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Derleme

HIV’in Giincel Tam Algoritmi ve Gelisen Korunma

Yontemleri

Ferhat Giirkan ASLAN, Mustafa ALTINDIS

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Sakarya

0z

Insan immiin yetmezlik virusu (Human Immunodeficiency
Virus/HIV) edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromunun
(Acquired Immunodeficiency Syndrome/AIDS) etiyolojik
ajamdur. Ilk olarak 1981 yilinda tamimlanmis olan AIDS
son 30 yiulda yaptigr salginla 35 milyondan fazla oliime
neden olmugstur. HIV/AIDS in dénlenmesi erken tant, teda-
vinin baslatilmasi ve enfekte olmus kisinin diizenli olarak
plazma viral yiikii acisindan izlenmesini gerektirmekte-
dir. Bunlara ek olarak, dogru ve duyarl: testlerin kulla-
nilmast ile belirlenecek insidans bilgileri halk saglig
calismalarinda HIV’in onlenmesi ¢abalarina yardimct
olacaktir. Bu nedenle erken taniya olanak saglayacak
daha uygun hasta bagi test teknolojilerinin gelistirilmesi,
HIV viral yiikiiniin olgiilmesi, CD4 (+) hiicre sayilarinin
belirlenmesi ve sonugta AIDS hastaligimin olmadigi yeni
nesiller olusturmak icin viral bulagin énlenmesi onemli-
dir.

Anahtar kelimeler: AIDS, HIV enfeksiyonu, tant algoritmi

ABSTRACT

Current Diagnostic Algorithm of HIV and Emerging
Prevention Methods

Human Immunodeficiency Virus (HIV) is the etiologic
agent of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS).
AIDS, first described in 1981, caused more than 35 million
deaths within the last 30 years. Prevention of HIV/IAIDS
requires early diagnosis, initiation of treatment, and
regular monitoring of the infected person in terms of
plasma viral load. In addition, the information about the
incidence which will be determined by the use of accurate
and sensitive tests will help efforts to prevent HIV in public
health studies. For this reason, the development of more
appropriate point of care bedside test technologies that will
allow early diagnosis of HIV, measurement of viral load,
and determination of CD4 (+) cell numbers are important.
Consequently, it is important to prevent viral transmission
in order to have new generations without AIDS disease.

Keywords: AIDS, diagnostic algorithm, HIV infection

GIRIS

Insan immiin yetmezlik viriisii (Human immu-
nodeficiency virus/HIV) sahip oldugu reverse
transkriptaz aktivitesi ve proviral DNA dizisi
nedeniyle Retroviridae ailesi icerisinde
Lentivirus cinsinde siniflandirilmistir. Lipid zarf
ile cevrili pozitif polariteli RNA’ya sahip olan
viral partikiil yaklagitk 110 nm capindadir.
Enfeksiyoz partikiiller (virionlar) birbirinin
aynisi olan, iki adet, 9-10 kb uzunlugunda, tek
zincirli RNA igerirler'?. Edinilmig bagisiklik
yetersizligi sendromu (Acquired Immunodefi-
ciency Syndrome/AIDS) HIV’in neden oldugu
insan immiin sistem hastaligidir ve enfeksiyon-

lar1 6nleme gorevi olan immiin sistemin CD4 (+)
T lenfositlerini yok ederek immiin sistem hiicre-
lerinin iglevlerini bozar!-.

Giinlimiiziin en biiylik pandemilerinden olan
AIDS diinya genelinde benzeri goriilmemis
boyutlara ulasabilen en 6nemli saglik sorunla-
rindan birisidir®. Global HIV/AIDS pandemisi
bugiine kadar 39 milyon 6liime neden olmustur
ve HIV/AIDS ile yasayan insanlarin sayisi gide-
rek artmaktadir®. Bu rakam 2015 yilinda 38.8
milyona ulagmistir. Diinya genelinde 2015 yilin-
da belirlenen yeni HIV enfeksiyonu olgularinin
%75 4’linlin Sahraalt1 Afrika’dan, biiyiik oranla
da bati, giiney ve kuzey kesimlerinden oldugu
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belirlenmistir®. Tiirkiye’de ilk HIV pozitif hasta
1985 yilinda bildirilmis sonraki yillarda olgu
sayist giderek artmigstir. Tiirkiye’deki HIV/AIDS
olgu sayisi dier Avrupa iilkelerine gore daha
diisiik olmakla birlikte, son 4 yilda artan sayida
yeni olgularin eklenmesi dikkat gekicidir®.
Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu’ndan 2016 yili
Aralik aymda yapilan aciklamada, Tiirkiye’de
1985 yilindan giiniimiize kadar, dogrulama testi
pozitif bulunmus 12.281 HIV ve 1.485 AIDS
olgusu oldugu bildirilmistir®.

Bazi 6zel gruplar (erkek erkege seks yapanlar,
seks is¢ileri, damar ici uyusturucu kullananlar,
transeksiieller ve mahkdmlar) genel popiilasyo-
na gore HIV’den, 10-50 kat daha fazla etkilen-
mektedir. Her yil diinya genelinde 2 milyondan
fazla yeni HIV enfeksiyon olgusu meydana gel-
mekte ve tiim yeni yetiskin HIV enfeksiyonlari-
%40°mm1  bu  gruplar
olusturmaktadir®. Escinsel erkekler arasinda
HIV salgminin, 1990’larin ortalarinda yeniden
ortaya cikmasi, Bati Avrupa, Kuzey Amerika,
Avustralya ve Cin gibi diinyanin pek ¢ok yerin-

nin tahminen

de onemli bir halk sagligi sorunu yaratmistir.
Ukemizde bu gruplar arasinda ¢ok kisith galis-
malar yapilmig olup, Sargin ve Goktasg’in ©
yaptif1 calismada, escinsel erkekler arasinda
HIV prevalans1 %12.7 olarak belirlenmistir. Bu
ozel grup, diisiik prevalansli bolgelerde HIV
enfeksiyonu i¢in yiiksek riskli grubu olusturdu-
gundan tanisal ve terapotik miidahaleler igin
onemli bir hedef popiilasyonu olusturmaktadir.

Bununla birlikte, bolgesel raporlarda, Sahraalti
Afrika’da 35 iilkede seks iscilerinin son 12 ayda
yalnizca %60’min bir HIV testi yaptirdigi
bildirilmistir"”. Yine Amerika Birlesik
Devletleri’nde, damar ici uyusturucu kullananla-
rin ise %49 unun son 12 ay icinde bir HIV testi
yaptirdigi tahmin edilmektedir. Birlesmis
Milletler ~HIV/AIDS  Ortak  Programi
(UNAIDS)’1n ““90 90 90" hedeflerine ulagilmast
(%90’11ik kesimin durumundan haberdar olmasi,
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%90’ 1nin antiretroviral tedaviyi (ART) almasi
ve %90’ minda virus supresyonu uygulanmasi)
bu riskli popiilasyonlarin HIV test ve tedavileri-
ne ulagmasi konusunda caba gdstermeden olasi
olmayacaktir®.

HIV enfeksiyonunun hizli, dogru ve erken tanisi
AIDS kontroliinde anahtar rol oynar". Bu saye-
de ART erken baglanmasi ve diizenli takip ile
HIV insidansiin tespit edilmesinin yani sira,
sonraki bulagmalar ve hastaligin progresyonu
onlenebilmekte, morbidite ve mortalitede azal-
ma saglanabilmektedir!®,

HIV Tam Testleri

Dogru ve uygulanabilir tani testleri ile enfekte
bireylerin tespiti, HI'V tedavisinin baglanmasi ve
HIV enfeksiyonundan korunmada oOnemli ve
gereklidir®, HIV enfeksiyonunun laboratuvar
tanist Oncelikli olarak serolojik bir tarama testi
temeline dayanir. Gorece yliksek duyarlilik sevi-
yesi sayesinde, hem HIV spesifik antikorlarini
hem de p24 antijenini eszamanli saptayan 4.
nesil test (Combo Test) kullanilmalidir. Reaktif
sonug bir dogrulama testi ile onaylatilmalidir.

Plazmada sirkiile eden viryonlarin bilesenleri
olan HIV RNA ve p24 antijeni, HIV antikorlari-
nin olusmasindan once belirlenebilir. 1k olarak,
HIV enfeksiyonundan yaklagik 7-10 giin sonra
HIV RNA ortaya ¢ikar ve PCR ya da diger niik-
leik asit amplifikasyon teknolojileri (NAAT)
kullanilarak belirlenebilir. Bir sonraki biyolojik
gostergenin, HIV RNA’dan yaklagik 5-7 giin
sonra belirlenebilir olan p24 antijeni oldugu
gorlilmektedir (Sekil 1). p24, ¢ok iyi performans
karakteristiklerine sahip olan dordiincii nesil,
antijen-antikor kombo testleri ile belirlenebilir.
Dordiincii nesil laboratuvar immiin testleri,
Avrupa lilkelerinde rutin hale gelmis ve yalnizca
HIV antikoru saptayan testlerin yerini almigtir.
p24’iin ortaya c¢ikmasindan yaklagik 1 hafta
sonra, immiinoglobulin M antikorlari, {igiincii
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Sekil 1. HIV enfeksiyonu laboratuvar belirteclerinin pozitiflesme zamam®!3!7,

nesil immiin testler ile belirlenebilir>'», HIV-
spesifik antikorlar olgularin %60-%065’inde dort
hafta sonra, %80’inde alt1 hafta sonra, %90’ 1nda
sekiz hafta sonra, %95’inde 12 hafta sonra
saptanabilir'®.

HIV’in dogru laboratuvar tanisi duyarliligi ve
ozgiilliigli maksimuma cikartan test algoritmala-
rina baghdir. Bu algoritmalarda test kombinas-
yonlar1 belirlenir ve uyumsuz test sonuclarinin
yorumlanmas: i¢in nasil bir yol izlenecegi
belirtilir"”.

HIV testi icin olan tani algoritmalart 1989°dan
beri, Amerika’da Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention/CDC) ve Halk Saghigi Laboratuvarlari
Dernegi (Association of Public Health
Laboratories/APHL) tarafindan Onerilmektedir.
Bu algoritmalar duyarli bir HIV-1 antikor immiin
testi ile baglamaktadir. Baglangig testlerinde tek-

rarlayan reaktivite saptanan orneklerde, HIV-1
Western Blot (WB) yada HIV-1 indirekt immiinf-
loresan test (IFA) gibi daha spesifik HIV-1 anti-
kor testi ile sonuglarin dogrulanmasi dnerilmek-
teydi. CDC 1992 yilinda, HIV-2 enfeksiyonu
olasilig1 olanlarda, HIV-1 antikor pozitifligi
olmamasina ragmen, HIV hastalig1 i¢in klinik
kanit ya da sliphe varsa ve HIV-1 WB sonucla-
rinda tanmimlanamamig bir patern mevcutsa,
HIV-1 ve HIV-2 antikorlar i¢in spesifik testleri
onermistir. 2004 yilinda, CDC reaktif hizlt HIV
test sonuglarmin hepsinin, HIV-1 WB ya da
HIV-1 IFA ile dogrulanmas1 gerektigini
bildirmistir'”, Ancak CDC ve APHL tarafindan,
Aralik 2012’de revize edilen algoritma, HIV-1
ve HIV-2 antikorlarii ve HIV-1 p24 antijenini
saptayan Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (U.S.
Food and Drug Administration/FDA) onayl1 4.
nesil immiin test kombinasyonlar1 ile baglar.
Baslangig testlerinde yineleyen reaktiflik sapta-
nan biitiin drnekler HIV-1 ile HIV-2 antikorlarini
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birbirinden ayiran immiin testler ile test edilirler.
HIV-1/2 antikor ayirt edici yontem ile negatif
veya belirsiz bulunan 6rneklerde HIV-1 niikleik
asit testi (NAT) uygulanmalidir. 1989°dan beri
ilk kez WB testi HIV test algoritmasinda yer
almamaktadir™®. WB dogrulama testlerinin
besinci haftada pozitiflesmesi nedeniyle enfek-
siyonun akut doneminde negatif sonuglar alina-
bilmektedir. Bununla birlikte, erken donemde
pozitiflesen niikleik asit testleri akut enfeksiyon-
larin tespiti icin kilavuzlara eklenmektedir'®.

CDC’nin 2014 yilinda yeniledigi Oneriler
dogrultusunda™” (Sekil 2):

- Reaktif HIV-1 NAT sonuclar1 ve reaktif
olmayan HIV-1/HIV-2 antikor farklilagtirma
immiin test sonuglar1 akut HIV-1 enfeksiyo-
nu icin laboratuvar kaniti olarak diigiiniil-
mektedir.

- Reaktif HIV-1 NAT sonucu ve HIV-1/HIV-2
antikor farklilagtirma immiin testi sonuglari
HIV-1 NAT ile dogrulanmis olarak HIV-1
enfeksiyonunun varligini gostermektedir.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(2):47-60, 2017

- Negatif HIV-1 NAT sonucglar1 ve reaktif
olmayan ve HIV1/HIV-2 antikor farklilagtir-
ma immiin test sonucuna gore siniflandirila-
mamus 6rneklerin sonuclari baglangic immiin
testte yalanci pozitif olarak goriilmektedir.

Ulkemizde de Saghk Bakanhigi Tiirkiye Halk
Sagligi Kurumu Bulasict Hastaliklar Daire
Bagkanlig1 tarafindan 2013 yilinda yayinlamig
olan rehberde, dogrulamada kullanilacak testle-
rin HIV-1 ve HIV-2 enfeksiyonlarinin ayrimini
saglamalar1 gerektigi bildirilmis, akut enfeksi-
yon siiphesi olan durumlarda ise NAT ile HIV-1
RNA aragtirilmast onerilmigtir®.

HIV Serolojisindeki Gelismeler

1985 yilinda FDA onayli HIV immiinyontem
testinin kullanilmaya baglanmasindan bu yana
HIV tanisal testleri teknolojik anlamda biiyiik
ilerlemeler kaydetmistir (Tablo 1)?". Geleneksel
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) yonteminin rutin kullanimi teknik ola-
rak zor olmasinin yaninda diizenli olarak saglan-

HIV-1/2 antijen/antikor kombinasyon immiin testi

(+)

HIV-1/ HIV-2 antikor ayiric1 immiin testi

'

)

HIV-1 ve HIV-2 antikorlari ve

p24 Ag negatif

v !

HIV-1 (+) HIV-1 (-)
HIV-2 (-) HIV-2 (+)

HIV-2 antikorlari
saptandi

HIV-1 antikorlari
saptand1

(+) Reaktif test sonucunu gosterir.
(-) Nonreaktif test sonucunu gosterir
NAT: Niikleik asit testi

HIV-1 (+)
HIV-2 (+)

/

HIV-1 (-) veya Tanimlanamamig
HIV-2 (-)

HIV antikorlari
saptandi

HIV-1 NAT

|
y '

HIV-1 NAT (+) HIV-1 NAT (-)
Akut HIV-1 enfeksiyonu HIV-1 i¢in negatif

Sekil 2. Serum veya plazma 6rnekleri icin 6nerilen laboratuvar HIV test algoritmasi®”.
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Tablo 1. HIV tanisinda kullanilan testlerin pozitiflesme zamani®?.

Yapilan test ad1

Test yontemi

Ortalama pozitiflesme zamani

1. nesil ELISA Testleri

2. nesil ELISA Testleri

3. nesil ELISA Testi

4. nesil ELISA Testi

Western blot

Niikleik asit testi

IgG antikoru: HIV antikorlarina baglanmasi i¢in kullanilan biitiin antijenler hiicre
kiiltiiriinde tiretilen HIV-1 viriislerinin lizatindan elde edilmektedir. Indirekt im-
miin test IgG antikorlarinin belirlenmesi i¢in anti-insan IgG etiketli antikorlarin
kullanilmast ile uygulanir. Hiicresel protein artiklar ile olan etkilesimin 6nlenmesi
icin ornek diliisyonlar1 gereklidir.

IgG antikoru: HIV antikorlarina baglanmak i¢in tek basina ya da viral lizatlarla
kombine sentetik peptit veya rekombinant protein antijenleri kullanilirlar. Indirekt
immiin testte isretli anti-insan IgG ya da protein A (yiiksek afinite ile IgG ye bag-
lanir) IgG antikorlarinin tespiti i¢in kullanilir. Spesifik antijenik epitoplarin tasar-
lanmasi ile HIV-1 grup O ve HIV-2’ye olan duyarlilik iyilestirilmistir. Viral lizat
artiklar1 gibi hiicresel antijenlerin uzaklastirilmasi, hiicresel proteinler ile capraz
reaksiyonu onleyerek 6zgiilltigii artirir.

IgM ve IgG antikoru: HIV antikorlarina baglanmalar icin sentetik peptit veya rekom-
binant protein antijenleri immiinometrik antijen sandvi¢ format: halinde kullamlmak-
tadir (Ornekteki HIV antikorlart test substratindaki HIV antijenlerine ve indikatér mo-
lekiillerle konjuge antijenlere baglanir.). Bu IgM ve IgG antikorlarmin belirlenmesine
izin verir. Diisiik 6rnek diliisyonlar1 ve daha once eksprese edilen IgM antikorlarmi
saptama becerisi erken serokonversiyon sirasinda duyarlilig: arttirir.

IgM ve IgG antikoru ve p24 antijeni: Sentetik peptit veya rekombinant protein
antijenleri 3. nesil testlerde kullanilan ayni antijen sandvi¢ formatinda IgM ve IgG
antikorlari belirlemek icin kullanilmaktadir. Monoklonal antikorlar da p24 anti-
jenini saptamak iizere dahil edilmistir. p24 antijeninin dahil edilmesi serokonver-
siyondan dnce HIV-1 enfeksiyonunun belirlenmesine izin vermektedir. Bu combo
testler genellikle antijen/antikor reaktfligini ayirmamaktadir.

IgM ve IgG antikoru: Viral proteinler elektroforez araciligiyla molekiil agirlikla-
rina gore bir test seridine aktarilir. Test seridi, serum ya da plazma ile inkiibe edi-
lir. HIV spesifik antikorlar mevcutsa antijene baglanir. Enzim kapl ikinci antikor
kullanilarak, antijen-antikor kompleksi test tizerinde goriiniir hale gelir. Antikor
spesifitelerine gore, test seridinde uyumlu bir bant spektrumu olusur.

RNA: HIV niikleik asidinin ekstraksiyonu, PCR ile amplifikasyon veya diger yon-
temler; HIV RNA’sinin in vitro tespiti.

35-45 giin

25-35 giin

20-30 giin

15-20 giin

45-60 giin (kesin pozitif)

5-15 giin

mas1 gereken aletler ve siirekli elektrik kaynagi
gerektirdigi icin terk edilmistir. ELISA kitleri
hem dogal hem de rekombinan antijenleri kul-
lanmaktadir. Bunlarin yeni bulunan tiirlere karsi
duyarliliginin artmasi icin siirekli olarak giincel-
lenmeleri gerekir. Dordiincii kusak ELISA,
duyarlilig1 artiracak sekilde p24 antijeni varhigi-
ni tanir'®. Farkli prensiplere dayanan HIV
immiin testleri genel olarak “jenerasyonlar/
nesil” olarak gruplanirlar.

Gectigimiz yillarda enfeksiy6z patojenlerin
belirlenmesinde basit, ucuz, dogru ve hizl
tani testleri gelistirilmis, mevcut testler iyiles-
tirilmistir. Global saglik kuruluslarinin artan
istekleri dogrultusunda, HIV/AIDS icin daha
basit ve etkin testlerin gelistirilmesi ve bunu

yaparken de hasta bakiminin kalitesinin diigii-
riilmemesi iizerinde durulmaktadir®. Kolay
uygulanabilen islem basamaklar ile hizli tani-
sal test (HTT) kitleri, standart laboratuvar
birimlerinin diginda testlerin yapilabilmesini
olas1 kilmig, hastalar halen klinikte iken test
sonuclari elde edilebilmesini saglamis ve test-
lere erisimi artirmistir. Kirsal gartlarda mevcut
HTT’e artan erisim, daha ¢ok kisinin HIV ac1-
sindan durumlarini 6grenebilmelerini, danis-
manlik hizmeti almalarini ve eger enfekte
iseler tedavi olmalarimi olast kilmistir. Bu
durum, HIV epidemisini yavaglatmak icin
olan cabalar acisindan ¢igir agmis ve HIV
enfekte kisileri belirlemek ve tedavi saglamak
adina stratejiler gelistirilmesi i¢in umut verici
olmugtur2V.
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“Hasta basi test’” olarak adlandirilan bu testlerin
analitik hedefleri, proteinler, niikleik asitler,
metabolitler, ilaglar, ¢6ziinen iyonlar ve gazlar,
insan hiicreleri ve mikroorganizmalardir®. Test
materyali olarak plazma ve seruma ek olarak,
tam kan ya da kapiller kan uygundur. Bazi test
sistemlerinde idrar ya da oral transuda (tiikiiriik
degil) kullanilabilir. Fakat plazma ve serum
disgindaki ornekler kullanildiginda, hizli testler
daha az hassasiyet gosterir. Hizli testler, en
genel haliyle immiino-kromatografik yontemle-
re dayalidir. Parcacik agliitinasyonu ve immiino-
filtrasyon da kullanilan teknikler arasindadir.
Sonuglar 15 ila 30 dakika arasinda belli olur®24*,
Hizli HIV testleri goniilli HIV danigsmanligi,
antenatal tarama, acil operasyonlar, igne-kesici
alet yaralanmalar1 ve popiilasyon taramasi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hizl testler yal-
nizca ilk oryantasyon doneminde kullanilmali
ve test sonuclari ilk firsatta rutin bir laboratuvar-
da standart HIV testi ile dogrulanmalidir. Hizli
HIV testlerinin kullanima girmesi HIV test
programlarmin artmasina katkida bulunmus ve
bagka tiirlii tan1 konulamayacak olan kisilerde
HIV tanis1 konulmasii olanakli kilmistir. Cok
yiiksek hastalik yiikii ve zayif bir saglik sektorii
olan Sahraalti Afrika’sinda bu daha da
belirgindir®.

Bircok hizli test kitinin duyarliligi geleneksel
enzim immunoassay’lerle karsilastirilabilir. Eller
ve ark.?® Uganda’da %98.6 duyarlilik ve %99
ozgiillik bildirmislerdir. Bu birka¢ caligmanin
sonuclariyla da ortiismektedir®>®. Bu sonuglar
DSO’niin %98 duyarlilk ve %99 ozgiilliik
Olciitlerini kargilamaktadir. Hizli HIV testleri
hasta basi ger¢ek zamanli test yapmak i¢in gelis-
tirilmigtir ve test kalitesi kullaniciya ve test kiti-
ne baghidir™. HTT ler ile elde edilebilen olduk-
ca kesin test sonuclarina ragmen, geleneksel
laboratuvar sartlarinin disinda dogru sonug elde
etmenin zorluklar1 mevcuttur ve yanlig pozitif
veya yanlig negatif test sonuclariin bildirildigi
stipheli durumlar rapor edilmistir®®. Laboratu-
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varda yapilan testlerde oldugu gibi laboratuvar
disinda yapilan testler i¢in de test performansi
acisindan farkliliklar s6z konusudur. Ancak test-
lerin kalite kontroliiniin saglanmasi, laboratuvar
dist sartlarda daha zor olabilir®".

Telekomiinikasyon alanindaki teknolojik ilerle-
meler, sinirli kaynak olan kosullar i¢in hasta basi
HIV tani testlerinin gelistirilmesinde iimit vade-
den bir firsat sunmaktadir. Gectigimiz on yilda,
cep telefonlar1 gelismekte olan iilkelerde hizli
sekilde piyasaya girmistir. Cep telefonlarinin
veri paylagsma kabiliyetleri, sinirli kaynak sartla-
rinda ucuz ve hizli hasta bagi testlerin gelistiril-
mesi i¢in etkin sekilde kullanilabilir. Cep tele-
fonlarinin sensorleri, ekranlart mevcuttur ve veri
saklama yaninda giic hesaplamalar1 da yapabil-
me kapasitesine sahiptirler. Biyoalgilama i¢in
basit ve ucuz aksesuarlarin eklenmesi ile daha
da giiclendirilebilirler. Yiiksek ¢oziintirliikli cep
telefonu kameralari, biyolojik 6rneklerde flore-
san isaretlenmis hedef hiicre veya molekiillerin
goriintiilenmesi i¢in kullanilmistir. Buna 6rnek
olarak lateral-flow immiin yontemler, kuantum
nokta-temelli floresans tayin ve floresans mik-
roskopi verilebilir. Ucuz ve portatif optik bile-
senlerin eklenmesi yoluyla, cep telefonu bir
spektrometre gibi kullanilabilir. Cep telefonlari-
nin biyoalgilayict cihazlar olarak kullanilmasi
ile uygun maliyetli, portatif, ucuz ve kullanimi
kolay olan ve su anda yalnizca laboratuvar
temelli, sofistike ve pahali cihazlar ile saglana-
bilen test metotlarinin olusturulmas: miimkiin-
diir. Bunun gibi ilerlemeler, sinirh kaynak kosul-
larinda HIV/AIDS’in tespiti ve tedavi izlemi
icin yeni biyosensor kategorilerinin gelistirilme-
sinde ¢ok 6nemli roller oynayabilir®.

HIV Niikleik Asit Testlerindeki Gelismeler

Serolojik test sistemlerine ek olarak, HIV
RNA’y1 belirleyebilecek molekiiler metotlar
(niikleik asit amplifikasyon testleri/NAT) mev-
cuttur. PCR, HIV RNA tespiti i¢in en sik kulla-
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nilan niikleik asit amplifikasyon testidir. Diger
teknikler (b-DNA, NASBA) daha az kullanil-
maktadir. HIV RNA'nin kantitatif tespiti HIV
enfeksiyonu izleminin esas unsurlarindan
biridir®). NAT larin enfeksiyonu diisiik seviye-
lerinde bile belirleyebilmesi ve Ol¢iim yapabil-
mesi gibi bir¢cok avantaji mevcuttur. PCR enzim
tabanli bir siirectir ve in vifro olarak DNA’nin
kisa pargalarinin ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
Basitligi ve amplifikasyon giicline ragmen, PCR
teknolojisinin de kisithiliklart  mevcuttur.
Ozellikle termal cihazlarin hizlarinda ve boyu-
tunda, reaksiyon hacminde hald gelistirilmesi
gerekenler vardir. Biiylik ve genis konvensiyo-
nel termal reaksiyon cihazlarinda kullanilan
biiyiik boyutta reaksiyon hacimleri, sicaklik
transfer hiz1 ve reaksiyonun verimliligi agisin-
dan zorlayici bir faktordiir®.

Stipheli akut enfeksiyonda, siipheli serolojik
durumlarda ya da 18 ay altindakilerde HIV
enfeksiyonunun belirlenmesinde niikleik asit
amplifikasyon testleri yeglenmektedir. Kan
tirtinlerinin gilivenligini artirmak i¢in, HIV PCR
kan bagisi durumunda da kullanilmalidir. HIV-1
RNA’s1 enfeksiyondan sonra erken donemde
saptanabilir ve HIV-1 DNA ve/veya RNA 6rnek-
leri aktif enfeksiyonun gostergesidir. Yeni Oneri-
lere gore, PCR analizi, reaktif tarama testi sonu-
cunun dogrulanmasinda WB yerine kullanilabi-
lir. Bu amagcla, viriis yiikii 1000 kopya/ml iize-
rindeyse, PCR testi pozitif kabul edilir®®. Eger
viral yiik bu degerin altindaysa, WB analizi
uygulamak zorunlu hale gelir. Fakat HIV PCR,
bir tarama testi olarak onerilmez, hatali negatif
sonuglar olasilik dahilinde oldugundan serolojik
testin yerini alamamaktadir®3?,

Viral yiikiin degerlendirilmesi, klinik seyrin en
1yi gostergelerinden biri olmasi yaninda HIV-
pozitif hastalarda tedaviye yanit1 degerlendirme-
de kullanilan baglica parametredir. Tedavi basa-
risizligini belirlemede ve sonucta ila¢ direncine
yol acabilecek ve ikinci asama AIDS ilaclarina

gecmeyi gerektirecek mutasyonlarin birikimin-
den kaginmada etkili bir yontemdir?". CD4
sayilart ART izlemi icin kullanilsa da, son
zamanlardaki ¢aligmalar bu testlerin erken teda-
vi hatalar1 ya da basarisizliklarini belirlemede
yeterli olmayacagina isaret etmektedir. Viral yiik
testi icin altin standart olan yodntem reverse
transkriptaz (RT)-qPCR’dir®.

Bununla birlikte, viral yiik testi HIV cesitliligi
yam sira, egitimli uygulayicilar, pahali ajanlar,
elektrik gereksinimi olan ekipmanlar ve labora-
tuvar altyapisi gerektirmesi ve orneklerin tagin-
masinda zorluklar olmas1 gibi bazi pratik uygu-
lamalar agisindan zorluklar igerir®. Bu nedenle,
yetenekli personele sahip gelismis laboratuvar-
lar olmadikca diistik-orta gelirli iilkelerde kulla-
nimlari zordur®".

Son zamanlarda, viral yiik 6l¢timlerini basitles-
tiren gelismeler iki alanda gerceklesmistir:
Kirsal alanlarda kan 6rneklerinin toplanmasi ve
referans laboratuvara nakledilmesini kolaylagti-
ran kurutulmus kan damlalar1 (KKD) ve ikinci
olarak diistik-orta gelirli iilkelerde viral yiik
Olclimii icin olas1 bir alternatif olabilecek hasta
bagi viral yiik cihazlariin gelistirilmesi. Cesitli
calismalarda, KKD’nin, COBAS AmpliPrep/
COBAS TagMan® v2.0 (Roche Molecular
Systems), Real-Time HIV-1® (Abbott),
VERSANT HIV-1 RNA 1.0° assay (kPCR)
(Siemens) ve Nuclisense real-time NASBA
Amplification® (BioMérieux) gibi major marka-
larin viral yiik tayin platformlar1 kullanilarak
viral yiik Ol¢iimii i¢in uygun olduklari
gosterilmigstir®™. Hassasiyet araliklari, plazma
degerleri ile korelasyonu ve viral yiikiin fazla
olmadig1 direngli formlarin birikiminin belirlen-
mesi konusunda degerlendirmeler siirmektedir®".

KKD kullanim olasilig1 ile dahi bu otomatize
yiiksek hacimli cihazlar1 destekleyebilecek nite-
likte laboratuvarlarin azligi, viral yiik testlerinin
gorece yiiksek maliyeti ve KKD kullanimindan
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kaynaklanan azalmis hassasiyet nedeniyle rutin
viral yiik ol¢limiine erisimi kisitlayan faktorler
var olmaya devam etmektedir. Sonu¢ olarak,
yiiksek hassasiyete sahip, kullanimi kolay, uygun
maliyetli, altyapt harcamalar1 gerektirmeyen,
ornek transportu ihtiyacini azaltan ya da ortadan
kaldiran, ¢abuk klinik karar alinmasi icin ayni
giin icinde sonug¢ alinma olanagi saglayan, cabuk
sonu¢ veren hasta bagi viral yiik ol¢ciim (HB
VYO) cihazlarinin gelistirilmesi icin cabalar
artmustir. Son yillarda ortaya konan en geligsmis
teknolojilerden ikisi Alere Q® ve SAMBA®’dir,
ancak iimit vadedici HB VYO iiriinleri de yolda-
dir. Bununla birlikte, az hacim ve diisiik hassasi-
yetten kaynaklanan HB VYO’iiniin kisitlamalari
nedeniyle, her iilkenin, bu HB VYO platformla-
rin1 ulusal stratejik plana ve iilkenin gereksinim-
lerine en iyi nasil entegre edecegi konusunda bir
sablon gelistirmeleri gerekebilir®".

ila¢ Direnci Testleri

HIV replikasyonunun baskilanmasinda kullani-
lan antiretroviral ilacin, direncli olmayan suslara
gore daha yiiksek konsantrasyonda kullanilmasi
gereksinimi, antiretroviral ila¢ direnci olarak
tanimlanabilir®®. Ila¢ direnci testi, ART etkinli-
gini arttirmak ve ilaca direncli varyantlarin
bulagmasini azaltmak iizere HI'V’in klinik yone-
timinin tamamlayic bir parcasidir. Ila¢ direnci
testi i¢in iki strateji gelistirilmistir: Fenotipik
testler ve genotipik testler®. Genotipik ve feno-
tipik direng testleri viral suslarin degerlendiril-
mesi ve secilecek tedavi stratejileri icin kullani-
Iir. Bu testler, niikleosid ters transkriptaz inhibi-
torlerine, non-niikleozid ters transkriptaz inhibi-
torlerine, proteaz inhibitorlerine ve integraz
transfer inhibitorlerine karsi diren¢ hakkinda
bilgi saglar®>.

Fenotipik analizler, bir viriisiin ARV ilaglarinin
farklt konsantrasyonlarinda replike olabilme
yetenegini 6l¢er®. Referans laboratuvar suguna,
hastaya ait viriislerin proteaz ya da revers trans-
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kriptaz ve son donemde integraz ve zarf gen
dizileri entegre edilerek, belirli bir ilacin varlig1
veya yoklugunda, ilaca duyarhliklar1 degerlen-
dirilir®. In vitro kosullarda viral replikasyonu
%50 ya da %90 oraninda baskilayabilen ilag
konsantrasyonu viriislerin ilaglara duyarliligini
gosterir. Duyarlilig1 azalan viriislerin cogalmasi,
ilag konsantrasyonu artirilarak baskilanabilir.
IC,, degerleri oranlanarak test edilen viriisiin
IC’sinin, referans viriis IC, ’sinin kag¢ kati
oldugu belirlenir ve bu deger sinir deger ile kar-
stlagtirilir. Sinir deger viriisiin baskilanmas1 ya
da duyarlt olarak siiflandirilabilmesi igin virii-
stin IC, degerinin kag kat arttirilmasi gerektigi-
ni gosterir®+3,

Genotipik analizler, viral genlerde ila¢ direnci
ile iligkili mutasyonlar1 saptar. Genotipik direng
testleri daha hizlidir ve DNA sekans teknolojile-
rindeki ilerlemeler sayesinde daha uygun fiyatli-
dir. Bu yontemde, proteaz, revers transkriptaz ve
integraz kodlayan genlerin ila¢ direnciyle iliskili
mutasyonlari belirlenir. Dizi analizi ile genotipik
antiretroviral direng testi icin kullanima sunul-
mus ticari kitler sinirli sayidadir. TRUEGENE
HIV-1 Genotipleme Kiti (Siemens Medical
Solutions, Inc., ABD, Malvern, PA) ve ViroSeq
HIV-1 Genotipleme Sistemi (Celera Diagnostics,
Alameda, CA, ABD) adindaki iki testin FDA
onay1 bulunmaktadir. Bunlarin yani sira labora-
tuvarda tasarlanmis testler de direng¢ analizi i¢in
kullanilmaktadir. Ticari testlerin yinelenebilme-
si testi kolaylastirsa da, klinik 6rneklerden elde
edilen HIV-1’in kalitsal varyasyonlari test sonug-
larinin yorumlamasini kompleks hale getirir. Bu
testlerde sonuclarin yorumlanmasi {reticilerin
gelistirdikleri veri tabanlart kullanilarak yapil-
maktadir. Laboratuvarda tasarlanmig testlere ait
sonuclarin degerlendirilmesinde ise web sitele-
rinde bulunan degerlendirme programlar kulla-
nilmaktadir. Hastalara ait elde edilen direng
sonuglar1 bu veri tabanlar1 yardimiyla degerlen-
dirilerek test edilen viriisiin diren¢ durumu ve
ilaglara ozgii IC,, degerleri yorumlanmaktadir.
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Son yirmi yilda HIV ilac¢ direnci testlerindeki
ilerlemelere karsin, maliyetleri, altyap1 ve egitil-
mis teknisyen gerektirmeleri nedeni ile fenotipik
ve genotipik testler merkez laboratuvarlari digin-
da yapilamamaktadir®3+39,

Mevcut rehberlere gore, tedaviye baglama karari
ne olursa olsun enfeksiyon belirlendiginde (bazal
ilag direnci) ve tedavide istenen basarinin sagla-
namamasi durumunda ila¢ direnci testlerinin
yapilmast Onerilmektedir"*??. Primer direng
mutasyonu tagityan HIV susu ile enfeksiyon
(aktarilmis ila¢ direnci) tedavi basarisizligina
yol acabileceginden gelismis iilkelerin ¢ogunda
bazal diren¢ siirveyansi yapilmaktadir. Direng
gelisiminin 6nlenmesi ve degerlendirilmesi i¢in
gelismemis ya da gelismekte olan iilkelerde de
bazal diren¢ bakilmasi Onerilmektedir.
Ulkemizde Yalginkaya ve Kose®® yaptiklari
calismada, tedavi almamis olgularda ila¢ direng
oranint %10 olarak belirlemislerdir. Kugkucu ve
ark.’nin ?%7 yaptig1 ve 2004-2015 yillarini kap-
sayan ¢alismada da, aktarilmig direng oran1 %10
olarak bildirilmistir.

Yeni Doganlarda HIV Tamisi

Gelismekte olan iilkelerde, anneden cocuga
bulas (ACB), bebeklerde HIV enfeksiyonunun
primer nedeni olmaya devam etmektedir. HIV
ile enfekte annelerde HIV’in zamaninda saptan-
mast ve ART baslanmasi ACB’1 etkin sekilde
Onleyebilir®.

Gebeligin 32. haftasinda antikorlarin transpla-
sental transferi gergeklesir fakat bu herhangi bir
koruyucu etki saglamaz. HIV ile enfekte annele-
rin yenidogan bebeklerinde, anneye ait antikor-
lar 18. aya kadar bebek viicudunda saptanabilir.
Vertikal bulasin saptanmasinda veya diglanma-
sinda serolojik bir HIV testi hi¢cbir durumda
pozitif sonug icin yeterli kabul edilmez“®.

Anne HIV antikoru plasentayr ge¢mekte ve

HIV’e maruz kalan tiim yenidoganlarda sapta-
nabilmektedir, bu nedenle yenidoganlarda HIV
tanis1 i¢in standart antikor testleri kullanilmama-
l1idir®?.

Anneden gegen antikorlar nedeniyle, bebeklik
doneminde HIV saptama metotlari, 18 aydan
daha biiyiik ¢cocuklar ve yetiskinlerde kullanilan
standart test yontemlerinden farklidir. DSO bu
gibi durumlar icin dogrudan HIV-1 DNA ve/
veya RNA’y1 belirleyen virolojik yontemleri
Onermektedir”.

HIV DNA PCR, periferik kan mononiikleer hiic-
relerdeki spesifik HIV viral DNA’sin1 saptamak
icin kullanilan hassas bir tekniktir. HIV DNA
PCR’1nin 6zgiilligii, dogumda %99.8 ve dogum
sonrasi 1.,3. ve 6. aylarda %100’diir. Arastirma-
lar, HIV DNA PCR testlerinin, dogumdan sonra-
ki yasamin ilk haftasinda enfekte infantlarin
%20-551ni tanimladigini gostermigtir. Ancak bu
oran artig gostererek yasamin ilk 2-4 haftasi ice-
risinde %90’ 1n iizerine, 3 ay 6 aylik donemlerde
ise % 100’e ulagsmaktadir. HIV DNA PCR test-
leri alt tip B dis1 HIV saptanmasinda azalmig
duyarliliga sahiptir ve B dig1 alt tiplerle enfekte
infantlarda yalanci negatiflikler bildirilmistir.
Giinlimiizde mevcut real-time HIV RNA PCR
testleri ve tan1 koydurucu kalitatif RNA testi
non-B alt tip HIV enfeksiyonunun ve daha ender
goriilen grup O suglarinin saptanmasi icin gelis-
tirilmis duyarlilida sahiptir?.

Bebeklerde HIV enfeksiyonunun dogru sekilde
saptanmas1 ART nin erken donemde baglanmasi
ve diger destek bakimi acisindan biiyiik 6neme
sahiptir. Diger taraftan, enfekte olmayan bebek-
lerin gereksiz tedavisi potansiyel ila¢ iligkili
toksisite gibi olumsuz uzun donem etkilere
neden olabilir®.

HIV bulagimi diglamak i¢in en az 2 negatif PCR
sonucu gereklidir. Ilk HIV PCR, dogumun 1.
ayinda yapilmali (duyarliik %96, ozgiilliik
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%99), %100 duyarlilik ve ozgiilliigii yakalaya-
bilmek icin 3. aydan sonra test yinelenmelidir.
Bu arada emzirme ile yine bir aktarim riski olug-
madiysa, vertikal bulas diglanabilir®?. Negatif
PCR sonuglarinda dahi anneye ait antikorlara
rastlanmadigi belgelendirilmelidir. Pozitif sonug
durumlarinda ise ikinci bir 6rnek testiyle kesin-
likle konfirme edilmelidir.

HIV, biri 14. giinden sonra, digeri 1. aydan sonra
yapilan, iki veya daha fazla negatif test ile dislan-
mis varsayilabilir. Anne siitii almayan bebeklerde
HIV’in kesin olarak diglanmasi ise bir tanesi 1.
aydan sonra ve digeri 4. aydan sonra yapilan iki
veya daha fazla negatif virolojik test ile olabilir.
Bircok uzman, HIV negatifligini 12-18 ay arasin-
da yapilan HIV antikor testi ile dogrular. HIV
antikorlarinn siirekliligi, 18 ay veya daha sonra-
sinda ender olarak ortaya ¢ikabilir®.

Tedavi ve Korunma

HIV enfeksiyonu, laboratuvar testlerindeki
ilerlemeler sayesinde, giiniimiizde tanisinin
erken konmasi, diizenli takipler ve ART uygu-
lamalar1 ile kronik hastalik héline gelmistir.
Gegen siire icerisinde daha etkili, kullanimi
daha kolay, yan etkileri daha az ve genetik bari-
yeri daha yiiksek yeni ART secenekleri olustu-
rulmustur. Tedavinin hedefleri yasam kalitesini
arttirmak, HIV’e bagh morbidite ve mortaliteyi
azaltmaktir®?. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
2013 yili kilavuzlarinda CD4 (+) T lenfosit
say1s1 500 hiicre/pul’nin altina diistiigiinde erken
ART baglanmasini onermektedir. Yeni kilavuz-
lar ayrica ART bagarisizligini test etmek igin
rutin ve hedefe yonelik viral yiik testi yapilma-
sini 1srarla istemektedirler®. Giiniimiizde CD4
hiicre sayisindan bagimsiz olarak tiim hastalara
Omiir boyu antiretroviral tedavi uygulanmasi-
nin daha yararli oldugu bildirilmistir. Naif has-
tanin tedavisinde iki ya da daha fazla siniftan
en az iki tercihen ii¢ ilagh kombinasyonlar kul-
lanilmalidir. ki niikleozid revers transkriptaz
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inhibitoriinden olusan antiretroviral rejimde,
bu kombinasyona integraz inhibitorii veya rito-
navir/kobisistat ile gli¢clendirilmis proteaz inhi-
bitorii veya non-niikleozid revers transkriptaz
inhibitorii eklenmelidir. Giincel rehberlerde
integraz inhibitorlii kombinasyonlar virolojik
etkinlik, kullanim kolaylig1 ve diisiik yan etki
orani nedeniyle ilk secenek tedavide yer almak-
tadir. Antiretroviral tedavi secimi yapilirken
bir¢ok faktor gbz oniinde bulundurularak teda-
vi bireysellestirilmeli ve en uygun rejim
secilmelidir®?.

ART kullanimi1 kisinin HIV’i bagkalarina bulag-
tirmasin1 Onlemede de etkilidir. Giinlimiizde
HIV’in 6nlenmesinde her zamankinden daha
fazla secenek bulunmaktadir. Cinsel partnerin
tek olmasi, kondom kullanimi, daha az riskli
cinsel davranislar, ortak igne kullanilmamasina
ek olarak maruziyet 6ncesi ve maruziyet sonra-
st yeni ilaglardan yararlanilabilir®’. Maruziyet
oncesi proflaksi (MOP), HIV igin yiiksek risk
altindaki kisilerin, enfekte olma olasiliklarini
diisiirmek ic¢in giinliik olarak HIV ilaglar1 alma-
laridir. Seks veya intravenoz ilag kullanimi
(IVIK) gibi yollarla viriise maruz kalindig
durumlarda MOP enfeksiyon gelisimini onle-
yebilmektedir. Giinliik proflaksi kullanimi cin-
sel yolla HIV bulas riskini %90’1n iizerinde,
ila¢ kullanicilarinda %70 oraninda azaltmakta-
dir. MOP ek olarak diger korunma yontemleri-
nin de uygulanmast HIV bulag riskini daha da
diistirecektir**. Riskli bir olay sonrasinda
antiretroviral ila¢ kullanimi ise maruziyet son-
ras1 proflaksi (MSP) olarak adlandirilmaktadir.
Proflaksi, olasi bir maruziyet sonrasi olabilen
en kisa siirede baglatilmalidir. Yapilan calisma-
larda, mesleki olmayan maruziyetlerde 3 giin
icerisinde baglanip 28 giin devam edilen teda-
vilerin, enfekte olma riskini 6énemli diizeyde
azaltabildigini bildirilmistir. Saglik ¢aliganlari-
na mesleki maruziyet durumunda ilk 36 saat
icerisinde, tercihen 2 saatte proflaksi baglan-
malidir. HIV enfekte gebelerde ise, hamilelik
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ve dogum sirasinda ART kullanimi yoluyla
annedeki viral yiikiin supresyonunun saglan-
mas1 perinatal bulagin énlenmesinin en énemli
yoludur. Ayrica dogum sonrasi yenidoganlara 6
hafta siireyle tedavi verilir. Annenin aldig:
ART’ye ragmen, anne siitiiyle beslenmeye,
gecis riski tasimasindan dolayt izin
verilmemelidir®®+®).

Kombine antiretroviral tedaviye (KART) degis-
ken oranlarda gozlenen tedavi uyumu, ilaclara
sinirlt erisim imkani ve zayif altyapi olanaklari
gibi bazi toplum saglig1 sorunlari, HIV-1 asisi-
nin halen gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
KART, HIV-1 tedavisinde belirgin bir ilerleme-
ye yol agmis olsa da, viriis, akut enfeksiyonun
erken safhasinda olusan bir viral rezervuar
icinde varligimi siirdiiriir, bu da asinin etkili
olacagi, yalnizca kisa bir zaman dilimi bulun-
duguna isaret etmektedir. Ayrica, HIV-1 cesitli-
liginin de oldukc¢a fazla olmasi, bagarili bir
kiiresel aginin dizaynini zorlastirmaktadir. Yine
de yakin zamanh preklinik ve klinik ag1 ¢alis-
malarinda, enfeksiyona kars1 korunma ile ilgili
oldugu gozlenen ve asi ile olusturulan cesitli
bagisiklik yanitlar1 belirlenmistir. Bu bulgular
istatistiksel iligkiler diizeyinde olup korunmay1
saglayacak mekanizmalar olup olmadiklar:
bilinmese de, HIV-1 ag1 gelistirilmesi yolunda
onemli mihenk taglaridirlar ve yeni nesil HIV-1
asilar1 ile arastirilacak bilimsel hipotezler
sunmaktadirlar®.

Yeni Biobelirtecler

Kontrol altinda tutulamayan kronik enfeksiyon-
lar (6rnegin, HIV-1 enfeksiyonu) kalic1 ve siirek-
li olugan immiin yanitlar ve ilerleyen immiinpa-
tolojiler ile iligkilendirilmektedir. Bu siiregler
edinilmis ve adaptif immiin aktivasyon ile ilgili
¢coOziiniir belirteclerin ortaya cikmasina, hiicre
Oliimiine ve dokunun yapisinin bozulmasina
neden olurlar®,

Akut HIV-1 enfeksiyonu sirasinda gerceklesen
olaylar hastaliin sonraki seyri acisindan 6nemli
olabilir. Proteomik bazli bir taramada, bagisiklik
yanitinin ilk sinyali olarak akut faz proteini
serum amiloid A’nin (A-SAA) arttig1 goriilmiis-
tiir. A-SAA’nin antiviral 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmigtir ve Olciilebilen ilk viral RNA’nin
ortaya cikisindan 5 giin Once belirlenmistir.
Dolayisiyla hiperakut enfeksiyon igin olast bir
biyobelirte¢ gorevi gorebilir. A-SAA bifazik bir
yanit gdstermis; ilki viral eklips fazinda ve ikin-
cisi de akut HIV-1 enfeksiyonu ile iligkilendiri-
len sitokin firtinasi ile ortiigen viral ekspansiyon
fazinda gozlenmistir®®.

Akut enfeksiyondaki sitokin firtinasi sirasinda
bagislik sistemi, viriis iiremesine ve rezervuar
olusumuna yardimci veya engel olacak sekilde
islev gorebilen ¢ok sayida sitokin iiretir. Iki
calismada, enfeksiyondan once baslayip enfek-
siyon sonrasi 3 haftalik donem boyunca®’ ve
post-enfeksiyon 16-24 haftaya kadar olan
takipte®® bir dizi sitokin arastirilmistir.
Coziinebilir olan bu faktorler, sonraki klinik
gelisme i¢in biyobelirte¢ adaylari olarak goriile-
bilir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak Jiao ve ark.®¥,
Fiebig evreleri III, IV ve V boyunca yiiksek
diizeylerdeki IFNg-induced protein 10’un
(IP-10), enfeksiyon baglangicindan 2 yil sonraki
diisiik CD4 hiicre sayilar ile giiclii bir iligki gos-
terdigini bulmugtur. Bu sonug, IP-10un hastalik
seyri acisindan kullanigh bir akut faz biyobelir-
teci olabilecegini diisiindiirmektedir. Roberts ve
ark.®?, baslangictaki enfeksiyondan alti hafta
sonra tiimor nekroz faktorii (TNF), IP-10 ve
interlokin (IL)-10’un yiikseldigini dogrulamiglar
ve ayrica enfeksiyondan 12 ay sonraki viral yiik
karar diizeyini tahmin etmek icin kullanilabile-
cek, akut enfeksiyon sirasinda ol¢iilen bes sito-
kinden olusan bir model One siirmiiglerdir.
IL-12p40/70, IFNy, IL-7 ve IL-15’in plazma
konsantrasyonlar1 birlikte kullanildiginda, viral
karar diizey varyasyonunun %66’s1 tahmin
edilebilmigtir®.
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HIV maruziyeti PD-1 ekspresyonunda da arti-
sa neden olur. HIV viral yiikii ile orantil1 ola-
rak HIV spesifik CD8 (+) hiicrelerdeki PD-1
ekspresyonu tiikenmeye neden olur. Bir HIV
proteini olan Nef’in, PD-1"in ekspresyonunu
artirmak icin MAPK-bagimli bir yolag: kul-
landig1 ve PD-1’in sitotoksik T lenfositlerin
islevlerini bozdugu gosterilmigtir. Bu durum
HIV enfeksiyonunun karakteristik o6zelligi
olan azalmig bagisiklik yanitinin olusumuna
katki saglar. Ancak, viral yiikiin geleneksel
tedaviler ile kontrol edilmesi PD-1 ekspresyo-
nunda azalmaya neden olur. Sitotoksik T len-
fositlerde PD-L1’in PD-1’e baglanmasinin
bloke edilmesi sitotoksik T hiicrelerinde artiga
neden olmustur ve daha giiclii adaptif bagisik-
Iik yanitinin olusturulmasina katki saglayabi-
lir. Bu veriler, PD-1’in HIV tedavisi i¢in giiclii
bir hedef olabilecegine isaret etmektedir®™.

HIV ile enfekte hastalarda T hiicrelerinde Tim-3
ekspresyonu artmistir. Gal-9’un Tim-3’e bag-
lanmasinin bu hiicreleri HIV-1 enfeksiyonuna
ve replikasyonuna daha az yatkin kildig1 goste-
rilmigtir. Aktive CD4 (+) T hiicrelerinde Gal-9/
Tim-3 etkilesimi HIV-1 ko-reseptorlerinin
down-regiilasyonuna ve siklin-bagimli kinaz
inhibitér p21’in up-regiilasyonuna yol agar.
HIV’in kronik agamas: boyunca bu etkilesim
Th1 ve Tcl hiicrelerde tiilkenmeye neden olabi-
lir. Dolayisiyla, kronik enfeksiyon sirasinda
Tim-3 eksprese eden T hiicrelerinin diizgiin
sekilde islev gorme ve sayica artma yetenekleri
sekteye ugrar. Tim-3 negatif olan CD8 (+) hiic-
relerinin, Tim-3 (+) CDS8 (+) hiicrelerine kiyas-
la daha iyi degraniile olma yetenegi gosterdik-
leri bulunmugtur. Tim-3 (+) hiicrelerde Tim-3
yolaklarinin bloke edilmesinin perforin salimi-
na yol acarak sitotoksik yetenegi ve kazanilmig
bagisiklik yanitini artirdigi gosterilmistir. Bu
bulgular, Tim-3’tin bloke edilmesinin kronik
HIV enfeksiyonunun tedavisinde gii¢lii bir

terapotik  teknik  olabilecegine  isaret
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etmektedir®.
Sonuc¢

Yeni HIV enfeksiyonlarinin kesin tanis1 onem-
li bir aragtirma alani olmaya devam etmekte-
dir. Erken HIV enfeksiyonlarinin (EHE) belir-
lenmesinin kisisel saglik, HIV bulagmasinin
onlenmesi ve HIV insidansinin Ol¢iimi ve
tedavi miidahalelerinde etkileri bulunmakta-
dir. Bireysel ve popiilasyon seviyelerinde
EHE’lerin belirlenmesinde o6nemli bircok
gelisme mevcuttur. HIV’in dogru laboratuvar
tanist genel duyarliligi ve ozgilligi maksi-
muma c¢ikartan test algoritmalarina baghdir.
ABD ve Avrupa’da laboratuvar tabanli tanisal
algoritmalar, daha erken HIV belirlemesine
imkan veren sekilde dordiincii nesil HIV anti-
jen testlerini icermektedir. Reaktif antijen/
antikor immiin test sonucu veren Ornekler
HIV-1 ve HIV-2 antikorlarin1 birbirinden ay1-
rabilen FDA onayli antikor immiin testi ile
test edilmelidir. Baslangi¢c antijen/antikor
kombinasyon immiin testlerde reaktif olan ve
HIV-1/HIV-2 antikor farklilagtirma immiin
testlerinde nonreaktif veya belirsiz olan 6rnek-
ler FDA onayli HIV-1 NAT ile test edilmelidir.
Daha onceki onerilen testlerle karsilastirildi-
ginda, giincellenmis algoritma akut HIV-1
enfeksiyonu icin olan duyarhilig1 arttirmakta-
dir. Bununla birlikte, bir¢cok ¢oziiniir biyobe-
lirtecin enfeksiyon sirasinda HIV-1 hastaligi-
nin bircok basamagiyla iliskili oldugu goste-
rilmigtir. Hastalik basamaklar1 ya da hastaligin
belirlenmesi ve ¢oOziiniir biyobelirtecler ara-
sindaki korelasyonlar bu karmagik hastaligi
anlamamizda bize yol gostericidir. Olasilikla,
HIV-1 enfeksiyonunda biyobelirte¢ olarak
fonksiyon gosterebilen yeni ¢oziiniir faktorler
kesfedilecektir. Gelecekte, tek bir plazma
orneginden elde edilen bir¢ok biyobelirtecin
entegrasyonu tedavinin optimize edilmesi ve
kisisellestirilmesi i¢in klinik uygulamada
gliclii bir arac olabilir.
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Aragtirma

Klinik Ornekleg‘den ve Havadan Izole Edilen Kiif
Mantarlarinmn In Vitro Viriilans Faktorlerinin ve
Galleria mellonella Larva Oliim Hizlarmn Kargilagtirlmasr®

Zemfira ALiYEVA*, Hatice ERDEM*, Ahmet Kamil KARAKUS**, Ayse KALKANCI*
*Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

**Gagzi Universitesi Twp Fakiiltesi, Donem 111, Ankara

0z

Amag: Havada bulunan kiifler firsatct mantar enfeksiyon-
larimin etkenidir. Fakat bu kiiflerin viriilans ozellikleri
konusunda in vitro ve in vivo karsilastirmali ¢calismalar
surlidir. Bu ¢calismada, hastalardan ve havadan izole edi-
len kiiflerin viriilans ozellikleri karsilagtirilmigtir.

Gerec ve Yontem: Toplam olarak 12 klinik izolat ve 14
hava izolati kazein hidrolizi, fosfolipaz, esteraz, DNAZ iire-
timi, eskiilin hidrolizi, katalaz aktivitesi ve salgisal aspartil
proteinaz iiretimi bakimindan incelenmigtir. Bu kiifler
Galleria mellonella larvalarina enjekte edilerek enfeksiyon
olusturulmusgtur. In vitro viriilans faktorleri ve in vivo mor-
taliteleri karsilasgtirilmistir.

Bulgular: Farkli kaynaklardan elde edilen kiiflerin in vitro
ve in vivo viriilans ozellikleri arasinda bir fark gosterile-
memigtir.

Sonug: Bu calismanmin gergek insan enfeksiyonundaki yan-
stmalart degerlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Galleria mellonella, havasal kiifler,
patojenik kiifler, viriilans

ABSTRACT

Comparative Evaluation of in Vitro Virulence of Mould
Isolates from Clinical Cases and from Air Samples and
Their Mortality Rates in Galleria mellonella Larvae

Objective: Air-borne moulds are the causative agents of
oppurtunistic fungal infections. However limited number of
in vitro and in vivo comparative studies have been
performed about virulence features of these moulds. In this
study, we compared the virulence features of different
moulds isolated from patients and air samples.

Material and Methods: A total number of isolates from 12
clinical samples and 14 air-borne moulds were evaluated
as for casein hydrolysis, phospholipase, esterase activities,
DNAse production, esculin hydrolysis, catalase activity
and aspartyl proteinase production. Galleria mellonella
larvae were infected with these clinical and air-borne
moulds. In vitro virulence factors and in vivo mortalities
were compared.

Results: We found no difference between in vitro and in
vivo virulence features of the moulds isolated from different
sources.

Conclusion: The projections of this study on human
infections should be evaluated.

Keywords: Galleria mellonella, air-borne moulds,
pathogenic moulds, virulence

GIRIS

Kiif mantarlar1 hava ve toprakta organik madde-
ler iizerinde yasayan saprofit canlilardir.
Insanlarda enfeksiyon olusturabilmeleri igin
solunum yolundan veya deriden temas yoluyla

alimmalar1 gerekir. Viriilanslar1 diisiik oldugu
icin, dermatofitler disindaki kiif mantarlarinin
infeksiyon olusturabilmeleri konak faktorlerine
baglidir. Kiif mantarlarinin sahip oldugu virii-
lans faktorleri hiicre dis1 enzimleri, bazi toksin-
leri, melanin iiretimleri, siderofor igcermeleri,
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hiicre duvarindaki antijenik yapilar, konidyalari-
nin sekli, solunum hiicrelerine girebilme 6zellik-
leri ve konak faktorlerine gosterdikleri
direnctir"?. Kiif mantarlarimin in vitro viriilans
ozelliklerinin irdelendigi sinirhi sayida calisma
bulunmaktadir. Solunum yolundan patojen olan
kiiflerin konak immiin yanitin1 asabilmelerini
hangi viriilans faktorlerinin sagladigi tam olarak
bilinmemektedir. Ortam havasinda daha cok
Cladosporium, Penicillium, Alternaria cinsi kiif
mantarlart bulunur. Ancak, enfeksiyon etkeni
kiifler daha cok Aspergillus cinsi ve
Mucoromycotina iiyeleridir®. Havadan izole
edilen bir Aspergillus kokeni ile enfeksiyon
etkeni olan bir baska Aspergillus kokeni arasin-
daki viriilans farkinmin arastirlldigi az sayida
yaym bulunmaktadir”. Mantarlarin viriilans
faktorleri genellikle maya mantarlar1 ve en ¢cok
da Candida cinsi ile ¢alisilmistir®. Hayvan
modelleri ile yapilan in vivo calisma sayisi ise
daha da azdir®. Etik kurallar ve maliyet nede-
niyle memelilerde hayvan modellerinin olustu-
rulmas! konusunda smirlamalar bulunmaktadir.
Galleria mellonella mum giivesidir. Larvalari
son yillarda virtilansin arastirilmasinda model
olarak kullanilmaya baglanmigtir®.

Bu calismanin amaci, havadan ve klinik 6rnek-
lerden izole edilen kiif mantarlarinin in vivo
ve in vitro viriilans 6zelliklerinin karsilagtiril-
masidir. Calismanin iki basamagi bulunmak-
tadir. Birinci basamakta, kif kokenlerinin in
vitro viriilans faktorleri uygun besiyerlerinde
arastirtlmistir. Tkinci basamakta, kokenler ile
Galleria mellonella larvalarinda olusturulan
enfeksiyonun larvalari 6ldiirme hizi hesaplan-
migtir.

GEREC ve YONTEM
Tiir diizeyinde tanimlama morfolojik 6zellikleri-

ne gore yapilmigstir. Bu nedenle tiir isimleri “tiir
kompleksi” olarak anlagilmalidir.
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Klinik kokenler ve izolasyon kaynagi (12
adet)

Aspergillus fumigati (3 adet pndomoni etkeni),
Aspergillus fumigati (sinlizit), Aspergillus fumigati
(keratit), Aspergillus terreus (keratit), Fusarium
solani (keratit), Fusarium oxysporum (Keratit),
Paecilomyces lilacinus (kan), Paecilomyces
variotii (keratit), Alternaria alternata (keratit),
Rhizopus oryzae (siniizit).

Havadan izole edilen kokenler (14 adet)

Hastane i¢i havadan, petri agilmast yontemi ile
izole edilen Penicillium citrinum (3 adet),
Penicillium crysogenum (1 adet), Cladosporium
cladosporoides (4 adet), Aspergillus nigri (2
adet), Aspergillus flavi (1 adet), Mucor sp. (1
adet), Ulocladium spp. (2 adet).

in vitro viriilans calismalar

Biitiin kdkenlerin in vitro viriilans faktorii olarak
kazein hidrolizi, fosfolipaz iiretimi, esteraz akti-
vitesi, DNAz varligi, eskiilin hidrolizi, katalaz
aktivitesi ve salgisal asid proteinaz (SAP) aktivi-
tesi arastirilmigtir. Her bir kiif kolonisinden
hazirlanan siispansiyondan 10 pl plaklara inokii-
le edilmis ve inkiibasyona birakilmigtir.

Kazein hidrolizi i¢in %3 siit tozu igeren Mueller
Hinton Agar (MHA, Difco) plaklar1 hazirlan-
mustir. Plaklar 37°C’de 24 saat bekletilmis,
koloni etrafindaki seffaf zon varlig1 kazeinaz
aktivitesi olarak degerlendirilmistir®. Fosfolipaz
tiretimi yumurta saril1 Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA, Difco) besiyerinde (13.0 g; NaCl (Sigma),
11.7 g; CaCl2 (Sigma), 0.11 g; and %10 steril
egg yolk emiilsiiyonu (Sigma), 184 mL of distile
su) incelenmistir. Plaklar 37°C’de 72 saat bekle-
tildikten sonra degerlendirilmistir. Fosfolipaz
aktivitesi koloni etrafinda goriilebilir bir zon
olugmasi olarak kabul edilmistir®. Esteraz akti-
vitesi Tween 80 opasite test besiyeri kullanilarak



Z. Aliyeva ve ark., Kiif Mantarlarimn Viriilans

incelenmistir [10 g bakteriyolojik pepton
(Sigma), 5 g sodyum klorid (Sigma), 0.1 g kal-
siyum klorid (Sigma), 15 g agar (Difco), 1000
mL distile su]. Steril karistm 50°C sicakliga
sogudugunda steril Tween 80 (Merck, Almanya)
5 mL eklenmigtir. Besiyerleri 30°C’de 10 giin
bekletilmigtir. Besiyeri etrafinda zon olugmasi
pozitif kabul edilmistir'®. DNAaz aktivitesi
1957 yilinda Jeffries, Holtman ve Guse tarafin-
danV tamimlanan yontemin esas alindig1 hazir
DNAz besiyeri kullanilarak incelenmigtird?.
Eskiilin hidrolizi i¢in safra-eskiilin agar plaklari
hazirlanmigtir®®. Koloniler 35°C’de 18 saat
sonra koyu renk olusumu acgisindan incelen-
mistir'. Katalaz aktivitesi lam tizerinde %3’liik
hidrojen peroksit ile koloni karistirildiginda
oksijen baloncuklarinin olugmasi ile gosteril-
migtir". Proteinaz aktivitesi Staib"® tarafindan
tanimlandig1 sekilde sigir serum albiimini (BSA,
Sigma) iceren agar plaklarinda arastirilmistir.
BSA agar plaklari, %2 glukoz (Sigma), %0.01
KH,PO, (Sigma), %0.05 MgSO, (Sigma), %2
agar ve %1 BSA (Sigma) eklenerek hazirlanmis-
tir. Plaklar 37°C’de 3. giin bekletilmis, koloninin
cevresinde halo olusmasiyla degerlendiril-
migtir719,

In vivo Galleria mellonella modeli:*”

Galleria mellonella larvalari, cam kavanozlarda,
yart sentetik besin kullanilarak 28°C+2°C,
%60+5 bagil neme sahip karanlik laboratuvar
ortaminda yetistirilmistir. Stok kiiltiiriin devam-
lilig1 G. mellonella ergin disi ve erkek bocekle-
rin ciftlesmeleri sonucu, besin konulan kavanoz-
lara disilerin birakti§1 yumurtalarin acilmasi
sonucu saglanmigtir. Besin bilegenlerinden
kepek, gliserin, bal ve su bir kap i¢ine konulmusg
ve iyice homojen bir hale gelinceye kadar karig-
tirllmigtir. Daha sonra bu karisima balmumu
halinde ilave edilerek karisim homojenligi sag-
lanmigtir. 100 g yar1 sentetik besiyeri i¢in bug-
day unu (22 g), bugday kepegi (22 g), siit tozu
(11 g), ekmek mayasi (5.5 g), balmumu (17.5 g),

gliserin (11 ml) ve bal (11 ml) kullanilmagtir.

Her kokenden serum fizyolojik (SF) icinde
hazirlanan stispansiyon 5x10* hiicre igerecek
sekilde sulandirilmistir. Siispansiyondan 10 pl
Hamilton enjektorii i¢ine alinmistir. Her grupta-
ki 10 larva son sol bacak ©niinden hemolenf
icine yapilan enjeksiyon ile inokule edilmistir.
Larvalar 30°C’de 12 giin bekletilmis ve her giin
canli larva sayis1 kayit edilmistir. Ellenmemis
bir kontrol grubu, 10 ul SF verilen bir kontrol
grubu ve enjektoriin batirilip ¢ikarildigi bir kont-
rol grubu caligmaya eklenmisgtir (Sekil 1). Canli
kalan larva sayilar1 esas alinarak Kaplan-Meier
grafikleri ¢izilmigtir. Her grupta 10 larva olmak
iizere, 14 hava kiifii, 12 klinik koken, 3 kontrol
grubu (29 ayr1 grup) i¢in, 290 larva kullanilmig-
tir.

Sonuclarin analiz yontemi

Nedensellik iligkilerinin irdelemesine gore aras-
tirmalar tanimlayici ve ¢oziimleyici arastirmalar
olarak ayrilirlar. Calismamiz “tanimlayict” arag-
tirma olarak siniflandirilmalidir. Tanimlayict
caligmalar esasen olgu raporlari veya olgu seri-
leridir.

Calismamiz farkli kiif mantarlarindan olusan bir
kiime olarak kabul edilmelidir. Farkli kiifleri
icermesi nedeniyle cinsler veya tiirler arasi ista-
tistiksel bir karsilastirma yapilmasi miimkiin
olmamuistir. Bu nedenle her kiifiin kendi viriilans
ozelligi kendi icinde degerlendirilmistir.

BULGULAR

Hastalardan izole edilen 12 kiif ile havadan izole
edilen 14 kiif kazein, fosfolipaz, esteraz, DNAz,
eskiilin hidrolizi, katalaz, SAP varlig1 acisindan
karsilastirilmigtir. Sonuglar Tablo 1’de sunul-
mustur. Viriilans faktorleri esasen tiirlere ait bir
ozellik oldugu icin ve tiirler arasi kargilastirma
yapilmasi gerekir. Ancak, her grupta istatistiksel
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Tablo 1. Hastalardan ve havadan izole edilen kiif mantarlarimn viriilans faktorleri.

Hastalardan izole edilen Kiifler

Esteraz DNAz Eskiilin

Kazein Fosfolipaz

Katalaz SAP

Aspergillus fumigati (pndmoni)
Aspergillus fumigati (pnomoni)
Aspergillus fumigati (pndmoni)
Aspergillus fumigati (siniizit)
Aspergillus fumigati (keratit)
Aspergillus terreus (keratit)
Fusarium solani (keratit)
Fusarium oxysporum (keratit)
Paecilomyces lilacinus (kan)
Paecilomyces variotii (keratit)
Alternaria alternata (Keratit)
Rhizopus oryzae (siniizit)

L4 4

D+ 4+ 44

+ + +

o 4

Gt o+
'
I I I I
Ik I U TR
R N I A

Havadan izole edilen kiifler

Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Penicillium crysogenum
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium cladosporoides
Aspergillus nigri

Aspergillus nigri

Aspergillus flavi

Ulocladium sp.

Ulocladium sp.

Mucor sp.

4+ o+
.

I I
.

4+ o+ o+

!
[ SR

:
[
R
.

+ + +

karsilagtirma yapacak diizeyde ayni tiire ait
koken bulunmamaktadir. Bu nedenle her koke-
nin in vitro viriilans 6zelligi in vivo viriilansi ile
karsilastirilmistir. In vivo viriilans ozelligi
G. mellonella larvalarimi 6ldiirme giigleri tize-
rinden degerlendirilmistir.

In vitro viriilansi en yiiksek olan iki koken yedi
virtilans faktorii de pozitif olan siniizit etkeni bir
A. fumigati ile keratit etkeni bir Paecilomyces
variotii’dir. Incelenen yedi viriilans faktoriinden
altis1 pozitif olan keratit etkeni A. terreus’dur.
Incelenen yedi viriilans faktoriinden besi pozitif
olan hasta izolatlar1 pnomoni etkeni ti¢
A. fumigati kokeni, keratit etkeni F. solani, kan
izolat1 P. lilacinus ve keratit etkeni A. alternata
kokenidir. Ug viriilans faktorii pozitif olan sinii-
zit etkeni R. oryzae, iki faktor pozitif olan keratit
etkenleri olan A. fumigati ile F. solani’dir.
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Viriilans1 en yiiksek kokenler sistemik infeksi-
yon etkeni kokenler degildir. In vitro viriilans
faktorii icermek ile sistemik enfeksiyon etkeni
olmak arasinda iligki gosterilememistir.

Havadan izole edilen kiif kokenlerinden incele-
nen yedi faktoriin yedisine ve altisina sahip olan
koken bulunmamaktadir. En yiiksek in vitro
viriilans faktoriine sahip olan beg faktor ile iki
P. citrinum kokeni ve iki A. nigri kdkenidir. Dort
virtilans faktoriine sahip kokenler bir P. citrinum,
bir C. cladosporoides, bir Ulocladium sp. koke-
nidir. Ug viriilans faktoriine sahip olanlar
P. chrysogenum, A. flavi ve Ulocladium sp.
kokenidir. 1ki viriilans faktoriine sahip olan
Mucor sp. kokeni, tek faktor olarak yalnizca
eskiilin hidrolizi 6zelligi olan C. cladosporoides
kokenleridir.
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Resim 1. Fusarium Kkolonisinin Yolk agar ve kazein agardaki
goriiniimii.

Resim 2. Aspergillus terreus’un Tween 80 opasite testi.

In vitro viriilans ozelligi diisiik olan Mucor
kokeni, hava 6rnegi olarak izole edilen cinsler
arasinda en sik enfeksiyon etkeni olarak izole
edilmektedir. Penicillium cinsi ise enfeksiyon
etkeni olarak neredeyse hi¢ izole edilmemekle
birlikte, in vitro viriilans 6zelligi diger havasal
kiiflerden yiiksek bulunmusgtur. Az kdken olmasi
nedeniyle kesin bir yargiya varilamamakla bir-
likte, havadan izole edilen kokenler icin in vitro

Resim 3. Paecilomyces kolonisinin Yolk agardaki goriiniimii.

viriilansin 6nemli bir faktor olmadig: diisiiniil-
muigtiir.

Bu calismanin in vivo bdliimiinde 12 klinik
koken ile 14 hava Ornegi larvalara verilmisgtir.
Larvalar 12 giin boyunca takip edilmistir. Her
grupta 10 larva bulunmaktadir. Yasamda kalan
larva sayilari esas alinarak Kaplan-Meier grafik-
leri ¢izilmigtir. In vivo viriilans1 en yiiksek
kokenler hastalardan izole edilen keratit etkeni
F. solani ve A. terreus kokenleri ile hava orne-
ginden izole edilen Ulocladium sp. ve Mucor sp.
kokenleridir. Bu kokenlerin in vitro viriilans
faktorii kapasiteleri ile in vivo oldiirme gii¢leri
uyumlu bulunmamugtir. In vivo viriilans1 en
diistik olan kokenler havadan izole edilen
Cladosporium kokenleri, Penicillium kokenleri
ve A. nigri kokenleridir. Hastalardan izole edilen
kokenler ile olusturulan larva enfeksiyonunda
12 giinde az sayida larva canli kalmigtir. Canli
larva kalan kokenler Paecilomyces kokenleri,
Aspergillus’un  keratit ve siniizit etkenleri
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Galleria mellonella (mum glivesi) larva modeli

SF 10 pl igne batir-gikar

10 larva 10 larva

v l

Ellenmemis KUF
1x 10° CFU
10 pl
10larva 10 larva

Larvalar 30°C sicakhkta bekletilir.

Sekil 1.

Alternaria ve Rhizopus kokenidir. Bu diisiik in
vivo virililans gosteren kdkenler in vitro viriilans
faktorii bakimindan giiclii kokenlerdir. Burada
da yine in vitro viriilans ve in vivo viriilans
uyumlu bulunmamugtir.

TARTISMA

Mantar enfeksiyonlarinda patogenezin temelin-
de mantara ait olan viriilans 6zellikleri yaninda
konagin bagisik durumu da yer almaktadir.
Dogada bulunan ve viriilans1 cok diisiik olan
Mucoromycotina alt subesine ait mantarlardan
Mucor, Rhizopus gibi cinsler, uygun konakta
oldiiriicii enfeksiyonlara yol acarlar. Viriilans
ozellikleri bugiine kadar cok ayrmtili sekilde
caligitlmamis olan ve havada bol bulunan
Alternaria, Penicillum ve Cladosporium gibi
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cinsler ise ¢ok nadiren infeksiyon etkenidir.
Ancak ¢ok diiskiin konaklarda etken olarak izole
edilmiglerdir®".

Calismamizda hastalardan izole edilen kiif
kokenlerinde belirgin bir viriilans yiiksekligi
gosterilememistir. Ayni sekilde, havadan izole
edilen kokenler icin de viriilans diisiikliigline
dair kanit elde edilememistir. In vivo viriilans ile
in vitro viriilans arasinda da uyumlu sonuglar
elde edilememistir. Bu sonuglar bize kiif mantar-
larinin enfeksiyon etkeni olabilmesinde icerdik-
leri viriilans faktorlerinden ¢ok, konak faktorle-
rinin 6nemli oldugunu diistindiirmektedir. Maya
mantarlarindan Candida’lar ile yapilan viriilans
calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir.
Viriilans1 yiiksek kokenlerin sistemik infeksi-
yon, diisiik kdkenlerin lokal enfeksiyon olustur-
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—&— Aspergillus fumigati (pnémoni)
—— Aspergillus fumigati (pnémoni)
== Aspergillus fumigati (pnéomoni)
== Aspergillus fumigati (sintizit)
== Aspergillus fumigati (keratit)
—@— Aspergillus terreus (keratit)
=== Fusarium solani (keratit)

= Fusarium oxysporum (keratit)

Paecilomyces lilacinus (kan)
—4—Paecilomyces variotii (keratit)
—i— Alternaria alternata (keratit)
== Rhizopus oryzae (sinizit)
=—SF

—tBatir ¢ikar

~—Ellenmemis
Grafik 1. Hasta oérneklerinin Kaplan-Meier grafigi.
12
——SF
——Batir gikar
10

== Ellenmemis

= Penicillium citrinum
=t Penicillium citrinum
—®—Penicillium citrinum

=t Penicillium crysogenum

Cladosporium cladosporoides

Cladosporium cladosporoides
—— Cladosporium cladosporoides
—l— Cladosporium cladosporoides
== Aspergillus nigri

e Aspergillus nigri

—t Aspergillus flavi
~Ulocladium sp.

wwteUlocladium sp.

Mucor sp.

Grafik 2. Hava orneklerinin Kaplan-Meier grafigi

73



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(2):67-77, 2017

12

== Aspergillus fumigati (pndmoni)

== Aspergillus fumigati (pndmoni)

== Aspergillus fumigati (pndmoni)

=== Aspergillus fumigati (siniizit)

== Aspergillus fumigati (keratit)

10 11 12

=& Aspergillus terreus (keratit)
et SF
== Batir ¢ikar

~Ellenmemis

Grafik 3. Hastalardan izole edilen Aspergillus kokenlerinin Kaplan-Meier grafigi.

12

8

+
. 4

—&— Aspergillus nigri

4 4 4 L 4 —l— Aspergillus nigri

i——l—8 ——Aspergillus flavi

=3é=SF

=t Batir ¢ikar

=@ Ellenmemis

Grafik 4. Havadan izole edilen Aspergillus kokenlerinin Kaplan-Meier grafigi.

dugu gosterilmistir®. Maya mantarlar ile olu-
san enfeksiyonlarda konak faktorleri de c¢ok
onemlidir®. Ancak mantarlara ait viriilans fak-
torlerinin de patogenezde 6nemli bir role sahip
oldugu diistintilmektedir.
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Calismamizda, inceledigimiz in vitro viriilans
faktorleri kazein hidrolizi, fosfolipaz, esteraz,
DNAz, katalaz ve SAP varlig1 ile eskiilin hidro-
lizidir. Bu faktorler daha once kiif mantarlarini
iceren genis gruplarda ¢alisiimamigtir. Bu neden-
le, elde ettigimiz sonuclar bagka caligmalar ile
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karsilastirilamamistir.  Kiif mantarlarindan
Aspergillus, Fusarium ve Mucor cinsi gibi insan-
larda sik enfeksiyon etkeni olan cinslerin virii-
lans dzellikleri daha ¢ok bilinmektedir.

Sav ve ark.’nin"® yaptiklar1 yeni tarihli bir ¢alig-
mada, goz enfeksiyonlarindan izole edilen 14
Aspergillus kokeninden bir tanesinde proteinaz
tiretimi pozitif bulunurken, fosfolipaz iiretimi
tamaminda negatif bulunmustur. Bizim A. fumigati
kokenlerimizden biri hari¢ hepsi fosfolipaz pozi-
tif, A. nigri kokenlerimiz fosfolipaz negatif,
A. flavi proteinaz negatif, A. nigri kokenleri pro-
teinaz pozitif bulunmustur. Sav ve ark.’nin“®
calismasinda, 12 Fusarium kokeninden 5’inde
proteinaz aktivitesi pozitif ve tamaminda fosfo-
lipaz aktivitesi pozitif bulunmustur. Bizim
Fusarium kokenleri fosfolipaz negatif iken,
F. solani proteinaz negatif, F. oxysporum pozitif
bulunmustur. Her iki tiir i¢in de iki calismada
kismen farkli sonuglar elde edilmistir. Fusarium
cinsi kiiflerin viriilans faktorleri sinirli sayida
calismada konu edilmistir. Fosfolipaz ve esteraz
iligkisinin incelendigi bir ¢alismada, Fusarium
kokenlerinden fosfolipaz aktivitesi fazla olanin
esteraz aktivitesinin azaldigi, tersine esteraz
fazla olanin da fosfolipaz aktivitesinin azaldigi
gosterilmigtir®. Bu durumda, viriilans tiirden
cok, kokenler arasinda farklilik gésterebilmekte-
dir. Bu sonug, Sav ve ark.’nin"® caligmasinda
elde ettikleri sonuglar ile caligmamizda elde etti-
gimiz sonuclarin farkli olmasini aciklayabilir.

Aspergillus cinsi kiiflerin viriilans faktorleri gli-
otoksin {retimi, katalaz aktivitesi, fagositoz
sonrast makrofaj i¢inde canli kalabilme
ozelligidir®. Fosfolipaz tiretimi in vitro virii-
lans faktorii olarak bazi c¢aligmalarda incelen-
migtir. 2004 tarihli bir calismada, Aspergillus
cinsine ait ¢cevresel ve klinik kokenler fosfolipaz
tiretimi bakimindan kargsilagtirilmig ve biitiin
kokenler fosfolipaz pozitif bulunmustur.
Fosfolipaz C’nin klinik kokenlerde daha fazla
tiretiliyor olmasi nedeniyle, A ve B’den daha

fazla aspergilloz patogenezine katilmis olabile-
cekleri vurgulanmistir®.

Ulkemizden yapilan Alp ve ark. min®® ¢aligma-
sinda, gesitli tiir komplekslerine ait 73 Aspergillus
kokeni elastaz, asit proteinaz ve fosfolipaz agi-
sindan incelenmistir. Elastaz aktivitesi
A. fumigatus kokenlerinin % 95.6’sinda, A. flavus
kokenlerinin % 82.6’sinda pozitif ve A. niger
kokenlerinde negatif bulunmustur. Asit protei-
naz aktivitesi ise 45 A. fumigatus kdkeninden 20
tanesinde pozitif bulunmustur. Biitlin A. fumigatus
kokenleri fosfolipaz pozitif iken, A. flavus ve
A. niger negatif bulunmustur®. Calismamizda,
yiizde hesaplamaya yetecek sayida koken bulun-
madig1 icin tam bir kargilastirma yapilamamugtir.
Ancak iki calisma sonuclarina bakildiginda,
Aspergillus cinsi iginde esteraz, fosfolipaz ve
proteinaz liretiminin kokenler arasinda degisken
olabilecegi goriilmektedir.

Ulkemizden yapilan bir bagka ¢alismada,
Aspergillus kokenleri asit proteinaz ve fosfoli-
paz iiretimi agisindan incelenmistir. Test edilen
30 A. fumigatus kokeninden 23 tanesinde asit
proteinaz, 28 tanesinde fosfolipaz pozitifligi
bulunmustur. A. flavus kokenlerinden hic birin-
de proteinaz ve fosfolipaz gOsterilememistir.
Test edilen 4 A. niger kokeninden hicbirinde asit
proteinaz goriilmezken, bir tanesinde fosfolipaz
pozitif bulunmugtur'?,

Calismamizda, temel hipotezimiz, cevresel kiif
ornekleri ile hastalardan elde edilen Ornekler
arasinda viriilans farki oldugunun gosterilmesi-
dir. Ancak hipotezimiz dogrulanamamuistir. Yani
cevresel kiif kokenlerinin daha diisiik viriilansa
sahip olduklar1 gésterilememisgtir. Bu caligmanin
en onemli 6zgiin degerini larva modeli olustur-
maktadir. Larvalarda olusturulan kiif enfeksi-
yonlarinda etken olan cevresel ve klinik koken-
ler arasinda oldiirme giicti bakimindan bir fark
olmadig ilk kez gosterilmistir. Bir dnceki calig-
mamizda, Fusarium ve A. terreus kullanarak
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olusturdugumuz larva modellerinden elde edilen
in vivo viriilans sonuglarr ile bu ¢aligmamizda
ayni1 etkenler i¢in elde ettig§imiz sonuglar benzer
bulunmugtur®.

Sonug olarak, farkli cins ve tiirlerde kiif mantar-
lart ile yapilan calismalardan elde edilen farkli
yiizdeler bulunmaktadir. Kiif mantarlarinin virii-
lans ozellikleri kdkenler arasinda degisken ola-
bilir. Hastalik olugmasi icin gerekli temel virii-
lans faktorleri konaga uyumluluk, bagisik siste-
mine ait mekanizmalardan kurtulabilme ve
konagin mantart 6ldiirme giiciine karsi direne-
bilmektir. Kiif mantarlar1 ancak diigkiin konak-

larda sistemik enfeksiyon olusturabilirler.

Patogenezde konaga ait faktorler kiife ait faktor-
lerden daha 6nemli olmaktadir. Bu bakimdan
normal floramizda yer almalar1 nedeniyle endo-
jen infeksiyon olusturan maya mantarlarinin
patogenezi kiiflerden biitliniiyle farklidir.
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Amag: Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izolatlari-
min neden oldugu enfeksiyonlar tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de en giincel saglik sorunlarmdandir. Karbapenem
direngli Klebsiella tiirlerinin neden oldugu salginlar ve spo-
radik olgular iilkemizde giderek artan siklikta rapor edilme-
ve baslanmistir. Bu ¢calismada, molekiiler metot ile karbape-
nemaz iirettigi dogrulanmis K. pneumoniae izolatlarinda
karbapenemaz inaktivasyon testinin tanisal degerinin modi-
fiye Hodge testi ile kiyaslanmast ve rutin laboratuvar prati-
ginde kullamnumin irdelenmesi amaglanmuigtir.

Gereg ve Yontem: Hastanemizde 2014-2015 yillar: ara-
sinda klinik oOrneklerden ve tarama numunelerinden
izole edilen toplam 125 Klebsiella pneumoniae izolati
calisma kapsaminda degerlendirildi. Modifiye Hodge
testi ve karbapenemaz inaktivasyon testinin degerlendi-
rilmesi icin karbapenemaz iireten karbapenem direngli
60 izolat ve karbapenem duyarli 60 izolat kullanild.
Molekiiler degerlendirme Gene-Xpert® sistemine ait

Carba R kitleri (Cepheid, ABD) ile bla,,,, bla,,.
bla,,,, . bla,,, . ve bla, gen bolgeleri arastirilarak
yapuldr.

Bulgular: Molekiiler yontem ile karbapenemaz kodlayan
gen varligt saptanan 60 Klebsiella izolatinda modifiye
Hogde testi ile 54 adet izolatta pozitif sonug¢ saptanirken,
karbapenemaz inaktivasyon testinde 52 adet izolatta pozi-
tiflik saptandi.

Sonug: Molekiiler yontem altin standart olarak degerlen-
dirildiginde; modifiye Hodge testinin ve karbapenemaz
inaktivasyon testlerinin duyarliliklart sirasiyla 0.85 ve
0.80, ozgiilliikleri ise 0.95 ve 0.93 olarak hesaplanmistir.
Enzim inhibisyonuna bagl fenotipik testler diisiik mali-
vetli ve kolay wuygulanabilir olmalari nedeniyle rutin
uygulamalarda tercih edilebilmektedirler. Ancak bu test-
lerin duyarlilik ve ozgiilliiklerinin degisken oldugu unu-
tulmamalidir.

Anahtar kelimeler: Karbapenemaz inaktivasyon testi, kar-
bapenemazlar, Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

Use of Carbapenemase Inactivation Test in the Detection
of Carbapenemase Production Among The Isolates of
Carbapenem- Resistant Klebsiella pneumoniae

Objective: The infections caused by carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae isolates are among the most
actual health problems in our country as well as all over
the world. Epidemics and sporadic cases caused by
carbapenem- resistant Klebsiella species have begun to be
reported increasingly from our country. In this study, we
aimed to compare the diagnostic value of carbapenemase
inactivation test with the modified Hodge test in
carbapenemase producing K. pneumoniae isolates verified
by molecular method and to evaluate the use of this test in
routine laboratory practice.

Material and Methods: A total of 125 isolates of Klebsiella
pneumoniae harvested from clinical, and screening
specimens between 2014 and 2015 were evaluated.
Carbapenemase-producing 60, and carbapenem sensitive
60 isolates were used for the evaluation of the modified
Hodge test and carbapenemase inactivation test. Molecular
evaluation was performed by investigating the bla,,, ,
bla,,., bla,, bla,,, ,, and bla,, gene regions with
Carba R kits ( Cephezd USA) of the Gene-Xpert® system.

Results: The modified Hodge test detected 54 out of 60
Klebsiella isolates, which were found to have carbapenemase
encoding gene by molecular method; whereas carbapenemase
inactivation test detected 52 out of 60 isolates.

Conclusion: When molecular method is regarded as gold
standard, sensitivities of modified Hodge test and
carbapenemase inactivation test were 0.85 and 0.80;
spectficities were calculated as 0.95 and 0.93, respectively.
Phenotypic tests depending on enzyme inhibition can be
preferred in routine practice since they have low cost and
are easy-to-apply. However, it should not be forgotten that
the sensitivity and specificity of these tests are variable.

Keywords:  Carbapenemase  inactivation  test,
carbapenemases, Klebsiella pneumoniae
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GIRIS

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izo-
latlariin neden oldugu enfeksiyonlar tiim diin-
yada oldugu gibi iilkemizde de en giincel saglik
sorunlarindandir’-¥. Karbapenem direngli mik-
roorganizmalar ile gelisen enfeksiyonlarda, mor-
talite ve morbidite arttig1, hastanede yatig siiresi-
nin uzadig ve tedavi maliyetlerinde artis oldugu
goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar tedavide kulla-
nilabilecek etkin antibiyotiklerin se¢eneklerinin
titkenmesi ve direncin hizli yayilmasi nedeniyle
de 6nemlidir®®. Ozellikle karbapenem direngli
Klebsiella tiirlerinin neden oldugu salginlar ve
sporadik olgular iilkemizde giderek artan siklik-
ta rapor edilmeye baslanmistir®’®. Genellikle
karpabenemlere diren¢ karbapenemaz enziminin
salinimu ile karbapenem molekiillerinin hidrolizi
ile ortaya ciksa da porin kaybi1 ya da artmis
efluks pompa fonksiyonu gibi mekanizmalar da
karbapenem direncine yol acabilmektedir®.
Daha sik goriilmesinin yaninda, karbapenemaz
enzimleri ile oltaya ¢ikan direngte asil 6nemli
konu bu enzimleri kodlayan genlerin transfer
edilebilen plazmidler {lizerinde yer almasi ve
direncin bu plazmidler yardimu ile hizla ayni ve
farkli tiirler arasinda yayilabilmesidir'®. Bu
nedenle karbapenemaz iireten izolatlarin saptan-
mas1 hem tedavinin dogru yonlendirilebilmesi
hem de yayilimin Oniine gecilebilmesi Gnem
gostermektedir. Avrupa llkelerinde 2014 ve
2015 yillarint kapsayan ve iilkelerin karpapene-
maz tiplerine gore epidemiyolojik durumunun
gosterildigi bir raporda itilkemiz, 6zellikle OXA-
48 tip karbapenemazlar ac¢isindan endemik,
NDM-1 tip karbapenemazlar agisindan bolgesel
yayilimin gosterildigi, VIM agisindan da hasta-
nelerden salginlarin bildirildigi bir iilke olarak
tanimlanmistir®'”, Bu durum iilkemiz gibi kar-
bapenem direnci yoniinden yiiksek epidemiyo-
lojik iilkelerde direncin saptanmasinin dnemini
daha da artirmaktadir.

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izo-

latlarinin saptanmasinda fenotipik testlerden ve
molekiiler metodlardan siklikla yararlanilmakta-
dir. Molekiiler testler hizli ve giivenilir olmakla
birlikte, yliksek maliyetli olmalar1 ve uygun tek-
nik altyap1 gerektirdiginden, fenotipik testlerin
rutin uygulamalarda kullanilmas1 onerilmekte-
dir"». Amerika merkezli Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) klavuzlarinda anti-
mikrobiyal duyarlilik caligmalarinda, karbape-
nem minimal inhibitér konsantrasyon (MIC)
degerlerinde 2 pug/mL ve lizerindeki degerlerde
modifiye Hodge testinin, Carba NP testinin ve/
veya molekiiler bir yontem ile karbapenemaz
tiretiminin dogrulanmasini 6nermektedir’®. Son
donemde hizli sonug veren, rutin laboratuvarlar-
da kolaylikla uygulanabilen, ticari kitlere gore
maliyeti ¢ok diisiik olan karbapenemaz inakti-
vasyon testi adinda fenotipik bir metot da kulla-
nima girmigtir!?.

Bu calismada, molekiiler metot ile karbapene-
maz irettigi dogrulanmis Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda karbapenemaz inaktivasyon testi-
nin tanisal degerinin modifiye Hodge testi ile
kiyaslanmasi ve rutin laboratuvar pratiginde
kullaniminin irdelenmesi amaglanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
2014-2016 yillart arasinda ¢esitli klinik ornek-
lerden ve ertapenemli besiyeri kullanilarak tara-
ma Orneklerinden izole edilen K. pneumoniae
izolatlar1 calisma kapsaminda degerlendirildi.
Bu izolatlarin tanimlama ve antibiyotik duyarli-
lik testleri VITEK® 2 (BioMérieux, Fransa) oto-
matize sistemi ile gerceklestirildi. Karbapenem
direncinden siiphelenilmesi durumunda gradient
test stripleri (E-test, BioMérieux, Fransa) ile
dogrulama yapildi. Yorumlamalar CLSI 2015
klavuzuna gore yapildi. imipenem, meropenem
ya da ertapenem minimal inhibitdr konsantras-
yonunun 2 pg/mL ve iizerinde saptanmasi duru-
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munda karbapenem direnci varlig1 kabul edildi.
Bu caligma kapsaminda, 64 adet karbapenem
direncgli K. pneumoniae izolat1 irdelendi.
K. pneumoniae ATCC 700603 susu negatif kont-
rol, K. pneumoniae ATCC BAA-1705 susu ise
pozitif kontrol olarak ¢aligmada kullanildi.

Karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarin-
dan karbapenemaz enzimi kodlayan gen varligi
molekiiler yontem ile gosterilen 59 adedi ve bir
adet pozitif kontrol susu, toplamda karbapenem
direncli 60 izolat ile karbapenem duyarli, genis-
lemis spektrum beta laktamaz negatif 59 adet
K. pneumoniae izolat1 ve bir adet negatif kontrol
standart susu, toplamda 60 karbapenem duyarli
K. pneumoniae izolat1 genel toplam 120 olacak
sekilde calismada kullanildi. Karbapenem
direngli olup, karbapenemaz enzimi kodlayan
gen varlig1 gosterilemeyen bes adet
K. pneumoniae degerlendirme dis1 birakildi.

Modifiye Hodge Testi (MHT)

Mueller Hinton Agar (Merck, ABD) besiyerine
E. coli ATCC 25922 standart susu yayildiktan
sonra, meropenem 10 g (BioMérieux, Fransa)
diski plagin ortasina yerlestirildi. K. pneumoniae
ATCC 700603 susu negatif kontrol, K. pneumoniae
ATCC BAA-1705 susu ise pozitif kontrol olarak
calismada kullanildi. Karbapenemaz {iretimin-
den siliphelenilen izolatlar ile birlikte kontrol
izolatlar1 meropenem diskinden perifere dogru
dik sekilde plaga ekildi. Diskin etrafindaki
tireme saptanmayan zonda deformasyon saptan-
mast durumunda test pozitif kabul edildi.

Karbapenemaz Inaktivasyon Testi (KIT)

Karbapenemaz inaktivasyon testi i¢in caligmaya
karbapenemaz enzimi iiretimi arastirilan izolat-
tan bir 6ze dolusu alinarak steril distile su icinde
slispansiyon héline getirildi ve i¢ine 10 pl mero-
penem diski (BioMérieux, Fransa) atildi. Iki saat
inkiibasyondan sonra E. coli ATCC 29522 ino-
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kiile edilmis Mueller-Hinton (Merck, ABD) agar
besiyerine silispansiyondan alinan meropenem
diski yerlestirildi ve alti saat 35°C’de inkiibe
edildi. Alt1 saatlik siirenin sonunda Meropenem
diskinin etrafinda iireme olmast (inhibisyon
zonu olugsmamasi) durumunda, testin sonucu
pozitif kabul edildi"?.

Molekiiler Degerlendirme

Calismaya dahil edilen tiim Klebsiella izolatla-
rinda Gene-Xpert® sistemine ait Carba R kitleri
(Cepheid, ABD) ile bla,,,, bla,., blay,, .
bla,,, ,, ve bla,, gen bolgeleri aragtirildi.
Karbapenem direncli izolatlarin kanli besiyerin-
de 35-37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonrasinda,
bu izolatlara ait taze kolonilerden steril ekiivyon
yardimu ile alian koloniler Xpert 6rnek tampo-
nuna aktarildi. Bu siispansiyondan iki ml, DNA
ekstraksiyonunun, amplifikasyonun ve saptama
reaksiyonlarinin gerceklestirilecegi kullanima
hazir ticari kartusa aktarildi. Kartus daha sonra
Gene-Xpert® cihazina yiiklenerek, iireticinin
talimatlarina uygun sekilde sonuglar bir saatlik
siirede degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 125 izolatin tiimiinde
modifiye Hodge testi ve karbapenemaz inakti-
vasyon testi ile karbapenemaz varlig1 arastirildi.
Calismada, bir adet standart sus haricinde top-
lam 64 adet karbapenem direncli izolat molekii-
ler yontem ile de karbapenemaz kodlayan bes
gen bolgesi arastirildi. Bu incelemenin sonucun-
da, bu izolatlardan 27’sinde NDM-1, 20’sinde
NDM-1/0XA-48, 11’inde OXA-48 ve birinde
KPC gen bolgeleri saptandi. VIM ve IMP-1 gen
bolgeleri hicbir izolatta saptanmadi. Ayrica bes
izolatta, karbapenemaz aragtirilan bu bes gen
bolgesinden herhangi biri saptanmadi.

Modifiye Hogde testi ile 54 adet izolatta pozitif
sonu¢ saptanirken, karbapenemaz inaktivasyon
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Tablo 1. Karbapenemaz iireten Klebsiella izolatlarimin belirlenmesinde fenotipik testler ve molekiiler metodun kiyaslanmasi, (n=120).

Modifiye Hodge Testi

Karbapenemaz inaktivasyon Testi

Molekiiler Yontem Pozitif Negatif Toplam

Pozitif Negatif Toplam

Gene-Xpert®

Pozitif 51 9 60 48 12 60
Negatif 3 57 60 4 56 60
Toplam 54 66 120 52 68 120

Tablo 2. Modifiye Hodge ve karbapenemaz inaktivasyon testle-
rinin tanisal performans degerleri.

Modifiye Hodge Karbapenemaz
Testi Inaktivasyon Testi
Duyarlilik (%) 85 80
Ozgiilliik (%) 95 93
PPD (%) 94 92
NPD (%) 86 82
Test gegerliligi (%) 90 87

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger

testinde 52 adet izolatta pozitiflik saptandi.
Fenotipik test sonuclarmin molekiiler yonteme
gore degerlendirilmesi Tablo 1’de yer almakta-
dir.

Molekiiler yontem altin standart olarak deger-
lendirildiginde, modifiye Hodge testinin ve kar-
bapenemaz inaktivasyon testilerinin duyarlilik-
lar1 sirasiyla 0.85 ve 0.80, 6zgiilliikleri ise 0.95
ve 0.93 olarak hesaplanmistir. Bu testlere ait test
performans degerleri Tablo 2’de verilmistir.

TARTISMA

Coklu direncli Gram negatif bakterilerle gelisen
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan karbape-
nemlere gelisen direnc tiim diinyada kaygi ile
izlenmektedir'¥. Bu direncin dogru saptanmasi
hem tedavinin uygun sekillendirilmesi hem de
epidemiyolojik olarak enfeksiyon kontrol calig-
malarina veri saglamasi agisindan Onemlidir.
Karbapenemazlarin dogru tespitinde oOncelikle
azalmis karbapenem duyarliligi ve sonrasinda
fenotipik olarak enzim hidrolizine bagli testlerin
ya da biyokimyasal testlerin yapilmasi

onerilmektedir’®. Bu amagla modifiye Hodge
testi rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilan bir
testtir. Son donemde van der Zwaluw ve ark.!?
tarafindan fenotipik bir test olarak gelistirilen ve
sekiz saatlik siire sonunda sonug verebilen bir
test olan karbapenemaz inaktivasyon testi kulla-
nima girmisgtir.

Giiniimiizde Carba-NP®, Blue Carba®, kombine
disklere dayali metodlar, gradient test stripleri
gibi bircok ticari iirlin karbapenemazlarin tesbi-
tinde kullanilmaktadir®'®. Rutin laboratuvarlar-
da ticari tirlinlerin kullanimi1 maliyet nedeniyle
¢cok da yaygin degildir. Karbapenemaz inakti-
vasyon testinin en dikkat ¢ekici 6zelligi mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda modifiye Hodge testi
gibi kolaylikla yapilabilmesi ve modifiye Hodge
testinden daha kisa siirede (sekiz saat) sonugla-
rin elde edilebilmesidir. Yaptigimiz bu ¢alisma-
da karbapenemaz inaktivasyon testinin perfor-
mans degerleri modifiye Hodge testinin perfor-
mans degerlerine yakin bulundu. Ancak
Klebsiella izolatlari ile yaptigimiz bu caligmada,
karbapenemaz inaktivasyon testinin pozitif pre-
diktif degeri 0.92 bulunurken, bu testin kullani-
mu ile ilgili ilk verileri sunan van der Zwaluw ve
ark."® bu testin molekiiler metodla uyumunun
Enterobacteriaceae izolatlarinda %100, non-
fermentatif bakterilerde ise %98.8 oldugunu
belirtmektedir. Ayrica ayn1 calismada,
Enterobacteriaceae izolatlarinda pozitif ve
negatif prediktif degeri %100 olarak
verilmektedir'¥. Yalnizca Klebsiella izolatlar
ile yaptigimiz bu ¢alismada ise, pozitif prediktif
deger %92 ve negatif prediktif degeri %82 ola-
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rak referans calismadan daha farkli sonuglar
elde ettik. Bu durum yeni kullanima giren testler
ile ilgili olabildigince ¢ok sayida izolat kullani-
larak yapilacak bilimsel ¢aligmalara gereksinim
oldugunu gostermektedir.

Karbapenemaz inaktivasyon testi enzim inakti-
vasyonuna dayali bir test olarak rutin laboratu-
varlarda kolaylikla yapilabilmesi, modifiye
Hodge testine gore daha kisa siirede sonug ver-
mesi testin avantajlari olarak 6ne c¢ikmaktadir.
Ancak, karbapenemaz inaktivasyon testini kar-
bapenemaz iiretiminin tespiti amaciyla kullan-
may! planlayan laboratuvarlarin, testin farkl
tanisal test performans degerleri oldugunu goz
oniinde bulundurmalari gerekmektedir. Molekii-
ler yontemler ile karbapenemaz genlerinin varli-
gin1 gosterebilecek altyapisi ve olanagi olmayan
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda iki farkli feno-
tipik yontemin kullanilmasi diisiiniilebilir.

Sonug olarak, artan miktarda ve ¢esitlilikte ortaya
cikan karbanemazlara bagli karbapenem direnci
ile gelisen enfeksiyonlarin saptanmasinda ve
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesinde
mikrobiyoloji laboratuvarlariin yagamsal énemi
vardir'®. Kolay uygulanabilir ve diisiik maliyetli
enzim inhibisyonuna bagl fenotipik testler rutin
uygulamalarda siklikla kullanilsa da bu testlerin
duyarhiliklart ve 6zgiilliiklerindeki degiskenlikle-
rin oldugu unutulmamaldir.
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Aragtirma

Staphylococcus aureus Suglarinda Makrolid, Linkozamid ve
Streptogramin B Direncinin Fenotipik Yontemlerle
Belirlenmesi ve Kinupristin/Dalfopristinin In Vitro

Etkinliginin Aragtirilmasi’
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

0z

Amag: Staphylococcus aureus suslarinda artan metisilin
ve makrolid direnci bir¢ok iilkede onemli bir sorundur.
Protein sentez inhibitorii olan kinupristin/dalfopristin
(K/D), stafilokoklara ve diger Gram pozitif bakterilere
karst etkili streptogramin grubu bir antibiyotiktir. Bu ¢ali-
mamn amact, Mayws 2015 - Nisan 2016 tarihleri arasinda
Hacettepe Universitesi hastanelerinde klinik érneklerden
izole edilmis metisiline direncli (MRSA) ve duyarli S. aureus
(MSSA) suglarinda makrolid-linkozamid-streptogramin B
(MLS,) direng fenotiplerinin belirlenmesi ve bu izolatlara
karst kinupristin/dalfopristinin in vitro aktivitesinin aragti-
rilmasudir.

Gereg ve Yontem: Toplamda 151 S. aureus izolati ¢alis-
maya dahil edilmistir. Izolatlar konvensiyonel yontemler
ve VITEK MS (bioMérieux, Fransa) ile tamimlanmuigstir.
Izolatlardaki metisilin direnci sefoksitin (30 ug) disk
difiizyon yontemi ile belirlenmistir. MLS , direnci eritromi-
sin (15 ug) ve klindamisin (2 ug) disklerinin kullanildig
D-test yontemi ile arastirilmigtir. Izolatlarin metisilin,
eritromisin, klindamisin ve K/D’e karst in vitro duyarlilik-
lart EUCAST rehberine gore disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir.

Bulgular: Degerlendirilen 151 S. aureus izolatimin 44’ii
MRSA, 107’si MSSA olarak belirlenmigtir. MLS, direnci
gosteren 48 S. aureus izolatinin %50 ’sinin (24/48) indiikle-
nebilir, %14.6’sumin (7/48) yapisal ve %35 4 iiniin (17/48)
MS,, fenotipinde oldugu goriilmiistiir. Tiim S. aureus izolat-
lart K/D’e kargt duyarli bulunmustur.

Sonug: Sonug olarak, verilerimiz K/D’nin, MLS, direnci
olsa dahi hem MRSA hem de MSSA izolatlarina karsi in
vitro kosullarda etkin oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Staphylococcus aureus, kinupristin/
dalfopristin, streptogramin, MLS,

ABSTRACT

Determination of Macrolide, Lincosamide and
Streptogramin B Resistance in Staphylococcus aureus
Strains by Phenotypical Methods and Investigation of In
Vitro Activity of Quinupristin/Dalfopristin

Objective: The increasing resistance against methicillin and
macrolide in Staphylococcus aureus strains is an important
problem in many countries. Quinupristin/dalfopristin (Q/D)
which is a ribosomal protein synthase inhibitor, is a member
of streptogramin group of antibiotics effective against
staphylococci and other gram positive bacteria. In this study,
we aimed to investigate the MLSB phenotypes and in vitro
activity of Q/D among methicillin-resistant (MRSA) and
methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) strains isolated from
clinical samples of patients between May 2015 and April
2016 in Hacettepe University hospitals.

Material and Methods: A total of 151 S. aureus strains
were included in the study. The isolates were identified by
using conventional methods and VITEK MS (bioMérieux,
France). The resistance of the isolates to methicillin, has
been determined with sefoxitin (30 ug) disc diffusion MLSB
resistance was investigated by D-test method using
erythromycin (15 ug) and clindamycin (2 ug) disks.
Susceptibilities of isolates to methicillin, erythromycin,
clindamycin and Q/D were determined by D-test method
using erythromycin (15 pg)and clindamycin (2 pg) disks.

Results: Of the 151 S. aureus isolates, 44 were MRSA and 107
were MSSA. Of the 48 MLS , resistant S. aureus isolates, 50%
(24/48) revealed inducible type, 14.6% (7/48) constitutive type
and 354% (17/48) MS, type MLS resistance. All S. aureus
strains were found to be susceptible to Q/D.

Conclusion: The results of the present study demonstrated
that Q/D exhibited in-vitro inhibitory activity against both
MRSA and MSSA isolates with or without MLS,, resistance

Keywords: Staphylococcus —aureus, quinupristin/
dalfopristin, streptogramin, MLS,
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GIRIS

Gerek toplum, gerekse hastane kaynakli enfeksi-
yonlara yol acabilen Staphylococcus aureus
izolatlarinda antibiyotik direncinin artmasi,
tedavide kullanilabilecek antibiyotik secenekle-
rini azaltmakta ve buna baglh olarak morbidite
ve mortalite

olabilmektedir-.

oranlarinda artisa neden

Makrolid-linkozamid-streptogramin B (MLS)
grubu antibiyotikler i¢inde yer alan makrolid
grubu antibiyotikler, beta-laktam grubu antibi-
yotiklere direncli stafilokoklarla enfekte ve
penisilin alerjisi olan hastalarin tedavisinde,
giliniimiizde en sik kullanilan alternatif tedavi
secenegidir. Ancak sik ve yaygm kullanimi
sonucunda pek cok Gram pozitif etkende makro-
lid direnci giderek artmaktadir. MLS, grubu
antibiyotiklerden klindamisin bir linkozamid
tirevi olup, metisiline direncli (MRSA) ve
duyarli (MSSA) S. aureus kaynakl cilt, yumu-
sak doku ve kemik enfeksiyonlarinin tedavisin-
de siklikla kullanilan, ancak indiiklenebilir klin-
damisin direncine bagl olarak tedavi basarisiz-
liklarma yol acabilen bir ajandir®. Ozellikle
giliniimiizde beta-laktam grubu antibiyotiklerin
tamamina direngli kabul edilen ve kolaylikla
MLS, grubu antibiyotiklere de direng kazanabi-
len MRSA suslarina bagl gelisen enfeksiyonla-
rin tedavisinde biiyiik sorunlar yaganmaktadir®.
Bu nedenle giintimiizde kullanilan standart anti-
biyotiklere direncli S. aureus suslarinin etken
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde farkli sege-
neklere gereksinim duyulmaktadir.

Direngli gram pozitif bakteri enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen kinup-
ristin/dalfopristin (K/D), Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde 1999 yilinda standart
antibiyotiklere alternatif olarak kullanima sunul-
mus ajanlardan biridir®. ABD’de komplike cilt
ve yumusak doku enfeksiyonlart (CYDI) ve
bakteriyemi endikasyonlarinda, Ingiltere’de ise
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CYDI ve nozokomiyal pnémoni endikasyonla-
rinda ruhsatli olan, ancak Tiirkiye’de klinik
kullanima heniiz girmemis olan K/D, streptogra-
min grubundan parenteral uygulanabilen ilk
antibiyotiktir. K/D, %30 kinupristin (Streptogramin
B), %70 dalfopristin (Streptogramin A) icer-
mektedir ve 50S ribozomal alt {initeye baglana-
rak hem peptid zincir uzamasini hem de peptidil
transferaz enzimini inhibe ederek etki goster-
mektedir. K/D Gram pozitif bakterilere, 6zellik-
le de MRSA, viridans streptokok ve vankomisi-
ne direncli Enterococcus faecium’a karsi in vitro
etkinlige sahiptir®?.

Calismamizda, klinik 6rneklerden izole edilen
MRSA ve MSSA suglarinda MLS, direng
fenotiplerinin belirlenmesi ve bu izolatlarda
K/D in vitro aktivitesinin aragtirilmasi amag-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM
Bakteriyel izolatlar

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda Mayis
2015-Nisan 2016 tarihleri arasinda izole edilen
ve caligma kapsaminda degerlendirilen 151
S. aureus izolatinin izole edildikleri yerlere gore
dagilimlar1 Tablo 1’de sunulmugtur. Ayni hasta-
dan alinan birden fazla drnekte iireyen izolatlar
calisma dig1 birakilmustir. S. aureus tanimlanma-
s1, konvansiyonel yontemler (koloni morfolojisi,
Gram boyama, katalaz ve koagiilaz testleri) ve
Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) sistemi kullani-
larak yapilmigtir.

Antibiyotik Duyarhilik Testleri

Izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklart EUCAST
onerileri dogrultusunda disk difiizyon yonte-
mi ile belirlendi. Tiim izolatlarin %S5 koyun
kanli agardaki pasajlarindan 0.5 McFarland
bulanikliginda bakteri slispansiyonlart hazir-



M. Cigek ve ark., S. aureus Kokenlerinde MLS,, Direnci ve Kinupristin/Dalfopristin In Vitro Etkinligi

Tablo 1. Staphylococcus aureus izolatlarn 6rnek tiirii ve me-
tisilin direncine gore dagilimi.

Klinik drnekler MRSA MSSA Toplam
n (%) n (%) n (%)
Piiy 23 (52.3) 31 (29) 54 (35.8)
Solunum yolu 7(15.9) 25(23.3) 32(21.2)
Kan 4(9.1) 19 (17.8) 23(15.2)
idrar 3(6.8) 13 (12.1) 16 (10.6)
Diger 7(15.9) 19 (17.8) 26 (17.2)
Toplam 44 (100) 107 (100) 151 (100)

land1 ve Mueller-Hinton agar besiyerine yayi-
larak {lizerine streptogramin duyarlilif1 icin
K/D (15 pg, Becton Dickinson), metisilin
duyarliligt icin sefoksitin (30 pg, Becton
Dickinson), MLS, direng fenotipleri igin ise
eritromisin (15 pg, Becton Dickinson) ve klin-
damisin (2 pg, Becton Dickinson) diskleri
yerlestirildi.

MLS, direng fenotipinin gosterildigi D-test yon-
teminde, bakteri slispansiyonlariin yayilip, ara-
larinda 20 mm mesafe olacak sekilde eritromisin
ve klindamisin disklerinin yerlestirildigi Mueller-
Hinton agar plaklar1 35°C’de 24 saat inkiibe
edildi. Eritromisin ve klindamisine direngli bulu-
nan izolatlar yapisal MLS, (cMLS,), klindami-
sin inhibisyon zonunun eritromisin diskine
bakan tarafinda kiintlesme (D zonu) goriilen
izolatlar indiiklenebilir MLS fenotipi (iMLS,);
eritromisine direncli, klindamisine duyarh bulu-
nan izolatlar ise MS fenotipi olarak kabul
edildi*).

BULGULAR

Caligsmaya dahil edilen 151 §. aureus izolatinin

107 (%70.9)’si MSSA, 44 (%29.1)’ti MRSA
olarak tanimlanmistir. MRSA’da eritromisin
duyarlhiligt %52.3 iken, MSSA’larda %74.8;
MRSA’da klindamisin duyarliligt %54.5 iken,
MSSA’larda  %89.7 oraninda izlenmigtir.
K/D’nin, metisilin ve MLS direncinden bagim-
siz olarak tiim izolatlara etkili oldugu gozlen-
migtir (Tablo 2).

Staphylococcus aureus izolatlarinda MLS,
diren¢ fenotiplerinin metisilin diren¢ profiline
gore dagilimi Tablo 3’te verilmistir. En az bir
MLS, direng fenotipi gosteren izolat orani
MRSA ve MSSA’larda sirastyla %47.7 ve %25.2
olarak saptanmigtir. MLS direnci gosteren 48
S. aureus izolatinin %50’sinin (24/48) indiikle-
nebilir, %14.6’sinin (7/48) yapisal ve %35 .4’{inlin
(17/48) MS fenotipinde oldugu goriilmiigtiir.

Tablo 3. Staphylococcus aureus izolatlarinda MLSB direng
fenotiplerinin metisilin direnc profiline gore dagilimi.

MRSA MSSA TOPLAM
n (%) n (%) n (%)
iMLS, 13 (29.5) 11 (102) 24 (15.9)
cMLS, 7 (15.9) 0 (0) 7 (4.6)
MS, 1(23) 16 (15) 17 (11.3)
MLS, yok 23 (52.3) 80 (74.8) 103 (68.2)
TOPLAM n (%) 44 (100) 107 (100) 151 (100)

IMLS Indiiklenebilir; cMLS . Yapisal; MS - Eritromisin direngli,
klindamisin duyarl

TARTISMA

Linkozamid grubu bir antibiyotik olan klindami-
sin ozellikle MRSA kaynakli cilt ve yumusak
doku enfeksiyonlariin tedavisinde bagvurulan
ilk secenek ajanlardan biridir. Ancak iMLS,

Tablo 2. Staphylococcus aureus izolatlarmin eritromisin, klindamisin ve kinupristin/dalfopristine kars in vitro duyarhlk sonuclari.

K/D Eritromisin Klindamisin
S 1 R S R S I R D-zon
MRSA (%) 44 (100) 00) 0() 23 (52.3) 21 (47.7) 24 (54.5) 0 () 7(15.9) 13 (29.6)
MSSA (%) 107 (100) 0(0) 0(0) 80 (74.8) 12(11.2) 15(14) 96 (89.7) 0(0) 0(0) 11 (10.3)

TOPLAM (%) 151 (100) 0(0) 0(0) 103 (68.2)

12 (8) 36 (23.8)

120 (79.5) 0(0) 7(4.6) 24(159)

K/D: Kinupristin/dalfopristin, S: Duyarli, I: Orta Duyarli, R: Direngli
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direnci nedeniyle klindamisin ile tedavide basa-
risizliklar izlenebilmektedir"''». Bu nedenle
hem CLSI hem de EUCAST rehberlerinde
enfeksiyon etkeni oldugu diisiiniilen tiim stafilo-
kok suglarinda iMLS, direng fenotipinin belir-
lenmesi i¢in D-zon testinin yapilmasi
onerilmektedir'®'. In vitro duyarlilik testlerin-
de iIMLS,, direnci aragtirilmadig: takdirde, klin-
damisin i¢in “yanlis duyarli” yoniinde sonug
verilebilmektedir. Adaleti ve ark."¥ 100 MSSA
susu ile yapmig olduklari ¢aligmada, iMLS, ve
c¢MLS, direng fenotiplerini sirasiyla %11 ve %4
oraninda, Ozansoy ve ark.®) 158 MRSA ve 246
MSSA sugu ile yaptiklari galigmada, iMLS,
direng oranini sirasiyla %56.3 ve %8.9, cMLS,
direncini ise %7.6 ve %2.9, Uzun ve ark.!'V 23
MRSA ve 69 MSSA sugunda, iMLS, direng ora-
mini sirastyla %22 ve %4, cMLS,  direncini ise
%26 ve %19, Azap ve ark.® 105 MRSA ve 111
MSSA susu ile yaptiklari ¢aligmada, iMLS,
direng oranimi sirasiyla %5.7 ve %3.6, cMLS,
direncini ise %64 ve %4.6 olarak saptamiglardir.
Delialioglu ve ark.'® 128 MRSA susunda kons-
titiitif direnci %43.7, indiiklenebilir direnci
%35.4; 102 MSSA sugunda ise, iMLS, direncini
%10.7 oraninda saptarken, konstitiitif direng
belirlememiglerdir. Bu verilere dayanarak MLS
diren¢ oranlarinin merkezden merkeze belirgin
farkliliklar gosterebilecegi anlasilmaktadir.
Calismamizda, MSSA ve MRSA suslarinda
IMLS, direng oranlari sirasi ile %10.2 ve %29.5
olarak saptanmigtir. MSSA suslarinda ¢cMLS,
direnci saptanmamigken, MRSA suglarinin
%15.9’unda c¢cMLS_ direnci belirlenmistir.
MRSA suglarinin %29.5 oraninda iMLS fenoti-
pinde olmasi, klindamisin duyarliligini raporla-
mada D zon testinin énemini vurgulamaktadir.
EUCAST onerilerine gore iMLS, fenotipinde
klindamisin direnci saptanmasi halinde, izolat
klindamisin direngli olarak bildirilmeli, ancak
sonuca klindamisinin ciddi olmayan deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin kisa siireli
tedavisinde kullanilabilecegi yorumu da
eklenmelidir'®. Bu tiir enfeksiyonlarin kisa
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stireli klindamisin tedavisinde tam klindamisin
direnci gelisme olasilifinin ¢ok diisiik oldugu
g0z oniinde tutularak, MRSA izolatlar1 varligin-
da klindamisinin iyi bir secenek oldugu goz ardi
edilmemelidir. Calismamizda, MSSA izolatla-
rindaki MLS,_ diren¢ oranlari Delialioglu ve
ark.’nin"® sonuglari ile uyum gostermektedir.
Azap ve ark." ile Delialioglu ve ark.’nin‘®
caligmalarinda, MRSA izolatlarinda c¢MLS,
diren¢ fenotipi yiiksek saptanmigken, bizim
caligmamizda iMLS, direncinin daha yliksek
oldugu goriilmiistiir. Calismamizdaki MRSA
izolat sayisinin, bu caligsmalardaki izolat sayisin-
dan az olmasi bu oranlarda farkliliga neden
olmus olabilir. Ulkemizde yapilan bu ¢alisma-
lardaki farkli diren¢ oranlarinin, bolgesel farkli-
liklardan, suglarin izole edildigi orneklerin ve
hastalarin kullandiklar1 antibiyotiklerin farklili-
gindan kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Giintimiizde 6zellikle coklu direncli MRSA izo-
latlarinin artis1 ve buna bagli olarak karsilagilan
tedavi giicliikleri yeni antibiyotik arayislarini
glindeme getirmistir. Calismamizda da goriildii-
gii gibi, MLS,, direnci MRSA suglarinda 6nemli
bir oranda izlenmektedir. Ayrica Tablo 2’de
goriildiigii gibi, MRSA’da MSSA’ya gore eritro-
misin ve klindamisin duyarlilig1 diisiik saptan-
mistir. Bu durum da MRSA suglarinin etken
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde klindamisin
kullanimint sinirlamaktadir. FDA tarafindan 16
yag istii kisilerde komplike deri ve yumusak
doku enfeksiyonlarinda kullanimi igin onay
almig olan K/D, protein sentez inhibisyonu ile
bakteriyostatik etki gOsteren ve iki streptogra-
min antibiyotigin kombinasyonu ile gelistirilen
bir ajandir. Vankomisinin yetersiz kaldigt MRSA
enfeksiyonlarinda da kullanilan ama halen iilke-
mizde klinik kullanimda bulunmayan K/D,
MRSA bakteriyemisinde alternatif bir tedavi
segenedi olarak da  Onerilmektedirt7:!®,
Ulkemizde S. aureus suslarmda K/D direnci ile
ilgili yapilan caligmalarda, Eksi ve ark.®), 120
MRSA ve 123 MSSA susunda, Dogruman Al ve
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ark."”, 63 MRSA susunda, Baysallar ve ark.??,
38 MRSA susunda, Yula ve ark.?", ic MRSA ve
21 MSSA susunda K/D’e karsi herhangi bir
diren¢ saptamamigken, Tiinger ve ark.?? E-test
yontemi ile degerlendirdikleri 127 MRSA susun-
dan ticlinii (%2.4) K/D’e orta duyarli olarak
bildirmiglerdi. Aydeniz Ozansoy ve ark.”®, 246
MSSA ve 158 MRSA susunda bir MRSA ve bir
MSSA susunu, Yavuz ve ark.??, 100 MSSA ve
100 MRSA susundan yalnmizca konjunktival
stiriintiiden izole edilmis bir MRSA susunu
Q/D’e direncli olarak saptamislardir. Ulusoy ve
ark.®® 51 MSSA ve 43 MRSA susundan disk
diflizyon yontemi ile K/D’e direncli olarak belir-
ledikleri iic MRSA susunun E-test yontemiyle
orta duyarli oldugunu saptamiglardir. Cesur ve
ark.® iilkemizde yapmis oldugu ¢cok merkezli
caligmada, E-test yontemi ile degerlendirdikleri
260 MRSA susundan %95’ini K/D’e duyarh
olarak saptamislardir. EUCAST kriterlerine gore
degerlendirildiginde c¢aligmamiza dahil
edilen tiim S. aureus izolatlarinin metisilin ve
MLS, direncinden bagimsiz olarak K/D’e duyar-
l1 oldugu gozlenmistir. Ulkemizde yapilan gesit-
li calismalarda gosterilen diisiik direng oranlari-
na ragmen, K/D’inin stafilokoklara kars1 yiiksek
in-vitro etkinlik gosterdigi belirlenmis ve bu
sonuclar bu arastirmada da desteklenmigtir.
Uluslararasi literatiir incelendiginde, Kim ve
ark.’nin®®Kore’de yaptig1 calismada, 243 MSSA
ve 439 MRSA olmak iizere 682 S. aureus izola-
tinin tamami K/D’e duyarli bulunurken, Luh ve
ark.’nin®” Taiwan’da MRSA suslar1 ile yaptig
calismada, K/D’e %31 oraninda direng bildiril-
mistir. Tlim bu ulusal ve uluslararasi ¢alismala-
rin sonuclarindan da anlagilacagi gibi iilkelere
ve bolgelere gore K/D direng orani farklilik gos-
termektedir. Bu ¢aligmanin sonuclari da dikkate
alindiginda, iilkemizde K/D diren¢ oranlarinin
%0-5 arasinda oldugu ve K/D’in S. aureus
enfeksiyonlarinin tedavisinde enfeksiyon bolge-
si ve hastanin klinigine gore segilebilecek bir
antibiyotik oldugunu vurgulamaktadir.

Sonug olarak, MRSA kaynakli enfeksiyonlarda,
MLS, grubu antibiyotiklere karsi direncin belir-
lenmesi tedavi oncesi uygun ve etkili ilag seci-
minde yararli olacaktir. Bunun yani sira iilke-
mizde heniiz klinik kullanimda olmayan K/D,
metisilin ve MLS,, direncinden bagimsiz olarak
S. aureus suglart ile gelisen enfeksiyonlarda
ozellikle direng gelisiminin ¢ok diisiik diizeyde
olmasi nedeniyle umut vadeden tedavi secenek-
leri arasinda sayilabilir.
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0z

Amag: Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) saglik hizmeti kaynakli
dolagim sistemi enfeksiyonlarina neden olurlar ve ayn zamanda deri
Sflorasimin elemamidirlar. Calismanuzda KNS iiremesi belirlenen kan
kiiltiirlerinde etken/kontaminant ayrimi icin hastalarin cesitli klinik
ve laboratuvar parametrelerinin kullamiminin degerlendirilmesi
amaglandi.

Gereg ve Yontem: Kan kiiltiirlerinden izole edilen KNS kokenlerinin
etken ya da kontaminant olarak siniflanmast hastanemiz enfeksiyon
kontrol ekibinin CDC kriterlerini esas alarak yaptigr degerlendirmeye
gore yapildi. Calismada, KNS’ye bagli kan dolasimi enfeksiyonu oldu-
Su diisiiniilen 25 hasta etken grubunu olusturdu. Benzer demografik
ozelliklere sahip olan ve KNS iiremesinin kontaminasyon olarak deger-
lendirildigi 50 hasta kontrol grubu olarak belirlendi. Kategorik degis-
kenler arasindaki iligkilerin degerlendirilmesinde, Pearson’un ki-kare
testi veya Fisher’in kesin ki-kare testi, gruplar arasi ortalama karsilas-
tirmasinda Mann-Whitney U testi kullanmldi. Istatistiksel onemlilik i¢in
p<0.05 anlamli kabul edildi ve istatistiksel analizlerin tiimiinde SPSS
21.0 paket programu kullanild.

Bulgular: iki grup arasinda cesitli laboratuvar ve klinik parametreler
karsilagtirildi. Santral vendz kateter varligi (p=0.02) ve enfeksiyon
oncesi hastanede yatis siiresi (p=0.001) yoniinden gruplar arasinda
anlaml diizeyde fark bulundu. Bir veya daha fazla SIRS kriterinin
varligi (ates>38°C veya <36°C, kalp hizi >90/dakika, lokosit sayist
>12000 veya <4000/mm?, immatiir notrofil orant >%10) karsilastiril-
di. Iki grup arasinda bir veya daha fazla SIRS kriterine sahip olma
bakimindan da anlamli farklilik yoktu (p=0.3).

Sonug: Kan kiiltiir setinde iireyen KNS’lerin etken/kontaminant ayri-
mint yapmak olduk¢a zor bir karardur. Ikinci bir kan kiiltiirii seti gon-
derilmediyse bu karari vermek daha da zorlasir. Laboratuvar hastaya
ait cegitli klinik ve laboratuvar parametrelerini goz dniinde bulunduru-
larak bir sonuca ulagsmaya ¢alisir. Calismamizda, ates, kalp hizi, beyaz
kiire sayust, sistololik ve diyastolik kan basinct, cerrahi girisim, diyaliz
kateteri varligr ve metisilin direnci dogru sonuca ulagmada yardimct
olmanugtir. Kan kiiltiirlerinde iireyen KNS kokenlerinde etken/kontami-
nant ayrimi giinliik pratikte hem rutin mikrobiyoloji laboratuvarlari,
hem de klinisyenler icin énemli bir sorun olmaya devam edecek gibi
goriinmektedir.

Anahtar kelimeler: Ger¢ek bakteriyemi, kan dolagimi enfeksiyonu,
koagiilaz negatif stafilokok, kontaminasyon

ABSTRACT

Comparison of Demographic and Some Clinical Features of Patients
Whose Blood Cultures Revealed Growth of Coagulase Negative
Staphylococci and Differentiation Between Infectious Agent and
Contaminant was Performed According to the CDC Criteria

Objective: Coagulase negative staphylococci (CoNS) cause health care
associated circulatory system infections. They are also the inhabitants of
normal skin flora. In this study we aimed to evaluate use of various
clinical and laboratory parameters of the patients whose blood cultures
revealed growth of CoNS so as to differentiate between infectious agent
and contaminant in the blood cultures of these patients.

Material and Methods: The classification of CoNS isolated from the
blood cultures as a real pathogen or a contaminant was based on the
evaluation of the infection control team that used the CDC criteria.
According to this evaluation the study group with CoNS as the infecting
agent consisted of 25 patients and the control group with CoNS as the
contaminant consisted of 50 patients. The clinical and laboratory
parameters were compared using the software of SPSS 21.0. Mann-
Whitney U test was used to compare means of the study parameters.
Pearson’s khi-square test and Fisher’s exact khi-square test were used
to compare the categorical variables.

Results: Two groups were compared in terms of clinical and laboratory
parameters. The presence of central venous catheter (p=0.02) and
duration of stay in hospital prior to infection (p=0.001) was significantly
different between groups. Presence of one or more SIRS criteria
(temperature >38°C or <36°C, heart rate >90bpm, leucocyte count
>12000 or <4000/mm’, percentage of immature neutrophils >10%)
was also compared. There was no difference between two groups in
terms of presence of one or more SIRS criteria.

Conclusion: It is hard to differentiate between a pathogen/contaminant
CoNS isolated from blood culture set of a patient. The decision
becomes even harder if a second blood culture set has not been sent.
The laboratory tries to come to a conclusion by considering clinical
and laboratory parametres concerning the patient. In our study fever,
heart rate, white blood cell count, systolic and diastolic blood
pressures, presence of a dialysis catheter, surgery and resistance to
methicilline per se did not not help to arrive at a correct conclusion.
Differentiation between pathogen and contaminant CoNS grown in
blood cultures seems to continue to be one of the most problematic
issues in daily practice with respect to both routine microbiology
laboratories and clinicians.

Keywords: True bacteremia, blood stream infection, coagulase-
negative staphylococcus, infecting pathogen, contamination
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GIRIS

Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS) deri ve
mukozanin normal flora elemanlar1 olduklari
icin uzun yillar kontaminant bakteriler olarak
degerlendirilmislerdir. Yatan hastalarda santral
venoz kateter kullaniminin artmasiyla birlikle
dolagim sistemi enfeksiyonlarinin 6nemi de
artmigtir. Ozellikle klinisyenler icin giinliik
pratikte bu bakterilerin klinik 6nemini deger-
lendirmek giderek zorlagsmaktadir”. Gereksiz
antibiyotik kullaniminin engellenmesi, hasta-
nede yatis siiresinin kisaltilmasi ve mali kayip-
larin 6nlenmesi icin ger¢ek bakteriyemi/konta-
minasyon ayriminin dogru sekilde yapilmasi
onemlidir®.

KNS’nin neden oldugu kan dolasimi enfeksi-
yonu tanisi konurken, genellikle CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) kriterlerin-
den yararlanilir. Bunlar, enfeksiyon bulgulariy-
la (ates, hipotansiyon) birlikte 48 saat icinde
ikiden fazla kan Kkiiltiiriinde iireme olmasi ve
bagka bir enfeksiyon odaginin bulunmamasidir®.
Laboratuvarlarin yogun is akist i¢inde hastayla
ilgili yeterli klinik bilgi alinamadiginda ve tek
kan kiiltiirii gonderilmesi durumunda etken/
kontaminant ayriminda ciddi zorluklar yasan-
maktadir. Calismamizda, KNS iiremesi belirle-
nen kan kiiltiirlerinde etken/kontaminant ayri-
mu1 icin, hastalarin ¢esitli klinik ve laboratuvar
parametrelerinin kullaniminin degerlendirilme-
si amaclandi.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Ocak 2012-Aralik 2013 tarihleri
arasinda Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin farkli yogun bakim ve servisle-
rinden Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen kan kiiltiirlerine ait sonuglar geriye
doniik olarak degerlendirildi. KNS {iremesi
belirlenen 75 hasta calismaya dahil edildi.
Izole edilen KNS kokenlerinin etken ya da kon-
taminant olarak siniflanmasi hastanemiz enfek-
siyon kontrol ekibinin CDC kriterlerini esas
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alarak yaptigi degerlendirmeye gore yapildi.
Hastanin klinik bulgularina ve CDC kriterlerine
gore KNS’ye bagli kan dolasim enfeksiyonu
oldugu diisiiniilen 25 hasta etken grubunu olus-
turdu. Benzer demografik 6zelliklere sahip olan
ve KNS iiremesinin kontaminasyon olarak
degerlendirildigi 50 hasta kontrol grubu olarak
belirlendi. Her iki grup demografik 6zellikleri,
baz1 klinik 6zellikleri ve laboratuvar parametre-
leri yoniinden karsilastirildi. Otomatize kan kiil-
tiir sistemi olarak BacT/Alert (bioMerieux,
Fransa) kullanildi. Siseler sisteme yiiklendikten
sonra pozitif alarm veren siselerden preparat
hazirlanarak Gram yontemi ile boyandi; ayni
zamanda %5 koyun kanli agar ve EMB agara
pasaj yapilarak 35°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Ureyen bakterilerin tanimlanmasinda katalaz
testi, tiip koagulaz ve VIiTEK (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi kullanildi. Metisilin
direnci otomatize sistemin yani sira CLSI 6neri-
leri dogrultusunda sefoksitin diski kullanilarak
disk difiizyon yontemiyle de tanimlanda.

Kategorik degiskenler arasindaki iligkilerin
degerlendirilmesinde Pearson’un ki-kare testi
veya Fisher’in kesin ki-kare testi, gruplar arasi
ortalama kargsilastirmasinda Mann-Whitney U
testi kullanildi. Istatistiksel Onemlilik igin
p<0.05 anlamli kabul edildi ve istatistiksel ana-
lizlerin tiimiinde SPSS 21.0 paket programi
kullanildi.

BULGULAR

Iki grup arasinda yas ortalamasi ve cinsiyet
yoniinden anlamli fark saptanmadi (p>0.05).
Ates, kalp atim hizi, beyaz kiire, sistolik kan
basinci, diastolik kan basinci, diyaliz kateteri
varlig1, cerrahi girisim, metisilin direnci, hasta-
nin taburcu veya ex olmasi durumu agisindan
farkin istatistiksel olarak onemli diizeyde olma-
dig1 belirlendi (p>0.05). Santral vendz kateter
(SVK) varligt (p=0.02) ve enfeksiyon oOncesi
hastanede ortalama yatis siiresi (p=0.001) grup-
lar arasinda anlamli diizeyde farkli bulundu
(Tablo 1).
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Tablo 1. Kan Kkiiltiiriinde koagiilaz negatif stafilokok iiremesi olan ve CDC Kkriterlerine gore etken ve kontaminant olarak degerlendi-

rilen hastalar: karsilastirilan 6zellikler.

Parametreler Etken Kontaminant p degeri
(n=25) (n=50)

Yas ortalamasi 65.08+20.3 66.2+14.6 0.7

Cinsiyet 14 Kadin 27 Kadin 0.8
11 Erkek 23 Erkek

Ates 14 24 0.5

>38°C veya <36°C

Kalp hizt 16 41 0.08

>90/dakika

Beyaz kiire sayis1 14 29 0.8

>12000 veya <4000

Sistolik kan basinct (mmHg) 114.7£23.8 124.1+£24 .6 0.06

Diastolik kan basinct (mmHg) 61.5+12.6 67.4x12.04 0.1

Santral venoz kateter varligi 23 18 0.02

Diyaliz kateteri varligi 7 10 04

Cerrahi girigim 4 8 0.6

Metisilin Direnci 24 41 0.09

Eksitus 16 27 05

Taburcu 8 23

Enfeksiyon oncesi hastanede ortalama yatig stiresi 4764 4 12.08+10.7 0.001

Bir veya daha fazla SIRS (severe inflammatory
response syndrome) kriterinin varli§1 (ates
>38°C veya <36°C, kalp hiz1 >90/dakika, l6ko-
sit sayist >12000 veya <4000/mm?, immatiir
notrofil orani >%10) kargsilastirildi. Solunum
hizi tiim hasta dosyalarinda kaydedilmedigi
icin yapilan analizde bu parametre diglandi.
Herhangi bir SIRS kriterini karsilamayan ancak
SVK olan hastalar ayrica gruplandirildi. Iki
grup arasinda bir veya daha fazla SIRS kriteri-
ne sahip olma bakimindan da anlaml farklilik
saptanmadi (p=0.3) (Tablo 2).

TARTISMA

Son 15 yilda santral venoz kateter ve diger pros-
tetik cihazlarm kullaniminin artmasiyla birlikte,
KNS kaynakli dolagim sistemi enfeksiyonlarin-
da onemli artis meydana gelmistir®®. Ancak
KNS’ler normal deri florasinda bulunmalari

Tablo 2. Hastalarda bir veya daha fazla SIRS kriteri varhgimin
koagiilaz negatif stafilokokun etken ve kontaminant oldugu
gruplarda karsilagtirilmasi.

Bir veya daha fazla SIRS Etken Kontaminant
(n=25) (n=50)

1 SIRS kriteri 8 15

2 SIRS kriteri 6 21

3 SIRS kriteri 8 12

SVK 3 3

(p=0.3)

nedeniyle o6zellikle yetersiz deri antisepsisi
yapildiginda kontaminasyona yol agcma olasilig1
olduk¢a yiiksek olan bakterilerdir®®. Yapilan
calismalara ragmen, kan kiiltiirlerinde izole edi-
len KNS’lerin etken/kontaminant ayriminda
altin standart bir yontem ya da yaklagim ortaya
konulamamugtir®.

Calismamizda, hastalarin gesitli klinik ve labo-
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ratuvar parametrelerinin, kan kiiltiirlerinde KNS
tiremeleri oldugunda, bunlarin gergek bakteriye-
mi etkeni/kontaminasyon yoOniinden ayriminda
ne diizeyde belirleyici olduklarmi degerlendir-
dik. Arastirilan parametreler, ates, beyaz kiire
sayisi, kalp hizi, kan basinci, diyaliz ve santral
kateter varligi, taburculuk durumu ve enfeksi-
yon Oncesi hastanede yatis sliresiydi.
Calismamizda, kan Kkiiltiirlerinde izole edilen
KNS kokenlerinin etken olup olmadiklarina
CDC kriterleri dikkate alinarak, 48 saat icinde
farkli zamanlarda ve/veya farkli ven6z girisimle
alian en az iki set kan kiiltiiriinde tireme olup
olmamasima gore karar verildi Bunun disinda
KNS’lerin gercek bakteriyemi etkeni olarak
kabul edilmesinde, hastanin ez az ii¢ SIRS krite-
rini tagimast ve bagka bir enfeksiyon odaginin
bulunmamasi g6z oniinde bulunduruldu.

Garcia-Vazquez ve ark.!" yaptiklart ¢alismada,
klinik olarak anlamli olan KNS iiremelerinde iki
ve lizerinde kan kiiltiir setinde lireme olma ora-
nint %64, klinik olarak anlamli olmayan grupta
bu oranm1 %25 olarak saptamistir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Finkelstein ve ark.’nin® ¢alismalarinda da, ben-
zer sekilde ikiden fazla kiiltiirde iireme gercek
bakteriyemi belirlenmesinde anlamli bulunmusg-
tur. Calismamizda, gercek bakteriyemi tanisi
koyarken oncelikli kriter olarak en az iki set kan
kiiltiiriiniin pozitif olmas1 dikkate alindi. Ancak,
laboratuvarimiza gonderilen kan kiiltiirii 6rnek-
lerinin cogunlugunu anestezi yogun bakim,
noroloji yogun bakim, cerrahi yogun bakim ve
dahiliye yogum bakim gibi saglik c¢alisanlarinin
is yogunlugunun oldukc¢a yiiksek oldugu birim-
ler olusturmaktaydi. Calismamizda, her hasta
icin yeterli sayida kan kiiltiirii gonderilmesi olasi
olmadi. Yeterli sayida kan kiiltiirii gonderilme-
yen hastalarda, hastanin doktorunun ya da enfek-
siyon kontrol ekibi doktorunun hastada sepsis
bulgularmin varligimi diigiinmesi ve bagka enfek-
siyon odaginin bulunmamas: etkenin gercek
bakteriyemi etkeni olarak degerlendirilmesini
sagladi. Calismamiza benzer sekilde daha once
yapilan farkli caligmalarda, tek set kan kiiltiirtinde
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KNS {iiremesinin her zaman kontaminant olarak
degerlendirilmemesi gerektigi bildirilmig®'? ve
bu nedenle CDC kriterlerinin klinik tanidaki yeri-
nin sorgulanmasi 6nerilmistir.

Wohoush ve ark.® ¢alismalarinda, molekiiler
genotiplemeyi referans alarak, CDC kriterleri ve
tiir identifikasyonunun duyarlilik ve dzgiilliikle-
rini karsilagtirmiglardir. CDC kriterlerinin duyar-
Iilig1 %91, ancak ozgiilligi %21 bulunmus ve
sus idenifikasyonunda ise duyarliik %100,
ozgiillik %48 olarak bildirilmistir. CDC kriter-
lerinin tarama i¢in daha uygun oldugu diistiniil-
miis, tiir identifikasyonunun ise basit ve hizli bir
teknik oldugu, ancak son tani i¢in tek bagina
yeterli olamayacagi one siiriilmiistiir. Bakteriye-
miye yol acan KNS izolatlarinin ¢ogunlugunun
Staphylococcus epidermidis oldugu daha once
yapilan ¢aligmalarla gosterilmigtir!V. Caligma-
mizin kisitlamalarindan biri, KNS lerin tiir diize-
yinde identifikasyonunun biyokimyasal ve kon-
vansiyonel testlerle yapilmamis olmasidir. Tek
bagina otomatize sistemle yapilmig olan KNS
tiir identifikasyonunun, dogrulanmasi yapilama-
digindan calisma parametrelerimiz arasinda
degerlendirilmesi uygun goriilmemisgtir.

Elzi ve ark.? KNS’lerin gercek bakteriyemi
etkeni ile kontaminant oldugu gruplari karsilas-
tirdiklar1 ¢aligmalarinda, ates, beyaz kiire sayist,
kalp hizi, kan basinct ve santral venoz kateter
varligin1 gercek bakteriyemide anlamli olarak
yiiksek bulmuslardir. Caligmamizda, bu para-
metrelerden yalnizca santral venoz kateter varli-
81 (p=0.02) KNS’lerin gercek bakteriyemi etkeni
oldugu grupta anlamli olarak yiiksek bulundu.
Tacconelli ve ark.” ¢caligmalarinda, santral venoz
kateter varligint hem metisiline direngli KNS
bakteriyemisi, hem de metisiline duyarli KNS
bakteriyemisi icin risk faktorii olarak ortaya
koymuslardir.

Calismamizdaki enfeksiyon etkeni olan KNS
suglarinin 24’iinde (%96) metisilin direnci bulu-
nurken, kontaminant olan KNS suslarinin
41’inde (%82) metisilin direnci mevcuttu. iki
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grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi. Klingenberg ve ark.’nin? yenidogan-
larda yaptiklar1 calismada, kan kiiltiirlerinden
izole edilen etken ve kontaminant KNS suglari-
nin  metisilin  direnci  karsilagtirilmistir.
Enfeksiyon etkeni olan suslarin %81’ inde, kon-
taminant suglarin ise %65’inde metisilin direnci
belirlenmis, calismamizin aksine sonug istatis-
tiksel olarak anlamli (p<0.019) bulunmustur.

Calismamizda, bir ve/veya birden fazla SIRS kri-
terini karsilama yoniinden ve herhangi bir SIRS
kriterini karsilamayan hastalarda ise santral venoz
kateter varlig1 yoniinden etken/kontaminant grup
karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamh fark
belirlenmedi (p=0.3). Elzi ve ark.® calismalarin-
da hasta grubunun %50’sinin ii¢ ve iizerinde
SIRS kriterini karsiladigini, ancak bunlarin yal-
nmzca %36’sinin KNS bakteriyemisi oldugunu
belirlemigler, yalnizca SIRS kriterlerine dayana-
rak bakteriyemi karari vermenin gereksiz antibi-
yotik kullanimina yol agabilecegini one siirmiis-
lerdir. Calismamizda, hasta ve kontrol gruplarinda
SIRS kriterlerinin degerlendirilmesinde baz1 giic-
liklerle karsilasildi. Kan kiiltiirti alinmadan 6nce
hastanin antipiretikle tedavi edilmesi, takipnenin
ise kayitlarda yer almamasi calismamizin sinirla-
malari olarak kabul edildi.

Bulgularimiz, hastada santral venoz kateter varli-
g, kan Kkiiltiirlerindeki KNS iiremelerinde
gercek bakteriyemi/kontaminasyon ayrimi igin
onemli bir parametre olabilecegini gostermekte-
dir. SIRS kriterlerini degerlendirmede hasta yone-
timi kaynakli bazi kisitlamalarla karsilagilmasi
olasidir. Calisgmamizda bu kriterler KNS bakteri-
yemi/kontaminasyon ayrimu i¢in katki saglayici
faktorler olarak belirlenmemistir. Kan kiiltiirlerin-
de etken ve kontaminant olan KNS kokenleri
arasinda metisilin direnci acisindan anlamli fark-
lilik saptanmamustir. Dogru antimikrobiyal teda-
viye ulagilmasinda kan kiiltiirlerindeki KNS iire-
meleri i¢cin gercek bakteriyemi kararini vermek
olduk¢a onemlidir; ancak halen klinisyenler ve
laboratuvar calisanlarma Onerilebilecek net bir
yaklagim bulunmamaktadir.
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0z

On dokuz yasinda Ewing sarkom tanmisiyla takip edilen
hastada, nefes darligi nedeni ile cekilen toraks bilgisa-
yarli tomografisinde, sag akcigerde lokiile sivi saptanma-
st nedeni ile hastaya torasentez yapilmistir. Torasentez
sonucunda ampiyem oldugu belirlenmistir. Belirli zaman
araliklart ile yapilan ii¢ ardisik plevral sivi kiiltiiriinde
etken olarak Gemella haemolysans saptanmistir. Yapilan
antibiyograminda amoksisilin/klavulonik asit, ampisilin/
sulbaktam, tetrasiklin, seftazidim, siprofloksasin ve levo-
floksasine direngli imipeneme duyarli bulunmugtur.
Antibiyogram sonucuna gore imipenem tedavisi alan
hasta klinik ve radyolojik bulgularin gerilemesi iizerine
taburcu edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Ampiyem, ardisik kiiltiir, Gemella
haemolysans, torasentez

ABSTRACT

An Empyema Case That is Caused by Gemella
haemolysans

A 19 year- old patient monitored with the diagnosis of Ewing
sarcoma underwent thoracentesis to relieve locular effusion
detected in the right lung visualized on thorax computed
tomography obtained because of the dyspneic complaint of the
patient. Thoracentesis revealed the presence of empyema.
Gemella haemolysans was isolated in three consecutive
pleural fluid culture implemented at determined intervals.
According to antibiotic susceptibility tests this agent was
found to be susceptible to imipenem, and resistant to
amoxicilline/clavulanic  acid,  ampiciline/sulbactam,
tetracycline, ceftazidime, ciprofloxacin and levofloxacin. The
patient receiving imipenem treatment according to
antibiogram results was discharged upon regression of
his?her? clinical and radiological findings.

Keywords: Empyema, consecutive culture, Gemella
haemolysans, thoracentesis

GIRIS

Gemella haemolysans ilk olarak 1938°de
Neisseria haemolysans olarak tanimlanmigtir”.
Neisseria haemolysans’m tipik bir Neisseria
tiirli olmamasindan dolay1 1960 yilinda yeni bir
cins olarak Gemella cinsi olusturulmustur®.
Hiicre duvari yapisi ve diger bazi biyokimyasal
testler sonucunda Gemella cinsi, Neisseriaceae
ailesinden ayrilip, Streptococcaceae ailesine
dahil edilmistir®>. G. haemolysans Gram pozi-
tif, sporsuz, fakiiltatif anaerop, hareketsiz bir
koktur. Katalaz, oksidaz ve iireaz testleri olum-
suzdur. Muk6éz membranlarda, iist gastrointesti-
nal sistemde normal flora elemani olarak
bulunabilir®. G. haemolysans’in etken olarak

bildirildigi hastaliklar arasinda endokardit,
menenjit, beyin apsesi, spondilodiskit, endoftal-
mit, ampiyem bulunmaktadir”'¥. Bu raporda,
ardisik plevral sivi kiiltiirlerinde G. haemolysans
liretilen ampiyemi olan bir hasta sunulmustur.

OLGU

Evre 4 Ewing sarkomu tanisini 2009 yilinda
alan, 19 yasinda erkek hastada, Ocak 2015°te
yapilan akciger biyopsisi ile akciger metastazi
varlig1 saptanmistir. Hastaya kemoterapi uygu-
lanmigtir. Haziran 2016’da hastada ortaya cikan
nefes darligi, ates, halsizlik yakinmasi {izerine
cekilen toraks bilgisayarli tomografisinde sag
akcigerde lokiile sivi saptanmistir. Bunun iizeri-
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ne goglis cerrahisi servisine yatirilan hastaya
yapilan torasentezde ampiyem saptanmigtir.
Hastaya tiip torakostomi uygulanmuistir. Tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarina plevral sivi numu-
nesi gonderildikten sonra hastaya ampirik olarak
piperasilin/tazobaktam tedavisi baglanmisgtir.

Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
ardigik ti¢ plevral sivi numunesinin Gram boya-
masi, koyun kanli agara, ¢ikolatams: agara ve
EMB (eozin metilen blue) besiyerine ekimleri
yaptlmistir. Ekimlerin yapildig1 koyun kanli
agar ve ¢ikolatamsi agar besiyerleri 48 saat kar-
bondioksitli ortamda tutulmugtur. Alfa-hemoliz
olusturan, biiyiik, mat koloniler Gram boyamada
Gram pozitif tetratlar ve kisa zincirler olusturan
koklar olarak goriilmiistiir.

Ardisik ti¢c ekimde de iireyen oksidaz ve katalaz
testleri olumsuz bulunan bu koloniler Phoenix™ -
100 (Becton Dickinson, Diagnostic Instrument
System, Sparks, ABD) otomatize sistemle
Gemella haemolysans olarak tanimlanmigtir.
Antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi ile %5 koyun kani iceren
Miiller-Hinton agarin %5 CO, igeren ortamda
37°C’de 24 saatlik inkiibasyonu ile yapilmistir.
Izolatlarm antibiyotiklere duyarliligi viridans
grubu streptokoklar icin kullanilan CLSI
(Clinical and Laboratory Standarts Institute)
kriterlerine gore belirlenmigtir!>. Yapilan antibi-
yograminda amoksisilin/klavulonik aside, ampi-
silin/sulbaktama, tetrasikline, seftazidime, sip-
rofloksasine ve levofloksasine direncli, imipene-
me duyarli olarak bulunmustur. Hastaya ampirik
olarak sekiz giin piperasilin/tazobaktam tedavisi
uygulanmasina ragmen, hastada klinik bir diizel-
me olmamakla birlikte, prokalsitonin ve CRP
degerlerinde yiikselme olmusgtur. Tiim bunlarla
birlikte antibiyogram sonucuna da bagli olarak
tedavisi imipenem olarak degistirilmigtir.
Imipenem tedavisi sekiz giin uygulandiktan
sonra hastanin klinik ve radyolojik bulgularinin
gerilemesi ve prokalsitonin ile CRP degerlerinin

normale donmesi iizerine hasta taburcu edilmig-
tir.

TARTISMA

Gemella haemolysans Gram pozitif, fakiiltatif
anaerop bir koktur. Gram pozitif olmasina rag-
men, kolay dekolore olup, Gram negatif
goriinebilir®?. Ust gastrointestinal sistemde ve
ist solunum yollarinda normal flora elemani
olarak bulunabilir”. Viriilans1 diisiik bir mikro-
organizma olmasina ragmen, predispozan fak-
torler varliginda ciddi lokalize ya da sistemik
enfeksiyonlara neden olabilir'®. Endokardit, spon-
dilodiskit, menenjit, endoflamit, plevral ampiyem
gibi hastaliklar i¢in ender etkenlerdendir”'®.

Gemella haemolysans’m en sik neden oldugu
sistemik enfeksiyon endokardittir®. Genellikle
altta yatan malignite, immiinsupresyon, kalp
hastaliklari, kétii agiz hijyeni, cerrahi miidahale
gibi durumlar sonrasinda enfeksiyon etkeni ola-
rak saptanmistir?®'9. Olgumuzda da Ewing
sarkom sonucundaki akciger metastazi ve kemo-
terapi tedavisi sonrasinda gelisen plevral ampi-
yemde etken olarak saptanmigtir. Literatiirde
daha 6nceden bildirilmis olan G. haemolysans’in
etken oldugu ampiyem olgularinda da predispo-
zan faktorler bulunmaktadir®'4,

Gemella haemolysans penisilin, ampisilin, klin-
damisin, rifampin ve vankomisin dahil olmak
tizere antimikrobiyal ajanlara genellikle duyarl
iken, baz1 izolatlar trimetoprime ve aminogliko-
zidlere direncli olabilir®. Sundugumuz olgu-
muzda ise yapilan antibiyogramda amoksisilin/
klavulonik asit, ampisilin/sulbaktam, tetrasiklin,
seftazidime, siprofloksasin ve levofloksasine
direncli, imipeneme duyarli bulunmustur. Bu
antibiyogram sonucu lizerine verilen imipenem
tedavisi ile ampirik olarak baglanan piperasilin/
tazobaktam tedavisi ile elde edilemeyen klinik
ve radyolojik iyilesme  saglanmigtir.
Sundugumuz olguda dikkati ¢ceken esas durum,
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belirli zaman araliklari ile ti¢ ardisik kiiltiirde de
G. haemolysans’in izole edilmesi bu bakterinin
ampiyem etkeni oldugunu dogrulamaktadir.

Sonug olarak, G. haemolysans, ender bir patojen
olmakla birlikte, 6zellikle predispozan faktorle-
rin varliginda ciddi enfeksiyonlara yol acabil-
mektedir. Ender de olsa bu bakterinin ampiyem
etiyolojisinde rol oynayabilecegi ve antibiyotik
duyarliligimin kesinlikle aragtirilmasi gerektigi
unutulmamalidir.
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