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Derleme

Bir “Siiper Organizma” Olarak Insan; Mikrohiyomun

Genetik Kontrolii

Aycan GUNDOGDU*

#Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri
**Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK), Kayseri

0z

Genom biliminin son yillarda gostermis oldugu gelismeler,
kiiltiirleme ve izolasyon olmaksizin mikroorganizmalar ile
calisilabilmesine olanak saglayan metagenom yaklasimla-
rint ortaya ¢ikarmistir. Bu teknik ilerlemenin isiginda insan
ile ortak bir yasam siirdiiren ve dolayistyla insamin bir
stiperorganizma olarak tanimlanmasina neden olan mikro-
biyomun hastalik ve saglik durumundaki rolii tanumlanmug-
tir. Buna gore hastalik durumunda mikrobiyom onemli
degisikliklere (disbiyoz) ugramaktadir. Ote yandan, kisa
bir siire once insan genomundaki genetik varyasyonlarin
insan mikrobiyomundaki taksonomik iinitelerin varligi/
yoklugu veya bagil bolluklart ile iligkili oldugu ortaya ¢ika-
rilnugtir. Bu bulgular bir araya getirildiginde goriilmekte-
dir ki belli hastaliklarla (Orn. diyabet, artrit gibi kompleks
hastaliklar) iliskilendirilen genetik varyasyonlarin onemli
bir boliimii aym zamanda bu hastaliklarla iliskilendirilmis
mikrobiyom degisimleriyle oOrtiismektedir. Soz konusu yeni
bulgulara gore hastalik ve genetik faktorler denklemine
ayrica konak genetigiyle iligkili olacak sekilde mikrobiyom
iceriginin de oniimiizdeki siirecte girmesi beklenmektedir.
Dolayisiyla, insan genomu ve insan mikrobiyomunu kapsa-
yacak toplu metagenomik ve diger omik yaklagimlarin
hastalik kapsaminda incelendigi yeni deney tasarimlarina
oniimiizdeki siirecte gereksinim duyulacaktir. Insan genomu-
insan mikrobiyomu iliskisinin hem epistatik hem de pleyiot-
ropik oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, gelecekteki
calismalarin genetik varyasyonlar ve mikrobiyom analizi
coklu gen etkisini goz oniinde bulunduracak bir metage-
nom boyu iliskilendirme ¢alismasi (MGWAS) biyoinforma-
tigi tizerinde gekillenmesi kacinmilmaz goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Insan mikrobiyomu, genomik, komp-
leks hastaliklar

ABSTRACT

Human Being as a “Superorganism”; Genetic Control of
Microbiome

With the latest advancements in genomic science, the approach
of metagenomics that enables to study microorganisms
without any need of culturing and isolation has evolved. In the
light of these technical achievements the role of the human
microbiome in health and disease states has started to be
revealed, redefining human being as a ‘superorganism’.
Accordingly, human microbiome is subject to significant
changes in disease state called dysbiosis. On the other hand,
it was reported a short while ago that some genetic variations
inhuman genome are associatedwith the microbial components
of human microbiome and the presencelabsence or relative
abundance of taxonomic units in it. When all of these findings
are gathered, it can be observed that an important portion of
the genetic variations associated with diseases (e.g. diabetes,
arthritis) are also overlapped with related microbiomic
variations. A novel factor, microbiome, is expected to weigh in
the relationship of the disease and the host genetics in the near
future. Therefore novel experimental designs encompassing
metagenomic, and other omic analyses of human genome-
human microbiome, as well as other omics, in the context of
disease will be needed. Human genome-human microbiome
relationship is presumably both epistatic and pleiotropic. For
that reason, it is inevitable that the future genomic projections
should employ Metagenome-Wide Association Studies
(MGWAS) bioinformatics considering the multi-genic effects
of genetic variations and the microbiome analysis.

Keywords: Human microbiome, genomics, complex
diseases

GIRIS

Gegtigimiz 20 yilda, saglik bilimlerinin bakig
acisini degistiren iki 6nemli projeye taniklik
edilmistir: Insan Genom Projesi (IGP, Human
Genome Project-1990-2003)" ve Insan

Mikrobiyom Projesi (IMP, Human Microbiome
Project-2008-2012)®. Insana ait tiim genetik
bilginin ortaya c¢ikarilmasinin amaglandigi
IGP’nin ilk yillarinda, referans genom dizileri-
nin elde edilmesiyle hastaliklara ait genetik
bilgilerin kolaylikla elde edilebilecegi goriisii
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yaygindi. Fakat, genis capli hastalik-kontrol
kohortlarinin genetik farkliliklarinin incelen-
digi -gectigimiz 10 yila damgasini vuran-
Genom Boyu Illigkilendirme Calismalari
(Genome-wide association studies-GWAS) ile
birlikte bu goriis terk edilmeye baglanmistir®.
Kabul goren yeni goriise gore etki biiytikliigii
(Ing. effect size) cok yiiksek olan Mendeliyen
hastaliklar hari¢ bilinen bir¢ok hastalik, iceri-
sinde cok sayida genin yaninda genetik ve
epigenetik dig1 cevresel faktorlerin rol oynadi-
81 kompleks ve sistem seviyesinde bozukluk-
lar ile iligkilidir®.

Insan Mikrobiyomu

Viicudumuzun flora elamanlar1 (bakteri, arkea,
virus, mantar ve diger tek hiicreli okaryotlar),
bunlarin genomlari ve cevreleyen ortamin biitii-
nii olarak tanimlanan mikrobiyom, insan ile
simbiyotik bir “siiperorganizma” olusturmakta-
dir. Viicudumuzdaki mikrobiyal hiicrelerin
say1s1 toplam insan hiicreleri sayisindan 10 kat
fazla oldugu gibi, milyonlarca farkli gene sahip
mikrobiyom elemanlar1 yaklagik 20000 gene
sahip insan genomundan cok daha biiyiik bir
proteom kodlama ve metabolom iiretme potan-
siyeline sahiptir®. Bu komiinitenin biiyiik bir
kismint olusturan bagirsak mikrobiyomu, insan
ve cevresel faktorler (Orn. besin, patojenik
organizmalar, toksinler vb.) arasinda bir ara
yiiz olusturarak ¢ok sayida metabolik faaliyette
(besin sindirimi®, vitamin biyosentezi”, dav-
ranig yanit1® gibi) insana ortaklik etmektedir.
Dogum sekli ve dogumla aktarilan maternal
mikrobiyom®, bebeklik donemindeki bes-
lenme?, beslenme diizeni'", yasam alani?,
sosyal etkilesim® zenobiyotiklere maruz
kalma?, patojen ve parazit organizmalar!>'1®
mikrobiyom igeriginin olusumunu etkileyen
cevresel etkenler olarak tespit edilmigtir.
Bununla birlikte, mikrobiyomun konakla olan
etkilesimi bu olusumu dogrudan etkileyen bir
diger faktordiir.
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Mikrobiyom calismalari

Hastalik/saglik durumunda insan mikrobiyomu-
nun durumunu inceleyen caligmalar oldukca
yeni olmakla beraber, bu ¢aligmalarda mikrobi-
yomun yalnizca hastalik fenotipiyle (insan meta-
bolizmasi ya da genomuna bakilmaksizin hasta-
lik disbiyozuyla) olan iligskisine yogunlagilmak-
tadir. Ornegin, obezite, tip I ve tip II diyabet,
Crohn hastalig1, sedef hastaligi, inflamuvar
bagirsak hastaligi ve kolon kanserinde bagirsak
mikrobiyomunun disbiyoza ugradigi ve farkl
bir metabolik karaktere biirlindiigii ortaya
konulmustur”. Bunlara ek olarak, merkezi sinir
sistemi ve gastrointestinal sistem eksenindeki
etkilesimde bagirsak florasinin otonomik noral,
enterik noral, noroendokrin ve immiin kanallar
tizerinden karmagik bir iletisim etkisi oldugu
ortaya atilmistir™. So6z konusu caligmalarin
cogunlugunda mikroorganizma DNA’sinin biitii-
nii degil, yalnizca taksonomik profilleri ortaya
cikarabilecek olan 16S rRNA dizilenmesi yakla-
simiyla yiriitiilmiistiir. Pekin Genom Enstitiisii
(Beijing Genomics Institute-BGI) tarafindan
yapilan bir dizi metagenom projesinde ise shot-
gun dizileme {izerinden tip-2 diyabet disbiyozu-
na ait biyobelirtegler’” ve romatoid artritte
mikrobiyom degisimi ortaya c¢ikartlmigtir®.

Insan Genomu ve Mikrobiyom

Insan mikrobiyomunun konak genetigi ile iligki-
li oldugu goriisii ilk olarak 2010 yilinda Benson
ve ark.®V tarafindan ortaya atilmistir. Alt1 yiiz
kirk beg fare iizerinden yiiriitiilen sdz konusu
deneysel calismada, bagirsak mikrobiyomuyla
iligkili 18 kantitatif 6zellik lokusu (Quantitative
Trait Loci-QTL) tanimlanmigtir®”. Sonraki yil-
larda daha fazla iligkili genom bolgesinin ortaya
konuldugu hayvan deneylerini igeren arastirma-
lar yayimlanmistir®2®, Bu caligmalarin tiimii
incelendiginde, mikrobiyom c¢esitliligi ile ilgili
tespit edilen QTL bolgelerinin Irak3, Lyz1, Lyz2,
Ifng ve 1122 gibi bagisiklik regiilasyonunda rol
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alan genler iceriyor olmasi oldukca dikkat ¢eki-
cidir.

Insan genomu-insan mikrobiyomu iliskisini
ortaya koyan insan temelli ilk ¢aligmalar; (i)
yakin akrabalarin mikrobiyal ¢esitliliginin ben-
zer oldugu g6zlemi® ve (ii) tek yumurta ikizle-
rindeki mikrobiyom taksonomik iinite benzerli-
ginin ¢ift yumurta ikizlerine oranla istatistiki
bicimde anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu-
nu gosteren aragtirmalardir®2%. Bu caligmalar
kalitsallik hakkinda ipuclari sunmus olsalar da
herhangi bir insan genomu verisi icermedigi i¢in
s0z konusu iligkinin ne sekilde yapilandigi hak-
kinda cikarimlar yapilamasina olanak saglama-
mugtir. Nihayet gectigimiz yil yayimlanmis olan
iki ¢alisma ile ilk kez ayn1 anda insan genomu
ve insan mikrobiyomunu inceleyerek mikrobi-
yomu sekillendiren genetik faktorler hakkinda
bulgular ortaya konmustur. Blekhman ve ark.*”
IMP’de iiretilen metagenom verisi igerisinde
kontaminasyon olarak bulunan insan genom
dizilerini biyoinformatik yontemler kullanarak
ayiklamig ve bu bireylere ait genetik varyasyon-
lar1 ortaya cikarmistir. Bu calismada, genom
boyu iligkilendirme yaklagimlart (GWAS) kulla-
nilarak mikrobiyal cesitlilik, taksonomik {inite
diizeyinde farkliliklar ve mikrobiyal gen diize-
yinde iligkiler tespit edilmistir. Ayni calismada,
metabolik/sinyal yolaklar1 seviyesinde yapilan
analizde melatonin, JAK/Stat, kemokin, CXCR4,
bakteri ve virus tanima resptorleri, safra asidi
sentezleme yolaklar1 vb. yolaklara ait genlerin
mikrobiyom farklilagmasi ile iligkili oldugu gos-
terilmistir. S6z konusu calismayla ortaya cikan
en Onemli sonug ise, daha onceki genetik calig-
malarda kompleks hastaliklarla (kalp krizi,
astim, artrit, kanser, diyabet, Alzheimer gibi)
iliskilendirilmis insan genleri ile mikrobiyom
caligmalarinda kompleks hastaliklarla iligkilen-
dirilmis mikrobiyal tiirler arasinda istatistiki
iliski gozlenmesidir. Fakat simdiye kadar insan
genomu-insan mikrobiyomu ortak incelemesine
yonelik tek deney tasarimi Davenport ve ark.®®

tarafindan gerceklestirilmistir. S6z konusu
calismada, koloni yasami siirdiiren Kuzey
Amerikali “Hutterite” toplulugundan 127 bire-
yin bagirsak mikrobiyomlar1 16S rRNA dizile-
mesiyle orneklenmis ve genom varyasyonlari
tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide
Polymorphism-SNP) seklinde genotipleme ¢ip-
leriyle tespit edilerek GWAS incelemesi yapil-
mustir. Bu ¢alismada, mikrobiyom elamanlariy-
la istatistiksel olarak iliskili gen varyasyonlari
tespit edilmistir®2,

Metagenom boyu iliskilendirme calismalari
ve biyoinformatik acik

Hastalik/saglik durumunda mikrobiyom yapisini
inceleyen metagenom calismalari, ¢cok yiiksek
hacimdeki DNA verisinin yliksek profilli bilgi-
sayar sistemleri ve gelismis biyoinformatik
algoritmalar ile analizine dayanmaktadir'®. Bu
yaklagima gore teraniikleotid (Tera base pair-
Tbp) biiyiikliigiinii bulan toplam DNA dizileri
tizerinden in silico gen tespiti yapilarak bu gen-
ler bugiine degin DNA dizilemesi yapilmis orga-
nizmalarin tanimlanmig genleri ile eslenmekte,
boylece metagenomun gen ve taksonomik
diizeyde profillemesi yapilmaktadir. Ancak biyo-
informatik yontemlerdeki teknik yetersizlikler
nedeniyle insan mikrobiyomundaki genlerin
tamaminin tanimlanamamis olmasi, verinin
onemli kisminin gozardi edilmesine neden
olmaktadir. Ornegin, tip-2 diyabet ve romatoid
artritin incelendigi BGI projelerinde mikrobiyo-
ma ait genlerin %30’undan fazlasinin incelene-
medigi raporlanmistir. Bununla birlikte kullani-
lan konvansiyonel istatistiki yontemlerin (Orn.
tek gen-fenotip korelasyonu, tek taksonomik
tiir-fenotip korelasyonu) bazi iligkileri tespit
edecek uygunlukta olmadigi bilinmektedir.
Dolayisiyla, hastalik/saglik gruplarina ait mikro-
biyom farkliliklarinin daha yiiksek dogrulukla
tespitinde yeni nesil biyoinformatik tekniklerin
(makine Ogrenimi, sayisal sinyal isleme gibi)
kullanilmas: 6nem kazanmaktadir®®. Ornegin,
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Wang ve ark.?®? Crohn hastaligina ait 16S rRNA
verisi lizerinde makine 6grenimi yontemleri kul-
lanarak aslinda popiilasyonda azinlikta olan tiir-
lerin de hastalik disbiyozunda rol aldigint kon-
vansiyonel istatistik yontemleri kullanan, De
Cruz ve ark.’nin®®? sonuglarinin aksine, mikrobi-
yomun hastalik tahmininde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gostermiglerdir.

Mikrobiyom analizine paralel bi¢imde, genom
varyasyonlarinin kantitatif ozelliklerle iligki-
lendirildigi GWAS calismalarinda da konvansi-
yonel istatistiki yaklagimlar tek gen/tek SNP-
kantitatif ozellik korelasyonu tespitine
dayanmaktadir®. Ancak, hastalikla veya diger
fenotiple iligkili genetik iligkilerin bir¢ogunun
epistatik (kiigiik etki biiyiikliigiine sahip coklu
genlerin toplam biiyiik etki yaratmasi) oldugu
bilinmektedir®. Bu durum ise konvansiyonel
GWAS yaklasiminin hassasiyetinin diisiik oldu-
gu ve yalmzca etki biiytikligii yiiksek olan
genetik varyasyonlari tespit edebilmesi sonu-
cunu ortaya koymaktadir. Makine 6grenimi ve
veri madenciligi yaklagimlarinin kullanildigi
ve ayni anda c¢ok sayida genin fenotiple iliskili
varyasyon tespitinin yapildig1 son donem calig-
malarinda ise epistatik ¢ikarimlarin dahi yiik-
sek bir istatistiksel dogruluk ile yapilabildigi
goriilmiistiir®->. Mikrobiyom elemanlari da
kantitatif ©zellikler olarak kabul edilerek
genom-mikrobiyom iliskisi GWAS yaklagimla-
sekilde degerlendirilebilir.
Blekhman ve ark.?” ve Davenport ve ark.*
tarafindan yiiriitiilen iki calismada da, konvan-
siyonel GWAS istatistiki yaklagimi gozoniinde
bulundurulmustur. Oysa ki insan genomu-

rina benzer

mikrobiyom iligkisinin hem epistatik hem de
pleyiotropik oldugu diisiiniilmektedir®. Bu
nedenle, gelecek projeksiyonlarinin genetik
varyasyonlar ve mikrobiyom analizi ¢oklu gen
etkisini gozoniinde bulunduracak tekniklerin
uygulanacagi bir metagenom boyu iligkilendir-
me c¢aligmast (MGWAS) biyoinformatigi tize-
rinde sekillenmesi kaginilmaz goriinmektedir.
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Aragtirma

Beyin Omurilik Svist Orneklerinden Saptanan Viral

Etkenler
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Dilek COLAK

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Antalya
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Amag: Viral etkenlere bagli santral sinir sistemi enfeksi-
yonlart her yasta goriilebilen, akut seyirli ve hizli ilerle-
yen, mortalite ve morbiditesi yiiksek enfeksiyonlardir.
Tamida, niikleik asit amplifikasyon test yontemlerinden
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) siklikla tercih edilmek-
tedir. Bu calismamin amaci, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvart, Mikrobiyoloji
Boliimii’ne viral etkenlerin PZR yontemi ile arastirilmast
icin gonderilen beyin omurilik sivist (BOS) orneklerinde
elde edilen sonuclarin retrospektif olarak degerlendiril-
mesidir.

Gereg ve Yontem: Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari, Mikrobiyoloji Boliimii’ne 2010-2014 yillar
arasinda viral SSS enfeksiyonu on tanist ile gonderilen 704
hastaya ait 2849 BOS orneginin sonuglart retrospektif ola-
rak degerlendirilmistir. BOS oOrneklerinde adenovirus
(AdV), sitomegalovirus (CMV), Epstein Barr virus (EBV),
enterovirus (EV), herpes simplex virus tip 1 ve tip 2
(HSV-1, HSV-2) viruslart gercek zamanlt PZR yontemiyle
arastirdnugtir. BOS orneklerinde protein ve glukoz olciim
degerleri kaydedilmistir.

Bulgular: Otuz bes hastaya ait 38 BOS drneginde arastiri-
lan viral etkenler pozitif bulunmugstur. BOS orneklerinde
saptanan viral etkenlerin oranlari; EBV DNA, EV RNA,
HSV-I DNA, AdV DNA, CMV DNA ve HSV-2 DNA icin
swrastyla %3.6 (11/308), %1.8 (8/447), %l1.7 (12/721), %l
(4/405), %04 (1/271) ve %0.2 (2/697) olarak bulunmustur.
Bir hastada HSV-1 DNA ve EBV DNA birlikte saptanmugtir.
BOS orneklerinde viral etken saptanan hastalarin BOS
glukoz diizeyi, 19 (%54.2) hastada normal suirlarda, alti
(%17.1) hastada diisiik ve on (%28.6) hastada yiiksek
bulunmugtur. BOS protein diizeyi ise 17 (%48.6) hastada
normal sumirlarda ve 18 (%51 4) hastada yiiksek bulunmus-
tur.

Sonucg: BOS orneklerinde PZR temelli molekiiler yontem-
ler kullamilarak olast tiim viral etkenlerin arastirilmasinin
erken tant ve tedaviye olanak saglayacag diisiiniilmekte-
dir.

Anahtar kelimeler: BOS, PZR, Viral SSS enfeksiyonu

ABSTRACT
Viral Agents Identified in Cerebrospinal Fluid Samples

Objective: Viral infections of central nervous system (CNS)
are rapidly progressive, acute infections with high mortality
and morbidity rates, and affect people of every age. Polymerase
chain reaction (PCR), which is a nucleic acid amplification
test (NAAT) is frequently used for diagnosing viral infections
of CNS. The aim of this study is to retrospectively analyze the
results of cerebrospinal fluid (CSF) samples, which were sent
to Akdeniz University Medical Faculty Hospital, Central
Laboratory, Department of Microbiology to be investigated
for viral agents by PCR method.

Material and Methods: The results of a total of 2849 CSF
samples from 704 patients, sent to Akdeniz University
Hospital Central Laboratory, Department of Microbiology
between 2010-2014 with a preliminary diagnosis of viral
CNS infection, were retrospectively analyzed. The CSF
samples were tested by the real-time PCR method for
adenovirus (AdV), cytomegalovirus (CMV), Epstein Barr
Virus (EBV), enterovirus (EV) and herpes simplex viruses
type 1 and type 2 (HSV- 1, HSV- 2). Also, protein and
glucose levels in CSF samples were recorded.

Results: Thirty eight CSF samples from 35 patients were
found to be positive for viral infectious agents. EBV DNA,
EV RNA, HSV-1 DNA, AdV DNA, CMV DNA and HSV-2
DNA were detected in 3.6% (11/308), 1.8% (8/447), 1.7%
(12/721), 1% (4/405), 04% (1/271) and 0.2% (2/697) of
the samples respectively. HSV-1 DNA and EBV DNA were
detected in one patient simultaneously. The CSF glucose
levels of the patients, who were found to be positive for
viral infectious agents were within normal limits in 19
(54.2%), low in six (17.1%) and high in ten (28.6%)
patients. Also normal, and higher CSF protein levels were
Sfound in 17 (48.6%) and 18 (51.4%) patients, respectively.

Conclusion: Using PCR based molecular methods for the
investigation of all possible viral agents in CSF samples
will conceivably provide opportunity for early diagnosis
and therapy of viral CNS infections.

Keywords: CSF, PCR, Viral CNS infection
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GIRIS

Viral santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari;
menenjit, ensefalit, postenfeksiyoz ensefalomi-
yelit ve yavas ilerleyen norolojik hastaliklar gibi
pek cok farkli klinik tablo ile karsimiza cikabilir.
Bu klinik tablolar her yasta goriilebilir; enfeksi-
yonun tipine gore akut, subakut ya da kronik
olabilir. Klinik seyri kendini sinirlayan enfeksi-
yonlardan hizli ilerleyen mortalite ve morbidite-
si yiiksek enfeksiyonlara kadar farkliliklar
gosterebilir’?. Viral SSS enfeksiyonlarinin tani-
sinda beyin omurilik sivisinin (BOS) mikrosko-
pik incelenmesi, spesifik viral antikorlarin, anti-
jenlerin veya viral niikleik asitlerin saptanmasi
ve hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonu gibi farkl
yontemler uygulanmaktadir. Fakat her bir yonte-
min kendi icinde sinirlamalar1 vardir.
Mikroskopik inceleme cok sayida enfekte hiicre
varliginda tanisal deger tagir. Intratekal iiretilen
antikorlar ise enfeksiyonun baslangicindan
ancak 8-10 giin sonra BOS’da saptanabilir.
BOS’dan hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu,
menenjit etkeni bir¢ok viral patojenin tanisi i¢in
altin standart olarak kabul edilmekle birlikte,
ornek dogru zamanda alinmadiginda duyarliligi
diisiik, pahali, sikintilt ve zaman alict bir tani
yontemidir. Ayrica Coxsackie A gibi bazi norot-
ropik viruslar hiicre kiiltiiriinde tiretilemez. Tiim
bu nedenlerden dolayr son yillarda niikleik asit
amplifikasyon testleri (NAAT) en sik kullanilan
yontem olmustur®®. Polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PZR) yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip
hizli bir yontem olmasi nedeniyle bir¢ok labora-
tuvarda BOS’da enteroviruslar (EV), herpes
simplex virus (HSV), sitomegalovirus (CMV)
ve Epstein-Barr Virus (EBV) enfeksiyonlarinin
tanisinda tercih edilmektedir®.

Bu ¢alismanin amaci, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvari,
Mikrobiyoloji Boliimii’ne PZR yontemi ile viral
etkenlerin aragtirilmasi i¢in gonderilen BOS
orneklerinde elde edilen sonuglarin retrospektif

olarak degerlendirilmesidir.
GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari, Mikrobiyoloji Boliimii’ne
Ocak 2010-Nisan 2014 tarihleri arasinda viral
etkenlerin PZR ile arastirilmasi i¢in gonderilen
704 hastaya ait 2849 BOS orneginin sonuglari
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Hastalara
ait klinik ve laboratuvar bulgular1 hasta dosyala-
rindan elde edilmistir. BOS orneklerinde
Adenovirus (AdV),CMV, EBV, EV ve HSV 1-2
niikleik asitleri aragtirtlmigtir. CMV i¢in niikleik
asit ekstraksiyonu ve gercek zamanli PZR Cobas
Ampliprep/COBAS Tagman (Roche, ABD) sis-
teminde gerceklestirilmistir. Diger orneklerde
ise niikleik asit ekstraksiyonu EZ1 Virus Mini
Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile yapildiktan
sonra gercek zamanli PZR HSV 1-2 i¢in Artus
HSV 1-2 RG PZR (Qiagen, Almanya), AdV i¢in
LightMix Kit Human Adenovirus (TIB
MOLBIOL, Almanya), EBV i¢in Artus EBV RG
PZR (Qiagen,Almanya), Enterovirus icin Argene
Enterovirus R-gene (BioMérieux, Fransa) kitleri
ile aragtirilmagtir.

BOS protein diizeyleri tiirbidimetrik yontem
(Cobas c¢502, Roche, Almanya) ile BOS glukoz
diizeyleri ise hekzokinaz enzimatik referans
yontemi (Cobas c701, Roche, Almanya) ile ¢ali-
stlmistir. BOS glukoz normal degeri 40-70 mg/
dL, BOS protein normal diizeyi ise 15-45 mg/dL
olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

BOS o6rnekleri caligilan hastalarin 296°s1 (%42)
kadin, 408’1 (%58) erkek olup, ortanca yas dege-
ri 14.92 (yas araligi: 0-91 yil) olarak bulunmus-
tur. Hastalarin 374’1 (%53.1) ¢ocuk, (yas arali-
§1: 6 giin-18 y1l) ve 330°u (%46.9) eriskin (yas
araligr: 19-91 yil) yas grubundadir. BOS 6rnek-
lerinde saptanan viral etkenlerin oranlari; EBV
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Tablo 1. Viral etkenlerin arastirildigi BOS 6rnek sayilari, pozitiflik oranlar1 ve hastalari demografik 6zellikleri.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(4):152-158, 2016

Viral etken Say1 Pozitif Yas median degeri* Erkek* Kadmn*
n n (%) (yas arahgi-yil) n (%) n (%)
HSV-1 721 12 (1.7) 14.8 (0-91) 58.6 414
HSV-2 697 2(0.2) 16.0 (0-91) 58.0 412
EV 447 8(1.8) 27.5 (0-91) 575 425
AdV 405 4(1.0) 17.2 (0-85) 532 46.8
EBV 308 11 (3.6) 28.7 (0-85) 55.2 448
CMV 271 1(04) 31.4(0-82) 54.7 453
Toplam 2849 38(1.3) 14.92 (0-91) 58.0 420

*istatistiksel analiz hasta sayist esas alinarak yapilnugtir.

DNA,EV RNA, HSV-I DNA, AdV DNA, CMV
DNA ve HSV-2 DNA i¢in sirasiyla %3.6
(11/308), %1.8 (8/447), %1.7 (12/721), %1
(4/405), %04 (1/271) ve %0.2 (2/697) olarak
bulunmustur. Iki bin sekiz yiiz kirk dokuz BOS
orneginde arastirilan viral etkenler ve viral
etkenlerin aragtirildig1 hastalara ait baz1 demog-
rafik ozellikler Tablo 1°de gosterilmistir.

Otuz bes hastanin BOS 6rnegi arastirilan viral
etkenler icin pozitif bulunmustur. On iki (%34.2)
hastada HSV-1 DNA, sekiz (%22.8) hastada
Enterovirus RNA, sekiz (% 22.8) hastada EBV
DNA, dort (%11.4) hastada Adenovirus DNA,
iki (%5.7) hastada HSV-2 DNA ve bir (%2.8)
hastada CMV DNA pozitif bulunmustur. Bir
hastanin BOS 6rneginde HSV-1 DNA ve EBV
DNA birlikte pozitiftir. Viral etkenlerin aylara
gore dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir. Dokuz
(%25.7) hastada yaz, dort (%11.4) hastada son-
bahar, on iki (%34.2) hastada kis, on (%28.5)
hastada ilkbahar mevsimlerinde pozitiflik sap-
tanmustir.

BOS orneklerinde viral etken saptanan hastala-
rin ortanca yas degeri 15.71 yildir (aralik: 0-70)
ve hastalarin %65.8’inin cinsiyeti erkektir. Viral
etkenlerin hastalarin yas gruplaria gore dagili-
mi1 Sekil 2°de gosterilmigtir. Bu hastalarin 28’1
(%80) viral meningoensefalit, licii (%8.6)
Guillain-Barré Sendromu, ikisi (%5.7) multiple
skleroz ve transvers myelit, biri (%?2.9) enflama-
tuvar polindropati ve bir hasta (%2.9) ise HIV
enfeksiyonu ve beyin tutulumu (lenfoma) néro-
lojik tanis1 almistir (Tablo 2). Hastalarin 11°inde
immiin yetmezlik [bir bobrek nakli, bir kompo-
zit doku nakli, bir HIV enfeksiyonu, dort malig-
nite (lenfoid l6semi, lenfoma, aplastik ependi-
mom ve medullablastom), iki kombine immiin
yetmezlik] saptanmistir. Bu hastalarda en sik
saptanan viral etken EBV’dir (n=7).

BOS orneklerinde viral etken saptanan hastala-
rin BOS glukoz diizeyi 19 (%54.3) hastada nor-
mal sinirlarda, alt1 (%17.1) hastada diisiik ve on
(%?28.6) hastada yiiksek bulunmustur. BOS pro-
tein diizeyi ise 17 (%48.6) hastada normal sinir-

Tablo 2. BOS’da viral etken saptanan hastalarin klinik tamilar1 ve viral etkenlerin dagilimi.

Tani Hasta sayis1 (n) CMV EBV EV HSV-1 HSV-2
Akut meningoensefalit 28 1 5 6 11 2
Guillain-Barré Sendromu 3 1 1

Multipl skleroz 2 1 1

Enflamatuvar polinoropati 1 1

AIDS+ Lenfoma 1 1

Toplam 35 1 8 8 12 2

AdV: Adenovirus; CMV: Sitomegalovirus; EBV; Epstein Barr virus; EV: Enterovirus HSV: Herpes simplex virus
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Sekil 2. BOS orneklerinde viral etken saptanan hastalarin yas
dagilimi.

lar icinde ve 18 (%51.4) hastada yiiksek bulun-
mustur. BOS 6rneklerinin Gram boyamasinda
iki ornekte 3-5 polimorf niiveli 16kosit goriil-
miistiir, hicbir 6rnekte bakteri iiremesi saptan-
mamigtir.

TARTISMA

SSS enfeksiyonlarinda 6zellikle molekiiler tek-
niklerin gelisimi ile viral etkenlerin saptanma-
sinda artig olmustur.

Giinlimiizde PZR ve iligkili yontemlerin akut,
sporadik, fokal ensefalopatinin en yaygin etkeni
olan HSV nin tanisinda etkinligi kanitlanmigtir.
Herpes viruslar aseptik menenjit ve ensefalitin
en sik saptanan viral etkenleri arasindadir. BOS
PZR yodnteminin duyarliligi ve ozgiilliigi HSV
icin %95’1n iizerinde, EBV i¢in duyarlilig1 %98,
ozgiilligii %100, CMV icin ise duyarliligi
%82-100,6zgiilligi %86-100 oranlarindadir®>,
Calismamizda BOS orneklerinde saptanan her-
pes viruslarin oranlart EBV, HSV-1, HSV-2 ve
CMV igin sirastyla %3.6 (11/308) %1.7 (12/721),
9%0.3 (1/271), %0.2 (2/721) olarak bulunmustur.
Studahl ve ark."” viral SSS enfeksiyonu diisii-
niilen 662 hastanin BOS 6rneginde %2.87 HSV-1
DNA, %1.5 HSV-2 DNA, %3.2 EBV DNA sap-
tamistir. Garcia-Bardeci ve ark.!') yaptiklari
calismada, 330 BOS oOrneginde %1.2 (4/330)
HSV-1 DNA, %0.3 (1/330) HSV-2 DNA, %0.3
(1/330) CMV DNA bulmuslardir. Bhaskaran ve
ark.® ise 1663 BOS orneginde %0.9 (16/1663)
HSV DNA, %0.4 (7/1663) CMV DNA ve %?2.1
(35/1663) EBV DNA bulmuslardir. Tiirkiye’de
yapilan calismalarda, ensefalit ya da aseptik
menenjit tanis1 almis hastalarin BOS 6rneklerin-
de saptanan HSV DNA oram1 %9.7-29.4
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arasindadir>'¥. Ege Universitesi Hastanesi’nde
yapilan retrospektif bir ¢calismada, SSS enfeksi-
yonu On tanili hastalarin BOS 6rneklerinde viral
etkenler aragtirilmig, toplamda 289 BOS orne-
ginde EBV DNA %15 (3/20), HSV DNA %2
(2/198) ve CMV DNA %1 (1/46) oraninda
saptanmigtir®,

Herpes viruslar hem immiinsiipresif hem de
immiinkompetan hastalarda SSS’yi tutan cesitli
akut, subakut ve kronik norolojik hastaliklarla
iligkilidir'*'®. Cesitli ¢alismalarda da SSS’yi
etkileyen norolojik hastaliklarda herpes virus
koenfeksiyonlarinin olabilecegi bildirilmig-
tir®1929 Bu ¢alismada, Guillain-Barré sendromu
tanist alan bir hastanin BOS 6rneginde HSV-1,
beyin tutulumu olan bir AIDS hastasi ile multip-
le skleroz ve polindropati tanilar1 alan iki hasta-
nin BOS 6rneginde de EBV izole edilmistir.

Meningoensefalite neden olan herpesviruslardan
EBYV, CMV, VZV ve HHV-6’nin neden oldugu
SSS enfeksiyonlar1 genellikle immiinsiipresif
hastalarda ortaya c¢ikar. EBV DNA’s1 pozitif
bulunan 11 BOS orneginden yedisi (%63.6)
immiinsiipresif hastalara aittir. EBV enfeksiyo-
nunda ensefalit, aseptik menenjit, transvers
myelit ve Guillain-Barré sendromunu iceren
bircok nérolojik tutulum bildirilmistir. Bu klinik
sendromlar tek basina ya da enfeksiyoz mono-
niikleozun klinik tablosu ile beraber olabilir®".
Immiinitesi normal kisilerde primer enfeksiyon-
dan sonra enfekte hiicrelerin biiyiik kismi1 elimi-
ne edilir ve virus az sayida B lenfositte omiir
boyu latent olarak kalir. Immiin yetmezlikli has-
talarda, 6zellikle hiicresel immiin yanitin baski-
landig1 (AIDS, transplantasyon, X’e bagl len-
foproliferatif hastalik) durumlarda reaktive
olabilir®. AIDS hastalarinda eslik eden serebral
bir lezyon varliginda EBV’nin BOS’da saptan-
masinin primer SSS lenfomasi icin yiiksek pre-
diktif degere sahip oldugu bildirilse de bagka bir
calisgmada diisiik duyarliliga sahip oldugu
gosterilmigtir®2?, Konagin immiinsiipresif
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durumuna bagh olarak virusun reaktivasyonu ya
da latent enfeksiyonu tagiyan lokositlerin intra-
tekal bosluga gecisiyle BOS’da EBV
saptanabilir®”. Bu ¢alismada, EBV enfeksiyon-
larinin primer enfeksiyona mi1 yoksa reaktivas-
yona mi bagl oldugunun ayirimi yapilamamis-
tir.

Calismamizda meningoensefalit 6n tanist alan
bir cocuk hastanin BOS 6rneginde HSV-1 DNA
ve EBV DNA pozitif bulunmugtur. Bu hastanin
serum oOrneginde EBV viral kapsit antijeni
(VCA) IgG sonucu pozitif, VCA IgM sonucu
negatif olarak bulunmustur. Viral SSS koenfek-
siyonlarinda EBV saptanmasinin patogenezinde;
mevcut enflamasyonun EBV reaktivasyonunu
tetikleyebilecegi ya da uygun primerler secilme-
digi taktirde BOS’a gecen B lenfositlerinde latent
virusun saptanabilecegi bildirilmektedir®! ¥,

Enteroviriisler daha ¢ok ¢ocuklarda enfeksiyona
neden olur ve nonspesifik febril tablolardan,
aseptik menenjit ve aseptik ensefalite kadar
degisik klinik tablolar olusturabilir. Enteroviral
menenjitin 6zgiil virolojik tanisinda BOS 6rnek-
lerinde PZR yontemi ile enterovirus saptanmas,
hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonundan daha
duyarlidir®?” ve meningoensefalite bagli noro-
lojik semptomlart olan hastalarin tanisinda
onemli bir yere sahiptir®. Ulkemizde yapilan
calismalarda aseptik menenjit on tanisi alan
olgularda %82.6, %38.7, %63, %16.6 ve %0
oranlarinda EV RNA saptandig1 bildirilmigtir®-?.
Ulkemizden bildirilen diger calismalarda, BOS
orneklerinde RT-PZR ile EV RNA pozitiflik
oranlart %1.5 ve DNA chip yOntemiyle
%5’dir®»-9, Caligmamizda bu oran %1.8 olarak

saptanmigtir.

Calismamizda,BOS orneklerinde EV RNA sap-
tanan sekiz hastanin iicii ¢cocuk yas grubunda,
besi eriskin yas grubundadir. Pozitif 6rneklerin
ikisi yaz, biri sonbahar, dordii kis ve biri ilkba-
har mevsiminde saptanmistir. EV enfeksiyonla-
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rinin yaz ve erken sonbahar aylarinda arttigi
bilinmektedir®>*”. Bununla birlikte, kis aylarin-
da olgularda artig oldugu bildirilen yayinlar da
bulunmaktadir®®*?. Caligmamizda, yilin tama-
minda bir dagilim goriilmekle birlikte, yaz ve
kis aylarinda pikler gozlenmistir. Olgu sayimi-
zin az olmasmin ve bulundugumuz bdlgenin
iklim ozelliklerinin buna neden olabilecegini
diisiiniiyoruz.

Viral menenjit ve ensefalitlerde BOS glukoz
diizeyi normal, protein diizeyi ise normal ya da
hafif yiiksek saptanabilir®. Calismamizda, ben-
zer sekilde BOS orneklerinde viral etken sapta-
nan hastalarin %54 .3’tinde BOS glukoz diizeyi
normal sinirlarda ve BOS protein diizeyi ise
%48 .6 hastada normal sinirlar icindeyken, %51 4
hastada hafif yiiksek bulunmustur.

Viral SSS enfeksiyonlarina ¢ok farkli virus
neden olabilmekte, bu da tan1 ve tedavide onem-
li sorunlara yol acabilmektedir. Viral SSS enfek-
siyonlarinin klinigi virusa 0zgii olmadig1 icin
klinik bulgular tanida yol gosterici degildir. Elde
edilmesi oldukca zahmetli olan BOS’da olasi
tiim etkenlerin arastirilmasi erken tani ve tedavi-
ye olanak saglamaktadir. Bu calismada, viral
etkenlerin tiimiiniin ayn ornekte eszamanl ola-
rak calisitlmamis olmasi ¢aligmamizin bir sinirli-
ligidir. Ancak, ekonomik nedenler ve farklt kli-
nik yaklagimlar buna neden olmustur. Multipleks
PZR temelli molekiiler yontemlerle yapilacak
ileri caligmalarin bu soruna ¢oziim getirebilece-
81 diisiiniilebilir.
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Amag: Calismada, akut solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda
solunum viriislerinin saptanmasinda konvansiyonel yontemlerle
[“shell vial” hiicre kiiltiirii yontemi, direkt fluoresans antikor
(DFA)] multipleks polimerize zincir tepkimesi (PCR) test yontemi-
ni karsilastirmak ve multipleks PCR testinin performansini deger-
lendirmek amaglanmigtir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, Ocak 2012-Agustos 2013 tarih-
leri arasinda solunum yolu enfeksiyonu tanili 502 [217 (%43.2)
kadin, 285 (%56.8) erkek] nazofarengeyal siiriintii ornegi incelen-
di. Solunum viriislerinin saptanmasinda, DFA ve “shell vial”
hiicre kiiltiirii yontemi altin standart olarak alindi. Multipleks PCR
testi i¢in, iiretici firmamin onerileri dogrultusunda ¢alisildr.

Bulgular: Degerlendirilen hastalarin 238’inde (%47.4) en az bir
yontemle solunum viriisleri pozitif bulundu. Incelenen 502 érnegin
189°u (%37.6) DFA ve shell vial hiicre kiiltiirii yontemi ile pozitif
[human metapneumovirus (HMPV), human coronavirus (HCoV),
human rhinovirus (HRV), human bocavirus (HBoV) ve parainflu-
enza viriis tip 4 (PIV 4) haric], 233’ii (%46.4) multipleks PCR ile
pozitif bulundu. Yalnizca HMPV, HCoV, HRV, HBoV ve PIV 4’iin
pozitif oldugu 37 ornek, DFA ve shell vial hiicre kiiltiirii ile sapta-
namadigt icin karsilagtirma digt birakildi. Hiicre kiiltiirii ve
DFA’ya gore multipleks PCR yonteminin duyarlilik, 6zgiilliik, PPV,
NPV ve test gegerlilik oranlart sirasiyla %97.3, %95.7, %93.9,
%98.1 ve %96.3 olarak bulundu.

Sonug: Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda sirastyla en stk
saptanan solunum viriisleri respiratory sinsitial viriis (RSV), HRV
ve influenza viriis tip A (INF A) olmustur. Multipleks PCR’in
duyarlilik ve ozgiilliigii oldukca yiiksek bulunmugstur. Multipleks
PCR’in DFA ve hiicre kiiltiirii yontemleriyle saptanamayan 37
solunum viriisiinii de tammlayabildigi goriilmiistiir. Multipleks
PCR’n yiiksek duyarlilik ve ozgiilliige nedeniyle rutin laboratuvar
kullanimina uygun oldugu ongoriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Multipleks PCR, solunum viriisleri, solunum
yolu enfeksiyonu

ABSTRACT

Evaluation of the Performance of a Multiplex PCR Method for
the Diagnosis of Viral Respiratory Tract Infections

Objective: In this study, we aimed to compare multiplex PCR
(mPCR) assay with conventional methods [direct fluorescent
antibody (DFA) test and shell vial cell culture] for the detection of
respiratory viruses in patients with acute respiratory tract infection
and to evaluate the performance of the multiplex PCR method.

Materials and Methods: Between January 2012 and August 2013,
nasopharyngeal swab specimens collected from 502 [43.2%)

female, 285 (56.8%) male] patients with acute respiratory tract

infection were analyzed. Shell vial cell culture and DFA were used
as a gold standard method for the detection of respiratory viruses.
Multiplex PCR test was performed according to the manufacturer’s
instructions.

Results: Two hundred and thirty-eight (474%) patients were
positive for respiratory viruses as detected by at least one method.
Among 502 specimens analyzed, 189 (37.6%) were positive using
the combination of DFA and shell vial cell culture [excluding
human metapneumovirus (HMPV), human coronavirus (HCoV),
human rhinovirus (HRV), human bocavirus (HBoV), parainfluenza
virus type 4 (PIV 4)], and 233 (46.4%) were positive by mPCR.
Thirty-seven samples were excluded from the comparison, because
HMPYV, HCoV, HRV, HBoV, PIV 4 could not be detected by DFA
and shell vial cell culture. The overall sensitivity, specificity,
positive, and negative predictive value, and diagnostic accuracy of
mPCR were 97.3, 95.7, 93.9, 98.1 and 96.3%, respectively.

Conclusion: Respiratory syncytial virus (RSV), HRV and influenza
virus type A (INF A) were the most frequently identified respiratory
viruses in patients with respiratory tract infections. The sensitivity
and specificity of mPCR were found to be quite high. Additionally
mPCR could identify 37 respiratory viruses that DFA and cell
culture could not. As the mPCR method was found to have high
sensitivity and specificity. it was predicted to be suitable for use in
routine laboratories.

Keywords: Multiplex PCR, respiratory viruses, respiratory tract
infections
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GIRIS

Akut solunum yolu enfeksiyonu insanlarda en
stk goriilen hastaliklardan biridir. Erigkinlerde
ozellikle bagisik yetmezlikli hastalarda ve
cocuklarda 6nemli mortalite ve morbidite neden-
leri arasindadir. Saglik Bakanligi verilerine gore
tiim yas gruplari incelendiginde solunum sistemi
hastaliklart en sik 6liim nedenleri arasinda iigiin-
cii sirada (%9.67) yer alirken, hastaneye yatig
nedenleri arasinda ilk sirada (%12.8) yer
almaktadir®. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
2012 yili raporuna gore 5 yas alt1 cocuklarda en
stk 0liim nedenleri arasinda besinci sirada (%8)
yer alir®.

Akut solunum yolu enfeksiyonlarinin en sik
nedeni viriislerdir. Yaklagik olarak 20’den fazla
viriis tliriiniin akut solunum yolu enfeksiyonuna
neden oldugu bilinmektedir. Bu viriislerden en
sik kargilasilan; respiratuar sinsityal virlis(RSV),
adenovirus (ADV), influenza viriis tip A ve B
(INF A/B), parainfluenza viriis tip 1-3 (PIV 1-3),
human rhinovirus A/B (HRV A/B), enterovirus
(EV), human coronavirus (HCoV) gibi klasik
solunum viriislerine yeni solunum viriisleri olan
human bocavirus (HBoV), human metapneumo-
virus (HMPV) de eklenmigtir®. Gereksiz antibi-
yotik kullanimint 6nlemek, gerekli antiviral ilact
kullanabilmek, nozokomiyal bulas riskini en aza
indirgemek, hastaligin yayilim: ve engellenmesi
konusunda erken bilgi vermek ve hasta yoneti-
minde gereksiz mali kayb1 onlemek icin solu-
num yolu enfeksiyonlarinin etiyolojik tanisini
koymak cok onemlidir®. Bu yiizden viral solu-
num yolu enfeksiyonlarinin hizli, duyarli ve
gecerli bir yontemle kisa siirede tanimlanmasi
gerekir.

Son dekatta, solunum yolu enfeksiyonlarina
neden olan solunum viriislerinin hepsini tek bir
ornekte ve tek bir test ile ayn1 anda tespit edebi-
len niikleik asit saptama prensibine dayanan ¢cok
sayida multipleks PCR yontemi gelistirilmistir.
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PCR yonteminin klasik yontemler olan hiicre
kiltirii ve direkt floresan antikor testi
(DFA)’inden daha kisa siirede sonug verdigi ve
daha duyarli oldugu bildirilmistir. Ayrica bazi
yeni solunum viriisleri yalnizca PCR yontemi ile
saptanmakta, hiicre kiiltiirii yontemi ve DFA ile
saptanamamaktadir®.

Bu caligmada, akut solunum yolu enfeksiyonu
olan hastalarda solunum viriislerinin saptanma-
sinda konvansiyonel yontemlerle (shell vial
hiicre kiiltiirli yontemi ve DFA) multipleks PCR
test yontemi karsilastirmak ve multipleks PCR
testinin performansini degerlendirmek amaclan-
mistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Ocak 2012-Agustos 2013 tarihle-
ri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Viroloji Laboratuvari’na solunum yolu enfeksi-
yonu tanist ile gonderilen 502 nazofarengeyal
siiriintii 6rnegi incelendi. Ornekler arsiv mater-
yalleriydi ve laboratuvar sisteminde solunum
yolu enfeksiyonu tanisi olanlar caligmaya dahil
edildi. Sistemdeki tanilar esas alindigi igin
enfeksiyonun akut, kronik veya alt, iist ayrimi
yapilamadi. Calisma kapsamina alinan 502 [217
(%43 .2) kadin, 285 (%56.8) erkek] 6rnegin 467
(%93)’si cocuk, 35 (%7)’1 erigkin hastalardan
elde edildi. Nazofarengeyal siiriintii 6rneklerine;
DFA, shell vial hiicre kiiltiirti ve multipleks PCR
yontemi ayni anda uygulandi. Hastalarin yas
aralig1 5 giin ile 87 yas (medyan: 1 yas) arasin-
daydi. Nazofarengeyal siiriintii 6rnekleri santrii-
fiijlendikten sonra, dipteki ¢okeltiden DFA,
siipernatandan hiicre kiiltiirii ve multipleks PCR
testleri yapildi.

DFA testi: Dipteki cokeltiden alman 100 pl
ornek, 1000 g’de, 5 dakika hiicre santrifiijiinde
cevrildi. Lamlar, -20°C’de, 10 dakika asetonda
fikse edildikten sonra “fluorescein isothiocyana-
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te” (FITC) ile isaretlenmis poliklonal antikor
(Respiratory Viral Screen and Identification
DFA Kit, Millipore, Light Diagnostic, ABD) ile
boyandi. Preparatlar CO,’li etiivde 37°C’de, 30
dakika, nemli ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Siire sonunda preparatlar floresan mikroskopi-
sinde incelendi. U¢ veya daha fazla floresan
veren hiicre goriilen ornekler pozitif olarak
kabul edildi. Pozitif bulunan 6rnekler, RSV, INF
A/B,PIV 1-3 ve ADV monoklonal antikorlari ile
yukarda tanimlandig1 gibi yine boyanarak tip-
lendirildi.

Hiicre kiiltiirii: Klinik ornekler hiicre dizilerine
“shell vial” yontemi ile ekildi. Her ornek ic¢in
HEp-2 (RSV), Vero (PIV 1-3), A-549 (ADV) ve
iki MDCK (INF A/B) (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, DSMZ,
Almanya-Vero hiicre dizisi, Sap Enstitiisii,
Ankara) hiicre dizisinden olusan bes adet shell
vial tlipli hazirlandi. Stipernatandan alinan ornek,
0.45 um por c¢apinda filtreden gecirilerek her
hiicre dizisine 0.2 ml hacminde inokiile edildik-
ten sonra tiipler 3200 g’de, 35°C’de, 30 dakika
santriifiijlendi. Tiipler, 37°C’de 1 saat bekletildi
ve daha sonra hiicre dizileri iistiindeki siv1 atila-
rak yerine 1 ml hacminde izolasyon besiyeri
(Biochrom AG, Leonorenstr, Almanya) ilave
edildi. Tipler, 37°C’de %5 CO,’li ve nemli
ortamda 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siire-
si sonunda tiiplerden Kkiiltiir sivis1 uzaklagtirildi
ve “shell vial”ler -20°C’de, 10 dakika asetonda
fikse edildi. HEp-2 hiicre dizisine inokiile edilen
ornek RSV, A-549 hiicre dizisi ADV, Vero hiicre
dizisi PIV 1-3, MDCK hiicre dizilerinin biri INF
A, digeri tip INF B’ye 6zgiil FITC ile isaretlen-
mis monoklonal antikor (Millipore, Light
Diagnostic, ABD) ile iiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda boyandi®®. Preparatlar floresan
mikroskopisinde incelendi. Bir veya daha fazla
floresan veren hiicre goriilen Srnekler pozitif
kabul edildi.

Multipleks PCR: Siipernatandan, iiretici firma-

nin Onerileri dogrultusunda niikleik asitler eks-
trakte edildi (Viral DNA/RNA Extraction Kit,
iNtRON, Giiney Kore). Ektraksiyon igsleminden
sonra, revers transkripsiyon ile cDNA’lar sen-
tezlendi (RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kits, Fermentas, ABD). igeriginde; solunum
viriislerine 6zgiil DPO primerleri, DNA polime-
raz enzimi, dNTPs, mastermiks, 8-MOP soliis-
yonu bulunan “RV15 ACE Screening” [INF A
ve B, RSV A/B, ADV, PIV 1-4, HBoV, HMPV,
HRV A/B, HCoV OC43, 229E/NL63] (Seegene,
Giiney Kore) kiti kullanilarak 1s1 dongii cihazin-
da iiretici firmanin onerileri dogrultusunda 40
dongii yapildi ve cDNA’lar ¢oklu amplifiye edil-
di. Amplifiye iiriin tam otomatize “Screen Tape”
coklu tanimlama cihazina yiiklendi. Bu cihazda,
PCR iiriiniine mini poliakrilamid jellerde otoma-
tize jel elektroforezi yapildi ve sonuglar “RV15
ACE Screening Software”i kullanilarak belir-
lendi.

BULGULAR

Bu calismada solunum yolu enfeksiyonu tanisi
almig hastalardan yaklagsik iki yillik siirede labo-
ratuvara gonderilen 502 nazofarengeyal siiriintii
ornegi incelendi. Calismada, hiicre kiiltiirii ve
DFA yontemlerinin her ikisinin sonuclari ile
multipleks PCR test yonteminin sonuglar1 kargi-
lagtirildi. Uygulanan testlerin tiimiiniin sonugla-
rmma gore, orneklerin 238’1t (%47.4) pozitif,
264’1 (%52.6) negatif bulundu (Tablo 1). Hiicre
kiiltiirti ve DFA yontemlerinin her ikisinin sonu-
cuna gore 189 (%37.6) ornek pozitif, 313
(%62 .4) ornek negatif; multipleks PCR testi ile
233 (%46.4) ornek pozitif, 269 (%53.6) drnek
negatif bulundu. Hiicre kiiltiirii ve DFA ile yal-
nizca klasik solunum viriisleri (RSV, INF A/B,
PIV 1-3, ADV) saptanabildigi i¢in klasik yon-
temlerle saptanamayan diger solunum viriisleri-
nin tek basina pozitif oldugu 37 6rnek kargilag-
tirma dig1 birakildi. Ayrica, hiicre kiiltiirii ve
DFA ile saptanmayan diger solunum viriisleri ile
birlikte coklu etkenler arasinda yer alan 15
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Tablo 1. Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda solunum
viriislerinin dagilimr*.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(4):159-164, 2016

Tablo 2. Hiicre Kiiltiirii/DFA yontemi ile multipleks PCR yon-
teminin karsilagtirilmasi.

Grup Viriisler Toplam
n (%)
Tek etken enfeksiyonu RSV 110 (21.9)
HRV 30 (6.0)
INF A 26 (5.2)
INF B 7(1.4)
ADV 10 (2.0)
PIV 1 1(0.2)
PIV 2 1(0.2)
PIV 3 14 (2.8)
PIV 4 1(0.2)
HMPV 3(0.6)
EV 1(0.2)
HCoV 1(0.2)
ikili etken enfeksiyonu RSV + HRV 9(1.8)
RSV+ADV 5(0.2)
RSV+PIV 1 2(0.4)
RSV+PIV 3 2(04)
RSV+INF A 6 (1.0)
RSV+INF B 1(0.2)
RSV+HMPV 1(0.2)
HRV+PIV 3 1(0.2)
HRV+ADV 1(0.2)
HRV+EV 1(0.2)
INF A+ADV 1(0.2)
Uclii etken enfeksiyonu RSV+HRV+HMPV 1(0.2)
RSV+HRV+HCoV 1(0.2)
RSV+HRV+HBoV 1(0.2)
Pozitif 238 (47.4)
Negatif 264 (52.6)
Toplam 502

*Hiicre kiiltiirii, DFA ve multipleks PCR test yontemlerinden en az
biriyle pozitif saptanan sonuglar verilmistir. RSV: Respiratuar sin-
sityal viriis; ADV: Adenovirus; INF A/B: Influenza viriis tip A ve B;
PIV 1-3: Parainfluenza viriis tip 1-3; HRV A/B: Human rhinovirus
A/B; EV: Enterovirus;, HCoV: Human coronavirus; HBoV: Human
bocavirus; HMPV: Human metapneumovirus

ornekteki klasik solunum viriisleri kargilagtirma
kapsamma alindi1 (Tablo 2). Hiicre Kkiiltiirii ve
DFA’ya gore multipleks PCR yonteminin duyar-
lilik, 6zgiillik, PPV, NPV ve test gecerlilik oran-
lar1 sirastyla %97.3, %95.7, %939, %98.1 ve
%96.3 olarak bulundu.

Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda RSV
%219, HRV %6.0 ve INF A %S5.2 oraninda
pozitif bulundu. Hastalarin %6.6’sinda ¢oklu
etken enfeksiyonu goriildii. En fazla RSV ve
HRYV birlikteligi goriildii. Hiicre kiiltiirii ve/veya
DFA ile pozitif bulunan 5 6rnek [RSV, INF B,
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Multipleks PCR + - Toplam
+ 184 12 196
- 5 264 269
Toplam 189 276 465

DFA: Direkt floresan antikor

ADV, INF A (n=2)] multipleks PCR ile negatif
bulundu. Multipleks PCR ile pozitif bulunan 12
[RSV(n=4), INF A (n=2), ADV, INF A+RSV
(n=4), ADV+RSV] o6rnek ise hiicre kiiltiirii ve/
veya DFA ile negatif bulundu.

TARTISMA

Viriisler solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olan etkenlerin baginda yer alir. Viral solunum
yolu enfeksiyonlart saglikli erigkinlerde hafif
klinik tablo ile seyrederken, 6zellikle yaslilarda,
immun yetmezlikli kisilerde ve ¢ocuklarda ciddi
morbidite ve mortalite ile sonuclanabilir. Bu
yiizden viral solunum yolu hastaliklarinin dogru
ve hizli tanisi, gerekli tedaviyi uygulamak,
enfeksiyon bulagini sinirlamak ve gereksiz anti-
biyotik kullanimimi engellemek ve buna bagh
olarak da diger bakteriyel etkenlerin direng
kazanmasini 6nlemek i¢in gereklidir®.

Solunum viriislerini saptamada kullanilan kon-
vansiyonel yontemler hiicre kiiltiirii (tiip kiiltiirii,
shell vial) ve DFA testleridir. Solunum viriisleri-
nin saptanmasinda hiicre kiiltiirii altin standart
yontem olmasina karsin olumsuz transport
kosullarindan testin etkilenmesi, her etken i¢in
ayrt hiicre dizisi hazirlama gerekliligi, kisith
saylda etkeni belirleyebilmesi, test siiresinin 48
saatte sonuclanmasi gibi dezavantajlar1 bulun-
maktadir. DFA ise yaklagik bir saatlik siirede
sonuc¢lanabilmesine ragmen, 6rnek kalitesinden
testin etkilenmesi ve hiicre kiiltiiriine gore duyar-
Iiliginin  daha diisiik olmasi kullanimini
siirlamaktadir®®?. Shell vial hiicre kiiltiirii ve
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DFA ile solunum yolu enfeksiyonlarinin biiytik
bir boliimiinii olusturan, RSV, INF A/B, ADYV,
PIV saptanabilmektedir. Ancak, HCoV, HMPYV,
HBoV, PIV 4 gibi viriisler de 6nemli etkenler
arasindadir. Human coronavirus, HRV ve HMPV
hiicre kiiltiirlinde gec ve gii¢ iiretilebildikleri
icin, HBoV ise hiicre kiiltiirlinde iiremedigi i¢in
bu solunum viriisleri yalnizca niikleik asit testle-
ri ile saptanabilmektedir®.

Bu caligmada, akut solunum yolu enfeksiyonu
tanili hastalarda solunum viriislerinin saptanma-
sinda konvansiyonel yontemlerle (shell vial
hiicre kiiltiirii yontemi ve DFA) multipleks PCR
test yontemini karsilagtirilarak, multipleks PCR
testinin performans: degerlendirilmigstir. Tiim
testlerin toplam sonuglarina bakildiginda incele-
nen 502 nazofarengeyal siiriintii 6rneginin yak-
lagik %48°1 pozitif bulunmugtur. Hiicre kiiltiirii
ve DFA ile 6rneklerin %37.6’s1, multipleks PCR
testi ile %46.4’i pozitif bulunmugtur. Hiicre
kiiltiirti ve DFA ile yalmizca klasik solunum
virtisleri (RSV, INF A/B, PIV 1-3, ADV) sapta-
nabildigi i¢in klasik yontemlerle saptanamayan
diger solunum viriislerinin tek bagina pozitif
oldugu 37 6rnek karsilagtirma dig1 birakilmugtir.
Hiicre kiiltiirii ve DFA ile negatif bulunan 12
ormek [RSV(n=4), INF A (n=2), ADV, INF
A+RSV (n=4), ADV+RSV] multipleks PCR
yontemi ile pozitif bulunmustur. Hiicre kiiltiirii
ve DFA ile pozitif bulunan 5 6rnek de [RSV, INF
B, ADV, INF A (n=2)] multipleks PCR ile nega-
tif bulunmugtur. Her iki yontem karsilagtirildi-
ginda pozitif bulunan tekli etkenler neredeyse
birbirine benzer olmakla birlikte, multipleks
PCR’1n ikili etkenleri saptamada hiicre kiiltiirii
ve DFA’ya iistiin oldugu goriilmiistiir. Bu calig-
ma retrospektif olarak gerceklestirilmis ve test
yinelemeleri yapilamamistir. Bu yiizden “yanlig
pozitif” yorumu yapilamamistir. Ancak genel
olarak bakildiginda hiicre kiiltiirii ve DFA ile en
¢ok RSV’nin saptanamadigi goriilmiistiir. Diger
solunum viriislerine gére RSV 1s1 farkliliklarin-
dan en fazla etkilenen viriistiir’®. Bu da hastane-

mizde transport kosullarinda bazi sorunlar oldu-
Sunun gostergesidir. Multipleks PCR yontemi
de en fazla influenza viriislerini saptamada
yetersiz kalmugtir.

RSV (%21.9), HRV (%6.0) ve INF A (%5.2)
solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda sira-
styla en sik saptanan solunum viriisleri olmustur.
Hastalarin %6.6’sinda c¢oklu etken enfeksiyonu
goriilmiigtiir. Daha 6nce laboratuvarimizda yapi-
lan bagka bir ¢alismanin verileri ile bu calisma
sonuglar1 benzer bulunmusgtur'V. Coklu etkenle-
rin azimsanmayacak oranda oldugu ve klasik
yontemlerin ¢oklu etkenleri saptamada yetersiz
oldugu goriilmektedir. Ayrica coklu etkenlerin
onemli bir boliimiinden sorumlu olan HRV nin
konvansiyonel yontemlerle saptanamamasi da
bu yontemler icin bir dezavantaj olusturmakta-
dir.

Hiicre kiiltiirii ve DFA’ya gore multipleks PCR
yonteminin duyarlili§i %97.3, o6zgiilligi %95.7,
PPV %93.9, NPV %98.1 ve test gecerlilik orani
%96.3 olarak bulunmugtur. Daha dnce yapilan
arastirmalarda oldugu gibi bu ¢calismada da mul-
tipleks PCR yonteminin klasik yontemlerden
daha duyarli oldugu goriilmiistir® !9,
Multipleks PCR’1n daha duyarli olmasinin yani
sira hizli ve dogru sonug vermesi de klinik ve
epidemiyolojik acidan 6nem tagimaktadir. Hizlh
sonug; Oncelikle influenza salgini gibi durumlar-
da gerekli antiviral tedaviye baglamak, gereksiz
antibiyotik kullanimimi oOnlemek, gerektiginde
nozokomiyal bulagi engellemek i¢in damlacik
izolasyon onlemlerini almak, tan1 koymak i¢in
ileri ve gereksiz tetkikleri yapmamak, saptanan
viriisle ilgili halk saglig ile ilgili bilgileri ver-
mek acisindan son derece 6onemlidir?.

Multipleks PCR testinin duyarlilik ve ozgiilliigii
oldukc¢a yiiksek bulunmugtur. Ayrica bu testle,
hiicre kiiltiirii ve DFA’dan farkli olarak tek etken
enfeksiyonlarinda 37, coklu etken enfeksiyon-
larda ise tek bagsina iki, klasik solunum viriisleri-
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ne ek patojenlerin saptanmasinda 14 hastada
daha pozitif bulunarak sonuclara katkida bulun-
mustur.

Sonug olarak, multipleks PCR’1n klasik yontem-
lerle tespit edilemeyen viriisleri de saptayabildi-
8i, klasik yontemlere gore daha kisa siirede
sonug verdigi, ornek kalitesinden etkilenmedigi,
duyarli ve 6zgiilliigiiniin yiiksek oldugu, ayni
anda birden fazla ornek caligilabildigi i¢in is
yiikiinii de azalttig1 goriilmistiir. Bu nedenle
multipleks PCR yonteminin rutin kullanima
uygun oldugu 6ngorilmiistiir.
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0z

Amag: Bu calismada, 2014 ve 2015 yilini iceren iki yillik
siirecte, laboratuvarimizda izole edilen Mycobacterium
tuberculosis kompleks izolatlarinin birinci secenek anti-
tiiberkiiloz ilaglara duyarliliklarimin retrospektif olarak
arastirtlmasi1 amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Tiiberkiiloz on tanist ile gonderilen
siipheli ornekler Ehrlich-Ziehl-Neelsen yontemi ile
boyanarak, mikroskobik olarak degerlendirilmis,
Lowenstein-Jensen besiyeri ve otomatize kiiltiir sistemi-
ne (Mycolor TK, Salubris A.S., Istanbul) ekimleri yapil-
mgtir. Ureme goriilen kiiltiir tiiplerinde Mycobacterium
tuberculosis kompleks tanimlamasi ve streptomisin, izo-
niazid, rifampisin, etambutol duyarliliklart calisilmigstir.

Bulgular: Calismaya laboratuvara gonderilen 5406
klinik ornekten, Mycobacterium tuberculosis kompleks
izole edilmis 266 sug ddhil edilmistir. Her hasta igin tek
bir sus ¢alismaya alinmigtir. Streptomisin, izoniazid,
rifampisin ve etambutole toplam direng oranlart sirasty-
la %4.5, %64, %9 ve %4.5 olarak bulunmustur.
Hastalarin %83.1°i tiim antibiyotiklere duyarlt olup,
antimikobakteriyel ilaclar icinde en yiiksek direng rifam-
pisin icin saptanmigtir. Cok ilaca direng orani ise %2.6
olarak bulunmustur. Calismada ayrica Ehrlich-Ziehl-
Neelsen boyama ydontemi ile otomatize kiiltiir sistemi
sonuglart karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Sonuc: Tiiberkiilozda direng paternlerinin izlenmesi, uygu-
lanacak tedavi protokollerinin belirlenmesinde onemli
oldugu gibi uzun vadede diren¢ gelisiminin onlenmesinde
de yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, antitii-
berkiiloz duyarliligi, direng

ABSTRACT

Resistance Rates of Mycobacterium tuberculosis Complex
Strains to the Primary Anti-tuberculosis Drugs in Konya
Province, Turkey

Objective: In this study we aimed to retrospectively analyse
primary anti-tuberculosis drug susceptibilities of
Mycobacterium tuberculosis complex strains, isolated from
patients with initial diagnosis of tuberculosis during the
two years period between 2014 and 2015 at our
laboratory.

Material and Methods: Clinical samples obtained from
patients with suspected tuberculosis were stained with
Ehrlich-Ziehl-Neelsen method and evaluatedmicroscopically.
After processing of samples, each sample was inoculated
onto Lowenstein-Jensen medium and automated culture
system (Mycolor TK, Salubris A.S., Istanbul) medium. If
bacterial growth was detected, Mycobacterium tuberculosis
complex typing was made and if requested antituberculosis
drug susceptibilities for streptomycin, isoniazid, rifampicin
and ethambutol were tested.

Results: Out of 5406 clinical samples sent to the laboratory, a
total of 266 Mycobacterium tuberculosis complex iolates were
included in the study and only single sample from each patient
was processed. Total resistance rates to streptomycin, isoniazid,
rifampicin, and ethambutol were 4.5%, 6.4%, 9% ve 4.5%,
respectively. Among antimycobacterial drugs, the highest
resistance rate was found for rifampicin and 83.1% of the
patients were susceptible to all of the agents tested. Multidrug
resistance was determined as 2.6 percent. In the study,
automated culture system was also evaluated in comparison
with Ehrlich-Ziehl-Neelsen staining method.

Conclusion: Monitoring of resistance patterns in
tuberculosis is important in determining treatment protocols
and will also be useful in preventing the development of
resistance in long term.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis
susceptibility, resistance
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GIRIS

Tarihin en eski hastaliklarindan biri olan tiiber-
kiilozun etkeni Mycobacterium tuberculosis
1882’de Robert Koch tarafindan bulunmustur.
Bu bulus tiiberkiiloz hastalig1 ve hastalari i¢in
bir devrimdir. Bacterium tuberculosis adi ile
anilan bakteri, koloni morfolojisi ve yavasg tireme
ozelligi nedeni ile mantara benzetildiginden
Lehman ve Neuman tarafindan 1886 yilinda
Mycobacterium tuberculosis olarak isimlendiril-
mistir. Bu tarihten sonra tan1 yontemleri gelis-
mis, 20 Kasim 1944’te Waksman’in streptomisi-
ni kesfi ile tiiberkiilozda antibiyoterapi donemi
baglamistir. Giinlimiizde hala tek mikroorganiz-
manin yaptig1i en c¢ok Oldiiren bulagict
hastaliktir®.

Direkt siiriintli 6rneginde Ehrlich-Ziehl-Neelsen
(EZN) boyasi ile aside direncli bakteri (ARB)
varliginin mikroskopik olarak aragtirilmasi ve
kiiltiir, hastaligin teshisinde temel yontemlerdir®.
Mikroskopi ile aside direncli basillerin saptan-
masl, tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda ve
bulastirict olgular1 saptamada en 6nemli yon-
temlerden biridir. Kiiltiir ise altin standart olarak
kabul edilmektedir. Tanida mikroskobik incele-
me ile kiiltiiriin birlikte degerlendirilmesi gere-
kir. Kiiltiir i¢in, yumurta bazli veya agar icerikli
kat1 besiyerleri ve sivi besiyerleri kullanilmakta-
dir. Hizli tan1 saglayabilmek amaciyla sivi besi-
yerlerinin otomatize ve yari otomatize cihazlar-
da kullanildig: ¢esitli sistemler gelistirilmistir®.

Modern tani, tedavi ve kontrol yOntemlerine
ragmen tiiberkiiloz halen Onemli halk sagligi
sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) her yil yayinladig1 kiiresel tiiber-
kiiloz raporlar ile hastalara ait verileri diinya,
bolgeler ve tilkeler bazinda ortaya koymaktadir.
DSO’niin 2015 yili raporlarma goére, 2014 yilin-
da 9.6 milyon yeni tiiberkiiloz olgusu oldugu
sanilmaktadir. Yine ayni1 yilda tiiberkiilozdan 1.5
milyon kisi yasamini kaybetmistir. Erken teghis
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ve dogru tedavi ile neredeyse tiim tiiberkiiloz
olgular1 tedavi edilebilirken bu rakam kabul edi-
lemeyecek kadar yiiksektir®. Tiirkiye Verem
Savas 2014 raporunda iilkemizdeki toplam olgu
sayist, 2005 yili igin 20535, 2012 yil1 icin 14691
olarak bildirilmistir. DSO’niin son yayinlanan
raporuna gore 2014 yili i¢in toplam tiiberkiiloz
olgu sayist 13378’e gerilemistir. 2003 yilinda
100000 de 26 olan insidans 2014 yilinda 18 ola-
rak raporlanmistir. Tiirkiye’de tiiberkiiloz insi-
dans: yillar i¢inde diisiis gostermekle birlikte,
iilkemiz tiiberkiiloz insidansinin orta diizeyde
oldugu iilkeler arasinda yer almaktadir®>. Bugiin
tiiberkiiloz ila¢ direnci verisi DSO tarafindan
153 iilkede sistematik olarak toplanip analiz
edilmektedir. Ancak, tiim tiiberkiiloz hastalarina
rutin ila¢ direnci testi uygulamasina dayalr ilag
80 tilkede

direnci stirveyansi

yiiriitiilmektedir“®.

Birinci secenek anti-tiiberkiiloz (anti-TB) ilagla-
r1; izoniazid (INH), rifampisin (RIF), Etambutol
(EMB), Streptomisin (SM)’dir. Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi ve DSO tarafindan tiiberkii-
lozun baglangic tedavisinde birinci se¢enek ilag-
larin kombine kullanimi Onerilmektedir. Ancak,
diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de birinci sege-
nek anti-TB ilaglara diren¢ 6nemli bir sorundur®.
Cok ilaca direngli tiiberkiiloz (CID-TB); diger
anti-TB ilaclara diren¢ varliginda ve/veya yok-
lugunda en azindan INH ve RIF direngli M.
tuberculosis olarak tanimlanmaktadir.

Anti-TB
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK)
izolatlar1 klinik olarak direngli degillerdir.
Tiiberkiiloz basillerinde direng, dogal olarak
diren¢ genlerinin varli§ina veya spontan mutas-
yonlara bagli olarak gelismektedir. Bakteriler
aras1 gen aktarimi yoluyla diren¢ olusmamakta-
dir. Plazmitlere bagli diren¢ tanimlanmamugtir.
Dogal direng olasiligi: RIF icin 10-8, INH ve
EMB icin 10-6 , SM i¢in 10-5, INH+ RIF i¢in
10-14, INH+RIF+EMB i¢in 10-20 kadardir.

ilaclarla  karsilagmamig  olan
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Ilaca direngli suslarin ortaya cikisi, antibiyotik-
lerin hatali kullanimiyla alakalidir. Cogul ilaca
direncli suglar, adim adim direncin birikimiyle
ortaya ¢ikmaktadir: CID-TB insan yapimidir®.
Tiirkiye Verem Savag 2014 raporuna gore, iilke-
mizdeki 2012 yilinda CID-TB orani yeni olgular
icin %3.2, onceden tedavi gormiis olgularda
%21.8, tim olgulardaki oran ise % 5.4 olarak
bildirilmigtir®.

Bu calismada, ¢esitli klinik orneklerden izole ve
identifiye edilen MTK suslarinin, birinci sece-
nek anti-TB ilaglara diren¢ durumunun retros-
pektif olarak arastirilmasi amaclanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Ocak 2014-Aralik 2015 tarihleri-
ni iceren iki yillik siirecte, Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Bolge
Tiiberkiiloz Laboratuvari’na gonderilen cesitli
klinik orneklerden izole edilen MTK suglarinin
birinci secenek anti-TB ilaclara duyarhliklari,
retrospektif olarak incelenmis, ayrica EZN tani
yontemiyle otomatize sistem Kkiiltiir sonuglari
karsilagtirilmigtir. Mikobakteri yoniinden incele-
mek amaci ile laboratuvara gonderilen balgam,
brons lavaj sivisi (BAL), akciger dis1 abse aspi-
rat sivisi, trakeal aspirat, idrar gibi klinik 6rnek-
ler dekontaminasyon ve konsantrasyondan sonra
beyin-omurilik sivisi, eklem sivisi, plevra sivist,
perikard sivisi, doku biyopsi Ornegi, asit gibi
aseptik kosullarda toplandigi diigtiniilen viicut
stvilarl ise dekontamine edilmeden konsantras-
yondan sonra ekimleri yapilmis ve eszamanl
olarak EZN boyama i¢in de preparatlar hazirlan-
mustir. Orneklerin dekontaminasyon ve konsant-
rasyon iglemleri Mycoprosafe (Salubris A.S.,
Istanbul) hazir ticari kitleri kullamilarak yapil-
mugtir. Tiiberkiiloz 6n tanisi ile gelen Ornekler
tiretici firmanin Onerileri dogrultusunda sivi
bazli otomatize kiiltiir sistemine (Mycolor TK,
Salubris AS, Istanbul) ve Lowenstein-Jensen
besiyerine ekilmistir.

Hizli bir tiiberkiiloz tani sistemi olan TK kiiltiir
sistemi hizli tiiberkiiloz tani sistemidir ve son
yillarda gelistirilmisdir. Coklu renk indikatorle-
rinin kimyasal olarak reaksiyonuna dayanan TK
besiyeri, izolasyonda kullanilmaktadir ve miko-
bakterilerin iiremesini erken siirede saptayabil-
mektedir. TK besiyerinin orijinal rengi kirmizi-
dir. Ekilen ornekte mikobakteri varliginda,
mikobakterilerin iirettigi metabolitler ve enzim-
ler ile TK besiyerinin rengi sariya, bakteriyel
veya fungal tiirlerin iiremesi durumunda ise
yesile degismektedir. Sistem icinde yer alan
TK MEDIUM tiipii sar1 renge doniistiiglinde
test sonlandirilmigtir. TK PNB kirmizi kalmig-
sa bu mikobakteri tiiri MTK grubuna ait, her
ikisi de sar1 renge donmiigse tiiberkiiloz dis1 bir
tiir olarak tanimlanmistir. Otomatize sistemde
tireyen MTK izolatlar1 TK ANTI TB & PNB
KIT sistemine inokiile edilmis ve SM, INH,
RIF, EMB duyarliliklar1 ¢alisgitimistir. ilag son
konsantrasyonlari; INH i¢in 0.2 pg/ml, RIF
icin 1.0 pg/ml, SM icin 2.0 ug/ml ve EMB icin
7.5 pg/ml olarak ayarlanmigtir. TK MEDIUM
sar1 renge doniistiigiinde antimikobakteriyel
antibiyotik iceren herhangi bir tiip sartya doniis-
miigse izolat direngli, kirmizi kalmig ise duyar-
It kabul edilmigtir®!1?,

BULGULAR

Iki yillik siiregte laboratuvarimiza gonderilen
5406 klinik o6rnekten 363’tinde MTK susu izole
edilmis ve her hasta icin tek bir sus caligmaya
alindiginda, 266 sus ¢alismaya dahil edilmistir.
2014 ve 2015 yilinin hem ayri ayri analizleri
hem de toplamdaki diren¢ oranlar1 hesaplanmig-
tir. 2014 yilinda izole edilen 113 sus i¢inde; SM,
INH, RIF, EMB direncleri sirastyla %5.3 %5.3;
%8.8 ve % 3.5 olarak izlenirken, 2015 yilt icin
ise direng oranlari sirasiyla %3.9, %7.2, %9.2 ve
%5 .2 olarak bulunmustur. iki y1llik genel direng
oranlarina baktigimizda SM direnci %4.5, INH
direnci %6.4, RIF direnci %9, EMB direnci
%4.5 olarak tespit edilmisgtir.
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Tablo 1. Anti-TB ila¢ duyarhihk sonuclari.
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YILLAR 2014 2015 2014-2015
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Test edilen izolat 113 (100) 153 (100) 266 (100)
Birinci secenek ilaclara duyarh 92 (%81.4) 129 (%84.3) 221 (%83.1)
Herhangi bir ilaca direng 21 (%18.6) 24 (%15.7) 45 (%16.9)
SM 6 (%5.3) 6 (%3.9) 12 (%4.5)
INH 6 (%5.3) 11 (%7.2) 17 (%6.4)
RIF 10 (%8.8) 14 (%9.2) 24 (%9)
EMB 4 (%3.5) 8 (%5.2) 12 (%4.5)
Tek ilaca direng 18 (%15.9) 13 (%8.5) 31 (%11.7)
SM 4 (%3.5) 2 (%1.3) 6 (%2.3)
INH 3 (%2.7) 3 (%2) 6 (%2.3)
RIF 8 (%7.1) 6 (%3.9) 14 (%5.3)
EMB 3 (%2.7) 2 (%1.3) 5(%1.9)
Cok ilaca direnc (CID) 2 (%1.8) 5(%3.2) 7 (%2.6)
INH+RIF 0 (%0) 2 (%1.3) 2 (%0.8)
INH+RIF+EMB 1 (%0.9) 1 (%0.7) 2 (%0.8)
INH+RIF+SM 1 (%0.9) 1 (%0.7) 2 (%0.8)
INH+RIF+EMB+SM 0 (%0) 1 (%0.7) 1 (%0.4)
Diger direnc patternleri 1 (%0.9) 6(%3.9) 7 (%2.6)
INH+EMB 0 (%0) 2 (%1.3) 2 (%0.8)
INH+SM 1 (%0.9) 1 (%0.7) 2 (%0.8)
RIF+EMB 0 (%0) 2 (%1.3) 2 (%0.8)
RIF+SM 0 (%0) 1 (%0.7) 1 (%0.4)
EMB+SM 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
INH+EMB+SM 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
RIF+EMB+SM 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

INH: izoniazid, RIF: rifampisin, EMB: etambutol, SM.: streptomisin, CID: Coklu ilag direnci

CID-TB orani ise 2014 ve 2015 yili igin top-
lamda %?2.6 olarak bulunmugtur. Hastalarin
%83.1’1 tim antibiyotiklere duyarli olup,
direncte en yiiksek oran RIF i¢in (%9) icin
saptanmistir. Hastalardan dordiinde, ii¢ ilaca
birden direng tespit edilirken, bir hasta birinci
secenek anti-TB ilaclarin doérdiine de direncli
bulunmusgtur (Tablo 1).

Calismaya dahil edilen klinik Orneklerden
2862’sinde EZN boyama yontemi ile otomati-
ze kiiltir sonucglar1  karstlagtirilmistir.
Calismada 2862 ornegin 187°si (%6.5) EZN
yontemi ile, 210°u ise (%7.3) Mycolor TK
otomatize kiiltlir yontemi ile pozitif bulun-
mustur. Kiiltlir pozitifligine gore EZN’nin
duyarliligt %85.7, ozgilligi %99.7 bulun-
mustur. Kiiltiir pozitifligine gore EZN’nin
pozitif prediktif degeri %96.2, negatif predik-
tif degeri %98.9 olarak hesaplanmistir.
Sonuglar Tablo 2°de dzetlenmistir.
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Tablo 2. EZN ve otomatize kiiltiir sonu¢larmn karsilastiriimasi.

Mycolor TK (+) Mycolor TK (-) Toplam
EZN (+) 180 7 187
EZN (-) 30 2645 2675
Toplam 210 2652 2862

(+): Pozitif (-): Negatif

TARTISMA

Tiiberkiiloz tarih boyunca tedavisi i¢in ugrasilan
bir hastaliktir. [Tk olarak MO 4. yiizy1lda Hipokrat
tarafindan tanimlanmistir. SM’nin kesfedildigi
1944 yilina kadar istirahat, diyet, gogiis yakilari,
semptomlara yonelik tedaviler, soguk ve taze
dag havasi ile klimatoterapi, kuvvetli beslenme
ve kuvvetli egzersiz gibi tedavi Onerileri uygu-
lanmistir. Antitiiberkiiloz tedavilerde doniim
noktast 1944’te SM’nin devreye girmesi ile
yasanmigstir. Bu ilacin kesfi Nobel ile odiillendi-
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rilmis ancak kisa siire sonra goriilen niiksler
hekimlere tiiberkiilozda ila¢ direncini 6gretmis-
tir. 1950’nin baglarinda INH ve izleyen yillarda
pirazinamid, tiasetazon, etionamid, protionamid
ve EMB bulunmustur. Bu kesifler ile tedaviler
ayaktan yapilmaya baslanmistir. Kemoterapideki
son devrim 1966’da RIF’nin kullanima girmesi
olmugtur. Bu kesif su anda da uygulanmakta
olan kisa siireli tedavinin yolunu agmigtir').

Su anda diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de
birinci secenek anti-TB ilaclara diren¢ 6nemli
bir sorundur. Tiiberkiiloz tedavisinde yetersiz
ve/veya yanlis uygulamalar anti-TB ilaglara
kargi direncli MTK suslarinin artmasina neden
olmaktadir.

Saglik Bakanligi’'nca yayinlanan “Tiirkiye’de
Verem Savagt 2014 Raporu”nda iilkemizdeki
2005-2012 yillarindaki direng oranlart INH i¢in
%11.5-154; RIF i¢in %6.7-6.6; EMB i¢in %4 .0-
5.4; SM icin %8.1-11.3 olarak verilirken CID-
TB oran1 %5.1-5 4 olarak verilmistir. Bu veriler-
de en yiiksek diren¢ oranina sahip olan birinci
secenek anti-TB ilag INH’dir®. Calismamizda,
izole edilen suglarda bulunan diren¢ oranlari,
INH icin %6.4, RIF icin %9, SM i¢in %4.5,
EMB icin %4.5 olarak tespit edilmistir. CID-TB
orant %?2.6 olarak bulunmustur. Caligmamizda
birinci secenek anti-TB ilaglar icinde en yiiksek
diren¢ RIF icin saptanmig olup, Tiirkiye verile-
riyle uyumlu degildir. Yapilan calismalarda RIF
direncli suglarin cofunun cok ilaca direncli
oldugu saptanmistir. Calismamizda ise, RIF
direnci saptanan 24 hastanin 14’iinde RIF diren-
ci tek bagina tespit edilmistir. RIF direncinin
erken saptanmasi, tedavinin yonlendirilmesinde
onemli olabilir. RIF direnci, RNA polimeraz
enziminin beta alt birimini olusturan gendeki
mutasyonlar ile ortaya ¢ikar'?,

Tuncer ve ark."® 2001 ile 2008 yillar1 arasindaki
sekiz yillik siireci igeren ¢aligmalarinda, Konya
bolgesinin anti-TB ajanlara karsi direng profille-

rini irdelemiglerdir. Bu yillarda Konya bolgesin-
de bulduklar diren¢ oranlart INH icin %11.7,
RIF i¢in %5.7, SM i¢in %5.2, EMB i¢in %4.9
dur. Ayni calismada CID-TB orani ise %4 olarak
bildirilmigstir. Calismamizla karsilastirdigimiz-
da, bolgemizde RIF direncinin yillar icinde
onemli miktarda arttig1 sdylenebilir. Konya ilin-
den Kurtoglu ve ark.’nin™ 2009-2011 yillar
icinde izole ve 70 MTK susunu dahil ettikleri
bagka bir ¢alismada, calismamizin aksine, birin-
ci secenek anti-TB ilaclar icinde en diisiik diizey
direnci RIF icin bildirmislerdir. Kurtoglu ve
ark.’nin"® calismasinda, INH direnci %24, SM
direnci %20, RIF direnci %4, EMB direnci %6
olarak bildirilmistir. Tuncer ve ark.’nin? ¢alis-
mast ile Kurtoglu ve ark.’nin® caligmasinda,
BACTEC MGIT-960 otomatize sistem kullani-
Iirken, calismamizda Mycolor TK otomatize
sistem kullanilmistir. Ayn1 bolgeye ait ¢aligma-
lar arasindaki uyumsuzluk nedenleri; calisilan
ornek sayisinin az olmasi, farkli hastanelerden
yapilan bildirimler olmas1 nedeniyle hasta profi-
linin farkli olmas1 ve duyarlilik c¢aligmasi igin
farkli otomatize sistemlerin kullanilmasi olabi-
lir. Ayrica son yillarda eklenen Suriyeli hastala-
rin varligi, bolgedeki direng profilini etkilemis
olabilir. Calismamizla uyumlu olarak Bozdag ve
ark.’nin"? caligmasinda, antibiyotik duyarlilik-
lart Mycolor TK otomatize sistem ile belirlen-
mis ve bu ¢alismada da en yiiksek diren¢ orani
RIF igin bildirilmistir. Diger yandan Oz ve
ark.’nin"” 2004 ile 2011 yillar1 arasinda izole
edilen suglarla yaptiklart ¢aligmada, duyarlilik
testleri icin Ocak 2004-Ekim 2008 tarihleri ara-
sinda BACTEC 460 TB ve Ekim 2008-Ekim
2011 tarihleri arasinda ise Mycolor TK otomati-
ze kiiltiir sistemleri kullanilmistir. Bu ¢calismada,
duyarlilik testlerinin Mycolor TK otomatize sis-
tem ile calisildigi donemde RIF direncinde bir
artigin olmadig1 belirtilmigtir. Baykal ve ark.'®
dort farkli yontemle antimikobakteriyel duyarli-
Iik caligmiglardir. Caligmada altin standart ola-
rak kabul edilen agar proporsiyon yontemi ile
MGIT, BacT/ALERT, Mycolor TK otomatize

169



sistem sonuglar1 karsilastirilmistir.  Calisma
sonuglarinda TK anti-TB sistemiyle duyarlilik
saptamada ozgiilliikk, duyarlilik ve genel uyum
strastyla %98, %100, %98 ve kappa degeri 0.93
hesaplanmis ve kusursuz uyuma sahip bulun-
mustur. Bununla birlikte Mycolor TK otomatize
sistem ile bolgemizde, tespit edilen yiiksek RIF
direnc oranlari, bu otomatize sistem ile kargilag-
tirmali ¢aligmalarin yapilmast gerekliligini
diistindiirmektedir.

Yaptigimiz calismada, birinci kusak anti-TB
ilaglara diren¢ oranlarint degerlendirmekle bera-
ber, tanida kullanilan iki yontem kargilagtiriimig-
tir. Tliberkiilozda mikroskopi ve kiiltiir en temel
tan1 yontemleridir. Mikroskobik inceleme 6zel-
likle tiiberkiiloz prevalansinin yiiksek oldugu
tilkelerde 6zgiilliigi yiiksek olan ve cogu labora-
tuvar tarafindan tercih edilen ucuz ve hizli bir
yontemdir. Mikroskopi yalnizca potansiyel
bulastirict olgulart bulmamizi degil ayni zaman-
da tedavinin etkinliginin izlenmesini de saglar.
Bu amacla kullanilan EZN boyama yontemi
kolay bir yontemdir. Ancak kiiltiire gore ozgiil-
liigii %98’ den fazla olmasina ragmen, duyarlili-
&1 balgamin kalitesine, icerdigi bakteri miktari-
na, uygulanan teknige, teknisyenin yetkinlik ve
yeterliligine bagli olarak %25 ile %65 arasinda
degisir®!”. Yaman ve ark.""® benzer bir ¢aligma-
da, EZN yonteminin kiiltiire gore 6zgiilltigiinii
%98, duyarliligini ise % 47 olarak bulmuglardir.
EZN ve kiiltiir sonuglarinin kargilagtirtldig: bir
diger calismada, ozgiillik %99.6, duyarlilik ise
%46.8 bulunmusgtur"®. Tiirkiye’de Verem Savagi
2014 raporlarina gore Tiirkiye geneli EZN ile
ARB saptama orant yeni olgularda %58, 6nce-
den tedavi gormiis olgularda %72.3 olarak rapor
edilmistir®. Calismamizda ise ozgiillik %99.7
bulunurken, duyarlilik ise yapilan benzer calig-
malardan daha yiiksek (%85.7) bulunmustur.

Sonug olarak, bu calisma ile bolge verileri hak-
kinda yol gosterici oldugunu diisiindiigiimiiz
mikobakteriyoloji laboratuvarimizdaki tiiberkii-
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loz direng oranlart verilmigtir. Tiiberkiilozun
laboratuvar tanisinda kiiltiir islemi duyarliliginin
mikroskopik incelenmeden fazla oldugu, ancak
kiiltiir islemleri sonuclanana kadar hastalarin
erken tani ve takibinde mikroskobik inceleme-
nin rutin islem olarak kiiltiir ile degerlendirilme-
si gereklidir. Diren¢ patternlerinin her bolge
yada hastane i¢in diizenli izlenmesinin, tiiberkii-
lozda yanlis ila¢ kullanimi ve buna bagli ortaya
cikan ¢oklu direnclerin dnlenmesine yardimci
olacag diisiincesindeyiz.
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Influenza Referans Laboratuvari 2015-2016 Grip Siirveyansi

Verileri
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Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve Temel Immunoloji Bilim Dall,

Istanbul

0z

Amag: Bu calismada, Istanbul Tip Fakiiltesi, Influenza
Referans Laboratuvari’min 2015-2016 influenza siirveyan-
st bulgularimin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Gereg ve Yontem: Ulusal Influenza Siirveyanst kapsamin-
da Istanbul Tip Fakiiltesi, Viroloji ve Temel Immunoloji
Bilim Dali Influenza Referans Laboratuvart’na gonderilen
nazal siiriintii orneklerinde influenza viriisleri real-time
PCR yontemi ile aragtirilmistir.

Bulgular: 2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvart’nda 20. hafta itibari ile toplam 2024 burun
siiriintii ornedi incelenmistir. Incelenen orneklerin 610
(%30) unda influenza saptannustir. Influenza pozitif érnek-
lerin 319 (%52)’u influenza A (HIN1) pdm09, 201 (%33)’i
influenza A H3N2 ve 90 (%15)’t influenza B olarak tiplen-
dirilmistir.

Sonug: Siirveyans calismalart, gribin toplum saghigi iize-
rindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmast ve grip ile miicadele
yollarmn belirlenmesi acilarindan olduk¢ca onem tasimak-
tadir. Bulgularinmiza gore 2015-2016 grip sezonunda 51 .-
17. haftalar aktivitenin goriildiigii zamanlar olarak belirle-
nirken pik donemi 3. haftada influenza A (HINI) pdm09
baskinliginda yasanmstir.

Anahtar kelimeler: Influenza viriisleri, siirveyans, 2015-2016

ABSTRACT

Influenza Surveillance Data of Influenza Reference
Laboratory for 2015-2016 Flu Season

Objective: In this study evaluation of 2015-2016 influenza
surveillance results of Influenza Reference Laboratory of
Istanbul University, Medical Faculty was aimed.

Material and Methods: Influenza viruses in nasal swab
samples, which were sent to the Influenza Reference
Laboratory in Istanbul University, Medical Faculty Virology
and Basic Immunology Division within the context of the
Influenza Surveillance, were investigated using real-time
PCR method.

Results: A total 2024 nasal swab samples were investigated
at the Influenza Reference Laboratory at the 20™ week of
2015-2016 flu season. Influenza virus was detected in 610
(30%) of the investigated samples. Three hundred and
nineteen (52%) positive samples were identified as influenza
A (HIN1) pdm09, 201 (33%) as influenza A H3N2 and 90
(15%) as influenza B.

Conclusion: Surveillance studies are extremely important for
unveiling the effects of flu on public health and determining
the methods for fighting against flu. According to our results
the 17-51" weeks in 2015-2016 flu season were determined to
be the activation time, while the peak period occurred in the
3 week with influenza A (HIN1) pdm09 dominancy.

Keywords: Influenza viruses, surveillance, 2015-2016

GIRIS

Orthomyxoviridae familyasi icerisinde siniflan-
dirilan influenza viriislerinin, antijenik 6zellikle-
rine gore A, B, C olmak iizere li¢ tipi vardir.
Influenza A viriisii, yapisinda yer alan hemaglu-
tinin ve noraminidaz glikoproteinlerine baglh
olarak farkli alt tipleri ile epidemilerin yani sira

pandemilere de yol acabilmektedir. Dolagimda
Yamagata ve Victoria olarak adlandirilan 2 fark-
It soy seklinde bulunan influenza B viriisii ise
mevsimsel grip etkeni olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir. Influenza C viriisii, dolasimda tek bir soy
halinde bulunur ve sporadik enfeksiyonlara
neden olur "2, Influenza viriisleri toplum sagl-
gin1 tehdit eden 6zellikleri nedeni ile 1952 yilin-
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dan beri DSO tarafindan izlenmektedir.
Tiirkiye’de influenza siirveyans c¢aligmalari,
2005 yilinda Saglhik Bakanligi onciiliiglinde
Ankara Refik Saydam Hifzissthha Merkezi’ne
bagli Ulusal Viroloji Referans Merkez
Laboratuvar1 ve Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel Immunoloji BD
(ITFVBD) biinyesindeki Influenza Referans
Laboratuvarr aracilig ile yiiriitiilmeye baglatil-
mugtir G4,

2015-2016 influenza siirveyanst kapsaminda
Influenza Referans Laboratuvari, Balikesir,
Bursa, Canakkale, Edirne, Kirklareli, Istanbul
illerine hizmet vermistir. S6z konusu illerde inf-
luenza benzeri hastalik (ILI) olgularindan gén-
derilen burun siiriintii 6rneklerinde influenza
viriisii aragtirtlmigtir. 2015-2016 grip sezonunda
THSK, siddetli akut solunum yolu enfeksiyonla-
r1 (SARI) siirveyans calismalarini da baglatmig
bulunmaktadir. Bu kapsamda, sentinel olarak
Istanbul ili Bakirkdy Sadi Konuk Hastanesi’nden
ve nonsentinel olarak Balikesir, Bursa,
Canakkale, Edirne, Kirklareli illerinden labora-
tuvarimiza gonderilen SARI olgularina ait
orneklerde influenza viriisleri ile birlikte 21
solunum yolu viriisii arastirilmigtir. Bu caligsma-
da, 2015-2016 influenza siirveyansi kapsaminda
Influenza Referans Laboratuvari verilerinin
degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

GEREC ve YONTEM

2015-2016 influenza siirveyanst kapsaminda
nazal siiriintii 6rnekleri Virocult (Medical Wire
Equipment CO, Ingiltere) viral tasima besiyeri
icerisinde Influenza Referans Laboratuvarima
gonderilmigtir. Laboratuvarda drneklerin uygun-
lugu kontrol edildikten sonra gerekli kayit iglem-
leri yapilarak ¢alismaya dahil edilmistir. Siirtintii
orneginin Virocult icerisindeki besiyerine geg-
mesi ve homojenizasyonu amaciyla yapilan
vorteksleme isleminden sonra 2 ml minimal
essential medium (MEM) besiyeri icerisinde

kriyotiipe aktarilmistir. Laboratuvarin yogunlu-
guna gore 48 saat igerisinde caligilacak drnekler
+4°C’de bekletilirken, daha uzun siire bekletile-
cek ornekler -20°C’de saklanmustir. Orneklere
uygulanan tiim iglemler giivenlik kabininde ger-
ceklestirilmistir.

Nazal siirlintii 6rneginden viral RNA ekstraksi-
yonu EZ1 Virus Mini Kit V 2.0 (QIAGEN,
Almanya) ile otomatik sistemde {iretici firmanin
direktifleri ~ dogrultusunda  yapilmistir.
Ekstraksiyon iglemi i¢in EZ1 Advanced XL
(QIAGEN, Japonya) cihazi kullanilmigtir.

PCR iglemleri, “Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)” tarafindan Onerilen real-time
RT-PCR (rRT-PCR) protokoliine gore yapilmig-
tir ©. Influenza A, B’nin primer-probe dizileri,
internal kontrol (RNaseP) ve kontroller Diinya
Saghk Orgiiti  (DSO)’nden saglanmustir.
Amplifikasyon iglemi icin Real Time ready
RNA Virus Master (Light Cycler 480 RNA
Master (Roche,Ref No: 05619416001, Almanya)
enzim miksi kullanilarak LightCycler 480 II
(Roche, Almanya) cihazinda gergeklestirilmistir.
Her bir 6rnek i¢in 8.6 ul molekiiler su, 0.5 ul
primer, 1 ul probe, 0.4 ul enzim, 4 ul reaksiyon
buffer olarak hazirlanan toplam 15 ul karigim
tizerine 5 ul RNA izolati eklenmigstir. Ampli-
fikasyon kosullari; 50°C’de 8 dakika, 95°C’de
30 sn, (95°C’de 0.1 sn + 55°C’de 20 sn +
72°C’de 0.1 sn) X 45 dongii ve 40°C’de 30 sn
sofutma olarak diizenlenmistir. Sonuglar
LightCycler 480 II cihazindaki amplifikasyon
egrilerinin degerlendirilmesi ile rapor edilmig-
tir.

SARI olgularina ait 6rneklerde influenza ile bir-
likte 21 solunum yolu viriisii FTD Respiratory
pathogens 21 (fast-tract DIAGNOSTICS,
Liiksemburg) kiti kullanilarak RotorGene 3000
(QIAGEN, Almanya) cihazinda miiltipleks real-
time PCR yoOntemi ile aragtirilmigtir.
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BULGULAR

2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’nda 20. hafta itibari ile 478 senti-
nel ILI olgusuna ait burun siiriintli 6rnegi ince-
lenmistir. Bu 6rneklerin 138 (%29)’inde influen-
za virlisii saptanmigstir. Pozitif Orneklerin 44
(%32)’ii influenza A (HIN1) pdm09, 60 (%43)1
influenza A H3N2, 34 (%25)’1i influenza B ola-
rak  belirlenmistir.  Influenza  Referans
Laboratuvar1 sentinel ILI siirveyans bulgulari

Grafik 1’de verilmistir.

2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’nda 20. hafta itibar1 ile 462 senti-
nel SARI olgusuna ait burun siiriintii 6rnegi
incelenmistir. Bu 6rneklerin 79 (%17)’unda inf-
luenza viriisii saptanmustir. izole edilen influen-
za suglarmnin alt tiplere gore dagilim, influenza A
(HIN1) pdm09 43 (%54.4), influenza A H3N2
23 (%29.1), influenza B 13 (%16.5) olarak belir-
lenmistir. 2015-2016 Grip Sezonunda Influenza
Referans Laboratuvari sentinel SARI siirveyans
bulgular1 Grafik 2’de verilmistir. Sentinel SARI
olgularina ait 6rneklerin 155 (%34)’inde influ-
enza dig1 solunum yolu viriisleri saptanmustir.

2015-2016 Grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’nda 20. hafta itibarr ile 1084 non-

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(4):172-180, 2016

sentinel SARI olgusuna ait burun siiriintii 6rnegi
incelenmistir. Bu Orneklerin 393 (%36)’iinde
influenza viriisii saptanmistir. Iinfluenza sapta-
nan orneklerin 232 (%59)’si influenza A (HIN1)
pdm09, 118 (%30)’i influenza A H3N2, 43
(%11)’1i influenza B olarak belirlenmistir. 2015-
2016 Grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvart nonsentinel SARI siirveyans bul-
gular1 Grafik 3’te verilmistir.

2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’nda 20. hafta itibart ile toplam
2024 burun siirlintii O6rnegi incelenmistir.
Incelenen 6rneklerin 610 (%30)’unda influenza
saptanmustir. 1zole edilen influenza suslarinda
alt tip dagilimi, influenza A (HIN1) pdm09 319
(%52), influenza A H3N2 201 (%33) ve influen-
za B 90 (%15) olarak belirlenmistir. Sentinel
ILI, sentinel SARI ve nonsentinel orneklerinde
saptanan influenza tipleri Grafik 4’te kargilagtir-
mali olarak verilmigtir.

2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’na yatig1 yapilan hastalardan gon-
derilen orneklerde influenza pozitifiginin 0-4,
5-14, 15-64, 65 ve iizeri yas gruplarindaki dagi-
Iim1 incelenmistir. Buna gore en fazla influenza
pozitifligi 15-64 yas grubunda saptanmistir.
Tiim yas gruplarinda en fazla influenza A(HINT)

Sentinel ILI
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Grafik 1.2015-2016 grip sezonunda influenza Referans Laboratuvari sentinel ILI siirveyans bulgulari.
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Grafik 2. 2015-2016 grip sezonunda Influenza Referans Laboratuvari sentinel SARI siirveyans bulgulari.
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Grafik 3.2015-2016 grip sezonunda influenza Referans Laboratuvari nonsentinel SARI siirveyans bulgulari.

pdmO1 goriiliirken, 65 ve iizeri yag grubunda
influenza A(H3N2) daha fazla sayida saptanmis-

tir (Grafik 5).

2015-2016 Grip sezonunda Influenza Referans
Laboratuvari’nda izole edilen influenza suslari-
nin antijenik ve genetik ozellikleri DSO ile is
birligi icerisinde Londra merkezli “Francis
Crick” Enstitiisii’nde belirlenmistir. Enstitliniin
raporuna gore influenza A (HIN1) pdm09 sugla-

rinin antijenik o6zelligi “A/California/7/2009/
like” ile uyumlu bulunmustur. Bu suslar HA ve
NA gen analizlerine gore 6B1 grubunda siniflan-
dirilmistir. Influenza A (H3N2) suslarinin antije-
nik 6zelligi “A/Switzerland/9715293/2013-like”
ve “A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-like
virus” ile uyumlu saptanmigtir. HA ve NA gen
analizlerine gore ise 3C3a ve 3C2a gruplarinda
siniflandiriimigtir. 2015-2016 Grip sezonunda
Influenza Referans Laboratuvari’nda izole edilen
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Grafik 4. 2015-2016 Grip sezonunda sentinel ILI, sentinel SARI, nonsentinel SARI siirveyansinda saptanan influenza tipleri.
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Grafik 5. 2015-2016 grip sezonunda yatisi yapilan hastalarda influenza tiplerinin yas gruplarina gore dagilimi.
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influenza B suslarinin Victoria B soyundan oldu-
gu belirlenmistir.

TARTISMA

Influenza viriisleri ani olarak baslayan 37.8’in
tizerinde ates, halsizlik, kas agrisi, Oksiiriik,
bogaz agris1 gibi belirtilerle karekterize grip
hastaligina neden olur ©. Her yil diinyada 3-5
milyon kiside agir seyreden ve 250-500 bin kisi-
de oliimle sonug¢lanan influenza kaynakli hasta-
lik tablolari ile kargilagilir 7. Grip ile miicadele-
de asmin yami sira siirveyans caligsmalari ile
toplumda grip aktivitesinin baglangic ve bitig
tarihleri, pik yaptig1 donemi ve salgindan sorum-
lu olan tiplerin belirlenmesi 6nemlidir. Bu amag-
la. DSO Global Influenza Surveillance and
Response System (GISRS) ile diinyadaki grip
aktivitesini izlemektedir. GISRS biinyesinde
bulunan 6 kollaboratif merkez, 11 H5 referans
merkezi ve 110 iilkede bulunan 140 ulusal influ-
enza referans merkezi ile siirveyans calismalari
yiiriitilmektedir. Siirveyans calismalarindan
elde edilen veriler FluNet veri tabani araciligi ile
eszamanlt olarak grafik, tablo, harita gibi ¢esitli
gorseller esliginde paylasima sunulmaktadir.
Flunet baglantili olarak Avrupa, Pan Amerika,
Giiney Asya ve Bat1 Pasifik bolgelerinin kurum-
sal verilerine ulasmak olasidir ®.

Avrupa Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Merkezi
(Europian Centers for Disease Control and
Prevention; ECDC) 2015-2016 influenza aktivi-
tesinin diisiik yogunlukta gectigini agiklamigtir.
Avrupa’da 50. haftada baglayan 2015-2016 inf-
luenza aktivitesinin, 20. haftaya kadar devam

Tablo 1. 2015-2016 sezonunda inflluenza aktivitesi.

ettigi ve pik doneminin 5-7 haftalar arasinda
oldugu bildirilmistir . Laboratuvarimizin 2015-
2016 influenza aktivitesinin izleminde ilk pozi-
tiflik 51. haftada saptanmigtir. Verilerimize gore
17. haftaya kadar devam eden influenza aktivite-
sinin pik donemi 3. haftada izlenmigtir.
Laboratuvarimizin sonuglari, izlemini yaptigi-
miz bolgelerde influenza aktivitesinin Avrupa’ya
gore daha erken (3. haftada) pik yaparak 17.
haftada sona erdigini gostermistir (Tablo 1).

ECDC’nin 2016 Mayis raporuna gore Avrupa
genelinde sentinel siirveyans kapsaminda ince-
lemeye alinan 50861 6rnegin 18640 (%36.7)’inda
pozitiflik saptanmistir. Bu raporda, pozitif ornek-
lerin 10496’sinda (%56.3) influenza A susu,
8144’{inde (%43.7) influenza B susu izole edil-
digi belirtilmistir. izole edilen influenza A susla-
rinin  10.030’unda tiplendirilme yapildig1 ve
8665’1 (%86.4) influenza A (HIN1) pdm09,
1365’1 (%13.6) influenza A (H3N2) olarak tip-
lendirildigi aciklanmistir. ECDC raporunda, inf-
luenza B suslarmdan 4119’ unun soy tayini yapil-
dig1 ve bunlarin 3974’iinlin (%96.5) Victoria,
145’inin (%3,5) ise Yamagata soyundan olduk-
lart bildirilmigtir ©. Laboratuvarimizda 2015-
2016 grip sezonunda 478 ILI, 462 SARI olgusu-
na ait olmak iizere toplam 940 ornek sentinel
siirveyans kapsaminda incelenmistir. ILI olgula-
rinda 138, SARI olgularinda 79 olmak iizere
tim sentinel 6rneklerde 217 (%23.1) influenza
pozitifligi saptanmigtir. Sentinel ILI ve SARI
olgularina ait 6rneklerde sirasi ile 104 ve 66 olan
influenza A pozitifligi toplam 170 (%78.3)
ornekte saptanmistir. Sentinel 6rneklerde influ-
enza A pozitifliginin alt tiplere gore dagilimi 87

2015-2016 influenza Referans Laboratuvari Avrupa ABD
Sezon baslangi¢ ve bitisi 51.-17. hafta 50.-20. hafta 40.-20. hafta
Pik yaptig1 donem 3. hafta 5.-7. hafta 10. hafta

Pik yiizdesi %79 %o 46 %23.7
Baskin influenza tipi A (HINI) pdm09 A (HINI) pdm09 A (HINI) pdm09
Baskin B soyu B Victoria B Victoria B/Yamagata
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2015-2016 Sentinel Siirveyans Influenza Referans Laboratuvari, istanbul Avrupa ABD
Incelenen 6rnek sayist 940 50.861 68.886
Influenza pozitifligi 217 (%23.1) 18.640 (%36.7) 26.538 (%38)
influenza A 170 (%78.3) 10.496 (%56.3) 18.78 (%70.8)
Tiplendirme yapilan 170 10.030 18.437
influenza A (HIN1) pdm09 87 (%51.2) 8.605’1 (%86.4) 14.877 (%80.7)
influenza A (H3N2) 83 (%48.8) 1365’1 (%13.6) 3.560 (%19,3)
influenza B 47 (%21.7) 8.144 (%43.7) 7.757 (%29.2)
Soyu belirlenen 27 4.119 4912
B/Victoria 27 (%100) 3.974 (%96.5) 1.545 (%31.5)
B/Yamagata 0 145 (%3.5) 3.367 (%68.5)

Tablo 3. 2015-2016 sezonunda dolasimdaki suslari asi icerigi ile uyumu.

Influenza A (HIN1) pdm Influenza A (H3N2) influenza B
As1 icerigi A/California/7/2009 A/Switzerland/9715293/2013 B/Pucket/3073/2013/Yamagata
B/Brisbane/60/2008/Victoria (Dértlii agida)
ABD A/California/7/2009 A/Switzerland/9715293/2013 B/Phuket/3073/2013/Yamagata-like (%68.5)
B/Brisbane/60/2008/Victoria-like (%31.5)*
Avrupa A/California/7/2009 A/Hong Kong/4801/2014 B/Brisbane/60/2008/Victoria-like (%96.5)*

A/Switzerland/9715293/2013

B/Phuket/3073/2013/Yamagata-like (%3.5)

(zayi1f reaksiyon)

Influenza A/California/7/2009
Referans
Laboratuvari A/Christchurch/16/2010

A/Switzerland/9715293/2013

B/Victoria (%100)*

A/Hong Kong/4801/2014

*Uelii agt icerigi ile uyumsuz

(%51.2) ornekte influenza A (HIN1) pdm09, 83
(%48.8) ornekte influenza A (H3N2) olarak
belirlenmistir. Sentinel silirveyans kapsaminda
47 (%21.7) ornekte influenza B pozitifligi sap-
tanmustir ve soy belirleme caligmas: yapilan 27
influenza B 6rnegin tamaminin Victoria soyun-
dan oldugu belirlenmigtir. Laboratuvarimizda
sentinel drneklerde saptanan influenza alt tipleri
Tablo 2’de Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’ndeki dagilim ile birlikte verilmistir.

2015-2016 sezonunda ABD’de grip aktivitesi,
gectigimiz son ii¢ sezona kiyasla daha gec bas-
lamis ve daha hafif seyretmistir. ABD genelinde
gorev yapan yaklagik 350 laboratuvarin sonugla-
r1 CDC merkezinde degerlendirilmis ve toplam
68886 Ornegin bulgulari sezon bitiminde yayin-
lanmigtir. Bu sonuglara gore, ABD’de %38
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(26538/68886 6rnek) oraninda influenza pozitif-
ligi saptanmistir. Pozitif saptanan orneklerde
18781’1 (%70.8) influenza A olarak belirlenir-
ken, 7757 (%29.2) ornekten influenza B izolas-
yonu bildirilmistir. izole edilen influenza A sus-
larinin 14877°si (%80.7) influenza A (HIN1)
pdm09, 3560’1 ise (%19.3) influenza A H3N2
olarak tiplendirildigi raporlanmistir. Ayn1 rapor-
da soy tayini yapilan influenza B viriislerinin
%68.5°’1 B/Yamagata, %31.5’1 ise B/Victoria
oldugu belirtilmistir. ABD’de 2015-2016 grip
sezonunda influenza A (HIN1) suslarinin asi
icerigi ile uyum gosteren A/California/7/2009,
influenza A (H3N2) suglart  ise A/
Switzerland/9715293/2013 antijenik tiplerden
oldugu bildirilmigtir. Ayrica ii¢ kiside yeni influ-
enza A antijenik tipleri saptandig1 ve bu suslarin
biri influenza A(HIN1) variant: “HIN1v” ola-
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rak, biri influenza A (H3N2) variant: “H3N2v”,
liclinciisii ise influenza A (HIN2) variant:
“HIN2v” seklinde isimlendirildigi agiklanmugtir 1%,
Laboratuvarimizda yeni antijenik 6zellige sahip
influenza viriisleri saptanmazken ABD ve
Avrupa’da oldugu gibi influenza A suslar1 ag1
icerigi ile uyumlu bulunmustur. Ancak laboratu-
varimizda izolen edilen influenza B suglarinin
tamamu as1 iceriginden farkli olarak “Victoria”
soyundan bulunmustur. Avrupa’da influenza B
acisindan ag1 uyumsuzlugu %96 “Victoria” tes-
piti ile gozlenirken, ABD’de “Victoria” orani
%36.5’te kalmigtir ©19, 2015-2016 influenza
sezonunda dolagimdaki suslarin as1 icerigi ile
uyumu Tablo 3’te verilmistir. 2015-2016 sezo-
nunda influenza B/Victoria’nin dolagimda agir-
likl1 olmasi nedeni ile DSO 2016-2017 sezonu
icin tiglii as1 icerigine Victoria soyundan influen-
za B suglarini 6nermistir. DSO tarafindan 2016-
2017 sezonunda iicli as1 icerigi; A/
California/7/2009 (HIN1) pdm2009-like viriis,
A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-like virus ve
B/Brisbane/60/2008-like virus (Victoria soyu)
suslar1 olarak belirlenmigtir. Dortlii as1 icerigin-
de ise iiclii as1 suglarina ek olarak B/
Phuket/3073/2013-like virus (B/Yamagata soyu)
bulunmaktadir V.

Genetik karekterizasyon bakimindan son yillar-
da dolagimda olan influenza A (HIN1) pdm09
suslarinin 6B1 ve 6B2 genetik grubundan oldu-
gu aciklanirken, laboratuvarimizda izole edilen
influenza A (HIN1) pdm09 suslarinin da 6B1
grubundan oldugu belirlenmistir @. DSO ile is
birliginde olan laboratuvarlar, dolagimdaki inf-
luenza A (H3N2) suglarinin 3C3a ve 3C2a gene-
tik alt gruplarinda toplandigini bildirmislerdir.
Laboratuvarimizdan  izole edilen A/
Istanbul/188/2015 susu, 3C.3a grubunda, A/
Istanbul/186/2015 susu 3C.2a grubunda filoge-
netik olarak siiflandirilmigtir.

2015-2016 sezonunda influenza viriisleri antivi-
ral duyarlilik acgisindan degerlendirildiginde,

ABD kaynaklar1 2408 influenza susunun test
edildigini, bunlardan 188 influenza B susunun,
658 influenza A (H3N2), susunun oseltamivir,
zanamivir ve peramivire duyarli oldugunu bil-
dirmigtir. Ancak test edilen 2193 influenza A
(HINT) pdm09 susunun, 18 (%0.8)’inde oselta-
mivir ve peramivire direngli oldugu belirtilmig-
tir 19, ECDC’nin raporunda ise Avrupa’da 2700
influenza A (HIN1) pdmO9 susu, 172 influenza
A (H3N2) susu ve 523 influenza B susu antiviral
duyarlilik ac¢isindan incelendigi belirtilmigtir.
Bunlardan 26 influenza A (HIN1) pdm09 susu-
nun, oseltamavire karst son derece azalmig inhi-
bisyon ile birlikte NA-H275Y substitiisyonu, bir
influenza A (H3N2) susunun oseltamivire karsi
azalmis inhibisyon ile birlikte NA-E119V amino
asit substitlisyonu gosterdigi bildirilmigtir. B/
Victoria soyundan dort influenza susunda, osel-
tamavir ve zanamavire karsi son derece azalmis
inhibisyon ile birlikte NA-R374K substitlisyonu
saptandig1 agiklanmistir. Incelenen diger suslar-
da ise noraminidaz inhibitorlerine kargi fenoti-
pik ve genotipik antiviral diren¢ bulgusu olma-
dig1 belirtilmistir. Laboratuvarimizin génderdigi
izolatlardan besini antiviral diren¢ acisindan
inceleyen Francis Crick Enstitiisii, iki influenza
A (HIN1) pdm0Q9 ve ii¢ influenza A (H3N2)
suslariin oseltamavir ve zanamavire karst nor-
mal inhibisyon gosterdiklerini bildirmisgtir.

Sonug olarak, grip etkeni ve etkileri bakimindan
siirekli degiskenlik gosteren bir hastaliktir. Bu
nedenle siirveyans programi cercevesinde grip
aktivitesini ve influenza viriisiiniin degisimlerini
izlemek, salgin oncesinde toplum igin gerekli
onlemlerin alinmast bakimindan 6nemlidir.
Ayrica dolagimda olan influenza suglar1 belirle-
nerek bir sonraki donemin as1 icerigi i¢in Oneri-
ler olusturulmaktadir. Verilerimize gore 2015-
2016 grip sezonu izledigimiz bolgelerde orta
siddette ve influenza A (HIN1) pdm09 baskinli-
ginda yasanmustir. DSO is birlik¢i laboratuvarla-
r1 aracilif1 ile antijenik tipleri belirlenen suslari-
mizin 2017 ag1 icerigi kapsamina alindig1 goriil-
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miistiir. Ancak tilkemizde molekiiler siirveyans
caligmalarinin gelistirilmesi, dolagimda olan inf-
luenza tiplerinin alt gruplarmmi belirlemek ve
antiviral diren¢ izlemi bakimimdan 6nemli ola-
caktir.
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Amag: Acinetobacter baumannii aerobik, gram negatif, glikozu fermente
etmeyen ¢ogunlukla yogun bakim iinitelerinde meydana gelen enfeksiyon
salginlarinda siklikla yer alan firsat¢i bir patojendir. Son yillarda
A. baumannii’ye artan ilginin baslica nedenlerinden biri salginlar ve ¢ogul
ilaca direngli suglarin (MDR) ortaya ¢ikmasina yol agan direng belirleyici-
lerini kazanma ve biriktirme yetenegine olan egilimidir. Bu organizmanin
hastane ¢evresinde uzun siire yasayabilme ozelligi, genetik fleksibilitesi ve
yiiksek uyum yetenegi, karbapenemleri de iceren bir ¢ok antimikrobiyal
sinifina direngli MDR A. baumannii suslarinin ozellikle son bir kag yilda
hizl ve global yayilimimin nedeni olmugtur. Karbapenemler A. baumannii
tedavisinde kullanilan beta laktam grubu onemli ajanlardir. Acinetobacter
tiirlerinde karbapenem direnci diinya c¢apinda giderek artan oranlarda
rapor edilmekte ve gelismekte olan antimikrobiyal direncin habercisi olmak-
tadur. Giiniimiizde karbapenem direngli A. baumannii, antibiyotik tedavisi
icin seceneklerin sinirly olmasi nedeniyle onemli bir saglik sorunu olarak
kabul edilmektedir. Acinetobacter tiirlerinin karbapenem direng mekanizma-
lart arasinda en yaygin olam OXA-tipi enzimlerdir. A. baumannii, OXA-23
ve tiirevleri, OXA-24 ve tiirevleri, OXA-51 ve tiirevleri ve OXA-58 olarak
ozetlenebilecek 4 farkli karbapenemleri hidrolize edebilen enzim ailesini
icerebilmektedir. Bu ¢alismada, hastanemizin cegitli servislerindeizole edi-
len karbapenem direncli A. baumannii izolatlarinda OXA tipi Suif D Beta
Laktamazlarin arastirilmast amaglanmigstir.

Gereg ve Yontem: Calisma kapsamina ¢esitli klinik drneklerden soyutla-
nan 100 karbapenem direngli A. baumannii klinik izolat dahil edildi.
VITEK? sistemi (bioMérieux, ABD) ile izolatlar tiir diizeyinde tanimlandi
ve antimikrobiyal duyarlilik testleri yapildi. Imipenem ve meropenemin
Minimum Inhibitor Konsantrasyonu (MIK) degerleri CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) onerileri dogrultusunda sivi mikrodiliis-
yon yontemi ile saptandi. Izolatlarda OXA karbapenemazlardan olan
bla,,, ., bla bla bla,,, ;, gen bolgelerinin varligi PZR ile aras-

O0XA-24° OXA-51° OXA-5:
tirdldr.

Bulgular: Antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina gore tiim izolatlar pipera-
silin, sefepim ve seftazidime direngli bulunmugstur. Calismadaki A. baumannii
klinik izolatlarimin tamamu kolistine duyarlt goriilmektedir. Stvi mikrodiliis-
yon yéntemi ile biitiin izolatlar imipenem ve meropeneme direngli bulunmusg-
tur. 1zala{lal'tn nda A. b ii’ ye ozgii olan bla,,, ., pozitif
bulundu. Izolatlarin %93 iinde bla,,, ,, pozitif bulundu. Izolatlarda bla
ve bla,, ., gen bolgelerine saptanmad.

OXA-24

Sonug: OXA tipi karbapenemazlarin yayginligu ile beta-laktam antibiyotik-
lere karsi direncin yiiksek seviyede olmast dikkat ¢ekicidir. Calismamiz
sonucunda karbapenem direncinin; OXA-51 tip dogal oksasilinazin asirt
iiretimi sonucu ve OXA-23 enzim geninden kaynaklanabilecegi; bunun
yaminda diger direng¢ mekanizmalarimin ileri ¢alismalarda incelenmesinin
gerekliligi diigiiniilmiigtiir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem, oksasilinazlar

ABSTRACT

Investigation of the Presence of Class D Beta-lactamases in Clinical
Isolates of Carbap Resistant Aci b b i

"
ter

Objective: Acinetobacter baumannii is an aerobic, gram negative and
glucose non-fermenting opportunistic pathogen that is frequently associated
with outbreaks mostly in intensive care units. One of the main reasons for
the growing interest in A. baumannii in recent years is its tendency to
produce outbreaks and its ability to acquire and to accumulate resistance
determinants that lead to the emergence of multidrug resistant (MDR)
strains. The survival of this organism in hospital environment for long
periods, its genetic flexibility and high adaptability has resulted in rapid and
global spread of MDR A. baumannii strains resistant to many antimicrobial
classes, including carbapenems, especially in the last few years.
Carbapenems are important agents of the beta-lactam group that are used
in the treatment of Acinetobacter baumannii infections. Carbapenem
resistance in Acinetobacter species has been increasingly reported
throughout the world and has become the indicator of emerging antimicrobial
resistance. Carbapenem resistant A. baumannii is considered as an
important health problem today because of limited number of treatment
options. The most common mechanisms of carbapenem resistance in
Acinetobacter species involves OXA-type enzymes. A. baumannii can
produce four different families of enzymes including OXA-23, OXA-24,
OXA-51 and OXA-58 and derivatives of all these 4 enzymes that can
hydrolyze carbapenems. In this study, we aimed to investigate OXA-type
Class D beta-lactamases on carbapenem-resistant- A. baumannii strains
isolated from various clinics of our hospital.

Material and Methods: One hundred clinical isolates of carbapenem-
resistant A. baumannii isolated from various clinical specimens were
included in the study. Isolates were identified and their antibiotic
susceptibility tests were performed by VITEK 2 system (bioMérieux, USA).
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) values for imipenem and
meropenem were determined by broth microdilution method according to
the recommendations of CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
The presence of OXA carbapenemases namely bla,,, ,., bla bla

bla,, s gene regions in isolates was investigated by PCR.

OXA-24° OXA-51”

Results: All isolates were found to be resistant to piperacillin, cefepime and
ceftazidime according to the antimicrobial susceptibility test results. All
A. baumannii clinical isolates in the study appeared to be susceptible to
colistin. All isolates were found to be resistant to imipenem and meropenem
with broth microdilution method. A. baumannii specific bla,,, ;, was found to
be positive in all isolates. While bla,,, , was found to be positive in 93% of
the isolates, bla,,, , and bla,,, . gene regions weren't detected in isolates.
Conclusion: The high level of resistance to beta lactam antibiotics and the
high prevalence of OXA type carbapenemases are remarkable. As a result of
the study,it was concluded that carbapenem resistance may occur as a result
of the overproduction of OXA-51 type natural oxacillinases and the
presence of OXA-23 gene. Additionally, further studies are needed to
investigate other resistance mechanisms.

Keywords: Acinetobacter baumannii, carbapenem, oxacillinases
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GIRIS

Acinetobacter baumannii hastane kaynakli ve
bazen toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarin
etkeni olarak son on yilda 6nem kazanmig Gram
negatif bir kokobasildir™. 1960’11 yillarda pato-
jenitesinin olduk¢a diisiik olmas: nedeniyle kli-
nik orneklerden izole edildiginde goz ardi edil-
mis olsa da gilinlimiizde A. baumannii dzellikle
yogun bakim iiniteleri (YBU)’nde en 6nemli
patojenlerden biri olmugturt).

Nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonlari, kri-
tik hastalarda ventilator iligkili pndmoni, bakte-
riyemi, yara enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal
menenjit; toplumdan kazanilmis enfeksiyonlari
ise, olagan dis1 durumlarda baglica pndmoni ve
yara enfeksiyonlarindan olusur”. A. baumannii
enfeksiyonlari i¢in predispozan faktorler; antibi-
yotik tedavisi, major cerrahi, yaniklar, immiin-
supresyon, invaziv arag varligi ve ozellikle
mekanik ventilasyondur®.

Son yillarda A. baumannii’ye artan ilginin bagh-
ca nedenlerinden biri salginlar ve ¢ogul ilaca
direncli suglarin (MDR) ortaya cikmasina yol
acan direng belirleyicilerini kazanma ve biriktir-
me yetenegine olan egilimidir”. Bu organizma-
nin hastane cevresinde uzun siire yasayabilme
ozelligi, genetik fleksibilitesi ve yiiksek uyum
yetenegi, karbapenemleri de igeren bir¢cok anti-
mikrobial sinifina direncli MDR A. baumannii
susglarinin 6zellikle son birkag¢ yilda hizli ve glo-
bal yayiliminin nedeni olmustur®. YBU’ nde A.
baumannii klinik izolatlarinin %30’dan fazlasi
siklikla fluorokinolonlar ve karbapenemleri ice-
ren en az li¢ antibiyotik sinifina direnglidir®.

Acinetobacter tiirlerinde karbapenem direnci
diinya c¢apinda giderek artan oranlarda rapor
edilmekte ve gelismekte olan antimikrobiyal
direncinin habercisi olmaktadir®. Surveyans
calismalar1 karbapenem direngli izolatlarin ora-
ninin son on yilda Avrupa, Kuzey Amerika ve
Latin Amerika’da kademeli olarak arttigi-
n1 gostermektedir®. Karbapenem direngli
A. baumannii salginlar1 Tiirkiye’nin de iginde
bulundugu bircok Avrupa, Ortadogu, Kuzey
Amerika ve Latin Amerika, Uzakdogu ve Kuzey
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Afrika iilkelerinde farkl cografik bolgelerden dokii-
mante edilmigtir®. Giiniimiizde artik karbapenem
direncli A. baumannii, antibiyotik tedavisi i¢in sege-
neklerin sinirli olmasi nedeniyle 6nemli bir saghk
sorunu olarak kabul edilmektedir.

Karbapenemler ¢oklu ilaca direngli A. baumannii
enfeksiyonlarinda tercih edilen antibiyotiklerdir.
Kazanilmig karbapenem direnci siklikla IMP-,
VIM- ve SIM-tipi metallo-beta-laktamazlar ya da
OXA-tipi karbapenamazlar ile iligkilidir. OXA-
23, OXA-24, OXA-58 tip sinif D karbapenamaz-
lar ve dogal oksasilinaz (OXA-51)’in agir1 tiretimi
A. baumannii’de kazanilmis karbapenem diren-
cinden sorumludur®. Bu ¢aligmada, hastanemiz
servislerinden izole edilen karbapenem direncli
A. baumannii izolatlarinda OXA tipi Sinif D beta
laktamazlarin arastirilmasi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriyel izolatlar ve antimikrobiyal duyarlilik
testleri: Ocak 2011-Haziran 2011 tarihleri ara-
sinda Bakteriyoloji Laboratuvari’na gonderilen
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen yinelemesi
olmayan karbapenem direncli 100 A. baumannii
izolati calismaya dahil edildi. izolatlarm tiir
diizeyinde tanimlanmasi1 ve antibiyotik duyarli-
liklar1 VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa)
otomatize sistem kullanilarak belirlendi.
Karbapenem duyarhliklar disk diftizyon testleri
ile de dogrulandi. Duyarlilik testleri sonuglari
CLSI M100-S21 standartlaria gore duyarh (S),
ara duyarli(I) ve direncli (R) olarak kategorize
edildi®. CLST M100-S21’in onerileri dogrultu-
sunda imipenem ve meropenem MIK degerleri
belirlendi®. Testte katyon ayarli Mueller-Hinton-
Buyyon (KAMHB) ve U tabanli 96 kuyucuklu
plaklar kullanildi. Kontrol sus olarak Escherichia
coli ATCC 25922 kullanildi. Calismada kullani-
lan imipenem (Merck&Co Inc, ABD) ve mero-
penem (AstraZenica, ABD) iiretici firmadan
temin edildi. Antibiyotik konsantrasyonlari imi-
penem ve meropenem igin son konsantrasyon
256 pg/ml olacak sekilde hazirlanmigtir.
Bakteriler caligma zamanina kadar -80°C’de
%10’luk gliserinli buyyon besiyeri icerisinde
saklandi. Sonuglar CLSI M100-S22 klavuzuna
gore degerlendirildi®.
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DNA ekstraksiyonu: Klinik ve pozitif kontrol
suslarinda  DNA ekstraksiyonu “Invitrogen
PureLink Genomic DNA Kit”i kullanilarak iire-
tici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapildi.

PZR amplifikasyonu: PZR’de bla bla

. OXA-23° OX{%—2_4’
bla,, ,,bla, . gen bolgelerinin cogaltilmasi i¢in

gerekli primer ciftleri Tablo 1°de sunulmustur.

PZR’de b laOXA—ZS’ blaOXA—24’ blaoxmﬂ ’ blaOXA—SS gen
bolgelerinin saptanmasi Woodford ve ark.’nin®
calismasi esas alinarak konvalsiyonel PZR ile
calisildi. Her reaksiyona pozitif kontrol olarak
blaOy, ,;, blaoxmw b laOXA-Sl b laOXA-58 gen bolge-
lerini iceren A. baumannii susu eklendi. bla, ,.,
blay, ,,-bla,,, s,.bla,,,  genbolgelerinin amp-
lifikasyonu icin Tablo 2’de belirtilen dongii
kullanildi®. Pozitif kontrol suslari Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Boliimii’nden temin edilmigtir. Ayrica her reaksi-
yona kalip DNA yerine steril distile suyun kulla-
nildig1, bir negatif kontrol de eklendi.

PZR iirtini DNA’larin (amplikonlarin) tespiti
icin DNA jel elektroforezi kullanildi. Jel UV
15181 altinda Gel Doc XR (Bio-Rad, ABD) cihazi
ile goriintiilendi ve Quantity One (Bio-Rad,
ABD) yazilimi kullanilarak goriintiiler kaydedil-
di. Beklenen yerde DNA band1 saptanan 6rnek-
ler PZR pozitif olarak kaydedildi. Bu arastirma
Ondokuz May1s Universitesi Bilimsel Aragtirma
Yonetim Birimi tarafindan PYO.TIP.1904.11.013
proje numarasi ile desteklenmistir

BULGULAR

Calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100

Tablo 1. Cahsmada kullanilan primer ciftleri®.

Primer adi Primer dizisi (5°—3’) Baz cifti (bp)

blagy, », 5-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3 501bp
5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3

bla,, ,, 5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3 246bp

5-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT -3

blagy, 5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3 353bp
5-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3

bla,, .  S-AAGTATTGGGGCTTGTCTG-3  599bp
5-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3

Tablo 2. bla,, allellerinin PZR yontemindeki sicakhk dongii-
leri.

94°Cde 5 dakika (6n denatiirasyon) 1 Dongii
94°Cde 25 saniye (hedef DNA denatiirasyonu)

52°C’de 40 saniye primer baglanmasi 30 Dongii
72°C’de 50 saniye primer uzamasi
72°C’de 6 dakika son uzama 1 Dongii

A. baumannii izolat1 kullanildi. Bu izolatlarin 38
(%38)’1 trakeal aspirat orneklerinden, 17 (%17)’si
balgam, 14 (%14)’ti kan, 14 (%14)’ii idrar, 4 (%4)’d
yara, 3 (%3) 1 eksuda, 3 (%3)’li akint1 ve 7 (%7)’si
de cesitli klinik drneklerden (apse, ameliyat mater-
yali, beyin-omurilik sivist gibi) izole edildi.

Izole edilen suslarin ¢ogunlugu yogun bakim
tinitesinden gelen Orneklerdendi. Suslarin kli-
niklere gore dagilimi Tablo 3’te sunulmustur.

Caligsmaya alinan karbapenem direncli
A. baumannii klinik izolatlarinin VITEK? siste-
mi (BioMérieux, ABD) ile yapilan antimikrobi-
yal duyarlilik sonuclart Tablo 4’te verilmistir.
Tiim izolatlar piperasilin, sefepim ve seftazidi-
me diren¢li bulunmustur. Caligsmadaki
A. baumannii klinik izolatlariin tamami kolisti-
ne duyarli bulunmustur.

Stvi mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen imi-
penem ve meropenem MIK degerlerine gore
suglarin dagilimi Tablo 5°te verilmistir. Sivi
mikrodiliisyon yontemi ile orta duyarli bulunan
izolatlar direngli kabul edilmistir®. Meropenem
MIK degerleri imipenem MIK degerlerine gore
yliksek bulunmustur.

Tablo 3. Gonderilen materyallerin servislere gore dagilimi.

Klinik Say1 %
Yogun bakim iinitesi 28 28.0
Gogiis hastaliklart 13 13.0
Dahiliye 12 12.0
Beyin cerrahi 8 8.0
Genel cerrahi 5 50
Uroloji 5 50
Hematoloji 4 40
Noroloji 4 4.0
Onkoloji 4 40
Enfeksiyon 3 30
Cocuk yogun bakim 3 30
Plastik cerrahi 2 20
Yenidogan yogun bakim 2 20
Cocuk sagligi 1 1.0
Diger 6 6.0
Toplam 100 100.0
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Tablo 4. Acinetobacter baumannii izolatlarinm VITEK? sistemi ile saptanan antimikrobiyal duyarhlik sonuclari.

Antibiyotik Duyarh Orta derecede duyarh Direncli
% %o %
Amikasin 27 11 62
Sefepim - - 100
Seftazidim - - 100
Siprofloksasin 1 - 99
Kolistin 100 - -
Gentamisin 38 - 62
Levofloksasin 2 8 90
Imipenem - - 100
Meropenem - - 100
Piperasilin - - 100
Piperasilin-Tazobaktam 1 - 99
Tetrasiklin 16 12 72
Trimetoprim-Sulfametoksazol 27 - 73

Tablo 5. imipenem ve meropenem MIK degerlerine gore sus-
larin dagilimi.

MIK degerleri (ng/ml) 8 16 32 64 128 256

imipenem MiK degerine gore 4 44 37 13 1 1
suglarin sayilari

Meropenem MIK degerine gore 2 14 42 34 7 1
suslarin sayilari

Ladder PC

PS1 PS2 PS3

1000 bp

501 bp

300 bp

100 bp

Sekil 1. bla, , ,, gen bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii.

Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS 1-4: Pozitif Sus; NS 1-5: Negatif Sus; PC: bia

Karbapenem direncli A. baumannii izolatinin
PZR’lerinde tiim reaksiyonlarda pozitif kontrol
olarak kullanilan bla, .., bla, ... bla,,, .
bla,, s, gen bolgelerine ait bandlarda goriintii
saptandi. Her reaksiyon sonrasi jelin son kuyu-
cuklarina eklenen negatif kontrollerin hi¢birinde
bant gozlenmedi. Yiiz karbapenem direncli
A. baumannii izolatnin PZR’de bla,, ,, bla, , .

bla,, s, bla,,, ., gen bolgelerinin tespit edildi-

§i jel goriintiileri Sekil 1-4’te sunulmustur.

184

Tablo 6. OXA tipi karbapenemazlarin pozitiflik oranlari.

Enzim Say1 (%)
OXA-51 100 (100)
OXA-23 93 (93)
OXA-24 0
OXA-58 0

PS4 NS1 NS2 NS3 NS4 NS5

oxa.s POZitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol.
PZR ile izplatlarm hepsinde bla, , ., gen bolgesi
saptand1. Izolatlarin 93’tinde bla,,, ,, gen bol-
gesi saptanirken, bla, , ,, ve bla, .. gen bolge-
si hi¢bir izolatta saptanmadi. OXA tipi karbape-
nemazlarin pozitiflik oranlar1 Tablo 6’da sunul-
mustur.

TARTISMA

Acinetobacter baumannii enfeksiyonlari, diinya
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Ladder PC NS1 HNS2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 NS8 NS9 NC

1000 bp

500 bp
246 bp

100 bp

Sekil 2. bla, ,, gen bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii.
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS: Pozitif Sug; NS1-9: Negatif Sus; PC: bla , , ,, pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol

Ladder PC PS1 PS2 PS3 PS4 PS5 PS6 PS7 PS8 PS9 NC

1000 bp

500 bp
353 bp

100 bp

Sekil 3. bla,,, ., gen bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS 1-9: Pozitif Sug; NS: Negatif Sus; PC: bla,, ., pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol

Ladder PC NS1 NS2 NS3 NS4 NS5 NS6 NS7 NS3 NS9 NC

1000 bp

599 bp
500 bp

100 bp

Sekil 4. bla ,, ., gen bolgesinin PZR sonrasi jel goriintiisii.
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS: Pozitif Sug; NS 1-9: Negatif Sus; PC: bla,,, ., pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol
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genelinde hastane kaynakli enfeksiyonlarin en
onemli nedenlerinden biridir. Kuruluga ve
dezenfektanlara gosterdigi diren¢ nedeniyle has-
tane yiizeylerinde ve tibbi cihazlarda uzun siire
canliligin1 koruyabilmesi, karbapenem direnci
dahil olmak iizere coklu antibiyotik direncinin
giderek artan oranlarda karsimiza ¢ikmasi ve
ozellikle yogun bakim birimlerinde salginlara
yol acabilmesi, A. baumannii’nin siirekli giin-
demde olan bir patojen olmasina neden olmakta-
dir.

Acinetobacter suglarinin izole edildigi ornekle-
rin dagilimi ¢gesitli calismalarda farkliliklar gos-
termektedir. Goziitok ve ark.’nin” Kayseri’de
yaptiklart calismada, A. baumannii izolatlar1 en
stk kan, (%39), ikinci siklikta trakeal aspirat
(%30), tigiincii siklikta idrar (%27) orneklerinde
tespit edilmistir. Keskin ve ark.® yapmigs olduk-
lar1 calismada, A. baumannii izolatlarin1 %35.3
ile en sik trakeal aspirat, %27.3 ile ikinci siklik-
ta kan, %18.4 ile {iciincii siklikta apse ornekle-
rinden elde etmislerdir. Calismamizda,
A. baumannii’nin yiiksek oranda trakeal aspirat-
tan izole edilmesinin ventilator ekipmanlarindaki
kolonizasyona bagli olabilecegi diistiniilmiistir.

Calismamizda A. baumannii izolatlarin servisle-
re gore dagilimi incelendiginde en fazla yogun
bakim iinitesinden izole edildigi, ikinci sirada
g06giis hastaliklar1 klinigi, ticiincii sirada ise dahiliye
kliniginin yer aldig1 goriilmektedir. Caligma grubu-
muz bu yoniiyle degerlendirildiginde, diger calig-
malarla uyumlu bulunmugtur®'?.

Karbapenemler A. baumannii’nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen ilaclar-
dir. Ancak son yillarda karbapenem direncli
izolatlarin sayisinda artis gozlenmektedir.
Ulkemizde yapilan bir¢ok ¢alismada, karbape-
nem direncinin yillar i¢cinde arttig1 dikkat cek-
mektedir. Cift¢i ve ark.’nin® 2008-2011 yillarin
kapsayan ¢cok merkezli olarak yaptiklari calig-
mada, karbapenem diren¢ oranlarinda Onemli
artts gozlenmis ve karbapenem direncinin
%70’1n lizerine ¢iktig1 saptanmigtir. Goziitok ve
ark.’nin® 2013 yilinda yaptig1 ¢calismada, imipe-
nem ve meropeneme %91 oraninda direng sap-
tarken, Keskin ve ark.® 2014 te sirasi ile %91.5
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ve %92 oraninda diren¢ saptamuiglardir.

Acinetobacter baumannii’de karbapenemlere
direng gelisimine neden olan bircok mekanizma
vardir. Karbapenem direncinde etkili olan meka-
nizmalar kromozomal ya da plazmid aktariml
karbapenemazlar, dig membran proteinlerinde
kayip, CarO geninin yoklugu, penisilin baglayi-
c1 proteinlerin modifikasyonu, effluks sistemleri
olarak siralanabilir®. Karbapenem direngli
A. baumannii’de direngten sorumlu en 6nemli
mekanizma karbapenem hidrolize eden beta
laktamazlardir®. A. baumannii’de karbapene-
maz aktivitesi olan en yaygin beta laktamaz
grubu, c¢ogunlukla bu tiirler icin spesifik olan
karbapenem hidroliz eden smmif D [3-lakta-
mazlardir. Bu grupta bla bla ve

X R . OXA-23? OXA-24/40
bla ile temsil edilen, kromozomal ya da

pla%[;izf aktarimlh ti¢ ana kazanilmis karbape-
nem hidrolize eden smif D oksasilinaz gen
kiimesi tanimlanmigtir. Ayrica OXA-51 tip
dogal oksasilinazin agir1 iiretimi de kazanilmig
karbapenem direncine neden olmaktadir".
A. baumannii’de dogal oksasilinazlar olan
bla,, ,, benzeri beta-laktamazlar1 kodlayan
genler bugiine kadar ¢alisilan tim A. baumannii
izolatlarinda  kromozomal yerlesimlidir.
Calisgmamizda A. baumannii’ye ozgii bla,,
geni tiim izolatlarda saptanmustir, bu da izolatla-

rin molekiiler dogrulamasi niteligindedir.

OXA tiirlerinin yayilmasi yillara gore farklilik-
lar gostermigtir. bla,,, ,, genleri son yillarda
diger OXA genlerinden daha fazla bildirilmistir.
D’ Arezzo ve ark.'? Italya’da 2005-2009 arasin-
da A. baumannii izolatlar1 arasinda karbapenem
direnciyle iligkili izolatlarin %71’inde bla,,, ,,
ve %22.8’de bla, , ,, varhgini tespit etmiglerdir.
Ayni aragtirmact 2004-2005°teki ¢aligmasinda,
izolatlarin  %80.7’sinde bla,, ., gen bolgesi
tespit etmisdir"®. Ergin ve ark.'¥ caligmalarin-
da, A. baumannii izolatlar1 arasinda bla,, .
(%31) ve bla,, , ., (%24) oksasilinazlarin yayil-
mast yillara gore degisiklik gostermigtir. 2004-
2009 yillari arasinda bla,, ., tastyan oksasili-
nazlarda artma gozlenirken, 2008-2010 arasinda
bla,, ., oksasilinazlar yaygin olmustur®. Aksoy
ve ark.’nin"” caligmasinda, imipenem direngli

suglarda bla, ,, ve bla,, ,, tim suslarda sap-
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tanmistir. Epidemiyolojik calismalar tamamlan-
mamis olmakla birlikte bu prevalans degisikligi-
nin tiire ait klon degisiminden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir®. Verilerimiz diinya capinda

bla,, ,, kokenlerinin ortaya ¢ikisi ile uyumlu-

dur.

Sonug olarak calismamizda, PZR ile oksasilinaz
enzimlerinden OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve
OXA-58 arastirilmis ve tiim izolatlarda OXA-51
pozitif, OXA-24ve OXA-58 enzimleri ise nega-
tif olarak bulunmustur. Bu bulgular dogrultusun-
da karbapenemaz direncinin; OXA-51 tip dogal
oksasilinazin agirt tiretimi ile iligkili olarak ve
OXA-23 enzim geninden kaynaklanabilecegi
diistinilmiistiir.
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Olgu Sunumu

Bir Universite Hastanesinde Kriptokokkoz Olgulart®

Asuman BIRINCI, Yeliz TANRIVERDi CAYCI, Gumral ALAKBAROVA
Ondokuz Mays Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun

0z

Cryptococcus neoformans kriptokokkoza neden olan kap-
stillii bir mayadwr. Havada bulunan mantar elemanlarinin
inhale edilmesiyle viicuda girer. Stklikla, immun istem yet-
mezligi bulunan hastalarda enfeksiyona neden olmaktadur.
Baslica santral sinir sistemi (SSS) ve akcigerleri etkilemek-
le birlikte, yaygin (dissemine) hastalik tablosu da gelisebi-
lir. Santral sinir sisteminin etkilenmesi sonucunda gelisen
menenjit, her zaman klasik bulgularla ortaya ¢tkmayabilir.
Menenyjitli olgularin beyin omurilik swvist (BOS) analizinde
lenfositik pleositoz oldugu, protein diizeyinin arttigi, glukoz
diizeyinin azaldigi goriiliir. Tamda BOS ornekleri ¢ini
miirekkebi veya nigrosin boyasiyla boyanarak incelenir.
Cini miirekkebi ile boyanmis orneklerde siyah zeminde
boyayr almanus tomurcuklanan yapuarin goriiliir. Kesin
tany igin kiiltiir gereklidir. Kiiltiir icin siklohekzimit icerme-
ven Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri kullanilir.
Calismamizda 12 yillik siire zarfinda hastanemizin mikro-
biyoloji laboratuvarinda izole edilmis olan alti kriptokok-
koz olgusu incelenmistir. Hastalarin bilgileri hasta dosya-
lart incelenerek elde edilmistir. Iki olgunun, ilk olarak
tiiberkiiloz menenjiti tedavisi aldigi goriilmiistiir. Ayrica, iki
hasta HIV porzitiftir. Calismanuzdaki alti olgudan dordii
enfeksiyon nedeniyle kaybedilmistir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans, kriptokok-
koz, menenjit

ABSTRACT
Cryptococcosis Cases in a University Hospital

Cryptococcosis is caused by Cryptococcus neoformans, a
capsule-containing yeast. It enters the body predominantly
through inhalation of airborne fungal elements from an
environmental source. It frequently causes infections
spectfically in immunosuppressed patients. The yeast mainly
invades central nervous system (CNS) and the lungs,
although widespread (disseminated) disease may develop.
Meningitis that develops as a result of the invasion of the
CNS, may not present with the classical symptoms. Analysis
of cerebrospinal fluid (CSF) shows lymphocytic pleocytosis,
increased protein , and reduced glucose levels in meningitis
cases. The samples are stained with Indian ink or nigrosin
stain. In Indian ink preparations, white budding organisms
are observed as colorless  buddings against the dark
background. Culture is needed for definitive diagnosis. CSF
samples are cultivated on blood agar, Sabouraud dextrose
agar (SDA) without cycloheximide and liquid SDA. Culture
plates are incubated at 37°C for 24 hours. In our study we
investiagted six cryptococcosis cases isolated in microbiology
laboratory over 12 years. Information of patients were
obtained by examining patient files. It was determined that
two patients initially received treatment for TB meningitis.
Two patients were HIV positive and four of the six patients
were lost because of the infection.

Keywords: Cryptococcus neoformans, cryptococcosis,
meningitis

GIRIS

Cryptococcus neoformans kriptokokkoza neden
olan kapsiillii bir mayadir. Havada bulunan mantar
elemanlarinin solunumla viicuda alinmasiyla girer.
Basta kazanilmig immun yetmezlik sendromu
(AIDS) olmak iizere, malignite, organ nakli gibi
immun sistemi baskilanmig hastalarda siklikla kar-
silagilmaktadir. Ancak immiin sistemi saglam
insanlarda da hastalia neden olabilmektedir.
Baslica santral sinir sistemi (SSS) ve akcigerleri

etkilemekle birlikte, yaygin (dissemine) hastalik
tablosuyla da karsimiza cikabilir. Ozellikle SSS’nin
etkilenmesi sonucunda gelisen menenjit, her zaman
klasik bulgularla ortaya ¢ikmayabilir! ». Menenjitli
olgularin beyin omurilik sivist (BOS) analizinde
lenfositik pleositoz oldugu, protein diizeyinin
artti81, glukoz diizeyinin azaldig1 goriiliir.

Kriptokok enfeksiyonunun mikrobiyolojik
tanisinda, olgudan elde edilen klinik 6rnekler
sivi ise santrifiij edilmeleri gereklidir.

Almmdig tarih: 30.09.2016
Kabul tarihi: 03.12.2017
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Santrifiij sonrasi, ornekler mikroskobik incele-
me icin ¢ini miirekkebi veya nigrosin ile boya-
nabilir. Bu zit boya ile boya almayan kapsiiliin
goriiniir hale gelmesi tan: koydurucudur. Bu
yontem sayesinde HIV negatif kriptokoksik
menenjitli hastalarin %50’sinden fazlasina,
HIV pozitiflerin ise %90’indan fazlasina tani
koyabilmek olasidir. Kesin tani icin kiiltiir
gereklidir. Izolasyon sansini artirmak igin de
her defasinda da 4-8 ml klinik 6rnegin alinmasi
ve kiiltiir igleminin birkag kez yinelenmesi 6ne-
rilmektedir. BOS ornekleri kanli agara, siklo-
hekzimitsiz Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)
besiyerine ve Sabouraud’un dekstrozlu buyyon
besiyerine ekilir. Kiiltlir plaklari, 24 saat
37°C’de inkiibe edilir. Mikroorganizma kati
besiyerlerinde bej renginde, mukoid koloniler
olusturur®.

Calismamizda, 12 yillik siire zarfinda hastane-
mizin mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edil-
mis olan alti kriptokokkoz olgusu incelemeye
alinmigtir. Hastalarin bilgileri hasta dosyalari
incelenerek elde edilmistir.

OLGU SUNUMU

Mikrobiyoloji laboratuvarinda 2003-2015 yillari
arasinda alt1 hastada C. neoformans izole edil-
migtir. Besinde menenjit, birinde fungemi tablo-
su bulunan olgularin genel 6zellikleri Tablo 1’de
belirtilmistir.

TARTISMA

Kriptokokkoz sporadik bir enfeksiyon olup,
insandan insana veya hayvandan insana bulagma
goriilmez. Etken solunum yolundan viicuda
girer, alveollere ulasir ve cogalmaya baglar.
Kriptokoklara karsi savunmada hiicresel immiin
yanitin 6nemi vardir. Solunum yoluyla alinan
kriptokoklara karsi inflamatuar bir reaksiyon
olarak primer bir lenf nodu kompleksi gelisir.
Bu kompleks eger immun yetmezlik yoksa
infeksiyonu smirlar. Kriptokoklar infeksiyon
sonrasinda uzunca bir siire lenf nodlar1 ve akci-
gerlerde inaktif gsekilde kalabilirler ve eger
immun yetmezlik s6z konusu olursa diffiiz pn6-
moni gelisebilir veya hematojen yol ile bagta

meninksler olmak {izere tiim dokulara
yayilabilirler™.
Tablo 1. Kriptokokkoz olgulari.
Yl Yas Cinsiyet Altta yatan durum BOS BOS direkt Kiiltiir Tedavi Sonu¢
bakisi
1 2005 29 K HIV (+) biyokimya Kapsiillii maya C. neoformans - Eksitus
mantari Kan ve BOS
2 2009 67 E Yok - Kapsiillii maya C. neoformans ~ Amfoterisin B Eksitus
mantari Kan ve BOS
3 2010 67 K Yok Protein, glukoz,  Kapsiillii maya C. neoformans  Amfoterisin B Sifa ile
PNL, lenfosit mantari Kan ve BOS taburcu
yiiksekligi
4 2012 19 E Yok - Kapsiillii maya C. neoformans  Amfoterisin B Eksitus
mantari Kan ve BOS
5 2012 45 K HIV (+) Protein ve PNL  Kapsiillii maya C. neoformans  Amfoterisin B Sifa ile
yiiksekligi mantari Kan ve BOS taburcu
6 2015 33 K 2003 ve 2010 yillarinda  Protein ve PNL - C. neoformans ~ Amfoterisin B Eksitus

tiiberkiiloz ve anti-
tiiberkiiloz tedavi

yiiksekligi
Pansitopeni

BAL ve Kan

*PNL: Polimorf Niiklear lokosit; **BAL: Bronko-Alveolar Lavaj; BOS: Beyin-Omurilik Stvist
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Cryptococcus neoformans oldukg¢a norotropiktir
ve en sik serebromeningeal kriptokokkoz olarak
goriilmektedir. Kriptokokkoz kronik hastaliga
neden olabildigi gibi tedavi edilmezse mortalite-
ye neden olabilmektedir. Meninksler ve beyin
dokusu etkilenmektedir. Klinik seyirde ates, bag
agrisi, meningismus, gérme bozukluklari, anor-
mal mental durum ve nobet goriilmektedir.
Hastanin bagisiklik durumna bagli olarak klinik
degisebilmektedir. HIV pozitifliginde ve immun
sistemi baskilayici ilag kullanimi olan hastalarda
hastalik daha ciddi seyretmektedir®.

Calismamizdaki olgularda goriildiigii tizere
C. neoformans, immun sistemi baskilanmig
immun sistemi saglam bireylerde hastaliga
neden olabilmistir. Thinyane ve ark.’nin® yapti-
81 calismada, HIV pozitif olan kriptokokal
menenjitli olgularda 6liim oram1 % 44 olarak
belirtilmistir. Mansoor ve ark.”’ karaciger trans-
plantasyonu olan hastada kriptokok menenjit
olgusu bildirmislerdir. Organ nakli, lenfomalar,
glukokortikoid tedavisi alan hastalar, HIV enfek-
siyonu ve diger immiin yetmezlikleri kriptokok
enfeksiyonu i¢in predispozan faktorlerdir. Ancak
olgularin %30’unda predispozan bir faktoriin
olmadigi da bildirilmektedir®. Newsome ve ark.®
bagisiklik sistemi normal bir olguda kriptokok
menenjiti bildirmislerdir. Hastanin BOS kiiltii-
riinde tireme ve lateks agliitinasyon testi pozitif
olarak saptanmustir. Hasta tedavi aldiktan sonra
sifa ile taburcu edilmistir. Sanchetee!"” immun
sistemi saglam begs kriptokokoz olgusu bildir-
mistir.

Kurumumuzda kriptokokkoz acisindan on iki y1l
icinde alti olgunun saptanmistir. Bu da bize
etkenin ¢ok sik karsilasilmayan bir etken oldu-
gunun gostermektedir. Bu nedenle ve kimi
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zaman baglangicinin sinsi olmasi nedeniyele
menenjit hastalarinda ilk olarak diigiiniilmemek-
tedir. Calismamizda da, iki hastada oncelikli
olarak tiiberkiiloz menenjiti diisliniilmiigtiir.
Kriptokok enfeksiyonlarinda mortalite orani
yiiksek olabilmektedir. Calismamizda sundugu-
muz alt1 olgudan dordii kaybedilmistir.

Kriptokokkozun yiiksek mortalitesi ve gézden
kacabilme olasilig1 nedeniyle menenjit diisiinii-
len hastalarda akilda tutulmasi gereken bir etken
oldugunu unutulmamalidir.
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once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak
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Ozet bigiminde yayimlanmig bir 6n bildirinin bitmis
bicimine yer verilebilir.

Dergiye gonderilen yazilar, ilk olarak dergi standartlari
acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
yazilar, daha ileri bir incelemeye gerek goriilmeksizin
yazarlarma iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybia yol acilmamasi i¢in, yazi sahipleri
dergi kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.
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az iki hakeme gonderilir ve hakemlerden yayina uygun
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degerlendirilir ve basilacagi yer ve say1 kararlagtirilir.
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biciminde degisiklikler istemek ve yazarlar
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Yazarlardan istenen degisiklik ve diizeltmeler yapilana
kadar, s6z konusu yazilar yayin programinda sirada
bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin tiimiiniin veya bir boliimiiniin

bir bagka yerde yayimlanmasi s6z konusu olursa
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Basvurularda, tiim yazarlarin adlari ve adresleri, acik
olarak yazilmahdir. Ayrica, yazinin tim yazarlar
tarafindan onaylandigin1 ve daha ©Once higbir yerde
yayimlanmadigimi ve teklif hakkinin dergiye
brrakilacagini belirten ve tiim yazarlar tarafindan
imzalanmig web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak veya posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

Insanlar iizerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarmm ve goniilliilerden
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Yabanci dilde baglik Tiirkce baghk ile birebir
uyusmalidir

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmalidir

Arastirma daha oOnce bir bilimsel toplantida bildiri
(sozlii veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi
toplantinin ad1 ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

Olgu sunumu, derleme, editdre mektup gibi diger metin
cesitlerinde boliimlii 6zet hazirlamaya gerek yoktur.
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kaynak numarasi yazar admin yanina yazilmalidir.
Ornegin; Smith ve Gordon’a(4) gore ...................
Kaynak yazimi sirasinda bosluk birakmayiniz
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biiytik harfler, dergi ve cilt numarasi buna gore
diizenlenmelidir.

Ornekler

A. Makaleler

Kaynak yazimlarinda italik, bosluk, noktalama igaretleri
kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.

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

Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Frumin
AM, Jennings H. Functional asplenia. J Infec Dis 1992;
165 (Suppl 1): S156-8.

Yazar1 verilmemis makale: Anonymous. Coffee
drinking 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:

eradication with measures aimed to improve stasis.
Mycosis 2009 (DOLI: 10.1111/j.1439
0507.2009.01800.x)

B. Kitaplar

o Kitap: Pelczar MJ, Chan ACS, Krieg S. Microbiology.
5th ed. New York: McGrew Hill Co, 2003. (Tiirkge
yazarli kitaplarda da ayn1 format kullanilmali, ancak 5
ed yerine 5. baski denilmelidir). Bir kurulug tarafindan
yayimlanmis olan kitaplarda basimevinin degil,
yayimlanan kurulugun adi ve varsa yaym numarasi
kullanilmalidir. Ornegin “Ist. Tip. Fak. Yaym No. 20.
Istanbul 1956” gibi.

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

 Bildiri Ozeti: Seyer A, Yaman M. Cesitli besiyerlerinde
Candida tiirlerinin  morfolojik  6zelliklerinin
degerlendirilmesi. In: Agacfidan A, Erturan Z eds. XI.
Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi Kitab1; 21-25 Ekim
2008; Antalya: Tiirkiye 2008:509.

e Tez: Kiigiiker M. Mikoplazmalar [doktora]. Istanbul:
Istanbul Universitesi, 1986.
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*  Web sitesi: World Health Organization. Global strategy
for. Geneva: World Health Organization. 2001 [http://
www.who.intemational]. (Erigim tarihi: ............. ).

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

e Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandirilmali ve yazi iginde gectigi yerler
belirtilmelidir.

e Tablo baghig tablo iist ¢izgisinin iistiine, sol kenardan
baslanarak yazilmali ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullanmilmalidir. Ornegin; Tablo 1. E. coli
izolatlarinin MiK dagilimlari, gibi.

e Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisitmda mutlaka
aciklanmalidir.

e Tablolarda metnin tekrar1 olmamalidir

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

e Sekillerde ol¢ii 6nemli ise lizerine cm veya mm’yi
gosteren bir olcek ¢izgisi konmalidir.

e Fotograflar taninmay: engelleyecek sekilde olmali ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

o Isim, bag harfler, hastane kayit numarasi gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler gibi dokiimanlar
bagka bir yayindan alint1 ise yazili baski izni mutlaka
gonderilmelidir.






