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Bir “Süper Organizma” Olarak İnsan; Mikrobiyomun 
Genetik Kontrolü 

ÖZ

Genom biliminin son yıllarda göstermiş olduğu gelişmeler, 
kültürleme ve izolasyon olmaksızın mikroorganizmalar ile 
çalışılabilmesine olanak sağlayan metagenom yaklaşımla-
rını ortaya çıkarmıştır. Bu teknik ilerlemenin ışığında insan 
ile ortak bir yaşam sürdüren ve dolayısıyla insanın bir 
süperorganizma olarak tanımlanmasına neden olan mikro-
biyomun hastalık ve sağlık durumundaki rolü tanımlanmış-
tır. Buna göre hastalık durumunda mikrobiyom önemli 
değişikliklere (disbiyoz) uğramaktadır. Öte yandan, kısa 
bir süre önce insan genomundaki genetik varyasyonların 
insan mikrobiyomundaki taksonomik ünitelerin varlığı/
yokluğu veya bağıl bollukları ile ilişkili olduğu ortaya çıka-
rılmıştır. Bu bulgular bir araya getirildiğinde görülmekte-
dir ki belli hastalıklarla (Örn. diyabet, artrit gibi kompleks 
hastalıklar) ilişkilendirilen genetik varyasyonların önemli 
bir bölümü aynı zamanda bu hastalıklarla ilişkilendirilmiş 
mikrobiyom değişimleriyle örtüşmektedir. Söz konusu yeni 
bulgulara göre hastalık ve genetik faktörler denklemine 
ayrıca konak genetiğiyle ilişkili olacak şekilde mikrobiyom 
içeriğinin de önümüzdeki süreçte girmesi beklenmektedir. 
Dolayısıyla, insan genomu ve insan mikrobiyomunu kapsa-
yacak toplu metagenomik ve diğer omik yaklaşımların 
hastalık kapsamında incelendiği yeni deney tasarımlarına 
önümüzdeki süreçte gereksinim duyulacaktır. İnsan genomu-
insan mikrobiyomu ilişkisinin hem epistatik hem de pleyiot-
ropik olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, gelecekteki 
çalışmaların genetik varyasyonlar ve mikrobiyom analizi 
çoklu gen etkisini göz önünde bulunduracak bir metage-
nom boyu ilişkilendirme çalışması (MGWAS) biyoinforma-
tiği üzerinde şekillenmesi kaçınılmaz görülmektedir.

Anahtar kelimeler: İnsan mikrobiyomu, genomik, komp-
leks hastalıklar 

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 
in human genome are associated with the microbial components 
of human microbiome and the presence/absence 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

GİRİş

Geçtiğimiz 20 yılda, sağlık bilimlerinin bakış 
açısını değiştiren iki önemli projeye tanıklık 
edilmiştir: İnsan Genom Projesi (İGP, Human 
Genome Project-1990-2003)(1) ve İnsan 

Mikrobiyom Projesi (İMP, Human Microbiome 
Project-2008-2012)(2). İnsana ait tüm genetik 
bilginin ortaya çıkarılmasının amaçlandığı 
İGP’nin ilk yıllarında, referans genom dizileri-
nin elde edilmesiyle hastalıklara ait genetik 
bilgilerin kolaylıkla elde edilebileceği görüşü 
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yaygındı. Fakat, geniş çaplı hastalık-kontrol 
kohortlarının genetik farklılıklarının incelen-
diği -geçtiğimiz 10 yıla damgasını vuran- 
Genom Boyu İlişkilendirme Çalışmaları 
(Genome-wide association studies-GWAS) ile 
birlikte bu görüş terk edilmeye başlanmıştır(3). 
Kabul gören yeni görüşe göre etki büyüklüğü 
(İng. effect size) çok yüksek olan Mendeliyen 
hastalıklar hariç bilinen birçok hastalık, içeri-
sinde çok sayıda genin yanında genetik ve 
epigenetik dışı çevresel faktörlerin rol oynadı-
ğı kompleks ve sistem seviyesinde bozukluk-
lar ile ilişkilidir(4). 

İnsan Mikrobiyomu

Vücudumuzun flora elamanları (bakteri, arkea, 
virus, mantar ve diğer tek hücreli ökaryotlar), 
bunların genomları ve çevreleyen ortamın bütü-
nü olarak tanımlanan mikrobiyom, insan ile 
simbiyotik bir “süperorganizma” oluşturmakta-
dır. Vücudumuzdaki mikrobiyal hücrelerin 
sayısı toplam insan hücreleri sayısından 10 kat 
fazla olduğu gibi, milyonlarca farklı gene sahip 
mikrobiyom elemanları yaklaşık 20000 gene 
sahip insan genomundan çok daha büyük bir 
proteom kodlama ve metabolom üretme potan-
siyeline sahiptir(5). Bu komünitenin büyük bir 
kısmını oluşturan bağırsak mikrobiyomu, insan 
ve çevresel faktörler (Örn. besin, patojenik 
organizmalar, toksinler vb.) arasında bir ara 
yüz oluşturarak çok sayıda metabolik faaliyette 
(besin sindirimi(6), vitamin biyosentezi(7), dav-
ranış yanıtı(8) gibi) insana ortaklık etmektedir. 
Doğum şekli ve doğumla aktarılan maternal 
mikrobiyom(9), bebeklik dönemindeki bes-
lenme(10), beslenme düzeni(11), yaşam alanı(12), 
sosyal etkileşim(13) zenobiyotiklere maruz 
kalma(14), patojen ve parazit organizmalar(15,16) 

mikrobiyom içeriğinin oluşumunu etkileyen 
çevresel etkenler olarak tespit edilmiştir. 
Bununla birlikte, mikrobiyomun konakla olan 
etkileşimi bu oluşumu doğrudan etkileyen bir 
diğer faktördür.

Mikrobiyom çalışmaları

Hastalık/sağlık durumunda insan mikrobiyomu-
nun durumunu inceleyen çalışmalar oldukça 
yeni olmakla beraber, bu çalışmalarda mikrobi-
yomun yalnızca hastalık fenotipiyle (insan meta-
bolizması ya da genomuna bakılmaksızın hasta-
lık disbiyozuyla) olan ilişkisine yoğunlaşılmak-
tadır. Örneğin, obezite, tip I ve tip II diyabet, 
Crohn hastalığı, sedef hastalığı, inflamuvar 
bağırsak hastalığı ve kolon kanserinde bağırsak 
mikrobiyomunun disbiyoza uğradığı ve farklı 
bir metabolik karaktere büründüğü ortaya 
konulmuştur(17). Bunlara ek olarak, merkezi sinir 
sistemi ve gastrointestinal sistem eksenindeki 
etkileşimde bağırsak florasının otonomik nöral, 
enterik nöral, nöroendokrin ve immün kanallar 
üzerinden karmaşık bir iletişim etkisi olduğu 
ortaya atılmıştır(18). Söz konusu çalışmaların 
çoğunluğunda mikroorganizma DNA’sının bütü-
nü değil, yalnızca taksonomik profilleri ortaya 
çıkarabilecek olan 16S rRNA dizilenmesi yakla-
şımıyla yürütülmüştür. Pekin Genom Enstitüsü 
(Beijing Genomics Institute-BGI) tarafından 
yapılan bir dizi metagenom projesinde ise shot-
gun dizileme üzerinden tip-2 diyabet disbiyozu-
na ait biyobelirteçler(19) ve romatoid artritte 
mikrobiyom değişimi ortaya çıkarılmıştır(20). 

İnsan Genomu ve Mikrobiyom

İnsan mikrobiyomunun konak genetiği ile ilişki-
li olduğu görüşü ilk olarak 2010 yılında Benson 
ve ark.(21) tarafından ortaya atılmıştır. Altı yüz 
kırk beş fare üzerinden yürütülen söz konusu 
deneysel çalışmada, bağırsak mikrobiyomuyla 
ilişkili 18 kantitatif özellik lokusu (Quantitative 
Trait Loci-QTL) tanımlanmıştır(21). Sonraki yıl-
larda daha fazla ilişkili genom bölgesinin ortaya 
konulduğu hayvan deneylerini içeren araştırma-
lar yayımlanmıştır(22,23). Bu çalışmaların tümü 
incelendiğinde, mikrobiyom çeşitliliği ile ilgili 
tespit edilen QTL bölgelerinin Irak3, Lyz1, Lyz2, 
Ifng ve Il22 gibi bağışıklık regülasyonunda rol 
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alan genler içeriyor olması oldukça dikkat çeki-
cidir.

İnsan genomu-insan mikrobiyomu ilişkisini 
ortaya koyan insan temelli ilk çalışmalar; (i) 
yakın akrabaların mikrobiyal çeşitliliğinin ben-
zer olduğu gözlemi(24) ve (ii) tek yumurta ikizle-
rindeki mikrobiyom taksonomik ünite benzerli-
ğinin çift yumurta ikizlerine oranla istatistiki 
biçimde anlamlı bir şekilde daha yüksek olduğu-
nu gösteren araştırmalardır(25,26). Bu çalışmalar 
kalıtsallık hakkında ipuçları sunmuş olsalar da 
herhangi bir insan genomu verisi içermediği için 
söz konusu ilişkinin ne şekilde yapılandığı hak-
kında çıkarımlar yapılamasına olanak sağlama-
mıştır. Nihayet geçtiğimiz yıl yayımlanmış olan 
iki çalışma ile ilk kez aynı anda insan genomu 
ve insan mikrobiyomunu inceleyerek mikrobi-
yomu şekillendiren genetik faktörler hakkında 
bulgular ortaya konmuştur. Blekhman ve ark.(27) 
İMP’de üretilen metagenom verisi içerisinde 
kontaminasyon olarak bulunan insan genom 
dizilerini biyoinformatik yöntemler kullanarak 
ayıklamış ve bu bireylere ait genetik varyasyon-
ları ortaya çıkarmıştır. Bu çalışmada, genom 
boyu ilişkilendirme yaklaşımları (GWAS) kulla-
nılarak mikrobiyal çeşitlilik, taksonomik ünite 
düzeyinde farklılıklar ve mikrobiyal gen düze-
yinde ilişkiler tespit edilmiştir. Aynı çalışmada, 
metabolik/sinyal yolakları seviyesinde yapılan 
analizde melatonin, JAK/Stat, kemokin, CXCR4, 
bakteri ve virus tanıma resptörleri, safra asidi 
sentezleme yolakları vb. yolaklara ait genlerin 
mikrobiyom farklılaşması ile ilişkili olduğu gös-
terilmiştir. Söz konusu çalışmayla ortaya çıkan 
en önemli sonuç ise, daha önceki genetik çalış-
malarda kompleks hastalıklarla (kalp krizi, 
astım, artrit, kanser, diyabet, Alzheimer gibi) 
ilişkilendirilmiş insan genleri ile mikrobiyom 
çalışmalarında kompleks hastalıklarla ilişkilen-
dirilmiş mikrobiyal türler arasında istatistiki 
ilişki gözlenmesidir. Fakat şimdiye kadar insan 
genomu-insan mikrobiyomu ortak incelemesine 
yönelik tek deney tasarımı Davenport ve ark.(28) 

tarafından gerçekleştirilmiştir. Söz konusu 
çalışmada, koloni yaşamı sürdüren Kuzey 
Amerikalı “Hutterite” topluluğundan 127 bire-
yin bağırsak mikrobiyomları 16S rRNA dizile-
mesiyle örneklenmiş ve genom varyasyonları 
tek nükleotid polimorfizmi (Single Nucleotide 
Polymorphism-SNP) şeklinde genotipleme çip-
leriyle tespit edilerek GWAS incelemesi yapıl-
mıştır. Bu çalışmada, mikrobiyom elamanlarıy-
la istatistiksel olarak ilişkili gen varyasyonları 
tespit edilmiştir(28,29). 

Metagenom boyu ilişkilendirme çalışmaları 
ve biyoinformatik açık

Hastalık/sağlık durumunda mikrobiyom yapısını 
inceleyen metagenom çalışmaları, çok yüksek 
hacimdeki DNA verisinin yüksek profilli bilgi-
sayar sistemleri ve gelişmiş biyoinformatik 
algoritmalar ile analizine dayanmaktadır(19). Bu 
yaklaşıma göre teranükleotid (Tera base pair-
Tbp) büyüklüğünü bulan toplam DNA dizileri 
üzerinden in silico gen tespiti yapılarak bu gen-
ler bugüne değin DNA dizilemesi yapılmış orga-
nizmaların tanımlanmış genleri ile eşlenmekte, 
böylece metagenomun gen ve taksonomik 
düzeyde profillemesi yapılmaktadır. Ancak biyo-
informatik yöntemlerdeki teknik yetersizlikler 
nedeniyle insan mikrobiyomundaki genlerin 
tamamının tanımlanamamış olması, verinin 
önemli kısmının gözardı edilmesine neden 
olmaktadır. Örneğin, tip-2 diyabet ve romatoid 
artritin incelendiği BGI projelerinde mikrobiyo-
ma ait genlerin %30’undan fazlasının incelene-
mediği raporlanmıştır. Bununla birlikte kullanı-
lan konvansiyonel istatistiki yöntemlerin (Örn. 
tek gen-fenotip korelasyonu, tek taksonomik 
tür-fenotip korelasyonu) bazı ilişkileri tespit 
edecek uygunlukta olmadığı bilinmektedir. 
Dolayısıyla, hastalık/sağlık gruplarına ait mikro-
biyom farklılıklarının daha yüksek doğrulukla 
tespitinde yeni nesil biyoinformatik tekniklerin 
(makine öğrenimi, sayısal sinyal işleme gibi) 
kullanılması önem kazanmaktadır(30). Örneğin, 
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Wang ve ark.(31) Crohn hastalığına ait 16S rRNA 
verisi üzerinde makine öğrenimi yöntemleri kul-
lanarak aslında popülasyonda azınlıkta olan tür-
lerin de hastalık disbiyozunda rol aldığını kon-
vansiyonel istatistik yöntemleri kullanan, De 
Cruz ve ark.’nın(32) sonuçlarının aksine, mikrobi-
yomun hastalık tahmininde biyobelirteç olarak 
kullanılabileceğini göstermişlerdir.

Mikrobiyom analizine paralel biçimde, genom 
varyasyonlarının kantitatif özelliklerle ilişki-
lendirildiği GWAS çalışmalarında da konvansi-
yonel istatistiki yaklaşımlar tek gen/tek SNP- 
kantitatif özellik korelasyonu tespitine 
dayanmaktadır(33). Ancak, hastalıkla veya diğer 
fenotiple ilişkili genetik ilişkilerin birçoğunun 
epistatik (küçük etki büyüklüğüne sahip çoklu 
genlerin toplam büyük etki yaratması) olduğu 
bilinmektedir(3). Bu durum ise konvansiyonel 
GWAS yaklaşımının hassasiyetinin düşük oldu-
ğu ve yalnızca etki büyüklüğü yüksek olan 
genetik varyasyonları tespit edebilmesi sonu-
cunu ortaya koymaktadır. Makine öğrenimi ve 
veri madenciliği yaklaşımlarının kullanıldığı 
ve aynı anda çok sayıda genin fenotiple ilişkili 
varyasyon tespitinin yapıldığı son dönem çalış-
malarında ise epistatik çıkarımların dahi yük-
sek bir istatistiksel doğruluk ile yapılabildiği 
görülmüştür(34,35). Mikrobiyom elemanları da 
kantitatif özellikler olarak kabul edilerek 
genom-mikrobiyom ilişkisi GWAS yaklaşımla-
rına benzer şekilde değerlendirilebilir. 
Blekhman ve ark.(27) ve Davenport ve ark.(28) 

tarafından yürütülen iki çalışmada da, konvan-
siyonel GWAS istatistiki yaklaşımı gözönünde 
bulundurulmuştur. Oysa ki insan genomu-
mikrobiyom ilişkisinin hem epistatik hem de 
pleyiotropik olduğu düşünülmektedir(36). Bu 
nedenle, gelecek projeksiyonlarının genetik 
varyasyonlar ve mikrobiyom analizi çoklu gen 
etkisini gözönünde bulunduracak tekniklerin 
uygulanacağı bir metagenom boyu ilişkilendir-
me çalışması (MGWAS) biyoinformatiği üze-
rinde şekillenmesi kaçınılmaz görünmektedir.
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Beyin Omurilik Sıvısı Örneklerinden Saptanan Viral 
Etkenler

ÖZ

Amaç: Viral etkenlere bağlı santral sinir sistemi enfeksi-
yonları her yaşta görülebilen, akut seyirli ve hızlı ilerle-
yen, mortalite ve morbiditesi yüksek enfeksiyonlardır. 
Tanıda, nükleik asit amplifikasyon test yöntemlerinden 
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sıklıkla tercih edilmek-
tedir. Bu çalışmanın amacı, Akdeniz Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı, Mikrobiyoloji 
Bölümü’ne viral etkenlerin PZR yöntemi ile araştırılması 
için gönderilen beyin omurilik sıvısı (BOS) örneklerinde 
elde edilen sonuçların retrospektif olarak değerlendiril-
mesidir.

Gereç ve Yöntem: Akdeniz Üniversitesi Hastanesi Merkez 
Laboratuvarı, Mikrobiyoloji Bölümü’ne 2010-2014 yılları 
arasında viral SSS enfeksiyonu ön tanısı ile gönderilen 704 
hastaya ait 2849 BOS örneğinin sonuçları retrospektif ola-
rak değerlendirilmiştir. BOS örneklerinde adenovirus 
(AdV), sitomegalovirus (CMV), Epstein Barr virus (EBV), 
enterovirus (EV), herpes simplex virus tip 1 ve tip 2 
(HSV-1, HSV-2) virusları gerçek zamanlı PZR yöntemiyle 
araştırılmıştır. BOS örneklerinde protein ve glukoz ölçüm 
değerleri kaydedilmiştir. 

Bulgular: Otuz beş hastaya ait 38 BOS örneğinde araştırı-
lan viral etkenler pozitif bulunmuştur. BOS örneklerinde 
saptanan viral etkenlerin oranları; EBV DNA, EV RNA, 
HSV-I DNA, AdV DNA, CMV DNA ve HSV-2 DNA için 
sırasıyla %3.6 (11/308), %1.8 (8/447), %1.7 (12/721), %1 
(4/405), %0.4 (1/271) ve %0.2 (2/697) olarak bulunmuştur. 
Bir hastada HSV-1 DNA ve EBV DNA birlikte saptanmıştır. 
BOS örneklerinde viral etken saptanan hastaların BOS 
glukoz düzeyi, 19 (%54.2) hastada normal sınırlarda, altı 
(%17.1) hastada düşük ve on (%28.6) hastada yüksek 
bulunmuştur. BOS protein düzeyi ise 17 (%48.6) hastada 
normal sınırlarda ve 18 (%51.4) hastada yüksek bulunmuş-
tur.

Sonuç: BOS örneklerinde PZR temelli moleküler yöntem-
ler kullanılarak olası tüm viral etkenlerin araştırılmasının 
erken tanı ve tedaviye olanak sağlayacağı düşünülmekte-
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-I 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), 0.4% (1/271) and 0.2% (2/697) of 
the  samples respectively. HSV-I 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 
found 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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GİRİş

Viral santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonları; 
menenjit, ensefalit, postenfeksiyoz ensefalomi-
yelit ve yavaş ilerleyen nörolojik hastalıklar gibi 
pek çok farklı klinik tablo ile karşımıza çıkabilir. 
Bu klinik tablolar her yaşta görülebilir; enfeksi-
yonun tipine göre akut, subakut ya da kronik 
olabilir. Klinik seyri kendini sınırlayan enfeksi-
yonlardan hızlı ilerleyen mortalite ve morbidite-
si yüksek enfeksiyonlara kadar farklılıklar 
gösterebilir(1,2). Viral SSS enfeksiyonlarının tanı-
sında beyin omurilik sıvısının (BOS) mikrosko-
pik incelenmesi, spesifik viral antikorların, anti-
jenlerin veya viral nükleik asitlerin saptanması 
ve hücre kültüründe virus izolasyonu gibi farklı 
yöntemler uygulanmaktadır. Fakat her bir yönte-
min kendi içinde sınırlamaları vardır. 
Mikroskopik inceleme çok sayıda enfekte hücre 
varlığında tanısal değer taşır. İntratekal üretilen 
antikorlar ise enfeksiyonun başlangıcından 
ancak 8-10 gün sonra BOS’da saptanabilir. 
BOS’dan hücre kültüründe virus izolasyonu, 
menenjit etkeni birçok viral patojenin tanısı için 
altın standart olarak kabul edilmekle birlikte, 
örnek doğru zamanda alınmadığında duyarlılığı 
düşük, pahalı, sıkıntılı ve zaman alıcı bir tanı 
yöntemidir. Ayrıca Coxsackie A gibi bazı nörot-
ropik viruslar hücre kültüründe üretilemez. Tüm 
bu nedenlerden dolayı son yıllarda nükleik asit 
amplifikasyon testleri (NAAT) en sık kullanılan 
yöntem olmuştur(2-4). Polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PZR) yüksek duyarlılık ve özgüllüğe sahip 
hızlı bir yöntem olması nedeniyle birçok labora-
tuvarda BOS’da enteroviruslar (EV), herpes 
simplex virus (HSV), sitomegalovirus (CMV) 
ve Epstein-Barr Virus (EBV) enfeksiyonlarının 
tanısında tercih edilmektedir(5). 

Bu çalışmanın amacı, Akdeniz Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Hastanesi Merkez Laboratuvarı, 
Mikrobiyoloji Bölümü’ne PZR yöntemi ile viral 
etkenlerin araştırılması için gönderilen BOS 
örneklerinde elde edilen sonuçların retrospektif 

olarak değerlendirilmesidir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi 
Merkez Laboratuvarı, Mikrobiyoloji Bölümü’ne 
Ocak 2010-Nisan 2014 tarihleri arasında viral 
etkenlerin PZR ile araştırılması için gönderilen 
704 hastaya ait 2849 BOS örneğinin sonuçları 
retrospektif olarak değerlendirilmiştir. Hastalara 
ait klinik ve laboratuvar bulguları hasta dosyala-
rından elde edilmiştir. BOS örneklerinde 
Adenovirus (AdV), CMV, EBV, EV ve HSV 1-2 
nükleik asitleri araştırılmıştır. CMV için nükleik 
asit ekstraksiyonu ve gerçek zamanlı PZR Cobas 
Ampliprep/COBAS Taqman (Roche, ABD) sis-
teminde gerçekleştirilmiştir. Diğer örneklerde 
ise nükleik asit ekstraksiyonu EZ1 Virus Mini 
Kit v2.0 (Qiagen, Almanya) ile yapıldıktan 
sonra gerçek zamanlı PZR HSV 1-2 için Artus 
HSV 1-2 RG PZR (Qiagen, Almanya), AdV için 
LightMix Kit Human Adenovirus (TIB 
MOLBIOL, Almanya), EBV için Artus EBV RG 
PZR (Qiagen, Almanya), Enterovirus için Argene 
Enterovirus R-gene (BioMérieux, Fransa) kitleri 
ile araştırılmıştır.

BOS protein düzeyleri türbidimetrik yöntem 
(Cobas c502, Roche, Almanya) ile BOS glukoz 
düzeyleri ise hekzokinaz enzimatik referans 
yöntemi (Cobas c701, Roche, Almanya) ile çalı-
şılmıştır. BOS glukoz normal değeri 40-70 mg/
dL, BOS protein normal düzeyi ise 15-45 mg/dL 
olarak kabul edilmiştir.

BULGULAR

BOS örnekleri çalışılan hastaların 296’sı (%42) 
kadın, 408’i (%58) erkek olup, ortanca yaş değe-
ri 14.92 (yaş aralığı: 0-91 yıl) olarak bulunmuş-
tur. Hastaların 374’ü (%53.1) çocuk, (yaş aralı-
ğı: 6 gün-18 yıl) ve 330’u (%46.9) erişkin (yaş 
aralığı: 19-91 yıl) yaş grubundadır. BOS örnek-
lerinde saptanan viral etkenlerin oranları; EBV 
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DNA, EV RNA, HSV-I DNA, AdV DNA, CMV 
DNA ve HSV-2 DNA için sırasıyla %3.6 
(11/308), %1.8 (8/447), %1.7 (12/721), %1 
(4/405), %0.4 (1/271) ve %0.2 (2/697) olarak 
bulunmuştur. İki bin sekiz yüz kırk dokuz BOS 
örneğinde araştırılan viral etkenler ve viral 
etkenlerin araştırıldığı hastalara ait bazı demog-
rafik özellikler Tablo 1’de gösterilmiştir.

Otuz beş hastanın BOS örneği araştırılan viral 
etkenler için pozitif bulunmuştur. On iki (%34.2) 
hastada HSV-1 DNA, sekiz (%22.8) hastada 
Enterovirus RNA, sekiz (% 22.8) hastada EBV 
DNA, dört (%11.4) hastada Adenovirus DNA, 
iki (%5.7) hastada HSV-2 DNA ve bir (%2.8) 
hastada CMV DNA pozitif bulunmuştur. Bir 
hastanın BOS örneğinde HSV-1 DNA ve EBV 
DNA birlikte pozitiftir. Viral etkenlerin aylara 
göre dağılımı Şekil 1’de gösterilmiştir. Dokuz 
(%25.7) hastada yaz, dört (%11.4) hastada son-
bahar, on iki (%34.2) hastada kış, on (%28.5) 
hastada ilkbahar mevsimlerinde pozitiflik sap-
tanmıştır.

BOS örneklerinde viral etken saptanan hastala-
rın ortanca yaş değeri 15.71 yıldır (aralık: 0-70) 
ve hastaların %65.8’inin cinsiyeti erkektir. Viral 
etkenlerin hastaların yaş gruplarına göre dağılı-
mı Şekil 2’de gösterilmiştir. Bu hastaların 28’i 
(%80) viral meningoensefalit, üçü (%8.6) 
Guillain-Barré Sendromu, ikisi (%5.7) multiple 
skleroz ve transvers myelit, biri (%2.9) enflama-
tuvar polinöropati ve bir hasta (%2.9) ise HIV 
enfeksiyonu ve beyin tutulumu (lenfoma) nöro-
lojik tanısı almıştır (Tablo 2). Hastaların 11’inde 
immün yetmezlik [bir böbrek nakli, bir kompo-
zit doku nakli, bir HIV enfeksiyonu, dört malig-
nite (lenfoid lösemi, lenfoma, aplastik ependi-
mom ve medullablastom), iki kombine immün 
yetmezlik] saptanmıştır. Bu hastalarda en sık 
saptanan viral etken EBV’dir (n=7).

BOS örneklerinde viral etken saptanan hastala-
rın BOS glukoz düzeyi 19 (%54.3) hastada nor-
mal sınırlarda, altı (%17.1) hastada düşük ve on 
(%28.6) hastada yüksek bulunmuştur. BOS pro-
tein düzeyi ise 17 (%48.6) hastada normal sınır-

Tablo 1. Viral etkenlerin araştırıldığı BOS örnek sayıları, pozitiflik oranları ve hastaların demografik özellikleri.

Viral etken

HSV-1
HSV-2
EV
AdV
EBV
CMV

Toplam

Sayı
n

721
697
447
405
308
271

2849

Pozitif 
n (%)

12 (1.7)
2 (0.2)
8 (1.8)
4 (1.0)
11 (3.6)
1 (0.4)

38 (1.3)

Yaş median değeri* 
(yaş aralığı-yıl)

14.8 (0-91)
16.0  (0-91)
27.5 (0-91)
17.2 (0-85)
28.7 (0-85)
31.4 (0-82)

14.92 (0-91)

Erkek* 
n (%)

58.6
58.0
57.5
53.2
55.2
54.7

58.0

Kadın*
 n (%)

41.4
41.2
42.5
46.8
44.8
45.3

42.0

*istatistiksel analiz hasta sayısı esas alınarak yapılmıştır.

Tablo 2. BOS’da viral etken saptanan hastaların klinik tanıları ve viral etkenlerin dağılımı.

Tanı

Akut meningoensefalit
Guillain-Barré Sendromu
Multipl skleroz
Enflamatuvar polinöropati
AIDS+ Lenfoma

Toplam

Hasta sayısı (n)

28
3
2
1
1

35

AdV

3
1

4

CMV

1

1

AdV: Adenovirus; CMV: Sitomegalovirus; EBV; Epstein Barr virus; EV: Enterovirus HSV: Herpes simplex virus 

EBV

5

1
1
1

8

EV

6
1
1

8

HSV-1

11
1

12

HSV-2

2

2
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lar içinde ve 18 (%51.4) hastada yüksek bulun-
muştur. BOS örneklerinin Gram boyamasında 
iki örnekte 3-5 polimorf nüveli lökosit görül-
müştür, hiçbir örnekte bakteri üremesi saptan-
mamıştır.

TARTIşMA

SSS enfeksiyonlarında özellikle moleküler tek-
niklerin gelişimi ile viral etkenlerin saptanma-
sında artış olmuştur. 

şekil 1. Beyin-Omurilik sıvısı örneklerinde viral etken saptanan hastaların aylara göre dağılımı (2010-2014).
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şekil 2. BOS örneklerinde viral etken saptanan hastaların yaş 
dağılımı.
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Günümüzde PZR ve ilişkili yöntemlerin akut, 
sporadik, fokal ensefalopatinin en yaygın etkeni 
olan HSV’nin tanısında etkinliği kanıtlanmıştır. 
Herpes viruslar aseptik menenjit ve ensefalitin 
en sık saptanan viral etkenleri arasındadır. BOS 
PZR yönteminin duyarlılığı ve özgüllüğü HSV 
için %95’in üzerinde, EBV için duyarlılığı %98, 
özgüllüğü %100, CMV için ise duyarlılığı 
%82-100, özgüllüğü  %86-100  oranlarındadır(2,5-9). 
Çalışmamızda BOS örneklerinde saptanan her-
pes virusların oranları EBV, HSV-1, HSV-2 ve 
CMV için sırasıyla %3.6 (11/308) %1.7 (12/721), 
%0.3 (1/271), %0.2 (2/721) olarak bulunmuştur. 
Studahl ve ark.(10) viral SSS enfeksiyonu düşü-
nülen 662 hastanın BOS örneğinde %2.87 HSV-1 
DNA, %1.5 HSV-2 DNA, %3.2 EBV DNA sap-
tamıştır. García-Bardeci ve ark.(11) yaptıkları 
çalışmada, 330 BOS örneğinde %1.2 (4/330) 
HSV-1 DNA, %0.3 (1/330) HSV-2 DNA, %0.3 
(1/330) CMV DNA bulmuşlardır. Bhaskaran ve 
ark.(3) ise 1663 BOS örneğinde %0.9 (16/1663) 
HSV DNA, %0.4 (7/1663) CMV DNA ve %2.1 
(35/1663) EBV DNA bulmuşlardır. Türkiye’de 
yapılan çalışmalarda, ensefalit ya da aseptik 
menenjit tanısı almış hastaların BOS örneklerin-
de saptanan HSV DNA oranı %9.7-29.4 
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arasındadır(12-14). Ege Üniversitesi Hastanesi’nde 
yapılan retrospektif bir çalışmada, SSS enfeksi-
yonu ön tanılı hastaların BOS örneklerinde viral 
etkenler araştırılmış, toplamda 289 BOS örne-
ğinde EBV DNA %15 (3/20), HSV DNA %2 
(2/198) ve CMV DNA %1 (1/46) oranında 
saptanmıştır(15).

Herpes viruslar hem immünsüpresif hem de 
immünkompetan hastalarda SSS’yi tutan çeşitli 
akut, subakut ve kronik nörolojik hastalıklarla 
ilişkilidir(16-18). Çeşitli çalışmalarda da SSS’yi 
etkileyen nörolojik hastalıklarda herpes virus 
koenfeksiyonlarının olabileceği bildirilmiş-
tir(6,19,20). Bu çalışmada, Guillain-Barré sendromu 
tanısı alan bir hastanın BOS örneğinde HSV-1, 
beyin tutulumu olan bir AIDS hastası ile multip-
le skleroz ve polinöropati tanıları alan iki hasta-
nın BOS örneğinde de EBV izole edilmiştir. 

Meningoensefalite neden olan herpesviruslardan 
EBV, CMV, VZV ve HHV-6’nın neden olduğu 
SSS enfeksiyonları genellikle immünsüpresif 
hastalarda ortaya çıkar. EBV DNA’sı pozitif 
bulunan 11 BOS örneğinden yedisi (%63.6) 
immünsüpresif hastalara aittir. EBV enfeksiyo-
nunda ensefalit, aseptik menenjit, transvers 
myelit ve Guillain-Barré sendromunu içeren 
birçok nörolojik tutulum bildirilmiştir. Bu klinik 
sendromlar tek başına ya da enfeksiyoz mono-
nükleozun klinik tablosu ile beraber olabilir(21). 
İmmünitesi normal kişilerde primer enfeksiyon-
dan sonra enfekte hücrelerin büyük kısmı elimi-
ne edilir ve virus az sayıda B lenfositte ömür 
boyu latent olarak kalır. İmmün yetmezlikli has-
talarda, özellikle hücresel immün yanıtın baskı-
landığı (AIDS, transplantasyon, X’e bağlı len-
foproliferatif hastalık) durumlarda reaktive 
olabilir(2). AIDS hastalarında eşlik eden serebral 
bir lezyon varlığında EBV’nin BOS’da saptan-
masının primer SSS lenfoması için yüksek pre-
diktif değere sahip olduğu bildirilse de başka bir 
çalışmada düşük duyarlılığa sahip olduğu 
gösterilmiştir(22,23). Konağın immünsüpresif 

durumuna bağlı olarak virusun reaktivasyonu ya 
da latent enfeksiyonu taşıyan lökositlerin intra-
tekal boşluğa geçişiyle BOS’da EBV 
saptanabilir(21). Bu çalışmada, EBV enfeksiyon-
larının primer enfeksiyona mı yoksa reaktivas-
yona mı bağlı olduğunun ayırımı yapılamamış-
tır.

Çalışmamızda meningoensefalit ön tanısı alan 
bir çocuk hastanın BOS örneğinde HSV-1 DNA 
ve EBV DNA pozitif bulunmuştur. Bu hastanın 
serum örneğinde EBV viral kapsit antijeni 
(VCA) IgG sonucu pozitif, VCA IgM sonucu 
negatif olarak bulunmuştur. Viral SSS koenfek-
siyonlarında EBV saptanmasının patogenezinde; 
mevcut enflamasyonun EBV reaktivasyonunu 
tetikleyebileceği ya da uygun primerler seçilme-
diği taktirde BOS’a geçen B lenfositlerinde latent 
virusun saptanabileceği bildirilmektedir(21,24).

Enterovirüsler daha çok çocuklarda enfeksiyona 
neden olur ve nonspesifik febril tablolardan, 
aseptik menenjit ve aseptik ensefalite kadar 
değişik klinik tablolar oluşturabilir. Enteroviral 
menenjitin özgül virolojik tanısında BOS örnek-
lerinde PZR yöntemi ile enterovirus saptanması, 
hücre kültüründe virus izolasyonundan daha 
duyarlıdır(25-27) ve meningoensefalite bağlı nöro-
lojik semptomları olan hastaların tanısında 
önemli bir yere sahiptir(28). Ülkemizde yapılan 
çalışmalarda aseptik menenjit ön tanısı alan 
olgularda %82.6, %38.7, %63, %16.6 ve %0 
oranlarında EV RNA saptandığı bildirilmiştir(29-33). 
Ülkemizden bildirilen diğer çalışmalarda, BOS 
örneklerinde RT-PZR ile EV RNA pozitiflik 
oranları %1.5 ve DNA chip yöntemiyle 
%5’dir(25,34). Çalışmamızda bu oran %1.8 olarak 
saptanmıştır. 

Çalışmamızda,BOS örneklerinde EV RNA sap-
tanan sekiz hastanın üçü çocuk yaş grubunda, 
beşi erişkin yaş grubundadır. Pozitif örneklerin 
ikisi yaz, biri sonbahar, dördü kış ve biri ilkba-
har mevsiminde saptanmıştır. EV enfeksiyonla-
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rının yaz ve erken sonbahar aylarında arttığı 
bilinmektedir(35-37). Bununla birlikte, kış ayların-
da olgularda artış olduğu bildirilen yayınlar da 
bulunmaktadır(38,39). Çalışmamızda, yılın tama-
mında bir dağılım görülmekle birlikte, yaz ve 
kış aylarında pikler gözlenmiştir. Olgu sayımı-
zın az olmasının ve bulunduğumuz bölgenin 
iklim özelliklerinin buna neden olabileceğini 
düşünüyoruz.

Viral menenjit ve ensefalitlerde BOS glukoz 
düzeyi normal, protein düzeyi ise normal ya da 
hafif yüksek saptanabilir(2). Çalışmamızda, ben-
zer şekilde BOS örneklerinde viral etken sapta-
nan hastaların %54.3’ünde BOS glukoz düzeyi 
normal sınırlarda ve BOS protein düzeyi ise 
%48.6 hastada normal sınırlar içindeyken, %51.4 
hastada hafif yüksek bulunmuştur. 

Viral SSS enfeksiyonlarına çok farklı virus 
neden olabilmekte, bu da tanı ve tedavide önem-
li sorunlara yol açabilmektedir. Viral SSS enfek-
siyonlarının kliniği virusa özgü olmadığı için 
klinik bulgular tanıda yol gösterici değildir. Elde 
edilmesi oldukça zahmetli olan BOS’da olası 
tüm etkenlerin araştırılması erken tanı ve tedavi-
ye olanak sağlamaktadır. Bu çalışmada, viral 
etkenlerin tümünün aynı örnekte eşzamanlı ola-
rak çalışılmamış olması çalışmamızın bir sınırlı-
lığıdır. Ancak, ekonomik nedenler ve farklı kli-
nik yaklaşımlar buna neden olmuştur. Multipleks 
PZR temelli moleküler yöntemlerle yapılacak 
ileri çalışmaların bu soruna çözüm getirebilece-
ği düşünülebilir. 
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Viral Solunum Yolu Enfeksiyonlarının Tanısında 
Bir Multipleks PCR Yönteminin Performansının 
değerlendirilmesi§

ÖZ

Amaç: Çalışmada, akut solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda 
solunum virüslerinin saptanmasında konvansiyonel yöntemlerle 
[“shell vial” hücre kültürü yöntemi, direkt fluoresans antikor 
(DFA)] multipleks polimerize zincir tepkimesi (PCR) test yöntemi-
ni karşılaştırmak ve multipleks PCR testinin performansını değer-
lendirmek amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada, Ocak 2012-Ağustos 2013 tarih-
leri arasında solunum yolu enfeksiyonu tanılı 502 [217 (%43.2) 
kadın, 285 (%56.8) erkek] nazofarengeyal sürüntü örneği incelen-
di. Solunum virüslerinin saptanmasında, DFA ve “shell vial” 
hücre kültürü yöntemi altın standart olarak alındı. Multipleks PCR 
testi için, üretici firmanın önerileri doğrultusunda çalışıldı.

Bulgular: Değerlendirilen hastaların 238’inde (%47.4) en az bir 
yöntemle solunum virüsleri pozitif bulundu. İncelenen 502 örneğin 
189’u (%37.6) DFA ve shell vial hücre kültürü yöntemi ile pozitif 
[human metapneumovirus (HMPV), human coronavirus (HCoV), 
human rhinovirus (HRV), human bocavirus (HBoV) ve parainflu-
enza virüs tip 4 (PIV 4) hariç], 233’ü (%46.4) multipleks PCR ile 
pozitif bulundu. Yalnızca HMPV, HCoV, HRV, HBoV ve PIV 4’ün 
pozitif olduğu 37 örnek, DFA ve shell vial hücre kültürü ile sapta-
namadığı için karşılaştırma dışı bırakıldı. Hücre kültürü ve 
DFA’ya göre multipleks PCR yönteminin duyarlılık, özgüllük, PPV, 
NPV ve test geçerlilik oranları sırasıyla %97.3, %95.7, %93.9, 
%98.1 ve %96.3 olarak bulundu.

Sonuç: Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda sırasıyla en sık 
saptanan solunum virüsleri respiratory sinsitial virüs (RSV), HRV 
ve influenza virüs tip A (INF A) olmuştur. Multipleks PCR’ın 
duyarlılık ve özgüllüğü oldukça yüksek bulunmuştur. Multipleks 
PCR’ın DFA ve hücre kültürü yöntemleriyle saptanamayan 37 
solunum virüsünü de tanımlayabildiği görülmüştür. Multipleks 
PCR’ın yüksek duyarlılık ve özgüllüğe nedeniyle rutin laboratuvar 
kullanımına uygun olduğu öngörülmüştür.

Anahtar kelimeler: Multipleks PCR, solunum virüsleri, 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 (47.4%) 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 
HMPV, 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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GİRİŞ

Akut solunum yolu enfeksiyonu insanlarda en 
sık görülen hastalıklardan biridir. Erişkinlerde 
özellikle bağışık yetmezlikli hastalarda ve 
çocuklarda önemli mortalite ve morbidite neden-
leri arasındadır. Sağlık Bakanlığı verilerine göre 
tüm yaş grupları incelendiğinde solunum sistemi 
hastalıkları en sık ölüm nedenleri arasında üçün-
cü sırada (%9.67) yer alırken, hastaneye yatış 
nedenleri arasında ilk sırada (%12.8) yer 
almaktadır(1). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 
2012 yılı raporuna göre 5 yaş altı çocuklarda en 
sık ölüm nedenleri arasında beşinci sırada (%8) 
yer alır(2).

Akut solunum yolu enfeksiyonlarının en sık 
nedeni virüslerdir. Yaklaşık olarak 20’den fazla 
virüs türünün akut solunum yolu enfeksiyonuna 
neden olduğu bilinmektedir. Bu virüslerden en 
sık karşılaşılan; respiratuar sinsityal virüs(RSV), 
adenovirus (ADV), influenza virüs tip A ve B 
(INF A/B), parainfluenza virüs tip 1-3 (PIV 1-3), 
human rhinovirus A/B (HRV A/B), enterovirus 
(EV), human coronavirus (HCoV) gibi klasik 
solunum virüslerine yeni solunum virüsleri olan 
human bocavirus (HBoV), human metapneumo-
virus (HMPV) de eklenmiştir(3). Gereksiz antibi-
yotik kullanımını önlemek, gerekli antiviral ilacı 
kullanabilmek, nozokomiyal bulaş riskini en aza 
indirgemek, hastalığın yayılımı ve engellenmesi 
konusunda erken bilgi vermek ve hasta yöneti-
minde gereksiz mali kaybı önlemek için solu-
num yolu enfeksiyonlarının etiyolojik tanısını 
koymak çok önemlidir(4). Bu yüzden viral solu-
num yolu enfeksiyonlarının hızlı, duyarlı ve 
geçerli bir yöntemle kısa sürede tanımlanması 
gerekir.

Son dekatta, solunum yolu enfeksiyonlarına 
neden olan solunum virüslerinin hepsini tek bir 
örnekte ve tek bir test ile aynı anda tespit edebi-
len nükleik asit saptama prensibine dayanan çok 
sayıda multipleks PCR yöntemi geliştirilmiştir. 

PCR yönteminin klasik yöntemler olan hücre 
kültürü ve direkt floresan antikor testi 
(DFA)’inden daha kısa sürede sonuç verdiği ve 
daha duyarlı olduğu bildirilmiştir. Ayrıca bazı 
yeni solunum virüsleri yalnızca PCR yöntemi ile 
saptanmakta, hücre kültürü yöntemi ve DFA ile 
saptanamamaktadır(4).

Bu çalışmada, akut solunum yolu enfeksiyonu 
olan hastalarda solunum virüslerinin saptanma-
sında konvansiyonel yöntemlerle (shell vial 
hücre kültürü yöntemi ve DFA) multipleks PCR 
test yöntemi karşılaştırmak ve multipleks PCR 
testinin performansını değerlendirmek amaçlan-
mıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada, Ocak 2012-Ağustos 2013 tarihle-
ri arasında Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 
Viroloji Laboratuvarı’na solunum yolu enfeksi-
yonu tanısı ile gönderilen 502 nazofarengeyal 
sürüntü örneği incelendi. Örnekler arşiv mater-
yalleriydi ve laboratuvar sisteminde solunum 
yolu enfeksiyonu tanısı olanlar çalışmaya dâhil 
edildi. Sistemdeki tanılar esas alındığı için 
enfeksiyonun akut, kronik veya alt, üst ayrımı 
yapılamadı. Çalışma kapsamına alınan 502 [217 
(%43.2) kadın, 285 (%56.8) erkek] örneğin 467 
(%93)’si çocuk, 35 (%7)’i erişkin hastalardan 
elde edildi. Nazofarengeyal sürüntü örneklerine; 
DFA, shell vial hücre kültürü ve multipleks PCR 
yöntemi aynı anda uygulandı. Hastaların yaş 
aralığı 5 gün ile 87 yaş (medyan: 1 yaş) arasın-
daydı. Nazofarengeyal sürüntü örnekleri santrü-
füjlendikten sonra, dipteki çökeltiden DFA, 
süpernatandan hücre kültürü ve multipleks PCR 
testleri yapıldı. 

dFA testi: Dipteki çökeltiden alınan 100 μl 
örnek, 1000 g’de, 5 dakika hücre santrifüjünde 
çevrildi. Lamlar, -20°C’de, 10 dakika asetonda 
fikse edildikten sonra “fluorescein isothiocyana-
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te” (FITC) ile işaretlenmiş poliklonal antikor 
(Respiratory Viral Screen and Identification 
DFA Kit, Millipore, Light Diagnostic, ABD) ile 
boyandı. Preparatlar CO2’li etüvde 37°C’de, 30 
dakika, nemli ve karanlık ortamda inkübe edildi. 
Süre sonunda preparatlar floresan mikroskopi-
sinde incelendi. Üç veya daha fazla floresan 
veren hücre görülen örnekler pozitif olarak 
kabul edildi. Pozitif bulunan örnekler, RSV, INF 
A/B, PIV 1-3 ve ADV monoklonal antikorları ile 
yukarda tanımlandığı gibi yine boyanarak tip-
lendirildi. 

Hücre kültürü: Klinik örnekler hücre dizilerine 
“shell vial” yöntemi ile ekildi. Her örnek için 
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 hücre dizisi, Şap Enstitüsü, 
Ankara) hücre dizisinden oluşan beş adet shell 
vial tüpü hazırlandı. Süpernatandan alınan örnek, 
0.45 μm por çapında filtreden geçirilerek her 
hücre dizisine 0.2 ml hacminde inoküle edildik-
ten sonra tüpler 3200 g’de, 35°C’de, 30 dakika 
santrüfüjlendi. Tüpler, 37°C’de 1 saat bekletildi 
ve daha sonra hücre dizileri üstündeki sıvı atıla-
rak yerine 1 ml hacminde izolasyon besiyeri 
(Biochrom AG, Leonorenstr, Almanya) ilave 
edildi. Tüpler, 37°C’de %5 CO2’li ve nemli 
ortamda 48 saat inkübe edildi. İnkübasyon süre-
si sonunda tüplerden kültür sıvısı uzaklaştırıldı 
ve “shell vial”ler -20°C’de, 10 dakika asetonda 
fikse edildi. HEp-2 hücre dizisine inoküle edilen 
örnek RSV, A-549 hücre dizisi ADV, Vero hücre 
dizisi PIV 1-3, MDCK hücre dizilerinin biri INF 
A, diğeri tip INF B’ye özgül FITC ile işaretlen-
miş monoklonal antikor (Millipore, Light 
Diagnostic, ABD) ile üretici firmanın önerileri 
doğrultusunda boyandı(5,6). Preparatlar floresan 
mikroskopisinde incelendi. Bir veya daha fazla 
floresan veren hücre görülen örnekler pozitif 
kabul edildi. 

Multipleks PCR: Süpernatandan, üretici firma-

nın önerileri doğrultusunda nükleik asitler eks-
trakte edildi (Viral DNA/RNA Extraction Kit, 
iNtRON, Güney Kore). Ektraksiyon işleminden 
sonra, revers transkripsiyon ile cDNA’lar sen-
tezlendi (RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kits, Fermentas, ABD). İçeriğinde; solunum 
virüslerine özgül DPO primerleri, DNA polime-
raz enzimi, dNTPs, mastermiks, 8-MOP solüs-
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, 
Güney Kore) kiti kullanılarak ısı döngü cihazın-
da üretici firmanın önerileri doğrultusunda 40 
döngü yapıldı ve cDNA’lar çoklu amplifiye edil-
di. Amplifiye ürün tam otomatize “Screen Tape” 
çoklu tanımlama cihazına yüklendi. Bu cihazda, 
PCR ürününe mini poliakrilamid jellerde otoma-
tize jel elektroforezi yapıldı ve sonuçlar “RV15 
ACE Screening Software”i kullanılarak belir-
lendi. 

BULGULAR

Bu çalışmada solunum yolu enfeksiyonu tanısı 
almış hastalardan yaklaşık iki yıllık sürede labo-
ratuvara gönderilen 502 nazofarengeyal sürüntü 
örneği incelendi. Çalışmada, hücre kültürü ve 
DFA yöntemlerinin her ikisinin sonuçları ile 
multipleks PCR test yönteminin sonuçları karşı-
laştırıldı. Uygulanan testlerin tümünün sonuçla-
rına göre, örneklerin 238’i (%47.4) pozitif, 
264’ü (%52.6) negatif bulundu (Tablo 1). Hücre 
kültürü ve DFA yöntemlerinin her ikisinin sonu-
cuna göre 189 (%37.6) örnek pozitif, 313 
(%62.4) örnek negatif; multipleks PCR testi ile 
233 (%46.4) örnek pozitif, 269 (%53.6) örnek 
negatif bulundu. Hücre kültürü ve DFA ile yal-
nızca klasik solunum virüsleri (RSV, INF A/B, 
PIV 1-3, ADV) saptanabildiği için klasik yön-
temlerle saptanamayan diğer solunum virüsleri-
nin tek başına pozitif olduğu 37 örnek karşılaş-
tırma dışı bırakıldı. Ayrıca, hücre kültürü ve 
DFA ile saptanmayan diğer solunum virüsleri ile 
birlikte çoklu etkenler arasında yer alan 15 
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örnekteki klasik solunum virüsleri karşılaştırma 
kapsamına alındı (Tablo 2). Hücre kültürü ve 
DFA’ya göre multipleks PCR yönteminin duyar-
lılık, özgüllük, PPV, NPV ve test geçerlilik oran-
ları sırasıyla %97.3, %95.7, %93.9, %98.1 ve 
%96.3 olarak bulundu.

Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda RSV 
%21.9, HRV %6.0 ve INF A %5.2 oranında 
pozitif bulundu. Hastaların %6.6’sında çoklu 
etken enfeksiyonu görüldü. En fazla RSV ve 
HRV birlikteliği görüldü. Hücre kültürü ve/veya 
DFA ile pozitif bulunan 5 örnek [RSV, INF B, 

Tablo 1. Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda solunum 
virüslerinin dağılımı*.

Grup

Tek etken enfeksiyonu

İkili etken enfeksiyonu

Üçlü etken enfeksiyonu

Pozitif

Negatif

Toplam

Virüsler

RSV
HRV
INF A
INF B
ADV
PIV 1
PIV 2
PIV 3
PIV 4

HMPV
EV

HCoV

RSV + HRV
RSV+ADV
RSV+PIV 1
RSV+PIV 3
RSV+INF A
RSV+INF B
RSV+HMPV
HRV+PIV 3
HRV+ADV
HRV+EV

INF A+ADV

RSV+HRV+HMPV
RSV+HRV+HCoV
RSV+HRV+HBoV

Toplam
n (%)

110 (21.9)
30 (6.0)
26 (5.2)
7 (1.4)
10 (2.0)
1 (0.2)
1 (0.2)
14 (2.8)
1 (0.2)
3 (0.6)
1 (0.2)
1 (0.2)

9 (1.8)
5 (0.2)
2 (0.4)
2 (0.4)
6 (1.0)
1 (0.2)
1 (0.2)
1 (0.2)
1 (0.2)
1 (0.2)
1 (0.2)

1 (0.2)
1 (0.2)
1 (0.2)

238 (47.4)

264 (52.6)

502

*Hücre kültürü, DFA ve multipleks PCR test yöntemlerinden en az 
biriyle pozitif saptanan sonuçlar verilmiştir. RSV: Respiratuar sin-
sityal virüs; ADV: Adenovirus; INF A/B: Influenza virüs tip A ve B; 
PIV 1-3: Parainfluenza virüs tip 1-3; HRV A/B: Human rhinovirus 
A/B; EV: Enterovirus; HCoV: Human coronavirus; HBoV: Human 
bocavirus; HMPV: Human metapneumovirus

Tablo 2. Hücre kültürü/dFA yöntemi ile multipleks PCR yön-
teminin karşılaştırılması.

Multipleks PCR

+
-

Toplam

+

184
5

189

-

12
264

276

Toplam

196
269

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] örnek ise hücre kültürü ve/
veya DFA ile negatif bulundu. 

TARTıŞMA 

Virüsler solunum yolu enfeksiyonlarına neden 
olan etkenlerin başında yer alır. Viral solunum 
yolu enfeksiyonları sağlıklı erişkinlerde hafif 
klinik tablo ile seyrederken, özellikle yaşlılarda, 
immun yetmezlikli kişilerde ve çocuklarda ciddi 
morbidite ve mortalite ile sonuçlanabilir. Bu 
yüzden viral solunum yolu hastalıklarının doğru 
ve hızlı tanısı, gerekli tedaviyi uygulamak, 
enfeksiyon bulaşını sınırlamak ve gereksiz anti-
biyotik kullanımını engellemek ve buna bağlı 
olarak da diğer bakteriyel etkenlerin direnç 
kazanmasını önlemek için gereklidir(7).

Solunum virüslerini saptamada kullanılan kon-
vansiyonel yöntemler hücre kültürü (tüp kültürü, 
shell vial) ve DFA testleridir. Solunum virüsleri-
nin saptanmasında hücre kültürü altın standart 
yöntem olmasına karşın olumsuz transport 
koşullarından testin etkilenmesi, her etken için 
ayrı hücre dizisi hazırlama gerekliliği, kısıtlı 
sayıda etkeni belirleyebilmesi, test süresinin 48 
saatte sonuçlanması gibi dezavantajları bulun-
maktadır. DFA ise yaklaşık bir saatlik sürede 
sonuçlanabilmesine rağmen, örnek kalitesinden 
testin etkilenmesi ve hücre kültürüne göre duyar-
lılığının daha düşük olması kullanımını 
sınırlamaktadır(4,8,9). Shell vial hücre kültürü ve 
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DFA ile solunum yolu enfeksiyonlarının büyük 
bir bölümünü oluşturan, RSV, INF A/B, ADV, 
PIV saptanabilmektedir. Ancak, HCoV, HMPV, 
HBoV, PIV 4 gibi virüsler de önemli etkenler 
arasındadır. Human coronavirus, HRV ve HMPV 
hücre kültüründe geç ve güç üretilebildikleri 
için, HBoV ise hücre kültüründe üremediği için 
bu solunum virüsleri yalnızca nükleik asit testle-
ri ile saptanabilmektedir(8). 

Bu çalışmada, akut solunum yolu enfeksiyonu 
tanılı hastalarda solunum virüslerinin saptanma-
sında konvansiyonel yöntemlerle (shell vial 
hücre kültürü yöntemi ve DFA) multipleks PCR 
test yöntemini karşılaştırılarak, multipleks PCR 
testinin performansı değerlendirilmiştir. Tüm 
testlerin toplam sonuçlarına bakıldığında incele-
nen 502 nazofarengeyal sürüntü örneğinin yak-
laşık %48’i pozitif bulunmuştur. Hücre kültürü 
ve DFA ile örneklerin %37.6’sı, multipleks PCR 
testi ile %46.4’ü pozitif bulunmuştur. Hücre 
kültürü ve DFA ile yalnızca klasik solunum 
virüsleri (RSV, INF A/B, PIV 1-3, ADV) sapta-
nabildiği için klasik yöntemlerle saptanamayan 
diğer solunum virüslerinin tek başına pozitif 
olduğu 37 örnek karşılaştırma dışı bırakılmıştır. 
Hücre kültürü ve DFA ile negatif bulunan 12 
örnek [RSV(n=4), INF A (n=2), ADV, INF 
A+RSV (n=4), ADV+RSV] multipleks PCR 
yöntemi ile pozitif bulunmuştur. Hücre kültürü 
ve DFA ile pozitif bulunan 5 örnek de [RSV, INF 
B, ADV, INF A (n=2)] multipleks PCR ile nega-
tif bulunmuştur. Her iki yöntem karşılaştırıldı-
ğında pozitif bulunan tekli etkenler neredeyse 
birbirine benzer olmakla birlikte, multipleks 
PCR’ın ikili etkenleri saptamada hücre kültürü 
ve DFA’ya üstün olduğu görülmüştür. Bu çalış-
ma retrospektif olarak gerçekleştirilmiş ve test 
yinelemeleri yapılamamıştır. Bu yüzden “yanlış 
pozitif” yorumu yapılamamıştır. Ancak genel 
olarak bakıldığında hücre kültürü ve DFA ile en 
çok RSV’nin saptanamadığı görülmüştür. Diğer 
solunum virüslerine göre RSV ısı farklılıkların-
dan en fazla etkilenen virüstür(10). Bu da hastane-

mizde transport koşullarında bazı sorunlar oldu-
ğunun göstergesidir. Multipleks PCR yöntemi 
de en fazla influenza virüslerini saptamada 
yetersiz kalmıştır.

RSV (%21.9), HRV (%6.0) ve INF A (%5.2) 
solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarda sıra-
sıyla en sık saptanan solunum virüsleri olmuştur. 
Hastaların %6.6’sında çoklu etken enfeksiyonu 
görülmüştür. Daha önce laboratuvarımızda yapı-
lan başka bir çalışmanın verileri ile bu çalışma 
sonuçları benzer bulunmuştur(11). Çoklu etkenle-
rin azımsanmayacak oranda olduğu ve klasik 
yöntemlerin çoklu etkenleri saptamada yetersiz 
olduğu görülmektedir. Ayrıca çoklu etkenlerin 
önemli bir bölümünden sorumlu olan HRV’nin 
konvansiyonel yöntemlerle saptanamaması da 
bu yöntemler için bir dezavantaj oluşturmakta-
dır.

Hücre kültürü ve DFA’ya göre multipleks PCR 
yönteminin duyarlılığı %97.3, özgüllüğü %95.7, 
PPV %93.9, NPV %98.1 ve test geçerlilik oranı 
%96.3 olarak bulunmuştur. Daha önce yapılan 
araştırmalarda olduğu gibi bu çalışmada da mul-
tipleks PCR yönteminin klasik yöntemlerden 
daha duyarlı olduğu görülmüştür(8,12,13). 
Multipleks PCR’ın daha duyarlı olmasının yanı 
sıra hızlı ve doğru sonuç vermesi de klinik ve 
epidemiyolojik açıdan önem taşımaktadır. Hızlı 
sonuç; öncelikle influenza salgını gibi durumlar-
da gerekli antiviral tedaviye başlamak, gereksiz 
antibiyotik kullanımını önlemek, gerektiğinde 
nozokomiyal bulaşı engellemek için damlacık 
izolasyon önlemlerini almak, tanı koymak için 
ileri ve gereksiz tetkikleri yapmamak, saptanan 
virüsle ilgili halk sağlığı ile ilgili bilgileri ver-
mek açısından son derece önemlidir(13).

Multipleks PCR testinin duyarlılık ve özgüllüğü 
oldukça yüksek bulunmuştur. Ayrıca bu testle, 
hücre kültürü ve DFA’dan farklı olarak tek etken 
enfeksiyonlarında 37, çoklu etken enfeksiyon-
larda ise tek başına iki, klasik solunum virüsleri-
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ne ek patojenlerin saptanmasında 14 hastada 
daha pozitif bulunarak sonuçlara katkıda bulun-
muştur. 

Sonuç olarak, multipleks PCR’ın klasik yöntem-
lerle tespit edilemeyen virüsleri de saptayabildi-
ği, klasik yöntemlere göre daha kısa sürede 
sonuç verdiği, örnek kalitesinden etkilenmediği, 
duyarlı ve özgüllüğünün yüksek olduğu, aynı 
anda birden fazla örnek çalışılabildiği için iş 
yükünü de azalttığı görülmüştür. Bu nedenle 
multipleks PCR yönteminin rutin kullanıma 
uygun olduğu öngörülmüştür.
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Konya İlinde Klinik Örneklerden İzole Edilen 
Mycobacterium tuberculosis Kompleks Suşlarının Birinci 
Seçenek Anti-tüberküloz İlaçlara Direnç Oranları§

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, 2014 ve 2015 yılını içeren iki yıllık 
süreçte, laboratuvarımızda izole edilen Mycobacterium 
tuberculosis kompleks izolatlarının birinci seçenek anti-
tüberküloz ilaçlara duyarlılıklarının retrospektif olarak 
araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Tüberküloz ön tanısı ile gönderilen 
şüpheli örnekler Ehrlich-Ziehl-Neelsen yöntemi ile 
boyanarak, mikroskobik olarak değerlendirilmiş, 
Löwenstein-Jensen besiyeri ve otomatize kültür sistemi-
ne (Mycolor TK, Salubris A.Ş., İstanbul) ekimleri yapıl-
mıştır. Üreme görülen kültür tüplerinde Mycobacterium 
tuberculosis kompleks tanımlaması ve streptomisin, izo-
niazid, rifampisin, etambutol duyarlılıkları çalışılmıştır. 

Bulgular: Çalışmaya laboratuvara gönderilen 5406 
klinik örnekten, Mycobacterium tuberculosis kompleks 
izole edilmiş 266 suş dâhil edilmiştir. Her hasta için tek 
bir suş çalışmaya alınmıştır. Streptomisin, izoniazid, 
rifampisin ve etambutole toplam direnç oranları sırasıy-
la %4.5, %6.4, %9 ve %4.5 olarak bulunmuştur. 
Hastaların %83.1’i tüm antibiyotiklere duyarlı olup, 
antimikobakteriyel ilaçlar içinde en yüksek direnç rifam-
pisin için saptanmıştır. Çok ilaca direnç oranı ise %2.6 
olarak bulunmuştur. Çalışmada ayrıca Ehrlich-Ziehl-
Neelsen boyama yöntemi ile otomatize kültür sistemi 
sonuçları karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Sonuç: Tüberkülozda direnç paternlerinin izlenmesi, uygu-
lanacak tedavi protokollerinin belirlenmesinde önemli 
olduğu gibi uzun vadede direnç gelişiminin önlenmesinde 
de yararlı olacaktır. 

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis, antitü-
berküloz duyarlılığı, direnç

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 evaluated microscopically. 
After processing of samples, each sample was inoculated 
onto Löwenstein-Jensen medium and automated culture 
system (Mycolor TK, Salubris A.Ş., 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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GİRİŞ

Tarihin en eski hastalıklarından biri olan tüber-
külozun etkeni Mycobacterium tuberculosis 
1882’de Robert Koch tarafından bulunmuştur. 
Bu buluş tüberküloz hastalığı ve hastaları için 
bir devrimdir. Bacterium tuberculosis adı ile 
anılan bakteri, koloni morfolojisi ve yavaş üreme 
özelliği nedeni ile mantara benzetildiğinden 
Lehman ve Neuman tarafından 1886 yılında 
Mycobacterium tuberculosis olarak isimlendiril-
miştir. Bu tarihten sonra tanı yöntemleri geliş-
miş, 20 Kasım 1944’te Waksman’ın streptomisi-
ni keşfi ile tüberkülozda antibiyoterapi dönemi 
başlamıştır. Günümüzde hâlâ tek mikroorganiz-
manın yaptığı en çok öldüren bulaşıcı 
hastalıktır(1).

Direkt sürüntü örneğinde Ehrlich-Ziehl-Neelsen 
(EZN) boyası ile aside dirençli bakteri (ARB) 
varlığının mikroskopik olarak araştırılması ve 
kültür, hastalığın teşhisinde temel yöntemlerdir(2). 
Mikroskopi ile aside dirençli basillerin saptan-
ması, tüberkülozun laboratuvar tanısında ve 
bulaştırıcı olguları saptamada en önemli yön-
temlerden biridir. Kültür ise altın standart olarak 
kabul edilmektedir. Tanıda mikroskobik incele-
me ile kültürün birlikte değerlendirilmesi gere-
kir. Kültür için, yumurta bazlı veya agar içerikli 
katı besiyerleri ve sıvı besiyerleri kullanılmakta-
dır. Hızlı tanı sağlayabilmek amacıyla sıvı besi-
yerlerinin otomatize ve yarı otomatize cihazlar-
da kullanıldığı çeşitli sistemler geliştirilmiştir(3).

Modern tanı, tedavi ve kontrol yöntemlerine 
rağmen tüberküloz halen önemli halk sağlığı 
sorunu olmaya devam etmektedir. Dünya Sağlık 
Örgütü (DSÖ) her yıl yayınladığı küresel tüber-
küloz raporları ile hastalara ait verileri dünya, 
bölgeler ve ülkeler bazında ortaya koymaktadır. 
DSÖ’nün 2015 yılı raporlarına göre, 2014 yılın-
da 9.6 milyon yeni tüberküloz olgusu olduğu 
sanılmaktadır. Yine aynı yılda tüberkülozdan 1.5 
milyon kişi yaşamını kaybetmiştir. Erken teşhis 

ve doğru tedavi ile neredeyse tüm tüberküloz 
olguları tedavi edilebilirken bu rakam kabul edi-
lemeyecek kadar yüksektir(4). Türkiye Verem 
Savaş 2014 raporunda ülkemizdeki toplam olgu 
sayısı, 2005 yılı için 20535, 2012 yılı için 14691 
olarak bildirilmiştir. DSÖ’nün son yayınlanan 
raporuna göre 2014 yılı için toplam tüberküloz 
olgu sayısı 13378’e gerilemiştir. 2003 yılında 
100000 de 26 olan insidans 2014 yılında 18 ola-
rak raporlanmıştır. Türkiye’de tüberküloz insi-
dansı yıllar içinde düşüş göstermekle birlikte, 
ülkemiz tüberküloz insidansının orta düzeyde 
olduğu ülkeler arasında yer almaktadır(4,5). Bugün 
tüberküloz ilaç direnci verisi DSÖ tarafından 
153 ülkede sistematik olarak toplanıp analiz 
edilmektedir. Ancak, tüm tüberküloz hastalarına 
rutin ilaç direnci testi uygulamasına dayalı ilaç 
direnci sürveyansı 80 ülkede 
yürütülmektedir(4,6).

Birinci seçenek anti-tüberküloz (anti-TB) ilaçla-
rı; izoniazid (INH), rifampisin (RIF), Etambutol 
(EMB), Streptomisin (SM)’dir. Hastalık Kontrol 
ve Önleme Merkezi ve DSÖ tarafından tüberkü-
lozun başlangıç tedavisinde birinci seçenek ilaç-
ların kombine kullanımı önerilmektedir. Ancak, 
dünyada olduğu gibi Türkiye’de de birinci seçe-
nek anti-TB ilaçlara direnç önemli bir sorundur(7). 
Çok ilaca dirençli tüberküloz (ÇİD-TB); diğer 
anti-TB ilaçlara direnç varlığında ve/veya yok-
luğunda en azından INH ve RIF dirençli M. 
tuberculosis olarak tanımlanmaktadır.

Anti-TB ilaçlarla karşılaşmamış olan 
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK) 
izolatları klinik olarak dirençli değillerdir. 
Tüberküloz basillerinde direnç, doğal olarak 
direnç genlerinin varlığına veya spontan mutas-
yonlara bağlı olarak gelişmektedir. Bakteriler 
arası gen aktarımı yoluyla direnç oluşmamakta-
dır. Plazmitlere bağlı direnç tanımlanmamıştır. 
Doğal direnç olasılığı: RIF için 10-8, INH ve 
EMB için 10-6 , SM için 10-5, INH+ RIF için 
10-14, INH+RIF+EMB için 10-20 kadardır. 
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İlaca dirençli suşların ortaya çıkışı, antibiyotik-
lerin hatalı kullanımıyla alakalıdır. Çoğul ilaca 
dirençli suşlar, adım adım direncin birikimiyle 
ortaya çıkmaktadır: ÇİD-TB insan yapımıdır(8). 
Türkiye Verem Savaş 2014 raporuna göre, ülke-
mizdeki 2012 yılında ÇİD-TB oranı yeni olgular 
için %3.2, önceden tedavi görmüş olgularda 
%21.8, tüm olgulardaki oran ise % 5.4 olarak 
bildirilmiştir(5).

Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden izole ve 
identifiye edilen MTK suşlarının, birinci seçe-
nek anti-TB ilaçlara direnç durumunun retros-
pektif olarak araştırılması amaçlanmıştır.

GEREç ve YÖNTEM

Çalışmamızda Ocak 2014-Aralık 2015 tarihleri-
ni içeren iki yıllık süreçte, Necmettin Erbakan 
Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Bölge 
Tüberküloz Laboratuvarı’na gönderilen çeşitli 
klinik örneklerden izole edilen MTK suşlarının 
birinci seçenek anti-TB ilaçlara duyarlılıkları, 
retrospektif olarak incelenmiş, ayrıca EZN tanı 
yöntemiyle otomatize sistem kültür sonuçları 
karşılaştırılmıştır. Mikobakteri yönünden incele-
mek amacı ile laboratuvara gönderilen balgam, 
bronş lavaj sıvısı (BAL), akciğer dışı abse aspi-
rat sıvısı, trakeal aspirat, idrar gibi klinik örnek-
ler dekontaminasyon ve konsantrasyondan sonra 
beyin-omurilik sıvısı, eklem sıvısı, plevra sıvısı, 
perikard sıvısı, doku biyopsi örneği, asit gibi 
aseptik koşullarda toplandığı düşünülen vücut 
sıvıları ise dekontamine edilmeden konsantras-
yondan sonra ekimleri yapılmış ve eşzamanlı 
olarak EZN boyama için de preparatlar hazırlan-
mıştır. Örneklerin dekontaminasyon ve konsant-
rasyon işlemleri Mycoprosafe (Salubris A.Ş., 
İstanbul) hazır ticari kitleri kullanılarak yapıl-
mıştır. Tüberküloz ön tanısı ile gelen örnekler 
üretici firmanın önerileri doğrultusunda sıvı 
bazlı otomatize kültür sistemine (Mycolor TK, 
Salubris AŞ, İstanbul) ve Löwenstein-Jensen 
besiyerine ekilmiştir. 

Hızlı bir tüberküloz tanı sistemi olan TK kültür 
sistemi hızlı tüberküloz tanı sistemidir ve son 
yıllarda geliştirilmişdir. Çoklu renk indikatörle-
rinin kimyasal olarak reaksiyonuna dayanan TK 
besiyeri, izolasyonda kullanılmaktadır ve miko-
bakterilerin üremesini erken sürede saptayabil-
mektedir. TK besiyerinin orijinal rengi kırmızı-
dır. Ekilen örnekte mikobakteri varlığında, 
mikobakterilerin ürettiği metabolitler ve enzim-
ler ile TK besiyerinin rengi sarıya, bakteriyel 
veya fungal türlerin üremesi durumunda ise 
yeşile değişmektedir. Sistem içinde yer alan 
TK MEDIUM tüpü sarı renge dönüştüğünde 
test sonlandırılmıştır. TK PNB kırmızı kalmış-
sa bu mikobakteri türü MTK grubuna ait, her 
ikisi de sarı renge dönmüşse tüberküloz dışı bir 
tür olarak tanımlanmıştır. Otomatize sistemde 
üreyen MTK izolatları TK ANTI TB & PNB 
KIT sistemine inoküle edilmiş ve SM, INH, 
RIF, EMB duyarlılıkları çalışılmıştır. İlaç son 
konsantrasyonları; INH için 0.2 μg/ml, RIF 
için 1.0 μg/ml, SM için 2.0 μg/ml ve EMB için 
7.5 μg/ml olarak ayarlanmıştır. TK MEDIUM 
sarı renge dönüştüğünde antimikobakteriyel 
antibiyotik içeren herhangi bir tüp sarıya dönüş-
müşse izolat dirençli, kırmızı kalmış ise duyar-
lı kabul edilmiştir(9,10). 

BulGulAR

İki yıllık süreçte laboratuvarımıza gönderilen 
5406 klinik örnekten 363’ünde MTK suşu izole 
edilmiş ve her hasta için tek bir suş çalışmaya 
alındığında, 266 suş çalışmaya dâhil edilmiştir. 
2014 ve 2015 yılının hem ayrı ayrı analizleri 
hem de toplamdaki direnç oranları hesaplanmış-
tır. 2014 yılında izole edilen 113 suş içinde; SM, 
INH, RIF, EMB dirençleri sırasıyla %5.3 %5.3; 
%8.8 ve % 3.5 olarak izlenirken, 2015 yılı için 
ise direnç oranları sırasıyla %3.9, %7.2, %9.2 ve 
%5.2 olarak bulunmuştur. İki yıllık genel direnç 
oranlarına baktığımızda SM direnci %4.5, INH 
direnci %6.4, RIF direnci %9, EMB direnci 
%4.5 olarak tespit edilmiştir. 
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ÇİD-TB oranı ise 2014 ve 2015 yılı için top-
lamda %2.6 olarak bulunmuştur. Hastaların 
%83.1’i tüm antibiyotiklere duyarlı olup, 
dirençte en yüksek oran RIF için (%9) için 
saptanmıştır. Hastalardan dördünde, üç ilaca 
birden direnç tespit edilirken, bir hasta birinci 
seçenek anti-TB ilaçların dördüne de dirençli 
bulunmuştur (Tablo 1). 

Çalışmaya dâhil edilen klinik örneklerden 
2862’sinde EZN boyama yöntemi ile otomati-
ze kültür sonuçları karşılaştırılmıştır. 
Çalışmada 2862 örneğin 187’si (%6.5) EZN 
yöntemi ile, 210’u ise (%7.3) Mycolor TK 
otomatize kültür yöntemi ile pozitif bulun-
muştur. Kültür pozitifliğine göre EZN’nin 
duyarlılığı %85.7, özgüllüğü %99.7 bulun-
muştur. Kültür pozitifliğine göre EZN’nin 
pozitif prediktif değeri %96.2, negatif predik-
tif değeri %98.9 olarak hesaplanmıştır. 
Sonuçlar Tablo 2’de özetlenmiştir.

Tablo 1. Anti-TB ilaç duyarlılık sonuçları.

2014
Sayı (%)

113 (100)
92 (%81.4)
21 (%18.6)
6 (%5.3)
6 (%5.3)
10 (%8.8)
4 (%3.5)

18 (%15.9)
4 (%3.5)
3 (%2.7)
8 (%7.1)
3 (%2.7)
2 (%1.8)
0 (%0)

1 (%0.9)
1 (%0.9)
0 (%0)

1 (%0.9)
0 (%0)

1 (%0.9)
0 (%0)
0 (%0)
0 (%0)
0 (%0)
0 (%0)

2015
Sayı (%)

153 (100)
129 (%84.3)
24 (%15.7)
6 (%3.9)
11 (%7.2)
14 (%9.2)
8 (%5.2)
13 (%8.5)
2 (%1.3)
3 (%2)

6 (%3.9)
2 (%1.3)
5 (%3.2)
2 (%1.3)
1 (%0.7)
1 (%0.7)
1 (%0.7)
6 (%3.9)
2 (%1.3)
1 (%0.7)
2 (%1.3)
1 (%0.7)
0 (%0)
0 (%0)
0 (%0)

YIllAR

Test edilen izolat
Birinci seçenek ilaçlara duyarlı
Herhangi bir ilaca direnç
 SM
 INH
 RIF
 EMB
Tek ilaca direnç
 SM
 INH
 RIF
 EMB
çok ilaca direnç (çİD)
 INH+RIF
 INH+RIF+EMB
 INH+RIF+SM
 INH+RIF+EMB+SM
Diğer direnç patternleri
 INH+EMB
 INH+SM
 RIF+EMB
 RIF+SM
 EMB+SM
 INH+EMB+SM
 RIF+EMB+SM

2014-2015
Sayı (%)

266 (100)
221 (%83.1)
45 (%16.9)
12 (%4.5)
17 (%6.4)
24 (%9)

12 (%4.5)
31 (%11.7)
6 (%2.3)
6  (%2.3)
14 (%5.3)
5 (%1.9)
7 (%2.6)
2 (%0.8)
2 (%0.8)
2 (%0.8)
1 (%0.4)
7 (%2.6)
2 (%0.8)
2 (%0.8)
2 (%0.8)
1 (%0.4)
0 (%0)
0 (%0)
0 (%0)

INH: izoniazid, RİF: rifampisin, EMB: etambutol, SM: streptomisin, ÇİD: Çoklu ilaç direnci

Tablo 2. EZN ve otomatize kültür sonuçlarının karşılaştırılması.

EZN (+)
EZN (-)

Toplam

Mycolor TK (+)

180
30

210

Mycolor TK (-)

7
2645

2652

Toplam

187
2675

2862

TARTIŞMA

Tüberküloz tarih boyunca tedavisi için uğraşılan 
bir hastalıktır. İlk olarak MÖ 4. yüzyılda Hipokrat 
tarafından tanımlanmıştır. SM’nin keşfedildiği 
1944 yılına kadar istirahat, diyet, göğüs yakıları, 
semptomlara yönelik tedaviler, soğuk ve taze 
dağ havası ile klimatoterapi, kuvvetli beslenme 
ve kuvvetli egzersiz gibi tedavi önerileri uygu-
lanmıştır. Antitüberküloz tedavilerde dönüm 
noktası 1944’te SM’nin devreye girmesi ile 
yaşanmıştır. Bu ilacın keşfi Nobel ile ödüllendi-

(+): Pozitif  (-): Negatif
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rilmiş ancak kısa süre sonra görülen nüksler 
hekimlere tüberkülozda ilaç direncini öğretmiş-
tir. 1950’nin başlarında INH ve izleyen yıllarda 
pirazinamid, tiasetazon, etionamid, protionamid 
ve EMB bulunmuştur. Bu keşifler ile tedaviler 
ayaktan yapılmaya başlanmıştır. Kemoterapideki 
son devrim 1966’da RIF’nin kullanıma girmesi 
olmuştur. Bu keşif şu anda da uygulanmakta 
olan kısa süreli tedavinin yolunu açmıştır(11).

Şu anda dünyada olduğu gibi Türkiye’de de 
birinci seçenek anti-TB ilaçlara direnç önemli 
bir sorundur. Tüberküloz tedavisinde yetersiz 
ve/veya yanlış uygulamalar anti-TB ilaçlara 
karşı dirençli MTK suşlarının artmasına neden 
olmaktadır.

Sağlık Bakanlığı’nca yayınlanan “Türkiye’de 
Verem Savaşı 2014 Raporu”nda ülkemizdeki 
2005-2012 yıllarındaki direnç oranları INH için 
%11.5-15.4; RIF için %6.7-6.6; EMB için %4.0-
5.4; SM için %8.1-11.3 olarak verilirken ÇİD-
TB oranı %5.1-5.4 olarak verilmiştir. Bu veriler-
de en yüksek direnç oranına sahip olan birinci 
seçenek anti-TB ilaç INH’dır(5). Çalışmamızda, 
izole edilen suşlarda bulunan direnç oranları, 
INH için %6.4, RIF için %9, SM için %4.5, 
EMB için %4.5 olarak tespit edilmiştir. ÇİD-TB 
oranı %2.6 olarak bulunmuştur. Çalışmamızda 
birinci seçenek anti-TB ilaçlar içinde en yüksek 
direnç RIF için saptanmış olup, Türkiye verile-
riyle uyumlu değildir. Yapılan çalışmalarda RIF 
dirençli suşların çoğunun çok ilaca dirençli 
olduğu saptanmıştır. Çalışmamızda ise, RIF 
direnci saptanan 24 hastanın 14’ünde RIF diren-
ci tek başına tespit edilmiştir. RIF direncinin 
erken saptanması, tedavinin yönlendirilmesinde 
önemli olabilir. RIF direnci, RNA polimeraz 
enziminin beta alt birimini oluşturan gendeki 
mutasyonlar ile ortaya çıkar(12). 

Tuncer ve ark.(13) 2001 ile 2008 yılları arasındaki 
sekiz yıllık süreci içeren çalışmalarında, Konya 
bölgesinin anti-TB ajanlara karşı direnç profille-

rini irdelemişlerdir. Bu yıllarda Konya bölgesin-
de buldukları direnç oranları INH için %11.7, 
RIF için %5.7, SM için %5.2, EMB için %4.9 
dur. Aynı çalışmada ÇİD-TB oranı ise %4 olarak 
bildirilmiştir. Çalışmamızla karşılaştırdığımız-
da, bölgemizde RIF direncinin yıllar içinde 
önemli miktarda arttığı söylenebilir. Konya ilin-
den Kurtoğlu ve ark.’nın(14) 2009-2011 yılları 
içinde izole ve 70 MTK suşunu dâhil ettikleri 
başka bir çalışmada, çalışmamızın aksine, birin-
ci seçenek anti-TB ilaçlar içinde en düşük düzey 
direnci RIF için bildirmişlerdir. Kurtoğlu ve 
ark.’nın(14) çalışmasında, INH direnci %24, SM 
direnci %20, RIF direnci %4, EMB direnci %6 
olarak bildirilmiştir. Tuncer ve ark.’nın(13) çalış-
ması ile Kurtoğlu ve ark.’nın(14) çalışmasında, 
BACTEC MGIT-960 otomatize sistem kullanı-
lırken, çalışmamızda Mycolor TK otomatize 
sistem kullanılmıştır. Aynı bölgeye ait çalışma-
lar arasındaki uyumsuzluk nedenleri; çalışılan 
örnek sayısının az olması, farklı hastanelerden 
yapılan bildirimler olması nedeniyle hasta profi-
linin farklı olması ve duyarlılık çalışması için 
farklı otomatize sistemlerin kullanılması olabi-
lir. Ayrıca son yıllarda eklenen Suriyeli hastala-
rın varlığı, bölgedeki direnç profilini etkilemiş 
olabilir. Çalışmamızla uyumlu olarak Bozdağ ve 
ark.’nın(15) çalışmasında, antibiyotik duyarlılık-
ları Mycolor TK otomatize sistem ile belirlen-
miş ve bu çalışmada da en yüksek direnç oranı 
RIF için bildirilmiştir. Diğer yandan Öz ve 
ark.’nın(10) 2004 ile 2011 yılları arasında izole 
edilen suşlarla yaptıkları çalışmada, duyarlılık 
testleri için Ocak 2004-Ekim 2008 tarihleri ara-
sında BACTEC 460 TB ve Ekim 2008-Ekim 
2011 tarihleri arasında ise Mycolor TK otomati-
ze kültür sistemleri kullanılmıştır. Bu çalışmada, 
duyarlılık testlerinin Mycolor TK otomatize sis-
tem ile çalışıldığı dönemde RIF direncinde bir 
artışın olmadığı belirtilmiştir. Baykal ve ark.(16) 

dört farklı yöntemle antimikobakteriyel duyarlı-
lık çalışmışlardır. Çalışmada altın standart ola-
rak kabul edilen agar proporsiyon yöntemi ile 
MGIT, BacT/ALERT, Mycolor TK otomatize 
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sistem sonuçları karşılaştırılmıştır. Çalışma 
sonuçlarında TK anti-TB sistemiyle duyarlılık 
saptamada özgüllük, duyarlılık ve genel uyum 
sırasıyla %98, %100, %98 ve kappa değeri 0.93 
hesaplanmış ve kusursuz uyuma sahip bulun-
muştur. Bununla birlikte Mycolor TK otomatize 
sistem ile bölgemizde, tespit edilen yüksek RIF 
direnç oranları, bu otomatize sistem ile karşılaş-
tırmalı çalışmaların yapılması gerekliliğini 
düşündürmektedir. 

Yaptığımız çalışmada, birinci kuşak anti-TB 
ilaçlara direnç oranlarını değerlendirmekle bera-
ber, tanıda kullanılan iki yöntem karşılaştırılmış-
tır. Tüberkülozda mikroskopi ve kültür en temel 
tanı yöntemleridir. Mikroskobik inceleme özel-
likle tüberküloz prevalansının yüksek olduğu 
ülkelerde özgüllüğü yüksek olan ve çoğu labora-
tuvar tarafından tercih edilen ucuz ve hızlı bir 
yöntemdir. Mikroskopi yalnızca potansiyel 
bulaştırıcı olguları bulmamızı değil aynı zaman-
da tedavinin etkinliğinin izlenmesini de sağlar. 
Bu amaçla kullanılan EZN boyama yöntemi 
kolay bir yöntemdir. Ancak kültüre göre özgül-
lüğü %98’den fazla olmasına rağmen, duyarlılı-
ğı balgamın kalitesine, içerdiği bakteri miktarı-
na, uygulanan tekniğe, teknisyenin yetkinlik ve 
yeterliliğine bağlı olarak %25 ile %65 arasında 
değişir(3,17). Yaman ve ark.(18) benzer bir çalışma-
da, EZN yönteminin kültüre göre özgüllüğünü 
%98, duyarlılığını ise % 47 olarak bulmuşlardır. 
EZN ve kültür sonuçlarının karşılaştırıldığı bir 
diğer çalışmada, özgüllük %99.6, duyarlılık ise 
%46.8 bulunmuştur(19). Türkiye’de Verem Savaşı 
2014 raporlarına göre Türkiye geneli EZN ile 
ARB saptama oranı yeni olgularda %58, önce-
den tedavi görmüş olgularda %72.3 olarak rapor 
edilmiştir(5). Çalışmamızda ise özgüllük %99.7 
bulunurken, duyarlılık ise yapılan benzer çalış-
malardan daha yüksek (%85.7) bulunmuştur. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile bölge verileri hak-
kında yol gösterici olduğunu düşündüğümüz 
mikobakteriyoloji laboratuvarımızdaki tüberkü-

loz direnç oranları verilmiştir. Tüberkülozun 
laboratuvar tanısında kültür işlemi duyarlılığının 
mikroskopik incelenmeden fazla olduğu, ancak 
kültür işlemleri sonuçlanana kadar hastaların 
erken tanı ve takibinde mikroskobik inceleme-
nin rutin işlem olarak kültür ile değerlendirilme-
si gereklidir. Direnç patternlerinin her bölge 
yada hastane için düzenli izlenmesinin, tüberkü-
lozda yanlış ilaç kullanımı ve buna bağlı ortaya 
çıkan çoklu dirençlerin önlenmesine yardımcı 
olacağı düşüncesindeyiz. 
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İnfluenza Referans Laboratuvarı 2015-2016 Grip Sürveyansı 
Verileri

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, İstanbul Tıp Fakültesi, İnfluenza 
Referans Laboratuvarı’nın 2015-2016 influenza sürveyan-
sı bulgularının değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Ulusal İnfluenza Sürveyansı kapsamın-
da İstanbul Tıp Fakültesi, Viroloji ve Temel İmmunoloji 
Bilim Dalı İnfluenza Referans Laboratuvarı’na gönderilen 
nazal sürüntü örneklerinde influenza virüsleri real-time 
PCR yöntemi ile araştırılmıştır. 

Bulgular: 2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda 20. hafta itibarı ile toplam 2024 burun 
sürüntü örneği incelenmiştir. İncelenen örneklerin 610 
(%30)’unda influenza saptanmıştır. İnfluenza pozitif örnek-
lerin 319 (%52)’u influenza A (H1N1) pdm09, 201 (%33)’i 
influenza A H3N2 ve 90 (%15)’ı influenza B olarak tiplen-
dirilmiştir. 

Sonuç: Sürveyans çalışmaları, gribin toplum sağlığı üze-
rindeki etkilerinin ortaya çıkarılması ve grip ile mücadele 
yollarının belirlenmesi açılarından oldukça önem taşımak-
tadır. Bulgularımıza göre 2015-2016 grip sezonunda 51.-
17. haftalar aktivitenin görüldüğü zamanlar olarak belirle-
nirken pik dönemi 3. haftada influenza A (H1N1) pdm09 
baskınlığında yaşanmıştır.

Anahtar kelimeler: İnfluenza virüsleri, sürveyans, 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 20th 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 (H1N1) 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 17-51th weeks in 2015-2016 flu season were determined to 
be the activation time, while the peak period occurred in the 
3rd week with influenza A (H1N1) pdm09 dominancy.

Keywords: Influenza viruses, surveillance, 2015-2016

GİRİŞ

Orthomyxoviridae familyası içerisinde sınıflan-
dırılan influenza virüslerinin, antijenik özellikle-
rine göre A, B, C olmak üzere üç tipi vardır. 
İnfluenza A virüsü, yapısında yer alan hemaglu-
tinin ve nöraminidaz glikoproteinlerine bağlı 
olarak farklı alt tipleri ile epidemilerin yanı sıra 

pandemilere de yol açabilmektedir. Dolaşımda 
Yamagata ve Victoria olarak adlandırılan 2 fark-
lı soy şeklinde bulunan influenza B virüsü ise 
mevsimsel grip etkeni olarak karşımıza çıkmak-
tadır. İnfluenza C virüsü, dolaşımda tek bir soy 
hâlinde bulunur ve sporadik enfeksiyonlara 
neden olur (1,2). İnfluenza virüsleri toplum sağlı-
ğını tehdit eden özellikleri nedeni ile 1952 yılın-
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dan beri DSÖ tarafından izlenmektedir. 
Türkiye’de influenza sürveyans çalışmaları, 
2005 yılında Sağlık Bakanlığı öncülüğünde 
Ankara Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkezi’ne 
bağlı Ulusal Viroloji Referans Merkez 
Laboratuvarı ve İstanbul Üniversitesi İstanbul 
Tıp Fakültesi Viroloji ve Temel İmmunoloji BD 
(İTFVBD) bünyesindeki İnfluenza Referans 
Laboratuvarı aracılığı ile yürütülmeye başlatıl-
mıştır (3,4).

2015-2016 influenza sürveyansı kapsamında 
İnfluenza Referans Laboratuvarı, Balıkesir, 
Bursa, Çanakkale, Edirne, Kırklareli, İstanbul 
illerine hizmet vermiştir. Söz konusu illerde inf-
luenza benzeri hastalık (ILI) olgularından gön-
derilen burun sürüntü örneklerinde influenza 
virüsü araştırılmıştır. 2015-2016 grip sezonunda 
THSK, şiddetli akut solunum yolu enfeksiyonla-
rı (SARI) sürveyans çalışmalarını da başlatmış 
bulunmaktadır. Bu kapsamda, sentinel olarak 
İstanbul ili Bakırköy Sadi Konuk Hastanesi’nden 
ve nonsentinel olarak Balıkesir, Bursa, 
Çanakkale, Edirne, Kırklareli illerinden labora-
tuvarımıza gönderilen SARI olgularına ait 
örneklerde influenza virüsleri ile birlikte 21 
solunum yolu virüsü araştırılmıştır. Bu çalışma-
da, 2015-2016 influenza sürveyansı kapsamında 
İnfluenza Referans Laboratuvarı verilerinin 
değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

2015-2016 influenza sürveyansı kapsamında 
nazal sürüntü örnekleri Virocult (Medical Wire 
Equipment CO, İngiltere) viral taşıma besiyeri 
içerisinde İnfluenza Referans Laboratuvarına 
gönderilmiştir. Laboratuvarda örneklerin uygun-
luğu kontrol edildikten sonra gerekli kayıt işlem-
leri yapılarak çalışmaya dâhil edilmiştir. Sürüntü 
örneğinin Virocult içerisindeki besiyerine geç-
mesi ve homojenizasyonu amacıyla yapılan 
vorteksleme işleminden sonra 2 ml minimal 
essential medium (MEM) besiyeri içerisinde 

kriyotüpe aktarılmıştır. Laboratuvarın yoğunlu-
ğuna göre 48 saat içerisinde çalışılacak örnekler 
+4°C’de bekletilirken, daha uzun süre bekletile-
cek örnekler -20°C’de saklanmıştır. Örneklere 
uygulanan tüm işlemler güvenlik kabininde ger-
çekleştirilmiştir.

Nazal sürüntü örneğinden viral RNA ekstraksi-
yonu EZ1 Virus Mini Kit V 2.0 (QIAGEN, 
Almanya) ile otomatik sistemde üretici firmanın 
direktifleri doğrultusunda yapılmıştır. 
Ekstraksiyon işlemi için EZ1 Advanced XL 
(QIAGEN, Japonya) cihazı kullanılmıştır.

PCR işlemleri, “Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC)” tarafından önerilen real-time 
RT-PCR (rRT-PCR) protokolüne göre yapılmış-
tır (5). İnfluenza A, B’nin primer-probe dizileri, 
internal kontrol (RNaseP) ve kontroller Dünya 
Sağlık Örgütü (DSÖ)’nden sağlanmıştır. 
Amplifikasyon işlemi için Real Time ready 
RNA Virus Master (Light Cycler 480 RNA 
Master (Roche, Ref No: 05619416001, Almanya) 
enzim miksi kullanılarak LightCycler 480 II 
(Roche, Almanya) cihazında gerçekleştirilmiştir. 
Her bir örnek için 8.6 µl moleküler su, 0.5 µl 
primer, 1 µl probe, 0.4 µl enzim, 4 µl reaksiyon 
buffer olarak hazırlanan toplam 15 µl karışım 
üzerine 5 µl RNA izolatı eklenmiştir. Ampli-
fikasyon koşulları; 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 döngü ve 40°C’de 30 sn 
soğutma olarak düzenlenmiştir. Sonuçlar 
LightCycler 480 II cihazındaki amplifikasyon 
eğrilerinin değerlendirilmesi ile rapor edilmiş-
tir. 

SARI olgularına ait örneklerde influenza ile bir-
likte 21 solunum yolu virüsü FTD Respiratory 
pathogens 21 (fast-tract DIAGNOSTICS, 
Lüksemburg) kiti kullanılarak RotorGene 3000 
(QIAGEN, Almanya) cihazında mültipleks real-
time PCR yöntemi ile araştırılmıştır.
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BULGULAR

2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda 20. hafta itibarı ile 478 senti-
nel ILI olgusuna ait burun sürüntü örneği ince-
lenmiştir. Bu örneklerin 138 (%29)’inde influen-
za virüsü saptanmıştır. Pozitif örneklerin 44 
(%32)’ü influenza A (H1N1) pdm09, 60 (%43)’ı 
influenza A H3N2, 34 (%25)’ü influenza B ola-
rak belirlenmiştir. İnfluenza Referans 
Laboratuvarı sentinel ILI sürveyans bulguları 
Grafik 1’de verilmiştir.

2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda 20. hafta itibarı ile 462 senti-
nel SARI olgusuna ait burun sürüntü örneği 
incelenmiştir. Bu örneklerin 79 (%17)’unda inf-
luenza virüsü saptanmıştır. İzole edilen influen-
za suşlarının alt tiplere göre dağılım, influenza A 
(H1N1) pdm09 43 (%54.4), influenza A H3N2 
23 (%29.1), influenza B 13 (%16.5) olarak belir-
lenmiştir. 2015-2016 Grip Sezonunda İnfluenza 
Referans Laboratuvarı sentinel SARI sürveyans 
bulguları Grafik 2’de verilmiştir. Sentinel SARI 
olgularına ait örneklerin 155 (%34)’inde influ-
enza dışı solunum yolu virüsleri saptanmıştır. 

2015-2016 Grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda 20. hafta itibarı ile 1084 non-

sentinel SARI olgusuna ait burun sürüntü örneği 
incelenmiştir. Bu örneklerin 393 (%36)’ünde 
influenza virüsü saptanmıştır. İnfluenza sapta-
nan örneklerin 232 (%59)’si influenza A (H1N1)
pdm09, 118 (%30)’i influenza A H3N2, 43 
(%11)’ü influenza B olarak belirlenmiştir. 2015-
2016 Grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı nonsentinel SARI sürveyans bul-
guları Grafik 3’te verilmiştir.

2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda 20. hafta itibarı ile toplam 
2024 burun sürüntü örneği incelenmiştir. 
İncelenen örneklerin 610 (%30)’unda influenza 
saptanmıştır. İzole edilen influenza suşlarında 
alt tip dağılımı, influenza A (H1N1) pdm09 319 
(%52), influenza A H3N2 201 (%33) ve influen-
za B 90 (%15) olarak belirlenmiştir. Sentinel 
ILI, sentinel SARI ve nonsentinel örneklerinde 
saptanan influenza tipleri Grafik 4’te karşılaştır-
malı olarak verilmiştir.
 
2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’na yatışı yapılan hastalardan gön-
derilen örneklerde influenza pozitifiğinin 0-4, 
5-14, 15-64, 65 ve üzeri yaş gruplarındaki dağı-
lımı incelenmiştir. Buna göre en fazla influenza 
pozitifliği 15-64 yaş grubunda saptanmıştır. 
Tüm yaş gruplarında en fazla influenza A (H1N1)
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Grafik 1. 2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans Laboratuvarı sentinel ILI sürveyans bulguları.
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pdm01 görülürken, 65 ve üzeri yaş grubunda 
influenza A(H3N2) daha fazla sayıda saptanmış-
tır (Grafik 5).

2015-2016 Grip sezonunda İnfluenza Referans 
Laboratuvarı’nda izole edilen influenza suşları-
nın antijenik ve genetik özellikleri DSÖ ile iş 
birliği içerisinde Londra merkezli “Francis 
Crick” Enstitüsü’nde belirlenmiştir. Enstitünün 
raporuna göre influenza A (H1N1) pdm09 suşla-

rının antijenik özelliği “A/California/7/2009/
like” ile uyumlu bulunmuştur. Bu suşlar HA ve 
NA gen analizlerine göre 6B1 grubunda sınıflan-
dırılmıştır. İnfluenza A (H3N2) suşlarının antije-
nik özelliği “A/Switzerland/9715293/2013-like” 
ve “A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-like 
virus” ile uyumlu saptanmıştır. HA ve NA gen 
analizlerine göre ise 3C3a ve 3C2a gruplarında 
sınıflandırılmıştır. 2015-2016 Grip sezonunda 
İnfluenza Referans Laboratuvarı’nda izole edilen 
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Grafik 2. 2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans Laboratuvarı sentinel SARI sürveyans bulguları.

!'"
"

"

"

"

"

!"#$%&' +)' #,!'-#,!(" ./01" 234567689" :6;<73649" =3;3/962" >9?5/9@7A9/B" 656236@063<" FG=C"

2D/A3E962"?7<.7<9/B"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

Grafik 3. 2015-2016 grip sezonunda İnfluenza Referans Laboratuvarı nonsentinel SARI sürveyans bulguları.
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Grafik 4. 2015-2016 Grip sezonunda sentinel ILI, sentinel SARI, nonsentinel SARI sürveyansında saptanan influenza tipleri.
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Grafik 5. 2015-2016 grip sezonunda yatışı yapılan hastalarda influenza tiplerinin yaş gruplarına göre dağılımı.
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influenza B suşlarının Victoria B soyundan oldu-
ğu belirlenmiştir.

TARTIŞMA

İnfluenza virüsleri ani olarak başlayan 37.8’in 
üzerinde ateş, hâlsizlik, kas ağrısı, öksürük, 
boğaz ağrısı gibi belirtilerle karekterize grip 
hastalığına neden olur (6). Her yıl dünyada 3-5 
milyon kişide ağır seyreden ve 250-500 bin kişi-
de ölümle sonuçlanan influenza kaynaklı hasta-
lık tabloları ile karşılaşılır (7). Grip ile mücadele-
de aşının yanı sıra sürveyans çalışmaları ile 
toplumda grip aktivitesinin başlangıç ve bitiş 
tarihleri, pik yaptığı dönemi ve salgından sorum-
lu olan tiplerin belirlenmesi önemlidir. Bu amaç-
la DSÖ Global İnfluenza Surveillance and 
Response System (GISRS) ile dünyadaki grip 
aktivitesini izlemektedir. GISRS bünyesinde 
bulunan 6 kollaboratif merkez, 11 H5 referans 
merkezi ve 110 ülkede bulunan 140 ulusal influ-
enza referans merkezi ile sürveyans çalışmaları 
yürütülmektedir. Sürveyans çalışmalarından 
elde edilen veriler FluNet veri tabanı aracılığı ile 
eşzamanlı olarak grafik, tablo, harita gibi çeşitli 
görseller eşliğinde paylaşıma sunulmaktadır. 
Flunet bağlantılı olarak Avrupa, Pan Amerika, 
Güney Asya ve Batı Pasifik bölgelerinin kurum-
sal verilerine ulaşmak olasıdır (8). 

Avrupa Hastalıkları Önleme ve Kontrol Merkezi 
(Europian Centers for Disease Control and 
Prevention; ECDC) 2015-2016 influenza aktivi-
tesinin düşük yoğunlukta geçtiğini açıklamıştır. 
Avrupa’da 50. haftada başlayan 2015-2016 inf-
luenza aktivitesinin, 20. haftaya kadar devam 

ettiği ve pik döneminin 5-7 haftalar arasında 
olduğu bildirilmiştir (9). Laboratuvarımızın 2015-
2016 influenza aktivitesinin izleminde ilk pozi-
tiflik 51. haftada saptanmıştır. Verilerimize göre 
17. haftaya kadar devam eden influenza aktivite-
sinin pik dönemi 3. haftada izlenmiştir. 
Laboratuvarımızın sonuçları, izlemini yaptığı-
mız bölgelerde influenza aktivitesinin Avrupa’ya 
göre daha erken (3. haftada) pik yaparak 17. 
haftada sona erdiğini göstermiştir (Tablo 1).

ECDC’nin 2016 Mayıs raporuna göre Avrupa 
genelinde sentinel sürveyans kapsamında ince-
lemeye alınan 50861 örneğin 18640 (%36.7)’ında 
pozitiflik saptanmıştır. Bu raporda, pozitif örnek-
lerin 10496’sında (%56.3) influenza A suşu, 
8144’ünde (%43.7) influenza B suşu izole edil-
diği belirtilmiştir. İzole edilen influenza A suşla-
rının 10.030’unda tiplendirilme yapıldığı ve 
8665’i (%86.4) influenza A (H1N1) pdm09, 
1365’i (%13.6) influenza A (H3N2) olarak tip-
lendirildiği açıklanmıştır. ECDC raporunda, inf-
luenza B suşlarından 4119’unun soy tayini yapıl-
dığı ve bunların 3974’ünün (%96.5) Victoria, 
145’inin (%3,5) ise Yamagata soyundan olduk-
ları bildirilmiştir (9). Laboratuvarımızda 2015-
2016 grip sezonunda 478 ILI, 462 SARI olgusu-
na ait olmak üzere toplam 940 örnek sentinel 
sürveyans kapsamında incelenmiştir. ILI olgula-
rında 138, SARI olgularında 79 olmak üzere 
tüm sentinel örneklerde 217 (%23.1) influenza 
pozitifliği saptanmıştır. Sentinel ILI ve SARI 
olgularına ait örneklerde sırası ile 104 ve 66 olan 
influenza A pozitifliği toplam 170 (%78.3) 
örnekte saptanmıştır. Sentinel örneklerde influ-
enza A pozitifliğinin alt tiplere göre dağılımı 87 

Tablo 1. 2015-2016 sezonunda inflluenza aktivitesi.

2015-2016 

Sezon başlangıç ve bitişi
Pik yaptığı dönem
Pik yüzdesi
Baskın İnfluenza tipi
Baskın B soyu

İnfluenza Referans Laboratuvarı

51.-17. hafta
3. hafta

%79
A (H1N1) pdm09

B Victoria

Avrupa

50.-20. hafta
5.-7. hafta

% 46
A (H1N1) pdm09

B Victoria

ABD

40.-20. hafta
10. hafta
%23.7

A (H1N1) pdm09
B/Yamagata
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(%51.2) örnekte influenza A (H1N1) pdm09, 83 
(%48.8) örnekte influenza A (H3N2) olarak 
belirlenmiştir. Sentinel sürveyans kapsamında 
47 (%21.7) örnekte influenza B pozitifliği sap-
tanmıştır ve soy belirleme çalışması yapılan 27 
influenza B örneğin tamamının Victoria soyun-
dan olduğu belirlenmiştir. Laboratuvarımızda 
sentinel örneklerde saptanan influenza alt tipleri 
Tablo 2’de Avrupa ve Amerika Birleşik Devletleri 
(ABD)’ndeki dağılım ile birlikte verilmiştir. 

2015-2016 sezonunda ABD’de grip aktivitesi, 
geçtiğimiz son üç sezona kıyasla daha geç baş-
lamış ve daha hafif seyretmiştir. ABD genelinde 
görev yapan yaklaşık 350 laboratuvarın sonuçla-
rı CDC merkezinde değerlendirilmiş ve toplam 
68886 örneğin bulguları sezon bitiminde yayın-
lanmıştır. Bu sonuçlara göre, ABD’de %38 

(26538/68886 örnek) oranında influenza pozitif-
liği saptanmıştır. Pozitif saptanan örneklerde 
18781’i (%70.8) influenza A olarak belirlenir-
ken, 7757 (%29.2) örnekten influenza B izolas-
yonu bildirilmiştir. İzole edilen influenza A suş-
larının 14877’si (%80.7) influenza A (H1N1)
pdm09, 3560’ı ise (%19.3) influenza A H3N2 
olarak tiplendirildiği raporlanmıştır. Aynı rapor-
da soy tayini yapılan influenza B virüslerinin 
%68.5’i B/Yamagata, %31.5’i ise B/Victoria 
olduğu belirtilmiştir. ABD’de 2015-2016 grip 
sezonunda influenza A (H1N1) suşlarının aşı 
içeriği ile uyum gösteren A/California/7/2009, 
influenza A (H3N2) suşları ise A/
Switzerland/9715293/2013 antijenik tiplerden 
olduğu bildirilmiştir. Ayrıca üç kişide yeni influ-
enza A antijenik tipleri saptandığı ve bu suşların 
biri influenza A(H1N1) variant: “H1N1v” ola-

Tablo 2. 2015-2016 influenza sürveyans sonuçları.

2015-2016 Sentinel Sürveyans

İncelenen örnek sayısı
İnfluenza pozitifliği
İnfluenza A
Tiplendirme yapılan
İnfluenza A (H1N1) pdm09
İnfluenza A (H3N2)
İnfluenza B
Soyu belirlenen
B/Victoria
B/Yamagata

İnfluenza Referans Laboratuvarı, İstanbul

940
217 (%23.1)
170 (%78.3)

170
87 (%51.2)
83 (%48.8)
47 (%21.7)

27
27 (%100)

0

Avrupa

50.861
18.640 (%36.7)
10.496 (%56.3)

10.030
8.665’i (%86.4)
1.365’i (%13.6)
8.144 (%43.7)  

4.119
3.974 (%96.5)

145 (%3.5)

ABD

68.886
26.538 (%38)
18.78 (%70.8)

18.437
14.877 (%80.7)
3.560 (%19,3)
7.757 (%29.2)

4.912
1.545 (%31.5)
3.367 (%68.5)

Tablo 3. 2015-2016 sezonunda dolaşımdaki suşların aşı içeriği ile uyumu.

Aşı içeriği

ABD

Avrupa

İnfluenza 
Referans 
Laboratuvarı

İnfluenza A (H1N1) pdm

A/California/7/2009

A/California/7/2009

A/California/7/2009

A/California/7/2009

A/Christchurch/16/2010

İnfluenza A (H3N2)

A/Switzerland/9715293/2013

A/Switzerland/9715293/2013

A/Hong Kong/4801/2014

A/Switzerland/9715293/2013 
(zayıf reaksiyon)

A/Switzerland/9715293/2013

A/Hong Kong/4801/2014

İnfluenza B

B/Pucket/3073/2013/Yamagata

B/Brisbane/60/2008/Victoria (Dörtlü aşıda)

B/Phuket/3073/2013/Yamagata-like (%68.5)

B/Brisbane/60/2008/Victoria-like (%31.5)*

B/Brisbane/60/2008/Victoria-like (%96.5)*

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

B/Victoria (%100)*

*Üçlü aşı içeriği ile uyumsuz
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rak, biri influenza A (H3N2) variant: “H3N2v”, 
üçüncüsü ise influenza A (H1N2) variant: 
“H1N2v” şeklinde isimlendirildiği açıklanmıştır (10). 
Laboratuvarımızda yeni antijenik özelliğe sahip 
influenza virüsleri saptanmazken ABD ve 
Avrupa’da olduğu gibi influenza A suşları aşı 
içeriği ile uyumlu bulunmuştur. Ancak laboratu-
varımızda izolen edilen influenza B suşlarının 
tamamı aşı içeriğinden farklı olarak “Victoria” 
soyundan bulunmuştur. Avrupa’da influenza B 
açısından aşı uyumsuzluğu %96 “Victoria” tes-
piti ile gözlenirken, ABD’de “Victoria” oranı 
%36.5’te kalmıştır (9,10). 2015-2016 influenza 
sezonunda dolaşımdaki suşların aşı içeriği ile 
uyumu Tablo 3’te verilmiştir. 2015-2016 sezo-
nunda influenza B/Victoria’nın dolaşımda ağır-
lıklı olması nedeni ile DSÖ 2016-2017 sezonu 
için üçlü aşı içeriğine Victoria soyundan influen-
za B suşlarını önermiştir. DSÖ tarafından 2016-
2017 sezonunda üçlü aşı içeriği; A/
California/7/2009 (H1N1) pdm2009-like virüs, 
A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-like virus ve 
B/Brisbane/60/2008-like virus (Victoria soyu) 
suşları olarak belirlenmiştir. Dörtlü aşı içeriğin-
de ise üçlü aşı suşlarına ek olarak B/
Phuket/3073/2013-like virus (B/Yamagata soyu) 
bulunmaktadır (11).

Genetik karekterizasyon bakımından son yıllar-
da dolaşımda olan influenza A (H1N1) pdm09 
suşlarının 6B1 ve 6B2 genetik grubundan oldu-
ğu açıklanırken, laboratuvarımızda izole edilen 
influenza A (H1N1) pdm09 suşlarının da 6B1 
grubundan olduğu belirlenmiştir (9). DSÖ ile iş 
birliğinde olan laboratuvarlar, dolaşımdaki inf-
luenza A (H3N2) suşlarının 3C3a ve 3C2a gene-
tik alt gruplarında toplandığını bildirmişlerdir. 
Laboratuvarımızdan izole edilen A/
İstanbul/188/2015 suşu, 3C.3a grubunda, A/
İstanbul/186/2015 suşu 3C.2a grubunda filoge-
netik olarak sınıflandırılmıştır.

2015-2016 sezonunda influenza virüsleri antivi-
ral duyarlılık açısından değerlendirildiğinde, 

ABD kaynakları 2408 influenza suşunun test 
edildiğini, bunlardan 188 influenza B suşunun, 
658 influenza A (H3N2), suşunun oseltamivir, 
zanamivir ve peramivire duyarlı olduğunu bil-
dirmiştir. Ancak test edilen 2193 influenza A 
(H1N1) pdm09 suşunun, 18 (%0.8)’inde oselta-
mivir ve peramivire dirençli olduğu belirtilmiş-
tir (10). ECDC’nin raporunda ise Avrupa’da 2700 
influenza A (H1N1) pdm09 suşu, 172 influenza 
A (H3N2) suşu ve 523 influenza B suşu antiviral 
duyarlılık açısından incelendiği belirtilmiştir. 
Bunlardan 26 influenza A (H1N1) pdm09 suşu-
nun, oseltamavire karşı son derece azalmış inhi-
bisyon ile birlikte NA-H275Y substitüsyonu, bir  
influenza A (H3N2) suşunun oseltamivire karşı 
azalmış inhibisyon ile birlikte NA-E119V amino 
asit substitüsyonu gösterdiği bildirilmiştir. B/
Victoria soyundan dört influenza suşunda, osel-
tamavir ve zanamavire karşı son derece azalmış 
inhibisyon ile birlikte NA-R374K substitüsyonu 
saptandığı açıklanmıştır. İncelenen diğer suşlar-
da ise nöraminidaz inhibitörlerine karşı fenoti-
pik ve genotipik antiviral direnç bulgusu olma-
dığı belirtilmiştir. Laboratuvarımızın gönderdiği 
izolatlardan beşini antiviral direnç açısından 
inceleyen Francis Crick Enstitüsü, iki influenza 
A (H1N1) pdm09 ve üç influenza A (H3N2) 
suşlarının oseltamavir ve zanamavire karşı nor-
mal inhibisyon gösterdiklerini bildirmiştir.

Sonuç olarak, grip etkeni ve etkileri bakımından 
sürekli değişkenlik gösteren bir hastalıktır. Bu 
nedenle sürveyans programı çerçevesinde grip 
aktivitesini ve influenza virüsünün değişimlerini 
izlemek, salgın öncesinde toplum için gerekli 
önlemlerin alınması bakımından önemlidir. 
Ayrıca dolaşımda olan influenza suşları belirle-
nerek bir sonraki dönemin aşı içeriği için öneri-
ler oluşturulmaktadır. Verilerimize göre 2015-
2016 grip sezonu izlediğimiz bölgelerde orta 
şiddette ve influenza A (H1N1) pdm09 baskınlı-
ğında yaşanmıştır. DSÖ iş birlikçi laboratuvarla-
rı aracılığı ile antijenik tipleri belirlenen suşları-
mızın 2017 aşı içeriği kapsamına alındığı görül-
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müştür. Ancak ülkemizde moleküler sürveyans 
çalışmalarının geliştirilmesi, dolaşımda olan inf-
luenza tiplerinin alt gruplarını belirlemek ve 
antiviral direnç izlemi bakımından önemli ola-
caktır.
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Karbapenem Dirençli Acinetobacter baumannii Klinik 
İzolatlarında Sınıf D Beta Laktamaz Varlığının 
Araştırılması§

ÖZ

Amaç: Acinetobacter baumannii aerobik, gram negatif, glikozu fermente 
etmeyen çoğunlukla yoğun bakım ünitelerinde meydana gelen enfeksiyon 
salgınlarında sıklıkla yer alan fırsatçı bir patojendir. Son yıllarda 
A. baumannii’ye artan ilginin başlıca nedenlerinden biri salgınlar ve çoğul 
ilaca dirençli suşların (MDR) ortaya çıkmasına yol açan direnç belirleyici-
lerini kazanma ve biriktirme yeteneğine olan eğilimidir. Bu organizmanın 
hastane çevresinde uzun süre yaşayabilme özelliği, genetik fleksibilitesi ve 
yüksek uyum yeteneği, karbapenemleri de içeren bir çok antimikrobiyal 
sınıfına dirençli MDR A. baumannii suşlarının özellikle son bir kaç yılda 
hızlı ve global yayılımının nedeni olmuştur. Karbapenemler A. baumannii 
tedavisinde kullanılan beta laktam grubu önemli ajanlardır. Acinetobacter 
türlerinde karbapenem direnci dünya çapında giderek artan oranlarda 
rapor edilmekte ve gelişmekte olan antimikrobiyal direncin habercisi olmak-
tadır. Günümüzde karbapenem dirençli A. baumannii, antibiyotik tedavisi 
için seçeneklerin sınırlı olması nedeniyle önemli bir sağlık sorunu olarak 
kabul edilmektedir. Acinetobacter türlerinin karbapenem direnç mekanizma-
ları arasında en yaygın olanı OXA-tipi enzimlerdir. A. baumannii, OXA-23 
ve türevleri, OXA-24 ve türevleri, OXA-51 ve türevleri ve OXA-58 olarak 
özetlenebilecek 4 farklı karbapenemleri hidrolize edebilen enzim ailesini 
içerebilmektedir. Bu çalışmada, hastanemizin çeşitli servislerindeizole edi-
len karbapenem dirençli A. baumannii izolatlarında OXA tipi Sınıf D Beta 
Laktamazların araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çalışma kapsamına çeşitli klinik örneklerden soyutla-
nan 100 karbapenem dirençli A. baumannii klinik izolatı dâhil edildi. 
VITEK2 sistemi (bioMérieux, ABD) ile izolatlar tür düzeyinde tanımlandı 
ve antimikrobiyal duyarlılık testleri yapıldı. İmipenem ve meropenemin 
Minimum İnhibitör Konsantrasyonu (MİK) değerleri CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute) önerileri doğrultusunda sıvı mikrodilüs-
yon yöntemi ile saptandı. İzolatlarda OXA karbapenemazlardan olan 
blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 gen bölgelerinin varlığı PZR ile araş-
tırıldı. 

Bulgular: Antimikrobiyal duyarlılık sonuçlarına göre tüm izolatlar pipera-
silin, sefepim ve seftazidime dirençli bulunmuştur. Çalışmadaki A. baumannii 
klinik izolatlarının tamamı kolistine duyarlı görülmektedir. Sıvı mikrodilüs-
yon yöntemi ile bütün izolatlar imipenem ve meropeneme dirençli bulunmuş-
tur. İzolatların tamamında A. baumannii’ ye özgü olan blaOXA-51 pozitif 
bulundu. İzolatların %93’ünde blaOXA-23 pozitif bulundu. İzolatlarda blaOXA-24 
ve blaOXA-58 gen bölgelerine saptanmadı.

Sonuç: OXA tipi karbapenemazların yaygınlığı ile beta-laktam antibiyotik-
lere karşı direncin yüksek seviyede olması dikkat çekicidir. Çalışmamız 
sonucunda karbapenem direncinin; OXA-51 tip doğal oksasilinazın aşırı 
üretimi sonucu ve OXA-23 enzim geninden kaynaklanabileceği; bunun 
yanında diğer direnç mekanizmalarının ileri çalışmalarda incelenmesinin 
gerekliliği düşünülmüştür.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem, oksasilinazlar

ABSTRACT

Investigation of the Presence of Class D Beta-lactamases in Clinical 
Isolates of Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii

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  blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, 
blaOXA-58 gene regions in isolates was investigated by PCR.

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 blaOXA-51 was found to 
be positive in all isolates. While blaOXA-23 was found to be positive in 93% of 
the isolates, blaOXA-24 and blaOXA-58 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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GİRİş

Acinetobacter baumannii hastane kaynaklı ve 
bazen toplumdan kazanılmış enfeksiyonların 
etkeni olarak son on yılda önem kazanmış Gram 
negatif bir kokobasildir(1). 1960’lı yıllarda pato-
jenitesinin oldukça düşük olması nedeniyle kli-
nik örneklerden izole edildiğinde göz ardı edil-
miş olsa da günümüzde A. baumannii özellikle 
yoğun bakım üniteleri (YBÜ)’nde en önemli 
patojenlerden biri olmuştur(1).

Nozokomiyal A. baumannii enfeksiyonları, kri-
tik hastalarda ventilatör ilişkili pnömoni, bakte-
riyemi, yara enfeksiyonları ve nozokomiyal 
menenjit; toplumdan kazanılmış enfeksiyonları 
ise, olağan dışı durumlarda başlıca pnömoni ve 
yara enfeksiyonlarından oluşur(1). A. baumannii 
enfeksiyonları için predispozan faktörler; antibi-
yotik tedavisi, major cerrahi, yanıklar, immün-
supresyon, invaziv araç varlığı ve özellikle 
mekanik ventilasyondur(1).

Son yıllarda A. baumannii’ye artan ilginin başlı-
ca nedenlerinden biri salgınlar ve çoğul ilaca 
dirençli suşların (MDR) ortaya çıkmasına yol 
açan direnç belirleyicilerini kazanma ve biriktir-
me yeteneğine olan eğilimidir(1). Bu organizma-
nın hastane çevresinde uzun süre yaşayabilme 
özelliği, genetik fleksibilitesi ve yüksek uyum 
yeteneği, karbapenemleri de içeren birçok anti-
mikrobial sınıfına dirençli MDR A. baumannii 
suşlarının özellikle son birkaç yılda hızlı ve glo-
bal yayılımının nedeni olmuştur(1). YBÜ’nde A. 
baumannii klinik izolatlarının %30’dan fazlası 
sıklıkla fluorokinolonlar ve karbapenemleri içe-
ren en az üç antibiyotik sınıfına dirençlidir(1).

Acinetobacter türlerinde karbapenem direnci 
dünya çapında giderek artan oranlarda rapor 
edilmekte ve gelişmekte olan antimikrobiyal 
direncinin habercisi olmaktadır(2). Surveyans 
çalışmaları karbapenem dirençli izolatların ora-
nının son on yılda Avrupa, Kuzey Amerika ve 
Latin Amerika’da kademeli olarak arttığı-
nı göstermektedir(3). Karbapenem dirençli 
A. baumannii salgınları Türkiye’nin de içinde 
bulunduğu birçok Avrupa, Ortadoğu, Kuzey 
Amerika ve Latin Amerika, Uzakdoğu ve Kuzey 

Afrika ülkelerinde farklı coğrafik bölgelerden dökü-
mante edilmiştir(3). Günümüzde artık karbapenem 
dirençli A. baumannii, antibiyotik tedavisi için seçe-
neklerin sınırlı olması nedeniyle önemli bir sağlık 
sorunu olarak kabul edilmektedir.

Karbapenemler çoklu ilaca dirençli A. baumannii 
enfeksiyonlarında tercih edilen antibiyotiklerdir. 
Kazanılmış karbapenem direnci sıklıkla IMP-, 
VIM- ve SIM-tipi metallo-beta-laktamazlar ya da 
OXA-tipi karbapenamazlar ile ilişkilidir. OXA-
23, OXA-24, OXA-58 tip sınıf D karbapenamaz-
lar ve doğal oksasilinaz (OXA-51)’in aşırı üretimi 
A. baumannii’de kazanılmış karbapenem diren-
cinden sorumludur(2). Bu çalışmada, hastanemiz 
servislerinden izole edilen karbapenem dirençli 
A. baumannii izolatlarında OXA tipi Sınıf D beta 
laktamazların araştırılması amaçlanmıştır.

GeReç ve YöNTem

Bakteriyel izolatlar ve antimikrobiyal duyarlılık 
testleri: Ocak 2011-Haziran 2011 tarihleri ara-
sında Bakteriyoloji Laboratuvarı’na gönderilen 
çeşitli klinik örneklerden izole edilen yinelemesi 
olmayan karbapenem dirençli 100 A. baumannii 
izolatı çalışmaya dâhil edildi. İzolatların tür 
düzeyinde tanımlanması ve antibiyotik duyarlı-
lıkları VITEK2 Compact (bioMérieux, Fransa) 
otomatize sistem kullanılarak belirlendi. 
Karbapenem duyarlılıkları disk difüzyon testleri 
ile de doğrulandı. Duyarlılık testleri sonuçları 
CLSI M100-S21 standartlarına göre duyarlı (S), 
ara duyarlı(I) ve dirençli (R) olarak kategorize 
edildi(4). CLSI M100-S21’in önerileri doğrultu-
sunda imipenem ve meropenem MİK değerleri 
belirlendi(4). Testte katyon ayarlı Mueller-Hinton-
Buyyon (KAMHB) ve U tabanlı 96 kuyucuklu 
plaklar kullanıldı. Kontrol suş olarak Escherichia 
coli ATCC 25922 kullanıldı. Çalışmada kullanı-
lan imipenem (Merck&Co Inc, ABD) ve mero-
penem (AstraZenica, ABD) üretici firmadan 
temin edildi. Antibiyotik konsantrasyonları imi-
penem ve meropenem için son konsantrasyon 
256 μg/ml olacak şekilde hazırlanmıştır. 
Bakteriler çalışma zamanına kadar -80°C’de 
%10’luk gliserinli buyyon besiyeri içerisinde 
saklandı. Sonuçlar CLSI M100-S22 klavuzuna 
göre değerlendirildi(4).
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DNA ekstraksiyonu: Klinik ve pozitif kontrol 
suşlarında DNA ekstraksiyonu “İnvitrogen 
PureLink Genomic DNA Kit”i kullanılarak üre-
tici firmanın önerileri doğrultusunda yapıldı.

PZR amplifikasyonu: PZR’de blaOXA-23, blaOXA-24, 
blaOXA-51, blaOXA-58 gen bölgelerinin çoğaltılması için 
gerekli primer çiftleri Tablo 1’de sunulmuştur.

PZR’de blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 gen 
bölgelerinin saptanması Woodford ve ark.’nın(5) 
çalışması esas alınarak konvalsiyonel PZR ile 
çalışıldı. Her reaksiyona pozitif kontrol olarak 
blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 gen bölge-
lerini içeren A. baumannii suşu eklendi. blaOXA-23, 
blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58 gen bölgelerinin amp-
lifikasyonu için Tablo 2’de belirtilen döngü 
kullanıldı(5). Pozitif kontrol suşları Dokuz Eylül 
Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji 
Bölümü’nden temin edilmiştir. Ayrıca her reaksi-
yona kalıp DNA yerine steril distile suyun kulla-
nıldığı, bir negatif kontrol de eklendi.

PZR ürünü DNA’ların (amplikonların) tespiti 
için DNA jel elektroforezi kullanıldı. Jel UV 
ışığı altında Gel Doc XR (Bio-Rad, ABD) cihazı 
ile görüntülendi ve Quantity One (Bio-Rad, 
ABD) yazılımı kullanılarak görüntüler kaydedil-
di. Beklenen yerde DNA bandı saptanan örnek-
ler PZR pozitif olarak kaydedildi. Bu araştırma 
Ondokuz Mayıs Üniversitesi Bilimsel Araştırma 
Yönetim Birimi tarafından PYO.TIP.1904.11.013 
proje numarası ile desteklenmiştir

BULGULAR

Çalışmada çeşitli klinik örneklerden izole edilen 100 

Tablo 1. çalışmada kullanılan primer çiftleri(5).

Primer dizisi  (5’→3’)

5-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3
5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3

5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3
5-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT -3

5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3
5-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3

5-AAGTATTGGGGCTTGTCTG-3
5-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3

Primer adı

blaOXA-23

blaOXA-24

blaOXA-51

blaOXA-58

Baz çifti (bp)

501bp

246bp

353bp

599bp

Tablo 2. blaOXA allellerinin PZR yöntemindeki sıcaklık döngü-
leri.

94°Cde 5 dakika (ön denatürasyon)           1 Döngü
94°Cde 25 saniye (hedef DNA denatürasyonu) 
52°C’de 40 saniye primer bağlanması          30 Döngü    
72°C’de 50 saniye primer uzaması
72°C’de 6 dakika son uzama            1 Döngü

}
A. baumannii izolatı kullanıldı. Bu izolatların 38 
(%38)’i trakeal aspirat örneklerinden, 17 (%17)’si 
balgam, 14 (%14)’ü kan, 14 (%14)’ü idrar, 4 (%4)’ü 
yara, 3 (%3)’ü eksuda, 3 (%3)’ü akıntı ve 7 (%7)’si 
de çeşitli klinik örneklerden (apse, ameliyat mater-
yali, beyin-omurilik sıvısı gibi) izole edildi.

İzole edilen suşların çoğunluğu yoğun bakım 
ünitesinden gelen örneklerdendi. Suşların kli-
niklere göre dağılımı Tablo 3’te sunulmuştur.

Çalışmaya alınan karbapenem dirençli 
A. baumannii klinik izolatlarının VITEK2 siste-
mi (BioMérieux, ABD) ile yapılan antimikrobi-
yal duyarlılık sonuçları Tablo 4’te verilmiştir. 
Tüm izolatlar piperasilin, sefepim ve seftazidi-
me dirençl i  bulunmuştur.  Çal ışmadaki 
A. baumannii klinik izolatlarının tamamı kolisti-
ne duyarlı bulunmuştur.

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilen imi-
penem ve meropenem MİK değerlerine göre 
suşların dağılımı Tablo 5’te verilmiştir. Sıvı 
mikrodilüsyon yöntemi ile orta duyarlı bulunan 
izolatlar dirençli kabul edilmiştir(6). Meropenem 
MİK değerleri imipenem MİK değerlerine göre 
yüksek bulunmuştur.

Tablo 3. Gönderilen materyallerin servislere göre dağılımı.

Klinik

Yoğun bakım ünitesi
Göğüs hastalıkları
Dâhiliye
Beyin cerrahi
Genel cerrahi
Üroloji
Hematoloji
Nöroloji 
Onkoloji
Enfeksiyon 
Çocuk yoğun bakım 
Plastik cerrahi
Yenidoğan yoğun bakım
Çocuk sağlığı 
Diğer 

Toplam

Sayı

28
13
12
8
5
5
4
4
4
3
3
2
2
1
6

100

%

28.0
13.0
12.0
8.0
5.0
5.0
4.0
4.0
4.0
3.0
3.0
2.0
2.0
1.0
6.0

100.0
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Karbapenem dirençli A. baumannii izolatının 
PZR’lerinde tüm reaksiyonlarda pozitif kontrol 
olarak kullanılan blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, 
blaOXA-58 gen bölgelerine ait bandlarda görüntü 
saptandı. Her reaksiyon sonrası jelin son kuyu-
cuklarına eklenen negatif kontrollerin hiçbirinde 
bant gözlenmedi. Yüz karbapenem dirençli 
A. baumannii izolatının PZR’de blaOXA-23, blaOXA-24, 
blaOXA-51, blaOXA-58 gen bölgelerinin tespit edildi-
ği jel görüntüleri Şekil 1-4’te sunulmuştur.

PZR ile izolatların hepsinde blaOXA-51 gen bölgesi 
saptandı. İzolatların 93’ünde blaOXA-23 gen böl-
gesi saptanırken, blaOXA-24 ve blaOXA-58 gen bölge-
si hiçbir izolatta saptanmadı. OXA tipi karbape-
nemazların pozitiflik oranları Tablo 6’da sunul-
muştur.

TARTIşmA

Acinetobacter baumannii enfeksiyonları, dünya 

Tablo 4. Acinetobacter baumannii izolatlarının VITeK2 sistemi ile saptanan antimikrobiyal duyarlılık sonuçları.

Antibiyotik

Amikasin
Sefepim
Seftazidim
Siprofloksasin
Kolistin
Gentamisin
Levofloksasin
İmipenem
Meropenem
Piperasilin
Piperasilin-Tazobaktam
Tetrasiklin
Trimetoprim-Sulfametoksazol

Duyarlı
%

27
-
-
1

100
38
2
-
-
-
1
16
27

Orta derecede duyarlı
%

11
-
-
-
-
-
8
-
-
-
-

12
-

Dirençli
%

62
100
100
99
-

62
90
100
100
100
99
72
73

Tablo 5. İmipenem ve meropenem mİK değerlerine göre suş-
ların dağılımı.

mİK değerleri (μg/ml)

İmipenem MİK değerine göre 
suşların sayıları

Meropenem MİK değerine göre 
suşların sayıları

8

4

2

16

44

14

32

37

42

64

13

34

128

1

7

256

1

1

Tablo 6. OXA tipi karbapenemazların pozitiflik oranları.

enzim

OXA-51
OXA-23
OXA-24
OXA-58

Sayı (%)

100 (100)
93 (93)

0
0

şekil 1. blaOXA-23 gen bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü.
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS 1-4: Pozitif Suş; NS 1-5: Negatif Suş; PC: blaOXA-23 pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol.

 

1000 bp

501 bp

300 bp

100 bp
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şekil 2. blaOXA-24 gen bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü.
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS: Pozitif Suş; NS1-9: Negatif Suş; PC: blaOXA-24 pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol

şekil 3. blaOXA-51 gen bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü 
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus; PS 1-9: Pozitif Suş; NS: Negatif Suş; PC: blaOXA-51 pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol

 

1000 bp

500 bp

246 bp

100 bp

 

1000 bp

500 bp
353 bp

100 bp

şekil 4. blaOXA-58 gen bölgesinin PZR sonrası jel görüntüsü.
Ladder: Promega 100 bp DNA Ladder Plus;  PS: Pozitif Suş; NS 1-9: Negatif Suş; PC: blaOXA-58 pozitif A. baumannii; NC: Negatif Kontrol

 

1000 bp

599 bp
500 bp

100 bp
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genelinde hastane kaynaklı enfeksiyonların en 
önemli nedenlerinden biridir. Kuruluğa ve 
dezenfektanlara gösterdiği direnç nedeniyle has-
tane yüzeylerinde ve tıbbi cihazlarda uzun süre 
canlılığını koruyabilmesi, karbapenem direnci 
dâhil olmak üzere çoklu antibiyotik direncinin 
giderek artan oranlarda karşımıza çıkması ve 
özellikle yoğun bakım birimlerinde salgınlara 
yol açabilmesi, A. baumannii’nin sürekli gün-
demde olan bir patojen olmasına neden olmakta-
dır.

Acinetobacter suşlarının izole edildiği örnekle-
rin dağılımı çeşitli çalışmalarda farklılıklar gös-
termektedir. Gözütok ve ark.’nın(7) Kayseri’de 
yaptıkları çalışmada, A. baumannii izolatları en 
sık kan, (%39), ikinci sıklıkta trakeal aspirat 
(%30), üçüncü sıklıkta idrar (%27) örneklerinde 
tespit edilmiştir. Keskin ve ark.(8) yapmış olduk-
ları çalışmada, A. baumannii izolatlarını %35.3 
ile en sık trakeal aspirat, %27.3 ile ikinci sıklık-
ta kan, %18.4 ile üçüncü sıklıkta apse örnekle-
r inden elde etmişlerdir.  Çal ışmamızda, 
A. baumannii’nin yüksek oranda trakeal aspirat-
tan izole edilmesinin ventilatör ekipmanlarındaki 
kolonizasyona bağlı olabileceği düşünülmüştür.

Çalışmamızda A. baumannii izolatlarının servisle-
re göre dağılımı incelendiğinde en fazla yoğun 
bakım ünitesinden izole edildiği, ikinci sırada 
göğüs hastalıkları kliniği, üçüncü sırada ise dâhiliye 
kliniğinin yer aldığı görülmektedir. Çalışma grubu-
muz bu yönüyle değerlendirildiğinde, diğer çalış-
malarla uyumlu bulunmuştur(9,10).

Karbapenemler A. baumannii’nin neden olduğu 
enfeksiyonların tedavisinde tercih edilen ilaçlar-
dır. Ancak son yıllarda karbapenem dirençli 
izolatların sayısında artış gözlenmektedir. 
Ülkemizde yapılan birçok çalışmada, karbape-
nem direncinin yıllar içinde arttığı dikkat çek-
mektedir. Çiftçi ve ark.’nın(9) 2008-2011 yıllarını 
kapsayan çok merkezli olarak yaptıkları çalış-
mada, karbapenem direnç oranlarında önemli 
artış gözlenmiş ve karbapenem direncinin 
%70’in üzerine çıktığı saptanmıştır. Gözütok ve 
ark.’nın(7) 2013 yılında yaptığı çalışmada, imipe-
nem ve meropeneme %91 oranında direnç sap-
tarken, Keskin ve ark.(8) 2014’te sırası ile %91.5 

ve %92 oranında direnç saptamışlardır.

Acinetobacter baumannii’de karbapenemlere 
direnç gelişimine neden olan birçok mekanizma 
vardır. Karbapenem direncinde etkili olan meka-
nizmalar kromozomal ya da plazmid aktarımlı 
karbapenemazlar, dış membran proteinlerinde 
kayıp, CarO geninin yokluğu, penisilin bağlayı-
cı proteinlerin modifikasyonu, effluks sistemleri 
olarak sıralanabilir(3). Karbapenem dirençli 
A. baumannii’de dirençten sorumlu en önemli 
mekanizma karbapenem hidrolize eden beta 
laktamazlardır(3). A. baumannii’de karbapene-
maz aktivitesi olan en yaygın beta laktamaz 
grubu, çoğunlukla bu türler için spesifik olan 
karbapenem hidroliz eden sınıf D β-lakta-
mazlardır. Bu grupta blaOXA-23, blaOXA-24/40 ve 
blaOXA-58 ile temsil edilen, kromozomal ya da 
plazmid aktarımlı üç ana kazanılmış karbape-
nem hidrolize eden sınıf D oksasilinaz gen 
kümesi tanımlanmıştır. Ayrıca OXA-51 tip 
doğal oksasilinazın aşırı üretimi de kazanılmış 
karbapenem direncine neden olmaktadır(11). 
A. baumannii’de doğal oksasilinazlar olan 
blaOXA-51 benzeri beta-laktamazları kodlayan 
genler bugüne kadar çalışılan tüm A. baumannii 
izolatlarında kromozomal yerleşimlidir. 
Çalışmamızda A. baumannii’ye özgü blaOXA-51 
geni tüm izolatlarda saptanmıştır, bu da izolatla-
rın moleküler doğrulaması niteliğindedir. 

OXA türlerinin yayılması yıllara göre farklılık-
lar göstermiştir. blaOXA-23 genleri son yıllarda 
diğer OXA genlerinden daha fazla bildirilmiştir. 
D’Arezzo ve ark.(12) İtalya’da 2005-2009 arasın-
da A. baumannii izolatları arasında karbapenem 
direnciyle ilişkili izolatların %71’inde blaOXA-23 
ve %22.8’de blaOXA-58 varlığını tespit etmişlerdir. 
Aynı araştırmacı 2004-2005’teki çalışmasında, 
izolatların %80.7’sinde blaOXA-58 gen bölgesi 
tespit etmişdir(13). Ergin ve ark.(14) çalışmaların-
da, A. baumannii izolatları arasında blaOXA-23 
(%31) ve blaOXA-58 (%24) oksasilinazların yayıl-
ması yıllara göre değişiklik göstermiştir. 2004-
2009 yılları arasında blaOXA-58 taşıyan oksasili-
nazlarda artma gözlenirken, 2008-2010 arasında 
blaOXA-23 oksasilinazlar yaygın olmuştur(14). Aksoy 
ve ark.’nın(10) çalışmasında, imipenem dirençli 
suşlarda blaOXA-23 ve blaOXA-51 tüm suşlarda sap-
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tanmıştır. Epidemiyolojik çalışmalar tamamlan-
mamış olmakla birlikte bu prevalans değişikliği-
nin türe ait klon değişiminden kaynaklandığı 
düşünülmektedir(9). Verilerimiz dünya çapında 
blaOXA-23 kökenlerinin ortaya çıkışı ile uyumlu-
dur. 

Sonuç olarak çalışmamızda, PZR ile oksasilinaz 
enzimlerinden OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve 
OXA-58 araştırılmış ve tüm izolatlarda OXA-51 
pozitif, OXA-24ve OXA-58 enzimleri ise nega-
tif olarak bulunmuştur. Bu bulgular doğrultusun-
da karbapenemaz direncinin; OXA-51 tip doğal 
oksasilinazın aşırı üretimi ile ilişkili olarak ve 
OXA-23 enzim geninden kaynaklanabileceği 
düşünülmüştür.
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Bir Üniversite Hastanesinde Kriptokokkoz Olguları§

ÖZ

Cryptococcus neoformans kriptokokkoza neden olan kap-
süllü bir mayadır. Havada bulunan mantar elemanlarının 
inhale edilmesiyle vücuda girer. Sıklıkla, immun istem yet-
mezliği bulunan hastalarda enfeksiyona neden olmaktadır. 
Başlıca santral sinir sistemi (SSS) ve akciğerleri etkilemek-
le birlikte, yaygın (dissemine) hastalık tablosu da gelişebi-
lir. Santral sinir sisteminin etkilenmesi sonucunda gelişen 
menenjit, her zaman klasik bulgularla ortaya çıkmayabilir. 
Menenjitli olguların beyin omurilik sıvısı (BOS) analizinde 
lenfositik pleositoz olduğu, protein düzeyinin arttığı, glukoz 
düzeyinin azaldığı görülür. Tanıda BOS örnekleri çini 
mürekkebi veya nigrosin boyasıyla boyanarak incelenir. 
Çini mürekkebi ile boyanmış örneklerde siyah zeminde 
boyayı almamış tomurcuklanan yapıların görülür. Kesin 
tanı için kültür gereklidir. Kültür için siklohekzimit içerme-
yen Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri kullanılır. 
Çalışmamızda 12 yıllık süre zarfında hastanemizin mikro-
biyoloji laboratuvarında izole edilmiş olan altı kriptokok-
koz olgusu incelenmiştir. Hastaların bilgileri hasta dosya-
ları incelenerek elde edilmiştir. İki olgunun, ilk olarak 
tüberküloz menenjiti tedavisi aldığı görülmüştür. Ayrıca, iki 
hasta HIV pozitiftir. Çalışmamızdaki altı olgudan dördü 
enfeksiyon nedeniyle kaybedilmiştir.

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 
specifically 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

GİRİş

Cryptococcus neoformans kriptokokkoza neden 
olan kapsüllü bir mayadır. Havada bulunan mantar 
elemanlarının solunumla vücuda alınmasıyla girer. 
Başta kazanılmış immun yetmezlik sendromu 
(AIDS) olmak üzere, malignite, organ nakli gibi 
immun sistemi baskılanmış hastalarda sıklıkla kar-
şılaşılmaktadır. Ancak immün sistemi sağlam 
insanlarda da hastalığa neden olabilmektedir. 
Başlıca santral sinir sistemi (SSS) ve akciğerleri 

etkilemekle birlikte, yaygın (dissemine) hastalık 
tablosuyla da karşımıza çıkabilir. Özellikle SSS’nin 
etkilenmesi sonucunda gelişen menenjit, her zaman 
klasik bulgularla ortaya çıkmayabilir(1,2). Menenjitli 
olguların beyin omurilik sıvısı (BOS) analizinde 
lenfositik pleositoz olduğu, protein düzeyinin 
arttığı, glukoz düzeyinin azaldığı görülür. 

Kriptokok enfeksiyonunun mikrobiyolojik 
tanısında, olgudan elde edilen klinik örnekler 
sıvı ise santrifüj edilmeleri gereklidir. 
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Santrifüj sonrası, örnekler mikroskobik incele-
me için çini mürekkebi veya nigrosin ile boya-
nabilir. Bu zıt boya ile boya almayan kapsülün 
görünür hâle gelmesi tanı koydurucudur. Bu 
yöntem sayesinde HIV negatif kriptokoksik 
menenjitli hastaların %50’sinden fazlasına, 
HIV pozitiflerin ise %90’ından fazlasına tanı 
koyabilmek olasıdır. Kesin tanı için kültür 
gereklidir. İzolasyon şansını artırmak için de 
her defasında da 4-8 ml klinik örneğin alınması 
ve kültür işleminin birkaç kez yinelenmesi öne-
rilmektedir. BOS örnekleri kanlı agara, siklo-
hekzimitsiz Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) 
besiyerine ve Sabouraud’un dekstrozlu buyyon 
besiyerine ekilir. Kültür plakları, 24 saat 
37°C’de inkübe edilir. Mikroorganizma katı 
besiyerlerinde bej renginde, mukoid koloniler 
oluşturur(3).

Çalışmamızda, 12 yıllık süre zarfında hastane-
mizin mikrobiyoloji laboratuvarında izole edil-
miş olan altı kriptokokkoz olgusu incelemeye 
alınmıştır. Hastaların bilgileri hasta dosyaları 
incelenerek elde edilmiştir.

OLGU SUNUMU

Mikrobiyoloji laboratuvarında 2003-2015 yılları 
arasında altı hastada C. neoformans izole edil-
miştir. Beşinde menenjit, birinde fungemi tablo-
su bulunan olguların genel özellikleri Tablo 1’de 
belirtilmiştir.

TARTIşMA

Kriptokokkoz sporadik bir enfeksiyon olup, 
insandan insana veya hayvandan insana bulaşma 
görülmez. Etken solunum yolundan vücuda 
girer, alveollere ulaşır ve çoğalmaya başlar. 
Kriptokoklara karşı savunmada hücresel immün 
yanıtın önemi vardır. Solunum yoluyla alınan 
kriptokoklara karşı inflamatuar bir reaksiyon 
olarak primer bir lenf nodu kompleksi gelişir. 
Bu kompleks eğer immun yetmezlik yoksa 
infeksiyonu sınırlar. Kriptokoklar infeksiyon 
sonrasında uzunca bir süre lenf nodları ve akci-
ğerlerde inaktif şekilde kalabilirler ve eğer 
immun yetmezlik söz konusu olursa diffüz pnö-
moni gelişebilir veya hematojen yol ile başta 
meninksler olmak üzere tüm dokulara 
yayılabilirler(4).

Tablo 1. Kriptokokkoz olguları.

1

2

3

4

5

6

Yıl

2005

2009

2010

2012

2012

2015

Yaş

29

67

67

19

45

33

Cinsiyet

K

E

K

E

K

K

Altta yatan durum

HIV (+)

Yok

Yok

Yok

HIV (+)

2003 ve 2010 yıllarında 
tüberküloz ve anti-
tüberküloz tedavi

BOS

biyokimya

-

Protein, glukoz, 
PNL, lenfosit 

yüksekliği

-

Protein ve PNL 
yüksekliği

Protein ve PNL 
yüksekliği
Pansitopeni

BOS direkt 
bakısı

Kapsüllü maya 
mantarı

Kapsüllü maya 
mantarı

Kapsüllü maya 
mantarı

Kapsüllü maya 
mantarı

Kapsüllü maya 
mantarı

-

Kültür

C. neoformans
Kan ve BOS

C. neoformans
Kan ve BOS

C. neoformans
Kan ve BOS

C. neoformans
Kan ve BOS

C. neoformans
Kan ve BOS

C. neoformans
BAL ve Kan

Tedavi

-

Amfoterisin B

Amfoterisin B

Amfoterisin B

Amfoterisin B

Amfoterisin B

Sonuç

Eksitus

Eksitus

Şifa ile 
taburcu

Eksitus

Şifa ile 
taburcu

Eksitus

*PNL: Polimorf Nüklear lökosit; **BAL: Bronko-Alveolar Lavaj; BOS: Beyin-Omurilik Sıvısı
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Cryptococcus neoformans oldukça nörotropiktir 
ve en sık serebromeningeal kriptokokkoz olarak 
görülmektedir. Kriptokokkoz kronik hastalığa 
neden olabildiği gibi tedavi edilmezse mortalite-
ye neden olabilmektedir. Meninksler ve beyin 
dokusu etkilenmektedir. Klinik seyirde ateş, baş 
ağrısı, meningismus, görme bozuklukları, anor-
mal mental durum ve nöbet görülmektedir. 
Hastanın bağışıklık durumna bağlı olarak klinik 
değişebilmektedir. HIV pozitifliğinde ve immun 
sistemi baskılayıcı ilaç kullanımı olan hastalarda 
hastalık daha ciddi seyretmektedir(5). 

Çalışmamızdaki olgularda görüldüğü üzere 
C. neoformans, immun sistemi baskılanmış 
immun sistemi sağlam bireylerde hastalığa 
neden olabilmiştir. Thinyane ve ark.’nın(6) yaptı-
ğı çalışmada, HIV pozitif olan kriptokokal 
menenjitli olgularda ölüm oranı % 44 olarak 
belirtilmiştir. Mansoor ve ark.(7) karaciğer trans-
plantasyonu olan hastada kriptokok menenjit 
olgusu bildirmişlerdir. Organ nakli, lenfomalar, 
glukokortikoid tedavisi alan hastalar, HIV enfek-
siyonu ve diğer immün yetmezlikleri kriptokok 
enfeksiyonu için predispozan faktörlerdir. Ancak 
olguların %30’unda predispozan bir faktörün 
olmadığı da bildirilmektedir(8). Newsome ve ark.(9) 
bağışıklık sistemi normal bir olguda kriptokok 
menenjiti bildirmişlerdir. Hastanın BOS kültü-
ründe üreme ve lateks aglütinasyon testi pozitif 
olarak saptanmıştır. Hasta tedavi aldıktan sonra 
şifa ile taburcu edilmiştir. Sanchetee(10) immun 
sistemi sağlam beş kriptokokoz olgusu bildir-
miştir.

Kurumumuzda kriptokokkoz açısından on iki yıl 
içinde altı olgunun saptanmıştır. Bu da bize 
etkenin çok sık karşılaşılmayan bir etken oldu-
ğunun göstermektedir. Bu nedenle ve kimi 

zaman başlangıcının sinsi olması nedeniyele 
menenjit hastalarında ilk olarak düşünülmemek-
tedir. Çalışmamızda da, iki hastada öncelikli 
olarak tüberküloz menenjiti düşünülmüştür. 
Kriptokok enfeksiyonlarında mortalite oranı 
yüksek olabilmektedir. Çalışmamızda sunduğu-
muz altı olgudan dördü kaybedilmiştir.

Kriptokokkozun yüksek mortalitesi ve gözden 
kaçabilme olasılığı nedeniyle menenjit düşünü-
len hastalarda akılda tutulması gereken bir etken 
olduğunu unutulmamalıdır. 
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•	 Olgu	Sunumu:	Yeterli	sayıda	şekil/tablo/fotoğraf/resim/
grafik;	 en	 çok	 20	 kaynak;	 200	 sözcüğü	 geçmeyen	
İngilizce-Türkçe	 Özet;	 3	 anahtar	 sözcük	 ve	 ana	
metinden	oluşmalıdır.

•	 Editöre	Mektup:	Daha	önce	yayımlanmış	olan	bir	yazı	
hakkında,	 yeni	 bir	 araştırma	 bulgularının	 bildirilmesi	
veya	bir	görüş	bildirimi	olabilir.	Bir	şekil/tablo/fotoğraf/
resim/grafik	ve	en	çok	5	kaynak	içerebilir.

Metin yazımı esnasında uyulacak kurallar
•	 Yazının	Türkçe	başlığı	kısa,	açık	ve	içeriği	tam	yansıtır	

olmalıdır
•	 Yabancı	 dilde	 başlık	 Türkçe	 başlık	 ile	 birebir	

uyuşmalıdır
•	 On-line	ilgili	formlarda	tüm	aşamalar	doldurulmalıdır
•	 Araştırma	 daha	 önce	 bir	 bilimsel	 toplantıda	 bildiri	

(sözlü	 veya	 poster)	 olarak	 sunulmuş	 ise,	 bu	 bilgi	
toplantının	adı	ve	tarihiyle	birlikte	belirtilmelidir.

•	 Olgu	sunumu,	derleme,	editöre	mektup	gibi	diğer	metin	
çeşitlerinde	bölümlü	özet	hazırlamaya	gerek	yoktur.

•	 Özet	 bölümünde	 kısaltmalardan	 mümkün	 olduğunca	
kaçınılmalı	 ve	 kaynak,	 şekil,	 tablo	 ve	 atıf	 yer	
almamalıdır.

•	 Ana	 metin	 sayfaları,	 metin	 çeşidine	 göre	
bölümlendirilmelidir.	 Özgün	 araştırmalar	 amacın	
belirtildiği	giriş,	gereç	ve	yöntem,	bulgular	ve	tartışma	
kısımlarından	 oluşmalıdır.	 Bulgu	 ve	 tartışmanın	 kısa	
olduğu	 metinlerde	 iki	 başlık	 birleştirilerek	 de	
aktarılabilir.	Olgu	 sunumu	amacın	belirtildiği	kısa	bir	
girişten	sonra	detaylı	olgu	ve	tartışmadan	oluşmalıdır.	
Derlemelerde	 önce	 kısa	 bir	 giriş	 yapılmalıdır	 ve	
ardından	 derlemenin	 konusuna	 uygun	 oluşturulmuş	
bölümleri	kapsamalıdır.

•	 Mikroorganizma	 adlan	 ve	 MİK	 veya	 PFGE	 gibi	
kısaltmalar	 ilk	 kullanıldıklarında	 tam	 olarak,	 açık	
şekilleriyle	yazılmalı	mikroorganizma	adı	daha	sonraki	
kullanımlarda	 cins	 adının	 ilk	 harfi	 kullanılarak	
kısaltılmalıdır.	Staphylococcus aureus	S. aureus gibi.

•	 Escherichia coli	 ve	Entamoeba coli	 gibi,	 kısaltmaları	
aynı	olacak	adlar	aynı	yazıda	geçtiğinde	yazı	boyunca	
kısaltılmadan	 kullanılmalıdır.	 Stafilokok,	 streptokok	
gibi	sadece	cins	adı	geçen	cümlelerde	dilimize	yerleşmiş	
cins	adları	Türkçe	olarak	yazılabilir.

•	 Yanında	 birim	 gösterilmeyen	 ondan	 küçük	 sayılar	
yazı	 ile	 yazılmalı,	 rakam	 ile	 yazılan	 sayılara	 takılar	
kesme	 işareti	 ile	 eklenmelidir.	 Üç	 hasta	 suşların	 28’i	
gibi.	 Mümkün	 olduğunca	 cümlelere	 sayılarla	
başlanmamalıdır.

•	 Boyama	yöntemi	olan	Gram	büyük	harfle	yazılmalıdır.	

YAZARLARA BİLGİ



Bakteri	tanımlamasında	ise	küçük	harf	kullanılmalıdır.	
Örneğin	gram	negatif	kok	yazılmalıdır.	Negatif	/	pozitif	
kelimeleri	açık	olarak	yazılmalı;	(-)	veya	(+)	kısaltmaları	
kullanılmamalıdır.

•	 Bir	 teşekkür	 yazısı	 varsa	 Kaynaklar’dan	 önce	
olmalıdır.

•	 Çalışma	 kazanılmış	 bir	 burs	 veya	 proje	 ile	
tamamlanmışsa	belirtilmelidir.

•	 Kaynaklar	 listesinde	 yer	 alan	 kaynakların	 tamamının	
metin	içinde	kullanılmış	olması	gereklidir.

•	 Kaynaklar	metin	içinde	geçiş	sırasına	göre	sıralanmalı	
ve	metin	içinde	cümle	sonuna	konacak	parantez	içine,	
üst	 simge	 olarak	 yazılmalıdır.	 Örneğin;	 .....................	
gösterilmiştir(1,5,6).......Kaynak	 yazımı	 sırasında	 boşluk	
bırakmayınız

•	 Metinde	kaynaklar	üst	simge	olarak	bulunmalıdır
•	 Metinde	 kaynak	 verilirken	 yazar	 adı	 kullanılıyorsa	

kaynak	 numarası	 yazar	 adının	 yanına	 yazılmalıdır.	
Örneğin;	 Smith	 ve	 Gordon’a(4)	 göre	 ......................	
Kaynak	yazımı	sırasında	boşluk	bırakmayınız

•	 Henüz	yayınlanmamış	veriler	ve	çalışmalar	Kaynaklar	
bölümünde	yer	almamalıdır.

•	 Dergimiz,	 başka	 çalışmalarda	 bildirilen	 kaynakların	
aktarma	 şeklinde	 kullanılmasını	 kabul	 etmemektedir.	
Yazarlar	 tarafından	 doğrulanmayan	 kaynaklara	 bağlı	
olarak	çalışma	değerlendirme	dışı	bırakılabilir.

•	 Kaynaklarda,	yazar	sayısının	altı	veya	daha	az	olması	
durumunda	tüm	yazarların	isimleri	yazılmalıdır.	Yazar	
sayısının	 altıdan	 fazla	 olması	 durumunda	 ise	 ilk	 üç	
yazarın	ismi	yazılmalı,	sonrasında	Türkçe	makalelerde	
“ve	 ark.”,	 İngilizce	 makalelerde	 ise	 “et	 al.”	 ilave	
edilmelidir.

•	 Dergi	isimlerinin	kısaltılması	Index	Medicus’taki	stile	
uygun	 olarak	 yapılmalıdır	 (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nlmcatalog/).	Index	Medicus’ta	bulunmayan	dergi	
adları	kısaltılmadan	yazılmalıdır.

•	 Dergide	kaynaklar	yazılırken	aşağıdaki	örnekler	esas	
alınmalı;	 noktalamalar,	 kelime	 ve	 harf	 aralıkları,	
büyük	 harfler,	 dergi	 ve	 cilt	 numarası	 buna	 göre	
düzenlenmelidir.

Örnekler

A. Makaleler

	 Kaynak	yazımlarında	italik,	boşluk,	noktalama	işaretleri	
kullanımına	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.

•	 Yazarı	 verilmemiş	 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	 (DOI:	 10.1111/j.1439	
0507.2009.01800.x)

B. Kitaplar

•	 Kitap:	Pelczar	MJ,	Chan	ACS,	Krieg	S.	Microbiology.	
5th	 ed.	 New	York:	 McGrew	 Hill	 Co,	 2003.	 (Türkçe	
yazarlı	kitaplarda	da	aynı	format	kullanılmalı,	ancak	5th	
ed	yerine	5.	baskı	denilmelidir).	Bir	kuruluş	tarafından	
yayımlanmış	 olan	 kitaplarda	 basımevinin	 değil,	
yayımlanan	 kuruluşun	 adı	 ve	 varsa	 yayın	 numarası	
kullanılmalıdır.	Örneğin	“İst.	Tıp.	Fak.	Yayın	No.	20.	
İstanbul	1956”	gibi.

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

•	 Bildiri	Özeti:	Seyer	A,	Yaman	M.	Çeşitli	besiyerlerinde	
Candida	 türlerinin	 morfolojik	 özelliklerinin	
değerlendirilmesi.	In:	Ağaçfidan	A,	Erturan	Z	eds.	XI.	
Türk	 Mikrobiyoloji	 Kongresi	 Kitabı;	 21-25	 Ekim	
2008;	Antalya:	Türkiye	2008:509.

•	 Tez:	 Küçüker	 M.	 Mikoplazmalar	 [doktora].	 İstanbul:	
İstanbul	Üniversitesi,	1986.

C. Sanal Ortam

•	 Web	sitesi:	World	Health	Organization.	Global	strategy	
for.	Geneva:	World	Health	Organization.	2001	[http://
www.who.intemational].	(Erişim	tarihi:	………….).

Şekil, Tablo, Fotoğraf, Resim, Grafik

•	 Tablo,	şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafikler	Arap	rakamları	
ile	 numaralandırılmalı	 ve	 yazı	 içinde	 geçtiği	 yerler	
belirtilmelidir.

•	 Tablo	başlığı	 tablo	üst	çizgisinin	üstüne,	sol	kenardan	
başlanarak	yazılmalı	ve	tablo	sıra	numarasından	sonra	
nokta	 kullanılmalıdır.	 Örneğin;	 Tablo	 1.	 E. coli 
izolatlarının	MİK	dağılımları,	gibi.

•	 Tablolarda	 kullanılan	 kısaltmalar	 alt	 kısımda	mutlaka	
açıklanmalıdır.

•	 Tablolarda	metnin	tekrarı	olmamalıdır
•	 Şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafiklere	ait	açıklamalar	ana	

metinle	beraber	en	sona	eklenerek	yollanmalıdır.
•	 Şekillerde	 ölçü	 önemli	 ise	 üzerine	 cm	 veya	 mm’yi	

gösteren	bir	ölçek	çizgisi	konmalıdır.
•	 Fotoğraflar	 tanınmayı	 engelleyecek	 şekilde	 olmalı	 ve	

hastalardan	yazılı	onam	alınmalıdır.
•	 İsim,	 baş	 harfler,	 hastane	 kayıt	 numarası	 gibi	 kimlik	

bilgileri	yazılmamalıdır.

	 Tablo,	şekil,	fotoğraf,	resim	ve	grafikler	gibi	dökümanlar	
başka	bir	yayından	alıntı	 ise	yazılı	baskı	 izni	mutlaka	
gönderilmelidir.




