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Amag: Kronik hepatit B (KHB) tedavisinde giiniimiizde
interferon/pegile interferon ve cesitli niikleozid/niikleotid
analoglart kullanilmaktadir. Tedavideki niikleozid analog-
lary; lamivudin, entekavir ve telbivudin iken, tenofovir ve
adefovir ise niikleotid analoglaridir. Ancak niikleozid/niik-
leotid analoglarimin kullanim ile viral polimeraz geninin
cesitli bolgelerinde ortaya c¢tkan mutasyonlar antiviral
direncine neden olarak ilacin etkinligini azaltmaktadir. Bu
calismada, KHB enfeksiyonu tanist ile takip edilen hasta-
larda, ilag direncinden sorumlu gen mutasyonlarin arasti-
rilmast amaglandi.

Gerec ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi poli-
klinik ve kliniklerinde KHB tanisi ile takip edilen 45 hasta
calismaya dahil edildi. KHB hastalarinda ilag direncinden
sorumlu mutasyonlart revers transkriptaz gen bolgesinde
pirosekanslama yontemi (Pyromark, Qiagen, Almanya) ile
aragtirildi.

Bulgular: Calismaya alinan 45 hastanin 13 (% 28.8)’iinde
ilag direnciyle iligkili mutasyonlar saptandi. Dort érnekte
M2041, 4  ornekte LISOM+M204I, 2 oOrnekte
LI18OM+M204V+V173L, 3 érnekte L18OM+M204V mutas-
yonlart bulundu. Bu mutasyonlar, M2041; lamivudin ve
telbivudine direncli, entekavir ve adefovire orta duyarl,
tenofovire ise duyarly, LISOM+M2041; lamivudin, enteka-
vir ve telbivudine direncli, adefovir ve tenofovire duyarlt,
LISOM+M204V+V173L; lamivudin, entekavir ve telbivu-
dine direngli, adefovir ve tenofovire duyarl,
L180M+M204V; lamivudin ve telbivudine direncli, enteka-
vir ve adefovire orta duyarli, tenofovire duyarli olarak
raporlandi. Hastalarin tedavisi antiviral ila¢ direng sonug-
larina gore planlandt.

Sonu¢: KHB hastalaruimin tedavi takibinde antiviral ila¢
direng analizinin yapimast gerektigi diisiincesine varildi.

Anahtar kelimeler: Antiviral direng, kronik hepatit B

ABSTRACT

Investigation of Antiviral Drug Resistance in Patients
Receiving Antiviral Therapy for Chronic Hepatitis B

Objective: Today in the treatment of chronic hepatitis B
(CHB) treatment, interferon/pegylated interferon and
several nucleoside/nucletide analogues are used. Nucleoside
analogues used in the treatment are lamivudine, entecavir
and telbivudine whereas tenofovir and adefovir are the
nucleotide analogues in use. However, mutations in various
regions of viral polymerase gene due to use of nuceloside/
nucleotide reduce the effectiveness of the drug. analogues
by inducing antiviral resistance. In this study investigation
of the mutations responsible for drug resistance in patients
with CHB infection was aimed.

Material and Methods: Forty-five patients who were being
Jfollowed with the diagnosis of CHB in polyclinics and
clinics of Erciyes University Medical Faculty were included
in the study. Mutations responsible for drug resistance in
reverse transcriptase gene region were investigated by
pyrosequencing method (Pyromark, Qiagen, Germany).

Results: Mutations related to drug resistance were detected
in 13 of 45 patients. M2041 and L1SOM+M2041, mutations
were detected in four samples each, LISOM+M204V+V173L
and LISOM+ M204V mutations in two and three samples
respectively. These mutations were reported as follows:
M2041; resistant to telbivudine and lamivudine,
intermediately susceptible to entecavir and adefovir, and
susceptible to tenofovir, LISOM+M2041; resistant to
lamivudine, telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir,
tenofovir, LISOM+M204V+V173L; resistant to lamivudine,
telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir, tenofovir,
LISOM+M204V; resistant to telbivudine and lamivudine,
intermediately susceptible to entecavir and adefovir, and
susceptible to tenofovir. Treatment of patients was carried
out according to the antiviral drug resistance results.

Conclusion: It has been conjcluded that analysis of
antiviral drug resistance should be performed in patients
with CHB.

Keywords: Antiviral drug, chronic hepatitis B
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GIRIS

Hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonlari, uzun
stiredir etkin bir aginin yaygin olarak uygulan-
masina ragmen, giiniimiizde siroz ve hepatosel-
liler karsinoma (HCC)’ya kadar ilerleyerek
insan hayatini riske atmaya devam etmektedir! 2.
Tiirkiye orta endemik bolgeler icerisinde yer
almaktadir®. Genotip D iilkemizde en sik rastla-
nan HBV genotipidir®.

Giinlimiizde kronik hepatit B (KHB) tedavi
secenekleri interferon/pegile interferon ve ¢esitli
niikleozid/niikleotid analoglaridir®. Tedavideki
niikleozid analoglari; lamivudin, entekavir ve
telbivudin iken, tenofovir ve adefovir ise niikle-
otid analoglaridir®. Ancak niikleozid/niikleotid
analoglarimin kullanimu ile viral polimeraz geni-
nin cesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan mutasyon-
lar antiviral direncine neden olarak ilacin etkin-
ligini azaltmaktadir”. Oral antiviral olarak kul-
lanilan lamivudinin uzun siireli kullanimi sonu-
cunda mutant suslar ortaya ¢cikmaktadir. Direncli
mutantlar 4-5 yillik bir siirede %60 oranina
kadar ulasabilmekte ve bu durum virolojik yanit
oraninin diismesiyle sonu¢lanmaktadir®. Bu
calismada, KHB enfeksiyonu tanisi ile takip
edilen hastalarda, ila¢ direncinden sorumlu gen
mutasyonlarinin aragtirilmasi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi poliklinik ve
kliniklerinde KHB tanist ile takip edilen, yagslari
7-69 arasinda degisen ve 15’1 kadin, 30’u erkek
olan 45 hasta caligmaya dahil edilmistir. KHB
hastalarinda ila¢ direncinden sorumlu mutas-
yonlar1 revers transkriptaz gen bolgesinde piro-
sekanslama yontemi (Pyromark, Qiagen,
Almanya) ile aragtirildi.

DNA izolasyonu

Hastalara ait serum Orneklerinden deoksiribo-
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niikleik asit (DNA) izolasyonu EZ1 virus mini
kit v2.0 (Qiagen, Almanya) kullanilarak iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda EZ1 Advanced
XL (Qiagen, Almanya) otomatik niikleik asit
izolasyon cihazinda yapildi.

PCR Amplifikasyonu

HBV DNA amplifikasyonunda iki polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) karigimi hazirlandi.
Master A ve B kullanilarak hazirlanan “master”
karigimdan 20 ul her DNA orneginden 10 ul
aliip; Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) ciha-
zinda PCR amplifikasyonu yapildi.

Pirosekanslama

HBV antiviral diren¢ analizi pirosekanslama
yontemi (Qiagen, Almanya) ile arastirildi. HBV
antiviral diren¢ analizi icin, 6rnek basina alti
pirosekanslama reaksiyonu uygulandi. PCR
tiriinlerinin “streptavidin sepharose” boncuklari
ile karsilagtirma iglemi tiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda yapildi, 6rnekler denatiire edildi.
Elde edilen tek sarmal DNA ile sekans primeri-
nin baglanma islemi gerceklestirildi. Alt1 adet
sekans primeri kullanildi ve 169, 173; 180, 181,
184; 194; 202, 204; 236; 250 kodonlarindaki
antivirallere ait diren¢ mutasyonlart belirlendi.
Pyromark Q24 cihazinda analiz iglemleri tamam-
landi ve HBV antiviral sonuglari belirlendi.
Antiviral ila¢ diren¢ sonuglart Avrupa Karaciger
Dernegi onerileri dogrultusunda degerlendi-
rildi®.

BULGULAR

Calismaya alinan 45 hastanin 13 (% 28.8)’iinde
ilag direnciyle iliskili mutasyonlar saptandi. Bu
13 hastanin dordiinde (%31) M2041, dordiinde
(%31) L180M+M204I, ikisinde (%15) L180M
+M204V+V173L, ticiinde (%23) L180M+M204V
mutasyonlari bulundu. Bu mutasyonlar, M204I;
lamivudin ve telbivudine direngli, entekavir ve
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Tablo 1 Hastalarda saptanan antiviral ila¢ diren¢ paternleri, 6nceden verilen tedaviler ve direncle eszamanlh laboratuvar degerleri.

Direnc paterni Hasta sayis1 Tedavi AST/ALT HBYV DNAIU/ml) HbeAg
M2041 1. hasta Lamivudin 17/19 629 (-)
2. hasta Lamivudin 132/219 10500 +)
3. hasta Lamivudin 33/33 49063719 +)
4. hasta Belirlenemedi* 20/11 18320 (=)
L180M+M2041 1. hasta lamivudin 16/15 1760000 (=)
2. hasta lamivudin 40/54 20200000 +)
3. hasta lamivudin 27/42 70432410 +)
4. hasta lamivudin 38/43 6005 (-)
L180M+M204V+V173L 1. hasta lamivudin 28/60 >100000000 +)
2. hasta lamivudin 30/67 >100000000 (+)
L180M+M204V 1. hasta lamivudin 1036/923 >100000000 (=)
2. hasta lamivudin 21/26 138000 (-)
3. hasta lamivudin 28/99 264112203 (=)

* Hastaya ait dosyada ila¢ raporu bulunamamustir.

adefovire orta duyarli, tenofovire ise duyarl,
L180M+ M204I; lamivudin, entekavir ve telbi-
vudine direncli, adefovir ve tenofovire duyarli,
L180M+ M204V+V173L; lamivudin, entekavir
ve telbivudine direngli, adefovir ve tenofovire
duyarli, L180M+M204V; lamivudin ve telbivu-
dine direncli, entekavir ve adefovire orta duyar-
I1, tenofovire duyarli olarak raporlandi. Bu has-
talarin direng paternleri, 6nceden verilen tedavi-
ler ve direngle eszamanli laboratuvar degerleri
Tablo 1’de gosterilmistir. Hastalarin tedavisi anti-
viral ila¢ diren¢ sonuglarma gore yapilmustir.

M?2041 mutasyonu saptanan pediatrik hastada,
lamivudin direnci gelistikten sonra tedavisine
interferonla devam edilirken, lamivudine direng
belirlenen geriye kalan 9 hastanin tedavisine
tenofovir ile devam edilmisgtir.

Antiviral diren¢ analizi sonucunda L180M+
M204V ve L180M+M204] mutasyonu saptanan
iki hasta eksitus oldugu i¢in sonraki tedavileri
bilinmemektedir.

TARTISMA

KHB tedavisinde pegile interferon, yiiksek
etkinligi ve kullanim siiresinin sinirlt olmasi

nedeniyle standart interferonlarin yerini almigtir.
Pegile interferon ile tedaviye yanit hizlarinin
yiiksek olmasma karsin, uzun siireli izlemde
relaps oranlarinin fazla oldugu saptanmistir®.
Deri altina enjeksiyon seklinde uygulanmasi ve
yan etkilerinin sik goriilmesi dezavantajlarini
olusturmaktadir. Dekompanse HBV ile iligkili
siroz veya otoimmiin hastaligi olan kisilerde,
kontrolsiiz siddetli depresyon ya da psikoz has-
talarinda ve gebelikte pegile interferon kullani-
m1 kontrendikedir.

Entekavir ve tenofovir giiclii HBV inhibitoriidiir
ve diren¢ gelisimine yatkin degildir. Ilk sirada
kullanilabilecek monoterapi tedavi se¢enegi ola-
rak giivenle kullanilabilir. Adefovir tenofovirden
daha pahali, daha az etkilidir ve daha ¢ok diren-
ce neden olur. Telbivudin gii¢lii bir tedavi sece-
negidir, ama tedavi basarist HBV DNA viral
yiikiinden etkilenmektedir®.

Lamivudin tedavisinin maliyeti uygundur, ancak
uzun siireli monoterapi tedavisi lamivudin
direncli HBV mutantlarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Direngli mutantlar 4-5 yillik
bir siirede %60 oranina kadar ulagabilmekte ve
bu durum virolojik yanit oraninin diismesiyle
sonuglanmaktadir®. Primer yanitsizlik duru-
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munda uyumlu bir hastada antiviral direng arag-
tirilmaktadir. Direngli bir varyantin saptanmasi
durumunda bu varyanta etkili olan diger potent
antivirale gecilmektedir. Benzer durumda teda-
viye uyumlu olan hastalardaki virolojik kirilma
durumunda direncin genotipik olarak tayini 6ne-
rilmektedir. Giliniimiizde tenofovir direncine
rastlanmamigtir. Tenofovir direncinin saptanma-
st durumunda referans bir laboratuvarda dogru-
lanmasi gerekmektedir®.

Aydogan ve ark.” Ankara’da bir iiniversite has-
tanesinde yaptiklari calismada, 51 Ornegin
13’iinde ilag direnciyle iligkili mutasyonlar sap-
tamistir. Bu mutasyonlar, dort 6rnekte L180M+
M?2041 ve bir 6rnekte L180M+M?204V, ii¢ 6rnek-
te M204I, bir 6rnekte L180M+M204V+S202G
ve iki ornekte N236T seklinde izlenmistir®.
Caligmamizda ise, 45 hastanin 13’{inde (%28.8)
ilag direnciyle iliskili mutasyonlar saptanmig
olup, oncesinde 12’sinin lamivudin tedavisi
almis oldugu belirlenmigtir. On ii¢ hastanin
yedisinde (%54) LMV ve telbivudin direnci ile
iligkili mutasyonlar, dordiinde (%31) M?204I,
tictinde (%23) L180M+M204V, altisinda (%46)
LMYV, telbivudin ve entekavir direnci ile iligkili
mutasyonlar, dordiinde (%31) L180M+M2041,
ikisinde (%15) L180M+M204V+V173L) bulun-
mustur.

Akhan ve ark."” bes yillik siiredeki kronik hepa-
tit B enfeksiyonu tedavisi goren 583 hastaya
retrospektif olarak genotiplendirme ve direng
analizi yapmistir. Calismaya dahil edilen 167
hastanin dokuzunda lamivudin direnci, ii¢iinde
adefovir direnci ve birinde adefovir ile lamivu-
din direnci saptanmigtir®.

Kirdar ve ark."V bir yil lamivudin tedavisi kul-
lanmig, kronik hepatitli 50 hastanin 12’sinde
(%24) lamivudin direnci saptanmigtir. On iki
hastanin altisinda (%50) tek basina M2041
mutasyonu, dordiinde (%33) L180M+ A18IT
mutasyonlari tek basina ya da M204I ile birlikte,

4
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iki hastada (%16.7) M204I ile birlikte kompensa-
tuvar mutasyonlardan L180M belirlenmisgtir*?.

Cin’de 2. basamak bir hastanede entekavir teda-
visi sirasinda takip edilen 81 hastanin 18’inde
pirosekanslama yontemi ile alt1 adet LMV diren-
ci ile iligkili coklu mutasyon (L180M+M204V),
10 adet LMV direnci ile iligkili tekli mutasyon
(sekiz adet M204V, iki adet M204I), bir adet
adefovir direnci ile iligkili mutasyon (A181V)
ve bir adet entekavir direnci ile iligkili mutasyon
(L169T+M204V+M250V) bulunmugtur®.

Italya’da 38 kronik hepatit B hastasinda lamivu-
din direnci M204I tek basina (7/17, %41), kom-
pensatuvar mutasyonlar ile birlikte ikili mutas-
yonlar M204V+L180M (3/17, %17.6) ve iiclii
mutasyonlar M204V+L180M+V173L (2/17,
%]11.7) olarak bulunmustur'®. Bu ¢aligmada,
adefovir direnci ile iligkili bulunan mutasyonlar
Q215S, A181V, N236T ve V214E’dir'®. Bu
mutasyonlardan tekli olanlar dokuz hastada, ikili
olanlar bes hastada ve liclii olanlar ii¢ hastada
saptanmugtir. A194T ile iligkili tenofovir direnci
bir hastada bulunmusgtur'?.

Sonug olarak, KHB tedavisi sirasinda antiviral
ilag direnci diisiiniilen 45 hastanin 13’iinde anti-
viral ila¢ direnci saptanmig olup, tedavi buna
gore yoOnlendirilmistir. KHB tedavi protokolii
hastadan hastaya degismekte olup, tedavi taki-
binde antiviral ila¢ diren¢ analizinin yapilmasi
gerekliligi diislincesine varilmistir.
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Amag: Hantaviriisler, enfekte kemirici ve bazi bocekgil-
lere ait sekresyonlardaki viral partikiillerin solunmasi
yolu ile insanlara bulagmaktadir. Renal sendromlu kana-
malr ates (RSKA) etkeni olan Hantaviriis alt tiplerinden
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUYV), Saaremaa (SAAV),
Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viriislerin tasiyicist olarak
bilinen kemirici tiirleri iilkemizde de yayilim gostermek-
tedir. Hantaviriis enfeksiyonlarinda grip benzeri bulgula-
rin goriilmesi ve hastaligin hizla ilerlemesi, erken tan
konulmasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle saha calisma-
lari ile alandaki Hantaviriis prevalansi belirlenmekte ve
olast salgin bolgeleri ongoriilerek, bolgedeki halk ve
yetkili kisiler énceden uyarilabilmektedir. Bu arastirma-
da, saha arasgtirmasi ile bolge taramast yapilmast amag-
lanmugtir.

Gereg ve Yontem: Bu calisma ile Mugla, Antalya, Nigde,
Aksaray, Konya, Karaman, Mersin, Hatay illerinden yaka-
lanan Apodemus spp., Microtus spp. ve Mus spp. tiirlerin-
den 193 kemiriciye ait serum oOrnekleri serolojik olarak
tarand.

Bulgular: Bu kemiricilerde Hantaviriise dzgiil antikor var-
lig1 saptanmadi.

Sonug: Tiirkiye'de Hantaviriis agisindan taranmamis pek
cok bolge bulunmaktadir. Yapilacak yeni ¢alismalar ile
diger bolgelerde Hantaviriis prevalansinin ve bolgelerin
risk durumunun belirlenmesi onem tasimaktadur.

Anahtar kelimeler: Hantaviriis, kemirici, seroloji

ABSTRACT

The Serological Screening of Wild Rodents for
Hantavirus Infections in the Middle and Southern
Anatolia Region of Turkey

Objective: Hantaviruses infect humans via inhalation of
the viral particles in the secretions of some rodents and
insectivores. The rodent species which known as reservoirs
of Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV),
Tula (TULV) and Seoul (SEOV) viruses of Hantavirus
subtypes which cause hemorrhagic fever with renal
syndrome (HFRS) are are also found in Turkey. Early
diagnosis of Hantavirus infections is difficult, because of
the flu-like symptoms and rapid progression of the disease.
However, the prevalance of hantavirus seropositivity in
rodents from the field works could predict and warn
authorities for possible human outbreaks. In this study field
research and regional screening were aimed.

Material and Methods: In the present study serum samples
of 193 rodents of Apodemus spp., Microtus spp. and Mus
spp. collected from Mugla, Antalya, Nigde, Aksaray,
Konya, Karaman, Mersin, Hatay Provinces were screened
using serological methods.

Results: The presence of antibody against Hantaviruses
were not detected in these rodents.

Conclusion: There are a large number of geographical
areas in Turkey that have not screened for hantaviruses.
Determination of Hantavirus prevalance and the risk status
of other regions in further studies to be performed conveys
importance.

Keywords: Hantavirus, rodent, serology
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Hantaviriis cinsi, Bunyaviridae ailesindeki bes
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iplikli, negatif polariteli, lic segmentli genoma
sahip zarfli RNA viriisleridir. Renal sendromlu
kanamali ates (RSKA) ve hantaviriis pulmoner
sendrom (HPS) gibi klinik tablolar olugturmasi
nedeniyle tiim diinyada 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Hantaviriisler, kemiriciler ve bazi
bocekgiller ile tasinmaktadir®. Insanlara bulas,
enfekte kemirici ve bocekgillere ait sekresyon-
lardaki (digka, idrar, tiikiiriik vb.) viral partikiil-
lerin solunmasi yolu ile gerceklesmektedir®.
Her bir hantaviriis tipi, belli bir kemirici tiirii ile
tagindigindan, etkenlerin yayilim alanlar1 da bu
kemiricilerin yayilim alanlart ile sinirh kal-
maktadir”. Bu nedenle RSKA olgular1 Avras-
ya’da goriilirken, HPS olgulart Amerika’da
goriilmektedir®.

RSKA etkeni olan hantaviriis alt tiplerinden
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa
(SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viriis-
lerin tastyicist olarak bilinen kemirici tiirlerin-
den Apodemus flavicollis, Myodes glareolus,
Apodemus agrarius, Microtus arvalis ve Rattus
norvegicus lilkemizde de yayilim gostermek-
tedir®®. Simdiye kadar hem RSKA siiphesi olan
hastalara ait serum 6rnekleri ile hem de kemiri-
cilere ait doku ve serum ornekleri ile yapilan
calismalarda, Hantaviriis enfeksiyonlart gosteril-
migtir71?,

Hantaviriis enfeksiyonlarinda, enfeksiyona
neden olan hantaviriis tipine bagh olarak, yiik-
sek mortalite oranlar1 goriilebilmektedir. Bu
nedenle erken tani koyulmast 6nem tagimakta-
dir. Ancak hastaligin grip benzeri bulgular ver-
mesi, erken donemde tant koyulmasini giiglestir-
mektedir. Ayrica viriise karst dogrudan etkili bir
antiviral ajan da bulunmadigindan enfeksiyon-
dan korunma daha da Onem kazanmaktadir.
Yapilan saha caligmalar: ile yaban yasamindaki
kemirici populasyonlarinda enfeksiyonun takibi
saglanmakta, alandaki Hantaviriis prevalansi
belirlenmekte ve olas1 salgin bolgeleri 6ngoriile-
bilmektedir. Ancak kemiricilere ait 6rneklerin

DOBYV ve PUUYV gibi Avrasya’da sik goriilen ve
tilkemizden de bildirilen RSKA etkenleri agisin-
dan serolojik olarak taranmasinda kullanilabile-
cek bir ticari lirlin bulunmamaktadir. Bu nedenle
insan serumlarinin taranmasi i¢in iiretilmis, tica-
ri enzim temelli immiinolojik yontem (ELISA)
ve immunoblot testleri, Polat ve ark.? tarafin-
dan kemirici Orneklerinde hantaviriise 0zgiil
antikorlarin taranmasina uygun olarak optimize
edilmistir.

Bu caligsma ile Mugla, Antalya, Nigde, Aksaray,
Konya, Karaman, Mersin, Hatay illerinden yaka-
lanan, farkl: tiirlerden 193 kemiriciye ait serum
ornekleri, optimize edilen ELISA testi ile"!?
taranmig ve immunoblot testi ile iilkemizde de
goriilen PUUV, DOBV ve Asya’da RSKA olgu-
larina neden olan Hantaan viriise (HTNV) 6zgiil
antikor varlig1 acisindan degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢aligma, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Degerlendirme
Komisyonu’nun onay1r (19.08.2014 tarih ve
15/2014 no’lu karar) ile gerceklestirildi.

Kullamlan Ornekler: Kemiriciler, hayvanlari
canli olarak yakalamayi saglayan “Sherman”
tipi kapan tuzaklar ile 2015-2016 yillarinda
Mugla, Antalya, Nigde, Aksaray, Konya,
Karaman, Mersin ve Hatay illerinde yapilan
arazi caligmalari sirasinda toplandi. Kemiricilerin
tiir tayinleri, arazi ¢caligmalar1 sirasinda fenotipik
olarak yapildi. Calisma sirasinda kemiricilerin
serum Ornekleri kullanildi. Pozitif (DOBV ve
PUUV) ve negatif kontrol olarak kullanilan
kemirici serum 6rnekleri, Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu’ndan temin edildi.

Kemirici Serumlarinin ELISA ile Taranmasi:
Hantaviriise kars1 antikor varliginin belirlenmesi
icin, HTNV, PUUV ve DOBYV rekombinant niik-
leokapsid antijenleri ile kapli ELISA plaklari



(Euroimmun, Almanya) kullanildi. Ornekler,
Polat ve ark."? tarafindan kemirici serumlarina
gore optimize edilen prosediir uygulanarak
tarandi.

Her bir kuyucuga 100 pL 1/50 oraninda fosfath
tampon (PBYS) ile seyreltilen serum 6rnegi eklen-
di ve her bir 6rnek i¢in ¢ift kuyucuk kullanildi.
Plak, 37°C’de bir saat inkiibe edildikten sonra
bosaltilan kuyucuklar, deterjan iceren yikama
tamponu (Euroimmun, Almanya) ile licer kez
yikandi. Yikama sirasinda her bir kuyucuk i¢in
300 pL yikama tamponu kullanildi ve 30 saniye
hafifce calkalandi. Yikama sonrasinda bogaltilan
kuyucuklara, 100 pL 1/10.000 oraninda PBS ile
seyreltilmis horseradish peroksidaz (HRP) enzi-
mi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugatindan
(Millipore, ABD) eklendi. Plak, 37°C’de bir saat
inkiibe edildikten sonra yukarida anlatilan sekil-
de yine yikama yapildi. Her kuyucuga 100 pL
3,3, 5,5'-tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit
(TMB/H,0O,) kromojen/substrat soliisyonu
(Euroimmun, Almanya) eklendi ve oda sicakli-
ginda (18-25°C) 15 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk-
lara 100 pL 0.5 M siilfirik asit (H,SO,) eklendi.
Orneklerin optik dansiteleri (OD), 450 nm
dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm)
olcildii.

Kemirici Serumlarimn Immunoblot ile
Dogrulanmasi: Hantaviriise kars1 antikor varli-
gmin dogrulanmas: icin, HTNV, PUUV ve
DOBV rekombinant niikleokapsid antijenleri
emdirilmis immunoblot seritleri (Euroimmun,
Almanya) kullanildi. ELISA sonuglari, Polat ve
ark.""? tarafindan kemirici serumlarina gore opti-
mize edilen immunoblot prosediirii uygulanarak
dogrulandi. Immunoblot seritleri, inkiibasyon
tepsisine yerlestirilip, 1.5 ml bloklama tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
inkiibasyon tepsisinde bulunan sivi aspire edil-
dikten sonra, her bir drnege ait serit iizerine 1.5
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ml 1/100 oranlarinda 1x diliisyon tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile seyreltilen kemirici
serumu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Serum 6rnekleri aspire edildikten
sonra licer kez beser dakika 1.5 ml 1x diliisyon
tamponu ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda
1.5 ml 1/5.000 oraninda 1x diliisyon tamponu ile
seyreltilen alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isa-
retli keci anti-fare IgG konjugatindan (Santa
Cruz Biotechnology, ABD) eklendi ve oda sicak-
liginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda yukarida anlatilan sekilde yeniden
yikama yapildi. Her bir serit {izerine 1.5 ml
NBT/BCIP  (nitrobluetetrazoliumchloride/5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) substrat
sollisyonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda her bir serit, iiger kez
birer dakika distile su ile yikandi. Immunoblot
seritleri iizerindeki bant yogunluklari, geritler
kuruduktan sonra degerlendirildi.

BULGULAR

Yakalanan Kemiriciler: Calisma sirasinda
yakalanan 193 kemiriciden 89’u Apodemus spp.
(%46.1), 55’1 Microtus spp. (%28.5) ve 49’u
Mus spp. (%25 4) olarak belirlendi.

Kemirici Serumlarinin Serolojik Test
Sonuclari: Polat ve ark.!? tarafindan optimize
edilen prosediire gore OD degeri 0.326 ve lize-
rinde olan 6rnekler, pozitif olarak degerlendiril-
di. Sekiz ilden toplanan 193 kemiriciden 33’iinde
(%17.1) hantaviriis ac¢isindan diisiik seropozitif-
lik (saptanan en diisiik OD degeri 0.326 ve en
yiiksek OD degeri 0.846) saptandi. Bu kemirici-
lerden 18’1 (% 54.5) Mus spp. ve 15’1 (%45.5)
Apodemus spp. tiirlerindendi.

Seropozitif olarak belirlenen kemiricilere ait
serum Orneklerinin tiimii, immunoblot testi ile
negatif olarak saptandi.
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TARTISMA

Hantaviriis enfeksiyonlari, enfekte kemirici ve
bocekgillerin sekresyonlarindaki viral partikiil-
lerin solunmasi ile insanlara bulagmaktadir.
Kemiricilerde kronik bir enfeksiyona neden olan
viriis, viral partikiilleri iceren sekresyonlar ile
omiir boyu ¢evreye sacilirken, enfekte kisilerde
akut enfeksiyon sonucunda RSKA ve HPS gibi
mortalitesi yliksek klinik tablolara neden olabil-
mektedir. Bu nedenle Hantaviriis enfeksiyonla-
rindan korunabilmek icin, alandaki Hantaviriis
prevalansinin ve olasi salgin bolgelerinin belir-
lenmesi 6nem tagimaktadir®.

Hantaviriislerin Tiirkiye’deki yaban yasami
kemiricilerindeki varlig1 ilk kez 2004 yilinda
yapitlan bir c¢aligma ile gosterilmistir®.
Tiirkiye’deki ilk Hantaviriis salgini ise 2009
yilinda Bati Karadeniz bolgesindeki RSKA
olgular ile bildirilmistir®”. Bu salginin ardindan
ayn1 bolgede gerceklestirilen saha caligmalari ile
Tiirkiye’deki kemiricilerde ilk kez PUUV izo-
lasyonu gerceklestirilmis ve DOBV varligi
gosterilmistir®®.

Kemiricilerin serolojik olarak taranabilmesini
saglayacak testlerin varligi, saha calismalari
sirasinda yakalanan kemiricilerin hizlica tara-
narak, birka¢ saat igerisinde sonu¢ alinmasini
ve elde edilen veriler 15181inda saha ¢aligmasi-
nin yonlendirilmesi ac¢isindan onem tasimakta-
dir. Ancak Avrasya’da sik goriilen ve lilkemiz-
den de bildirilen RSKA etkenleri acisindan
kemiricilerin serolojik olarak taranmasinda
kullanilabilecek bir ticari iiriin bulunmamakta-
dir. Bu nedenle, Polat ve ark.'"'? tarafindan
insan serumlarinda Hantaviriise 6zgiil antikor
varliginin arastirilmasi amaciyla tiretilmis, tica-
ri ELISA ve immunoblot testleri (Euroimmun,
Almanya), kemirici 6rneklerinin taranabilmesi
icin optimize edilmistir. Bu ¢alismada da, kemi-
rici serumlarinin taranmasi i¢in optimize edil-
mis olan ELISA ve immunoblot ydntemleri

uygulanmigtir®?.

Serolojik taramasi yapilan 193 kemiricide han-
taviriis antikor varligi saptanamamustir. Pozitif
kontrol orneklerinde saptanan OD degerleri
1.000 ve iizerinde oldugundan, esik OD degeri
0.326 olan ELISA testi ile 33 kemiricide
(33/193) diisiik diizeyde seropozitiflik (sapta-
nan en diisiik OD degeri 0.326 ve en yiiksek
OD degeri 0.846) saptanmistir. Ancak immu-
noblot yontemi ile dogrulanamamistir. Bunun
nedeni, ELISA icin belirlenen esik degerinin
taramast yapilan kemirici tiirleri icin diisiik
kalmis olabilecegidir. Bu yiizden 6rnekler, yal-
nizca ELISA testi sonucuna gore negatif ya da
pozitif olarak degerlendirilmemis, altin stan-
dart olarak kabul edilen immunoblot testi de
dikkate alinmugtir.

Calismaya dahil edilen kemiricilerin bir kismi-
nin yakalandig: illerden olan Konya, Aksaray
ve Hatay’dan RSKA olgular1 bildirilmistir.
Ancak bu illerden yakalanan kemiricilerde
seropozitiflik saptanamamistir. Bunun nedeni,
hastalarin bagka illerde enfekte olduktan sonra
Konya, Aksaray ve Hatay’daki hastanelere bag-
vurmus olmalar1 ya da 6rneklem alanin hastala-
rin yasadigr bolgeden farkli bir alan olmasi
olabilir.

Tiirkiye’nin pek cok ilinde heniiz Hantaviriis
acisindan saha caligmasi yapilmamistir. Giincel
durum bilgisine sahip olmadan ve olgularin
goriilebilecegi riskli bolgeler belirlenmeden,
Hantaviriis enfeksiyonlarindan korunmanin sag-
lanabilmesi olast degildir. Bu nedenle, heniiz
tarama yapilmamis alanlarda da saha ¢alismalari
planlanmasi 6nem tagimaktadir.

Tesekkiir

Caligmada serolojik taramalarda laboratuvar
islemlerine katkida bulunan Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6grencisi Mert
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Amag: Kronik hepatit C virus (HCV) enfeksiyonunun tedavi-
sinde kullanilan antiviral ajanlar ciddi yan etkilere sahiptir.
HCV-RNA tedavi yamitint degerlendirmek icin kullanilmak-
tadwr. HCV genotipi tedavi siiresi ve dozunun belirlenmesin-
de kullamlmaktadir, ancak heniiz tedavi yamitint ongormek
icin bir belirte¢c bulunmamaktadir. Bu ¢alisma kemokinler,
kemokin reseptorleri ve delta-32 delesyonu ile HCV enfeksi-
yonunda tedavi yamiti arasindaki iligkiyi arastirmak igin
tasarlanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 50 kronik HCV ile enfekte
hasta ile 28 saglikli kontrol dahil edilmistir. Serum CCL3,
CCL4, CCLS5, CXCL9 ve CXCLI0 diizeyleri ticari ELISA kiti
ile olgiilmiistiir. Periferik kan CD8+ hiicrelerin CCR5 ve
CXCRS3 yiizey ekspresyonlart akum sitometri teknigi ile gos-
terilmigtir. Delta-32 delesyonu real-time PCR ile arastiril-
mistir.

Bulgular: Hastalar tedavi yamitina gore iki gruba ayrilmug-
tir. CCR5+-CD8+ ve CXCR3+-CD8+ lenfositlerin yiizdele-
ri her iki hasta grubunda da kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmugstur (sirastyla p=0.001, p=0.021), ancak hasta
gruplart arasinda anlaml fark yoktur (p=0.872). CCL4 ve
CCLS diizeyleri yanitl hastalar, yanitsiz hastalar ve kontrol
grubu arasinda anlaml farkliik gostermemektedir. CCL3,
CXCL9 ve CXCLIO0 diizeyleri ise hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmugtur. CCL3 ve
CXCL9 diizeyleri yamitli ve yanitsiz hastalar arasinda
anlaml fark gostermezken, CXCLIO diizeyi yamitsiz hasta
grubunda yamitl hasta grubuna gore anlamli olarak yiiksek-
tir (p=0.001).

Sonug: Bu calismamn bulgularina gore kronik HCV enfek-
siyonunda periferik kan CD8+ hiicrelerin CCR5 ve CXCR3
yiizey ekspresyonu artmuigtir, ancak tedaviye yanitl ve yanit-
siz hasta gruplart arasinda fark yoktur; serum CCL3,
CXCL9 ve CXCLI0 diizeyleri HCV enfeksiyonunda artmistir
ancak yalnmizeca CXCLI10 tedavi yamiti ile iligkili bulunmusg-
tur.

Anahtar kelimeler: Delta 32, kemokinler, konak-virus iliskileri

ABSTRACT

Relationship Between Pegylated Interferon-Ribavirin
Treatment Response and Chemokine Ligand and Receptor
Levels in Hepatitis C Virus Infected Patients

Objective: Antiviral agents used in chronic HCV infection
treatment have serious side effects. HCV-RNA is used to
evaluate treatment response. HCV genotype is used for
determining duration and dose of treatment but there is no
definite predictor of treatment response yet. This study is
designed to investigate the relationship between chemokines,
chemokine receptors, delta-32 deletion and HCV infection
treatment response.

Material and Methods: Fifty chronic HCV-infected patients
and 28 healthy controls were included in the study . Serum
CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 and CXCLIO levels were
measured by commercial ELISA kits. CCR5 and CXCR3
surface expressions of peripheral blood CD8+ cells were
evaluated by flow-cytometry. Delta-32 deletions were
evaluated by real-time PCR.

Results: Patients were divided into two groups according to
their treatment responses. In both of the patient groups,
percentages of CCR5+-CD8+ lymphocytes and CXCR3+-
CDS8+ lymphocytes were higher than those of the control
(p=0.001, p=0.021, respectively); but there was no significant
difference between patient groups (p=0.872). CCL3, CXCL9
and CXCLI0 levels were significantly higher in patient groups
than those of the control. CCL4 and CCL5 levels were not
significantly different among responders, non-responders and
contro subjectsl. CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL9 levels were
not significantly different between responder and non-
responder patients, while CXCLI10 levels in non-responders
were higher than those of responders (p=0.001).

Conclusion: According to the findings of this study, CCRS
and CXCR3 surface expressions of CD8+ cells in the
peripheral blood increased in chronic hepatitis C but there
was no difference between responder and non-responder
patient groups; CCL3, CXCL9 and CXCLI0 levels increased
in HCV infection, however, only CXCLIO predicted the
treatment response.

Keywords: Delta 32, chemokines, host-virus interactions
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GIRIS

Mevcut bircok yayin, inflame karacigere 16kosit
dolagiminda kemokinleri ve kemokin reseptorle-
rini kilit rol alan oyuncular olarak gostermekte-
dir. Ayrica kemokinler inflamasyonun devamli-
181 ile saglanan karaciger rejenerasyonu, fibro-
zis ve malign transformasyonla da iligkili
olabilirler>. HCV’ye 6zgii T hiicrelerin enfek-
siyonu kontrol altina almasi i¢in, kemokinler ve
kemokin reseptorleri arasindaki iligki esansiyel-
dir. Kazanilmig immiin yanit bu gorevi yerine
getiremezse, enfeksiyonu kontrol etme kapasite-
sine sahip olmayan non-spesifik T hiicreler de
karacigere goc¢ ederek kalici karaciger hasarina
yol acarlar. Kemokin reseptér ekspresyonunun
ve kemokin salgilanmasinin diizenlenmesi,
enfeksiyonun erken fazinda 6zgiin T hiicre gocii-
nii engelleyerek, kronik fazinda ise non-spesifik
T hiicre gociinii bozarak karaciger canliligini
saglamak suretiyle, viral kacig mekanizmasi ola-
bilir. Baz1 kemokinler ve reseptorleri karaciger
hasari ile korelasyon gostermektedir, CXCL10
ve CXCR3 diizeyleri tedaviye yaniti tahmin
etmede yarar saglamiglardir®. Virusun kendisi-
nin yaptig1 tahribatin yanmi sira kronik HCV
enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan antiviral
ajanlar da ciddi yan etkilere sahiptir. HCV
enfeksiyonunda giincel tedavi yaklagiminda
pegile interferon-ribavirin tedavisi yerine direkt
etkili ajanlar (DEA) tercih edilmeye baglanmig-
tir. DEA; NS3/4A proteaz inhibitorleri, NS5A
inhibitorleri ve NS5B polimeraz inhibitorlerini
icerir. NS3/4A proteaz inhibitorleri birinci nesil
DEA simifindadirlar ve HCV replikasyonu i¢in
gerekli olan poliproteinin islenmesini engeller-
ler. Bugiine kadar mevcut olan ilaglar besepre-
vir, telaprevir, simeprevir, asunaprevir ve pari-
taprevirdir. Daclatasvir, ledipasvir veya ombi-
tasvir gibi NS5A inhibitorleri, ¢esitli HCV geno-
tiplerini etkiler ve diger DEA siniflar1 ile kombi-
nasyon hélinde sinerjik bir etki gosterirler®.
HCYV genotipi tedavi siiresinin ve dozunun belir-
lenmesinde kullanilmaktadir, ancak heniiz teda-
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vi yanitin1 6ngordiiren bir belirte¢ kullanimda
degildir. Bu caligmada, kemokinler, kemokin
reseptorleri ve delta-32 delesyonu ile HCV
enfeksiyonunda tedavi yamiti arasindaki iligki
arastirtllmistir.

GEREC VE YONTEM
Hasta ve Kontrol Gruplari

Mart 2012-Ekim 2012 tarihleri arasinda Pamuk-
kale Universitesi Egitim Uygulama ve Aragtirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigi’ne
bagvuran 56 kronik HCV enfeksiyonlu hasta ve
28 saglikli kontrol ¢alismaya alindi. Kronik has-
talik (diyabet, hipertansiyon), alerjik hastalik,
HCV enfeksiyonu digindaki karaciger hastalik-
lar1 varligi ile kriyoglobulinemi ve tiroidit varli-
81 diglama kriteri olarak kullanildi. Alti hasta
tedavinin kesilmesi nedeniyle calisma disinda
birakildi. Tiim hastalarda uygulanan tedavi stan-
dart pegile interferon ve ribavirin kombinasyonu
seklindeydi. Alanin-aminotransferaz (ALT)
Olctimleri Cobas 8000 Otoanalizorii 501 modii-
lii (Roche Diagnostics, ABD) ile yapildi. HCV
viral yiik Ol¢iimleri Cobas AmpliPrep/ Cobas
TagMan HCV Quantitative Test (Roche
Diagnostics, ABD) kullanilarak yapildi. Tiim
katilimcilardan aydinlatilmig onam alindi.

Orneklerin Toplanmasi

Calismaya alinan tiim katilimcilardan bir adet
vakumlu jelli tiipe ve 1 adet EDTA’l1 tiipe venoz
kan alindi. Vakumlu jelli tiipe alinan kandan elde
edilen serumdan ELISA calismalarinda kullanil-
mak tizere 500 pL ayrilarak -20°C’de saklandi.
EDTA’1 tiipteki tam kanin 200 pL’si akim sito-
metri ¢aligmalar1 i¢in hemen kullanildi, kalan
tam kan ise PCR analizi i¢in -20°C’de saklandi.

Kemokin Ligand Diizeylerinin Olciilmesi

CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 (Invitrogen,
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ABD) ve CXCL9 (Raybiotech, ABD) diizeyleri-
nin Ol¢iimii ticari ELISA kitleri kullanilarak
yapildi. Analiz basamaklari iiretici firmanin 6ne-
rileri dogrultusunda gergeklestirildi. Tiim kuyu-
cuklarin absorbansi ELx808 ELISA okuyucu-
sunda (BioTek Instruments, ABD) 450 nm dalga
boyunda kaydedildi. Standart egriler Gen5 Veri
Analiz Yazilimi1 (BioTek Instruments, ABD) ile
olusturuldu.

Kemokin Reseptor Diizeylerinin Olciilmesi

Periferik kan CD8+ hiicrelerin CCR5 ve CXCR3
ylizey ekspresyonlar1 akim sitometri ile iiretici
firma Onerilerine uygun olarak gerceklestirildi.
CCR5-Cy5 (BD Pharmingen), CXCR3-CF
(LifeSpan BioSciences), CD8-PE (Imgenex)
monoklonal antikorlar1 ve fare PE-Cy5 IgG2a,
fare CF IgGl izotip kontrolleri kullanildi.

Hiicrelerin inkiibasyonu ve yikamasi retici

firma onerilerine gore yapildi. Inkiibasyon ve
yikama igleminden sonra hiicreler FACSCalibur
(Becton-Dickinson, ABD) cihazinda akim sito-
metri islemine tabi tutuldu. Her tiip icin 10000
olay kaydedildi ve Cell Quest Pro yazilimi ile
analiz edildi. Kaydedilen olaylar forward scat-
ter/side scatter, IgG2a-PE-Cy5/1gG1-CF, CD8-
PE/CCR5-PE-Cy5 ve CDS8-PE/CXCR3-CF
diagramlarinda analiz edildi. “Forward scatter/
side scatter” diagraminda lenfosit kapist alindi.
Secilen lenfositler ile izotip kontrol diagraminda
kadranlar belirlendi. CD8+ hiicrelerin kemokin
reseptor diizeyleri CD8-PE/CCRS5-PE-Cy5 ve
CDS8-PE/CXCR3-CF diagramlarinda sag list
kadrandaki hiicrelerin yiizdesi olarak belirlendi
(Sekil 1).

CCRS Delta-32 Delesyonunun Tespiti

CCRS5 delta-32 delesyonunun tespiti real-time
PCR ile yapildi. Genomik DNA Roche® High
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Sekil 1. Akim sitometri analiz grafikleri A. “Forward Scatter-Side Scatter” grafigi, B. izotip kontroller, C. CD8-CCRS5 grafigi,

D. CD8-CXCR3 grafigi.
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Pure PCR Template Preparation Kit kullanilarak
tam kandan elde edildi. DNA ekstraksiyonu iire-
tici firma onerilerine gore yapildi. PCR sirasinda
ABD Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI:
National Center for Biotechnology Information)
veritabaninda yer alan insana ait NM000579.3
numaralt “chemokine (C-C motif) receptor 5”
geni hedeflendi. D32-F(5"-ACCTGCAGCTCT-
CATTTTCC-3") ve D32-R(5"-CCAGCCCCA-
AGATGACTATC-3") DNA primerleri ile
LightCycler™ sistemi ve “LightCycler Fast
Start DNA Master SYBR Green I”” kullanildi.

Islem amplifikasyon ve melting curve analizini
iceren iki asama seklinde gerceklestirildi.
95°C’de 10 dakika 6n inkiibasyonu takiben 45
dongii amplifikasyon yapildr (95°C’de 10 sn.,
60°C’de 10 sn. ve 72°C’de 10 sn.). Altmigbes
°C’den 95°C’ye 0.1°C/sn. egimle “melting
curve” elde edilirken olusan floresans 530 nm
dalga boyunda o6l¢iildii. 32 baz ciftlik delesyonu
iceren amplikon, delesyon icermeyen amplikona
gore 2°C daha diisiik erime sicakligina sahipti.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0 (Chicago,
ABD) paket programi kullanilarak yapildi. Normal
dagilim gosteren veriler aritmetik ortalama =+ stan-
dart sapma (x £SD), normal dagilim gostermeyen
veriler ise ortanca ve ceyreklikler arasi fark (m;
IQR) olarak belirtildi. Calismadaki degiskenlerin
normal dagilimauygun olup olmadigi Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi.

Degiskenlerin tedavi yaniti iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin cok degiskenli lojistik reg-
resyon analizi uygulandi. Normal dagilima uyan
Olciimsel degiskenlerin gruplar arasindaki farki
tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile
degerlendirildi. Normal dagilima uymayan
Olciimsel degiskenlerin gruplar arasindaki farki
Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendiril-
di. Belirlenen farkin hangi gruplar arasinda
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oldugunu saptamak icin parametrik kosullari
saglayan verilere post-hoc testlerden (¢oklu kar-
silastirma testleri) Tukey testi, karsilamayan
verilere de Bonferronni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi uygulandi. Olciimsel olmayan
degiskenler icin ki-kare testi kullanildi.

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testin-
de anlamlilik sinir1 p<0.05/3 (0.016 olarak)
kabul edildi. Diger tiim istatistiksel analizler i¢in
anlamlilik smirt p<0.05 olarak kabul edildi.

Bu arastirma i¢in Pamukkale Universitesi Etik
Kurulu onay1 alinmistir (02.11.2010/07).

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklen-
mistir (Proje numarasi: 2011TPF033).

BULGULAR

Calismaya 28 kadin ve 22 erkek olmak iizere
toplam 50 hasta dahil edildi. Kan ornekleri yedi
hastada tedavinin baglandig1 giin, 43 hastada
tedavi baslandiktan sonraki iki hafta icerisinde
alindi. Hastalar tedavi yanmitina gore iki gruba
ayrildi. Tedavi yanitinin degerlendirilmesi teda-
vi sirasinda ve sonrasindaki HCV viral yiikiine
gore yapildi. Yanitlt grup 19’u kadin ve 14’
erkek olmak {iizere 33 hastadan olusuyordu.
Yanitli hastalarin 26’sinda kalic1 virolojik yanit
(sustained virological response; SVR), dordiinde
erken virolojik yanit (early virological response;
EVR), birinde kismi EVR ve ikisinde tedavi
sonu yanitt (end of treatment response; ETR)
elde edildi. Yanitsiz hasta grubu ise dokuz kadin
ve sekiz erkek olmak iizere 17 hastadan olusu-
yordu. Yanitsiz hastalarin 11°inde hi¢ yanit
goriilmezken, altisinda relaps izlendi. Kontrol
grubu ise 16 kadin ve 12 erkek olmak iizere 28
kisiden olusuyordu. Yanitsiz hastalarin %52.9’u,
yanith hastalarin ise %57.6’s1 kadin hastalardi
(Tablo 1). Kadin hastalarin %32.1°’1 ve erkek
hastalarin %57.1°1 yanitsizdi.



0. Zorbozan ve ark., Serum CXCLI0 Diizeyi Tedavi Yanitim Ongordiiriir

Tablo 1. Hasta gruplar1 ve kontrol grubunun demografik o6zellikleri ile ALT, HCV-RNA, kemokin ve kemokin reseptor diizeyleri.

Yanith hastalar

Yamitsiz hastalar Kontrol grubu

n=33 n=17 n=28
Yas (x+SD yil) 47.7+9.9 50.2+9.58 52+12.3
Erkek (%) 424 47.1 429
Kadin (%) 57.6 529 57.1
ALT (m (IQR) U/L) 17 (12.9) 35 (63.5) 6(1.9)
HCV-RNA (m (IQR) kopya/ml) 3.9x101 (12.7x101) 1.03x106 (4.08x106) :
CCR5+-CD8+ (%) 15.59 16.01 11.36
CXCR3+-CD8+ (%) 23.20 22.14 16.15
CCL3 (x£SD pg/ml) 3.64+4.73 5.09+3.45 0.94x1.10
CCL4 (x£SD pg/ml) 59.87+20.52 63.75+20.50 48.94+20.15
CCL5 (x+SD ng/ml) 59.53+81.38 40.94+17.29 29.78+12.61
CXCL9 (x+SD ng/ml) 2.07£2.57 2.55+2.44 0.63+0.30

CXCL10 (m (IQR) pg/ml)

169.75 (132.47)

398.04 (302.49) 92.24 (61.76)

x#SD: Ortalama + standart sapma, m: Medyan, IQR: Ceyreklikler arasi fark..

Hasta gruplarindan HCV genotipi ile ilgili veri-
lerine ulasilan 31 hastadan 29 hastanin HCV
genotipi tip 1b, bir hastanin HCV genotipi tip
2b, bir hastanin HCV genotipi tip 3a olarak tes-
pit edildi. Genotip 1b baskinlig1 nedeniyle farkli
genotiplere gore istatistiksel analiz gerceklestiri-
lemedi.

Tedavi rejimi 34 hastada tek bagina pegile inter-
feron, 16 hastada pegile interferon-ribavirin
kombinasyonu seklindeydi. Farkli tedavi rejim-
lerine gore tedavi yanitlarinda anlaml farklilik
saptanmadi (p=0.101).

Kolmogorov-Smirnov testine gore normal dagi-
Iim gostermeyen ALT, HCV-RNA ve CXCL10
diizeyleri m; IQR biciminde belirtilirken, diger
tiim veriler x+SD biciminde belirtildi (Tablo 1).

Hasta ve kontrol gruplart arasinda yas (p=0.335)
ve cinsiyet (p=0.948) acgisindan anlamli fark
yoktu (Tablo 1).

Yanith hastalarda ve yanitsiz hastalarda CCR5+-
CD8+ lenfositlerin yiizdesi kontrol grubundan
anlamli olarak yiksekti (sirasiyla p=0.022 ve
p=0.039) ancak yanith ve yanitsiz hastalar ara-
sinda anlaml fark yoktu (p=0.971) (Tablo 1).
Benzer sekilde yanith hastalarda ve yanitsiz has-
talarda CXCR3+-CD8+ lenfositlerin yiizdesi

kontrol grubundan anlamli olarak yiiksekti (sira-
styla p=0.001 ve p=0.021), ancak yanitli ve
yanitsiz hastalar arasinda anlamli fark yoktu
(p=0.872) (Tablo 1).

Serum CCL3 diizeyleri yanith ve yanitsiz hasta-
larda kontrol grubuna gore anlaml olarak yiik-
sekti (swrastyla p=0.011 ve p=0.001), ancak
yanitli ve yanitsiz hastalar arasinda anlamli fark
yoktu (p=0.358) (Tablo 1). Serum CCL4 diizey-
leri acisindan hem yanitli ve yanitsiz hasta grup-
lar1 ile kontrol grubu arasinda (sirastyla p=0.099
ve p=0.053) hem de yanitli ve yanitsiz hasta
gruplart arasinda (p=0.800) anlamli fark yoktu
(Tablo 1). Benzer sekilde serum CCLS5 diizeyleri
acisindan hem yanith ve yanitsiz hasta gruplari
ile kontrol grubu arasinda (sirasiyla p=0.090 ve
p=0.782) hem de yanitli ve yanitsiz hasta grup-
lar1 arasinda (p=0.489) anlaml fark yoktu (Tablo
1). Serum CXCLO diizeyleri yanitli ve yanitsiz
hastalarda kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksekti (sirasiyla p=0.020 ve p=0.008), ancak
yanith ve yanitsiz hastalar arasinda anlamli fark
yoktu (p=0.713) (Tablo 1). Serum CXCLI10
diizeyleri yanitli ve yanitsiz hastalarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla
p=0.001 ve p=0.001). Serum CXCL10 diizeyleri
yanitsiz hastalarda yanith hastalara gore anlaml
olarak yiiksek bulundu (p=0.001) (Tablo 1)
(Sekil 2).
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Sekil 2. Hasta gruplar: ve kontrol grubunda serum CXCL10 diizeylerini gosteren grafik.

Hastalar tedavi rejimine gore gruplandirildigin-
da tekli tedavi grubunda yanitli ve yanitsiz has-
talar arasinda CXCL10 diizeyleri agisindan
anlamli fark yok iken (p=0.995), kombinasyon
tedavisi alan yanitsiz hastalarda yanitli hastalara
CXCLI10 diizeyleri anlamli olarak yiiksekti
(p=0.001).

Korelasyon analizlerinde CCL3 (r=0.257),
CCL4 (r=0.316) ve CXCL10 (r=0.551) ALT ile
anlamli  korelasyon gosterirken (sirasiyla
p=0.001, p=0.004 ve p=0.001) yalnizca CXCL10
(r=0.652) HCV-RNA ile anlamli korelasyon
gosterdi (p=0.001).

CCRS5 delta-32 delesyonunun saptanmasi igin
yapilan real time PCR sonucunda tiim hasta ve
kontrol 6rnekleri “wild type” olarak tespit edil-
di, delesyon saptanmadi.

TARTISMA

HCV enfeksiyonunun akut doneminde spontan

16

eradikasyonun saglanmasi i¢in ¢esitli viral epi-
toplara kars1 giiclii bir CD4 ve CD8 yanit1 gerek-
mektedir. Virilise 6zgli immiin yanit1 geligtireme-
yen veya yaniti zamanla azalan olgular kronik-
lesmektedirler. Akut HCV enfeksiyonu ile ilgili
caligmalari insanlarda yapmanin ¢esitli zorlukla-
ra sahip olmast ve HCV enfeksiyonu siirecini
tam olarak ortaya koyabilen giivenilir hayvan
modellerinin kisithh olmasi nedeni ile HCV
enfeksiyonunda olugan inflamasyon ve rol alan
kemokinler ile ilgili veriler kronik enfeksiyon
fazina dayandirilmaktadirlar®. Kronik HCV
enfeksiyonunda karaciger lezyonlarinin olugsma-
sina ve ilerlemesine neden olan mekanizma ya
da mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamig-
tir. Bununla birlikte, HCV viral yiikii ile karaci-
ger hastaliginin ciddiyeti ve prognozu arasinda
iliski bulunmamas1 HCV nin sitopatik olmadigi-
n1 diisiindiirmektedir. Kronik HCV enfeksiyo-
nunda karaciger hasarinin bilesenleri portal len-
foid infiltrasyon, fokal ve kopriilesme nekrozlari
ile dejeneratif lobiiler lezyonlardir. Bu lezyonlar
adezyon molekiilleri ve kemokinler araciligi ile
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karacigerde toplanan T hiicreleri tarafindan olug-
turulan bolgesel immiin yanita bagli olarak mey-
dana gelmektedirler. Olusan lenfoid infiltrat esas
olarak periportal aralikta bulunan CD4+ tip 1
yardimct T hiicreler ile hem periportal hem de
lobiiler alanlarda yer alan CD8+ T hiicreleri
icermektedir. Karacigerde olusan lezyonlarin
ciddiyeti tip 1 yardimci1 T hiicreler ile iligkili
sitokinlerin bolgesel ekspresyonu ile iligkilidir®.

Uzamig HCV enfeksiyonunda karacigerde esas
olarak CD8+ T hiicrelerden olusan ve 06zgiin
olmayan inflamatuar infiltrat bulunmaktadir. Bu
hiicreler, karacigerde salgilanan kemokinler ve
T hiicreleri tizerindeki kemokin reseptorleri ara-
sindaki etkilesim sonucunda karacigere
gelmektedirler®. Hepatositlerde HCV replikas-
yonunun devam etmesi kemokin iiretimine yol
acarak inflamatuar hiicrelerin siirekli olarak
karacigerde toplanmasini  saglamaktadir.
Toplanan bu inflamatuar hiicreler de kemokin ve
sitokin iiretimine yol acarak siirekli bir inflama-
tuar dongii olusturmaktadirlar®. Kronik HCV
enfeksiyonunda karacigere baskin olarak Th1 ve
Tcl tipindeki lenfositler go¢ etmektedirler. Bu
tipteki lenfositler yiizeylerinde CCR5 ve CXCR3
kemokin reseptorlerini yiiksek miktarlarda eks-
prese etmektedirler. Karacigerde salgilanan
ELR*“-"CXC kemokinler CXCR3 eksprese eden
lenfositleri karacigere yonlendirmekte, CC
kemokinler ise CCRS eksprese eden lenfositleri
karacigere yonlendirmektedirler. Kronik HCV
enfeksiyonunda hepatik lobiilde ve portal bolge-
lerde CCRS5 ve CXCR3 eksprese eden T lenfo-
sitler yogun olarak bulunmaktadirlar®.

Standart pegile interferon ve ribavirin tedavisi
ile kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin ancak
%55’inde SVR elde edilmektedir. Tedavi basari-
sizligina viriise ait faktorler ve konak faktorleri
birlikte etki etmektedirler!”. Inflamasyondaki
roliiniin yan1 sira baz1 kemokinlerin ve reseptor-
lerinin antiviral tedavi yanitinin iyi bir gésterge-
si de olan bir konak faktorii olabilecegine vurgu

yapan ¢alismalar bulunmaktadir®. Sunulan aras-
tirmada da, HCV ile enfekte hastalarda kemokin
reseptorleri, bu reseptorlerle iligkili kemokinler
ve CCRS delta-32 delesyonu ile HCV enfeksi-
yonunun tedavi yaniti arasindaki iligkinin ince-
lenmesi amaclanmustir.

Sunulan aragtirmada, hem yanitli hasta grubun-
da hem de yanitsiz hasta grubunda CCR5+-
CD8+ lenfositlerin ve CXCR3+-CD8+ lenfosit-
lerin ylizde oranlar1 kontrol grubundan anlamli
olarak yiiksek bulundu. HCV enfeksiyonunun
akut evresinde yogun bir sekilde HCV’ye spesi-
fik sitotoksik T lenfosit yanit1 goriiliirken vire-
minin kontrol altina alinmasi ile birlikte bu yanit
azalmaktadir, ancak viral kontroliin saglanama-
mast durumunda kayda deger sitotoksik T lenfo-
sit yanitinin devam ettigi bildirilmektedir®.
Kronik HCV enfeksiyonunda karacigere Thl ve
Tcl tipindeki lenfositler baskin olarak goc
etmektedirler ve bu tipteki lenfositler yiizeyle-
rinde CCR5 ve CXCR3 kemokin reseptorlerini
yogun olarak eksprese etmektedirler®. Bu
nedenlere bagli olarak sunulan aragtirmadaki
hasta grubunda da periferik kanda CD8+ lenfo-
sitlerin CCRS5 ve CXCR3 kemokin reseptor
ekspresyonlarinin yogun olmasini beklemektey-
dik. Perney ve ark."" da periferik kanda CD4+ T
hiicrelerde CCRS ve CXCR3 ekspresyonunu
hasta grubunda saglikli kontrole gore anlaml
olarak yiiksek bulmuglardir. Larrubia ve
ark.’nin"? yaptig1 calisma ise, ¢aligmamizin
sonuglart ile celismektedir. Larrubia ve ark.’nin?
calismasinda, hasta grubu ile saglikli kontrol
grubu arasinda periferik kandaki CD8+ T hiicre-
lerinde CCR5 ve CXCR3 reseptor ekspresyonu
acisindan anlamli fark bulunmamistir, esas eks-
presyon artisi karacigeri infiltre eden lenfositler-
de goriilmiistir. Olusan bu farklilik teknik
nedenlere bagl olabilir; kemokin reseptorlerinin
ekspresyonu in-vitro olarak hizla diismektedir,
bu nedenle kanin alinmasindan akim sitometri
islemine kadar gecen siire reseptor ekspresyonu-
nun belirlenmesinde 6nemlidir.
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Yine sunulan aragtirmada yanitli hasta grubu ve
yanitsiz hasta grubu arasinda CCRS5+-CD8+
lenfositlerin ve  CXCR3+-CD8+ lenfositlerin
yiizde oranlar1 acisindan anlamli fark bulunma-
di1. Literatiirde sunulan arastirmada oldugu sekil-
de HCV enfeksiyonlarinda tedavi yanit gruplari-
na gore hem CCR5 hem de CXCR3 ekspresyon-
larmi birlikte ayni hasta grubunda aragtiran
caligmaya rastlanmamugtir.

Kemokin reseptorlerinin yani sira kemokin
ligandlarinin da HCV enfeksiyonlarinin patoje-
nezindeki ve tedavi yanitindaki rolii arastiril-
maktadir. Sunulan arastirmada, hasta gruplarin-
da serum CCL3, CXCL9 ve CXCL10 diizeyleri
kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulu-
nurken, serum CCL4 ve CCLS5 diizeyleri agisin-
dan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
CCRS ile iligkili kemokin ligandlar1 acgisindan
bakildiginda ¢alismamizin sonuglart Florholmen
ve ark.’nin"® caligmasiyla CCL3, CCL4 ve
CCL5 i¢in uyumlu iken, Zeremski ve ark.’ nin"
calismastyla CCL3 agisindan ¢elismektedir. Bu
calismanin sonuglarina gore CCL3 diizeylerinin
ve beraberinde reseptorii CCRS’in ekspresyonu-
nun hasta gruplarinda anlamli olarak yiiksek
oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda,
CCL3’lin HCV enfeksiyonlarinin patojenezinde
rolii oldugu diisiiniilebilir. CXCR3 ile iligkili
kemokin ligandlar1 acisindan bakildiginda
Apolinario ve ark.’nin™® ¢alismasinda oldugu
gibi, sunulan ¢alismada da CXCL9 ve CXCL10
diizeyleri hasta gruplarinda kontrole gore yiik-
sektir. Sunulan arastirmaya benzer sekilde
Zeremski ve ark."® da CXCR3 ile iligkili kemo-
kinlerin hepatik ekspresyonlarint HCV enfeksi-
yonu bulunan hastalarda saglikli kontrole gore
anlamli olarak yiiksek bulmuglardir. Sunulan
aragtirma CXCR3 ile iligkili ligandlar olan
CXCL9 ve CXCL10 kemokinlerinin HCV
enfeksiyonundaki roliinii desteklemektedir.

Sunulan caligmada serum CCL3, CXCL9 ve
CXCL 10 diizeyleri hasta gruplar1 arasinda kar-
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silagtirildiginda CCL3 ve CXCL9 icin yanith ve
yanitsiz hastalar arasinda fark bulunmazken,
serum CXCL10 diizeyleri yanitsiz hasta grubun-
da yanith hasta grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu. CCL3 i¢in bu arastirmada elde
edilen sonuclar Florholmen ve ark.’nin® yapti-
81 calisma ile uyumludur. CXCL10 i¢in bu arag-
tirmanin sonuglart Apolinario ve ark.’nin"®
calismasi ile benzerdir. Apolinario ve ark.!®
yanitsiz hastalarda bazal CXCL10 diizeyini
yanitli hastalara gore yiiksek bulmuglardir ve
tedavi sonrasinda yanitli hastalarda diizeyler
anlamli olarak diigsmiistiir. Sunulan calismada ise
agirlikli olarak tedavi sirasindaki diizeyler ol¢ii-
lerek yanitsiz hastalarda yanitli hastalara gore
CXCLI10 diizeyleri yiiksek bulunmugtur. Sunulan
calismada buldugumuz CXCLI10 diizeyleri ve
tedavi yaniti arasindaki iliski benzer sekilde
Lagging ve ark.'”, Romero ve ark."® ve Fattovich
ve ark.’nin"? yaptiklari ¢alismalarda da vardir.

Sunulan ¢alismada, HCV genotipi ile ilgili verisi
bulunan 31 hastadan 29 hastanin HCV genotipi
tip 1b, 1 hastanin HCV genotipi tip 2b, 1 hasta-
nin HCV genotipi tip 3a olarak tespit edilmisgtir.
Tip 1b ile enfekte 29 hastanin 10’unda tedaviye
yanit alinamazken, 3 hastada EVR, 1 hastada
kismi EVR, 2 hastada ETR, 13 hastada SVR, tip
2b ile enfekte 1 hastada SVR, tip 3a ile enfekte
1 hastada ise EVR elde edilmistir. Calismamiza
benzer sekilde, Tiirkiye’nin bati bolgelerinde
yapilan ¢alismalarda, HCV genotip 1b %90’ 1n
tizerinde tespit edilmigtir®®-2?.

Sunulan ¢aligmada, CCRS delta-32 delesyonu-
nun saptanmasi i¢in yapilan real-time PCR
sonucunda tiim hasta ve kontrol o6rnekleri “wild
type” olarak tespit edildigi icin tedavi yaniti ile
CCRS delta-32 delesyon varlig1 arasindaki iligki
incelenememistir.

Bu calismanin bulgularina gore kronik HCV
enfeksiyonunda periferik kan CD8+ hiicrelerin
CCRS5 ve CXCR3 yiizey ekspresyonu artmigtir
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ancak tedaviye yanith ve yanitsiz hasta gruplari
arasinda fark yoktur. Serum CCL3, CXCL9 ve
CXCLI10 diizeyleri HCV enfeksiyonunda art-
mustir, ancak yalnizca CXCL10 diizeyleri pegile
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi alan
yanitsiz hastalarda anlamli olarak yiiksek bulun-
mugtur. CXCL10 diizeylerinin ol¢iimii pegile
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi alan
kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda tedavi
yanitin1 tahmin etmede kullanilabilir. CXCL10
diizeyleri ol¢ctimii ELISA yontemi ile yapildigi
icin hem goreceli olarak hizli ve ucuzdur, hem
de otomatize sistemlere uyarlanmasi kolaydir.

Bu calismanin iki temel kisithiligr bulunmakta-
dir. Birincisi, kan Orneklerinin tiimii tedavinin
baglandig1 giin alinmamistir. Ikincisi, bu galig-
madan elde edilen veriler tiim HCV genotipleri
ve farkli tedavi rejimleri i¢in genellestirilemez.
CXCLI10 diizeylerinin tedavi yanitini tahmin
etmedeki roliiniin tam olarak ortaya konabilmesi
icin farkli HCV genotiplerini ve farkli tedavi
rejimlerini iceren hasta gruplarinda arastirmala-
rin yapilmasina gereksinim vardir.
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Amag: Antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) akilct antibiyotik kul-
lamimu i¢in onemli bir katki saglamaktadir. Bu testlerin uygulan-
masinda, iki standart rehber tiim diinyada yaygin olarak kullanil-
maktadir. Ulkemizde son yillara kadar CLSI Standartlart kullanil-
makta iken, artik EUCAST standartlarina gegis siireci baslamistir.
Yeni standartlara gecilmesiyle birlikte, giincel epidemiyolojik veri-
lerin eskileriyle karsilastirilmasinda hangi antibiyotiklere dikkat
edilmesi gerektigi ortaya konmalidir. Bu ¢aliymanin amact, CLSI
ve EUCAST rehberlerindeki sinir degeri degisikliklerinin ADT
raporlarindaki etkisini incelemektir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada 1 Ocak 2012 ve 31 Aralik 2013
arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda izole edilen ve ADT’leri CLSI
ile yorumlanmis olan toplam 1650 izolattaki direng oranlart
EUCAST standartlarina gore yeniden degerlendirilmigtir.

Bulgular: CLSI ve EUCAST standartlart ile alinan sonuglar kar-
silastinldiginda direng yiizdeleri birbirine yakin bulunmugtur.
Bununla birlikte, en biiyiik fark Pseudomonas aeruginosa'da levo-
floksasin icin %9.7 olarak saptanmugtir. Ayrica P. aeruginosa igin
siprofloksasinde %7 fark saptannugstir. Acinetobacter baumannii
izolatlarinda amikasinde (%2.8) ve levofloksasinde (%1.7) az
oranda fark bulunmustur. Escherichia coli izolatlart i¢in de siprof-
loksasin (%1.2), amoksisilin/klavulanat (%2.5), sefepim (%1.6) ve
seftazidimde (%4.2) az oranda farkliliklar bulunmustur.

Sonu¢: Bu calismada, iilkemizde EUCAST standartlarina gecis
stirecinde CLSI ile yorumlanmus olan sonuglar EUCAST rehberle-
rinde onerilen direng sinr degerlerine gore yine yorumlanmis ve
farklar ortaya konmustur. EUCAST standartlar: uygulanirken bu
farkliliklar goz oniinde bulundurulmalidir.

Anabhtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, antibiyotikler, CLSI,
Escherichia coli, EUCAST, Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

Interpretation of Antibiotic Susceptibility Test Results of
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and
Escherichia coli Isolates According to EUCAST and CLSI:
Hacettepe Experience

Objective: Antibiotic susceptibility tests (AST) provide an important
contribution to the rational use of antibiotics. Two standard guidelines
are commonly used for the application of test results worldwide. In
our country CLSI guidelines have been used up to recent years, but
currently a transition to implementation of EUCAST standards has
begun. With the adoption of the new standards, the current
epidemiological data should be compared with the previous data so as
to to reveal the antibiotics which should be paid attention . The aim of
this study was to analyse the effects of changes in clinical cut-off
values in CLSI and EUCAST guidelines on AST reports.

Material and Methods: A total of 1650 antimicrobial test results
which were reported according to CLSI standards in Hacettepe
University Clinical Microbiological Laboratory from 1 January
2012 to 31 December 2013 were included in the study.

Results: Resistance rates were found to be nearly similar according
to CLSI and EUCAST standards. Highest difference was found in
Pseudomonas aeruginosa and levofloxacin (9.7%); also there
were differences in ciprofloxacin (7%) for P. aeruginosa. In
Acinetobacter baumannii there were minor differences in amikacin
(2.8%) and levofloxacin (1.7%). In Escherichia coli, ciprofloxacin
(1.2%), amoxicillin-clavulanate (2.5%), cefepime (1.6%) and
ceftazidime (4.2%) differed slightly in EUCAST.

Conclusion: In our country, CLSI guidelines are being replaced by
EUCAST guidelines. In this study, antimicrobial susceptibility
results interpreted by CLSI guidelines were reinterpreted according
to EUCAST cut-off values and changes in the susceptibility
categories were assessed. These differences should be taken into
account when EUCAST standards are employed.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Antibiotics, CLSI,
Escherichia coli, EUCAST, Pseudomonas aeruginosa
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GIRIS

Antibiyotik duyarlilik testleri (ADT) rutinde
tedaviye yol gostermesinin ve akilci antibiyotik
kullanimi i¢in katki saglamasinin yaninda epide-
miyolojik veri saglamasi agisindan da biiyiik bir
onem tagimaktadir. Bu testlerin uygulanmasin-
da, iki standart tiim diinyada yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Ulkemizde son yillara kadar
“Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI) Standartlar1 kullanilmakta iken, artik
“The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST) standartlari-
na gecis karari alinmistir. Otomatize sistemlerde
sonuglar arttk EUCAST sinir degerlerine gore
yorumlanmaktadir’?. Bununla birlikte, bazi
CLSI smur degerlerinin EUCAST simir degerle-
rinden farkli oldugu g6z Oniine alindiginda,
glincel epidemiyolojik verilerin eskileriyle kar-
silastirtlmasinda hangi antibiyotiklerde degisik-
lik beklenecegi bilinmeli, antibiyotiklere direng
artis1 izlenirken bu konu goz oniinde tutulmali-
dir. Dogru antibiyotik kullaniminin direng artigi-
n1 azaltacagi yapilan ¢aligmalarla kanitlanmigtir®.
Ulkemizin EUCAST standartlarina gegtigi bu
donemde iki rehber arasindaki direng oranlarin-
daki farkliliklarin belirlenmesine gereksinim
vardir. Bu amagla bu ¢alismada, CLSI ile yorum-
lanmig olan 1650 test sonucu EUCAST sinir
degerlerine gore yine yorumlanmig ve aradaki
fark belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM

Tarih araligi: Bu ¢alisma 1 Ocak 2012 ve 31
Aralik 2013 arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda izole edilen suglar1 kapsa-
maktadir.

Izolatlar: Arastirma, Acinetobacter baumannii
(n=620), Escherichia coli (n=577) ve
Pseudomonas aeruginosa (n=453)’y1 kapsayan
toplam 1650 izolatta yiiriitiilmiistiir.
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Bakteri tanimlama ve antibiyotik duyarlilik test-
leri: Bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik
duyarlilik testleri BD Phoenix System (Beckton
Dickinson, ABD) tanimlama kitleri ile yapilmig-
tir. Antibiyotik duyarhlik test sonuclari (zg/ml)
EUCAST sinir degerlerine gore yine yorumlan-
mustir. “Orta direngli” izolatlar her iki degerlen-
dirmede de “direngli” grubuna alinmistir. Her ii¢
bakteri i¢in de caligmaya dahil edilen antibiyo-
tiklerin CLSI ve EUCAST sinir degerleri tablo-
lar halinde sunulmugtur (Tablo 1-3).

Tablo 1. Acinetobacter baumannii izolatlari icin CLSI ve EUCAST
diren¢ smir degerleri.

CLSI EUCAST
S R S R
Amikasin <16 =64 % >16
Gentamisin <4 =16 <4 >4
Siprofloksasin <1 >4 <1 >1
Levofloksasin <2 =8 <1 >2
Imipenem <4 =16 <2 >8
Meropenem <4 =16 <2 >8
Kolistin <2 =24 <2 >2

S: Duyarli; R: Direngli

Tablo 2. Pseudomonas aeruginosa izolatlar: icin CLSI ve
EUCAST direnc smir degerleri.

CLSI EUCAST
S R S R
Amikasin <16 =64 =64 >16
Gentamisin <4 =16 =16 >4
Siprofloksasin <l >4 =4 >l
Levofloksasin <2 =8 =8 >2
Seftazidim <8 =16 =32 >8
Sefepim <8 =16 =32 >8
Imipenem 2 =24 >8  >8
Meropenem <2 =8 >8
Kolistin <2 =8 >4

S: Duyarli; R: Direngli

Istatistiksel analiz: Istatistiksel analiz ki-kare
yontemine gore yapilmisgtir.

BULGULAR

Tablo 4’te izolatlarin ADT sonuglariin CLSI ve
EUCAST ile karsilagtirmasi gosterilmektedir.
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Tablo 3. Escherichia coli izolatlar1 icin CLSI ve EUCAST
diren¢ siir degerleri.

CLSI EUCAST
S R S R
Amikasin <16 =64 <8 >16
Siprofloksasin <1 >4 <05 >1
Sulbaktam/Ampisilin <8/4 =32/16 <8 >8
Amoksisilin/Klavulanat <8/4 =32/16 <8 >8
Seftazidim <4 =16 <1 >4
Sefepim <8 =32 <1 >4
Sefotaksim <1 >4 <1 >2
TMP/SXT <2/38 =4/76 <2 >4
Imipenem <1 =4 <2 >8
Meropenem <l >4 <2 >8

S: Duyarli; R: Direngli; TMP/SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol

Yapilan istatistiksel analiz sonucu gruplar ara-
sinda anlamli fark gosterilememigtir (p>0.05).

Hem CLSI hem de EUCAST standartlarinda bazi
antibiyotiklerde direnc¢ oranlart birebir ayni bulun-
mustur. A. baumannii izolatlarinda; gentamisin,
siprofloksasin, P. aeruginosa izolatlarinda; gentami-
sin, seftazidim, sefepim, meropenem; E. coli izolat-
larinda ise; sulbaktam/ampisilin, sefotaksim ve
TMP/SXT antibiyotikleri birebir ayni saptanmustir.

CLSI ve EUCAST standartlar1 karsilagtirildigin-
da, EUCAST’a gore A. baumannii amikasine
(%2.8) ve levofloksasine (%1.7) daha direncli
bulunmustur. A. baumannii’de kolistin sonucun-
da cok az bir fark vardir; (%0.2) EUCAST’ a
gore daha duyarlhdir.

P. aeruginosa igin fark; siprofloksasin (%7),
levofloksasin (%9.7) ve amikasinde (%4.5) sap-
tanmigtir. CLSI standartlariyla karsilagtirildigin-
da, EUCAST e gore daha direncli bulunmustur.
Imipenem (%1.3) ve kolistin (%0.2) EUCAST’a
gore daha duyarli olarak bulunmustur.

E. coli i¢in, amikasin (%0.9) ve seftazidim
(%4.2) EUCAST’a gore yorumlandiginda daha
duyarli olarak bulunmusgtur. Siprofloksasin
(%1.2), amoksisilin/klavulanat (%2.5), sefepim
(%1.6) ise EUCAST’e gore yorumlandiginda
daha direncli olarak bulunmustur. E. coli izolat-
larinda imipenem ve meropenem direncinin
saptanmamasi nedeniyle gruplar arasinda uyum
olup olmadig1 anlagilamamustir. Her iki standar-
din kabul ettigi duyarhilik smir degerlerinin
farkli olmas1 (CLSI i¢in <2 pg/ml; EUCAST i¢in
<1 pg/ml) nedeniyle, direngli izolatlarin bulun-
mas1 durumunda uyumsuzluk goriilebilirdi.

CLSI standartlart esas alinarak EUCAST’in
secicilik, duyarlilik, pozitif prediktif deger ve
negatif prediktif degerleri analiz edilmistir.
A. baumannii’de tiim antibiyotiklere kars1 seci-
cilik %100 bulunurken, duyarlilik en diisiik levo-
floksasinde saptanmistir. EUCAST sinir degerleri
A. baumannii i¢in iyi uyum gostermistir.

Tablo 4. Acinetobacter baumannii, Pseuodmonas aeruginosa, Escherichia coli izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlarmmm CLSI ve

EUCAST standartlarma gore karsilastirilmasi.?

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

(n=620) (n=453) (n=577)

CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Amikasin 437 (70.5)  455(73.3) 25(5.5) 459.9) 15 (2.6) 10 (1.7)
Gentamisin 514 (82.8) 514 (82.8) 75 (16.6) 75 (16.6) - -
Siprofloksasin 550 (88.7) 550 (88.7) 96 (21.3) 127 (28.3) 205 (35.6) 212 (36.8)
Levofloksasin 545 (87.9) 556 (89.6) 126 (27.8) 171 (37.7) - -
Sulbaktam/Ampisilin - - - - 321 (55.6) 321 (55.6)
Amoksisilin/Klavulanat - - - - 206 (35.8) 221 (38.3)
Seftazidim - - 120 (26.5) 120 (26.5) 121 (20.9) 97 (16.3)
Sefepim - - 132 (29.2) 132 (29.2) 118 (20.5) 127 (22.1)
Sefotaksim - - - - 116 (20.1) 116 (20.1)
TMP/SXT - - - - 248 (42.9) 248 (42.9)
Imipenem 533(85.9) 535(86.3) 143 (31.6) 137 (30.3) 0 0
Meropenem 540 (87.1) 542 (87.4) 150 (33.1) 150 (33.1) 0 0
Kolistin 16 (2.6) 15(2.4) 4(0.9) 3(0.7) - -

¢ Calisilan tiim parametrelerde p>0.05 olarak saptanmistir.
TMP/SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol
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P. aeruginosa igin segicilik en diisiik levofloksa-
sinde (%86.4) saptanmistir. Amikasin, gentami-
sin, seftazidim, siprofloksasin, meropenem,
sefepim ve levofloksasin i¢in segicilik %100
saptanmigtir.

E. coli icin, sulbaktam/ampisilin, TMP/SXT,
sefuroksim ve siprofloksasinde %100 olarak
bulunurken secicilik en diisiik seftazidimde
(%82.6) saptanmustir.

TARTISMA

Antibiyotik direncindeki artig iilkemizde gide-
rek artan bir sorun haline gelmistir. Enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde antimikrobiyal duyar-
lilik testlerinin (ADT) zamaninda ve dogru
yorumlanmast ¢ok onemlidir. Smir degerlere
gore duyarlt ya da direncli olarak siiflandirma,
tedaviye yon vermesi acisindan oldukg¢a 6nemli-
dir. Antibiyotik duyarlilik testleri iilkemizde
bugiine degin CLSI standartlarina gore yorum-
lanmakta iken, 2015 yilindan itibaren EUCAST
standartlaria gecis siireci baslamistir. Ulkemizin
EUCAST standartlarina gectigi bu donemde iki
rehber arasindaki diren¢ oranlarindaki farklilik-
larin belirlenmesine gereksinim vardir.

P. aeruginosa susglar1 incelendiginde gentamisin,
seftazidim, meropenem ve sefepim antibiyotik-
leri i¢in her iki rehber tamamen uyumlu bulun-
mustur. EUCAST rehberi CLSI rehberine gore
siprofloksasin (%7), levofloksasin (%9.7) ve
amikasin (%4.5) antibiyotiklerinde daha direncli
sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Imipenem (%1.3) ve
kolistin (%0.2) antibiyotikleri ise EUCAST
standartlartyla yapilan degerlendirmede CLSI
rehberine gore, daha az oranda duyarli olarak
bulunmustur. Yine de saptanan bu farklar istatis-
tiksel olarak analiz edildiginde anlamli bulun-
mamugstir (p>0.05). Hombach M ve ark.® yaptigi
caligmada, amikasin direng¢ orani her iki rehber-
de de birebir ayn1 olarak bulunmugtur. EUCAST
rehberi ile yapilan degerlendirmede CLSI rehbe-
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rine gore sefepim, meropenem ve imipenem
direnc¢ oranlarinda sirasiyla %12.2°den %19.8’e,
%20.6’dan %27.7’ye, %25.5°ten %30.4°¢e yiik-
selmigtir. Gentamisin, siprofloksasin ve levof-
loksasin diren¢ oranlarinda ise CLSI rehberi ile
yapilan degerlendirmede daha yiiksek direng
oranlart saptanmistir (sirasiyla %18.6-%25.2;
%15.9-%21.3; %29.7-%30.8).

Wolfensberger ve ark.® yaptiklari caligmada da,
meropenem icin EUCAST rehberi esas alindi-
ginda CLSI rehberine gore direng oranlari ista-
tistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(p=0.002). Sefepim ve tobramisin icin ise her iki
rehber tamamen uyumlu saptanmigstir. Her ii¢
calismada da, ozellikle sefepim icin EUCAST
rehberiyle yapilan degerlendirmelerin daha yiik-
sek direng oranlar1 saptadig1 goriilmektedir.

A. baumannii suglar1 incelendiginde, gentamisin
(%82.8), siprofloksasin (%88.7) antibiyotikleri-
nin diren¢ oranlar1 her iki rehberde tamamen
uyumlu bulunmustur. Imipenemde %0.4 mero-
penemde ise %0.3 olmak iizere rehberler arasin-
da fark bulunmaktadir. Calismanin yapildigi
2013 yilinda, CLSI diren¢ sinir degerlerini her
iki antibiyotik i¢in S<4 - R=16’dan 2016’da S<2 -
R=16’ya olacak sekilde revize etmistir. EUCAST
ise direng sinir degerlerinde degisiklik yapma-
mustir (S<2 - R=8). EUCAST a gore A. baumannii
suslart amikasine (%2.8) ve levofloksasine
(%1.7) daha direng¢li bulunmustur. Kolistin
(%0.2) direnc oranlar1 ise CLSI’ya gore daha
direncli bulunmustur. Direng¢ oranlarinda sapta-
nan bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulun-
mamustir (p>0.05). Hombach ve ark.® ise yap-
tiklar1 calismada, tobramisin ve gentamisin i¢in
EUCAST rehberi esas alindiginda CLSI rehberi-
ne gore direng oranlari istatistiksel olarak daha
yiiksek bulunmustur (sirasiyla %15.9-%25 4,
9%34.9-%44 4). Siprofloksasin (%45.2), imipe-
nem (%33.3) ve amikasin (%34.9) antibiyotikle-
rinin diren¢ oranlart karsilastirildiginda ise her
iki rehber uyumlu bulunmustur.
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E. coli suslarindaki direng oranlar incelendigin-
de calismamizda, trimetoprim/sulfametoksazol
(%43) ve sulbaktam/ampisilin (%55.6) i¢in her
iki rehber tamamen uyumlu saptanmistir. Van
der bij ve ark.© yaptiklari ¢alismada, ¢aligma-
mizla uyumlu sekilde trimetoprim/ sulfametok-
sazol diren¢ oranlarimi her iki rehber i¢in tama-
men uyumlu bulmuslardir. Bununla birlikte,
amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit, sefu-
roksim ve gentamisin direng oranlarin1 da uyum-
Iu bulmuslardir. Seftazidim diren¢ oranlart i¢in,
calismalarinda, EUCAST rehberi daha direncli
sonuclar verirken (%2-3), ¢alisgmamizda CLSI
rehberi esas alindiginda direng orani (%21-16.8)
daha yiiksek bulunmustur.

Calismamizda, sefepim icin EUCAST rehberi
ile yapilan degerlendirmede, CLSI rehberine
gore daha yiiksek diren¢ oranlart saptanmigtir
(%22.1-20.5). CLSI 2013 yilindaki sefepim
direnc sinir degerlerini S<8 - R=32"den 2016°da
S<2 - R=16’ya olacak sekilde revize etmistir.
EUCAST ise direng sinir degerlerinde degisiklik
yapmamistir (S<2 - R=8). Wolfensberger ve ark.®
ile Hombach M ve ark.® yaptiklar1 ¢alismalarda,
sefepim diren¢ oranlarini ¢alismamizla uyumlu
sekilde EUCAST rehberi esas alindiginda daha
yiiksek bulunmustur (sirastyla EUCAST %6.9-
CLSI %4 .2, EUCAST %8.2-CLSI %2.1).

Van der bij ve ark.® yaptiklar1 ¢caligmada, sefta-
zidim direng oranlart icin, EUCAST rehberi ile
istatistiksel olarak anlamli daha direncli sonug-
lar bulmuslardir (p<0.05). Calismamizda ise,
seftazidim diren¢ oranlart (EUCAST %16.8,
CLSI %21) istatistiksel olarak anlamli olmamak-
la birlikte, EUCAST rehberi esas alindiginda,
CLSI rehberine gore daha diisiik saptanmugtir.

ADT raporlar1 recete politikast ve antibiyotik
kullanimini etkilemektedir™”. Bir¢ok ¢alismada
kullanilan rehberin ADT raporlar1 {izerinde
onemli etkileri oldugunu gostermistir®”. ADT
raporlamalarindaki degisikliklerin bilimsel

gerekceler ve pratik uygulamalara elveriglilik
acisindan irdelenmesi ve ¢cok merkezli ¢aligma-
lar esliginde yasama gegirilmesi gerekmektedir!'?.
Otomatize sistem iireticilerinin EUCAST e gecis
siirecinde bazi antibiyotikler i¢in diren¢ sinir
degerlerinde degisikliklerde bulundugu kullani-
cilar tarafindan g6z o6niinde bulundurulmalidir.
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Amag: Bu calismada, Balikesir cevresinden toplanan
Parmelia saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
liken tiirlerine ait aseton oziitlerinin Escherichia coli
ATCC 25922 susu iizerindeki antibakteriyel etkinliklerinin
incelenmesi amaglannugtir.

Gereg ve Yontem: Balikesir ilinden toplanan liken ornekle-
rinin tiirleri teshis edildikten sonra aseton oziitleri elde
edilmigtir. Liken aseton oziitlerinin Escherichia coli iizerin-
deki antibakteriyel ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) testleri stvi mikrodiliisyon yontemi ile gerceklestiril-
mistir. Kontrol grubu olarak kanamisin antibiyotigi kulla-
numis ve MIK degeri belirlenerek antibakteriyel etkinlikle-
rinin karsilagtirilmast yapimustir.

Bulgular: Liken aseton oziitleri ve kanamisinin 2.5-40 pg/ml
arasindaki dozlari denenmigstir. Kanamisinin yalnizca 40
ng’'lik dozunda antibakteriyel etkinlik gozlemlenmis ve
MIK degeri 40 pg olarak belirlenmistir. Parmelia saxatilis
likenine ait aseton oziitiiniin MIK degeri 20 ug/ml, Parmelia
sulcata likeni aseton oziitiiniin MIK degeri ise 40 pg/ml
olarak saptanmstir.

Sonug: Parmelia saxatilis aseton oziitiiniin Escherichia
coli iizerinde kanamisinin etkinliginden daha diisiik dozda
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu, Parmelia sulcata
aseton oziitiiniin ise kanamisin ile ayni dozda antibakteri-
yel etkinlik gosterdigi goriilmiistiir. Calismadan elde edilen
sonuglara gore, gerekli testler yapildiktan sonra Yyiiksek
antibakteriyel potansiyele sahip liken oziitlerinden tedavi-
de yararlanilabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel etkinlik, Escherichia
coli, Parmelia saxatilis, Parmelia sulcata

ABSTRACT

Antibacterial Activities of Extracts of Lichen Samples
Collected from Balikesir Region on Escherichia coli
ATCC 25922

Objective: In this study, it was aimed to determine the
antibacterial activity of acetone extracts of Parmelia
saxatilis (L.) Ach. and Parmelia sulcata Taylor lichen
species that were collected from Balikesir district, on the
strain of Escherichia coli ATCC 25922.

Material and Methods: After lichen samples collected from
Balikesir province were identified, the acetone extracts were
obtained.Antibacterial andminimuminhibitory concentration
(MIC) tests of the acetone extracts of lichens on Escherichia
coli were performed via microdilution method. The antibiotic
kanamycin was used as control group and a MIC value of the
antibiotic was determined for comparison of antibacterial
activities of the lichen acetone extracts.

Results: Lichen acetone extracts and kanamycin dosages
ranging between 2.5-40 ug/ml were tested. Kanamycin
showed antibacterial activity at only concentration of 40
ug/ml and its MIC value was determined as 40 pg/ml. MIC
values were also defined for the acetone extract of Parmelia
saxatilis (20 pg/ml), and Parmelia sulcata (40 pg/ml).

Conclusion: The acetone extract of Parmelia saxatilis had
antibacterial effect on Escherichia coli much lower than that
of kanamycin. The acetone extract of Parmelia sulcata also
showed antibacterial activity that equals to those of kanamycin.
According to the results that were obtained from this study, it
has been predicted that lichen extracts that have higher
antibacterial potential may be useful for treatment of bacterial
infections in case essential tests are performed.

Keywords: Antibacterial activity, Escherichia coli,
Parmelia saxatilis, Parmelia sulcata
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GIRIS

Likenler, mantarlarin (mikobiyont) ve alglerin
ve/veya siyanobakterilerin (fotobiyont) simbi-
yotik birliktelikleri sonucu morfolojik ve fizyo-
lojik etkilesimleriyle meydana gelen organiz-
malardir®. Arktik bolgelerden tropikal bolgelere
kadar genis bir ekosistemde yayilig gosteren
yaklagik 25 bin liken tiirii bulunmaktadir®.
Likenler yaygin olarak toprakta, kayalarin, aag-
larin ve di8er bitkilerin iizerinde gelisim
gosterirler®. Bazi liken tiirlerinin antik ¢aglar-
dan beri parfiimeri, boya ve kimya endiistrisinde
kullanildig1 bilinmektedir®. Bunun yaninda, tip
ve eczacilik alanlarinda, tarihte ve gilinlimiizde
likenlerden yararlanilmaktadir®.

Likenler, mikobiyont partnerleri tarafindan yalniz-
ca liken olusturduklarida sentezlenen ve cogunlu-
gu likenlere 6zgli olan sekonder metabolitlere
sahiptir”. Genellikle asit bilesikleri olmalarindan
dolay1 “liken asitleri” olarak da adlandirilan bu
liken maddeleri sayesinde likenler antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antioksidan ve antitiimor gibi
cesitli biyolojik aktiviteler gosterirler®!?. Liken
sekonder metabolitlerinin hem Gram pozitif hem
de Gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel
etkinlikleri, son zamanlarda literatiirde yer alan
cok sayida caligma ile kanitlanmigtir!!'-'¥-

Insan niifusunu ciddi sekilde tehdit eden ve en
stk goriilen patojen bakterilerden biri de
Escherichia coli’dir. Enterobacteriaceae famil-
yasinin en onemli tiirlerinden biri olan E. coli,
insan bagirsak mikroflorasinda bulunan Gram
negatif bir bakteridir'. E. coli suglari icerisin-
de, bagirsak ve bagirsak disi cesitli hastaliklara
neden olan suslar yer almaktadir. Idrar yolu
enfeksiyonu bu hastaliklarin en 6nemlilerinden
biridir. Bunun yaninda, septisemi, menenjit ve
peritonit gibi hastaliklara yol actigi da
bilinmektedir*'9. Kadmlarin yaklagik olarak
%50’sinin yasamlart boyunca en az bir kez
E. coli’den kaynakli idrar yolu enfeksiyonuna

maruz kaldiklart rapor edilmistirt!”. E. coli’nin
kullanilan antibiyotiklerin tiiriine, kullanim dozu-
na ve siiresine bagli olarak antibiyotik direnci
gelistirdigi ve kronik enfeksiyonlara neden oldugu
durumlar rapor edilmistir™. Bazi direngli E. coli
suglarinin neden oldugu enfeksiyonlarla miicadele-
de farmakolojik potansiyeli olan biyolojik mater-
yallerin  arastirllmasi  yoOniinde calismalar
yapilmaktadir'?. Likenler, yeni antibiyotikler elde
edilebilecek aday organizmalar olarak bu biyolojik
materyaller arasinda yer almaktadir.

Bu calismada, farmakolojik potansiyele sahip
olduklar1 bilinen liken tiirlerinden Parmelia
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
aseton Oziitlerinin E. coli bakterisi tizerinde,
antibakteriyel etkinliklerinin tespit edilmesi
amaclanmigtir. Kontrol grubunda E. coli kay-
nakli enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kanamisin antibiyotigi kullanilmigtir®.

GEREC VE YONTEM
Bakterinin cogaltilmasi

Bakteri susu olarak Escherichia coli ATCC
25922 kullanilmistir. Bakterinin kanli agar besi-
yerine inokulasyonu gerceklestirilerek bir gece
boyunca 37°C’de inkiibe edilmigtir. Kati kiiltiir-
ler 4°C’de saklanmig, deneyde kullanilmak iizere
Luria-Bertani siv1 besiyerine (LB) inokiile edil-
dikten sonra 1 gece boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. LB siv1 besiyeri bakterilerin hizli ve
kolay bir sekilde iireyebildikleri bir ortam oldu-
gu icin tercih edilmistir®?,

Liken Aseton Oziitlerinin Elde Edilmesi

Balikesir bolgesinden toplanan liken drnekleri-
nin Oncelikle tiirleri tanimlanmustir. Parmelia
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
olarak belirlenen iki tiire ait 6rnekler distile su
ile yikandiktan sonra kurutulmaya birakilmigtir.
Kuru liken 6rneklerinin her birinden 3 g tartila-
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rak steril havanlara alinmig ve herhangi bir
¢oOziicii eklenmeden steril tokmaklar ile ezilerek
toz haline getirilmistir. Toz halindeki liken
ornekleri steril falkon tiiplere aktarilmis ve iizer-
lerine ¢oziicii olarak 35 mL aseton eklenmistir.
Liken ornekleri aseton ¢oziiciisii icerisinde 24
saat boyunca karanlik bir ortamda bekletilmis,
daha sonra kurutma kagidi ile siiziilerek steril
cam petrilere aktarilmigtir. Cam petrilerde bulu-
nan liken oziitleri, coziiclilerinin u¢masi igin
petrilerin iizerine filtre kagitlari konularak ¢ceker
ocakta 24 saat bekletilmistir. Coziiciileri ugtuk-
tan sonra toz halindeki liken oziitleri steril sant-
rifiij tiiplerine alinmig ve her bir liken oziitline
ait toz agirhiklar tartilarak kaydedilmistir.
P. saxatilis ve P. sulcata liken 6rneklerine ait toz
halindeki aseton oziitleri %100°liik 1 mL dimetil
stilfoksit (DMSO)’te ¢oziilmiistiir. Yiizde 100
DMSO icerisinde ¢oziinmiis olan liken aseton
oziitlerinden 60 ul alinmis ve distile su ile 1000
pul’ye ile tamamlanarak deneylerde DMSO orani
%6 olacak sekilde seyreltilmistir.

Antibakteriyel MiK testleri

Antibakteriyel etkinligin saptanmasi sivi mikro-
diliisyon yontemi ile 96’lik mikroplak kullanila-
rak gerceklestirilmistir. Mikroplak kuyucuklarina
sirastyla 100 ul LB Broth besi yeri, 100 u1 0.5
McFarland E. coli bakteri siispansiyonu ve final
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konsantrasyonlar1 2.5-40 pg/ml arasinda degisen
P. saxatilis ve P. sulcata liken aseton Oziitleri
eklenmistir. Kontrol grubu olarak, kanamisin
antibiyotigi kullanilmistir. Distile su ile ¢oziilerek
50 mg/ml konsantrasyonunda kanamisin stok
cozeltisi hazirlanmig ve deneylerde kullanilmak
tizere seyreltilerek 2.5-40 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlarda kuyucuklara eklenmistir.
Pozitif kontrol grubu olarak yalnizca besiyeri ve
E. coli bakterisi igeren kuyucuk, negatif kontrol
olarak ise aseton ve besiyeri iceren kuyucuklar
kullanilmigtir. Mikroplak 37°C’de 1 gece boyun-
ca inkiibe edilmis ve bakteri konsantrasyonlari
625 nm’de mikroplak okuyucuda (BioTek) spekt-
rofotometrik olarak Olciilmiistiir. Bakteri iireme-
sini engelleyen gruplar etkili olarak belirlenmistir.
Bakteri konsantrasyonunu tamamen inhibe eden
en diisiik dozlar MIK degeri olarak kabul edilmis-
tir. Tlim testler 3 kez yinelenmisgtir.

BULGULAR

Bu calismada Balikesir Kazdaglar1 yoresinden,
yaklagtk 1200 metre yiikseklikten toplanan
Parmelia saxatilis ve Parmelia sulcata liken
tiirlerine ait aseton oziitlerinin E. coli lizerindeki
antibakteriyel etkinlikleri test edilmis ve deney-
sel olarak elde edilen veriler Tablo 1’de gdsteril-
migtir. Liken aseton oziitleriyle karsilagtirma
amaclh kanamisin antibiyotigi kullanilmistir.

Tablo 1. Liken aseton oziitleri ile kanamisin antibiyotiginin Eescherichia coli iizerine antibakteriyel MiK degerleri

Gruplar E. coli + kanamisin
Doz (ug/ml) 40 20 10 5 25
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL) ~0 1.5x108 3x108 9x108 9x10%

E. coli + P. saxatilis

Doz (ug/ml)
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL)

40 20 10 5 25
~0 ~0 3x108 6x108 9x108

E. coli + P. sulcata

Doz (pg/ml)
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL)

40 20 10 5 25
~0 108 3x108 6x10 9x108
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Spektrofotometrik olarak yapilan 6l¢iimler sonu-
cunda, kanamisinin 40 ug/ml’lik konsantrasyo-
nu antibakteriyel etkinlik gostermis fakat diisiik
dozlarla beraber antibakteriyel etkinligi de azal-
mustir.

Test edilen iki liken tiirlinden P. saxatilis aseton
Oziitliniin, hem 40 pg/ml hem de 20 pg/ml’lik
konsantrasyonunun antibakteriyel etkinlik gos-
terdigi ve boylece kanamisinin etkin dozundan
daha diisiik dozda dahi antibakteriyel etkinlige
sahip oldugu saptanmustir. P. sulcata’ya ait ase-
ton Oziitiiniin ise 40 pg/ml’lik konsantrasyonun-
da kanamisinle ayni dozda antibakteriyel etkin-
lik gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, her iki liken aseton Oziitiiniin
azalan dozlarimin bakteri konsantrasyonunu
inhibe ettikleri saptanmigtir. Bu veriler kontrol
amaclh kullanilan antibiyotiklerle kiyaslandi-
ginda, liken oziitlerinin oldukca etkili antibak-
teriyel potansiyeli, likenlerin ileride yeni anti-
biyotikler olarak kullanilabileceginin sinyalle-
rini vermistir.

TARTISMA

Bakteriyel enfeksiyonlar ve hastaliklarin tedavi-
si i¢in gereksinim duyulan antibiyotik ilaglarin
elde edilmesinde bitkisel kaynaklardan yillardan
beri yararlanilmaktadir. Bunun yan1 sira bircok
tiirii bu acidan potansiyele sahip olan likenlerin
de son zamanlarda 6nemi artmaktadir. Bu calig-
mada, patojenik suglarmin gelistirdigi antibiyo-
tik direnci ile kronik enfeksiyonlara yol agma
potansiyeli bulunan E. coli’ye karg1 iki liken
tiirtiniin (P. saxatilis ve P. sulcata) antibakteriyel
etkinlikleri saptanmustir. Literatiirde bu ve ben-
zeri tiirlerle yapilan ¢alismalarin sonuglari karsi-
lastirildiginda, liken Orneklerinin toplandigi
habitat, liken 6ziitii eldesinde kullanilan ¢oziicii-
ler ve yontem basamaklarindaki bazi farkl
uygulamalar bulunmaktadir. Dolayisiyla elde
edilen bulgular, bir kismu1 ile benzerlik gosterir-

ken bir kismi ile de farkliliklar gostermektedir.
Calismamizda E. coli’ye kars: test edilen kana-
misin antibiyotiginin yalnizca en yiiksek doz
olan 40 ug/ml konsantrasyonunda etkinlik gos-
terdigi ve bunun yaninda P. sulcata likeninin
aseton Oziitiiniin kanamisin ile ayn1 dozda anti-
bakteriyel etkinlige sahip oldugu belirlenmisgtir.
Benzer olarak Stojanovic ve ark.??’nin ¢aligsma-
sinda, P. sulcata likenine ait metanol Oziitiiniin 1
mg/ml MIK degeri ile E. coli’ye kars1 antibakte-
riyel etkinlik gosterdigi belirtilmigtir. Buna ila-
veten, ¢alismamizdaki P. sulcata aseton Oziitii-
niin MIK degerinin 40 yg/ml olarak bulunmast,
asetonun liken sekonder metabolitlerinin yiliksek
oranda ve etkinlikte elde edilmesi i¢cin metanol-
den daha ideal bir ¢oziicii olarak kullanilabilece-
gini gostermistir. Candan ve ark.®?’nin ¢aligma-
sinda ise, P. sulcata aseton Oziitiiniin Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus faecalis gibi Gram pozitif bakteri-
ler iizerinde antibakteriyel etkinligi tespit edil-
mis ve MIK degeri 40 yg/ml olarak bulunmus-
tur. Buna karsilik, calismamiz sonucunda
P. sulcata aseton oziitlinlin yalnizca Gram pozi-
tif bakteriler tizerinde degil, Gram negatif bakte-
riler iizerinde de etkinlige sahip olabilecegi
belirlenmistir.

Yine ¢alismamizda, P. saxatilis aseton 6ziitliniin
E. coli tizerinde kanamisinden daha diisiik dozda
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu (MIK dege-
ri 20 pug/ml) saptanmustir. Kosanic ve ark.*®
tarafindan yapilan calismada ise, P. saxatilis
aseton Oziitiiniin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteriler iizerinde etkinlik gosterdigi,
ancak E. coli bakterisi direncli formda oldugu
icin bu bakteri iizerinde etkinlik gostermedigi
rapor edilmistir. Kosanic ve ark.*® tarafindan
yapilan diger bir calismada da, P. saxatilis ve
P. sulcata tiirlerinin E. coli’ye kars1 etkili olma-
dig1 rapor edilmistir. P. caperata (L.) Ach,
P. sulcata ve P. saxatilis aseton Oziitlerinin anti-
bakteriyel ve antifungal etkinliklerinin test edil-
digi calismada®, E. coli tizerinde P. caperata ve

29



P. sulcata tirlerinin etkinlik gosterdigi,
P. saxatilis aseton Oziitliniin ise etkili olmadig1
rapor edilmistir. Calismamizda farkli olarak,
ayni bakteriye karst P. saxatilis aseton Oziitlinlin
P. sulcata aseton Oziitiinden daha fazla etkinlik
gosterdigi goriilmiistiir. Liken tiirlerinin toplan-
dig1 bolgenin fiziksel kosullarinin ve liken 6ziit-
lerinin eldesindeki basamaklarin farkli olmasi,
liken tiirlerinin antibakteriyel etkinliklerini etki-
leyebilmektedir.

Giillice ve ark.®®’nin yaptig1 bir ¢alismada,
Artvin bolgesinden toplanan P. saxatilis liken
tiirline ait metanol Oziitiiniin E. coli {lizerinde
antibakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmis ve
MIK degeri 15.62 pug/ml olarak bulunmustur.
Ayrica ¢alismada, kontrol grubu olarak kullani-
lan antibiyotigin MIK degeri 30 pug/ml olarak
belirlenmis ve P. saxatilis metanol Oziitiinlin
antibiyotikten daha fazla antibakteriyel etkinlik
gosterdigi belirlenmigstir. Bu sonuclardan yola
cikarak, P. saxatilis’in antibakteriyel etkinliginin
toplandig1 bolgeye ve 0ziit ¢ikarma islemleri
sirasinda kullanilan ¢oziicliye gore degisiklik
gosterebilecegi anlagilmaktadir. P. saxatilis 6zii-
tiiniin, icerdigi sekonder metabolitler itibariyle
de antibiyotigin etkin dozundan daha diisiik
dozda etkinlik gosterdigi goriilmiistiir.

Likenlerden elde edilen liken asitlerinin ayr1 ayri
antibakteriyel etkinliklerinin incelendigi calis-
malar da bulunmaktadir®2®. Calismamizda kul-
landigimiz iki Parmelia tiiriiniin de yer aldigi
Manojlovic ve ark.*”’nin ¢ahsmasinda, P. sulcata’da
salazanik asit, protosetrarik asit, atranorin ve
kloroatranorin; P. saxatilis’te ise salazanik asit,
usnik asit, atranorin ve kloroatranorin maddeleri
tespit edilmistir. Bunlardan salazanik asit, sroto-
setrarik asit, atranorin, kloroatranorin ve usnik
asidin E. coli lizerindeki antibakteriyel etkinlik-
leri test edilmis ve bu maddeler icerisinde en
etkili olarak 250 pzg/ml MIK degeri ile usnik asit
bulunmustur. Bizim ¢alismamizdaki P. sulcata
ve P. saxatilis aseton Oziitlerinin E. coli’ye karsi
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gosterdigi giicli antibakteriyel etkinligin, bu
maddeler ve bu maddelere ek olarak toplandigi
bolgeye gore degisebilen farkli sekonder meta-
bolitlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmekte-
dir. Liken oziitleri icerisinde yer alan sekonder
metabolitlerin bir arada bulunmasinda antago-
nistik ya da sinerjistik etkiler sonucu antibakte-
riyel etkinliklerinin degisebilecegi goriilmekte-
dir.

Tiirkiye’de farkli liken tiirlerine ait Oziitlerin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri iizerine
yapilmig pek cok calisma bulunmaktadir®-3b.
Cobanoglu ve ark.®®’nin yaptiklar1 ¢alismada,
Bolu ve Isparta bolgelerinden toplanan liken
tiirlerinin kloroform ve metanol oziitlerinin 4
bakteri (E. coli, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus) ve 1 maya
(Candida albicans) tiirii lizerindeki antimikrobi-
yal etkinlikleri test edilmistir. Calismada, kloro-
form kullanilarak elde edilen liken Oziitlerinin,
metanol kullanilarak elde edilen liken oziitlerin-
den daha yiiksek oranda antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Akkol ve ark.®?’nin
yaptiklar1 ¢alismada, Kiitahya bolgesinden top-
lanan Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf liken
tiiriniin  biyolojik aktiviteleri test edilmistir.
Metanol, diklorometan ve etil asetat olmak
lizere 3 farkli coziicii kullanilmig ve oziitler
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri tiirleri ile
maya tiirleri tizerinde test edilmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde E. coli, Klebsiella
pneumoniae ve Proteus mirabilis bakteri tiirleri
tizerinde, 3 farkli coziiciiden elde edilen liken
oOziitlerinin hicbirinin etki gostermedigi goriil-
muistir.

Tiirkiye’de yapilan caligmalardan elde edilen
sonuclar ile calismamizdan elde edilen ¢alisma-
lar genel olarak degerlendirildiginde, liken tiirle-
rinin antibakteriyel etkinlikleri toplanilan bolge-
ye ve liken oziitleri elde edilirken kullanilan
coziiciiler ve yontemlerin farkliligina gore degi-
siklik gosterdigi goriilmektedir. Likenlerin
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bulunduklar1 bolgelerin nemlilik ve hava kirlili-
§i oranlari, hava sicaklik ve 1s1k farkliliklart gibi
parametrelerin, sekonder metabolitlerin sentez-
lenmesi agsamalarinda rol sahibi olduklart, bunun
bir sonucu olarak da antimikrobiyal aktivitelerin
degiskenlik gosterdigi diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, liken oziitleri elde edilirken kullanilan
coziiciiler de likenlerin antimikrobiyal etkinlik-
lerini etkilemektir.

Calismamizdan elde edilen veriler ile literatiirde
yer alan diger calismalari sonucunda, P. saxatilis
ve P. sulcata aseton Oziitlerinin E. coli izerinde
antibakteriyel etkinliklere sahip oldugu ve bu
sonuglar degerlendirildiginde, bu tiirlerin gerek-
li testler gerceklestirildikten sonra antibiyotikle-
re yardimct ya da alternatif olabilecek potansiyel
biyolojik materyaller arasinda yer alabilecekleri
ortaya koyulmustur. Ayni liken tiirlerinin anti-
bakteriyel etkinliklerinde goriilen farkliliklar,
orneklerin toplandig1 bolgelere ve oziit ¢ikarir-
ken kullanilan ¢oziiciilere gore degisebilmekte-
dir. Bu nedenle benzer caligmalarin daha cok
sayida yapilmasi ile daha genis kapsamli veriler
elde edilebilecektir. Calismamizin, bu alandaki
diger calismalar i¢in bir kaynak olabilecegi,
likenlerin antibakteriyel etkinliginin tespit edil-
mesi agisindan yararlanilabilecek bir caligma
oldugu 6ngoriilmektedir.
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Amag: Yara yatagi bakterilerin iiremesi icin ideal bir
yiizeydir ve mikrobiyal enfeksiyonun yara iyilesmesi iize-
rindeki olumsuz etkileri bilinmektedir. Bakteriler hemen
her tiirlii yiizeye yapisarak, biyofilm olarak adlandirilan
kompleks yapili topluluklar olustururlar. Caligmamizin
amact diyabetik ayak enfeksiyonuna neden olan etkenleri
ve biyofilm olusturma oranlarun saptamaktir.

Gereg ve Yontem: Enfekte diyabetik iilserlerinden alinan
rutin  kiiltiir - Ornekleri, 2013-2015 yiulart arasinda
Enfeksiyon Hastaliklart ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda degerlendirildi. Kiiltiir icin oOrnekler,
yumugak doku debridmani velveya kemik biyopsisi ile top-
landt ve standart kiiltiir ve tanuimlama yontemleri kullanila-
rak etken bakteriler tanimlandi. Biyofilm iiretimi kantitatif
mikrodiliisyon plak yontemi ile saptandi.

Bulgular: Toplam 55 hastamin yumusak ve/veya kemik
dokusu orneklerinden 81 etken bakteri izole edildi. En sik
izole edilen bakteri Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi.
Biyofilm olusumu 67 izolatta (%82.7) saptandi. Bir¢ok
mikroorganizma tiiriinde biyofilm olusumu goriilmekle
birlikte, ozellikle Staphylococcus ve Pseudomonas tiirlerin-
de daha yaygin oldugu gozlendi.

Sonu¢: Calismalarimiz diyabetik ayak enfeksiyonu
etkenlerinin biyofilm olusturmasint onlemek veya biyo-
filmi ortadan kaldirmak icin tedavi stratejilerinin gelis-
tirilmesi gereksinimini vurgulamasi bakimindan onem
tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, diyabetik ayak, kronik yara

ABSTRACT

Bacterial Agents in Diabetic Foot Infections and Their
Biofilm Formation Rates

Objective: The wound bed is an ideal surface for bacterial
growth, and the deleterious effects of microbial infection
on wound healing are recognized. Bacteria adhere to
almost all types of surfaces, and form complex structures
called biofilms. The aim of our study was to determine the
bacteria and biofilm formation rates in diabetic foot.

Material and Method: Routine culture samples obtained from
infected diabetic ulcers were evaluated in Infection Diseases
and Clinical Microbiology laboratory between 2013-2015. We
collected specimens for culture by debridement of the soft
tissue and / or bone biopsy and effective bacterial agents were
identified by using standard culture, and identification
methods. The production of biofilm was studied by quantitative
microdilution plate method.

Results: We isolated a total of 81 causative bacteria from
soft and/or bone tissue samples in 55 patients. The most
frequently isolated species was Pseudomonas (n=16;
19.8%). Sixty seven (82.7%) of 81 isolates produced
biofilm. We found that biofilm was produced by many types
of organisms, but it was particularly more common in
Staphylococcus and Pseudomonas species.

Conclusion: We believe that our work is important in that
it emphasizes the need to develop therapeutic strategies to
eliminate and/or prevent biofilm formation in diabetic foot
infection.

Keywords: Biofilm, diabetic foot, chronic wound

GIRIS

Ayak iilserleri diabetes mellitusun ciddi kompli-
kasyonlarindan olup, hastalarda yasamlari

boyunca %12-25 oraninda ayak iilseri gelisme
riski vardir®. Yara yatagi bakteri ¢ogalmasi
icin ideal bir yiizeydir ve enfeksiyonun yara iyi-
lesmesi {izerine olumsuz etkileri oldugu
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gosterilmistir®>. Bu nedenle, yara enfeksiyonu-
nun gelismesine katkida bulunan faktorleri
tanimlamak, yara yonetiminde 6nem tagir®.

Bakteriler hemen her yiizeye yapisip ¢ogalarak,
biyofilm olarak adlandirilan yapisal olarak kar-
magik topluluklar olusturabilirler. Biyofilmdeki
bakteriler, kendi olusturduklari ekstraselliiler
matriks ile ortiilii cok hiicreli agregatlar icinde
gelisirler®”. Topluluktaki bakterilerin farklilas-
masi, maruz kaldiklar1 kosullara baghdir.
Biyofilm icinde besin maddeleri, oksijen ya da
elektron dengelerindeki degisikliklere yanit ola-
rak hiicrelerin gen ifadeleri degisir®”. Bakteri
topluluklarinin biyofilm i¢inde yasamasinin, bir-
cok antibiyotige direnc¢ saglama, konak savun-
masindan korunma gibi cok sayida yarari
vardir®12),

Biyofilm, kronik yaralarda veya akut yarada
kismi kalinlik varligr ile gosterilmigtir®!'¥.
Yeni olusan yaralarda, endojen (konakg¢i) ve
eksojen kaynakli cesitli mikroorganizmalar
yara ylizeyini kontamine edebilir. Yara yiizeyi-
nin ozellikleri, hangi mikroorganizmalarin bag-
lanip ¢ogalacagini ve buradaki erken biyofilm
bilesenlerini belirlemede yardimci olur.
Ilging olarak yaradaki bakteri tiiriinden ¢ok, tiir
sayis1 yara iyilesmesi ile daha ¢ok iligkilidir.
Yara iyilesmesindeki gecikme, dort veya daha
fazla bakteri tiirii varliginda, tiir sayisi ile dogru
orantilidir®. Biyofilm ¢ogunlukla birden ¢ok
tiir iceren mikroorganizma topluluklarindan
olusur, bu nedenle mikrobiyal viriilansin siner-
jik etkisi siklikla yara komplikasyonlar: ile
sonuglanir71®),

Diyabetik hastalarda regiile olmayan kan gliko-
zu, bircok bakterinin biyofilm iiretimine olanak
saglar. Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri
tarafindan kullanilabilir olmasinin, pseudomo-
naslar, Vibrio cholerae, Escherichia coli ve sta-
filokoklarin ekzopolisakkarit (EPS) ekspresyonu
ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir sekilde
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arttirdig1 gosterilmigtir®-2D,

Calismamizin amaci, diyabetik ayak enfeksiyo-
nu olan hastalarda etken dagilimint ve mikroor-
ganizmalarin biyofilm olusturma oranlarini orta-
ya koymaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismada 2013-2015 yillar1 arasinda Adnan
Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen, diyabetik ayak
enfeksiyonu olan hastalardan alinan kiiltiir
ornekleri degerlendirildi. Kiiltiir i¢cin ornekler,
yumusak doku debridmani ile ve/veya operas-
yon sirasinda kemik dokudan elde edildi. Doku
ornekleri %5 koyun kanli agar (Oxoid) ve
McConkey agar (Oxoid) besiyerine ekilerek
37°C’de inkiibe edildi. Bakteriler konvansiyonel
yontemler kullanilarak tanimlandi®.

Biyofilm olusumunun belirlenmesinde kantitatif
mikrodiliisyon plak yontemi kullanildi. Bakteri
suslar1 %0.25 glikoz iceren triptic soy broth
(TSB) (Oxoid) s1v1 besiyerinde 35.5°C’de bir
gece inkiibe edildikten sonra, 1/40 oraninda
%0.25 glikoz iceren TSB siv1 besiyeri ile diliie
edildi. Ardindan 96 kuyucuklu U tabanli steril
polistiren plaklarda her bir kuyucukta 200 ul
bakteri siispansiyonu olacak sekilde inokiile
edildi. Negatif kontrol kuyucugu icin yalnizca
TSB besiyeri kullanildi. 35.5°C’de 48 saat inkii-
basyon sonrast kuyucuklarin i¢i bosaltildi ve iki
kez nazikce yikandi. Havada kurutulduktan
sonra her bir kuyucuga 200 ul %1 kristal viyole
eklenerek 15 dakika boyanmasi icin beklendik-
ten sonra icerik bosaltild1 ve iki kez yikanarak
kuyucuklar icinde kalan kristal viyole uzaklasti-
rild1. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton
(80/20) ile ¢ozdiiriildi®. 595 nm dalga boyunda
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan
Spectro) okunarak optik dansitesi = 1 olan izo-
latlarin biyofilm olusturdugu kabul edildi®?.
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BULGULAR

Calismamizda 55 hastadan alinan kemik ve
yumusak doku Orneklerinden, 81 etken bakteri
izole edildi. On hastada (%18.2) polimikrobiyal
enfeksiyon saptandi. Izolatlarin %34.6’sin1 Gram-
pozitif koklar, %65 .4’tinli Gram-negatif basiller
olusturmaktadir. Gram pozitif etkenlerin Gram
negatif organizmalara orani 1:1.9 idi. En sik izole
edilen tiir Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi.

Seksenbir izolattan 67 (%82.7)’si biyofilm olus-
turmustur. Izole edilen tiirlerin oran1 ve iiretilen
biyofilm yiizdeleri Tablo 1’de g0sterilmistir.
Gram-pozitif izolatlarin 23 (%82.1)’tinde ve
Gram-negatif izolatlarin 44 (%83)’linde biyo-
film varlig1 gosterildi (Sekil 1).

82,1 83,0
80

3

Yiizde (%)

mBiyofilm olusturan
40 OBiyofilm olusturmayan

10
o
Gram-pozitif kok (n=28) Gram-negatif comak (n=53)

Sekil 1. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin biyofilm
olusturma oranlari.

Tablo 1. Diyabetik ayak enfeksiyonlarinda izole edilen tiirler ve
biyofilm olusturma oranlari.

Mikroorganizma n(%)*  Biyofilm n (%)**
Gram-pozitif kok 28 (34.5) 23 (82.1)
Koagiilaz negatif stafilokok 15 (18.5) 13 (86.6)
Staphylococcus aureus 8(9.9) 6 (75)
Enterococcus spp. 4(49) 3(75)
Grup D streptokok 1(1.2) 1 (100)
Gram-negatif comak 53 (65.5) 44 (83.0)
Pseudomonas spp. 16 (19.8) 15(93.7)
Escherichia coli 14 (17.3) 9 (64.2)
Acinetobacter spp. 10 (12.3) 8 (80)
Klebsiella spp. 5(6.2) 4 (80)
Proteus spp. 4(4.9) 4 (100)
Enterobacter spp. 2(2.5) 2 (100)
Serratia spp. 2(2.5) 2 (100)
Toplam 81%* 67 (82.7)%**

* Diisey toplama gore; ** Yatay toplama gore

TARTISMA

Bir¢ok calismada, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas
aeruginosa diyabetik ayak enfeksiyonlarindaki
baskin tiirler olarak bildirilmigtir®=”. Calismamizda,
benzer sekilde Pseudomonas spp. en cok izole
edilen tiir olmus (n=16; %19.8), bunu koagiilaz
negatif stafilokoklar (n=15; %18.5) ve E. coli
(n=14; %17.3) izlemistir. Sicak iklime sahip
Asya iilkelerindeki ¢alismalarla uyumlu olarak,
Gram-negatif bakterilerin (ozellikle
P. aeruginosa’nin) Gram-pozitif bakterilere gore
daha yaygin oldugunu tespit edilmistir®2®.
Diyabetik ayak yaralarinda, Enterobacteriaceae
tiyelerinin baskin tiir oldugu bircok caligmada
gosterilmigtir®-3Y. Sicak iklim kogsullarina sahip
tilkelerde bu durumun, uygun olmayan ayakkabi
secimi, ayaklarin terlemesi, corapsiz ayakkabi
giyilmesi, ayak hijyeninin zayif olmasi, dini
ritiiellerden dolayr ayaklarin sik sik yikanmasi
ve yikandiktan sonra 1slak birakilmasi gibi neden-
lerden kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz.

Hatipoglu ve ark.®? Tiirkiye’deki diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda 20 yillik mikrobiyolojik pro-
fili ortaya koyan calismalarinda, Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterileri egit oranda sapta-
muslardir. Ote yandan aymi yazarlarin yakin
zamanda yaptiklari ok merkezli bir ¢aligmada®®,
calismamizla benzer sekilde, Gram-negatif bak-
terilerin oran1 %60 iken, Gram-pozitif bakterile-
rin orani %36 olarak bildirilmistir. Ayni ¢caligma-
da S. aureus izolatlarinin orani da bulgularimiza
yakin degerlerde saptanmis olup, Gram-negatif
bakterilerde, 6zellikle de E. coli, Acinetobacter
spp. ve Proteus spp. tiirlerinde artig izlenmisgtir.

Acinetobacter tiirleri, cerrahi alan ve diger yara
enfeksiyonlart da dahil olmak iizere hastane
enfeksiyonlarindan sorumlu patojenler olarak
tamimlanmustir. Hatipoglu ve ark.®® diyabetik
ayak enfeksiyonlarinda Acinetobacter tiirlerini
%2 .84 olarak bildirirken, Ramakant ve ark.®”
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Hindistan’da bu oranm1 %3.7 olarak belirtmisler-
dir. Calismamizda ise, Acinetobacter spp. orani
daha yiiksek (%12.3) olarak saptanmistir. Benzer
sekilde, Gadepalli ve ark.®? Acinetobacter spp.
oranlarim %9.3, Karmaker ve ark.® ise %10
olarak bildirmigtir. Bulgularimiz hastanemizde-
ki Acinetobacter tiirlerinin etken oldugu hastane
enfeksiyonlart ile uyumlu bulunmustur. Ciinkii
hastanemizde 2013-2015 yillar1 arasinda hasta-
ne kokenli cilt ve yumusak doku enfeksiyonla-
rinda Acinetobacter spp. oram1 %14.2 olarak
saptanmistir (yaymlanmamig veri).

Calismamizda en sik izole edilen ikinci tiir koa-
giilaz negatif stafilokoklar (%18.5) idi. Koagiilaz
negatif stafilokoklar cilt florasindan kaynakla-
nan kontaminan bakteriler olarak diisiiniilse de,
tiim Orneklerin derin doku 6rnekleri olmasi ve
siklikla ameliyat odasi kogsullarinda alinmasi
nedeniyle tirediklerinde etken olarak kabul edil-
miglerdir. Urbancic-Roven ve ark.®®, diyabetik
ayak enfeksiyonlarinda koagiilaz negatif stafilo-
kok oranlarin1 %20.3 olarak bildirmistir. Akhi
ve ark.®? tarafindan yakin zamanda yapilan bir
calismada Iran Tebriz’de diyabetik ayak enfeksi-
yonlarinda bakteri izolatlarinin %17°sinin koa-
giilaz negatif stafilokok oldugu gosterilmisgtir.

Kronik yarada bakterilerin varligi, tek bagina
biyofilm olusumunun gostergesi degildir.
Bununla birlikte, kronik yaralarda bulunan mik-
roorganizmalarin  ¢ogunun, Ozellikle de
Pseudomonas ve Staphylococcus gibi tiirlerin,
yiiksek diizeyde biyofilm iirettikleri bilinmek-
tedir". Mottola ve ark.“? 48 saatlik inkiibasyon
sonrast Pseudomonas tiirlerinde giiclii (%85.7)
veya orta (%14.3) diizeyde biyofilm olusumunu
gostermiglerdir. Staphylococcus tiirlerinde ise
suslarin % 84.4’iiniin 72 saatin sonunda orta
diizeyde biyofilm olusturdugu saptanmustir.
Podbielska ve ark.“® diyabetik ayak enfeksi-
yonlarindan izole edilen S. aureus suglarinin
% 69’unun ve S. epidermidis suglarinin %75’ inin
biyofilm

olusturdugunu bildirmistir.
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Calismamizda, biyofilm olusumunun en fazla
oldugu izolatlarin Pseudomonas bakterileri
(%93.7) ve koagiilaz negatif stafilokoklar
(%86.6) oldugu goriilmiistiir.

Diyabetik ayak tilserlerinden izole edilen bakte-
rilerin arastirlldig1 bir¢ok calismada biyofilm
olusumu 24 saatte degerlendirmistir. Ancak
inkiibasyon siiresinin biyofilm olugumunu etki-
ledigi, ¢cok sayida caligma ile gosterilmistir®244,
Mottola ve ark.“*? stafilokoklar, enterokoklar,
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. ve
Acinetobacter spp.’de biyofilm olusumunun
inkiibasyon siiresi ile arttifin1 gostermislerdir.
Ayni1 ¢alismada, Corynebacterium tiirlerinde
gozlenen orta diizeyde biyofilm olusumu 48
saatlik inkiibasyondan sonra artarken, 72 saatin
sonunda  azalmistir. birlikte,
Pseudomonas tiirlerinde orta ve yiiksek diizeyde

Bununla

biyofilm olusumu 48 saatlik inkiibasyondan
sonra artmis ve 72 saatin sonunda sabit kalmis-
tir. Calismamizda, biyofilm olusumu 48 saatlik
inkiibasyon sonrasi degerlendirilmistir. Biyofilm
olusumunun incelendigi ¢aligmalar 1s1¢inda, 48
saat sonrasindaki degerlendirmelerin daha uygun
olacagi diisiincesindeyiz.

Hasta verilerinin ve 6zellikle de risk faktorleri-
nin bulunmamasinin bu caligmanin temel kisit-
liliklaridir. Buna karsilik, diyabetik ayak iilser-
lerinde biyofilm varligin1 gosteren az sayida
calisma vardir. Calismamiz diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda biyofilm olusum oranlarinin
cok yiiksek oldugunu gostermistir. Bu konuda
daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim oldugu
aciktir. Kronik yaralardaki biyofilm yonetimi
kronik yara tedavisinin en etkili basamagini
olusturur. Caligmalarimiz, diyabetik ayak
enfeksiyon etkenlerinin biyofilm olusturmasini
onlemek veya biyofilmi ortadan kaldirmak icin
terapotik stratejilerin gelistirilmesi gereksini-
mini vurgulamas: bakimindan da Onem tagi-
maktadir.
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Aragtirma

Metisiline Direncli Staphylococcus aureus Suglarmda
Vankomisine Karsi Azalmis Duyarhhigin Aragtiriimas

Emine KORKUT TUNC, Cigdem KUZUCU, Baris OTLU
Inonii Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Boliimii, Malatya
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Amag: Staphylococcus aureus, tiim diinyada toplum ve
hastane kaynaklr enfeksiyonlara yol acan en onemli etken-
lerden biridir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA)’da bakteriler vankomisine karst ¢ok yiiksek mini-
mal inhibitor konsantrasyon degerlerine sahip oldugun-
dan, rutin duyarlilik testlerinde tespit edilebilmektedir.
“Vankomisin-intermediate” S. aureus (VISA)/heterojen
VISA (hVISA) suglarimin ise laboratuvarlarda uygulanan
rutin duyarlilik testleriyle saptanmast giictiir. Calismamizda,
Ocak 2008-Agustos 2013 tarihleri arasinda hastanemiz
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis cesitli ornekler-
den izole edilip -80°C’de stoklanmis 52 adet MRSA susu
kullamilarak VISA ve hVISA izolatlarimin sikliginin aragti-
rimast amaglannustir.

Gereg ve Yontem: Bu ornekler oncelikle multipleks poli-
merize zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile mecA, nuc ve
16S genleri agisindan molekiiler olarak test edildi. Bu
suslara vankomisin mikrodiliisyon, gradient test, vanko-
misin agar tarama (BHI-V6) uygulandi. Agar taramada
iireyen dokuz susa makrogradient test ve PAP-AUC yonte-
mi uygulandi.

Bulgular: Elli iki susta PZR ile mecA gen bolgesi gosteril-
di. Gradient-test ve buyyon mikrodiliisyon yontemi ile tiim
suslarin vankomisine duyarli (MIK degeri <2 ug/ml) ola-
rak tespit edildi. Altr ug/ml vankomisin iceren beyin kalp
infuzyon agar (BHI-V6) tarama testi sonucunda ilk 24
saatte sekiz drnekte, 48. saatte bir ornekte iireme gozlendi.
Makrogradient testte dokuz sustan bes tanesinin MIK dege-
ri 28 ug/ml olarak, dort susun MIK degeri <8 ug/ml olarak
tespit edildi. Popiilasyon analiz profili sonucuna gore
dokuz sus (%17.30) hVISA olarak degerlendirildi.

Sonug: Bu sonuglara gore, vankomisine karst azalmis
duyarliliga sahip MRSA suslart hastanemizde de mevcut-
tur. Bu suglarin tespiti rutin laboratuvar testleri ile olas
olamamaktadir. Bununla birlikte, giiniimiizde MRSA teda-
visinde ilk tercihin glikopeptid gurubu antibiyotikler olma-
st nedeniyle bu suglarin tespiti tedavi basarisizligimin
oniine gecmek icin yapimalidir.

Anahtar kelimeler: MRSA, vankomisin, VISA/hVISA

ABSTRACT

Investigation of Reduced Vancomycin Susceptibility in
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains

Objective: Staphylococcus aureus is one of the most
important factors that leads to community-acquiired and
nosocomial infections in the whole world. Vancomycin-
resistant S. aureus (VRSA) bacteria can be detected in
routine sensitivity tests because they have very high
minimal inhibitory concentration values aganist
vancomycin. Vancomycin-intermediate S. aureus (VISA)/
heterogenous VISA (hVISA) bacterial strains can not be
detected using routine sensitivity tests applied in
laboratories. In our study we aimed to search the frecuency
of VISA and hVISA strains isolated from various samples
sent to our hospital microbiology laboratory between
January 2008-August 2013. Fifty-two MRSA bacteriel
strains.samples isolated and stocked in microbiology
laboratory of our hospital at -80°C were used to investigate
the freguency of VISA and hVISA isolates.

Materials and Methods: These samples were first subjected to
molecular tests by multipleks polymerase chain reaction
(PCR) method for detecting mecA, nuc and 16S genes.
Vancomycin microdilution, gradient test, vancomycin screen
agar (BHIA-V6)were applied on these samples. Macrogradient
test and PAP-AUC method were runned on nine bacterial
strains which were reproduced in screen agar.

Results: mecA gene zone was displayed in 52 bacterial
strains by PCR. All bacterial strains are found to be
sensitive to vancomycin (MIK<2 ug/ml) by using gradient
test and broth microdilution method. Bacterial growth was
observed within the first 24 (n=8), and 48 hours (n=1) in
indicated number of samples in brain heart infusion
(BHIV6) agar screen test which contained 6 pg/ml
vancomycin. In macrogradient test MIK values were found
to be 28 ug/ml in 5 strains, and <8 pg/ml in four bacterial
strains Nine bacterial strains (17.3%) were evaluated to be
hVISA according to the population analysis profile results.

Conclusion: According to these results we found that
MRSA strains which have decreased sensitivity aganist
vancomycin also present in our hospital. These bacterial
strains can not be detected with routine laboratory tests.
These bacterial strains should be identified to prevent
unsuccesful treatment because nowadays glycopeptide
antibiotics are the first choice in the treatment of MRSA.
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GIRIS

Giintimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavisin-
de en sik kullanilan ilaglar vankomisin ve tei-
koplanin olmak {izere glikopeptid grubu
antibiyotiklerdir”. Ancak ilk olarak 1996 yilin-
da “vancomycin-intermediate” S. aureus (VISA)
suglar1 tanimlanmasindan kisa bir siire sonra
1997 yilinda Hiramatsu ve ark.?, heterojen-
VISA (hVISA) olarak adlandirilan yeni bir van-
komisin diren¢ tipi tanimlamiglardir. “Mu3”
olarak adlandirilan ilk hVISA izolatindan sonra
bir¢ok iilkeden degisen oranlarda olmak {iizere
hVISA suglart bildirilmigstir. Stafilokoklarda
gozlenen bu diren¢ gelisimini 2002 yilinda
Michigan’da bir diyaliz hastasinda vankomisine
direncli S. aureus (VRSA) izolati tanimlanmasi
takip etmistir®®. VRSA da bakteriler vankomi-
sine kars1 cok yiiksek MIK degerlerine sahip
oldugundan, rutin duyarlilik testlerinde tespit
edilebilmektedir. VISA/hVISA suslarinin ise
laboratuvarlarda uygulanan rutin duyarlilik test-
leriyle saptanmasi giictiir. Vankomisin iceren
beyin kalp infiizyon agar (BHIA), gradient test,
makroyontem gradient test ve PAP AUC (popu-
lation analysis profile area under the curve,
popiilasyon analiz profili egri altinda kalan alan)
gibi cesitli tarama yontemleri VISA/hVISA sug-
larinin saptanmasi amaciyla siklikla kullanil-
maktadir. VISA/hVISA suglarinin tanimlanma-
sinda popiilasyon analiz profili (PAP AUC) altin
standart yontemdir ¢

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Ocak 2008-Agustos 2013 tarihle-
ri arasinda, Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonde-
rilmis cesitli 6rneklerden izole edilip -80°C’de
stoklanmig 52 adet MRSA susu kullanildi. Bu
ornekler oncelikle mecA, nuc ve 16S genleri
acisindan molekiiler olarak test edildi. mecA,
nuc ve 16S genlerinin her iicii icin pozitif olan
suslar metisilin direngli S. aureus kabul edilerek
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bu suslara vankomisin agar tarama, vankomisin
mikrodiliisyon ve gradient testleri uygulandi.
Vankomisin agar tarama da iireyen S. aureus
suglarina VISA ve h-VISA yoniinden makro
gradient test ve popiilasyon analiz profili yapil-
d1.

Molekiiler Yontem

QIAsymphony (Almanya) cihazinda otomatik
DNA ekstraksiyonu yapildi. Mutipleks polimeri-
ze zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile (mecA-1,
mecA-2, nucl, nuc2, LAB16SF ve LABI16SR
primerleri kullanilarak) metisilin direnci, koagii-
laz genleri ve 16S bakteriyel DNA varlig1 goste-
rildi.

Buyyon Mikrodiliisyon

Mikroplagin birden 12’ye kadar olan yatay
kuyucuklarma 50’ser ul Mueller Hinton buyyon
eklendi, 512 pg/ml konsantrasyonda vankomi-
sinden (Liofilchem, Italya) 50 ul alinarak ilk 11
kuyucukta seri diliisyon yapildi. On ikinci kuyu-
cuk pozitif kontrol olarak kullanildi ve antibiyo-
tik eklenmedi. On ml Mueller Hinton broth
besiyerine 50 pl 0.5 McFarland bakteri siispan-
siyonu eklendi. Kisa bir siire vorteksledikten
sonra bu silispansiyondan 50’ser pl alinip 12
kuyucuga da ilave edildi. Mikroplagin iizeri ste-
ril bir plakla kapatildiktan sonra 35°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Her bir susa ait tiremenin olmadi-
81 en diisiik konsantrasyon minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) olarak degerlendirildi.
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI) kriterlerine® gore vankomisin MIK
degeri okundu. S. aureus icin <2 pg/ml olanlar
duyarli, 4-8 ug/ml olanlar orta derecede duyarlt, =16
pg/ml olanlar da direngli kabul edildi®. Kontrol
susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanildi.

Gradient test

Kanli agarda bir gece bekletilmis kiiltiirden tire-
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yen taze kolonilerden alinarak 0.5 McFarland
bulaniklifina ayarlanmig bakteri siispansiyonu
hazirlandi. Mueller Hinton agar yiizeyine yayil-
d1. Vankomisin gradient test stripleri (Liofilchem,
Italya) yerlestirildikten sonra 35°C’de 24 saat
inkiibe edildi. MIK degerleri belirlendi ve
CLSI'nin 6nerdigi MIK degerleriyle kargilasti-
rildi112,

Vankomisin Agar Tarama

Bu yontem, ABD Hastaliklarin Kontrol Merkezi
(Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) o6nerileri dogrultusunda 6 pg/ml vankomi-
sin iceren beyin kalp infiizyon (BHI-V6 Oxoid)
besiyerinde yapildi. Bunun icin 6 ug/ml vanko-
misin igeren beyin-kalp infiizyon (BHI) agar
hazirlandi. Kanli agarda bir gece bekletilmis
kiiltiirden iireyen taze kolonilerden alinarak 0.5
McFarland bulanikligina ayarlanmig bakteri siis-
pansiyonu hazirlandi. Siispansiyondan 10 ul
almip 6 pg/ml vankomisin iceren beyin-kalp
infiizyon agara ekildi, 35°C’de 24 ve 48 saat
inkiibe edildi. Eger 24 saat sonra gozle goriiniir
tireme varsa izolatlar potansiyel VISA olarak
degerlendirildi. Eger 48 saat icinde sayilabilir
(1-30 koloni olusturan iinite, CFU) iireme gorii-
liirse izolat olast hVISA olarak degerlendirildi.
Kirk sekiz saat sonunda lireme goriilmezse izo-
lat vankomisine duyarli olarak degerlendirildi.
Kalite kontrol suglar1 olarak kendi hastanemizde
izole edilen ve VanA icerdigi molekiiler olarak
tespit edilen vankomisine direncli Enterococcus
(VRE) ile vankomisine duyarli kdoken olan
S. aureus ATCC 29213 kullanildi.

Makro Gradient Test Metodu

VISA tarama yontemi olarak makro gradient
test yontemi kullanildi. ki McFarland bula-
niklikta hazirlanan bakteri siispansiyonundan
200 pl alinarak 90 mm capinda BHI agar plak-
larina yayildi. Yaklasik 10 dakika biyogiiven-
lik kabininde besiyeri yiizeyi kuruyuncaya

kadar beklendi ve gradient test stripleri yer-
lestirildi. Plaklar 48 saat 35°C’de inkiibe edil-
di ve MIK degeri 8 pg/ml ve iizeri olan suslar
VISA/hVISA kabul edildi”?.

Popiilasyon Analiz Profili

Daha 6nceden Wootton ve ark.’nin» tanimladi-
81 sekilde yapilan bu yontem, VISA ve h-VISA
suglarinin belirlenmesinde altin standart olarak
kabul edilmigtir. PAP-AUC yontemi, BHI-V6
besiyerinde iireyen siipheli hVISA/VISA izolat-
larinin duyarlilik diizeylerini dogrulamak ama-
ciyla uygulandi. Siipheli izolatlarin 0.5
McFarland bulanikligina ayarlanmig siispansi-
yonlarindan ve 10 kat seri dilusyonlarindan
50°ser pl, sirasiyla 1,2,4,5,6, 8 ve 10 pg/ml
vankomisin iceren BHI agar besiyeri yiizeyleri-
ne yayildi. Bakteriler, 35°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra, koloni sayimlar1 gerceklestiril-
di. Plaklarda her bir konsantrasyonda iireyen
kolonilerin sayilar1 y eksenine, antibiyotik kon-
santrasyonlari ise x eksenine yerlestirilerek gra-
fikleri cizildi. Her bir sus icin egri altindaki alan
(AUC) Microsoft Excel (ABD) programiyla
hesaplandi. Elde edilen deger, standart hVISA
susu olan Mu3 icin hesaplanan AUC degerine
boliinerek bir oran elde edildi. Bu oran <0.90 ise
vankomisine duyarli stafilokok, 0.90-1.3 ise
hVISA, =1.3 ise VISA olarak kabul edildi"+'>.

BULGULAR

Calismaya alinan 52 MRSA susunun 21°i yara-
abse, 15’1 kan, dokuzu trakeal aspirat-balgam,
licli dren, ikisi parasentez ve ikisi diger 6rnek-
ler seklindedir. Bu suslarin servislere gore
dagilimi 13’ cerrahi servis-yogun bakim, seki-
zi organ nakli servis-yogun bakim, sekizi dahili
servis-yogun bakim, altis1 ortopedi servisi, alti-
s1 reanimasyon servisi, licli yanik iinitesi, ikisi
enfeksiyon servisi ve altis1 diger servisler sek-
lindedir.
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mecA-527 byl =1=1-] e o o D D D D

VP eeeeUPrceoanen® d 51000
234 bp

118 bp
Resim 1. 1-11. 6rnegin PZR goriintiileri.
1 mg/l
Vankomisinli S el 3 mg/l
BHIA mg Vankomisinli
——58 2mgl Vankomisinli BHIA
Vankomisinli BHIA
BHIA i\
6 mg/l
4 mg/l Vankomisinli
Vankomisinli BHIA
BHIA
10 mg/1
8 mg{ l_ ) « " Vankomisinli
Vankomisinli BHIA
BHIA

Resim 2. Kirk sekiz no’lu 6érnegin 1,2, 3,4, 5, 6, 8, 10 mg/l vankomisin iceren beyin-kalp infiizyon agarda 35°C’de 48 saat inkiibasyon
sonucu iireme goriintiileri.
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PZR Sonuclar: Elli iki susta sirasiyla 886 bp
bolgede bir bant, 527 bp’lik bolgede bir bant ve
225 bp’lik bolgede bir bant gozlenmesiyle bu
suglar 16S (+), mecA (+), nuc (+) ve bu suglar
MRSA olarak degerlendirildi. PZR iiriinlerinin
agaroz jeldeki goriintiileri Resim 1°de gosteril-
misgtir.

Gradient test ve buyyon mikrodiliisyon yon-
temi sonuclari: Gradient test ve buyyon mikro-
diliisyon sonuglar1 benzer sekilde idi. Tiim sug-
lar her iki yontem ile vankomisine duyarli olarak
tespit edildi. Vankomisin MIK degerlerinde yillar
icinde bir artig (MIC creep) olmadigi goriildii.

Agar tarama sonuclari: Elli iki tane mecA (+)
S. aureus susa 6 ug/ml vankomisin i¢eren beyin
kalp infuzyon agar (BHI-V6) tarama testi yapil-
d1. ilk 24 saatte sekiz 6rnekte (11.,17.,18.,24.,
36., 37., 48., 49.), 48. saatte ilave bir (43.
Ornekte) 6rnekte daha iireyerek toplamda dokuz
ornekte 6 pg/ml vankomisinli agar taramada
tireme gozlendi.

Makro Gradient test sonuclari: 6 pg/ml van-
komisin igeren beyin kalp infiizyon tarama agar-
da iireyen dokuz susa makro gradient test ve
popiilasyon analiz profili uygulandi. Makro gra-
dient testte bu dokuz sustan bes tanesinin MIiK
degeri =8 pg/ml olarak degerlendirildi. Dort
susun MIK degeri <8 pg/ml olarak degerlendi-
rildi.

PAP-AUC sonuclari: 6 pg/ml vankomisin ige-
ren beyin kalp infiizyon tarama agarda iireyen
dokuz susa uygulanan popiilasyon analiz profili
sonucuna gore bu bakterilerin egri altindaki
alanlarinin Mu3 susununkine orani 11. sug i¢in
1.05; 17. sus igin 1.29; 18. sus i¢in 1.1; 24. sus
icin 1.26; 36. sus icin 1.2; 37. sus i¢in 1.2; 43.
sus icin 1.15; 48. sus i¢in 1.1; 49. sus icin 1.1
olarak belirlendi. Bu suslarin egri altinda kalan
alanlar1 0.90-1.3 araliginda idi ve bu dokuz sus
(%17.30) hVISA olarak degerlendirildi.

Popiilasyon analizi yapilan bakterilerden 48.
ornegin 1,2,3,4,5, 6,8, 10 mg/ml vankomisin
iceren BHIA’daki iireme goriintiisii Resim 2’de
gosterilmigtir. Agar taramada iireyen dokuz
susun PAP-AUC alan grafikleri Sekil 1, Sekil 2
ve Sekil 3’te gosterilmigtir.
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Sekil 3. Mu3 (hVISA), Mu50 (VISA), standart Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) suslarma ait PAP-AUC grafigi.
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TARTISMA

Stafilokoklarda vankomisine karsi azalmis
duyarliligin saptanmasinda otomatize sistemler,
agar diliisyon, buyyon diliisyon, popiilasyon
analizi profili ve makroyontem gradient test gibi
degisik yontemler kullanilmaktadir®®. CDC
VISA taramasi i¢in 6 pg/ml vankomisin iceren
BHI agar kullanilmasini dnermektedir. Vanko-
misinli tarama besiyerlerinin duyarlilik ve 6zgiil-
liikleri yliksek olmamasina ragmen, kolay yapi-
labilmeleri, hizli ve ucuz olmalar1 nedeniyle
laboratuvarlarda kullanilmaya devam edilmek-
tedir!?.

hVISA suglan ile ilgili ¢cok sayida arastirma
yapilmustir. Hiramatsu ve ark."¥ Japonya’da 203
hastaneden, 1149 klinik MRSA izolatinda VRSA
prevalansina yonelik caligmalarinda populasyon
analiziyle, 7 iiniversite hastanesinde hVISA pre-
valansini %9.3, bir iiniversite hastanesinde %20,
tiniversite olmayan hastanelerde ve kliniklerde
ise %1.3 olarak bulmuslardir.

Tiirkiye’de ilk hVISA susu Giilay ve ark.1 tara-
findan 1998 yilinda rapor edilmistir. Giilay ve
ark.'® Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiilte-
si’'nde klinik Orneklerden izole ettikleri 95
MRSA susunda vankomisin direncini 4-8 pg/ml
vankomisin iceren BHIA’da arastirmiglardir.
Agar taramada lireyen bes susa (%5.3) mikrodi-
liisyon yontemi ile vankomisin ¢alismiglar ve bu
suslarda vankomisine azalmig duyarlilik sapta-
muglardir (MIK: 8 pg/ml). Mirza ve ark.’nin
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi’nde 2001-2011 yillar1 arasinda ¢ocuk hasta
grubundan izole edilen 94 MRSA ile yaptiklari
calismada, caligmaya dahil edilen MRSA izolat-
larinda vankomisin MIK degerlerinde yillar
icinde bir artig olmadig1 (MIC creep), hem mik-
rodiliisyon hem de gradient test yontemi ile
izolatlarin tamaminin vankomisine ve daptomi-
sine duyarli bulundugu gésterilmistir. PAP-AUC
yontemi ile 20 (%21) hVISA izolati1 saptanmais,
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PAP-AUC yontemi ile makrogradient test yon-
tem sonuglar karsilagtirildiginda makrogradient
test yontemin duyarlilign %71 .4, ozgiilligi ise
%91 .4 olarak tespit edilmistir. hVISA izolatlari-
nin %75’inde vankomisin MIK degeri 2 pg/ml
olarak saptanmis, vankomisin MIK degeri 2 pg/
ml olan izolatlarin ise %53.6’sin1 hVISA olarak
tespit etmislerdir.

Sancak ve ark.!"® 2005 yilinda 256 MRSA susu-
nu 4 pg/ml vankomisin iceren BHIA’da taramig-
lar ve 145 susun 48. saatte iiredigini saptamiglar-
dir. Bu suslara yapilan makrogradient test sonu-
cu 46 (%17.9) sus hVISA olarak tespit edilmis
ve bu 46 sus popiilasyon analiz profili ile dogru-
lanmustir. Sancak ve ark.’nin"”, yedi farkl tini-
versite hastanesinden 2007-2010 yillar1 arasinda
yaptig1 baska bir calismada, 175 tane MRSA kan
orneginde PAP-AUC ile hVISA oranint %13.7
(24/175) bulmuslardir. Vankomisin MIiK degeri
71 (%40.6) susta 2 pg/ml bulunmus. hVISA
oranlart MIK degeri =1 pg/ml olan izolatlarda
daha yiiksek oranda saptanmig, makrogradient
test yonteminin duyarliligt %58.3 ozgilliigii
%92.1 olarak bulunmustur. Mikrodiliisyon ve
gradient test ile elde edilen MIK degerleri ara-
sindaki yiizde uyumu hem vankomisin hem de
daptomisin i¢in yliksek bulunmugstur. MRSA
izolatlarinin tiimiiniin daptomisine duyarlt oldu-
gu saptanmis ve MRSA enfeksiyonlarinin teda-
visinde glikopeptid grubu antibiyotiklere alter-
natif bir ila¢ olabilecegi vurgulanmistir. hVISA
tanimlanmasinda tercih edilmesi gereken yonte-
min PAP-AUC oldugu, ancak uygulanmasi pra-
tik olmadigindan, daha hizli ve dogru sonug
veren yoOntemlerin gelistirilmesine gereksinim
oldugu vurgulanmustir.

Caligmamizda, 52 tane mecA pozitif S. aureus
susuna 6 pg/ml vankomisin iceren BHIA tara-
masi1 yapilmis suglardan sekiz tanesi 24. saatte,
bir tanesi 48. saatte agar tarama besiyerinde lire-
yerek toplamda dokuz (%17.3) sus agar tarama
ile hVISA siipheli olarak tespit edilmistir. Hem
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mikrodiliisyon hem de gradient test yontemi ile
izolatlarmn tamami vankomisine duyarli bulun-
mustur. Alti tane susun vankomisin MIK degeri 1
ug/ml olarak tespit edilmig ve bu suslarin bes
tanesi PAP-AUC ile hVISA olarak tespit edilmis-
tir. Tarama pozitif olan suglar ile yapilan makrog-
radient test yontemi ile bes tane susun vankomi-
sin MIK degeri =8 pg/ml hVISA, dort tane susun
vankomisin MiK degeri <8 ug /ml olarak bulun-
musg ve bu suglar vankomisine duyarli olarak tes-
pit edilmistir. Agar tarama pozitif olan dokuz susa
yapilan PAP-AUC sonuglarina gére dokuz susta
(%17.3) hVISA olarak tespit edilmistir.

Feng ve ark.’nin® 2013’te toplam 456 MRSA
izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada, 105 izolat (%23)
6 ng/ml vankomisin igceren BHIA da tiremis ve bu
suglara yapilan PAP-AUC’de 21 sus (%4.6)
hVISA olarak dogrulanmistir. Riederer ve
ark.’nin"” 2011°de kan kiiltiiriinden izole edilen
457 MRSA susu ile yaptiklart ¢alismada, mak-
rogradient test metodu ile yedi izolati VISA
(%1.4),33 izolat1 hVISA olarak tespit etmislerdir.
Makrogradient test metodunun sensitivitesini
%75, spesifitesini %89 olarak tespit etmiglerdir.
Ayni calismada, hVISA/VISA izolatlarini tespit
etmede 3 mg/L ve 4 mg/L vankomisin igeren
BHIA tarama besiyerlerinin spesifite ve sensitivi-
telerini karsilagtirmiglar BHIA-4 igin sensitivite
%100, spesifite %94.6, BHIA-3 icin sensitivite
%27.5, spesifite %100 olarak bulmuslardir.

Walsh ve ark.?”, agar dilusyon, buyyon mikro-
diliisyon, gradient test (0.5 ve 2.0 McFarland
inokulumlu), vankomisin agar tarama ve modifi-
ye vankomisin agar tarama yontemleri ve basit-
lestirilmig popiilasyon analizini iceren yedi fark-
I1 yontemle 284 MRSA ve vankomisine duyarli-
l1g1 azalmig 45 stafilokok izolatinda yontemle-
rin, duyarlilik ve ozgiilliigiinii kargilagtirmiglar-
dir. Standart PAP-AUC yontemiyle karsilagtir-
diklar1 ¢aligmalarinda, 6 pg/ml vankomisin ige-
ren BHI agar tarama ydnteminin duyarliligini
%22, ozgilligini %97; 5 pg/ml vankomisin

iceren Mueller Hinton agar tarama yOnteminin
duyarliligimi %20, 6zgiilliigiinii %99; basitlesti-
rilmis popiilasyon analizi yonteminin duyarlili-
gt %71, ozgilligini %88; 0.5 McFarland
inokulumla yaptiklar1 gradient test icin duyarl-
181 %82 ozgiilligii %93; 2.0 McFarland inoku-
lumla yaptiklar1 gradient test icin duyarliligi
%96 ve ozgiilliigii %97 olarak bulmuglardir.

Vankomisin, MRSA enfeksiyonlarinin parente-
ral tedavisinde primer seceneklerden biridir.
Ancak vankomisinin bakterisidal aktivitesinin
yavag olusu, direncli suglarin ortaya cikist ve
“MIK creep” fenomeni nedeniyle, etkinligi ile
ilgili kaygilar olmaktadir. Vankomisine azalmig
duyarlilig1 olan MRS A enfeksiyonlarmin geligti-
§i hastalarin degerlendirildigi bir derlemede
hastalarin osteomyelit, derin doku enfeksiyo-
nuyla iligkili bakteriyemi, endokardit gibi ciddi
enfeksiyonlarinin bulundugu, bu hastalarda
diyabet, malignite, bobrek yetmezligi, immun-
siipresyon ve cerrahi operasyon gecirilmesinin
risk faktorii oldugu ve tiim hastalarin VISA
gelismeden Once vankomisinle tedavi edildigi
bu hastalarin %76’sinda tedavi basarisizligi
oldugu bildirilmigtir®”. Calismamizda da, hVISA
olarak tanimlanan suslarin izole edildigi hastalar
hastanemizin bilgisayar veri tabanindan geriye
yonelik incelendiginde elde edilen verilere gore
hastalarin uzun siireli glikopeptid kullanim
Oykiisii oldugu ve bazilarinin biiyiik cerrahi
islemlere maruz kaldiklari tespit edilmistir.

VanA geni olmadan genetik mutasyonlarin olma-
st ve hiicre fizyolojisindeki degisiklikler sonucu
vankomisinin hedefine ulagmasini engelleyecek
sekilde hiicre duvarmin kalinlagmast VISA
suslarinin gelismesine neden olmaktadir®?.
S. aureus’ta vankomisin direncinin gelismesin-
de hiicre duvar kalinlagsmasinin yaygin oldugu-
nun gosterildigi cok merkezli bir ¢alismada, 16
klinik VRSA izolat1 seri olarak antibiyotiksiz
ortama pasajlanmig ve pasaj sonrast yapilan
calismalarda, vankomisin MIK degerlerinin diis-
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tiigii (MiK<4 mg/L) saptanmustir. Bununla bir-
likte, populasyon analiziyle yapilan calismada,
bir sug hari¢ 15 susta hala vankomisine direncli
alt popiilasyonlarin bulundugu gosterilmistir®?.

Glikopeptid grubu antibiyotiklerin yalanci duyar-
It olarak saptanmalari, glikopeptidlere azalmig
duyarhilig1 bulunan suglarla gelisen enfeksiyonla-
rin tedavisinde basarisizliga yol acabilmektedir.
Ozellikle vankomisin tedavisine yanit vermeyen
veya ilk bagta diizelme gosterirken ve tedavi
devam ederken aniden kotiilesen hastalarda, VISA
ve h-VISA olasiligi g6z 6niinde bulundurulmal
ve hastanelerde glikopeptid kullaniminin yaygin
oldugu iilkemizde bunlarin prevalansinin tespit
edilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.
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sekilleriyle yazilmali mikroorganizma adi daha sonraki
kullanimlarda cins adinin ilk harfi kullanilarak
kisaltllmalidir. Staphylococcus aureus S. aureus gibi.

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalari
aynt olacak adlar ayni yazida gegtiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullamilmalidir. Stafilokok, streptokok
gibi sadece cins ad1 gecen ciimlelerde dilimize yerlesmis
cins adlar1 Tiirkce olarak yazilabilir.

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

Boyama yontemi olan Gram biiyiik harfle yazilmalidir.



Bakteri tanimlamasinda ise kiiciik harf kullanilmalidir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri acik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullanilmamalidir.

Bir tesekkiir yazis1 varsa Kaynaklar’dan ©nce
olmalidir.

Calisma kazanilmis bir burs veya proje ile
tamamlanmigsa belirtilmelidir.

Kaynaklar listesinde yer alan kaynaklarin tamaminin
metin i¢inde kullanilmis olmasi gereklidir.

Kaynaklar metin icinde gegis sirasina gore siralanmali
ve metin i¢inde climle sonuna konacak parantez icine,
list simge olarak yazilmahdir. Ornegin; ....................
gosterilmigtir'>9. ..... Kaynak yazimi sirasinda bosluk
birakmayiniz

Metinde kaynaklar iist simge olarak bulunmalidir

Metinde kaynak verilirken yazar adi kullaniliyorsa
kaynak numarasi yazar admin yanina yazilmalidir.
Ornegin; Smith ve Gordon’a(4) gore .......ccocoew....
Kaynak yazimi sirasinda bosluk birakmayiniz

Heniiz yaymlanmamis veriler ve ¢aligmalar Kaynaklar
boliimiinde yer almamalidir.

Dergimiz, bagka calismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma geklinde kullanilmasimi kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagl
olarak caligma degerlendirme dig1 birakilabilir.

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tiim yazarlarmn isimleri yazilmalidir. Yazar
sayisinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk g
yazarin ismi yazilmali, sonrasinda Tiirk¢e makalelerde
“ve ark.”, 1ngilizce makalelerde ise “et al.” ilave
edilmelidir.

Dergi isimlerinin kisaltilmasi Index Medicus’taki stile
uygun olarak yapilmalidir (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nlmcatalog/). Index Medicus’ta bulunmayan dergi
adlar1 kisaltilmadan yazilmalidir.

Dergide kaynaklar yazilirken asagidaki ornekler esas
alinmali; noktalamalar, kelime ve harf araliklari,
biiytik harfler, dergi ve cilt numarasi buna gore
diizenlenmelidir.

Ornekler

A. Makaleler

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

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

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

Yazar1 verilmemis makale: Anonymous. Coffee
drinking and cancer of the pancreas (Editorial). Br Med
J 1981; 283:628.

Elektronik formatta makale: Mansur T, Artunkal S.
Fusarium oxysporum infection of stasis ulser:

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

B. Kitaplar

o Kitap: Pelczar MJ, Chan ACS, Krieg S. Microbiology.
5th ed. New York: McGrew Hill Co, 2003. (Tiirkge
yazarli kitaplarda da ayni1 format kullanilmali, ancak 5
ed yerine 5. baski denilmelidir). Bir kurulug tarafindan
yaymmlanmig olan kitaplarda basimevinin degil,
yayimlanan kurulugun adi ve varsa yaym numarasi
kullamImahdir. Ornegin “Ist. Tip. Fak. Yayin No. 20.
Istanbul 1956” gibi.

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

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

e Tablo bagligi tablo iist ¢izgisinin {iistiine, sol kenardan
baglanarak yazilmali ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullanilmalidir. Ornegin; Tablo 1. E. coli
izolatlarinin MiK dagilimlari, gibi.

e Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kistmda mutlaka
aciklanmalidir.

e Tablolarda metnin tekrar1 olmamalidir

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

e Sekillerde 6l¢ii 6nemli ise iizerine cm veya mm’yi
gosteren bir 6lgek ¢izgisi konmalidir.

e Fotograflar taninmay1 engelleyecek sekilde olmal1 ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

o Isim, bas harfler, hastane kayit numaras1 gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

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








