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Giris: Mycobacterium tuberculosis kompleks ve Mycobacterium leprae disinda kalan tiim mikobakteriler, tiiberkiiloz disi mikobakteriler
(TDM) olarak adlandiriimaktadir. Tiiberkiiloz disi mikobakteri tiirlerinin dadilimi cografyaya, merkezlere ve hastalik tablosuna gére fark-

lihk gostermektedir. Bu ¢alismada tictincti basamak bir liniversite hastanesinde tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina génderilen drneklerden
tanimlanan TDM'nin tiir diizeyinde dagiliminin bildirilmesi amagclanmustir.

Materyal ve Metod: Hastane tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina Ocak 2015-Aralik 2023 tarihleri arasinda mikobakteri kiiltiirdi icin
gonderilen cesitli klinik 6rneklere ait sonuglar, laboratuvar veri kayit sisteminden geriye déntik olarak arastirilmistir. Tiiberkiiloz disi
mikobakterilerin tanimlama islemleri matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-
TOF MS) temelli MALDI Biotyper Microflex LT (Bruker Daltonics, Almanya) cihazi kullanilarak yapilmistir.

Bulgular: Toplam 14 TDM tiirii tespit edilmistir. Bu tiirler Mycobacteroides abscessus (5), Mycobacterium chimaera intracellulare group
(5), Mycobacterium gordonae (4), Mycobacterium chelonae (3), Mycobacterium malmoense (3), Mycobacterium non-chromogenicum
(3), Mycobacterium marseillense (2), Mycobacterium paragordonae (2), Mycobacterium engbaekii (2), Mycobacterium avium (1),
Mycobacterium heraklionense (1), Mycobacterium kansasii (1), Mycobacterium lentiflavum (1), Mycobacterium peregrinum (1) dur.
En sik balgam érneklerinden izole edilmislerdir ve MALDI-TOF MS skor degerleri 1674 ile 2306 arasinda degismektedir. En yiiksek skor
degeri balgam 6rneginden izole edilen M. lentiflavum icin 2306 olarak elde edilmistir. M. gordonae ise, MALDI-TOF MS skor degeri
1700tin altinda olup giivenilmez olarak degerlendirilip balgamdan izole edilen tek sonug¢ olmustur.

Sonug: Merkezimize mikobakteri kiiltiirii icin génderilen klinik érneklerden en sik izole edilen TDM tiirti M. abscessus olarak saptanmis-
tir. Calismanin TDM’nin neden oldugu hastaliklarin yénetimine katki sunacagi diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ttiberkiiloz disi mikobakteriler; MALDI-TOF MS; tiir dagilimi

| Gelis Tarihi/Received: 08/02/2025 - Kabul Edilis Tarihi/Accepted: 21/03/2025

reative Commons Atif-GayriTicari 4.0 Uluslararasi E . uslararasi Lisansi ile lisanslanmis, acik erisimli bir makaledir.
@®@ C ive C Atf-GayriTicari 4.0 Ulusl (CC BY-NC 4.0) Ulusl. Li ile li | k erisimli bi kaledi
Veri Paylasim Beyani: Bu calismanin bulgularini destekleyen veriler, makul talepler dogrultusunda sorumiu yazardan temin edilebilir.
©Telif Hakki 2025 Flora. Makale metnine www.floradergisi.org web adresinden ulasilabilir.

Cevrim ici Yayin Tarihi: 23.06.2025


https://orcid.org/0000-0002-3944-4608
https://orcid.org/0000-0002-8976-7691
https://orcid.org/0000-0002-3260-5309
https://orcid.org/0000-0002-5217-8607
https://orcid.org/0000-0002-9515-770X
https://orcid.org/0000-0001-6518-7361

Okstiz C, Cubuk F, Firtina Topcu K, Hasbek M, Elaldi N, Buyuktuna SA.

ABSTRACT

Evaluation of Species Distribution of non-Tuberculous Mycobacteria Isolated from Clinical
Samples Using the MALDI-TOF MS Method
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Seyit Ali BUYUKTUNA*
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3 Department of Medical Microbiology, Sivas Cumhuriyet University Faculty of Medicine, Sivas, Trkiye
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Introduction: All mycobacteria, except for the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) and Mycobacterium leprae, are classified as
non-tuberculous mycobacteria (NTM). The distribution of NTM species varies depending on geography, healthcare centers, and clinical
presentations. In this study, we aimed to report the species-level distribution of NTM identified from clinical specimens submitted to the
medical microbiology laboratory of a tertiary university hospital.

Materials and Methods: The results of various clinical specimens submitted for mycobacterial culture to the medical microbiology
laboratory of our hospital between January 2015 and December 2023 were retrospectively analyzed using the laboratory data registry.
NTM identification was performed using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
with the MALDI Biotyper Microflex LT (Bruker Daltonics, Germany).

Results: A total of 14 NTM species were detected, with the majority isolated from sputum samples. These species include Mycobacterium
abscessus (5), Mycobacterium chimaera intracellulare group (5), Mycobacterium gordonae (4), Mycobacterium chelonae (3),
Mycobacterium malmoense (3), Mycobacterium non-chromogenicum (3), Mycobacterium marseillense (2), Mycobacterium
paragordonae (2), Mycobacterium engbaekii (2), Mycobacterium avium (1), Mycobacterium heraklionense (1), Mycobacterium
kansasii (1), Mycobacterium lentiflavum (1), and Mycobacterium peregrinum (1). MALDI-TOF MS score values ranged from 1674 to
2306, with the highest score (2306) obtained for M. lentiflavum isolated from a sputum sample. The only unreliable result, with a
MALDI-TOF MS score below 1.700, was for M. gordonae, also isolated from a sputum sample.

Conclusion: The most frequently isolated NTM species from clinical specimens submitted to our center for mycobacterial culture was M.
abscessus. We believe that our study will contribute to the better management of diseases caused by NTM.

Key Words: Non-tuberculous mycobacteria; MALDI-TOF MS; species distribution
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GIRIS

Mycobacterium  tuberculosis  kompleks  ve
Muycobacterium leprae disinda kalan tim miko-
bakteriler, tiiberkiiloz disi mikobakteriler (TDM)
olarak  adlandinlmaktadir'!l.  Tiberkiloz ~ disi
mikobakteriler cevrede yaygin olarak bulunmak-
ta ve nadiren hastalia neden olmakta ve en
stk akciger tutulumu yapmaktadir. Ayrica TDM
lenf nodlari, yumusak dokular ve kemikler gibi
ekstrapulmoner bolgeleri tutan lokalize bir hasta-
lik tablosu olusturabilmektedir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda dissemine hastalik tablosu
da meydana getirebilmektedir®. Diinya capinda
170’ten fazla TDM tiirii tammlanmistir ve bunla-
nn yaklasik 25'i  Mycobacterium avium complex
(MAC), Mycobacterium gordonae, Mycobacterium

xenopi,  Mycobacterium  fortuitum  complex,
Muycobacteroides  abscessus ve  Mycobacterium
kansasii dahil olmak iizere patojeniktir. Cevresel

TDM'nin kaynaklarinda artis, duyarh popiilasyonda

farkindaligin artmasi ve hastaligin teshis
imkanlarimin gelismesi TDM'nin bildiriminde artisa
yol acm1st1rl4]. Tiberkiiloz dist mikobakteri tiirle-
rinin dagilimi cografyaya, merkezlere ve hastalik
tablosuna gore farkhhk gb‘stermektedir[g].

Bu calismada iiciinci basamak bir {iiniversite
hastanesinde tibbi mikrobiyoloji  laboratuvarina
gonderilen ©rneklerden tanimlanan TDM’nin tiir
diizeyinde dagihmi bildirilerek bolgemizin epidemi-
yolojik verilerine katki sunulmasi amaclanmistir.
Ayrica TDM'nin neden oldugu hastaliklarin yone-
timine katki sunulmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD

Calisma, Ocak 2015-Aralik 2023 tarihleri ara-
sini kapsayacak sekilde retrospektif olarak planlan-
di. Bu donemde hastane tibbi mikrobiyoloji labora-
tuvarma mikobakteri kiiltiirii icin gonderilen cesitli
Klinik orneklere ait Kkiiltiir sonuclar1 laboratuvar veri
kayit sisteminden geriye doniik olarak arastirildi.
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Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
balgam, apse, bronsival lavaj gibi klinik orneklere
standart %4 N-asetil-L-sistein + sodyum hidroksit
(NALC-NaOH) kullanilarak dekontaminasyon ve
homojenizasyon uygulandi ve fosfat tamponu ile
notralize edildi. Bu ornekler, daha sonra 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek konsantre
edildi. Beyin omurilik swist ve eklem swisi gibi
steril ©rnekler dekontamine edilmeden santrifiij-
lendi. Doku ornekleri steril kosullarda parcalara
ayrilarak, steril serum fizyolojik ve cam boncuk
iceren tiiplerde vortekslenerek homojenlestirildi.

Tim ornekler mikroskobik inceleme ve Kkiil-
tir islemlerine alindi. Mikroskobik incelemede
Ehrlich-Ziehl-Neelsen boyama yontemi kullanildi.
Kiiltiir icin klinik ornekler es zamanl olarak
Lowenstein-Jensen kat1 besiyerine ve Middlebrook
7H9 broth iceren mycobacterial growth indica-
tor tube (MGIT) (Becton Dickinson, Amerika
Birlesik Devletleri) sw1 Kiiltiir tiiplerine ekildi.
Mycobacterial growth indicator tube’e kontami-
nasyonu onlemek icin ekimden once 0.8 ml
PANTA (polimiksin B, amfoterisin B, nalidiksik
asit, trimetoprim, azlosilin) soliisyonu eklendi.
Lowenstein-Jensen  kati  besiyerleri etiivde ve
MGIT tiipleri ise BACTEC MGIT 960TB (Becton

Dickinson, ABD) cihazinda her giin ©rneklerin
takibi yapilarak inkiibe edildi.

Inkiibasyon siirecinde pozitif sinyal veren ornek
tiiplerinden TDM tanimlama islemleri matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus
zamani Kkiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS)
temelli MALDI Biotyper Microflex LT (Bruker
Daltonics, Almanya) cihazi kullanilarak yapildi.
Uretici firma onerileri dogrultusunda, tiir diizeyin-
de giivenilir tammlama icin >2.000 ve cins diize-
vinde tanimlama icin ise 1.700-1.999 arahgindaki
skor degerleri kullarildi. Skorlar 1.700’tin altinda
alindiginda giivenilmez olarak degerlendirildi.

Tamimlayici istatistik olarak sayi (n), yiizde (%)
ve ortalama degerler hesaplanmustir. Istatistiksel
degerlendirmeler SPSS versiyon 23.0 paket prog-
rami (IBM, ABD) kullanilarak yapilmistir.

Calisma icin yerel etik kurulun 2024-12/01
sayill karar numarasi ile izin alinmistir.

BULGULAR

Ocak 2015-Aralik 2023 tarihleri arasinda has-
tane tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina mikobakteri
kiiltiirti icin gonderilen cesitli klinik orneklere ait
TDM'nin {ireme sonuclari Tablo 1'de detayh
olarak gosterilmistir.

Tablo 1. Ornek tiiriine gére TDM'lerin tiir dagilimi, MALDI-TOF MS skoru ve iireme siiresi

Ornek tiirii Tiiberkiiloz disi mikobakteriler (34) MALDI-TOF MS skoru  Ureme siiresi
Balgam (27) M. abscessus (2) 1772-2046 5-43 giin
M. avium (1) 2058 13 giin
Mycobacterium chelonae (2) 2012-2025 21-24 gin
Mpycobacterium chimaera intracellulare group (4) 1771-2141 4-56 gin
Mycobacterium engbaekii (2) 1964-2015 9-19 giin
M. gordonae (3) 1674-2186 16-35 giin
Moycobacterium heraklionense (1) 1789 36 giln
M. kansasii (1) 1808 11 giin
Mpycobacterium lentiflavum (1) 2306 12 giin
Mycobacterium malmoense (3) 1807-1856 7-14 gin
Mycobacterium marseillense (2) 2035-2138 10-56 giin
Mycobacterium nonchromogenicum (3) 1704-2261 14-48 giin
Mycobacterium paragordonae (1) 2108 7 giin
Mycobacterium peregrinum (1) 1740 11 giin
Brons lavaiji (1) Moycobacterium chimaera intracellulare group (1) 1920 21 giin
Yara yeri (3) M. abscessus (3) 2094-2213 3-7 glin
Kemik doku (1) Mycobacterium chelonae (1) 1893 45 giin
Periton (1) M. gordonae (1) 1858 3 gun
Kolon (1) Mycobacterium paragordonae (1) 2086 42 giin
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Verilerine ulasilarak calismaya dahil edilen
hastalarin 14’4 kadin (%41.1) ve 20’si erkektir
(%58.8). Bu donemde TDM, laboratuvarda en
stk balgam o©rneklerinden izole edilmistir (n=
27, %79.4). Tiberkiiloz disi mikobakteri izole
edilen diger Klinik ©rnekler ise yara yeri (n= 3;
%8.8), bronkoalveoler lavaj (n= 1; %2.9), kemik
n= 1; %2.9), kolon (n= 1; %2.9) ve periton
n= 1; %2.9) olmustur. Toplam 14 TDM tiiri
tespit edilmistir. En fazla izole edilen tiir ise M.
abscessus (n= 5; %14.7) olarak belirlenmistir.
Muycobacterium chimaera ve Mycobacterium intra-
cellulare tiirleri arasinda MALDI-TOF MS aynm
yapamadigindan bu tlirler M. chimaera intracel-
lulare group ortak adiyla raporlanmistir. Alinan
MALDI-TOF MS skor degerleri 1674 ile 2306
arasinda degismektedir. En vyiiksek skor degeri
balgam ©rneginden izole edilen Mycobacterium
lentiflavum icin 2306 olarak elde edilmistir.
M. gordonae ise MALDI-TOF MS skor degeri
1.700’tin altinda olup giivenilmez olarak deger-
lendirilen ve balgamdan izole edilen tek sonuc
olmustur. Tuberkiiloz disi mikobakterilerin iireme
siireleri tic giin ile 56 glin arasinda degismistir.
En kisa lireme siireleri M. abscessus ve M. gor-
donae icin saptanmustir. En uzun iireme siireleri
M. chimaera intracellulare grup ve M. marseil-
lense’de gorilmiistiir.

TARTISMA

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri infeksiyonlar1 gide-
rek artan bir endise kaynagidir ve insidansi son
yillarda diinya capinda artmaktadirl®. Tiiberkiiloz
dist mikobakterilerin  dagilimimin  bilinmesi  klinik
tedavi kararlar icin onemlidir®. Cahsmada klinik
orneklerden izole edilen ve MALDI-TOF MS ile
tir diizeyinde saptanan dagihmlar bildirilmistir.

M. avium kompleksi ve M. abscessus komp-
leksi, o©zellikle ABD ve Giineydogu Asya’da
akciger hastaligina sahip Kkisilerden en sik izole
edilen TDM tiirleridir”). Alti kitadan 30 {ilkenin
verilerinin incelendigi cok merkezli calismada ise
91 farkh TDM tiirii izole edilmistir. M. avium
kompleks bakterileri cogu iilkede baskindir ve
bunu M. gordonae ile M. xenopi izlemistir®).

Ulkemizden de bildirilen calismalar mevcut-
tur. Ersoy ve arkadaslari Mersin Universitesi
Hastanesinde vyaptiklar1 calismalarinda TDM ' nin
%92.5’inin akciger orneklerinden izole edildigini
bildirmislerdir. Ayrica tiir tammlamasi yaptiklar

izolatlarda en sik M. intracellulare, Mycobacterium
szulgai ve M. kansasii tespit etmislerdir!®!.
Ozcolpan ve arkadaslar ise TDM'i dizi analiziyle
tammladiklar1 calismalarinda en sik Mycobacterium
porcinum ve M. lentiflavum suslarini saptamis-
lardir. Bu tiirlerin ¢ok biiyiik bir bolimiinii de
(%94.7) bronkoalveoler lavaj orneklerinden elde
etmislerdir[lo]. Balikesir’den yakin zamanda bildiri-
len bir calismada 112 TDM izolati icin 16 farkh
tir tanimlanmis ve M. gordonae en sik olarak
izole edilmistir[ll]. Ulusal Tiiberkiiloz Referans
Laboratuvarinda 2009-2010 wyillarinda tespit edi-
len TDM'nin dagihmlarinin bildirildigi ¢alismada
ise M. fortuitum en sk izole edilen tiir olmus-
turll2l. Bu sonuc ile bizim sonuclarimiz farkhdir.
Bu durum ornek popiilasyonlarinin ve tiir tayini-
ninde kullanilan tekniklerin farkliigindan kaynak-
lanmis olabilir. Ulusal Referans Laboratuvarinin
bildiriminde ornekler iilkemizin farkl bolgelerinden
gelmistir ve tiir tayini icin polimeraz zincir reaksi-
yon (PZR) yontemi kullanilmustir. Goriildiigl tizere
TDM tiir dagihmlar cografi bolgeye, merkezlere,
yontemlere ve villara gore de farkhilik gostermistir.
Bizim laboratuvarimizda bu bildirimlerden farkh
olarak en sik izole edilen tiir M. abscessus (n=
5; %14.7) olarak belirlenmistir. Bu nedenlerle
her merkezin kendi tir dagihmlarini takibinin
onemli oldugu dustintilmektdir. Tiiberkiiloz disi
mikobakteriler hava, toprak, su wve bitki gibi
cesitli cevresel kaynaklarda bulunabilen mikroor-
ganizmalardlr[13]. Bu nedenle kontaminant-etken
ayrimi yapmak zorlasmaktadir. Calismada hasta-
larin Kklinik verilerine ulasilamamasi nedeniyle bu
tirler icin etken tayini yapilamamasi calismanin
kisithihgini  olusturmaktadir.

Calismada izolatlarin %82.3 (n= 28) gibi biiyiik
bir kismi akciGer orneklerinden [balgam (n= 27),
bronkoalveoler lavaj (n= 1)] izole edilmistir. Bu
sonug, bircok calismanin sonucuyla uyumlu olup
TDM genellikle akciger orneklerinden iiretilmekte-
dirl®10:12] " Fakat diger Kklinik ©rnekleri ¢ok daha
nadir olarak bildirilen yara yeri, kemik, kolon ve
periton ©rneklerinin olusturmasi ilgi cekicidir. Bu
durum bircok hastalik tablosunda akla getirilmeleri
gerektigini diistindiirmektedir.

Calismada tanimlamalar icin MALDI-TOF
MS yontemi kullanilmistir. Son zamanlarda, bu
yontem TDM tiirlerinin tanimlanmasi icin tercih

edilir olmustur. Genc¢ ve arkadaslari, TDM izolat-
larinin tanimlanmasi icin MALDI-TOF MS'vi PZR
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restriksivon enzim analizi (PRA)-hsp65 yontemiyle
karsilastirmali  olarak degerlendirmistir. MALDI-
TOF MS, 152 TDM izolatinin 148 (%97.4)ini
basariyla  tanimlamustir.  Bruker  mikobakteri
kiitiiphanesi, TDM izolatlarinin 45 (%29.6)’i
icin 2.0’dan vyiiksek, 98 (%64.5)'1 icin 1.6 ile
2.0 arasinda ve dokuzu (%5.9) icin 1.6'dan
diisiik spektral skorlar vermistir[14]. Bu calismada
MALDI-TOF MS yontemi ile baska bir yontemin
karsilastirmasi yapilamamistir. Tim skor degerleri
1600’tin t{izerinde vyer almistir. En disiik skor
degeri 1674 olarak balgam orneginden izole edi-
len M. gordonae’de tespit edilmistir. Literatiirde
yer alan farkh calismalarla da bu yontemin TDM
suslarini tanimlamada dogru, hizli, ucuz ve etkili
bir teknik oldugu gtisterilmistir[15’16].

M. chimaera, MAC ailesinin bir {iyesidir. Bu
bakteri kalp cerrahisi ameliyatlarim takiben bildi-
rilen salgin raporlariyla one ¢ikmistir. Bu salgin,
kalp cerrahisi icin kullamlan ©zel bir tip makine
ile baglantili olarak bulunmustur. Bu nedenle M.
chimaera tiirliniin tammlanabilmesi salgin yoneti-
mi icin oldukca onemlidir!7!. Fakat bu calismada
kullanilan MALDI-TOF MS teknolojisi M. chima-
era lle M. intracellulare arasindaki ayrimda kisith
etkinlik g'o'stermektedir[lgl. Bu nedenle bu iki
tir bir grup olarak verilmistir. Ayrica kullanilan
MALDI-TOF MS sistemi M. avium tiriinti diger
MAC iiyelerinden ayirabilirken M.avium'un kendi
alt tiirleri arasinda etkin bir ayrim yapamamakta-
dir'!9 Bu durumlar calismanin kisithliklarindandir.

Tiiberkiiloz dist mikobakteri temel olarak hizh
lireyen ve vavas lireyen mikobakteriler olarak
ayrilmaktadir. Hizli iireyen mikobakteriler yedi
giinden daha kisa siirede fakat cogu bakteriye
gore daha vyavas {iremektedir. Yavas iireyen
mikobakteriler ise yedi giin veya daha uzun siire-
de gelismektedir[l’ZO]. Bu Kklasik bilgilere ragmen
calismada, hizli iireyen smifta yer almakta olan
M. abscessus bir balgam orneginde 43 gilinde
iiremistir. Yine hizli iireyen tiir olarak simiflan-
dinlan M. chelonae suslari balgam ve kemik
orneginde vedi giinden cok daha uzun siirelerde
gelismistir. Yavas lireyen grupta yer almakta olan
M. chimaera intracellulare group ve M. gordonae
tirleri ise bir balgam wve bir periton ©rneginde
kisa siirede iiremistir. Bu sonuclar oldukca ilgi
cekicidir.  Tiiberkiiloz dist mikobakterilerin  tiir
dagilimlarinin ve iireme siirelerinin MALDI-TOF

MS ve altin standart yontemlerle degerlendirildigi
daha genis kapsaml calismalara ihtiyac vardir.
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