelinde 1997-2008 yillar1
arasinda yillik ortalama 2.5/100.000 izolasyon ve 1.1/100.000 hastalik oranlar1 gdzlenmistir
(55).

Akciger drneklerinde TDM incelendiginde; Giineybati Irlanda'da 1987-2000 yillari
arasinda yillik ortalama 1.9/100.000 izolasyon ve 0.2/100.000 hastalik (56), Yunanistan'da
2004-2006 ve 2000-2009 yillar1 arasinda yapilan iki ¢alismada yillik 7.0/100.000 izolasyon
ve 0.6-0.7/100.000 hastalik (57, 58), lIskogya'da 1992-2010 yillar1 arasinda yillik
1.6/100.000 hastalik (59), Fransa'da 2000-2003 yillar1 arasinda yillik 0.73/100.000 hastalik
oranlar1 bildirilmistir (60).

Mevcut tahminler Avrupa’da TDM yillik prevalansin yiizbinde ikinin altinda
oldugunu gostermekle birlikte, oranlar Kuzey Amerika ve Avustralya'ya kiyasla daha
diisiiktiir (52). Tirlerin dagilimi incelendiginde, Avrupa'da M. kansasii, M. xenopi ve

Mycobacterium malmoense daha sik goriilmektedir (52).

Orta Dogu ve Gliney Asya’da popiilasyon temelli ¢alismalarin olmadig1 daha ¢ok tek
merkezden gelen verilerin paylasildigi gériilmektedir. Israil’de 2004-2010 yillari arasinda
tek kurumu igeren bir ¢aligmada akciger 6rneklerinde TDM saptanan 215 hastanin %21 inde
(45/215) “kesin” veya “olas1” hastalik varlig1 saptanmig ve bu hastalardan da baslica M.
kansasii ve MAK’m izole edildigi bildirilmistir (61). 2009-2010 yillar1 arasinda Suudi
Arabistan'daki cesitli laboratuvarlarda yapilan calismalarda akciger 6rneklerinden TDM
izole edilmis 73 hastanin %67'sinde (49/73) hastalik varligi saptanmig ve en sik goriilen
patojenlerin M. fortuitum ve M. abscessus oldugu bildirilmistir (62). Hindistan'in Mumbai
kentinde, 2005-2008 yillar1 arasinda tek kurumu iceren ¢alismada 103 hastaya ait akciger
orneklerinde TDM izole edildigi, %65'inde (67/103) “kesin” ya da “olas1” hastalik tesbit

edildigi ve en sik izole edilen tiiriin Mycobacterium intracellulare oldugu bildirilmistir (63).

Ulkemizde de TDM epidemiyolojisi ile ilgili veriler, tek merkezli calismalardan elde

edilen bilgilerle sinirhdir.
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2004-2009 yillar1 arasinda akciger tiiberkiilozu 6n tanili 19553 hastay1 inceleyen tek
merkezli ¢alismada TDM saptanan 77 hastanin 31 (%0.16)’inde iiremeler etken olarak
degerlendirilmis ve cogunlukla MAK, M. abscessus ve M. kansasii’nin izole edildigi

bildirilmistir (64).

Dokuz Eyliil Universitesinde 2004-2010 yillar1 arasinda solunum yolu érneklerinden
izole edilen 156 TDM izolat1 hsp65 gen bolgesi sekans analizi ile tanimlanmig; M. abscessus
(%44,2), M. xenopi (%16.7), Mycobacterium peregrinum (%10.9) ve M. fortuitum (%8.3)

sirastyla en sik izole edilen tiirler olarak belirtilmistir (65).

Celal Bayar Universitesi’nde yapilan bir calismada 2007-2011 yillar1 arasinda
tiiberkiiloz 6n tanist ile gonderilen 5122 klinik 6rnegin 126’sinda (%2.46) TDM iiremesi
oldugu belirtilmektedir. Ureyen izolatlardan 101°i DNA dizi analizi ile tammlanmis ve

baslica izole edilen tiirler Mycobacterium porcinum (%39.60), Mycobacterium lentiflavum

(%35.65) ve M. abscessus olarak bildirilmistir (66).

Ocak 2009 - Aralik 2010 tarihleri arasinda Ulusal Tiiberkiiloz Referans
Laboratuvarinda c¢alisilip TDM oldugu tespit edilen 75 hastanin degerlendirildigi diger bir
calismada M. fortuitum (%33.3) en sik izole edilen tiir olmus, bunu M. abscessus (%18.7),
Mycobacterium gordonae (%10.7) ve M. avium (%8) izlemistir (67).

Cukurova Universitesinde 2012 Kasim-2014 Eyliil tarihleri arasinda 21918 klinik
ornegin degerlendirildigi calismada 76 hastaya ait 93 6rnek TDM olarak degerlendirilmistir.
En sik izole edilen TDM tiirleri M. abscessus (%24.7), M. intracellulare (%11.8) ve
Mycobacterium simiae (%10.8) olarak bildirilmistir (68).

TDM enfeksiyonunun bir¢ok iilkede bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer
almamas1 ve siirveyans calismalarinin kisith olmasindan dolayr farkli TDM tiirleri ile
gelisen hastalik insidansi tam olarak bilinmemektedir. Su ve toprak gibi ¢evrelerde baskin

olan tiirlerin bolgesel farkliligin temelini olusturduguna inanilmaktadir (64, 69).
4.7. TDM’lerde Patogenez ve Viriilans Ozellikleri

TDM patogenezindeki mekanizmalar ¢ok net bilinmemektedir, ancak cevresel
mikobakterilerin kismi veya sistemik bagisiklik kusurlar1 olan bireylerde hastaliga neden

oldugu yaygin bir gézlemdir (3).
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TDM’lerin antibiyotik gecirmeyen biyofilm olusturma yetenegi ve LAM gibi
glikolipitler bakimindan zengin hiicre duvarmin varligi viriilans i¢in sahip olduklar1 6nemli
ozelliklerdir. Mikrobiyal biyofilm, mikroorganizmalar1 bagisiklik hiicreleri ve yardimci
molekiillerden ayirip mikroorganizmalarin taninmasini Onleyerek bagisiklik tepkilerini
degistirebilir (70). Ayrica biyofilm mikroorganizmalarin biyolojik olmayan vaskiiler greft
gibi malzemeler {izerinde fiziksel olarak kalmasina izin verir (71). Musluklar, drenajlar ve
borular etrafindaki biyofilmlerde veya tibbi cihazlarda bulunan gevresel mikobakterilerin
cogu geleneksel dezenfektanlara karsi direnglidir (72). Cevresel mikobakteriler, su sistemleri

ve tibbi malzemelere bagli salginlar ile iligkilendirilmistir (71).

Mikobakteriler arasinda paylasilan ikinci viriilans faktorii siklikla LAM ve yakindan
iligkili diger glikolipitlerle siislenmis kalin ve mumsu bir hiicre duvaridir (71). LAM ve
benzer molekiiler motifler, konak hiicre farklilagmasinda bozulma ve sitokin ekspresyonu ile

iligkilendirilmistir (71).

TDM enfeksiyonlari; deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, izole akciger hastaligi ve
visseral/yaygin hastalik olarak genis bir sekilde siniflandirilabilir. Hastalik siniflamasindaki
bu ayrim altta yatan bagisiklik anormallik derecesinin hastaliklar arasinda degigsmesinden
dolay1 6nemlidir. Spektrumun bir ucundaki deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 neredeyse
her zaman TDM'nin cerrahi kontaminasyon ve travma benzeri nedenlerle iyatrojenik veya
kazara inokiilasyonu sonucunda goriilmektedir. TDM akciger hastaligi olan hastalarda
primer akciger bozuklugu veya bu enfeksiyonlara yatkin sistemik durum varligi nadir
degildir. Spektrumun diger ucundaki, visseral ve yaygin TDM hastalifi daima siddetli

immiinsiipresyonu olan bireylerde ortaya ¢ikmaktadir (73).

Son yirmi yilda, TDM enfeksiyonlarinin patogenezi ile ilgili ii¢ 6nemli gozlem

yapilmustir:

1. HIV ile enfekte olmus hastalarda, yaygin TDM enfeksiyonlar1 sadece
CD4" T lenfosit sayis1 50/uL'nin altina diistiikten sonra meydana gelmektedir. Bu
durum spesifik T-hiicresi iirlinleri veya aktivitelerinin mikobakteriyel direng i¢in

gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
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2. HIV ile enfekte olmayan hasta grubunda, yaygmm TDM
enfeksiyonunun genetik sendromlari; interferon- y ve interlokin-12 sentezi ve tepki

yolaklarindaki spesifik mutasyonlar ile iligkilendirilmistir.

3. Ozellikle menopoz sonrasi kadmnlarda bronsektaziye bagl nodiiler
TDM akciger enfeksiyonu ile belirli viicut deformiteleri arasinda iligki

bulunmaktadir (6rnegin: pectus excavatum, skolyoz, mitral kapak prolapsusu) (2).
4.8. TDM’lerin Tanis1

Kronik akciger hastaligt TDM'nin en sik goriilen klinik formudur (2, 74). TDM'ler
cevresel organizmalar oldugundan, kiiltiirde saptanmasi her zaman TDM iligkili akciger
hastaliginin varligin1 gostermez (51). TDM akciger hastaliginin belirtileri hastaliga 6zgii

olmayip, altta yatan akciger patolojisini yansitmaktadir (2).
4.8.1. TDM’lerde Klinik Tam Kriterleri

TDM’lerin neden oldugu akciger hastaliklarinin tanisinda 2007 yilinda ATS ve
IDSA tarafindan klinik/ radyolojik/ mikrobiyolojik kriterlerin birlikte kullanilmasin1 esas
kilan kriterler belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. TDM akciger hastalig1 tanisinda klinik ve mikrobiyolojik kriterler (2).

Klinik (her iki kriter de gereklidir)

1. Akciger semptomlari, akciger filminde nodiiler ya da kaviteli opasiteler ya da yiiksek

¢cOziiniirliikli bir bilgisayarli tomografide ¢ok odakta bronsektazi ve kii¢iik cok sayida nodiiller
ve

2. Diger tanilarin uygun sekilde diglanmasi

Mikrobiyolojik

1. En azindan iki farkli balgam 6rneginde pozitif kiiltiir sonucu. Eger bunlar tanisal degilse, tekrar

balgam aside direngli bakteri (ARB) yayma ve kiiltiiriin yapilmas: diistiniilmelidir.
yada

2. En azindan bir brong lavaji ya da yitkamasindan pozitif kiiltiir
yada

3. Transbronsiyal ya da diger akciger biyopsisinde mikobakteri histopatolojik Ozellikleri
(graniilomatdz inflamasyon ya da ARB) ve TDM i¢in pozitif kiiltiir ya da biyopside mikobakteri
histopatolojik 6zellikleri (graniilomatoz inflamasyon ya da ARB) ve bir ya da daha fazla balgamda
ya da brons yikamasinda TDM ig¢in kiiltiir pozitif olmasi

4. Nadiren goriilen ya da genellikle ¢evresel kontaminasyonu yansitan TDM f{iretildiginde uzman

goriisiine basvurulmalidir.

5. TDM olan ya da siiphelenilen fakat tan1 kriterlerine uymayan hastalar, tan1 kesin olarak konulana

ya da dislanana kadar izlenmelidir.

6. TDM hastalig1 tanis1 koymak her zaman tedavi baglamay1 gerektirmez; tedavi baglamak igin her

bir hasta icin tedavinin potansiyel riskleri ve yararlar i¢in bir karara varilmalidir.

Bu kriterler en ¢ok MAK, M. kansasii ve M. abscessus’un neden oldugu akciger

hastaliklarina uymaktadir (2).
4.8.2. TDM’lerde Mikrobiyolojik Tam

Uygun tedavi yaklagimlarinin segilmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilmesi

acisindan TDM tiirlerinin laboratuvar tanisi biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amagla geleneksel
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yontemlerin yani sira birgok ticari hizli kiiltiir sistemi ve molekiiler yontemler gelistirilmigtir

(16, 75).
4.8.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Islemlenmesi

Mikobakterilerin dogru mikrobiyolojik tanisinin saglanmasinda tani yontemleri kadar
orneklerin analiz Oncesi evrede uygun sekilde se¢ilmesi, uygun yontemlerle ve yeterli
miktarlarda alinmasi, belirli kurallar ¢ergevesinde laboratuvara transportu ve en kisa siirede
islemlenmesi de 6nem tasimaktadir. Ornek alimi sirasinda, endojen flora ve gevresel
kontaminasyonu azaltmak icin aseptik kosullar saglanmalidir (14, 76). Orneklerin fiksatif
icermeyen, steril, sizdirmaz, tek kullanimlik ve etiketli kaplarda toplanmasi ve rutin
giivenlik Onlemlerine uyulmasi onemlidir. Tasiyict besiyeri ve koruyucular genellikle
onerilmez. Laboratuvara ulagim siiresi bir saatten uzun olacaksa 6rnegin 4°C’de saklanmasi
tercih edilmektedir. Makrolid ve kinolonlar gibi yaygin olarak kullanilan antibiyotikler
TDM {iremesini baskilayict etki yapabildiginden miimkiinse o6rnek alimi sirasinda

antibiyotik kullanimi sinirlandirilmalidir (2, 14).

Mikobakteriyolojik inceleme i¢in laboratuvara gonderilen Orneklerin biiyiik kismi
solunum yolu kaynakli (ekspektore veya indiiklenmis balgam, aclik mide sivisi, trakeal ve
bronsiyal aspirat, brons lavaji, bronkoalveolar lavaj, bronsiyal fircalama, larinks siiriintiisii
ornekleri) olmakla birlikte idrar, gastrik aspiratlar, doku, biyopsi, apse ve yara ornekleri ile
normalde steril olan beyin omurilik sivisi, plevral ve perikardiyal aspirat gibi viicut sivilari
diger yaygin gonderilen 6rnekleri olusturmaktadir. Kan ve digki 6rnekleri ise immiinsiiprese

hasta grubunda gonderilebilmektedir (14, 76).

Kontamine bolgelerden alinan Ornekler TDM’lerden daha hizli iireyebilen
mikroorganizmalar1 igerebileceginden mikobakteri iiremesi engellenebilir. Bakteri ve
mantarlarla asir1 liremenin veya kontaminasyonun en aza indirilmesi i¢in steril olmayan
bolgelerden alinan veya kontamine oldugu diislinlilen Orneklere homojenizasyon ve

dekontaminasyon islemlerinin uygulanmasi gerekir (2, 14).

Bu amagcla yaygin olarak N-Asetil-L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH)
yontemi kullanilmaktadir. Ayrica; %4’likk NaOH, zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit,
setilpridinyum klorid-sodyum klorid ve siilfirik asit gibi yontemler de mevcuttur. NALC-
NaOH yonteminde; NALC mukolitik, NaOH dekontaminant olarak, sodyum sitrat ise klinik

ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarin1 baglayarak NALC’1n inaktivasyonunu énlemek
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amaciyla kullanilir (14, 76). Cozeltiler hazirlanirken konsantrasyonlarina dikkat edilmeli ve
hazirlanmis olan NALC soliisyonu 24 saatten uzun siire bekletilmemelidir. Bu yontemde; 50
mL’lik steril plastik tiiplere, 5-10 mL 6rnekle esit hacimde NALC-NaOH eklenerek vorteks
aracilifiyla iyice karigmasi saglandiktan sonra 15 dakika beklenmektedir. Daha sonra
nodtralizasyon amaciyla fosfat tamponu eklenmektedir. Konsantrasyon amaciyla santrifiij
yapildiktan sonra elde edilen ¢okelti iizerine 1-2 mL fosfat tamponu veya %0.85 NaCl
cozeltisi eklenmektedir. Hazirlanan bu karisimdan uygun besiyerlerine ekim yapilip,
preparatlar hazirlanmaktadir (14, 76). NaOH mikobakterileri baskilayabilecegi i¢in, 6rnegin
NaOH soliisyonu ile temas siiresine dikkat edilmelidir (76, 77). Kistik fibrozis (KF) ya da
brongektazili hastalarin, aerop gram negatif basiller, 6zellikle Pseudomonas aeruginosa ile
kontamine orneklerinde siklikla NALC-NaOH ve %5’lik oksalik asit yonteminin beraber
kullanilmas: 6nerilmektedir. TDM’ler oksalik asit ile dekontaminasyona hassas olabilecegi
icin, baska bir secenek olarak, oksalik asiti sadece TDM dis1 bakterilerin asir1 iireyebilecegi
orneklerde kullanmak iizere sonraya saklayan bir yaklagim benimsenebilir. TDM’ler,
ozellikle HUM’ler, M. tuberculosis kompleks ile kiyaslandiginda dekontaminasyona
oldukca duyarlidir, bu nedenle bu islemler o6rnekte potansiyel olarak bulunabilecek

mikobakterilerin varligin1 ortadan kaldiracak diizeyde olmamalidir (2).
4.8.2.2. Mikroskobik Degerlendirme

Mikroskobik inceleme hizli tani amaciyla kullanilan basit, ucuz ve kolay bir
yontemdir. Ozgiilliigii yiiksek olan ydntemin duyarliligi ornek tiirii ve kalitesine, igerdigi
bakteri miktarina, uygulanan teknige ve uygulama ve degerlendirmeyi yapan kisiye bagh
olarak %20-85 arasinda degisebilmektedir. Incelemede ARB pozitifligi igin &rnegin
mL’sinde 5000- 10000 basil olmas1 gerekmektedir (76, 77).

Klinik 6rnekte ARB varligini arastirmak i¢in baslica kullanilan iki boyama yontemi;

1. Karbol fuksin boyama (EZN, Kinyoun): Isik mikroskobunda incelenir.

Aside direncli basiller mavi zeminde kirmizi renkte goriiliir.

2. Florokrom boyama (Auramine O, Auramine-Rhodamine): Floresan
mikroskopta veya Led atagmanli 151k mikroskobunda incelenir. Aside direncli

basiller karanlik zeminde sari-turuncu renkte floresans verir (76, 77).

23



Karbol fuksin boyal1 preparatlar x1000 biiylitmede, florokrom boyali preparatlar ise
x250-x400 biiyiitmede incelenir, daha kiigiik objektiflerle daha genis alan taramasi saglanir
ve tarama siiresi azalir. Karbol fuksin boyama sonucunu negatif olarak raporlamak i¢in en az
300 alan taramasi gerekli iken, florokrom boyamada x250 biiylitmede en az 30, x400
biiylitmede ise en az 70 alanin incelenmesi gereklidir. Florokrom boyama daha duyarli
olmasina ragmen artefaktlarin varliginda yalanct pozitiflik olasiligi bulunmaktadir.
Yaymada pozitiflik saptanmasi1 durumunda, boyama yontemi belirtilerek, gozlenen basil

sayisina gore skorlama yapilmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Karbol fuksin ve florokrom ydntemiyle boyanmis preparatlarin degerlendirilmesi

ve sonuglarin bildirilmesi (76).

Goriilen ARB sayis1 / Mikroskop alam
S Karbol fuksin Florokrom boyama | Florokrom boyama
onug

boyama (1000x) (250x) (400x)
ARB goriillmedi Negatif Negatif Negatif
Siipheli (Yeni ornek

1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan

ile tekrar edilmeli)
+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
++ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
+++ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
++++ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

Florokrom yontemiyle pozitiflik saptandiginda, karbol fuksin yoOntemiyle
dogrulandiktan sonra raporlanmalidir. Pozitif yaymalar, derecesine gore ‘ARB pozitifligi’
olarak, 6rnegin kabuliinden sonra en ge¢ 24 saat iginde raporlanmali ve ilgili hekime
telefonla bildirilmelidir (76, 77). Bazi durumlarda, TDM’ler, &zellikle HUM’ler,
dekolorizasyon asamasina daha duyarli olabilir ve florokrom boyalarla boyanmayabilir. Bu
nedenle HUM siiphesi halinde daha zayif dekolorizasyon islemi uygulamak daha uygun
olabilir (2, 77). Mikroskobi duyarlilig1 diisiikk oldugu ve ilag duyarlilik testi yapilabilmesi
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icin mutlaka altin standart olan kiiltiir yontemi uygulanmali, mikroskobi tanida tamamlayici

olmalidir (76, 77).
4.8.2.3. Kiiltiir Yontemleri

Kiiltiir yontemleri ge¢ sonu¢ vermesine ragmen mikobakterilerin tanisinda altin
standarttir. Hizli molekiiler tekniklere ragmen, mikobakterilerin saf kiiltiiriiniin eldesi, ADT
yapilabilmesi, suglarin tiplendirilmesi ve epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilabilmesi i¢in
kiiltiir yontemlerine ihtiyag bulunmaktadir. Kiiltiirde mikobakterilerin iiremesi i¢in hasta
orneklerinin mililitresinde 10-100 canli basilin olmast yeterlidir. Mikobakterilerin kiiltiirii

yapilirken kat1 ve s1v1 besiyerlerinin birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir (76-78).
Kat1 Besiyerleri

Kat1 besiyerlerinin (tlipte veya plakta) avantaji karisik tiremeleri ve kontaminantlar
saptamaya elverisli olmalar1 ve koloni morfolojilerinin gdzlemlenmesine imkan
saglamalaridir. Yumurta bazli ve agar bazli olmak tizere iki tip kat1 besiyeri kullanilmaktadir

(2,77,78).
Yumurta Bazh Besiyerleri

Yumurta bazli besiyerleri tam yumurta veya yumurta sarisi, patates unu, gliserol ve
tuzlar icerir. Bu besiyerleri iyi tampon kapasitesi ve uygun saklama kosullarinda uzun raf
omriine (buzdolabinda birkac ay) sahip olup bircok mikobakteri tiirliniin etkin bir sekilde
iiremesine imkan saglar. Ayrica mikobakterilere toksik olan inokulumda ve besiyerinde
bulunan maddeler nétralize edilmistir. Bu besiyerlerinin dezavantajlar1 ise kullanilan
yumurtanin kalitesine bagli besiyerinin kalitesinin degisebilmesi, kolonilerle hasta
materyalinin ayriminda giigliikler yasanabilmesi, duyarlilik testi i¢in uygun ve dogru ilag
konsantrasyonuna ulasmada zorluklar olabilmesidir. Ayrica yumurta bazli besiyerleri
kontamine olduklarinda sivilagabilir. Yumurta bazli besiyerlerinden LJ besiyeri en yaygin
kullanilan besiyeridir. LJ besiyerinin igerdigi malasit yesili kontaminant bakteri ve
mantarlarin tiremesini inhibe etmektedir. LJ besiyeri M. tuberculosis’i diger tiirlere nazaran
daha iyi iiretmektedir. Cogu TDM tiirii ise sivi besiyerleri ile karsilastirildiginda yavas
uremektedir. M. tuberculosis’in boliinme siiresi uzun oldugundan inkiibasyon siiresi 8
haftaya tamamlanmalidir. American Thorasic Society besiyeri LJ besiyerinden daha diisiik

konsantrasyonda malasit yesili icerdigi i¢in kontaminantlar kolayca iireyebilmektedir. Ancak
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mikobakteri {iremesinin inhibisyonu azaldig1 i¢in kolonilerin kisa silirede iiremesi
saglanmaktadir. Petragnani besiyeri ise LJ besiyerinin yaklasik iki kat1 kadar malasit yesili
icerdigi i¢in ciddi Ol¢lide kontamine olmus oOrneklerden mikobakteri izolasyonunda

kullanilabilmektedir (14, 78, 79).
Agar Bazh Besiyerleri

Yumurta bazli besiyerleri ile karsilastirildiginda agar bazli besiyerlerinde
kontaminantlar daha zor iiremektedir. Ancak bu besiyerleri daha pahali olup uygun saklama
kosullarinda raf Omiirleri (yaklasik bir ay) daha kisa slirmektedir. Asir1 sicak veya 1sik
maruziyeti besiyerlerinin bozulmasina ve mikobakterilere toksik olan formaldehit salinimina
yol agabilecegi i¢in besiyerlerinin hazirlanmasi, saklanmasi ve inkiibasyonunda dikkatli
olmak gerekir. Ortalama ilireme siiresi; yumurta bazli besiyerlerinde 21-42 giin iken, agar
bazli besiyerlerinde 18-28 giindiir. Agar bazli besiyerleri seffaf olup erken iireyen
mikroskobik kolonilerle inokiilum artiklarinin kolayca ayrimina olanak saglar. Middlebrook
7H10 ve 7H11 agar sik kullanilan agar besiyerleridir. Middlebrook 7H11, gii¢ iireyen ve
izoniazid direngli M. tuberculosis iiremesini saglayan kazein hidrolizat ilavesi igerdigi igin
daha yaygin kullanilmaktadir. Agar plaginin yilizeyinin daha biiylik olmas1 ve 7H10 ile 7H11
besiyerlerinde liremenin daha iyi olusu nedeniyle duyarlilik testinde direngli popiilasyon
yiizdesi daha kolay belirlenebilmektedir. %2 gliserol iceren Middlebrook besiyeri MAK
iiyesi mikroorganizmalarin tiremesini giiclendirmektedir. Mycobacterium genavense, TH11
agarda normalde tirememektedir ancak mikobaktin J ilaveli Middlebrook 7H11 agar besiyeri

iiremesini desteklemektedir (14, 76, 78, 79).
Secici Besiyerleri

Antimikrobiyal ajanlarin kati besiyerlerine ilavesi kontaminantlarin {iremesini
engellemede yardimcit olabilmektedir. Bu amagla hazirlanan secici  besiyerleri
bulunmaktadir. Bunlar arasinda penisilin ve nalidiksik asit iceren LJ Gruft besiyeri;
siklohekzimid, linkomisin ve nalidiksik asit iceren Mikobaktosel LJ besiyeri ve karbenisilin
(6zellikle Pseudomonas tiirlerinin inhibisyonunda), polimiksin B, trimetoprim laktat ile
amfoterisin B igeren Mitchison’un segici 7H11 besiyeri sayilabilir. Belirli bir 6rnek igin
secici besiyeri kullanilacaksa tek basina kullanilmamali, segici olmayan agar veya yumurta

bazli besiyerleriyle birlikte kullanilmalidir (14, 78).
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Siv1 Besiyerleri

Sivi besiyerleri mikobakterilerin hem primer izolasyonu hem de stok suslarinin
canlandirilmasi, ilag duyarlilik testi ve diger in-vitro testler i¢in inokiilum hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Sivi besiyerlerinde ortalama tiireme siiresi 7-14 giin siirmekte, kati
besiyerlerine gore daha hizli sonuglanmaktadir. Ayni zamanda mikobakteri izolasyon
oranlar1 daha yiiksektir. Bu amagla Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween alblimin besiyerleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. 7H9 besiyeri birgok biyokimyasal test i¢in temel besiyeri
gorevi gormektedir. Sivi besiyerine eklenebilen Tween 80, mikobakterilerin daha homojen
iremesine imkan vermekte ve mikobakteri kiimelerinin dagilmasini saglayarak stirfaktan
gorevi yapmaktadir. Giiniimiizde basit tiiplerden tam otomatize sistemlere kadar mikobakteri
izolasyonu amaciyla iiretilen bir¢ok hizli ticari siv1 kiiltlir sistemi mevcuttur. Uzun yillar
boyunca kullanilan BACTEC 460 sistemi (Becton-Dickinson, ABD) radyoaktif madde
icerigi nedeniyle dretici tarafindan artik {retilmemekte ve rutin laboratuvarlarda

kullanilmamaktadir (14, 76, 78).

BACTEC MGIT (Mycobacteria growth indicator tube) 960 sistemi (Becton-
Dickinson, ABD), BBL MGIT yedi mL s1v1 kiiltiir besiyerlerinin kullanildig1 radyometrik
olmayan tam otomatize yliksek kapasiteli bir sistemdir. MGIT besiyerleri, modifiye
Middlebrook 7H9 icermekte ve mikobakteri iiremesini saptamak i¢in besiyeri tiipiiniin dip
kisminda silikona gdmiilii rutenyum pentahidrat igeren floresan-sondiirme temelli oksijen
sensorii bulunmaktadir. Baslangigta besiyerinde bulunan yiiksek miktarda oksijen, sensoriin
floresan yayilimmi engellemektedir. Mikobakteriler veya diger mikroorganizmalarin
iremesine bagli olarak besiyerinde oksijen miktar1 azalmakta, 365 nm dalga boyunda
gonderilen ultraviyole 1s18inda tiipler floresan yaymaktadir. Sistem, devamli olarak
tiiplerdeki floresan artisini goriintiillemekte ve lireme indeksi - ‘growth unit’ (GU) olarak
kaydetmektedir. GU degeri esik degeri astiginda cihaz pozitif sinyal vermektedir.
Kullanimdan 6nce MGIT besiyerlerine oleik asit- albiimin- dekstroz ve katalaz igeren lireme
destegi ve kontaminant mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen polimiksin B,
amfoterisin B, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin i¢ceren antibiyotik karisimi eklenir.
Ureme desteginde yer alan oleik asit mikobakteri metabolizmasinda, albiimin
mikobakterilere toksik olan serbest yag asitlerinin etkisizlestirilmesinde, dekstroz enerji

saglanmasinda ve katalaz ortamdaki toksik peroksitlerin uzaklastirilmasinda kullanilir.
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MGIT 960 sisteminin duyarlili1 ve lireme saptama siireleri ge¢miste kullanilan BACTEC
460 TB’ye benzer olmakla beraber kati besiyerlerinden iistlindiir. Ancak biiyiik olasilikla
besiyerine ilave edilen iireme destegi nedeniyle kontaminasyon oranlart BACTEC 460 TB
sisteminden daha yiiksektir. MGIT 960 sisteminin en Onemli avantajlari; capraz
kontaminasyonun diisiik olmasi, enjektér ile inokiilasyona gerek duyulmamasi ve
radyoizotop barmdirmamasidir. Yiiksek kontaminasyon oranlari, kan veya kanli 6rneklerle
floresanin maskelenmesi ve baz1 dekontaminasyon-homojenizasyon yontemleriyle uyumsuz

olmas1t MGIT 960 sisteminin dezavantajlaridir (14, 77, 78, 80, 81).

Bazi1 TDM tiirleri iiremek i¢in 6zel maddelere ihtiya¢c duymakta ve gii¢ liremektedir.
Mycobacterium haemophilum ferrik amonyum sitrat, hemin veya hemoglobin gibi demir
iceren bilesiklerin ilave edildigi besiyerlerinde iireyebilmektedir. M. genavense ve M. avium
subsp. paratuberculosis mikobaktin J’ye ihtiya¢ duymaktadir. M. ulcerans ise yumurta sarili

besiyerinde iiremektedir (2, 14).

TDM Kkiiltiirleri i¢in optimal sicaklik 28-37°C arasidir. Cogu klinik olarak 6nemli
yavag iireyen mikobakteri tiiriiniin primer izolasyonunda 35-37°C yeterli olmaktadir, ancak
M. haemophilum 22-30°C, M. ulcerans 25-33°C ve baz1 M. chelonae suslar1 28-33°C arasi
sicakliga ihtiyag duymaktadir. HUM tiirleri ve M. marinum kiiltiirleri 28-30°C’de inkiibe
edilmelidir. Deri, eklem sivisi ve kemik Orneklerinin kiiltiirleri 28-30°C ve 35-37°C’de
inkiibe edilmelidir. Tiim tiirlerin kiiltiirden eldesi i¢in iki farkli sicaklikta inkiibe edilen
kiiltiir setleri gerekebilmektedir. Cogu TDM tiirii 2-3 hafta iginde, HUM tiirleri ise
cogunlukla yedi giin iginde iiremektedir. Mikobakterilerin {ireme zamani, HUM tiirlerinin

izolasyonunu ortaya koyabilecegi i¢in mutlaka kayit altina alinmalidir (2).
4.8.2.4. TDM’lerin Tanimlanmasi

TDM enfeksiyonlara has klinik bulgular olmadigi i¢in kesin tani1 mikrobiyolojik
inceleme ile konulmaktadir. MTK - TDM ayirimi tedavi se¢imine dogrudan etki etmesi
bakimindan onemlidir. TDM’ler tanimlanirken hem fenotipik hem de genotipik
ozelliklerden faydalanilmaktadir. 1980°li yillara kadar fenotipik 6zellikleri temel alan testler
siklikla kullanilirken, giinlimiize kadar uzanan siiregte molekiiler yontemlerin kullanimi

yogunlagmistir (16, 82).
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4.8.2.4.1. Fenotipik Yontemler

TDM’lerin tanimlanmasinda baglica iireme siireleri, treme 1silari, koloni
morfolojileri ve pigmentasyon ozellikleri ile bircok biyokimyasal test temel alinmaktadir.
Bu testler arasinda; arilsiilfataz iiretimi, %5 NaCl toleransi, nitrat rediiktaz aktivitesi, demir
alimi, katalaz, niasin akiimiilasyonu, pirazinamidaz ve iireaz iiretimi, tiofen-2 karboksilik
asit hidrazid ile iremenin inhibisyonu, telliirit rediiksiyonu ve tween-80 hidrolizi sayilabilir

(Tablo 5) (14, 77).

Arilsiilfataz aktivitesi: Arilsiilfataz enzim aktivitesinin belirlenmesi, HUM
tirlerinin grup III fotokromojenik olmayan mikobakterilerden ayriminda yardimcidir. M.
marinum, M.kansasii, M. szulgai ve M. xenopi enzimi az miktarda iiretebilirler. Ancak bu
yavag ureyen tiirlerde pozitif sonug¢ verecek yeterlilikte enzim tiretimi gerceklesmemektedir

(41).

Sodyum Kloriir tolerans testi: 28°C’de inkiibe edildiginde, %5’lik NaCl igeren
yumurta bazli besiyerinde iireyebilme yetenegi, Mycobacterium triviale, Mycobacterium

flavescens’in bazi1 suslari, M. abscessus ve M. fortuitum igin ortak 6zelliktir (41).

Nitrat rediiktaz aktivitesi: Mikobakteriler nitrorediiktaz enzim liretimiyle nitratlar
nitritlere indirgeyebilirler. M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, Mycobacterium

smegmatis ve M. fortuitum grubu nitrat rediiktaz pozitiftir (41).

Demir alimi: M. fortuitumun kiiltiir besiyerinde c¢oziiniir demir tuzlarini alma
yetenegi ve sivi %20 ferrik amonyum sitrat ilavesi ile pasli kahverengi bir goriiniim
olusturmasi, M. fortuitum ile bu 6zellikten yoksun olan M. chelonae/abscessus grubunu ayirt

etmede kullanislt bir 6zelliktir (41).

Katalaz aktivitesi: Mikobakterilerin cogu katalaz iiretir, 20 dakika boyunca 68°C'de
isitildiktan sonra tiim tiirler pozitif bir reaksiyon iiretemez (1stya dayanikli katalaz). Bazi
INH-direngli suslar hari¢ M. tuberculosis suslarinin ¢ogu ve MTK nin diger tiyelerinin, 1s1ya
dayanikli katalaz testi negatiftir. Semikantitatif testte ise hava kabarciklarinin yiiksekliginin
45 mm’den yiikksek olmasi pozitif bir reaksiyonu ifade eder. Mikobakteri tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilan hidrojen peroksit, diger bakterilerde bulunan enzimin

arastirilmasinda kullanilan ayiragtan farklidir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin
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dagilmasini ve enzimin kolayca agiga ¢ikmasini saglamak i¢in testte %30 H,O, ile giiglii bir

deterjan olan %10 Tween 80’nin karisimi kullanilir (41, 83).

Niasin akiimiilasyonu: Bu test M. tuberculosis, M. simiae ile nadiren M. africanum,
Mycobacterium bovis, M. marinum ve M. chelonae suslarinin diger mikobakterilere gore
niasini daha az metabolize etmeleri sonucu besiyerine saldiklar1 niasini bazi kimyasallarla

tespit etme esasina dayanmaktadir (41).

Pirazinamidaz iiretimi: Pirazinamidaz enzimi, pirazinamidi pirazinoik asite
deamine eder. Pirazinoik asit, besiyerine ferr6z amonyum siilfat eklenmesi ile saptanabilir.
Bu test, M. marinum’u M. kansasii’den ve M. bovis’i M. tuberculosis’den ayirt etmede

yardimcidir. M. bovis ile M. kansasii negatif sonug vermektedir (41, 83).

Ureaz testi: Ureaz aktivitesinin degerlendirilmesi, Mycobacterium scrofulaceum
(pozitif) ile M. gordonae (negatif), Mycobacterium gastri (pozitif) ile diger grup III

kromojen olmayan mikobakterilerin ayriminda yardimeidir (41).

Tiofen-2 karboksilik asit hidrazid (T2H) ile iiremenin inhibisyonu: T2H, se¢ici
olarak M. bovis’in liremesini inhibe ederken, M. tuberculosis dahil ¢ogu mikobakteri T2H

iceren besiyerinde liremeyi siirdiirmektedir (41).

Tween-80 hidrolizi: Bazi mikobakteriler tarafindan firetilen lipazlar, tween-80’1
hidrolize ederek polioksietile sorbitol ve oleik asit aciga ¢ikarir. M. kansasii, 3-6 saat kadar
kisa siirede pozitif sonu¢ vermektedir. Benzer koloni goriiniimiine sahip skotokromojenler,
M. gordonae (pozitif) ve M. scrofulaceum (negatif) bu test ile ayirt edilebilir. pH’s1 yedi
olan test besiyerindeki ndtral kirmizist tween-80 tarafindan baglanir ve nétral pH’da
kehribar rengindedir. Tween-80 hidrolize olursa nétral kirmizi artik bagli olmadig: i¢in pH

yedide kirmizi renge doner (41).

MacConkey agarda iireme: Kristal viyole icermeyen MacConkey agar HUM’lerin
iiremesini desteklerken, cogu mikobakteri bu besiyerinde iireyemez. M. fortuitum, M.
chelonae ve M. abscessus ile diger mikobakterilerin ayriminda kullanilabilir (41).
TDM’lerin tanimlanmasinda kullanilan bu biyokimyasal testler ile ancak belli tiirler ayirt
edilebilmektedir. Ayrica kesin tanimlama ig¢in testlerin ¢ogunun birlikte uygulanmasi
gerektiginden ve uzun siireye ihtiyag duyuldugundan gilinlimiizde konvansiyonel

biyokimyasal testler rutin kullanimda fazla yer bulmamaktadir (16).
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4.8.2.4.2. Immiinokromotografik Yontem

Kiiltiir sirasinda salinan baskin proteinlerden olan MTK’ya 6zgii MPT64 antijenini,
MPT64 spesifik monoklonal antikor aracilifiyla, immiinokromatografik temelli yontem ile
saptamaya dayanmaktadir. Yaklagik 15 dakikada sonug¢ veren kalitatif test, kontrol ve test
bantlarinin pozitifligine gore MTK-TDM ayriminda kullanilmaktadir. Hem kati hem de s1v1
kiiltiirden calisilabilen ek islem ve ekipman gerektirmeyen test basit, uygulamasi kolay,

giivenilir, hizli ve diisiik maliyetlidir (76, 84, 85).
4.8.2.4.3. Molekiiler Yontemler

Mikroskopi ve kiiltlir yontemleri mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda giiniimiizde
halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, ¢ogu mikobakteriyoloji
laboratuvarinda kiiltlirde lireyen mikobakterilerin tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in zaman
alic1 ve zahmetli biyokimyasal testlerin kullanim1 azalmistir. Giiniimiizde molekiiler biyoloji
temelli kiiltiir dis1 yontemler Mycobacterium tiirlerinin laboratuvar tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mikroorganizmanin genomunda yer alan iyi korunmus, yalnizca o
mikroorganizmaya 0zgli dizilerin hedef alinmasi araciligiyla tiplendirme yapilmasi,
molekiiler yontemlerin temelini olusturmaktadir. TDM’lerin laboratuvar tanisinda; niikleik
asit hibridizasyon yontemleri, polimeraz zincir tepkimesi (PZT)-restriksiyon enzim analizi

yontemi (PRA) ve DNA dizi analizi gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir (41, 86).
4.8.2.5. HUM Tiirlerinin Tanimlanmasi

Izolatin klinik 6nemini belirlemek her zaman ¢ok kolay olmadig1 icin TDM lerin tiir
diizeyinde tanimlanmasi giderek daha fazla &nem kazanmaktadir. Bu nedenle, HUM

tiirlerinin tiir dlizeyinde tanimlanmasi dnerilmektedir (87).
4.8.2.5.1. Biyokimyasal Yontemler

Onceden tarif edildigi gibi, yedi giin i¢inde iireyen TDM’ler HUM tiirleri olarak
tanimlanmaktadir. Arilsiilfataz (ii¢ giin), demir alimi, nitrat rediiktaz, %5 NaCl toleransi ile
mannitol, inozitol ve sitrat karbonhidrat utilizasyonu sik karsilasilan HUM tiirlerinin
tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testlerden bazilaridir. Karbonhidrat utilizasyonu,
sik karsilagilan tiirler ve baz1 yeni bulunan tiirlerin ayriminda daha dogru tanimlamaya izin
vermektedir. M. chelonae/abscessus grup ve M. fortuitum grubun tiim {iyeleri {i¢ glinde

giiclii arilsiilfataz  aktivitesi gosteritken, M. smegmatis grup (M. smegmatis ve

32



Mycobacterium goodii) ve M. wolinskyi i¢ giinde arilsiilfataz aktivitesi gdstermemektedir.
Ayrica, M. smegmatis grup pigment iireten tek gruptur. M. smegmatis izolatlariin yaklasik
%951 ile M. goodii izolatlarmin %80°1 7-10 glinden sonra sar1 pigmentasyon gostermektedir

(14,47, 87).

4.8.2.5.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografik Tanmmlama - ‘High
performance liquid chromatographic identification’ (HPLC)

Mikobakteri hiicre duvari mikolik asitlerinin HPLC ile analizi bir¢ok laboratuvarda
TDM izolatlarinin tamimlanmasinda kullanilsa da HUM tiirlerinin tanimlanmasinda
sorunludur. M. fortuitum grup ile M. smegmatis grubun M. chelonae/abscessus gruptan
ayriminda kabul edilebilir bir yontem olmakla birlikte izolatlarin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir. Sadece HPLC ile HUM tiirlerinin tanimlanmasi
yeterli olmamakla birlikte, baska yontemlerle kombinasyonu HUM ftiirlerinin

tanimlanmasina yardimci olabilir (14, 47, 87).

Giin gectikge yeni tiirlerin tanimlandig1 gercegi gbz oniinde bulunduruldugunda tiir
diizeyinde kesin tanimlamanin molekiiler teknikler olmadan yapilmasi miimkiin

goriinmemektedir (47).
4.8.2.5.3. Molekiiler Yontemler
DNA Dizi Analizi

Mikobakteri tiirlerinin tanimlamasinda DNA dizi analizi altin standarttir ve ayni
zamanda suslarin iligkileri hakkinda filogenetik bilgi saglamaktadir. DNA dizi analizi sik
karsilasilan ve yeni belirlenen HUM tiirlerinin ayriminda oldukea kullanishdir (14, 47, 88).

Dizi analizi degerlendirmesi yapilirken elde edilen sonuglari bilgisayar ortaminda
karsilastirmak icin standart diziler gerekmektedir. Dizi analizi yontemlerinde giincel ve

dogrulugu yiiksek veri tabanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (14, 47).
Ters hibridizasyon yontemleri

Ters hibridizasyon yontemi, kiiltlir izolatindan amplifiye edilmis biyotinle isaretli
PZT iiriinlerinin, nitroselliiloz seritler {izerine baglanmis 6zgiin DNA problari ile hibridize

edilmesi temeline dayanir (76).
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INNO-LiPA Mycobacteria v2 testi (Innogenetics, Belgium), 16S-23S rRNA genleri
arasinda ‘spacer region’ bolgesini hedef alan bir test olup 16 farkli mikobakteri tiirii (MTK,
M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
chelonae kompleks, M. genavense, M. simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. malmoense, M.
haemophilum, M. fortuitum kompleks ve M. smegmatis) tanimlanabilmektedir. Tek bir test
ile ¢ok c¢esitli tiirlerin tanimlanmasina izin vermesi sistemin en biiyliik avantajidir. M.
Sfortuitum grup ile M. thermoresistibile, M. agri ve M. alvei gibi nadir karsilasilan tiirler
arasinda capraz reaktivite saptanabilmesi ise sistemin temel kisithiligidir. Ayrica yakin

iligkili tiirler olan M. chelonae ve M. abscessus tiirlerini ayirt etmede yetersiz kalmaktadir

(14, 89).

GenoType Mycobacterium testinde ise hedef bdlge, 23S rRNA genidir. CM
(common mycobacteria — sik goriilen mikobakteriler) ve AS (additional species — ek tiirler)
adl iki kitten olusan bu testte; CM kiti ile MTK dahil olmak iizere siklikla karsilagilan 15
mikobakteri tlirli tanimlanmakta, AS kitiyle ise daha az karsilasilan 16 ek TDM tiirii ayirt
edilmektedir. Genotype Mycobacterium CM/AS kiti ile; M. avium subspecies, M. chelonae,
M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum,
Mycobacterium interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum-M. ulcerans, M.
peregrinum, MTK, M. xenopi, M. simiae, Mycobacterium mucogenicum, M. goodie,
Mycobacterium cellatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, Mycobacterium
heckeshornense, M. szulgai, Mycobacterium phlei, Mycobacterium hemophilum, M.
kansasii, M. ulcerans, M. gastri, Mycobacterium asiaticum ve Mycobacterium shimoidei

tanimlanabilmektedir (90, 91).

Ters hibridizasyon testleri - “Line Probe Assay” (LPA) hizli, uygulamasi ve

degerlendirmesi kolay, ancak ekipman gerektiren ve maliyeti yiliksek testlerdir (76).
PZT- PRA

HUM tiirlerinin tanimlanmasinda /sp65 bélgesinin PRA ile incelenmesi degerli bir

aractir (14, 47).

Ureme hiz1 ve nutrisyonel gereksinimlere dayanmayan bir yontem olmasi, géreceli
olarak ekipman maliyetinin uygunlugu ve testin bir giin i¢inde tamamlanabilmesi PRA’nin
onemli avantajlaridir. Piyasada mevcut ticari yontem olmamasi, yontemin gorece olarak

kompleks olmasi1 ve deneyim gerektirmesi ise dezavantajlaridir (14, 76).
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4.8.2.5.4. Matriks-Destekli Lazer Deiyonizasyon — Ucus Zamanm Kiitle
Spektrometresi — ‘Matrix-assisted Laser Deionization—Time of Flight Mass
Spectrometry’ (MALDI-TOF MS)

MALDI-TOF MS ile lipid ve ribozomal proteinlerin analizi HUM’ler de dahil olmak
tizere TDM’lerin tanimlanmasinda kullanilan gilincel yontemlerden biridir. Baslangicta
MALDI-TOF MS cihaz masrafi yiiksek olsa da daha sonra test basina {icreti daha uygun
olan bu yontemin, goérece ¢alismasi kolay olup dogru ve hizli sonu¢ vermektedir. Birgok
TDM tiirii basariyla tanimlanabilmekteyken, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus
subsp. massiliense ve M. abscessus subsp. bolletii gibi bazi klinik olarak énemli HUM tiir ve
alt tiirlerini MALDI-TOF MS ile ayirt etmek zordur. Bu tiirlerin filogenetik olarak yakin
iligkili olmasi ve tek-gen dizi analizi ile de ayirt edilememesinden dolay1 bu durum beklenen
bir problemdir. Ayrica, M. chelonae ile Mycobacterium immunogenum ayriminda da bazi
sorunlarla karsilasilmaktadir. MALDI-TOF MS, HUM tiirlerinin tanimlanmasinda degerli
olsa da veri tabami kisithiliklar1 ve filogenetik olarak yakin iliskili tiirlerin ayriminda

karsilasilan zorluklarin iizerinde galisilmasi gerekmektedir (14, 47).
4.8.2.6. HUM’lerde Antimikrobiyal Duyarliik Testleri

Otuzun iizerinde HUM tiirii tanimlanmis olmakla birlikte travma ile olas1 su ve
toprak maruziyeti sonrasi gelisen deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan sorumlu tutulan
en stk HUM tiirleri M. abscessus subsp. abscessus, M. chelonae ve M. fortuitum gruptur.
HUM tiirleri birinci segenek anti-TB ilaglara duyarli olmadiklar1 icin tedavi secimleri in-
vitro duyarlilik paternlerine dayanmaktadir. HUM tiirleri i¢in ADTde altin standart yontem
stvi mikrodiliisyon yontemi olup, CLSI tarafindan yapilan 6neriler genel olarak M. fortuitum
grup (M. fortuitum, M. peregrinum ve dnceden M. fortuitum tiglincii biyovaryant kompleks’e
dahil olan tiirler), M. chelonae ve M. abscessus tiirlerini igeren ¢alismalar1 temel almaktadir.
Bununla beraber bu &neriler diger klinik olarak anlamli HUM tiirleri igin de gecerlidir.
Duyarlilik testi icin c¢alisilmast Onerilen antibiyotikler; amikasin, sefoksitin, imipenem,
moksifloksasin, sulfametoksazol veya trimetoprim-sulfametoksazol, klaritromisin,
siprofloksasin, doksisiklin/minosiklin, linezolid ve tobramisindir. Baz1 ilaglarin (tobramisin
ve imipenem) duyarlilik test sonuglari belirli tiirlerle ilgili oldugu ig¢in tiir diizeyinde
tanimlama yapilmasi veya en azindan M. fortuitum grup ile M. chelonae-abscessus grup

ayriminin yapilmasi onerilmektedir. Duyarlilik testi yapilmasi, klinik olarak anlamli kabul
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edilen (6rnegin kan, doku ile deri ve yumusak doku lezyonlarindan izole edilenler) herhangi
bir HUM tiirii igin endikasyon dahilindedir. Bu organizmalar (6zellikle M. abscessus)
akciger hastaligina sebep olabildigi gibi gecici olarak solunum yolunda kolonize de
olabilirler. Bu nedenle, balgam veya diger solunum yolu drneklerinden izole edilen tiim
HUM tiirleri klinik olarak anlamli olmayabilir. Eger alt1 aylik uygun tedavi sonrasinda
kiiltiir pozitifligi (solunum yolu hari¢ herhangi bir bolgede) devam ederse, duyarlilik testi

tekrarlanmali ve tanimlama testi dogrulanmalidir (12, 14, 47).
4.9. HUM Tiirleri ve Ozellikleri

Mycobacterium cinsine ait yeni taninan bir¢ok tiir HUM grubuna dahil olmaktadir.
HUM’ler simdiye kadar tanman/onaylanmis mikobakteriyel tiirlerin yaklasik yarisini
olustururlar. HUM’ler sadece birgok tiirii temsil etmekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢ok sayida
cevresel rezervuarda bulunup, insan konakgisindaki bir dizi hastalik belirtisinden sorumlu
olurlar. ADT profillerinin degiskenlik gdstermesi de HUM lerin bir baska énemli 6zelligidir
(92). HUM’ler, klinik laboratuvarlarda yaygin olarak izole edilir ve énemli lokal ve yaygin
hastaliklarin nedeni olabilir (92).

Klinik dneme sahip baz1 HUM’ler;
i. M. abscessus ve alt tiirleri

Tiim genom dizileme verileri M. abscessus kompleksine ait ii¢ alt tiiriin varligini
gostermektedir; M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii ve M. abscessus
subsp. massiliense. Kromojen olmayan hizli lireyen bir mikobakteri olan M. abscessus, en
patojenik ve tedaviye direngli olan HUM olup cevresel kaynaklardan izole edilebilmektedir

(92).

Insanda yaptigi hastaliklar arasinda akciger enfeksiyonlar1 ve genellikle travma,
cerrahi veya enjeksiyon sonrasi gelisen deri, yumusak doku ve kemik enfeksiyonlari
bulunur. M. abscessus, MAK’dan sonra solunum yolundan siklikla izole edilen bir TDM
tirtidiir ve hizl iireyen mikobakteriyel solunum yolu enfeksiyonlarinin %80'inden fazlasini
olusturur. M. abscessus akciger enfeksiyonlari ile iligkili baslica predispozan kosullar;
retikiilonodiiler akciger infiltrasyonu ile birlikte goriilen brongektazi ve KF’dir. Bu

predispozan faktorlere sahip hastalar genellikle 40 yasin altindadir. Ancak M. abscessus’a
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bagli akciger hastalig1 olan hastalar genellikle herhangi bir predispozan faktorii olmayan, 60

yasindan biiytiik, sigara icmeyen kadinlardir (2).
ii. M. chelonae kompleks

M. chelonae kompleks, M. chelonae ve ii¢ ek dogrulanmis tiirden (Mycobacterium
franklinii, M. immunogenum ve Mycobacterium salmoniphilum) olusur. Firsat¢1 patojen olan
M. chelonae musluk suyu, tathh su ve deniz suyu gibi ortamlardan yaygin olarak
saptanabilen, kromojen olmayan, hizli lireyen bir mikobakteridir (92). En sik goriilen klinik
durumlar genellikle enfekte pirsing yaralari, kontamine dovme miirekkepleri, plastik cerrahi
veya yag aldirma ile iliskili deri, yumusak doku ve kemik enfeksiyonlaridir. Yaygin
hastaliklar o6zellikle yliksek doz steroid alan immiinsiiprese bireylerde tanimlanmustir.

Enfeksiyonlar ayrica oftalmik cerrahi veya kontakt lens kullanimi (keratit) ile iliskili olabilir
(2).

iii. M. fortuitum kompleks

M. fortuitum c¢evresel, kromojen olmayan ve hizli iireyen bir mikobakteridir. M.
fortuitum kompleks; M. fortuitum, M. peregrinum, Mycobacterium senegalense,
Mycobacterium setense, Mycobacterium septicum, M. porcinum, Mycobacterium
houstonense, Mycobacterium boenickei, Mycobacterium brisbanense ve Mycobacterium

neworleansense tlirlerini igerir (92).

M. fortuitum siklikla deri, yumusak doku ve kemik enfeksiyonlar: ile iliskili olup;
lipoid pnomoni, gastrodzofageal bozukluklar veya yaygin hastaliklar haricinde nadiren
akciger hastaligina neden olur. M. fortuitum'a bagh akciger hastaligi klinik olarak M.
abscessus'un neden oldugu akciger hastaligina benzerdir (2). Deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar, mammoplasti ve benzeri plastik cerrahi miidahaleleri veya kalp cerrahisi
(sternal yara enfeksiyonlar1) sonrasi sik goriiliir (92). Pedikiir salonlarindaki ayak banyolar1

da M. fortuitum ile iligkili furonkiiloz kaynagi olarak tanimlanmistir (2).
4.10. HUM’lerde Test Edilecek Oncelikli Antibiyotikler

CLSI M24-A2 kilavuzunda HUM’lerde test edilmesi gereken antibiyotikler
amikasin, sefoksitin, siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin (veya minosiklin), imipenem,
linezolid, moksifloksasin, trimetoprim-sulfametoksazol ve tobramisin olarak verilmigtir

(12).
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4.10.1. Amikasin

Aminoglikozid grubunda yer alan amikasin, Streptomyces tiirlerinden elde edilen
kanamisinin semisentetik derivesidir. Aminoglikozidler 30S ribozomal alt iiniteye geri
doniistimsiiz olarak baglanarak bakteride protein sentezini inhibe eden bakterisidal
ajanlardir. Azalmis dis membran permeabilitesi, transportun azalmasi veya aktif efliiks ile
ilacin hiicre i¢ine aliminda azalma, 16S rRNA veya ribozomal proteinlerde mutasyon ya da
16S rRNA’nin posttranskripsiyonel metilasyonu nedeniyle ilacin hedefinde degisiklik ve
ilacin enzimatik modifikasyonu bakterilerde aminoglikozid direncine yol agan temel

mekanizmalardir (14).
4.10.2. Sefoksitin

Sefalosporin  grubunda yer almaktadir. Sefalosporinler, Cephalosporium
acremonium’un fermantasyon {irlinlerden elde edilen antibiyotikler olup, dihidrotiyazin
halkasina bagli beta laktam halkasi bulunduran 7-aminosefalosporanik asit igermektedir.
Penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanip bakteri hiicre duvarinda bulunan

peptidoglikan sentezini engelleyerek bakterisidal aktivite gosterirler (14).
4.10.3. Siprofloksasin

Florokinolon grubunda yer almaktadir. Florokinolonlar ¢ekirdeginde florin atomu
iceren nalidiksik asitle biyokimyasal olarak iliskili antibiyotiklerdir. Florokinolonlarin temel
hedefi DNA replikasyon, rekombinasyon ve tamirinde gorev alan DNA topoizomeraz II
(DNA giraz) enzimi olup ayrica DNA topoizomeraz IV enzimini de inhibe etmektedirler.
DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan yapisal genlerde (gyr4, gyrB, parC ve
parE) kromozomal mutasyonlar, dis membran permeabilitesini diizenleyen genlerde
mutasyonlar, enerji-bagimli efliiks pompalarinin salinimi/asir1 salinimi ve kinolonlarin DNA
giraz ile topoizomeraz IV’e baglanmasini engelleyen plazmid aracili direng genlerinin

(gnrA, gnrB ve gnrS) kazanimi sebebiyle kinolon direnci gelisebilmektedir (14).
4.10.4. Klaritromisin

Makrolid grubunda yer almaktadir. Kimyasal yapilart desozamin ve kladinoz
molekiillerine bagli makrosiklik lakton halkasi icermektedir. Makrolidler, 50S ribozomal alt
iinitenin 23S rRNA birimine geri doniislimlii olarak baglanarak translokasyonu engelleme

yoluyla protein sentezinin inhibe ederek bakteriyostatik aktivite sergilerler. Klaritromisin,
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atipik mikobakterilerin tedavisinde altin standart ajan olarak degerlendirilmektedir.
Makrolid direncinin temel mekanizmasi; ilacin bakteriyel hedefi olan 23S rRNA baglanma
bolgesini modifiye eden rRNA metiltransferaz enzimini kodlayan erm geninin varligidir. Bu
gen yapisal veya indiiklenebilir olabilir. Baz1 HUM tiirleri (M. fortuitum, M. smegmatis, M.
abscessus subsp. abscessus suslarinin yaklasik %80’1i gibi) indiiklenebilir klaritromisin
(makrolid) direncine yol acan indiiklenebilir erm geni igermektedirler ve ii¢ glinliik
inkiibasyon siiresi sonunda duyarli olmakla birlikte 14 giinliik inkiibasyonda direng
gosterebilmektedirler. Bu nedenle bu ilaglar tek basma tercih edilmemeli, her zaman
kombinasyon tedavisinde verilmelidir. Fonksiyonel erm geni olmayan (M. chelonae, M.
mucogenicum kompleks, M. peregrinum, M. senegalenese, M. immunogenum ve M.
abscessus subsp. massiliense) tiirlerde ise uzamis inkiibasyonda klaritromisin MiK
degerlerinde ya ¢ok az degisiklik olmakta ya da hi¢bir degisiklik olmamaktadir (14, 47, 92,
93).

4.10.5. Doksisiklin

Tekrasiklin grubu bir antibiyotik olup, yapisinda dort halkali hidronaftasen gekirdegi
bulunmaktadir. Enerji bagimli bir siiregle bakteri i¢ine girdikten sonra 30S ribozomal alt
iiniteye baglanip aminoagil-tRNA’nin RNA-ribozom kompleksinde akseptor A bolgesine
tutunmasini engelleyerek protein sentezini inhibe eden bakteriyostatik ajanlardir. Tetrasiklin

direnci biiyiik oranda aktif efliiks nedeniyle ger¢eklesmektedir (14).
4.10.6. Minosiklin

Tekrasiklin grubu bir antibiyotik olup, aymi gruptaki doksisiklin ile benzer etki
mekanizmasina sahiptir. CLSI tarafindan doksisiklin veya minosiklinden biri segilerek

calisilabilecegi belirtilmistir (12, 14).
4.10.7. imipenem

Karbapenem grubu bir antibiyotiktir. Karbapenemler beta laktam grubu icerisinde en
genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Ozellikle PBP2’ye yiiksek afinite ile olmak iizere PBP’ye
baglanarak hiicre duvar1 sentezini inhibe etmektedirler. Imipenem, renal proksimal tiibiil
hiicrelerinin fircams1 kenarlarinda bulunan dehidropeptidaz I enzimi ile metabolize ve
inaktive edilmektedir. Serum ve idrarda yeterli konsantrasyona erismek icin, imipenem

dehidropeptidaz inhibitorii olan silastatin ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Silastatin
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antibakteriyel aktiviteye sahip degildir. Actinomyces, Nocardia ve atipik mikobakterilere

kars1 karbapenemler arasinda imipenem dnemli 6l¢iide aktiviteye sahiptir (14, 47, 93).
4.10.8. Linezolid

Oksazolidinon grubu sentetik bir antibiyotiktir. Linezolid, 50S ribozomal alt {initenin
23S rRNA biriminin V bélgesine baglanarak, tRNA"™* baglanma bélgesini bozmakta ve 70S
inisiyasyon kompleksini inhibe ederek mRNA translasyonunun baglamasina engel
olmaktadir. Bu antimikrobiyallerle ribozomal protein sentezini inhibe eden diger

antibiyotikler arasinda ¢apraz direng gelisimi gozlenmemektedir (14).
4.10.9. Moksifloksasin

Florokinolon grubu bir antibiyotik olup, DNA giraz ve DNA topoizomeraz IV
enzimlerine etki ile DNA sentezini inhibe ederek bakterisidal aktivite gdstermektedir.
Moksifloksasin, M. tuberculosis, MAK, M. fortuitum grup, M. chelonae, M. kansasii ve M.
xenopi gibi mikobakterilere karsi in-vitro aktivite gostermektedir (14, 47, 93).

4.10.10. Trimetoprim-Sulfametoksazol

Trimetoprim ve siilfanomid grubu bir antibiyotik olan sulfametoksazol bakteriyel
folik asit metabolizmas: yolunu farkli alanlarda bloke ederler, antibakteriyel aktiviteyi
arttirir ve ¢ok sayida farkli mikroorganizmaya karsi sinerjistik etki gosterirler. Trimetoprim
primidin analogu olup bakteriyel dihidrofolat rediiktaz enzimini, sulfametoksazol ise
dihidrofolat enzimini inhibe eder. Folat metabolizmasindaki bu ardisik inhibisyon
sonucunda bakteriyel DNA sentezi engellenir. Trimetoprim-sulfametoksazol ko-trimaksazol

olarak da isimlendirilir ve cogu enfeksiyonun tedavisinde ¢ok etkilidir (14).
4.10.11. Tobramisin

Streptomyces tirlerinden derive edilen tobramisin, aminoglikozid grubunda yer
almaktadir. 30S ribozomal alt {initeye geri doniisiimsiiz olarak baglanip protein sentezini

inhibe ederek bakterisidal etki gdstermektedir (14).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Cahsmaya Alinan HUM Suslar

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarma 2013-2018 yillari
arasinda gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve GenoType Mycobacterium CM
(Hain Lifescience, Almanya) ticari kiti ile tiir tayini yapilip stoklanan 62 adet HUM izolati
caligmaya alindi. Hastalarin ardisik Orneklerinden izole edilen ayni etkenler ¢alisma dist

birakildi.
5.2. HUM’lerin Uretilmesi

2013-2018 yillar1 arasinda, Mikobakteriyoloji Laboratuvarinda HUM olarak
tanimlanmis izolatlara ait MGIT besiyerlerinden 0.5 mL alinip, LJ besiyerine (Becton
Dickinson, ABD) pasaj yapildi. MGIT besiyeri stogu mevcut degilse veya MGIT
besiyerinden yapilan pasaj sonucu ilireme olmamissa izolatlarin stok LJ besiyerlerinden
aliman koloniler 0.5 mL steril distile su icerisinde siispanse edilerek yeni LJ besiyerlerine
pasaj yapildi. L] besiyerinde canlandirilamayan bazi izolatlar ise MGIT besiyerine (Becton
Dickinson, ABD) pasajlanarak BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD) sistemi ile
iretildikten sonra LJ besiyerlerine pasaj yapildi. MGIT besiyerine pasaj sonrasinda da lireme

gbzlenmeyen Orneklere ait izolatlar ¢calisma dis1 birakildi.

Biitiin islemler biyogiivenlik kabini igerisinde gerceklestirildi. Pasaj yapilan LIJ

besiyerleri 37°C’de inkiibe edildi ve iiremeler kontrol edilerek, ireme zamanlar1 not edildi.
5.3. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Sivi  mikrodiliisyon yontemi, antimikrobiyal duyarlilifin arastirilmasinda altin
standart olarak kabul edilmektedir (12). Calismaya dahil edilen HUM’lerin amikasin,
tobramisin, sefoksitin, imipenem, siprofloksasin, moksifloksasin doksisiklin, linezolid ve
klaritromisine duyarliliklarinin arastirilmasi i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi CLSI M07-A8

ve CLSI M24-A2 standartlarina uygun olarak ¢aligildi (12, 94).
i. Katyon Ayarh Mueller Hinton Sivi Besiyerlerinin (KAMHB) Hazirlanmasi

KAMHB (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) iireticinin onerileri dogrultusunda
hazirlandi. Toz halinde bulunan KAMHB’den 5.5 gr tartilarak 250 mL distile su iginde
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¢Oziindiirildii ve ardindan otoklavda 115-121°C’de 10 dakika steril edilerek kullanima hazir

hale getirildi. Hazirlanan besiyeri kullanim 6ncesi 4°C'de saklandi.
ii. Antibiyotik Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Toz formda temin edilen tiim antibiyotikler Sigma-Aldrich Co’dan (St Louis, MO,
ABD) satin alindi. Amikasin disiilfat, sefoksitin sodyum, siprofloksasin HCI, doksisiklin
hiklat, moksifloksasin hidroklorit ve tobramisin ¢dziicii ve sulandirict olarak distile su
icerisinde; linezolid ¢oziicli olarak dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD),
sulandirici olarak distile su igerisinde; klaritromisin ¢oziicii olarak aseton (Merck, Darmstad,
Almanya), sulandiric1 olarak fosfat tamponu (pH: 6.5, 0.1 mol/L) igerisinde ve imipenem
¢oziicii ve sulandirict olarak fosfat tamponu (pH: 7.2, 0.01 mol/L) igerisinde siispanse

edilerek iireticinin nerileri dogrultusunda stok soliisyonlar1 hazirlandi.

Tiim stok sollisyon konsantrasyonlari 10 mg/mL olarak ayarlandi. Siringa filtre ile

sterilizasyon sonrasi ependorf tiiplere alikotlanarak -20°C’de ¢aligma giiniine kadar saklandi.
iii. S1ivi Mikrodiliisyon Yonteminin Uygulanisi

Her HUM izolat1 i¢in bir adet 96 kuyucuklu U tabanli mikrodiliisyon plaginda
klaritromisin haricindeki sekiz antibiyotik ¢alisildi. Klaritromisin degerlendirmesi
inkiibasyonun 14. giiniine kadar siirdiiriilecegi igin her calismada HUM izolatlari

gruplanarak klaritromisin i¢in ayr1 bir mikrodiliisyon plaginda c¢alisildu.

Uretici talimatlarina gére hazirlanip 4°C’de saklanan KAMHB oda sicakligina
getirilerek mikrodiliisyon plaklariin tiim kuyucuklarina 100 pL eklendi.

Caligma giinlerinde her antibiyotik icin oda sicakligina getirilmis 10 mg/mL
konsantrasyonundaki stok soliisyondan 256 pL alinip, KAMHB ile 5 mL’ye tamamlanarak

512 pg/mL konsantrasyonunda antibiyotik siispansiyonu hazirlandi.

Mikrodiliisyon plagindaki her siranin {igiincii kuyucuguna hazirlanan 512 pg/mL
yogunlugundaki antibiyotik silispansiyonundan 100 pL eklendi ve kuyucuktaki son
antibiyotik konsantrasyonu 256 pg/mL olarak elde edildi. Ugiincii kuyucuktan 100 uL alinip
12. kuyucuga kadar seri diliisyon yapildi, son kuyucukta 100 uL disar1 atild1. Her antibiyotik
icin en yiiksek 256 pg/mL, en diisiik 0.5 pg/mL konsantrasyonun oldugu iki kat diliisyonlar

olusturuldu.
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Steril serum fizyolojik igerisinde her HUM izolat: i¢in dansitometre yardimi ile 0.5
Mc Farland standart bulamiginda silispansiyon hazirlandi. Hazirlanan siispansiyon steril
serum fizyolojik ile 1:10 diliie edildikten sonra dnceden KAMHB ve her sirasinda seri
sulandirim halinde antimikrobik ilag (amikasin, tobramisin, sefoksitin, imipenem,
siprofloksasin, moksifloksasin doksisiklin, linezolid ve klaritromisin) ilave edilmis
mikrodiliisyon plaklarinin her antibiyotik i¢in sterilite kontrol (negatif) kuyucugu olan ilk

kuyucuk hari¢ diger tiim kuyucuklarina 15 dakika i¢inde 5 pL inokiile edildi.

Mikrodiliisyon plagimin her sirasinin ilk kuyucuguna sadece besiyeri konularak
negatif kontrol kuyucugu; ikinci kuyucuguna ise antibiyotik konulmayip, sadece besiyeri ve

bakteri siispansiyonu konularak lireme (pozitif) kontrol kuyucugu hazirlandi.
iv. Kalite Kontrol Suslar

Antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonunu dogrulama ve test performansini
degerlendirmek i¢in HUM tiirlerinin s1ivi mikrodiliisyon testinde kalite kontrol susu olarak
M. peregrinum ATCC 700686 kullanilmasi onerilmektedir. Staphylococcus aureus ATCC
29213, P. aeruginosa ATCC 17853 ve/veya Enterococcus faecalis ATCC 29212 ise kabul
edilebilir diger alternatiflerdir (12). Bu amagla S. aureus ATCC® 29213, P. aeruginosa
ATCC® 27853 ve E. faecalis ATCC® 29212 kokenleri her g¢alismada CLSI tarafinda

onerilen antibiyotikler i¢in uygun diliisyon araliklarinda ¢alisildi.
v. Inkiibasyon

Sivi mikrodiliisyon testinde, inokiilum eklendikten sonra her mikrodiliisyon plagi,
kurumayr onlemek amaciyla kapakla kapatilip, 28-30°C’de 72 saat inkiibe edildi. Yetmis
iki saatten sonra iireme kontrol kuyucugunda iireme yeterli ise (2+ veya kesin bulaniklik ve
kiime seklinde iireme) MIK degeri kaydedildi. Yeterli degilse tekrar inkiibasyona devam
edilip dordiincii giinde tekrar degerlendirildi. Ureme yeterli olmazsa inkiibasyon besinci
giine uzatilip klaritromisin hari¢ tiim ilaclar icin son degerlendirme yapildi. Klaritromisin
duyarliligim1 degerlendirmek icin inkiibasyon 14. giine kadar devam ettirildi (12).
Inkiibasyon devam ederken besiyerinde kuruma saptanmas1 durumunda, ilgili izolat icin

kuruma gozlenen antibiyotik degerlendirmeden ¢ikarildu.
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vi. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerlerinin Belirlenmesi

MIK, mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremeyi tamamen inhibe eden ve ciplak
gozle belirlenebilen en diisiik antimikrobik ila¢ konsantrasyonudur (Sekil 3, Sekil 4) (94).

MIK belirlenirken antibiyotik iceren kuyucuklardaki iireme yogunlugu her test
setinde kullanilan iireme kontrol kuyucuklarindaki tireme yogunlugu ile kiyaslandi (94).
Yapilan testlerin gecerli olabilmesi icin test edilen kalite kontrol suslarmin MIK degerlerinin
beklenen aralikta olmasi, her antibiyotik i¢in sterilite kontrol kuyucugunda tireme olmamasi
ve lireme kontrol kuyucugunda kabul edilebilir iireme olmasi gerekmektedir; bu kosullarin
saglanamadig1 durumlarda test tekrar edildi (94). Besinci giinde iireme kontrol kuyucugunda

yeterli lireme gozlenemedigi durumlarda izolatlar ¢alisma dis1 birakildi.

Klaritromisin i¢in yapilan 14. giin degerlendirilmesi indiiklenebilir makrolid
direncini saptamak i¢in &nerilmekte, ancak klaritromisin direncinin (MiK >8 ug/mL) &nceki
degerlendirmelerde tesbiti durumunda test erken sonlandirilabilmektedir (12). Calismada
klaritromisin duyarlilik sonuglart iigiincii giinde kaydedildi, yedinci ve 10. giinlerde tekrar

degerlendirildi, bu degerlendirmede eger izolat duyarli ise 14. giinde tekrar degerlendirildi.

Sivi mikrodiliisyon testinde her bir antibiyotik i¢in kuyucuklar arasinda iireme

olmamus tek bir kuyucuk gériildiigiinde en yiiksek MIK degeri okundu (94).

MIK okumalar1 iki arastirmaci tarafindan bagimsiz olarak yapildi. Tiim izolatlar igin
MIK degerleri ve yorumlama CLSI standartlarinda yer alan klinik smir degerlere (Tablo 6,

Tablo 7) uygun olarak duyarli, orta duyarl veya direngli olarak belirlendi (12).

CLSI onerileri dogrultusunda amikasin MIK degeri > 64 pg/mL saptanan M.
abscessus izolatlar1 ve imipenem MIK degeri > 8 pg/mL saptanan M. fortuitum izolatlari

tekrar test edildi (12).
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Sekil 3. Sivi mikrodiliisyon plaginin iistten gériiniimii.
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Tablo 6. HUM ler test edildiginde S. aureus ATCC® 29213, P. aeruginosa ATCC® 27853

ve E. faecalis ATCC® 29212 igin MIK degerlerinin (ug/mL) kalite kontrol araliklar1 (12).

S. aureus ATCC® P. aeruginosa E. faecalis ATCC®

29213 MiK arah@ | ATCC® 27853 MiK | 29212 MiK arahg
Antimikrobiyal Ajan (ng/mL) arahig1 (ng/mL) (ng/mL)
Amikasin 1-4 1-4 64-256
Sefoksitin 1-4 _a a
Siprofloksasin 0.12-0.5 0.25-1 0.25-2
Klaritromisin 0.12-0.5 -~ -~
Doksisiklin 0.12-0.5 -~ 2-8
imipenem 0.015-0.06 14 0.5-2
Linezolid 1-4 - 1-4
Moksifloksasin 4-16 1-8 0.06-0.5
Tobramisin 0.12-1 0.25-1 8-32

a: Cizgi, mevcut onerilen yontemlerle hicbir ¢alisma yapilmadigini gostermektedir.
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Tablo 7. HUM’ler igin s1v1 mikrodiliisyon degerlendirme kriterleri (12).

Kategori icin MIK degeri (ug/mL)
Antimikrobiyal Ajan
Duyarh Orta Duyarh Direncli

Amikasin <16 32 >64
Sefoksitin <16 3264 >128
Siprofloksasin <1 2 >4
Klaritromisin <2 4 >8
Doksisiklin <l 2-4 >8
imipenem <4 8-16 >32
Linezolid <€ 16 >32
Moksifloksasin <1 2 >4
Tobramisin <2 4 >8
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6. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarma 2013-2018 yillari
arasinda gonderilen rneklerden soyutlanan 62 adet HUM izolat1 galismaya alindi. Biri M.
abscessus, biri M. fortuitum olmak iizere iki izolat MGIT besiyerinden yeni LJ ve MGIT
besiyerlerine yapilan pasajlarinda iireme saptanmadigi, iki M. abscessus izolati da sivi
mikrodiliisyon testinin 5. giinlinde lireme kontrol kuyucuklari dahil olmak iizere higbir
kuyucukta iireme gozlenmedigi i¢in calisma dis1 birakildi. Calisma sonunda 56 hastaya ait
58 HUM izolat sonucu degerlendirmeye alindi. Ayni hastaya ait farkli yillarda génderilmis
lenf nodu 6rneginden izole edilen bir M. fortuitum ve doku 6rneginden izole edilen bir M.
abscessus izolat1 ile bir diger hastaya ait farkli yillarda gonderilen balgam 6rneklerinden

izole edilen iki M. abscessus izolat1 ¢calismaya dahil edilmistir.

Degerlendirilen 58 izolatin 35’1 (%60.3) M. fortuitum, 19°u (%32.8) M. abscessus,
dordii (%6.9) M. chelonae idi. izolatlarin drnek grubu ve tiirlere gore dagilimi Tablo 7°de

gosterilmektedir.

Tablo 8. izolatlarm &rnek grubu ve tiirlere gore dagilima.

HUM Tiirleri

M. abscessus M. fortuitum M. chelonae Toplam
Ornek Grubu n (%) n (%) n (%) n (%)
Brong Lavaj 2 27 2 31 (53.4)
Balgam 13 2 1 16 (27.6)
Bronko Alveolar
Lavaj 1 5 1 7(12.1)
Lenf Nodu 1 1 0 2(3.5)
Trakeal Sekret 1 0 0 1(1.7)
Doku 1 0 0 1(1.7)
Toplam 19 (32.8) 35 (60.3) 4(6.9) 58 (100)

Izolatlarin tekrarlanan testler sonucunda elde edilen antimikrobiyal duyarlilik

sonuglar1 Tablo 9°de, MIK degerleri Tablo 10°da gsterilmektedir.
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M. abscessus izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon test sonuclari:

Degerlendirmeler calismaya dahil edilen 19 M. abscessus izolati sonucuna gore
yapildi. Amikasin MiK degeri 64 pg/mL saptanan ve direngli kategoride bulunan dért M.
abscessus izolatt CLSI 6nerileri dogrultusunda tekrar test edildi (12). Tekrarlanan testlerde
amikasin MIK degeri iki izolat i¢in 64 pg/mL (direngli), iki izolat icin 32 pg/mL (orta
duyarli) saptandi. Tekrarlanan amikasin test sonuclaria gore 19 izolattan; 14’ (%73.68)

duyarly, Gi¢ii (%15.73) orta duyarly, ikisi (%10.53) direngli bulundu.

On dokuz M. abscessus izolatindan sadece biri (%5.26) doksisiklin duyarli bulundu
(MIK < 0.5 pg/mL). Imipenem degerlendirmesinde dort (%21.05) izolat duyarli, 15
(%78.95) izolat orta duyarli bulundu, imipenem direncine ise rastlanmadi. Klaritromisin
degerlendirmesinde {igiincii giinde 14 (%73.68) izolat duyarli gozlenirken, 14. giine

gelindiginde dort (%21.05) izolat duyarli saptandi.
M. chelonae izolatlarinin sivi mikrodiliisyon test sonuclar:

Calismaya dahil edilen M. chelonae izolatlarimin tiimii (n=4) test edilen
aminoglikozidler olan amikasin ve tobramisine duyarli bulundu. Tiim izolatlarin hem
ficiincii hem de 14. giin klartiromisin degerlendirmelerinde MIK degerleri < 0.5 pg/mL

olarak duyarli bulundu. Dért izolat igerisinde sefoksitine duyarli sonug goriilmedi.
M. fortuitum izolatlarinin s1v1 mikrodiliisyon test sonuclari:

Klaritromisin hari¢, degerlendirmeler calismaya dahil edilen 35 M. fortuitum izolati
sonucuna gore yapildi. Klaritromisin ¢alisilan bir plakta inkiibasyon devam ederken besiyeri
kurumas saptanmasi {izerine bir izolatin test sonucu belirlenemedi. 1zolat yeterli malzeme
bulunmamasi nedeni ile tekrar test edilemedi ve klaritromisin degerlendirmesi 34 M.
fortuitum izolati sonucuna gdére yapildi. izolatlarin tiimii amikasin, siprofloksasin ve

moksifloksasine duyarli bulundu.

Imipenem MIK degeri 16 pg/mL saptanan ve orta duyarli kategoride bulunan bir M.
fortuitum izolati CLSI onerileri dogrultusunda tekrar test edildi (12). Tekrarlanan imipenem

MIK degeri 8 ug/mL (orta duyarlr) saptandu.
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Tablo 9. HUM izolatlarinmn antimikrobiyal duyarlilik sonuglari.

Kategori Dagilimi

HUM Tiirleri (izolat sayisi) ve

Antimikrobiyal Ajanlar MiK dagilimi Duyarli Orta Duyarh Direngli
Hg/mL n (%) n (%) n (%)
M. abscessus (19)
Amikasin* 4-64 14 (73.68) 3(15.79) 2(10.53)
Sefoksitin 16 - 128 5(26.31) 3(15.79) 11(57.9)
Siprofloksasin 1-16 3(15.79) 3(15.79) 13 (68.42)
Doksisiklin <0.5->256 1(5.26) 0 18 (94.74)
imipenem 2-16 4 (21.05) 15 (78.95) 0
Linezolid 2-64 4 (21.05) 8(42.11) 7 (36.84)
Moksifloksasin <05-16 3(15.79) 0 16 (84.21)
Tobramisin 1-64 2 (10.53) 0 17 (89.47)
Klaritromisin 3. giin <05-16 14 (73.68) 3 (15.79) 2(10.53)
Klaritromisin 14. giin <0.5->256 4 (21.05) 0 15 (78.95)
M. cheolenae (4)
Amikasin <05-16 4 (100) 0 0
Sefoksitin 32->256 0 1(25) 3(75)
Siprofloksasin <05-8 1(25) 0 3(75)
Doksisiklin <0.5-128 1(25) 0 3(75)
imipenem €0.5-16 1(25) 3(75) 0
Linezolid 1-16 1(25) 3(75) 0
Moksifloksasin <£0.5-2 2 (50) 2 (50) 0
Tobramisin <£05-1 4 (100) 0 0
Klaritromisin 3. giin <05 4 (100) 0 0
Klaritromisin 14. giin <0.5 4 (100) 0 0
M. fortuitum (35)
Amikasin <05-16 35(100) 0 0
Sefoksitin 4-64 7 (20) 28 (80) 0
Siprofloksasin <05-1 35(100) 0 0
Doksisiklin <05-64 2 (5.71) 5(14.29) 28 (80)
imipenem* <05-8 20(57.14) 15 (42.86) 0
Linezolid <05-64 13(37.14) 12 (34.29) 10 (28.57)
Moksifloksasin <£05-1 35(100) 0 0
Tobramisin 2-64 1(2.86) 4(11.43) 30 (85.71)
Klaritromisin 3. glin** <0.5-16 11(32.35) 17 (50) 6(17.65)
Klaritromisin 14. glin** <05-64 1(2.94) 33(97.06)

* Tekrarlanan test sonuglarina gére dizenlenmistir.
** 34 jzolat sonucu degerlendirilmistir.
MIK: Minimal inhibitér Konsantrasyon (ug/mL)



Tablo 10. HUM izolatlarinin ¢alisilan antimikrobiyaller icin saptanan MiK degerleri.

Antimikrobiyal Ajanlar ve

Belirtilen MIK degerleri (ug/mL) icin saptanan
izolat sayisi (kategori durumu)

HUM Tiirleri (izolat sayisi) <=0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256
AMIKASIN

M. abscessus* (19) 2(S) 6(S) 6(S) 3() 2(R)

M. chelonae (4) 1(S) 1(S) 1(S) 1(S)

M. fortuitum (35) 10(S) 6(S) 11(S) 4(S) 3(S) 1(S)

SEFOKSITIN

M. abscessus (19) 5(S) S5() 6() 3(R)
M. chelonae (4) 1(1) 3(R)
M. fortuitum (35) 1(S) 6(S) 26() 2(l)
SIPROFLOKSASIN

M. abscessus (19) 3(S)  3(1) 3(R) 8(R) 2(R)

M. chelonae (4) 1(S) 3 (R)

M. fortuitum (35) 34(S) 1(s)

DOKSISIKLIN

M. abscessus (19) 1(S) 1(R) 17 (R)
M. chelonae (4) 1(S) 1(R) 2(R)
M. fortuitum (35) 2(S) 1() 4() 10(R) 12(R) S5(R) 1(R)
iMIPENEM

M. abscessus (19) 1(S) 3(S) 9(l) 6(l)

M. chelonae (4) 1(S) 3(1)

M. fortuitum* (35) 1(S) 1(S) 4(S) 14(S) 15()

LiNEZOLID

M. abscessus (19) 1(S) 2(S) 1(S) 8() 3(R) 4(R)

M. chelonae (4) 1(S) 1(S) 1(S) 1(1)

M. fortuitum (35) 1(S) 2(S) 5(S) 5(S) 12(1) 9(R) 1(R)
MOKSIFLOKSASIN

M. abscessus (19) 3(S) 9(R) 5(R) 2(R)

M. chelonae (4) 2(S) 2(1)

M. fortuitum (35) 34(S) 1(S)

TOBRAMISIN

M. abscessus (19) 1(S) 1(S) 2(R) 9(R) 4(R) 2(R)

M. chelonae (4) 2(S) 2(9)

M. fortuitum (35) 1(S) 4() 20(R) 4(R) 4(R) 2(R)
KLARITROMISIN 3. giin

M. abscessus (19) 8(S) 3(S) 3(9) 3(I) 1(R) 1(R)

M. chelonae (4) 4(s)

M. fortuitum (34) 5(S) 2(S) 4(S) 17() 4(R) 2(R)

KLARITROMISIN**

M. abscessus (19) 1(S) 2(S) 1(S) 4(R) 4(R) 3(R) 1(R) 2(R) 1(R)
M. chelonae (4) 4(S)

M. fortuitum (34) 1(S) 6(R) 16(R) 10(R) 1(R)

* Tekrarlanan test sonuglarina gére diizenlenmistir.

**Direncli izolatlarda, dederlendirme boyunca saptanan direngli kategorideki ilk MiK degeri; duyarli izolatlarda 14. giin MiK

degeri verilmistir.
S:duyarli, I: orta duyarli, R: direngli
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7. TARTISMA

HUM’ler giderek artan siklikta enfeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir.
Antimikrobiyal duyarlilk paternleri HUM tiirleri arasinda acgik bir sekilde farkl
oldugundan, optimal ve etkili tedavi rejiminin se¢ilmesinde ADT’lerinin artan 6nemi olmasi
muhtemeldir. Bu calismada iic HUM tiiriine ait 58 izolatin duyarhilik durumlar1 sivi

mikrodiliisyon yontemi kullanilarak dokuz antimikrobiyal ajan acisindan incelenmistir.
i. M. abscessus:

M. abscessus izolatlar1 standart antitiiberkiiloz ajanlara kars1 direnglidir ve diger bazi
ilaclara degisken in-vitro duyarlilik gdstermektedir. Bu nedenle tiim klinik olarak anlamli
izolatlara ADT yapilmasi onerilmektedir (2). Kiiratif tedavide akciger lokal tutulumlarinin
cerrahi rezeksiyonu ve/veya makrolidler ve amikasin, sefoksitin veya imipenem ile kombine
coklu ila¢ tedavisini gerektirebilir (2, 92). M. abscessus i¢in kiiratif tedavinin amaci 12 aylik

kiiltiir negatifligidir, monoterapi dirence yol agabilecegi i¢in tercih edilmemelidir (93).

Bu calismada M. abscessus izolatlarinin duyarlilik oranlari; amikasine %73.68
(14/19), sefoksitine %26.31 (5/19), imipeneme %?21.05 (4/19), linezolide %21.05 (4/19),
moksifloksasine %15.79 (3/19), siprofloksasine %15.79 (3/19), tobramisine %10.53 (2/19),
doksisikline %5.26 (1/19), klaritromisine {i¢iincii giinde %73.68 (14/19) ve 14. giinde
%21.05 (4/19) olarak saptandi. Imipeneme direng gdzlenmedi.

Amikasin bir¢ok aminoglikozid modifiye eden enzime direngli olup, ¢ok ilaca
direncli HUM tedavisinde oldukca &nemli bir antibiyotiktir (14, 47). Genel olarak diger
HUM tiirlerine nazaran antibiyotiklere daha direngli olan M. abscessus izolatlar1 amikasine
duyarli veya orta duyarhdir (47). Bu ¢alismada da literatiir ile uyumlu olarak aktivitesi en
yiiksek antimikrobiyal, izolatlarin %73.68’inin (14/19) duyarli oldugu amikasindi. Bu
caligma ile benzer sekilde amikasine duyarli izolat oranlar1 Pang ve ark. tarafindan %100
(55/55) (6); Park ve ark. tarafindan %99 (73/74) (95); Broda ve ark. tarafindan KF hasta
grubunda %352 (30/58), klinik laboratuvar 6rneklerinde %56 (67/119) (96) bulunmus ve bu
sonuglarla M. abscessus izolatlart i¢in test edilen antibiyotikler arasinda amikasinin en

yiiksek aktivite oranlarindan birine sahip oldugu gosterilmistir.

Bu calismada M. abscessus izolatlar1 i¢in degerlendirilen aminoglikozid grubu

antibiyotiklerden; amikasin diren¢ orani %10.53 iken, tobramisin diren¢ oran1 %89.47 idi.
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Bu ¢aligma ile benzer sekilde ¢esitli ¢alismalarda amikasine %0-24.5, tobramisine %60-100
oranlar1 arasinda diren¢ bulunmus; amikasine diisik direng gozlenmesine karsilik

tobramisine yliksek direng izlenmistir (9-11, 97-100).

Bu sonuglar amikasinin M. abscessus enfeksiyonlarin tedavisinde énemli bir rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu calismada tobramisine yiiksek direng gosterilmesi,
tobramisinin M. abscessus tedavisinde yer almamasi gerektigini belirten kilavuzlarla uyum

gostermektedir (2, 12).

M. abscessus suslar sefoksitine duyarli veya kismen duyarli olmaktadir (47, 93). Bu
caligsmada sefoksitine M. abscessus izolatlarin %26.31°1 (5/19) duyarl, %15.79’u (3/19) orta
duyarli, %57.9’u (11/19) direngli saptandi.

Bu caligmanin aksine Da Mata-Jardin ve ark.’nin 63 (101), Cavusoglu ve ark.’nin da
yedi izolat (9) degerlendirdigi calismalarda sefoksitin direnci saptanmamistir. Park ve ark.
tarafindan %99 (73/74) duyarl izolat orani ile sefoksitin en yiiksek aktiviteye sahip ilaclar
arasinda bulunmustur (95). Sefoksitini Pang ve ark. %69.09 (38/55) (6) oraninda duyarls;
Tang ve ark. %93 (280/300) (10), Aono ve ark. %75.3 (100), Buchanan ve ark. %67.8 (98),
Shen ve ark. %50 (10/20) (97) oraninda orta duyarli bulmuslardir. Bahsi gecen
caligmalardan farkli olarak caligmamizda sefoksitine diren¢ oraninin yiiksek, duyarli izolat
oraninin ise dilisiik saptanmasi M. abscessus izole edilen hastalarda, kombine ilag
tedavisinden Once sefoksitin duyarlilik testi calisilmasinin  faydali olabilecegini

diisindiirmektedir.

Genel olarak diger HUM tiirlerine nazaran antibiyotiklere daha direngli olan M.
abscessus izolatlar1 imipeneme duyarli veya orta duyarli bulunmaktadir (47). Bu ¢alismada
da M. abscessus izolatlarin %21.05’1 (4/19) imipeneme duyarli, %78.95°1 (15/19) orta

duyarli saptand1 ve direncli izolat bulunmadi.

Literatiirdeki c¢aligmalarda imipenem verileri arasinda belirgin farkliliklar
gozlenmektedir. Bu calisma ile benzer sekilde Tang ve ark., Yang ve ark. ile Hatakeyama ve
ark.’nin yapmis olduklari ¢caligmalarda izolatlarin sirasiyla %78 (202/256) (10), %70 (64/92)
(7) ve %69.2°’si (11) imipeneme orta duyarli bulunmus; Hatakeyama ve ark.’nin
caligmasinda direncli izolata rastlanmamistir. Bazi ¢alismalarda ise bu c¢aligmanin aksine
imipenem direnci %83 ile %100 arasinda (9, 99, 100, 102) bulunmustur. Park ve ark.

tarafindan yapilan ¢alismada izolatlarin %55°1 (36/66) imipeneme duyarli bulunmus ve M.
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abscessus tedavisinde sefoksitinin kullanilamadigi durumlarda imipenemin iyi bir alternatif
olusturabilecegi belirtilmistir (95). Bu calismada da sefoksitine direngli izolatlarin (%57.9)
hi¢birinde imipenem direncine rastlanmamasi ve kilavuzlarda M. abscessus tedavi
rejimlerinde alternatif ila¢ olarak imipenemin kullanilabilecegi belirtilmesi nedeniyle
ozellikle sefoksitin direnci saptanan durumlarda, bir diger beta laktam grubu {iyesi olan

imipenemin tedavide faydali olabilecegi diistiniilmektedir (2).

Bu c¢aligmada florokinolon grubunda bulunan antimikrobiyallerden siprofloksasine
duyarli %15.79 (3/19), orta duyarh %15.79 (3/19), direngli %68.42 (13/19); moksifloksasine
duyarli %15.79 (3/19) ve direngli %84.21 (16/19) oraninda M. abscessus izolat1 saptandi.

Aono ve ark. tarafindan 85 izolatin hepsi moksifloksasine direngli (100), Cavusoglu
ve ark. tarafindan yedi izolatin tiimii siprofloksasine diren¢li (9) bulunmustur. Cesitli
caligmalarda; siprofloksasin direnci %69.8-100, moksifloksasin direnci %54-97 oranlari
arasinda bulunmus (7, 10, 11, 99, 101-103); bu ¢alismalarda bizim ¢aligmamizla uyumlu
olarak hem siprofloksasin hem de moksifloksasin i¢in yiiksek diren¢ oranlar1 saptanmustir.
Calismamizda aynmi grupta yer alan iki antimikrobiyal de M. abscessus izolatlarinda yiiksek
diren¢ oranlar1 gosterdigi icin bahsi gecen florokinolonlarin tedavideki yerinin kisitli oldugu

diistiniilebilir.

Bu calismada doksisikline; M. abscessus izolatlarinin %5.26’s1 (1/19) duyarls,
%94.74°1 (18/19) direncli saptandi. M. abscessus izolatlarinda en diisiik aktivite gosteren
antimikrobiyal doksisiklin oldu.

Bu calisma ile uyumlu olarak Park ve ark.’nin ¢alismasinda %7 (5/74) (95), Aono ve
ark.’nin ¢alismasinda %1.2 (100) oraninda izolat i¢in doksisiklin duyarli saptanmis ve test
edilen en az etkili antimikrobiyal oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde bir¢cok calismada
%70-100 arasinda degisen oranlarda doksisikline yiiksek diren¢ gdsterilmistir (7, 9, 10, 97-
99, 101-104).

M. abscessus tirlerinin linezolid duyarliliklart degiskenlik gostermektedir (47). Bu
caligmada linezolid i¢in M. abscessus izolatlarinin %21.05°1 (4/19) duyarli, %42.11°1 (8/19)
orta duyarli, %36.84°1 (7/19) direncli saptandi.

Daha once yapilmis caligmalardaki linezolid verileri arasinda belirgin farkliliklar

gozlenmektedir. Bu ¢alisma ile benzer sekilde Tang ve ark. tarafindan izolatlarin, %42’si
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(128/306) linezolide orta duyarli bulunmustur (10). Aono ve ark.’nin ¢alismasinda %84.7
(100), Buchanan ve ark.’nin g¢aligmasinda %75.8 (47/62) (98) ile Ananta ve ark.’nin
calismasinda %61.76 (42/68) (99) oraninda linezolide direngli izolat saptanmis ve
calisgmamizin aksine yliksek diren¢ oranlar1 tanimlanmistir. Bunun aksine; Pang ve ark., Da
Mata-Jardin ve ark., Shen ve ark. ile Hatakeyama ve ark.’nin yapmis olduklari ¢calismalarda
izolatlarin sirasiyla %96.36 (53/55) (6), %90.5 (101), %80 (16/20) (97) ve %76.9’u (11)
linezolide duyarli saptanmis; bu ¢alismalarda linezolid M. abscessus izolatlarinin en duyarl
oldugu antimikrobiyallerden biri olarak bulunmustur. M. abscessus enfeksiyonlarinda
linezolidin, duyarlilik sonucglar1 degerlendirilerek, coklu ila¢ tedavisinde alternatif se¢enek
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (51). Literatiirde ve g¢alismamizda gozlenen
degisken linezolid duyarlilik oranlar1 da tedavi Oncesinde duyarlilik durumunun

belirlenmesinin 6nemini gostermektedir.

Klaritromisin, tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin tedavisinde altin standart ajan olarak
degerlendirilmektedir (14). M. abscessus subsp. abscessus suslariin yaklasik %80°1 erken
veya gec klaritromisin direncine yol agan indiiklenebilir erm geni icermektedirler ve ii¢
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda duyarli olarak saptanirken 14 giinliik inkiibasyon
sonrasinda direngli hale geldikleri goriilebilmektedir (indiiklenebilir makrolid direnci). M.
abscessus subsp. massiliense iglevsiz bir erm genine sahip oldugundan bu organizmaya bagl
enfeksiyonlarda makrolid tedavisi etkili olabilmektedir (14, 47, 92, 93). Bu nedenlerle M.

abscessus'un alt tiirlerinin dogru tanimlanmas1 6nemlidir.

Bu calismada klaritromisin {i¢iincii giin degerlendirmesinde; M. abscessus
izolatlarinin %73.68’1 (14/19) duyarli, %15.79°’u (3/19) orta duyarli, %10.53’1 (2/19)
diren¢li bulundu. CLSI onerileri dogrultusunda 14. gline kadar devam edilen inkiibasyon
sonucunda ise klaritromisine; M. abscessus izolatlarinin %21.05°1 (4/19) duyarli, %78.95°1
(15/19) direncli saptandi. Inkiibasyon siirecinde bazi izolatlarda duyarlidan direngliye

kategorik degisim gozlenmesi, indiiklenebilir makrolid direnci lehine yorumlandi (12).

Cho ve ark.’nin M. abscessus izolatlarmin klaritromisine direncini alt tiir diizeyinde
inceledikleri ¢calismalarinda; M. abscessus subsp. abscessus izolatlar1 ti¢lincii giinde %12.3
(34/277), 14. giinde %84.1 (233/277) oraninda direncli; M. abscessus subsp. massiliense
izolatlar1 ise hem {igiincii hem de 14. giinde sadece %6.3 (17/269) oraninda direngli

bulunmustur (103). Kim ve ark.’nin yaptig1 benzer g¢alismada klaritromisin direnci M.
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abscessus subsp. abscessus izolatlarinda ii¢lincli giinde %2.9 (1/35), 14. giinde %88.6
(31/35) iken; M. abscessus subsp. massiliense izolatlarinda hem {ii¢lincti hem de 14. giinde
klaritromisin direnci saptanmamustir (104). M. abscessus izolatlarinda klaritromisine
duyarlilik durumunu uzamis inkiibasyon siiresi ile degerlendiren Shen ve ark. tarafindan
ticlincii giinde %20 (4/20), 14. giinde %35 (7/20) oraninda diren¢ bulunmus (97); Da Mata-
Jardin ve ark.’nin g¢aligmasinda iiglincii giinde direngli izolat saptanmazken, 14. gilinde
%28.6 (101) oraninda diren¢ gozlendigini bildirilmistir. Bu c¢aligmalarda caligmamizla
benzer sekilde klaritromisine duyarli olan M. abscessus izolatlarinda 14. giine uzatilan
inkiibasyon ile indiiklenebilir makrolid direnci gosterilmistir. Aono ve ark.’nin ¢aligmasinda
klaritromisin direnci M. abscessus subsp. abscessus izolatlarinda %93.8, M. abscessus
subsp. massiliense izolatlarinda ise %?2.9 oraninda bulunmustur (100). Ananta ve ark.
tarafindan M. abscessus igin %42.64 (29/68) oraninda klaritromisin direnci saptanmis, bu
grup icinde M. abscessus subsp. massiliense alt tiirlindeki izolatlar %24.32 (9/37) oraninda
direncli bulunmustur (99). Calismalar M. abscessus izolatlarinda hem alt tiir diizeyinde
tanimlamanin hem de 14 giine uzatilan inkiibasyonun klaritromisin duyarlilik durumunun
degerlendirmesindeki Onemini gostermektedir. Calismamizdaki kisithliklardan biri M.

abscessus izolatlarinin alt tiir diizeyinde tanimlanmamis olmasidir.
ii. M. chelonae

M. chelonae kaynakl ciddi cilt, kemik ve yumusak doku hastaligi i¢in kombine
coklu ilag tedavisi (makrolid direnci riskini en aza indirmek i¢in) gerekmektedir. Abse
olusumu veya ila¢ tedavisinin zor oldugu durumlarda cerrahi gerekebilmektedir. M.
chelonae akciger hastaliginin tedavisi M. abscessus tedavisine benzerdir (93). M. chelonae
suslarinda tobramisin amikasine gore daha etkilidir, tiim suslar sefoksitine in-vitro direngli
oldugu i¢in imipenem ikinci parenteral secenektir (2, 93). In-vitro duyarliliga gére en az iki

ilacla kombine ilag tedavisi yapilmalidir (2, 93).

Bu calismada M. chelonae izolatlarinin duyarlilik oranlari; amikasine %100 (4/4),
tobramisine %100 (4/4), klaritromisine %100 (4/4), moksifloksasine %50 (2/4),
siprofloksasine %25 (1/4), doksisikline %25 (1/4), imipeneme %25 (1/4) ve linezolide %25

(1/4) olarak bulundu. Sefoksitine ise izolatlarin tamami direngliydi.

Genel olarak diger HUM tiirlerine nazaran antibiyotiklere daha direncli olan M.

chelonae izolatlar1 amikasine duyarli veya orta duyarlidir (2, 47). M. chelonae izolatlarinda
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tobramisinin in-vitro aktivitesi amikasine gore daha yiiksek olup, tedavisinde aminoglikozid
olarak amikasin yerine tobramisinin tercih edildigi tek HUM tiirii M. chelonae’dir (2, 47).
Bu bilgilerle de uyumlu olarak bu ¢alismada M. chelonae izolatlarinin tiimii amikasin ve

tobramisine duyarli saptandi.

Bu c¢alismayla uyumlu olarak, c¢esitli calismalarda amikasine duyarli izolat orani
%71.4-100 ve tobramisine duyarl izolat oran1 %83.3-100 arasinda bulunmustur (6, 9, 11,
101). Bu calismanin aksine; Aono ve ark.’nin calismasinda amikasine duyarli izolat
saptanmazken tobramisine izolatlarin %16.7’si duyarli (100); Heidarieh ve ark.’nin
caligmasinda izolatlarin %20’si (8/39) amikasine, %31°1 (12/39) tobramisine (102) duyarli
bulunmus, aminoglikozidlere diisiik in vitro aktivite izlenmistir. Tang ve ark. ile Yang ve
ark.’nin ¢aligmalarinda ise izolatlarin sirasi ile %86°s1 amikasine, %18’i (2/11) tobramisine
(10); %100°4 (39/39) amikasine, %31’1 (12/39) tobramisine duyarli (7) bulunmus ve

calisgmamizin aksine tobramisin aktivitesinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

M. chelonae sefoksitine oldukg¢a direngli, imipeneme ise duyarli veya orta duyarl
bulunmaktadir. Bu nedenle imipenem sefoksitin yerine tercih edilecek antimikrobiyal ajan
olarak verilmistir (2, 47, 93, 105). Bu calismada M. chelonae izolatlarinin sefoksitin i¢in;
%25’1 (1/4) orta duyarl, %75’1 (3/4) direngli saptanirken duyarli izolat goriilmedi;
imipenem i¢in ise %25°1 (1/4) duyarli, %75°1 (3/4) orta duyarli saptanirken direngli izolat

goriilmedi.

Bu verilerle uyumlu olarak Da Mata-Jardin ve ark.’nin ¢aligmasinda 13 M. chelonae
izolatinin %46.2°si sefoksitine direngli bulunmus, sefoksitine duyarli izolat saptanmamas;
%46.2’s1 imipeneme duyarli bulunmus ve imipeneme direncli izolat saptanmamigtir (101).
Heidarieh ve ark. tarafindan sefoksitine %31 (12/39), imipeneme %54 (21/39) (102); Yang
ve ark. tarafindan sefoksitine %31 (12/39), imipeneme %51 (20/39) (7) oraninda izolat
direnc¢li bulunmus ve imipenem i¢in ¢alismamizindan yiiksek diren¢ oranlar1 gosterilmistir.
Hatakeyama ve ark. tarafindan 12 izolat icerisinde %58.3 oraninda izolat imipeneme duyarl
bulunmus, bulgularimiza benzer olarak imipenem direnci gosterilmemistir (11). Bu
calismada M. chelonae izolatlarmin ¢ogunun sefoksitine direngli, imipeneme ise orta duyarl
bulunmasi1 M. chelonae tedavisinde sefoksitin yerine imipenem kullanilmasini &neren

kaynaklar ile uyum gostermektedir (2, 47, 93, 105).
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M. chelonae izolatlarinin siprofloksasine duyarli veya orta duyarli saptanma orani
%20 olarak belirtilmistir (2, 105). Calismamizda da bu kaynaklarla uyumlu olarak M.
chelonae izolatlarinin florokinolon grubunda bulunan antimikrobiyallerden siprofloksasine
%251 (1/4) duyarli, %75’1 (3/4) direngli; moksifloksasine %50’si (2/4) duyarli ve %50’si
(2/4) orta duyarh saptandi. Calismamizda M. chelonae izolatlarinda moksifloksasin direnci

gozlenmedi.

Cesitli calismalarda; siprofloksasin direnci %75-100, moksifloksasin direnci %41.7-
59 oranlar arasinda bulunmustur (7, 11, 102); bu ¢alismalarda ¢aligmamizla uyumlu olarak
moksifloksasine kiyasla siprofloksasin i¢in daha yiiksek direng oranlar1 saptanmistir. Pang
ve ark. ile Da Mata-Jardin ve ark. tarafindan yapilan calismalarda M. chelonae izolatlarinin
sirastyla siprofloksasine ve moksifloksasine duyarlilik oranlari; %33 ile %100 ve %7.7 ile
%76.9 olarak bulunmustur (6, 101); bahsi gegen ¢aligmalarda siprofloksasine gore
moksifloksasine duyarli izolatlarin c¢alismamiza benzer sekilde daha fazla oldugu

gozlenmistir.

M. chelonae izolatlarinin doksisikline duyarli veya orta duyarl saptanma oran1 %20-
25 olarak belirtilmistir (2, 47, 105). Calismamizda da bu kaynaklarla uyumlu olarak
doksisikline M. chelonae izolatlarinin %25°1 (1/4) duyarli, %751 (3/4) direngli saptandi.
Calismamiza benzer sekilde Da Mata-Jardin ve ark. tarfindan 13 izolatin %38.5’1 duyarli,
%61.5’1 direngli (101); Aono ve ark. tarafindan 12 izolatin %25’1 duyarli, %751 direngli
(100) bulunmustur. Calismamizin aksine Heidarieh ve ark. ile Yang ve ark.’nin
caligmalarinda izolatlarin timii doksisikline direncli bulunmus ve g¢alismamizdan daha

yiiksek direng oranlar1 gosterilmistir (7, 102).

Linezolidin M. chelonae’ye kars1 etki gosterdigi in-vitro kosullarda gdsterilmistir.
Klaritromisine karsi kazanilmis direngli dissemine M. chelonae enfeksiyonlar1 dahil olmak
iizere HUM tiirlerine bagh gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde linezolid kullanilmaktadir
(14, 47, 93). M. chelonae izolatlarimin linezolide duyarli veya orta duyarli saptanma orani
%90 olarak belirtilmistir (2, 105). Bu ¢alismada da benzer olarak M. chelonae izolatlarinin
linezolide %25’ (1/4) duyarli, %75’1 (3/4) orta duyarli saptanirken, direngli izolata

rastlanmadi.

M. chelonae’da fonksiyonel erm geni bulunmadigindan klaritromisin MIK

degerlerinde uzamis inkiibasyon ile ¢ok az degisiklik olmakta ya da higbir degisiklik
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olmamaktadir (14, 47, 93). M. chelonae izolatlarinin klaritromisine duyarli veya orta duyarl
saptanma orant %100 olarak belirtilmistir (2, 105). Bu calismada da M. chelonae izolatlari,
liciincii ve 14. giin klaritromisin MIK degerleri < 0.5 pg/mL saptanarak duyarli bulundu. Bu
verilerle uyumlu olarak ¢esitli calismalarda M. chelonae izolatlarinin %100’i klaritromisine
duyarli bulunmustur (9, 11, 101). Bu ¢alismanin aksine hem Heidarieh ve ark. hem de Yang
ve ark.’nin ¢alismalarinda izolatlarin %49°u (19/39) klaritromisine duyarli bulunmustur (7,
102); beklenenden daha diisiik klaritromisin duyarliligi saptanmasinin olas1 nedenlerinden

ise bahsedilmemistir.

Az sayida M. chelonae izolatinin degerlendirilmis olmast bu c¢alismanin
kisitliliklarindan biri olarak goriilmekte, daha biiytlik gruplar ile yapilacak ¢aligmalara ihtiyag

oldugu diisiiniilmektedir.
iii. M. fortuitum

M. fortuitum enfeksiyonlar1 genellikle in-vitro duyarlilik testine dayanan iki ilagh
kombine rejimle tedavi edilebilir. Bu rejim florokinolon, doksisiklin, amikasin veya
stilfonamidleri icerebilir. M fortuitum'un indiiklenebilir makrolid direnci saglayan erm

genine sahip oldugu bilinmektedir; bu nedenle makrolidler dikkatle kullanilmalidir (92, 93).

Bu calismada M. fortuitum izolatlarmin duyarlilik oranlari; amikasine %100 (35/35),
siprofloksasine %100 (35/35), moksifloksasine %100 (35/35), imipeneme %57.14 (20/35),
linezolide %37.14 (13/35), sefoksitine %20 (7/35), doksisikline %5.71 (2/35), tobramisine
%2.86 (1/35), klaritromisine li¢giincii glinde %32.35 (11/34) ve 14. giinde %2.94 (1/34)

olarak saptandi. izolatlarin tamamu sefoksitine ve imipeneme duyarli idi.

M. fortuitum izolatlar1 ¢aligmalarda genel olarak amikasine duyarl veya orta duyarli
goriilmektedir (47). Bu calismada M. fortuitum izolatlarmin tiimii amikasine duyarli
saptand1. Calismada yer alan diger aminoglikozid tobramisine ise izolatlarin %2.86’s1 (1/35)

duyarli, %11.43°1 (4/35) orta duyarli, %85.71°1 (30/35) direngli saptandi.

Cesitli calismalarda bu calisma ile uyumlu olarak; M. fortuitum izolatlarmin timi
amikasine duyarli ve tobramisine direngli goriilmiistiir (9, 11, 100). Benzer sekilde Da Mata-
Jardin ve ark.’nin ¢alismasinda 66 izolatin %98.5’1 amikasine duyarli, %81.8’1 tobramisine
direngli saptanmis; amikasine orta duyarli saptanan bir izolatin sekans analizi ile

Mycobacterium mageritense oldugu gosterilmistir (101). Calismamizin aksine Gole ve
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ark.’nin ¢alismasinda M. fortuitum izolatlarinin %86.36’s1 (19/22) amikasine, tiimii (22/22)
tobramisine direngli saptanmis; amikasine yiiksek diren¢ oraninin hastalarin uzun stireli
hastane yatiglarina ve aminoglikozidlerin tekli ila¢ tedavisinde kullanilmasina bagh
olabilecegi belirtilmistir (106). Shen ve ark. tarafindan izoltalarin tiimii (17/17) amikasine ve
tobramisine duyarl (97); Heidarieh ve ark. tarafindan izolatlarin %94°i (80/85) amikasine
duyarli, %97’si (83/85) tobramisine duyarli (102) bulunmus, c¢alismamizin aksine

tobramisine yiiksek duyarli saptanmistir.

Amikasin M. fortuitum tedavisinde ATS tarafindan Onerilen ilaglar icinde
bulunmaktadir (2). Sonuglarimiz amikasinin M. fortuitum’un neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde Onemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu g¢aligmada tobramisine
yiiksek direng gosterilmesi, tobramisinin M. fortuitum tedavisinde yer almamasi gerektigini

belirten kilavuzlarla uyum gostermektedir (2, 12).

Rehberlerde M. fortuitum’un ¢ogunlukla sefoksitine duyarli veya orta duyarli oldugu
belirtilmektedir (2, 47). Bu c¢alismada da bu kaynaklarla uyumlu olarak sefoksitine M.
fortuitum izolatlarinin %20’si (7/35) duyarli, %80°1 (28/35) orta duyarli saptandi; direngli

izolat goriilmedi.

Cesitli calismalarda bu calisma ile uyumlu olarak; M. fortuitum izolatlarinin ¢ogu
sefoksitine (%61-90.7) orta duyarli saptanmis, diisiik direng¢ oranlar1 (%0-10) goriilmiistiir
(7, 10, 100, 102). Cavusoglu ve ark., Pang ve ark. ile Da Mata-Jardin ve ark.’nin
caligmalarinda sefoksitine duyarli izolat oranlari sirasi ile %100, %81.82 ve %59.1
bulunarak ¢aligmamizdan daha yiiksek saptanmistir (6, 9, 101). Shen ve ark. ile Gole ve
ark.’nin caligmalarinda ise sefoksitine diren¢ oranlari sirasi ile %88 (15/17) ve %77.27

(17/22) bulunmus ve ¢aligmamizin aksine yliksek direng saptanmistir (97, 106).

M. fortuitum’un ¢ogunlukla imipeneme duyarli veya orta duyarli oldugu
belirtilmektedir (2, 47). Bu c¢alismada da benzer sekilde impeneneme M. fortuitum
izolatlarinin %57.14°14 (20/35) duyarli, %42.86’s1 (15/35) orta duyarli saptandi, direngli

izolat goriilmedi.

Imipeneme diren¢ durumunun c¢aligmalar arasi belirgin farklar gosterdigi
goriilmektedir. Da Mata-Jardin ve ark.’nin c¢aligmasinda %92.4, Hatakeyama ve ark.’nin
caligmasinda %66.7 oraninda izolat imipeneme duyarli saptanmis; calismamiza benzer

olarak imipenem direnci goriilmemistir (11, 101). Aono ve ark.’nin ¢alismasinda izolatlarin
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%14’li imipeneme direncli goriilmiistiir; imipenem MIK degeri 8 pg/mL {izerinde olan
izolatlarda CLSI tarafindan onerilen test tekrarinin yapilmamasi impenem direncinin yiiksek
saptanmasinin olasi bir nedeni olarak belirtilmistir (100). Shen ve ark.’nin ¢alismasinda %70
(12/17), Tang ve ark.’nin ¢alismasinda %67 (57/85) oraninda izolat orta duyarli bulunmustur
(10, 97). Gole ve ark.’nin ¢alismasinda ise imipeneme %68.18 (15/22) orani ile yiiksek
diren¢ goriildiigii belirtilmistir (106). MIK testlerinde inkiibasyon siiresinin uzamasinin
imipenem stabilitesini azaltarak degisken sonuglara neden oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir (107); bu durumun literatiirde gozlenen degisken imipenem duyarliliginin
nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Caligmamizda direng gozlenmemesi imipenemin M.
fortuitum izolatlariin tedavisinde kullanilabilecek alternatif ilaclardan biri oldugunu
diistindiirmektedir ancak in-vitro duyarlilik durumunun tedavi cevabi ile uyumunu

degerlendirecek klinik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

M. fortuitum izolatlarimin siprofloksasine ve moksifloksasine ¢ogunlukla duyarli
veya orta duyarli oldugunu belirten kaynaklar mevcuttur (2, 47, 93). Bu calismada da
uyumlu olarak siprofloksasin ve moksifloksasin M. fortuitum izolatlarinin tiimiinde (35/35)

duyarli bulundu.

Cesitli caligmalarda bu c¢alisma ile uyumlu olarak; siprofloksasin %76.19-100 (9, 10,
11, 101, 108), moksifloksasin %97.7-100 (10, 11, 100, 101) oran1 arasinda M. fortuitum
izolatinda duyarli saptanmistir. Bazi ¢alismalarda M. fortuitum izolatlarinda siprofloksasine
duyarli izolat oram1 %39-62, moksifloksasine duyarli izolat orani %61-73 arasinda
saptanmis, ¢alismamizdan daha diisiik duyarlilik oranlart goézlenmistir (6, 7, 102). Bu
calisgmanin aksine Gole ve ark. tarafindan M. fortuitum izolatlarinin hepsi (22/22)
siprofloksasine direngli saptanmis ve yiiksek diren¢ orani, direng¢ verilerinin cografi
farkliliklar gostermesi ile iliskilendirilmistir (106). Bu calismada florokinolonlar amikasin

ile birlikte M. fortuitum igin en yiiksek aktivite gosteren antibiyotikler olarak saptanmistir.

M. fortuitum izolatlarinin doksisikline duyarli saptanma orani %50 olarak
belirtilmistir (2, 47). Bu ¢alismada ise doksisikline M. fortuitum izolatinin %5.71°1 (2/35)
duyarli, %14.29’u (5/35) orta duyarli, %80’1 (28/35) direngli olarak saptandi ve yiiksek
direng¢ goriildii.

Cesitli calismalarda bu calismaya benzer sekilde doksisikline direngli izolat oranlari

%60.5-88 arasinda bulunmustur (7, 97, 100, 109). Bu calismanin aksine doksisikline; Da
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Mata-Jardin ve ark. tarafindan izolatlarin %51.5°1 duyarli (101); Heidarieh ve ark. tarafindan
izolatlarin %47’si orta duyarli (102) bulunmustur. Bu ¢alismada doksisikline direng oraninin
yiiksek, duyarli izolat oraninin ise diisiikk saptanmasi sebebiyle M. fortuitum izole edilen
hastalarda, doksiklin ile tedaviden kac¢inilmasi veya tedavi dncesi doksisiklin duyarlilik test

sonuglarina gore tedavinin yonlendirilmesinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Linezolidin M. fortuitum’a karsi in-vitro aktivitesi gosterilmistir (14, 47). Bu
caligmada linezolide M. fortuitum izolatlarinin %37.14°1 (13/35) duyarli, %34.29°u (12/35)
orta duyarli, %28.57’si (10/35) direngli saptandi.

Cesitli calismalarda, bu caligmadan farkli olarak, linezolide duyarl izolat oranlari
%85-100 arasinda saptanmis ve linezolid M. fortuitum izolatlar1 i¢in en yiiksek aktivite
gosteren ilaclar arasinda bulunmustur (6, 10, 11, 101). Gole ve ark. tarafindan ise izolatlarin
timii linezolide direngli (22/22) bulunmustur (106). Shen ve ark.’nin c¢alismasinda
izolatlarin %701 (12/17) orta duyarli, %18’1 (3/17) direngli goriilmiis ve saptanan diisiik
diren¢ oranlar1 g6z Oniinde bulundurularak linezolidin M. fortuitum tedavisinde iyi bir
secenek olabilecegi belirtilmistir (97). Bu ¢alismada linezolid duyarlilik durumunun belli bir
kategoride baskin bulunmadigi goriilmektedir; bu nedenle M. fortuitum izole edilen
hastalarda, duyarlilik testi sonucuna gore kombine ila¢ tedavisinde linezolid se¢imine karar

verilmesini Onerebiliriz.

M. fortuitum izolatlar1 makrolidlere diren¢ saglayan indiiklenebilir eritromisin

metilaz erm geni icerebilmektedir (14, 47, 93).

Bu c¢alismada klaritromisin {i¢lincii giin degerlendirmesinde; M. fortuitum
izolatlarinin %32.35’1 (11/34) duyarl, %50°si (17/34) orta duyarli, %17.65’1 (6/34) direncli
bulundu. CLSI 6nerileri dogrultusunda 14. giine kadar devam edilen inkiibasyon sonucunda
ise klaritromisine; M. fortuitum izolatlarmin %2.94°i (1/34) duyarl, %97.06’s1 (33/34)
direngli saptandi. Inkiibasyon siirecinde bazi izolatlarda duyarlidan direngliye kategorik

degisim gbzlenmesi, indiiklenebilir makrolid direnci lehine yorumlandi (12).

M. fortuitum izolatlarinda klaritromisine duyarlilik durumunu uzamis inkiibasyon
siiresi ile degerlendiren Shen ve ark.’nin ¢alismasinda {igiincii giinde %94 (16/17), 14. giinde
%100 (17/17) (97); Da Mata-Jardin ve ark.’nin caligmasinda iiglincii giinde %33.3, 14.
giinde %72.7 (101) oraninda izolat klaritromisine direngli bulunmus ve caligmamizla

uyumlu olarak klaritromisine yiiksek direng¢ oranlar1 gézlenmistir. Kim ve ark.’nin {iglincii
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ve 14. giin klaritromisin degerlendirmesi yapilan ¢alismasinda izolatlarin %51 (2/44) duyarh
bulunmus, %84’iinde (37/44) indiiklenebilir makrolid direnci saptanmistir (110).
Inkiibasyon siiresinin uzatilmadig1 bazi calismalarda klaritromisine duyarl izolat oranlarinin
%65-71.42 arasinda degistigi ve calismamizin hem {igiinci giin hem de 14. giin
degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir ancak bu c¢alismalarda indiiklenebilir
makrolid direnci taranmadig1 i¢in sonuglar izolatlarin ger¢ek durumunu yansitmayabilir (7,
102, 108). Uzun inkiibasyon sonucu mevcut olmayan birka¢ caligmada ise klaritromisine

diren¢li izolat oraninin %77.8-100 arasinda bulundugu ve calismamizin ii¢lincli giin

degerlendirme sonuglarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (100, 106, 109, 111).

Optimum kosullarda bile, diliisyon testleri tekrarlandiginda ayni sonucu
vermeyebilir. Genel olarak, testin kabul edilebilir tekrarlanabilirligi, gercek MIK degeri ile
+1 diliisyon (iki kat seri diliisyon) fark goriilmesi olarak belirtilmektedir (94). M. abscessus
izolatlarinda amikasin i¢in tekrarlanabilirlik sorunlar1 oldugu bilinmektedir, sorunun
nedenleri acik¢a ortaya konulmamus olsa da kategori degisiminin dar MIK araliginda olmasi
duyarlilik kategorisinin belirlenmesini zorlastirmaktadir (112). Bu calismada amikasin MiK
degeri 64 pg/mL saptanan ve direngli kategoride bulunan dort M. abscessus izolati CLSI
Onerileri dogrultusunda tekrar test edildi (12). Tekrarlanan testlerde iki izolat i¢in amikasin
MIK degeri bir énceki degerlendirme ile ayn1 (64 pg/mL, direngli) bulunurken, iki izolat
icin bir dnceki testte saptanan MIK degeri ile bir diliisyon fark (32 pg/mL, orta duyarl)
bulundu. Imipenem MIK degeri 16 pg/mL saptanan ve orta duyarl kategoride bulunan bir
M. fortuitum izolati CLSI Onerileri dogrultusunda tekrar test edildi (12). Tekrarlanan
imipenem MIK degeri 8 pg/mL (orta duyarli) saptandi, bir énceki test sonucu ile bir
diliisyon fark gbzlendi, bu sonug kategori degisimine neden olmadi. Her iki antimikrobiyal
icin yapilan tekrar testlerinde MiK degerlerinde en fazla bir diliisyon fark gériildii, bu deger
kabul edilebilir aralikta olmakla birlikte izolat sonuglarinda kategori degisimine neden
olabilmektedir. CLSI onerilerinde bu durumda degerlendirmeye alinmasi gereken sonuglarla
ilgili yonlendirici bir bilgi bulunmamaktadir. Literatiir verilerini ve hasta 6rneklerinde tedavi
planlamasin1 degistirebilecek olan bu durumun standart bir ¢oziime kavusturulmasi

gerektigini diistinmekteyiz.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonuglarmna gore bolgemizden izole edilen HUM izolatlarmin en
duyarli oldugu antimikrobiyal amikasin iken en direngli oldugu ajan doksisiklin olarak
saptandi. Tobramisin ise M. chelonae izolatlarinin en duyarli oldugu antimikrobiyal iken M.
abscessus ve M. fortuitum izolatlarimin yiiksek direnc¢ gosterdigi antimikrobiyallerden biri
olarak belirlendi. M. abscessus ve M. fortuitum izolatlarinda farkli inkiibasyon zamanlarinda
duyarlilik durumlarinin degismesi ve gozlenen indiiklenebilir makrolid direngleri ADT

caligmalarinda klaritromisin inkiibasyonunun 14. giine uzatilmasinin 6nemini vurguladi.

Bu calismada cesitli kisithiliklar mevcuttur. Bunlar ¢alisma grubunun kii¢iik olmast,
makrolid direncine yonelik gen bdolgelerinin ileri incelemesinin ve duyarlilik durumlarinda
farklilik gosterebilen alt tiirlere yonelik tanimlamalarin yapilamamis olmast olarak
siralanabilir. Ayrica, HUM izole edilen hastalarm tedavi ykiilerinin bilinmemesi, olasi

antibiyotik kullanimina sekonder gelisen direnci gozden kagirmamiza neden olmus olabilir.

Ozetle, bu ¢alismanin sonucunda HUM enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla tercih
edilen antibiyotiklerin, hastanemizde saptanmuis tiirlere kars1 in-vitro aktivitesi konusunda
oldukga yararl bilgiler edinildigini diistinmekteyiz. Bolgesel verilerin literatiirle her zaman
ortiismedigi de goz Oniinde bulunduruldugunda HUM enfeksiyonu saptanan ancak ADT
caligilamayan durumlarda sonuglarimiz ampirik tedavi se¢iminde yol gosterici olacaktir. Bu
calismada antimikrobiyal duyarlilik durumunun tiirler arasinda farkli oldugu gosterilmistir;
bu durum klinik izolatin tlir seviyesinde dogru olarak belirlenmesinin 6nemini ve tedavi
planlarina rehberlik edebilecegini gdstermektedir. Ozellikle tedaviye direngli olgularda,
tiirler arast duyarlilik durumu degiskenligi de goz Oniine alarak, zahmetli ve zaman alici olsa
da altin standart yontem olan sivi mikrodiliisyon testi sonuglarina gore tedavinin

diizenlenmesini 6nermekteyiz.
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