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OZET

Kurumanastirh Berke, Mycobacterium fortuitum izolatlarinda Biyofilm Olusumu
ve Klaritromisin Duyarhligimin Arastinnlmasi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2024.
Mycobacterium fortuitum, hizli iireyen tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM) tiirlerinden
biridir. D1s ortamda ¢ok yaygin bulunan bu bakteri 6zellikle immiinsupresif hastalarda
nazokomiyal enfeksiyonlar ile iligskilendirilmistir. M. fortuitum’un ¢esitli yiizeylerde
(cerrahi alet, implant, vb.) biyofilm olusturabildigi gosterilmistir. Biyofilm
mukopolisakkarid tabaka ve mikroorganizma toplulugundan meydana gelen ylizey
olusumudur. Biyofilm tabaka igerisindeki Ozellesmis hiicrelerin yiikselmis
antimikrobiyal minimum inhibitdr konsanstrasyon (MIiK) degerlerine bagli olarak
tedavi basarisizligina neden olabilecegi gosterilmistir. M. fortuitum enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan antimikobakteriyel ajanlardan biri olan makrolid grubu iiyesi
klaritromisine kars1 erm (39) genindeki mutasyonlar indiklenebilir makrolid direnci
ile iligkilendirilmistir. Calismamizda, 40 adet M. fortuitum susunda, standart sivi
mikrodiltsyon testi ile klaritromisin duyarliliginin belirlenmesi, biyofilm olusturma
Ozelliklerinin arastirilmas: ve erm (39) geninde mutasyon varhigmnin arastirtlmasi
amaclanmistir. Yetmis ikinci saatte yapilan degerlendirmede tiim izolatlar duyarli, 14.
giinde izolatlarm %651 indiklenebilir makrolid direncli olarak raporlanmistir.
Biyofilm olusumunun arastirilmasi i¢in kristal viyole yontemi kullanilmistir ve iki
izolat (%5) “orta biyofilm pozitif’, 38 izolat (%95) “zayif biyofilm pozitif” olarak
rapor edilmistir. Sanger dizileme yontemi kullanilarak erm (39) geninde mutasyon
varligr arastirilmustir. Izolatlarn tamammda PZR’de, erm (39) geni pozitif
bulunmustur. Dinyada ve tlkemizde M. fortuitum’u ele alan duyarlilik ve biyofilm
calismalar1 oldukga sinirli sayidadir. Elde edilen sonuglar ile M. fortuitum
enfeksiyonlarimda daha bilingli ve etkili bir tedavi prensibine katkida bulunmay1
hedeflemekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium fortuitum, klaritromisin, biyofilm, erm
Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi

Proje No: THD-2023-20584



ABSTRACT

Kurumanastirh Berke, Investigation of Biofilm Formation and Clarithromycin
Susceptibility in Mycobacterium fortuitum Isolates, Hacettepe University Faculty
of Medicine, Department of Medical Microbiology, Thesis in Medical
Microbiology, Ankara, 2024. Mycobacterium fortuitum is a rapid growing non-
tuberculous mycobacteria (NTM) species. This species which is very common in the
environment, has been associated with nosocomial infections, especially in
immunosuppressed patients. M. fortuitum can form biofilm on various surfaces
(surgical instruments, implants, etc.). Biofilm is a surface formation consisting of a
mucopolysaccharide layer and a population of microorganisms. Specialized cells
within the biofilm which have high antimicrobial minimum inhibitory concentration
(MIC) values may cause treatment failures. Mutations in the erm (39) gene have been
associated with inducible macrolide resistance against clarithromycin, which is a
member of the macrolide antibiotic group used in the treatment of M. fortuitum
infections. In our study, we aimed to investigate clarithromycin susceptibility by
standard broth microdilution method, biofilm formation and erm (39) gene mutations
in 40 M. fortuitum isolates. While all isolates were found to be susceptible at the 72"
hour, 65% of the isolates were reported as inducible macrolide resistance on day 14.
The crystal violet method was used to investigate biofilm formation and two isolates
(5%) were reported as “moderate biofilm positive” and 38 isolates (95%) as “weak
biofilm positive”. Mutations in the erm (39) gene were investigated using the Sanger
sequencing method. The erm (39) gene was found positive in PCR in all isolates. There
are a limited number of studies on susceptibility and biofilm testings of M. fortuitum
in the world and in our country as well. Thanks to our findings, we aim to contribute
to a more conscious and effective treatment principle in M. fortuitum infections.
Keywords: Mycobacterium fortuitum, clarithromycin, biofilm, erm

Supporting Organisation: Hacettepe University Scientific Research Project Unit
Project No: THD-2023-20584
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1. GIRIS

Mycobacterium cinsi icerisinde Mycobacterium tuberculosis kompleks
(MTK), Mycobacterium leprae ve tiiberkiiloz disi mikobakteriler (=TDM, atipik
mikobakteriler) yer alir. TUberkiloz, en sik akcigerleri etkilemekle birlikte, akciger
dis1 organlari da etkileyen 6nemli, bulasici bakteriyel bir hastaliktir. Her y1l yaklagik
olarak 10 milyon yeni olgunun goriildiigii ve 1,3 milyon kiginin dliimiine yol agan bu
hastalik, etkili tedavi edilmedigi takdirde ciddi morbidite ve mortaliteye yol
acabilmektedir [1, 2]. Dunya nifusunun yaklasik olarak dortte birinin tlberkiloz
basiliyle enfekte oldugu diistiniilmektedir [3, 4]. Tiiberkiiloz basili damlacik ¢ekirdegi
yoluyla inhale edilip akcigere ulastiktan sonra enfekte bireylerin biiylik cogunlugunda
immiin sistem araciligiyla basilin ¢cogalmasi baskilanir ve aktif hastalik gelisimi
onlenir. Mikobakteri tirleri icerisinde en ciddi enfeksiyonlara yol agan iki tur M.
tuberculosis ve M. leprae’dir. Insanlardan evcil ve vahsi hayvanlara kadar ¢ok sayida
canli tiiriinde enfeksiyona yol agabilen mikobakteriler insan saghigi i¢in 6nemli bir
tehdit olusturmaktadir [5].

TDM icerisinde 200’den fazla sayida tiir tanimlanmis olup en sik karsilasilan
turler Mycobacterium chelonae, Mycobacterium avium kompleks (MAK),
Mycobacterium abscessus kompleks ve Mycobacterium fortuitum kompleks’tir [6, 7].
TDM tiirleri dogada yaygin olarak bulunurlar ve aerosol, su, toprak ve gida gibi ¢esitli
cevresel kaynaklardan basilin alinmasiyla insan viicudunda enfeksiyona yol
acmaktadirlar [8]. TDM enfeksiyonlar1 daha ¢ok immunsupresif bireylerde
goriilmekte olup daha az siklikta immin sistemi saglikli olan bireylerde de
gorilebilmektedir [9].

Mycobacterium fortuitum, TDM tiirleri igerisinde hizli {ireyen bir
mikobakteridir. Bu bakteri tlrinin 6zellikle immunsupresif bireylerde ciddi
nazokomiyal enfeksiyonlara neden olabildigi bildirilmistir. Hastane cihazlari,
ameliyathanede kullanilan aletler, implantlar ve su sistemlerinde kolonize olup
biyofilm olusturan tiirler, altta yatan bir immiin bozukluga bagli olarak firsat¢i
enfeksiyonlar gelistirebilmektedir. Yara yeri enfeksiyonundan olumcul sepsis ve
hastane salginlarina kadar ilerleyebilen enfeksiyonlarin etkin tedavi edilerek kontrol

altina alinmasi biiyiikk 6nem tagimaktadir [7].



Klaritromisin, makrolid grubu bir antibiyotik olup M. fortuitum
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Esas yapist mukopolisakkarid olan
biyofilmler igerisinde 6zellesmis hiicre popiilasyonlar1 antimikrobiyallere kars1 yiiksek
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIK) ve/veya ilag direncine yol acarak tedavi
kontroliinii  zorlastirmaktadir. TDM’lerde antibiyotik duyarlilik testlerinin
uygulanmasi, bu enfeksiyonlarm tedavi yOnetimini sekillendirmektedir. Sivi
mikrodilisyon yontemi Onerilmektedir [10, 11]. Biyofilm varliginda yiiksek
klaritromisin MIK’leri gortlmektedir. Buna ek olarak, indiiklenebilir direnc de
tedaviyi zorlastirmaktadir. erm (39) geninde mutasyon varliginda indiiklenen makrolid
direnci gorulebilmektedir. Bu nedenle, M. fortuitum tlrleri in vitro olarak
klaritromisine duyarli bulunsa bile tedavi altinda direng gelistirebilir [12].

Bu tez g¢alismasinda standart sivi mikrodilisyon yoéntemi ile 40 adet M.
fortuitum izolatinin klaritromisin duyarliligi belirlenmistir. Tiim izolatlara M.
fortuitum erm (39) genindeki mutasyon varliginin saptanmasi agisindan Sanger DNA
dizi analizi uygulanmistir. Ayrica kristal viyole kullanilarak mikroplakta biyofilm

varlig1 saptanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikobakterilerin Tarihcesi

Tiiberkiilozun tarihgesi yiizyillar 6ncesine dayanmaktadir. M. tuberculosis,
insanda hastalik olusturan bakteriler igerisinde ilk tanimlanan mikroorganizmalardan
biri olup li¢ milyon yillik ge¢misi oldugu diisiiniilmektedir. Hippocrates tarafindan
“erime” olarak tanimlanan bu hastalik Avrupa’da Orta Cag ve sonrasinda “King’s evil”
olarak anilmustir. Tiirk¢e’de ise tiiberkiiloz i¢in “verem”, “ince hastalik” ifadeleri
kullantilmugtir [13-15]. 18. yiizyilda ve 19. yiizyilin erken dénemlerinde tiiberkiiloz,
erigkin Oliimlerinin en onde gelen sebebi olmustur. Bu donemde, bu hastaligin
viicuttaki yikic1 etkilerinden dolayr “tiikenme” hastaligi olarak anilmustir. M.O.
3000’de Nil Nehri ¢cevresinde Dra Abu-El Naga kasabasinda yasamakta olan geng bir
kizin kanli balgam nedeniyle 6lmesinden sonra tiiberkiilozla ilgili ilk bilgiler elde
edilmeye baslanmistir. M.O. 1000 yilinda ise rahip Nesperehan’mn mumyasinda
giiniimiizde Pott hastaligi olarak bilinen vertebra tiiberkiilozu saptanmistir [16].
Tiiberkiiloz terimi ilk kez 1834°te Johann Schoenlein tarafindan kullanilmis olup Eski
Yunan’da “fitizis” olarak bahsedilmistir. Yunanli, Cinli ve Misirlilara ait eski tibbi
kaynaklarda bahsedilen bu hastaligin M. tuberculosis basili tarafindan meydana
geldigi ilk kez 1882 yilinda Robert Koch tarafindan kesfedilmistir. Koch tarafindan
tiiberkiiloz basilinin izole edilmesinden yaklasik 40 yil sonra Albert Calmette ve
Camille Guerin canli Mycobacterium bovis sususunu kullanarak 20 yillik bir ¢alisma
sonucunda ilk tiiberkiiloz asisin1 bulmuslar ve ardindan bu as1 6ncelikle Fransa’daki
cocuklar olmak tzere tiim diinyaya yayilarak uygulanmustir [17, 18].

1945 yilinda streptomisin ilk tiiberkiiloz ilaci olarak tarihe gegmistir. 1952°de
izoniazid, 1960’11 yillarda etambutol ve 1970’li yillarda rifampisinin tiiberkiiloza kars1
etkinligi gdosterilmistir. Daha sonra hiicre i¢i dormant basilleri hedef alan
pirazinamidin tedavi rejimine eklenmesiyle tiberkiloz tedavisi daha etkili hale
gelmigtir.

1930°1u yillarda TDM’lerin insanlarda hastalik olusturabilecegi anlasilmig ve
1943’te MAK’a bagl gelisen akciger hastaligi tammlanmustir. Ozellikle HIV ile

enfekte immiinsupresif bireylerin sayis1 arttikca MAK enfeksiyonlarmin da artis



gosterdigi saptanmistir. Giliniimiize kadar ¢ok sayida TDM tiirli kesfedilmis olup bu
tiirlere bagl gelisen enfeksiyonlar nemini korumaktadir [19, 20].

M. fortuitum, ilk kez 1905 yilinda Kuster tarafindan, kurbagada izole edilmis
olup “soguk kanlidaki tiiberklloz basili” olarak nitelendirilmistir. Bergey ve
arkadaglar1 tarafindan 1923’te bu basile Mycobacterium ranae ismi verilmistir.
1938’de da Costa Cruz, bir abse 6rneginden M. ranae’ye benzeyen bir basil tiirii izole
etmis ve bu basili M. fortuitum olarak isimlendirmistir. 1950-1962 yillar1 arasinda
Mycobacterium giae, Mycobacterium minetti, Mycobacterium peregrinum isimleriyle
anilan tiirlerin sonradan M. ranae tiiriine ait oldugu bulunmustur. 1972’de Runyon, M.
ranae isminin kullanilmamasini; bunun yerine M. fortuitum’un kullanilmasini

Onermistir [21-23].

2.2. Mikobakterilerin Simiflamasi, Genel Ozellikleri

Mikobakteriler, 0.2-0.6 pm x 1.0-10 pm boyutlarinda ¢omak seklinde
bakterilerdir. Aside direngli basil (ARB) olarak tanimlanan mikobakteriler, Gram
pozitif, sporsuz, katalaz pozitif, hareketsiz, asit ve alkaliye direnclidirler [24].
Mycobacterium, Yunanca’da, lireme Ozelliklerinin kiiflere benzemesinden dolay1
fungus anlamma gelen “myces” ve kiiciik ¢ubuk anlamina gelen “bakterion”
kelimelerinden tiiretilmistir [25]. Mikobakteriler taksonomik olarak Actinomycetia
smifinin Mycobacteriaceae ailesindeki Mycobacterium cinsi i¢inde yer almaktadir.

2018 yilinda, tiim genom analizi kullanilarak Mycobacterium cinsi yerine bes
cins tanimlanmustir: Bu cinsler Mycolicibacterium, Mycolicibacter, Mycolicibacillus,
Mycobacteroides ve Mycobacterium olarak tanimlanmustir [26] . Bu gruplama amino
asit benzerlikleri ve korunmus protein bolgeleri saptanarak yapilmistir. Klinik agidan
bu gruplarin her birine yonelik ayr1 bir tedavi seklinin bulunmamasi sebebiyle bu
gruplarin birbirinden ayirt edilmesi heniiz tam anlamiyla yerlesmemistir [27].
Mikobakterilerin belli bir gruba dahil edilmesinde, 16STRNA benzerligi (%94-%95)
ve amino asit benzerligi (% >65) kullanilmakla beraber giiniimiizde taksonomik
calismalarda genom temelli yontemler dahil edilerek taksonomik siniflamalar

genisletilmistir [27, 28].



Mikobakteriler, MTK, M. leprae ve TDM olarak incelenirler. MTK igerisinde
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, M.
bovis Bacillus Calmette—Guerin (BCG), Mycobacterium orygis, Mycobacterium
microti, Mycobacterium canetti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium mungi, Mycobacterium suricattae yer alir [29, 30].

TDM’ler, MTK ve M. leprae disindaki mikobakteri tiirlerini tanimlar [31].
TDM’ler, 1959’da Runyon tarafindan pigment olusturma ozellikleri, koloni
morfolojileri ve iireme hizlar1 dikkate alinarak dort grupta incelenmistir. Bu grupta yer

alan turler Tablo 2.1.de verilmistir [32].
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Tablo 2. 1. Runyon Siniflamasi

Ozellik Pigment Koloni Ureme Hizn Onemli Turler
Morfolojisi
Runyon | Isikta Cogunlukla R | Yavas (>7 gun) | M. kansasii
pigmentli
Fotokromojen M. marinum
M. simiae
Runyon 11 Karanlikta ve | S/IR Yavas (>7 giin) | M. gordonae
1s1kta
Skotokromojen pigmentli M. scrofulaceum
M. szulgai
Runyon 111 Karanlikta ve | S/IR Yavas (>7 giin) | MAK-M. avium-
1s1kta intracellulare
Kromojen pigmentsiz
olmayan M. ulcerans
M. xenopi
Runyon 1V Pigmentli Cogunlukla S | Hizli (<7 giin) | M. fortuitum
veya
Hizh iireyenler pigmentsiz M. abscessus
M. chelonae

Gunimuzde molekdler tekniklerin ilerlemesi ile birlikte 200’tin tizerinde TDM
tiirii tanimlanmistir [33]. Onemli bir artis gdsteren TDM enfeksiyonlari, genellikle
akcigerde firsatci olarak duyarli bir konag1 enfekte eder. TDM enfeksiyonlar1 hem
immiin saglikli hem de immiinsupresif bireylerde ciddi morbidite ve mortalitelere yol
acmaktadir. Kronik obstruktif akciger hastaligy, kistik fibrozis ve bronsektazili bireyler
TDM enfeksiyonlarina yatkidir [12]. Bu mikroorganizmalar ¢cevrede su, hava, toprak,
sogutma sistemleri, dus basliklar1 biyofilm ve gidalara kadar bircok yerden izole
edilebilir [31, 34, 35].



Mikobakteri tiirlerinin tanimlamasinda 16SrRNA dizi analizi yer alir. Ureme
ozelliklerine gore “hizli iireyenler ve “yavas lireyenler” seklinde gruplandirilabilen
TDM’ler igerisinde diinya genelinde insanda en sik hastalik olusturan tiiriin “yavas
iireyenler” grubunda yer alan MAK oldugu bilinmektedir [35]. ikinci en sik TDM
tiriiniin ise “hizli treyenler” grubunda yer alan M. abscessus kompleks oldugu
bildirilmistir. M. fortuitum, M. abscessus ve M. chelonae travma sonrasi ve
nazokomiyal enfeksiyonlarda en sik izole edilen hizli {ireyen TDM tiirleridir.
Gilintimiizde, rutin laboratuvarda da “hizli ireyen” ve “yavas iireyen” olarak iki grupta

incelenmekte ve duyarlilik testleri bu ayrima gore yapilmaktadir [36].

Mikobakteriler zorunlu aerop olduklarindan dolay1 {iremeleri oksijene
bagimlidir. Iyi oksijenlenen organlara yerlesme egilimi gdstermekte olup bunlarm en
basinda akciger gelmektedir. Apikal akcigerin daha iyi havalanmasina bagli olarak
oksijen basinci daha yiiksektir ve tiiberkiiloz basili en sik bu bolgeye yerlesir.
Mikobakteri tlrleri genellikle 35°C-37°C’de tiremekle beraber tireme sicakligi 24°C -
42°C arasmda degiskenlik gdsterebilmektedir. Mikobakterilerin tretilmesi igin 6zel
besiyerlerine gereksinim duyulmaktadir. Temel karbon kaynagi gliserol, nitrojen
kaynag1 asparajin amino asidi olup lipit ihtiyac1 i¢in yumurtaya ihtiya¢ vardir. Malasit
yesili, normal flora bakterilerini baskilarken mikobakteriler iizerinde inhibisyon
olusturmamaktadir; bu nedenle mikobakterileri tiretmek amaciyla kullanilan gesitli

besiyerlerinin i¢erisine malasit yesili eklenmektedir [32, 37].

Mikobakteriler, diger bakterilerden farkli bir hiicre duvar yapisina sahiptir.
Lipitten zengin kalin hiicre duvari, lipofilik 6zelliktedir. Hiicre duvar yapilarmin
farklilik gostermesine bagli olarak gram boyasiyla boyanmazlar ve alkol ve
asit/alkaliye direng gosterirler. Ayrica hiicre duvarinin ¢ok sayida antibiyotigin hiicre
icine girisini engellemesine bagl olarak ilag¢ direnci goriilmektedir. Mikobakteriyel
hiicre duvarmin kompleks yapisinin bilyiik bir boliimii lipit bilesenlerden meydana
gelmektedir [38, 39]. Mikobakterilerin hiicresel yap1 ve bilesenleri diger bakterilerle
benzerlik gosterirken hiicre duvari yapisi farklilik gostermektedir. Mikobakterilerin
hiicre zarmmin dis katmaninda kalin bir peptidoglikan tabaka yer almaktadir.
Peptidoglikan tabaka hiicre duvarinin saglamligini ve hiicrenin seklinin korunmasimna

destek olur [32, 37, 40]. Peptidoglikan tabaka fosfodiester baglariyla polisakkarit



yapidaki arabinoz ve galaktoz birimlerinden meydana gelen arabinogalaktana
baglanir. Arabinogalaktan, mikobakterilerin makrofaj igerisinde canliliginin
stirdiiriilmesine katkida bulunurken ayrica hiicre gecirgenliginin 6niine gegmektedir
[41]. Arabinogalaktan yapisinda yer alan D-arabinoz kalintilar1 uzun zincirli satiire yag
asitlerinden olusan mikolik asitlerle k&prii olusturur. iki zincirli alifatik yag
asitlerinden olugsan mikolik asit tabakasinda uzun zincir 50-56 karbon, kisa zincir ise
22-26 karbon birimine sahiptir. Mikolik asitler metil, metoksi ya da siklopropan
halkas1 gibi gesitli yan gruplar igerebilmektedir [42, 43]. Mikolik asit tabakasmin
mikobakteri tiirlerine 6zgiil yapida oldugu bilinmektedir [44]. Hlcre duvarindaki lipit
miktarmm %11’ini olusturan kalin yapidaki mikolik asit tabakasi mikobakterilere
farklh karakteristik Ozellikler kazandirmaktadir. Bu Ozellikler igerisinde dis ortam
kosullarina ve antibiyotiklere direng, aside direngli olmalar1 ve yavas lireme paternine
sahip olmalar1 yer almaktadir [45]. Mikolik asitler gesitli mikobakteri tiirlerinde
trehaloz ile bag olusturarak kord faktérii meydana getirir. Glikolipit yapidaki kord
faktor, lokositlerin gogiinii engelleyerek immiin yanitin baskilanmasinda rol alir [46,
47]. Mikobakteri hiicre duvarmin %60’1 lipitlerden olugmaktadir ve mikolik asit
disinda mikoserozik asit ve tiiberkiilostearik asit gibi uzun zincirli yag asit yapilar1 yer
almaktadir. Mikobakteriyel hiicre duvarinin en dis tabakasinda genellikle ag yapis1
olusturan trehaloz dimikolat ve siilfolipitlerden olusan uzun zincirli yag asitleri,
kompleks serbest lipitler, lipopeptitler, peptidoglikolipitler ve lipoarabinomannanin
(LAM) mannan kism1 yer almaktadir [37, 40, 48]. LAM arabinoz ve mannandan
olusan bir dalli polisakkarittir ve hiicre duvarmi boydan boya katetmektedir.
Mikobakteriler i¢in dnemli bir viriilans faktorii olan LAM’1in immin diizenleyici ve
anti-inflamatuvar etkileri bulunmaktadir. immun sistem {izerindeki etkilerine bagl
olarak makrofajlar tizerinde inhibe edici etkileri bilinmektedir [49]. Mikobakterilerin
hiicre duvari kalin yapisindan dolay1 diger bakterilere gore hidrofilik molekdlleri 100-
1000 kat daha az gegirir. Porinler kiigiik ve hidrofilik yapidaki maddelerin gegisini
kolaylastirma fonksiyonuna sahiptirler [50, 51]. Mikobakteriyel hiicre duvarminin

goriiniimii Sekil 2.1.”dedir.
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Sekil 2. 1. Mikobakteriyel hiicre duvari [52]

2.3. Mikobakterilerin Virilans Faktorleri

Mikobakteriyel viriilans faktorlerini, mikobakteriyel lipitler, sekresyon
faktorleri, hiicre yilizey bilesenleri, enzimler, transkripsiyonel diizenleyici faktorler
seklinde gruplamak mimkindir [53]. Baska bir siniflamada ise mikobakteriyel
virtilans faktorleri protein ve protein dis1 molekiller seklinde gruplandirilmistir [54].
Mikobakteriyel viriilans faktorleri degerlendirilirken immiin yanittan kacis, akciger
hasar1 olusturma ve bulastiricilik yetenegi gibi faktOrler g6z 6niine alinmaktadir [55].
Mikobakterilerin 90'dan fazla viriilans faktorii tanimlanmistir. Is1 sok proteinleri,
purifiye protein derivesi (PPD), kord faktor (trehalose—6,6'- dimikolat), stperoksit
dismutaz (SOD), katalaz peroksidaz, erken salinan antijen 6 (early secreted antigen-
6=ESAT-6), mum D (“wax D”), antijen 60, antijen 85, sulfolipidler,
lipoarabinomannan (LAM), lipomannan (LM) bunlardan bazilaridir [52, 53].

Fosfatidil-miyo-inozitol-mannozidler: LM ve LAM’in Onciisic olan PIM,
mikobakteri hiicre zarfinda en fazla bulunan lipittir. PIM’e bagli mannoz iiniteleri
tiirden tiire farklilik gostermektedir. Viriilans: yiiksek tiirlerin bes ya da alti1 mannoz
liniteleri vardir ve mannoz repetdriine baglanarak makrafaj tutulumunu saglarlar.

Mannoz reseptorlerinin az bir kismi ise dendritik hiicrelerle etkilesime girerler [56].



PIM, CD4+ T hucre, TNF alfa ve IL-12’nin salgilanmasini inhibe ederek konak
immiin yanitini baskilamaktadir [57].

Lipoarabinomannan (LAM): LM’nin ¢oklu arabinoz iinitelerine baglanmasiyla
olusan glikolipittir. Mannoz bagli LM kazandiginda ManLAM, arabino-furazonil
baglh LM kazandiginda AraLAM, fosfatidil-inozitol bagli LM kazandiginda ise
PILAM admi alir. LM, LAM, AralLAM, PILAM molekiilleri antijen sunan hiicrelerin
cesitli ylizey reseptorlerine baglanarak mikobakterilerin konak hiicre igerisine
girmesini saglar [53, 56].

Lipomannan (LM): Coklu glikozil grubuna sahip bir glikolipittir. LAM ve LM
mikobakteri hiicre duvarinda birlikte yer alir. LM nin kazanilmis bagisiklikta 6nemli
bir rolii oldugu diistinlmektedir. MyD88 yolag1 {izerinden TLR 2-4 aracili makrafaj
aktivasyonunu sagladigi bulunmustur. LM’nin iki agilli formu makrofaj igi nitrik oksit
ve sitokin iiretimini baskilar.

Fitioserol dimikoserozat (Phthiocerol dimycocerosates=PDIM) ve fenolik
glikolipitler (PGL): Mikobakterilerin major virllans faktorii olan PDIM ve PGL, hiicre
duvarina baglh bir grup lipit molekillerdir. Bakteriyel duplikasyonda gorev alan bu
molekiillerin farkli fonksiyonlar1 kesfedilmistir. PDIM, TLR aracili patojen tanima
sistemini etkileyerek immiin yanitin aktivasyonunu geciktirir. PDIM ayrica fagozom
asidifikasyonunun engellenmesi, TNF regllasyonu, deterjanlara direng ve hiicre
duvarinin saglamlhiginin korunmasina yardimer olur [53, 58]. PGL, genellikle hizli
ireyen mikobakteriler tarafindan olusturulur. Phsl15/1 genindeki mutasyona bagli
olarak MTK ve H37Rv tarafindan iiretilmezler. M. leprae’da bulunan immiinojenik
bir glikolipit olan PGLI1, lepra hastaligindaki demiyelinasyon ve akson hasari ile
iliskilendirilmistir [59].

Yag acil-KoA sentetaz (Fatty acyl-CoA synthetase=FadD33): Acil-KoA sentaz
olan bu faktor, viriilan H37Rv susunda, aviriilan H37Ra susuna gore daha fazla
orandadir. FadD33 proteininin dokuya 6zgiil olarak bakteri replikasyonuna katkida
bulundugu diistiniilmektedir. FadD33 yoklugunda karacigerdeki replikasyonu azalma
gosterirken akciger ve dalakta replikasyonda degisiklik goriilmemistir [60].

Katalaz, alkil hidroperoksidaz: Mikobakteriler, reaktif oksijen radikallerinin

tiretimini baskilayarak oksidatif hasarin 6niine gegmek amaciyla ¢esitli adaptif yanitlar
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gelistirmiglerdir. Bunlardan ikisi katalaz-peroksidazi kodlayan katG ve hidroperoksit
rediiktaz1 kodlayan ahpC genleridir. Bu genlerin Grunleri anti-oksidatif niteliktedir.
KatG ayrica izoniazidin aktivayonunda rol alarak mikobakterilerin bu antibiyotige
kars1 duyarlilik profilini belirler [61].

Bu virllans faktorlerine ek olarak koloni morfolojisi de viriilans1
etkilemektedir. YUzeyi diizgln, yassi, saydam, koloni olusturan mikobakteri tiirlerinin
ylzeyi dizgun, kubbe seklinde ve opak koloni olusturan tiirlere gore daha viriilan
oldugu one siiriilmektedir [62]. Benzer sekilde, ylizeyi diizgiin, yassi, saydam, koloni
olusturan M. fortuitum suslarmin daha diisiik miktarda nitrik oksit tiretimine yol agtig1

ve dolayisiyla daha viriilan oldugu bildirilmistir [63].

2.4. Mikobakterilerin immiinpatogenezi

Hava yolundan alveoler bosluklara ulasan basiller ilk 6nce dogal bagisiklik
yanit1 ile karsilasir. Alveoler makrofajlar, dendritik hiicreler, tarafindan fagosite edilir
[41, 64, 65]. Mikobakterileri tasiyan bu bagisiklik hiicreleri erken graniilom denilen
yapilari olusturur. Graniilom igerisinde cogalan mikobakteriler ¢esitli mekanizmalarla
fagolizozom yanitin1 baskilar [66]. Graniilom olusumu esas olarak MTK’da
goriiliirken baz1 TDM tiirlerinde de raporlanmistir. TDM iginde, 6zellikle M. avium ve
M. abscessus enfeksiyonlarma bagli graniilom olusumu bildirilmistir [67].

TDM tdrleri icerisinde M. fortuitum, M. abscessus ve M. avium’un, kaspaz-8
araciligiyla fagozom igerisinde canli kalabildigi bildirilmistir [68]. M. abscessus
iizerinde yapilan ¢alismalarda, fagozomdan kagis mekanizmasinin temelde fagozom
icerisindeki hiicre popilasyonunu artirip fagozom membraninin hasar1 sonucu ortaya
ciktig1 gosterilmistir. Fagozom membranimnin hasar gérmesi sonucu ortaya cikan
interferon-gamma (IFN-gamma) yanit1 ise TDM tiirlerinin hiicreden hiicreye
yayilmasint kolaylastrmaktadir [69]. TDM tiirleri i¢cin de MTK’da oldugu gibi
yardimct T hiicre 1 (T helper 1=Th1) yanitinin konak immiin cevabinda anahtar rolii
iistlendigi bilinmektedir. Makrofajlar icerisine alinan mikobakteriler, toll benzeri
reseptorler (toll-like receptors=TLR) araciligiyla niikleer faktor kappa-beta (NF-«f3)
yanitin1 uyarir [70, 71]. Bu yanitta 6zellikle mikobakteriyel lipoproteinleri taniyan
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TLR-1 ve TLR-2 cevabi 6ne ¢ikmaktadir. Makrofajlar tarafindan uyarilan interlokin
(IL)-12 cevab, dogal 6ldiiriicii hiicre (natural killer=NK) ve T hiicreleri uyararak IFN-
gamma cevabini ortaya ¢ikarmaktadir. Makrofajlar tarafindan tiretilen tumor nekroz
faktor (TNF)-alfa da TDM tiirlerinin iiremesini baskilamaktadir. Ayrica, Thl7

tarafindan tiretilen IL-17nin, IFN-gamma yanitin1 uyardig gosterilmistir [72].

2.5. TDM Enfeksiyonlarimin Epidemiyolojisi

Yapilan calismalarda 6zellikle son 20 yilda TDM enfeksiyonlarmin artis
gosterdigi dikkati cekmektedir [73]. Bu artisin olasi nedenleri arasinda kronik akciger
hastaliklarmm daha sik goriilmesi, ¢evre ve iklim degisikligi, beklenen yasam
stiresinin artigina baglh konak immiinitesindeki degisiklikler, immiinsupresif olgularin
artig gostermesi, viriilans artisi, genetik mutasyonlar, TDM ile ilgili aragtirmalarm ve
yayinlarin artmasi, saglik ¢alisanlarmin TDM konusundaki farkindaliginin artmasi,
TDM tanisina yardimci olan radyolojik goriintiilleme ve laboratuvar olanaklarinin
ilerlemesi ve tiiberkiiloz insidansmin azalmasi1 ve dolayisiyla mikobakterilere karsi
gelisen bagisikliginin azalmasi sayilabilir. Veri kayit sistemi bulunmayan ya da yeterli
diizeyde calismayan iilkelerde TDM enfeksiyonlarinin epidemiyolojik verilerine
ulasmak zordur [74]. TDM tiirleri arasinda diinya genelinde en sik saptanan tiir MAK
olsa da cografik ve sosyodemografik 6zelliklere gore MAK disindaki TDM tiirleri 6ne
¢ikabilmektedir [75]. TDM enfeksiyonlarinin insandan insana gegisi konusu
tartismalidir. Genel olarak TDM tiirlerinin insandan insan bulasmadigi kabul edilse de
Kistik fibrozisli bireylerde M. abscessus’a bagli salginlarin bildirilmesi insandan
insana bulasabilecegini diisiindiirmektedir [13, 76]. ABD verileri incelendiginde TDM
enfeksiyonlarmin insidansi 1980’lerde 2.4/100.000 kisi iken 2013 yilinda bu oran
15.4/100.000’¢ yiikselmistir [77]. Birlesik Krallik’ta yapilan bir ¢alismada, TDM
enfeksiyonlarmin insidansinin 2007 yilindan 2012’ye 4/100.000°den 6.1/100.000’e
artis gosterdigi saptanmustir [78]. Kanada’da ise TDM enfeksiyonlarinin insidansi
1998°de 4.65/100.000 kisiden 2010°da 9.08/100.000 kisiye yilikselmistir. Glinlimiizde
Kanada ve ABD’de TDM enfeksiyonlar tiiberkiilozdan daha sik goriilmekte olup,

TDM tiirlerinin laboratuvar ortaminda izole edilme oranlarinin 1997°den 2003’e kadar
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%8.4 artis gosterdigi ortaya konmustur [31]. Danimarka, Almanya ve Birlesik
Krallik’ta da benzer sekilde TDM tiirlerinin laboratuvar izolasyon oranlarinda artis
oldugu bildirilmistir [79-81]. Giiney Kore’de 2002-2008 arasinda TDM deniyle ortaya
cikan akciger enfeksiyonlarinin %62 artig gosterdigi ve en sik goriilen tiiriin M.
abscessus kompleks oldugu bildirilmistir. M. abscessus kompleks 6zellikle Tayvan,
Japonya ve Kore gibi Dogu Asya iilkelerinde sik goriilmektedir [31, 82].

Tiirkiye’de TDM enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ile ilgili veriler smirlidir.
Istanbul’da Koksalan ve arkadaslari tarafindan TDM enfeksiyonu oran1 %0.62 olarak
bildirilmistir [83].

2.6. TDM Enfeksiyonlarimin Klinik Patolojisi

TDM tirleri, genellikle akciger enfeksiyonlari ile karsimiza ¢ikarken nadiren
akciger dis1 hastalik da gelistirebilmektedirler [12]. TDM enfeksiyonlar1 Klinik dort
grupta incelenir: kronik pulmoner akciger hastalik, lenfadenopati, deri ve yumusak
doku enfeksiyonlari, yaygin hastalik olarak Ozetlenebilir [84]. Akciger tutulumu,
nodiiler brosektazi, hipersensitivite pnodmonisi ve fibro-kaviter hastalik olarak (¢
grupta incelenebilir [31]. Klinik belirtileri belirgin olmayan enfeksiyonlar tani siirecini
zorlastirmaktadir ve dolayisiyla hastalarin tedavi surecini geciktirmektedir [12].

HIV negatif bireylerde TDM’ye bagh gelisen akciger hastaliginin klinigini,
tiiberkiiloz hastaligindan ayirmak zor olabilir. Parankimal opasite, kavite olusumu ve
plevral kalinlagsma gibi tablolar karsimiza ¢ikar [85]. Klinik belirtiler arasinda oksiiriik,
ates, kilo kaybi, giigsiizlik seklinde 6zgiil olmayan belirtiler yer alir [86]. HIV pozitif
hastalarda ise klinik seyir ¢ok daha hizlidir ve radyolojik goriintilleme sonuglari
genellikle normaldir. Radyolojik gorlntilemede bazen hiler ya da mediastinel
lenfadenopati bulgular1 goriilebilir. HIV pozitif hastalarin CD4+ lenfosit sayilari
genellikle 100/mm?*’iin altindadir [87].

Cogunlukla TDM’ye bagl gelisen akciger enfeksiyonu, akciger patolojisi
bulunan yagli erkek bireylerde, kronik pnoémoni seklinde kendini gosterir. Etken en stk
MAK icinde yer alan M. avium ve M. intracellulare’dir [85]. Akciger TDM

enfeksiyonunun diger bir klinik sekli de “Lady Windermere” sendromudur. Bu
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sendromda sag akciger orta lob ya da lingular loba smirlih MAK enfeksiyonu
goriilmekte olup klinik olarak bronsektazi semptomlaridir (balgam ¢ikarma,
yorgunluk, oksurik) [88]. Bu sendrom, genellikle gogiis kafesi anomalisi bulunan ve
altta yatan herhangi bir akciger patolojisi bulunmayan yash kadinlarda ortaya ¢ikar
[89].

Bazi klinik tablolar, TDM enfeksiyonlarina zemin hazirlar. Ornegin, kistik
fibrozisli bireylerde M. abscessus ve MAK enfeksiyonlar1 6n plana ¢ikmaktadir [90].
Lipoid pndmonisi olan bireylerde ise hizli tircyen TDM’ler daha sik izole edilmektedir
[91]. Hipersensitivite pndmonisi olan olgularda ise M. immugenicum izolasyonu siktir
[92]. Akciger 6rneklerinden TDM tiirii izole edildiginde ¢ogu zaman kontaminasyon-
kolonizasyon ayrimi zordur. Izole edilen mikobakteri ¢evresel kontaminant olabilir ya
da hastanin klinigi ile iligkisiz solunum yollarinda kolonize sekilde olabilir. Bu
durumun ¢oziimlenmesi ¢ogu zaman klinisyen ve mikrobiyolog arasinda is birligi
gerektirir [93].

Akciger dis1 TDM enfeksiyonlar1 genellikle ¢ocuklarda servikal lenfadenit ve
yumusak doku enfeksiyonlari, immiinsupresif bireylerde ise sistemik hastalik seklinde
izlenir. TDM enfeksiyonlarinin klinigi ¢ok genis bir spektrumda ele alinabilir [35, 94].
Ozellikle kiigik bebeklerde TDM’lerin tek tarafli servikal lenfadenit yapabildigi
gosterilmistir. Boyunda lenfadenopati ve fistiil olusumu goriilebilir. Lenfadenit ile
M. scrofulaceum, M. avium, M. malmoense, M. lentiflavum tiirleri ¢ogunlukla
iliskilendirilmistir [85, 95]. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 graniilomlarla
karakterize olup seliilit ve llsere ilerleyebilir. Akvaryum ve balik¢ilikla ugrasan
bireylerde 6n kol ya da elde nodiiler ya da iilsere lezyonlar goriildiigiinde etken olarak
Mycobacterium marinum disiiniilmelidir. Bu tiiriin optimal {ireme sicakligi 32°C
oldugundan rutin laboratuvarlarda sadece 37°C‘de inkiibasyon yapildiginda izole
edilme sans1 diismektedir [96]. Mycobacterium ulcerans, agrisiz, biiyiik, nekrotizan
tilserlerle karakterize genis skar birakan lezyonlar olusturur. Bu lezyonlar, “Buruli
ulseri” olarak da adlandirilmaktadir [97]. M. haemophilum, agrili abselere neden olan
baska bir TDM tiirtidiir [98].

Yaygin hastalik, hemen her zaman immiinsuprese (6zellikle HIV pozitif

bireylerde) gorilmekte olup solunum sistemi ya da gastrointestinal kanalda yer alan

14



bir enfeksiyon odagindan sistemik dolasima yayilim ile ortaya ¢ikmaktadir. Diyare,
ates, kilo kaybi, anemi gibi sistemik belirtilerle karakterize olup belirtiler hizla
ilerleyebilir. Tanida kan kiiltiirii 5nemli bir yere sahiptir. ilk tanimlanan yaygin TDM
enfeksiyonu MAK kaynakli olup, 6zellikle CD4+ T lenfosit sayis1 100/mm?*’iin altinda
olan HIV pozitif bireylerde ortaya ¢ikmaktadir [85, 87]. Antiretroviral tedavi ya da
kemoproflaksi almayan HIV pozitif bireylerin MAK’a bagli yaygimn enfeksiyon riski
%20-%40 arasindadir [99]. Ayrica IFN-gamma reseptor defekti bulunan bireylerde de
yaygin enfeksiyonlarla karsilasiimaktadir [100]. Hizli tireyen TDM tiirlerinin 6zellikle
hemodiyaliz hastalarinda kateter iligkili sepsise neden olabilecegi gosterilmistir [101].
Kemik iligi ve bobrek transplantasyonu gegiren hastalarda 6zellikle M. haemophilum

enfeksiyonlarmin sik goriildiigii rapor edilmistir [98].

2.7. Biyofilm Genel Ozellikleri

Bazi mikroorganizmalar, olumsuz yasam kosullarina adapte olmak ig¢in
biyofilm olusturur. Bakteriyel biyofilmler, ekstraseliiler polimerik matriks (“slime”
faktor) aracihigiyla belli yiizeylere veya birbirlerine tutunan kompleks bakteri
topluluklaridir [102]. Biyofilmler, biyomateryaller, su borulari, tibbi cihazlara kadar
dogada cok farkli ylizeylerde bulunabilir. Biyofilm olusumu ile ilgili ilk ¢alisma,
1978’de Costerton ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanmis olup yaklasik on yil sonra
mikobakterilerin biyofilm olusturmasiyla ilgili makaleler literatiirde yer almistir [103,
104]. ABD’de her yi1l 17 milyon yeni biyofilm enfeksiyonunun ortaya ¢iktigi ve bu
enfeksiyonlarm 555,000 kisinin 6liimiine yol a¢tig1 bildirilmistir [105].

Biyofilm sentezlenmesinde kisa zincirli mikolik asit, GroEL1 saperonu, cesitli
iyon (Ca*?, Zn*2, Mg*?) ve karbon kaynaklarina ihtiya¢ duyulur. Biyofilm olusumunda
temel basamaklar adezyon, kalic1 baglanma, olgunlagsma ve parcalanmadir. Biyofilm
olusumunda ilk asama bakteriyel adezyondur. Daha sonra bakteriyel hiicre duvarindan
salgilanan adezin molekiilleri yardimiyla bakteri g¢esitli yiizeylere baglanir.
Olgunlagsma evresinde duragan bakteriler ¢cogalip ekstraseluler matriksi sentezler
[104]. Bakteri yogunlugu arttiginda ya da besin miktar1 azaldiginda biyofilm

pargalanir ve bakteriler yeni yiizeylere yayilim gosterirler. Biyofilm olusumunda
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hiicreler aras1 haberlesme “quorum-sensing” aracili molekiiller tarafindan
diizenlenmektedir. Biyofilmler, birtakim bakterilerin ¢esitli antibiyotiklerden ve
fagositozdan kagmasini saglamakta ve bu sekilde persistan enfeksiyonlara neden
olmaktadir [106]. Biyofilmin esas yapisini olusturan glikokaliks tabaka (“slime”
faktor), biyofilm tabakasmin olgun hale gelmesini, bakteri popiilasyonunun olumsuz
cevre kosullarma dayanikli olmasmi ve antibiyotik etkisinden korunmasini
saglamaktadir [107]. Ozellikle biyofilmler icerisinde persistan ve metabolik aktivitesi
normal bakterilere gore daha yavas olan 6zellesmis hiicre popiilasyonlari olugsmaktadir
ve bu hicrelerin  biyofilmlerin antibiyotik direncinden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir [108]. Ozellesmis bu hiicre topluluklarmin serbest dolasan
planktonik hiicrelere gore MIK degerlerinin daha yiiksek oldugu gdsterilmistir. Bu
direngten, mikroganizmanin fiziksel degisimleri ve hiicresel farklilasma sorumlu
tutulmaktadir. Biyofilmlerde yer alan persistan hiicreler, fenotipik faz degisimiyle
replikasyon hizin1 azaltarak antibiyotiklerin etkinligini azaltmaktadir. Antibiyotik
direnci diginda biyofilmler icerisinde 6zellesmis bakteri gruplarinin klor, gluteraldehit
gibi ¢esitli dezenfektanlara ve UV radyasyona direngli olduklar1 saptanmistir [109].
Biyofilm enfeksiyonlarii, cihaz iliskili ve cihaz iliskili olmayan olarak iki
grupta ele almak miimkiindiir. Biyofilm, kontakt lens, protez, kateter gibi tibbi cihazlar
iizerinde olustugu zaman cihaz iliskili biyofilm enfeksiyonlar1 meydana gelir.
Periodontit, osteomiyelit gibi bakterinin baska bir enfeksiyon odagindan hematojen
yolla kemiklere ulastig1 durumlar ise cihaz iligkili olmayan biyofilm enfeksiyonlaria

ornektir [110, 111].

2.8. Mikobakterilerde Biyofilm Olusumu

M. avium, M. smegmatis, M. fortuitum, M. abscessus gibi farkli TDM tiirlerinin
biyofilm olusturabildigi gosterilmistir [112]. MTK suslarinin  da biyofilm
olusturabildigi gosterilmistir ve biyofilm olusumunun kazeéz nekroz ve kavite
olusumu ile iliskili oldugu bildirilmistir [104]. Mikobakteriyel biyofilmler, yapisal
olarak diger bakterilerin biyofilm o6zellikleriyle benzerlik gostermektedir ancak

yiizeylerin yani sira hava-sivi (alveoler bosluk-alveoler sivi) ara yiiziinde de biyofilm
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olusturabilmektedirler [113]. Bu farklilik, hiicre duvarindaki yiiksek lipit icerigi
nedeniyle agiklanmaktadir. Ayrica ekstraseliiler matrikste yer alan farkl bilesenler
(peptitler, glikopepetitler, lipopepetitler) de tutunma 6zelliklerini artirmaktadir.
Mikobakterilerin, polivinil kloriir, seliiloz diasetat, polipropilen gibi cok g¢esitli
yiizeylerde biyofilm olusturabildigi bildirilmistir. Ornegin, M. fortuitum’un biyofilm
iligkili protez kapak endokarditi, M. massilinese’nin meme implantinda, M. avium’un
dus bagliklarinda biyofilm olusturdugu bildirilmistir [113, 114]. M. smegmatis
iizerinde yapilan bir ¢alismada, glikopeptidolipitlerin biyofilm olusumunun yiizeye
baglanma asamasinda anahtar rol tstlendigi bildirilmistir. Biyofilmin yapisinda yer
alan mikolik asit yapilari, biyofilme bagli gelisen antibiyotik ve dezenfektan direncine
neden olmaktadir [104]. TDM tirlerinde (Or: M. abscessus, M. fortuitum) amikasin,
klaritromisin gibi antibiyotiklere duyarli MIK degerleri bulunsa da biyofilm varhginda
antibiyotik etkinliginde azalma ya da direng gorilebilmektedir [104, 115]. Biyofilmin
yapisal dzellikleri tiirden tiire farklihk gostermektedir. Ornegin, M. cholanae biyofilmi
uzunlamasma bliylime gosterirken M. fortuitum biyofilmi, bulundugu yiizeyin

tamamini kaplayacak sekilde ince bir tabaka olusturmaktadir [115] .

2.9. M. fortuitum-Genel Ozellikleri

M. fortuitum, TDM tiirleri igerisinde pigment olusturmayan, hizli {ireyen bir
bakteridir. Runyon siniflamasinda grup IV’te yer alir. M. fortuitum kompleksi igcinde
yer alan tlrler: M. fortuitum, M. peregrinum, M. setense, M. senegalense, M. septicum,
M. porcinum, M. houstonense, M. boenickei, M. neworleansense, M. brisbanense’dir.
[11, 116]. Koloni morfolojisi, kullanilan besiyeri ve susa gore degiskenlik
gOstermektedir. Dlzglin yiizeyli, parlak S koloni morfolojisinden basik, kenarlar
tirtikli, opak goriiniimde R koloni morfolojisine kadar ¢ok farkli formlarda izlenebilir.
M. fortuitum izolatlar1 glikoz, fruktoz, mannoz ve trehalozu okside ederken eritritol,
galaktoz, laktoz, arabinoz, ksiloz, rafinoz ve ramnozu okside etmemektedir. M.
fortuitum izolatlarmm genellikle ireyi pargaladigi bildirilirken siiksinamit,
izonikotinamid, salisilamid ve benzamidi parcalayamadigi rapor edilmistir. Ayrica

tim tdrlerin ferrik amonyum sitrat ve nitrat1 indirgeyebildikleri gosterilmistir [22].
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Dogada yaygin olarak bulunan M. fortuitum’un cerrahi aletler, implantlar ve su
sistemlerinde biyofilm olusturarak Ozellikle immiinsupresif konakta ¢esitli
enfeksiyonlara yol acabildigi ve salginlara neden olabildigi bilinmektedir. Bu
enfeksiyonlar icerisinde mamoplasti ve kardiyak cerrahi sonrasi deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart ve kemik enfeksiyonlari sik goriiliir. M. fortuitum’un diger bir bulas
kaynagi ise giizellik merkezlerinde yapilan ayak banyolaridir [117]. M. fortuitum’un
akciger dis1 enfeksiyonlara en sik neden olan hizli iireyen TDM tiiri oldugu
bildirilmistir [118]. M. fortuitum’un solunum yolunda izole edilmesi ¢ogu zaman
kolonizasyon ve/veya kontaminasyon ile iliskilendirilmektedir [118]. M. fortuitum,
ozellikle dus basliklarma kolonize olarak hastanede yatan hastalarda akcigerde

kolonizasyon ve nazokomiyal salgmlar ile iligkilendirilmistir [119].

2.10. TDM ve M. fortuitum Enfeksiyonlarinin Laboratuvar Tanisi

TDM enfeksiyonlarinin tanisi, klinik bulgular, radyolojik degerlendirme ve
mikrobiyolojik yontemlerle konmaktadir. Enfeksiyon odagmdan en az iki
mikrobiyolojik 6rnek alinmali ve elde edilen sonuglar mikrobiyolog ve klinisyen
arasinda isbirligi saglanarak yorumlanmalidir. Mikrobiyolojik degerlendirmede esas
dikkat edilmesi gereken nokta cevrede cok yaygm olarak bulunan TDM’lerin
laboratuvar Orneklerinde iiremesi durumunda kontaminasyon kaynakli olup
olmadiginin ortaya konmasidir. TDM kolonileri genellikle diizgiin yiizeyli ve mukoid
gorintmdedir [120]. Amerikan Toraks Dernegi oOnerilerine gore, pulmoner TDM
enfeksiyonu tanis1 koymak icin en az iki ayr1 balgam kiiltiirii 6rneginde ayn1t TDM
tiirtiniin Giremis olmas1 gerekmektedir [12]. TDM tiriiniin bronsiyal yikama ya da lavaj
gibi alt solunum yolu 6rneklerinden bir kez izole edilmesi tani i¢in anlamli kabul
edilmektedir. Klinik siiphenin yiiksek ancak laboratuvar testlerinde tani kriterleri
saglanamiyorsa, belirli zaman araliklarinda ikiden fazla sayida 6rnek alinmalidir [121,
122]. Akciger biyopsisi mutlak gerekli olmamakla birlikte histopatolojik
degerlendirme agisindan fayda saglamaktadir [123].

Akciger dis1t TDM enfeksiyonlarinda enfeksiyon bolgesine gore degismektedir.

Lenfadenit varliginda eksizyonel biyopsi ya da ince igne aspirasyonu ile Ornek
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alinmas1 Onerilirken sistemik enfeksiyon varliginda kan kiiltiirleri, deri
enfeksiyonlarmnda ise deri biyopsileri alinmalidir [123, 124]. TDM enfeksiyonu
siiphesi varliginda laboratuvar bilgilendirilmelidir. Ozellikle belirli bir tiir izerinde
duruluyorsa, bu tiire 6zgii tireme sicakliginda inkiibasyon, boyama ve kiiltiir teknikleri
ile izolasyon sansi artirilabilir. Ozellikle balgam 6rnekleri kontaminasyona agik
oldugundan dolayr mutlaka dekontaminasyon isleminden gecirilmelidir.
Dekontaminasyon N-asetil L-sistein-NaOH, oksalik asit ya da klorheksidin ile
yapilabilir [12, 121, 125-127].

Dekontaminasyon sonrasti TDM siipheli o6rnek aside direngli boyama
yontemiyle boyanir. Ziehl ve Neelsen tarafindan gelistirilen bu yontem, hiicre
duvarinda mikolik asit i¢eren Mycobacterium, Actinomyces, Isospora,
Crytosporidium, Nocardia tiirlerinin boyanmasinda kullanilmaktadir [128-130].
Mikobakterilerin tanisinda altin standart yontem kdiltirddr. Mikobakteriler Gretilmesi
zor mikroorganizmalar olduklarindan dolay1 6zel besiyerlerine gereksinimleri vardir
[131]. Mikobakterilerin tanisinda bir adet kati ve sivi besiyeri kullanilmasi
onerilmektedir. Yumurta bazli kat1 besiyeri olarak en sik Lowenstein-Jensen besiyeri
kullanilmaktadir. Agar bazli kat1 besiyerleri icerisinde Middlebrook 7HI0 ve
Middlebrook 7HI11 bulunmaktadir. Middlebrook 7H9 sivi besiyeridir. Sivi
besiyerlerinde lireme zamani kat1 besiyerlerine gore daha kisadir. Sivi besiyerlerinin
kat1 besiyerlerine goére kontaminasyona daha ac¢ik olmasi ise dezavantajlarindan
biridir. Ayrica mikobakterilerin Uretilmesinde otomatize sistemlerin de 6nemli bir yeri
vardir. Mikobakteri Ureme Belirleme Tipi (Mycobacterium Growth Indicator
Tube=MGIT), modifiye Middlebrook 7H9 igeren otomatize sivi besiyeridir. TDM
tirlerinin saptanmasinda  %98.8 duyarlilik, %100 o6zgillilige sahip oldugu
bildirilmistir [131-133].

TDM tanimlanmasinda kullanilan testler igerisinde konvansiyonel
biyokimyasal testler ve molekiiler testler yer almaktadir. Konvansiyonel testler
icerisinde, katalaz Uretimi, arilsiilfataz, nitrat rediiksiyonu, sodyum kloriir toleransi,
demir kullanimi gibi gibi ¢cok sayida test yer almaktadir. Bu testlerin uygulanmasi i¢in
mikroorganizmalarin kiiltiir ortaminda tiretilmesi gerektiginden tanimlama islemleri

zaman alic1 olmaktadir. Ayrica bu testlerin TDM tiirleri arasinda ayirt ediciligi ve
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tekrarlanabilirligi diisiiktiir. TDM tiirlerinin tanimlanmasinda, giinimiizde molekiiler
tekniklerin gelismesiyle birlikte biyokimyasal testlerin kullanim1 azalmistir [134] .

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Choromatography=HPLC) mikolik asit analizine gore 6zellikle yavas tireyen TDM
tiirlerinin tanimlanmasinda tercih edilen bir yontemdir. HPLC analizinde, karbon
uzunlugu ve yiikiine gore farkli mikolik asit dizileri ayristirilmaktadir. Sik karsilagilan
turlerin (M. avium, M. kansasii) tanimlanmasinda faydali bulunsa da TDM tiirlerinin
ayirt edilmesinde etkinligi diisiik bulunmustur. Giiniimiizde daha ¢ok referans
laboratuvarlarda kullanilmaktadir [10].

Matriks ile desteklenmis lazer desorpisyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometresi (Matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass
spectrometry=MALDI-TOF MS) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) TDM
tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan diger testlerdir [124]. MALDI-TOF MS,
mikrobiyal proteinlerin analiz edilmesi prensibine dayanan bir tekniktir. MALDI-TOF
MS, ucuz ve pratik olmasi yoniiyle molekiiler testlere goére daha avantajlidir. Bu
teknikte, tanimlanmasi istenen mikroorganizma kolonisi matriks ad1 verilen organik
bir s1v1 bilesen ile karistirilir ve oda 1sisinda kurumasi beklenerek mikroorganizmanin
matriks i¢erisinde kristalize olmasi saglanir. Ardindan, lazer 1sinlarmin uyarimi ile tek
protonlu iyonlar agiga ¢ikar. Bu iyonlar daha sonra Kkiitle-yiik oranlarmna goére
ayristirilarak ugus tiipii icerisindeki dedektore ulagma siiresi 6l¢iiliir. Bu sekilde olusan
kiitle spektrumu, yazilimda yer alan veri tabani ile karsilastirilir. MALDI-TOF MS,
TDM tiirlerinin tanimlanmasinda basarilidir. Genetik olarak yakinlk gosteren TDM
tiirlerinin ay1rt edilmesinde (6rnegin M. intracellulare ve M. chimaera) etkinligi diisiik
bulunmustur [135].

PZR temelli testler, TDM tiirlerinin tanimlanmasinda basit, hizli ve giivenilir
sonuclar vermektedir. Ginimuzde 6zellikle solunum sisteminde etken olan TDM
tirlerinin  PZR temelli testler ile tanimlanmasi i¢in sendromik paneller
gelistirilmektedir. “Line-probe” temelli PZR testleri, TDM tiirlerinin tanimlanmasinda
ve aminoglikozid ve markolid direncinin saptanmasinda kullanilmaktadir [124].

Dizileme teknolojileri, de mikobakterilerin tanisinda ve mutasyonlarin

saptanmasinda kullanilmaktadir [136]. 1970’lerde Allan Maxam ve Water Gilbert,
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niikleotidlerin kimyasallarla modifikasyonuna ve radyoaktif izotop ile isaretlenmesi
prensibine dayanan bir DNA dizileme yontemi gelistirmiglerdir. Frederick Sanger ve
arkadaslar1 ise aymi yillarda niikleotidlerin boyalarla boyanarak isaretlenmesi
prensibine dayanan daha etkili ve uygulamasi kolay bir yontem gelistirmislerdir [137,
138]. Zincir sonlandirma yontemi, Sanger dizilemesi ya da dideoksi dizilemesi olarak
farkli isimlerle anilan bu yontem, DNA dizileme yontemi olup DNA bdlgelerinin baz
analizini saglamaktadir. Bu yontemde dideoksiniikleotid trifosfatlar (dd-NTP)
kullanilmaktadir. Normal kosullarda d-NTP, iki niikleotid arasinda fosfodiester
bagmin olusturulmasmi saglayan 3’-OH grubuna sahiptir. 3’-OH grubu yerine
hidrojen bulunduran bulunduran dd-NTP, fosfodiester baginin kurulamamasina bagl
olarak sentezi durdurmaktadir. Bu yontemin birinci basamaginda PZR ile hedef
bolgeler ¢ogaltilir. Deoksinikleotid trifosfatlardan (d-NTP) olan deoksiadenozin
trifosfat (d-ATP), deoksitimidin trifosfat (d-TTP), deoksisitidin trifosfat (d-CTP) ve
deoksiguanozin trifosfat (d-GTP), dort ayr1 reaksiyonda, her reaksiyonda sadece bir d-
NTP c¢esidi bulunacak sekilde eklenir. Tek sarmallr bir kalip DNA zinciri, DNA
primeri, DNA polimeraz ve florokrom boyasiyla isaretli d-NTP varhiginda gergeklesen
in vitro DNA replikasyonu esnasinda ortama dd-NTP eklenmesi halinde (ortamdaki
diger maddelerden daha diisiik miktarda olacak sekilde) d-NTP ve dd-NTP arasinda
baglanma yarisi ortaya ¢ikar. d-NTP baglanmasi zincirin uzamasini saglarken dd-NTP
baglanmas1 ile zincirin uzamasi durdurulur. Bu sekilde her reaksiyonda farkli
uzunlukta DNA fragmanlar1 ortaya ¢ikar. Daha sonra Kkapiller jel elektroforezi
uygulunarak DNA fragmanlarindan farkli spektrumlarda yayilan 1sinlar kaydedilir ve
bu sekilde DNA fragmanlari ayristirilir. DNA’daki baz dizileri ortaya ¢ikarilir [139].
Sanger dizilemesinde, dizinin ilk 15-40 bazlik kismi primerin baglanmasina bagl
olarak dogru okunamayabilir. Ayrica 700-900 b¢’den uzun dizilerin okunmasi pek
miimkiin olmamaktadir [140].

TDM tanimlamasinda giiniimiizde kismi gen dizilemesi popiiler hale gelmistir.
16S rDNA en sik kullanilan hedef bolgedir. Bunun disinda hsp65 ve 16S-23S dahili
transkripsiyonlu aralayict  bolgeler (Internal Transcribed Spacer=ITS) de
kullanilmaktadir. Dizi analizi, giinlimiizde TDM tiirlerinin tanimlanmasinda altin

standart olarak bildirilse de cesitli kisistliliklar1 vardir. Ornegin, M. chelonea ve M.
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abscessus’un 16SrDNA lokusundaki dizileri ayni1 oldugundan dolay1 klinik agidan

onemli olan bu iki tiir 16S rDNA analizi ile birbirlerinden ayirt edilememektedir.

2.11. TDM-Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

TDM enfeksiyonlarinin tedavisi multidisipliner yaklasim gerektirmekte olup
coklu ilag rejimleri ve uzun siireli tedaviye ihtiyag duyulan kompleks bir stregtir [124].
Ancak, etkin bir tedavi i¢in TDM’ler tiir diizeyinde tanimlanmalidir. Ampirik tedavide
hizli ireyen TDM’ler i¢in amikasin, imipenem ya da makrolid grubundan bir
antibiyotik tercih edilebilir.

Mikobakterilerin antibiyotik duyarlilik testlerinde Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standarts Institute=CLSI) ve
Amerikan Toraks Dernegi/Amerika Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (American
Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America=ATS/IDSA) tarafindan
yayinlanan kilavuzlar kullanilmaktadir. Mikobakteriler i¢in agar proporsiyon yontemi,
disk diflizyon testi, sivi makrodillisyon gibi gesitli antibiyotik duyarlilik yontemleri
gelistirilmis olsa da giiniimiizde CLSI Onerilerine gore standart yontem “sivi
mikrodiliisyon”dur [141-143]. Kan, BOS, yumusak doku gibi steril viicut
bdlgelerinden izole edilmesi, imminsupresif konakta meydana gelmesi, ¢ok sayida ve
yiiksek hacimli orneklerden izole edilmesi durumunda TDM enfeksiyonlar1 klinik
olarak anlamli kabul edilmelidir [144]. Ayrica uygun antibiyotik tedavisine ragmen ii¢
aydan uzun siireli persistan enfeksiyon varliginda da antibiyotik duyarlilik testi
calisilmasi onerilmektedir [12]. TDM tirlerinde sadece belli antibiyotiklerin in vitro
MIK degerleri klinik yamitla iligkilendirilmistir. TDM tirlerinde kilavuzda 6nerilen
antibiyotik ya da antibiyotiklere karsi diren¢ saptanmasi durumunda daha genis
panellerde antibiyotik duyarlilik testleri ¢aligilabilir.

Yavas lireyen TDM tiirlerinde, MAK enfeksiyonlarida, rifampisin/rifabutin,
etambutol, makrolid (klaritromisin ve azitromisin), streptomisin ve amikasin; M.
kansasii enfeksiyonlarinda izoniazid, rifampisin/rifabutin ve klaritromisin, M.
marinum enfeksiyonlarinda ise rifampisin, klaritromisin, azitromisin, trimetoprim

stlfometoksazol duyarliliklari test edilmesi 6nerilmektedir [11].
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Hizli iireyen TDM tiirlerinde yavas {ireyenlere gore daha genis panelde antibiyotik
duyarlilik testleri ¢alisilmasi dnerilmektedir [11, 145]. Hizli Gireyen TDM tiirlerinde
genis panelde yer alan antibiyotikler klaritromisin, amikasin, trimetoprim
stilfametoksazol, tobramisin, sefoxitin, siprofloksasin, Klaritromisin, doksisiklin,

imipenem, linezolid, moksifloksasin, tigesiklin, klofazimindir [11].

2.12. M. fortuitum Antimikrobiyal Duyarhlik Profili- Tedavi

M. fortuitum’a bagli enfeksiyonlarin tedavisinde ikili-Ggli antibiyotik tedavisi
onerilse de bu kombinasyonda hangi antibiyotiklerin birlikte kullanilmas1 standardize
edilmemistir. Monoterapi siklikla direng gelisimine yol a¢ip tedavi basarisizlii1 ya da
relapslarla sonuglanmaktadir. M. fortuitum izolatlar1 genellikle birinci sira tiiberkiiloz
ilaglara direncgli kabul edilir. M. fortuitum tedavisi genellikle uzun sireli olup
enfeksiyon odagina gore degiskenlik gosterir. M. fortuitum’a bagl gelisen pulmoner
enfeksiyonlarda tedavi siresi 12 ay olarak dnerilmektedir [146, 147]. Makrolid grubu
antibiyotiklerden klaritromisin, M. fortuitum enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir
yere sahiptir [148]. Tedavinin ilk 2-6 ayinda amikasin ve sefoksitine ek olarak
levofloksasin dnerilirken sonraki 6-12 ayda trimetoprim-sulfometaksazole ek olarak
doksisiklin ya da levofloksasinden biri secilmesi dnerilmektedir. Yaygin enfeksiyonlar
da benzer antibiyotiklerle 4-6 ay sureyle tedavi edilir [147]. Yara yeri
enfeksiyonlarinda tedavi lezyonun biiytikliigii ve derinligine gore degisir. Lokal yara
bakimi ve antibiyotik tedavisine ek olarak derin yaralarda cerrahi debritman
gerekebilir [149]. Bedakulinin florokinolonla kombinasyonu, kronik yara yeri
enfeksiyonunun tedavisinde basarili bulunmustur [150]. Ayrica yeni tiberkiiloz
ila¢larmdan olan delamanid ve pretomanidin de in vitro olarak TDM enfeksiyonlarinin
tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmistir [124]. Deri enfeksiyonlarinda tedavi siiresi
en az 4-6 ay olup minosiklin veya doksisiklinden biri ve florokinolon veya
trimetoprim-stlfometaksazolden birinin kullanilmasi 6nerilmektedir [12].

Klaritromisin, 14 iyeli, yar1 sentetik, makrolid grubunda yer alan bir
antibiyotik olup eritromisinden elde edilmistir. Klaritromisin ilk kez 1980 yilinda

Japonya’da iretilmistir [151]. Klaritromisin bakterilerin 50S ribozomal birimine
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baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Hem bakteriyostatik hem de bakterisidal
etki gosterir. erm (39) geni metilaz enzimini kodlar ve metilaz enzimi, 23S rRNA’ya
bir ya da iki metil grubu baglayarak makrolidlerin ribozoma baglanmasimi ve etki
gostermesini engeller. indiiklenebilir erm geni tastyan M. fortuitum izolatlarinda
tedavide klaritromisin kullanimi1 esnasinda dikkatli olunmalidir. Invitro olarak duyarl
bulunan izolatlar, klaritromisin tedavisi altindayken indiiklenebilir erm (39) geninin
aktive olmasiyla klaritromisine direncgli hale gelebilir. Amerikan Toraks Denegi’ne
gore M. fortuitum izolatlarinin %80°1 klaritromisine duyarli olsa da indiiklenebilir erm
(39) genine bagl olarak tedavi altinda direng gelisimi s6z konusu olabilir. Bu
durumda, beklenen tedavi basaris1 saglanamayabilir [13, 148, 152]. M. abscessus ve
M. fortuitum tdrlerinde iM direncinin arastirilmasi igin inkiibasyon 14 giine
uzatilmalidir [124, 141, 145].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. M. fortuitum izolatlari

Calismaya, Hacettepe Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari, Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tiiberkiiloz
Epidemiyolojisi Laboratuvar: ve Ankara Atatiirk Sanatoryum Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari1 Tiiberkiiloz Birimi’nde izole edilen ve
tanimlanan 40 M. fortuitum izolat1 dahil edilmistir. Daha énceden, MALDI-TOF MS
ve hsp65 dizi analizi ile tanimlanan izolatlar test edildi.

Bu calismada antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kalite kontrol susu olarak
CLSI M24S kilavuzunda onerilen Staphylococcus aureus (American Type Culture
Collection, ATCC 29213) susu ve duyarli oldugu bilinen Mycobacterium peregrinum
(ATCC 14476) susu kullanilmistir [153]. Biyofilm testinde ise biyofilm olusturdugu
bilinen Mycobacterium fortuitum (ATCC 6841) susu kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar:

Lowenstein Jensen besiyeri

Katyon ayarli Mueller Hinton besiyeri
Middlebrook 7H9 besiyeri

Kristal viyole

Etanol (%95)

Fosfat tamponlu su (PBS)

Tween-80

Gliserol

OADC (oleik asit, albiimin, dekstroz, katalaz)
Klaritromisin

Distile su

Eldiven

Cam boncuk
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Tup Sporu

Tek kanallt mikropipet

Cok kanalli mikropipet

Pipet uclar1

Standart U tabanli1 96 kuyucuklu plak
Standard diiz tabanli 96 kuyucuklu plak
50ml konik tup

Enjektor filtresi

Dimetil sulfoksit (DMSO)
Dansitometre

Otoklav

Santrifuj tlpd

-80°C’ye dayanikli mikrosantrifiij tlipii
Santrifiij cihaz1

Etlv

Hassas Terazi

Smif 2 biyogiivenlik kabini

Santrifiij cihaz1

Vorteks

Cam tlp (16X10mm)

+4°C Buzdolab1

-20°C derin dondurucu

-80°C derin dondurucu

Antibiyogram sonuglarini okumak i¢in konkav ayna ve blyttec

Spektrofotometre cihazi
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3.3. M. fortuitum Izolatlarinin Besiyerine Ekimi ve Uretilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan M. fortuitum izolatlari, Siif 2 biyogiivenlik kabini
icinde, kisisel koruyucu malzeme (eldiven, o6nlik, N95 maske) kullanilarak,
laboratuvar biyoglvenligi kurallarma uyularak, steril sartlarda, -20°C derin
dondurucudan ¢ikartilarak oda 1s1sinda ¢oziilmiistiir. Izolatlar, Loéwenstein-Jensen ve
Middlebrook 7H9 besiyerlerine ekilmistir. Lowenstein-Jensen besiyerine 100 ul
bakteri ¢Ozeltisi eklenmistir ve 37°C’lik etiivde yaklasik 5-7 giin boyunca dizenli
olarak ireme ve kontaminasyon kontrolleri yapilmistir. LOwenstein-Jensen
besiyerinde (reyen kolonilerin gorinimii Sekil 3.1.’deki gibidir. Koloniler,
Middlebrook 7H9 besiyerine ekilmistir. 7ml Middlebrook 7H9 siv1 besiyerine 800 pl
oleik asit, albiimin, dekstroz, katalaz (OADC) ve 500 ul 6rnek eklenmistir ve 37°C’lik
etiivde bes giin inkiibe edilmistir. Bes giin boyunca diizenli olarak her giin izolatlarin

Ureme ve kontaminasyon kontrolleri yapilmustir.

Sekil 3. 1. Lowenstein-Jensen besiyerinde Greyen M. fortuitum kolonilerinin

gorunumu
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3.4. M. fortuitum izolatlarinin Kinyoun Yéntemiyle Boyanmasi

Bu amagla Kinyoun aside direncli boyama yéntemi kullanilmistir. Uremis
kilturden lam tizerine yayilan M. fortuitum kolonileri ti¢ kez alevden gegirilerek tespit
edilmistir. Ardindan karbolfuksin damlatilarak 5 dk beklenmistir. Yikama sonrasinda
asit-alkol eklenip 3 dk beklenmistir. Yikama yapildiktan sonra metilen mavisi
uygulanmistir. 1 dk bekledikten sonra son yikama islemi yapilmistir. Lamlar
kuruduktan sonra 151k mikroskobunda, 100X liik objektifte inceleme yapilmistir. Mavi

zeminde kirmizi renkli olarak goriilen basiller ARB (+) olarak raporlanmistir [154].

3.5. M. fortuitum Izolatlarimin Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

M. fortuitum izolatlarinin klaritromisin antimikrobiyal duyarlilik testleri, CLSI
M24 rehberinin 6nerdigi sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak ¢aligilmistir [11]. Bu
amagcla hassas terazide 10 mg klaritromisin tartilmistir. Klaritromisin 700 pl DMSQO’da
¢cozillmiis ve 9 ml distile su eklenerek 1024 pg/ml konsantrasyonda antibiyotik
stispansiyonu elde edilmistir. Hazirlanan stok antibiyotik siispansiyonu mikrosantrifuj
tiplerine konularak -20°C’de saklanmustir Her ¢alismada bir mikrosantrifiij tUpu
¢Oziiriilerek kullanilmistir. Test edilecek klaritromisin duyarliligi i¢in 96 kuyucuklu
mikroplaklar 0.06-32 ug/ml konsantrasyon araliginda hazirlanmistir. Bunun igin,
Katyon ayarli Mueller-Hinton sivi besiyeri ile cam tiiplerde iki kat seri diliisyonlar
yapilarak 0.125 pg/ml’den 64 pg/ml’ye kadar antibiyotik stispansiyonu konulmustur.
Bakterilerin eklenmesiyle hedeflenen konsantrasyonlar elde edilmistir. Her izolat igin
96 kuyucuklu mikroplakta 1 numarali kuyucuktan 10 numarali kuyucuga kadar, her
kuyucuga 100 pl olacak sekilde hazirlanmis seri antibiyotik konsantrasyonlari
eklenmistir.

Middlebrook 7H9 besiyerinde iiremis olan kolonilerden 3mm boyutunda cam
boncuklar (yaklasik 7-10 adet) kullanilarak distile su icinde (4.5 ml) 0.5 McFarland
yogunlukta bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmustir. lyice vortekslenerek (15-20 sn)
homojenize olmasi saglanmistir. Her izolat i¢in 0.5 McFarland yogunlukta hazirlanan

bakteri stispansiyonundan 50 pl alinarak 10 ml katyon ayarli Mueller-Hinton besiyeri
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icin cam tiiplerde seyreltilmistir. Birden 11 numarali kuyucuga kadar, her kuyucuga
100 ul bakteri ¢ozeltisi konulmustur. Mikroplaklar 3012 °C’lik etlvde inkibe
edilmistir. On bir numarali kuyucuk tireme kontrol, 12 numarali kuyucuk sterilite
kontrol olarak kullanilmistir. Her izolat iki kez test edilmistir.

Inkiibasyonun ilk bes giinii, giinliik olarak test kuyucuklarmdaki iiremeler
gorsel olarak konkav ayna ve buyute¢ yardimiyla degerlendirilip iremenin tamamen
inhibe oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak almmustir.
Inkiibasyon siiresi 14 giine uzatilarak indiiklenebilir iM agisindan degerlendirilmistir

[11].

3.6. M. fortuitum izolatlarinda Biyofilm Olusumunun Arastirllmasi

Biyofilm olusumun arastirilmasi i¢in Sharma ve ark’nin 6nerdigi sekilde kristal
viyole ile boyama teknigi kullanilmistir [155]. Biyofilm besiyeri olusturmak amaciyla
Middlebrook 7H9 sivi besiyerine %10 OADC, %0.5 gliserol ve %0.1 Tween
eklenmistir. Kirk M. fortuitum izolati, bes giin, 35°C’de inkiibe edilmistir. Biyofilm
olusumunun indiiklenmesi agisindan mikroplaklar giinliik olarak 1siticili karistiricida
calkalanmistir. Dansitometre cihazinda OD 600°de 0.4 McFarland (107 CFU/ml)
yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlanip biyofilm besiyeri ile 1:10 oraninda
seyreltilmistir. 200 ul bakteri siispansiyonu 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklara
eklenmistir. Her izolat i¢in mikroplakta {i¢ ayr1 kuyucuk kullanilmistir. Mikroplakta
nemli atmosfer yaratmak i¢in mikroplagin kenar ve koselerindeki kuyucuklara 225 pl
distile su konulmustur. Ayrica mikroplak parafilm ile kaplanarak sivi kayb1 en aza
indirilmistir. Biyofilm olusumu i¢in dort giinliik inkiibasyon saglanmistir. Her test i¢in
negatif kontrol olarak kullanilan ve inokiiliim igermeyen biyofilm besiyerinden 200 ul
ti¢ ayr1 kuyucuga eklenmistir. Pozitif kontrol olarak M. fortuitum ATCC 6841 izolati
kullanilmigtir. Dordiincii giin sonunda mikroplak igerisindeki sivi dokiilmiistiir ve
ardindan adezyon gostermeyen bakterilerin ortamdan uzaklastirilmast i¢in her
kuyucuk 200 pl distile su ile iic kez yikama isleminden gecirilmistir. Daha sonra
kuyucuklara, %1 konsantrasyonda 200 pl kristal viyole eklenip 15 dk oda 1sisinda
inkiibe edilmistir (Sekil 3.2.). Mikroplak icerigi dokiilerek kristal viyolenin ortamdan
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uzaklagmasi saglandiktan sonra kalan boyanin uzaklastirilmasi icin test kuyucuklari
200 pl distile su ile ii¢ kez yikanmistir ve sonrasinda mikroplak oda 1sisinda kurumaya
birakilmistir. Ardindan 100 pl %95 etanol eklenmistir ve oda isisinda 15 dk
inkiibasyon saglanmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroplak 570 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda okutulmustur ve optik dansite (OD) degerleri

kaydedilmistir.

Sekil 3. 2. Kristal viyole eklenmis biyofilm mikroplagmin gériiniimii

3.7. Sanger Dizi Analizi

3.7.1. DNA izolasyonu

M. fortuitum izolatlarmm DNA izolasyonunun gergeklestirilmesinde
“GeneMATRIX Plant & Fungi Purification” kiti kullanilmistir. Bu amagla M.
fortuitum izolatlarimin Lowenstein-Jensen besiyerinde {iretilmis taze kiiltiirleri
kullanilmigtir. DNA izolasyonunda uygulanan basamaklar su sekildedir: Izolasyon
asamasimndan hemen Once spin-kolon membranmin nemlendirilmesi ve bu sekilde
DNA’nin daha kolay niifuz etmesini saglamak amaciyla spin-kolona 30 pl aktivasyon

tamponu P eklenmistir. Tki ml’lik mikrosantrifijj tiipiinde 6ze ile alman {ig-dort adet
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M. fortuitum kolonisi 400 pl lizis tamponu F ile ¢ozdiiriilmistiir. 3 ul RNAaz A ve 10
ul Proteinaz K eklenmistir. Karigim iyice vortekslendikten sonra 65°C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. 130 pul AC nedir tamponu eklenip iyice karistirildiktan sonra buz kalibi
iizerinde 5 dk bekletilmistir. 14.000 g’de 10 dk santrifiij uygulanmistir. Ust sividan
(supernatant) 400 ul alinarak yeni bir mikrosantrifiij tUpu icerisine (2ml’lik) transfer
edilmistir. Ardindan 350 pl Sol P tamponu ve 250 ul %96 etanol eklenmistir ve tiipiin
tyice karigmast saglanmistir. 12.000 g’de 1 dk santrifiij uygulanmstir. 600 pl {ist sivi
(supernatant) toplama tlpai icerisinde yer alan spin kolona eklenmistir. 11.000 g’de 1
dk santrifiij sonrasi toplama tiiptinde biriken s1v1 atilmistir. 500 pl PX yikama tamponu
eklenmistir, 11.000 g’de 1 dk santriflij yapilmistir ve toplama tiipiinde biriken sivi
atilmistir. (Yikama islemi bir kez daha tekrar edilmistir). Spin kolonun yikama
tamponundan armdirilmasi i¢in bir kez daha 11.000 g’de 1 dk santriflij yapilmistir ve
spin kolon yeni bir toplama tiipline yerlestirilmistir. 100 pl eliisyon tamponu
eklenmistir ve oda 1sisinda 2 dk inkiibe edilmistir. 11.000 g’de 1 dk santrifiyj
yapildiktan sonra spin-kolon atilmistir. Toplama tlipunde, elisyon tamponu igerisinde

izole edilen DNA 6rnegi PZR reaksiyonunda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.7.2. Hedef DNA’nin PZR ile Cogaltilmasi ve isaretlenmesi

Bu ¢aligmada, M. fortuitum izolatlarmda erm (39) gen varlig1 arastirilmistir. Bu
genin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizilerinin icerigi Tablo 3.1.’de verilmistir.
Primerlerin tasarlanmasinda Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for
Biotechnology Information=NCBI)’nde yer alan Primer-BLAST arac1 kullanilmustir.
M. fortuitum erm (39) (Gen Bankasi erisim numarasi: MK468780.1) kullanilarak
tasarlanan primerlerle yaklasik 649 b¢’lik bir bolgenin ¢ogaltilmasi amaglanmaistir. Bu
karigimlar Tablo 3.2.°de belirtilen miktarlarda mikrosantrifuj tupd igerisinde
karigtirildiktan sonra 3 pl DNA Ornegi eklenmistir ve distile su ile 35 pl’ye
tamamlanmistir. PZR reaksiyonunda “Solis Biodyne (Estonya) FIREPol” Taq
polimeraz enzimi kullanilmistir. PZR ¢alismasi, “Kyratec Thermocycler” termal

dongii cihazinda yapilmstur.
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Tablo 3. 1. erm (39) geninin PZR’de ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan ileri (forward=F)

ve ters (reverse=R) primer dizileri

erm39-F (5°—37) CATGAGAACGGCCAGAATTT

erm39-R (5’—37) GAATTCCGTTGGCAGACAG

Tablo 3. 2. PZR bilesenleri

Bilesen Stok Konsantrasyonu Reaksiyon Konsantrasyonu
PZR Tamponu 10 X 1X

MgCI2 25 mM 1,5 mM

dNTP Karisimi 20 mM 0,2 mM

Tleri Primer 10 pM 0,3 UM

Ters Primer 10 uM 0,3 uM

Taq DNA Polimeraz 5U/ul 2U

PZR reaksiyonu 95°C’de, 5 dk baslangi¢c denatiirasyonu ve ardindan 30
dongiiden olusacak sekilde programlanmistir. Her dongiide sirasiyla; 95°C’de 45 sn
denatiirasyon, 57°C’de 45 sn primer baglanmas1 (annealing), 72°C’de 60 sn uzama ve
72°C’de 5 dk son uzama basamaklar1 yer almistir. Ardindan sicaklik 4°C’ye diisiiriiliip

PZR reaksiyonu tamamlanmistir.

3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Uygulanmasi

PZR sonrasinda sentezlenen amplikonlarin goriintiilenmesi igin %1°lik agaroz
jel hazirlanmistir. Bu amagla, jel tepsisinin kenarlar1 bant ile kapatilmistir. Yiikleme
kuyucuklarmin olugsmasi i¢in tarak yerlestirilmistir. Tris Asetik Asit EDTA (50 X
konsantrasyonda) solisyonunun hazirlanmasi igin; 242 gr tris bazi tartilarak 57.1 ml
glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5M EDTA (pH=8) ile ¢oziilmiistiir ve distile su
eklenerek 1 litreye tamamlanmistir. Daha sonra, 50 X TAE, 1:50 oraninda seyretilerek

1 X TAE elde edilmistir. Bir gr agaroz hassas terazide tartildiktan sonra 100 ml 1 X
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TAE tamponu iginde ¢oziilmistiir. Ardindan, agaroz tamamen eriyene kadar 1siticida
isitilmistir. 45°C -50°C’ye kadar sogutulduktan sonra son konsantrasyon 0,5ug/mL
olacak sekilde etidyum bromir eklenmistir. Etidyum bromurin iyice karismasi
saglandi. Taraklarm 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel elektroforezi aparatina
jel dokiilmiistiir. Yirmi dk oda 1sisinda tutularak jelin katilagmasi saglandiktan sonra
taraklar ve bant yerinden ¢ikarilip aparat elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jelin
yiizeyini kaplayacak sekilde 1 X TAE tamponu eklenmistir. U¢ ul 6rnek 3 ul “Orange
G” yiikkleme tamponu ile karistirilarak jelin kuyucuklarina yiiklenmistir. Birinci
kuyucuga molekiiler agirlik standardi ytiklenmistir. Akim yOniiniin katottan anoda
dogru olmasi saglandiktan sonra 100 V akimda 60 dk ydritllerek UV 1siginda
goriintiilenmistir [156].

3.7.4. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR drinlerinin saflastirilmasi i¢in “MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up
System™ (AC-60005) ” saflastirma kiti kullanilmistir. Bu asamada PZR iiriinlerinden
tuz, dNTP, enzim, dimer ve primerler uzaklastirilmistir. Bu kit manyetik boncuklarla
manyetik alan olusturularak DNA {iriinlerinin baglanmasmni esas almaktadir.
Piirifikasyon agamasinda yer alan basamaklar su sekildedir: Kit kullanimdan 30 dk
once oda 1sisina getirilmistir. PZR Grlnlerinden 10 pl alinarak 2 ml’lik RNAaz-
DNAaz icermeyen tiiplere transfer edilmistir. TUplere 18 ul HighPrep™ reaktifi
eklenmistir ve iyice pipetlenerek karigtirilmistir. Oda 1sisinda 5 dk inkiibasyon
saglanmistir. Tipler 3 dk silireyle manyetik ayristirma cihazina yerlestirilmistir.
Manyetik boncuklara yapismis DNA 6rnegine dokunulmadan nazikge iistte kalan siv1
pipetlenerek atilmustir. Ikiyiiz pl %80 etanol eklenmistir ve 30 sn oda 1sisinda
bekletilmistir. Manyetik boncuklara yapigsmis DNA 6rnegine dokunulmadan nazikge
iistte kalan s1v1 pipetlenerek atilmistir. Bir kez daha 200 pl %80 etanol eklenmistir ve
30 sn oda 1sisinda bekletilmistir. Manyetik boncuklara yapismis DNA Ornegine
dokunulmadan nazikge iistte kalan sivi pipetlenerek atilmistir. Manyetik boncuklara
yapismis DNA 6rnekleri 15 dk oda 1sisinda bekletilerek kurumasi ve alkolden arinmasi

saglanmistir. Manyetik ayristirma cihazindan ¢ikarilan tiiplere 40 pl eliisyon tamponu
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eklenmistir ve birkag kez pipetlenerek iyice karigmasi saglanmistir. Tipler, 2 dk oda
isisinda inkiibe edilmistir. Tipler 3 dk siireyle manyetik ayristirma cihazma
yerlestirilmistir. Manyetik boncuklardan ayrisan eluat yeni tiiplere aktarilarak

numaralandirilmistir ve -20°C derin dondurucuda saklanmustir.

3.7.5. DNA Miktar Tayini

Bu amagla florometrik 6lgiim prensibiyle ¢alisan “iQuant dsDNA HS Assay”
kiti ve “Qubit 3.0 Fluorometer” cihazi kullanilmistir. Bir pl reaktif sollisyonu 199 pl
dilisyon tamponu ile 1:200 oraninda seyreltilerek calisma soliisyonu hazirlanmistir.
Her 6rnek i¢in 198 uL ¢alisma soliisyonu tiiplere aktarilmistir. Ardindan bu tiiplere 2
ul ornek eklenerek iyice vortekslenmistir ve sonrasinda oda 1sisinda 2 dk
bekletilmistir. Daha sonra “dSDNA high sensitivity” programi kullanilarak 6lgiim
yapilmistir.

3.7.6. Dizileme Reaksiyonu

Cift yonlii Sanger sekans analizi i¢in “ABI 3730XL " Sanger dizileme cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ve “BigDye Terminator v3.1 Cycle” dizileme
kiti kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). Dizileme reaksiyonu PZR
drtnlerinin dizilenmesi icin “BigDye Terminator v3.1” kiti kullanilmistir. PZR tirlini
ve Ozgul primerler, kit icerisinde yer alan Sequencing Buffer (5X)’a eklenerek
reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Bu karisimin igerisinde yer alan bilesenlerin miktar1
Tablo 3.3.te yer verilmistir. Bu karigim, ileri primer ve ters primerin ayri ayri yer

aldig1 iki ayr1 PZR tiipiinde (0.5 ml’lik) hazirlanmastir.

Tablo 3. 3. Dizileme reaksiyonu bilesenleri
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Bilesen Miktar

Bigdye Terminator v3.1 Kiti Hazir | 4 uL

Reaksiyon Karigimi

Sequencing Buffer 5X 4 uL
PZR Uriinii 2 uL
Primer 0,5 pL
Distile Su 9,5 uL
Reaksiyon Hacmi (Toplam) 20 pL

PZR tiipleri daha sonra termal dongii cihazma yerlestirilmistir. Termal dongii
reaksiyonunun programi Tablo 3.4.’te gosterildigi gibidir. 96°C’de, 1 dk baslangi¢
denatiirasyonu ve ardindan 25 dongiliden olusacak sekilde programlanmistir. Her
dongiide sirasiyla; 96°C’de 10 sn denatiirasyon, 50°C’de 5 sn primer baglanmasi
(=annealing), 60°C’de 4 dk uzama basamaklar1 yer almistir. PZR reaksiyon iiriinleri

4°C’de saklanmustir.

Tablo 3. 4. Sanger dizileme asamasinda yapilan PZR dongii kosullari

Dongii Basamag Sure Sicakhk

[k Denatiirasyon 1dk 96°C

Denaturasyon 10 sn 96°C

Baglanma 5sn 50°C 25 dongu
Uzama 4 dk 60°C

3.7.7. Dizileme Asamasi

Dizileme reaksiyonu sonrasinda olusan DNA iiriinlerinin icerdigi baz
dizilerinin sirasini belirlemek amaciyla dizileme yontemi uygulanmistir. Bu asamada
DNA fragmanlarindaki farkli bazlar1 farkli dalga boyunda boyayan floresan boyalar
kullamilmistir. “ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer” marka dizileme cihazma
yerlestirilen iirlinler, kisa siireli elektroforez ile katottan anoda ve kapiller sisteme
dogru tasinmistir. Kapillerde DNA materyali tarafindan bant olusumu ortaya ¢ikmistir

ve ardindan olusan bu bant ileri elektroforez ile molekiil agirlig1 ve yiikiine gore
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elektriksel alanda ayristirilmisti. DNA fragmanlar1 kapiller pencereden ilerlerken
argon-iyon lazer uyarimi ile floresan boyalar tarafindan 1s1ma olusturulmustur. Olusan
floresan 1s1klar spektrografiye odaklandirilmistir ve dalga boyuna gore ayrilarak ham
veri olusturulmustur. Bu ham veriler ile ABl PRISM® 310 veri toplama yazilim
programi ile farkli renklerin farkli dalga boylarina karsilik geldigi filtreler
olusturulmustur. Bu filtrelerde yer alan dort ¢esit renk (kirmizt: T, siyah: G, mavi: C,
yesil: A) olusturan floresan boyalara karsilik gelen bazlar “FinchTv versiyon 1.4”
yazilim programi kullanilarak kromatogram goriintiisii tamimlanmistir  [157].
Kromatogramdan elde edilen baz dizileri NCBI’de Temel Yerel Hizalama Arama
Araci (Basic Local Alignment Search Tool=BLAST) analizine tabi tutulmustur ve her
izolat icin elde edilen dizilerin hedef gene (erm (39)) ait olup olmadigi kontrol
edilmistir. “FinchTv versiyon 1.4” yazilim programindan elde edilen niikleotit dizileri
FASTA formatina doniistiiriilmiistiir. FASTA formatindaki diziler “MultAlin versiyon
5.4.1” yazillm programi kullanilarak hizalama islemi gergeklestirilmistir
[158]. “MEGA versiyon 11 yazilim programi kullanilarak elde edilen niikleotit
dizilerine karsilik gelen amino asit dizileri belirlenmistir [159]. Referans dizi olarak
M. fortuitum sub. fortuitum ATCC6841, DSM 46621, erm (39) (Gen Bankasi erigim
numarast: NG 047782) kullanilmustir.

3.7.8. istatistiksel Analiz Yontemleri

Siirekli degiskenleri (standart sapma, minimum, medyan, maksimum)
tanimlamak i¢in tanimlayici istatistikler kullanilmistir.

Normal dagilima uygunluk gdstermeyen iki siirekli degisken arasindaki iligkiyi
analiz etmek i¢in Spearman’s rho korelasyon analizi kullanilmistir. Bagimsiz ve
normal dagilima uygunluk gostermeyen iki degiskenin karsilagtirmas1 Mann Whitney
U testi ile yapilmustir. Kategorik degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla
Ki-Kare (ya da uygun yerlerde Fisher Exact test) kullanilmigtir. Normal dagilima
uymayan ikiden fazla gruba ait siirekli degiskenlerin karsilastirmasi Kruskal Wallis
testi ile yapilmistir. Bagimli ve normal dagilima uygun olmayan birden fazla strekli

degisken arasindaki degisim Friedman test, Post-Hoc analizleri ise bagimli ve normal
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dagilima uygun olmayan iki siirekli degisken arasindaki iligki i¢in Wilcoxon Signed
Rank test ile incelenmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir.
Analizler MedCalc Statistical Software version 12.7.7 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; http://www.medcalc.org; 2013) Programi kullanilarak
gerceklestirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Klaritromisin Duyarhhik Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasia 40 adet M. fortuitum izolat1 dahil edilmistir. Bu izolatlarin
klaritromisine karst duyarlilik ¢aligmasi, CLSI M24 rehberinin 6nerisi dogrultusunda
stv1 mikrodiliisyon ydntemi ile calisilmistir. Elde edilen MIiK degerleri CLSI M24S
rehberinde yer alan ve Tablo 4.1°de verilen sinir degerleri kullanilarak duyarli (S), orta
duyarli (I) ve direngli (R) olarak yorumlanmistir. Ureme kontrol kuyucugunda yeterli
iireme saptanmamasi durumunda test degerlendirilmemis ve tekrar edilmistir. Negatif
kontrolde (ireme belirtisi saptanmas1 durumunda kontaminasyon olarak kabul edilip
yeniden calisilmistir.

M. fortuitum izolatlarinin mikroplaga inokiilasyonu sonrasinda 48. saat, 72.
saat, 96. saat, 120. saat ve 14. gunlerde buyite¢ ve konkav ayna yardimi ile gorsel
olarak lireme kontrolii yapilmistir. 48. saatte tireme kontrol kuyucugunda yeterli tireme
saptanmadigi icin test degerlendirilememistir.

Calismamizda yer alan 40 M. fortuitum izolatinin tiimiinde, 72. saatte, tireme
kontrol kuyucugunda yeterli iireme saptandigindan dolayi, CLSI M24 rehberinin
onerisi dogrultusunda, 72. saatte okunan MiK degerleri esas almmustir.

72. saat, 96. saat, 120. saat ve 14. giinlerde yapilan okumalarda elde edilen
MIK sonuglar1 Tablo 4.2.’de yer almaktadir.

Tablo 4.3.’de M. fortuitum izolatlarmm kiimiilatif duyarlilik oranlari, Tablo
4.4.’te MIK50 ve MIK90 degerleri yer almaktadir.

Tablo 4. 1. Klaritromisin MIK sinir degerleri (ug/ml) [153]

<2 4 >8

Duyarli (S) Orta Duyarli (I) Direncli (R)
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Tablo 4. 2. MIK degerleri ve indiiklenebilir makrolid (iM) direnci durumu

Izolat no Klaritromisin MIK Degerleri (ug/ml)

72. saat | Sonug | 96. saat | Sonug | 120. saat | Sonug | 14. glin | Sonug
1 0,5 S 1 S 8 R 32 iM(+)
2 2 S 8 R 32 R 32 iM(+)
3 0,5 S 1 S 2 S 32 iM(+)
4 0,25 S 0,25 S 2 S 32 iM(+)
5 0,125 S 0,25 S 2 S 32 iM(+)
6 2 S 2 S 2 S 32 iM(+)
7 4 I 4 I 4 I 32 iM(-)
8 2 S 2 S 4 I 32 iM(+)
9 2 S 2 S 2 S 16 iM(+)
10 0,06 S 1 S 16 R 32 iM(+)
11 1 S 1 S 2 S 4 iM(-)
12 1 S 2 S 2 S 32 iM(+)
13 0,5 S 0,5 S 1 S 32 iM(+)
14 1 S 1 S 4 I 32 iM(+)
15 1 S 2 S 4 I 32 iM(+)
16 1 S 4 I 4 I 32 iM(+)
17 2 S 4 I 8 R 32 iM(+)
18 1 S 1 S 2 S 32 iM(+)
19 0,5 S 1 S 1 S 4 iM(-)
20 1 S 1 S 1 S 32 iM(+)
21 4 I 8 R 8 R 32 iM(-)
22 0,25 S 0,25 S 1 S 16 iM(+)
23 2 S 8 R 32 R 32 iM(+)
24 2 S 8 R 16 R 32 iM(+)
25 0,5 S 8 R 16 R 32 iM(+)
26 1 S 2 S 8 R 16 iM(+)
27 0,06 S 0,06 S 0,12 S 4 iM(-)
28 0,06 S 0,12 S 0,12 S 0,5 iM(-)
29 0,06 S 0,06 S 0,12 S 0,5 iM(-)
30 0,25 S 1 S 2 S 16 iM(+)
31 0,12 S 0,5 S 2 S 8 iM(+)
32 0,25 S 0,5 S 1 S 4 IM(-)
33 0,5 S 1 S 1 S 4 IM(-)
34 0,06 S 0,25 S 0,5 S 2 IM(-)
35 0,12 S 0,5 S 4 I 16 iM(+)
36 0,12 S 1 S 2 S 8 iM(+)
37 0,06 S 0,06 S 0,06 S 0,25 | iM(-)
38 0,12 S 0,5 S 0,5 S 1 iM(-)
39 0,06 S 0,25 S 0,25 S 2 iM(-)
40 0,12 S 0,5 S 1 S 4 iM(-)
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Tablo 4. 3. M. fortuitum izolatlarinm kiimiilatif duyarlilik oranlari

72. saat 96. saat 120. saat
S | R S | R S | R
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | ()
M. fortuitum | 95 5 0 80 7.5 125 | 625 | 15 | 225
(n:40)

S:duyarls; I: orta duyarli; R: direncli

Tablo 4. 4. M. fortuitum izolatlarmin MiK50 ve MIK90 degerleri (ug/ml)

72. saat 96. saat 120. saat
MIK50 | MiK90 | MIK50 | MIK90 | MIK50 | MIK90
M. fortuitum 0,5 2 1 8 2 16
(n:40)
M. fortuitum izolatlarmmn  klaritromisin ~ duyarlilik profilleri

degerlendirildiginde, 72. saatte izolatlarm %95’1 (38/40) duyarli (S) ve %5’1 orta
duyarli (I) olarak raporlanmis olup direngli izolat saptanmamastir.

96. saatte yapilan okumalarda izolatlarm %80°1 duyarli (S), %7.5’1 (3/40) orta
duyarli (I) %12.5°1 (5/40) direncli (R) olarak raporlanmstir.

120. saatte yapilan okumalarda izolatlarin %62.5’1 duyarl (S), %15°1 (6/40)
orta duyarli (I), %22.5°1 (9/40) direngli (R) olarak raporlanmustir.

[zolatlarin inkiibasyonu 14. giine uzatilarak iM direnci arastirilmugtir. 72. saatte
duyarli (MIK: <2 pg/ml) 14. giinde direngli (MIK: >8 ug/ml) saptanan izolatlar iM(+)
olarak raporlanmistir. Buna gore; izolatlarin %65°1 (26/40) iIM(+) , %35’1 (14/40)

iIM(-) olarak raporlanmistir.
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4.2. Biyofilm Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Her izolat i¢in hazirlanan bakteri ¢dzeltisi li¢ ayr1 kuyucuga eklenmistir ve elde
edilen ti¢ OD degerinin (OD 1, OD_2, OD_3) ortalamasi (OD_ORT) hesaplanmustur.
ODc degerinin hesaplanmasi i¢in (Negatif Kontrol_OD_ORT + 3X Negatif Kontrol
OD_Standard Sapma) formiilii kullanilmistir. Tablo 4.5.’te yer alan, Stepanovic ve
arkadaslarinin 6nerdigi formiil kullanilarak her izolatin OD_ORT degeri ODc degeri
ile karsilastirildiktan sonra elde edilen sonuclar biyofilm “negatif”, “zayif biyofilm
pozitif’, “orta biyofilm pozitif” ve “gliclii biyofilm pozitif” olarak yorumlanmistir
[160].

Tablo 4. 5. Biyofilm yorumlanmasinda kullanilan formiil [160]

Formdal Biyofilm Yorumu
OD_ORT<ODc Negatif
ODc<OD_ORT<20Dc Zayif Biyofilm Pozitif
20Dc<OD_ORT<40Dc Orta Biyofilm Pozitif
40Dc<OD_ORT Guclu Biyofilm Pozitif

Tiim izolatlar biyofilm pozitif (%100) bulunmustur. Bu formiile gére biyofilm
negatif ve giiclii biyofilm pozitif izolat saptanmazken iki izolat (%5) “orta biyofilm

pozitif”, 38 izolat (%95) “zayif biyofilm pozitif” olarak rapor edilmistir (Tablo 4.6)
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Tablo 4. 6. Biyofilm ¢alismasinda elde edilen optik dansite (OD) degerleri ve

yorumlanmasi
izolat No oD 1 oD 2 oD 3 OD_ORT YORUM
1 0,06 0,05 0,05 0,05333333 ZAYIF
2 0,051 0,053 0,051 0,05166667 ZAYIF
3 0,062 0,054 0,054 0,05666667 ZAYIF
4 0,059 0,065 0,065 0,063 ZAYIF
5 0,101 0,076 0,092 0,09 ORTA
6 0,047 0,047 0,048 0,04733333 ZAYIF
7 0,043 0,055 0,056 0,05133333 ZAYIF
8 0,064 0,055 0,053 0,05733333 ZAYIF
9 0,075 0,07 0,052 0,06566667 ZAYIF
10 0,058 0,055 0,047 0,05333333 ZAYIF
11 0,051 0,051 0,051 0,051 ZAYIF
12 0,07 0,066 0,064 0,06666667 ZAYIF
13 0,089 0,107 0,076 0,09066667 ORTA
14 0,054 0,048 0,054 0,052 ZAYIF
15 0,069 0,055 0,054 0,05933333 ZAYIF
16 0,056 0,053 0,049 0,05266667 ZAYIF
17 0,053 0,066 0,054 0,05766667 ZAYIF
18 0,048 0,047 0,061 0,052 ZAYIF
19 0,048 0,049 0,048 0,04833333 ZAYIF
20 0,068 0,06 0,059 0,06233333 ZAYIF
21 0,056 0,067 0,056 0,05966667 ZAYIF
22 0,071 0,076 0,066 0,071 ZAYIF
23 0,065 0,08 0,059 0,068 ZAYIF
24 0,056 0,055 0,057 0,056 ZAYIF
25 0,05 0,057 0,051 0,05266667 ZAYIF
26 0,047 0,059 0,048 0,05133333 ZAYIF
27 0,054 0,058 0,049 0,05366667 ZAYIF
28 0,051 0,048 0,045 0,048 ZAYIF
29 0,051 0,053 0,052 0,052 ZAYIF
30 0,065 0,066 0,062 0,06433333 ZAYIF
31 0,056 0,047 0,065 0,056 ZAYIF
32 0,051 0,049 0,049 0,04966667 ZAYIF
33 0,081 0,061 0,065 0,069 ZAYIF
34 0,074 0,108 0,082 0,088 ZAYIF
35 0,047 0,055 0,05 0,05066667 ZAYIF
36 0,049 0,048 0,066 0,05433333 ZAYIF
37 0,047 0,049 0,058 0,05133333 ZAYIF
38 0,063 0,052 0,068 0,061 ZAYIF
39 0,056 0,052 0,046 0,05133333 ZAYIF
40 0,053 0,049 0,043 0,04833333 ZAYIF
Negatif Kontrol 0,043 0,043 0,044 0,04333333
Pozitif Kontrol 0,135 0,129 0,143 0,13566667
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4.3. PZR Sonuclarmin Degerlendirilmesi

M. fortuitum izolatlarinda erm (39) geninin varhigi PZR ile arastirilmustir. Kirk
M. fortuitum izolatmm tamamimda erm (39) geni saptanmistir. Sekil 4.1.°de M.
fortuitum izolatlarinda jel elektroforezi sonrasinda UV 1sik altinda elde edilen bant

goriintiileri yer almaktadir.

Sekil 4. 1. 1-5: 2-4-5-13-40 numaral1 izolatlarin PZR iiriinleri; 6: pozitif kontrol;

7: molekiiler agirlik standardi; 8: negatif kontrol
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4.4. Sanger Dizi Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kirk M. fortuitum izolatina PZR’de saptanan erm (39) geninde mutasyon
varliginin aragtirilmasi amaciyla Sanger dizi analizi uygulanmistir. Referans dizi
olarak M. fortuitum alt tir fortuitum ATCC6841, DSM 46621, erm (39) (Gen Bankasi1
erisim numarast: NG_047782, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM
=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blasthome) kullanilmistir. Her
izolat i¢in elde edilen Sanger dizisi, hizalama isleminden sonra referans dizi ile
karsilagtirilarak niikleotit ve amino asit degisimleri belirlenmistir (Tablo 4.7.). Sekil
4.2.’de izolat 2’ye ait niikleotit degisimi gosterilmistir. . Sekil 4.3.’te ise izolat 2 ve
izolat 16’ya ait aminoasit degisiklikleri gosterilmistir. Tablo 4.8 ve 4.9, sirastyla iM(+)
ve iM(-) izolatlarda saptanan niikleotit ve aminoasit degisikliklerini gostermektedir.

TTccrTececoeaeTABlcGeaegecTagceccCcao

1-0-0-p-5-0-0-0-0-0-0% 1}
T T CCTGC G GT ABIC
Izolat 2
\ A ! g
Pllull || ||I{ II| N |l ll
' &' &

Sekil 4. 2. [zolat 2, 258. pozisyonda tek niikleotit degisimi (C—T) (Gériintii FinchTv

versiyon 1.4 yazilim programindan alinmistir.)
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Sekil 4. 3. [zolat 2 ve izolat 16, 120. kodon prolin— serin amino asit degisikligi

(Goruntu, MEGA versiyon 11 yazilim programindan alinmustir.)
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Tablo 4. 7. Izolatlarin klaritromisin duyarlilik sonuglar1 ve saptanan niikleotit ve

amino asit degisiklikleri

izolatno | 72 saat |96.saat |120.saat |14.giin |Niikleotit ve amino asit degisikligi
1 S S R iM(+) -
358 (C—T), 572 (T—C), 594 (G—A),
120. Kodon prolin—serin), 191. kodon
2 S R R iM(+) (fenilalanin—serin)
3 S S S iM(+) -
4 S S S iM(+) -
5 S S S iM(+) -
6 S S S iM(+) -
7 I | | iM(-) -
8 S S | iM(+) -
9 S S S iM(+) -
10 S S R iM(+) -
11 S S S iM(-) -
12 S S S iM(+) -
13 S S S iM(+) -
14 S S | iM(+) -
15 S S I iM(+) -
358 (C—T)/ 120. kodon (prolin—serin),
16 S | | iM(+) 191. kodon (fenilalanin—serin)
17 S | R iM(+) 201 (G—C)
18 S S S iM(+) -
19 S S S iM(-) -
20 S S S iM(+) -
21 I R R iM(-) -
22 S S S iM(+) -
23 S R R iM(+) | 298 (T—G)/100. kodon (sistein—glisin)
24 S R R iM(+) -
25 S R R iM(+) -
26 S S R iM(+) -
27 S S S iM(-) 201 (G—C)
464 (C—T), 664 (T—C), 670 (G—A),
719 (G—A)/ 155. kodon (prolin—16sin),
222. kodon (serin—prolin), 224. kodon
(valin—1izolosin), 240. kodon
28 S S S iM(-) (glisin—aspartat)
464 (C—T), 306-307 (TG—AC), 494
(T—C), 670 (G—A), 719 (G—A)/ 155.
kodon (prolin—16sin), 159. kodon
(valin—aspartat), 222. kodon
(serin—prolin), 224. kodon
(valin—izoldsin), 240. kodon
29 S S S iM(-) (glisin—aspartat)

46




30 S S S iM(+)
31 S S S iM(+) | 495 (G—T) )/ 152. kodon (arjinin—18sin)
32 S S S iM(-)
33 S S S iM(-)
34 S S S iM(-)
295 (C—A), 464 (C—T) )/ 99. kodon
(prolin— treonin), 155. kodon
35 S S | iM(+) (prolin—16sin)
36 S S S iM(+)
37 S S S iM(-)
451 (G—T) )/ 151. kodon
38 S S S iM(-) (aspartat—tirozin)
39 S S S iM(-)
40 S S S iM(-)

Tablo 4. 8. iIM(+) izolatlarda saptanan niikleotit ve amino asit degisimleri

Izolat No Niikleotit ve Amino Asit Degisimi
2 358 (C—T), 572 (T—C), 594 (G—A), 120. kodon (prolin—serin), 191.
kodon (fenilalanin—serin)
16 358 (C—T)/ 120. kodon (prolin—serin), 191. kodon (fenilalanin—serin)
17 201 (G—C)
23 298 (T—G)/100. kodon (sistein—glisin)
31 455 (G—T) )/ 152. kodon (arjinin—16sin)
35 295 (C—A), 464 (C—T) )/ 99. kodon (prolin— treonin), 155. kodon

(prolin—16sin),
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Tablo 4. 9. iIM(-) izolatlarda saptanan niikleotit ve amino asit degisimi

Izolat No Niikleotit ve Amino Asit Degisimi
27 201 (G—C)
28 464 (C—T), 664 (T—C), 670 (G—A), 719 (G—A)/ 155. kodon

(prolin—16sin), 222. kodon (serin—prolin), 224. kodon (valin—izoldsin),

240. kodon (glisin—aspartat)

29 464 (C—T), 306-307 (TG—AC), 494 (T—C), 670 (G—A), 719 (G—A)/
155. kodon (prolin—16sin), 159. kodon (valin—aspartat), 222. kodon
(serin—prolin), 224. kodon (valin—izoldsin), 240. kodon
(glisin—aspartat)

38 451 (G—T) )/ 151. kodon (aspartat—tirozin)

4.5. Istatistiksel Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tablo 4. 10. Parametrelerin Dagilimlari

GeoOrt.
Med. (Min.-Maks.)
MIiK_72.saat 0.42
0.5- (0.06-4)
MIK_96.saat 0.93
1- (0.06-8)
MIK_120.saat 1.99
2- (0.06-32)
MiK_14.giin 11.51
32- (0.25-32)

Ort.+SS
Med. (Min.-Maks.)

oD 1 0.06+0.01
0.06- (0.04-0.1)
OD 2 0.06£0.01
0.06- (0.05-0.11)
OD_3 0.06£0.01
0.05- (0.04-0.09)
OD_ort 0.06:0.01
0.05- (0.05-0.09)
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N %

Yorum 72. saat | 2 5.0%
S 38 95.0%

Yorum 96. saat | 3 7.5%
R 5 12.5%

S 32 80.0%

Yorum 120. saat | 6 15.0%
R 9 22.5%

S 25 62.5%

Yorum 14.gun iM () 14 35.0%
iM (+) 26 65.0%

OD_yorum Orta 2 5.0%
Zayif 38 95.0%

Tablo 4. 11. Post-hoc ikili karsilastirmalar

72.5saat-96.saat 72.saat-120.saat 96.saat-
120.saat

MiK p <0.001 <0.001 <0.001

Wilcoxon Test

Post-hoc ikili karsilagtirmalara gore tiim ikili dlgiimler arasinda istatistiksel anlamli

farklilik vardir (p<0,008 Bonferroni diizeltmesi). (Tablo 4.11.)
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Ortalama
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00

MiK_T72saat MIiK_

Sekil 4. 4. Farkli zamanlarda elde edilen MIK degerlerinin ortalamasi (72. saat, 96.

saat, 120. saat, 14. giin)

96saat

MiK_120saat

MIiK_14gun

Elde edilen MiK degerlerinin ortalamasi 72. saatten 14. giine dogru artis

gostermektedir. (Sekil 4.4.)

Tablo 4. 12. OD ve MIK Karsilastirmalari

OD ort
r p
MIK 72.saat 0.095 0.561
MIK 96.saat 0.038 0.815
MIiK 120.saat 0.036 0.825
MiK 14.giin 0.280 0.080

Spearman’s rho korelasyon

OD ortalamast ve MIK olgiimleri arasinda istatistiksel anlamli korelasyon

bulunmamistir (p>0,05). (Tablo 4.12.)
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Tablo 4. 13. Farkli giinlerde MIK sonuglar1 ile OD yorumlarmimn karsilastiriimasi

OD_yorum
Orta Zayif
N % N % p
Yorum 72. saat | 0 0.0% 2 5.3% 1.000
S 2 100.0% 36 94.7% '
Yorum 96. saat | 0 0.0% 3 7.9%
R 0 0.0% 5 13.2%  1.000
S 2 100.0% 30 78.9%
Yorum 120. | 0 0.0% 6 15.8%
saat R 0 0.0% 9 23.7%  1.000
S 2 100.0% 23 60.5%
Yorum 14.gin  iM (-) 0 0.0% 14 36.8% 0.533
iM (+) 2 100.0% 24 63.2% '

Fisher’s Exact test

OD yorumlari ile MIK sonuglar1 arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmamistir

(p>0,05). (Tablo 4.13.)
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Tablo 4. 14. Farkli zamanlardaki MIK sonuglarinin OD degerleriyle karsilastirilmasi

OD ort
Ort.+SS p
Med. (Min.-Maks.)
Yorum 72. Saat | 0.06+0.01
0.06- (0.05-0.06)
S 0.06+0.01
0.05- (0.05-0.09)
Yorum 96. Saat | 0.05+0
0.05- (0.05-0.06)
R 0.06+0.01
0.06- (0.05-0.07)
S 0.06+0.01
0.05- (0.05-0.09)
Yorum 120. Saat | 0.05+0
0.05- (0.05-0.06)
R 0.06+0.01
0.05- (0.05-0.07)
S 0.06+0.01
0.06- (0.05-0.09)
Yorum 14.gln iM (-) 0.055+0.01
0.05- (0.05-0.09)
iM (+) 0.059+0.01
0.06- (0.05-0.09)
Mann-Whitney U test!, Kruskal Wallis test?

0.8281

0.8132

0.6312

0.039!

14. giine gore OD_ort dagihim acisindan istatistiksel anlamh farkhhk vardir
(p<0,05). iM (+) olanlarin OD_ort medyan degeri daha yiiksektir. (Tablo 4.14.)
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5. TARTISMA

Hizli tireyen TDM tiirlerinden biri olan M. fortuitum, deri enfeksiyonlarindan
yaygin enfeksiyonlara kadar ¢esitli hastaliklara yol agabilmektedir. Makrolid grubu
antibiyotiklerden biri olan klaritromisin, TDM tiirlerine bagl gelisen enfeksiyonlarin
tedavisinde siklikla tercih edilmektedir [161]. TDM turlerinde in vitro antimikrobiyal
duyarlilik testleri, heniiz tam olarak valide edilmemis olsa da uygun antibiyotik segimi
ve tedavinin etkinligi bakimindan 6nemlidir. Uzun tedavi siiresinin gerektigi ve yeterli
klinik basarinin saglanamadigi durumlarda klinisyenler i¢in antimikrobiyal duyarlilik
profilini bilmek yol gosterici olmaktadir [162].

Bu tez calismasinda, 40 M. fortuitum izolatinda sivi mikrodiliisyon yontemi ile
klaritromisin duyarlilik testi calisilmistir. Inkiibasyonu takip eden 72. , 96. ve 120.
saatlerde MiK okumalar1 yapilmis olup direngli izolat oranlar1 sirastyla %0, %12.5 ve
%22.5 olarak bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda, inkiibasyonun 14. giiniinde MIK
degerleri okunarak iM direnci varligi arastirilmis olup izolatlarmm %65°1 iM(+)
bulunmustur.

Literatirde M. fortuitum izolatlarinm klaritromisin duyarlihg: ile ilgili az
sayida ¢alisma yer almaktadir. Calismamizda, literatiirdeki bir¢ok ¢aligmadan farkli
olarak inkiibasyonun 72. saatindeki MIK degerlerine ek olarak 96. ve 120.
saatlerindeki MIK sonuclar1 da kaydedilmistir. CLSI-M24 rehberinin 0Onerisi
dogrultusunda, hizli iireyen TDM tiirlerinde, MIK okumalar1 inkiibasyonun ikinci ve
besinci giinleri arasinda yapilmalidir. MIK okumalarinda iireme kontrol kuyucugunda
bulaniklik ve/veya hiicre ¢okeltisi goriilmesi lireme belirtisi olarak kabul edilmelidir.
Ureme kontrol kuyucugunda yeterli {ireme ise en az 2+ yogunlukta iireme olmasi
seklinde tanimlanmaktadir. 48. saatte yapilan okumalarda tireme kontrol kuyucugunda
yeterli iireme olmasi durumunda test degerlendirmeye almarak MIK degerleri
kaydedilir. 48. saatte {ireme olmamasi durumunda MiK okumalar1 inkiibasyon siiresi
uzatilarak 72. saatte degerlendirilmelidir. Ureme kontrol kuyucugunda yeterli {ireme
saptanmamast durumunda sonuglar inkiibasyonun 96. ve 120. saatinde
degerlendirilmelidir. 120. saatte iireme kontrol kuyucugunda yeterli {ireme

saptanmamasi durumunda testin tekrar edilmesi onerilmektedir [11].
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Ozellikle M. fortuitum tiiriiniin de i¢inde yer aldig1 hizli iireyen TDM’ler igin
MIK okumalarmin, inkiibasyonun 48. saatinde yapilmasmnin faydali olabilecegi
bildirilse de bizim ¢alismamizda, 48. saatte higbir izolatta yeterli tireme
saptanmadigindan degerlendirme yapilamamustir. CLSI-M24 rehberinde MIK
okumalarmin, inkiibasyonun ikinci ve besinci glinleri arasinda, iireme kontrol
kuyucugunda tiremenin saptandigi ilk giinde degerlendirilmesi Onerisi gbz Online
almdiginda, ¢caligmamizda yer alan tiim izolatlar i¢in iireme kontrol kuyucugunda en
erken 72. saatte yeterli Greme saptandigindan dolayr 72. saatte elde edilen MIK
degerleri ve direng oranlar1 esas alinmistir.

Calismamizda, 72. saate ek olarak inkiibasyonun 96. ve 120. saatlerinde de
MIK degerlerini okuyarak farkli zamanlardaki okumalarin ne &lgiide degiskenlik
gosterdigini dgrenmeyi amagladik. Bu amacla, 72. saat, 96. saat, 120. saat MIK
degerlerini kullanarak Wilcoxon testi ile yaptigimiz post-hoc ikili karsilastirmalarin
tuminde (72. saat-96. saat, 72. saat 120. saat, 96. saat-120 saat), istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmustur. (p<0,008). Hizl1 iireyen TDM tiirlerinde, klaritromisin MIK
degerlerinin inkiibasyonun 14. gunlinde, iM direncinin degerlendirilmesi amaciyla
okunabilecegi bildirilmektedir. [163]. Amerikan Toraks Dernegi’nin verilerine gore
M. fortuitum izolatlarinin %80’i klaritromisine duyarhdir [12].

Literatiirde yer alan ¢alismalarda M. fortuitum izolatlarmda farkli klaritromisin
duyarlilik oranlar1 bildirilmistir. M. fortuitum izolatlarmmin duyarlilik oranlari,
amikasin (%100), siprofloksasin (%100), imipenem (%2100), klaritromisin (%80),
sefoksitin (%50), doksisiklin (%50) olarak bildirilmistir [146]. Ornegin Santos ve
arkadaglarmm Brezilya’da 75 adet klinik M. fortuitum izolatinda yapilan bir
calismada, yiiksek kinolon direnci (ofloksasin: %21.4) bulunurken izolatlarin tamami
(%100) trimetoprim-siilfometaksazole direngli bulunmustur [33, 152]. Kamada ve
arkadaglarmim Japonya’da 85 adet M. fortuitum izolat1 {izerinde yapilan bir caligmada
ise siprofloksasin direnci %94, moksifloksasin direnci %89 olarak bulunmustur [33].

Kim ve arkadaglarinin, Giiney Kore’de, 44 M. fortuitum izolat1 ile yaptiklari
bir Klaritromisin mikrodiliisyon duyarlilik ¢aligmasinda, 3. giinde yapilan okumalarda,
klaritromisine diren¢li izolat oram1 %11.3 (5/44) olarak saptanirken bizim

caligmamizda 3. giinde yapilan okumalarda klaritromisine direngli izolat
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saptanmamigtir. Kim ve arkadaglar1 ayrica inkiibasyonun 14. giinliinde yaptiklar1
okumalarda, izolatlarn %87’sinde (37/44) iM pozitifligi saptamiglardir. Bizim
calismamizda ise iM orani (%65), Kim ve arkadaglarinin ¢aligmasindan daha diisiik
bulunmustur [164]. Japonya’da, 509 TDM izolatinda yapilan bir ¢alismada 85 M.
fortuitum izolatinin %70’i klaritromisine direngli olarak bildirilmis olup bu direng
orani bizim ¢aligmamizdaki direng oranlarindan daha yiiksektir. Bu ¢alismada, 3. , 4.
ve 5. giinlerde yapilan okumalar erken okuma zamani olarak tanimlanmis olup geg
okuma zamani olarak tanimlanan 14. giinde yapilan okumalarda iM oranm1 %99 olarak
oldukga yiiksek rapor edilmistir [33]. Japonya’dan bildirilen baska bir ¢alismada ise,
Hatakeyama ve arkadaslari, TDM tiirlerinden 9 M. fortuitum, 13 M. abscessus ve 12
M. chelonae’nin klaritromisin duyarliliklarini sirasiyla %0, %62 ve %2100 olarak
bildirmislerdir [165]. Aono ve arkadaslarmin Japonya’da yaptiklar1 bir ¢aligmada, 43
M. fortuitum izolatinin tamami (%100) klaritromisine direngli raporlanmistir [166].
Hatakeyama ve arkadaslarinin calismasiyla Kamada ve arkadaslarinin ¢aligmalari
Japonya’daki M. fortuitum izolatlarmin ¢ok yiiksek oranlarda klaritromisin direncine
sahip oldugunu gostermektedir [33, 165]. Cin’den bildirilen, 17 M. fortuitum izolatinin
dahil edildigi bir caligmada, izolatlarin %94’ (16/17) klaritromisine direncgli
saptanmustir. Fu ve arkadaslarinin Cin’de yaptiklari bir ¢alismada, 3. giinde yapilan
okumalarda, 9 M. fortuitum izolatinin 7’sinde (%77.8) klaritromisin direnci
saptanmustir [167]. Cin’den bildirilen baska bir ¢alismada ise Zhang ve arkadaslari, 51
M. fortuitum izolatinin %76.5’ini (39/51) klaritromisine direngli olarak saptamislardir
[168]. Kore’de, Lee ve arkadaslarmin yaptiklari bir calismada 55 M. fortuitum izolat1
icin 3. giinde yapilan MIK okumalarinda klaritromisin duyarlilik oranlar1 %84 duyarl
, %9 orta duyarli , %7 direngli olarak bulunmustur [169]. Bu ¢alismada M. fortuitum
izolatlarinmin klaritromisin direng¢ orani ¢alismamizla benzerlik gdstermektedir [33,
167, 169]. Hershko ve arkadaslarinim Israil’de yaptiklar1 bir ¢alismada, klaritromisinin
hizli iireyen TDM tiirlerindeki antimikrobiyal etkinliginin amikasin ve linezolide
kiyasla daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada, hizli tireyen TDM tiirlerinden
M. fortuitum, M. abscessus ve M. chelonae’nin klaritromisin duyarliliklar: sirasiyla
%28, %39 ve %94 olarak bildirilmis olup klaritromisine en az duyarli TDM tiirii M.
fortuitum olarak 6ne g¢ikmaktadir [170]. Endonezya’da, 48 M. fortuitum izolat:
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iizerinde yapilan bir calismada, izolatlarn %18.8’1 “duyarli”, %81.2°si “duyarh
olmayan” seklinde rapor edilmistir. Bu ¢alismadaki direng oranlar1 bizim
calismamizdan daha yiiksek olup MiK okumalarinm sadece yedinci giinde yapilmasi
ve katyon ayarli Mueller-Hinton besiyeri yerine Middlebrook 7H9 kullanilmasi
yoniiyle yontemsel farkliliklar bulunmaktadir [171]. Ispanya’da, Esteban ve
arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada ise klaritromisine duyarlhi M. fortuitum
izolatlarinmn oran1 %52.8 olarak bildirilmistir [172]. Tiirkiye’de, Ozkaratas ve
arkadaslarinm, 35 M. fortuitum izolatinda, erken degerlendirme zamani (3.-5. ginler)
ve gec degerlendirme zamani (14. giin) olarak iki farkli zamanda degerlendirme
yaptiklar1 klaritromisin duyarlilik g¢alismasinda; erken degerlendirme zamaninda
izolatlarin %50’s1 orta duyarli olarak bildirilirken %32.35°1 duyarli, %17.65°1 ise
direncli olarak bulunmustur [173]. Literaturdeki verilere gére TDM tirleri icerisinde
klaritromisin duyarlilig1 agisindan karsilastirma yapildiginda, M. fortuitum tlrdndin;
M. abscessus ve M. chelonae’ye gore daha diisiik duyarliliga sahip oldugunu bildiren
caligmalar vardir [33, 165, 174]. Ancak hizli ireyen TDM tiirleri igerisinde genel
duyarlilik profili bakimindan, M. fortuitum’un M. abscessus ve M. chelonae’ye gore
daha az direncli bir tir oldugu kabul edilmektedir [174]. Cavusoglu ve arkadaslar1
tarafindan 25 adet hizli iireyen TDM tiirlinde yapilan duyarlhilik caligmasinda, M.
fortuitum izolatlarinin %83.3’t (5/6) klaritromisine duyarli bulunmustur. Bu oran,
bizim caligmamizda bildirilen 96. saatteki duyarh izolat oranmi1 (%80) ile benzerlik
gostermektedir. Hindistan’dan bildirilen bir ¢alismada, 30 M. fortuitum izolatinin
tamami (%100) klaritromisine duyarli bulunmustur [161]. Diinyanin farkli
bolgelerinden farkli diren¢ oranlarmin bildirilmesi, M. fortuitum izolatlarinin
klaritromisin duyarhililigimnin belirlenmesinde cografik dagilimin 6nemli bir faktor
oldugunu diisiindiirmektedir. Calismamiz, Tiirkiye’deki M. fortuitum izolatlarmin
giincel klaritromisin duyarlilik profili verilerine katki saglamasi bakimindan literatiire
onemli bilgiler kazandirdigini diisliniiyoruz.

Mikobakterilerin, ¢esitli yilizeylere tutunarak biyofilm olusturabildikleri ve
duyarli konakta enfeksiyona yol agabildikleri gosterilmistir. Biyofilm olusturan
mikobakterilerden biri olan M. fortuitum’un, Gzellikle su kaynaklarinda ve tibbi

cihazlarda kolonize olabildigi ve antibiyotiklere direncli ciddi enfeksiyonlara neden
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olabildigi bildirilmistir [175]. Nazokomiyal enfeksiyonlarin yaklasik olarak %80°i
biyofilm olusturabilen bakterilerle iligkilendirilmektedir [176]. M. fortuitum’un
biyofilm olusumu ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida kaynak yer almaktadir.
Mikobakteriyel biyofilmlerin daha yiiksek duzeyde antibiyotik direncine sahip
olduklar1 bildirilmistir [113, 155]. M. fortuitum enfeksiyonlarinda biyofilm
olusumunun 6nemli bir faktoér oldugu bildirilmistir. Biyofilmin hastane ortamlarindan
uzaklastirilmasi oldukga gii¢ oldugundan, M. fortuitum, hastane ortamindan eradike
edilmesi oldukca zor bir ajan olarak tanimlanmustir [176]. Dolayisiyla, M. fortuitum 'da
biyofilm olusumu ile iligkili etmenlerin tanimlanmasi ve biyofilm olusumunu 6nleyici
stratejilerin gelistirilmesi, biyofilm enfeksiyonlariyla daha etkin miicadele edilmesini
saglayacaktir [155].

Bizim ¢alismamizda, biyofilm olusumu test edilen 40 M. fortuitum izolat1
icerisinde iki izolat “orta biyofilm pozitif”, diger izolatlar ise “zayif biyofilm pozitif”
olarak saptanmistir ve klaritromisin duyarliligi ile biyofilm olusumu arasinda
hipotezimizde yer alan negatif korelasyon saptanamamistir. Ancak, klaritromisin
direncinde esas olarak dikkate alimmasi gereken, yiiksek biyofilm pozitifligidir.
Calismamizda, yiiksek biyofilm pozitif izolat saptanmamistir. Biyofilm olusumunun
test edilmesi amaciyla 96 kuyucuklu, polistren, diz tabanli mikroplaklar
kullanilmustir. Polistren yapida mikroplak kullanilmasinm nedeni ucuz ve hidrofobik
olmasidir [177]. Biyofilm olusumunun uyarilmasini saglamak amaciyla biyofilm
besiyeri olarak secilen Middlebrook 7H9 besiyerine Tween-80 eklenmistir [155].
Sharma ve arkadaslari, Tween-80°nin, mikobakterilerin biyofilm olusumunda uyarici
bir etkiye sahip oldugunu bildirirlerken bunun aksine Xiang ve arkadaslari, Tween-
80’nin mikobakteriyel biyofilmler (zerinde inhibe edici etkiye sahip oldugunu
bildirmiglerdir [155, 178]. Bizim ¢alismamizda biyofilm olusumunun test edilmesi i¢in
ekim yapilan mikroplak, 35°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Hizli iireyen TDM
turlerinde biyofilm testinin, 30°C, 35°C ve 37°C olarak farkli sicakliklarda
yapilabilecegi bildirilmistir [175, 179, 180]. Calismamizda biyofilm olusumu dinamik
kosullarda gerceklestirilmis olup, biyofilm olusumunun uyarilmasi amaciyla
mikroplak, 1siticili calkalayict ile calkalanmigtir. Biyofilm testiyle yapilan

calismalarda, ¢alismacilardan bazilar1 statik yontemi tercih ederken bazilar1 dinamik
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yontemi kullanmiglardir [155, 181]. Sharma ve arkadaglari, M. fortuitum’un,
inkiibasyonun 4. giiniinde biyofilmin maksimum diizeye ulastigmi bildirmislerdir.
Calismamizda, Sharma ve arkadaglarinin 6nerisi dogrutusunda biyofilm okumalari
inkiibasyonun 4. giinlinde gerceklestirilmistir. Sharma ve arkadaglarmin
caligmalarindan farkl olarak, caligmamizda inkiibasyonun farkli giinlerinde biyofilm
olusumu degerlendirilmemistir [155]. Sharma ve arkadaslar1 ve Merritt ve arkadaslari,
inkiibasyonunun 5. giiniinde biyofilm miktarindaki azalmayi, besiyerindeki besin
miktarinin azalmasi ile iliskilendirmislerdir [155, 182]. Sousa ve arkadaslarinin kristal
viyole yontemini kullanarak hizli tireyen TDM tiirlerinden M. fortuitum, M. smegmatis
ve M. chelonae iizerinde yaptiklar1 biyofilm ¢alismasinda, Sharma ve arkadaslarinin
calismasinin aksine 5. gilinde olugsan biyofilm miktarin1 4. giinde olusan biyofilm
miktarindan daha yiikksek bulmuslardir [109, 155]. Yontemsel farkliliklara
bakildiginda, Sharma ve arkadaslari, biyofilm testinde Tween-80 eklenmis
Middlebrook 7H9 besiyeri kullanirken Sousa ve arkadaslar1 Mueller Hinton besiyerini
kullanmiglardir. Ayrica, Sousa ve arkadaslari, inokuliim hazirlanmasi asamasinda
seyreltici olarak 90.9 salin soliisyonu kullanirken Sharma ve arkadaslari ise seyreltici
olarak Middlebrook 7H9 besiyerini kullanmiglardir [109, 155]. Bu iki ¢alismada
kullanilan besiyerlerinin igeriginin ve seyrelticilerin iyon igeriginin farkli olmasi1 farkl
sonuglara yol agmis olabilir. Saptawati ve arkadaslarmin Endonezya’da yaptiklar1 bir
calismada, biyofilm olusumu test edilen 48 M. fortuitum izolatinin %43.8 (21/48)’inin
biyofilm olusturdugu, biyofilm olusturan izolatlarin %90.5’inin, biyofilm
olusturmayan izolatlarm ise %74.1’inin klaritromisine duyarl olmadig1 bildirilmistir
ve biyofilm iireten izolatlarmn klaritromisin duyarliliginin daha diisiik oldugu sonucuna
vartlmistir [171]. Bizim ¢alismamizda, biyofilm olusturan izolat orani, Saptawati ve
arkadaslarinin ¢alismasindan yiiksek olsa da esas degerlendirilmesi gereken giiclii
biyofilm olusturan izolatlarin oramidir. Saptawati ve arkadaglariin ¢alismasinda bizim
calismamizdan farkli olarak biyofilm olusturan izolatlarin %42.9’unun (9/21) giicli
biyofilm olusturduklar1 bildirilmistir [171]. Saptawati ve arkadaslari, biyofilm
olusturma ve klaritromisin direnci arasinda korelasyon saptarken bizim ¢aligmamizda
saptanmamugtir [171] . Bardouniotis ve arkadaslarinin, Calgari’nin 6nerdigi ¢ikimntili

mikroplak yontemini kullanarak yaptiklar1 biyofilm caligmasinda, M. fortuitum
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izolatlarinin 14 giinliik izlemde, biyofilm olusumunun sigmoidal artig gosterdigi, diger
caligmalardan farkli olarak iiciincii giinden dordiincii giine gecerken biyofilm
olusumunda hafif bir azalma saptandigi bildirilmistir [183]. Biyofilm olusumunun,
inkiibasyonu takip eden ardisik giinlerde degerlendirilmeyip sadece dordiincii giinde
degerlendirilmesi, bu ¢alismanin kisitliliklarindan biri olarak degerlendirilebilir.

M. fortuitum genomu, 6,349,738 b¢ uzunlugundadir ve diger mikobakterilerde
oldugu gibi GC igerigi (%66) acisindan zengindir [184]. erm (39) geni, kromozomun
1,817,406-1,818,146 bg arasinda yer almaktadir [185]. Makrolidler, TDM tirlerine
bagli gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kritik role sahip antibiyotiklerdir.
23SrRNA’daki nokta mutasyonlar yapisal makrolid direnci ile iligkilendirilirken
kromozomal olarak yerlesen 23SrRNA metilaz genleri (erm) iM ile iliskilendirilmistir
[186]. erm geni, indlklenebilir makrolid-linkozamid-streptogramin B direncine neden
olurken mikobakterilerde farkli olarak erm geninin streptograminleri etkilemedigi,
dolayisiyla iML direncine neden oldugu bildirilmistir [148]. Bu durum,
streptograminlerin, erm geninin 23SrRNA’da metil grubu baglandigi adenin niikleotid
pozisyonundan farkli bir noktaya baglanmasi ve bu sekilde erm geninden
etkilenmemesi ile agiklanmaktadir [148]. M. fortuitum’da kromozomal olarak yerlesen
erm (39) geni, iML ile iliskili gendir [186]. erm geninin varligi, hizli iireyen TDM
turlerinin tedavisinde makrolid grubu antibiyotiklerin tercih edilmesinde belirleyici
role sahiptir. erm geninde mutasyon varligi makrolidlerle yapilan tedavinin basarisini
etkilemektedir. erm geni, M. abscessus’ta da gosterilmistir. M. abscessus’ta erm (41)
geninin  indiikklenebilir makrolid direncine neden olduguna dair yayinlar
bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda, izolatlarin tamami (%100) PZR ile erm (39)
pozitif olarak bulunmustur. Sanger dizi analizi ile hem iM (+) hem de iM (-) izolatlarda
erm (39) geninde niikleotit degisiklikleri saptanmistir. Bu niikleotit degisikliklerinin
bazilar1 aminoasit degisikligine yol agarken bazilarmda sessiz kalmustir. Izolat 2-izolat
16 ve izolat 28-izolat 29 benzer niikleotit ve amino asit degisikliklerine sahip
oldugundan dolay1 filogenetik olarak M. fortuitum’un ayn1 ya da benzer alt tiirtine ait
oldugu diisiiniilebilir. Hashemzadeh ve arkadaslarinin iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada,
49 M. fortuitum izolatinda erm (39) geninde mutasyon varlig1 arastirilmis ve izolatlarin
%355.55’inde  124. pozisyonda A—G, %I14.81’inde 135. pozisyonda C—A,
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%29.62’sinde 275. pozisyonda G—T mutasyonlart oldugu bildirilmistir. Bu
calismanin verilerini bizim ¢alismamizla karsilastirdigimizda; bizim ¢aligmamizda bu
mutasyonlar saptanmamustir [187]. Hashemzadeh ve arkadaslari bu caligmada
mutasyon olarak bildirdikleri niikleotit degisimlerinin amino asit sentezi iizerinde
degisiklik meydana getirip getirmedigi konusunda herhangi bir yorumda
bulunmamigslardir [187]. Nash ve arkadaglarmin yaptiklari bir ¢alismada bizim
calisgmamizla benzer sekilde 32 M. fortuitum izolatinin tamaminda PZR’de erm (39)
geni saptanmustir [148]. Bu c¢alismada, klaritromisin duyarli izolatlarda erm (39)
geninde baslangi¢ noktasindan 58 b¢ uzakta GTG—CTG mutasyonunun baskin
oldugu saptanmistr ve bu mutasyon erm (39) geninde fonksiyon kaybi ile
iliskilendirilmistir. Fu ve arkadaslarinin 9 M. fortuitum izolat1 ile yaptiklari bir
caligmada da izolatlarm tamaminda (%100) erm (39) geni pozitif bulunmustur. Ancak,
bu ¢alismada, erm (39) geninde mutasyon varlig: arastirilmamustir [167]. Ispanya’da,
Esteban ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada PZR ile erm(39) geni, bizim
calismamizdan farkli olarak M. fortuitum izolatlarmin %84.3’tinde pozitif
bulunmustur [172]. Bu c¢alismada erm (39) geninin pozitiflik oraninmn bizim
calismamizdan daha diisiik saptanmasinin olas1 sebepleri arasinda; cografik sus
farkliliklari, laboratuvar islemleri esnasinda gen kayiplari, 1s1 etkisine maruz kalma ve
secilen primer dizisiyle ilgili 6zgulliliik problemleri sayilabilir [172, 188, 189]. Ayrica
Esteban ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu c¢alismada, TDM tiirlerinde, erm geni
varligmm yiiksek eritromisin MIK degerleri ile (yiiksek klaritromisin MIK degerleri
ile kargilastirildiginda) daha yiiksek korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [172].
Aono ve arkadaslarinin Japonya’da yaptiklar1 bir calismada, tamami (%100)
Klaritromisine konstitisyonel direncli bulunan 43 M. fortuitum izolatinda erm (39)
geninde mutasyon saptanmamustir [166]. Bu durum, erm (39) geninin iM ile iliskili
oldugu, konstitiisyonel dirence neden olmamasi ile aciklanmistir. Saw ve
arkadaglarmm Malezya’da, 13 M. fortuitum izolat1 izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada,
bizim ¢alismamiza benzer sekilde PZR’de erm (39) genini tlim izolatlarda pozitif
olarak raporlamiglardir. Bu ¢aligmada erm (39) geninin 191 bg’lik bir bolgesi hedef
alinirken bizim calismamizda bu genin 649 bg¢’lik daha uzun bir bolimii hedef

almmustir [190].

60



Calismamiz, Tirkiye’de, bulabildigimiz kadariyla, M. fortuitum izolatlarinda
erm (39) genindeki mutasyonlarin ele alindigi ilk c¢alismadir. Literatiirde M.
fortuitum’un erm (39) genindeki mutasyonlarla ilgili ¢cok az sayida ¢alisma vardir.
Calismamizm, literatirde, erm (39) geninde saptadigimiz niikleotit ve amino asit
degisikleri bakimindan en kapsamli calismalardan biri oldugunu diisiiniiyoruz.
Calismamizda saptamis oldugumuz mutasyonlarn iM ile iliskisinin daha 1yi

irdelenebilmesi i¢in daha kapsamli caligmalara gereksinim vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glinlimiizde, tiiberkiiloz dis1 mikobakterilerin (TDM) neden oldugu
enfeksiyonlarin sayisinda Oonemli bir artig goriilmektedir. Bu durum, literatiirde,
mikobakteri tiirleri icerisinde, TDM tiirlerinin daha kapsamli olarak ele alinmasini
gerekli kilmistir. Hizli ireyen TDM turlerinden biri olan M. fortuitum, deri
enfeksiyonlarindan sistemik enfeksiyonlara kadar farkli klinik tablolara yol agmakta
olup enfeksiyonun siddeti esas olarak duyarli konagin immiin sistemi ile ilgilidir.
Calismamizda, 40 adet M. fortuitum izolatinda klaritromisin duyarlilik testi ¢aligilmis
olup 72. saatte yapilan degerlendirmede direngli izolat saptanmazken, 14. giinde
yapilan degerlendirmede izolatlarin %65’inde iM direnci pozitif bulunmustur. Bu
sonuclar, M. fortuitum tedavisinde, tedavi sirasinda indiiklenebilir makrolid direnci
gelismesinin s6z konusu olabilecegini ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz sonuglari
basta enfeksiyon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji uzmanlar1 olarak Klinisyenlerle
paylasmayr ve M. fortuitum enfeksiyonlarinda makrolid tedavisi esnasinda
indiiklenebilir direng gelisimi agisindan dikkatli olmalar1 konusunda fikir aligverisinde
bulunmay1 hedeflemekteyiz. Caligmamizda, biyofilm olusumu ile makrolid direnci
arasinda anlamli bir iligki saptanmamis olup, bu konuda daha fazla g¢alismaya
gereksinim vardir. Calismamizda, Sanger dizi analizi ile 10 farkl izolatta, farkh
pozisyonlarda nikleotit ve/veya amino asit degisiklikleri saptanmistir. Bu suslarin
Ozellikle tiim genom analizleri ile gen haritasinin ortaya konulmasi, yeni suslarin
ve/veya alt tiirlerin kesfedilmesine ve makrolid direnci ile iliskisinin daha iyi
irdelenmesine katkida bulunacaktir. Literatiirde, M. fortuitum’da klaritromisin
duyarliligi ve biyofilm ile ilgili ¢alismalar az sayida olup bu konuda daha fazla
caligmaya gereksinim vardir. Ozellikle cografik olarak duyarhlik profillerinin farklilik
gostermesi, her iilkenin kendi duyarhlik profillerini ortaya koymasmi gerekli
kilmaktadir. Bu sekilde, M. fortuitum enfeksiyonlarinda daha etkili tedavi rejimleri
belirlenebilecektir. Ulkemizde de M. fortuitum ile ilgili literatiirde az sayida galisma
yer almakta olup caligmamiz literatiirdeki bu boslugu doldurmaktadir. Daha fazla
sayida izolatin dahil edilerek 6zellikle ¢cok merkezli ¢alismalarin yiirtitiilmesi, M.
fortuitum enfeksiyonlarinin tedavisinde daha akilc1 ve bilimsel tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine 151k tutacaktir.
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