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Derleme

Ulkemizde Yogun Bakim Unitelerinde Antimikrobiyal Direng

Sorunu®

Pmar CIRALIGIL

Cukurova Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Yogun bakim iiniteleri (YBU) multidisipliner hizmet veren
ve hastane yatak kapasitelerine oranla enfeksiyonlarinin
en stk goriildiigii boliimleridir.

Ozellikle coklu ilaca direncli enfeksiyonlar ve yogun anti-
biyotik kullanimi ciddi sorunlar olusturmaktadir. Metisiline
direngli Staphylococcus aureus, vankomisine direngli ente-
rokoklar, genislemis spektrumlu beta laktamaz ve karbape-
nemaz iireten Escherichia coli, Klebsiella tiirleri ve diger
Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri, Acinetobacter tiirleri ve
Pseudomonas aeruginosa YBU’lerinde hastane enfeksi-
yonlarindan (HI) siklikla sorumlu tutulan direngli mikroor-
ganizmalardwr. Hastalara uygulanan invaziv girisimler,
hastaligin siddeti, yetersiz enfeksiyon kontrolii gibi faktor-
ler enfeksiyon artisina neden olabilmektedir. Bunun yam
sira iigiincii kugak sefalosporinler, anti-pseudomonal peni-
silinler, karbapenemler, florokinolonlar gibi genis spekt-
rumlu parenteral antibiyotik kullanimi da hastane enfeksi-
yonu gelisiminde rol oynamaktadir. Antibiyotiklere direngli
etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlar yalnizca morbidite
ve mortaliteyi artirmakla kalmayip, hastanede yatis siire-
sinde uzama, maliyet ve degisik ciddi medikal komplikas-
yonlarda artisla sonlanmaktadir.

Hastanelerde ve ozellikle YBU lerinde siirekli gozetim
gerektiren HI’'na yonelik onlemler alinmasi ve ampirik
veya kanita dayali etkin antimikrobiyal tedavinin yapila-
bilmesi igin, YBUlerinde siklikla saptanan etkenlerin ve
antibiyotik duyarliliklarinin izlenerek tedavi protokolle-
rinin bu dogrultuda giincellenmesi gereklidir. Dolayistyla
yvapilacak siirveyans calismalary ile gercek sorunlar
saptamip, kiimiilatif antibiyogram sonuglari ile destekle-
nerek hedefe yonelik tedavi uygulanabilir ve YBU lerinde
yasami tehdit eden enfeksiyonlar kontrol altina alinabi-
lir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, yogun bakim iinitesi

SUMMARY

The Problem of Antimicrobial Resistance in Intensive
Care Units in Turkey

Intensive care units (ICU) are parts of the hospitals which
provide multidisciplinary services, and have the highest
incidence of nosocomial infections relative to their bed
occupancy rates.

Especially infections with multidrug-resistant organisms and
intensive use of antibiotics cause serious problems in intensive
care units. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
vancomycin-resistant enterococci, extended-spectrum beta-
lactamase and carbapenemase producing Escherichia coli,
Klebsiella species and other members of the Enterobacteriacea,
Acinetobacter species and Pseudomonas aeruginosa are the
resistant organisms responsible from nosocomial infections in
ICUs. Factors such as invasive procedures performed on
patients, severity of the disease and insufficient infection
control measures all accelerate infection rates. Additionally,
use of parenteral, extended spectrum antibiotics such as third
generation cephalosporins, antipseudomonal penicillins,
carbapenems and fluoroquinolones play an important role in
the development of nosocomial infections. Infections due to
antibiotic resistant organisms not only increase morbidity and
mortality, but also lead to prolonged hospital stay, excessive
costs and increase in severe medical complications.

Organisms that cause infections in ICU’s and their
antibiotic susceptibility profiles should be monitored and
treatment protocols should be revised accordingly in
order to provide evidence- based and effective empirical
antimicrobial treatment and to take necessary measures
against nosocomial infections in hospitals, especially in
ICU'’s. By way of performing surveillance studies, actual
problems can be detected and targeted therapies based on
supportive cumulative antibiogram results can be applied
and life-threatening infections in ICU’s can be
controlled.

Key words: Antibiotic resistance, Intensive care unit
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$ 3. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi’nde (18-22 Kasim 2015, Antalya) “Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin karar verme siireclerine
etkisi: Yogun bakim iinitesi enfeksiyonlar1 ve antimikrobiyal yonetim” panelinde sunulmustur.
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Antibiyotik direncinin merkez iissii: Yogun
Bakim Uniteleri

Yogun bakim iiniteleri (YBU) fizyolojik bakim-
dan stabil olmayan, altta yatan hastalig1 olabilen
ve hastanede yatan hastalar icinde klinik tablosu
en agir olan hastalarin tedavisine yonelik en seri
ve bilimsel, tibbi ekip hizmeti veren tedavi
birimleridir.

Hastane yatak kapasitelerinin yalnizca
%5-10’unu  kapsamalarina ragmen, hastane
enfeksiyonlarmi (HI) %20-25’i bu birimlerde
ortaya ¢ikmakta ve ayrica mortalite oranlar1 da
diger birimlerden 2-2.5 kat daha yiiksek goriil-
mektedir. Hastanelerde antibiyotiklerin en sik
kullanildig1 iiniteler olan YBU’lerinde yatan
hastalarin ortalama %80’ine ilk yatislarinda en
az bir antibiyotik tedavisi verilmektedir. Diger
hastane birimlerinde iiriner enfeksiyon en sik
saptanan nozokomiyal enfeksiyon olmasina kar-
sin, YBU’lerde nozokomiyal enfeksiyonlarin
siklik siralamasinda alt solunum yolu enfeksi-
yonlart ilk sirayr alirken, bunu iiriner sistem
enfeksiyonlari, bakteremi ve cerrahi alan enfek-
siyonlari izlemektedir!.

Antibiyotik direnci son yillarda iirkiitiicii bir
hizla artmakta ve siklikla direngli mikroorganiz-
malarin hastadan hastaya kolayca gecebildigi
YBU’lerinde meydana gelen Hi’larinda sorun
yaratmaktadir. YBU’lerinde antibiyotiklere
diren¢li mikroorganizmalarla meydana gelen
enfeksiyonlarin artisina; hastaligin siddeti,
YBU’lerinde kullanilan aletler, uygulanan inva-
ziv girisimler yetersiz enfeksiyon kontrolii ve
cok ilagh ampirik tedavi uygulamalar1 gibi fak-
torler etki etmektedir. Bunun yaninda, genis
spektrumlu parenteral antibiyotiklerin (3. kusak
sefalosporinler, anti-pseudomonal penisilinler,
karbapenemler, florokinolonlar gibi) tek basina
agir1 kullanilmasi da 6nemli bir etken olmustur.
Ayrica Onceden antimikrobiyal tedavi uygula-
mast ¢ogul direngli patojenlerin se¢ilmesine yol
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agabilir®>, Boylece antibiyotiklere karsi gelisen
direnc prevalansindaki artis, 6zellikle YBU’leri
gibi birimlerde yatan kritik hastalarin, ampirik
antibiyotik tedavi secimlerinde ciddi sorunlara
neden olmaktadir.

Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA), vankomisine direngli enterokoklar
(VRE), genislemis spektrumlu beta laktamaz
(GSBL) ve karbapenemaz iireten Escherichia
coli, Klebsiella tiirleri ve diger Enterobacteriaceae
ailesi iiyeleri, Acinetobacter tiirleri ve
aeruginosa  YBU’lerinde
Hi’larindan siklikla sorumlu tutulan direngli
mikroorganizmalardir®.

Pseudomonas

YBU’lerinde antibiyotik direnci nasil 6nlene-
bilir?

Hastanelerde ve ozellikle YBU’lerinde siirekli
gozetim gerektiren Hi’na yonelik 6nlemler alin-
mast ve ampirik veya kanita dayali etkin anti-
mikrobiyal tedavinin yapilabilmesi icin,
YBU’lerinde siklikla saptanan etkenlerin ve
antibiyotik duyarhliklarmin izlenerek tedavi
protokollerinin bu dogrultuda giincellenmesi
gereklidir. Dolayisiyla yapilacak siirveyans
caligsmalari ile gergek sorunlar saptanip, kiimiila-
tif antibiyogram sonuclar1 ile desteklenerek
hedefe yoOnelik tedavi wuygulanabilir ve
YBU’lerinde yasamu tehdit eden enfeksiyonlar
kontrol altina aliabilir.

Siirveyans calismalari-Gram negatif bakteri-
lerde antimikrobiyal direnc

MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Collection), EARSS (European
Antimicrobial Resistance Epidemiology),
SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program)
ve Gram negatif hastane izolatlarinda direnci
aragtiran HITIT-1 ve HITIT-2 gibi diinyadan ve
Tiirkiye’den verileri icermekte olan bazi siirve-
yans calisma programlart bulunmaktadir.



P. Ciraligil, Ulkemizde Yogun Bakim Unitelerinde Antimikrobiyal Direng

Tiirkiye’de 2000-2003 yillar1 arasinda, dokuz
merkezin katilmi ile Hi’nu izolatlarmi igeren
MYSTIC programi kapsaminda, %31’i
YBU’lerinden izole edilen kokenlerde
Enterobacteriacae izolatlarinda ilk sirada E. coli
yer almistir. E. coli izolatlarinda GSBL iiretimi-
nin yillara gore anlamli bicimde artti1 (%12.5-
32.1) gozlenirken, ikinci siklikta izole edilen
Klebsiella pneumoniae kokenlerinde GSBL iire-
timi %47.1 ile %48.8 oranlarinda gozlenmistir.
Karbapenemlerin ise P. aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii kokenlerinde héalen en
etkin antibiyotikler oldugu vurgulanmistir?.
Bunun yaninda, 2013 yilina gelindiginde,
YBU’lerinden izole edilen A. baumannii koken-
lerinde coklu ilaca direncli kdkenlerde yaygin
karbapenem kullanimi sonucu, imipenem ve
meropenem direnglerinin %92 gibi oldukca yiik-
sek oranda gozlenmektedir®.

SENTRY programi kapsaminda, 2000-2006 y1l-
lart arasinda Tiirkiye’den A. baumannii kdkenle-
rinde karbapenem direnclerinin arastirildigi
calismada, imipenem duyarliligi 2000 yilinda
%80.4 iken, 2006 yilina gelindiginde %40 ve
meropenem duyarliliginin ayni yillar igin sira-
styla %71.7 ve %40 oranlari ile anlaml derece-
de azaldigi belirtilmistir (p<0.001)®.

Yine SENTRY programinin bir pargasi olarak,
2009-2011 yillart arasinda, Amerika Birlesik
Devletleri’nden 65 ve Avrupa’dan 36 merkezin
katilimi ile gerceklestirilen ¢alismada, YBU’leri
ve hastanelerin diger birimlerde yatan hastalar-
dan izole edilen Gram negatif bakterilerin anti-
biyotik duyarliliklart karsilastirilmistir. GSBL
tireten kokenler ve Klebsiella spp., P. aeruginosa
A. baumannii gibi ¢oklu ilaca direncli kokenler-
de antimikrobiyal direncin bir sorun olarak
hélen devam etmektedir'”.

Her merkezde GSBL olusturan bakterilerin sik-
lig1 ve antibiyotik diren¢ oranlari degisiklik
gosterebileceginden iilkemizde de tedaviye yon

verebilmek amaciyla calismalar planlanmistir.
2004 yilinda alti merkezin katilimi ile gercekles-
tirilen ve hastane izolati Gram negatif bakteriler-
de antibiyotik direnci ve GSBL tiplerinin aragti-
rildign HITIT-1 calismasinda, YBU’lerinden
izole edilen E. coli kokenlerinde GSBL {iretimi
%?26 olarak gozlenirken, 2007 yilinda 13 merke-
zin katilimi ile gerceklestirilen HITIT-2 caligma-
sinda bu oranin %42’ye yiikseldigi gozlenmistir.
Klebsiella pneumoniae kokenlerinde GSBL iire-
tim oranlar1 HITIT-1 ve HITIT-2 ¢alismalarinda
sirastyla %32 ve %41 .4 olarak bulunmugtur. Her
iki calismada da E. coli kokenlerinde karbape-
nem direnci gozlenmezken, K. pneumoniae
kokenlerinde HITIT-1 calismasinda iic merkez-
de, HITIT-2 ¢alismasinda dért merkezde karba-
penem direnci oldugu saptanmistir. Bu ¢aligma-
lar ile karbapenem direncinin P. aeruginosa ve
A. baumannii kokenlerinde merkezlere gore
degiskenlik gostermekle birlikte yiiksek oldugu,
K. pneumoniae kokenlerinde ise artmaya bagla-
dig1, hastane izolati olan E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, A. baumannii kokenlerinin {igiin-
cli ve dordiincii kusak sefalosporinlere karsi
yliksek oranda direncli oldugu sonucuna
varilmigtir 1),

Tiim bu siirveyans caligmalar1 irdelendiginde,
hastane enfeksiyonu izolatlarinda saptanan bu
direncler YBU’leri enfeksiyonlarindan izole edi-
len kokenlerin direnclerini tam olarak yansitma-
sa da genel olarak direncin giderek arttigr ve
merkezler arasinda degiskenlik gosterdigini
diistindiirmektedir.

Ulkemizde de farkli bolgelerden, farkli yillarda
yapilan calismalarda YBU’lerinden en sik izole
edilen etkenler arasinda ilk sirayr non-
fermentatiflerin basta oldugu Gram negatif mik-
roorganizmalar alirken, ikinci sirada Gram pozi-
tif mikroorganizmalar, sonrasinda Candida tiir-
leri gelmekte ve direng oranlari merkezlere gore
degiskenlik gostermektedir*'¥. Tiirkiye’nin de
icinde oldugu Avrupa iilkelerinin katilimi ile
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1996 yilinda gerceklesen Klebsiella spp. koken-
lerinde GSBL iiretimi ve antibiyotik direncinin
arastirildigr  bir c¢alismada, GSBL iireten
Klebsiella spp. kokenlerinin  Avrupa’da
YBU’lerinde yaygin oldugu (%22) ve siklikla
diger antimikrobiyallere ¢oklu diren¢ gosterdigi
sonucuna varilmistir. Ulkemizden yalnizca iki
merkezin katildig1 bu calismada, tiim iilke veri-
lerini gostermemekle birlikte, Klebsiella spp.
kokenlerinde GSBL {iretimi (%59) diger tiim
iikelerden daha yiiksektir'®. Inan ve ark.("”
2004-2010 yillar1 arasinda YBU’lerinde cihaza
bagli enfeksiyonlardan izole edilen mikroorga-
nizmalar1 irdeledikleri caligmalarinda, en sik
izole edilen etkenleri Acinetobacter spp. (%35.3),
P. aeruginosa (%20.6) ve Enterobacteriaceae
(%17.6) olarak bildirirken, Acinetobacter spp.
izolatlarinin yillara gore anlamli bicimde arrtigi-
n1 da gozlemislerdir (2004°te %16.1 iken, 2010
yilinda %40.6; p=0008). Coklu ilaca direncli
Acinetobacter spp. kokenlerinde direncin
%5 .8’den, %76.6’ya, P. aeruginosa kokenlerinde
ise %6.8’den %53.1 gibi oldukca yiiksek bir
orana ulagmis olmas1 YBU’leri enfeksiyonlarinm
yonetimi acisindan ciddi bir sorun ve ¢ikmaz ola-
rak karsimizda oldugunu destekle-mektedir!'”.

Ulkemizde yapilan ¢alismalar degerlendirildi-
ginde, merkezler arasinda antibiyotik duyarlilik-
lar1 acisindan farkliliklar oldugu goriilmektedir.
Hastane enfeksiyou kontrolii ve dnlenmesinde

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(3):97-101, 2016

Tablo 1. UHESA 2011-2014 yillar1 GSBL iiretimleri ve karba-
penem direncler® (% direng).

2011 2012 2013 2014

GSBL

E. coli 4456 46.01 48.83 58.77
Klebsiella spp. 48.27 50.61 49.69 62.86
Karbapenem

Acinetobacter spp. 76.29 77.36 78.26 91.55
P. aeruginosa 3401 3391 35.36 42.99

ulusal standardizasyonu saglamak amaciyla
Ulusal Hastane Enfeksiyonlar1 Siirveyans Agi
(UHESA) siirveyans caligmalart baglatilmigtir.
UHESA 2011-2014 yillari raporlarinda, E. coli
ve K. pneumoniae kokenlerinde GSBL oranlari-
nin arttig1 bildirilmektedir"®. Yine ayni raporlar-
da diren¢ oranlar1 yillara gore giderek artmakta
ve ozellikle 2014 yilinda YBU’lerinden izole
edilen A. baumannii (%91.55) ve P. aeruginosa
(%42.99) kokenlerinde karbapenem direnci ile
E. coli ve Klebsiella spp. kokenlerinin GSBL
tiretimlerinin oldukca yiiksek oranlarda oldugu
izlenmektedir (Tablo 1).

Ulkemizde yapilan Gram negatif mikroorganiz-
malarin antibiyotik duyarliliklari ile ilgili ¢alig-
malar incelendiginde, yillar ilerledik¢e karbape-
nemlerin de dahil oldugu coklu ilaca direng-
li Acinetobacter spp. ve ¢oklu ilaca direncli
P. aeruginosa izolatlarinda ve GSBL {ireten
Enterobacteriacae kokenlerinde de artiglar oldu-
§u gozlenmektedir? 121417 (Tablo 2, Tablo 3).

Tablo 2. Tiirkiye’de yapilan calismalarda yillara gore GSBL iiretimleri (%).

Etken 20007 20017 20027 20037 2005 200712 201249
E. coli 15.6 125 19.6 32.1 26 42 345
Klebsiella spp. 49.7 472 49.1 48.8 32 414 18.2
Tablo 3. Tiirkiye’de yapilan calismalarda yillara gore karbapenem direncleri (%).

2003 2005 2007 12 201047 201199
Etken iMP MRP imp imp imMp iMP MRP
A. baumannii 42 522 55.5 85.5 92 76
P. aeruginosa 51 45 28.9 30.5 50 21 22
Klebsiella spp. 2 1 1.3 3.1 - 0 0

IMP:Iimipenem; MRP:Meropenem
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Hastaneler arasinda farkli oranlarda saptanan
antimikrobiyal diren¢ g6zoniine alindiginda, her
merkezin ampirik antibiyotik kullanimi ve akilci
antibiyotik kullanim politikalarini belirlemesi ve
mortalitesi yiiksek HI’larinin %25’inin ortaya
ciktignt YBU’lerinde antimikrobiyal yonetimin
oneminin vurgulanmasi gerekliligi ortaya cik-
maktadir.

Siirveyans calismalari-Gram pozitif bakteri-
lerde antimikrobiyal direng

Tiirkiye’den yapilan calismalarda Gram pozitif
mikroorganizmalar irdelendiginde, YBU’lerinde
S. aureus ve MRSA izolatlarinda istatistiksel
olarak anlamli diisiis olmasi sevindiricidir. Inan
ve ark.!? S. aureus izolatlarinda yillara gore
anlamli bir azalma (2004 yilinda %16.1 iken,
2010 yilinda %6.2; p=0.009) oldugunu sapta-
miglardir. 2008 ve 2011 yillarinin ilk ii¢ ay1
icinde YBU’lerinde hastane kaynakli enfeksi-
yonlardan izole edilen MRSA kokenlerinde
(2008°’de %12.7, 2011°de %5.5) anlamli bir
azalma (p<0.001) oldugu bildirilmistir"?. 2011-
2014 yillar1 UHESA verilerinde ise yine MRSA
oranlar1 giderek azalmasma ragmen (%55.33-
%48.53) yukarda anilan ¢alismalardan elde edi-
len verilere oranla oldukca yiiksektir'®. Farkli
bolgelerden YBU’lerinden izole edilen MRSA
kokenlerinin hicbirinde VISA-VRSA saptanma-
mast, bu tip kokenlerin geligimini onlemek i¢in
tedavide linezolid, kinopristin-dalfopristin, dap-
tomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotiklerin
kullanilabilecek olmasi umut vericidir®.

MRSA enfeksiyonlar1 azalmakla birlikte, farkli-
liklar gosteren bu veriler 15181inda her merkezin
kiimtilatif antibiyogram verilerine dayanarak
ampirik tedaviyi yonlendirmesi uygun olacak-
tir.

Giintimiizde enterokoklara bagli enfeksiyonlar,
YBU’lerinde yatan hastalarda ikinci veya iigiin-
cii sirada yer almaktadir. Ertiirk ve ark.!¥ ¢alis-

malarinda 2012 yilinda S. aureus ve Enterococcus
spp. kokenlerinde vankomisin ve linezolid diren-
ci saptanmamuisg, ancak yiiksek diizey gentamisin
direnci (%25) ve yiiksek diizey streptomisin
(%50) direnglerine dikkat cekilerek enterokok
enfeksiyonlart tedavisinde yiiksek diizey ami-
noglikozid direnci varliginin arastirilmasi gerek-
tigini belirtmistir.

Ulkemizde yapilan siirveyans ¢alismalar1 kapsa-
minda, enterokok enfeksiyonlar1 agisindan anti-
mikrobiyal direngler irdelendiginde Enterococcus
faecalis kokenlerine bagli enfeksiyonlarin teda-
visinde ampisilin ilk secenek olarak goriinmek-
tedir. Linezolid ve glikopeptid direncleri sik
goriilmemekle birlikte, direncin artmasini onle-
mek adina bu ilaglarin kisith kullanimlarinin
onemi vurgulanmalidir. Buna karsin Enterococcus
Jaecium enfeksiyonlarinda glikopeptidlere direng
tedavide onemli bir sorun olarak karsimizdadir.
E. faecium kokenlerinde daha fazla goriilmekle
birlikte her iki tiirde de yliksek diizey aminogli-
kozid direnglerinin diger antimikrobiyallere gore
yiiksek oldugu gozlenmektedir. Bu nedenle yiik-
sek diizey aminoglikozid direncinin rutinde sap-
tanmast ve duyarli bulunduklari durumlarda
kombine tedavilerde kullanilmalart ©nem
kazanmaktadir®?V (Tablo 4).

YBU’lerinde MRSA enfeksiyonlari azalmakta,
buna karsin, Acinetobacter spp.’ye baglh enfek-
siyonlar YBU’lerinde bir ¢ikmaz olarak karsimi-
za cikmaktadir. S. aureus’a bagh gelisen enfek-
siyonlarda azalma olmasi sevindirici iken, neden
Acinetobacter spp. kokenlerine bagli enfeksi-
yonlarda artis gozlenmektedir? Acinetobacter
spp.’nin kuru ortamlarda bile yasamini siirdiire-
bilmesi, hizli transformasyon yetenegi, cevre
kosullarinda uzun siire canliligini siirdiirebilme-
si nedeniyle olabilir®. UHESA verilerinde
Acineobacter spp. kokenlerinde 2011 yili rapor-
larinda %76.29 olan karbapenem direncinin
2014 yilina gelindiginde %91.55 olarak bildiril-
mis olmasi ile, yeni milenyumda YBU’lerinde
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Tablo 4. Enterokok Izolatlarinda Diren¢: UAMDSS 2011-2013 Raporu(21) (% direnc).

2011

2012 2013

E. faecalis E.faecium

E. faecalis E.faecium

E. faecalis  E. faecium

Ampisilin 9.7 88.1
YDGD#* 29.2 52.3
YDSD** 31.1 49
Linezolid 04 0.6
Vankomisin 09 17
Teikoplanin 0.2 15

853 4.7 100
51.2 214 43.6
36 26 473
2.7 0.8 1.1
16.7 0.9 22.8
16 0.2 184

*YDGD: Yiiksek Diizey Gentamisin Direnci
**YDSD: Yiiksek Diizey Streptomisin Direnci

siklikla ¢oklu ilaca direngli gram-negatif basille-
re bagh gelisen enfeksiyonlarin ciddi sorun
olusturdugu goriilmektedir® (Tablo 1). Ozellikle
bu iinitelerde A. baumannii, P. aeruginosa ve
K. pneumoniae’ya baglt gelisen enfeksiyonlar
endiselerin odaginda yer almaktadir.

Ne Yapabiliriz?

- Ulkemiz antimikrobiyal diren¢ (AMD) sorun-
larin1 saptamak ve takip etmek,

- Ulkemize 6zgii direng profillerini belirleye-
rek diren¢ oranlarinin diisiiriilmesi konusun-
da belirlenecek politikalar1 yonlendirmek,

- HI kontrol galigmalarma katkida bulunmak ve

- Uluslararas1 network aglarmna katililm ve
bilgi paylasimini saglamak amaciyla,

ulusal diizeyde AMD siirveyans ¢aligmalar1 2009
yilinda kurulan Ulusal AMD Siirveyans (UAMS)
bilimsel komisyonu ile baglayan ¢alisma kapsa-
minda iilkemiz genelinde 35 tiniversite hastane-
si, 19 egitim ve arastirma hastanesi ve 23 devlet
hastanesi sisteme dahil edilerek, kan ve BOS
orneklerinden izole edilen E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
S. aureus, E. faecalis ve E. faecium ve 2014
yilindan itibaren A. baumannii kokenlerinin
antibiyotik direng paternleri izlenmektedir.

Ulkemiz verilerini ve merkezlerin antibiyotik
duyarliliklarini degerlendirmek amaciyla siirve-
yans caligmalari kapsaminda, YBU’lerinde izole
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edilen kokenlerin antimikrobiyal direnclerinin
sunuldugu, ADSI Calisma Grubu ve Tibbi
Mikoloji Galigma gruplar ile 2015 yili i¢inde
Ankara, Istanbul, Izmir, Malatya ve Mersin’de
ortaklasa diizenlenen bolgesel toplantilarda,
YBU’lerinden izole edilen etkenler ve antibiyo-
tik duyarliliklari tartigildi. Bu toplantilarda sunu-
lan verilere gore YBU’lerinde siklikla Gram
negatif mikroorganizmalara bagli enfeksiyonla-
rin ilk sirada oldugu gozlendi. GSBL iiretiminin
bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte,
hala E. coli (%18-73) ve K. penumoniae
(%24-75) izolatlarinda bir sorun olarak devam
ettigi  gozlenirken, karbapenem  direnci
Enterobacteriaceae kokenlerinde izlenmekle bir-
likte, asil sorun mikroorganizmanin A. baumannii
(%85-94) oldugu bildirildi. Ayrica P. aeruginosa
kokenleri i¢in bildirilen karbapenem direngleri
de (imipenem direnci %32.3, meropenem diren-
ci %35.3) UHESA verileri ile benzer oranlarda
oldugu gozlendi.

Genellikle ikinci siklikta izole edilen gram pozi-
tif mikroorganizmlardan MRSA enfeksiyonlari-
nin bolgelere gore degiskenlik gostermesi
(%8-55.5) de yine merkezlerin kendi duyarlilik
profillerini belirlemesi gerektigini diisiindiir-
mektedir. VRE oranlar1 da merkezlere gore
degiskenlik gostermekle birlikte, vankomisin
halen enterekok enfeksiyonlar1 tedavisinde
giivenilir bir secenek olarak goriilmektedir.

Bu toplantilarda sunulan veriler, farkli merkez-
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lerde YBU’lerinden izole edilen E. coli ve
K. penumoniae kokenlerinde bildirilen GSBL
tiretimleri ve UHESA verileri karsilagtirildigin-
da merkezler arasinda farkliliklar oldugu goriil-
mektedir (Tablo 1, Tablo 2). Ampirik tedavilerin
belirlenmesinde iilke verilerinin de degerlendiri-
lerek, tedaviye yon vermek amaciyla her merke-
zin kendi diren¢ oranlarini belirlemesi daha
uygun olacaktir. GSBL oranlarindaki bu artig
ayn1 zamanda ¢oklu direncin varligini da goster-
mekte ve YBU’lerinde 6zellikle yagsamu tehdit
eden enfeksiyonlarda tedavi seceneklerinin kisit-
I1 olmasi riskini de beraberinde getirmektedir.

Enfeksiyon kontrol 6nlemlerine dikkatin artmig
olmasi, AMD siirveyans sistemi ve antibiyotik
kisitlama programlart ve asinetobacter kaynakli
hastane enfeksiyonlarini Onlemede kombine
tedavide tigesiklin kullanimi1 §. aureus eradikas-
yonuna yardim etmis olabilir. Ancak bu verilerin
yapilacak aragtirmalarla desteklenmesi gerekli-
dir. E. faecium tedavisinde vankomisin, linezo-
lid ve teikoplanin giivenilir gibi goriinmekle
birlikte, vankomisin direngli kokenlerde teikop-
lanin direncinin de artmasi kullanim olasiligini
azaltmaktadir.

Sonuc¢

- YBU’lerinde izlenen hastalarda gelisen
enfeksiyonlarin siklikla antibiyotiklere ¢oklu
direncli mikroorganizmalarla meydana geldi-
8i akilda tutulmali,

- YBU’lerinde saptanan etkenlerin antimikrobi-
yal direng paternleri diizenli olarak izlenmeli,

- Tedavi protokolleri bu dogrultuda giincellen-
melidir.

Her merkezin kiimiilatif antibiyogram calisma-
lar1 ile etken mikroorganizmalarin antimikrobi-
yallere direng durumlari belirlenerek, bu dogrul-
tuda ampirik antibiyotik kullanimi ve akilci
antibiyotik kullanimu ile direncli enfeksiyonlarla
miicadelede basar1 saglanabilecektir.
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OZET

Amag: Bu ¢calismada, Salmonella spp. izolatlarimn antibiyotik
duyarliliklarimin, biyofilm olusturma kapasitelerinin arastiril-
mast ve ayrica biyofilm olusumuna cesitli ortam kogullarinin
ve siprofloksasin (CIP) varhigimin etkilerinin incelenmesi
amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Bakteriyoloji Laboratuvari’nda 2012 yiinda
izole edilen 44 Salmonella spp. izolati ¢alismaya alindi.
Izolatlarin CIP duyarliliklar: CLSI kriterlerine gire mikrodi-
liisyon yontemi ile ve biyofilm olusturma kapasiteleri kristal
viyole kullanilarak spektrofotometrik mikroplak yontemi ile
aragtirildi. Daha sonra, farkli sicaklik, NaCl konsantrasyonu,
pH degeri uygulanan kosullar altinda ve farkli konsantrasyon-
larda CIP (1/2MIK, MiK, 2MIK) varliginda biyofilm olustur-
ma kapasiteleri arastirildr. Orta ve giiclii diizeyde biyofilm
olusturabilen Salmonella izolatlart icin her bir parametrenin
biyofilm olusumuna etkisi diger iki parametre sabit tutularak
(sicaklik: 4°C, 20 °C, 37°C, pH: 4, 6, 7.3, NaCl: %0.5, %4,
%0) test edildi.

Bulgular: Standart kosullarda (37°C, pH:7.3, NaCl: %0.5),
orta diizeyde biyofilm (%59) ve giiclii biyofilm (%5) olusturan
28 izolatin pH:6’da pH:4’e, %6 NaCl’de %4 NaCl’ye ve 20°C
de 4°C’ye gore daha iyi biyofim olusturdugu gozlendi. Bir
Salmonella izolatinda CIP direnci saptanirken, bir izolat da
orta duyarlt olarak bulundu. CIP, orta diizeyde biyofilm olug-
turan bir izolatta hem biyofilm iiretimini azalttt hem de once-
den olusmus biyofilm tabakast iizerinde inhibe edici etki gos-
terdi.

Sonug: Bu calisma, incelenen Salmonella izolatlarimin belirli
cevre kosullarinda daha fazla biyofilm olusturarak yasam
sanslarin arttirabildiklerini ve CIP’nin biyofilm iiretimi iizeri-
ne etkili oldugunu ortaya koymugtur.

Anahtar kelimeler: Biyofilm; Salmonella, siprofloksasin

SUMMARY

Investigation of Biofilm Forming Capacity of Clinical
Salmonella Isolatesunder Different Environmental
Conditions

Objective: This study aimed to investigate the antibiotic
susceptibility and biofilm forming capacity of isolates of
Salmonella spp., and the effect of different environmental
conditions and the presence of ciprofloxacin (CIP) on biofilm
forming ability.

Materials and Methods: Forty-four Salmonella spp. strains
isolatedin 2012 in Ege University, Faculty of Medicine, Bacteriology
Laboratory of Department of Medical Microbiology, were included
in this research. CIP susceptibilities were determined by
microdilution method according to the CLSI recommendations and
biofilm forming capacities were examined using crystal violet by
spectrophotometric microplate method. Afterwards, the effects of
different ambient temperatures, NaCl concentrations, pH values
and presence of CIP (1/2MIC, MIC, 2MIC) on their biofilm forming
capaciies were assessed. The impact of each parameter on biofilm
Jformation in Salmonella strains with moderate and strong biofilm
forming capacities at standard conditions (pH 7.3- NaCl 0.5%-
37°C) were tested singly while the other two parameters were kept
at fixed levels (temperature: 4°C, 20°C, 37°C; pH: 4,6, 7.3; NaCl:
0.5%, 4%, 6%).

Results: Under standart conditions, a total of 28 isolates of
Salmonella spp. with moderate (59%) and strong biofilm (5%)
forming capacities showed higher biofilm forming ability at
pH 6, NaCl concentration of 6%, and ambient temperature of
20°C when compared with pH 4, NaCl concentration of 4%,
and ambient temperature of 4°C. CIP resistance was found in
one Salmonella spp. isolate, and one isolate demonstrated
intermediate resistance to CIP. CIP inhibited both biofilm
formation and showed inhibitory effect on pre-formed biofilm
layer in a modarate biofilm producer.

Conclusion: This study revealed that Salmonella isolates
increased their changes of staying alive in certain conditions
by increasing their biofilm forming ability and CIP was found
to be effective on biofilm formation.
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GIRIS

Salmonella enfeksiyonlar1 diinya capinda yay-
gin olarak goriilmektedir. Salmonella’lar insan-
lar, vahsi kuslar, evcil hayvanlar ve kemiricilerin
de aralarinda bulundugu bir¢cok hayvan tiirtiniin
bagirsaklarinda bulunabilen bakteridir. insanla-
rin tiikettigi, aralarinda sebze ve meyvelerin de
bulundugu bir¢ok gidadan izole edilebilirler.
Bu bakteriler, asidik stres, diisiik su aktivitesi ve
yiiksek sicaklik gibi kogullara adapte olarak
cesitli ylizeylerde aylarca canli kalabilmekte-
dirler®.

Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak dezen-
fektanlara, antibiyotiklere ve kuruluga karsi
dayanikli hdle gelmekte ve bircok dis etkenden
korunabilmektedirler. Biyofilm icerisinde bulu-
nan hiicreler, kendi iirettikleri ve dis cevreye
kars1 kimyasal ve mekanik koruma saglayan bir
matriks icerisine gdmiilii olarak bulunmakta ve
lizerlerinde ¢ok cesitli bilesiklerin birikmesine
neden olduklari i¢in hem endiistriyel alanda hem
de tip alaninda biiyiik sorunlarin ortaya ¢ikmasi-
na neden olmaktadirlar®?. Endiistriyel sanitas-
yon uygulamalarina ragmen, Salmonella’lar,
biyofilm olusturma yetenekleri sayesinde, poli-
mer, ¢elik ve cam gibi ylizeylerin yani sira orga-
nik ylizeylerde de canliliklarimi siirdiirebilmek-
tedirler®.

Bu calismada, Salmonella izolatlarinin antibiyo-
tik duyarliliklarimin, biyofilm olusturma kapasite-
lerinin aragtirtlmasi ve ayrica biyofilm olusumuna
cesitli ortam kogullarmin ve siprofloksasin (CIP)
varliginin etkisinin incelenmesi amaclandi.

GEREC ve YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyo-
loji Laboratuvari’nda 2012 yilinda izole edilen
44 Salmonella spp. izolat1 ¢aligmaya alindi.
Izolatlarin kotrimoksazol (CTX) (Oxoid Ltd.,
Birlesik Krallik), siprofloksasin CIP (Oxoid
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Ltd., Birlesik Krallik), kloramfenikol (CAM)
(Oxoid Ltd., Birlesik Krallik), ampisilin (AMP)
(Oxoid Ltd., Birlesik Krallik), duyarhliklari
Kirby Bauer disk difiizyon yontemi, CIP (Kogak
Farma, Istanbul) duyarliligi mikrodiliisyon yon-
temi ile CLSI (Clinical and Laboratory Institute)
kriterlerine gore belirlendi’?. Tim izolatlarin
standart yasam kosullarindaki (37°C, pH:7.3,
NaCl: %0.5) biyofilm olusturma kapasiteleri,
spektrofotometrik mikroplak yontemi ile aras-
tirildi®. Ayrica bu kosullarda orta diizey ve
giiclii biyofilm olusturdugu belirlenen Salmonella
izolatlarinda, farkli sicaklik, NaCl konsantras-
yonu ile pH degerlerinin biyofilm olusumuna
etkisi, belirtilen parametrelerden biri degistirilir-
ken digerlerinin sabit tutuldugu biiyiime kosul-
lart hazirlanarak (pH 4, NaCl %0.5, 37°C; pH 6,
NaCl %0.5, 37°C; pH 7.3, NaCl %4, 37°C; pH
7.3, NaCl %6, 37°C; pH 7.3, NaCl %0.5, 4°C;
pH 7.3, NaCl %0.5, 20°C) inkiibe edildikten
sonra ayni yontem ile test edildi.

CIP’nin (1/2MIK, MiK, 2MIiK) biyofilm olugu-
muna ve olugmus biyofilm iizerine etkisi biri
orta duyarlt ve biri direncli iki izolatta spektro-
fotometrik mikroplak yontemi ile test edildi®.
Izolatlarin olusturdugu biyofilm miktarlarindaki
degisim, standart kosularda CIP varligindaki
inkiibasyondan sonra ve inkiibasyon sonrasinda
CIP ilavesinin ardindan 6l¢iildii.

Degerlendirmede spektrofotometrik mikroplak
Olclim yontemi kullanildi. Bu yontemde, %0.25
oraninda glukoz eklenerek hazirlanmig steril
“Tryptic Soy Broth” (TSB) (Merck) besiyerin-
den 180 pl alinarak 96 kuyucuklu diiz tabanl
mikroplaklar icerisine dagitildi ve iizerine 0.5
Mc Farland’a ayarlanmig 20 ul bakteri siispan-
siyonu steril kosullarda ilave edildi. Kuyucuklar
35°C’de 18-20 saat inkiibasyon sonunda bosal-
tilip steril fosfat tamponu ile yikandi ve mik-
roplak ters cevrilip kendi haline birakilarak
kurumast saglandi. Daha sonra biyofilmin fik-
sasyonunu saglamak amaciyla bu kuyucuklara
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metanol ilave edildi ve 20 dakika sonra bosalti-
lip ters cevrilerek oda sicakliginda kurutuldu.
Son olarak kuyucuklara %0.1’lik kristal viyole
cozeltisi ilave edilip 15 dakika bekletilerek,
olusan biyofilmin boyanmasi saglandi. Siire
sonunda kuyucuklar bosaltilip, musluk suyu ile
yikanarak boyanin fazlasi uzaklastirildi ve
kurumaya birakildi. Biyofilm tarafindan tutu-
lan boyanin goriintiilenmesi amaciyla kuyu-
cuklara %95°lik etanol ilave edildi ve 30 daki-
ka sonra spektrofotometrede 570 nm’de okunan
optik dansite degerlerine gore biyofilm olusu-
mu negatif, zayif, orta ve giiclii olarak yorum-
landi. Pozitif kontrol olarak Enterococcus
faecalis ATCC 29212 kullanildi.

BULGULAR

Kirk dort Salmonella spp. izolatinda CTX diren-
ci saptanmazken, CIP ve CAM direnci %2.3,
AMP direnci %13.63 olarak bulundu. Mikro-
diliisyon yontemi ile bir izolat direngli (MIK:
1.5 pg/ml), bir izolat orta duyarh (0.15 pg/ml),
42 koken ise CIP’ye duyarli bulundu. CIP MIK
aralig1 0.04-1.5 pug/ml olarak tespit edildi.

Standart iireme kosullarinda (37°C, pH=7.3,
NaCl= %0.5) orta diizeyde biyofilm (%59) ve
gliiclii biyofilm (%5) olusturan toplam 28 izolat
tespit edildi. Bu izolatlarla yapilan denemelerde
pH=6"da pH=4"e, %6 NaCl’de %4 NaCl’ye ve
20°C’de 4°C’ye gore biyofilm olusumunun art-
t1§1 gozlendi (Tablo 1, 2).

Mikrodiliisyon yontemine gore, CIP direngli
(MIK 1.5 pg/ml) 2 numarali izolat ve orta
duyarli (MiK 1.5 pg/ml) 19 numarali izolatin
orta diizey biyofilm olusturan grupta oldugu
goriildii. Denemeler sonucunda orta duyarlt olan
19 numarali izolatta 1/2MIK, MIK, 2MIK
(0.075; 0.15; 0.3 pg/ml) oraninda uygulanan
CIP’nin hem biyofilm iiretimini hem de 6nceden
olugmus biyofilm tabakasini orta diizeyden zayif
biyofilm diizeyine diisiirdiigii, CIP’ye direncli 2
numarali izolatta ise uygulanan 1/2MIK, MIK,
2MIK (0.75; 0.15; 3 ug/ml) CIP’nin boyle bir
degisiklik olusturmadig belirlendi (Tablo 3, 4).

TARTISMA

Bu calismada, Salmonella izolatlarinda CIP ve
CAM direnci %2.3, AMP direnci %13.63 ora-
ninda bulunurken, CTX direnci saptanmadi.
Genel olarak literatiir verilerine baktigimizda,
Salmonella’larda antibiyotik direnci diinyada
onemli bir sorundur. Ozellikle gelismekte olan
tilkelerin ¢ogunda hayvan yetistiriciliginde ve
insanlarda antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi
sonucu ¢oklu direncli Salmonella izolatlarinda
artis  olmustur. Salmonella’larda geniglemis
spektrumlu beta laktamazlar diger, gram-negatif
bakterilerdeki kadar yaygin degildir ancak plaz-
mid, integron ve transpozonlarla tagindiklar1 i¢in
aminoglikozid, tetrasiklin, siilfonamidlere cap-
raz diren¢ s6z konusudur. 2010 yilinda da
Tayvan’dan karbapenem direngli Salmonella
Typhimurium kokeni bildirilmigtir. Caligmamizda,

Tablo 1. Standart iireme kosullarmda orta ve giiclii biyofilm olusturan yirmi sekiz Salmonella spp. izolatinin test edilen ortam para-

metrelerine gore degisen biyofilm olugturma oranlar1®.

Farkh Ortam Kosullarmda Degisen Biyofilm Olusturma Ozelligine Gore izolat Sayisi-N (%)

pH NaCl (%) Sicaklik (°C)
BOD SKB 4 6 4 6 4 6
Giiglii 2(7.1) 3(10.7) 15(53.6) 1(3.6) 26(92.9) - 4(14.3)
Orta 26 (92.9) 12 (42.9) 13 (46.4) 18(643) 2(7.1) 23 (82.1)
Zayif - 13 (46.4) 9(32.1) - 1(3.6) 1(3.6)
Negatif - - - 27 (96.4)

BOD: Biyofilm olusturma diizeyi, SKB: Standart kosullarda biyofilm (37°C, pH=7.3, NaCl= %0.5)

107



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(3):105-111, 2016

Tablo 2. Standart iireme kosullarinda orta ve giiclii biyofilm olusturan yirmi sekiz Salmonella spp. izolatiin biyofilm olusturma kapa-
sitelerinin test edilen ortam parametrelerine gore degisimi.

pH NaCl (%) Sicaklik (°C)

izolat No
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SKB: Standart kosullarda biyofilm (37 °C, pH 7.3, NaCl %0.5), G: Giiglii biyofilm, O: Orta biyofilm, Z: Zayif biyofilm, Y: Biyofilm olusturma
yetenegi yok, *CIP direncli, # CIP orta duyarlt

Tablo 3. Salmonella spp. izolatlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri ile CIP duyarhihig arasindaki iliski.

Direng Profili N(%) MIK, MiK,
MiK Arahg (pg/ml)
(pg/ml) S I R
Biyofilm (+) (n=28) <0.04-15 26(93) 135 135 <004  =<0.15
Biyofilm (-) (n=16) <0.04 - <0.04 16 (100) - - <004 <004
TOPLAM (n=44) <0.04-15 420954 123 123) <004 <004

S: Duyarli. I: Orta duyarli. R: Direngli. (Duyarlilik sinirlart S:<0.06; 1:0.12-0.5; R:=1)

Tablo 4. Orta duyarh ve direncli iki izolatta CIP’nin biyofilm olusturma kapasitesine etKkisi.

izolat No MiK (ug/mL) Standart kosullarda biyofilm 1 MIK MiK 2 MiK
2 15 0 o) 0 0
19 0.15 0 z V4 V4

O: Orta biyofilm, Z: Zayif biyofilm
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kullanilan izolatlarda daha onceki caligsmalarla
kiyaslandiginda antibiyotik direncinin ¢ok yliksek
diizeyde olmadig1 goriilmektedir™!'3).

NaCl, hiicreler icin 6nemli besinsel gereksinim
olup, NaCl’nin bulunmadig1 ortamlarda bakteri-
yel biiylimenin gerceklesmedigi bilinmektedir.
Bu faktor bakteriyel biiylimenin yaninda biyo-
film olusumu iizerinde de olumlu etki yaratmak-
tadir. Hiicre ici pH, hiicrenin fizyolojisini ve
bakteri liremesini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Mikroorganizmalar ¢evresel pH degisimleriyle
yaygin olarak karsilasirlar ve sonug olarak alka-
li ya da asidin neden olacagi zararlar1 en aza
indirmek amacryla ¢esitli adaptif stratejiler gelis-
tirirler. Pek cok bakteri, baz1 genlerini diizenle-
yerek asit stresine yanit verirler. Salmonella’lar
da isleme ve saklama sirasinda degisen cevresel
kosullara (1s1, pH ve NaCl) adapte olarak yasam-
da kalabilirler™®.

Calismamiz kapsaminda, Salmonella bakterisi-
nin biyofilm olugturan izolatlar1 farkli cevresel
parametrelere (sicaklik: 4°C, 20°C, 37°C; pH: 4,
6, 7.3; NaCl: %0.5, %4, %6) maruz birakilmis-
tir. Bu amacla uygulanan ilk parametre farkli
sicaklik degerleridir. 20°C’ye maruz birakilan
Salmonella 6rneklerinin normal kosullara gore
daha giiclii biyofilm olusturdugu saptanmustir.
Ortama eklenen NaCl, biyofilm olusumunda
belirgin bir artisa neden olmustur. En iyi biyo-
film olusumu %6 NaCl derisiminde meydana
gelmistir. Bu caligma kapsaminda uygulanan
parametrelerden biri de farkli degerdeki pH
uygulamalar1 olmustur. Calismada, bakterilerin
pH 6’da pH 4’e gore daha giiclii biyofilm olug-
turdugu gozlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada, gidalarin korunmasi igin
geleneksel bir uygulama olan pH ve NaCl sevi-
yelerinin diizenlenmesi ile Salmonella izolatla-
rinda biyofilm olusumunun 6nlenebilecegi gos-
terilmis ve arastirmacilar bu uygulamanin gida
giivenligine katki saglayabilecegini belirtmig-

lerdir®. Altmus Salmonella enterica ile farkl
cevre kosullarinda biyofilm liretiminin test edil-
digi bir ¢alismada pH 5.5 (%58.3), %0.5 NaCl
(%48.3) ve 25°C’de (%53.3) yiiksek oranda
biyofilm olustugu gézlenmistir®. Ortam sicakli-
ginm 30°C ve pH'min 6’ya yakin ve pepton
oraninin diisiik tutuldugu bir calismada, biyo-
daha yiiksek oldugu
belirtilmistir”. Bu c¢alisma ve diger calisma
sonuglart dikkate alindiginda, Salmonella bakte-
rilerinin standart yasam kosullarindan uzaklagil-
dik¢a yasamda kalabilmek i¢in biyofilm olugtur-

film  dretiminin

ma egiliminin arttig1 goriilmektedir. Biyofilm
olusumunda bir¢ok genin ve tam olarak anlagila-
mayan diizenleyici mekanizmalarinin rol aldigi
diisiiniiliirse mikroorganizmalarin biyofilm olug-
turma 0zelligi izolattan izolata farklilik gostere-
bilmektedir. Bunun yani sira yapilan deneysel
caligmalarda da, gercek yasam ortami tam ola-
rak olusturulamadig1 icin sonuglar yaniltici
olabilmektedir ',

Salmonella spp. izolatlarinda CIP direncinin
degerlendirildigi bu calismada, CIP direncgli ve
orta duyarlt iki izolatin orta diizeyde biyofilm
olusturan grup icerisinde yer aldig1 goriilmiistiir.
CIP, orta diizeyde biyofilm olusturan izolatlarin
birinde hem biyofilm iiretimini azaltmig hem de
onceden olugmus biyofilm tabakasi iizerinde
inhibe edici etki gostermistir. Ortamda biyofilm
olusumu 6ncesi ve sonrasi CIP ilavesi sonucun-
da elde edilen veriler birbirinden farkli bulun-
mamustir. CIP MiK degerinin alt ve iist konsant-
rasyonlarinin ayni kdkende biyofilm olusturma
diizeyini degistirmedigi saptanmistir.

Antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarinin
mikrobiyal kalicilik ve diren¢ gelisimi iizerine
etkileri ¢ok fazla calistimamustir. Ilk kez Majtan
ve ark."? klinik S. Typhimurium kokenlerinin
biyofilm iiretimi ile antibiyotiklerin sub-MIK
konsantrasyonlarindaki etkilesimini aragtirmig-
lardir ve bagka antibiyotiklerin de kullanildigi
bu calismada, CIP’nin ekzopolisakkarit iiretimini
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etkilemedigi belirtilmistir. Calismamizda, izo-
latlarin ¢ogunun CIP MIK degerleri ¢ok diisiik
diizeyde (<0.04 ug/ml) oldugundan bu antibiyo-
tigin sub-MIK konsantrasyonlarinin biyofilme
etkisi tiim izolatlarda ¢aligtlamamustir. Bir calig-
mada, planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda,
biyofilm iireten S. Typhimurium kokenlerinin
CIP’ye daha az duyarli oldugu belirtilmistir'®.
Olgun biyofilm i¢inde iireyen bakteriler genelde
antibiyotiklere direnclidirler. Bu durumla ilgili
iki hipotez one siiriilmektedir. ki antibiyotigin
biyofilm icine gecisindeki yetersizlik, ikincisi
ise biyofilm icindeki bakterilerin diisiik hizda
cogalmas1 ya da ¢ogalmiyor olmasi nedeniyle
bakterilerin antibiyotige daha az duyarli hale
gelmeleridir. Anderl ve ark."”, CIP’nin biyofilm
icindeki bakterilere yukaridaki hipotezi destek-
ler sekilde etkisiz oldugunu gostermislerdir.

Bu calismanin sonuglari, incelenen Salmonella
izolatlarinin belirli cevre kosullarinda daha fazla
biyofilm olusturarak yasam sanslarini arttirabil-
diklerini ve CIP’nin bazi izolatlarda biyofilm
tiretimi iizerine etkili etkili olabilecegini ortaya
koymustur. Buna gore, bakterilerin ¢esitli yiizey-
lere tutunmas: ve kolonizasyonunu engellemek
icin ¢evre kosullarinin uygun sekilde diizenlen-
mesi ve gerektiginde bir antibiyotik ilavesinin
onemli yararlar saglayacagi diisiiniilmiistiir.
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tarafindan  desteklenmistir  (13ECZ004).
Arastirmacilar biyofilm 6l¢iimiindeki katkilarin-
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Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae Uyelerinin Rektal
Siiriintii Orneklerinden Saptanmasmda BD MAX™ CRE

Yonteminin Etkinligi?

Ayse Nur SARI*,**, Sema ALP CAVUS***, Zeynep GULAY*

*Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

**Sanko Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

#*%*Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Ama¢: BD MAX™ CRE Assay, karbapenem direngli
Enterobacteriaceae iiyelerinde KPC, OXA-48 ve NDM direng
genlerinin belirlenmesinde kullanilan, DNA eldesi gibi basamak-
lart otomatize olan, bir gercek zamanlt polimeraz zincir tepkimesi
(PZT) kitidir. Bir seferde 24 ornegin ¢alisilabildigi bu sistemde,
orneklerin yaklasik 20-30 dakika siiren On iglemlenmesinden
sonra, 2.5-3 saatte sonu¢ alinabilmektedir. Bu ¢alismada, BD
Max™ CRE Assay yontem etkinliginin Molekiiler Epidemiyoloji
Laboratuvarimizda kullamilan yontem ile karsilastirarak aragstiril-
mast amaglanmugtur.

Gere¢ ve Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde riskli iinitelerde yatan hastalardan alinan rektal
siiriintii orneklerinde, BD Max™ CRE Assay ve Molekiiler
Epidemiyoloji Laboratuvari’mizda kullanilan kiiltiir ve
“in-house” polimeraz zincir tepkimesi (PZT) yontemi ile karba-
penemaz iireten Enterobacteriaceae (KUE) taranmigtir. Her iki
yontem i¢in de 46 hasta ornegi ¢alismaya dahil edilmis olup,
karbapenemaz genleri bilinen iki drnek de pozitif kontrol ola-
rak eklenmistir.

Bulgular: Enterobacteriaceae iiyelerinde herhangi bir karbapene-
maz geninin pozitifligi esas alinarak degerlendirme yapildiginda,
her iki yontemle de 26 drnekte Enterobacteriaceae iiyelerinde
karbapenemaz geni saptanmamustir. On bes ornekte ise saptanan
enzimler arasinda fark olmakla birlikte, her 2 yontemle de en az
bir karbapenemaz geni saptanmistir. Kalan 5 ornegin 3’iinde kiil-
tiir ve PZT yontemi ile 2’sinde ise BD MAX™ CRE ile karbapene-
maz geni saptanmustir. BD MAX™ CRE icin duyarlilik %88,
ozgiillitk %90, negatif prediktif deger %93 ve pozitif prediktif
deger %83 olarak hesaplanmgstir.

Sonu¢: BD MAX™ CRE sistemi etkinliginin belirlenmesinde
daha fazla sayida ¢alismaya gereksinim olmakla birlikte, ¢alis-
ma  bulgularimiz, yontemin  karbapenemaz  iireten
Enterobacteriaceae iiyelerinin hizla saptanmasint ve tagstyicila-
rin belirlenmesini saglamak amaciyla kullanilmaya uygun
oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Hizli tarama testleri, Karbapenemaz iireten
Enterobacteriaceae, NDM/OXA-48/KPC

SUMMARY

Efficiency of BD MAX™ CRE Method on Detection of
Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae spp. from Rectal
Swab Samples

Objective: BD MAX™ CRE is a real-time polymerase chain
reaction (PCR) assay kit which determines KPC, OXA-48 and
NDM genes where all steps like DNA extraction are automatized.
Twenty- four samples can be loaded to the system in one run and
results can be obtained in 2.5-3 hours. In this study, our aim was
to investigate efficiency of BD MAX™ CRE assay’s by comparing
the system with in-house method used in our molecular
epidemiology laboratory.

Material and Method: Carbapenemase- producing Enterobacteriaceae
(CPE) were screened in rectal swab samples of patients hospitalized
in units with increased risk for nosocomial infection. Both BD MAX™
CRE assay and culture followed by an “in-house” PCR method
already in use in our molecular epidemiology laboratory, were
performed. Forty-six rectal swab samples were included in the study
and also two samples with predetermined carbapenemase gene types
were included as positive controls in each run.

Results: When evaluation based on any carbapenemase gene
positivity in Enterobacteriaceae members was performed, no
carbepenemase genes were detected in twenty-six samples by both
methods. In although different enzyme types were identified in
fifteen samples, at least one carbapenemase gene was found by two
methods. In three samples, carbapenemase genes were detected only
by the “in house” method following the bacterial culture and for the
remaining two only by BD MAX™ CRE assay. Sensitivity, specificity,
positive, and negative predictive values for BD MAX™ CRE assay
were 88, 90, 83, and 93%, respectively.

Conclusion: Although further studies are needed to determine the
efficiency of BD MAXTM CRE system. Our results indicate that
BD MAXTM CRE Assay is suitable for use in that it enables rapid
detection of carbapenemase—producing Enterobacterteriaceae
strains, and carriers.

Key words: Rapid screening tests, Carbapenemase producing
Enterobacteriaceae, NDM/OXA-48/KPC
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GIRIS

Karbapenemler, coklu ila¢ direncli bakterilerle
olusan enfeksiyonlarin tedavisinde sik kullani-
lan, etkin tedavi secenekleridir. Ancak, son yil-
larda karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae
(KUE) iiyeleri, basta Klebsiella pneumoniae ve
Escherichia coli olmak {iizere, tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de yayilmakta ve tehlike
olusturmaktadir.

Enterobacteriaceae liyelerinde karbapenem
direnci bir¢ok mekanizmaya bagli olabilir. Bu
mekanizmalar arasinda porin kaybina bagh
dis membran gecirgenligindeki degisimler ya
da efluks sistemleri ile birlikte yiiksek oranda
AmpC enzimlerinin lretimi sayilabilir. Fakat
tim Gram negatif bakterilerde karbapenem
direncinin en Onemli nedeni karbapenemaz
enzimlerinin iretimidir®. KUE iiyelerinde
tanimlanan temel karbapenemazlar Ambler
Simif A, Smif B ve Smif D igerisinde yer
almaktadir. Sinif A aktif bolgesi serin beta-
laktamazlardan, Sinif B metallo beta-
laktamazlardan ve Sinif D oksasilinazlardan
olugmaktadir®. Smif A’ya ait olan KPC enzi-
mi giinlimiizde Amerika Birlesik Devletleri,
Israil, Giiney Amerika ve Avrupa ile Asya’nin
bazi iilkelerinde endemiktir. Diinyanin diger
bolgelerinde Sinif B icerisinde yer alan NDM
ya da ilk kez iilkemizde bulunup, endemik
hale gelen sinif D OXA-48-benzeri karbape-
nemazlar baskin olarak bulunmaktadir®®.
Ulkemizde 2014 yilina ait 155 izolat ile yapi-
lan cok merkezli c¢aligmada, karbapenemaz
varlig1 siipheli E. coli izolatlarinin %90.5’inde
ve K. pneumoniae izolatlarinin %92.5’inde
genotipik olarak en az bir karbapenemaz geni
saptanmigtir. Saptanan enzim tipleri bulunma
orani en yiiksekten en diisiige OXA-48, NDM,
VIM ve IMP olup, KPC enzimi bulunmamigtir®.
Bu calisma diginda, KPC enziminin seyrek
olmakla birlikte, tilkemizden raporlandig1 bilin-
mektedir®”.

KUE yayilimmin kontrol &nlemleri arasinda ilk
sirada, bu mikroorganizmalar ile enfekte olan
ve/veya gastrointestinal kolonizasyonu bulunup
yayilimda rezervuar rolii oynayan hastalarin
saptanmasi1 gelmektedir. Kolonize hastalarin
saglik kuruluslarina girmesi ile KUE izolatlari-
nin kurum i¢i ve kurumlar arasinda yayilimi
hizla gerceklesebilmektedir®. Enterobacteriaceae
tiyelerinde karbapenemazlarin belirlenmesi, kar-
bapenemlere duyarli olmayan izolatlarin saptan-
mast ve bunu takiben duyarli olmayan izolatlar-
da karbapenemaz varliginin dogrulanmas sek-
linde genel olarak iki basamakli bir siireci igerir.
Dogrulama siireci i¢in gelistirilmis bir¢cok feno-
tipik ve genotipik yontem olup, hepsinin ¢esitli
avantaj ve dezavantajlart1 bulunmaktadir. Bu
yontemlerin se¢iminde duyarlilik ve dzgiilliikle-
rinin yani sira yontemin uygulanacagi saglik
kurulugunun bdlgesel direng profilinin bilinerek
secim yapilmasi da onemlidir. Ayrica karbape-
nemlere duyarli olmayan izolatlarin taranmasin-
da OXA-48-benzeri enzim iireten izolatlarin
genigletilmis spektrumlu sefalosporinlere ve
baz1 karbapenemlere duyarli olabilmesi de bu
bakterilerin tespitini zorlagtirmaktadir. Kiiltiir
temelli taramay1 takiben KUE varlig1 antimikro-
biyal duyarlilik testleri, hidroliz testleri ve/veya
polimeraz zincir tepkimesi (PZT) gibi molekiiler
testler ile dogrulanma siireci yaklagik olarak 72
saat alan, emek yogun bir siirectir. KUE varligi-
nin saptanmasi, siirveyans ve epidemiyolojik
caligsmalar icin de onem tagimakla beraber, bu
izolatlarin hizla belirlenmesi ozellikle bakteri
popiilasyonuna ilk kez giren bir enzimin anlagil-
masinda, kritik hastalarda direnc profilinin belir-
lenip klinisyene hizl1 bildiriminde, salgin durum-
lar1 icin enfeksiyon kontrol dnlemlerinin en kisa
siirede alinmasinda da 6nemlidir. Ayrica koloni-
ze hastalarim hizli tespiti enfeksiyon kontrol
onlemlerinin bir an once uygulanmasi ve yayili-
minin Oniine gecilmesi agisindan biiyiik 6nem
teskil etmektedir®. Ulkemiz i¢in ozellikle, has-
taneye bagvuran gécmenlerin de tasiyicilik agi-
sindan taramalar1 6nerilmektedir.
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Hizli saptamanin 6nem kazandigi bu durumlar
i¢in ticari gercek-zamanli polimeraz zincir tep-
kimesi (RT-PZT) temelli yontem Kkitleri hizli,
duyarliligl/ 6zgiilliigii yiiksek ve is yiikii az olan
genotipik yontemlerdendir. Bu ticari kitlerden
bazilarinda, DNA izolasyon agamasi da otomati-
ze edilmistir.

Bu amagla kullanilabilecek sistemlerden BD
MAX™ CRE Assay, karbapenem direngli
Enterobacteriaceae iiyelerinde KPC, OXA-48
ve NDM direng genlerinin belirlenmesinde kul-
lanilan, DNA eldesi gibi basamaklar1 otomatize
olan, gercek-zamanl bir PZT kitidir. Bir seferde
24 drnegin calisilabildigi bu sistemde, ornekle-
rin yaklagik 20-30 dakika siiren 6n islemlenme-
sinden sonra, 2.5-3 saatte sonu¢ alinmaktadir.
Ekiivyon ile aliman oOrneklerde veya kiiltiirde
tiremis bakteri siispansiyonlari ile ¢caligilabilme-
si yan sira, kit, PZT islemi sonunda 6rneklerin
kiiltiir ile islemlenmesine de olanak saglamakta-
dir. Yontem, simdilik aragtirma amaclh kullanim
icin onerilmektedir'?,

Bu calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde riskli linitelerde yatan
hastalardan alinan rektal siiriintii 6rneklerinde,
BD MAX™ CRE Assay ve Molekiiler
Epidemiyoloji Laboratuvari’mizda kullanilan
kiiltir ve “in-house” PZT yontemi ile KUE
taranmig, sonuglar kargilagtirilarak sistemin
etkinliginin arastirilmasi amaglanmigtir

GEREC ve YONTEM
izolatlar

Calismaya, Dahiliye Yogun Bakim Unitesi’nden
18, Hematoloji Servisi’nden 12, Anestezi Yogun
Bakim Unitesi’ nden 11 ve Cocuk Yogun Bakim
Unitesi’nden 5 hastaya ait toplam 46 siiriintii
ornegi dahil edilmistir. Tiim 6rnekler 2016 yil
Subat aymna aittir. Ayrica, NDM ve OXA-48
geni tasidig1 bilinen bir izolat da pozitif kontrol
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olarak calismaya alinmistir. Her hastadan biri
BD Max CRE ig¢in, digeri kiiltiir icin olmak
lizere ekiivyonlu ¢ubuk ile ikiser 6rnek alinmis-
tir. Kiiltiir i¢in aliman ornekler direkt olarak
secici besiyerine (besiyerinin icerigi “kiiltiir”
kisminda anlatilmistir), BD Max CRE Assay
icin alinan ornekler ise steril cam tiiplere alina-
rak kapali bir sekilde laboratuvara getirilmis ve
ayni giin islemlenmeye baslanmistir.

Kiiltiir

Rektal siiriintii Orneklerinin taranmasinda
uygulanan 6rnek alim ve kiiltiir ydontemi mole-
kiiler Epidemiyoloji Laboratuari’mizda gelis-
tirilmistir. Yontem c¢evresel orneklerde KUE
taramak amaciyla da kullanilmaktadir. Bu
yontemde Ornekler alinir alinmaz secici besi-
yerine (%5 oraninda Tween 80, 6 pg/ml deri-
simde vankomisin ve 2 pg/ml derisimde imi-
penem iceren beyin kalp infiizyon) aktarilmig-
tir. Secici besiyeri icerisinde getirilen 6rnek-
ler, laboratuvara ulasir ulasmaz imipenem (2
ug/ml) iceren “Eosin Methylen Blue Agar”
(EMB) besiyerine ekilmistir ve bu EMB plak-
lar1 ile birlikte secici besiyerinde bulunan
ornekler de zenginlestirme amaciyla bir gece
inkiibe edilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra plaklar degerlendirmeye alinmistir.
Zenginlestirme Ornekleri ise imipenem (2 ug/
ml) iceren EMB besiyerlerine ikinci kez ekile-
rek ve bir gece inkiibasyondan sonra iiremeler
acisindan degerlendirilmistir. Hem dogrudan
hem de zenginlestirme sonrast ekim yapilan
EMB agar plaklari, iireme olmamasi halinde
48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra besiyerlerinde iireyen
Enterobacteriaceae spp. ve diger Gram nega-
tif bakterilerden tiir tanimi, biyokimyasal yon-
temler ve VITEK 2.0 ile yapilmistir. Ertapenem
ve meropenem duyarliliklart EUCAST 6neri-
lerine gore disk difiizyon ile degerlen-
dirilmigtir?.
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Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Karbapenem direncli E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda NDM, OXA-48, KPC, IMP ve
VIM genleri “in-house” PZT yontemi ile arag-
tirtlmistir. Ayrica ek olarak karbapenem
diren¢li nonfermentatif bakteriler icin de
(Pseudomonas aeruginosa i¢in VIM, IMP,
NDM ve Acinetobacter spp.i¢cin OXA-benzeri)
karbapenemaz genleri de PZT ile belirlenmis-
tir. Kullanilan primerler, beklenen bant biiytik-
liikleri ve reaksiyon kosullar1 Tablo 1°de gos-
terilmistir.

BD MAX™ CRE Assay

Diger grup siiriintii 6rnekleri BD Max CRE Kkiti
uygulama prosediiriinde belirtildigi sekilde, 6n
isleme alinmigtir. Bu amagla ekiivyonlar kit ice-
risinde bulunan 6rnek hazirlama tiiplerine yer-
lestirilerek tiip steril bir sekilde kapatilmigtir ve
her tiip bir dakika siire ile vortekslenmistir.
Ornek etiketleri BD MAX™ sistemine tanitila-
rak tiipler ile DNA izolasyonu kiti ve gercek

zamanlt PZT kiti iiretici 6nerileri dogrultusunda
cihaza yerlestirilmis ve cihaz uygun programda
caligtirtlmugtir®®).

BULGULAR
Kiiltiir

Kiiltiir sonuglaria goére tiim ornekler degerlen-
dirildiginde tanimlanan Gram negatif izolatlar
ve sayilar1 soyledir; K. pneumoniae (n=20),
E. coli (n=8), Acinetobacter spp. (n=06), P. aeruginosa
(n=5), Enterobacter spp. (n=2), Proteus mirabilis
(n=1) ve Stenotophomonas maltophilia (n=1).
Orneklerden izole edilen bakteri tiirleri ve anti-
biyotik duyarliliklar1 Tablo 2’de gosterilmistir.
Tiim izolatlarin %60.5’inin (n=26) karbapenem-
lere duyarli olmadigi goriilmiistiir. Bunlarin
%69.2’si K. pneumoniae (n=18), %19.3°1
Acinetobacter spp. (n=5) ve %11.5’1 P. aeruginosa
(n=3) izolatidir. Enterobacteriaceae spp. liyeleri
degerlendirildiginde ise karbapeneme duyarl
olmayan tiim izolatlarin K. pneumoniae izolati
oldugu goriilmiistiir.

Tablo 1. “In-house” PZT icin kullanilan primer dizileri, biiyiikliikleri ve reaksiyon kosullari.

Primer Dizisi

Uriin Biiyiikliigii ~ Reaksiyon Sartlari

NDM-1-F:5’- CAA TAT TAT GCA CCC GGT CG-3’ 826 bp(12) 94°C—5 dakika, 6n denatiirasyon
NDM-1-R:5’- ATC ATG CTG GCC TTG GGG AA-3’ 94°C—1 dakika, denatiirasyon
54°C—1 dakika, birlesme 30 dongii
72°C—1.5 dakika, uzama
72°C—10 dakika, son uzama
OXA-48A:5’-TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG-3’ 438 bp(13)
OXA-48B:5’-GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC-3’
IMP-A: 5°-GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3’ 586 bp(14) 94°C—5 dakika, 6n denatiirasyon
IMP-B:5’-GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3’ 94°C—1 dakika, denatiirasyon
53°C—1 dakika, birlesme 30 dongii
VIM-A:5’-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3’ 388 bp(14) 72°C—1.5 dakika, uzama
VIM-B:5’- TCG GTC GAA TGC GCA GCA CC-3’ 72°C—10 dakika, son uzama
KPC-F: 5’-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 331 bp(15)
KPC-R: 5’-TATTTTTCCGAGATGGGTGAC-3’
OXA-51-F: 5’-TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG-3’ 353 bp(16)
OXA-51-R: 5’- TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3’ 94°C—5 dakika, 6n denatiirasyon
94°C—25 dakika, denatiirasyon
OXA-23-F: GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501 bp(16) 53°C—40 dakika, birlesme 30 dongii
OXA-23-R: ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 72°C—50 dakika, uzama
72°C—6 dakika, son uzama
OXA-24-F: GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA 246 bp(16)

OXA-24-R: AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

115



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(3):112-121, 2016

(-) ipewueydes owalf)  NFH ST
(-) ipewueydes dwal)  NHH T
(-) ipewueydes dwal)  NHH €T
(-) ipewueydes dwal)  NHH reé
(-) ipewueydes dwal)  NHH 1T
(-) ipewueydes dwal)  NHH 0T
) S S S S 1 S S S S S S S noo'q  dH 61
S S S S 1 S S S S S S S noo'q  dH 81
) S S S 1 1 1 S S S S S S avriounaud *
) S S S I d A S S S S S S 1oo°d WHH LI
(-) ipewueydes dwal)  WHH 91
(-) pewiueydes swr)  gAD Sl
) S S S I S S S S S A “dds 4oppqosoug  gAD ¥l
(-) pewiueides swr)  gAD €1
(-) pewiueides swr)  gAD 1
pewiueides owdI)  gXA 11
8¥-VXO S S S S d S 1 1 1 | A A wovounaud 3
87-VXO S S S S S S S psoursniov g gAd 0f1
d S 1 S S S S S S S o4
seses NTA S S S S d k| S #DSOUIENAID
) #35€CVXO | k| L S k| L k| q p: « dds 1opovqojpudy  gAd 6
S S 1 S S S S 1 S S noo'q
WAN+87-VXO  INANH87-VXO S A k| A A dq A A | A | A A wovmounaud 'y gXd 8
WAN+87-VXO  INANH87-VXO S d k| A k! k! A k! Aq A Aq A k! wovmounaud 'y gXd L
WAN+87-VXO  INANH87-VXO S d k| A k! k! A k! Aq A Aq A k! wovmounaud 'y gXd 9
87-VXO 8¥-VXO S S S S A S 1 1 1 A A A wovmoumnaud 'y gXd S
INAN AN S A k| A A dq A A | A | A A wovmounaud 'y gXd 14
(-) ipewueydes awal)  gAd ¢
INAN+87-VXO S A k| A A dq A A | A | A A wovuounaud 3
INAN+8-VXO #3:€CVXO bl b b S S bl bl bl b « dds wappqojpudy  gxd T
S S S S S S S S S S S S smgod
INAN AN S A k| A A dq A A | A | A A wovmounaud 'y gXd I
XVIN dd LZd+1mmyy #*S04d A0S  ILXS dID MV NN ND WHN NWdI dLd ZVD XILD DNV dIAV LRpEey  SIARS Yaul()
1dyy, wizuy

*1R[dN WiZud A LIep[IEIEAND YNoAIqnue ‘L[N L1d)3eq 2103 dIPPUI() *T O[qRL

116



A. N. Sart ve ark., BD MAX CRE Yontemi Etkinligi

WU [41) UDKDWUDIADS UDPULIDAD] J1Y . 5

(o) ANSTUUDINSAN 2408 2ULILAIILY [STD e

AD]ID]O21 UDKDUAIO 1]ADAND 242]UWIUIADGADY] 4.

winypg ungox 1221souy gAY UojowwdE] {WHH ‘wypg ungog ynoo) (gx) ‘wnypg ungox oy {gAd AH

S S S S S S S QMQQNMS.\NB d
#55€CVXO d | d S | A d d A ' dds 1appqojpudy gAY - 9%
INAN+8Y-VXO 8¥-VXO S k! k| S 1 S K k! k! k! q k! wovounoud 3
) 8¥-VXO S dq A | | k| | q S q A A wovmounoud "y NHH S7%
) 8¥-VXO S d S S S S d d a d A K| woviowmaud "y WAH ¥
8¥-VXO S q S S S k| K 1 k! k! q k! wovounoud 3
INAN+8Y-VXO S S S S N S S S d d d “dds .apovqoronyy  gXD (9%
#55€CVXO d | d S | A d d A « dds 4a100q012110y
87-VXO INAN+8Y7-VXO S dq A | | k| | A A A A A wovmoumaud 'y gXd 44
) pewiueides owdI)  gXA 1
k! d S S S S S S A “dds 42100q0j0u10Y
87-VXO S d 1 d 1 S S S S S S nos>-q  dAd or
87-VXO #55:€CVXO b k| d S k| b d d b «dds wappqojpupdy gAd  6€
) NAN+87-VXO S dq A | | A A A A A A A wopmoumnaud 'y gXd 8¢
AN S k| d A A A A A A A A A wovuounaud 3
INAN+8Y-VXO s NTA S S S S | q q wosourniond  gxd LE
S vijydoyvu *g
IWAN+87-VXO AN S k| d A A A A A A A A A wovmoumaud 'y gXd 9¢
) ipewiueides swoI) AV G¢e
INAN AN S k| d A A A A A A A A A wovmounaud "y gAY 143
) S dq A S | k| S S S 1 A q avoumaud Y gAY €€
) ipewiueides swoI) AV €
) ipewiueides swoI) AV 1€
) sk NTA S S | k| | q S «DSOUISNIIY d AV 0¢
) ipewiueides swoI) AV 6C
) S dq A S | k| S S S q A q noo>'q  dAV 8¢
) ipewiueides swoI) AV 1T
S S d 1 d 1 S S S S S d noo'q
INAN AN S k| d A A A A A A A A A wovmounaud "y gAY 9T
XVIN dd LZd+1mmyy #5004 43S ILXS dID MV NN ND WHN NWdI dLd ZvVD XILD DNV dAV LRpEey  SIARS Yaul()
1di, wizuy

1[N WiZud 9A LIep[IEIEAND YNoAIqnue ‘Ld[dN) LId)3eq 2103 dIIPPUI() *T O[qEL

117



“in house” PZT ve BD MAX™ CRE

Enterobacteriaceae liyelerinde herhangi bir
karbapenemaz geninin pozitifligi esas alinarak,
degerlendirme yapildiginda, her iki yontemle
de 26 ornekte Enterobacteriaceae iiyelerinde
herhangi bir karbapenemaz geni saptanmamig-
tir. On bes Ornekte ise saptanan enzimler ara-
sinda fark olmakla birlikte, her iki yontemle de
en az bir karbapenemaz geni saptanmigtir. On
bes ornegin onunda kiiltiirii takiben yapilan
PZT uygulamas1 ve BD MAX CRE sonuglari
tamamen uyumluluk gostermektedir (yalnizca
NDM belirlenen dort 6rnek, OXA-48 ve NDM
birlikte belirlenen dort 6rnek ve yalnizca OXA-
48 belirlenen iki ornek olmak iizere). Saptanan
enzimler arasinda farkliligin oldugu bes 6rnek
icin ise bulgular soyledir: BD MAX CRE siste-
mi dort ornekte hem OXA-48 hem NDM sap-
tarken laboratuvarimizdaki yontem sonucunda
bu drneklerin ikisinde yalnizca NDM, ikisinde
ise yalnizca OXA-48 saptanmistir. Bir drnekte
ise laboratuvarimizda uygulanan yontem hem
OXA-48 hem NDM saptarken BD MAX siste-
mi yalnizca OXA-48 bulmustur. Yontemlerden
yalnizca biri ile enzim saptanan bes Ornegin
liciinde kiiltiir ve PZT yontemi ile (iki ornekte
OXA-48 ve bir 6rnekte OXA-48+NDM) ikisin-
de ise BD MAX™ CRE ile (OXA-48) karbape-
nemaz geni saptanmistir. Her iki yontemle de
orneklerin hicbirinde KPC enzimi saptanma-
mustir. Orneklere gore tanimlanan bakteri tiple-
ri, antibiyotik duyarliliklart ve her iki yontemle
belirlenen enzim tipleri Tablo 2’de gosterilmis-
tir.

Tablo 3. Rektal siiriintii 6rneklerinin her iki yontemle karbape-
nemaz iireten Enterobacteriaceae acisimndan degerlendirilmesi.

BD MAX CRE
Kiiltiir + PZT Pozitif  Negatif Toplam
Pozitif 15 3 18
Negatif 2 26 28
Toplam 17 29 46
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Calisma bulgularma gore BD MAX™ CRE
Assay icin duyarlilik %88, 6zgiillik %90, nega-
tif prediktif deger %93 ve pozitif prediktif deger
%83 olarak hesaplanmustir (Tablo 3).

Ayrica kiiltiir ve PZT yonteminde orneklerden
izole edilen karbapenem direncli bes
Acinetobacter spp. ve li¢ P. aeruginosa izolatin-
da siras1 ile OXA-23 ve VIM genleri bulunmug-

tur.
TARTISMA

Gilinlimiizde
Enterobacteriaceae iiyelerinin tanimlanmasi
genellikle kiiltiirde iiretilen izolatlarin duyarlilik
testlerini takiben yapilan dogrulama testleri
(fenotipik ya da genotipik testler) ile saglanmak-
tadir. Bu siire¢ 2-5 giin arasinda sonug veren bir
siirectir. Karbapenemaz iireten veya karbapenem

karbapenem direncli

direncli izolatlarin tanimlanmasi ile etkin anti-
mikrobiyal tedavinin zamaninda baglanmasi ve
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinarak salgin-
larin Oniine gecilmesi arasindaki kritik iligki
nedeniyle bu izolatlarin hizla belirlenmesi
gerekmektedir!”. Ayrica KUE ile kolonize has-
talarin hasta popiilasyonuna bir kez girmesi ile
saglik kurulusunda ve kuruluglar arasinda hizla
yayilmasi da enfeksiyon kontrolii agisindan hizli
testlerin kolonize hasta tespitinde kullanilmasi-
nin 6nemini gostermektedir®.

Calismamizda etkinligi aragtirllan BD MAX™
CRE yo6ntemi, BD MAX™ sistemi ile kullanila-
bilen bir ger¢ek-zamanli PZT kitidir. KUE tespi-
tinde molekiiler temelli testlerin fenotipik testle-
re gore Onemli avantajlart bulunmaktadir. Bu
testlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri oldukca yiik-
sektir ve BD MAX™ CRE sisteminde oldugu
gibi bazilart direkt klinik ornekten karbapene-
maz genlerini tespit edebilmektedir®. BD
MAX™ CRE sistemi siiriintii 6rnekleri ve bak-
teri slispansiyonlar1 ile c¢alisabilmektedir.
Giinlimiizde kan kiiltiirii sistemlerinden ya da
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solunum 6rneklerinden dogrudan karbapenemaz
genlerini belirleyen molekiiler temelli sistemler
de bulunmaktadir®'?. Rektal siiriintii rnekle-
rinden direkt olarak karbapenemaz genlerini
tanimlayan sistemlerden, GeneXpert Carba-R
(Cepheid)sistemiAmerikaBirlesik Devletleri 'nde
kullaniomi FDA onayr almig bir sistem olup,
bunun disinda Check-Direkt CPE, RenDx
Carbaplex assay ve Amplidiag CarbaR+VRE
gibi sistemler de bulunmaktadir. Bu sistemlerin
en Onemli kisitlamasinin bazi1 karbapenemaz
genleri icin diisiik pozitif prediktif deger oldugu
bilinmektedir'”. Calismamizda, BD MAX™
CRE icin pozitif prediktif degeri %83 olarak
bulunmugtur. Yakin bir tarihte GeneXpert
Carba-R (Cepheid) ile yapilan ¢ok merkezli
calismada, bu deger %95 olarak bildirilmistir.
Bu sistemde, BD MAX™ CRE’ den farkli olarak
IMP ve VIM genleri de saptanabilmektedir®”.
Ancak, ornekte bir Enterobacteriaceae iiyesi ile
birlikte bu metallo beta-laktamazlar: iireten bir
non-fermentatif bulunmasi hilinde GeneXpert
Carba-R sistemi KUE bulgusu vermektedir
(yayimlanmamig bulgu).

Calismamuz kiiltiir bulgularina gére 6rneklerden
izole edilen Enterobacteriaceae iiyelerinde kar-
bapenem direncli izolatlarin hepsi K. pneumoniae
izolatidir. Bu izolatlara “in-house” olarak NDM,
OXA-48, KPC, IMP ve VIM PZT uygulanmig
ve %52.6’sinda (n=10) OXA-48+NDM, %26.3’linde
(n=5) yalnizca OXA-48 ve %21.1’inde (n=4)
yalnizca NDM geni belirlenmistir. Bu sonuglar
hastanemiz ve lilkemizde yaygin enzim tipinin
OXA-48 ve NDM olmasiyla uyumludur. Hizh
testlerin se¢ciminde yerel epidemiyolojik bilgi ve
yaygin karbapenemaz tipleri 6nemli bir kriterdir
19 BD MAX CRE sistemi de ti¢ gen bolgesini
(NDM, OXA-48 ve KPC) belirlemesi yoniinden
iilkemizde KUE tespiti igin uygunluk goster-
mektedir.

Calismamizin bir diger bulgusu orneklerde kar-
bapenem direngli bes Acinetobacter spp. ve iki

P. aeuroginosa izolatinin tanimlanmis olmasidir.
“in house” PZT ile Acinetobacter spp. izolatla-
rinda OXA-23 ve P. aeuroginosa izolatlarinda
VIM genleri bulunmustur. BD MAX™ CRE
sistemi bu karbapenemaz genlerini belirleyeme-
mektedir. VIM genini KPC, OXA-48 ve NDM
ile birlikte belirleyen ve yine gercek zamanl
PZT temelli bir sistem olan Check-direct CPE
de duyarlilik ve o6zgiilliigli yiiksek bir sistem
olup, etkinliginin arastirildigr bir caligsmada,
pozitif prediktif degeri diigiik bulunmugtur®h.
Lee ve ark.’nin® gelistirdigi ve BD MAX™
CRE sisteminde oldugu gibi gercek zamanlh
PZT temelli olan sistem de ayn1t KPC, NDM ve
OXA-48 genlerini etkin bir sekilde belirleyebil-
mektedir. Fakat bu sistemde bakteri lizat1 hazir-
lama agsamas: is yiikii ve siireyi uzatmaktadir.

Kiiltiir+ PZT yonteminde, sivi besiyerinde zen-
ginlestirme islemi saptanma oranlarini arttir-
maktadir. Ancak bu yontemle sonuglarin ¢ikma-
st en az dort giin siirmektedir. Ev yapim1 yonte-
min avantajlari, maliyetinin diigiik olmasi, kar-
bapenemlere direncli tiim Gram negatif bakteri-
lerin saptanabilmesi ve sonraki ¢alismalar i¢in
saklanabilmesidir. Fakat emek yogun oldugu
icin ancak salgin sirasinda veya riskli tinitelerde
aylik taramalarda kullanilabilmektedir.

BD MAX™ CRE sisteminin en 6nemli avantaji
hizlt sonu¢ alinmast ve is yiikiiniin az olusudur.
Bu calismada, denenmemesine karsin, sistem
ayrica kiiltlir yapilmasina da izin vermektedir.
Boylelikle taramada pozitif ¢ikan Orneklerden
kiiltiir iglemleri de yapilarak izolatlar elde edile-
bilir, BD MAX™ CRE’nin en 6nemli dezavan-
taji maliyetidir. Bu dezavantaj ¢cogu molekiiler
temelli hizli testlerde bulunmaktadir. Yine diger
PZT temelli testlerde oldugu gibi yalnizca sis-
temde hedeflenen karbapenemaz genlerinin
belirleniyor olmasi, yeni karbapenemaz genleri-
nin gézden kacirilmamasi i¢in dikkatli olmay1
gerektirmektedir.

119



Sonug olarak, calismamiz bulgularina gére BD
MAX™  CRE, karbapenemaz iireten
Enterobacteriaceae iiyelerinin hizli saptanmasi-
n1 ve tastyicilarin belirlenmesini saglamak ama-
ciyla kullanilmaya uygundur. Sistem kullanilir-
ken PZT temelli testlerin hepsinde bulunan yeni
karbapenemaz genlerinin gézden kagirilmasi
noktasima dikkat edilmelidir. Heniiz arastirma
amagli onerilen sistem ile yapilacak calismalar,
sistem etkinligini daha da iyi ortaya koymaya
yardimci olacaktir.
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Aragtirma

Antalya Yoresinde Bazi Otel Yemeklerinde
Staphylococcus aureus Enterotoksini Aragtirilmas

ibrahim YILDIRIM#*, Rasih FELEK**
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OZET

Amacg: Micrococcaceae  familyasimin  iiyesi olan
Staphylococcus aureus insanlarda gida zehirlenmelerinde
en dnemli bakterilerden biridir. Gidalarda bulunmast gida
isletmeleri ile biiyiik mutfaklarda hijyen eksikliginin goster-
gesi olarak kabul edilir. Bu ¢alisma Antalya’da, turizm
sektoriinde hizmet veren otel igletmelerinde S. aureus ente-
rotoksin varligi ve tipinin belirlenmesi amaciyla yapilmus-
fr.

Gereg ve Yontem: Bu calisma alti otelden alinan sicak
yemek oOrneklerini (her otelden onar ornek) icermektedir.
Alinan gida drnekleri onceden hazirlanan egg-yolk telluri-
te emusion iceren Braid Parker Agar’a ekilerek identifiye
edilmistir. Izole edilen S. aureus’lar enterotoksin analizi
“Reversed Passive Latex Agglutinasyon” (Oxoid, Birlesik
Krallik) ticari kiti ile yapimugstir.

Bulgular: Altmis adet yemek drneginin 21’inde (%35)
S. aureus ile kontamine oldugu, bunlarin sayilarinin
1.0x10°-4.7x10* kob/g oldugu bulunmugtur. S. aureus
saytsimin 1.0x10°’ten fazla olan 12 gida drneginin alti-
sinda enterotoksin pozitif bulunmustur. Birinci otelde bir
adet stafilokokkal enterotoksin B pozitif, ikinci otelde bir
adet stafilokokkal enterotoksin C pozitif, iiciincii otelde
bir adet stafilokokkal enterotoksin C pozitif saptanirken,
dordiincii  otelde pozitif enterotoksin bulunamamis,
besinci otelde bir adet stafilokokkal enterotoksin B pozi-
tif, altinci otelde bir adet stafilokokkal enterotoksin A ve
bir adet stafilokokkal enterotoksin D pozitif olarak
bulunmusgtur. Incelenen 21 S. aureus bakterisinden stafi-
lokokkal enterotoksin A, bir gida orneginde (%4.8),
enterotoksin B iki gida dorneginde (%9.4), enterotoksin C
iki gida orneginde (%9.4) ve enterotoksin D bir gida
orneginde (%4.8) pozitif bulunmugtur.

Sonuc: Genelde her sey dahil seklinde hizmet veren oteller-
de sicak yemekler en fazla hassasiyet gerektiren boliimiinii
olusturmaktadir. Isil islem gormeleri toksin barmdirmama
agisindan etkili olmamaktadir. Genel sanitasyon kurallar
ve HACCP gibi gida giivenligine, personel hijyenine doniik
uygulamalara daha fazla onem verilerek tiiketici saglhig
daha iyi korunabilir.

Anahtar kelimeler: Gida intoksikasyonu, hazir yemek,
Staphylococcus aureus enterotoksin

SUMMARY

Investigation of Staphylococcus aureus Enterotoxins in the
Hotel Food in Antalya, Turkey

Objective: Staphylococcus aureus, a member of the
Micrococcaceae family, is one of the most important
bacteria causing food poisoning in humans. The presence
of this bacteria in food points to the lack of hygiene in,
hotel kitchens, and food enterprises. This research was
carried out in order to search for the presence, and type of
Staphylococcus aureus enterotoxin in in hotels serving in
the tourism sector.

Materials and Methods: This study was performed with
hot meal samples obtained from six hotels (10 samples for
each). Food samples were inoculated on Braid Parker
Agar containing pre-prepared egg-yolk tellurite emulsion.
Isolated S. aureus bacteria were analyzed for enterotoxin
using the commercial kit of “Reversed Passive Latex
Agglutination” (Oxoid, United Kingdom).

Results: Out of 60 meal samples 21(35%) were found to be
contaminated with S. aureus in quantities of 1.0xI0° -
4.7x10* cfulg. Enterotoxin was found to be positive in six
meal samples out of 12 in which the quantity of S. aureus was
more than 1.0x10 cfu/g 3. Among food samples obtained
from hotels one staphylococcal enterotoxin B positivity in
the first, one staphylococcal enterotoxin C in the second, one
SEC positivity in the third, one staphylococcal enterotoxin A,
and one staphylococcal enterotoxin D positivities in the sixth
hotel were detected. In the fourth otel any endotoxin
positivity was not found. Among 21 S. aureus isolates
investigated, enterotoxin A positivitywas found in one (4.8 %),
enterotoxin B positivity in two (9.4%),enterotoxin C positivity
in two (94%), and enterotoxin D positivity in one (4.8%)
food sample.

Conclusion: In hotels serving on the basis of all- inclusive
system, hot meals require extra attention for food safety.
Heat-processing is not effective in terms of food
intoxication. To protect consumer health in a better way,
it is vital to pay extra attention to general sanitation
rules, staff hygiene, and handling food safety in compliance
with HACCP.

Key words: Food intoxication, fast food, Staphylococcus
aureus enterotoxin
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GIRIS

Gida kaynakli hastaliklar patojen mikroorganiz-
ma veya toksinleri ile kontamine olan gidalar ile
olugmaktadir. Bunun sonucunda gastrointestinal
semptomlar ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan
intoksikasyon tip gida zehirlenmesinde patojen
bakterinin salgiladig1  toksin
Enterotoksinler ekzotoksindir.
Sindirim sistemini etkilediklerinden bu ismi

onemlidir.
aslinda bir

alirlar. Staphylococcus aureus enterotoksini
insan beynindeki kusma merkezini uyararak
kusmaya neden olmaktadir.

Staphylococcus aureus toksinin gida zehirlen-
melerdeki payi iilkelere gore degismekle birlik-
te, %15-45 arasinda oldugu tahmin edilmektedir.
Diinyada yaklagik olarak 1.9 milyon insan gida
zehirlenmesinden yasamini kaybetmektedir.
Tirkiye’de Saghk Bakanligi Temel Saglik
Hizmetleri Genel Miidiirliigii verilerine gore,
2005 yih Tiirkiye’de rapor edilen gida zehirlen-
me sayist 26.298 olarak bildirilmistir. Amerika
Birlesik Devletleri, Ingitere ve Hollanda’daki
istatistiklere gore gida kaynakli hastaliklarin
%'70’ten fazlasi, toplu yemek servisi veren islet-
melerde gergeklesmistir!-.

Staphylococcus aureus uygun kosullar altinda
cogalmakta ve susa baglh olarak toksin olugtura-
rak intoksikasyon tipi hastaliklara yol agmakta-
dir. Stafilokokal intoksikasyon enterotoksijenik
stafilokoklarin gidalarda en az 10° kob/g bakteri
sayisina yiikseldikten sonra olustugu bilinmek-
tedir. S. aureus’un irettigi toksinler, A, B, Cl1,
C2,C3, D, E, G, H’den olusmaktadir. S. aureus
enterotoksin A (SEA) ve S. aureus enterotoksin
B (SEB) toksinlerinin 120°C’de 30 dakikalik 1s1l
islemle, S. aureus enterotoksin C (SEC) toksini-
nin 120°C’de 60 dakikada tamamen inaktif oldu-
gu bildirilmigtir®.

Gida orneklerindeki S. aureus sayisi, gida islet-
melerindeki yetersiz sanitasyon kosullarini gos-

tergesi olarak diisiiniilebilir. Saptanan S. aureus
sayist ile enterotoksin bulunma olasilig1 ile
dogru orantili olmakla beraber, bazi durumlarda
diisiik sayilarda bulunmasi, toksin bulunma ora-
nii diisirmemektedir. Semptomlar, 1-6 saat
sonra bulanti-kusma, karin agrisi ile ortaya ¢ik-
maktadir. Bir-iki giin igerisinde herhangi bir
tedaviye gerek kalmadan iyilesir®. S. aureus
tiirlerine insanlarin burun, agiz, el ve derilerinde
normal flora iiyeleri olarak sik¢a rastlanir. En
onemli kaynagi hijyen ve sanitasyon kosullarina
uymayan gida iscileridir. Bunun yaninda, ¢ig
hayvansal iiriinler de sorun yaratmaktadir®.

Toplu beslenme hizmeti veren igletmelerde yapi-
lacak en kiiciik bir hata bile ¢ok fazla sayida
insant etkileyerek, olumsuzluklara hatta iilke-
mizdeki turizm sektoriine darbeler vurabilmek-
tedir. Burada asil amac, gidalara S. aureus’un
bulagsmasinin 6nlenmesidir. Sonu¢ olarak, nor-
mal pisirme ve pastdrizasyon normlari, toksin
inaktivasyonunu onlemede yeterli gelmemekte-
dir.

Bu calismada, otel sektoriinde sicak yemek
orneklerinde biiyiik 6nem arz eden S. aureus’lar
enterotoksini varlig1 ve tipini belirleyerek, tiike-
tici saghig1 yoniinden giivenilirligini belirlemek
amactyla yapilmstir.

GEREC ve YONTEM

Orneklerin Alnmasi ve Analize
Hazirlanmasi

Aragtirma 01.06.2015 - 01.10.2015 tarihleri ara-
sinda, Antalya ¢evresindeki turistik belgeli otel-
lerde yapilmustir. Hersey dahil konseptiyle ¢ali-
san alt1 otel secilmisg, her birinden farkl: tarihler-
de onar 6rnek, toplamda 60 sicak yemek 6rnegi
mutfakta sunuya hazirlanirken alinmugtir.

Ornekler, 25 g’lik steril kaplarda alimarak, soguk
zincirde laboratuvara getirilmis ve hemen analize
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almmustir.

Gida ornekleri, peptonlu su ile 1/10 oraninda
seyreltilerek homojenize edildikten sonra
yumurta sarili Baird-Parker Agar (Oxoid CM
275, Birlesik Krallik) petrilerine 0.1-0.5 ml.
alinarak ylizeye yayma yontemiyle ekim yapil-
mustir. Ekimi yapilan petriler 35-37°C’de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. S. aureus, 48
saat inkiibasyon sonrasinda yuvarlak, diizgiin
kenarh konveks, gri/siyah renkli opak bir halka
icinde ve etrafinda seffaf bir zon bulunan kolo-
niler olusturmustur. Bu koloniler Gram boya ile
boyanarak gram pozitif tiziim salkimi seklinde
koklar goriilmiis ve yine katalaz testi
uygulanmigtir®?.

“Dry Spot Staphtech Plus” kullanilarak (Oxoid
DR 100M, Birlesik Krallik) koagiilaz testi
yapilmis, S. aureus kokenleri dogrulanmisgtir.
Daha sonra DNaz testi icin, DNaz besiyerine
spot ekimler yapilmig ve 37°C’de 24 saat
gelistirilmistir. Daha sonra tlireyen koloninin
tizerine 1IN HCL asit damlatilmig ve petriler
koyu zemin {izerinde incelenmistir. Koloni
etrafindaki acilmalar pozitif olarak degerlen-
dirilmistir. Siipheli koloniler, API Staph
(bioMérieux’s ref. 20500, ABD) ile test edil-
mistir. Tiim bu tanimlama iglemlerinden sonra
izole edilen mikroorganizma S. aureus olarak
tanimlanmistir”?.

Enterotoksin Analizi

Alman sicak yemek orneklerinde S. aureus
enterotoksin analizi i¢in  kullaniimistir.
Enterotoksin analizi Reversed Passive Latex
Agglutination ticari test kiti (Oxoid, SET
RPLA, TD0900, Birlesik Krallik) kullanilarak
gerceklestirilmistir. On gram Ornek alinmig, 10
ml. %0.85’lik sodyum kloriir eklenerek homo-
jenize edilmistir. Hazirlanan homojenizat
+4°C’de 30 dakika 9000 g’de santrifiij edilmis-
tir. Santrifiij edilen homojenizatin supernatan
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kismi alinmig ve mikro filtreler ile siiztilmiig-
tiir. Her bir ornek i¢in ELISA mikroplaklarina
25 pl seyreltme sivist (TD 910) eklenmistir.
Daha sonra birinci siitundaki her bir kuyucuga
bu siiziintliden 25 pl eklenmis, yedinci kuyucu-
ga kadar 25 pl alinarak diliie edilmigtir. Son
kuyucuk yalnizca seyreltme sivisi icermekte-
dir. Dilusyon islemi tamamlandiktan sonra her
bir siraya sirasiyla 25 pl enterotoksin A, B, C,
D ve kontrol lateks reaktifleri eklenmis ve
yavasca karistirilip iizeri kapatildiktan sonra ve
oda sicakliginda 24 saat bekletilmigtir. Bu siire-
nin sonunda mikrotitre plaklar siyah zemin
tizerine konularak “Reversed Passive Latex
Agglutination” test kiti kullanma kilavuzunda
belirtilen sekillere gore degerlendirme
yapilmigtir®10,

BULGULAR

Altmis adet yemek 6rneginin 21’inde (%35) de
S. aureus agisindan bulagik oldugu, bunlarin
sayilarinin sayisi 1.0x10% - 4.7x10* kob/g oldugu
bulunmustur. S. aureus sayisinin 1.0x10°’den
fazla olan 12 gida 6rneginin altisinda enterotok-
sin pozitif bulunmustur (Tablo 1). Birinci otelde
bir adet SEB pozitif, ikinci otelde bir adet SEC
pozitif, liciincii otelde bir adet SEC pozitif, dor-
diincii otelde pozitif enterotoksin bulunamamas,
besinci otelde bir adet SEB pozitif, altinci otelde
ise bir adet SEA, bir adet SED pozitif olarak
bulunmustur. Incelenen 21 S. aureus bakterisin-
den SEA bir gida 6rneginde (%4.8), SEB iki
gida drneginde (%9.4), SEC iki gida drneginde
(%9.4) ve SED bir gida 6rneginde (%4.8) pozitif
bulunmustur.

Tablo 1. Enterotoksin saptanan yemek orneklerinde toplam
Staphylococcus aureus sayisl.

Gida Ornegi Toplam Bakteri Sayis1
Gl 3.4x10°
G2 3.3x10°
G3 4.7 x10*
G4 1.0 x10°
G5 4.5x10°
G6 2.0 x10*
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Tablo 2. Gida 6rneklerinde yapilan Staphylococcus aureus enterotoksin analizi sonuclari.

Enterotoksin Tipi Otel 1 Otel 2 Otel 3 Otel 4 Otel 5 Otel 6
(N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10) (N=10)
SEA - - - +
SEB + - - + -
SEC - + + - -
SED - - - +

+ pozitif; - negatif

Pozitif S. aureus enterotoksin analizleri Tablo
2’de gosterilmisgtir.

TARTISMA

Son yillarda S. aureus’un toksin olusturmasi
kosullarinin “Quorum Sensing” (QS) denilen
bakterilerin yeterli hiicre yogunluguna ulagmast
ile ilgili oldugu belirlenmistir. S. aureus’larin
gidada toksin olusumuna firsat verecek sayiya
(>10° kob/g) ulasmasindan sonrasi gidaya uygu-
lanan 1s1l iglem, inhibitér madde ilavesi ya da su
aktivitesini diistirmeye yonelik vb. islemler etki-
si ile sayimin azalabilecegi, buna ragmen bu tiir
uygulamalarin mevcut toksinlerin varligi tizerin-
de etkinin olmayacagi bilinmektedir®'".

Enterotoksijenik stafilokoklar siklikla toplu
tilketim yapilan yerlerde tiiketilen gidalarda sap-
tanmaktadir. Bunun nedeni ise pigsmis gidalara,
S. aureus’un sonradan bulagma olasiligidir.
Ortamdaki rekabetci flora, 151l iglem ile ortadan
kalktig1 i¢in S. aureus’un ¢ogalip, toksin tret-
mesi i¢in uygun ortam olugmaktadir®!V,

Yapilan bircok ¢alismada, pisirilmis yemeklerde
stafilokokal enterotoksin varligi tespit edilmistir.
Bu sonug, ortamda gida iiretimin herhangi bir
sathasinda S. aureus’un iireyerek toksin iiretebi-
lecek ortami buldugunun bir gostergesi olarak
kabul edilebilir'?. Diger iilkelerde ve Tiirkiye’de
enterotoksin varligina yonelik calismalarda,
Ferrer ve ark."® kafe ve restoranlardan temin
edilen et, sebze, salata ve omlet Orneklerinin
%]1.1’inde enterotoksijenik stafilokok saptamis-
lardir.

Kisa ve ark."¥’nin 96 adet yas pastay1 inceledik-
leri bir calismada, 25’inden (%?26) izole edilen
koagiilaz pozitif stafilokoklarin enterotoksin
olusturma yeteneginde oldugunu saptamislardir.

Italya’da yapilan bir arastirmada, marketlerde
satisa sunulan cesitli gidalardan izole edilen
koagiilaz pozitif S. aureus susglar1 identifiye edil-
mistir. Aynt zamanda A, B, C ve D enterotoksin-
lerini belirlemislerdir. Yapilan bu arastirmaya
gore, 298 S. aureus susunun %55.5’1 bir ya da
birden cok enterotoksin irettigi, %33.9’u SEC,
%26.5’1 SEA, %20.5’i SEA+SED, %13.4’ii
SED, %2.7’si SEB, %1.7°si SEA+SEB, %0.07’si
SEC+SED, %0.3’ti SEA+SEC ve SEB+SEC
enterotoksinlerini iirettikleri rapor edilmistir'>.

Ankara’da tilketime sunulan 50 adet donmusg
pilic karkas1 6rneginin 33’iinden (%66) ortala-
ma 1.3x10° kob/g diizeyinde koagiilaz pozitif
stafilokok saptanmigtir. Bunlarin yedisinin
(%21.2) enterotoksin olusturma yeteneginde
oldugu ve bu izolatlarin {igiiniin yalnizca A tipi
enterotoksin, ikisinin yalnizca D tipi enterotok-
sin, birinin A ve B tipi enterotoksinleri birlikte,
birinin de A, B ve C tipi enterotoksinleri birlikte
olusturdugu saptanmigtir®®.

Izmir’de acikta satilan bazi peynir, kremali
pasta, kiyma ve tavuk etlerinde S. aureus
Staphylococcus spp. ve aerobik mezofilik mik-
roorganizma sayilari incelenmigtir. Aerobik
mezofilik sayis1  1.3x10%-3.0x10” kob/g,
Staphylococcus spp. sayist <1.0x102-3.0x10°
kob/g ve S. aureus sayist <1.0x10*-3.0x10°
kob/g arasinda degismistir. Gida 6rneklerinde
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S. aureus’un A, B, C ve D enterotoksinleri de
aranmig, fakat orneklerin higbirisinde enterotok-
sinlere rastlanilmamigtir®.

Marmara bolgesinde incelenen hosmerim ve
peynir helvasi Orneklerinde ortalama aerobik
toplam bakteri 5.7x10* kob/g, S. aureus, 8.0x10?
kob/g, kiif 1.8x10° kob/g, maya 2.8x10° kob/g,
ozmofilik maya 1.6x10° kob/g olarak bulunmus
ve orneklerin hi¢ birinde stafilokokal enterotok-
sin bulunmamigtir®.

Tiirk gida kodeksi, “Gida maddelerindeki bula-
sanlarin maksimum limitleri hakkinda teblige
stafilokoklarin enterotoksinleri biitiin gida mad-
delerinde bulunmamalidir.” yo6niinde hiikiim
belirtilmigtir'”.

Bizim degerlerimiz ise, 60 yemek 6rneginden
21’inde S. aureus bulunmusg, bunlardan SEA bir
gida orneginde (%4.8), SEB iki gida drneginde
(%9 .4), SEC iki gida 6rneginde (%9.4), SED bir
gida orneginde (%4.8) pozitif bulunmustur. En
cok enterotoksin B ve enterotoksin C’ye rastla-
nilmustir.

Diger caligsmalarla arastirma sonuclarimiz karsi-
lastirlldiginda bazilarindan yiiksek, bazilarindan
ise diisiik diizeyde kalmaktadir. Bunun nedeni
arastirilan gidalarin farkli olusu, yontem farklili-
81 ve sanitasyon diizeylerindeki farkliliklar ola-
bilir.

Tarladan catala kadar uzanan kontaminasyon
zincirinde stafilokoklar, tagiyicilar vasitasiyla
bagkalar1 i¢in tehlike kaynagi olup, enterotoksin-
leri vasitasiyla gida intoksikasyonlarina neden
olmalar1 nedeniyle bu bakterinin halk sagligi
acisindan cok onemli yeri oldugu goriilmekte-
dir.

Staphylococcus aureus agisindan olusabilecek
riski diigiirmek icin, gidalarin hazirlama, pisirme
ve servisinde kisisel hijyen ve sanitasyon kural-
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larina uyulmasi, capraz bulagsmanin onlenmesi,
personelin yeterli hijyen egitimine sahip olmasi,
gidalarin 5-65°C sicaklik araliginda gidalarin
uzun siire birakilmamasinin saglanmasi yararh
olacaktir.
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OZET

Amag: Cerrahi yara enfeksiyonlart icin hastanemizde ameliyat
oncesi profilaktik olarak sefazolin, yara enfeksiyonu gelistiginde
ise ampirik olarak gram pozitifler icin teikoplanin veya vankomi-
sin, Gram negatifler icin piperasilin-tazobaktam baglanmakta,
kiiltiir ve antimikrobiyal duyarlilik test (ADT) sonucuna gore anti-
mikrobiyal tedavi yeniden diizenlenmektedir. Bu ¢alismada, ampi-
rik tedaviye ve ADT sonucu ¢iktiginda secilecek oncelikli ilaglara
yol gostermek icin veriler analiz edilmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.12.2014-
31.12.2015 tarihleri arasinda gonderilen yara kiiltiirlerinin
direkt Gram boyast incelenmis, %5 koyun kanli ve EMB agara
ekilmistir. Inkubasyon sonunda bakteriyel iireme, mikroskopi ve
gerekirse klinikle iletisim sonucunda etken diigiiniildiigiinde
tamimlama ve ADT i¢in konvansiyonel yontemler, Phoenix (BD
Diagnostic Systems, ABD) otomatize sistemi, disk difuzyon ve
gradient test (Liofilchem, Italya) kullanilmistir. ADT “European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
kriterlerine gore ¢alisilmis ve raporlanmig, gerektiginde
“Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI) sinr deger-
lerinden yararlamilmistir.

Bulgular: Poliklinik, servis ve yogun bakimda sirastyla 23, 44
ve 24 adet olacak sekilde toplam 91 adet sus izole edilmigtir.
Enterobacteriaceae 50 (23’ii Escherichia coli), nonfermenter
29 (18’ Acinetobacter spp.), Staphylococcus spp. 25 (17si
Staphylococcus aureus) 5 Streptococcus spp. ve 2 Enterococcus
spp. iiremistir. ADT sonuglart yine sirastyla amikasin (%100)
ve karbapenemler (%90); kolistin (%100), amikasin (%100) ve
piperasilin-tazobaktam (%90); trimetoprim-siilfametoksazol
(%100), vankomisin (%100), teikoplanin (%100), linezolid
(%100), daptomisin (%100), klindamisin (%94) ve topikal ola-
rak fusidik asit (%92) en duyarli bulunan antimikrobiyaller
olmustur.

Sonu¢: Bulgularimiza gore direkt bakida gram negatif kok
goriilmesi hdlinde Acinetobacter spp icin kolistin baslanmast,
basilse amikasin ya da karbapenemler, Gram pozitif koksa topi-
kal olarak fusidik asit, sistemik olarak trimetoprim-
siilfametoksazol veya klindamisin baslanmast uygun olacaktir.
Hastanemizin Gram negatifler icin ampirik tedavi politikasinin
degistirilmesi, Gram pozitifler igin ise yiiksek yiizde ile duyarl
bulunan A grubu ilagclara oncelik verilmesi onerilir. Ureme
sonrast gram ozelligine bakarak ampirik tedaviye devam edile-
bilir ya da kesilebilir, ADT sonuglar: ¢ciktiginda duyarly ise A
grubu ilaglarla degistirmek, degilse B grubuna gecmek, zorun-
lu olmadik¢a C grubu ilaglart kullanmamak yerinde bir tutum
olacaktir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal direng, cerrahi yara, antibiyo-
tik kontrol ekibi

SUMMARY

Approach to Surgical Wound Infections from the Perspective of
Antibiotic Control Team

Objective: In our hospital cefazolin is started before surgery in our
hospital for prophylaxis of surgical wound infections. If wound
infection develops then empirically teicoplanin or vancomycin for
gram positive, and; piperacillin-tazobactam for gram negative
bacteria are initiated. Antimicrobial therapy is readjusted
according to the results of culture and antimicrobial susceptibility
testing (AST). In this study the data were analyzed in order to
guide the choice of drug for empirical therapy and after the results
of AST were available.

Material and Methods: The wound culture materials sent to the
microbiology laboratory between December 1%, 2014 and
December 31*, 2015 were examined by direct Gram staining and
inoculated onto EMB and 5% sheep blood agar media. After
incubation, based on bacterial growth, microscopy results and- in
case of need-direct communication with the clinics, agents decided
to be a pathogen were identified and AST was performedusing
Phoenix automated systems (BD Diagnostic Systems, USA), disk
diffusion and gradient test (Liofilchem, Italy). AST was performed
and reported according to the criteria of “European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing Standards” (EUCAST), and
“Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI) cut-off points
were used when needed.

Results: In total 91 strains were isolated from policlinics (n=23),
clinics (n=44), and intensive care units (24). Fifty Enterobacteriaceae
(23 Escherichia coli), 29 non-fermenters (18 Acinetobacter spp.), 25
Staphylococcus spp. (17 Staphylococcus aureus), 5 Streptococcus spp.
and two Enterococcus spp. were isolated. The most effective
antimicrobials were amikacin (100% susceptible), carbapenems
(90%), colistin (100%), amikacin (100%) and piperacillin-tazobactam
(90%); trimethoprim-sulphametoxazole (100%), vancomycin (100%),
teicoplanin  (100%), linezolid (100%), daptomycin (100%),
clindamycin (94%) and topical fusidic acid (92%).

Conclusion: According to our data, we think that it would be
suitable to start therapy as follows: colistin for gram negative
cocci of Acinetobacter spp; amikacin or carbapenems for bacilli;
topical fusidic acid, systemic trimethoprim/sulfamethoxazole or
clindamycin for gram positive cocci. The empirical treatment
policy in our hospital for gram negatives need to be changed since
priority is recommended to be given to group A drugs which were
found to be highly effective for gram positives. After pathogenic
bacteria are identified,, empirical treatment may be continued or
stopped according to the gram staining characteristics of bacteria.
After AST results are available it will be appropriate to switch to
effective group A antibiotics, if they are not effective then group B
antibiotics should be chosen. Group C antibiotics should be
avoided unless necessary.

Key words: antimicrobial resistance, surgical wound, antibiotic
control team
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GIRIS

Antimikrobiyal diren¢ tiim diinyada ve iilke-
mizde hizla artmaktadir ve bununla savagmak
icin gereken Onlemlerin hizla alinmasi
gereklidir”. Bu onlemlerden birisi hastaneler-
de antibiyotik kontrol ekibinin kurulmasidir®.
Bu ekipte calisan mikrobiyologun gorevleri
arasinda standartlara uygun, hizli, dogru tanim-
lama ve antimikrobiyal duyarlilik testi (ADT)
yapmak, ADT sonucunu kisitli ve yorumlu
rapor vermek, hastaneye 0zgii antimikrobiyal
direng surveyansi (ADS) yapmak, ADS sonug-
larim1 irdeleyerek ampirik tedaviye yol goster-
mek ve antimikrobiyal kullanim politikalar1
gelistirmeye katki vermektir!"®. Diren¢ gelisi-
mi ile savag amaciyla antimikrobiyal ilaclar
“Clinical Laboratory Standards Institute”
(CLSI) tarafindan etkenlere gore 6zgiil test ve
bildirim gruplarina alinmistir®. Bu gruplandir-
ma ana hatlariyla A, B, C ve U seklinde olup,
antimikrobiyallerin klinik etkinlikleri, direnc
siklig1, diren¢ c¢ikisinin en aza indirilmesi,
fiyat, klinik kullanim endikasyonlari, ilk sege-
nek ve alternatif ilaclar i¢cin uzlasilan Onerilere
gore yapilmistir. Ulkemizde 2015 yilindan bu
yana pek ¢ok laboratuvar “European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing”
(EUCAST) standartlarin1 kullanmaya basla-
mistir. EUCAST heniiz kisitli bildirim gruplan-
dirma ¢aligmasi yapmamig, bu konuyu iilkele-
rin ulusal antibiyotik komitelerine birakmistir.
Tiirkiye’de “Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti
Antimikrobik Duyarlilik Testlerinin Standar-
dizasyonu” ¢alisma grubu, iilkemizde bulun-
mayan ilaclar1 da gozeterek gruplandirma ¢alig-
masi yapmig ve yayimlamistir”®. ADT rapor-
landirmasi bu ilkeler dogrultusunda kisitli ve
yorumlu olarak yapilmalidir. Bir diger gorev
hastaneye 0zgii diren¢ surveyanst olup yillik
yapilmasi gereken bir mevcut durum analizdir.
Bu analizde bakteri cins ve tiiriine 6zgii direng
yiizdelerinin yani sira viicut bdlgesi ya da kli-
nik o6rnege, hastanin bulundugu yere (polikli-

nik, servis, yogun bakim, yanik {initesi gibi) ve
belli diren¢ oOzelliklerine (Metisilin direngli
Staphylococcus aureus “MRSA” gibi) gore
diren¢ dagilimin1 da belirlemek ampirik teda-
vide yol gosterici olacaktir®. Antibiyotik
kontrol ekibi ADT sonucu ¢iktiginda da kisith
ve yorumlu bildirim kurallar ile direng surve-
yans verilerini beraber degerlendirilerek, anti-
biyotik kullanim politikalarini katkida bulun-
malidir.

Hastanemizde cerrahi yara enfeksiyonlar1 igin
alman onlemler soyledir: Profilaksi icin sefazo-
lin (CZ), enfeksiyon gelistiginde ampirik tedavi
icin Gram negatiflere yonelik piperasilin-
tazobaktam (TZP), Gram pozitiflere yonelik
vankomisin (VA) ya da teikoplanin (TEC) bas-
lanmakta ve ADT sonuclari ¢iktiginda gereken
degisiklik yapilmaktadir. Bu caligmanin amaci,
ADS verileri ile uygulanmakta olan politikalari
kargilastirarak uygun yanlar1 ve varsa iyilestir-
me gereken konular1 saptamaktir.

GEREC ve YONTEM

Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.12.2014-
31.12.2015 tarihleri arasinda gonderilen yara
kiiltiir orneklerinin direkt Gram boyas1 ince-
lenmistir. Bu inceleme sirasinda Q skoru ve
bakterinin Gram boyama 6zellikleri ile morfo-
lojisi degerlendirilmistir. EMB ve %5 koyun
kanli agara ekilmigtir. Gerekli durumlarda 48
saate kadar uzatilan inkubasyon sonunda geli-
sen bakteriyel liremenin etken olup olmadigi-
na, mikroskopi bulgular1 ve gerekirse klinikle
iletisim ile beraber degerlendirerek karar
verilmigtir. Etken oldugu diisiiniildiiglinde
tanimlama ve ADT icin konvansiyonel yon-
temler, Phoenix (BD Diagnostic Systems,
ABD) otomatize sistemi, disk difuzyon ve
gradient test (Liofilchem, Italya) kullanilmis-
tir. ADT, EUCAST kriterlerine gore calisilmig
ve raporlanmisg, gerektiginde CLSI sinir deger-
lerinden yararlanilmigtir®7-2:19),
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BULGULAR

Toplam 91 adet sus izole edilmistir. Boliimler
Anestezi ve Reanimasyon, Beyin Cerrahi, Genel
Cerrahi, Kalp Damar Cerrahisi, KBB, Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi ve Uroloji olup, Poliklinik,
Servis ve Yogun Bakim icin sirasiyla 23, 44 ve

Tablo 1. Enterobacteriaceae (n=50) duyarhlik yiizdeleri.
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24 adet izolat iiremistir. Enterobacteriaceae 50
(23’1 Escherichia coli); non-fermenterler 29
(18’1 Acinetobacter spp.); 25 Staphylococcus
spp (17°si S. aureus); 5 Streptococcus spp. ve 2
Enterococcus spp liremistir. izolatlarin tiimiine
ADT uygulanmis olup, sonuglari Tablo 1, 2a, 2b
ve 3’te sunulmaktadir.

»
Y‘.‘: Q % “ Sl
~ . ] g & <« E E ]
« E B Ex £5 =z g e EI o
= z = =z = S E = 2 & [ ) -
= g =< 2 s z = = ‘% = = £< £ =
2 s e =< B g2 S| 2 = = s £ = 2
S £ & §& iy £ 2 £ s :E § &
Antimikrobiyal < 3 & <K = & < 7 = Z 3 = &
|72]
Eesherichia coli (n=23) 7 73 29 13 50 20 100 41 63 30 90 47
Timi! 3 72 22 7 66 57 100 57 72 38 76 57

!Enterobacter spp. 8; Klebsiella spp. 9; Proteus spp. 7; Morganella morganii; ? Serratia marcescens 1 sus; A grubu éncelikli antimikrobiyaller;

3 B grubu kisitlanmast gerekebilen antimikrobiyaller;
* C grubu son secenek, kisitlanmasi gerekebilen antimikrobiyaller

Tablo 2a. Non fermenterler: Acinetobacter spp (n=18) duyarhlk yiizdeleri.

%
g
o E . E ¢
- - - = & v £ B - 53
- e 5 = 2 £ 8 o E . e
22 = 2 g £ Z E Z 3 £ % 4 £ =
z % S 5 =) s g = s 2 S g = 2 =
2 8 s 2 3 = = I3 52 £ & = 2z 8
T £ &% £ 5 g £ £ £ 5 £ = 5 c S0
Antimikrobiyal <& ) o5 = Qo < 7 S = z ¥ =
Acinetobacter spp' 0 10 5 0 5 5 0 11 28 0 100 33
! A grubu oncelikli antimikrobiyaller
2 B grubu kisitlanmast gerekebilen antimikrobiyaller
? C grubu son segenek, kisitlanmasi gerekebilen antimikrobiyaller
*Ug adet susta ¢aligilmigtir.
Tablo 2b. Non fermenterler: Pseudomonas spp. (n=11) duyarhlk yiizdeleri.
. - E
a k- ' 7]
E g £ E = E E’ - 2
= £ Z 3 g 2 g £ c £
S ] = 2 = o s k7
s = 3°Q = 2 e o e 2
N 2 s A5 E E 2 3 > E
Antimikrobiyal R &) = < = = o A M
Pseudomonas spp' 80 80 90 100 80 78 78 70 71

I Pseudomonas aeruginosa 7 (sus)

2 A grubu oncelikli antimikrobiyaller

3 B grubu kisitlanmast gerekebilen antimikrobiyaller

* C grubu son secenek, kisitlanmasi gerekebilen antimikrobiyaller
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TARTISMA

CZ cerrahi profilaksi i¢in onerilen bir ilactir ve
bu nedenle cerrahi profilakside uygun bir
segimdir1?),

Enfeksiyon gelismesi durumunda, kiiltiir 6rnegi
alinir alinmaz duyarli bulunma olasilig1 yiliksek
bir antimikrobiyal ile ampirik tedaviye baglan-
makta, kiltlir ve antibiyogram sonuclar1 ¢ikti-
ginda daraltma (de-eskalasyon) yapilmaktadir.
Secilen ampirik antibiyotiklerin uygunlugu has-
tanemizin verilerine bakarak irdelendiginde,
basil formunda olan Gram negatif bakterilerde
duyarlilik yiizdelerine bakildiginda, ampirik
tedavide secilen TZP nin Pseudomonas spp igin
%90, Enterobacteriaceae icin %066, hatta en sik
izole edilen etken olan E. coli i¢cin %50 duyarh
oldugu goriilmektedir (Tablo 1, Tablo 2b). Bu
durumda mikrobiyologun koloni morfolojisi ve
oksidaz testi ile Pseudomonas spp. diisiindiigii
durumlarda bunu 6n tani olarak rapor etmesi,
TZP’nin ampirik tedavide devam edilmesine
olanak taniyacaktir. Ote yandan, eger non-
fermenter diigiiniilmiiyor ve hatta koloni morfo-
lojisinden E. coli 6n tanis1 konulabiliyorsa TZP
uygun se¢im olmayacaktir. Buna karsilik koloni
morfolojisinin yol gosterici olabilmesi i¢in de en
az bir gecelik inkubasyonun gerekli oldugu
diisiiniiliirse, Gram negatiflere yonelik ampirik
tedavide ortak duyarl bir ilaca gereksinim oldu-
gu goriilmektedir. Bu bakis agisiyla irdelendi-

Tablo 3. Staphylococcus spp (n= 25) duyarhlik yiizdeleri.

ginde, amikasin (AN) hem Enterobacteriaceae
hem de Pseudomonas spp.’de %100 duyarl
bulunmustur, ancak yan etkileri ve gebelik gibi
bazi durumlarda kullaniminin kisith olmasi
bagka seceneklere de yonelmeyi gerekli kilabilir.
Boyle durumlar i¢in alternatif ilacin her ne kadar
C grubunda olsa da karbapenemler olabilecegi
goriilmektedir. Gram negatif bakterilerden
Acinetobacter spp icin ise kolistin (CL) disinda
hicbir antimikrobiyalin ampirik tedaviye uygun
olmadigi, hatta AST sonuglar1 ciktiktan sonra
bile siklikla bagka secenek kalmadigi goriilmek-
tedir (Tablo 2a). Buna karsilik CL yan etkileri
cok fazla olan ve C grubu ilaglar arasindadir. Bu
nedenle, klinik 6rnekten yapilan Gram boyama
bulgular ivedilikle bildirilmeli, ek olarak iire-
menin saptandigi ilk giin yeniden Gram boyama
yaparak hem Gram boyanma o6zelligi hem de
morfolojik yapisinin kok ya da basil oldugu kli-
nisyene bildirilmelidir. Bu sayede Gram negatif
basil goriilmesi hélinde eger CL baslandiysa
kesilme sans1 dogacaktir.

Gram pozitifler icin VA ve TEC %100 duyarlilik
gostererek yanlis secim olmadigi goriilmektedir.
Buna karsilik oncelikli ila¢ gruplandirma bakig
acistyla bakildiginda ve Tablo 3’iin dipnotlarin-
dan da anlagilacag: lizere VA ve TEC son sege-
nek ilaglar olup bildirimi ve dolayisi ile kullani-
mi kisitlandirilmasi gereken ilaglardir. Bu ilaglar
ozellikle MRSA’da son secenek olabilen ilaglar
olup, diren¢ gelisimi ile savagilmasi gerek-

Benzil penisilin?
Metisilin?
Eritromisin?
Trimetoprim-
Siilfametoksazol?
Vankomisin?

Antimikrobiyal

Teikoplanin®
Tetrasiklin®
Levofloksasin®
Siprofloksasin®
Linezolid*
Daptomisin*
Fusidik asit*

100
100

(=}
~
—_

Staphylococcus aureus 87 71
Timii’' 0 74 60

(o)
(=]

100 75
100 71

Nel
W
~
W
—_
(=}
(=]

100
100 100

O
NS}

oo
[\S)
~
(9
2
s~

! Staphylococcus spp., koagiilaz negatif stafilokoklar dért (Staphylococcus epidermidis iki, Staphylococcus lentus bir,

Staphylococcus lugdunensis bir) adet,
2 A grubu oncelikli antimikrobiyaller
¥ B grubu kisitlanmast gerekebilen antimikrobiyaller
* C grubu son secenek, kisitlanmasi gerekebilen antimikrobiyaller
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mektedir”®. Oysa A grubunda olup, ilk se¢enek
ilaclardan olan trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SXT) %100 duyarlt bulunmus, ek olarak
C grubundan olmasina karsilik yara i¢in topikal
kullanima uygun olan fusidik asit (FA) %92
duyarlilik gostermistir. Bu iki ilacin hem ampi-
rik tedavi hem de diren¢ gelisimiyle savasta
uygun secenekler olduklar1 gézlenmektedir.

De-eskalasyon i¢cin normal kosullarda ADT
sonuclar1 beklenmektedir. Buna karsilik, eger
mikrobiyoloji laboratuvari tiremenin goriildiigii
ilk giin 6n tam rapor ederse, ADT c¢ikmadigi
halde, iiremenin gram 6zelligi ile bir giin erken
de eskalasyon yapilabilir. Bu nedenle klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin tireme goriilen
ilk glin Gram boyanma 6zelligi, katalaz reaksi-
yonu, koagiilaz testi, L-pirolidonil-f3-naftilamid
(PYR) hidrolizi ve oksidaz testi gibi birkag¢ hizli
test ile on tanimlama rapor etmelerinde yarar
vardir. Bu ¢aligmanin verilerine gore, ampirik
tedavi verilmis hasta 6rneklerinden Gram pozitif
tireme gosteren 32 sus i¢in Gram negatif bakte-
rilere yonelik baglanan antimikrobiyaller bir giin
erken kesilebilir. Bu da bu calismanin kapsadigi
donemde 32 tanimlanmig giinliik doz (TGD)
TZP’nin eksik verilmesi anlamina gelmektedir.
Benzer sekilde 59 Gram negatif bakteri iiremesi
icin de VA ya da TEC i¢in 59 TGD eksik verile-
bilecektir. Bilindigi gibi antimikrobiyal ne kadar
az kullanilirsa direng gelisimi o kadar azalacak,
ek olarak hastaya biyolojik yiik ve ekonomiye
kayip da azaltilmis olacaktir”. Ote yandan bu
uygulamaya gecildiginde klinisyenler haberdar
edilmeli ve eskalasyon yapabilecekleri belirtil-
melidir.

ADT sonuglari ¢iktiginda, yine kisitli ve yorum-
Iu raporlandirma kriterleri kullanilmali, hastane
verileri de bu asamada dikkate alinmalidir. Eger
direnc artig1 gosteren bir antimikrobiyal varsa
oncelikli grupta olsa dahi duyarli bulundugunda
zorunlu haller diginda rapor etmeyerek, kullani-
minin azaltilmasina calisilmalidir. Bilindigi gibi
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kullanimin azalmasi zaman icinde direncin de
azalmasi ile sonuglanmaktadir™®. Klinisyenlerle
ortak yapilacak bir egitim saatinde antimikrobi-
yal kullaniminda 6nceliklendirme ve gruplandir-
ma mantigmin anlatilmasi ve tartisiimasinda
yarar vardir. Kendi hastanemizin bulgularina
bakildiginda Staphylococus spp. i¢in metisilin
duyarlilig1 %74, hatta S. aureus i¢in %87 bulun-
mustur. Bu durumda beta laktam-beta laktamaz
inhibitorlii kombinasyonlar yararli olabilecektir
ve yalnizca A grubu ilaglarin rapor edilmesi,
diger gruplardan varsa direnclilerin rapor edilip,
duyarlilarin bildirilmemesi uygun bir adim ola-
caktir. Bunu yaparken penisilin direng¢li metisi-
lin duyarli suglarda hangi antimikrobiyallerin
kullanilabilecegini rapora dip not olarak ekle-
mekte yarar vardir. Gram negatif bakterilerde
Enterobacteriaceae verileri, siklikla ikinci grup
ilaglarin da rapor edilmesi gerekebilecegini gos-
terirken, Pseudomonas spp. icin ilk grubun
genellikle yetebilecegini isaret etmektedir.
Acinetobacter spp. ise lilkemizde pek ¢ok hasta-
nede oldugu gibi CL disinda ¢ok az antimikrobi-
yale duyarli bulunmakta ve ne yazik ki fazla
secenek birakmamaktadir.

Bu ¢alismanin bulgularint 2008-2012 yillar ara-
sinda yapilmis benzer ¢alismalarla karsilastirdi-
gimizda duyarlilik yiizdelerinin, S. aureus igin
metisilin 73-82, florokinolonlar 70-80, linezolid
(LZ) 93, FA 96, eritromisin 23-85, klindamisn
(CC) 60-90, TMP/SXT 89, VA ve TEC 100 ve
100; E. coli icin aminopenisilinler 0-66, 3. kusak
sefalosporinler 22-39, gentamisin (GN) 46-68,
amikasin (AK) 58-89, florokinolonlar 45-63,
karbapenemler 95-100; Acinetobacter spp. i¢in
aminoglikozidler 7-67, florokinolonlar 4-46,
karbapenemler 16-96, seftazidim (CAZ) 10-28,
TZP 35-46, TMP-SXT 2-47, CL 97, tigesiklin
90; Pseudomonas aeruginosa icin GN 80-86,
AN 79-92, florokinolonlar 58-83, CAZ 63-87,
sefepim 64-84, TZP 87 ve karbapenemler 69-100
arasinda degistigi gortilmiistir'*'®. Diger ¢alis-
malarda Acinetobacter spp. disindaki bulgular,
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bu calismanin bulgulari ile benzerlik gostermek-
tedir. Acinetobacter spp. i¢in duyarliligin genel-
de daha yiiksek olmas1 bu bakterinin son yillarda
hizla artan diren¢ gdstermesi ve diger caligmala-
rin daha eski olmasi ile agiklanabilir. Sonug
olarak, 2000 yilinda yapilmis olan bir bagka
calismada, cok daha diisiik direnc¢ yiizdeleri
gorilmiistiir!'”.

“Central Asian and Eastern European Surveillance
of Antimicrobial Resistance” (CEASERS) kan
ve beyin-omurilik sivisinda etken olan invazif
izolatlarin direng verilerini toplamaktadir®.
CEARSER 2014 raporunda Belarus, Isvicre,
Makedonya, Tiirkiye ve Sirbistan’in verileri
sunulmugtur. Cografi yakinlik nedeni ile bu sur-
veyans raporunda sunulan etken ve antimikrobi-
yal ajanlarin sonuglart ¢alismamizla karsilasti-
rilmigtir. Duyarlilik yiizdelerinin E. coli igin
aminopenisilinler 6-51, 3. kusak sefalosporinler
13-82, aminoglikozidler 42-82, florokinolonlar
71-83, karbapenemler 0-5, Acinetobacter spp.
icin aminoglikozidler 9-90, florokinolonlar 9-89,
karbapenemler 7-89, P. aeruginosa i¢in aminog-
likozidler 49-95, AN 60-99, florokinolonlar
53-90, CAZ 56-94 ve karbapenemler 52-90,
S. aureus icin metisilin 58-95, florokinolonlar
67-92, LZ 98-100 arasinda degistigi goriilmiis-
tir.  Verilerimizle  kargilastirdigimizda,
Acinetobacter spp. icin bizim duyarlilik yiizde-
lerimizin daha diisiik oldugu, diger yiizdelerin
ise degerlerimizi icerdigi gozlenmistir.

Antibiyotik kontrol ekibinde ¢alisan mikrobiyo-
loji uzmani, antibiyotik kullanimini azaltmak,
kullanilmasi gereken durumlarda da direng geli-
simini en aza indirecek politikalar gelistirmek
amactyla hem laboratuvarda gereken diizenle-
meleri yapmalihem de klinisyenlerle iletisim
icinde olmalidir. Bu ¢alismada, s6z konusu bakis
acist ile cerrahi yara enfeksiyonlarinda ampirik
tedavi ve profilakside secilebilecek ilaglar mev-
cut durum ile karsilastirilmig, ADT sonucu ¢ik-
tiktan sonra secilecek oncelikli ilaclarla ilgili

nasil bir yol izlenmesi gerektigi hakkinda 6neri-
lerde bulunulmustur.
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Lamivudin Tedavisi Alan Kronik Hepatit B Hastalarimda
Diren¢c Mutasyonlarimin Molekiiler Yontem ile Belirlenmesi

Sevin KIRDAR*, Mehmet Hadi YASA**, Neriman AYDIN*, Berna GULTEKIN KORKMAZGIL*
* Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali,

** Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Bilim Dali

OZET

Amag: Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonu onemli bir sag-
lik sorunu olup, tiim diinyada morbidite ve mortalitenin
baslica nedenlerinden biridir. Bu viriisiin neden oldugu
enfeksiyonun kroniklesmesi karacigerde fibrozis, siroz ve
kansere yol acabilmektedir. Kronik hepatit B tedavisinde
kullanilan antivirallere karsi gelisen direngte yillar icinde
artig oldugu gozlenmigstir. Calismamizda, multipleks PCR
ve ters hibridizasyon yontemi ile lamivudin (LAM) tedavisi
alan kronik hepatit B hastalarinda ila¢ direnci mutasyonla-
run sikligi ve mutant sus tiplerinin belirlenmesi amaglan-
migtir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calisma prospektif, tamumlayict
temelde gerceklestirilen epidemiyolojik bir c¢alismadir.
Calismaya Mayis 2007-Ocak 2012 tarihleri arasinda
Adnan Menderes Universitesi Hastanesi Gastroenteroloji
Poliklinigi’nde kronik hepatit B (KHB) tanisiyla izlenen ve
bir yil siire ile LAM kullanan 50 hasta almmmugstir. Biitiin
ornekler HBsAg, anti-HBs, anti-HBc total, HBeAg, AntiHBe
gostergelerini belirlemek icin kemiliiminesan immiinolojik
yontem ile Architect otoanalizoriinde ¢alisilnugtir. Serum
orneklerinden HBV DNA izolasyonu ticari bir kit (Roche
Diagnostic, Almanya) ile iiretici firma onerileri dogrultu-
sunda yapinugtir. HBV DNA diizeyleri gercek zamanli
PCR yontemi (COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan, Roche,
ABD) ile belirlenmistir. HBV’iinde LAM direncine neden
olan mutasyonlar multipleks PCR ve ters hibridizasyon
yontemi ile arastirinugtir.

Bulgular: Calismamizda bir yil lamivudin tedavisi almusg,
kronik B hepatitli 50 hastamin 12’sinde (%24) primer ve
kompensatuvar (onarici) mutasyonlar belirlenmigtir.
Mutasyon saptanan hastalardan altisinda (%50) LAM
direnci (rtM2041, YIDD motifi) tek basina, dordiinde
(%33.3) LAM ve ADV direnci birlikte ve iki hastada 20
(%16.7) LAM ve ADV direnci ile kompensatuvar mutasyon-
lar saptanmugtir.

Sonug: Calismamizda, en stk rtM2041 ve rtL180 mutasyon-
lart belirlenmigtir. Aydin ilinde lamivudin kullanan kronik
hepatit B hastalarinda, LAM direnci iilkemizde yapilan
onceki ¢calismalardakine benzer oranda bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Direng, hepatit B virus, lamivudin,
mutasyon

SUMMARY

Detection of Resistance Mutations Using Molecular
Method in Chronic Hepatitis B Patients Receiving
Lamivudine Therapy

Objective: Hepatitis B virus (HBV) infection is a global
health problem and major cause of morbidity and mortality
worldwide. Chronic HBV infection leads to cirrhosis, liver
failure and hepatocellular carcinoma. Increased resistance
to antivirals that are used to treat chronic hepatitis B is
observed over the years. In this study, we aimed to
determine the frequency of lamivudine (LAM) resistance
seen in chronic hepatitis B patients and the mutant profiles
using multiplex PCR and reverse hybridization methods.

Material and Methods: This prospective, descriptive study
was conducted between May 2007 and January 2012. A
total of 50 subjects that were followed-up for chronic
hepatitis B and receiving LAM therapy for at least one year
at the Adnan Menderes University Faculty of Medicine,
Department of Internal Medicine, Outpatient Clinics of
Gastroenterology Unit were included in this study. Markers
of HBsAg/anti-HBs, hepatitis B e antigen (HBeAg)/anti-
HBe, and anti-HBc were studied using the Architect
instrument Assay. The isolation of nucleic acid from serum
samples was performed using a commercial kit (Roche
Diagnostic, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. HBV-DNA levels were determined using a
commercial real-time polymerase chain reaction method
(COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan, Roche, USA).
Mutations of LAM resistance was determined by multiplex
PCR and reverse hibridization method.

Results: Primary and compensatory mutants were detected
in 12 patients (24%) who had been using lamivudine for
one year. Six of 12 (50%) patients were found to be resistant
to LAM (rtM2041, YIDD motif) or LAM and ADV (n=4;
33.3%). In 2 (16.7%). patients, resistance to LAM+ADV
together with compensatory mutations were detected.

Conclusion: The most commonly detected mutations are
rtM2041 and rtL180 mutations. Lamivudine resistance in
chronic hepatitis B patients in our locality of Aydin province
is similar to the results of other studies in our country.

Key words: Resistance, Hepatit B virus, lamivudine,
mutation
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GIRIS

Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonu tiim diinya-
da morbidite ve mortalite acisindan onemli bir
saglik sorunudur®. Bu viriisiin neden oldugu
enfeksiyonun kroniklesmesi fibrozis, siroz ve
karaciger kanserine yol agabilmektedir®. Kronik
hepatitlerde tedavi karari, hangi tedavinin uygu-
lanacag1 ve tedavi sonrasi izlem Onem tagir.
Hepatit B viriisiinde goriilen mutasyonlar hem
tedavi kararmi etkiler hem de tedaviye yaniti
degistirir®. Giintimiizde kronik HBV enfeksiyo-
nun tedavisinde kullanilan ilag¢lar immiin modii-
latorler (alfa interferon ve pegillenmis formlar)
ve antiviral ilaglardir. Antiviral ilaglar, niikleo-
zid ve niikleotid analoglarindan olugurlar ve
gilinlimiizde bunlar arasindan lamivudin [LAM],
adefovir [ADV], entekavir [ETV], tenofovir
[TDF] ve telbuvidin [LdT]) tiim diinyada yaygin
olarak kullanilmaktadir®.

Kronik hepatit B tedavisinde antiviral ilaglarin
kullanima girmesi ile bu ilaglara karsi gelisen
diren¢ mutasyonlar1 bildirilmeye baglanmis ve
yillar i¢inde direng sikli§inda artis gozlenmistir.
Antiviral ila¢ direnci HBV nin polimeraz revers
transkriptaz (rt) bolgesinde olugsan mutasyonlar
sonucu ortaya ¢ikmaktadir®.

Lamivudin etkinligi, giivenirligi ve maliyeti gibi
nedenlerle kronik hepatit B tedavisinde ilk sece-
nek olarak kullanilan antiviraldir®. Lamivudinin
HBV’ye kargs1 kuvvetli ve hizli gelisen antiviral
etkisinin yani sira ciddi yan etkilerinin olmama-
st ve kullanim kolaylig1 yaygin olarak kullanil-
masina neden olmustur”. LAM ic¢in yanit kaybi
ve histolojik progresyon ile sonuglanan direng
gelisimi en ©Onemli sorunlardan birisidir. Bu
nedenle uzun siireli lamivudin tedavisi sirasinda
ortaya cikabilecek primer ve kompansatuvar
mutasyonlarin  belirlenmesi  onemlidir®.
Lamivudin direncine yol acan mutasyonlar,
genellikle revers transkriptazin C bolgesinde yer
alan YMDD (Y: tirozin, M: metiyonin, D: aspar-
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tik asit, D:aspartik asit) motifindedir. YMDD
mutasyonlu olgularda metiyonin (M) yerine
valin (V) (M204V dizayn olarak YVDD) ve/
veya izoldsin (I) (M2041 dizayn olarak YIDD)
ile yer degistirmig sekilde goriiliir®”. Hepatit B
tedavisinde kullanilan lamivudine yanit verme-
yen hastalarda en sik goriilen mutasyon, revers
transkriptaz enziminin 204 no.lu kodonunda
goriilen rtM204V/I (YMDD) mutasyonudur.
rtM204V/I mutasyonu ile birlikte kompansatu-
var 1tL.180M ve rtA181T mutasyonlart olugabi-
lir. Bu kompansatuvar mutasyonlardan rtA181T,
ADV kullamimi sirasinda da ortaya cikabilir.
Lamivudin direncli suglarda kompansatuvar ola-
rak rtV173L ve rtL80V/I degisiklikleri de
goriilebilmektedir®.

Lamivudin tedavisi alan hastalarda YMDD
mutasyon oranlari tedavinin birinci yilinda yak-
lasik %23 iken, tedavinin 4-5. yillarindan sonra-
ki oranlar ise %70-80’leri bulmaktadirt®,
Mutasyonlarin erken belirlenmesi, klinik degi-
siklikleri anlamak ve tedavi degisikliklerini hiz-
landirmak i¢in gereklidir".

Giintimiizde HBV antiviral ila¢ direncini belirle-
mede kullanilan genotipik yontemler arasinda
dizi analizi, PCR-RFLP (Restriction fragment
length polymorphism) ve ters hibridizasyon
(Line probe, Lipa DR) yontemi bulunmak-
tadir'>!'¥, Antiviral direnci belirlemede dogru-
dan dizi analizi ile ters hibridizasyon yontemleri
en yaygin kullanilan yontemlerdir. Dizi analizi-
nin en 6nemli dezavantaji, tiim HBV populasyo-
nunda %30’dan az oranda goriilen mindr tiirleri
saptamada yetersiz kalmasidir. Ters hibridizas-
yon yontemi, viral populasyonda %5 kadar az
oranda ortaya c¢ikan mutantlar1 saptayabilen,
duyarliligr ve ozgiilliigii yiiksek bir test olup,
dezavantaji yalnizca bilinen mutasyonlari
saptayabilmesidir'¥,

Caligmamizda lamivudin tedavisi alan kronik
Hepatit B hastalarinda ilag direnci mutasyonlari-
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nin siklig1 ve direngten sorumlu olan mutant sus
tiplerinin belirlenmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma prospektif, tanimlayici temelde ger-
ceklestirilen epidemiyolojik bir c¢aligmadir.
Calismaya Mayis 2007-Ocak 2012 tarihleri ara-
sinda Adnan Menderes Universitesi Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Gastroentero-
loji Poliklinigi’'ne bagvurmus, kronik hepatit B
tanist almig 50 hasta dahil edildi. Calismada yer
alan 50 hastanin 32’si (%64) erkek, 18’1 (%36)
kadin olup, yas ortalamasi 46.90+13.14 (yas
araligi: 21-77 yil) yildir. Hastalarin tamami bir
yil siire ile LAM kullanmis hastalardan olug-
maktaydi. Calisma Adnan Menderes Universitesi
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi
Birimi’nce desteklendi (Proje No0:060018) ve
Adnan Menderes Universitesi Universitesi Tibbi
Etik Kurul’'undan onay alindi (protokol no:
2006/123). Hastalardan alinan kan oOrneklerin-
den santrifiij sonrast ayrilan serumlar1 calisma
zamanina kadar -80°C’de saklandi.

HBV serolojisi (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc
total, HBeAg, AntiHBe) kemiliiminesan immii-
nolojik yontem ile Architect otoanalizoriinde
(Abbott, Almanya) calisildi. Serum o6rneklerin-
den 200 p1 kullanilarak High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (Roche Diagnostic, Almanya) ile tireti-
ci firma Onerileri dogrultusunda niikleik asit
izolasyonu yapildi ve HBV DNA diizeyleri ger-
cek zamanli PCR (COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan, HBV test, version 2.0, Roche, ABD)

yontemi (saptama araliklari: 20 IU/ml-20x107
IU/ml) ile belirlendi.

Lamivudin direng mutasyonlarini belirlemek igin
hasta serumlarindan HBV DNA izolasyonu
QIAamp viral DNA mini izolasyon kiti (Qiagen,
Almanya) ile iiretici firmanmn protokoliine gore
yapildi. Lamivudine kars1 gelisen genotipik direng
ters hibridizasyon yontemi esasli Inno Lipa HBV
DRv2 kiti (Innogenetics, Belgika) ile iiretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda arastirildi. Bu
testte kisaca, HBV DNA izolasyonundan sonra
Hot Start Tag DNA polimeraz kullanarak ¢ogalt-
ma iglemi yapildi, ardindan ¢ogaltilan DNA iiriin-
leri ters hibridizasyon yoOntemi ile problar ile
kaplanmus stripler tizerinde gosterildi.

Tanimlayici istatistik parametrelerinin (ortala-
ma, standart sapma, minimum ve maksimum)
analizi i¢cin SPSS 18 (SPSS Inc, ABD) programi
kullanildi.

BULGULAR

Calismada yer alan hastalarin HBV DNA diizey-
leri 1770 ile 22.1x107 IU/ml arasinda (ortalama:
4.5x107+73.56), ALT diizeyleri 12 ile 337 IU/ml
(ortalama: 48.41+62.66) arasinda degigsmektedir.
Hastalarin demografik ve klinik ozellikleri ile
mutasyon oranlart Tablo 1’de sunulmustur.

Calismamizda bir yil lamivudin tedavisi kullan-
mis, kronik hepatitli 50 hastanin 12’sinde (%24)
LAM direnci belirlenmigtir. On iki hastanin 6
(%50)’sinda tek basina rtM2041 (YIDD motifi)

Tablo 1. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri ile mutasyon oranlari.

Parametreler

Yas ortalamasi (Yas araligr)

Cinsiyet, E/K, (n,%)

HBYV DNA Ortalama (minimum-maksimum), (IU/ml)
ALT, Ortalama (minimum-maksimum), (IU/ml)
Mutasyon saptanan (n,%)

Mutasyon saptanmayan (n,%)

46.90+13.14 (21-77)
32/18 (64/36)
4.5x107 £73.56 (1770-22.1x107)
48 4162.66 (12-337)
12 (24)
38 (76)

E: Erkek; K: Kadin; ALT: alanin aminotransferaz.
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Tablo 2. Lamivudin direnci belirlenen on iki hastadaki mutasyonlarin dagilimi.

Hasta Cins/Yas HBYV DNA Diizeyi IU/ml Mutasyon ila¢ Direnci

1 E/63 221.000.000 rtL180M, rtA181T, rtM2041 LMYV ve ADV

2 E/71 188.000.000 rtL180M, rtA181T LMV ve ADV

3 K/39 48.100 rtL180M, rtA181T, rtM2041, rtV801 LMV ve ADV + kompensatuvar
4 E/61 6.400 rtM2041 LMV

5 E/27 14.300 rtM2041 LMV

6 E/51 6.920 rtM2041 LMV

7 K/39 1.770 rtM2041 LMV

8 K/51 6.170 rtL180M, rtA181T, rtM2041, rtV80I LMYV ve ADV+ kompensatuvar
9 E/37 18.700 rtM 2041 LMV

10 E/49 2.990.000 rtM 2041 LMV

11 K/53 418.000 rtL180M, rtA181T LMYV ve ADV

12 K24 81.486.830 rtL180M, rtA181T LMV ve ADV

E:Erkek; K:Kadin; ALT: alanin aminotransferaz.

mutasyonu, dordiinde (%33) LAM ve ADV
direnci ile birlikte, iki hastada (%16.7) LAM/
ADV+kompensatuvar mutasyon belirlenmistir.
Calismamizda saptanan antiviral diren¢ mutas-
yonlar1 Tablo 2’de sunulmustur.

TARTISMA

Kronik HBV enfeksiyon tedavisinde LAM en
yaygin olarak kullanilan antiviraldir, ancak uzun
stire tek basina kullanilmas: sonucunda direng
gelisir. Genotipik ila¢ direncinin tespit edilmesi
ile erken donemde direncli ilacin yerine, farkli
bir ilaca gecerek tedaviyi degistirmek ve basari
oranini arttirmak olasi olabilmektedir. Lamivudin
ile tedavide birinci yildan sonra diren¢ gelisme
oranlart %20-25 arasinda degisirken bu oran 5
yil sonra %80 oranima ulagir>'®. Bu ¢alismada,
bir yil siire ile LAM kullanmig 50 hastanin
12’sinde (%24) LAM direncine neden olan
mutasyonlarin varlig1 belirlenmigtir. Yapilan
caligmalarda, LAM direncli sus oranlari ve
direng tipleri farklilik gostermektedir®-'0-17-2D,

Hepatit B viriisiin polimeraz enzimini kodlayan
P bolgesi 6 bolgeye ayrilir (A, B,C,D, E, F ve
G). Niikleozid/niikleotid analoglart ile iligkili
mutasyonlar en ¢cok A, B, C ve D bolgelerinde
gelisir. Bu mutasyonlar baglica primer ilag
mutasyonlari (rtI169T, rtA181T/V,
rtT184A/C/F/G/I/L/IM/S, rtA194T, rtS202C/G/1,
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rtM2041/V/S, rtN236T, rtM2501I/L/V) ve kom-
pensatuvar mutasyonlar (rtL80I/V, rtV173L,
rtL180M) olmak iizere iki grupta toplanirlar®>2,
Lamivudin i¢in 5 farkli diren¢ paterni; rtM2041,
rtL180M + rtM2041, rtL180M + rtM204V,
rtV173L + rtL180M + rtM204V, rtL80V/I +
rtL180M + rtM2041 mevcuttur®®.

Caligmamizda en sik goriilen LAM direng
mutasyonu %50 oram ile rtM204] mutasyonu
olmustur. ikinci siklikta rt L18OM, A181T
mutasyonlari tek basina ya da rtM204I ile birlik-
te gozlenmisgtir. rtM204I ile birlikte diger kom-
pansatuvar mutasyonlardan rtV80I ise %16.7
oraninda bulunmugtur. Kompansatuvar mutas-
yonlardan en yaygin goriilen rtL180M (16sin-
degisikligi) mutasyonu olup,
rtM204V/I mutasyonu iceren HBV polimerazin
replikasyonuna yardimer olur®,

metionin

Cao ve ark.’nmin"” yaptig1 ¢calismada, LAM teda-
visi sonrasinda 53 hastanin 18’inde (%33.9)
YMDD mutasyonu bildirmiglerdir. Bu ¢aligma-
da,rtL180M/M204V, rtL 180M/M2041, rtL. 180M
ve 1tM2041, olmak iizere 4 farkli mutasyon tipi
belirlemiglerdir. Arslan ve ark.'® calismaya ali-
nan 20 olguya ait 6rnegin 12’sinde (%60) lami-
vudin direncine neden olan YMDD motif degi-
sikligi belirlemiglerdir. Motif degisikligi olan 12
HBV-DNA 6rneginin 11 (%91.6)’inde, YMDD
degisikligi ve yaygin tip (wild type) kombinas-
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yonu birlikte saptanmig, ayrica izole YMDD
degisikligi ve YVDD ya da YIDD kombinas-
yonlart da gozlenmistir. Akarsu ve ark.” inaktif
hepatit B tasiyicilarinda Inno-Lipa testi ile yap-
tiklar1 ¢alismada, 71 anti-HBe pozitif HBV tagi-
yicisinin 13’tinde (%18.3) YMDD motif degi-
sikligi saptamiglardir. Caligmadaki 13 YMDD
motif degisikliginin 8’ine L180M mutasyonu-
nun eslik ettigi ve L180M mutasyonu tagtyan
olgularin tiimiinde YVDD motif degisikliginin
bulundugu bildirilmistir. Kalaycioglu ve
ark.’nin"? caligmalarinda, LAM tedavisi alma-
mig 25 kronik hepatit B’li hastanin 3 (%12)’iinde
yalnizca LAM direnci saptanirken, halen LAM
tedavisi almakta olan 19 hastanin 9’unda yalniz-
ca LAM direnci, 2’sinde yalnizca ADV ve
1’inde LAM + ADV direnci olmak {izere toplam
12’sinde (%63.2) antiviral direnci saptanmistir.

Aydogan ve ark.’nin® KHB tanisi ile LAM
tedavisi alan 71 hastaya ait serum Orneginde
yaptiklar1 calismada, dizi analizi ile olgularin
%25.5’inde (13/51), LiPA testleri ile de
%16’sinda (9/56) direncle iligkili primer ve
kompensatuvar mutasyonlar saptanmistir. Inno-
Lipa HBV DRv2 testi ile LAM direnci ile iligki-
li primer ve kompensatuvar coklu mutasyonlar
(bir 6rnekte L180M + M2041, iki 6rnekte L8OI +
L180M + M204I, bir 6rnekte L8OI + M204I ve
bir 6rnekte L8OI/V + M204I), LAM direnci ile
iligkili primer tekli mutasyonlar (iic Ornekte
M?2041 ve bir 6rnekte M204V) belirlemislerdir.
Inno-Lipa HBV DRV3 testi ile ise LAM direnci
ile iligkili coklu mutasyon olan iki 6rnekte ENT
direnci ile iligkili iki farkli mutasyon (G202 ve
ILFM184) varhig1 goriilmiistiir. Alagozli ve
ark.’nin®” caligmalarinda kronik HBV enfeksi-
yonlu 41 hastaya ait serum 6rneklerinin 17’sinde
(%41.5) Inno-Lipa HBV DRv2 testi ile YMDD
motif mutasyonlar: saptanmustir.

Izole YIDD (rtM204I) mutasyonu rt L180M
olmaksizin goriilebilirken, YVDD (1tM204V)
mutasyonuna hemen daima L.180M mutasyonu-

nun eglik ettigi ve bu (rtM204V+rtL180M)
mutasyonlarin izole rtM2041 mutasyonuna gore
¢ok daha diisiik lamivudin direncine neden oldu-
gu bildirilmektedir®?”. Bu ¢alismada, mutasyon
saptanan 12 hastadan 6’sinda (%50) izole YIDD
(rtM204I) tipi mutasyonu saptanmigstir. Ayni
zamanda calismamizda, ADV tedavisi almadigi
halde 4 hastada ADV diren¢ mutasyonu
(rtA181T) belirlenmesi dikkat cekicidir. Bu
nedenle tek basina LAM tedavisi alan hastalarda
ADV direnci olusturan mutasyonlarin olabilece-
&1 unutulmamalidir.

Sonug olarak, bu calismada, LAM kullanan kro-
nik hepatit B hastalarinda %24 oraninda sapta-
nan LAM direnci ililkemizin diger bolgelerinde-
kine benzer oranda bulunmustur. izole (tek
basina) LAM direncinin yanm1 sira LAM+ADV
direnci ile kompensatuvar direng¢ tiplerinin de
onemli oranda goriilmiistiir. Kronik HBV hasta-
larinda gelisebilecek mutasyon profillerinin
belirlenmesinin tedavinin basarisiz oldugu
durumda uygun antiviral tedavinin yeniden plan-
lanmasinda yararli olacag diigtiniilmiigtiir.
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Liberya Kokenli Plasmodium falciparum’un Etken Oldugu
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OZET

Bu rapor, Liberya’ya yaptigi bir is yolculugu sonrasinda
iisiime, titreme ve yiiksek ates bulgulart ile hastaneye bas-
vuran ve sitma tanmist alan hastaya ait bir olgudur. Otuz
dort yasinda erkek hasta, periferik kandan hazirlanan ince
yayma ve kalin damla preparatlarinin mikroskopisi sonu-
cunda Plasmodium falciparum olarak degerlendirildi.
Hastamin daha once aldigi sitma tedavisinde doksisiklinin
yetersiz olmast iizerine, yeni bir tedavi protokolii diizenlen-
di. Tedavi sonrast klinik iyilesme gozlenen hastada, yapilan
kontrol amag¢l kan yaymasinda sitma parazitine rastlan-
madi. Bu olgu sunumu ile son yillarda sitmanin endemik
oldugu bolgelere yapilan yolculuk sonrast gelisebilecek
sitma hastaligina dikkat cekmekti.

Anahtar kelimeler: Plasmodium falciparum, Liberya, yol-
culuk, importe sitma

SUMMARY
Plasmodium falciparum Malaria Imported from Liberia

This report presents a case of a patient who presented to
the hospital with symptoms of chills, shivering and fever
following his business trip to Liberia. The microscopic
examination of the thick and thin films of peripheral blood
smear revealed the existence of Plasmodium falciparum in
the blood sample of the 34 year-old male patient.
Doxycycline that the patient had been taking as a part of
his ongoing malaria treatment was considered to be
inadequate, so. A new treatment protocol was arranged. As
a result of this new treatment protocol, the patient’s
condition improved clinically and no additional malaria
parasite was found in the blood smears prepared at
regular controls. The purpose of this case is to draw
attention to the risk of getting infected with malaria after
traveling to a region where the disease is endemic.

Key words: Plasmodium falciparum, Liberia, travel,
imported malaria

GIRIS

Sitma diinyada ve iilkemizde hald o6nemli bir
saglik sorunudur. Sitma oOzellikle uluslararasi
yolculuk yapanlarda, turistik ya da mesleki
amagli yolculuk edenlerde son dekatta belirgin
sayida artig gostermektedir. Plasmodium adi
verilen, tek hiicreli, hiicre i¢i yerlesimli, bulagi-
c1 sitma parazitinin insanda hastalik olusturan,
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum,

Plasmodium malariae, Plasmodium ovale ve
Plasmodium knowlesi olmak iizere bes ayr1 tiirii
bilinmektedir'¥. P. vivax diinyada genis bir
yayilim gosterirken, tropikal, subtropikal ve 1li-
man bolgelerde sitma enfeksiyonlarinin
%80’inden sorumludur. P. falciparum ise genel
olarak tropikal bolgelerde goriilmektedir. Ikisi
birlikte sitma enfeksiyonlarinin %95’ini olug-
turmaktadir. P. malariae’nin dagilimi sporadik,
P. ovale ise daha ¢ok Bati Afrika ve bazi Giiney
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Pasifik Adalari’nda goriilmektedir®. Ulkemizde
gecmiste P. vivax olmakla beraber, yolculuk
Oykiisii bulunanlarda P. falciparum, P. malariae
ve mikst olgular da saptanmaktadir®”. DSO’niin
2014 raporuna gore 198 milyon klinik sitma
olgusu tespit edilmis (%80’1 Afrika kitasinda),
bu olgulardan 584.000’i 6liimle sonu¢lanmigtir
(<5 yas alt1 cocuklar ve hamile anneler toplam
Olim olgularinin %901 olusturmaktadir)®.
Plasmodium enfeksiyonlarinin tanisi giemsa ile
boyanmis kalin damla ve ince yayma preparatla-
rin  mikroskobik incelenmesiyle konmakta-
dir”®. Hastada asir1 normositik anemi, 16kosi-
toz, lIokopeni, karaciger enzimlerinde artig gorii-
lebilmektedir. P. falciparum sitmasinda ilk belir-
tiler hafif olabilmekle beraber, diisiik parazitemi
hizla akut sitma atagina doniisebilmektedir. Bu
yiizden sitmada hizli tan1 konulmasi son derece
onemlidir.

OLGU

Denizli dogumlu 34 yasinda ving operatorii olan
erkek hasta, iic giindiir devam eden {isiime titre-
me ve yliksek ates yakinmasiyla Acipayam
Devlet Hastanesi’ne bagvuran hastanin acil ser-
viste atesi diisliriilerek eve gonderilmistir.
Yineleyen yiiksek ates nedeniyle yeniden Acil
Servis’e getirilen hastadan alinan anamnezinde,
hastanin 15 giin 6nce Bat1 Afrika kiyisinda bulu-
nan Liberya’dan geldigi saptanmistir. Hastamizin
geldigi yerde ebola viriis salginin bulunmasi,
ebola salgininin ve P. falciparum sitmasinin kli-
nik benzerligi nedeniyle oncelikle bu hastaligin
ekarte edilmesini gerektirmistir. Yapilan tetkik-
lerinde, beyaz kiire sayis1 5200/ul, 16kosit %75,
lenfosit %13, hematokrit %36, hemoglobin 11.5
g/dl, ortalama eritrosit hacmi 62 fl, trombosit
123000 hiicre/mm?, C-reaktif protein (CRP) 2.7
mg/dl, sedimentasyon hizt 30 mm/saat, alanin
aminotransferaz (ALT) 57 U/L, aspartat aminot-
ransferaz (AST) 28 U/L ve laktik dehidrogenaz
(LDH) 348 U/L olarak bulunmustur. Bunun iize-
rine Denizli Devlet Hastanesi’'ne ebola viriis
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enfeksiyonu ontanisi ile sevk edilmis ve izole
odaya yatirilmistir. Denizli Devlet Hastanesi’'ne
getirildiginde hastanin atesi 36°C, kan basinci
120/80 mmHg, nabiz degeri 90/dakika ol¢iildii.
Hastanin bilinci agik, koopere, oryente idi ve
ense sertligi yoktu, Traube alan1 kapali bulundu,
diger sistem muayeneleri normal olarak kayde-
dildi. Hastanin beyaz kiire sayist 3190-4470/
mm?®, hemoglobin 10.1-11 g/dl, trombosit
110000-190000 hiicre/mm?, notrofil %59.5-59.8,
lokosit %15.6-27.7, total bilirubin 0.68 mg/dl,
direkt bilirubin 0.29 mg/dl, total protein 7.6 g/dl
ve alblimin 3.6 g/dl olarak tespit edilmigtir.
Anamnezinde 1 ay Once yapilan kart test ile
sitma tanist aldigi ve doksisiklin ile tedavisine
baglandig1 belirlenmistir. Ancak, klinik bulgula-
rinin devam etmesi nedeniyle sitmanin tedavi
edilmemis oldugu siiphesiyle kalin damla ve
ince yaymalar1 alinarak Denizli Halk Sagligi
Laboratuvari’na gonderilmistir. Halk Saghigi
Laboratuvari’nda degerlendirilen kan yaymala-
rinin sitma ile uyumlu olmast iizerine hasta izo-
lasyondan cikarimigtir. Denizli Devlet Hasta-
nesi’nde kandan yapilan tetkiklerinde, glukoz
230-188 mg/dl, tire 32-23 mg/dl, kreatin 0.84-
0.70 mg/dl, AST 21 U/L, ALT 44 U/L, sodyum
133 mEq/L, potasyum 3.77 mEq/l, klor 104
mmol/L., CRP 5.21-0.79 mg/dl, eritrosit sedi-
mentasyon hizt 55-30 mm/saat olarak saptandi.
Hastanin idrar ve kan kiiltiirlerinde {ireme olma-
di. Hastanin Denizli Halk Sagligi Laboratuva-
ri’nda hazirlanan kalin damla ve ince yayma kan
preparatlarinin May Grunwald ile tespiti ve
Giemsa ile boyanmasi sonrasinda yapilan mik-
roskobik incelemede eritrosit igerisinde parazi-
tin yaygin ve farkli formlar belirlenmisgtir (Sekil
1, 2). Hastadan alinan yeni kan Ornekleri
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
ve Denizli Halk Saglhigi Laboratuvari’nda deger-
lendirildi. ince yaymada rastlanan Plasmodium
tiirleri, icinde birden fazla Plasmodium iceren
eritrositlerin bulunmasi, enfekte eritrosit formla-
rinin normal boyutlarda olmasi ve bazi eritrosit-
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Sekil 1. Giemsa boyama ile kalin damla preparasyonda tash
yiiziik goriintiisii.

lerin i¢inde ikili ring formunun bulunmasi nede-
niyle Plasmodium falciparum olarak degerlendi-
rildi. Tan1 Ankara’daki Ulusal Sitma Referans
Laboratuvari’nda (Saglik Bakanlig1 Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumu Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlart1 Daire Bagkanlif1 Paraziter
Hastaliklar Laboratuvari) hastanin P. falciparum
ile enfekte oldugu PCR ile gerceklendi. Hastanin
tedavisine artemether/lumefantrine tablet 2x4, 3
giin ve primakin 2x1, 14 giin siireyle antimalar-
yal ilaclar ile baglanmig, hastaneye yatiginin 2.
gliniinde atesi olmadig1 tespit edilmisgtir.
Lokopenisi ve trombositopenisi diizelen hastaya
tedavi siireciyle ilgili bilgi verilerek taburcu
edilmistir.

TARTISMA

Sitma diinyada yaygin paraziter hastaliktir.
Parazitik yasayan Plasmodium ve vektorii ano-
fel tarihi siire¢ boyunca insanlarla ortak cografik
alanlar1 paylagsmiglardir. Tarihsel siire¢ icinde
gelisen insan topluluklari, parazitin yayilim
sahas1 icinde bulunan Mezopotamya, Eti ve
Grek gibi uygarliklar, sitma salginlarindan
onemli 6lciide etkilenmistir®. DSO’niin Avrupa
bolgesinde sitmanin eliminasyonuna yonelik
calismalari devam etmektedir. DSO Avrupa’da
2013 yilinda yalnizca 37 sitma olgusu bildirmis-
tir (Yunanistan, Tacikistan ve Tiirkiye’de).
Ulkemizde en sik klinik tabloya neden olan tiir
P. vivax’tir. Bu olgulara ozellikle Giineydogu

Sekil 2. Giemsa boyama ile ince yayma preprasyonda eritrosit
icindeki ikili tagh yiiziik goriintiisii (1000X).

Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde daha sik
rastlanmaktadir. Son yillarda iilkemizde ilagla-
ma ve batakliklarin kurutulmas: gibi onleyici
onlemlerle hastaligin prevelansinda diisiisler
gozlenmistir. Son beg yildir yeni olgu tespit edil-
memis yalnizca niiks ve emport kaynakli
olgular bildirilmistir. Genellikle yolculuk ilig-
kili P. falciparum’a bagl sitma olgularina ya da
P. vivax’inda oldugu miks olgulara daha fazla
saylda rastlanmaktadir. Saptanan bu olgularin
c¢ogu Ortadogu, Afrika ve Uzakdogu iilke-
lerindendir™#161820 " P falciparum sitmasi tropi-
kal bolgelerde goriilmektedir®®!", P. falciparum
her yastaki eritrositleri tutabilmekte ve bu neden-
le ¢ok yiiksek degerlerde parazitemiye yol aga-
bilmektedir. Nobetler sirasinda eritrositlerin par-
calanmasiyla anemi, parcalanan eritrositlerden
serbest kalan pigmentlerin kanda artmasiyla
sarilik, bunlarin retikiiloendotelial sistemde
depolanmasiyla hepatosplenomegali gelismekte-
dir1012.1421-29 - Sunulan olguda sistem muayene-
leri normal olarak bulunmustur. Hastada sitma
icin klasik olan 16kopeni, trombositopeni, kara-
ciger transaminazlarindaki yilikselme goriilmiis,
verilen tedavi ile diizelmistir.

Plasmodium falciparum enfeksiyonlarinda en
ciddi komplikasyon, mikrosirkiilasyon bozul-
mas1 sonucu ortaya cikan serebral kan dolagimi
sorunlaridir. Diger 6nemli komplikasyonlar: ara-
sinda, karasu hummasi (zehirli sitma), agir
anemi tablosu, akciger 6demi ve damar i¢i pihti-
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lasmas1 bulunmaktadir®.

Olgumuzda bu semptomlara rastlanmamigtir.
P. falciparum eritrositin ancak 1/5’ini kapsa-
maktadir ve gametositleri karakteristik olarak
muz seklinde enfekte etmektedir. P. vivax sit-
masinda da bazen 2 veya daha fazla parazitin
eritrosit igcinde goriilebilecegi bildirilmis-
tir®!72»_ Enfekte eritrositler, normalin 1.5-2
katr biiytikliige ulagmaktadir. Ancak
P. falciparum’un etken oldugu sitmada genellik-
le eritrosit boyutlarinin normal olmasi, eritro-
sit icinde birden fazla halka formuna rastlan-
masi, muz sekilli gametositlerin goriilmesi
karakteristiktir. P. falciparum’a ait olgumuzda
kalin damla ve ince yayma preparat incelen-
mesi sonucunda muz sekkilli gametosit goz-
lenmemis, eritrositler i¢inde tekli taglt yiiziik
formu goriilmesi ve bircok alanda eritrosit
icinde 2’li taglt yiiziik seklindeki trofozoitle-
rin goriilmesiyle, beraberinde PCR ile yal-
nizca P. falciparum tespit edilmigtir®’-2!24,

Uluslararasi dolagimin serbest olmasi ve yolcu-
luklarin artmasi nedeniyle sitmanin endemik
oldugu bolgelere yolculuk eden kisilerin sitma
enfeksiyon riski oldugundan kesinlikle kemop-
rofilaksi almalar1 ve kisisel korunma 6nlemleri-
nin vurgulanmasi gerekmektedir. Sitmanin ende-
mik oldugu iilkelere yolculuk Oykiisii olan her
hastanin kesinlikle sitma yoniinden degerlendi-
rilmesi de gerekmektedir.
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YAZARLARA BILG

Metin Cesitleri

Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Tiirk Mikrobiyo-
loji Cemiyeti’nin yayin organi olup ilgili alanlardaki
Ozglin aragtirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haber-
ler, bilimsel kitap ve dergi tanitim yazilar1 ile okuyucu
mektuplarin1 yayimlayan hakemli bir dergidir.

Dergi Mart, Haziran, Eyliil ve Aralik olmak iizere ii¢
ayda bir c¢ikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Tiirkge olarak yollanmalidir.
Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

Yayimlanmasi istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak
tizere teslim edilmis veya kabul edilmis olmamalidir.
Ozet biciminde yayrmlanmig bir 6n bildirinin bitmis
bigcimine yer verilebilir.

Dergiye gonderilen yazilar, ilk olarak dergi standartlari
acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
yazilar, daha ileri bir incelemeye gerek goriilmeksizin
yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybina yol acilmamas i¢in, yazi sahipleri
dergi kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.

Dergi kurallarina uygunluguna karar verilen yazilar
konu ile ilgili kisilerden en az iki hakeme gonderilir ve
hakemlerden yayina uygun olup olmadig:r konusunda
goriigleri alinir. Diizeltme isteniyorsa tekrar yazara
gonderilir ve diizeltmelerin bir ay icinde yapilmasi
gerekir. Bu incelemeden gegen yazilar, Yayin Kurulu
tarafindan tekrar degerlendirilir ve basilacagi yer ve
say1 kararlagtirilir.

Danigma ve Yayin Kurullari; diizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda yayinci, yazilarda diizeltme yapmak, bici-
minde degisiklikler istemek ve yazarlari bilgilendirerek
kisaltma yapmak yetkisine sahiptir. Yazarlardan istenen
degisiklik ve diizeltmeler yapilana kadar, s6z konusu
yazilar yayin programina alinmayacaktir.

Teslim edilmis bir metnin tiimiiniin veya bir boliimii-
niin bir bagka yerde yayimlanmasi s6z konusu olursa
editorlere bilgi verilmesi zorunludur.

Yayimlanmasi kabul edilmeyen metinler geri verilmez.

Basvuru

Sadece on-line bagvurular kabul edilir.

Tim yazilar .doc formatinda word dosyas: seklinde
tmededitor @gmail.com adresine yollanmalidir.

Bagvurularda, tiim yazarlarin adlar1 ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Ayrica, yazinin tiim yazarlar tara-
findan onaylandigini ve daha 6nce hicbir yerde yayim-
lanmadigim1 ve telif hakkinin dergiye birakilacagini
belirten ve tim yazarlar tarafindan imzalanmis web
sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif) on-line olarak
ve posta ile agsagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Insanlar iizerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarmin ve goniilliilerden
alinmig yazili onam formlarinin da on-line olarak ve
posta ile asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Prof. Dr. Cagr1 Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Morfoloji Binasi
Kinikli / Denizli

Tel: 0 (258) 296 24 91

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Ozgiin Arastirma: En ¢ok 15 sayfa; gerekli ve uygun
sayida sekil/tablo/fotograf/resim/grafik; en cok 250 soz-
ciik iceren Tiirkge ve Ingilizce Ozetler; Tiirkce ve
Ingilizce en az 3 anahtar sozciik ve ana metinden olug-
malidir.

Derleme: En ¢ok 20 sayfa; 1-4 sekil/tablo/fotograf/
resim/grafik; en ¢ok 200 sozciik iceren Tiirkce ve
ingilizce Ozetler; en az 3 anahtar sozciik ve ana metin-
den olugmalidir.

Mini Derleme: En c¢ok 10 sayfa; 1-4 sekil/tablo/fotog-
raf/resim/grafik; en ¢ok 50 kaynak; 200 sozciik igceren
Tiirkge ve Ingilizce 6zetler; en az 3 anahtar sozciik ve
ana metinden olugmalidir.

Olgu Sunum: En ¢ok 5 sayfa; yeterli sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en ¢ok 50 kaynak; 200 sozciigii
gecmeyen Ingilizce-Tiirkge 6zet; en az 3 anahtar s6z-
ciik ve ana metinden olugsmalidir.

Editére Mektup: Daha 6nce yayimlanmis olan bir yazi
hakkinda olabilir. Yeni bir arastirmaya ait bulgularin
bildirilmesi durumunda ise en ¢ok 2 sayfa, cok gerekli
durumlarda 1 sekil/tablo/fotograf/resim/grafik ve en
¢ok 5 kaynak igerebilir.

Metin Boliimleri

1.

Bashk Sayfast

Yazmin kisa, acgik ve igerigi tam yansitir Tiirkce bagligi
Tiirkce baglik ile birebir uyusan Ingilizce baglik
Yazarlarin adlart

Yazarlarin calistig1 merkezler

1leti§imden sorumlu yazarin; adi, adresi, telefon-faks
numarasli ve e-posta adresi

Aragtirma daha oOnce bir bilimsel toplantida bildiri
(sozlii veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi top-
lantinin ad1 ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

Ozet Sayfast

Tiirkce ve Ingilizce 6zetler baslik sayfasindan sonraki
sayfada yer almalidir ve bire bir uyumlu olmalidir.

Ozetler yazinn tiiriine uygun sayida sozciik icermelidir.

Tiirkge 6zetin arkasindan Tiirkge anahtar sdzciikler (en
az 3 sozciik), Ingilizce 6zetin ardindan Ingilizce anah-
tar sozciikler (en az 3 sozciik) gelmelidir.

Ozgﬁn arastirma metinlerinde hem Tiirkge hem de
Ingilizce 6zetler boliinmiis olmalidir. Amac, gerec ve
yontem, bulgular ve sonug boliimlerine ayrilmalidir.

Olgu sunumu, derleme, editére mektup gibi diger metin
cesitlerinde boliimlii 6zet hazirlamaya gerek yoktur.

Ozet boliimiinde kisaltmalardan miimkiin oldugunca kaci-
nilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

Ana Metin Sayfalar

Ana metin sayfalar1, metin ¢esidine gore boliimlendiril-
melidir. Ozgiin arastirmalar amacin belirtildigi giris,
gere¢ ve yontem, bulgular ve tartisma kisimlarindan
olugsmalidir. Bulgu ve tartismanin kisa oldugu metinler-
de iki baglik birlestirilerek de aktarilabilir. Olgu sunu-
mu amacin belirtildigi kisa bir giristen sonra detayli
olgu ve tartigmadan olugsmalidir. Derlemelerde Once
kisa bir giris yapilmalidir ve ardindan derlemenin
konusuna uygun olusturulmusg béliimleri kapsamalidir.



Mikroorganizma adlan ve MIK veya PFGE gibi kisalt-
malar ilk kullanildiklarinda tam olarak, agik sekilleriy-
le yazilmali mikroorganizma adi daha sonraki kulla-
nimlarda cins adinin ilk harfi kullanilarak kisaltilmali-
dir. Staphylococcus aureus S. aureus gibi.

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalari
ayni olacak adlar ayni1 yazida gectiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullanilmalidir. Stafilokok, streptokok
gibi sadece cins ad1 gegen ciimlelerde dilimize yerles-
mis cins adlar1 Tiirkce olarak yazilabilir.

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiiciik sayilar yazi ile
yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme isareti
ile eklenmelidir. Ug hasta, suglarin 28’i gibi. Miimkiin
oldugunca ciimlelere sayilarla baglanmamalidir.

Boyama yontemi olan Gram biiyiik harfle yazilmalidir.
Bakteri tanimlamasinda ise kiiciik harf kullanilmalidir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltma-
lar1 kullanilmamalidir.

Tegekkiir ve Diger Vurgular
Bir tesekkiir yazisi varsa Kaynaklar’dan 6nce olmalidir.

Calisma kazanilmig bir burs veya proje ile tamamlan-
migsa belirtilmelidir.

Kaynaklar

Kaynaklar listesinde yer alan kaynaklarin tamaminin
metin i¢inde kullanilmig olmas1 gereklidir.

Kaynaklar metin icinde gecis sirasina gore siralanmali
ve metin icinde climle sonuna konacak parantez igine
Arap rakamlari ile yazilmalidir. Ornegin; .....................
gosterilmistir (1,5,6).

Metinde kaynak verilirken yazar adi kullaniliyorsa
kaynak numarasi yazar admm yanma yazilmalidir.
Ornegin; Smith ve Gordon’a (4) gOTe .........cccoouevvrrunnne.

Heniiz yaymlanmamus veriler ve ¢aligmalar kaynaklar
boliimiinde yer almamalidir.

Dergimiz, bagka caligmalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma geklinde kullanilmasini kabul etmemektedir.
Bir kaynagin aslindan yararlanilmamis oldugu diisti-
niildiigiinde, yazarindan soz konusu kaynak ya da
kaynaklarin ilk sayfalarmin fotokopilerini gondermesi
istenir. Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklar
dizgi asamasinda yazidan ayiklanacaktir.

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tiim yazarlarin isimleri yazilmalidir. Yazar
say1sinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk ii¢ yazarm
ismi yazilmali, sonrasinda Tiirkce makalelerde “ve ark.”,
Ingilizce makalelerde ise “et al.” ilave edilmelidir.

Dergi isimlerinin kisaltilmasi Index Medicus’taki stile
uygun olarak yapilmalidir (www.nlm.nih.gov/tsd/seri-
als/lji.html). Index Medicus’ta bulunmayan dergi adlar1
kisaltilmadan yazilmalidir.

Dergide kaynaklar yazilirken agagidaki rnekler esas alin-
mali; noktalamalar, kelime ve harf araliklari, biiyiik harf-
ler, dergi ve cilt numarasi buna gore diizenlenmelidir.

Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Frumin
AM, Jennings H. Functional asplenia. J Infec Dis 1992;

165 (Suppl 1):S156-8.
Yazar verilmemis makale: Anonymous. Coffee drin-

king and cancer of the pancreas (Editorial). Br Med J
1981; 283:628.

Elektronik formatta makale: Mansur T, Artunkal S.
Fusarium oxysporum infection of stasis ulser: eradica-
tion with measures aimed to improve stasis. Mycosis
2009 (DOI: 10.1111/j.1439 0507.2009.01800.x)

. Kitaplar

Kitap: Pelczar MJ, Chan ACS, Krieg S. Microbiology.
5th ed. New York: McGrew Hill Co, 2003. Bir kurulus
tarafindan yayimlanmig olan kitaplarda basimevinin
degil, yayimlanan kurulusun adi ve varsa yayin numa-
ras1 kullanilmalidir. Ornegin “Istanbul: Istanbul Tip
Fakiiltesi Yayin No 20, 1956.” gibi.

Kitap Boliim: Cade AR. Gump WS. The bisphenols. In:
Reddish GF, Davies J, eds. Antiseptics, Disinfectants and
Fungicides. 2nd ed. Philadelphia: Lea Febiger, 1957: 1657-9.

Kongre Konugma, Bildiri Ozeti: Seyer A, Yaman M.
Cesitli besiyerlerinde Candida tiirlerinin morfolojik

ozelliklerinin degerlendirilmesi. XI. Tiirk Mikrobiyoloji
Kongresi Kitabi, 21-25 Ekim 2008, Antalya: Tiirkiye.
Sayfa 509.

Tez: Kiigiiker M. Mikoplazmalar [doktora]. Istanbul:
Istanbul Universitesi, 1986.

. Sanal Ortam

Web sitesi: World Health Organization. Global stra-
tegy. Geneva: World Health Organization. 2001 [http://
www.who.intemational].

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler ana metin i¢ine
yerlestirilmis halde gonderilmemelidir. Tablolar, kay-
naklardan sonra her sayfada bir tablo olacak sekilde
yazinin gonderildigi dosya iginde olmalidir. Diger
dokiimanlar ise ayr1 dosyalar halinde gonderilmelidir.
Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamla-
11 ile numaralandirilmali ve yazi icinde gectigi yerler
belirtilmelidir.

Tablo baglig1 tablo iist ¢izgisinin {istiine, sol kenardan
baglanarak yazilmali ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullanilmalidir. Ornegin; Tablo 1. E.coli izolatla-
rinin MIK dagilimlari, gibi.

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kissmda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrar1 olmamalidir.

Sekil, fotograf, resim ve grafiklere ait aciklamalar ana
metinle beraber en sona eklenerek yollanmalidir.

Sekillerde ol¢ii onemli ise lizerine cm veya mm’yi
gosteren bir olgek ¢izgisi konmalidir.

Fotograflar taninmay1 engelleyecek sekilde olmali ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

Isim, bas harfler, hastane kayit numarasi gibi kimlik

Ornekler bilgileri yazilmamalidir.

A. Makaleler

e Standart Dergi Makalesi: Davies J, Courvalin P.
Mechanisms of resistance. Amer J Med 1977; 62:868-72.

¢ Renkli resim i¢in yazarlardan ayrica iicret talep edilir.

* Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler gibi dokiiman-
lar bagka bir yayindan alint1 ise yazili baski izni mutla-
ka gonderilmelidir.






