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Tuberklloz digi mikobakteri (TDM)’lerin ¢cogu dodada serbest yasayan ve firsat¢i patojen
mikroorganizmalardir. TDM’ler cok cesitli enfeksiyonlara neden olabilirler. Ancak bunlar arasinda
en sik gorilen klinik tablo pulmoner TDM hastaligidir. Bu calismada, Atatirk Gogils Hastaliklar ve
Gogus Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda 2014 ve 2018 tarihleri
arasinda tiiberkiiloz (TB) 6n tanisi alan kisilere ait hasta orneklerinden izole edilen yavas lireyen TDM
izolatlarinin tanimlanmasi ve ticari mikrodillisyon plak yontemiyle ila¢ duyarliliklarinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Calismaya akciger TB slipheli hastalardan elde edilen toplam 435 adet TDM izolati dahil
edilmistir. Orneklere homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi uygulandiktan sonra aside direncli
boyamanin ardindan otomatize MGIT-BACTEC960 sistemi ve iki farkl kati besiyerinde (Lowenstein
Jensen ve Ogawa) kultiiri yapilarak aside direncli bakteri (ARB) arastinlmistir. Kiiltlirden izole edilen ARB
pozitif bakteriler kart testi (MPB64, Capilla TB-Neo) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli ters
hibridizasyon “line probe assay (LPA)” (GenoType MycobacteriumCM/AS Hain Lifescience, Almanya)
yontemiyle tanimlanmistir. Kiiltiirlerden DNA izolasyonu yapildiktan sonra, mikobakteri 23S rRNA
“spacer” bolgesine 6zgii primerler kullanilarak PCR yontemi uygulanmistir. Elde edilen biyotinlenmis PCR
ardni, nitroseliiloz seritler lizerinde mikobakteri tiirlerine 6zgui problarla Gretici firmanin onerilerine gore
hibridize edilerek degerlendirilmistir. Bu calismada akciger hastalarindan sirasiyla Mycobacterium avium
(n= 77, %17.7), Mycobacterium intracellulare (n= 70, %16.1), Mycobacterium szulgai (n= 19, %4.4),
Mpycobacterium kansasii (n= 10, %2.3) ve Mycobacterium smiae (n= 9, %2.1) yavas lireyen mikobakteri
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tiirleri saptanmistir. ilac duyarlilik testinde CLSI tarafindan CLSI/M24-A2 rehberi ile énerilen “oleic asit,
albumin dextrose catalase” ile zenginlestirilmis, katyon-ayarli Mueller-Hinton (CAMH) sivi besiyerinde
mikrodilisyon yontemi kullanilmistir. Test, kullanima hazir ticari ilagh plaklarda (SLOMYCO-Sensititre,
TREK Diagnostic Systems Ltd, Birlesik Krallik) yapilmistir. M.intracellulare, M.avium, M.kansasii ve
M.smiae'nin klaritromisine duyarlliklari sirasiyla %100, %99, %100 ve %100 oranlarinda saptanmustir.
M.intracellulare ve M.avium icin moksifloksasine duyarlilik sirasiyla %91, %64 ve linezolide ise %80,
%74 olarak bulunmustur. M.kansasii, M.simiae’den daha fazla oranda bircok ilaca duyarli bulunmustur.
M.kansasii'nin rifabutin, rifampisin, moksifoksasin, amikasin, linezolid, trimetoprim-silfametoksazol
(TMP-SMZ), siprofloksasin ve etambutole duyarlihg: sirasiyla %100, %90, %100, %100, %100, %80,
%70 ve %50 oranlarinda bulunmustur. Bu calisma, akciger orneklerinden sik izole edilen yavas tireyen
TDM'’lerin tir ayrimi ve ilag duyarlilik testleri ile tedaviye rehberlik edebilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz disi mikobakteri (TDM); ilag duyarlilik testi; akciger hastaligi.

ABSTRACT

Most of the nontuberculous mycobacteria (NTM) are opportunistic pathogenic microorganisms and
free-living in nature. NTM can cause a wide range of infections. However, pulmonary NTM disease is the
most frequent clinical picture. The aim of this study was to identify and evaluate drug susceptibility of
slow growing NTM isolated from pulmonary samples of patients prediagnosed as tuberculosis between
2014 and 2018 in Atatlirk Chest Diseases and Chest Surgery Training and Research Hospital Microbiology
Laboratory by a commercial microtube dilution plaque method. A total of 435 NTM strains obtained from
suspected TB patients were included in the study. After the samples were processed by homogenization
and decontamination and acid-fast staining, culture in two solid media (Lowenstein-Jensen, Ogawa)
and in MGIT-BACTEC960 automated system were performed. Acid-fast bacilli isolated from culture
media were identified by using cart test (MPB64, Capilla TB-Neo) and polymerase chain reaction (PCR)
based reverse hybridization “line probe assay (LPA)” method (GenoType MycobacteriumCM/AS, Hain
Lifescience, GmbH, Germany). After DNA isolation from the culture, PCR was performed by using the
primers specific for mycobacterial 23S rRNA spacer region. PCR products were then hybridized with the
probes specific for Mycobacterium species on nitrocellulose strips according to the recommendations of
the manufacturer and the results were evaluated. In this study, Mycobacterium avium (n= 77, 17.7%),
Mpycobacterium intracellulare (n= 70, 16.1%), Mycobacterium szulgai (n=19, 4.4%), Mycobacterium kansasii
(n= 10, 2.3%) ve Mycobacterium smiae (n= 9, 2.1%) were isolated as slowly growing mycobacteria
from the pulmonary patients. Susceptibility testing was performed in cation-adjusted Mueller-Hinton
broth (CAMH), supplemented with “oleic acid, albumin dextrose catalase” according to CLSI/
M24-A2 guideline recommendations. For the antibiotic susceptibility test, ready-to-use plaque drugs
for slow-growing mycobacteria (SLOMYCO-Sensititre, TREK Diagnostic Systems Ltd, UK), were used.
M.intracellulare, M.avium, M.kansasii and M.smiae isolates were found to be sensitive to clarithromycin
%100, %99, %100 and %100, respectively. For M.intracellulare and M.avium isolates, moxifloxacin and
linezolid sensitivity values were found to be 91%, 64% and 80%, 74% respectively. M.kansasii isolates
were more sensitive than M.simiae isolates to the most of the drugs. M.kansasii isolates, were susceptible
to rifabutin, rifampin, moxifloxacin, amikacin, linezolid, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX),
ciprofloxacin and etambutol, with the frequencies of 100%, 90%, 100%, 100%, 80%, 70% and 50%,
respectively. The study showed that the species identification and drug susceptibility testing of frequently
isolated slow-growing NTM'’s from pulmonary specimens could guide for the treatment.

Keywords: Nontuberculous mycobacteria (NTM); drug susceptibility testing; pulmonary disease.
GiRiS
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) disindaki mikobakteriler tiiberkiloz disi

mikobakteriler (TDM) olarak adlandirilirlar. TDM’lerin cogu dogada yaygin olarak bu-
lunur ve firsatci patojenler olarak bilinirler'. TDM'ler son yillarda klinik olgulardan daha
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sik izole edilmeye baglanmistir. TDM'ler cogunlukla akcigerlerde hastalik olustururlar®,
Tedaviye baslayabilmek icin izole edilen etkenlerin tiir aynmi yaninda klinik ve radyolojik
bulgularin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir>*.

TDM akciger enfeksiyonlarinin tedavisi zaman alici, zor ve maliyetlidir. Siklikla MAC
(Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare), Mycobacterium kansasii, Mycobac-
terium malmoense ve Mycobacterium xenopi gibi yavas lireyen TDM’ler enfeksiyonlarda
etken olarak bildiriimektedir?. Tedavileri, tiire 6zgii ¢coklu ilag kullanimina dayanmak-
tadir. MAC, M.kansasii, M.malmoense ve M.xenopi icin siklikla makrolidler, etambutol,
rifampisin, rifabutin, Mycobacterium simiae’'nin ise amikasin, linezolid, moksifloksasin ve
trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SMZ) kombinasyonlari énerilmektedir?3. TDM'lere
duyarlilik testi yapilmasinin 6nemi gittikce artmaktadir?3>. Ozellikle 6nceden anti-miko-
bakteriyel ilaglarla tedavi gormus hastalarda hedef ilaclara yonelik duyarlilik testleri daha
kritik deger tagimaktadir®3. Bu calismada, hastanemizin merkezi tani laboratuvarinda
akciger orneklerinden izole edilen TDM'’lerin tiir ayrnnmininin yapilmasi ve standardize
duyarlilik sonuglarinin elde edilmesi ile tedaviye rehberlik etmedeki roliinii gostermek
amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya Haziran 2014-Haziran 2018 tarihleri arasinda hastanemize akciger TB siip-
hesiye basvuran hastalara ait 6rnekler dahil edildi. Akciger kaynakli bu 6rnekler NaOH-
NALC yontemi sonrasinda kdltiirde saptanan lremeler aside direncli boyama ve TB
yonlinden kart testine (MPB64, Capilla TB-Neo) alindi. Kiltir icin iki kati (Ogawa, L6-
wenstein-Jensen) ve bir sivi otomatize kiiltiir sistemi (BACTEC-MGIT 960, Becton-Dicen-
ton, ABD) kullanildi. Kart testi negatif orneklere tiir belirleme amaciyla “line probe assay”
(GenoType/Mycobacterium-CM/AS, Hain-Lifescience, GmbH, Almanya) testi uygulandi.
Bu islem icin kiltur 6rneklerinden 6nce DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) isleminden sonra elde edilen biyotinlenmis Griin nitrosellloz seritler tGizerinde 6z-
glil problarla hibridize edildi ve kolorimetrik olarak gortintiilenerek degerlendirildi.

Duyarlilik testi, icinde katlanarak artan ila¢c konsantrasyonlari [klaritromisin (CLA;
0.06-64.0 ug/ml), rifabutin (RFB; 0.25-8.0 ug/ml), etambutol (EMB; 0.5-16.0 ug/ml),
moksifloksasin (MXF; 0.12-8.0 ug/ml), rifampin (RIF; 0.12-8.0 ug/ml), trimetoprim/
sulfametoksazol (TMP-SMZ; 0.12/2.38-8.0-152.0 pyg/ml), amikasin (AMI; 1.0-64.0 ug/
ml), linezolid (LZD; 1.0-64.0 ug/ml) ve siprofloksasin (CIP; 0.12-16.0 pg/ml)] bulunan
U-tabanli “SLOMYCO-Sensititre” (TREK Diagnostic Systems Ltd, Birlesik Krallik) hazir
plaklar kullanilarak yapildi. Test icin 6nce 0.5 McFarland ayarina uygun bakteri siispan-
siyonu hazirlandi. Bu stispansiyondan 50 pl alinarak OADC ile zenginlestirilmis katyon-
ayarli Mueller Hinton besiyerine (10 ml) ilave edildi. Coklu kanalli pipet kullanilarak her
bir kuyucuga 100 pl ekim yapildi. Plaklar seffaf 6zel plastik ile kapatildi. 35°C’de 7-14 giin
inklbe edildi. Yontemin uygulanmasi ve degerlendirilmesinde CLSI/M24-A2 rehberinde
belirtilen 6neriler esas alindi®.
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Tablo I. Mycobacterium avium complex, Mycobacterium kansasii ve Mycobacterium simiae icin Belirlenen MiK
Dederleri (1ig/ml) ve Duyarlilik Durumliari

M.avium M.intracellulare M.kansasii M.simiae

(n=77) D (n= 70) D (n=10) D (n=9) D
ilaglar MiK arahgr MiK,, MiK,, % Mik, MiK,, % Mk, MK, % MiK, MK, %
CLA 0.06-64.0 2.0 8.0 99 1.0 2.0 100 0.25 0.25 100 1.0 4.0 100
MXF 01280 20 40 64 10 20 91 025 05 100 20 40 56
LNZ 1.0-64.0 320 640 74 16.0 32.0 80 1.0 4.0 100 8.0 16.0 100
RFB 0.25-8.0 0.25 0.5 100 8.0 8.0 22
EMB 0.5-16 4.0 16.0 50 8.0 16.0 0
RIF 0.12-8.0 0.25 0.5 90 8.0 8.0 0

TMP-  0.12/2.38-
SMz 8.0/152

AMI 1.0-64.0 2.0 80 100 8.0 16.0 100

0.25/4.75 0.5/9.5 80 8/152 8/152 33

CIp 0.12-16.0 1.0 4.0 70 8.0 8.0 0

MiK: Minimum inhibitor konsantrasyonu, CLA: Klaritromisin, MXF: Moksifloksasin, LNZ: Linezolid, RFB: Rifabutin, EMB: Etambutol,
RIF: Rifampin, TMP-SMZ: Trimetoprim-siilfametoksazol, AMI: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, D: Duyarlilik.

BULGULAR

Calismanin gerceklestirildigi donemde kontaminasyon oldugu distindlen izolatlar ca-
lisma digi birakilarak toplam 435 adet TDM Uredigi belirlenmistir. Ayrica, calismada Ug ve
daha az sayida izole edilen TDM'’ler degerlendirmeye alinmamustir.

Calismada klinikle uyumlu, patojen kabul edilen izolatlarin tiir ayrimi sonucunda M.
avium (n= 77, %17.7), M.intracellulare (n= 70, %16.1), Mycobacterium szulgai (n= 19,
%4.4), M.kansasii (n= 10, %2.3) ve M.smiae (n=9, %2.1) turleri tanimlanmistir.

MAC, M.kansasii ve M.smiae'nin klaritromisin icin duyarlilik oranlan sirasiyla > %99,
%100, %100 olarak bulunmustur. MiK90 degerleri ise sirasiyla < 8 ug/ml, 0.25 pg/ml ve
< 4 pg/ml olarak saptanmigtir. M.intracellulare ve M.avium’un ise moksifloksasine ve line-
zolide olan duyarliliklari sirasiyla %91, %64 ve %80, %74 olarak bulunmustur. Calismada
elde edilen sonuclar Tablo I’ de yer almaktadir.

TARTISMA

Akciger enfeksiyonu yapan yavas ureyen TDM'lerin epidemiyolojik dagihmi diinya-
da bolgesel olarak degiskenlik gostermekte ancak siklikla MAC ve M.kansasii olgulari
bildirilmektedir®. Ulkemizde yapilan bir calismada klinik érneklerden MAC, M.kansasii,
M.szulgai ve M.smiae'nin sirasiyla %26.6, %10, %6.7 ve %3.3 oraninda izole edildigi
bildirilmistir’. Calismamizda ayni bakteri tiirleri sirasiyla %33.8, %4.4, %2.3 ve %2.1
oranlarinda saptanmistir.

Yapilan antibiyotik duyarlilik calismalarinda TDM’lerin MIK degerlerinin degiskenlik gés-
terebildigi goriilmektedir. Litvinov ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada® M.avium’un kla-
ritromisin, moksifloksasin ve linezolid icin MiKSO-MiKg0 degerleri sirasiyla 4.0-16.0 pg/ml,
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2.0-4.0 pg/ml ve 32.0-64.0 ug/ml, M.intracellulare icin ise sirasiyla 1.0-4.0 ug/ml, 2.0-4.0
pug/ml ve 16.0-32.0 pg/ml olarak bulunmustur. Ayni calismada M.kansasi’'nin klaritromi-
sin, moksifloksasin, linezolid, rifabutin, etambutol, rifampisin, TMP-SMZ, amikasin ve sip-
rofloksasin icin MiK,-MiKy degerleri sirasiyla 0.5-4.0 ug/ml, 0.5-4.0 pg/ml, 4.0-32.0
ug/ml, 0.25-2.0pug/ml, 4.0-16.0pg/ml, 0.25-2.0ug/ml, 8.0/152.0-8.0/152.0ug/ml, 8.0-32.0
ug/ml ve 4.0-16.0 pg/ml olarak saptanmistir. Heidarieh ve arkadaslari® M.kansasii'nin MiK
degerlerini rifabutin (2.0-8.0 pg/ml), rifampisin (2.0-8.0 ug/ml) ve TMP-SMZ (8.0-16.0
pug/ml) icin ylksek, digerlerinde ise dugiik tespit etmislerdir. Bu calismada arastirmacilar
ayrica M.simiae’nin M.kansasii'ye gore rifabutin (0.125-1.0 ug/ml) gibi birkag ila¢ hari¢ daha
yiiksek MiK degerlerine sahip oldugunu géstermislerdir. Calismamizda M.simiae'nin, test edi-
len tiim ilaglarda daha yiiksek MiK degerlerine sahip oldugunu saptadik. Guna ve arkadaslari
yaptiklari bir calismada'® M.kansasii'nin MiK, -MiK, degerlerini klaritromisin, moksifloksasin,
linezolid, etambutol verifampisinicin sirasiyla<0.06-0.125 ug/ml, <0.06-0.125 ug/ml, 0.5-1.0
pg/ml, 4.0-4.0 pg/ml, 0.125-0.25 pg/ml olarak bildirmislerdir. Heidarieh ve arkadaslari-
nin® verilerinin aksine, calismamiz ve diger bircok arastirmacilarin sonuglar®'® MAC ve
M.kansasii'nin klaritromisine duyarliiginin yiiksek oldugunu gostermektedir. M.simiae'nin
kinolon, etambutol, TMP-SMZ, rifabutin ve rifampisine karsi saptadigimiz farkh duyarlilik/
direng sonuglari ise Heidarieh ve arkadaslarinin® verilerine yakin bulunmustur. Diger aragtir-
macilar ile caismamizdaki duyarliik sonuglari arasindaki farkhliklar biytk olasilikla kullanilan
yontem, izolat sayisi ve/veya izolatlarin 6zellikleri gibi faktérlerden kaynaklanmaktadir®1°.

Sonug olarak, ¢alismamiz akciger enfeksiyonlarindan izole edilen TDM’lerin tiir ay-
nmlarinin ve duyarlilik testlerinin yapilmasinin 6nemini ortaya koymustur. Bu calismada,
“SLOMYCO-Sensititre”nin bazi hedef ilaclar icin uygulanmasinin ve degerlendirmesinin
kolay, standardize bir yontem oldugu ve maliyet dikkate alinarak klinisyene yol gostere-
bilegi sonucuna variimistir.

CIKAR CATISMASI

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