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OZET

Giir, H., Mycobacterium abscessus alt tiir abscessus izolatlarimin fla¢ Duyarhlik
Paterninin Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. En 6nemli hizl1 tireyen
nontiiberkiiloz mikobakterilerden biri olan Mycobacterium abscessus kompleks,
akciger ve akciger dis1 enfeksiyonlara yol agan, bir¢ok antimikrobiyal ajana direncli
oldugundan tedavisi zor bir mikroorganizmadir. Ozellikle Kistik fibroz gibi altta yatan
hastalig1 olan kisilerde, immiin yetmezligi olan kanser, transplanstasyon hastalarinda
neden olduklart enfeksiyonlarin tedavisi zor ve uzun siirmektedir. Son yillarda da
diinya genelinde bircok iilkede neden olduklar1 enfeksiyonlarda artis bildirilmistir.
Mycobacterium abscessus kompleks, Mycobacterium abscessus alt tiir abscessus,
Mycobacterium abscessus alt tiir massiliense ve Mycobacterium abscessus alt tiir
bolletii olmak iizere ii¢ alt tiirden olugmaktadir ve bu alt tiirlerin ilag duyarlilik
paternleri farklilik gostermektedir. Bu caligmanin amaci, Mycobacterium abscessus alt
tiir abscessus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik paternlerinin referans yontem sivi
mikrodiliisyon ile belirlenmesi ve klaritromisin direncinin hem fenotipik olarak hem
de gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile molekiiler olarak gdsterilmesidir.
Calisma sonucunda 55 Mycobacterium abscessus alt tiir abscessus izolatinin %87,3’i
Klaritromisin, %81,9°u siprofloksasin, %401 imipenem, %30,9’u tobramisin, %29,1’i
moksifloksasin, %7,2°s1 sefoksitin ve %35,4’1i amikasin direngli saptanmuistir.
Antibiyotik duyarlilik testi yapilan 55 izolatin 7’si klaritromisine duyarli iken 15 ve
33 izolatta sirasiyla kazanilmis ve indiiklenebilir klaritromisin direnci saptanmaistir.
Molekiiler olarak bu izolatlarin klaritromisin direncinin arastirildigi erm(41) ve rrl
ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlarinda duyarlilik profilleri ile uyumlu erime

egrileri gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium abscessus alt tiir abscessus, ilag direnci,
duyarlilik, Kklaritromisin, ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu.
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ABSTRACT

Giir, H., Detection of Drug Susceptibility Patterns of Mycobacterium abscessus
subspecies abscessus, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Microbiology Department of Microbiology Master Thesis, Ankara, 2020.
Mycobacterium abscessus complex that is one of the most important rapid growing
nontuberculous mycobacteria can lead to pulmonary and extrapulmonary infections
and treatment of these infections is difficult due to antimicrobial resistance of this
mycobacteria to most of antimicrobials. Especially treatment of Mycobacterium
abscessus complex infection in patients with underlying disease such as cystic fibrosis
and immunocompromised cancer and transplant patients is very difficult and long. In
recent years, an increase in the number of infections caused by Mycobacterium
abscessus complex has been reported in many countries around the world.
Mycobacterium abscessus complex has three subspecies that are Mycobacterium
abscessus supspecies abscessus, Mycobacterium abscessus supspecies massiliense
and Mycobacterium abscessus supspecies bolletii and their drug susceptibility patterns
differ from each other. The aim of this study is to determine antibiotic susceptibility
patterns of Mycobacterium abscessus subspecies abscessus isolates with broth
microdilution reference method and to demonstrate clarithromycin resistance both
phenotypically with susceptibility test and genotypically with real time polymerase
chain reaction. As a result of this study, of the 55 Mycobacterium abscessus supspecies
abscessus isolates, 87.3% clarithromycin, 81.9% ciprofloxacin, 40% imipenem, 30.9%
tobramycin, 29.1% moxifloxacin, 7.2% cefoxitin and 5.4% amikacin resistance were
detected. Of the 55 Mycobacterium abscessus subspecies abscessus isolates tested
with antibiotic susceptibility test, 7 were detected as susceptible to clarithromycin.
Acquired and inducible clarithromycin resistance was detected in 15 and 33 isolates
respectively. In the erm(41) and rrl real time polymerase chain reaction experiments
to investigate molecular clarithromycin resistance of these isolates, melting curves

consistent with their drug susceptibility profile have been shown.

Key words: Mycobacterium abscessus subspecies abscessus, drug resistance,
susceptibility, clarithromycin, real time polymerase chain reaction.
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Xi

SIMGELER VE KISALTMALAR

A Adenin

AFLP Amplified fragment length polymorphism

ARB Aside direngli (resistant) basil

ATS/IDSA American Thoracic Society/Infectious Diseases Society
of America

ATTC American Type Culture Collection

°C Santigrad derece

CFU Colony forming unit

CLSI Clinical and Laboratory Standart Institute

DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiniikleotid trifosfat

DSO Diinya saglik orgiitii

erm Eritromisin ribozom metilaz

EZN Ehrlich-Ziehl-Neelsen

FEV Zorlu ekspiratuar voliim

G Guanin

HPLC Yiiksek performansli likit kromatografi

HIV Insan immiin yetmezlik viriisii

KOAH Kronik obstriiktif akciger hastaligi

MALDI-TOF MS Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus
zamani kiitle spektrometresi

M Mycobacterium

mg Miligram

M Mililitre

MmpL Mycobacterial membrane protein Large

MiK Minumum inhibitér konsantrasyon

NTM Nontiiberkiiloz mikobakteri

pm Mikrometre

pL Mikrolitre

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu

R Rough

RFLP Restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi

RNA Riboniikleik asit

rRNA Ribozomal riboniikleik asit

RpsL Ribozomal protein S12

S Smooth

SNP Tek niikleotit polimorfizmi

T Timin

TDM Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri

TLR Toll benzeri reseptor

tRNA Transfer riboniikleik asit

VP Ventrikiiloperitoneal

RDR Kinolon direncini tanimlayan bolge
Y: g



Sekil
2.1.
2.2.

2.3.
2.4.

4.1.

4.2.

SEKILLER

Mikobakteriyel hiicre duvarinin sematik gosterimi.

EZN teknigi ile boyanan mikobakterilerin mikroskobik goriintiisii
(10x100 biiyiitme).

Mikobakterilerin siniflandirilmasi.

Mycobacterium cinsinin bes ana kladi ve Onerilen yeni
siniflandirma.

Yabanil tip rrl ve mutasyona ugramis rrl genine ait erime egrileri:
A) Yabanil tip rrl ait erime egrileri (85°C) B) Mutasyona ugramis
rrl genine ait erime egrileri (85,5°C) C) Yabanul tip rrl ile mutasyona
ugramis rrl geninin birlikte (mavi tepe noktali olan yabanil tip rrl;
kirmizi tepe noktali olan mutasyona ugramis rrl) erime egrileri.

erm(41)-C28 ve erm(41)-T28¢ ait erime egrileri: A) erm(41)-C28
genine ait erime egrileri (92°C) (tepesinde yesil kare olan 92°C’deki
erime egrisi negatif kontrol) B) erm(41)-T28 genine ait erime
egrileri (91,5°C) (tepesinde yesil kare olan 89°C’deki erime egrisi
negatif kontrol) C) erm(41)-C28 (92°C) ile erm(41)-T28 (91,5°C)
geninin birlikte (mavi tepe noktali olan erm(41)-C28; kirmizi tepe
noktali olan erm(41)-T28) erime egrileri.
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1. GIRIS

Mycobacterium cinsi i¢inde yer alan tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler (TDM),
nontiiberkiiloz mikobakteriler (NTM) veya atipik mikobakteriler olarak bilinen
mikobakteriler tiiberkiiloz etkeni Mycobacterium tuberculosis ve lepra etkeni
Mycobacterium leprae’dan farkli, yaygin olarak ¢evrede, toprakta, suda bulunan bir
kism1 nonpatojen bir kismi firsatci patojen olarak gruplandirilan mikobakteri tiirleridir
(1). TDM’ler insanlar1 ve hayvanlari enfekte edebilir ve primer bir kronik hastalik veya
immiinsupresyon gibi ¢esitli predispozan kosullar varliginda pulmoner ve

ekstrapulmoner hastaliklara neden olabilirler (2).

Gilinlimiizde 190’a yakin farkli TDM tiirli tanimlanmistir ve bunlardan
bazilarinin hem immiin sistemi saglam hem de immiin sistemi baskilanmis kisilerde
ciddi enfeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir (3). TDM enfeksiyonlarinin
bildirimi zorunlu olmadigi igin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemektedir ancak son
yillarda yaymlanan TDM enfeksiyonlar1 ile ilgili raporlara goére TDM
enfeksiyonlarinda ciddi bir artis bildirilmistir (4).

Mycobacterium abscessus kompleks insanlarda hastaliklara neden olan, en sik
izole edilen ve tedavisi zor olan hizli iireyen TDM tiirlerinden biridir (5). Cevrede
yaygin bulunan bu mikobakteriler hem immiin sistemi saglam hem de immiin sistemi
baskilanmis kisilerde akciger ve akciger disi enfeksiyonlara neden olabilmektedirler
(5). M. abscessus kompleksin neden oldugu bu enfeksiyonlarin tedavisi klasik

antitiiberkiiloz ajanlara ve ¢ogu antimikrobiyale direngli olduklari i¢in zordur (6).

M. abscessus kompleksin neden oldugu enfeksiyonlarda dikkat edilmesi
gereken en 6nemli nokta direng oranlarinin yiiksek olmasi ve dolayisiyla tedavilerinin
zor olmasidir. Gegirgen olmayan bir hiicre duvarina sahip olmasi, antibiyotigi
modifiye veya inaktive eden enzimlere sahip olmasi, efluks pompalar1 ve hedef
genlerdeki polimorfizmler birgok antibiyotik sinifina dogal direngli olmasina neden
olmaktadir (6). Ek olarak M. abscessus kompleks rifampisin ve etambutol gibi klasik

antitiiberkiiloz ilaglara da direnglidir (6).

M. abscessus kompleks, M. abscessus alt tiir abscessus, M. abscessus alt tiir

massiliense ve M. abscessus alt tiir bollettii olmak {izere 3 alt tiirden olusmaktadir ve



bu alt tiirler farkli izole edilme sikligina ve farkli direng profiline sahiptir (5, 7). Alt
tiirler arasinda 6zellikle 23S ribozomal RNA'nin metilasyonu ile makrolid direncine
yol acan erm(41) geninin ifade diizeyindeki farkliliklar bu alt tiirlerin antibiyotik
yanitlarinda farkliliklara neden olmaktadir (8). Ozellikle tedavide en yaygin kullanilan
ilaglardan biri olan klaritromisine yanit bu nedenle alt tiirler arasinda degismektedir.
M. abscessus alt tiir massiliense fonksiyonel olmayan erm(41) genine sahiptir ve bu
alt tiiriin klaritromisine duyarliligi M. abscessus alt tiir abscessus alt tiirlinden daha
yiiksektir (9). M. abscessus kompleksin bu diren¢ sorunu nedeniyle tedavide
kullanilacak uygun antimikrobiyal rejimin se¢ilmesinde, bu patojenin alt tiir diizeyinde
tanimlanmas1 ve antimikrobiyal duyarlilik profilinin arastirilmasi biiylik 6nem

tagimaktadir (6, 10).

Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler
Tiberkiiloz Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda iiretilen ve molekiiler yontemlerle
tanimlanan M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarimin antimikrobiyal duyarlilik
profilleri Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) rehberi (11) 6nerileri
dogrultusunda arastirilmistir. Ek olarak M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinda
indiiklenebilir klaritomisin direnci klasik yontemlerle 14 giinde tespit edilmektedir, bu
direnci hizli ve dogru bir sekilde tespit etmek amaciyla Luo ve ark. (12) onerdigi
primerler ile gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak
izolatlarin klaritromisin direnci molekiiler olarak arastirilmistir. Klaritromisin
direncinin ger¢ek zamanli PZR sonuglari, sivi mikrodiliisyon yontemi ile tespit edilen
klaritromisin duyarlilik sonuglar1 karsilastirilmistir. M. abscessus alt tiir abscessus

izolatlarinda Klaritromisin direnci fenotipik ve genotipik olarak gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mikobakteriler ilk olarak 1874 yilinda Armauer Hansen’in leprali bir hastada
aside direngli basil bulmasiyla kesfedilmistir (13). 1882 yilinda ise Robert Koch ilk
kez tiiberkiiloz basilini izole etmis ve Mycobacterium tuberculosis olarak
isimlendirmistir (14). On dokuzuncu yiizy1lin sonlarinda tavuklarda tiiberkiiloza neden
olan M. tuberculosis’ten farkli bir mikroorganizma tanimlanmis ve daha sonra bu
mikroorganizmanin M. avium oldugu gosterilmistir (15). Bu mikobakterinin ilk olarak
1950’lerde insanlarda hastaliga neden olmayacag diisiiniilmiis ancak M. avium’un bir
insan patojeni olabilecegi gosterilmistir. 1950’lerden beri yeni mikobakteriler artan bir

hizla tanimlanmaktadir.

Mikobakteriler Gram pozitif, katalaz pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan
0.2-0.6 um x 1.0-10 um boyutlarinda ¢ubuk seklinde bakterilerdir (16). Koloni
morfolojileri tiire gore degiskendir, tiire gore S tipi veya R tipi pigmentli veya
pigmentsiz kolonileri vardir (17). Mikobakteriler zorunlu aerob mikroorganizmalardir

ancak bazi tiirlerin mikroaerofilik kosullara da adapte olabildikleri gosterilmistir (16).

Mikobakterilerin hiicre yapisi1 sitoplazma, plazma membran1 ve hiicre
duvarindan olusur. Mikobakterilerin plazma membranlarinin  yapisi  bazi
lipopolisakkaritlerin bulumasi diginda tipik bakteriyel plazma membranina benzer,
protein ve fosfolipitlerden olusan ¢ift katmanli bir yapis1 vardir (18, 19). Plazma
membraninin disinda peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik asit esterlerinden
olusan bir hiicre duvart yapist bulunur (Sekil 2.1.). Hiicre duvarinda hiicre duvari
yapimindan sorumlu proteinler, transport proteinleri ve sulu ¢ozeltilerin mikolik asit
katmanindan pasif gecisine izin veren hidrofilik kanallar olusturan porinler yer alir.
Hiicre duvar yapisinin diginda ise serbest lipitlerden olusan bir dis katman bulunur.
Mikobakterilerin hiicre zarfinda plazma membranina tutunup hiicre duvarinin digina
uzanan, konak ile patojen arasindaki etkilesimde ve mikobakterilerin sinyal iletiminde
onemli rol oynayan fosfatidilinositol mannozid, lipomannan ve tiire Ozgi

lipoarabinomannan gibi baz1 glikolipitler bulunur (20).
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Sekil 2.1. Mikobakteriyel hiicre duvarinin sematik gésterimi (21).

Mikobakteriler dort katmandan olusan kalin bir hiicre duvarina sahiptir. Hiicre
duvari bir mikolik asit igeren katman, arabinogalaktan iceren bir polisakarit katmani
ve hiicre zar1 ile baglantili bir i¢ peptidoglikan katmani olmak tizere ii¢ makromolekiil
katmani ile bir arada tutulur. Peptidoglikan tabakasi kendisine kovalent olarak bagh
bir heteropolisakkarit olan arabinogalaktan i¢in gat1 islevi yapar (18). Arabinogalaktan
hiicre gegirgenliginin engellenmesinde ve bakterinin konakta canliligim
stirdiirmesinde rol oynayan dénemli bir heteropolisakkarittir (22). Arabinogalaktan D-
arabinoz ve D- galaktoz igerir, ugta yer alan D-arabinoz kalintilar1 mikolik asitlerle
esterlesir (18). Bu yiliksek molekiiler agirlikli hidrofobik mikolik asitler de glikolipit
yiizey molekiillerine baglidir. Mikolik asitlerin hiicre duvarinin gegirgenliginde,
biyofilm olusturma yeteneginde, enfeksiyonun persistan ve aktif olarak replikasyon
olan asamalarinda bakterinin patojenitesinde kilit rolii vardir (18). Mikobakterilerin
hiicre duvarinda mikolit asit haricinde de lipit ve glikolipitler bulunur. Hiicre
duvarinda bulunan mikolik asitler ve lipitler mikobakteri hiicre duvarina hidrofobik

ozellik kazandirir.

Mikobakteri hiicre duvari, agirliginin %60-70’ini olusturan yiiksek lipit
igerigine sahiptir. Yiiksek lipit igerigi hiicre duvarmi hidrofobik hale getirir ve

mikobakteriyi fagositozdan, asit, alkol, agir metaller ve antimikrobiyal ila¢ gibi



fiziksel stres faktorlerinden korur (23). Hiicre duvarlarinin gegirimsiz olmasi
mikobakterilere aside direngli olma ve hiicre i¢i yagama yetenegi saglayan en temel

ozelliklerinden biridir.

Ayrica mikobakterilerin asit ve alkali ortama direngli olmasini saglayan yiiksek
lipit igerigi hiicre duvarinin bazik boyalara gecirimsiz olmasina ve asit ve alkol
soliisyonlar1 ile dekolorize olmamalarina neden olur. Bu nedenle gram boyasi ile
boyanmazlar, aside direngli bir boyama yontemi olan Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
teknigi ile boyanirlar (24, 25).

EZN tekniginde birincil boya olarak fenolik bir bilesik olan karbol fuksin
kullanilir. Karbol fuksin yagda ¢6ziiniir ve hiicre duvarina niifuz eder. Preparat buharla
1sitilarak, mumsu tabakanin erimesi ve karbol fuksin boyasinin hiicreye girmesi
saglanir. Asit alkolle dekolorize edilirler ve ardindan zit boya olarak metilen mavisi
kullanilarak zemin boyanir. Boyama sonunda mikroskobik incelemede mikobakteriler
mavi zeminde kirmizi basiller olarak goriliirler (Sekil 2.2.). Mikobakteriler asit alkolle
dekolorize edilemeyen aside direnglilik 6zelliklerinden dolay1 aside direngli bakteri
(ARB) olarak da isimlendirilir ve bu 6zelligi mikobakterilerin laboratuvar tanisinda

onemli bir ol¢iittiir.

Sekil 2.2. EZN teknigi ile boyanan mikobakterilerin mikroskobik goriintiisii (10x100
biiyiitme).

2.2. Taksonomi

Mikobakteriler ~Actinobacteria subesinin Actinomycetales takimindaki

Mycobacteriaceae ailesinde yer alirlar (Sekil 2.3.) (26). Mikobakteriler ayni1 takimda



yer aldigi Gordonia, Nocardia, Rhodococcus ve Tsukamurella gibi bakteriler ile ortak

olarak hiicre duvarlarinda mikolik asit igerirler (27).

Mycobacteriaceae ailesi 1896 yilinda Lehman ve Neuman tarafindan
Mycobacterium olarak isimlendirilen yalnizca bir cins igerir (28). Mycobacterium
cinsi i¢indeki iligkiler oncelikle 16S rRNA gen dizilerinin analizine ve tiirlerin diger
fiziksel ve kemotaksonomik Ozelliklerine dayanir (3). 16S rRNA'min yani sira,
mikobakteriyel tiirler arasindaki iligkiler, 16S-23S ara dizileri ve ¢esitli referans genler
Kullanilarak arastirilmis ve mikobakteriyel tiirler arasinda gézlenen en Onemli
farklardan birinin tireme hizlarindaki farkliliklar oldugu tespit edilmistir (3, 29).
Mikobakteriler temel olarak tireme hizlarina gére yavas iireyen ve hizli tireyen olmak
tizere iki gruba ayrilabilir. Hizli iireyen mikobakteriler, kat1 besiyerinde genellikle 7
giin i¢inde gorlinlir koloniler olustururlar, yavas lireyen mikobakterilerin ise kati

besiyerinde goriiniir koloniler olusturmasi daha uzun zaman alir (16).

Mycobacterium cinsi, patojen, potansiyel veya firsat¢1 patojen ve patojenik
olmayan, saprofitik tiirler igerir (27). Patojenik tiirler konaklarinda ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarina neden olurlar. Tiberkiiloz etkeni M. tuberculosis kompleks ve lepra
etkeni M. leprae en 6nemli patojenik mikobakteri tiirleridir (30). Firsat¢1 patojen tiirler
ise immiin sistemi baskilanmis hastalar arasinda daha yaygin olan ve ¢esitli
enfeksiyonlara neden olan mikobakterilerdir. M. avium, M. simiae, M. kansasii, M.
chelonae, M. fortiutum ve M. haemophilum firsatg1 patojen olan mikobakterilerdir
(31). Mycobacterium cinsinin bir de patojenik olmayan, saprofitik tiirleri vardir. Bu
patojenik olmayan tiirlere M. smegmatis, M. gordonae, M. gilvum, M. vanbaalenii

ornek olarak verilebilir (32).

Mikobakteriler, Mycobacteriaceae familyasindaki tek cinse ait olmak, insan ve
hayvanlarda patojenik potansiyelleri, rezervuarlar1 ve kiiltiirdeki lireme dinamikleri
gibi cesitli 6zelliklerde genis 6l¢iide farklilik gosteren farkli bir bakteri grubudur (27).
Mikobakteriler epidemiyoloji, hastaliklarla iligkileri ve in vitro tireme kabiliyetindeki
temel farkliliklara dayanarak dort gruba ayrilir, bunlar Mycobacterium tuberculosis
kompleks, Mycobacterium leprae, Mycobacterium ulcerans ve nontiiberkiiloz
mikobakterilerdir (27). Mycobacterium tuberculosis kompleks klinik olarak en 6nemli

patojen mikobakterilerdir. Tiiberkiiloz etkeni olan bu mikobakteriler genetik olarak



benzer olup bazi fenotipik farkliliklar gdstermelerinden dolayr Mycobacterium
tuberculosis kompleks olarak siniflandirilirlar ve M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. caneettii, M. orygis, M.
mungi bu komplekste yer alan tiirlerdir (16). M. leprae deriyi, periferik sinir sistemini
ve mukoza zarini etkileyen kronik graniilomatoz bir hastalik olan lepranin etkeni olan
diger bir patojen mikobakteridir (33). Cok yavas lireyen bir mikobakteri tiirii olan M.
leprae, rutin bakteriyolojik besiyerlerinde, ticari otomatize tespit sistemlerinde veya
hiicre kiltiiriinde tiretilemez. M. ulcerans insanlarda patojendir ve diinyadaki ti¢tincii

en yaygin mikobakteriyel hastalik olan Buruli iilsere neden olur (34).

Nontiiberkiiloz mikobakteriler (NTM), tiiberkiiloz dist mikobakteriler (TDM)
veya atipik mikobakteriler olarak da adlandirilan, insanlarda lepra ve tiiberkiiloza
neden olmayan c¢ogunlukla dogada, toprakta ve sularda bulunan c¢evresel
mikobakterilerdir (1). Bu mikobakteriler siklikla firsat¢1 patojendirler ve insanlarda
pulmoner enfeksiyonlar, dissemine enfeksiyonlar, lokalize deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, lenfadenitler, tendon kilifi, kemik, eklem enfeksiyonlar1 ve katater

iligkili enfeksiyonlara neden olurlar (35).

Giiniimiizde yeni tanisal testlerin gelisimiyle dogada bulunan 190’a yakin
farklt tir TDM tanmimlanmistir ve diinya genelinde bildirilen neden olduklar
enfeksiyonlardaki artis 6nem kazanmalarina neden olmustur (3). TDM’ler Runyon
siniflandirmas1 ile pigment Ozellikleri ve treme karakteristiklerine gore
smiflandirtlirlar - (36). Bu  siniflandirma  klinik  ve taksonomik ¢aligmalari
kolaylagtirmak i¢in 1959°da Ernest Runyon tarafindan onerilmistir (37). Runyon
siiflandirmasina gére TDM’ler Runyon I, Runyon I1, Runyon I11 ve Runyon 1V olmak

tizere dort gruba ayrilir.

Runyon | grubunda yavas iireyen, karanlikta renksiz 1s1ga maruz kaldiginda
parlak sari/turuncu pigment ireten fotokromojen atipik mikobakteriler yer alir. M.

kansasii, M. simiae ve M. marinium bu grupta yer alan {i¢ 6nemli mikobakteridir (16).

Runyon II grubunda yavas tireyen, karanlikta koyu sari/turuncu pigment iireten
skotokromojen atipik mikobakteriler yer alir. M. scrofulaceum, M. szulgai ve M.

gordonae bu gruptaki 6nemli mikobakterilerdir (16).



Runyon 111 grubunda yavas iireyen pigment iiretmeyen nonkromojenik atipik
mikobakteriler yer alir. M. avium kompleks, M. malmoense, M. xenopi, M. terrae bu

grupta yer alan tiirlerdir (16).

Runyon IV grubunda ise 7 giinden az siirede hizli tireyen atipik mikobakteriler
yer alir. M. fortiutum, M. chelonae ve M. abscessus bu grupta yer alan onemli
mikobakteri tiirleridir (16, 35).

Runyon 1
Yavag tireyen,
Fotokromojen
Mycobacterium Om. M. kansasii
tuberculosis
kompleks Runyon IT
Yavas fircyen,
Skotokromajen
Tiiberkiiloz disi Om. M. gordonae
mikobakteriler
(TDM) Runyon 11T
Yavas tircyen,
Nonkromojen
Orn. M. avium kompleks

" . Genus
Actinomycetales }—i Mycobacteriaceae Mycobacterium

Mycobacterium
ulserans

Runyon IV
Hizh 1iry T
Orn. ML abscessus

Mycobacterium
leprae

Sekil 2.3. Mikobakterilerin siniflandirilmasi.
2.2.1. Taksonomide Yenilikler

Giiniimiizde genom dizileme teknolojisindeki hizli gelismeler ile kapsamli
filogenetik ve karsilastirmali genomik analizler yapilabilmesi mikobakteri tiirlerinin
birbirleri ile iligkileri arastirilmasina olanak saglamistir. Gelisen teknolojiler ve
yeniliklerle birlikte yapilan kapsamli analizler sonucunda mikobakteri tiirleri
Mycobacterium cinsinden “Tuberculosis-Simiae” “Terrae”, “Triviale”, “Fortuitum-
Vaccae” ve “Abscessus-Chelonae” klad olmak iizere bes ana monofiletik klada
ayrilmistir (Sekil 2.4.) (3). Gupta ve ark. calismalarinda yaptiklari filogenetik ve
genomik analizler sonucunda Mycobacterium cinsinin ayirt edilen bes klada karsilik
gelen bes ayr1 cinse boliinmesini onermislerdir (3). “Tuberculosis-Simiae” kladinin
iyelerini igeren cinsin Mycobacterium , “Terrae” kladinin iyelerini igeren cinsin
Mycolicibacterium gen. nov., “Triviale” kladinin {iyelerini igeren cinsin

Mycolicibacter gen. nov., “Fortuitum-Vaccae” kladinin iiyelerini igeren cinsin



Mycolicibacillus gen. nov. ve “Abscessus-Chelonae” kladinin tiyelerini igeren cinsin

ise Mycobacteroides gen. nov. olarak isimlendirilmesi onerilmistir (3).

Mycobacteroides
«Abscessus-Chelonae» Kladi

Mycolicibacterium
«Fortuitum-Vaccae» Kladi

| 13|uahau() 1|ZIH wniia120qoAN |

Mycolicibacter
«Terrae» Kladi

Mycolicibacillus
«Triviale» Kladi

Mycobacterium
«Tuberculosis-Simiae» Kladi

| 13|udhau() Senep wniia1a0qoIAN |

Sekil 2.4. Mycobacterium cinsinin bes ana kladi1 ve onerilen yeni siniflandirma (3).

Onerilen simiflandirmada, Mycobacterium cinsi iginde majér insan
patojenlerinin timii yer alirken Mycolicibacterium cinsi iginde esas olarak gevresel
mikobakteri tiirleri yer alir. Mycolicibacter ve Mycolicibacillus cinsi ¢cogunlugu nadir
durumlar disinda patojenik olmayan tiirleri igerir (38, 39). Onerilen Mycobacteroides
cinsinin ise bazi liyelerinin akciger, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari ile iliskili
oldugu bilinmektedir, ancak bu mikobakterilerin hi¢biri yagsami tehdit eden patojenler
olarak kabul edilmezler (38, 40). Mevcut Mycobacterium cinsinin 6nerilen bes cinse
boliinmesi, bilinen mikobakteriyel tiirler arasindaki iligkileri anlama ve netlestirme
acisindan onemlidir. Ayrica 6nerilen yeni siniflandirma, 6nerilen yeni Mycobacterium
cinsinin iiyesi olan ana insan ve hayvan patojenik tiirlerini, patojenik olmayan veya

daha az klinik 6neme sahip olan tiim diger mikobakteriyel tiirlerden ayirt etmektedir.

Mycobacterium cinsi koloniler olusturmak i¢in uygun sicakliklarda en az 7 giin
inkiibasyona ihtiya¢ duyan yavas iireyen, insan ve hayvanlar i¢in kesin patojen

mikobakteri tiirlerini igerir. M. tuberculosis, M. leprae ve M. ulcerans gibi insan igin
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onemli patojenler bu cins iginde yer alir (3). Mycolicibacter cinsinin iiyeleri genel
olarak M. terrae kompleksi olarak adlandirilir. Bu cins yavag ireyen ve
nonkromojenik tiirleri igerir (38, 41). Cogu tiyesi patojenik degildir, ancak insanlardan
izole edilmis baz tiirleri de vardir (39). Mycolicibacillus cinsi, koloniler olugturmak
icin uygun sicakliklarda 7 giinden fazla inkiibasyon gerektiren yavas lreyen
nonkromojenik mikobakteri tiirlerini igerir (3). Mycobacteriodes cinsi, yaygin olarak
“Abscessus-Chelonae” kladinin iiyeleri hizli iireyen mikobakteri tiirlerini igerir. Bu
cinsin bazi liyeleri akciger, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olur ve ¢coklu
antimikrobiyal dirence sahiptir (6, 38). Mycolicibacterium cinsi ise hizli iireyen,
cogunlugu saprofitik olup insanlar i¢in patojen olmadigi diisliniilen mikobakteri
tiirlerini igerir (42). Ancak bu cinsin bazi liyelerinin neden oldugu bazi enfeksiyon ve

hastalik vakalar1 da bildirilmistir (43, 44).
2.3. Mycobacterium tuberculosis Kompleks

Mycobacterium tuberculosis kompleks insanlarda da dahil olmak {izere genis
bir memeli yelpazesini enfekte ederek tiiberkiilloza neden olan, yavas iireyen
mikobakterilerin olusturdugu komplekstir. M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG,
M. africanum, M. caprae, M. microti ve M. pinnipedii bu komplekste yer alan
mikobakteri tiirleridir (45). M. caneettii, M. orygis, M. mungi ve M. suricattae de bu
kompleksin iiyesi olarak onerilen ancak heniiz onaylanmamis mikobakteri tiirleridir

(12).

Tiiberkiiloz, primer olarak akcigerler olmak iizere birgok organi enfekte eden
Mycobacterium tuberculosis kompleks i¢inde yer alan mikobakterilerin neden oldugu
sistemik hastaliktir. Enfeksiyon, bir insan veya hayvanin, akcigerlerinin alveollerine
ulagan tiiberkiilloz basili iceren 1-5 pm biylikliiglindeki damlacik c¢ekirdekleri
solundugunda meydana gelir (27). Maruz kalmanin ardindan, M. tuberculosis
kompleksi, konagin bagisiklik sistemi tarafindan oOldiiriilebilir, bolgesel lenf
diigimleri, akciger, bobrekler, beyin, girtlak ve kemik gibi viicudun farkli alanlarinda
aktif tiiberkiiloz hastaligina ya da latent tiiberkiiloz enfeksiyonuna yol agabilir.
Tiiberkiiloz, aktif tiiberkiiloz hastalig1 ve latent tiiberkiiloz enfeksiyonu olmak iizere
iki farkli tabloda seyredebilir (46). Latent tiiberkiiloz enfeksiyonu, klinik belirti veya

pulmoner tiiberkiiloz belirtileri olmayan kronik enfeksiyondur (47). Diinya niifusunun
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yaklagik iicte birinde latent tiiberkiiloz enfeksiyonu goriilmektedir (27). Latent
tiiberkiiloz enfeksiyonlar1 Onemlidir, c¢ilinkii bu hastalar popiilasyondaki M.
tuberculosis kompleksinin major bir rezervuari olarak hizmet eder ve bu hastalar
immiin sistemi baskilanirsa aktif akciger tiiberkiilozu gelistirebilirler. M. tuberculosis
ile enfekte olmus kisilerde yasamlari boyunca % 10 aktif tiiberkiiloz hastaligi gelisme
riski vardir (48). Aktif tiiberkiiloz hastalig1 ise primer enfeksiyonun neden oldugu veya
latent tiiberkiilozun yeniden aktivasyonu ile olusan ¢oklu organ hastaligidir. Aktif
tiibberkiiloz hastaligi enfeksiyondan kaynaklanan klinik semptomlarin varhig: ile
karakterizedir ve latent tiiberkiiloz enfeksiyonuna gore tiiberkiiloz basil yiikii daha
fazladir (46). Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO), kiiresel
olarak yilda yaklasik 10 milyon insanin aktif tiiberkiiloz hastaligi gelistirdigini ve

yaklasik 1.5 milyon insanin hastaliktan 6ldiigiinii tahmin etmektedir (49).

2.4. Tiiberkiiloz Dis1 Mikobakteriler (TDM)

M. tuberculosis'in 1882'de Robert Koch tarafindan kesfedilmesinden kisa bir
stire sonra diger bircok mikobakteri tiirli tanimlanmistir ve bunlar atipik M.
tuberculosis olarak kabul edilmistir. Ancak bu atipik mikobakterilerin insanlarda
hastaliklara neden olabilecegi yarim ylizyil sonra 1950’lerde kabul edilmistir. Buhler
ve Pollack 1953 yilinda yayinlarinda 1s1k altinda parlak sar1 pigment iireten “yellow
bacillus” olarak adlandirdiklar1 giiniimiizde M. kansasii olarak bilinmekte olan tiiriin
neden oldugu tiiberkiiloza benzeyen iki pulmoner hastalik vakasi tanimlamiglardir
(50). 1980’lerde ise bu mikobakterilerin genis bir hastalik yelpazesine yol actigi

bilinmektedir.

Bu mikobakterilerin hastaliklara yol actiginin ortaya ¢ikmasi, neden olduklari
hastaliklarin seyrinde ve tedavisindeki farkliliklar onlarin M. tuberculosis ve M.
leprae’dan ayri bir grup olarak siniflandirilmasim gerektirmistir. Bu mikobakteriler
nontiiberkiiloz mikobakteri (NTM), ¢evresel mikobakteriler, atipik mikobakteriler ve
tiiberkiiloz disindaki mikobakteriler (TDM) olarak isimlendirilmistir (51).

TDM’ler, tiim mikobakteriler gibi lipitten zengin kalin bir katman ile gevrili
ince bir peptidoglikan tabakasi olan hiicre duvarina sahiptirler (52). Lipit bakimindan
zengin hidrofobik hiicre duvari, mikobakterilere farkli ortamlarda hayatta kalmalarimi

saglayan, yiizeylere yapisma, biyofilm olusturma, dezenfektanlara ve antibiyotiklere



12

direng, yavas lireme ve 1siya tolerans gibi bir dizi 6zellik saglar. Ek olarak ¢evrede
yaygin dagilim gosteren TDM’lerin gevrede hayatta kalmalarini saglayan en 6nemli
Ozellikleri, diisik karbon konsantrasyonlarinda  (oligotrof) ve  oksijen
konsantrasyonlarinda iireme, kirleticilerde dahil olmak {tizere g¢esitli karmasik

hidrokarbonlari pargalama ve metabolize etme yetenegine sahip olmalaridir (53).

TDM, ¢ogunlukla ¢evrede toprakta, yiyeceklerde, suda ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunurlar, tiiberkiiloz ve lepraya neden olmazlar. Bu mikobakterilerin biiyiik
cogunlugu insanlar i¢in patojen degildir ancak hemen hemen hepsi firsat¢i olarak
davranarak predispozan kosullarin varhiginda hastaliklara neden olabilir (54). Bu
firsatg1 patojenler 6zellikle kronik hastalik ve immiinsupresyon gibi predispozan
kosullarin varliginda insanlarda pulmoner ve cilt, kemik, eklem ve dissemine
enfeksiyon gibi ekstrapulmoner enfeksiyonlara neden olurlar (55). Giiniimiizde 190’a
yakin mikobakteri tiirii tanimlanmistir ve bunlarin yaklasik olarak 40 tanesinin

insanlarda goriilen hastaliklarla iliskili patojenik tiirler oldugu diisiiniilmektedir (56).

TDM’ler immiin sistemi baskilanmis konaklar, yaslilar, kistik fibrozlu hastalar
gibi risk grubu popiilasyonlarda akciger ve akciger dis1 hastaliklara neden olurlar (57).
Her ne kadar immiin sistemi baskilanmig bireyler en fazla risk altindaki grup olsalar

da, TDM’ler immiin sistemi saglam olan bireylerde de hastaliga neden olabilirler (58).

TDM’lerin neden oldugu akciger hastaliklar1 tiim vakalarin %90’1m1 olusturur
ve akciger hastaligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), bronsektazi, kistik
fibroz, pndmokonyoz, dnceden gecirilmis tiiberkiiloz, akciger alveoler proteinozu ve
6zofagus motilite bozukluklar1 gibi yapisal akciger hastaligi olan hastalarda yaygin
olarak goriiliir (35). Tan1 hastadan alinan 6rnegin kiiltiir sonuglari, hastanin klinigi ve
radyolojik bulgular birlikte degerlendirilerek konulur (35). M. avium kompleks, M.
kansasii, M.malmoense, M. xenopi ve M. abscessus yaygin olarak pulmoner hastaliga
neden olan TDM’lerdir (59). TDM’lerin neden oldugu akciger hastaliklarinin
tedavisinde uygulanacak tedavi tiirlerin antibiyotik duyarlilik profilleri farkli
oldugundan tiire gore degisir. M. avium kompleks’in neden oldugu akciger
hastaliklarinin tedavisinde makrolidler ve rifamisin tiirevleri, M. abscessus’un neden

oldugu akciger hastaliklarinin tedavisinde amikasin, sefoksitin, imipenem ve
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tigesiklin, M. kansasii akciger hastaliklarinin tedavisinde ise izoniazid, rifampisin ve

etambutol kullanilir (35, 60).

TDM’ler, daha nadir olarak deriyi, kemikleri, eklemleri, lenfatik sistemi ve
yumusak dokuyu enfekte ederek akciger disi hastaliklara neden olurlar. TDM’ler
lenfatik damarlar1 enfekte ederek lenfadenitlere yol agarlar ve M. avium kompleks, M.
scrofulaceum, M. malmoense, ve M. hemophilum lenfadenitlere en sik neden olan
mikobakteri tiirleridir (61). Komplike olmayan TDM lenfadenitinin tedavisi cerrahi
eksizyondur, eger gerekirse tedavide klaritromisin, rifamisin, ya da rifampin,
etambutol kullanilir (61) . Nadiren hem hizli hem yavas iireyen TDM tiirleri tendon
kiliflarini, kemikleri ve eklemleri enfekte ederek kronik graniilomatdz enfeksiyonlara
neden olabilirler. Bu enfeksiyonlar genellikle patojenin ¢evresel kaynaktan yada
cerrahi prosediir sonucu yakinda bulunan bir enfeksiyon odagindan direkt inokiilasyon
ile, penetran travma, yaralanma veya enjeksiyon yoluyla olusur ve etkilenen hasta
grubunun ¢ogunlugu immiin sistemi saglam bireylerdir (61). TDM’lerin neden oldugu
kas-iskelet sistemi hastaliklarinin tedavisinde hastaliga neden olan mikobakteri
tiiriiniin antimikrobiyal duyarlilik profiline uygun uzun siireli ilag tedavisi ve gerekli
ise cerrahi debridman uygulanir (62). TDM’lerin neden oldugu deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 travmatik yaralanma, ameliyat veya kozmetik prosediirler sonrasinda
yaranin ¢evresel mikobakterilerle kontamine topraga, suya veya tibbi cihazlara temas
etmesi sonucu olusurlar. M. avium kompleks, M. kansasii, M. xenopi, M. marinum, M.
chelonae, M. abscessus, M. fortiutum, M. smegmatis deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarina siklikla neden olan tiirlerdir (56, 61). Tedavide hastaligin siddetine
gore 4-6 ay enfeksiyona neden olan mikobakteri tiiriine uygun antimikrobiyal tedavi
ve hastaligin siddeti ve lokalizasyonuna gore tamamlayici olarak cerrahi uygulanir
(56). TDM’lerin ¢ok nadir olarak merkezi sinir sistemi hastaligi, keratit ve otitis

mediaya neden oldugu rapor edilmistir (35, 61).

Ek olarak TDM’ler agirlikli olarak immiin sistemi baskilanmig hastalarda ve
cocuklarda dissemine enfeksiyonlara neden olabilirler ancak bu dissemine
enfeksiyonlar insan immiin yetmezlik viriisii (Human immunodeficiency virus, HIV)
ile enfekte olmayan kisilerde ¢ok nadir goriiliir (63). M. abscessus, M. intracellulare
ve M. avium kompleks immiin sistemi baskilanmis hastalarda dissemine enfeksiyona

neden olan yaygin mikobakteri tiirleridir (64, 65).
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Son otuz yil i¢inde TDM izolasyon oranlarinin ve iligskili olduklar
enfeksiyonlarin prevelansindaki diinya capindaki artis dikkat ¢ekmektedir (66).
TDM’ler kontaminant olabilecegi gibi enfeksiyon etkeni de olabildiklerinden
kontaminasyon ve enfeksiyon arasindaki ayrimin yapilmasi 6nemlidir ve bu ayrimin
yapilmasi hala bir sorun olmaya devam etmektedir (67). Ayrica hizli ve dogru teshis,
tir ve alt tlir diizeyinde ayrimin yapilmasi antibiyotik duyarlilik profillerindeki
farkliliklar nedeniyle 6nem tasimaktadir. Ciinkii TDM enfeksiyonlar1 i¢in tedavi
rejimleri, tirlere bagli olarak degisebilir ve uygun olmayan tedavi, antibiyotik
direncine veya ilag toksisitelerine gereksiz yere maruz kalmaya neden olabilir (66).
Amerikan Toraks Dernegi ve Amerikan Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (American
Thoracic  Society/Infectious Diseases Society of America, ATS/IDSA) de
rehberlerinde klinik olarak énemli TDM izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlanmasin

onermektedir (35).

TDM’lerin tiir diizeyinde fenotipik olarak tanimlanmasinda biyokimyasal
testler ve genotipik olarak tanimlanmasinda molekiiler yontemler kullanilmaktadir.
Biyokimyasal testler, mikobakterilerin sahip oldugu farkli biyokimyasal 6zelliklerinin
tespitine dayanarak fenotipik tanimlama yapmayi saglar. Nitrat indirgenmesi, niasin
sekresyonu, Tween80 hidrolizi, MacConkey agarda iireme, telliirit indirgenmesi, lireaz
aktivitesi, katalaz aktivitesi, arilsiilfataz, pirazinamidaz ve B-glukosidaz ile ilireme
aktivitesi gibi biyokimyasal Ozellikleri test eden biyokimyasal testler bu
mikobakterilerin tanimlanmasinda kullanilir (68). Ancak TDM’lerin tiir diizeyinde
tamimlanmasinda kullanilan bu biyokimyasal testlerin yavas ve daha az yaygin tiirleri
tanimlamada basarisiz oldugu diisiiniilmektedir (69). Hizli ve hatasiz oldugu kabul
edilen tekrarlanan palindromlara dayali PZR, rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA
PZR, biiyiik kesim pargalarinin degisken alanli jel elektroforezi (pulsed-field gel
electrophoresis), kesim parga uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism, RFLP), ¢ogaltilmis fragment uzunlugu polimorfizmi (amplified
fragment length polymorphism, AFLP), gen dizileme ve ¢oklu (multiplex) PZR gibi
molekiiler yontemler, mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasinda biyokimyasal
testleri geride birakmaktadir (35, 66). Ayrica tammlamada kullanilabilecek ticari PZR
yontemine dayali hibridizasyon kitleri de mevcuttur (67). Tim bu yontemlere ek

olarak ayrica son zamanlarda mikobakterinin ekstrakte edilen proteinlerinin irettigi
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spektral profilin tespit edilip referans veritabanindaki proteomik verilerle
karsilastirilmasina dayanan matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ucgus
zamani kiitle spektrometresi (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry, MALDI-TOF MS) yontemi de mikobakterilerin tiir diizeyinde

hizli ve dogru tanimlanmasinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (70, 71).

Son on yilda, diinya capindaki TDM hastaligi vakalarimin sayist belirgin
sekilde artmistir. Giinlimiizde artan sayida TDM susunun, hem immiin sistemi
baskilanmis hem de immiin sistemi saglam olan hastalar1 etkilediginin, siddetli ve
tedaviye direngli enfeksiyonlardan sorumlu oldugunun tespit edilmesiyle bu
mikobakteriler ciddi bir enfektif tehdit haline gelmistir. TDM’lerin neden olduklari
hastaliklarin insidansi ve prevalansi tiim diinyada artmaktadir ve bu mikobakteriler

hizla bir halk sagligi sorunu haline gelmektedir (60).

2.5. Mycobacterium abscessus Kompleks

M. abscessus kompleks, yaygin olarak toprakta ve suda bulunan, hizl iireyen,
¢ok ilaca direngli TDM tiirlerinden olusan bir gruptur (43). M. avium kompleksi i¢inde
yer alan tiirler hastaliklardan sorumlu en yaygin TDM tiirleri olmasina ragmen M.
abscessus kompleksi i¢inde yer alan tiirler antimikrobiyal ilag direnci nedeniyle

tedavisi daha zor enfeksiyonlara neden olan TDM tiirleridir (6).

M. abscesssus, ilk kez 1952'de Moore ve Frerichs tarafindan 63 yasinda bir
kadimn diz absesinden izole edilmistir (72). ilk izole edildiginde subkiitanoz abse
olusturma yetenegi olan bu yeni TDM tiiriine M. abscessus adi verilmistir. M.
abscessus ve M. chelonae ilk basta benzer biyokimyasal &zelliklere sahip
olduklarindan ayni tiire (“M. chelonei” veya “M. chelonae”) ait olarak kabul edilmis,
ancak 1992'de M. abscessus ayri bir tiir olarak yeniden siniflandirilmistir (43). M.
abscessus bagimsiz bir tiir olarak kabul edildikten sonra, M. massiliense ve M. bolletii
gibi yeni alt tiirleri kesfedilmis ve genom karsilastirmalart sonunda da M. abscessus
kompleksin, M. abscessus alt tiir abscessus, M. abscessus alt tiir massiliense, ve M.

abscessus alt tiir bolletii olmak tizere ¢ alt tiire sahip oldugu ortaya konmustur (7, 73).
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2.5.1. Tammmlama

M. abscessus kompleksi mikobakterilerin tanimlamasinda bir¢ok farkl
biyokimyasal ve molekiiler teknik kullanilmaktadir. M. abscessus kompleksinin
tanimlanmasi, geleneksel olarak bunlar1 M. chelonae gibi yakindan iligkili tiirlerden
ayirmak i¢in kullanilan fenotipik yontemlere dayanir (43). Sodyum kloriir tolerans
testi, sitrat kullanim testi gibi biyokimyasal testler M. abscessus kompleksin
tanimlanmasinda kullanilan bu fenotipik yontemlere 6rnek olarak verilebilir. Sodyum
kloriir tolerans testi, 6zellikle M. abscessus kompleksi ile M. chelonae arasindaki
ayrimin yapilmasinda kullanilan, mikobakterinin % 5 sodyum kloriir iceren
Lowenstein-Jensen besiyerinde lireme kabiliyetine dayanan bir testtir (74, 75). Sitrat
kullanim testi ise M. abscessus kompleks mikobakterilerin sitrati karbon kaynagi
olarak kullanmayip, M. chelonae gibi hizli tireyen diger TDM’lerin sitrat1 kullanma
yetenegine dayanarak tanmimlama yapmayi saglayan bir testtir (76). Ancak, bu
fenotipik yontemler tanimlamada yeterince giivenilir ve M. abscessus kompleksin alt

tiirleri arasinda ayrim yapacak kadar hassas degildir (5, 75).

Mikobakterilerin mikolik asit paternlerini tespit etmeyi saglayan yliksek
performansli sivi kromatografi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
yontemi de hizli iireyen TDM tiirlerini ayirt etmek icin kullanmilmistir; ancak, bu
yontem ile yapilan analizlerde bazi hizli tireyen TDM’ler benzer mikolik asit

profillerine sahip oldugu i¢in tanimlamada kullanimi sinirlidir (77).

M. abscessus kompleks alt tiirlerinin tanimlanmasinda esas olarak cesitli
referans genlerin dizilenmesine dayanan multilokus gen dizilimi ile tiplendirme
(Multilocus sequence typing, MLST) ve rpoB genine dayali tek gen dizileme yontemi
gibi molekiiler yontemler kullanilir (5, 7, 78). Tim mikobakterilerde bulunan
bakteriyel RNA polimeraz geninin b-alt birimini kodlayan tek kopya bir gen olan rpoB
genindeki tiirler ve alt tiirler arasindaki farkliklari tespit etmeye yonelik rpoB geni
dizilemesi M. abscessus kompleks alt tiirlerinin ayirt edilmesinde yaygin kullanilan
molekiiler yontemlerden biridir (73, 78-81). Ancak tek gen dizileme yonteminin, M.
abscessus kompleks alt tiirleri arasindaki horizontal gen transferleri nedeniyle

yeterince ayirt edici olmadigi rapor edilmistir (7).
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Ek olarak, MALDI-TOF MS de M. abscessus kompleksi tanimlama ve alt tiir
ayrimi yapmak i¢in kullanilmaktadir (7, 82). Bu yontem mikobakterilerin
proteinlerinin spektral analizine dayanarak tanimlama yapar, M. abscessus kompleks
mikobakterilerin spektral analizindeki karakteristik pikler sayesinde de alt tiirlerinin
ayrimini yapmay1 saglar (83). MALDI-TOF MS yonteminin M. abscessus kompleks
icindeki M. abscessus alt tiir bolletii ve M. abscessus alt tiir abscessus alt tirlerini
yiiksek bir dogruluk orani ile, M. abscessus alt tiir massiliense alt tiiriinii ise ¢ok diisiik

bir hata orani ile ayirtettigi gosterilmistir (83).
2.5.2 M. abscessus Kompleks Patogenezi

M. abscessus kompleks ¢evrede yaygin olarak bulunan, hem immiin sistemi
baskilanmis hem de immiin sistemi saglam kisilerde akciger, akciger dis1 veya
dissemine enfeksiyonlara yol acan hizli {ireyen mikobakterilerdir (5). Bu
mikobakterilerin bulas yolu tam olarak anlasilamamis olup, bulasinin inhalasyon,
agizdan alinma ve g¢evresel kaynak veya fomit ile direkt temas yoluyla olabilecegi
rapor edilmistir (35, 84). Ek olarak son yillarda tiim genom dizileme teknolojilerinin

gelismesiyle kistik fibroz hastalarinda kisiden kisiye bulas olabilecegi de gosterilmistir
(85).

M. abscessus kompleksin zorlu ¢evre kosullarinda tireyebilme, dezenfektanlara
direncli olma, biyofilm olusturma, hiicre i¢inde sagkalim, immiin sistemden kagma ve
koloni morfolojisinde degisiklik yetenekleri patogenezlerinde 6nemli rol oynar (75,
86). M. abscessus kompleksinin lipitten zengin hidrofobik hiicre zarfi, immiin sistem
hiicreleri ile etkilesimlerinden ve makrofaj iginde sagkalim, dezenfektanlara direng,
zorlu ¢evre kosullarinda iireyebilme, biyofilm olusturma ve ylizeylere yapisma gibi

patogenezlerinde 6nemli yeteneklerinden sorumludur (6, 52, 75, 87, 88).

M. abscessus kompleksin patogenezinde Onemli potansiyel viriilans
faktorlerinden biri koloni morfotipleridir (89). M. abscessus kompleks hiicre
duvarindaki glikopeptidolipit miktarlarindaki farkliliklar nedeniyle kat1 besiyerinde
tirediklerinde S (Smooth) koloni ve R (Rough) koloni olmak tizere iki farkli morfotipe
sahiptir (89, 90). S koloni, hiicre duvarinda glikopeptidolipitleri olan, invaziv olmayan,

biyofilm olusturan morfotiptir (89, 91). R koloni, hiicre duvarinda ¢ok az miktarda
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glikopeptidolipit bulunan, biyofilm olusturmayan invaziv, kord olugturan morfotiptir
(89, 91). M. abscessus kompleks bu iki morfotip arasinda gegis yapabilme yetenegine

sahiptir ve bu yetenekleri 6zellikle akciger enfeksiyonlarinda 6nemlidir (89, 92, 93).

S koloni morfotipindeki mikobakteriler sahip olduklar1 glikopeptidolipitler ile
makrofaj ve epitelyal hiicreler iizerinde bulunan Toll benzeri reseptér 2 (TLR2)
tarafindan taninan hiicre duvarlarindaki fosfatidil-myo-inositol mannozlari gizleyerek
immiin yanit olusumunu engellerler (84, 94). Immiin yanit olusmasi engellemek igin
taninmamalarin1  saglamasina ek olarak glikopeptidolipitler kayma hareketi ve
biyofilm olusumu da saglayarak M. abscessus kompleksin hava yollarinda kolonize

olmasini kolaylastirirlar (84).

R koloni morfotipindeki mikobakteriler glikopeptidolipitlerini
kaybettiklerinden, makrofajlarin ve respiratuar epitelyal hiicrelerin lizerinde bulunan
TLR2 tarafindan tanmirlar ve immiin yanit olusur (84, 94). Ayrica R koloni
morfotipinde trehaloz gibi hiicre duvari lipitleri sayesinde mikobakteriler birbiri ile
etkileserek biiyiik agregatlar olustururlar, bunlar fagosite edildikten sonra makrofajin
apoptozuna neden olur ve makrofaj tarafindan ekstraselliiler bosluga salinirlar (84,
95). Bu agregatlar ekstraselliller boslukta fagosite edilemeyen yapilar olan kord
yapisint olustururlar (84, 95). R koloni morfotipinin taninarak inflamasyonu

tetiklemesi ve kord olusturmasi gibi yetenekleri enfeksiyonun yayilmasina neden olur
(84, 96).

Ilk olarak M. abscessus kompleksin S koloni morfotipi hava yollarinda
kolonize olur ve daha sonra kendiliginden hiicre duvarindaki glikopeptidolipitlerin
kaybi ile inflamasyon ve invaziv akciger hastaligina neden olan viriilan R koloni
morfotipine dondsiir (90, 94). Bu S koloni-R koloni doniisiimiinden mikobakteriyel
hiicre zarfinin biyosentezinde yer alan Mycobacterial membrane protein Large
(MmpL) proteinlerinden birini kodlayan gendeki mutasyonun sorumlu oldugu rapor
edilmistir (92, 97, 98). Buna ek olarak sicakligin bu doniisiimde etkili olabilecegi,
yiiksek sicakliklarda glikopeptidolipitlerin kaybedilerek S koloni morfotipinin R
koloni morfotipine gegisi rapor edilmistir (84, 94). Sicakliga bagli doniisiim ile de
cevrede diisiik sicaklikta bulunan glikopeptidolipitleri olan S koloni morfotipinin hava
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yollarina girdiginde akcigerlerin yiiksek i¢ sicaklifinda glikopeptidolipitlerini
kaybederek viriilan R koloni morfotipine gecisi agiklanabilir (84).

Cevrede yaygin bulunan baskin S koloni morfotipi tipik olarak enfeksiyonlarin
erken evrelerinde bulunurken R koloni morfotipi enfeksiyonun daha ge¢ evrelerinde
ortaya ¢ikmaktadir (96). Ek olarak R koloni morfotipinin S koloni morfotipinden daha
patojenik oldugu ¢esitli calismalarla in vivo gosterilmistir ve literatiirde yer alan olgu
sunumlari da bunu dogrular niteliktedir (95, 96). Literatiirde M. abscessus kompleksin
S koloni morfotipi ile kolonize kistik fibroz hastasinda ilerleyen donemde R koloni
morfotipinin ortaya ¢ikmasiyla akut solunum yetmezligi gelistigi ve M. abscessus
kompleks ile enfekte kistik fibroz hastasinda akciger fonksiyonlarinin kétiilesmesi ile
balgam izolatinin S koloni morfotipinden R koloni morfotipine déniigmesinin iligkili
oldugu bildirilmistir (99). Ek olarak, kronik akciger hastaligi olan hastalarin
cogunlugundan R koloni morfotipi izole edilirken, ¢evresel kontaminantlardan ve

yaralardan S koloni morfotipinin izole edildigi rapor edilmistir (100).

2.5.3 M. abscessus Kompleks Hastaliklar:

M. abscessus kompleks ig¢inde yer alan mikobakteriler, akciger
enfeksiyonlarina, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina, merkezi sinir sistemi

enfeksiyonlarina, okiiler enfeksiyonlara ve bakteriyemilere neden olurlar (5).
Akciger Enfeksiyonlar

M. abscessus kompleksi, ozellikle kistik fibroz, bronsektazi ve 6nceden
gecirilmis tiiberkiiloz gibi altta yatan yapisal akciger hastaligina sahip gruplarda
akciger enfeksiyonlarma neden olabilir (5). Bu akciger enfeksiyonlari genellikle
persistan semptomlara, solunum fonksiyonunun azalmasina ve yasam kalitesinin
bozulmasina neden olan indolent fakat ilerleyici bir seyir izler ancak hastalik akut

solunum yetmezligi ile fulminan bir seyir de izleyebilir (35, 101).

M. abscessus kompleksine bagli akciger enfeksiyonu tanisi koymak kolay
degildir ¢iinkii tan1 konulmasinda M. abscessus kompleks mikobakterilerinin solunum
yolu 6rneklerinden izole edilmesi tek basma yeterli degildir. ATS/IDSA’nin 2007°de

yayinladigr kilavuzlara gore, M. abscessus kompleksin neden oldugu akciger
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enfeksiyonlarin tanisi, klinik semptomlarin varligi, M. abscessus kompleks akciger
enfeksiyonu ile uyumlu lezyonlarin radyografik bulgulari, diger hastaliklarin uygun
sekilde dislanmasi ve en az ayr1 alinmig 2 balgam 6rneginden pozitif kiiltiir sonucu
elde edilmesi gibi klinik ve mikrobiyolojik kriterlerin yerine getirilmesini
gerektirmektedir (35).

Son yillarda, M. abscessus kompleksin neden oldugu akciger enfeksiyonlar
kistik fibroz hastalarinda yaygin olarak goriilmeye baslanmistir. Yas, diisiik viicut kitle
indeksi, kotii zorlu ekspiratuar volim (FEV1), Pseudomonas aeruginosa ve
Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonunun varligi, inhale antibiyotik kullanimu,
pnomotoraks ve diger gegirilen tibbi miidahaleler kistik fibroz hastalarinda goriilen M.
abscessus kompleksine bagli akciger enfeksiyonuna neden olan risk faktorleridir
(102). Ek olarak Bryant ve ark. calismalarinda kistik fibroz hastalarinda M. abscessus
alt tir massiliense mikobakterisinin insandan insana bulasabilecegine dair giiglii
kanitlar elde etmislerdir (85). Bu nedenlerle, kistik fibroz hastalar1 M. abscessus

kompleksi akciger enfeksiyonlar igin risk grubu 6nemli hasta popiilasyonudur.

M. abscessus kompleksin neden oldugu akciger enfeksiyonlarinin tedavisi
oldukga zordur ve standart bir tedavisi yoktur (5). Mevcut kilavuzlar intravendz olarak
uygulanan antimikrobiyal ajanlarla kombinasyon halinde makrolid bazli tedavinin

uygulanmasini 6nermektedir (35).
Deri ve Yumusak Doku Enfeksiyonlar:

M. abscessus kompleks, travmatik yaralanma, cerrahi yara veya ¢evresel maruz
kalma sonucu kontamine malzeme veya su ile dogrudan temas ederek ve dissemine
enfeksiyonlarda deri veya yumusak dokunun sekonder tutulumu yoluyla deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarina neden olabilir (103). Bu enfeksiyonlar immiin sistemi
baskilanmis hastalarda goriilebilecegi gibi immiin sistemi saglam kisilerde de
goriilebilir (104). Immiin sistemi baskilayan ila¢ kullanan, malign neoplazma, diabetes
mellitusu veya bag dokusu hastaligi olan hastalar M. abscessus kompleksin neden
oldugu deri ve yumusak doku enfeskiyonlari i¢in risk grubunda yer alirlar (105). M.
abscessus kompleks, estetik prosediirler, dovme yapilmasi, akapuntur, viicut piercingi

takilmasi, protez malzemeye maruz kalma, kalp pili yerlestirme, intravendz kateter
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kullanim1 ve deri alt1 enjeksiyonlar gibi islemler sonrasi deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarina neden olabilir (103-105). Ek olarak M. abscessus kompleks
kaplicalarda kontamine suya maruz kalma yoluyla da deri ve yumusak doku

enfeksiyonlarina yol agabilir.

M. abscessus kompleksin neden oldugu deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin tedavisi hastaligin siddetine gore toplam 4-6 haftalik bir antibiyotik
tedavisi planlanir (106). Enfeksiyonun siddeti hafif olan hastalara tedavide makrolid
ve florokinolon grubu oral veya topikal antibiyotikler kullanilir (106). Mevcut
rehberlere gore ciddi enfeksiyonu olan hastalarda tedavide klaritromisin, azitromisin
gibi makrolid grubu oral antibiyotiklerle birlikte birkag¢ hafta parenteral olarak
amikasin ile kombine sefoksitin veya imipenem kullanilir ve bu tedavi rejiminde en az
2 hafta parenteral antibiyotiklerle baslangi¢ tedavisi onerilir (35). Ek olarak hastaligin

durumuna ve tedavi yanitina gore cerrahi tedavi de yapilabilir (106).
Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

M. abscessus kompleks nadir olarak serebral apseler, menenjit gibi merkezi
sinir sistemi enfeksiyonlarina neden olabilir (5). M. abscessus kompleks, beyin cerrahi
operasyonlari, travma, intrakraniyal implantlar, otomastoidit ve dissemine
enfeksiyonlar yoluyla merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina yol agar (107). Ozellikle
ventrikiiloperitoneal (VP) sant M. abscessus bagli enfeksiyonlar i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir ve literatiirde de VP sant ile iliskili 3 enfeksiyon vakasi bildirilmistir (108-
110).

Ozellikle immiin sistemi baskilanmus hastalar M. abscessus kompleksin neden
oldugu merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari i¢in risk grubu hastalardir ve bu hastalarda
yiiksek mortaliteye sahiptir (111). Ancak immiin sistemi baskilanmis 6nemli bir hasta
grubu olan HIV ile enfekte hastalarda TDM’lerin neden oldugu merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarinda yaygin etkenin M. abscessus kompleks degil M. avium kompleks
oldugu, M. abscessus kompleksin ise HIV seronegatif hastalarda merkezi sinir sistemi

enfeksiyonlarinin yaygin etkeni oldugu literatiirde rapor edilmistir (111).

M. abscessus kompleksin neden oldugu merkezi sinir sitemi enfeksiyonlarinin

tedavisi zordur ¢linkii tedavide serebrospinal siviya yeterli miktarda gegecek etkili
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antibiyotiklere ihtiyag vardir (112). Tedavide mikobakterinin ilag duyarliligina bagl
olarak en az biri parenteral olarak uygulanan 2 veya 3 antibiyotigin kombinasyonu
kullanilir (35). Bu tedavide en az 12 ay boyunca amikasin, sefoksitin, imipenem veya
florokinolon kullanilmaktadir (111). Ancak makrolidlerin ve amikasinin serebrospinal
stviya gegisleri iyi degildir bu nedenle tedavide serebrospinal siviya gegisleri iyi olan
linezolid ve klofazamin tercih edilebilir (113-115). Kombine antimikobakteriyel
tedaviye ek olarak, enfekte olmus yabanci cisimler, implante edilmis kateterler veya

VP santlar gibi tibbi ekipman ¢ikarilir (112).
Okiiler Enfeksiyonlar

M. abscessus kompleks keratit, kanalikiilit, dakriyosistit, sklerit, endoftalmit
ve implant enfeksiyonlar1 gibi okiiler enfeksiyonlara neden olabilir (116, 117). Bu
enfeksiyonlara cerrahi travma, kontamine prostetik madde, korneal metalik cisimler,
antiseptik ¢ozelti veya su yoluyla yol agar (118). G6z ameliyat1 gecirilmesi, kontakt
lens kullanimi, kontamine suya maruz kalma, okiiler travma ve immiin sistemin
baskilanmasi M. abscessus kompleks okiiler enfeksiyonlari i¢in risk faktorleridir (119,
120). Ek olarak literatiirde son yillarda M. abscessus kompleksin neden oldugu okiiler

enfeksiyonlarin insidansinda artig bildirilmistir (112).

M. abscessus kompleksin neden oldugu okiiler enfeksiyonlarin tedavisinde
topikal bir florokinolona ile birlikte intravendz aminoglikozit ve makrolid
kullanilmaktadir (113, 120). Antimikobakteriyel tedaviye ek olarak gerekli
durumlarda enfekte dokunun cerrahi debridmani da yapilmaktadir (113). Bu okiiler
enfeksiyonlarda tedavi siiresi ortalama 5 ay olup, hastanin klinik yanitina gore tedavi

stiresi degismektedir (5, 112).
Bakteriyemi

M. abscessus kompleks 6zellikle immiin sistemi baskilanmis diyabeti olan, son
donem bobrek hastaligt olan, uzun siire kortikosteroid kullanan veya kanser
hastalarinda bakteriyemilere neden olabilir (121). Bu bakteriyemiler genellikle venoz
katater kullanimu ile iliskilidir (122). Tedavide enfeksiyon katater ile iliskili ise katater
cikartilmaktadir ve izolatin antibiyotik duyarlilik profiline gore intravendz

antimikrobiyal uygulanmaktadir (122). Literatiirde M. abscessus kompleksin neden
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oldugu bakteriyemilerin tedavisinde kombine olarak klaritromisin, amikasin,

sefoksitin ve imipenem kullanildig1 rapor edilmistir (123, 124).
Yaygin Enfeksiyonlar

M. abscessus kompleks, nadir olarak yiiksek mortaliteye sahip yaygin
enfeksiyonlara neden olabilir (125, 126). Ozellikle immiin sistemi baskilanmis
hastalarda bu enfeksiyonlar daha yaygindir (5). Organ transplant alicilari, otoimmiin
hastaliklar i¢in kortikosteroid tedavisi alanlar ve HIV pozitif hastalar M. abscessus
kompleksin neden oldugu yaygin enfeksiyonlar i¢in risk grubudur (5, 125). Ancak bu
yaygin enfeksiyonlar HIV negatif hastalarda da goriilebilir (5).

M. abscessus kompleksin neden oldugu yaygin enfeksiyonlarin tedavisinde
izolatin antimikrobiyal duyarlilik profili gbzoniine alinarak icinde amikasinin de
bulundugu 2-3 antimikrobiyal ajanin kombinasyonu kullanilmaktadir (126). Mevcut
rehberlerde tedavide klaritromisin veya azitromisin ile amikasin, sefoksitin, imipenem

gibi parenteral antibiyotiklerin kombine olarak kullanilmasi dnerilmektedir (35).
2.5.4. M. abscessus Kompleksin Antimikobakteriyel Duyarlihg:

M. abscessus kompleks kompleks standart antitiiberkiiloz ajanlara ve
antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna direnglidir (6). Tedavide kullanilacak rejimin

belirlenmesine, antimikrobiyal duyarlilik testleri rehberlik eder (112).

M. abscessus kompleksin de iginde bulundugu hizli iireyen TDM’ler i¢in
amikasin, tobramisin, sefoksitin, klaritromisin, azitromisin, linezolid, imipenem,
siprofloksasin, moksifloksasin, doksisiklin, tigesiklin, rifabutin ve trimethoprim-
stilfametaksazol antimikrobiyallerinin duyarliliginin test edilmesi 6nerilmektedir (11).
M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinda tigesklin ve/veya klofaziminin de test
edilebilecegi ancak bu ilaglarin sinir degerlerinin bulunmadigi belirtilmektedir (11).
Onerilen antimikrobiyal duyarlilik testi katyon ayarli Mueller Hinton s1v1 besiyerinde

stvi mikrodiliisyondur (11).

CLSI onerileri dogrultusunda test edilen ilaglar arasinda M. abscessus
kompleksin duyarli oldugu en iyi antimikobakteriyel aktiviteye sahip ilaglarin

amikasin, klaritromisin ve sefoksitin oldugu rapor edilmistir (5, 127). Ek olarak
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klofazamin ve rifabutinin de M. abscessus komplekse karsi in vitro antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (128, 129).

M. abscessus kompleksinin farkli alt tiirleri farkli antimikrobiyal duyarlilik
profillerine sahiptir. Bu nedenle etkili antimikrobiyal rejim belirlenirken bu nokta goz
ontinde bulundurulmalidir. Diger alt tiirlere gore daha nadir izole edilen M. abscessus
alt tiir bolletii, M. abscessus kompleks i¢in kullanilmasi Onerilen ilaglara karsi
direnglidir (130). M. abscessus alt tiir abscessus ve M. abscessus alt tiir massiliense
arasinda erm(41) geni yiiziinden makrolid 0zellikle klaritromisin direncinde
farkliliklar bulunmaktadir (131). M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinin ¢ogu
makrolid direncine neden olan erm(41) genine sahip iken M. abscessus alt tiir
masssiliense izolatlarinin ¢ogu fonksiyonel olmayan erm(41) genine sahiptir (132). Bu
nedenle M. abscessus alt tiir massiliense izolatlarinin klaritromisin duyarlilik oranlar
M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarindan daha ytiksektir (132). Cho ve ark. da
calismalarinda M. abscessus alt tiir abscessus izolatlar1 i¢in klaritromisin direng
oranint %84.1, M. abscessus alt tiir massiliense izolatlar1 i¢in klaritromisin direng

oranini %6.3 olarak rapor etmislerdir (133).

M. abscessus kompleksinin alt tiir ayriminin yapilmasi 6zellikle neden
olduklar1 akciger enfeksiyonlarinin tedavisinin daha etkili planlamasinda ¢ok
onemlidir (127). Ornegin alt tiirlerin klaritromisin duyarlilik profilleri birbirinden
farklidir ve klaritromisin igeren tedavinin etkisi enfeksiyona neden olan alt tiire gore
farklilik gosterir (5). M. abscessus alt tiir abscessus’un aksine, M. abscessus alt tiir
massiliense indiiklenebilir klaritromisin direncine sahip degildir ve bu alt tiiriin neden

oldugu enfeksiyonun tedavisinde klaritromisin kullanilabilir (132).

M. abscessus kompleks igin literatiirde ¢ogu antimikrobiyale karsi yiliksek
diren¢ oranlar1 rapor edilmistir ve bu M. abscessus komplekse etkili yeni
antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi gerekliligini gostermistir. Literatiirde tigesiklin,
bedaquiline, omadasiklin ve Galyum nitrat gibi yeni ajanlarin ve rifampin-biapenem
kombinasyonu gibi yeni kombinasyonlarin M. abscessus kompleks icin

antimikobakteriyel aktiviteleri rapor edilmistir (134-138).
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2.5.5. M. abscessus Kompleksin Antimikrobiyal Diren¢ Mekanizmalari

M. abscessus kompleks ¢ogu antimikrobiyal ajana direnglidir veya direng
gelistirmektedir. Bu antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasinda da M. abscessus
kompleksin dogal diren¢ mekanizmalar1 ve kazanilmis diren¢ mekanizmalari rol

oynamaktadir (6).
Dogal Diren¢ Mekanizmalari

M. abscessus komplekste dogal direngten yavas tiremeleri, fiziksel ve kimyasal
bir bariyer olan gecirgen olmayan hiicre duvarlari, ilag digsa atim sistemleri ve hedef

genlerin genetik mutasyonlart sorumludur (6).

Mikobakteriyel hiicre duvart yiiksek lipit icerigi ve kalinligi ile hidrofilik ve
lipofilik ajanlar i¢in etkili bir bariyer gorevi gérmekte ve hiicrenin toksik hiicre dist
bilesiklere kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (139, 140). M. abscessus
kompleks bazi antibiyotiklere karsi gegirgen olmayan hidrofobik hiicre duvari
yiiziinden dogal direnclidir (140). Bazi hidrofilik antimikrobiyaller ve bilesikler de
hiicre zarfindan porinler aracigr ile gegmekte ancak hiicre igindeki direng

mekanizmalar ile etkisiz hale getirilmektedir (6, 141).

M. abscessus kompleks, antibiyotikleri parcalayarak, modifiye ederek veya
antibiyotigin hedefini modifiye ederek onlar1 etkisiz hale getirecek enzimler
tretmektedir (6, 142). M. abscessus kompleks rifampisin direncine neden olabilecek
rifampisin ADP-ribosiltransferaz ve mono-oksijenaz enzimlerine sahiptir (44). Ayrica,
aminoglikozit 2-N-asetil transferaz ve aminoglikozit fosfotransferaz gibi asetil veya
fosfat kalintilarim transfer ederek aminoglikozid ilaglar1 modifiye edip inaktif hale
getiren enzimler igerir (143, 144). M. abscessus kompleks sahip oldugu flavin
monooksigenaz enzimi ile tetrasiklin direncine neden olabilmektedir (142). Ek olarak,
M. abscessus kompleksin beta laktam antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olan
beta laktamlar pargalayan beta laktamaz enzimlerini kodlayan genlere sahip oldugu
rapor edilmistir (6, 44). M. abscessus kompleks hedefi modifiye ederek makrolid
direncine neden olan eritromisin ribozom metilaz (Erm) enzimine sahiptir (75). M.

abscessus komplekste makrolidlere karsi dogal direngten, makrolidler tarafindan
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indiiklenen uyarilabilir bir gen olan erm(41) geninin ifadesinin sorumlu oldugu
bildirilmigtir (131).

M. abscessus komplekste dirence neden olan mekanizmalardan biri de aktif
disa attm mekanizmalaridir. Disa atim pompasi mekanizmalari, toksik molekiilleri
veya metabolitleri hiicre disina atarak bu mikobakterileri toksik molekiillere karsi
koruma ve hiicre homeostazini ve fizyolojik dengeyi korumayi saglamakta, bunun yani
sira antimikrobiyalleri de disar atarak dirence neden olabilmektedir (145, 146). Cesitli
calismalarda, M. abscessus komplekste disa atim mekanizmalarinin makrolid,
aminoglikozit, bedaquiline ve klofazamin direnci ile iliskili oldugu rapor edilmistir
(147-149).

M. abscessus kompleks ila¢ direnci olusmasinda rol oynayan bir
transkripsiyonel regiilator ailesi olan whiB gen ailesine sahiptir (6, 142). M. abscessus
komplekste whiB7 transkripsiyonel regiilatorii makrolid ve aminoglikozit direncine

neden olan genlerin modiile ederek direngte rol oynadigi rapor edilmistir (142).

M. abscessus komplekste ilaglar tarafindan hedeflenen korunmus genlerdeki
polimorfizm direng gelismesine neden olabilecek bir diger mekanizmadir (6). M.
abscessus komplekste de etambutol ve florokinolonlara bu mekanizma ile direng

gelistigi rapor edilmistir (150, 151).
Kazanmilmis Diren¢ Mekanizmalari

M. abscessus komplekste dogal diren¢ mekanizmalari haricinde
antimikrobiyalin temel hedeflerindeki spontan mutasyonlar direng gelismesine neden

olabilir (6).

Cesitli ¢alismalarda, M. abscessus komplekste aminoglikozit, makrolid ve
florokinolonlara karsi kazanilmig direng bildirilmistir (6, 75). M. abscessus
komplekste 16S rRNA’daki rrs genindeki spontan tek nokta mutasyonlarinin
aminoglikozit direnci ile iligkili oldugu rapor edilmistir (152, 153). M. abscessus
komplekste 23S rRNA’daki rrl genindeki nokta mutasyon sonucu makrolid direnci
kazanildig1 rapor edilmistir (154, 155). Ek olarak M. abscessus alt tiir massiliense
izolatlarinda gyrase A alt iinitesindeki gyrA genindeki mutasyon sonucu siprofloksasin

direnci rapor edilmistir (156).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Mycobacterium abscessus (Mycobacteriodes abscessus) alt tiir

abscessus Suslari

Bu tez ¢aligmasina Mycobacterium abscessus (Mycobacteriodes abscessus) alt
tiir abscessus izolatlarinin duyarlilik paternlerinin arastirilmasi amaciyla Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda ve Istanbul Universitesi Aziz
Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi

Laboratuvari’nda tanimlanan 55 M. abscessus alt tir abscessus izolati1 dahil edildi.

Bu ¢alismada antimikrobiyal duyarlilik testlerimizde kalite kontrol susu olarak
CLSI M62 kilavuzunda o6nerilen Staphylococcus aureus (American Type Culture
Collection, ATCC 29213) numarali susu ve duyarli oldugu bilinen Mycobacterium
peregrinum (ATCC 14476) suslar1 kullanildu.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

Kullanilan malzemeler:

Lowenstein Jensen besiyeri

Katyon ayarli Mueller Hinton besiyeri
Klaritromisin

Siprofloksasin

Moksifloksasin

Amikasin

Imipenem

Sefoksitin

Tobramisin

ATCC suslar1 (ATCC 29213, ATCC 14476)
Cam boncuklu diliisyon tiipii

0,5 McFarland standart

U tabanl1 96 kuyucuklu plak

Falkon tip

Enjektor filtresi

Dimetil siilfoksit (DMSO)
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Santrifiij tlipt

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kiti
Primerler

Gergek zamanli PZR igin tiip
Kullanilan cihazlar:

Is1 blogu

Etiv

Hassas Terazi

Sinif 2 biyogiivenlik kabini
Santrifiij cihaz1

Gergek zamanli PZR cihazi
Vortex

+4°C buzdolab1

-20°C dondurucu

-80°C dondurucu

Antibiyogram sonuglarini okumak i¢in ayna

3.3. M. abscessus alt tiir abscessus (Mycobacteriodes abscessus) Suslarinin

Besiyerine Ekimi

Oncelikle kullamilacak suslar, Sinif 2 biyogiivenlik kabini iginde, kisisel
giivenlik kurallarina uyularak, steril sartlarda, stoktaki suslardan otomatik pipet
yardimiyla 100 ul alinarak hazir olarak satin alinan steril Lowestein Jensen besiyerine
ekildi. Lowenstein Jensen besiyerine pasajlanan suslar hafif egik bir sekilde, 37°C’lik
etlivde 7 giin inkiibe edildi. Yedi giin boyunca diizenli olarak her giin suslarin iireme
ve kontaminasyon kontrolleri yapildi. Lovenstein Jensen besiyerinde tiretilen bu suslar

antimikrobiyal duyarlilik testlerinde kullanildi.

3.4. M. abscessus alt tiir abscessus Suslarinin Antimikrobiyal Duyarhhk

Testleri

M. abscessus alt tiir abscessus suslari i¢in antimikrobiyal duyarlilik testleri
CLSI M24 rehberinin 6nerdigi yontem olan katyon ayarli Mueller Hinton sivi

besiyerinde sivi mikrodiliisyon yontemi ile yapildi (11). CLSI M24 rehberi 6nerileri
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dogrultusunda M. abscessus alt tiir abscessus suslari igin klaritromisin, siprofloksasin,
moksifloksasin, amikasin, imipenem, sefoksitin ve tobramisin antimikrobiyallerinin

duyarliliklar test edildi.

Oncelikli olarak toz formdaki antibiyotikler uygun ¢oziicii kullanilarak ¢oziildii
ve antibiyotik stoklart1 hazirlandi. Amikasin, tobramisin, moksifloksasin,
siprofloksasin ve imipenem distile suda; Klaritromisin ve sefoksitin DMSO’da
coziilerek stok antibiyotik sollisyonlar1 hazirlandi. Stok antibiyotik soliisyonlari
hazirlanirken istenen konsantrasyonda olmalart i¢in gereken miktarlar antibiyotik
tizerinde belirtilen potense gore Formiil 3.1. kullanilarak hesaplanmustir.

Hacim(ml)xistenilen konsantrasyon(ug/ml) (3 1 )

Aglrllk(mg) = Potens (ug/mg)

Antimikrobiyal duyarlilik testi igin test edilen antimikrobiyaller 96 kuyucuklu
plaklarda amikasin i¢in 0,5-256 pg/mL, tobramisin igin 0,125-64 pg/mL,
siprofloksasin i¢in 0,0625-32 pg/mL, moksifloksasin i¢in 0,0625-32 ug/mL,
klaritromisin i¢in 0,125-64 ug/mL, imipenem i¢in 0,125-64 ng/mL ve sefoksitin igin
1-512 pg/mL konsantrasyon araliklarinda hazirlandi.

Oncelikle plaklarin her kuyucuguna 100 pl besiyeri konuldu. Antibiyotik
soliisyonundan ilk kuyucuga 100 ul eklendi ve 2 kat seri dillisyon yapildi. Son iki
kuyucugun biri lireme kontrol biri besiyeri kontrol yapildi. Plaklar kullanilincaya

kadar -80°C dondurucuda saklandi.

Lowenstein Jensen besiyerinde tiremis olan mikobakteri kolonilerinden i¢inde
cam boncuk ve steril distile su bulunan tiipler igine alindi ve inokulum konsantrasyonu
0.5 McFarland standart bulanikliga ayarlandi. 0.5 McFarland standart bulanikliga
ayarlanan mikobakteri siispansiyonundan 50 pl alinarak son konsantrasyon 1x10°-
5x10° olacak sekilde 10 ml katyon ayarli Mueller Hinton siv1 besiyerine eklendi. Bu
mikobakteri siispansiyonundan antimikrobiyaller eklenerek hazirlanmis plaklardaki
her kuyucuga 100 pul konuldu ve 32+2°C inkiibatérde 72 saat inkiibe edildi. Ureme
kontrol kuyucuguna antimikrobiyal eklenmeyip sadece mikobakteri eklenerek iireme
kontrol edildi. 72 saat sonunda plaklardaki iiremeler gorsel olarak ayna yardimiyla
degerlendirildi ve suslarin minimal inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK) saptandi.

Klaritromisin i¢in indiiklenebilir direncini saptamak amaciyla inkiibasyon 14 giine
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uzatildi. Klaritromisin plaklar1 14 giin boyunca inkiibe edildi ve 14 giin sonunda tekrar

degerlendirildi.

Antibiyotik duyarlilik testinin degerlendirilmesinde, oncelikle kalite kontrol
suslarinin  belirtilen MIK araliklarinda olmasima, iireme ve besiyeri kontrol
cukurlarinin dogru sonug¢ vermesine dikkat edildi. S. aureus ATCC 29213 susu igin,
37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra; M. peregrinum ATCC 14476 susu igin 30+2
derecede 72 saat inkiibe edildikten sonra MIK degerleri okundu ve CLSI M62
rehberindeki degerlere gore degerlendirildi (157).

M. abscessus suslarinin duyarlilik sonuglar1 ise CLSI M62 rehberindeki sinir
degerlere gore degerlendirildi. Saptanan MIiK degerleri Tablo 3.1. de belirtilen CLSI
M62 rehberindeki sinir degerlerle karsilastirildi ve suslar duyarli, orta duyarl

(intermitant) veya direngli olarak siniflandirildi (157).

Tablo 3.1. M. abscessus kompleks i¢in CLSI M62 rehberindeki MIK smir degerleri.

— ) . MIK (ng/Ml)
Antimikrobiyal Ajan Duyarh Orta duyarh Direncli
Amikasin <16 32 >64
Sefoksitin <16 32-64 >128
Siprofloksasin <I 2 >4
Klaritromisin <2 4 >8
Imipenem <4 8-16 >32
Moksifloksasin <l 2 >4
Tobramisin <2 4 >8

3.5. M. abscessus alt tiir abscessus Suslarimin DNA izolasyonu

Antimikrobiyal duyarlilik testi yapilan 55 izolatin tiimiine Klaritromisin

direncinin molekiiler olarak arastirilmasi i¢in DNA i1zolasyonu yapildi.

M. abscessus alt tiir abscessus suslarinin DNA izolasyonu, Luo ve ark.nin
calismalarindaki kaynatma protokoliine goére yapildi (12). Lowenstein Jensen
besiyerinde lireyen mikobakteri kolonilerinden 6ze yardimiyla alinarak steril distile su
icinde silispanse edildi. Sitispansiyon 100°C’de 20 dakika kaynatildi. Kaynatma
isleminden sonra 16000xg’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 100 pl
siipernatant etiketlenmis baska bir steril santrifiij tiipline aktarildi. PZR deneyleri

yapilana kadar -20°C dondurucuda saklandi.
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3.6. M. abscessus alt tiir abscessus Suslarinda Klaritromisin Direncinin

Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

Bu deney ile M. abscessus alt tiir abscessus’ta klaritromisin direnci gergek
zamanl PZR yapilarak kisa slirede saptanmaya ¢alisildi. Bu amagla Luo ve ark.’nin
onerdigi protokoldeki primerler kullanildi (12). Her primer ¢ifti i¢in ger¢ek zamanl
PZR gergeklestirildi.

Spontan gelisen klaritromisin direnci, 23S rRNA’da peptidiltransferaz
baglayici bolgedeki mutasyon ile gelismektedir. Ger¢cek zamanli PZR ile bu bolgeyi
kodlayan rrl geni ¢ogaltildi ve 2058 veya 2059 pozisyonlarindaki ila¢ direncinden
sorumlu mutasyonlar farkli erime egrisi sicakliklar1 elde edilmesiyle belirlendi. Bu
reaksiyon i¢in rrl-FWD-1, rrl-2058mut-REV-3 ve rrl-2059mut-REV-3 primerleri
kullanildi.

Indiiklenebilir klaritromisin direncini gostermek icin erm(41) geninin 28.
pozisyonundaki timin hedef alindi. Bu genin fonksiyonel olmasi indiiklenebilir ilag
direncini gostermektedir. Bu reaksiyon i¢in erm(41)-T28-FWD-2 ve erm(41)-REV-4
primerleri kullanildi ve gergek zamanli PZR sonrasi, erime egrisi analizi ile saptandi.

Duyarli izolatlarda fonksiyonel erm(41)-C28 geninin ve yabanil tip rrl geninin
gosterilmesi i¢in de ger¢cek zamanli PZR yapildi. Bu reaksiyonlarda erm(41)-C28 igin
erm(41)-C28-FWD-2 ve erm(41)-REV-4; yabanil tip rrl i¢in rrl FWD-1 ve rrl 2058-
Owt-REV-1 primerleri kullanildi.

Tablo 3.2. Ger¢ek zamanli PZR deneylerinde kullanilan primerler. (Primer dizileri
Luo ve ark. ¢alismalarindan (12) alinmistir.)

Primer Hedef Primer Dizisi Uriin Biiyiikliigii (bp)
erm(41)-C28-FWD-2 erm(41)-C28 GTCGCGACGCCAGC o7
erm(41)-REV-4 GCCACCGGAAGGCGAG
erm(41)-T28-FWD-2 erm(41)-T28 GTCGCGACGCCAGT 197
erm(41)-REV-4 GCCACCGGAAGGCGAG
1l FWD-1 Vaband fio rol scni CAGTAAACGGCGGTGGTAAC 170
1rl 2058-9wt-REV-1 g AGGTCCCGGGGTCTTT
- FWD-1 Mutasvonaurams ol seni | CAGTAAACGGCGGTGGTAAC
111-2058mut-REV-3 YOna USTammis 17 g AGGTCCCGGGGICTTV 179
111-2059mut-REV-3 AGGTCCCGGGGTCTV

Gergek zamanli PZR deneyleri igin SsoAdvanced universal SYBR Green

stipermiks kullanildi. Kullanima hazir SsoAdvanced universal SYBR Green siipermiks
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antikor aracili sicak baslangi¢ Sso7d fiizyon polimerazi (antibody-mediated hot start
Sso7d fusion polymerase), deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dNTP), MgCl,, Syber
Green I boyasi, artiricilar (enhancers), stabilizorler, pasif referans boyalarin karigimini
icermektedir. Siipermiksin protokoliine gore 10 pl toplam hacimli reaksiyon i¢in 5 pl
SsoAdvanced universal SYBR Green 2x siipermiksten, 0.3’er pl son konsantrasyonu
300 nanomolar olacak sekilde 10 pM forward ve reverse primerlerden, 2 ul DNA ve
10 pl’ye tamamlamak i¢in 2.4 pl niikleaz icermeyen su eklendi. Siipermiks
protokoliiniin Bio-Rad CFX96 cihazi igin onerdigi termal dongii protokolii gergek
zamanli PZR deneyimize uygun sekilde optimize edildi. Gergek zamanli PZR
reaksiyonu i¢in 95°C’de 15 dakika, 95°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 45 dongii
ve 65-95°C’de 0.5°C artis 5 saniye/adim protokolii kullanildi. Primerlerin erime

sicakliklarina gore 65-95°C araligindaki erime egrileri degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhklar:

Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler
Tiiberkiiloz Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda iretilen 55 M. abscessus alt tiir
abscessus susunun Klaritromisin, siprofloksasin, moksifloksasin, amikasin, imipenem,
sefoksitin ve tobramisin, antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI M24 rehberine gore
stvi mikrodiliisyon yontemi ile ¢alisildi ve antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda

okunan MIK degerleri CLSI M62 rehberinde belirtilen degerlere gore degerlendirildi.

M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarin MIK degerleri amikasin i¢in Tablo
4.1.”de, sefoksitin i¢in Tablo 4.2.’de, siprofloksasin i¢in Tablo 4.3.’te, klaritromisin
i¢in Tablo 4.4.’te, imipenem i¢in Tablo 4.5.’de, moksifloksasin igin Tablo 4.6.’da ve

tobramisin i¢in Tablo 4.7.’de sunulmustur.



Tablo 4.1. Amikasin igin izolatlarin tespit edilen MiK degerleri.

izolat MIK Degerleri (ng/mL)

256 128 64 32 16 8 4 2

Mab1l X

Mab2 X

Mab3 X

Mab4 X

Mab5 X

Mab6 X

Mab7 X

Mab8 X

Mab9 X

Mab10 X

Mab1l X

Mab12 X

Mab13 X

Mab14 X

Mab15 X

Mab16 X

Mab17 X

Mab18 X

Mab19 X

Mab20 X

Mab21 X

Mabh22 X

Mab23 X

Mab24

X
Mab25 X
Mab26 X

Mab27 X

Mab28 X

Mab29 X

Mab30 X

Mab31 X

Mab32 X

Mab33 X

Mab34 X

Mab35 X

Mab36 X

Mab37 X

Mab38 X

Mab39 X

Mab40 X

Mab41 X

Mab42

X

Mab43 X

Mab44

Mab45

Mab46

XX XX

Mab47

Mab48 X

Mab49 X

Mab50 X

Mab51 X

Mab52

XX

Mab53

Mab54 X

Mab55 X

*: >baslangi¢ konsantrasyonundan



Tablo 4.2. Sefoksitin igin izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

MiK Degerleri (ug/mL)

lzolat 5o T"256 [ 128 | 64 32 16 8 4

Mab1l X

Mab2 X

Mab3 X

Mab4 X

Mab5 X

Mab6 X

Mab7 X

Mab8 X

Mab9 X

Mab10 X

Mab1l X

Mab12 X

Mab13 X

Mab14 X

Mab15 X

Mab16 X

Mab17 X

Mab18 X

Mab19 X

Mab20

Mab21

X|X|X

Mabh22

Mab23 X

Mab24 X

Mab25 X

Mab26 X

Mab27 X

Mab28 X

Mab29 X

Mab30 X

Mab31 X

Mab32 X

Mab33 X

Mab34 X

Mab35 X

Mab36 X

Mab37 X

Mab38 X

Mab39 X

Mab40 X

Mab41 X

Mab42 X

Mab43 X

Mab44 X

Mab45 X

Mab46 X

Mab47

X
Mab48 X
Mab49 X

Mab50 X

Mab51 X

Mab52 X

Mab53 X

Mab54 X

Mab55 X




Tablo 4.3. Siprofloksasin i¢in izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

izolat

MiK Degerleri (ug/mL)

32

16

4

2

1

0,5

0,25

0,125

0,062

Mab1l

X

Mab2

Mab3

Mab4

Mab5

Mab6

Mab7

Mab8

Mab9

Mab10

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

Mab16

Mab17

XXX | XX

Mab18

Mab19

Mab20

Mab21

Mabh22

Mab23

Mab24

Mab25

Mab26

Mab27

Mab28

Mab29

Mab30

Mab31

Mab32

Mab33

Mab34

Mab35

Mab36

Mab37

Mab38

Mab39

Mab40

Mab41

Mab42

Mab43

Mab44

Mab45

Mab46

Mab47

Mab48

Mab49

Mab50

Mab51

Mab52

Mab53

Mab54

Mab55

*: >baslangi¢ konsantrasyonundan
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Tablo 4.4. Klaritromisin igin izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

izolat

MiK Degerleri (ug/mL)

64

32

16

8

4

2

05

0,25 | 0,125

Mab1l

Mab2

1
X
X

Mab3

Mab4

Mab5

Mab6

Mab7

Mab8

Mab9

Mab10

X

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

XX XX

Mab16

Mab17

Mab18

Mab19

Mab20

Mab21

Mabh22

Mab23

Mab24

Mab25

Mab26

Mab27

Mab28

Mab29

Mab30

Mab31

Mab32

Mab33

Mab34

Mab35

Mab36

Mab37

Mab38

X[ XX

Mab39

Mab40

Mab41

Mab42

Mab43

Mab44

Mab45

Mab46

Mab47

Mab48

Mab49

Mab50

Mab51

Mab52

Mab53

Mab54

Mab55

X|X|X
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Tablo 4.5. Imipenem igin izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

izolat

MiK Degerleri (ug/mL)

64

16

8

4

2

1

05

0,25

0,125

Mab1l

Mab2

Mab3

Mab4

Mab5

Mab6

Mab7

Mab8

Mab9

X|X|X

Mab10

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

X|X|X

Mab16

Mab17

Mab18

Mab19

Mab20

Mab21

Mabh22

Mab23

Mab24

Mab25

Mab26

Mab27

Mab28

Mab29

Mab30

Mab31

Mab32

Mab33

Mab34

Mab35

Mab36

Mab37

Mab38

Mab39

Mab40

Mab41

Mab42

Mab43

Mab44

Mab45

Mab46

Mab47

Mab48

Mab49

XX

Mab50

Mab51

Mab52

Mab53

Mab54

Mab55

X[ X|X|X

*: >baslangi¢ konsantrasyonundan
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Tablo 4.6. Moksifloksasin i¢in izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

izolat

MiK Degerleri (ug/mL)

32

16

4

2

1

0,5

0,25

0,125

0,062

Mab1l

X

Mab2

X

Mab3

Mab4

X

Mab5

Mab6

Mab7

Mab8

Mab9

Mab10

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

Mab16

Mab17

Mab18

Mab19

XXX X[ XX

Mab20

Mab21

Mabh22

Mab23

Mab24

Mab25

Mab26

Mab27

Mab28

Mab29

Mab30

Mab31

Mab32

Mab33

Mab34

Mab35

X[ X[ X

Mab36

Mab37

Mab38

Mab39

Mab40

Mab41

Mab42

Mab43

Mab44

Mab45

Mab46

Mab47

Mab48

XXX

Mab49

Mab50

Mab51

Mab52

Mab53

Mab54

Mab55
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Tablo 4.7. Tobramisin i¢in izolatlarin tespit edilen MIK degerleri.

izolat

MiK Degerleri (ug/mL)

64

32

16

8

2

1

05

0,25

0,125

Mab1l

4
X

Mab2

X

Mab3

Mab4

Mab5

Mab6

X[ X[X]|X

Mab7

Mab8

Mab9

X[ X

Mab10

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

XXX

Mab16

Mab17

Mab18

Mab19

Mab20

XX XX

Mab21

Mabh22

X

Mab23

Mab24

Mab25

Mab26

Mab27

Mab28

Mab29

XXX

Mab30

Mab31

Mab32

Mab33

Mab34

Mab35

Mab36

Mab37

Mab38

Mab39

Mab40

Mab41

Mab42

Mab43

Mab44

X|X|X

Mab45

Mab46

Mab47

Mab48

Mab49

Mab50

Mab51

Mab52

Mab53

Mab54

Mab55

X

*: >baslangi¢ konsantrasyonundan
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Antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglarma gore, 55 M. abscessus alt tiir
abscessus izolatinin direng ve duyarlilik oranlar1 Tablo 4.8.’de verilmistir.
Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde klaritromisin i¢in plaklarin inkiibasyonu 14 giine
uzatilarak indiiklenebilir klaritromisin direnci arastirildi. izolatlarm klaritromisin igin
3 giinliik inkiibasyon ve 14 giinliik inkiibasyon sonundaki direng oranlart Tablo 4.9°da
verilmistir. Ugiincii giinde duyarl olarak saptanan 38 izolatin 31°i (%56,4) plaklarm
inkiibasyonu 14 giine uzatildiginda klaritromisine indiiklenebilir diren¢li saptandi. On
dort giinliik inkiibasyon sonunda toplamda 55 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin

33’tinde (%60) indiiklenebilir direng saptanmustir.

Tablo 4.8. M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinin antimikrobiyal direng ve
duyarlilik oranlari.

Antimikrobiyal . 5 Izolat sayis1 n (%)

Ajanlar MIK Arahgi Duyarh Orta duyarh Direncli
Amikasin 2 ->256 48/55 (%87,3) | 4/55 (%7,3) 3/55 (%5,4)
Sefoksitin 4-512 30/55 (9%54,6) | 21/55 (38,2) | 4/55 (%7,2)
Siprofloksasin 0.125 - >32 2/55 (%3,6) | 8/55 (%14,5) | 45/55 (%81,9)
Imipenem 2 ->64 3/55 (%5,4) | 30/55 (%54,6) | 22/55 (%40,0)
Moksifloksasin 0.25-32 27/55 (%49,1) | 12/55 (%21,8) | 16/55 (%29,1)
Tobramisin 1->64 10/55 (%18,2) | 28/55 (%50,9) | 17/55 (%30,9)

Tablo 4.9. M. abcessus alt tiir abscessus izolatlarinin 3. ve 14. giinde saptanan
klaritromisin direng¢ ve duyarlilik oranlari.

. g Izolat sayisi n (%)
MIK Arahgi Duyarh Orta duyarh Direncli
K'a(gté%rg)'s'” 0.125-64 | 38/55(%69,1) | 2/55 (%3,6) | 15/55 (%27,3)
Klaritromisin 0 0
(14 gin) 0.125->64 | 7/55 (%12,7) - 48/55 (%87,3)

Antimikrobiyal duyarlilik testlerinde, M. abscessus alt tiir abscessus
izolatlarinda 3 giinliik inkiibasyon sonucundaki en yiiksek direng orani siprofloksasine
saptanirken, indiiklenebilir klaritromisin direnci degerlendirildiginde, 14 giinliik
inkiibasyon sonucunda, en yiiksek direng klaritromisine saptanmigtir. Klaritromisin 14
giinliik inkiibasyon sonundaki MIK degerleri de Tablo 4.10. *da verilmistir. EK olarak
bu izolatlarda en diisiik direng saptanan baska bir deyisle en duyarli antimikrobiyalin

amikasin oldugu tespit edilmistir.



Tablo 4.10. Klaritromisin igin izolatlarin tespit edilen MIK degerleri (14. giin).

MiK Degerleri (ug/mL)

lzolat g5 T 16 8 4 2 1 05 | 025 | 0125

Mab1l X

Mab2 X

Mab3 X

Mab4

X

Mab5 X

Mab6

Mab7

Mab8

Mab9

Mab10

Mab11

Mab12

Mab13

Mab14

Mab15

Mab16

Mab17

Mab18

Mab19

Mab20

Mab21

XXX | X3 X[ 3 [ X %) XX X[ [ |

Mabh22

Mab23 X

Mab24 X

*

Mab25

x| %

Mab26

Mab27

X

*

Mab28

x|

Mab29

Mab30 X

*

Mab31

*

Mab32

*

Mab33

*

Mab34

*

Mab35

XXX XX [ X

*

Mab36

Mab37

X

*

Mab38

X

Mab39

Mab40

Mab41

Mabh42

Mab43

Mab44

Mab45

XXX X | X || > [

Mab46

*

Mab47

X[ X
*

Mab48

Mab49 X

Mab50

X

Mab51 X

Mab52 X

Mab53

Mab54

X|X|X

Mab55

*: >baslangi¢ konsantrasyonundan
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4.2. izolatlarin Klaritromisin Direncinin Arastirlldig1 Ger¢ek Zamanh

PZR Sonuc¢lari

Calismamizda fenotipik duyarlilik testlerine ek olarak M. abscessus alt tiir
abscessus izolatlariin klaritromisin direnci ve indiiklenebilir Klaritromisin direnci
gergek zamanli PZR yontemi ile erime egrisi analizi yapilarak molekiiler olarak
arastirllmistir. EK olarak, duyarli izolatlarin klaritromisin duyarliliklari, yabanil tip rrl
ve erm(41)-C28 igin iki ayr1 ger¢cek zamanli PZR yapilarak molekiiler olarak da
gosterilmistir. Duyarli 7 izolatin tamaminda (%2100) yabanul tip rrl i¢in 85°C’de (Sekil
4.1.(A)) ; erm(41)-C28 igin 92°C’de (Sekil 4.2. (B)) erime egrisi saptanmustir.

Direngli izolatlarda kazanilmis klaritromisin direncini saptamak amaciyla rrl
2058/2029 mutant primerleri ile ger¢ek zamanli PZR yapilmistir ve erime egrileri
analiz edilmistir. Gergek zamanli PZR sonucunda direngli 15 M. abscessus alt tiir
abscessus izolatinin 13’iinde (%86,67) 85,5°C’de mutasyona ugramis rrl genine ait
erime egrisi tespit edilmistir (Sekil 4.1. (B)). Yabanil tip rrl ve mutasyona ugramus rrl

genine ait erime egrileri Sekil 4.1.(C)’de verilmistir.

Melt Peak Melt Peak
120 — 85°C "= B 4 85.5°C
= 140 =
Yabaml tip rr/ Mutasyona ugramis rr/
100 120
80 100
= 5 {
s 3 80
S 60 2
fr
= € 80
v b 2
4 40 T
20 - 20
1 1 o e
0 =
80 70 80 90 60 70 80 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius
Melt Peak
120 -
100
80
=
2
S 60
o
3
¥ 2 o
20 |
0 -
60 70 80 90
Temperature, Celsius

Sekil 4.1. Yabanil tip rrl ve mutasyona ugramis rrl genine ait erime egrileri: A)
Yabanul tip rrl ait erime egrileri (85°C) B) Mutasyona ugramis rrl genine ait erime
egrileri (85,5°C) C) Yabanul tip rrl ile mutasyona ugramis rrl geninin birlikte (mavi
tepe noktalt olan yabanil tip rrl; kirmizi tepe noktali olan mutasyona ugramis rrl)
erime egrileri.
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Indiiklenebilir klaritromisin direncini saptamak amaciyla erm(41)-C28 ve
erm(41)-T28 primerleri ile iki ayr1 ger¢ek zamanli PZR yapilmistir ve erime egrileri
analiz edilmistir. Gergek zamanli PZR sonucunda duyarli 7 M. abscessus alt tiir
abscessus izolatinda 92°C’de erm(41)-C28’¢ ait erime egrisi; 33 indiiklenebilir
direngli M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 28’inde (%84,85) ise 91,5°C’de
erm(41)-T28’¢ ait erime egrisi gosterilmistir. Fonksiyonel olmayan erm(41)-C28 ve
fonksiyonel erm(41)-T28e ait erime egrileri Sekil 4.2.’de sunulmustur. Izolatlarm
gergek zamanli PZR deneyleri sonucu elde edilen erime egrileri, fenotipik duyarlilik

testi sonuclari ile uyumlu bulunmustur.

(2]
. Molt Peak Meit Peak

92°C

80 erm(41)-C28 : 100 erm(41)-T28

91.5°C

N W oA N
S © © & o

d(RFUYAT
s o
-A(RFU)AT
P~
o o o
L
W
i
4
S
//" —

o

60 70 80 20 60 70 80 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius

. Melt Peak
80 —

60

A(REUYAT

40
20
0

60 70 80 90
Temperature, Celsius

Sekil 4.2. erm(41)-C28 ve erm(41)-T28¢ ait erime egrileri: A) erm(41)-C28 genine
ait erime egrileri (92°C) (tepesinde yesil kare olan 92°C’deki erime egrisi negatif
kontrol) B) erm(41)-T28 genine ait erime egrileri (91,5°C) (tepesinde yesil kare olan
89°C’deki erime egrisi negatif kontrol) C) erm(41)-C28 (92°C) ile erm(41)-T28
(91,5°C) geninin birlikte (mavi tepe noktali olan erm(41)-C28; kirmizi tepe noktali
olan erm(41)-T28) erime egrileri.

Ek olarak, ger¢cek zamanli PZR deneyleri sonucunda duyarli izolatlarda
erm(41)-T28 ve mutant rrl primerleri ile yapilan reaksiyonlarda anlamli bir erime
egrisi tespit ediledi. Benzer sekilde indiiklenebilir direngli izolatlarda erm(41)-C28 ve
kazanilmis direngli izolatlarda yabanil tip rrl primerleri ile yapilan PZR deneylerinde

anlamli bir erime egrisi saptanamadi.
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5. TARTISMA

Gilinlimiizde artan vaka sayilar1 ve caligmalarla 6nem kazanan TDM'’ler
cevrede yaygin olarak bulunan, insanlarda ve hayvanlarda tiiberkiiloz ve lepra disinda
cesitli enfeksiyonlara neden olan firsatg1 patojenlerdir. Son zamanlarda TDM
hastaliklarinin prevalansinin artmasiyla TDM’ler 6nemli bir halk saglig1 sorunu haline

gelmektedir (158).

TDM’ler 7 giin i¢inde lireyen hizli {ireyen ve iiremesi i¢in daha uzun siire
gereken yavas iireyen mikobakteriler olmak ftizere iki grupta siniflandirilirlar.
Ozellikle hizl1 iireyen TDM’ler kazanilmig immiin yetmezlik sendromu olan veya
immiin sistemi baskilayan ila¢ alan organ nakli hastalar1 gibi hem immiin sistemi
baskilanmis hastalarda hem de immiin sistemi saglam kisilerde pulmoner ve

ekstrapulmoner enfeksiyonlara yol agan 6nemli bir klinik sorundur (159).

M. abscessus kompleks hizli tireyen TDM’ler arasinda prevelansi en fazla ve
en viriilan patojendir (35). Klinikte yaygin olarak goriilen M. abscessus kompleks in
vitro olarak bircok antibiyotige direnclidir ve bu diren¢ neden olduklar
enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara ve olumsuz tedavi sonuglarina yol agmaktadir
(6). Artan prevelans ve direng nedeni ile M. abscessus kompleks 6nem kazanmaktadir
(158).

M. abscessus kompleks suslarinin diger hizli tireyen TDM tiirlerine gore daha
viriilan oldugu bilinmektedir (160). Cesitli mikobakteri tiirleri igin de dogal ve
indiiklenebilir antibiyotik direnci, R koloni morfolojisi, biyofilm olusumu gibi viriilans
faktorleri bildirilmis olmasina ragmen M. abscessus kompleks suslarinin
glikopeptidolipitlerine bagli morfotip varyasyonu bu suslarin viriilansinin diger hizli
tireyen mikobakteri tiirlerinden daha yiliksek olmasini agiklamaktadir (90). Hiicre
duvarinin 6nemli bilesenlerinden biri olan glikopeptidolipitler S koloni morfotipini R
koloni morfotipinden ayiran 6énemli bir bilesendir (84). S koloni morfotipi biyofilm
olusumundan sorumlu olan morfotiptir ve biyofilmler uzun siire diisiik antibiyotik
konsantrasyonlarina maruz kaldiginda ¢esitli antibiyotiklere direng gelismesine neden

olmaktadir (160).
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M. abscessus kompleks enfeksiyonlarinin tedavisi intrensek ve indiiklenebilir
direng, biyofilm olusumu gibi faktorler nedeniyle zordur (131, 161). Bu mikobakteriler
birinci basamak antitiiberkiiloz ajanlara direnclidir ancak birkag antibiyotige
duyarhidir (43). Bu mikobakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi igin
pulmoner enfeksiyonlar i¢in en az 12 ay, ekstrapulmoner enfeksiyonlar i¢in 6 ay siireli
uzun siireli antibiyotik tedavi gereklidir (35). Uzun siireli antibiyotik tedavisine
ragmen basar1 orani diger enfeksiyon hastaliklarina gore diisiikk ve rekiirens orani
yiiksektir. Ek olarak yetersiz antibiyotik konsantrasyonlar1 ile tedavi ve tedavinin
kesilmesi M. abscessus kompleks enfeksiyonlarinin tedavisini daha da
zorlastirmaktadir (160).

Coklu ilag direnci nedeniyle tedavisi zor olan M. abscessus kompleks
enfeksiyonlarinin tedavisinde uzun siireli intravendz tedavi gerekmektedir ve bu
tedavide cesitli yan etkiler yaygin olarak goriilmektedir (162). M. abscessus
kompleksin neden oldugu pulmoner enfeksiyonlarinin tedavisinde ATS/IDSA rehberi
duyarlilik sonuglarina gore planlanan klaritromisine ek intravendz amikasin ve
sefoksitin veya imipenemden olusan makrolid bazli ¢oklu ilag tedavisini onermektedir
(35). Neden olduklar1 ektrapulmoner enfeksiyonlarin tedavisinde ise pulmoner
enfeksiyonlarin tedavisine benzer olarak duyarlilik sonucglart g6z Oniinde
bulundurularak planlanan makrolid bazli ¢oklu ilag tedavi rejimi onerilmektedir (5,
35).

M. abscessus kompleks enfeksiyonlarin tedavisinin planlanmasinda
antimikrobiyal duyarlilik testleri 6nemli rol oynamaktadir. Rehberler antimikrobiyal
duyarlilik testi sonuglar1 degerlendirilerek planlanan tedavi rejimlerini dnermektedir
(35). M. abscessus kompleks ig¢in antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI M24
rehberinin hizli tireyen TDM’ler igin olan 6nerileri dogrultusunda amikasin, sefoksitin,
siprofloksasin, klaritromisin, doksisiklin, imipenem, linezolid, moksifloksasin,
trimethoprim-siilfametaksazol ve tobramisin igin sivi mikrodiliisyon yontemi ile
yapilmaktadir (35). Bu g¢alismada da M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinin
amikasin, sefoksitin, siprofloksasin, klaritromisin, imipenem, moksifloksasin ve
tobramisin i¢in duyarliliklart rehber Onerileri dogrultusunda referans yontem sivi

mikrodiliisyon ile arastirilmasi amaglanmustir.
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Aminoglikozit bir antibiyotik olan amikasin, M. abscessus kompleks
enfeksiyonlariin antimikrobiyal kemoterapisindeki onemli ilaglardan biridir (163).
Amikasin, aminoagil transfer RNA’nin (tRNA) baglanma bolgesi olan bakteriyel
ribozomun kii¢lik alt birimindeki A bolgesini hedefleyerek bakteriyel translasyonu
etkiler ve bu sekilde bakterisidal aktivite gosterir (164). Amikasin NTM tiirlerine
ozellikle M. abscessus komplekse karsi iyi bir antimikobakteriyel aktiviteye sahiptir
ve M. abscessus enfeksiyonlarinin tedavisinde en etkili parenteral antibiyotiklerden
biri olarak kabul edilmektedir (165). Ancak M. abscessus kompleks suslari, 16S rRNA
(rrs) ve 30S ribozomal protein S12 (RpsL) hedef bolgelerinin mutasyonu, eis2 geninin
kodladigi aminoglikozit modifiye eden enzim ile ilacin modifikasyonu, artmis disa
atim ve azalmis iceri alim mekanizmalar ile amikasine diren¢ gelistirebilmektedir

(163).

Literatiirde ¢esitli calismalarda M. abscessus kompleks suslarinin amikasin
duyarlilik oranlar1 rapor edilmektedir ve bu ¢alismalarin bir kisminda da amikasine
direng bildirilmistir. Aono ve ark. ¢alismalarinda, 85 M. abscessus kompleks susunun
24°inii (%28,2) amikasine duyarli, 57’sini (%67,1) orta duyarli, 4’ini (%4,7)
direncli; bu suslarin icinden 48 M. abscessus alt tiir abscessus susunun da 10’unu
(%20,8) duyarli, 35’ini (%72,9) orta duyarli, 3’tinii (%6,3) direngli tespit etmislerdir
(159). Wu ve ark., 194 M. abscessus klinik izolatinin 188’ini (%96,91) amikasine
duyarli, 1’ini orta duyarli, 5’ini (%2,58) direngli rapor etmislerdir (163). Shen ve ark.,
20 M. abscessus izolatinin 9’unu (%45) amikasine duyarli, 9’ unu (%45) orta duyarli,
2’sini (%10) direngli saptamislardir (158). Chua ve ark. ¢alismalarinda, 20 M.
abscessus alt tiir abscessus izolatinin 19’unu (%95) amikasine duyarli, 1’ini direngli
rapor etmislerdir (166). Kobayashi ve ark. ise 30 M. abscessus alt tiir abscessus
izolatinin 29’unu (%96,67) amikasine duyarli, 1’ini (%3,3) orta duyarli tespit
etmislerdir (167). Ek olarak, Hatakeyama ve ark., ¢alismalarindaki 13 (%2100); Pang
ve ark. ¢alismalarindaki 55(%2100); Sriram ve Sarangan ¢alismalarindaki 64 (%100)
M. abscessus kompleks susunun tamamimin amikasine duyarli oldugunu, suslarinda
direng saptamadiklarini bildirmislerdir (168-170). Calismamizda da 55 M. abscessus
alt tiir abscessus izolatinin 48’1 (%87,3) amikasine duyarli, 4’1 (%7,3) orta duyarli,
3’1 (%5,4) direngli tespit edilmistir. Amikasin i¢in saptanan yiiksek duyarlilik ve

diisiik direng oranimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur.



48

CLSI M24 rehberinin duyarliliginin test edilmesini 6nerdigi, M. abscessus
kompleks enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan diger bir aminoglikozit antibiyotik
de tobramisindir. Tobramisin bakteriyel ribozomun 30S altbirimine geri doniissiiz
baglanip 70S baslangic kompleksinin olusmasini engelleyerek protein sentezini inhibe
eden bakterisidal bir antimikrobiyal ajandir (166, 171). Cesitli ¢alismalarda M.
abscessus izolatlarinin tobramisin duyarlilig1 arastirilmis ve tobramisin direnci rapor
edilmistir. Prammananan ve ark. da M. abscessus izolatlarindaki tobramisin direncinin
16S rRNA’da 1408. pozisyonundaki adenin bazinin guanin ile yer degistirmesine
neden olan spontan bir tek nokta mutasyonu ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir

(152).

Literatiirdeki  duyarlilik  ¢alismalarinin  ¢ogunlugunda M. abscessus
izolatlarinda tobramisine yiiksek direng¢ oranlari bildirilmistir. Aono ve ark. 48 M.
abscessus alt tiir abscessus izolatinin tiimiinii; Hatakeyama ve ark. 13 M. abscessus
kompleks izolatinin tiimiinii (%100) tobramisine direngli tespit etmislerdir (168, 172).
Shen ve ark. 20 M. abscessus izolatinin 12’sini (%60) tobramisine direngli, 3’tini
(%]15) tobramisine orta duyarli, 5’ini (%25) tobramisine duyarli bulmuslardir (158).
Chua ve ark. da ¢alismalarinda 20 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 14’{inii
(%70) tobramisine orta duyarli, 6’sin1 (%30) tobramisine direngli tespit etmislerdir
(166). Calismamizda da 55 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 10°u (%18,2)
tobramisine duyarli, 28’1 (%58,9) tobramisine orta duyarli, 17’si (%30,9) tobramisine
direncli saptanmistir. Direng oranlarimiz, Chua ve ark. ¢calismasi ile benzer bulunmus
ve literatiirdeki bazi ¢aligmalara gore tobramisine direng oranimiz daha diistik tespit

edilmistir.

M. abscessus kompleks enfeksiyonlarmin kombine antimikrobiyal
tedavisindeki 6nemli beta laktam grubu antibiyotiklerde sefoksitin ve imipenemdir.
Sefoksitin ve imipenem bakterinin hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisidal
etki gosteren bir antimikrobiyallerdir (142). Sefoksitin ve imipenem M. abscessus
enfeksiyonlarinin kombine tedavisinde intravendz olarak kullanilan orta etkili
ajanlardir (173). M. abscessus kompleks beta laktamaz enzimleri ile antibiyotikleri

degrede ederek beta laktam grubu bu antibiyotiklere direng gelismesine neden olabilir

(6).
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M. abscessus suslarmin imipenem ve sefoksitin i¢in duyarliliklar1 cesitli
calismalarda arastirllmistir. Aono ve ark. calismalarinda, 48 M. abscessus alt tiir
abscessus susunun 8’ini (%16,67) sefoksitine direngli, 38’ini (%79,17) sefoksitine orta
duyarli, 2’sini (%4,17) sefoksitine duyarli; 41’ini (%85,42) imipeneme direngli, 7’sini
(%14,58) imipeneme orta duyarl olarak tespit etmislerdir (159). Hatakeyama ve ark.
caligmalarindaki 13 M. abscessus kompleks izolatinin 4’tinii (%30,77) imipeneme
duyarli, 9’unu (%69,23) orta duyarli saptanmislar ve imipeneme direng
saptamamislardir (168). Shen ve arkadaslar1 galismalarinda 20 M. abscessus izolatinin
2’sini (%10) sefoksitine direngli, 10’unu (%50) sefoksitine orta duyarli, 8’ini (%40)
sefoksitine duyarli ve bu izolatlarin 13’iinii (%65) imipeneme direngli, 2’sini (%10)
imipeneme orta duyarli, 5’ini (%25) imipeneme duyarli tespit etmislerdir (158). Chua
ve ark. da 20 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 18’ini (%90) sefoksitine orta
duyarli, 2’sini (%10) sefoksitine direngli saptarken 6’sin1 (%30) imipeneme orta
duyarl, 14’linii (%70) imipeneme direngli bulmuslardir (166). Sriram ve ark. ise 64
M. abscessus izolatinin 43iinii (%77,2) sefoksitine direngli, 21’ini (%22,8) sefoksitine
duyarli; 22’sini (%34,3) imipeneme direngli, 32’sini (%50) imipeneme orta duyarli,
8’ini (%12,5) imipeneme duyarli rapor etmislerdir. Caligmamizda da 55 M. abscesssus
alt tiir abscessus izolatinin 30’u (%54,6) sefoksitine duyarli, 21°1 (%38,2) sefoksitine
orta duyarl, 4’1 (%7,2) sefoksitine direngli ve izolatlarimizin 3’1 (%5,4) imipeneme
duyarli, 30’u (%54,6) imipeneme orta duyarli, 22’si (%40) imipeneme direngli tespit
edilmistir. Izolatlarimizin sefoksitin duyarlilik oranlan literatiirdeki baz1 ¢alismalarla
uyumlu bulunurken, duyarlilik oranlarimiz bazi caligmalara gore daha yiiksek
bulunmustur. Imipenem diren¢ oranlarimiz ise literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu
bulunmus ancak imipeneme orta duyarlilik oranlar literatiirdeki bazi ¢aligmalarda

bildirilen oranlara gore daha yiiksek tespit edilmistir.

Florokinolonlar 6zellikle siprofloksasin ve moksifloksasin duyarlilik testi
sonuglarina gére M. abscessus kompleks enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilen
diger bir grup antimikrobiyal ajanlardir. Florokinolonlar, primer hedefi bakteriyel
DNA giraz enzimine baglanarak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu
engelleyerek etki ederler (174). Mikobakterilerde disa atim pompalari ve ilacin hedefi
DNA giraz enzimindeki mutasyonlar ile florokinolon grubu antimikrobiyallere direng

gelisebilmektedir (175). M. abscessus izolatlarinda siprofloksasin  direng
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mekanizmasinin arastirildigt cesitli ¢alismalarda bu izolatlarda siprofloksasin
direncine DNA giraz enziminin gyrA alt biriminin kinolon direncini tanimlayan
bolgesindeki (quinolone resistance determining regions, QRDR) tek nokta
mutasyonunun neden oldugu bildirilmistir (176, 177). Literatiirde M. abcessus
izolatlarinda moksifloksasin diren¢ mekanizmasit hakkinda ise bu izolatlarda
moksifloksasin direncinin gyrA ve gyrB mutasyonu ile iliskili olmadigi, QRDR
disinda bir bolgede mutasyon olabilecegi veya farkli bir direng mekanizmasina sahip

olabilecegi bildirilmistir (178).

M. abscessus kompleks i¢in duyarliligi test edilmesi 6nerilen florokinolon
grubu antimikrobiyal ajanlar siprofloksasin ve moksifloksasin i¢in M. abscessus
izolatlarinin duyarlilik profilleri literatiirde ¢esitli ¢alismalarda arastirilmistir ve
yiiksek direng oranlart bildirilmistir (158, 159, 166, 168, 169). Hatakeyama ve ark.
calismalarindaki 13 M. abscessus kompleks izolatinin tiimiinii (%2100) siprofloksasine
direngli, 12’sini (%92,3) moksifloksasine direngli saptamislardir (168). Shen ve ark.
20 M. abscessus kompleks izolatinin 19 unu (%95) siprofloksasine ve moksifloksasine
direngli, 1’ini (%5) siprofloksasin ve moksifloksasine duyarli tespit etmislerdir (158).
Chua ve ark. da ¢alismalarinda 20 M. abscessus alt tiir abscessus tiimiinii (%2100)
siprofloksasine, 19’unu (%95) moksifloksasine direngli saptamiglardir (166).
Calisgmamizda da 55 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 45’1 (%81,9)
siprofloksasine direngli, 8’1 (%14,5) orta duyarli, 2’si (%3,6) duyarli ve bu 55 izolatin
16’s1 (%29,1) moksifloksasine direngli, 12’si (%21,8) orta duyarli, 27’si (%49,1)
duyarl tespit edilmistir. M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarimizin siprofloksasin
diren¢ oranlan literatiirdeki calismalarla uyumlu olarak yiiksek bulunmustur.
Moksifloksasin diren¢ oranlarimizin ise literatiirdeki ¢aligmalara gore daha diisiik,
duyarlilik oranlarimizin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Choi ve ark. ve Kim ve
ark. da calismamizin moksifloksasin duyarlilik oranlarina benzer sonuglar
saptamiglardir. Choi ve ark. 32 M. abscesssus alt tiir abscessus izolatinin 9’unu
(%28,1) moksifloksasine orta duyarli, 23’linii (%71,9) duyarli; Kim ve ark. ise 33 M.
abscesssus alt tiir abscessus izolatinin 7’sini (%21,2) moksifloksasine orta duyarl
24’int (%72,7) duyarli tespit etmislerdir (179, 180). Ayrica calismamizda M.
abscessus alt tiir abscessus izolatlarinda siprofloksasin direnci moksifloksasin

direncinden daha yiiksek saptanmistir. Literatiirde de TDM’lerin siprofloksasin gibi 2.
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nesil florokinolonlara direngli iken, moksifloksasin gibi 4. nesil florokinolonlara daha
duyarli olduklar1 bildirilmistir (181, 182).

M. abscessus kompleks enfeksiyonlarinin tedavisindeki temel ilaglardan biri
olan klaritromisin, ribozomun 50S ribozomal alt birimine baglanip protein sentezini
inhibe ederek etki gostermektedir (183). Ancak M. abscessus kompleks kazanilmis ve
indiiklenebilir direng mekanizmasi ile klaritromisine direng gelistirebilmektedir (131,
155). Kazanilmis klaritromisin direnci, 23S rRNA rrl geninin A2058 ve A2059
konumlarindaki nokta mutasyonlari ile iliskilidir (155). indiiklenebilir klaritromisin
direnci ise erm(41) geninin 28. pozisyonundaki C-T tek niikleotid polimorfizi (single
nucleotide polymorphism, SNP) sonucu fonksiyonel erm(41) geni ile iliskilidir (131).
Konstitiitif direng in vitro antibiyotik duyarlilik testinin 3. gliniinde yiiksek
klaritromisin MIK degerleri ile karakterize iken, erm(41) geni ile iliskili indiiklenebilir
direng in vitro antibiyotik duyarlilik testinin 14. giiniindeki direngli MIK degerleri ile
karakterizedir (11, 155, 184).

Literatiirde c¢esitli ¢alismalarda M. abscessus kompleks izolatlarinin
klaritromisin direng oranlar1 ve direng mekanizmalar arastirilmigtir. Hatakeyama ve
ark. 13 M. abscessus kompleks izolatinin 8’ini (%61,5) klaritromisine duyarli, 1’ini
(%7,7) orta duyarli, 4’tinii (%30,8) klaritromisine direngli saptamislardir (168). Shen
ve ark. ¢alismalarinda, 20 M. abscessus kompleks izolatinin klaritromisin duyarlilik
testinde 3 giinliikk inkiibasyon sonucunda izolatlarin 4’iinti (%20) direngli, 16’s1m
(%80) duyarli; 14 giinliik inkiibasyon sonucunda ise 7’sini (%35) direngli, 13’iinii
(%65) duyarli bulmuslardir (158). Lee ve ark. 157 M. abscessus kompleks klinik
izolatinin 17’sini (%10,83) klaritromisine duyarli, 35’ini (%22,29) klaritromisine
direngli, 105’ini (%66,8) indiiklenebilir klaritromisin direngli saptamislardir (185).
Aono ve ark. ¢aligmalarinda, 48 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 2’sini (%4,2)
klaritromisine duyarli, 1’ini (%2,1) klaritromisine orta duyarli, 45’ini (%93,8)
klaritromisine direngli tespit etmislerdir (172). Chua ve ark. 14 giin inkiibasyon
sonucunda ¢aligmalarindaki 20 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin 3’iinii (%15)
klaritromisine duyarli, 17’sini (%85) klaritromisine direngli bulmuslardir (166).
Calisgmamizda da 55 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin klaritromisin duyarlilik
testinde 3 giinliik inkiibasyon sonucunda izolatlarin 38’1 (%69,1) duyarl, 2’si (%3,6)
orta duyarl, 15’1 (%27,3) direngli; 14 giinliik inkiibasyon sonucunda ise 7’si (%12,7)
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duyarl, 48’1 direngli (%87,3) direngli bulunmustur. Ek olarak, M. abscessus alt tiir
abscessus izolatlarimizin 33’tinde (%60) indiiklenebilir klaritromisin direnci tespit
edilmistir. Klaritromisin duyarlilik testi sonucundaki duyarlilik ve direng¢ oranlarimiz
literatiirdeki M. abscessus alt tiir abscessus c¢alismalarinin sonuglari ile uyumlu
bulunmustur. Ancak M. abscessus kompleks izolatlar1 ile yapilan g¢alismalardaki
duyarlilik ve direng¢ oranlarma gore farkliliklar vardir. Oranlardaki bu farkliliklarin
nedeni de calismalara M. abscessus kompleks iginde yer alan M. abscessus alt tiir
abscessus’tan farkli klaritromisin duyarlilik profiline sahip M. abscessus alt tiir

massiliense ve M. abscessus alt tiir bolletii alt tiirlerinin dahil edilmis olmasi olabilir.

Calisgmamizda fenotipik duyarlilik testlerine ek olarak M. abscessus alt tiir
abscessus izolatlarmin klaritromisin direnci ve indiiklenebilir klaritromisin direnci
gercek zamanli PZR yontemi ile erime egrisi analizi yapilarak molekiiler olarak
arastirllmistir. Klaritromisin direnci i¢in yabanil tip rrl ve mutasyona ugramis r7l e ait,
indiiklenebilir klaritromisin direnci igin erm(41)-C28 ve erm(41)-T28’¢ ait erime
egrileri analiz edilmistir. PZR deneylerimiz sonucunda, indiiklenebilir direngli 33
izolatin 28’inde (%84,85) 91,5°C’de erm(41) geninde tek niikleotit polimorfizmi
sonucu ortaya ¢ikan fonksiyonel erm(41)-T28 genine ait erime egrisi, duyarl 7 izolatin
tamaminda (%100) ise 92°C’de fonksiyonel olmayan erm(41)-C28 genine ait erime
egrisi tespit edilmistir. Direngli 15 izolatin 13’tinde (%86,67) ise rrl A2058/A2059
mutasyonuna ait erime egrisi saptanmistir. Mutant ve yabanil tipe ait erime egrisi
sicakliklar1 arasindaki fark 0,5°C olarak tespit edilmistir. Erime egrisi sicakliklar
arasindaki farkin kiiciik olmasi erime egrilerinin ayrimini zorlagtirmaktadir.
Literatiirde de klaritromisin direnci c¢esitli ¢alismalarda molekiiler yontemlerle
aragtirlmis ve duyarli M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinda fonksiyonel
olmayan erm(41)-C28 ve yabanil tip rrl geni, direngli izolatlarda fonksiyonel olmayan
erm(41)-C28 ile birlikte rrl A2058G mutasyonu veya fonksiyonel erm(41)-T28 ile
birlikte rrl A2059G mutasyonu ve indiiklenebilir direngli izolatlarda ise fonksiyonel
erm(41)-T28 ile birlikte yabanil tip rrl geni tespit edildigi rapor edilmistir (155, 185-
189). Antibiyotik duyarlilik testi ile fenotipik olarak klaritromisin duyarlilik profili
belirlenen M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarimizin erm(41) ve rrl i¢in yapilan

PZR sonuglar1 duyarlilik profilleri ile uyumlu bulunmustur. PZR sonuglarimiz
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literatiirdeki klaritromisin direncinin molekiiler olarak arastirildigr calismalarin

sonuglar1 ile de uyumlu bulunmustur.

Gergek zamanli PZR yontemi bu izolatlarda indiiklenebilir direncin daha kisa
stirede hizli saptanmasi agisindan faydali olabilir ancak prob tabanli ger¢ek zamanl
PZR, yiiksek ¢oziiniirliiklii erime egrisi yontemi ve molekiiler dizileme yontemi gibi
yontemlerle dogrulanmasi gereklidir (185, 190). Mutant izolatlarda tek niikleotit
kaynakl bir farklilik oldugundan erime egrisi analizinde erime sicakliklari birbirine
yakin olabileceginden ayrim yapmak zorlasabilmektedir bu nedenle bu analizlerde
daha yiiksek ¢oziiniirliiklii cihazlar ve prob tabanli ger¢ek zamanli PZR tekniklerinin

kullanilmasi daha yararli olabilir (185).

Sonug olarak, M. abscessus alt tiir abscessus birgok antimikrobiyal ajana
direncgli bir patojendir ve diren¢ nedeniyle neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
zordur. M. abscessus alt tiir abscessus enfeksiyonlarinin etkili antimikrobiyal tedavi
rejiminin belirlenmesinde, izolatin referans yontem sivi mikrodiliisyon ile antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilmasi ve duyarlilik profilinin belirlenmesi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Literatiirde Ozellikle M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarinin
duyarlilik profilleri ile ilgili Japonya, Cin ve Avustralya gibi farkli iilkelerde izole
edilen izolatlara ait oranlar1 iceren ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Tiirkiye’de
yapilan ¢alismalarda M. abscessus kompleks duyarlilik sonuglari bildirilmistir (191);
ancak M. abscessus alt tiir abscessus izolatlarina ait duyarlilik sonuglarina bildigimiz,
bulabildigimiz kadartyla rastlanmamistir. Caligmamizda Tiirkiye’de izole edilmis,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda ve Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tiiberkiiloz
Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda fiiretilen ve tanimlanan 55 M. abscessus alt tiir
abscessus izolatinin antimikrobiyal duyarlilik profilleri referans yontem sivi
mikrodiliisyon ile belirlenmistir. Ek olarak, bu izolatlarimizda klaritromisin direnci
hem antibiyotik duyarlilik testleri ile fenotipik olarak hem de gercek zamanli PZR

yontemi ile molekiiler olarak gosterilmistir.



54

6. SONUC VE ONERILER

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda ve Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tiiberkiiloz
Epidemiyolojisi Laboratuvari’nda iiretilen 55 M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin
klaritromisin, amikasin, imipenem, sefoksitin, siprofloksasin, moksifloksasin ve
tobramisin duyarliliklart CLSI M24 o6nerileri dogrultusunda referans yontem sivi

mikrodiliisyon ile belirlenmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri sonucunda izolatlarimizin en duyarl oldugu
antibiyotik amikasin, en direncli oldugu ise klaritromisin olarak saptanmistir.
Duyarlilik testlerinde klaritromisin i¢in inkiibasyon siiresi 14 giline uzatilmis ve 33
duyarl izolatin 14 ginliilk inkiibasyon sonunda indiiklenebilir direngli oldugu
saptanmigtir. Referans yontem sivi mikrodiliisyon ile izolatlarin antimikrobiyal
duyarlilik profillerinin belirlenmesi 6nemlidir ¢iinkii bu veriler izolatlarin neden
olduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde etkili rejimin belirlenmesinde yol gosterici

olmaktadir.

Elli bes M. abscessus alt tiir abscessus izolatinin klaritromisin direnci hem
antibiyotik duyarlilik testleri ile fenotipik olarak hem de ger¢ek zamanl PZR yontemi
ile molekiiler olarak arastinlmistir. indiiklenebilir klaritromisin direnci referans
yontem ile 14 giinde saptanabilmektedir. Direnci 2-3 saat gibi bir siirede daha hizh
saptayabilmek amaci ile Syber green tabanli ger¢ek zamanli PZR yontemi kullanilarak
erime egrisi analizi yapilmistir. Bu yontem indiiklenebilir direnci tespit etmede tek
basina yeterli bulunmamistir, molekiiler dizileme yontemi gibi yontemlerle farkli
yontemlerle dogrulanmasi gerekmektedir. Yabanil tip gen ile mutant gen arasinda tek
niikleotit kaynakli bir farklilik oldugundan erime egrisi analizinde erime sicakliklar
birbirine yakin olmakta ve bu da Syber green ile yapilan ger¢cek zamanli PZR
deneylerinde erime egrisi analizi ile ayrimi zorlastirmaktadir. Prob tabanli gergek
zamanli PZR yontemi, yliksek ¢ozliniirliklii erime egrisi yontemi ve daha yiiksek
¢ozlinlirliiklii cihazlar ile analizlerin yapilmasi direncin tespitinde daha hassas ve daha
faydali olabilir. Ancak direncin saptanmasinda molekiiler yontemlere ek olarak
referans yontem sivi mikrodiliisyon ile de fenotipik olarak direncin tespit edilmesi

Onemlidir.
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