


ISSN 0258-2171
e-ISSN 2458-7516

TÜRK MİKROBİYOLOJİ CEMİYETİ DERGİSİ
JOURNAL OF TURKISH SOCIETY OF MICROBIOLOGY

  Cilt / Volume 47   

Sayı / Number 1

Mart / March 2017



TÜRK MİKROBİYOLOJİ CEMİYETİ DERGİSİ
JOURNAL OF TURKISH SOCIETY OF MICROBIOLOGY

Editör / Editor in Chief

Çağrı Ergin
Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Denizli

Bölüm Editörleri / Section Editors

Sebahat Aksaray; Haydarpaşa Numune Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarı

Nilay Çöplü; Kastamonu Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı

Ayşe Esra Karakoç; Ankara Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarı

Ebru Evren; Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı

Bedia Dinç; Ankara Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarı

Ramazan Gümral; Van Sağlık Bilimleri Üniversitesi Eğitim Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarı

Funda Doğruman-Al; Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı

Cilt / Volume 47   Sayı / Number 1   Mart / March 2017

Mart, Haziran, Eylül, Aralık olmak üzere yılda 4 kez yayınlanır.

Sahibi / Owner

Türk Mikrobiyoloji Cemiyeti Adına
On Behalf of The Turkish Society of Microbiology

Prof. Dr. Zeynep Çiğdem Kayacan

Yazışma Adresi / Correspondence Adres

Prof. Dr. Çağrı Ergin
Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Morfoloji Binası 
Kınıklı / Denizli

Tel: 0258 296 24 91   
e-posta: tmcdeditor@gmail.com

www.tmc-online.org

Logos Yayıncılık Tic. A.Ş.
Yıldız Posta Cad. Sinan Ap. No. 36 K.12 D.66-67 

34349 Gayrettepe-İstanbul
Tel: 0212 288 50 22 - 288 05 41    Faks:  0212 211 61 85  
e-posta: logos@logos.com.tr               www.logos.com.tr

Türk Mikrobiyoloji Cemiyeti Her Hakkı Mahfuzdur.
Turkish Society of Microbiology, All Rights Reserved

Copyright © 1993               Yayın Türü: Yerel Süreli

Bu dergi Acid Free (Alkali) kağıda basılmaktadır. / This journal is printed on Acid-Free paper

Basım Yeri / Printed by

Hakan Abacıoğlu (İzmir Ekonomi Üniversitesi)
Ali Kudret Adiloğlu (Bülent Ecevit Üniversitesi)
Mustafa Altındiş (Sakarya Üniversitesi)
İmre Altuğlu (Ege Üniversitesi)
Şöhret Aydemir (Ege Üniversitesi)
Asuman Birinci (Ondokuz Mayıs Üniversitesi)

Danışmanlar Kurulu / Advisory Board

Yayımlanan sayıya ait değerlendirme sürecini kapsamaktadır.

“TÜBİTAK ULAKBİM Tıp Veri Tabanı” ve “Türkiye Atıf Dizini” tarafından indekslenmektedir.

Şahin Direkel (Giresun Üniversitesi)
Fahriye Ekşi (Gaziantep Üniversitesi)
Ebru Evren (Ankara Üniversitesi)
Ceren Karahan (Ankara Üniversitesi)
Murat Kutlu (Pamukkale Üniversitesi)
Canan Külah (Bülent Ecevit Üniversitesi)

Mine Hoşgör Limoncu (Ege Üniversitesi)
Feza Otağ (Mersin Üniversitesi)
Müşerref Tatman Otkun (Çanakkale Üniversitesi)
Fatih Şahiner (Sağlık Bilimleri Üniversitesi)
Nur Yapar (Ege Üniversitesi)
Atila Yıldız (Ankara Üniversitesi)



 ÖZGÜN ARAŞTIRMALAR / CLINICAL INVESTIGATIONS

•	 Kronik	Hepatit	B	İçin	Antiviral	Tedavi	Alan	Hastalarda	Antiviral	İlaç	Direncinin	

	 Araştırılması

 Investigation of Antiviral Drug Resistance in Patients Receiving Antiviral Therapy for 

 Chronic Hepatitis B

 Demet TİMUR, Selma ÖKAHMETOĞLU, Osman ÖZÜBERK, Gülten CAN SEZGİN, 

 Ömür Mustafa PARKAN, Özge KAAN ...............................................................................

•	 Türkiye’nin	Orta	ve	Güney	Anadolu	İllerindeki	Yabani	Kemiricilerde	Hantavirüs	

	 Enfeksiyonlarının	Serolojik	Olarak	Taranması

 The Serological Screening of Wild Rodents for Hantavirus Infections in the Middle and 

 Southern Anatolia Region of Turkey

 Ceylan POLAT, Mert ERDİN, Mehmet Ali ÖKTEM ..............................................................

•	 Hepatit	C	Virus	Enfeksiyonlu	Hastalarda	Pegile	İnterferon-Ribavirin	Tedavisi	Yanıtı	ile	

	 Kemokin	Ligand	ve	Reseptör	Düzeyleri	İlişkisi

 Relationship Between Pegylated Interferon-Ribavirin Treatment Response and Chemokine 

 Ligand and Receptor Levels in Hepatitis C Virus Infected Patients

 Orçun ZORBOZAN, İlknur KALELİ, Hüseyin TURGUT .........................................................

•	 Pseudomonas	aeruginosa,	Acinetobacter	baumannii	ve	Escherichia	coli	İzolatlarının	

	 Antibiyotik	Duyarlılık	Test	Sonuçlarının	EUCAST	ve	CLSI’ya	Göre	Yorumlanması:	

	 Hacettepe	Deneyimi

 Interpretation of Antibiotic Susceptibility Test Results of Pseudomonas aeruginosa, 

 Acinetobacter baumannii and Escherichia coli Isolates According to EUCAST and CLSI: 

 Hacettepe Experience

 Salih MAÇİN, Yakut AKYÖN YILMAZ, Özben ÖZDEN, Deniz GÜR .....................................

İÇİNDEKİLER	/	CONTENTS

1-5

6-10

11-20

21-25

TÜRK	MİKROBİYOLOJİ	CEMİYETİ	DERGİSİ
JOURNAL OF TURKISH SOCIETY OF MICROBIOLOGY

Cilt	/	Volume	47			Sayı	/	Number	1			Mart	/	March	2017



•	 Balıkesir	Bölgesinden	Toplanan	Liken	Örneklerine	Ait	Özütlerin	Escherichia	coli	

 ATCC	25922	Üzerindeki	Antibakteriyel	Etkinlikleri

 Antibacterial Activities of Extracts of Lichen Samples Collected from Balikesir Region on 

 Escherichia coli

 Ezgi UÇARKUŞ, Barış GÖKALSIN, Nazlıhan YILDIRIM, Birkan AÇIKGÖZ, 

 Gülşah ÖZYİĞİTOĞLU, N. Cenk SESAL ..............................................................................

•	 Diyabetik	Ayak	Enfeksiyonlarında	Etken	Bakteriler	ve	Biyofilm	Oluşturma	Oranları

 Bacterial Agents in Diabetic Foot Infections and Their Biofilm Formation Rates

 Ş. Barçın ÖZTÜRK, M. Bülent ERTUĞRUL, Esra ÇÖREKLİ ....................................................

•	 Metisiline	Dirençli	Staphylococcus	aureus	Suşlarında	Vankomisine	Karşı	Azalmış	

	 Duyarlılığın	Araştırılması

 Investiation of Reduced Vancomycin Susceptibility in Methicillin-Resistant 

 Staphylococcus aureus Strains

 Emine KORKUT TUNÇ, Çiğdem KUZUCU, Barış OTLU ........................................................

 YAZARLARA BİLGİ ............................................................................................................

26-32

33-38

39-46

V-VI



1

Alındığı tarih: 03.10.2016
Kabul tarihi: 15.01.2017
Yazışma adresi: Demet Timur, Kayseri Eğitim Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Bölümü, Kayseri
e-posta: drdtimur@hotmail.com
§ Bu çalışma 1. Ulusal Viroloji Günleri’nde (26-28 Şubat 2016, Ankara) poster bildiri olarak sunulmuştur.

AraştırmaTürk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):1-5, 2017

doi:10.5222/TMCD.2017.001

Demet TİMUR*, Selma ÖKAHMETOĞLU**, Osman ÖZÜBERK**, Gülten CAN SEZGİN***, 
Ömür Mustafa PARKAN****, Özge KAAN**
*Kayseri Eğitim Araştırma Hastanesi, Mikrobiyoloji Bölümü, Kayseri
**Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Kayseri
***Kilis Devlet Hastanesi, İç Hastalıkları Kliniği, Kilis
****Afşin Devlet Hastanesi, Tıbbi Mikrobiyoloji Bölümü, Kahramanmaraş

Kronik Hepatit B İçin Antiviral Tedavi Alan Hastalarda 
Antiviral İlaç Direncinin Araştırılması§

ÖZ

Amaç: Kronik hepatit B (KHB) tedavisinde günümüzde 
interferon/pegile interferon ve çeşitli nükleozid/nükleotid 
analogları kullanılmaktadır. Tedavideki nükleozid analog-
ları; lamivudin, entekavir ve telbivudin iken, tenofovir ve 
adefovir ise nükleotid analoglarıdır. Ancak nükleozid/nük-
leotid analoglarının kullanımı ile viral polimeraz geninin 
çeşitli bölgelerinde ortaya çıkan mutasyonlar antiviral 
direncine neden olarak ilacın etkinliğini azaltmaktadır. Bu 
çalışmada, KHB enfeksiyonu tanısı ile takip edilen hasta-
larda, ilaç direncinden sorumlu gen mutasyonların araştı-
rılması amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi poli-
klinik ve kliniklerinde KHB tanısı ile takip edilen 45 hasta 
çalışmaya dâhil edildi. KHB hastalarında ilaç direncinden 
sorumlu mutasyonları revers transkriptaz gen bölgesinde 
pirosekanslama yöntemi (Pyromark, Qiagen, Almanya) ile 
araştırıldı. 

Bulgular: Çalışmaya alınan 45 hastanın 13 (% 28.8)’ünde 
ilaç direnciyle ilişkili mutasyonlar saptandı. Dört örnekte 
M204I, 4 örnekte L180M+M204I, 2 örnekte 
L180M+M204V+V173L, 3 örnekte L180M+M204V mutas-
yonları bulundu. Bu mutasyonlar, M204I; lamivudin ve 
telbivudine dirençli, entekavir ve adefovire orta duyarlı, 
tenofovire ise duyarlı, L180M+M204I; lamivudin, enteka-
vir ve telbivudine dirençli, adefovir ve tenofovire duyarlı, 
L180M+M204V+V173L; lamivudin, entekavir ve telbivu-
dine dirençli, adefovir ve tenofovire duyarlı, 
L180M+M204V; lamivudin ve telbivudine dirençli, enteka-
vir ve adefovire orta duyarlı, tenofovire duyarlı olarak 
raporlandı. Hastaların tedavisi antiviral ilaç direnç sonuç-
larına göre planlandı. 

Sonuç: KHB hastalarının tedavi takibinde antiviral ilaç 
direnç analizinin yapılması gerektiği düşüncesine varıldı.

Anahtar kelimeler: Antiviral direnç, 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 
followed 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. M204I and L180M+M204I, mutations 
were detected in four samples each, L180M+M204V+V173L 
and L180M+ M204V mutations in two and three samples 
respectively. These mutations were reported as follows: 
M204I; resistant to telbivudine and lamivudine, 
intermediately susceptible to entecavir and adefovir, and 
susceptible to tenofovir, L180M+M204I; resistant to 
lamivudine, telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir, 
tenofovir, L180M+M204V+V173L; resistant to lamivudine, 
telbivudine and entecavir, susceptible to adefovir, tenofovir, 
L180M+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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GİRİş

Hepatit B virüs (HBV) enfeksiyonları, uzun 
süredir etkin bir aşının yaygın olarak uygulan-
masına rağmen, günümüzde siroz ve hepatosel-
lüler karsinoma (HCC)’ya kadar ilerleyerek 
insan hayatını riske atmaya devam etmektedir(1,2). 
Türkiye orta endemik bölgeler içerisinde yer 
almaktadır(3). Genotip D ülkemizde en sık rastla-
nan HBV genotipidir(4).

Günümüzde kronik hepatit B (KHB) tedavi 
seçenekleri interferon/pegile interferon ve çeşitli 
nükleozid/nükleotid analoglarıdır(5). Tedavideki 
nükleozid analogları; lamivudin, entekavir ve 
telbivudin iken, tenofovir ve adefovir ise nükle-
otid analoglarıdır(6). Ancak nükleozid/nükleotid 
analoglarının kullanımı ile viral polimeraz geni-
nin çeşitli bölgelerinde ortaya çıkan mutasyon-
lar antiviral direncine neden olarak ilacın etkin-
liğini azaltmaktadır(7). Oral antiviral olarak kul-
lanılan lamivudinin uzun süreli kullanımı sonu-
cunda mutant suşlar ortaya çıkmaktadır. Dirençli 
mutantlar 4-5 yıllık bir sürede %60 oranına 
kadar ulaşabilmekte ve bu durum virolojik yanıt 
oranının düşmesiyle sonuçlanmaktadır(6). Bu 
çalışmada, KHB enfeksiyonu tanısı ile takip 
edilen hastalarda, ilaç direncinden sorumlu gen 
mutasyonlarının araştırılması amaçlandı.

GEREÇ ve YÖNTEM

Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi poliklinik ve 
kliniklerinde KHB tanısı ile takip edilen, yaşları 
7-69 arasında değişen ve 15’i kadın, 30’u erkek 
olan 45 hasta çalışmaya dâhil edilmiştir. KHB 
hastalarında ilaç direncinden sorumlu mutas-
yonları revers transkriptaz gen bölgesinde piro-
sekanslama yöntemi (Pyromark, Qiagen, 
Almanya) ile araştırıldı. 

DNA İzolasyonu

Hastalara ait serum örneklerinden deoksiribo- 

nükleik asit (DNA) izolasyonu EZ1 virus mini 
kit v2.0 (Qiagen, Almanya) kullanılarak üretici 
firmanın önerileri doğrultusunda EZ1 Advanced 
XL (Qiagen, Almanya) otomatik nükleik asit 
izolasyon cihazında yapıldı.

PCR Amplifikasyonu

HBV DNA amplifikasyonunda iki polimeraz 
zincir reaksiyonu (PCR) karışımı hazırlandı. 
Master A ve B kullanılarak hazırlanan “master” 
karışımdan 20 µl her DNA örneğinden 10 µl 
alınıp; Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) ciha-
zında PCR amplifikasyonu yapıldı. 

Pirosekanslama

HBV antiviral direnç analizi pirosekanslama 
yöntemi (Qiagen, Almanya) ile araştırıldı. HBV 
antiviral direnç analizi için, örnek başına altı 
pirosekanslama reaksiyonu uygulandı. PCR 
ürünlerinin “streptavidin sepharose” boncukları 
ile karşılaştırma işlemi üretici firmanın önerileri 
doğrultusunda yapıldı, örnekler denatüre edildi. 
Elde edilen tek sarmal DNA ile sekans primeri-
nin bağlanma işlemi gerçekleştirildi. Altı adet 
sekans primeri kullanıldı ve 169, 173; 180, 181, 
184; 194; 202, 204; 236; 250 kodonlarındaki 
antivirallere ait direnç mutasyonları belirlendi. 
Pyromark Q24 cihazında analiz işlemleri tamam-
landı ve HBV antiviral sonuçları belirlendi. 
Antiviral ilaç direnç sonuçları Avrupa Karaciğer 
Derneği önerileri doğrultusunda değerlendi-
rildi(2).

BULGULAR

Çalışmaya alınan 45 hastanın 13 (% 28.8)’ünde 
ilaç direnciyle ilişkili mutasyonlar saptandı. Bu 
13 hastanın dördünde (%31) M204I, dördünde 
(%31) L180M+M204I, ikisinde (%15) L180M 
+M204V+V173L, üçünde (%23) L180M+M204V 
mutasyonları bulundu. Bu mutasyonlar, M204I; 
lamivudin ve telbivudine dirençli, entekavir ve 
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adefovire orta duyarlı, tenofovire ise duyarlı, 
L180M+ M204I; lamivudin, entekavir ve telbi-
vudine dirençli, adefovir ve tenofovire duyarlı, 
L180M+ M204V+V173L; lamivudin, entekavir 
ve telbivudine dirençli, adefovir ve tenofovire 
duyarlı, L180M+M204V; lamivudin ve telbivu-
dine dirençli, entekavir ve adefovire orta duyar-
lı, tenofovire duyarlı olarak raporlandı. Bu has-
taların direnç paternleri, önceden verilen tedavi-
ler ve dirençle eşzamanlı laboratuvar değerleri 
Tablo 1’de gösterilmiştir. Hastaların tedavisi anti-
viral ilaç direnç sonuçlarına göre yapılmıştır.

M204I mutasyonu saptanan pediatrik hastada, 
lamivudin direnci geliştikten sonra tedavisine 
interferonla devam edilirken, lamivudine direnç 
belirlenen geriye kalan 9 hastanın tedavisine 
tenofovir ile devam edilmiştir.

Antiviral direnç analizi sonucunda L180M+ 
M204V ve L180M+M204I mutasyonu saptanan 
iki hasta eksitus olduğu için sonraki tedavileri 
bilinmemektedir.

TARTIşMA

KHB tedavisinde pegile interferon, yüksek 
etkinliği ve kullanım süresinin sınırlı olması 

nedeniyle standart interferonların yerini almıştır. 
Pegile interferon ile tedaviye yanıt hızlarının 
yüksek olmasına karşın, uzun süreli izlemde 
relaps oranlarının fazla olduğu saptanmıştır(8). 
Deri altına enjeksiyon şeklinde uygulanması ve 
yan etkilerinin sık görülmesi dezavantajlarını 
oluşturmaktadır. Dekompanse HBV ile ilişkili 
siroz veya otoimmün hastalığı olan kişilerde, 
kontrolsüz şiddetli depresyon ya da psikoz has-
talarında ve gebelikte pegile interferon kullanı-
mı kontrendikedir.

Entekavir ve tenofovir güçlü HBV inhibitörüdür 
ve direnç gelişimine yatkın değildir. İlk sırada 
kullanılabilecek monoterapi tedavi seçeneği ola-
rak güvenle kullanılabilir. Adefovir tenofovirden 
daha pahalı, daha az etkilidir ve daha çok diren-
ce neden olur. Telbivudin güçlü bir tedavi seçe-
neğidir, ama tedavi başarısı HBV DNA viral 
yükünden etkilenmektedir(2). 

Lamivudin tedavisinin maliyeti uygundur, ancak 
uzun süreli monoterapi tedavisi lamivudin 
dirençli HBV mutantlarının ortaya çıkmasına 
neden olmaktadır. Dirençli mutantlar 4-5 yıllık 
bir sürede %60 oranına kadar ulaşabilmekte ve 
bu durum virolojik yanıt oranının düşmesiyle 
sonuçlanmaktadır(6). Primer yanıtsızlık duru-

Tablo 1 Hastalarda saptanan antiviral ilaç direnç paternleri, önceden verilen tedaviler ve dirençle eşzamanlı laboratuvar değerleri.

Direnç paterni

M204I

L180M+M204I

L180M+M204V+V173L

L180M+M204V

Hasta sayısı

1. hasta
2. hasta
3. hasta
4. hasta

1. hasta
2. hasta
3. hasta
4. hasta

1. hasta
2. hasta

1. hasta
2. hasta
3. hasta

Tedavi

Lamivudin
Lamivudin
Lamivudin

Belirlenemedi*

lamivudin
lamivudin
lamivudin
lamivudin

lamivudin
lamivudin

lamivudin
lamivudin
lamivudin

AST/ALT

17/19
132/219
33/33
20/11

16/15
40/54
27/42
38/43

28/60
30/67

1036/923
21/26
28/99

HBV DNA(IU/ml)

629
10500

49063719
18320

1760000
20200000
70432410

6005

>100000000
>100000000

>100000000
138000

264112203

HbeAg

(-)
(+)
(+)
(-)

(-)
(+)
(+)
(-)

(+)
(+)

(-)
(-)
(-)

* Hastaya ait dosyada ilaç raporu bulunamamıştır.



4

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):1-5, 2017

munda uyumlu bir hastada antiviral direnç araş-
tırılmaktadır. Dirençli bir varyantın saptanması 
durumunda bu varyanta etkili olan diğer potent 
antivirale geçilmektedir. Benzer durumda teda-
viye uyumlu olan hastalardaki virolojik kırılma 
durumunda direncin genotipik olarak tayini öne-
rilmektedir. Günümüzde tenofovir direncine 
rastlanmamıştır. Tenofovir direncinin saptanma-
sı durumunda referans bir laboratuvarda doğru-
lanması gerekmektedir(2).

Aydoğan ve ark.(9) Ankara’da bir üniversite has-
tanesinde yaptıkları çalışmada, 51 örneğin 
13’ünde ilaç direnciyle ilişkili mutasyonlar sap-
tamıştır. Bu mutasyonlar, dört örnekte L180M+ 
M204I ve bir örnekte L180M+M204V, üç örnek-
te M204I, bir örnekte L180M+M204V+S202G 
ve iki örnekte N236T şeklinde izlenmiştir(9). 
Çalışmamızda ise, 45 hastanın 13’ünde (%28.8) 
ilaç direnciyle ilişkili mutasyonlar saptanmış 
olup, öncesinde 12’sinin lamivudin tedavisi 
almış olduğu belirlenmiştir. On üç hastanın 
yedisinde (%54) LMV ve telbivudin direnci ile 
ilişkili mutasyonlar, dördünde (%31) M204I, 
üçünde (%23) L180M+M204V, altısında (%46) 
LMV, telbivudin ve entekavir direnci ile ilişkili 
mutasyonlar, dördünde (%31) L180M+M204I, 
ikisinde (%15) L180M+M204V+V173L) bulun-
muştur.

Akhan ve ark.(10) beş yıllık süredeki kronik hepa-
tit B enfeksiyonu tedavisi gören 583 hastaya 
retrospektif olarak genotiplendirme ve direnç 
analizi yapmıştır. Çalışmaya dâhil edilen 167 
hastanın dokuzunda lamivudin direnci, üçünde 
adefovir direnci ve birinde adefovir ile lamivu-
din direnci saptanmıştır(10).

Kırdar ve ark.(11) bir yıl lamivudin tedavisi kul-
lanmış, kronik hepatitli 50 hastanın 12’sinde 
(%24) lamivudin direnci saptanmıştır. On iki 
hastanın altısında (%50) tek başına M204I 
mutasyonu, dördünde (%33) L180M+ A181T 
mutasyonları tek başına ya da M204I ile birlikte, 

iki hastada (%16.7) M204I ile birlikte kompensa-
tuvar mutasyonlardan L180M belirlenmiştir(11).

Çin’de 2. basamak bir hastanede entekavir teda-
visi sırasında takip edilen 81 hastanın 18’inde 
pirosekanslama yöntemi ile altı adet LMV diren-
ci ile ilişkili çoklu mutasyon (L180M+M204V), 
10 adet LMV direnci ile ilişkili tekli mutasyon 
(sekiz adet M204V, iki adet M204I), bir adet 
adefovir direnci ile ilişkili mutasyon (A181V) 
ve bir adet entekavir direnci ile ilişkili mutasyon 
(L169T+M204V+M250V) bulunmuştur(6).

İtalya’da 38 kronik hepatit B hastasında lamivu-
din direnci M204I tek başına (7/17, %41), kom-
pensatuvar mutasyonlar ile birlikte ikili mutas-
yonlar M204V+L180M (3/17, %17.6) ve üçlü 
mutasyonlar M204V+L180M+V173L (2/17, 
%11.7) olarak bulunmuştur(12). Bu çalışmada, 
adefovir direnci ile ilişkili bulunan mutasyonlar 
Q215S, A181V, N236T ve V214E’dir(12). Bu 
mutasyonlardan tekli olanlar dokuz hastada, ikili 
olanlar beş hastada ve üçlü olanlar üç hastada 
saptanmıştır. A194T ile ilişkili tenofovir direnci 
bir hastada bulunmuştur(12).

Sonuç olarak, KHB tedavisi sırasında antiviral 
ilaç direnci düşünülen 45 hastanın 13’ünde anti-
viral ilaç direnci saptanmış olup, tedavi buna 
göre yönlendirilmiştir. KHB tedavi protokolü 
hastadan hastaya değişmekte olup, tedavi taki-
binde antiviral ilaç direnç analizinin yapılması 
gerekliliği düşüncesine varılmıştır.
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Türkiye’nin Orta ve Güney Anadolu İllerindeki Yabani 
Kemiricilerde Hantavirüs Enfeksiyonlarının Serolojik 
Olarak Taranması

ÖZ

Amaç: Hantavirüsler, enfekte kemirici ve bazı böcekçil-
lere ait sekresyonlardaki viral partiküllerin solunması 
yolu ile insanlara bulaşmaktadır. Renal sendromlu kana-
malı ateş (RSKA) etkeni olan Hantavirüs alt tiplerinden 
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV), 
Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) virüslerin taşıyıcısı olarak 
bilinen kemirici türleri ülkemizde de yayılım göstermek-
tedir. Hantavirüs enfeksiyonlarında grip benzeri bulgula-
rın görülmesi ve hastalığın hızla ilerlemesi, erken tanı 
konulmasını zorlaştırmaktadır. Bu nedenle saha çalışma-
ları ile alandaki Hantavirüs prevalansı belirlenmekte ve 
olası salgın bölgeleri öngörülerek, bölgedeki halk ve 
yetkili kişiler önceden uyarılabilmektedir. Bu araştırma-
da, saha araştırması ile bölge taraması yapılması amaç-
lanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Bu çalışma ile Muğla, Antalya, Niğde, 
Aksaray, Konya, Karaman, Mersin, Hatay illerinden yaka-
lanan Apodemus spp., Microtus spp. ve Mus spp. türlerin-
den 193 kemiriciye ait serum örnekleri serolojik olarak 
tarandı. 

Bulgular: Bu kemiricilerde Hantavirüse özgül antikor var-
lığı saptanmadı. 

Sonuç: Türkiye’de Hantavirüs açısından taranmamış pek 
çok bölge bulunmaktadır. Yapılacak yeni çalışmalar ile 
diğer bölgelerde Hantavirüs prevalansının ve bölgelerin 
risk durumunun belirlenmesi önem taşımaktadır.

Anahtar kelimeler: Hantavirüs, 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 Muğla, Antalya, Niğde, 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 

GİRİş

Hantavirüs cinsi, Bunyaviridae ailesindeki beş 

cinsten biri olup, “International Committee on 
Taxonomy of Viruses (ICTV)” 2015 yılı verile-
rine göre 24 tür içermektedir. Hantavirüsler, tek 
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iplikli, negatif polariteli, üç segmentli genoma 
sahip zarflı RNA virüsleridir. Renal sendromlu 
kanamalı ateş (RSKA) ve hantavirüs pulmoner 
sendrom (HPS) gibi klinik tablolar oluşturması 
nedeniyle tüm dünyada önemli bir halk sağlığı 
sorunudur. Hantavirüsler, kemiriciler ve bazı 
böcekçiller ile taşınmaktadır(1). İnsanlara bulaş, 
enfekte kemirici ve böcekçillere ait sekresyon-
lardaki (dışkı, idrar, tükürük vb.) viral partikül-
lerin solunması yolu ile gerçekleşmektedir(1). 
Her bir hantavirüs tipi, belli bir kemirici türü ile 
taşındığından, etkenlerin yayılım alanları da bu 
kemiricilerin yayılım alanları ile sınırlı kal-
maktadır(1). Bu nedenle RSKA olguları Avras-
ya’da görülürken, HPS olguları Amerika’da 
görülmektedir(2). 

RSKA etkeni olan hantavirüs alt tiplerinden 
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa 
(SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) virüs-
lerin taşıyıcısı olarak bilinen kemirici türlerin-
den Apodemus flavicollis, Myodes glareolus, 
Apodemus agrarius, Microtus arvalis ve Rattus 
norvegicus ülkemizde de yayılım göstermek-
tedir(3-6). Şimdiye kadar hem RSKA şüphesi olan 
hastalara ait serum örnekleri ile hem de kemiri-
cilere ait doku ve serum örnekleri ile yapılan 
çalışmalarda, Hantavirüs enfeksiyonları gösteril-
miştir(7-10).

Hantavirüs enfeksiyonlarında, enfeksiyona 
neden olan hantavirüs tipine bağlı olarak, yük-
sek mortalite oranları görülebilmektedir. Bu 
nedenle erken tanı koyulması önem taşımakta-
dır. Ancak hastalığın grip benzeri bulgular ver-
mesi, erken dönemde tanı koyulmasını güçleştir-
mektedir. Ayrıca virüse karşı doğrudan etkili bir 
antiviral ajan da bulunmadığından enfeksiyon-
dan korunma daha da önem kazanmaktadır. 
Yapılan saha çalışmaları ile yaban yaşamındaki 
kemirici populasyonlarında enfeksiyonun takibi 
sağlanmakta, alandaki Hantavirüs prevalansı 
belirlenmekte ve olası salgın bölgeleri öngörüle-
bilmektedir. Ancak kemiricilere ait örneklerin 

DOBV ve PUUV gibi Avrasya’da sık görülen ve 
ülkemizden de bildirilen RSKA etkenleri açısın-
dan serolojik olarak taranmasında kullanılabile-
cek bir ticari ürün bulunmamaktadır. Bu nedenle 
insan serumlarının taranması için üretilmiş, tica-
ri enzim temelli immünolojik yöntem (ELISA) 
ve immunoblot testleri, Polat ve ark.(11,12) tarafın-
dan kemirici örneklerinde hantavirüse özgül 
antikorların taranmasına uygun olarak optimize 
edilmiştir. 

Bu çalışma ile Muğla, Antalya, Niğde, Aksaray, 
Konya, Karaman, Mersin, Hatay illerinden yaka-
lanan, farklı türlerden 193 kemiriciye ait serum 
örnekleri, optimize edilen ELISA testi ile(11,12) 
taranmış ve immunoblot testi ile ülkemizde de 
görülen PUUV, DOBV ve Asya’da RSKA olgu-
larına neden olan Hantaan virüse (HTNV) özgül 
antikor varlığı açısından değerlendirilmiştir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi, Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Değerlendirme 
Komisyonu’nun onayı (19.08.2014 tarih ve 
15/2014 no’lu karar) ile gerçekleştirildi.

Kullanılan Örnekler: Kemiriciler, hayvanları 
canlı olarak yakalamayı sağlayan “Sherman” 
tipi kapan tuzaklar ile 2015-2016 yıllarında 
Muğla, Antalya, Niğde, Aksaray, Konya, 
Karaman, Mersin ve Hatay illerinde yapılan 
arazi çalışmaları sırasında toplandı. Kemiricilerin 
tür tayinleri, arazi çalışmaları sırasında fenotipik 
olarak yapıldı. Çalışma sırasında kemiricilerin 
serum örnekleri kullanıldı. Pozitif (DOBV ve 
PUUV) ve negatif kontrol olarak kullanılan 
kemirici serum örnekleri, Türkiye Halk Sağlığı 
Kurumu’ndan temin edildi.

Kemirici Serumlarının ELISA ile Taranması: 
Hantavirüse karşı antikor varlığının belirlenmesi 
için, HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant nük-
leokapsid antijenleri ile kaplı ELISA plakları 
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(Euroimmun, Almanya) kullanıldı. Örnekler, 
Polat ve ark.(12) tarafından kemirici serumlarına 
göre optimize edilen prosedür uygulanarak 
tarandı.

Her bir kuyucuğa 100 μL 1/50 oranında fosfatlı 
tampon (PBS) ile seyreltilen serum örneği eklen-
di ve her bir örnek için çift kuyucuk kullanıldı. 
Plak, 37°C’de bir saat inkübe edildikten sonra 
boşaltılan kuyucuklar, deterjan içeren yıkama 
tamponu (Euroimmun, Almanya) ile üçer kez 
yıkandı. Yıkama sırasında her bir kuyucuk için 
300 μL yıkama tamponu kullanıldı ve 30 saniye 
hafifçe çalkalandı. Yıkama sonrasında boşaltılan 
kuyucuklara, 100 μL 1/10.000 oranında PBS ile 
seyreltilmiş horseradish peroksidaz (HRP) enzi-
mi ile işaretli keçi anti-fare IgG konjugatından 
(Millipore, ABD) eklendi. Plak, 37°C’de bir saat 
inkübe edildikten sonra yukarıda anlatılan şekil-
de yine yıkama yapıldı. Her kuyucuğa 100 μL 
3,3′, 5,5′-tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit 
(TMB/H2O2) kromojen/substrat solüsyonu 
(Euroimmun, Almanya) eklendi ve oda sıcaklı-
ğında (18-25°C) 15 dakika karanlık ortamda 
inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında kuyucuk-
lara 100 μL 0.5 M sülfirik asit (H2SO4) eklendi. 
Örneklerin optik dansiteleri (OD), 450 nm 
dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) 
ölçüldü.

Kemirici Serumlarının İmmunoblot ile 
Doğrulanması: Hantavirüse karşı antikor varlı-
ğının doğrulanması için, HTNV, PUUV ve 
DOBV rekombinant nükleokapsid antijenleri 
emdirilmiş immunoblot şeritleri (Euroimmun, 
Almanya) kullanıldı. ELISA sonuçları, Polat ve 
ark.(12) tarafından kemirici serumlarına göre opti-
mize edilen immunoblot prosedürü uygulanarak 
doğrulandı. İmmunoblot şeritleri, inkübasyon 
tepsisine yerleştirilip, 1.5 ml bloklama tamponu 
(Euroimmun, Almanya) ile oda sıcaklığında 15 
dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 
inkübasyon tepsisinde bulunan sıvı aspire edil-
dikten sonra, her bir örneğe ait şerit üzerine 1.5 

ml 1/100 oranlarında 1x dilüsyon tamponu 
(Euroimmun, Almanya) ile seyreltilen kemirici 
serumu eklendi ve oda sıcaklığında 30 dakika 
inkübe edildi. Serum örnekleri aspire edildikten 
sonra üçer kez beşer dakika 1.5 ml 1x dilüsyon 
tamponu ile yıkama yapıldı. Yıkama sonrasında 
1.5 ml 1/5.000 oranında 1x dilüsyon tamponu ile 
seyreltilen alkalen fosfataz (AP) enzimi ile işa-
retli keçi anti-fare IgG konjugatından (Santa 
Cruz Biotechnology, ABD) eklendi ve oda sıcak-
lığında 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon 
sonrasında yukarıda anlatılan şekilde yeniden 
yıkama yapıldı. Her bir şerit üzerine 1.5 ml 
NBT/BCIP (nitrobluetetrazoliumchloride/5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) substrat 
solüsyonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve 
oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 
İnkübasyon sonrasında her bir şerit, üçer kez 
birer dakika distile su ile yıkandı. İmmunoblot 
şeritleri üzerindeki bant yoğunlukları, şeritler 
kuruduktan sonra değerlendirildi.

BULGULAR

Yakalanan Kemiriciler: Çalışma sırasında 
yakalanan 193 kemiriciden 89’u Apodemus spp. 
(%46.1), 55’i Microtus spp. (%28.5) ve 49’u 
Mus spp. (%25.4) olarak belirlendi.

Kemirici Serumlarının Serolojik Test 
Sonuçları: Polat ve ark.(12) tarafından optimize 
edilen prosedüre göre OD değeri 0.326 ve üze-
rinde olan örnekler, pozitif olarak değerlendiril-
di. Sekiz ilden toplanan 193 kemiriciden 33’ünde 
(%17.1) hantavirüs açısından düşük seropozitif-
lik (saptanan en düşük OD değeri 0.326 ve en 
yüksek OD değeri 0.846) saptandı. Bu kemirici-
lerden 18’i (% 54.5) Mus spp. ve 15’i (%45.5) 
Apodemus spp. türlerindendi.

Seropozitif olarak belirlenen kemiricilere ait 
serum örneklerinin tümü, immunoblot testi ile 
negatif olarak saptandı.
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TARTIşMA

Hantavirüs enfeksiyonları, enfekte kemirici ve 
böcekçillerin sekresyonlarındaki viral partikül-
lerin solunması ile insanlara bulaşmaktadır. 
Kemiricilerde kronik bir enfeksiyona neden olan 
virüs, viral partikülleri içeren sekresyonlar ile 
ömür boyu çevreye saçılırken, enfekte kişilerde 
akut enfeksiyon sonucunda RSKA ve HPS gibi 
mortalitesi yüksek klinik tablolara neden olabil-
mektedir. Bu nedenle Hantavirüs enfeksiyonla-
rından korunabilmek için, alandaki Hantavirüs 
prevalansının ve olası salgın bölgelerinin belir-
lenmesi önem taşımaktadır(1).

Hantavirüslerin Türkiye’deki yaban yaşamı 
kemiricilerindeki varlığı ilk kez 2004 yılında 
yapılan bir çalışma ile gösterilmiştir(7). 
Türkiye’deki ilk Hantavirüs salgını ise 2009 
yılında Batı Karadeniz bölgesindeki RSKA 
olgular ile bildirilmiştir(8,9). Bu salgının ardından 
aynı bölgede gerçekleştirilen saha çalışmaları ile 
Türkiye’deki kemiricilerde ilk kez PUUV izo-
lasyonu gerçekleştirilmiş ve DOBV varlığı 
gösterilmiştir(10). 

Kemiricilerin serolojik olarak taranabilmesini 
sağlayacak testlerin varlığı, saha çalışmaları 
sırasında yakalanan kemiricilerin hızlıca tara-
narak, birkaç saat içerisinde sonuç alınmasını 
ve elde edilen veriler ışığında saha çalışması-
nın yönlendirilmesi açısından önem taşımakta-
dır. Ancak Avrasya’da sık görülen ve ülkemiz-
den de bildirilen RSKA etkenleri açısından 
kemiricilerin serolojik olarak taranmasında 
kullanılabilecek bir ticari ürün bulunmamakta-
dır. Bu nedenle, Polat ve ark.(11,12) tarafından 
insan serumlarında Hantavirüse özgül antikor 
varlığının araştırılması amacıyla üretilmiş, tica-
ri ELISA ve immunoblot testleri (Euroimmun, 
Almanya), kemirici örneklerinin taranabilmesi 
için optimize edilmiştir. Bu çalışmada da, kemi-
rici serumlarının taranması için optimize edil-
miş olan ELISA ve immunoblot yöntemleri 

uygulanmıştır(12). 

Serolojik taraması yapılan 193 kemiricide han-
tavirüs antikor varlığı saptanamamıştır. Pozitif 
kontrol örneklerinde saptanan OD değerleri 
1.000 ve üzerinde olduğundan, eşik OD değeri 
0.326 olan ELISA testi ile 33 kemiricide 
(33/193) düşük düzeyde seropozitiflik (sapta-
nan en düşük OD değeri 0.326 ve en yüksek 
OD değeri 0.846) saptanmıştır. Ancak immu-
noblot yöntemi ile doğrulanamamıştır. Bunun 
nedeni, ELISA için belirlenen eşik değerinin 
taraması yapılan kemirici türleri için düşük 
kalmış olabileceğidir. Bu yüzden örnekler, yal-
nızca ELISA testi sonucuna göre negatif ya da 
pozitif olarak değerlendirilmemiş, altın stan-
dart olarak kabul edilen immunoblot testi de 
dikkate alınmıştır.

Çalışmaya dâhil edilen kemiricilerin bir kısmı-
nın yakalandığı illerden olan Konya, Aksaray 
ve Hatay’dan RSKA olguları bildirilmiştir. 
Ancak bu illerden yakalanan kemiricilerde 
seropozitiflik saptanamamıştır. Bunun nedeni, 
hastaların başka illerde enfekte olduktan sonra 
Konya, Aksaray ve Hatay’daki hastanelere baş-
vurmuş olmaları ya da örneklem alanın hastala-
rın yaşadığı bölgeden farklı bir alan olması 
olabilir.

Türkiye’nin pek çok ilinde henüz Hantavirüs 
açısından saha çalışması yapılmamıştır. Güncel 
durum bilgisine sahip olmadan ve olguların 
görülebileceği riskli bölgeler belirlenmeden, 
Hantavirüs enfeksiyonlarından korunmanın sağ-
lanabilmesi olası değildir. Bu nedenle, henüz 
tarama yapılmamış alanlarda da saha çalışmaları 
planlanması önem taşımaktadır. 

Teşekkür

Çalışmada serolojik taramalarda laboratuvar 
işlemlerine katkıda bulunan Ege Üniversitesi 
Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü öğrencisi Mert 
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Hepatit C Virus Enfeksiyonlu Hastalarda Pegile 
İnterferon-Ribavirin Tedavisi Yanıtı ile Kemokin Ligand ve 
Reseptör Düzeyleri İlişkisi§

ÖZ

Amaç: Kronik hepatit C virus (HCV) enfeksiyonunun tedavi-
sinde kullanılan antiviral ajanlar ciddi yan etkilere sahiptir. 
HCV-RNA tedavi yanıtını değerlendirmek için kullanılmak-
tadır. HCV genotipi tedavi süresi ve dozunun belirlenmesin-
de kullanılmaktadır, ancak henüz tedavi yanıtını öngörmek 
için bir belirteç bulunmamaktadır. Bu çalışma kemokinler, 
kemokin reseptörleri ve delta-32 delesyonu ile HCV enfeksi-
yonunda tedavi yanıtı arasındaki ilişkiyi araştırmak için 
tasarlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çalışmaya 50 kronik HCV ile enfekte 
hasta ile 28 sağlıklı kontrol dâhil edilmiştir. Serum CCL3, 
CCL4, CCL5, CXCL9 ve CXCL10 düzeyleri ticari ELISA kiti 
ile ölçülmüştür. Periferik kan CD8+ hücrelerin CCR5 ve 
CXCR3 yüzey ekspresyonları akım sitometri tekniği ile gös-
terilmiştir. Delta-32 delesyonu real-time PCR ile araştırıl-
mıştır.

Bulgular: Hastalar tedavi yanıtına göre iki gruba ayrılmış-
tır. CCR5+-CD8+ ve CXCR3+-CD8+ lenfositlerin yüzdele-
ri her iki hasta grubunda da kontrol grubuna göre yüksek 
bulunmuştur (sırasıyla p=0.001, p=0.021), ancak hasta 
grupları arasında anlamlı fark yoktur (p=0.872). CCL4 ve 
CCL5 düzeyleri yanıtlı hastalar, yanıtsız hastalar ve kontrol 
grubu arasında anlamlı farklılık göstermemektedir. CCL3, 
CXCL9 ve CXCL10 düzeyleri ise hasta gruplarında kontrol 
grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur. CCL3 ve 
CXCL9 düzeyleri yanıtlı ve yanıtsız hastalar arasında 
anlamlı fark göstermezken, CXCL10 düzeyi yanıtsız hasta 
grubunda yanıtlı hasta grubuna göre anlamlı olarak yüksek-
tir (p=0.001).

Sonuç: Bu çalışmanın bulgularına göre kronik HCV enfek-
siyonunda periferik kan CD8+ hücrelerin CCR5 ve CXCR3 
yüzey ekspresyonu artmıştır, ancak tedaviye yanıtlı ve yanıt-
sız hasta grupları arasında fark yoktur; serum CCL3, 
CXCL9 ve CXCL10 düzeyleri HCV enfeksiyonunda artmıştır 
ancak yalnızca CXCL10 tedavi yanıtı ile ilişkili bulunmuş-
tur.

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

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 CXCL10 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+-
CD8+ 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 CXCL10 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 CXCL10 levels in non-responders 
were higher than those of responders (p=0.001).

Conclusion: According to the findings of this study, CCR5 
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 CXCL10 levels increased 
in HCV infection, however, only CXCL10 predicted the 
treatment response.

Keywords: Delta 32, chemokines, host-virus interactions



12

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):11-20, 2017

GİRİş

Mevcut birçok yayın, inflame karaciğere lökosit 
dolaşımında kemokinleri ve kemokin reseptörle-
rini kilit rol alan oyuncular olarak göstermekte-
dir. Ayrıca kemokinler inflamasyonun devamlı-
lığı ile sağlanan karaciğer rejenerasyonu, fibro-
zis ve malign transformasyonla da ilişkili 
olabilirler(1-5). HCV’ye özgü T hücrelerin enfek-
siyonu kontrol altına alması için, kemokinler ve 
kemokin reseptörleri arasındaki ilişki esansiyel-
dir. Kazanılmış immün yanıt bu görevi yerine 
getiremezse, enfeksiyonu kontrol etme kapasite-
sine sahip olmayan non-spesifik T hücreler de 
karaciğere göç ederek kalıcı karaciğer hasarına 
yol açarlar. Kemokin reseptör ekspresyonunun 
ve kemokin salgılanmasının düzenlenmesi, 
enfeksiyonun erken fazında özgün T hücre göçü-
nü engelleyerek, kronik fazında ise non-spesifik 
T hücre göçünü bozarak karaciğer canlılığını 
sağlamak suretiyle, viral kaçış mekanizması ola-
bilir. Bazı kemokinler ve reseptörleri karaciğer 
hasarı ile korelasyon göstermektedir, CXCL10 
ve CXCR3 düzeyleri tedaviye yanıtı tahmin 
etmede yarar sağlamışlardır(6). Virusun kendisi-
nin yaptığı tahribatın yanı sıra kronik HCV 
enfeksiyonunun tedavisinde kullanılan antiviral 
ajanlar da ciddi yan etkilere sahiptir. HCV 
enfeksiyonunda güncel tedavi yaklaşımında 
pegile interferon-ribavirin tedavisi yerine direkt 
etkili ajanlar (DEA) tercih edilmeye başlanmış-
tır. DEA; NS3/4A proteaz inhibitörleri, NS5A 
inhibitörleri ve NS5B polimeraz inhibitörlerini 
içerir. NS3/4A proteaz inhibitörleri birinci nesil 
DEA sınıfındadırlar ve HCV replikasyonu için 
gerekli olan poliproteinin işlenmesini engeller-
ler. Bugüne kadar mevcut olan ilaçlar besepre-
vir, telaprevir, simeprevir, asunaprevir ve pari-
taprevirdir. Daclatasvir, ledipasvir veya ombi-
tasvir gibi NS5A inhibitörleri, çeşitli HCV geno-
tiplerini etkiler ve diğer DEA sınıfları ile kombi-
nasyon hâlinde sinerjik bir etki gösterirler(7). 
HCV genotipi tedavi süresinin ve dozunun belir-
lenmesinde kullanılmaktadır, ancak henüz teda-

vi yanıtını öngördüren bir belirteç kullanımda 
değildir. Bu çalışmada, kemokinler, kemokin 
reseptörleri ve delta-32 delesyonu ile HCV 
enfeksiyonunda tedavi yanıtı arasındaki ilişki 
araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hasta ve Kontrol Grupları

Mart 2012-Ekim 2012 tarihleri arasında Pamuk-
kale Üniversitesi Eğitim Uygulama ve Araştırma 
Hastanesi Enfeksiyon Hastalıkları Polikliniği’ne 
başvuran 56 kronik HCV enfeksiyonlu hasta ve 
28 sağlıklı kontrol çalışmaya alındı. Kronik has-
talık (diyabet, hipertansiyon), alerjik hastalık, 
HCV enfeksiyonu dışındaki karaciğer hastalık-
ları varlığı ile kriyoglobulinemi ve tiroidit varlı-
ğı dışlama kriteri olarak kullanıldı. Altı hasta 
tedavinin kesilmesi nedeniyle çalışma dışında 
bırakıldı. Tüm hastalarda uygulanan tedavi stan-
dart pegile interferon ve ribavirin kombinasyonu 
şeklindeydi. Alanin-aminotransferaz (ALT) 
ölçümleri Cobas 8000 Otoanalizörü c501 modü-
lü (Roche Diagnostics, ABD) ile yapıldı. HCV 
viral yük ölçümleri Cobas AmpliPrep/ Cobas 
TaqMan HCV Quantitative Test (Roche 
Diagnostics, ABD) kullanılarak yapıldı. Tüm 
katılımcılardan aydınlatılmış onam alındı.

Örneklerin Toplanması

Çalışmaya alınan tüm katılımcılardan bir adet 
vakumlu jelli tüpe ve 1 adet EDTA’lı tüpe venöz 
kan alındı. Vakumlu jelli tüpe alınan kandan elde 
edilen serumdan ELISA çalışmalarında kullanıl-
mak üzere 500 μL ayrılarak -20°C’de saklandı. 
EDTA’lı tüpteki tam kanın 200 μL’si akım sito-
metri çalışmaları için hemen kullanıldı, kalan 
tam kan ise PCR analizi için -20°C’de saklandı.

Kemokin Ligand Düzeylerinin Ölçülmesi

CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 (Invitrogen, 
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ABD) ve CXCL9 (Raybiotech, ABD) düzeyleri-
nin ölçümü ticari ELISA kitleri kullanılarak 
yapıldı. Analiz basamakları üretici firmanın öne-
rileri doğrultusunda gerçekleştirildi. Tüm kuyu-
cukların absorbansı ELx808 ELISA okuyucu-
sunda (BioTek Instruments, ABD) 450 nm dalga 
boyunda kaydedildi. Standart eğriler Gen5 Veri 
Analiz Yazılımı (BioTek Instruments, ABD) ile 
oluşturuldu.

Kemokin Reseptör Düzeylerinin Ölçülmesi

Periferik kan CD8+ hücrelerin CCR5 ve CXCR3 
yüzey ekspresyonları akım sitometri ile üretici 
firma önerilerine uygun olarak gerçekleştirildi. 
CCR5-Cy5 (BD Pharmingen), CXCR3-CF 
(LifeSpan BioSciences), CD8-PE (Imgenex) 
monoklonal antikorları ve fare PE-Cy5 IgG2a, 
fare CF IgG1 izotip kontrolleri kullanıldı.

Hücrelerin inkübasyonu ve yıkaması üretici 

firma önerilerine göre yapıldı. İnkübasyon ve 
yıkama işleminden sonra hücreler FACSCalibur 
(Becton-Dickinson, ABD) cihazında akım sito-
metri işlemine tabi tutuldu. Her tüp için 10000 
olay kaydedildi ve Cell Quest Pro yazılımı ile 
analiz edildi. Kaydedilen olaylar forward scat-
ter/side scatter, IgG2a-PE-Cy5/IgG1-CF, CD8-
PE/CCR5-PE-Cy5 ve CD8-PE/CXCR3-CF 
diagramlarında analiz edildi. “Forward scatter/
side scatter” diagramında lenfosit kapısı alındı. 
Seçilen lenfositler ile izotip kontrol diagramında 
kadranlar belirlendi. CD8+ hücrelerin kemokin 
reseptör düzeyleri CD8-PE/CCR5-PE-Cy5 ve 
CD8-PE/CXCR3-CF diagramlarında sağ üst 
kadrandaki hücrelerin yüzdesi olarak belirlendi 
(Şekil 1).

CCR5 Delta-32 Delesyonunun Tespiti

CCR5 delta-32 delesyonunun tespiti real-time 
PCR ile yapıldı. Genomik DNA Roche® High 

şekil 1. Akım sitometri analiz grafikleri A. “Forward Scatter-Side Scatter” grafiği, B. İzotip kontroller, C. CD8-CCR5 grafiği, 
D. CD8-CXCR3 grafiği.
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Pure PCR Template Preparation Kit kullanılarak 
tam kandan elde edildi. DNA ekstraksiyonu üre-
tici firma önerilerine göre yapıldı. PCR sırasında 
ABD Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI: 
National Center for Biotechnology Information) 
veritabanında yer alan insana ait NM000579.3 
numaralı “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” kullanıldı.

İşlem amplifikasyon ve melting curve analizini 
içeren iki aşama şeklinde gerçekleştirildi. 
95°C’de 10 dakika ön inkübasyonu takiben 45 
döngü amplifikasyon yapıldı (95°C’de 10 sn., 
60°C’de 10 sn. ve 72°C’de 10 sn.). Altmışbeş 
°C’den 95°C’ye 0.1°C/sn. eğimle “melting 
curve” elde edilirken oluşan floresans 530 nm 
dalga boyunda ölçüldü. 32 baz çiftlik delesyonu 
içeren amplikon, delesyon içermeyen amplikona 
göre 2°C daha düşük erime sıcaklığına sahipti.

İstatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 16.0 (Chicago, 
ABD) paket programı kullanılarak yapıldı. Normal 
dağılım gösteren veriler aritmetik ortalama ± stan-
dart sapma (x ±SD), normal dağılım göstermeyen 
veriler ise ortanca ve çeyreklikler arası fark (m; 
IQR) olarak belirtildi. Çalışmadaki değişkenlerin 
normal dağılıma uygun olup olmadığı Kolmogorov-
Smirnov testi ile değerlendirildi.

Değişkenlerin tedavi yanıtı üzerindeki etkisini 
değerlendirmek için çok değişkenli lojistik reg-
resyon analizi uygulandı. Normal dağılıma uyan 
ölçümsel değişkenlerin gruplar arasındaki farkı 
tek yönlü varyans analizi (One Way ANOVA) ile 
değerlendirildi. Normal dağılıma uymayan 
ölçümsel değişkenlerin gruplar arasındaki farkı 
Kruskal-Wallis varyans analizi ile değerlendiril-
di. Belirlenen farkın hangi gruplar arasında 

olduğunu saptamak için parametrik koşulları 
sağlayan verilere post-hoc testlerden (çoklu kar-
şılaştırma testleri) Tukey testi, karşılamayan 
verilere de Bonferronni düzeltmeli Mann-
Whitney U testi uygulandı. Ölçümsel olmayan 
değişkenler için ki-kare testi kullanıldı.

Bonferroni düzeltmeli Mann-Whitney U testin-
de anlamlılık sınırı p<0.05/3 (0.016 olarak) 
kabul edildi. Diğer tüm istatistiksel analizler için 
anlamlılık sınırı p<0.05 olarak kabul edildi.

Bu araştırma için Pamukkale Üniversitesi Etik 
Kurulu onayı alınmıştır (02.11.2010/07).

Bu araştırma Pamukkale Üniversitesi Bilimsel 
Araştırma Projeleri Birimi tarafından desteklen-
miştir (Proje numarası: 2011TPF033).

BULGULAR

Çalışmaya 28 kadın ve 22 erkek olmak üzere 
toplam 50 hasta dâhil edildi. Kan örnekleri yedi 
hastada tedavinin başlandığı gün, 43 hastada 
tedavi başlandıktan sonraki iki hafta içerisinde 
alındı. Hastalar tedavi yanıtına göre iki gruba 
ayrıldı. Tedavi yanıtının değerlendirilmesi teda-
vi sırasında ve sonrasındaki HCV viral yüküne 
göre yapıldı. Yanıtlı grup 19’u kadın ve 14’ü 
erkek olmak üzere 33 hastadan oluşuyordu. 
Yanıtlı hastaların 26’sında kalıcı virolojik yanıt 
(sustained virological response; SVR), dördünde 
erken virolojik yanıt (early virological response; 
EVR), birinde kısmi EVR ve ikisinde tedavi 
sonu yanıtı (end of treatment response; ETR) 
elde edildi. Yanıtsız hasta grubu ise dokuz kadın 
ve sekiz erkek olmak üzere 17 hastadan oluşu-
yordu. Yanıtsız hastaların 11’inde hiç yanıt 
görülmezken, altısında relaps izlendi. Kontrol 
grubu ise 16 kadın ve 12 erkek olmak üzere 28 
kişiden oluşuyordu. Yanıtsız hastaların %52.9’u, 
yanıtlı hastaların ise %57.6’sı kadın hastalardı 
(Tablo 1). Kadın hastaların %32.1’i ve erkek 
hastaların %57.1’i yanıtsızdı. 
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Hasta gruplarından HCV genotipi ile ilgili veri-
lerine ulaşılan 31 hastadan 29 hastanın HCV 
genotipi tip 1b, bir hastanın HCV genotipi tip 
2b, bir hastanın HCV genotipi tip 3a olarak tes-
pit edildi. Genotip 1b baskınlığı nedeniyle farklı 
genotiplere göre istatistiksel analiz gerçekleştiri-
lemedi.

Tedavi rejimi 34 hastada tek başına pegile inter-
feron, 16 hastada pegile interferon-ribavirin 
kombinasyonu şeklindeydi. Farklı tedavi rejim-
lerine göre tedavi yanıtlarında anlamlı farklılık 
saptanmadı (p=0.101).

Kolmogorov-Smirnov testine göre normal dağı-
lım göstermeyen ALT, HCV-RNA ve CXCL10 
düzeyleri m; IQR biçiminde belirtilirken, diğer 
tüm veriler x±SD biçiminde belirtildi (Tablo 1).

Hasta ve kontrol grupları arasında yaş (p=0.335) 
ve cinsiyet (p=0.948) açısından anlamlı fark 
yoktu (Tablo 1).

Yanıtlı hastalarda ve yanıtsız hastalarda CCR5+-
CD8+ lenfositlerin yüzdesi kontrol grubundan 
anlamlı olarak yüksekti (sırasıyla p=0.022 ve 
p=0.039) ancak yanıtlı ve yanıtsız hastalar ara-
sında anlamlı fark yoktu (p=0.971) (Tablo 1). 
Benzer şekilde yanıtlı hastalarda ve yanıtsız has-
talarda CXCR3+-CD8+ lenfositlerin yüzdesi 

kontrol grubundan anlamlı olarak yüksekti (sıra-
sıyla p=0.001 ve p=0.021), ancak yanıtlı ve 
yanıtsız hastalar arasında anlamlı fark yoktu 
(p=0.872) (Tablo 1). 

Serum CCL3 düzeyleri yanıtlı ve yanıtsız hasta-
larda kontrol grubuna göre anlamlı olarak yük-
sekti (sırasıyla p=0.011 ve p=0.001), ancak 
yanıtlı ve yanıtsız hastalar arasında anlamlı fark 
yoktu (p=0.358) (Tablo 1). Serum CCL4 düzey-
leri açısından hem yanıtlı ve yanıtsız hasta grup-
ları ile kontrol grubu arasında (sırasıyla p=0.099 
ve p=0.053) hem de yanıtlı ve yanıtsız hasta 
grupları arasında (p=0.800) anlamlı fark yoktu 
(Tablo 1). Benzer şekilde serum CCL5 düzeyleri 
açısından hem yanıtlı ve yanıtsız hasta grupları 
ile kontrol grubu arasında (sırasıyla p=0.090 ve 
p=0.782) hem de yanıtlı ve yanıtsız hasta grup-
ları arasında (p=0.489) anlamlı fark yoktu (Tablo 
1). Serum CXCL9 düzeyleri yanıtlı ve yanıtsız 
hastalarda kontrol grubuna göre anlamlı olarak 
yüksekti (sırasıyla p=0.020 ve p=0.008), ancak 
yanıtlı ve yanıtsız hastalar arasında anlamlı fark 
yoktu (p=0.713) (Tablo 1). Serum CXCL10 
düzeyleri yanıtlı ve yanıtsız hastalarda kontrol 
grubuna göre anlamlı olarak yüksekti (sırasıyla 
p=0.001 ve p=0.001). Serum CXCL10 düzeyleri 
yanıtsız hastalarda yanıtlı hastalara göre anlamlı 
olarak yüksek bulundu (p=0.001) (Tablo 1) 
(Şekil 2).

Tablo 1. Hasta grupları ve kontrol grubunun demografik özellikleri ile ALT, HCV-RNA, kemokin ve kemokin reseptör düzeyleri.

Yaş (x±SD yıl)
Erkek (%)
Kadın (%)
ALT (m (IQR) U/L)
HCV-RNA (m (IQR) kopya/ml)
CCR5+-CD8+ (%)
CXCR3+-CD8+ (%)
CCL3 (x±SD pg/ml)
CCL4 (x±SD pg/ml)
CCL5 (x±SD ng/ml)
CXCL9 (x±SD ng/ml)
CXCL10 (m (IQR) pg/ml)

Yanıtlı hastalar
n=33

47.7±9.9
42.4
57.6

17 (12.9)
3.9x101 (12.7x101)

15.59
23.20

3.64±4.73
59.87±20.52
59.53±81.38
2.07±2.57

169.75 (132.47)

Yanıtsız hastalar
n=17

50.2±9.58
47.1
52.9

35 (63.5)
1.03x106 (4.08x106)

16.01
22.14

5.09±3.45
63.75±20.50
40.94±17.29
2.55±2.44

398.04 (302.49)

Kontrol grubu
n=28

52±12.3
42.9
57.1

6 (1.9)
-

11.36
16.15

0.94±1.10
48.94±20.15
29.78±12.61
0.63±0.30

92.24 (61.76)

x±SD: Ortalama ± standart sapma, m: Medyan, IQR: Çeyreklikler arası fark..
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Hastalar tedavi rejimine göre gruplandırıldığın-
da tekli tedavi grubunda yanıtlı ve yanıtsız has-
talar arasında CXCL10 düzeyleri açısından 
anlamlı fark yok iken (p=0.995), kombinasyon 
tedavisi alan yanıtsız hastalarda yanıtlı hastalara 
CXCL10 düzeyleri anlamlı olarak yüksekti 
(p=0.001).

Korelasyon analizlerinde CCL3 (r=0.257), 
CCL4 (r=0.316) ve CXCL10 (r=0.551) ALT ile 
anlamlı korelasyon gösterirken (sırasıyla 
p=0.001, p=0.004 ve p=0.001) yalnızca CXCL10 
(r=0.652) HCV-RNA ile anlamlı korelasyon 
gösterdi (p=0.001).

CCR5 delta-32 delesyonunun saptanması için 
yapılan real time PCR sonucunda tüm hasta ve 
kontrol örnekleri “wild type” olarak tespit edil-
di, delesyon saptanmadı.

TARTIşMA

HCV enfeksiyonunun akut döneminde spontan 

eradikasyonun sağlanması için çeşitli viral epi-
toplara karşı güçlü bir CD4 ve CD8 yanıtı gerek-
mektedir. Virüse özgü immün yanıtı geliştireme-
yen veya yanıtı zamanla azalan olgular kronik-
leşmektedirler. Akut HCV enfeksiyonu ile ilgili 
çalışmaları insanlarda yapmanın çeşitli zorlukla-
ra sahip olması ve HCV enfeksiyonu sürecini 
tam olarak ortaya koyabilen güvenilir hayvan 
modellerinin kısıtlı olması nedeni ile HCV 
enfeksiyonunda oluşan inflamasyon ve rol alan 
kemokinler ile ilgili veriler kronik enfeksiyon 
fazına dayandırılmaktadırlar(8). Kronik HCV 
enfeksiyonunda karaciğer lezyonlarının oluşma-
sına ve ilerlemesine neden olan mekanizma ya 
da mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamış-
tır. Bununla birlikte, HCV viral yükü ile karaci-
ğer hastalığının ciddiyeti ve prognozu arasında 
ilişki bulunmaması HCV’nin sitopatik olmadığı-
nı düşündürmektedir. Kronik HCV enfeksiyo-
nunda karaciğer hasarının bileşenleri portal len-
foid infiltrasyon, fokal ve köprüleşme nekrozları 
ile dejeneratif lobüler lezyonlardır. Bu lezyonlar 
adezyon molekülleri ve kemokinler aracılığı ile 

şekil 2. Hasta grupları ve kontrol grubunda serum CXCL10 düzeylerini gösteren grafik.

Kontrol GrubuYanıtsız HastalarYanıtlı Hastalar

600,000

500,000

400,000

300,000

C
X

C
L1

0 
(p

g/
m

l)

200,000

100,000

0,000

Gruplar



17

O. Zorbozan ve ark., Serum CXCL10 Düzeyi Tedavi Yanıtını Öngördürür

karaciğerde toplanan T hücreleri tarafından oluş-
turulan bölgesel immün yanıta bağlı olarak mey-
dana gelmektedirler. Oluşan lenfoid infiltrat esas 
olarak periportal aralıkta bulunan CD4+ tip 1 
yardımcı T hücreler ile hem periportal hem de 
lobüler alanlarda yer alan CD8+ T hücreleri 
içermektedir. Karaciğerde oluşan lezyonların 
ciddiyeti tip 1 yardımcı T hücreler ile ilişkili 
sitokinlerin bölgesel ekspresyonu ile ilişkilidir(9).

Uzamış HCV enfeksiyonunda karaciğerde esas 
olarak CD8+ T hücrelerden oluşan ve özgün 
olmayan inflamatuar infiltrat bulunmaktadır. Bu 
hücreler, karaciğerde salgılanan kemokinler ve 
T hücreleri üzerindeki kemokin reseptörleri ara-
sındaki etkileşim sonucunda karaciğere 
gelmektedirler(6). Hepatositlerde HCV replikas-
yonunun devam etmesi kemokin üretimine yol 
açarak inflamatuar hücrelerin sürekli olarak 
karaciğerde toplanmasını sağlamaktadır. 
Toplanan bu inflamatuar hücreler de kemokin ve 
sitokin üretimine yol açarak sürekli bir inflama-
tuar döngü oluşturmaktadırlar(8). Kronik HCV 
enfeksiyonunda karaciğere baskın olarak Th1 ve 
Tc1 tipindeki lenfositler göç etmektedirler. Bu 
tipteki lenfositler yüzeylerinde CCR5 ve CXCR3 
kemokin reseptörlerini yüksek miktarlarda eks-
prese etmektedirler. Karaciğerde salgılanan 
ELR“-”CXC kemokinler CXCR3 eksprese eden 
lenfositleri karaciğere yönlendirmekte, CC 
kemokinler ise CCR5 eksprese eden lenfositleri 
karaciğere yönlendirmektedirler. Kronik HCV 
enfeksiyonunda hepatik lobülde ve portal bölge-
lerde CCR5 ve CXCR3 eksprese eden T lenfo-
sitler yoğun olarak bulunmaktadırlar(6).

Standart pegile interferon ve ribavirin tedavisi 
ile kronik HCV enfeksiyonlu hastaların ancak 
%55’inde SVR elde edilmektedir. Tedavi başarı-
sızlığına virüse ait faktörler ve konak faktörleri 
birlikte etki etmektedirler(10). İnflamasyondaki 
rolünün yanı sıra bazı kemokinlerin ve reseptör-
lerinin antiviral tedavi yanıtının iyi bir gösterge-
si de olan bir konak faktörü olabileceğine vurgu 

yapan çalışmalar bulunmaktadır(8). Sunulan araş-
tırmada da, HCV ile enfekte hastalarda kemokin 
reseptörleri, bu reseptörlerle ilişkili kemokinler 
ve CCR5 delta-32 delesyonu ile HCV enfeksi-
yonunun tedavi yanıtı arasındaki ilişkinin ince-
lenmesi amaçlanmıştır.

Sunulan araştırmada, hem yanıtlı hasta grubun-
da hem de yanıtsız hasta grubunda CCR5+-
CD8+ lenfositlerin ve CXCR3+-CD8+ lenfosit-
lerin yüzde oranları kontrol grubundan anlamlı 
olarak yüksek bulundu. HCV enfeksiyonunun 
akut evresinde yoğun bir şekilde HCV’ye spesi-
fik sitotoksik T lenfosit yanıtı görülürken vire-
minin kontrol altına alınması ile birlikte bu yanıt 
azalmaktadır, ancak viral kontrolün sağlanama-
ması durumunda kayda değer sitotoksik T lenfo-
sit yanıtının devam ettiği bildirilmektedir(5). 
Kronik HCV enfeksiyonunda karaciğere Th1 ve 
Tc1 tipindeki lenfositler baskın olarak göç 
etmektedirler ve bu tipteki lenfositler yüzeyle-
rinde CCR5 ve CXCR3 kemokin reseptörlerini 
yoğun olarak eksprese etmektedirler(6). Bu 
nedenlere bağlı olarak sunulan araştırmadaki 
hasta grubunda da periferik kanda CD8+ lenfo-
sitlerin CCR5 ve CXCR3 kemokin reseptör 
ekspresyonlarının yoğun olmasını beklemektey-
dik. Perney ve ark.(11) da periferik kanda CD4+ T 
hücrelerde CCR5 ve CXCR3 ekspresyonunu 
hasta grubunda sağlıklı kontrole göre anlamlı 
olarak yüksek bulmuşlardır. Larrubia ve 
ark.’nın(12) yaptığı çalışma ise, çalışmamızın 
sonuçları ile çelişmektedir. Larrubia ve ark.’nın(12) 
çalışmasında, hasta grubu ile sağlıklı kontrol 
grubu arasında periferik kandaki CD8+ T hücre-
lerinde CCR5 ve CXCR3 reseptör ekspresyonu 
açısından anlamlı fark bulunmamıştır, esas eks-
presyon artışı karaciğeri infiltre eden lenfositler-
de görülmüştür. Oluşan bu farklılık teknik 
nedenlere bağlı olabilir; kemokin reseptörlerinin 
ekspresyonu in-vitro olarak hızla düşmektedir, 
bu nedenle kanın alınmasından akım sitometri 
işlemine kadar geçen süre reseptör ekspresyonu-
nun belirlenmesinde önemlidir.
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Yine sunulan araştırmada yanıtlı hasta grubu ve 
yanıtsız hasta grubu arasında CCR5+-CD8+ 
lenfositlerin ve CXCR3+-CD8+ lenfositlerin 
yüzde oranları açısından anlamlı fark bulunma-
dı. Literatürde sunulan araştırmada olduğu şekil-
de HCV enfeksiyonlarında tedavi yanıt grupları-
na göre hem CCR5 hem de CXCR3 ekspresyon-
larını birlikte aynı hasta grubunda araştıran 
çalışmaya rastlanmamıştır.

Kemokin reseptörlerinin yanı sıra kemokin 
ligandlarının da HCV enfeksiyonlarının patoje-
nezindeki ve tedavi yanıtındaki rolü araştırıl-
maktadır. Sunulan araştırmada, hasta grupların-
da serum CCL3, CXCL9 ve CXCL10 düzeyleri 
kontrol grubundan anlamlı olarak yüksek bulu-
nurken, serum CCL4 ve CCL5 düzeyleri açısın-
dan gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı. 
CCR5 ile ilişkili kemokin ligandları açısından 
bakıldığında çalışmamızın sonuçları Florholmen 
ve ark.’nın(13) çalışmasıyla CCL3, CCL4 ve 
CCL5 için uyumlu iken, Zeremski ve ark.’nın(14) 

çalışmasıyla CCL3 açısından çelişmektedir. Bu 
çalışmanın sonuçlarına göre CCL3 düzeylerinin 
ve beraberinde reseptörü CCR5’in ekspresyonu-
nun hasta gruplarında anlamlı olarak yüksek 
olduğu göz önünde bulundurulduğunda, 
CCL3’ün HCV enfeksiyonlarının patojenezinde 
rolü olduğu düşünülebilir. CXCR3 ile ilişkili 
kemokin ligandları açısından bakıldığında 
Apolinario ve ark.’nın(15) çalışmasında olduğu 
gibi, sunulan çalışmada da CXCL9 ve CXCL10 
düzeyleri hasta gruplarında kontrole göre yük-
sektir. Sunulan araştırmaya benzer şekilde 
Zeremski ve ark.(16) da CXCR3 ile ilişkili kemo-
kinlerin hepatik ekspresyonlarını HCV enfeksi-
yonu bulunan hastalarda sağlıklı kontrole göre 
anlamlı olarak yüksek bulmuşlardır. Sunulan 
araştırma CXCR3 ile ilişkili ligandlar olan 
CXCL9 ve CXCL10 kemokinlerinin HCV 
enfeksiyonundaki rolünü desteklemektedir.

Sunulan çalışmada serum CCL3, CXCL9 ve 
CXCL 10 düzeyleri hasta grupları arasında kar-

şılaştırıldığında CCL3 ve CXCL9 için yanıtlı ve 
yanıtsız hastalar arasında fark bulunmazken, 
serum CXCL10 düzeyleri yanıtsız hasta grubun-
da yanıtlı hasta grubuna göre anlamlı olarak 
yüksek bulundu. CCL3 için bu araştırmada elde 
edilen sonuçlar Florholmen ve ark.’nın(13) yaptı-
ğı çalışma ile uyumludur. CXCL10 için bu araş-
tırmanın sonuçları Apolinario ve ark.’nın(15) 

çalışması ile benzerdir. Apolinario ve ark.(15) 
yanıtsız hastalarda bazal CXCL10 düzeyini 
yanıtlı hastalara göre yüksek bulmuşlardır ve 
tedavi sonrasında yanıtlı hastalarda düzeyler 
anlamlı olarak düşmüştür. Sunulan çalışmada ise 
ağırlıklı olarak tedavi sırasındaki düzeyler ölçü-
lerek yanıtsız hastalarda yanıtlı hastalara göre 
CXCL10 düzeyleri yüksek bulunmuştur. Sunulan 
çalışmada bulduğumuz CXCL10 düzeyleri ve 
tedavi yanıtı arasındaki ilişki benzer şekilde 
Lagging ve ark.(17), Romero ve ark.(18) ve Fattovich 
ve ark.’nın(19) yaptıkları çalışmalarda da vardır.

Sunulan çalışmada, HCV genotipi ile ilgili verisi 
bulunan 31 hastadan 29 hastanın HCV genotipi 
tip 1b, 1 hastanın HCV genotipi tip 2b, 1 hasta-
nın HCV genotipi tip 3a olarak tespit edilmiştir. 
Tip 1b ile enfekte 29 hastanın 10’unda tedaviye 
yanıt alınamazken, 3 hastada EVR, 1 hastada 
kısmi EVR, 2 hastada ETR, 13 hastada SVR, tip 
2b ile enfekte 1 hastada SVR, tip 3a ile enfekte 
1 hastada ise EVR elde edilmiştir. Çalışmamıza 
benzer şekilde, Türkiye’nin batı bölgelerinde 
yapılan çalışmalarda, HCV genotip 1b %90’ın 
üzerinde tespit edilmiştir(20-22).

Sunulan çalışmada, CCR5 delta-32 delesyonu-
nun saptanması için yapılan real-time PCR 
sonucunda tüm hasta ve kontrol örnekleri “wild 
type” olarak tespit edildiği için tedavi yanıtı ile 
CCR5 delta-32 delesyon varlığı arasındaki ilişki 
incelenememiştir.

Bu çalışmanın bulgularına göre kronik HCV 
enfeksiyonunda periferik kan CD8+ hücrelerin 
CCR5 ve CXCR3 yüzey ekspresyonu artmıştır 
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ancak tedaviye yanıtlı ve yanıtsız hasta grupları 
arasında fark yoktur. Serum CCL3, CXCL9 ve 
CXCL10 düzeyleri HCV enfeksiyonunda art-
mıştır, ancak yalnızca CXCL10 düzeyleri pegile 
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi alan 
yanıtsız hastalarda anlamlı olarak yüksek bulun-
muştur. CXCL10 düzeylerinin ölçümü pegile 
interferon-ribavirin kombinasyon tedavisi alan 
kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda tedavi 
yanıtını tahmin etmede kullanılabilir. CXCL10 
düzeyleri ölçümü ELISA yöntemi ile yapıldığı 
için hem göreceli olarak hızlı ve ucuzdur, hem 
de otomatize sistemlere uyarlanması kolaydır.

Bu çalışmanın iki temel kısıtlılığı bulunmakta-
dır. Birincisi, kan örneklerinin tümü tedavinin 
başlandığı gün alınmamıştır. İkincisi, bu çalış-
madan elde edilen veriler tüm HCV genotipleri 
ve farklı tedavi rejimleri için genelleştirilemez. 
CXCL10 düzeylerinin tedavi yanıtını tahmin 
etmedeki rolünün tam olarak ortaya konabilmesi 
için farklı HCV genotiplerini ve farklı tedavi 
rejimlerini içeren hasta gruplarında araştırmala-
rın yapılmasına gereksinim vardır.
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Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve 
Escherichia coli İzolatlarının Antibiyotik Duyarlılık Test 
Sonuçlarının EUCAST ve CLSI’ya Göre Yorumlanması: 
Hacettepe Deneyimi§

ÖZ

Amaç: Antibiyotik duyarlılık testleri (ADT) akılcı antibiyotik kul-
lanımı için önemli bir katkı sağlamaktadır. Bu testlerin uygulan-
masında, iki standart rehber tüm dünyada yaygın olarak kullanıl-
maktadır. Ülkemizde son yıllara kadar CLSI Standartları kullanıl-
makta iken, artık EUCAST standartlarına geçiş süreci başlamıştır. 
Yeni standartlara geçilmesiyle birlikte, güncel epidemiyolojik veri-
lerin eskileriyle karşılaştırılmasında hangi antibiyotiklere dikkat 
edilmesi gerektiği ortaya konmalıdır. Bu çalışmanın amacı, CLSI 
ve EUCAST rehberlerindeki sınır değeri değişikliklerinin ADT 
raporlarındaki etkisini incelemektir.

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada 1 Ocak 2012 ve 31 Aralık 2013 
arasında Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Klinik 
Mikrobiyoloji Laboratuvarı’nda izole edilen ve ADT’leri CLSI 
ile yorumlanmış olan toplam 1650 izolattaki direnç oranları 
EUCAST standartlarına göre yeniden değerlendirilmiştir.

Bulgular: CLSI ve EUCAST standartları ile alınan sonuçlar kar-
şılaştırıldığında direnç yüzdeleri birbirine yakın bulunmuştur. 
Bununla birlikte, en büyük fark Pseudomonas aeruginosa`da levo-
floksasin için %9.7 olarak saptanmıştır. Ayrıca P. aeruginosa için 
siprofloksasinde %7 fark saptanmıştır. Acinetobacter baumannii 
izolatlarında amikasinde (%2.8) ve levofloksasinde (%1.7) az 
oranda fark bulunmuştur. Escherichia coli izolatları için de siprof-
loksasin (%1.2), amoksisilin/klavulanat (%2.5), sefepim (%1.6) ve 
seftazidimde (%4.2) az oranda farklılıklar bulunmuştur.

Sonuç: Bu çalışmada, ülkemizde EUCAST standartlarına geçiş 
sürecinde CLSI ile yorumlanmış olan sonuçlar EUCAST rehberle-
rinde önerilen direnç sınır değerlerine göre yine yorumlanmış ve 
farklar ortaya konmuştur. EUCAST standartları uygulanırken bu 
farklılıklar göz önünde bulundurulmalıdır.

Anahtar 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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GİRİş

Antibiyotik duyarlılık testleri (ADT) rutinde 
tedaviye yol göstermesinin ve akılcı antibiyotik 
kullanımı için katkı sağlamasının yanında epide-
miyolojik veri sağlaması açısından da büyük bir 
önem taşımaktadır. Bu testlerin uygulanmasın-
da, iki standart tüm dünyada yaygın olarak kul-
lanılmaktadır. Ülkemizde son yıllara kadar 
“Clinical and Laboratory Standards Institute” 
(CLSI) Standartları kullanılmakta iken, artık 
“The European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing” (EUCAST) standartları-
na geçiş kararı alınmıştır. Otomatize sistemlerde 
sonuçlar artık EUCAST sınır değerlerine göre 
yorumlanmaktadır(1,2). Bununla birlikte, bazı 
CLSI sınır değerlerinin EUCAST sınır değerle-
rinden farklı olduğu göz önüne alındığında, 
güncel epidemiyolojik verilerin eskileriyle kar-
şılaştırılmasında hangi antibiyotiklerde değişik-
lik bekleneceği bilinmeli, antibiyotiklere direnç 
artışı izlenirken bu konu göz önünde tutulmalı-
dır. Doğru antibiyotik kullanımının direnç artışı-
nı azaltacağı yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır(3). 
Ülkemizin EUCAST standartlarına geçtiği bu 
dönemde iki rehber arasındaki direnç oranların-
daki farklılıkların belirlenmesine gereksinim 
vardır. Bu amaçla bu çalışmada, CLSI ile yorum-
lanmış olan 1650 test sonucu EUCAST sınır 
değerlerine göre yine yorumlanmış ve aradaki 
fark belirlenmiştir. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Tarih aralığı: Bu çalışma 1 Ocak 2012 ve 31 
Aralık 2013 arasında Hacettepe Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’nda izole edilen suşları kapsa-
maktadır. 

İzolatlar: Araştırma, Acinetobacter baumannii 
(n=620), Escherichia coli (n=577) ve 
Pseudomonas aeruginosa (n=453)’yı kapsayan 
toplam 1650 izolatta yürütülmüştür. 

Bakteri tanımlama ve antibiyotik duyarlılık test-
leri: Bakterilerin tanımlanması ve antibiyotik 
duyarlılık testleri BD Phoenix System (Beckton 
Dickinson, ABD) tanımlama kitleri ile yapılmış-
tır. Antibiyotik duyarlılık test sonuçları (µg/ml) 
EUCAST sınır değerlerine göre yine yorumlan-
mıştır. “Orta dirençli” izolatlar her iki değerlen-
dirmede de “dirençli” grubuna alınmıştır. Her üç 
bakteri için de çalışmaya dâhil edilen antibiyo-
tiklerin CLSI ve EUCAST sınır değerleri tablo-
lar hâlinde sunulmuştur (Tablo 1-3).

İstatistiksel analiz: İstatistiksel analiz ki-kare 
yöntemine göre yapılmıştır.

BULGULAR

Tablo 4’te izolatların ADT sonuçlarının CLSI ve 
EUCAST ile karşılaştırması gösterilmektedir. 

Tablo 1. Acinetobacter baumannii izolatları için CLSI ve EUCAST 
direnç sınır değerleri.

Amikasin
Gentamisin
Siprofloksasin
Levofloksasin
İmipenem
Meropenem
Kolistin

S

≤16
≤4
≤1
≤2
≤4
≤4
≤2

R

≥64
≥16
≥4
≥8
≥16
≥16
≥4

CLSI

S

≤8
≤4
≤1
≤1
≤2
≤2
≤2

R

>16
>4
>1
>2
>8
>8
>2

EUCAST

S: Duyarlı; R: Dirençli

Tablo 2. Pseudomonas aeruginosa izolatları için CLSI ve 
EUCAST direnç sınır değerleri.

Amikasin
Gentamisin
Siprofloksasin
Levofloksasin
Seftazidim
Sefepim
İmipenem
Meropenem
Kolistin

S

≤16
≤4
≤1
≤2
≤8
≤8
≤2
≤2
≤2

R

≥64
≥16
≥4
≥8
≥16
≥16
≥4

CLSI

S

≥64
≥16
≥4
≥8
≥32
≥32
≥8
≥8
≥8

R

>16
>4
>1
>2
>8
>8
>8
>8
>4

EUCAST

S: Duyarlı; R: Dirençli
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Yapılan istatistiksel analiz sonucu gruplar ara-
sında anlamlı fark gösterilememiştir (p>0.05).

Hem CLSI hem de EUCAST standartlarında bazı 
antibiyotiklerde direnç oranları birebir aynı bulun-
muştur. A. baumannii izolatlarında; gentamisin, 
siprofloksasin, P. aeruginosa izolatlarında; gentami-
sin, seftazidim, sefepim, meropenem; E. coli izolat-
larında ise; sulbaktam/ampisilin, sefotaksim ve 
TMP/SXT antibiyotikleri birebir aynı saptanmıştır.

CLSI ve EUCAST standartları karşılaştırıldığın-
da, EUCAST’a göre A. baumannii amikasine 
(%2.8) ve levofloksasine (%1.7) daha dirençli 
bulunmuştur. A. baumannii’de kolistin sonucun-
da çok az bir fark vardır; (%0.2) EUCAST’a 
göre daha duyarlıdır. 

P. aeruginosa için fark; siprofloksasin (%7), 
levofloksasin (%9.7) ve amikasinde (%4.5) sap-
tanmıştır. CLSI standartlarıyla karşılaştırıldığın-
da, EUCAST’e göre daha dirençli bulunmuştur. 
İmipenem (%1.3) ve kolistin (%0.2) EUCAST’a 
göre daha duyarlı olarak bulunmuştur.

E. coli için, amikasin (%0.9) ve seftazidim 
(%4.2) EUCAST’a göre yorumlandığında daha 
duyarlı olarak bulunmuştur. Siprofloksasin 
(%1.2), amoksisilin/klavulanat (%2.5), sefepim 
(%1.6) ise EUCAST’e göre yorumlandığında 
daha dirençli olarak bulunmuştur. E. coli izolat-
larında imipenem ve meropenem direncinin 
saptanmaması nedeniyle gruplar arasında uyum 
olup olmadığı anlaşılamamıştır. Her iki standar-
dın kabul ettiği duyarlılık sınır değerlerinin 
farklı olması (CLSI için ≤2 μg/ml; EUCAST için 
≤1 μg/ml) nedeniyle, dirençli izolatların bulun-
ması durumunda uyumsuzluk görülebilirdi.

CLSI standartları esas alınarak EUCAST’in 
seçicilik, duyarlılık, pozitif prediktif değer ve 
negatif prediktif değerleri analiz edilmiştir. 
A. baumannii’de tüm antibiyotiklere karşı seçi-
cilik %100 bulunurken, duyarlılık en düşük levo-
floksasinde saptanmıştır. EUCAST sınır değerleri 
A. baumannii için iyi uyum göstermiştir.

Tablo 3. Escherichia coli izolatları için CLSI ve EUCAST 
direnç sınır değerleri.

Amikasin
Siprofloksasin
Sulbaktam/Ampisilin
Amoksisilin/Klavulanat
Seftazidim
Sefepim
Sefotaksim
TMP/SXT
İmipenem
Meropenem

S

≤16
≤1

≤8/4
≤8/4
≤4
≤8
≤1

≤2/38
≤1
≤1

R

≥64
≥4

≥32/16
≥32/16

≥16
≥32
≥4

≥4/76
≥4
≥4

CLSI
S

≤8
≤0.5
≤8
≤8
≤1
≤1
≤1
≤2
≤2
≤2

R

>16
>1
>8
>8
>4
>4
>2
>4
>8
>8

EUCAST

S: Duyarlı; R: Dirençli; TMP/SXT: Trimetoprim/Sülfametoksazol

Tablo 4. Acinetobacter baumannii, Pseuodmonas aeruginosa, Escherichia coli izolatlarında antibiyotik direnç oranlarının CLSI ve 
EUCAST standartlarına göre karşılaştırılması.a

Amikasin
Gentamisin
Siprofloksasin
Levofloksasin
Sulbaktam/Ampisilin
Amoksisilin/Klavulanat
Seftazidim
Sefepim
Sefotaksim
TMP/SXT
İmipenem
Meropenem
Kolistin

CLSI
n (%)

437 (70.5)
514 (82.8)
550 (88.7)
545 (87.9)

-
-
-
-
-
-

533 (85.9)
540 (87.1)
16 (2.6)

Acinetobacter baumannii
(n=620)

a Çalışılan tüm parametrelerde p>0.05 olarak saptanmıştır.
 TMP/SXT: Trimetoprim/Sülfametoksazol

EUCAST 
n (%)

455 (73.3)
514 (82.8)
550 (88.7)
556 (89.6)

-
-
-
-
-
-

535 (86.3)
542 (87.4)
15 (2.4)

CLSI
n (%)

25 (5.5)
75 (16.6)
96 (21.3)
126 (27.8)

-
-

120 (26.5)
132 (29.2)

-
-

143 (31.6)
150 (33.1)

4 (0.9)

Pseudomonas aeruginosa
(n=453)

EUCAST 
n (%)

45 (9.9)
75 (16.6)
127 (28.3)
171 (37.7)

-
-

120 (26.5)
132 (29.2)

-
-

137 (30.3)
150 (33.1)

3 (0.7)

CLSI
n (%)

15 (2.6)
-

205 (35.6)
-

321 (55.6)
206 (35.8)
121 (20.9)
118 (20.5)
116 (20.1)
248 (42.9)

0
0
-

Escherichia coli
(n=577)

EUCAST 
n (%)

10 (1.7)
-

212 (36.8)
-

321 (55.6)
221 (38.3)
97 (16.8)
127 (22.1)
116 (20.1)
248 (42.9)

0
0
-
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P. aeruginosa için seçicilik en düşük levofloksa-
sinde (%86.4) saptanmıştır. Amikasin, gentami-
sin, seftazidim, siprofloksasin, meropenem, 
sefepim ve levofloksasin için seçicilik %100 
saptanmıştır.

E. coli için, sulbaktam/ampisilin, TMP/SXT, 
sefuroksim ve siprofloksasinde %100 olarak 
bulunurken seçicilik en düşük seftazidimde 
(%82.6) saptanmıştır.

TARTIşMA

Antibiyotik direncindeki artış ülkemizde gide-
rek artan bir sorun hâline gelmiştir. Enfeksiyon 
hastalıklarının tedavisinde antimikrobiyal duyar-
lılık testlerinin (ADT) zamanında ve doğru 
yorumlanması çok önemlidir. Sınır değerlere 
göre duyarlı ya da dirençli olarak sınıflandırma, 
tedaviye yön vermesi açısından oldukça önemli-
dir. Antibiyotik duyarlılık testleri ülkemizde 
bugüne değin CLSI standartlarına göre yorum-
lanmakta iken, 2015 yılından itibaren EUCAST 
standartlarına geçiş süreci başlamıştır. Ülkemizin 
EUCAST standartlarına geçtiği bu dönemde iki 
rehber arasındaki direnç oranlarındaki farklılık-
ların belirlenmesine gereksinim vardır.

P. aeruginosa suşları incelendiğinde gentamisin, 
seftazidim, meropenem ve sefepim antibiyotik-
leri için her iki rehber tamamen uyumlu bulun-
muştur. EUCAST rehberi CLSI rehberine göre 
siprofloksasin (%7), levofloksasin (%9.7) ve 
amikasin (%4.5) antibiyotiklerinde daha dirençli 
sonuçlar ortaya çıkarmıştır. İmipenem (%1.3) ve 
kolistin (%0.2) antibiyotikleri ise EUCAST 
standartlarıyla yapılan değerlendirmede CLSI 
rehberine göre, daha az oranda duyarlı olarak 
bulunmuştur. Yine de saptanan bu farklar istatis-
tiksel olarak analiz edildiğinde anlamlı bulun-
mamıştır (p>0.05). Hombach M ve ark.(4) yaptığı 
çalışmada, amikasin direnç oranı her iki rehber-
de de birebir aynı olarak bulunmuştur. EUCAST 
rehberi ile yapılan değerlendirmede CLSI rehbe-

rine göre sefepim, meropenem ve imipenem 
direnç oranlarında sırasıyla %12.2’den %19.8’e, 
%20.6’dan %27.7’ye, %25.5’ten %30.4’e yük-
selmiştir. Gentamisin, siprofloksasin ve levof-
loksasin direnç oranlarında ise CLSI rehberi ile 
yapılan değerlendirmede daha yüksek direnç 
oranları saptanmıştır (sırasıyla %18.6-%25.2; 
%15.9-%21.3; %29.7-%30.8). 

Wolfensberger ve ark.(5) yaptıkları çalışmada da, 
meropenem için EUCAST rehberi esas alındı-
ğında CLSI rehberine göre direnç oranları ista-
tistiksel olarak daha yüksek bulunmuştur 
(p=0.002). Sefepim ve tobramisin için ise her iki 
rehber tamamen uyumlu saptanmıştır. Her üç 
çalışmada da, özellikle sefepim için EUCAST 
rehberiyle yapılan değerlendirmelerin daha yük-
sek direnç oranları saptadığı görülmektedir. 

A. baumannii suşları incelendiğinde, gentamisin 
(%82.8), siprofloksasin (%88.7) antibiyotikleri-
nin direnç oranları her iki rehberde tamamen 
uyumlu bulunmuştur. İmipenemde %0.4 mero-
penemde ise %0.3 olmak üzere rehberler arasın-
da fark bulunmaktadır. Çalışmanın yapıldığı 
2013 yılında, CLSI direnç sınır değerlerini her 
iki antibiyotik için S≤4 - R≥16’dan 2016’da S≤2 - 
R≥16’ya olacak şekilde revize etmiştir. EUCAST 
ise direnç sınır değerlerinde değişiklik yapma-
mıştır (S≤2 - R≥8). EUCAST’a göre A. baumannii 
suşları amikasine (%2.8) ve levofloksasine 
(%1.7) daha dirençli bulunmuştur. Kolistin 
(%0.2) direnç oranları ise CLSI’ya göre daha 
dirençli bulunmuştur. Direnç oranlarında sapta-
nan bu farklar istatistiksel olarak anlamlı bulun-
mamıştır (p>0.05). Hombach ve ark.(4) ise yap-
tıkları çalışmada, tobramisin ve gentamisin için 
EUCAST rehberi esas alındığında CLSI rehberi-
ne göre direnç oranları istatistiksel olarak daha 
yüksek bulunmuştur (sırasıyla %15.9-%25.4, 
%34.9-%44.4). Siprofloksasin (%45.2), imipe-
nem (%33.3) ve amikasin (%34.9) antibiyotikle-
rinin direnç oranları karşılaştırıldığında ise her 
iki rehber uyumlu bulunmuştur.
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E. coli suşlarındaki direnç oranları incelendiğin-
de çalışmamızda, trimetoprim/sulfametoksazol 
(%43) ve sulbaktam/ampisilin (%55.6) için her 
iki rehber tamamen uyumlu saptanmıştır. Van 
der bij ve ark.(6) yaptıkları çalışmada, çalışma-
mızla uyumlu şekilde trimetoprim/ sulfametok-
sazol direnç oranlarını her iki rehber için tama-
men uyumlu bulmuşlardır. Bununla birlikte, 
amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit, sefu-
roksim ve gentamisin direnç oranlarını da uyum-
lu bulmuşlardır. Seftazidim direnç oranları için, 
çalışmalarında, EUCAST rehberi daha dirençli 
sonuçlar verirken (%2-3), çalışmamızda CLSI 
rehberi esas alındığında direnç oranı (%21-16.8) 
daha yüksek bulunmuştur.

Çalışmamızda, sefepim için EUCAST rehberi 
ile yapılan değerlendirmede, CLSI rehberine 
göre daha yüksek direnç oranları saptanmıştır 
(%22.1-20.5). CLSI 2013 yılındaki sefepim 
direnç sınır değerlerini S≤8 - R≥32’den 2016’da 
S≤2 - R≥16’ya olacak şekilde revize etmiştir. 
EUCAST ise direnç sınır değerlerinde değişiklik 
yapmamıştır (S≤2 - R≥8). Wolfensberger ve ark.(5) 
ile Hombach M ve ark.(4) yaptıkları çalışmalarda, 
sefepim direnç oranlarını çalışmamızla uyumlu 
şekilde EUCAST rehberi esas alındığında daha 
yüksek bulunmuştur (sırasıyla EUCAST %6.9-
CLSI %4.2, EUCAST %8.2-CLSI %2.1).

Van der bij ve ark.(6) yaptıkları çalışmada, sefta-
zidim direnç oranları için, EUCAST rehberi ile 
istatistiksel olarak anlamlı daha dirençli sonuç-
lar bulmuşlardır (p<0.05). Çalışmamızda ise, 
seftazidim direnç oranları (EUCAST %16.8, 
CLSI %21) istatistiksel olarak anlamlı olmamak-
la birlikte, EUCAST rehberi esas alındığında, 
CLSI rehberine göre daha düşük saptanmıştır.

ADT raporları reçete politikası ve antibiyotik 
kullanımını etkilemektedir(7). Birçok çalışmada 
kullanılan rehberin ADT raporları üzerinde 
önemli etkileri olduğunu göstermiştir(8,9). ADT 
raporlamalarındaki değişikliklerin bilimsel 

gerekçeler ve pratik uygulamalara elverişlilik 
açısından irdelenmesi ve çok merkezli çalışma-
lar eşliğinde yaşama geçirilmesi gerekmektedir(10). 
Otomatize sistem üreticilerinin EUCAST’e geçiş 
sürecinde bazı antibiyotikler için direnç sınır 
değerlerinde değişikliklerde bulunduğu kullanı-
cılar tarafından göz önünde bulundurulmalıdır.
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Balıkesir Bölgesinden Toplanan Liken Örneklerine Ait 
Özütlerin Escherichia coli ATCC 25922 Üzerindeki 
Antibakteriyel Etkinlikleri§

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada, Balıkesir çevresinden toplanan 
Parmelia saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor 
liken türlerine ait aseton özütlerinin Escherichia coli 
ATCC 25922 suşu üzerindeki antibakteriyel etkinliklerinin 
incelenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Balıkesir ilinden toplanan liken örnekle-
rinin türleri teşhis edildikten sonra aseton özütleri elde 
edilmiştir. Liken aseton özütlerinin Escherichia coli üzerin-
deki antibakteriyel ve minimum inhibisyon konsantrasyonu 
(MİK) testleri sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile gerçekleştiril-
miştir. Kontrol grubu olarak kanamisin antibiyotiği kulla-
nılmış ve MİK değeri belirlenerek antibakteriyel etkinlikle-
rinin karşılaştırılması yapılmıştır. 

Bulgular: Liken aseton özütleri ve kanamisinin 2.5-40 µg/ml 
arasındaki dozları denenmiştir. Kanamisinin yalnızca 40 
µg’lık dozunda antibakteriyel etkinlik gözlemlenmiş ve 
MİK değeri 40 µg olarak belirlenmiştir. Parmelia saxatilis 
likenine ait aseton özütünün MİK değeri 20 µg/ml, Parmelia 
sulcata likeni aseton özütünün MİK değeri ise 40 µg/ml 
olarak saptanmıştır. 

Sonuç: Parmelia saxatilis aseton özütünün Escherichia 
coli üzerinde kanamisinin etkinliğinden daha düşük dozda 
antibakteriyel etkinliğe sahip olduğu, Parmelia sulcata 
aseton özütünün ise kanamisin ile aynı dozda antibakteri-
yel etkinlik gösterdiği görülmüştür. Çalışmadan elde edilen 
sonuçlara göre, gerekli testler yapıldıktan sonra yüksek 
antibakteriyel potansiyele sahip liken özütlerinden tedavi-
de yararlanılabileceği öngörülmektedir.

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 Balıkesir district, on the 
strain of Escherichia coli ATCC 25922.

Material and Methods: After lichen samples collected from 
Balıkesir province were identified, the acetone extracts were 
obtained. Antibacterial and minimum inhibitory 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 µg/ml were tested. Kanamycin 
showed antibacterial activity at only concentration of 40 
µg/ml and its MIC value was determined as 40 µg/ml. MIC 
values were also defined for the acetone extract of Parmelia 
saxatilis (20 µg/ml), and Parmelia sulcata (40 µg/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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GİRİŞ

Likenler, mantarların (mikobiyont) ve alglerin 
ve/veya siyanobakterilerin (fotobiyont) simbi-
yotik birliktelikleri sonucu morfolojik ve fizyo-
lojik etkileşimleriyle meydana gelen organiz-
malardır(1). Arktik bölgelerden tropikal bölgelere 
kadar geniş bir ekosistemde yayılış gösteren 
yaklaşık 25 bin liken türü bulunmaktadır(2). 
Likenler yaygın olarak toprakta, kayaların, ağaç-
ların ve diğer bitkilerin üzerinde gelişim 
gösterirler(3). Bazı liken türlerinin antik çağlar-
dan beri parfümeri, boya ve kimya endüstrisinde 
kullanıldığı bilinmektedir(4). Bunun yanında, tıp 
ve eczacılık alanlarında, tarihte ve günümüzde 
likenlerden yararlanılmaktadır(5,6). 

Likenler, mikobiyont partnerleri tarafından yalnız-
ca liken oluşturduklarında sentezlenen ve çoğunlu-
ğu likenlere özgü olan sekonder metabolitlere 
sahiptir(7). Genellikle asit bileşikleri olmalarından 
dolayı “liken asitleri” olarak da adlandırılan bu 
liken maddeleri sayesinde likenler antibakteriyel, 
antifungal, antiviral, antioksidan ve antitümör gibi 
çeşitli biyolojik aktiviteler gösterirler(8-10). Liken 
sekonder metabolitlerinin hem Gram pozitif hem 
de Gram negatif bakterilere karşı antibakteriyel 
etkinlikleri, son zamanlarda literatürde yer alan 
çok sayıda çalışma ile kanıtlanmıştır(11-13). 

İnsan nüfusunu ciddi şekilde tehdit eden ve en 
sık görülen patojen bakterilerden biri de 
Escherichia coli’dir. Enterobacteriaceae famil-
yasının en önemli türlerinden biri olan E. coli, 
insan bağırsak mikroflorasında bulunan Gram 
negatif bir bakteridir(14). E. coli suşları içerisin-
de, bağırsak ve bağırsak dışı çeşitli hastalıklara 
neden olan suşlar yer almaktadır. İdrar yolu 
enfeksiyonu bu hastalıkların en önemlilerinden 
biridir. Bunun yanında, septisemi, menenjit ve 
peritonit gibi hastalıklara yol açtığı da 
bilinmektedir(15,16). Kadınların yaklaşık olarak 
%50’sinin yaşamları boyunca en az bir kez 
E. coli’den kaynaklı idrar yolu enfeksiyonuna 

maruz kaldıkları rapor edilmiştir(17). E. coli’nin 
kullanılan antibiyotiklerin türüne, kullanım dozu-
na ve süresine bağlı olarak antibiyotik direnci 
geliştirdiği ve kronik enfeksiyonlara neden olduğu 
durumlar rapor edilmiştir(18). Bazı dirençli E. coli 
suşlarının neden olduğu enfeksiyonlarla mücadele-
de farmakolojik potansiyeli olan biyolojik mater-
yallerin araştırılması yönünde çalışmalar 
yapılmaktadır(19). Likenler, yeni antibiyotikler elde 
edilebilecek aday organizmalar olarak bu biyolojik 
materyaller arasında yer almaktadır.

Bu çalışmada, farmakolojik potansiyele sahip 
oldukları bilinen liken türlerinden Parmelia 
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor 
aseton özütlerinin E. coli bakterisi üzerinde, 
antibakteriyel etkinliklerinin tespit edilmesi 
amaçlanmıştır. Kontrol grubunda E. coli kay-
naklı enfeksiyonların tedavisinde yaygın olarak 
kullanılan kanamisin antibiyotiği kullanılmıştır(20). 

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakterinin çoğaltılması

Bakteri suşu olarak Escherichia coli ATCC 
25922 kullanılmıştır. Bakterinin kanlı agar besi-
yerine inokulasyonu gerçekleştirilerek bir gece 
boyunca 37°C’de inkübe edilmiştir. Katı kültür-
ler 4°C’de saklanmış, deneyde kullanılmak üzere 
Luria-Bertani sıvı besiyerine (LB) inoküle edil-
dikten sonra 1 gece boyunca 37°C’de inkübe 
edilmiştir. LB sıvı besiyeri bakterilerin hızlı ve 
kolay bir şekilde üreyebildikleri bir ortam oldu-
ğu için tercih edilmiştir(21). 

Liken Aseton Özütlerinin Elde Edilmesi 

Balıkesir bölgesinden toplanan liken örnekleri-
nin öncelikle türleri tanımlanmıştır. Parmelia 
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor 
olarak belirlenen iki türe ait örnekler distile su 
ile yıkandıktan sonra kurutulmaya bırakılmıştır. 
Kuru liken örneklerinin her birinden 3 g tartıla-
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rak steril havanlara alınmış ve herhangi bir 
çözücü eklenmeden steril tokmaklar ile ezilerek 
toz hâline getirilmiştir. Toz hâlindeki liken 
örnekleri steril falkon tüplere aktarılmış ve üzer-
lerine çözücü olarak 35 mL aseton eklenmiştir. 
Liken örnekleri aseton çözücüsü içerisinde 24 
saat boyunca karanlık bir ortamda bekletilmiş, 
daha sonra kurutma kağıdı ile süzülerek steril 
cam petrilere aktarılmıştır. Cam petrilerde bulu-
nan liken özütleri, çözücülerinin uçması için 
petrilerin üzerine filtre kâğıtları konularak çeker 
ocakta 24 saat bekletilmiştir. Çözücüleri uçtuk-
tan sonra toz hâlindeki liken özütleri steril sant-
rifüj tüplerine alınmış ve her bir liken özütüne 
ait toz ağırlıklar tartılarak kaydedilmiştir. 
P. saxatilis ve P. sulcata liken örneklerine ait toz 
hâlindeki aseton özütleri %100’lük 1 mL dimetil 
sülfoksit (DMSO)’te çözülmüştür. Yüzde 100 
DMSO içerisinde çözünmüş olan liken aseton 
özütlerinden 60 µl alınmış ve distile su ile 1000 
µl’ye ile tamamlanarak deneylerde DMSO oranı 
%6 olacak şekilde seyreltilmiştir.

Antibakteriyel MİK testleri

Antibakteriyel etkinliğin saptanması sıvı mikro-
dilüsyon yöntemi ile 96’lık mikroplak kullanıla-
rak gerçekleştirilmiştir. Mikroplak kuyucuklarına 
sırasıyla 100 µl LB Broth besi yeri, 100 µl 0.5 
McFarland E. coli bakteri süspansiyonu ve final 

konsantrasyonları 2.5-40 µg/ml arasında değişen 
P. saxatilis ve P. sulcata liken aseton özütleri 
eklenmiştir. Kontrol grubu olarak, kanamisin 
antibiyotiği kullanılmıştır. Distile su ile çözülerek 
50 mg/ml konsantrasyonunda kanamisin stok 
çözeltisi hazırlanmış ve deneylerde kullanılmak 
üzere seyreltilerek 2.5-40 µg/ml arasında değişen 
konsantrasyonlarda kuyucuklara eklenmiştir. 
Pozitif kontrol grubu olarak yalnızca besiyeri ve 
E. coli bakterisi içeren kuyucuk, negatif kontrol 
olarak ise aseton ve besiyeri içeren kuyucuklar 
kullanılmıştır. Mikroplak 37°C’de 1 gece boyun-
ca inkübe edilmiş ve bakteri konsantrasyonları 
625 nm’de mikroplak okuyucuda (BioTek) spekt-
rofotometrik olarak ölçülmüştür. Bakteri üreme-
sini engelleyen gruplar etkili olarak belirlenmiştir. 
Bakteri konsantrasyonunu tamamen inhibe eden 
en düşük dozlar MİK değeri olarak kabul edilmiş-
tir. Tüm testler 3 kez yinelenmiştir. 

BULGULAR

Bu çalışmada Balıkesir Kazdağları yöresinden, 
yaklaşık 1200 metre yükseklikten toplanan 
Parmelia saxatilis ve Parmelia sulcata liken 
türlerine ait aseton özütlerinin E. coli üzerindeki 
antibakteriyel etkinlikleri test edilmiş ve deney-
sel olarak elde edilen veriler Tablo 1’de gösteril-
miştir. Liken aseton özütleriyle karşılaştırma 
amaçlı kanamisin antibiyotiği kullanılmıştır. 

Tablo 1. Liken aseton özütleri ile kanamisin antibiyotiğinin Eescherichia coli üzerine antibakteriyel MİK değerleri

E. coli + P. saxatilis

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

40
~0

20
1.5x108

10
3x108

5
9x108

2.5
9x108

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

40
~0

20
~0

10
3x108

5
6x108

2.5
9x108

E. coli + P. sulcata

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

40
~0

20
108

10
3x108

5
6x10

2.5
9x108

E. coli + kanamisinGruplar
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Spektrofotometrik olarak yapılan ölçümler sonu-
cunda, kanamisinin 40 µg/ml’lik konsantrasyo-
nu antibakteriyel etkinlik göstermiş fakat düşük 
dozlarla beraber antibakteriyel etkinliği de azal-
mıştır. 

Test edilen iki liken türünden P. saxatilis aseton 
özütünün, hem 40 µg/ml hem de 20 µg/ml’lik 
konsantrasyonunun antibakteriyel etkinlik gös-
terdiği ve böylece kanamisinin etkin dozundan 
daha düşük dozda dahi antibakteriyel etkinliğe 
sahip olduğu saptanmıştır. P. sulcata’ya ait ase-
ton özütünün ise 40 µg/ml’lik konsantrasyonun-
da kanamisinle aynı dozda antibakteriyel etkin-
lik gösterdiği tespit edilmiştir.

Sonuç olarak, her iki liken aseton özütünün 
azalan dozlarının bakteri konsantrasyonunu 
inhibe ettikleri saptanmıştır. Bu veriler kontrol 
amaçlı kullanılan antibiyotiklerle kıyaslandı-
ğında, liken özütlerinin oldukça etkili antibak-
teriyel potansiyeli, likenlerin ileride yeni anti-
biyotikler olarak kullanılabileceğinin sinyalle-
rini vermiştir.

TARTIŞMA

Bakteriyel enfeksiyonlar ve hastalıkların tedavi-
si için gereksinim duyulan antibiyotik ilaçların 
elde edilmesinde bitkisel kaynaklardan yıllardan 
beri yararlanılmaktadır. Bunun yanı sıra birçok 
türü bu açıdan potansiyele sahip olan likenlerin 
de son zamanlarda önemi artmaktadır. Bu çalış-
mada, patojenik suşlarının geliştirdiği antibiyo-
tik direnci ile kronik enfeksiyonlara yol açma 
potansiyeli bulunan E. coli’ye karşı iki liken 
türünün (P. saxatilis ve P. sulcata) antibakteriyel 
etkinlikleri saptanmıştır. Literatürde bu ve ben-
zeri türlerle yapılan çalışmaların sonuçları karşı-
laştırıldığında, liken örneklerinin toplandığı 
habitat, liken özütü eldesinde kullanılan çözücü-
ler ve yöntem basamaklarındaki bazı farklı 
uygulamalar bulunmaktadır. Dolayısıyla elde 
edilen bulgular, bir kısmı ile benzerlik gösterir-

ken bir kısmı ile de farklılıklar göstermektedir. 
Çalışmamızda E. coli’ye karşı test edilen kana-
misin antibiyotiğinin yalnızca en yüksek doz 
olan 40 µg/ml konsantrasyonunda etkinlik gös-
terdiği ve bunun yanında P. sulcata likeninin 
aseton özütünün kanamisin ile aynı dozda anti-
bakteriyel etkinliğe sahip olduğu belirlenmiştir. 
Benzer olarak Stojanovic ve ark.(22)’nın çalışma-
sında, P. sulcata likenine ait metanol özütünün 1 
mg/ml MİK değeri ile E. coli’ye karşı antibakte-
riyel etkinlik gösterdiği belirtilmiştir. Buna ila-
veten, çalışmamızdaki P. sulcata aseton özütü-
nün MİK değerinin 40 µg/ml olarak bulunması, 
asetonun liken sekonder metabolitlerinin yüksek 
oranda ve etkinlikte elde edilmesi için metanol-
den daha ideal bir çözücü olarak kullanılabilece-
ğini göstermiştir. Candan ve ark.(23)’nın çalışma-
sında ise, P. sulcata aseton özütünün Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus ve 
Streptococcus faecalis gibi Gram pozitif bakteri-
ler üzerinde antibakteriyel etkinliği tespit edil-
miş ve MİK değeri 40 µg/ml olarak bulunmuş-
tur. Buna karşılık, çalışmamız sonucunda 
P. sulcata aseton özütünün yalnızca Gram pozi-
tif bakteriler üzerinde değil, Gram negatif bakte-
riler üzerinde de etkinliğe sahip olabileceği 
belirlenmiştir. 

Yine çalışmamızda, P. saxatilis aseton özütünün 
E. coli üzerinde kanamisinden daha düşük dozda 
antibakteriyel etkinliğe sahip olduğu (MİK değe-
ri 20 µg/ml) saptanmıştır. Kosanic ve ark.(24) 

tarafından yapılan çalışmada ise, P. saxatilis 
aseton özütünün hem Gram pozitif hem de Gram 
negatif bakteriler üzerinde etkinlik gösterdiği, 
ancak E. coli bakterisi dirençli formda olduğu 
için bu bakteri üzerinde etkinlik göstermediği 
rapor edilmiştir. Kosanic ve ark.(25) tarafından 
yapılan diğer bir çalışmada da, P. saxatilis ve 
P. sulcata türlerinin E. coli’ye karşı etkili olma-
dığı rapor edilmiştir. P. caperata (L.) Ach, 
P. sulcata ve P. saxatilis aseton özütlerinin anti-
bakteriyel ve antifungal etkinliklerinin test edil-
diği çalışmada(25), E. coli üzerinde P. caperata ve 
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P.  sulcata  türlerinin etkinlik gösterdiği, 
P. saxatilis aseton özütünün ise etkili olmadığı 
rapor edilmiştir. Çalışmamızda farklı olarak, 
aynı bakteriye karşı P. saxatilis aseton özütünün 
P. sulcata aseton özütünden daha fazla etkinlik 
gösterdiği görülmüştür. Liken türlerinin toplan-
dığı bölgenin fiziksel koşullarının ve liken özüt-
lerinin eldesindeki basamakların farklı olması, 
liken türlerinin antibakteriyel etkinliklerini etki-
leyebilmektedir. 

Güllüce ve ark.(26)’nın yaptığı bir çalışmada, 
Artvin bölgesinden toplanan P. saxatilis liken 
türüne ait metanol özütünün E. coli üzerinde 
antibakteriyel etkinlik gösterdiği belirlenmiş ve 
MİK değeri 15.62 µg/ml olarak bulunmuştur. 
Ayrıca çalışmada, kontrol grubu olarak kullanı-
lan antibiyotiğin MİK değeri 30 µg/ml olarak 
belirlenmiş ve P. saxatilis metanol özütünün 
antibiyotikten daha fazla antibakteriyel etkinlik 
gösterdiği belirlenmiştir. Bu sonuçlardan yola 
çıkarak, P. saxatilis’in antibakteriyel etkinliğinin 
toplandığı bölgeye ve özüt çıkarma işlemleri 
sırasında kullanılan çözücüye göre değişiklik 
gösterebileceği anlaşılmaktadır. P. saxatilis özü-
tünün, içerdiği sekonder metabolitler itibariyle 
de antibiyotiğin etkin dozundan daha düşük 
dozda etkinlik gösterdiği görülmüştür.

Likenlerden elde edilen liken asitlerinin ayrı ayrı 
antibakteriyel etkinliklerinin incelendiği çalış-
malar da bulunmaktadır(27,28). Çalışmamızda kul-
landığımız iki Parmelia türünün de yer aldığı 
Manojlovic ve ark.(27)’nın çalışmasında, P. sulcata’da 
salazanik asit, protosetrarik asit, atranorin ve 
kloroatranorin; P. saxatilis’te ise salazanik asit, 
usnik asit, atranorin ve kloroatranorin maddeleri 
tespit edilmiştir. Bunlardan salazanik asit, sroto-
setrarik asit, atranorin, kloroatranorin ve usnik 
asidin E. coli üzerindeki antibakteriyel etkinlik-
leri test edilmiş ve bu maddeler içerisinde en 
etkili olarak 250 µg/ml MİK değeri ile usnik asit 
bulunmuştur. Bizim çalışmamızdaki P. sulcata 
ve P. saxatilis aseton özütlerinin E. coli’ye karşı 

gösterdiği güçlü antibakteriyel etkinliğin, bu 
maddeler ve bu maddelere ek olarak toplandığı 
bölgeye göre değişebilen farklı sekonder meta-
bolitlerden kaynaklanabileceği düşünülmekte-
dir. Liken özütleri içerisinde yer alan sekonder 
metabolitlerin bir arada bulunmasında antago-
nistik ya da sinerjistik etkiler sonucu antibakte-
riyel etkinliklerinin değişebileceği görülmekte-
dir. 

Türkiye’de farklı liken türlerine ait özütlerin 
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri üzerine 
yapılmış pek çok çalışma bulunmaktadır(29-31). 
Çobanoğlu ve ark.(32)’nın yaptıkları çalışmada, 
Bolu ve Isparta bölgelerinden toplanan liken 
türlerinin kloroform ve metanol özütlerinin 4 
bakteri (E. coli, Enterococcus faecalis, 
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus) ve 1 maya 
(Candida albicans) türü üzerindeki antimikrobi-
yal etkinlikleri test edilmiştir. Çalışmada, kloro-
form kullanılarak elde edilen liken özütlerinin, 
metanol kullanılarak elde edilen liken özütlerin-
den daha yüksek oranda antimikrobiyal etkiye 
sahip olduğu görülmüştür. Akkol ve ark.(33)’nın 
yaptıkları çalışmada, Kütahya bölgesinden top-
lanan Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf liken 
türünün biyolojik aktiviteleri test edilmiştir. 
Metanol, diklorometan ve etil asetat olmak 
üzere 3 farklı çözücü kullanılmış ve özütler 
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri türleri ile 
maya türleri üzerinde test edilmiştir. Elde edilen 
sonuçlar değerlendirildiğinde E. coli, Klebsiella 
pneumoniae ve Proteus mirabilis bakteri türleri 
üzerinde, 3 farklı çözücüden elde edilen liken 
özütlerinin hiçbirinin etki göstermediği görül-
müştür.

Türkiye’de yapılan çalışmalardan elde edilen 
sonuçlar ile çalışmamızdan elde edilen çalışma-
lar genel olarak değerlendirildiğinde, liken türle-
rinin antibakteriyel etkinlikleri toplanılan bölge-
ye ve liken özütleri elde edilirken kullanılan 
çözücüler ve yöntemlerin farklılığına göre deği-
şiklik gösterdiği görülmektedir. Likenlerin 
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bulundukları bölgelerin nemlilik ve hava kirlili-
ği oranları, hava sıcaklık ve ışık farklılıkları gibi 
parametrelerin, sekonder metabolitlerin sentez-
lenmesi aşamalarında rol sahibi oldukları, bunun 
bir sonucu olarak da antimikrobiyal aktivitelerin 
değişkenlik gösterdiği düşünülmektedir. Bununla 
birlikte, liken özütleri elde edilirken kullanılan 
çözücüler de likenlerin antimikrobiyal etkinlik-
lerini etkilemektir. 

Çalışmamızdan elde edilen veriler ile literatürde 
yer alan diğer çalışmaların sonucunda, P. saxatilis 
ve P. sulcata aseton özütlerinin E. coli üzerinde 
antibakteriyel etkinliklere sahip olduğu ve bu 
sonuçlar değerlendirildiğinde, bu türlerin gerek-
li testler gerçekleştirildikten sonra antibiyotikle-
re yardımcı ya da alternatif olabilecek potansiyel 
biyolojik materyaller arasında yer alabilecekleri 
ortaya koyulmuştur. Aynı liken türlerinin anti-
bakteriyel etkinliklerinde görülen farklılıklar, 
örneklerin toplandığı bölgelere ve özüt çıkarır-
ken kullanılan çözücülere göre değişebilmekte-
dir. Bu nedenle benzer çalışmaların daha çok 
sayıda yapılması ile daha geniş kapsamlı veriler 
elde edilebilecektir. Çalışmamızın, bu alandaki 
diğer çalışmalar için bir kaynak olabileceği, 
likenlerin antibakteriyel etkinliğinin tespit edil-
mesi açısından yararlanılabilecek bir çalışma 
olduğu öngörülmektedir. 
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Diyabetik Ayak Enfeksiyonlarında Etken Bakteriler ve 
Biyofilm Oluşturma Oranları§

ÖZ

Amaç: Yara yatağı bakterilerin üremesi için ideal bir 
yüzeydir ve mikrobiyal enfeksiyonun yara iyileşmesi üze-
rindeki olumsuz etkileri bilinmektedir. Bakteriler hemen 
her türlü yüzeye yapışarak, biyofilm olarak adlandırılan 
kompleks yapılı topluluklar oluştururlar. Çalışmamızın 
amacı diyabetik ayak enfeksiyonuna neden olan etkenleri 
ve biyofilm oluşturma oranlarını saptamaktır. 

Gereç ve Yöntem: Enfekte diyabetik ülserlerinden alınan 
rutin kültür örnekleri, 2013-2015 yılları arasında 
Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’nda değerlendirildi. Kültür için örnekler, 
yumuşak doku debridmanı ve/veya kemik biyopsisi ile top-
landı ve standart kültür ve tanımlama yöntemleri kullanıla-
rak etken bakteriler tanımlandı. Biyofilm üretimi kantitatif 
mikrodilüsyon plak yöntemi ile saptandı. 

Bulgular: Toplam 55 hastanın yumuşak ve/veya kemik 
dokusu örneklerinden 81 etken bakteri izole edildi. En sık 
izole edilen bakteri Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi. 
Biyofilm oluşumu 67 izolatta (%82.7) saptandı. Birçok 
mikroorganizma türünde biyofilm oluşumu görülmekle 
birlikte, özellikle Staphylococcus ve Pseudomonas türlerin-
de daha yaygın olduğu gözlendi. 

Sonuç: Çalışmalarımız diyabetik ayak enfeksiyonu 
etkenlerinin biyofilm oluşturmasını önlemek veya biyo-
filmi ortadan kaldırmak için tedavi stratejilerinin geliş-
tirilmesi gereksinimini vurgulaması bakımından önem 
taşımaktadır. 

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

GİRİŞ

Ayak ülserleri diabetes mellitusun ciddi kompli-
kasyonlarından olup, hastalarda yaşamları 

boyunca %12-25 oranında ayak ülseri gelişme 
riski vardır(1-3). Yara yatağı bakteri çoğalması 
için ideal bir yüzeydir ve enfeksiyonun yara iyi-
leşmesi üzerine olumsuz etkileri olduğu 
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gösterilmiştir(4,5). Bu nedenle, yara enfeksiyonu-
nun gelişmesine katkıda bulunan faktörleri 
tanımlamak, yara yönetiminde önem taşır(5).

Bakteriler hemen her yüzeye yapışıp çoğalarak, 
biyofilm olarak adlandırılan yapısal olarak kar-
maşık topluluklar oluşturabilirler. Biyofilmdeki 
bakteriler, kendi oluşturdukları ekstrasellüler 
matriks ile örtülü çok hücreli agregatlar içinde 
gelişirler(6,7). Topluluktaki bakterilerin farklılaş-
ması, maruz kaldıkları koşullara bağlıdır. 
Biyofilm içinde besin maddeleri, oksijen ya da 
elektron dengelerindeki değişikliklere yanıt ola-
rak hücrelerin gen ifadeleri değişir(8,9). Bakteri 
topluluklarının biyofilm içinde yaşamasının, bir-
çok antibiyotiğe direnç sağlama, konak savun-
masından korunma gibi çok sayıda yararı 
vardır(10-12).

Biyofilm, kronik yaralarda veya akut yarada 
kısmi kalınlık varlığı ile gösterilmiştir(13,14). 
Yeni oluşan yaralarda, endojen (konakçı) ve 
eksojen kaynaklı çeşitli mikroorganizmalar 
yara yüzeyini kontamine edebilir. Yara yüzeyi-
nin özellikleri, hangi mikroorganizmaların bağ-
lanıp çoğalacağını ve buradaki erken biyofilm 
bileşenlerini belirlemede yardımcı olur(15). 
İlginç olarak yaradaki bakteri türünden çok, tür 
sayısı yara iyileşmesi ile daha çok ilişkilidir. 
Yara iyileşmesindeki gecikme, dört veya daha 
fazla bakteri türü varlığında, tür sayısı ile doğru 
orantılıdır(16). Biyofilm çoğunlukla birden çok 
tür içeren mikroorganizma topluluklarından 
oluşur, bu nedenle mikrobiyal virülansın siner-
jik etkisi sıklıkla yara komplikasyonları ile 
sonuçlanır(17,18).

Diyabetik hastalarda regüle olmayan kan gliko-
zu, birçok bakterinin biyofilm üretimine olanak 
sağlar. Özellikle ortamdaki glukozun bakteri 
tarafından kullanılabilir olmasının, pseudomo-
naslar, Vibrio cholerae, Escherichia coli ve sta-
filokokların ekzopolisakkarit (EPS) ekspresyonu 
ve biyofilm oluşturmalarını belirgin bir şekilde 

arttırdığı gösterilmiştir(19-21).

Çalışmamızın amacı, diyabetik ayak enfeksiyo-
nu olan hastalarda etken dağılımını ve mikroor-
ganizmaların biyofilm oluşturma oranlarını orta-
ya koymaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada 2013-2015 yılları arasında Adnan 
Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi 
Enfeksiyon Hastalıkları ve Klinik Mikrobiyoloji 
Laboratuvarı’na gönderilen, diyabetik ayak 
enfeksiyonu olan hastalardan alınan kültür 
örnekleri değerlendirildi. Kültür için örnekler, 
yumuşak doku debridmanı ile ve/veya operas-
yon sırasında kemik dokudan elde edildi. Doku 
örnekleri %5 koyun kanlı agar (Oxoid) ve 
McConkey agar (Oxoid) besiyerine ekilerek 
37°C’de inkübe edildi. Bakteriler konvansiyonel 
yöntemler kullanılarak tanımlandı(22).

Biyofilm oluşumunun belirlenmesinde kantitatif 
mikrodilüsyon plak yöntemi kullanıldı. Bakteri 
suşları %0.25 glikoz içeren triptic soy broth 
(TSB) (Oxoid) sıvı besiyerinde 35.5°C’de bir 
gece inkübe edildikten sonra, 1/40 oranında 
%0.25 glikoz içeren TSB sıvı besiyeri ile dilüe 
edildi. Ardından 96 kuyucuklu U tabanlı steril 
polistiren plaklarda her bir kuyucukta 200 µl 
bakteri süspansiyonu olacak şekilde inoküle 
edildi. Negatif kontrol kuyucuğu için yalnızca 
TSB besiyeri kullanıldı. 35.5°C’de 48 saat inkü-
basyon sonrası kuyucukların içi boşaltıldı ve iki 
kez nazikçe yıkandı. Havada kurutulduktan 
sonra her bir kuyucuğa 200 µl %1 kristal viyole 
eklenerek 15 dakika boyanması için beklendik-
ten sonra içerik boşaltıldı ve iki kez yıkanarak 
kuyucuklar içinde kalan kristal viyole uzaklaştı-
rıldı. Havada kurutulduktan sonra, etanol-aseton 
(80/20) ile çözdürüldü(23). 595 nm dalga boyunda 
mikroplak okuyucuda (Thermo Multiscan 
Spectro) okunarak optik dansitesi ≥ 1 olan izo-
latların biyofilm oluşturduğu kabul edildi(24). 
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Çalışmamızda 55 hastadan alınan kemik ve 
yumuşak doku örneklerinden, 81 etken bakteri 
izole edildi. On hastada (%18.2) polimikrobiyal 
enfeksiyon saptandı. İzolatların %34.6’sını Gram-
pozitif koklar, %65.4’ünü Gram-negatif basiller 
oluşturmaktadır. Gram pozitif etkenlerin Gram 
negatif organizmalara oranı 1:1.9 idi. En sık izole 
edilen tür Pseudomonas spp. (n=16; %19.8) idi. 

Seksenbir izolattan 67 (%82.7)’si  biyofilm oluş-
turmuştur. İzole edilen türlerin oranı ve üretilen 
biyofilm yüzdeleri Tablo 1’de gösterilmiştir. 
Gram-pozitif izolatların 23 (%82.1)’ünde ve 
Gram-negatif izolatların 44 (%83)’ünde biyo-
film varlığı gösterildi (Şekil 1).

Şekil 1. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin biyofilm 
oluşturma oranları.

Tablo 1. Diyabetik ayak enfeksiyonlarında izole edilen türler ve 
biyofilm oluşturma oranları.

Mikroorganizma 

Gram-pozitif kok
 Koagülaz negatif stafilokok
 Staphylococcus aureus
 Enterococcus spp.
 Grup D streptokok

Gram-negatif çomak
 Pseudomonas spp.
 Escherichia coli
 Acinetobacter spp.
 Klebsiella spp.
 Proteus spp.
 Enterobacter spp.
 Serratia spp.

Toplam 

n (%)*

28 (34.5) 
15 (18.5)
8 (9.9)
4 (4.9)
1 (1.2)

53 (65.5)
16 (19.8)
14 (17.3)
10 (12.3)
5 (6.2)
4 (4.9)
2 (2.5)
2 (2.5)

81*

Biyofilm n (%)**

23 (82.1) 
13 (86.6)

6 (75)
3 (75)
1 (100)

44 (83.0)
15 (93.7)
9 (64.2)
8 (80)
4 (80)
4 (100)
2 (100)
2 (100)

67 (82.7)**

Biyofilm oluşturmayan

TARTIŞMA 

Birçok çalışmada, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas 
aeruginosa diyabetik ayak enfeksiyonlarındaki 
baskın türler olarak bildirilmiştir(25-27). Çalışmamızda, 
benzer şekilde Pseudomonas spp. en çok izole 
edilen tür olmuş (n=16; %19.8), bunu koagülaz 
negatif stafilokoklar (n=15; %18.5) ve E. coli 
(n=14; %17.3) izlemiştir. Sıcak iklime sahip 
Asya ülkelerindeki çalışmalarla uyumlu olarak, 
G r a m - n e g a t i f  b a k t e r i l e r i n  ( ö z e l l i k l e 
P. aeruginosa’nın) Gram-pozitif bakterilere göre 
daha yaygın olduğunu tespit edilmiştir(27,28). 
Diyabetik ayak yaralarında, Enterobacteriaceae 
üyelerinin baskın tür olduğu birçok çalışmada 
gösterilmiştir(29-31). Sıcak iklim koşullarına sahip 
ülkelerde bu durumun, uygun olmayan ayakkabı 
seçimi, ayakların terlemesi, çorapsız ayakkabı 
giyilmesi, ayak hijyeninin zayıf olması, dini 
ritüellerden dolayı ayakların sık sık yıkanması 
ve yıkandıktan sonra ıslak bırakılması gibi neden-
lerden kaynaklanabileceği düşüncesindeyiz.

Hatipoğlu ve ark.(32) Türkiye’deki diyabetik ayak 
enfeksiyonlarında 20 yıllık mikrobiyolojik pro-
fili ortaya koyan çalışmalarında, Gram-pozitif 
ve Gram-negatif bakterileri eşit oranda sapta-
mışlardır. Öte yandan aynı yazarların yakın 
zamanda yaptıkları çok merkezli bir çalışmada(33), 
çalışmamızla benzer şekilde, Gram-negatif bak-
terilerin oranı %60 iken, Gram-pozitif bakterile-
rin oranı %36 olarak bildirilmiştir. Aynı çalışma-
da S. aureus izolatlarının oranı da bulgularımıza 
yakın değerlerde saptanmış olup, Gram-negatif 
bakterilerde, özellikle de E. coli, Acinetobacter 
spp. ve Proteus spp. türlerinde artış izlenmiştir. 

Acinetobacter türleri, cerrahi alan ve diğer yara 
enfeksiyonları da dâhil olmak üzere hastane 
enfeksiyonlarından sorumlu patojenler olarak 
tanımlanmıştır. Hatipoğlu ve ark.(33) diyabetik 
ayak enfeksiyonlarında Acinetobacter türlerini 
%2.84 olarak bildirirken, Ramakant ve ark.(27) 

Biyofilm oluşturan

17,9 17,0

Gram-negatif çomak (n=53)Gram-pozitif kok (n=28)

Y
üz

de
 (%

)

* Düşey toplama göre; ** Yatay toplama göre
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Hindistan’da bu oranı %3.7 olarak belirtmişler-
dir. Çalışmamızda ise, Acinetobacter spp. oranı 
daha yüksek (%12.3) olarak saptanmıştır. Benzer 
şekilde, Gadepalli ve ark.(34) Acinetobacter spp. 
oranlarını %9.3, Karmaker ve ark.(35) ise %10 
olarak bildirmiştir. Bulgularımız hastanemizde-
ki Acinetobacter türlerinin etken olduğu hastane 
enfeksiyonları ile uyumlu bulunmuştur. Çünkü 
hastanemizde 2013-2015 yılları arasında hasta-
ne kökenli cilt ve yumuşak doku enfeksiyonla-
rında Acinetobacter spp. oranı %14.2 olarak 
saptanmıştır (yayınlanmamış veri). 

Çalışmamızda en sık izole edilen ikinci tür koa-
gülaz negatif stafilokoklar (%18.5) idi. Koagülaz 
negatif stafilokoklar cilt florasından kaynakla-
nan kontaminan bakteriler olarak düşünülse de, 
tüm örneklerin derin doku örnekleri olması ve 
sıklıkla ameliyat odası koşullarında alınması 
nedeniyle ürediklerinde etken olarak kabul edil-
mişlerdir. Urbancic-Roven ve ark.(36), diyabetik 
ayak enfeksiyonlarında koagülaz negatif stafilo-
kok oranlarını %20.3 olarak bildirmiştir. Akhi 
ve ark.(37) tarafından yakın zamanda yapılan bir 
çalışmada İran Tebriz’de diyabetik ayak enfeksi-
yonlarında bakteri izolatlarının %17’sinin koa-
gülaz negatif stafilokok olduğu gösterilmiştir. 

Kronik yarada bakterilerin varlığı, tek başına 
biyofilm oluşumunun göstergesi değildir. 
Bununla birlikte, kronik yaralarda bulunan mik-
roorganizmaların çoğunun, özellikle de 
Pseudomonas ve Staphylococcus gibi türlerin, 
yüksek düzeyde biyofilm ürettikleri bilinmek-
tedir(41). Mottola ve ark.(42) 48 saatlik inkübasyon 
sonrası Pseudomonas türlerinde güçlü (%85.7) 
veya orta (%14.3) düzeyde biyofilm oluşumunu 
göstermişlerdir. Staphylococcus türlerinde ise 
suşların % 84.4’ünün 72 saatin sonunda orta 
düzeyde biyofilm oluşturduğu saptanmıştır. 
Podbielska ve ark.(43) diyabetik ayak enfeksi-
yonlarından izole edilen S. aureus suşlarının 
% 69’unun ve S. epidermidis suşlarının %75’inin 
biyofilm oluşturduğunu bildirmiştir. 

Çalışmamızda, biyofilm oluşumunun en fazla 
olduğu izolatların Pseudomonas bakterileri 
(%93.7) ve koagülaz negatif stafilokoklar 
(%86.6) olduğu görülmüştür. 

Diyabetik ayak ülserlerinden izole edilen bakte-
rilerin araştırıldığı birçok çalışmada biyofilm 
oluşumu 24 saatte değerlendirmiştir. Ancak 
inkübasyon süresinin biyofilm oluşumunu etki-
lediği, çok sayıda çalışma ile gösterilmiştir(42,44). 
Mottola ve ark.(42) stafilokoklar, enterokoklar, 
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. ve 
Acinetobacter spp.’de biyofilm oluşumunun 
inkübasyon süresi ile arttığını göstermişlerdir. 
Aynı çalışmada, Corynebacterium türlerinde 
gözlenen orta düzeyde biyofilm oluşumu 48 
saatlik inkübasyondan sonra artarken, 72 saatin 
sonunda azalmıştır. Bununla birlikte, 
Pseudomonas türlerinde orta ve yüksek düzeyde 
biyofilm oluşumu 48 saatlik inkübasyondan 
sonra artmış ve 72 saatin sonunda sabit kalmış-
tır. Çalışmamızda, biyofilm oluşumu 48 saatlik 
inkübasyon sonrası değerlendirilmiştir. Biyofilm 
oluşumunun incelendiği çalışmalar ışığında, 48 
saat sonrasındaki değerlendirmelerin daha uygun 
olacağı düşüncesindeyiz.

Hasta verilerinin ve özellikle de risk faktörleri-
nin bulunmamasının bu çalışmanın temel kısıt-
lılıklarıdır. Buna karşılık, diyabetik ayak ülser-
lerinde biyofilm varlığını gösteren az sayıda 
çalışma vardır. Çalışmamız diyabetik ayak 
enfeksiyonlarında biyofilm oluşum oranlarının 
çok yüksek olduğunu göstermiştir. Bu konuda 
daha kapsamlı çalışmalara gereksinim olduğu 
açıktır. Kronik yaralardaki biyofilm yönetimi 
kronik yara tedavisinin en etkili basamağını 
oluşturur. Çalışmalarımız, diyabetik ayak 
enfeksiyon etkenlerinin biyofilm oluşturmasını 
önlemek veya biyofilmi ortadan kaldırmak için 
terapötik stratejilerin geliştirilmesi gereksini-
mini vurgulaması bakımından da önem taşı-
maktadır.
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Metisiline Dirençli Staphylococcus aureus Suşlarında 
Vankomisine Karşı Azalmış Duyarlılığın Araştırılması

ÖZ

Amaç: Staphylococcus aureus, tüm dünyada toplum ve 
hastane kaynaklı enfeksiyonlara yol açan en önemli etken-
lerden biridir. Metisiline dirençli Staphylococcus aureus 
(MRSA)’da bakteriler vankomisine karşı çok yüksek mini-
mal inhibitör konsantrasyon değerlerine sahip olduğun-
dan, rutin duyarlılık testlerinde tespit edilebilmektedir. 
“Vankomisin-intermediate” S. aureus (VISA)/heterojen 
VISA (hVISA) suşlarının ise laboratuvarlarda uygulanan 
rutin duyarlılık testleriyle saptanması güçtür. Çalışmamızda, 
Ocak 2008-Ağustos 2013 tarihleri arasında hastanemiz 
mikrobiyoloji laboratuvarına gönderilmiş çeşitli örnekler-
den izole edilip -80°C’de stoklanmış 52 adet MRSA suşu 
kullanılarak VISA ve hVISA izolatlarının sıklığının araştı-
rılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Bu örnekler öncelikle multipleks poli-
merize zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi ile mecA, nuc ve 
16S genleri açısından moleküler olarak test edildi. Bu 
suşlara vankomisin mikrodilüsyon, gradient test, vanko-
misin agar tarama (BHI-V6) uygulandı. Agar taramada 
üreyen dokuz suşa makrogradient test ve PAP-AUC yönte-
mi uygulandı.

Bulgular: Elli iki suşta PZR ile mecA gen bölgesi gösteril-
di. Gradient-test ve buyyon mikrodilüsyon yöntemi ile tüm 
suşların vankomisine duyarlı (MİK değeri ≤2 μg/ml) ola-
rak tespit edildi. Altı μg/ml vankomisin içeren beyin kalp 
infuzyon agar (BHI-V6) tarama testi sonucunda ilk 24 
saatte sekiz örnekte, 48. saatte bir örnekte üreme gözlendi. 
Makrogradient testte dokuz suştan beş tanesinin MİK değe-
ri ≥8 μg/ml olarak, dört suşun MİK değeri ≤8 μg/ml olarak 
tespit edildi. Popülasyon analiz profili sonucuna göre 
dokuz suş (%17.30) hVISA olarak değerlendirildi. 

Sonuç: Bu sonuçlara göre, vankomisine karşı azalmış 
duyarlılığa sahip MRSA suşları hastanemizde de mevcut-
tur. Bu suşların tespiti rutin laboratuvar testleri ile olası 
olamamaktadır. Bununla birlikte, günümüzde MRSA teda-
visinde ilk tercihin glikopeptid gurubu antibiyotikler olma-
sı nedeniyle bu suşların tespiti tedavi başarısızlığının 
önüne geçmek için yapılmalıdır. 

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-acquıired 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 µg/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 µg/ml 
vancomycin. In macrogradient test MIK values were found 
to be ≥8 µg/ml in 5 strains, and ≤8 µg/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.

Keywords: MRSA, vancomycin, VISA/hVISA
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GiRiş

Günümüzde MRSA enfeksiyonlarının tedavisin-
de en sık kullanılan ilaçlar vankomisin ve tei-
koplanin olmak üzere glikopeptid grubu 
antibiyotiklerdir(1). Ancak ilk olarak 1996 yılın-
da “vancomycin-intermediate” S. aureus (VISA) 
suşları tanımlanmasından kısa bir süre sonra 
1997 yılında Hiramatsu ve ark.(2), heterojen-
VISA (hVISA) olarak adlandırılan yeni bir van-
komisin direnç tipi tanımlamışlardır. “Mu3” 
olarak adlandırılan ilk hVISA izolatından sonra 
birçok ülkeden değişen oranlarda olmak üzere 
hVISA suşları bildirilmiştir. Stafilokoklarda 
gözlenen bu direnç gelişimini 2002 yılında 
Michigan’da bir diyaliz hastasında vankomisine 
dirençli S. aureus (VRSA) izolatı tanımlanması 
takip etmiştir(2-4). VRSA da bakteriler vankomi-
sine karşı çok yüksek MİK değerlerine sahip 
olduğundan, rutin duyarlılık testlerinde tespit 
edilebilmektedir. VISA/hVISA suşlarının ise 
laboratuvarlarda uygulanan rutin duyarlılık test-
leriyle saptanması güçtür. Vankomisin içeren 
beyin kalp infüzyon agar (BHIA), gradient test, 
makroyöntem gradient test ve PAP AUC (popu-
lation analysis profile area under the curve, 
popülasyon analiz profili eğri altında kalan alan) 
gibi çeşitli tarama yöntemleri VISA/hVISA suş-
larının saptanması amacıyla sıklıkla kullanıl-
maktadır. VISA/hVISA suşlarının tanımlanma-
sında popülasyon analiz profili (PAP AUC) altın 
standart yöntemdir (5-9).

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda Ocak 2008-Ağustos 2013 tarihle-
ri arasında, İnönü Üniversitesi Turgut Özal Tıp 
Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na gönde-
rilmiş çeşitli örneklerden izole edilip -80°C’de 
stoklanmış 52 adet MRSA suşu kullanıldı. Bu 
örnekler öncelikle mecA, nuc ve 16S genleri 
açısından moleküler olarak test edildi. mecA, 
nuc ve 16S genlerinin her üçü için pozitif olan 
suşlar metisilin dirençli S. aureus kabul edilerek 

bu suşlara vankomisin agar tarama, vankomisin 
mikrodilüsyon ve gradient testleri uygulandı. 
Vankomisin agar tarama da üreyen S. aureus 
suşlarına VISA ve h-VISA yönünden makro 
gradient test ve popülasyon analiz profili yapıl-
dı.

Moleküler Yöntem

QIAsymphony (Almanya) cihazında otomatik 
DNA ekstraksiyonu yapıldı. Mutipleks polimeri-
ze zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi ile (mecA-1, 
mecA-2, nuc1, nuc2, LAB16SF ve LAB16SR 
primerleri kullanılarak) metisilin direnci, koagü-
laz genleri ve 16S bakteriyel DNA varlığı göste-
rildi.

Buyyon Mikrodilüsyon

Mikroplağın birden 12’ye kadar olan yatay 
kuyucuklarına 50’şer μl Mueller Hinton buyyon 
eklendi, 512 μg/ml konsantrasyonda vankomi-
sinden (Liofilchem, Italya) 50 μl alınarak ilk 11 
kuyucukta seri dilüsyon yapıldı. On ikinci kuyu-
cuk pozitif kontrol olarak kullanıldı ve antibiyo-
tik eklenmedi. On ml Mueller Hinton broth 
besiyerine 50 μl 0.5 McFarland bakteri süspan-
siyonu eklendi. Kısa bir süre vorteksledikten 
sonra bu süspansiyondan 50’şer μl alınıp 12 
kuyucuğa da ilave edildi. Mikroplağın üzeri ste-
ril bir plakla kapatıldıktan sonra 35°C’de 24 saat 
inkübe edildi. Her bir suşa ait üremenin olmadı-
ğı en düşük konsantrasyon minimal inhibitör 
konsantrasyon (MİK) olarak değerlendirildi. 
Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü 
(CLSI) kriterlerine(9) göre vankomisin MİK 
değeri okundu. S. aureus için ≤2 μg/ml olanlar 
duyarlı, 4-8 μg/ml olanlar orta derecede duyarlı, ≥16 
μg/ml olanlar da dirençli kabul edildi(9). Kontrol 
suşu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanıldı.

Gradient test 

Kanlı agarda bir gece bekletilmiş kültürden üre-



41

E. Korkut Tunç ve ark., MRSA Suşlarında Vankomisin Duyarlılığının Araştırılması

yen taze kolonilerden alınarak 0.5 McFarland 
bulanıklığına ayarlanmış bakteri süspansiyonu 
hazırlandı. Mueller Hinton agar yüzeyine yayıl-
dı. Vankomisin gradient test stripleri (Liofilchem, 
İtalya) yerleştirildikten sonra 35°C’de 24 saat 
inkübe edildi. MİK değerleri belirlendi ve 
CLSI’nın önerdiği MİK değerleriyle karşılaştı-
rıldı(10-12). 

Vankomisin Agar Tarama 

Bu yöntem, ABD Hastalıkların Kontrol Merkezi 
(Centers for Disease Control and Prevention, 
CDC) önerileri doğrultusunda 6 μg/ml vankomi-
sin içeren beyin kalp infüzyon (BHI-V6 Oxoid) 
besiyerinde yapıldı. Bunun için 6 μg/ml vanko-
misin içeren beyin-kalp infüzyon (BHI) agar 
hazırlandı. Kanlı agarda bir gece bekletilmiş 
kültürden üreyen taze kolonilerden alınarak 0.5 
McFarland bulanıklığına ayarlanmış bakteri süs-
pansiyonu hazırlandı. Süspansiyondan 10 μl 
alınıp 6 μg/ml vankomisin içeren beyin-kalp 
infüzyon agara ekildi, 35°C’de 24 ve 48 saat 
inkübe edildi. Eğer 24 saat sonra gözle görünür 
üreme varsa izolatlar potansiyel VISA olarak 
değerlendirildi. Eğer 48 saat içinde sayılabilir 
(1-30 koloni oluşturan ünite, CFU) üreme görü-
lürse izolat olası hVISA olarak değerlendirildi. 
Kırk sekiz saat sonunda üreme görülmezse izo-
lat vankomisine duyarlı olarak değerlendirildi. 
Kalite kontrol suşları olarak kendi hastanemizde 
izole edilen ve VanA içerdiği moleküler olarak 
tespit edilen vankomisine dirençli Enterococcus 
(VRE) ile vankomisine duyarlı köken olan 
S. aureus ATCC 29213 kullanıldı.

Makro Gradient Test Metodu

VISA tarama yöntemi olarak makro gradient 
test yöntemi kullanıldı. İki McFarland bula-
nıklıkta hazırlanan bakteri süspansiyonundan 
200 μl alınarak 90 mm çapında BHI agar plak-
larına yayıldı. Yaklaşık 10 dakika biyogüven-
lik kabininde besiyeri yüzeyi kuruyuncaya 

kadar beklendi ve gradient test stripleri yer-
leştirildi. Plaklar 48 saat 35°C’de inkübe edil-
di ve MİK değeri 8 μg/ml ve üzeri olan suşlar 
VISA/hVISA kabul edildi(13).

Popülasyon Analiz Profili 

Daha önceden Wootton ve ark.’nın(13) tanımladı-
ğı şekilde yapılan bu yöntem, VISA ve h-VISA 
suşlarının belirlenmesinde altın standart olarak 
kabul edilmiştir. PAP-AUC yöntemi, BHI-V6 
besiyerinde üreyen şüpheli hVISA/VISA izolat-
larının duyarlılık düzeylerini doğrulamak ama-
cıyla uygulandı. Şüpheli izolatların 0.5 
McFarland bulanıklığına ayarlanmış süspansi-
yonlarından ve 10 kat seri dilusyonlarından 
50’şer μl, sırasıyla 1, 2, 4, 5, 6, 8 ve 10 μg/ml 
vankomisin içeren BHI agar besiyeri yüzeyleri-
ne yayıldı. Bakteriler, 35°C’de 48 saat inkübe 
edildikten sonra, koloni sayımları gerçekleştiril-
di. Plaklarda her bir konsantrasyonda üreyen 
kolonilerin sayıları y eksenine, antibiyotik kon-
santrasyonları ise x eksenine yerleştirilerek gra-
fikleri çizildi. Her bir suş için eğri altındaki alan 
(AUC) Microsoft Excel (ABD) programıyla 
hesaplandı. Elde edilen değer, standart hVISA 
suşu olan Mu3 icin hesaplanan AUC değerine 
bölünerek bir oran elde edildi. Bu oran ≤0.90 ise 
vankomisine duyarlı stafilokok, 0.90-1.3 ise 
hVISA, ≥1.3 ise VISA olarak kabul edildi(14,15). 

BULGULAR

Çalışmaya alınan 52 MRSA suşunun 21’i yara-
abse, 15’i kan, dokuzu trakeal aspirat-balgam, 
üçü dren, ikisi parasentez ve ikisi diğer örnek-
ler şeklindedir. Bu suşların servislere göre 
dağılımı 13’ü cerrahi servis-yoğun bakım, seki-
zi organ nakli servis-yoğun bakım, sekizi dâhili 
servis-yoğun bakım, altısı ortopedi servisi, altı-
sı reanimasyon servisi, üçü yanık ünitesi, ikisi 
enfeksiyon servisi ve altısı diğer servisler şek-
lindedir.



42

Türk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):39-46, 2017

Resim 1. 1-11. örneğin PZR görüntüleri.

Resim 2. Kırk sekiz no’lu örneğin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 mg/l vankomisin içeren beyin-kalp infüzyon agarda 35°C’de 48 saat inkübasyon 
sonucu üreme görüntüleri.

16S-886 bp

mecA-527 bp

nuc-225 bp

1353 bp

872 bp
603 bp

310 bp
234 bp

118 bp

+ + + 1 2 3 + + 4 5 6 7 8 9 10 11 * NK M

1 mg/l
Vankomisinli

BHİA 2 mg/l
Vankomisinli

BHİA

5 mg/l
Vankomisinli

BHİA

3 mg/l
Vankomisinli

BHİA

6 mg/l
Vankomisinli

BHİA

10 mg/l
Vankomisinli

BHİA

4 mg/l
Vankomisinli

BHİA

8 mg/l
Vankomisinli

BHİA
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PZR Sonuçları: Elli iki suşta sırasıyla 886 bp 
bölgede bir bant, 527 bp’lik bölgede bir bant ve 
225 bp’lik bölgede bir bant gözlenmesiyle bu 
suşlar 16S (+), mecA (+), nuc (+) ve bu suşlar 
MRSA olarak değerlendirildi. PZR ürünlerinin 
agaroz jeldeki görüntüleri Resim 1’de gösteril-
miştir.

Gradient test ve buyyon mikrodilüsyon yön-
temi sonuçları: Gradient test ve buyyon mikro-
dilüsyon sonuçları benzer şekilde idi. Tüm suş-
lar her iki yöntem ile vankomisine duyarlı olarak 
tespit edildi. Vankomisin MİK değerlerinde yıllar 
içinde bir artış (MIC creep) olmadığı görüldü. 

Agar tarama sonuçları: Elli iki tane mecA (+) 
S. aureus suşa 6 μg/ml vankomisin içeren beyin 
kalp infuzyon agar (BHI-V6) tarama testi yapıl-
dı. ilk 24 saatte sekiz örnekte (11., 17., 18., 24., 
36., 37., 48., 49.), 48. saatte ilave bir (43. 
Örnekte) örnekte daha üreyerek toplamda dokuz 
örnekte 6 μg/ml vankomisinli agar taramada 
üreme gözlendi. 

Makro Gradient test sonuçları: 6 μg/ml van-
komisin içeren beyin kalp infüzyon tarama agar-
da üreyen dokuz suşa makro gradient test ve 
popülasyon analiz profili uygulandı. Makro gra-
dient testte bu dokuz suştan beş tanesinin MİK 
değeri ≥8 μg/ml olarak değerlendirildi. Dört 
suşun MİK değeri ≤8 μg/ml olarak değerlendi-
rildi.

PAP-AUC sonuçları: 6 μg/ml vankomisin içe-
ren beyin kalp infüzyon tarama agarda üreyen 
dokuz suşa uygulanan popülasyon analiz profili 
sonucuna göre bu bakterilerin eğri altındaki 
alanlarının Mu3 suşununkine oranı 11. suş için 
1.05; 17. suş için 1.29; 18. suş için 1.1; 24. suş 
için 1.26; 36. suş için 1.2; 37. suş için 1.2; 43. 
suş için 1.15; 48. suş için 1.1; 49. suş için 1.1 
olarak belirlendi. Bu suşların eğri altında kalan 
alanları 0.90-1.3 aralığında idi ve bu dokuz suş 
(%17.30) hVISA olarak değerlendirildi. 

şekil 1. 11, 17 ve 18 numaralı suşların PAP-AUC grafikleri.

şekil 2. 24, 36, 37, 43, 48, 49 numaralı suşların PAP-AUC gra-
fiği.

şekil 3. Mu3 (hVISA), Mu50 (VISA), standart Staphylococcus 
aureus (ATCC 29213) suşlarına ait PAP-AUC grafiği.

Mu3

Popülasyon analizi yapılan bakterilerden 48. 
örneğin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 mg/ml vankomisin 
içeren BHİA’daki üreme görüntüsü Resim 2’de 
gösterilmiştir. Agar taramada üreyen dokuz 
suşun PAP-AUC alan grafikleri Şekil 1, Şekil 2 
ve Şekil 3’te gösterilmiştir.

Mu50

S.aureus

no:24
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no:43
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Stafilokoklarda vankomisine karşı azalmış 
duyarlılığın saptanmasında otomatize sistemler, 
agar dilüsyon, buyyon dilüsyon, popülasyon 
analizi profili ve makroyöntem gradient test gibi 
değişik yöntemler kullanılmaktadır(13). CDC 
VISA taraması için 6 μg/ml vankomisin içeren 
BHI agar kullanılmasını önermektedir. Vanko-
misinli tarama besiyerlerinin duyarlılık ve özgül-
lükleri yüksek olmamasına rağmen, kolay yapı-
labilmeleri, hızlı ve ucuz olmaları nedeniyle 
laboratuvarlarda kullanılmaya devam edilmek-
tedir(13).

hVISA suşları ile ilgili çok sayıda araştırma 
yapılmıştır. Hiramatsu ve ark.(14) Japonya’da 203 
hastaneden, 1149 klinik MRSA izolatında VRSA 
prevalansına yönelik çalışmalarında populasyon 
analiziyle, 7 üniversite hastanesinde hVISA pre-
valansını %9.3, bir üniversite hastanesinde %20, 
üniversite olmayan hastanelerde ve kliniklerde 
ise %1.3 olarak bulmuşlardır. 

Türkiye’de ilk hVISA suşu Gülay ve ark.(16) tara-
fından 1998 yılında rapor edilmiştir. Gülay ve 
ark.(16) Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakülte-
si’nde klinik örneklerden izole ettikleri 95 
MRSA suşunda vankomisin direncini 4-8 μg/ml 
vankomisin içeren BHIA’da araştırmışlardır. 
Agar taramada üreyen beş suşa (%5.3) mikrodi-
lüsyon yöntemi ile vankomisin çalışmışlar ve bu 
suşlarda vankomisine azalmış duyarlılık sapta-
mışlardır (MİK: 8 μg/ml). Mirza ve ark.’nın(11) 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hasta-
nesi’nde 2001-2011 yılları arasında çocuk hasta 
grubundan izole edilen 94 MRSA ile yaptıkları 
çalışmada, çalışmaya dâhil edilen MRSA izolat-
larında vankomisin MİK değerlerinde yıllar 
içinde bir artış olmadığı (MIC creep), hem mik-
rodilüsyon hem de gradient test yöntemi ile 
izolatların tamamının vankomisine ve daptomi-
sine duyarlı bulunduğu gösterilmiştir. PAP-AUC 
yöntemi ile 20 (%21) hVISA izolatı saptanmış, 

PAP-AUC yöntemi ile makrogradient test yön-
tem sonuçları karşılaştırıldığında makrogradient 
test yöntemin duyarlılığı %71.4, özgüllüğü ise 
%91.4 olarak tespit edilmiştir. hVISA izolatları-
nın %75’inde vankomisin MİK değeri 2 μg/ml 
olarak saptanmış, vankomisin MİK değeri 2 μg/
ml olan izolatların ise %53.6’sını hVISA olarak 
tespit etmişlerdir. 

Sancak ve ark.(12) 2005 yılında 256 MRSA suşu-
nu 4 μg/ml vankomisin içeren BHIA’da taramış-
lar ve 145 suşun 48. saatte ürediğini saptamışlar-
dır. Bu suşlara yapılan makrogradient test sonu-
cu 46 (%17.9) suş hVISA olarak tespit edilmiş 
ve bu 46 suş popülasyon analiz profili ile doğru-
lanmıştır. Sancak ve ark.’nın(17), yedi farklı üni-
versite hastanesinden 2007-2010 yılları arasında 
yaptığı başka bir çalışmada, 175 tane MRSA kan 
örneğinde PAP-AUC ile hVISA oranını %13.7 
(24/175) bulmuşlardır. Vankomisin MİK değeri 
71 (%40.6) suşta 2 μg/ml bulunmuş. hVISA 
oranları MİK değeri ≥1 µg/ml olan izolatlarda 
daha yüksek oranda saptanmış, makrogradient 
test yönteminin duyarlılığı %58.3 özgüllüğü 
%92.1 olarak bulunmuştur. Mikrodilüsyon ve 
gradient test ile elde edilen MİK değerleri ara-
sındaki yüzde uyumu hem vankomisin hem de 
daptomisin için yüksek bulunmuştur. MRSA 
izolatlarının tümünün daptomisine duyarlı oldu-
ğu saptanmış ve MRSA enfeksiyonlarının teda-
visinde glikopeptid grubu antibiyotiklere alter-
natif bir ilaç olabileceği vurgulanmıştır. hVISA 
tanımlanmasında tercih edilmesi gereken yönte-
min PAP-AUC olduğu, ancak uygulanması pra-
tik olmadığından, daha hızlı ve doğru sonuç 
veren yöntemlerin geliştirilmesine gereksinim 
olduğu vurgulanmıştır.

Çalışmamızda, 52 tane mecA pozitif S. aureus 
suşuna 6 µg/ml vankomisin içeren BHIA tara-
ması yapılmış suşlardan sekiz tanesi 24. saatte, 
bir tanesi 48. saatte agar tarama besiyerinde üre-
yerek toplamda dokuz (%17.3) suş agar tarama 
ile hVISA şüpheli olarak tespit edilmiştir. Hem 



45

E. Korkut Tunç ve ark., MRSA Suşlarında Vankomisin Duyarlılığının Araştırılması

mikrodilüsyon hem de gradient test yöntemi ile 
izolatların tamamı vankomisine duyarlı bulun-
muştur. Altı tane suşun vankomisin MİK değeri 1 
µg/ml olarak tespit edilmiş ve bu suşların beş 
tanesi PAP-AUC ile hVISA olarak tespit edilmiş-
tir. Tarama pozitif olan suşlar ile yapılan makrog-
radient test yöntemi ile beş tane suşun vankomi-
sin MİK değeri ≥8 µg/ml hVISA, dört tane suşun 
vankomisin MİK değeri ≤8 µg /ml olarak bulun-
muş ve bu suşlar vankomisine duyarlı olarak tes-
pit edilmiştir. Agar tarama pozitif olan dokuz suşa 
yapılan PAP-AUC sonuçlarına göre dokuz suşta 
(%17.3) hVISA olarak tespit edilmiştir. 

Feng ve ark.’nın(18) 2013’te toplam 456 MRSA 
izolatı ile yaptıkları çalışmada, 105 izolat (%23) 
6 μg/ml vankomisin içeren BHIA da üremiş ve bu 
suşlara yapılan PAP-AUC’de 21 suş (%4.6) 
hVISA olarak doğrulanmıştır. Riederer ve 
ark.’nın(19) 2011’de kan kültüründen izole edilen 
457 MRSA suşu ile yaptıkları çalışmada, mak-
rogradient test metodu ile yedi izolatı VISA 
(%1.4), 33 izolatı hVISA olarak tespit etmişlerdir. 
Makrogradient test metodunun sensitivitesini 
%75, spesifitesini %89 olarak tespit etmişlerdir. 
Aynı çalışmada, hVISA/VISA izolatlarını tespit 
etmede 3 mg/L ve 4 mg/L vankomisin içeren 
BHIA tarama besiyerlerinin spesifite ve sensitivi-
telerini karşılaştırmışlar BHIA-4 için sensitivite 
%100, spesifite %94.6, BHIA-3 için sensitivite 
%27.5, spesifite %100 olarak bulmuşlardır.

Walsh ve ark.(20), agar dilusyon, buyyon mikro-
dilüsyon, gradient test (0.5 ve 2.0 McFarland 
inokulumlu), vankomisin agar tarama ve modifi-
ye vankomisin agar tarama yöntemleri ve basit-
leştirilmiş popülasyon analizini içeren yedi fark-
lı yöntemle 284 MRSA ve vankomisine duyarlı-
lığı azalmış 45 stafilokok izolatında yöntemle-
rin, duyarlılık ve özgüllüğünü karşılaştırmışlar-
dır. Standart PAP-AUC yöntemiyle karşılaştır-
dıkları çalışmalarında, 6 µg/ml vankomisin içe-
ren BHI agar tarama yönteminin duyarlılığını 
%22, özgüllüğünü %97; 5 μg/ml vankomisin 

içeren Mueller Hinton agar tarama yönteminin 
duyarlılığını %20, özgüllüğünü %99; basitleşti-
rilmiş popülasyon analizi yönteminin duyarlılı-
ğını %71, özgüllüğünü %88; 0.5 McFarland 
inokulumla yaptıkları gradient test için duyarlı-
lığı %82 özgüllüğü %93; 2.0 McFarland inoku-
lumla yaptıkları gradient test için duyarlılığı 
%96 ve özgüllüğü %97 olarak bulmuşlardır. 

Vankomisin, MRSA enfeksiyonlarının parente-
ral tedavisinde primer seçeneklerden biridir. 
Ancak vankomisinin bakterisidal aktivitesinin 
yavaş oluşu, dirençli suşların ortaya çıkışı ve 
“MİK creep” fenomeni nedeniyle, etkinliği ile 
ilgili kaygılar olmaktadır. Vankomisine azalmış 
duyarlılığı olan MRSA enfeksiyonlarının gelişti-
ği hastaların değerlendirildiği bir derlemede 
hastaların osteomyelit, derin doku enfeksiyo-
nuyla ilişkili bakteriyemi, endokardit gibi ciddi 
enfeksiyonlarının bulunduğu, bu hastalarda 
diyabet, malignite, böbrek yetmezliği, immun-
süpresyon ve cerrahi operasyon geçirilmesinin 
risk faktörü olduğu ve tüm hastaların VISA 
gelişmeden önce vankomisinle tedavi edildiği 
bu hastaların %76’sında tedavi başarısızlığı 
olduğu bildirilmiştir(21). Çalışmamızda da, hVISA 
olarak tanımlanan suşların izole edildiği hastalar 
hastanemizin bilgisayar veri tabanından geriye 
yönelik incelendiğinde elde edilen verilere göre 
hastaların uzun süreli glikopeptid kullanım 
öyküsü olduğu ve bazılarının büyük cerrahi 
işlemlere maruz kaldıkları tespit edilmiştir. 

VanA geni olmadan genetik mutasyonların olma-
sı ve hücre fizyolojisindeki değişiklikler sonucu 
vankomisinin hedefine ulaşmasını engelleyecek 
şekilde hücre duvarının kalınlaşması VISA 
suşlarının gelişmesine neden olmaktadır(22). 
S. aureus’ta vankomisin direncinin gelişmesin-
de hücre duvar kalınlaşmasının yaygın olduğu-
nun gösterildiği çok merkezli bir çalışmada, 16 
klinik VRSA izolatı seri olarak antibiyotiksiz 
ortama pasajlanmış ve pasaj sonrası yapılan 
çalışmalarda, vankomisin MİK değerlerinin düş-
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tüğü (MİK<4 mg/L) saptanmıştır. Bununla bir-
likte, populasyon analiziyle yapılan çalışmada, 
bir suş hariç 15 suşta hâlâ vankomisine dirençli 
alt popülasyonların bulunduğu gösterilmiştir(22).

Glikopeptid grubu antibiyotiklerin yalancı duyar-
lı olarak saptanmaları, glikopeptidlere azalmış 
duyarlılığı bulunan suşlarla gelişen enfeksiyonla-
rın tedavisinde başarısızlığa yol açabilmektedir. 
Özellikle vankomisin tedavisine yanıt vermeyen 
veya ilk başta düzelme gösterirken ve tedavi 
devam ederken aniden kötüleşen hastalarda, VISA 
ve h-VISA olasılığı göz önünde bulundurulmalı 
ve hastanelerde glikopeptid kullanımının yaygın 
olduğu ülkemizde bunların prevalansının tespit 
edilmesi için çalışmalar yapılmalıdır. 
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cins	adları	Türkçe	olarak	yazılabilir.

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

•	 Boyama	yöntemi	olan	Gram	büyük	harfle	yazılmalıdır.	

YAZARLARA BİLGİ



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

•	 Bir	 teşekkür	 yazısı	 varsa	 Kaynaklar’dan	 önce	
olmalıdır.

•	 Çalışma	 kazanılmış	 bir	 burs	 veya	 proje	 ile	
tamamlanmışsa	belirtilmelidir.

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

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

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

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

•	 Henüz	yayınlanmamış	veriler	ve	çalışmalar	Kaynaklar	
bölümünde	yer	almamalıdır.

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

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

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

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

Örnekler

A. Makaleler

	 Kaynak	yazımlarında	italik,	boşluk,	noktalama	işaretleri	
kullanımına	kesinlikle	dikkat	ediniz.

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

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

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

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

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

B. Kitaplar

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

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Şekil, Tablo, Fotoğraf, Resim, Grafik

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

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

•	 Tablolarda	 kullanılan	 kısaltmalar	 alt	 kısımda	mutlaka	
açıklanmalıdır.

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

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

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

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

bilgileri	yazılmamalıdır.

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






