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OZET

Amac: Caliymanin amaci, Mycobacterium abscessus kompleks (MABK) izolatlarinin bir niikleik asit gogaltma yontemi
olan GenoType NTM-DR testi ile alt tiir ayrimlarinin yapilmasi, makrolid ve aminoglikozidlere direngten sorumlu
mutasyonlarin belirlenmesi ve fenotipik olarak CLSI standard: tarafindan 6nerilen antimikrobiyal ajanlarin in vitro
duyarliliklarinin arastirilmasidir.

Yontemler: Aragtirma kapsaminda klinik 6rneklerden izole edilmis ve stoklanmig toplam 27 MABK izolat incelendi.
Izolatlarin alt tiir ayrimu ile aminoglikozid ve makrolid direncinden sorumlu mutasyonlar GenoType NTM-DR testi ile
belirlendi ve gesitli antimikrobiyal ajanlara direng fenotipleri Sensititre™ RAPMYCOI AST mikrodiliisyon testi ile aragtirildi.
Bulgular: Test edilen 27 izolatin 21’i M. abscessus subsp. abscessus, tigii M. abscessus subsp. bolletii ve tigti M. abscessus
subsp. massiliense olarak tanimlandi. Izolatlarin higbirinde molekiiler olarak aminoglikozid (rrs mutasyonu) veya
kazanilmis makrolid (rrl mutasyonu) direnci gézlenmedi. Test edilen bir izolat disginda M. abscessus subsp. abscessus
izolatlarin tiimiinde indiiklenebilir makrolid direncini tanimlayan erm(41) T28 genotipi izlendi. GenoType NTM-DR
ve fenotipik duyarlilik sonuglari arasindaki uyum indiiklenebilir makrolid direnci i¢in %81 (k=0.5, p=0.02), kazanilmig
makrolid direnci igin %89 olarak hesaplandi. M. abscessus kompleks izolatlarina en etkin antimikrobiyal ajanlar sirasi
ile amikasin (%100), sefoksitin (%100), imipenem (%85), linezolid (%70) ve tigesiklin (MIK50=0.24 ug/ml) olarak
tespit edildi.

Sonug: GenoType NTM-DR testi, MABK alt tiirlerinin tespitinde ve molekiiler direncin saptanmasinda giivenilir ol-
makla birlikte genotipik ve fenotipik agidan uyumsuz sonuglar alinabilir. Bu nedenle molekiiler diren¢ sonuglarinin
kiiltiirde ireme olduktan sonra fenotipik yontemler ile dogrulanmasi onerilir. M. abscessus kompleks bir¢ok antimik-
robiyal ajana direngli olmakla birlikte amikasin, sefoksitin, imipenem, linezolid ve tigesikline biiyiik oranda duyarl:
bulundu. M. abscessus subsp. abscessus ve M. abscessus subsp. bolletii izolatlarinda indiiklenebilir makrolid direncinin
yiiksek oranda bulunmasi tedavi 6ncesinde ve kiiltiir negatifliginin saglanmadig1 hastalarda tedavi sirasinda alt tiir
ayriminin ve duyarlilik testlerinin yapilmasinin 6nemini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: M. abscessus kompleks, antimikrobiyal direng, duyarlilik testi, makrolid, mutasyonlar

ABSTRACT

Objective: This study aimed to identify subspecies of Mycobacterium abscessus complex (MABC) isolates from clinical
samples by a molecular technique and to determine mutations responsible for macrolide and aminoglycoside resistance.
We also aimed to investigate the correlation of phenotypic and molecular test results by examining the resistance to
antimicrobial agents according to CLSI standard using the liquid microdilution test.

Methods: 27 MABC isolates from clinical samples were examined. Molecular subspecies identification and mutations
responsible for aminoglycoside (rrs mutation) and macrolide resistance (rrl mutation) were determined using the
GenoType NTM-DR test. The resistance phenotypes of the strains to various antimicrobial agents were investigated
by the Sensititre™ RAPMYCOI AST microdilution test.

Results: Of the 27 isolates tested, 21 were M. abscessus subsp. abscessus, three were M. abscessus subsp. bolletii, and three
were M. abscessus subsp. massiliense; rrs and rrl mutations were not observed in any strains. Except for one isolate, all M.
abscessus subsp. abscessus strains showed the erm(41) T28 genotype, which indicates inducible macrolide resistance.
The correlation between the GenoType NTM-DR and phenotypic susceptibility test results was 81% (k=0.5, p=0.02)
for inducible macrolide resistance and 89% for acquired macrolide resistance. The most effective antimicrobial agents
were amikacin, cefoxitin, imipenem, linezolid, and tigecycline.

Conclusion: Although the GenoType NTM-DR test is reliable in identifying and detecting molecular macrolide and
aminoglycoside resistance, there were discrepancies in the results. We recommend confirming the results with the
phenotypic susceptibility method after growth on culture. Although the M. abscessus complex is resistant to many
antimicrobial agents, it has shown high sensitivity to amikacin, cefoxitin, imipenem, linezolid, and tigecycline. High
levels of inducible macrolide resistance in isolates indicate the importance of subtyping and sensitivity testing of iso-
lates in patients where culture conversion has not been achieved.
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Hizli iireyen mikobakteriler i¢inde yer alan Mycobacterium abscessus
kompleks (MABK), antibiyotiklere en direngli bakterilerden biri olup
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde etkili olan antimikrobiyal
ajanlar makrolidler ve aminoglikozidlerdir (1,2). Makrolidlere direng,
kazanilmis veya indiiklenebilir (intrensek) mekanizmalar ile ortaya
¢ikabilir (3). Kompleks i¢inde yer alan M. abscessus subsp. abscessus (M.
abscessus) ve M. abscessus subsp. bolletii (M. bolletii) alt tiirleri erm(41)
geni tarafindan kodlanan islevsel bir eritromisin ribozom metiltransferaz
enzimi yolu ile indiiklenebilir makrolid direncine sahiptir. Bununla
birlikte, M. abscessus subsp. massiliense (M. massiliense), erm(41)
genindeki kismi delesyon nedeni ile ¢alisan erm(41) olmadigi igin
makrolidlere duyarlidir (3,4). Makrolid duyarhiligi ayni zamanda
erm(41)’in 28. pozisyondaki timin niikleotidi yerine sitozin degisimi
(T28C) sonucu M. abscessus ve M. bolletii alt tiirlerinde de goriilebilir.
Kazanilmis direng ise makrolidlerin hedefi olan 23S rRNAnin peptidil
transferaz alanin1 kodlayan rrl genindeki nokta mutasyonlar ile
ortaya ¢ikar. M. abscessus kompleksde 16S rRNAdaki mutasyonlarin
ise aminoglikozidlere yiiksek diizeyde direngten sorumlu oldugu
bilinmektedir (4). Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI) etken olarak kabul edilen
MABK tiyelerinin molekiiler olarak alt tiir ayrimimimn yapilmasini ve
klaritromisin ve amikasin basta olmak tizere sefoksitin, siprofloksasin,
mobksifloksasin, imipenem, doksisiklin (veya minosiklin), linezolid
ve trimetoprim-sulfametoksazol (SXT)a in vitro duyarhiliklarinin
belirlenmesini 6nermistir (5,6). Bu ¢alismanin amaci, M. abscessus
kompleks izolatlarmin bir niikleik asit ¢ogaltma yontemi olan
GenoType NTM-DR testi ile alt tiir ayrimlarinin yapilmasi, makrolid
ve aminoglikozidlere direngten sorumlu mutasyonlarin belirlenmesi
ve fenotipik olarak CLSI standard tarafindan onerilen antimikrobiyal
ajanlarin in vitro duyarliliklarinin arastirilmasidir.

Aragtirma kapsaminda Manisa Celal Bayar Universitesi ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Tiiberkiiloz Laboratuvarlar’nda klinik
orneklerden izole edilmis ve stoklanmis toplam 27 MABK izolati
kullanildi. izolatlarin her biri farkli bir hastaya aitti ve 23’ solunum yolu
orneginden, tigii plevra sivisindan ve biri lenf bezi biyopsi 6rneginden
izole edilmisti. Kriyobankalarda yagsiz siit i¢inde -20 °C'de saklanmakta
olan stok izolatlardan 100 pul alinarak BACTEC “Mycobacteria Growth
Indicator Tube” (MGIT) 960 (Becton Dickinson, ABD) kiiltiir siselerine
aktarild1 ve izolatlar BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, ABD)
kiiltiir sistemi kullanilarak canlandirildi. Ureme sinyali alinan siselerden
gikolata agar besiyerine (Becton Dickinson, ABD) ekim yapilarak olasi
kontaminasyon durumu arastirildi. Kiiltiirler 35°Cde inkiibe edildi ve
24 saatin sonunda incelendi. Kontamine oldugu tespit edilen izolatlar
degerlendirme diginda tutuldu.

Calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu tara-
findan 07 Temmuz 2021 tarih ve 20.478.486 karar numarastyla onaylamistir.

M. abscessus kompleks izolatlarinin molekiiler olarak alt tiir ayrimi ile
makrolid (intrensek/kazanilmis) ve aminoglikozid direnglerinin saptan-
mast i¢in “line probe assay” teknolojisine dayal1 bir niikleik asit cogaltma
yontemi olan Genotype NTM-DR (Hain Lifescience, Almanya) testi kul-
lanildi. DNA ekstraksiyonu i¢in MGIT kiiltiir sigesinden 1 ml alinarak
10 000xg hizda 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki stv1 atildiktan sonra
¢okeltiye 100-300 pl steril distile su eklenerek vortekslendi. Daha sonra
tiipler 95°Cde 20 dakika inkiibe edildi. Ardindan ultrasonik banyoda 15
dakika kaldiktan sonra, tiipler tam hizda (10 000xg) 5 dakika dondiiriildii.
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Daha sonra Ustteki sividan 5 yl alinarak PCR igin kullanildi. GenoType
NTM-DR siiriim 1 testi iiretici firmanin 6nerilerine uygun olarak galigild:
ve DNA bantlar1 iiretici tarafindan saglanan sablon yardimiyla yorumlandu.

Sensititre™ RAPMYCOI AST (ThermoFisher, Ingiltere) mikrodiliisyon
testi CLSI standardina (5) uygun olarak ve tiretici firmanin ¢aligma tali-
matlar1 dogrultusunda ¢alisild. Kit iginde 30 mikroplak bulunmakta idi.
Proje kapsaminda 27 M. abscessus kompleks izolat1 ve pozitif kontrol
olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 sugu kullanildi. Test edilen
antimikrobiyal ajanlar; klaritromisin, amikasin, sefoksitin, siprofloksa-
sin, moksifloksasin, imipenem, doksisiklin, minosiklin, linezolid, SXT
ve tigesiklin idi.

Steril pamuklu silgeg ile Mueller-Hinton agardaki saf bakteri kolonile-
rinden birkag tane alinarak demineralize su icinde fotometrik dl¢iimle
0.5 McFarland standart bulanikliginda (5x10° CFU/ml) bir siispansiyon
hazirlandi. Tipler 30 saniye vortekslendi ve varsa biiytik partikiillerin
¢6kmesi beklendi. Buradan 50 pl siispansiyon 10 ml katyon ayarli Mu-
eller-Hinton buyyon igine aktarild1 ve tiipiin iyice karismasi igin 8-10
kez gevrildi. Bu siispansiyondan, 96 kuyucuklu mikroplaklarin her bir
kuyucuguna 100 yl aktarildi. Mikroplaklar yapigkan kéagit ile kapatildi
ve 30 °Cde ii¢ giin inkiibe edildi. Ureme, bulaniklik veya kuyucugun di-
binde hiicre birikintileri seklinde gozlendi. Pozitif kuyucukta tireme olup
olmadi8i her giin kontrol edildi ve {ireme yeterli ise minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri belirlendi. Ureme zayif ise dérdiincii
ve besinci giin tekrar kontrol edildi. Beginci giinde iireme olmayan ku-
yucuklar klaritromisin digindaki ilaglar icin degerlendirmeye alinmada.
Indiiklenebilir klaritromisin direncini belirlemek i¢in ilk bes giin iginde
Kklaritromisine duyarli olan izolatlar (<2 ug/ml) 14. giin tekrar okundu.
Ikinci degerlendirmede direngli (=8 pg/ml) bulunanlar indiiklenebilir
direngli olarak kaydedildi. Trimetoprim-sulfametoksazol igin MIK degeri
pozitif kontrol kuyucuguna gore {iremeyi %80 inhibe eden konsantras-
yon olarak kabul edildi. Her bir izolat i¢in inokulumun uygun bir dilis-
yonu ¢ikolata agar ve Mueller-Hinton agara ekilerek saflik kontrolii ve
dogru inokulum yogunlugu kontrol edildi. Kontaminasyon saptanan
mikroplaklar degerlendirme diginda tutuldu.

Verilerin istatistiksel analizinde “Statistical Package for the Social Scien-
ces” (SPSS) versiyon 21.0 programi (IBM Corp., Armonk, NY, ABD)
kullanild1. Grup degiskenleri yiizde ile sunuldu. Gruplar arasindaki sa-
yisal degiskenlerdeki farkliliklar Pearson X2 testi ile belirlendi. GenoType
NTM-DR testi ile antibiyotik duyarlilik testi sonuglar1 arasindaki uyum
kappa degerleri belirlenerek incelendi. Kappa degeri >0.75 ise miikem-
mel uyum, 0.40-0.75 ise orta-iyi uyum ve <0.40 ise diigiik uyum olarak
degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda p<0.05 degerleri
anlamli diizey olarak kabul edildi.

GenoType NTM-DR testi ile alt tiir ayrimi1 yapilan 27 izolatin alt tiir so-
nuglart ile klaritromisin ve amikasin i¢cin molekiiler ve fenotipik duyar-
lilik sonuglar1 Tablo 1'de verildi. GenoType NTM-DR testi sonuglarina
gore incelenen 27 MABK izolatin 21(%78)’i M. abscessus, 3 (%11)’t M.
bolletii ve 3 (%11)’ii M. massiliense idi. Izolatlarin higbirinde molekiiler
olarak aminoglikozid direnci (rrs mutasyonu) veya kazanilmis makrolid
direnci (rr] mutasyonu) gozlenmedi. Test edilen bir izolat (16 numara-
I1) disinda M. abscessus izolatlarinin timiinde indiiklenebilir makrolid
direncini tanimlayan erm(41) T28 genotipi izlendi. Molekiiler olarak in-
diiklenebilir makrolid direnci olan 20 M. abscessus izolatinin besi (3, 4,



Klimik Dergisi 2024; 37(1): 59-63

GenoType NTM-DR Sonucu

Fenotipik Duyarlilik Sonucu

indiiklenebilir Kazanilmig Aminoglikozid ug/ml
No Alt Tur Makrolid Direnci  Makrolid Direnci Direnci
erm(41) rrl genotipi rrs genotipi KIar;i.:rgc:jmnisin KIa;E:r;g:sin Amikasin

1 T28 rrl, WT rrs, WT 16 (R) Okunmadi 8(S)
2 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
3 128 rrl, WT rrs, WT 0.12(S) 1(S) 16 (S)
4 T28 rrl, WT rrs, WT 0.25 (S) 2(S) 4(S)
5 T28 rrl, WT rrs, WT 0.25 (S) 0.5 (S) 16 (S)
6 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 16 (S)
7 T28 rrl, WT rrs, WT 0.12(S) 16 (R) 4(S)
8 T28 rrl, WT rrs, WT 0.25 (S) 1(S) 8(S)
9 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
10 T28 rrl, WT rrs, WT 1(5) 16 (R) 2(S)
11 M. abscessus T28 rrl, WT rrs, WT 0.25(S) 16 (R) 4(S)
12 128 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 4(S)
13 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8 (S)
14 T28 rrl, WT rrs, WT 16 (R) Okunmadi 8(S)
15 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
16 C28 rrl, WT rrs, WT 0.25(S) 0.5 (S) 8(S)
17 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
18 128 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
19 T28 rrl, WT rrs, WT 0.25(S) 2(S) 8(S)
20 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
21 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 16 (S)
22 T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 16 (S)
23 M. bolletii T28 rrl, WT rrs, WT 1(S) 16 (R) 8(S)
24 T28 rrl, WT rrs, WT 16 (R) Okunmadi 8(S)
25 erm(41 )T%‘;'esyonu' rrl, WT rrs, WT 0.12(S) 0.25 (S) 16 (S)
26 M. massiliense erm(41)TdZeSIesyonu, rrl, WT rrs, WT 0.25(S) 2(S) 16 (S)
27 erm(41) delesyonu, rrl, WT rrs, WT 0.15 (S) 1(5) 16 (S)

T28

5, 8 ve 19 numarali) ise fenotipik olarak klaritromisine duyarli idi. Mole-
kiiler olarak izolatlarin higbirinde r#l mutasyonu saptanmamakla birlikte
iki M. abscessus (1ve 14 numarali) ve bir M. bolletii (24 numarali) izolat1
olmak iizere toplam {i¢ izolat inkiibasyonun besinci giintinde fenotipik
olarak klaritromisine direngli bulundu (kazanilmis direng). Test edilen
¢ M. massiliense izolatinda erm(41) delesyonu ve T28 genotipi saptandi
ve her tigii de fenotipik olarak klaritromisine duyarl: idi.

GenoType NTM-DR ve fenotipik duyarlilik sonuglar1 arasindaki uyum
indiiklenebilir makrolid direnci igin %81 (22/27; k=0.5, p=0.02), kaza-
nilmis makrolid direnci igin %89 (24/27) olarak hesaplandi. izolatlarin
tiimi (%100) hem molekiiler test ile hem de fenotipik olarak amikasine
duyarli bulundu. izolatlarda rrl ve rrs mutasyonlari saptanmadigindan
kazanilmis makrolid direnci ve amikasin direnci i¢in uyum analizi ya-
pilamadi. Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii standard (5) ta-
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Antimikrobiyal
Ajanlar

Duyarh Direncgli
n (%) n (%)

Klaritromisin 9(33) 18 (67)
Amikasin 27 (100)
Sefoksitin 27 (100)
Siprofloksasin 7 (35) 20 (65)
Moksifloksasin 5(19) 22 (81)
imipenem 23 (85) 4(15)
Doksisiklin 27 (100)
Minosiklin 13) 26 (97)
Linezolid 19 (70) 8 (30)
SXT 6(22) 21 (78)
Tigesiklin MIKy;=0.24 pg/mi

MIiK,,=0.5 pg/ml

rafindan test edilmesi onerilen diger antimikrobiyal ajanlarin fenotipik
duyarlilik sonuglar1 Tablo 2de verildi.

M. abscessus kompleks izolatlarina karsi en etkin olan antimikrobiyal
ajanlar sirasi ile amikasin (%100), sefoksitin (%100), imipenem (%85),
linezolid (%70), siprofloksasin (%35), klaritromisin (%33), SXT (%22) ve
moksifloksasin (%19) olarak tespit edildi. {zolatlarin tamamu doksisikline
direngli iken sadece bir M. abscessus izolat1 (%3) minosikline duyarli bu-
lundu. izolatlarin ikisi sekiz ilaca, 11’i yedi ilaca ve yedisi alt1 ilaca direngli
olmak tizere 20 (%74)’si CLSI standardi tarafindan test edilmesi 6nerilen
antimikrobiyallerin yarisindan fazlasina direncli bulundu. Tigesiklin i¢in
MIK esik degeri olmadigindan MIK, ve MIK, degerleri verildi (Tablo 2).
Izolatlarin tigesiklin MIK degerleri 0.12 pg/ml (n=3), 0.24 pg/ml (n=15),
0.5 ug/ml (n=8) ve 1 pg/ml (n=1) olarak tespit edildi.

M. abscessus kompleks, tiiberkiiloz basili gibi patojenlere kiyasla virulansi
diisiik olmakla birlikte bir¢ok antimikrobiyal ajana direnglidir ve tedavi
edilmesi en zor tiiberkiiloz dis1 mikobakteri tiiriidiir. M. abscessus komp-
leks infeksiyonlarinin tedavisinde makrolidler ve amikasin en dnemli
ajanlardir (7,8). Ancak 6nceden makrolid ile kargilasan suglarda direng
gelisebildigi bildirilmistir (8-10). Bu nedenle tedaviye karar vermeden
6nce makrolid direncinin aragtirilmasi 6nerilmektedir (5,6,11,12). Diren-
cin belirlenmesinde kiiltiire dayali testler altin standart olmakla birlikte ig
yiikleri ve zaman alic1 olmalar1 nedeni ile uygulanmalari zordur. Indiikle-
nebilir makrolid direnci sonucunu bildirmek i¢in 14 giin beklemek gerekir.
Bu nedenle molekiiler tani testleri onem kazanmustir. Aragtirmamizda
MABK izolatlarinin %85 (23/27)’inde indiiklenebilir makrolid direncini
tanimlayan islevsel erm(41) geni saptand1. Bu sonug hastalarin %85’inde
tedavi sirasinda makrolidlere direng gelisebilecegini gostermektedir. Bu
nedenle hastalarda klinik izlemin yani sira aylik kiiltiir takiplerinin ya-
pilmasi son derece 6nemlidir. Aragtirmamizda incelenen M. massilense
izolatlarinda erm(41) gen delesyonu nedeni ile indiiklenebilir makrolid
direnci saptanamadi. M. abscessus kompleks izolatlarinda alt tiir ayrimi-
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nin yapilmasi direng genotipi hakkinda bilgi vermektedir. M. massiliense
alt tiirii makrolidlere duyarli kabul edilmektedir (11). M. massiliensenin
etken oldugu akciger infeksiyonlarinda klaritromisine klinik yanitin daha
iyi oldugu gosterilmistir (13).

Aragtirmamizda GenoType NTM-DR testi ile kazanilmis makrolid di-
rencini ve aminoglikozid direncini tanimlayan mutasyonlara rastlan-
madi. Yapilan ¢aligmalarda kazanilmis makrolid direncinden sorumlu
rrl mutasyonlar: farkli siklikta bildirilmistir. Sharma ve arkadaglarinin
(13) yaptig1 bir aragtirmada gergek zamanli PCR yo6ntemi ile 126 M. ab-
scessus izolatinin %21.4’tinde erm(41) T28C mutasyonu, %1.6’sinda ise
rrl geninde A2058C mutasyonu belirlenmistir. Yoshida ve arkadaglarinin
(14) yaptig1 bir aragtirmada ise 145 M. abscessus izolatinin %14.3’tinde
rrl mutasyonu bildirilmistir. GenoType NTM-DR testi ile MABK izo-
latlarinda aminoglikozid direncine eslik eden rrs mutasyonlari ise %5
siklikta bildirilmistir (4,15). Arastirmamizda, rrl ve rrs mutasyonlarinin
saptanmamasi degerlendirilen izolat sayisinin az olmast ile iligkili olabilir.

GenoType NTM-DR testinin MABK infeksiyonlarinin tanisinda ve
Kklaritromisin ve amikasin direncinin belirlenmesinde giivenilir ve hizli
sonug verdigi, sonuglarin DNA dizi analizi ve fenotipik test sonuglari ile
uyumlu oldugu bildirilmistir (16-18). Aragtirmamizda genotipik ve fe-
notipik duyarlilik yontemi arasindaki uyum indiiklenebilir klaritromisin
direnci i¢in orta-iyi diizeyde bulundu (%81). Kazanilmis klaritromisin
direnci i¢in bu oran %89, amikasin direnci icin %100 idi. Genotipik ve
fenotipik direng sonuglar arasinda uyumsuzluk bildiren ¢alismalar vardir
(14,19,20). DNA dizi analizi ile incelenen 144 klinik izolatin %9.5’inde
islevsel bir erm(41) geni saptandig1 halde, fenotipik olarak klaritromi-
sine duyarli olduklari, ayrica kazanilmis klaritromisin direnci saptanan
izolatlarin sadece %14’tinde rrl mutasyonunun saptandig bildirilmistir
(14). M. abscessus’ta Kklaritromisin direncinin belirlenmesinde tam gen
dizi analizinin performansinin degerlendirildigi bir arastirmada ise in-
diiklenebilir direng i¢in biiyiik hata orani (fenotipik duyarly, dizi analizi
ile direngli) %34 olarak bildirilmistir (21). Aragtirmamizda bu oran %18.5
(5/27) olarak bulundu. Bu izolatlarda islevsel bir erm(41) genotipi olmakla
birlikte 14. giinde MIK diizeyleri 8 pg/ml'nin altinda idi.

Hastalarin tedavi oykiilerinin ve klaritromisin tedavisine yanitlarinin
bilinmemesi arastirmamizin kisith yonlerinden biridir. Ayrica fenotipik
duyarlilik testi ile incelenen izolat sayisinin az olmasi da her iki yontem
arasindaki uyumsuzlugun yorumlanmasini giiglestirmektedir. Ancak elde
edilen sonuglar makrolid direncinin saptanmasinda tarama testi olarak
GenoType NTM-DR testinin giivenilir olmakla birlikte, fenotipik duyar-
lilik testleri ile birlikte uygulanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir.

Fenotipik duyarlilik testi ile incelenen izolatlarin tiimii amikasin ve se-
foksitine duyarli bulundu. Linezolid ise izolatlarin %70’inde etkili idi.
Linezolid, in vitro duyarlilik testlerinde iyi sonug vermesi ve oral kul-
lanilabilen bir ajan olmas: nedeni ile tedavi kombinasyonlarinda éneril-
mektedir (11,20,21). Arastirmamizda tigesiklin MIK degeri de 0.5 pg/
mlnin altinda bulundu. CLSI standardi tigesiklin igin MIK esik degeri
bildirmemekle birlikte MABK icin test edilmesini 6nermektedir (5). M.
abscessus komplekse bagl akciger infeksiyonu olan 34 hastanin deger-
lendirildigi cok merkezli retrospektif bir arastirmada suslarin %97’sinin
MIK degeri 1 pg/ml'nin altinda bildirilmistir (22). Tigesiklinin, klaritro-
misin, amikasin veya rifabutin ile kombinasyonu ile klinik yanitin veya
in vitro ortamda sinerjik etkinin daha iyi oldugunu bildiren ¢aligmalar
mevcuttur (3,22,23).

Arastirmamizda klaritromisine, kinolonlara, SXT’ye ve tetrasiklinlere du-
yarlilik %35’in altinda idi. Direng oranlari cografik bolgelere gore farklilik
gostermekle birlikte Cin, Japonya, Tayland, Fransa ve ABD gibi birgok
tilkede caligmamizla benzer direng oranlari bildirilmistir (19,24,25). An-
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tibiyotik kabusu olarak da adlandirilan MABK infeksiyonlarinin tedavisi
kombine antibiyotik tedavisini gerektirmektedir (26). Antibiyotik segi-
minde duyarlilik sonuglar1 6nemlidir. Aragtirmamizda izolatlarin %74t
test edilen ilaglarin yarisindan fazlasina direngli idi. Ancak in vitro olarak
direngli bulunan antibiyotiklerin, duyarl antibiyotikler ile birlikte kulla-
nildiklarinda sinerjik etkileri olabilir ve klinik yanit alinabilir. Amikasin ve
Kklaritromisinin in vitro duyarlilik test sonuglari klinik yanit ile uyumludur
(11). Ancak diger antibiyotikler i¢in kiiltiir konversiyonu saglanamasa
da klinik ve radyolojik iyilesme saglaniyorsa tedavisi stirdiiriilmelidir.

Sonug olarak; MABK klinik izolatlarinin molekiiler tanisinin yani sira
makrolid ve aminoglikozid direnglerinin saptanmasinda GenoType
NTM-DR testi hizl1 ve giivenilir bir yontemdir. Ancak kiiltiirde tireme
olduktan sonra fenotipik duyarlilik testi ile sonuglarin dogrulanmasi
onerilir. M. abscessus subsp. abscessus ve M. abscessus subsp. bolletii izo-
latlarinda indiiklenebilir makrolid direncinin yiiksek oranda bulunmasi
tedavi oncesi ve kiiltiir konversiyonunun saglanmadig hastalarda tedavi
sirasinda alt tiir ayriminin ve duyarlilik testlerinin yapilmasinin 6nemini
gostermektedir. Calismamizda, M. abscessus kompleks izolatlar1 birgok
antimikrobiyal ajana direngli olmakla birlikte amikasin, sefoksitin, imi-
penem, linezolid ve tigesikline biiyiik oranda duyarli bulundu.

Hasta Onami
Veriler retrospektif olarak incelendigi i¢in hasta onami alinmamigtir.

Etik Kurul Karari
Galisma igin, Manisa Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu tara-

findan 07 Temmuz 2021 tarih ve 20.478.486 karar numarasiyla onay alinmustir.

Danisman Degerlendirmesi

Bagimsiz dig danigman.

Yazar Katkilar

Fikir/Kavram - S.S.,N.O; Tasarim - S.S., N.O.; Denetleme - S.S.; Kaynak ve Fon
Saglama - S.S., H.G., C.C,; Malzemeler/Hastalar - S.S., H.G., C.C.; Veri Topla-
ma ve/veya Isleme - S.S., N.O;; Analiz ve/veya Yorum - S.S,, N.O,, H.G,, C.C;
Literatiir Taramast — S.S., H.G.; Makale Yazimi — S.S.; Elestirel inceleme - S.S.,
N.0O, CC.

Cikar Catismasi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catigmasi bildirmemistir.

Finansal Destek
Arastirma Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Ko-
ordinasyon Birimi tarafindan 2021-084 proje numarasiyla desteklenmistir.

KAYNAKLAR

1. Nessar R, Cambau E, Reyrat J]M, Murray A, Gicquel B. Mycobacterium abscessus: a
new antibiotic nightmare. ] Antimicrob Chemother. 2012;67(4):810-8. [ CrossRef

2. Wetzstein N, Kohl TA, Schultze TG, et al. Antimicrobial susceptibility and
phylogenetic relations in a German cohort infected with Mycobacterium
abscessus. ] Clin Microbiol. 2020;58(12):01813-20. [CrossRef

3. Cheng A, Tsai YT, Chang SY, et al. In vitro synergism of rifabutin with clar-
ithromycin, imipenem, and tigecycline against the Mycobacterium abscessus
complex. Antimicrob Agents Chemother. 2019;63(4):e02234-18. [CrossRef

4. Bouzinbi N, Marcy O, Bertolotti T, et al. Evaluation of the GenoType NTM-DR assay
performance for the identification and molecular detection of antibiotic resistance
in Mycobacterium abscessus complex. PLoS One. 2020;15(9):e0239146. | CrossRef

5. Susceptibility testing of mycobacteria, Nocardia spp., and other aerobic acti-
nomycetes. 3rd ed, CLSI Standard Document, M24. Wayne PA: Clinical and
laboratory Standards Institute; 2018.

6. Brown-Elliott BA, Woods GL. Antimycobacterial susceptibility testing of non-
tuberculous mycobacteria. ] Clin Microbiol. 2019;57(10):e00834-19. [ CrossRef

~

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2

—_

22.

23.

24.

25.

26.

Ryan K, Byrd TE. Mycobacterium abscessus: Shapeshifter of the mycobacterial
world. Front Microbiol. 2018;9:2642. [CrossRef

Wu M, Li B, Guo Q, et al. Detection and molecular characterisation of amika-
cin-resistant Mycobacterium abscessus isolated from patients with pulmonary
disease. ] Glob Antimicrob Resist. 2019;19:188-91. [CrossRef

Martiniano SL, Esther CR, Haworth CS, Kasperbauer SH, Zemanick ET, Caverly
LJ. Challenging scenarios in nontuberculous mycobacterial infection in cystic
fibrosis. Pediatr Pulmonol. 2020;55(2):521-5. [CrossRef

Schildkraut JA, Pennings L], Ruth MM, et al. The differential effect of clarithro-
mycin and azithromycin on induction of macrolide resistance in Mycobacterium
abscessus. Future Microbiol. 2019;14:749-55. [CrossRef

Daley CL, Iaccarino JM, Lange C, et al. Treatment of nontuberculous mycobac-
terial pulmonary disease: an official ATS/ERS/ESCMID/IDSA clinical practice
guideline. Eur Respir J. 2020;56(1):2000535. [CrossRef

Richards CJ, Olivier KN. Nontuberculous mycobacteria in cystic fibrosis. Semin
Respir Crit Care Med. 2019;40(6):737-50. [ CrossRef

Sharma MK, La Y, Janella D, Soualhine H. A real-time PCR assay for rapid
identification of inducible and acquired clarithromycin resistance in Mycobac-
terium abscessus. BMC Infect Dis. 2020;20(1):944. [CrossRef
Yoshida S, Tsuyuguchi K, Kobayashi T, et al. Discrepancies between the gen-
otypes and phenotypes of clarithromycin-resistant Mycobacterium abscessus
complex. Int ] Tuberc Lung Dis. 2018;22(4):413-8. [CrossRef

Huh HJ, Kim SY, Shim H]J, et al. GenoType NTM-DR performance evalua-
tion for identification of Mycobacterium avium complex and Mycobacterium
abscessus and determination of clarithromycin and amikacin resistance. ] Clin
Microbiol. 2019;57(8):00516-19. [CrossRef

Mougari F, Loiseau ], Veziris N, et al; French National Reference Center for
Mycobacteria. Evaluation of the new GenoType NTM-DR kit for the molec-
ular detection of antimicrobial resistance in non-tuberculous mycobacteria. J
Antimicrob Chemother. 2017;72(6):1669-77. [ CrossRef

Huh HJ, Kim SY, Jhun BW, Shin SJ, Koh WJ. Recent advances in molecular
diagnostics and understanding mechanisms of drug resistance in nontuber-
culous mycobacterial diseases. Infect Genet Evol. 2019;72:169-82. | CrossRef
Kehrmann J, Kurt N, Rueger K, Bange FC, Buer J. GenoType NTM-DR for
identifying Mycobacterium abscessus subspecies and determining molecular
resistance. ] Clin Microbiol. 2016;54(6):1653-5. [CrossRef

Yamaba Y, Takakuwa O, Saito M, et al. Pulmonary Mycobacterium abscessus sub-
species abscessus disease that showed a discrepancy between the genotype and
phenotype of clarithromycin resistance. Intern Med. 2019;58(18):2675-8. | CrossRef
Ananta P, Kham-Ngam I, Chetchotisakd P, et al. Analysis of drug-susceptibility
patterns and gene sequences associated with clarithromycin and amikacin
resistance in serial Mycobacterium abscessus isolates from clinical specimens
from Northeast Thailand. PLoS One. 2018;13(11):0208053. [CrossRef

. Lipworth S, Hough N, Leach L, et al. Whole-genome sequencing for predicting

clarithromycin resistance in Mycobacterium abscessus. Antimicrob Agents
Chemother. 2018;63(1):01204-18. [CrossRef

Yang JH, Wang PH, Pan SW, et al. Treatment outcome in patients with My-
cobacterium abscessus complex lung disease: The impact of tigecycline and
amikacin. Antibiotics (Basel). 2022;11(5):571. [CrossRef

Portell-Buj E, Bonet-Rossinyol Q, Lopez-Gavin A, et al. Comparison of two-
drug combinations, amikacin/tigecycline/imipenem and amikacin/tigecycline/
clarithromycin against Mycobacteroides abscessus subsp. abscessus using the
in vitro time-kill assay. ] Antibiot (Tokyo). 2021;74(4):285-90. [CrossRef
Guo 'Y, Cao X, YuJ, et al. Antimicrobial susceptibility of Mycobacterium abscessus
complex clinical isolates from a Chinese tertiary hospital. Infect Drug Resist.
2020;13:2001-10. [CrossRef]|

Mougari F, Bouziane F, Crockett F, et al. Selection of resistance to clarithro-
mycin in Mycobacterium abscessus subspecies. Antimicrob Agents Chemother.
2016;61(1):e00943-16. [CrossRef

Pasipanodya JG, Ogbonna D, Ferro BE, et al. Systematic review and me-
ta-analyses of the effect of chemotherapy on pulmonary Mycobacterium
abscessus outcomes and disease recurrence. Antimicrob Agents Chemother.
2017;61(11):e01206-17. [CrossRef

63


https://doi.org/10.1093/jac/dkr578
https://doi.org/10.1128/JCM.01813-20
https://doi.org/10.1128/AAC.02234-18
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239146
https://doi.org/10.1128/JCM.00834-19
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02642
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.05.016
https://doi.org/10.1002/ppul.24604
https://doi.org/10.2217/fmb-2018-0310
https://doi.org/10.1183/13993003.00535-2020
https://doi.org/10.1055/s-0039-1693706
https://doi.org/10.1186/s12879-020-05686-0
https://doi.org/10.5588/ijtld.17.0673
https://doi.org/10.1128/JCM.00516-19
https://doi.org/10.1093/jac/dkx021
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2018.10.003
https://doi.org/10.1128/JCM.00147-16
https://doi.org/10.2169/internalmedicine.2391-18
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0208053
https://doi.org/10.1128/AAC.01204-18
https://doi.org/10.3390/antibiotics11050571
https://doi.org/10.1038/s41429-020-00392-0
https://doi.org/10.2147/IDR.S252485
https://doi.org/10.1128/AAC.00943-16
https://doi.org/10.1128/AAC.01206-17

	_Hlk122032642
	_Hlk122032666

