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Derleme

Giincel Literatiir Isiginda Kene Kaynakl Viral Patojenlere

Genel Bir Bakig

Osman AKTAS*, Hakan AYDIN**

*Atatiirk Universites Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalt, Erzurum

**Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Erzurum

0z

Arachnida swifindaki Ixodoidea siiperailesinin iiyeleri
olan keneler memeli, kusg, siiriingen ve amfibilerin kaniyla
beslenen karasal organizmalardir. Kenelerin konak kaniyla
beslenmeleri sirasinda aldiklart enfeksiyoz organizmalar
tiikiiriik  bezlerine, ovaryumuna, yumurtalarina ve
larvalarina gecebilmektedir. Kene kaynakli viral hastalik
etkenlerinin tiimii Arboviriisler icinde yer alir. Bu
viriislerden Heartland virus Amblyomma americanum adli
keneler tarafindan tasinmakta ve coklu organ yetmezligi ile
oliime neden olabilmektedir. “Trombositopeni sendromlu
viiksek ates viriisiiniin” major vektorii Haemaphysalis
longicornis tiirii kenelerdir. Norolojik hastaliklara neden
olan “Kene kaynakli ensefalit viriisii”, Powassan virus ve
Louping hastaligu viriisii Ixodes tiirleri tarafindan insanlara
bulastirtir. Hyalomma cinsi keneler tarafindan tasinan
“Kirim-Kongo kanamali ateg viriisii” tiim diinyada yaygin
olan bir viriistiir. Sinir sistemini etkileyen Omsk hemorajik
ates viriisii ve hematopoetik hiicreleri etkileyen “Colorado
kene ategsi viriisii” Dermacentor spp. ile tagimirlar. Bu
viriislerin hepsi bireysel ve toplumsal risk olusturan
biyogiivenlik diizeyi vyiiksek ajanlardir. Bu nedenle klinik
orneklerle calisirken dikkatli olunmasi gerekir. Bu derleme
makalesinde, yukarida sozii edilen kene kaynakli viral
patojenler hakkindaki mevcut bilgiler giincel kaynaklar
isiginda sunulmugtur.

Anahtar kelimeler: Kene kaynakli viriisler, Heartland
virus, Kirim Kongo hemorajik atesi

ABSTRACT

An Overview of Tick-Borne Viral Pathogens in the Light
of Current Literature

Ticks, the members of the superfamily Ixodoidea in the class
Arachnida are terrestrial organisms that feed with the blood
of mammals, birds, reptiles and amphibians. Infectious
organisms being taken by ticks during feeding with host
blood pass into the salivary glands, the ovaries, the eggs and
the larvae of them. All of the tick-borne viral disease agents
are examined within arboviruses. “Heartland virus”, one of
these viruses, is transmitted by Amblyomma americanum
ticks and can cause multiple organ failure and death. The
major vector of “Severe fever with thrombocytopenia
syndrome virus” is Haemaphysalis longicornis. “Tick-borne
encephalitis virus”, “Powassan virus” and “Louping ill
virus” which cause neurological diseases are transmitted to
humans by Ixodes spp. “Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus” which is widespread all over the world is transmitted
by Hyalomma spp. Omsk virus affecting the nervous system
and “Colorado tick fever virus” affecting hematopoietic
cells are carried by Dermacentor spp. All of these viruses are
high-level biosecurity agents that constitute individual and
social risk. For this reason, it is necessary to be careful while
working with clinical specimens. In this review paper, the
existing information about the tick-borne viral pathogens
mentioned above are presented in the light of current
literature.

Keywords: Tick-borne viruses, Heartland virus, Crimean-
Congo hemorrhagic fever

GIRIS

Kenelere iligkin ilk yazilara kene hummasi hak-
kinda MO 1550 tarihli Misir papiriislerinde
rastlandig1, yazari bilinen ilk yazilarm ise MO
800 yilinda Homeros tarafindan yazildigi
sanilmaktadir”. Hastaliklarla iliskisi ytizyillar

oncesinden bilinen keneler, insan ve hayvanlar-
da olimle sonuclanabilen cesitli enfeksiyon
etkenlerini tagimalari ile giiniimiize 6nemini art-
tirarak gelmislerdir.

Karasal omurgali canli gruplarinin tiim siniflari-
nin zorunlu dig paraziti olan kenelerin tek besin
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kaynagi kandir. Agiz kismini konagin derisi ige-
risine sokarak onun kanini emer. Yumurta déne-
mi hari¢, yasam dongiisiinde ortaya ¢ikan tiim
formlar1 kanla beslenir. Bu beslenmeleri sirasin-
da bu makalede sunacagimiz viral hastaliklarin
yant sira Lyme hastaligi, Q hummasi, Tularemi,
yinelenen ates, babesiozis ve ehrlichiozis gibi
cok sayida hastalik etkeninin insanlara taginma-
sinda vektorliik yaparlar®.

Kenelerin morfolojik ozellikleri ve fizyolojik
mekanizmalar1 onlarin konaklarini se¢gmelerin-
de, omurgali konaklarindan kan almalarinda,
ciftlesmeleri ve iliremelerinde kolaylik saglayan
bir yapida gelismistir®. Degisik habitatlardaki
dagilimlarinda farkliliklar olsa da bu eklemba-
caklilar sicak ya da soguk, kurak ya da yagish
tim iklim kugaklarinda yasamaya kusursuz
uyum saglamig canlilardir®. Cografi olarak yedi
bolgeye ayrilmis yurdumuz daglik ve engebeli
yapistyla, irmaklari, ovalart, ormanlari ve bozkir-
lariyla, deniz seviyesinden neredeyse 2000 metre-
ye kadar varan yerlesim alanlariyla cok yagis alan
ya da kurak bolgeleriyle ve genis magara cevrele-
riyle kenelerin yasami i¢in uygun ekolojik habi-
tatlar igeren bir yapiya sahiptir. Yerlesik bolgele-
rinde ciftlik ve kiimes hayvanlarmin; kirsalda
yabani hayvanlarin bollugu kenelere konak bul-
mada olanak saglayan bir durumdur.

Yaygin turizm ve seyahatlerle ve hizli ulagim
araglartyla ya da biyoterérizm gibi kétii niyetli
yaklagimlarla bu patojenlerin hemen her iilkeye
tasinma ve oralarda goriilme riski vardir. Sonug
olarak, bir diger biyolojik vektor olan Anopheles
cinsi sivrisineklerin gemi, tren, ucak gibi aracla-
rin kabin ve bagajlarinda bir tilkeden endemik
olmayan diger bir iilkeye tagindigi bildiril-
mektedir®. Insan ve kene temas sikligmin yillar
icinde giderek arttig1 belirtilmektedir®. Bu
makalede insan saghigini ciddi bir sekilde tehdit
edenve “Heartland virus (HRTV)” ve “Trombosi-
topeni sendromlu yiiksek ates viriisii [Severe
fever with thrombocytopenia syndrome virus
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(SFTSV)]” gibi bazilar1 son yillarda tanimlanan
kene kaynakli viral etkenlerin yani sira “kene
kaynakl1 ensefalit viriisii [Tick-borne encephali-
tis virus (TBEV)]”, “Powassan virus (POWV)”,
“Louping hastalig1 viriisii [Louping ill virus
(LIV)]”,*“Kirim-Kongo hemorajik atesi (KKHA)
virlisii [Crimean-Congo haemorrhagic fever
virus (CCHFV)]”, “Omsk hemorajik atesi viriisii
[Omsk haemorrhagic fever virus (OHFV)]” ve
“Kolorado kene atesi viriisii [Colorado tick fever
(CTFV)]” hakkinda giincel literatiir bilgileri
ozetlenerek sunulmugstur. Bu derleme caligma-
sinda, yararlandigimiz kaynaklar 1s18inda hazir-
ladigimiz Tablo 1°de kenelerle tasinan viral
patojenlerin vektorleri, konaklar1 ve cografik
dagilimlari, Tablo 2°de ise kene kaynakli viral
hastaliklarda semptomlar, laboratuvar tani ve
tedavi/ag1 durumlari verilmigtir.

Heartland viriis (HRTYV)

HRTYV giiniimiize yakin bir zaman 6nce tanimla-
nan Onemli patojenlerden biridir. Viriis 3 seg-
mentli, negatif polariteli tek iplik¢ikli bir RNA
(-ssRNA) viriisiidiir®. HRTV Bunyaviridae aile-
sinin beg cinsinden biri olup, diinyanin hemen
her yerinde goriilen Fleboviriis cinsine ait bir
patojendir. ilk olarak 2009 yilinda, Missouri’de
(ABD) Iokopeni ve trombositopenisi olan iki
ciftciden izole edilmistir”. Daha sonra
Amblyomma americanum tiirii sert kenelerin bu
virtisii tagidig1 gosterilmistir®. Daha ¢ok agag-
liklr alanlarda yagsamays1 tercih eden, larval, nim-
fal ve yetigkin evrelerini farkli konaklarda gegi-
ren (lic-konaklr) kenelerden olan Amblyomma
americanum disilerinin sirtinda yildiza benzer
bir benek olmasi nedeniyle bu kenelere “tek yil-
diz kenesi (lone star tick)” adir verilmistir®. Bu
keneler Missouri’nin kuzeybatisinda yaygindir
ve Amerika Birlesik Devletleri’nin giineydogu
ve giiney orta kesimini asarak Atlantik kiyilarin-
dan Maine’ye kadar uzanir®.
ailesinin

Bunyaviridae Orthobunyavirus,
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Tablo 1. Kenelerle tagiman viral patojenlerin vektorleri, konaklar: ve cografik dagilimlari.

Viriis Major Vektor Major Konaklar Cografik dagilimi
HRTV Amblyomma americanum Rezervuar konag: bilinmiyor. ABD (Missouri, Tennessee)
SFTSV  Haemaphysalis longicornis Kedi, fare, kirpi maymun, yaklar (Insanlara ~ Cin, Japonya, Giiney Kore
kazaren bulagir.)
TBEV Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus ~ Ruminantlar, kemiriciler, etoburlar, kuslar, Avrupa, Sibirya, Uzakdogu iilkeleri
atlar ve insanlar
POWYV  Ixodes cookei, Ixodes scapularis Memeliler, kuslar, insan ABD (Kuzeydogu ve Biiyiik Goller bolgesi),
Kanada, Rusya ve Uzakdogu
LIV Ixodes ricinus Koyun, keci, si81r, kazaren insan Ingiltere, iskogya ve diger Avrupa iilkeleri
CCHFV  Hyalomma spp. Sigir, koyun, keci, kemiriciler, insan Balkanlar, Afrika, Ortadogu, Orta Asya,
Tiirkiye (Orta Anadolu bolgesinde sik)
OHFV Dermacentor reticulatus Kemiriciler, Misk sicanlari, insan Sibirya
CTFV Dermacentor andersoni Kiiciik kemirgenler (fare, gelengi) Kuzey Amerika, Kanada, Kaliforniya,

Kolorado Kayalik Daglar

Tablo 2. Kene kaynakl viral hastaliklarda semptomlar, laboratuvar tam ve tedavi durumu.

Viriis

Semptomlar

Laboratuvar

Tedavi/as1

HRTYV enfeksiyonu

Ates, yorgunluk, anoreksi, bas agrisi, bu-
lant1, miyalji, atralji, l16kopeni, pithtilasma
bozukluklari

Viral niikleik asit aranmasi

Ozgiin tedavi ya da ag1 yok

SFTSV enfeksiyonu

Yiiksek ates, diyare, karm agrisi, istah-
sizlik, yorgunluk, kas agrisi, lokopeni,
karaciger ve bobrekte hasar, pihtilagsma
bozukluklari, bazen cilt, konjunktiva ve dig
etlerinde kanama

Hiicre kiiltiirii,

Viral niikleik asit tespiti, EIA ile serumda
antikor arama, IFA ve serum notralizas-
yon testleri

Ozgiin tedavi ya da ag1 yok

TBEV enfeksiyonu

Genelde asemptomatik, menenjit, menen-
goensefalit, bas agrisi, ates

BOS’ta ELISA ile IgG ve IgM aranmasi

Agist var, 6zgiin tedavi yok

POWYV enfeksiyonu

Ates, bas agrisi, kusma, zayiflik, konfiiz-
yon, koordinasyon bozuklugu, konusma

giicliigii

Serum ve BOS’ta

ELISA ile 6zgiin antikorlarin aranmasi

Ozgiin tedavi ya da as1 yok

LIV enfeksiyonu

Grip benzeri semptomlar, ates, nefes alma-
da giicliik, sinirlilik, koordinasyon bozuk-
lugu, ataksi

Hiicre kiiltiirti, BOS ta viral antijen ya da
niikleik asit; serumda ndotralizan antikor
aranmasi

Koyun, keci ve sigirlar icin ag1
var, 6zgiin tedavi yok

CCHFV enfeksiyonu

Ates, miyalji, kas agrisi, bas donmesi, bo-
yunda agri ve sertlik, sirt agrisi, fotofobi
(1518a duyarlilik), kusma, ishal, karin agrisi,
depresyon, uykusuzluk, halsizlik, tasikardi,
ciltte ve i¢ mukozal yiizeylerde kanamadan
kaynaklanan dokiintii

ELISA ile serumda 6zgiin IgM, nétrali-
zan antikor aranmasi; PCR ile viral RNA
aranmast, kiiltiirde viriis izolasyonu

Tedavi de ribavirin kullanilir,
giivenli ve etkili bir ag1 yok

OHFV enfeksiyonu

Ates, bag agris1, mide bulantisi, siddetli kas
agrisi, oksiiriik ve orta siddette hemoraji

Serolojik testlerle antijen, dokuda viral
RNA aranmast

Ozgiin tedavi ya da ag1 yok

CTFV enfeksiyonu

Ates, titreme, bas agrisi, goz arkasinda agri,
fotofobi, kas agrisi, hélsizlik, karin agrisi,
bulanti-kusma, hepatosplenomegali

Direkt ve indirekt Immiinofliioresans
testleri, kompleman fiksasyon testi, erit-
rositlerde viral antijen aranmasi

Ozgiin tedavi ya da ag1 yok
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Nairovirus ve Phlebovirus cinsine ait tiirler art-
hropodlar ile bulasan ve insan ve/veya hayvan
hastaliklarina neden olan viriislerdir'®!V. Diger
bir cins olan Hantavirus artropod vektorii olma-
yan esas itibariyle kemirgenlerin viriisleri olup,
insanlara aerosollerle tagmirlar’?. Bu ailenin
1980°lerden beri diinya ¢apinda giderek 6nem
kazandig1 belirtilen Tospovirus cinsi ise bitkileri
etkileyen ve Thysanoptera liyesi boceklerle tagi-
nan viriislerdir'®. Phlebovirus cinsi igerisinde
Rift Vadisi atesi, kumsinegi atesi, Toscana,
SFTS ve Heartland viriislerini icinde barindiran,
flebotomin kum sinekleri, sivrisinekler ve sert
ve yumusak keneler dahil olmak iizere cok sayi-
da eklembacaklinin vektor oldugu, insan ve
hayvan saghigmi tehdit eden etkenler bulun-
maktadir'¥. Bu etkenlerden biri olan HRTYV,
hastalarda, ¢oklu organ yetmezligi ile hizl 6liime
neden olan genis capli yayilma gosteren bir
enfeksiyona neden olur. Fill Ma ve ark.!®. 2016
yilinda yaptiklari ¢aligmada, birden fazla organ
dokusunda bu viriise ait antijen belirleyerek
HRTV’nin yayilmaci 6zelligini kanitlamistir.
Heartland virlis enfeksiyonunu onlemek veya
tedavi etmek icin gelistirilmis herhangi bir as1
veya ila¢ yoktur. Viriisiin insanlara bulagsmasin-
da keneler veya diger eklembacaklilar rol oyna-
dig1 i¢in korunmak amactyla bocek kovucularin
kullanilmasi, daglik ve agaclik alanlarda uzun
kollu gomlek ve uzun pacali pantolon giyilmesi
uygundur. Ateg, l6kopeni ve trombositopenisi
olan, Ehrlichia ve Anaplasma enfeksiyonu agi-
sindan negatif bulunmug veya doksisiklin teda-
visine yanit vermeyen hastalarin Heartland virus
enfeksiyonu yoniinden dikkate alinmasi ve test
edilmesi onerilmektedir®.

Trombositopeni sendromlu yiiksek ates viriisii

Heniiz Tiirkgemizde ismi herhangi bir bilimsel
calismada dillendirilmemis olan “Trombosito-
peni sendromlu yiiksek ates viriisii; bazi hasta-
larda 40°C’den daha yiiksek bir ategse neden
olmaktadur. Ingilizce “Severe fever with thrombo-

154

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):151-159, 2017

cytopenia syndrome virus” olarak anilan viriis-
ten ilk olarak 2009 yilinda Cin’de siiphe edilmis
ve 2011 yilinda izole edilerek varlig:
dogrulanmigtir'®. Insanlara tagmnmasimda ana
vektorliiglini Haemaphysalis longicornis tiirii
kenelerin yaptig1 bu viriise atifta bulunmak i¢in
literatiirde Onceleri “trombositopeni sendromu
virtisi” adi kullanilmigtir. Hastalarda ortaya
cikardigr klinik bulgulari ve genetik yapisinin
Heartland viriisiine cok benzedigi belirtilmek-
tedir'”. Bunyaviridae ailesine yeni katilan bu
virlis Phlebovirus cinsi igerisinde yer almakta-
dir. Ailenin diger tiyeleri gibi negatif zincirli ti¢
RNA segmenti igerir. Biiylik segmenti L viral
transkripsiyon ve replikasyonda rol oynayan
RNA’ya bagimlit RNA polimeraz (RdRP) enzi-
mini kodlar, orta biiyiikliikteki M segmenti bagi-
siklik ile ilgili olan ve “glikoprotein n” (Gn) ile
“glikoprotein ¢” (Gc)’yi kodlayan bolgedir;
digerlerinden kiiciik olan S segmenti ise virlisiin
niikleoproteinleri (Np) ve yapisal olmayan pro-
teinlerini (NSs) kodlar'®.

Esas itibariyle bahar ve yaz aylarinda
Haemaphysalis cinsine ait kenelerin 1siriklari
sonrasinda ya da SFTS’li hastalarin viicut sivila-
riyla temas sonrasinda ortaya ¢ikan hastalik ani
bir ates, trombositopeni, kanama egilimi ve gast-
rointestinal semptomlarla kendini gosterir. Cin,
Giiney Kore ve Japonya’ya 0zgii oldugu belirti-
len bu viriisiin neden oldugu enfeksiyondan
kaynaklanan o6lim orani yiiksek oldugu gibi
bulasicilig da yiiksektir"®. Gelistirilmis herhan-
gi bir asist veya 0Ozgiin bir tedavisi olmayan
hastaligin ileri evrelerinde ¢oklu organ bozuklu-
lar1 ortaya cikabilmektedir. Bu viriisle enfekte
kisilerde 6liim oraninin %12-30 arasinda degis-
tigi, bu rakamin Japonya’da %55’e kadar yiik-
seldigi belirtilmistir®. Hasta serumundaki viral
RNA seviyesi hastaligin klinik seyir hakkinda
onemli ipuclar1 verir. Oliimciil olgularda viremi-
nin mL bagina 109 viral kopyaya kadar yiiksel-
digi, iyilesme evresinde viremi seviyelerinin
diistiigii ve klinik laboratuvar parametrelerinin
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normallestirildigi goriiliir"™. SFTS ve diger
bulasici hastaliklara, 6zellikle semptomlar spesi-
fik olmadiginda klinik olarak mikrobiyolojik
testler olmadan tan1 koymak zordur. SFTS tanisi
icin konvansiyonel reverz transkripsiyon-PCR
(RT-PCR), kantitatif RT-PCR ve diger genom
amplifikasyona dayali yontemler ya da viral
Ag’lerin saptanmasi i¢in sandvi¢ ELISA yonte-
minin  kullanilabilecegi  belirtilmigtir'®.
Giiniimiizde SFTSV nin laboratuvar tanisi cesit-
Ii hiicre kiiltiirlerinde viriis izolasyonu, niikleik
asit belirlenmesi ve serumda antikor arama yon-
temleriyle yapilmaktadir. Niikleik asit tespiti
diger yontemlere gore kismen daha pahali olsa
da erken tani i¢in uygundur. Viral niikleik asit
genellikle hastaliin basglangicindan 2 hafta
sonra, hastaligin akut déneminde hastalardan
alinan serum Orneklerinde saptanabilir. Viriise
ozgii IgM, IgG antikorlar1 “in-house Mac-EIA”,
indirekt EIA ve cift antijen sandvi¢ EIA testleri
ve ayrica indirekt immiinofluoresans (IFA) ve
serum nétralizasyon testleri ile arastirtlir®?,

Ik kez Cin’in kirsal yorelerinde tanimlanan
daha sonra bu iilkenin 11 ilinde yiliksek mortalite
orantyla kendini gosteren SFTS daha sonra
Japonya ve Kore’de g6zlenmis ve artik diinya-
nin bagka yerlerinde de halk sagligi yoniinden
Onemli bir risk haline gelmigtir®?.

Kene kaynakh ensefalit viriisii

Ingilizcede adi Tick-borne encephalitis viriis
(TBEV) olan “kene kaynakli ensefalit viriisii”
Flaviviridae familyasina ait tek sarmalli bir
RNA viriisiidiir®. Olgun viriyonlar yaklagik 50
nm capindadir ve E (zarf) ve M (membran)
olmak iizere iki zarf glikoproteini iceren lipid
cift katmani ile ¢evrelenmis bir elektron yogun
cekirdekten olusur®®.

Ulkemizde bildirimi zorunlu hastaliklardan biri
olan “kene kaynakli ensefaliti” (TBE)’nin
Avrupa’da en sik gozlenen kene 1sirmasi sonucu

ortaya cikan viral enfeksiyon oldugu ve etkeni-
nin cografik farkliliklarina gére tiimii norotropik
olan Avrupa TBEV (TBEV-Eur), Sibirya TBEV
(TBEV-Sib) ve Uzak Dogu TBEV (TBEV-FE)
olmak tizere 3 alt tipinin bulundugu belirtilmig-
tir®. Konagin merkezi sinir sistemine saldiran
bu viriis insanda oliime neden olabilmektedir.
Zoonotik bir patojen olan TBEV’nin omurgali
konaklar1 kii¢iik memeliler ve kemirgenlerdir.
Ana vektorliiglinii yapan keneler Avrupa’da
Ixodes ricinus; Sibirya ve Uzakdogu’da ise
Ixodes persulcatus’tir®.

Viriisiin patogenezi hakkindaki bilgilerin ¢ogu
diger flaviviriislerle ilgili calismalardan elde
edilmistir. Diger laboratuvar sonuglart nonspesi-
fik oldugundan tani mikrobiyolojik bulgularla
onaylatilmalidir. Kene kaynakli ensefalit viriisii
enfeksiyonunun rutin laboratuvar tanis1 genel-
likle beyin omurilik sivisinda viriise 6zgii IgM
ve IgG antikorlarinin ELISA yontemi ile belir-
lenmesiyle yapilir. Hastaligin spesifik bir antivi-
ral tedavisi yoktur. Kene kaynakli ensefalitin
endemik oldugu alanlarda yasayanlar ya da o
alanlar ziyaret edenler icin uygulanan agilama
ile hastaliktan korunmak olasidir®®.

Powassan virus (POWY)

Norotropik 0zellikte olan POWYV zarfli, pozitif
polariteli ve Flavivirus cinsine ait tek sarmalli
bir RNA viriistidiir. Zarf (E) glikoprotinlerine
kars1 organizmada olugan antikorlarin nétralizan
etkisi vardir.

Esas konaklar1 fareler ve tarla fareleri olan
POWV’nin diger konaklari arasinda dag sican-
lar1, sincaplar, beyaz ayakli fare, beyaz kuyruklu
geyik gibi hayvanlar yer almaktadir. Vektorleri
ise Ixodes scapularis, Ixodes cookie, Ixodes
marxi, Ixodes spinipalpus ve Dermacentor
andersoni gibi sert kenelerdir®?®. Powassan
virus enfeksiyonlar1 bu kenelerin yaygin oldugu
Amerika Birlesik Devletleri,Kanada ve Rusya’da
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goriiliir®. Ik olarak Kanada’da 1958 yilinda
kesfedilen ve insidansi Kuzey Amerika’da art-
maya devam eden POWV’nin insanlarda semp-
tomatik bir hastalifa ender olarak neden oldugu
ancak semptomatik oldugunda neredeyse her
zaman ciddi ensefalit olarak kendini gosterdigi
belirtilmektedir®”. Enfekte kenelerle insana
bulasan POW viriisiiniin % 10’un iizerinde olgu
Olim hiz1 ile ciddi bir néroinvaziv hastaliga
neden olabildigi dile getirilmektedir®?. POWV
enfeksiyonlariin tanist kan ve omurilik sivisi-
nin biyokimyasal degerleri ile enfeksiyona kars1
olusan antikorlarin tespitine yonelik laboratuvar
testlerinin birlesimi ile konulur.

POWYV enfeksiyonlarindan korunmada kene
kovucu maddeler kullanmak, ormanlik ve
ormanlik alanlarda uzun kollu gémlek ve panto-
lon giymek etkili olmaktadir.

Louping ill viriis (LIV, Louping hastahi@
viriisii)

LIV, genetik ve antijenik olarak TBEV ile yakin
iligskisi olan ve ozellikle koyunlarda ve orman
tavuklarinda hastalik ve oliime neden olarak
ekonomik agidan 6nem tasiyan bir flaviviriis-
tiir®». Bu virtslerin konaklarma taginmasinda
Avrupa’da Ixodes ricinus vektorlik yapar.
Koyunlarin hastaligi olarak bilinen Louping
hastalig1 ender olarak insanlarda da goriilmekte-
dir. Ik insan enfeksiyonu 1934 yilinda bildi-
rilmigtir®. Hastalik koyun cobanlig1 yapan,
mezbahalarda koyun kesimi ile ilgilenen kisiler-
de hayvan sagligi ile ilgili meslek gruplarinda ya
da laboratuvar caliganlarinda goriilmiigtiir®®.
LIV enfeksiyonlar1 yalnizca koyun ve insanlarla
sinirl olmayip si1gir, keci, domuz, at, geyik, dag
tavsani ve orman tavugu da dahil olmak iizere
cesitli ¢iftlik ve yabani hayvan tiirlerini de
enfekte ettigi belirtilmektedir®.

Viriisiin vektorleri Ixodes ricinus olup konaklari
koyunlardir. Bu viriisiin enfeksiyonlar1 bu kene-
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lerin goriildiigii Ingiltere, Iskogya ve diger
Avrupa iilkelerinde yaygindir®. Agirlikli olarak
ormanlik alanlarda bulunan ve kiiclik kemirgen-
lerin rezervuarlifin1 yaptigi Batt TBEV’den
farkli olarak, LIV genellikle kii¢iik kemirgenler
tarafindan degil, koyun, orman tavugu ve dag
tavsanlari tarafindan bulagtiriimaktadir®?.

Kirim-Kongo hemorajik atesi viriisii
(Crimean-Congo haemorrhagic fever virus,
CCHFYV)

Kirim-Kongo hemorajik atesi (KKHA), ilk kez
1944°te Kirim’da tanimlandigi icin hastalik bir
siire “Kirim hemorajik atesi’ adiyla anilmig son-
raki yillarda Kongo’da da tanimlanmis oldugun-
dan hastaligin adi KKHA olarak degistiril-
migtir®. KKHA etkeni CCHFV zarfli, negatif
polariteli ve li¢ segmentten olusan tek iplik¢ikli
bir RNA viriisiidiir. Biiyiik segmenti viral poli-
meraz enzimini, orta biiyiikliikteki segmenti zarf
proteinlerini ve kiiclik segmenti ise viral niikle-
okapsidi kodlayan parcalardir.

CCHFV yurdumuzda yaptig1 enfeksiyonlarla
cok sayida olgu bildiriminin yapildig1 viriisler-
den biridir. Viral kanamali ateglerin oldiiriiciilii-
gii yliksek zoonotik karakterli hastaliklar oldu-
gunu belirten Ugurlu ve ark.®” bu hastaliklar
icinde yurdumuz i¢in en 6nemli olaninin KKHA
oldugunu vurgulamiglardir. Virilisiin vektorleri
Hyalomma cinsine ait kenelerdir. Konaklar1 ara-
sinda si1gir, koyun keci, kemirgenler, tavsan ve
kuslar yer almaktadir. KKHA bu kenelerin goriil-
diigii Dogu Avrupa, Afrika, Ortadogu ve Orta
Asya iilkelerinde yaygindir®®. KKHA’ya neden
olan Nairoviruslarin vektorligiinii  yapan
Hyalomma anatolicum, H. marginatum,
H. detritum, H. dromedarii, H. excavatum
H. turanicum yurdumuzda siklikla bulunan tiir-
lerdir.

CCHFV kenelerin 1sirmasi ile ya da enfekte
viremik hayvanlarin kesilmesi sirasinda hayvan
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kani ve dokulari ile temas sonucu bulagabildigi
gibi nozokomiyal olarak da bulagsabilmekte-
dir®”. Hastaligin etkili bir agisi ve 6zel bir anti-
viral tedavisi yoktur“’4). Bu nedenle hastaligin
mortalite oraninin % 10-60’a kadar ulasabildigi
bildirilmektedir®. Diinya Saglik Orgiitii 6zel
bir tedavisi olmayan hastaliin tedavisinde riba-
virin kullanilmasi 6nermektedir?. Bodur ve
ark.“? 2004 yilinda yaymladiklar1 ve KKHA’I1
iki olguyu sunduklar1 ¢aligmalarinda, tilkemizde
o zamanlar yeni tanimlanan bu hastaliga dikkat
cekmigler ve hastalardaki yakinmalarin yiiksek
ates, bas agrisi, cilt ve mukozalarda kanama,
ishal, bulanti-kusma oldugunu rapor etmisler-
dir®. Hastaligin kulugka siiresi enfekte kenenin
1sirmasini takiben daha kisa (genellikle 1-3 giin)
buna karsin enfekte kan, salgi ve diger dokularla
temas durumuna gore bu siire daha uzun (genel-
likle 5-6 giin) olmaktadir®?.

Giivenli ve etkili bir asist bulunmayan
KKHA’dan korunmak i¢in akarasitlerle kenele-
rin kontrolii gerekir. Ayrica endemik bolgelerde
kenelerin yaygin bulundugu alanlardan kaginil-
masi, giysilerin ve viicudun kene yoniinden
kontrol edilerek varsa kenelerin ¢ikarilmasi ali-
nacak onlemlerdendir. Klinik orneklerin islen-
mesinde caligan tiim personelin laboratuvar
giivenlik onlemlerine eksiksiz uymalidir.

Omsk hemorajik atesi viriisii (Omsk hae-
morrhagic fever virus, OHFV)

Omsk hemorajik atesi (OHF) Flaviviridae aile-
sinde yer alan B grubu arboviruslerin neden
oldugu ve ozellikle Rusya’da Bati Sibirya’nin
baz1 bolgelerinde goriilen akut bir arboviral
hastaliktir®. OHFV’nin yerlestigi bolgelerde
hasarlar ve orta siddette kanamalarla 6zellikle-
nen bu hastaliZin belirtileri arasinda ates,
halsizlik, bas agrisi, mide bulantisi, siddetli kas
agris1 ve Okstiriik vardir. OHF nin primer hedefi
sinir sistemi olup, hastalarin 1/3’inde pnémoni,
nefroz, menenjit ya da bu komplikasyonlarin bir

kombinasyonu ortaya ¢ikar. Mevcut tek tedavi
semptomlarm kontroliine yoneliktir. Ozgiin bir
agis1 bulunmamaktadir. TBE’ye karsi kullanilan
agtlar Omsk hemorajik ateg viriisiine karst da
kullanilarak capraz bagisiklama yoluyla koruma
saglanabilmektedir®.  Viriis  ¢ogunlukla
Dermacentor reticulatus keneleri tarafindan
tasinir, ancak insanlar esas olarak enfekte misk
sicanlar1 (Ondatra zibethicus) ile temastan sonra
enfekte olur. Misk sicanlart Omsk hemorajik
ateg viriisiine kars1 ¢cok duyarli hayvanlardir. Bu
tiiriin 1930°larda Sibirya’ya girmesi olasilikla
daha once bu bolgede bulunmayan OHF’nin bu
bolgeye girmesine yol agmigtir®®.

Dermacentor reticulatus’un yiiksek tireme hizi,
hayatta kalma ve degisken habitatlar ig¢inde
yayilma yetenegiyle, misk sicanlari, tarla farele-
ri bagta olmak tizere 60’1n lizerinde farkli vahsi
ve evcil hayvanlar1 konak olarak kullanmasiyla
sira digt ozellikleri olan kusursuz bir biyolojik
vektor oldugu belirtilmektedir“®.

Kolorado kene atesi viriisii

Ingilizce “Colorado tick fever (CTF)” adiyla
bilinen Kolorado kene atesi Reoviridae ailesinde
Coltivirus cinsinin bir tiirli olan CTFV tarafin-
dan olusturulan, hemopoietik hiicreleri, 6zellikle
eritrositleri tutan bir enfeksiyondur. Viriisiin
eritrositleri enfekte etmesi onun kan nakli yoluy-
la bulagsma riskinin yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. Cogu zarfsiz ancak endoplazmik
retikulumdan ge¢cmesi sirasinda bazilar1 zarfla-
nan CTFV ikosahedral niikleokapsit simetrisine
sahip 80 nanometre capinda ¢embersel yapida
bir viriyondur. Cift sarmalli RNA’s1 12 segment-
li olup, viral genomu yaklasik 29 kbp uzunlugun-
dadir®?.

Koltiviriisler, kemirgenlerden, insanlardan ve
sert kenelerden izole edilmistir. CTFV insanlara
odun keneleri olarak bilinen Dermacentor
andersoni 1sir1giyla bulagir. Rakimi 1200-3000
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metre arasindaki yerlerde rastlanilan hastaligin
kulugka siiresi, kene 1sirmasindan sonra yaklagik
3-5 giin kadar siirer®. Hastaligin insandan insa-
na bulasti§in1 gosteren herhangi bir kanit gdste-
rilememigtir. Ancak ender olarak kan nakline
bagl olarak hastaligin bulastig1 olgular bildiril-
migtir. CTFV, Kuzeybati Amerika’da (Kolorado,
Kaliforniya ve “Kayalik Daglar” bolgesinde)
endemiktir ve daha ¢ok ilkbahar aylarinda gorii-
len hastalig1 ates, titreme, bag agrisi ve halsizlik
gibi belirtilerle karakterizedir®”. Hastaligin
0zgiin bir antiviral tedavisi ya da agis1 yoktur.

Sonu¢ olarak, CTFV enfeksiyonu tanisinda
kanda 16kopeni, trombositopeni saptanmasi ve
periferik yaymada tipik olmayan eritrositlerin
gosterilmesi 6nemli kriterlerdir. Kan ve BOS tan
virlis izolasyonu zaman aliciligi ve enfeksiyo-
nun ilk haftasinda kanda reverz transkriptaz-
PCR ile viral niikleik asit aranmas1 pahali olusu
ile pratik degildir. Enfeksiyondan 10-14 sonra
indirekt immiinofliioresans antikor (IFA), notra-
lizasyon, kompleman fiksasyon ve ELISA ve
testleri ile antikor aranmasi uygundur®®,
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Amag: Yiiksek mortalite ve morbidite nedeni olan hastane
kaynakli kan akimi enfeksiyonlarinda Candida tiirleri en sik
dort etkenden biridir. Candida parapsilosis, Candida
albicans’tan daha az viriilan olarak kabul edilmesine ragmen,
son yirmi yilda insidansinda en fazla artig goriilen Candida
tiirii olmugtur. Calismanuizda kan ve diger klinik orneklerden
izole edilen C. parapsilosis suglarmn salgisal asit proteinaz
(Sap), fosfolipaz enzim aktivitelerinin ve slime iiretiminin
karsilastirilmast amaglannmugtir.

Gere¢ ve Yontem: On sekiz aylik siirecte kan kiiltiirleri ve
diger klinik oOrneklerden izole edilen 28 C. parapsilosis
susunun asit proteinaz aktivitesi siit tozu agaroz yontemiyle,
fosfolipaz aktivitesi yumurta sarili agar yontemiyle, slime
iiretimi ise glukozlu swi sabouraud besiyeri ve glukozlu triptik
soy broth kullanilarak tiip adezyon yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Calisma izolatlarimin tiimiinde Sap aktivitesi
belirlenemedi. Ancak kan ve kan dust klinik izolatlarin Sap
aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi .
Izolatlarin hicbirinde fosfolipaz aktivitesi belirlenemedi.
Izolatlarin 23’iinde her iki besiyeriyle de slime iiretimi goriildii.
Yalnizca bir izolat her iki besiyeri ile de slime negatifti. Dort
izolatta ise iki farkli besiyeri ile slime iiretimi acisindan farkl
sonuglar elde edildi. Kan izolatlart ile diger klinik izolatlarin
slime iiretimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
goriilmedi.

Sonug: C. parapsilosis izolatlarinda Sap aktivitesi ve slime
iiretimi viriilans faktorii olarak one ¢ikmaktadir. Fosfolipaz
aktivitesinin belirlenmesinde baska yontemlerin kullanil-
maswn yararl olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anabhtar kelimeler: Fosfolipaz, Candida parapsilosis, salgisal
asit proteinaz, Slime

ABSTRACT

Comparison of Secretory Acid Proteinase, Phospholipase
Activity, and Slime Production in Candida parapsilosis
Complex Strains Isolated from Blood Cultures and Other
Clinical Samples

Objective: Candida species comprise one of the four most
common agents in hospital-acquired bloodstream infections with
high mortality and morbidity. Although C. parapsilosis is
accepted as less virulent than C. albicans, it has been the
Candida species with the highest increase in incidence within the
last two decades. In our study, a comparison is made between the
secretory acid proteinase (Sap), phospholipase enzyme activity
and the slime production of C. parapsilosis strains isolated from
blood with those isolated from other clinical samples.

Material and Methods: Sap activity was determined by the
milk powder agarose method, phospholipase activity by the
egg-yolk agar method and slime production by the tube
adhesion method using a liquid Sabouraud medium with
glucose and tryptic soy broth with glucose of 28 C. parapsilosis
strains isolated from blood cultures and other clinical samples
during a period of eighteen months.

Results: Sap activity was detected in all the study isolates;
however, there was no statistically significant difference in Sap
activity between the blood and non-blood clinical isolates.
Phospholipase activity was not detected in any of the isolates.
In 23 of the isolates, slime production was observed in both
media, while only one isolate was slime negative in both
culture media. In the remaining four isolates slime production
results were different for the two different media. There was no
statistically significant difference in slime production between
the blood and other clinical isolates.

Conclusion: Sap activity and slime production are important
virulence factors in the C. parapsilosis isolates. It is considered
that methods other than egg-yolk agar may be useful in
determining phospholipase activity in C. parapsilosis isolates.

Keywords: Phospholipase, Candida parapsilosis, secretory
acid proteinase, Slime
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GIRIS

Yiiksek mortalite ve morbidite nedeni olan has-
tane kaynakli kan akimi enfeksiyonlarinda
Candida tiirleri en sik goriilen dort etkenden biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadirV. Candida parap-
silosis, Candida albicans’tan daha az viriilan
olarak kabul edilmesine ragmen, 1990’lardan
gilinlimiize kadar insidansinda en fazla artig
goriilen Candida tiirii olmustur. Cok sayida
calismada kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen
ikinci Candida tiirii oldugu rapor edilmistir.
Hatta giinlimiizde baz1 Avrupa, Asya ve Kuzey-
Giiney Amerika hastanelerinde C. albicans’in
oniine gectigi bildirilmistir®. Ulkemizde de kan
kiiltiirlerinden ikinci siklikta® izole edilen
Candida tiirii oldugu bildirilmekle birlikte, ilk
sirada® yer aldig1 da rapor edilmistir.

Salgisal hidrolitik enzimler C. albicans’in adhe-
ransini, doku penatrasyonunu ve dolayisiyla
konak invazyonunu kolaylagtiran 6nemli virii-
lans faktorleridir. Salgisal asit proteinaz (Sap) ve
fosfolipaz, karakterize edilmis bu enzimler ara-
sinda en onemlileridir®”. Ancak non-albicans
Candida tiirlerinde bu patojenite belirleyicileri-
nin varlig1 biiyiik oranda belirsizdir.

Aragtirmacilar C. parapsilosis fungemilerinin
artigini, bu organizmanin 6zellikle kateterlere ve
benzeri plastik yiizeylere tutunma egiliminin
yiiksek olmasiyla agiklamaktadirlar®. Yiizey-
lere tutunma kapasitesi slime olusumuyla bag-
lantilidir ve slime olusumu Candida’larda boyle
enfeksiyonlara yol acan temel faktordiir. Izole
edilen suglarda slime olusumunun gosterilmesi,
bir slime odaginin olasi varliginin ve antimiko-
tik tedavi sirasindaki olast farkliliklarin belirle-
yicisidir®!,

Candida’larm virulans faktorlerinin belirlenme-
si enfeksiyon etiyolojisindeki rolleri agisindan
onemlidir. Bu nedenle calismamizda kan ve
kan dist klinik 6rneklerden izole edilen

C. parapsilosis kompleks suglarinin salgisal asit
proteinaz ve fosfolipaz enzim aktivitesi ve slime
tiretimi Ozelliklerinin degerlendirilmesi, kan ve
diger klinik izolatlarin bu viriilans faktorleri
acisindan karsilastirilmas1 amaglanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Suslar ve Kkiiltiir besiyerleri. Calismaya
Karadeniz Teknik Universitesi Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri
Laboratuvari’nda on sekiz aylik siirecte kan ve
kan dis1 klinik 6rneklerden izole edilen 28
C. parapsilosis kompleks susu dahil edildi.
Yirmi sekiz susun 15’1 kan kiiltiirlerinden, 13’
diger klinik orneklerden izole edildi. Kan dis1
izolatlar 6 idrar, 2 yara, 1 idrar sondasi, 1 yanik,
1 ag1z ici lezyon, 1 kulak siiriintiisii ve 1 tirnak
izolatindan olugsmaktaydi. Calisma izolatlarinda
germ tiip testi ile C. albicans ve C. dubliniensis
diger Candida’lardan ayrildi. Bu tiirler digindaki
Candida tiirleri API 20C AUX (BioMériux,
Fransa) ticari kiti kullanilarak tiir diizeyinde
tanimlandi. Suglar Misir unu-tween 80 agardaki
(Corn Meal Agar, Himedia, Hindistan) mikros-
kobik goriiniimleri ve kromojenik agardaki
(CHROMagar, BD, ABD) koloni renkleriyle de
tanimlandi. C. parapsilosis kompleks olarak
tanimlanan suglar gliserollii YEPD siv1 besiyeri
(maya oziitii %1, pepton %2, dektroz %2, glise-
rol %20 w/v) icerisinde -80°C’de saklandi.

Proteinaz aktivitesi. Proteinaz aktivitesi
Banerjee ve ark.’nin'? 6nerdigi sekilde siit tozu
agaroz yontemiyle belirlendi. Sigir serum albu-
mini (BSA) iceren sivi besiyeri %0.17 yeast
nitrogen base (YNB) w/o aa ve as, %2 glukoz,
%0.2 BSA olacak sekilde distile suda hazirlanip,
pH 4.0’a ayarlandiktan sonra 0.45 ym’lik filtre
ile steril edilerek steril tiiplere 2’ser ml dagitildi.
Test edilecek suslardan 107 hiicre, BSA sivi
besiyeri icerisine ekim yapildi ve 30 °C’de cal-
kalayict su banyosunda 200 rpm’de 3 giin siire
ile inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
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elde edilen kiiltiir siipernatantlar1 -20 °C’de sak-
landi. Siit tozu ilaveli agaroz, %1 yagsiz siit tozu
(Pnar, Tiirkiye), %1 agaroz ve 0.114 M sodyum
asetat (pH 5.2) tamponu ile hazirlandi ve 1 mm
kalinliginda cam plaka iizerine dokiiliip katilag-
mas1 beklendi. Kiiltiir siipernatantlar1 agaroz
tizerine damlatildi ve oda 1s1sinda 24 saat inkiibe
edildi. Siit tozu icerisindeki kazeinin parcalan-
mast ile olusan beyaz zonlarin ¢aplari 6l¢iilerek,
suslarin Sap aktiviteleri degerlendirildi. Hic pre-
sipitasyon zonu goriilmeyenler suglar Sap akti-
vitesi negatif, presipitasyon zonu <0.5 cm ise
(+), 0.6-09 cm ise (++), 1-1.4 cm ise (+++),
>1.5 cm ise (++++) olarak degerlendirildi.
Pozitif kontrol olarak C. albicans CBS 2730
(Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Utrecht, Hollanda) susu kullanildi.

Fosfolipaz aktivitesi. Suglarin fosfolipaz aktivi-
tesi yumurta sarih agar kullanilarak belirlendi'®.
Yumurta sarili agar besiyeri 1.25 g pepton, 2.75
g glukoz monohidrat, 2.5 g agar, 7.3 g sodyum
klorit, 0.07 g kalsiyum kloriir hekzahidrat 115
ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve otok-
lavlanarak steril edildi. Yumurta sarisin1 hazirla-
mak icin yumurtalar steril kosullarda kirilarak
saris1 ayrildi, lizerine esit hacimde serum fizyo-
lojik eklendi ve manyetik karistiricida karigtiril-
diktan sonra 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilerek siipernatanti ayrildi. On ml siipernatant
ile 125 ml sitrik asit disodyum fosfat tamponu
(pH: 4.4) ilk hazirlanan besiyerine eklendi ve bu
besiyeri petrilere 4 mm kalinliginda dokiildii.
McFarland standart bulanikligr 0.5 olan maya
stispansiyonunlarindan 5 u1, yuamurta sarilt besi-
yeri iizerine degdirilmek suretiyle ekim yapildi
ve 37°C’de 8 giin inkiibe edildi. Fosfolipaz akti-
vitesinin Olclilmesinde ve hesaplanmasinda,
koloninin etrafinda olusan halka geklindeki pre-
sipitasyon zonu (Pz) dikkate alindi. Fosfalipaz
aktivitesi, koloni ¢capinin koloni ile birlikte pre-
sipitasyon zonunun toplam c¢apina orani olarak
hesaplandi. Bu sistemde Pz degeri kiiciildiikce
fosfalipaz aktivitesi artmakta, Pz=1.00 degeri,
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test edilen susun fosfalipaz aktivitesinin negatif
oldugunu gostermektedir. Suslar Pz degeri 0.9-
1.00 ise (4), 0.89-0.8 ise (++), 0.79-0.7 ise
(+++), <0.69 ise (++++) olarak degerlendirildi.
C. albicans ATCC 10231 (American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, ABD)
pozitif kontrol olarak kullanildi.

Slime iiretimi. Koagiilaz negatif stafilokoklarda
slime iiretiminin belirlenmesi i¢in tanimlanan
yontem esas alindi"*'¥. Glikozlu s1vi Sabouraud
besiyeri (GSSB) i¢in 10 g pepton ve 80 g glukoz
1000 ml distile su i¢inde ¢oziilerek tiiplere 5’er
ml dagitildi. Glikozlu triptik soy broth besiyeri
(GTSB) icin 17 g kazein pepton, 3 g soya pepto-
nu, 5 g sodyum klorit, 2.5 g dipotasyum hidrojen
fosfat ve 80 g glukoz 1000 ml distile su icinde
coziiliip tiiplere 5’er ml dagitildi. SDA’daki
maya kolonilerinden birer 6ze dolusu alinarak
Falkon tiiplerdeki Sabouraud sivi besiyeri ve
triptik soy broth icerisine inokiile edildi. Tiipler
35°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra sivi
besiyeri tiiplerden uzaklastirildi ve tiiplerin
kenarlart %0.25’lik safranin ile boyandi. Ayrica
GSSB ve GTSB igeren tiipler hazirlandi; maya
inokiilasyonu yapilmayan bu tiipler negatif
kontrol olarak kullanildi. Tiip duvarinda her-
hangi bir slime tabakasi olmamas! veya tiipte
yalnizca hava-sivi seviyesinin oldugu yerde
halka seklinde boya tutulumu olmasi negatif
olarak degerlendirildi. Tiiplin c¢eperlerindeki
slime olusumu var ya da yok seklinde ciplak
g0z ile belirlendi.

Biitiin deneyler iki kez gerceklestirildi ve iki
gozlemci tarafindan ayr1 ayri degerlendirildi.

istatistiksel analiz: Kan kiiltiirlerinden ve
diger klinik orneklerden izole dilen suglarin
proteinaz, fosfolipaz aktiviteleri ve slime iire-
timleri arasindaki fark ki-kare (y?) testi ile
degerlendirildi, p<0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Proteinaz. Kan izolatlarinin 12’si (++), 3’1 (+);
idrar izolatlarinin 5’1 (++), 1’1 (+); 2 yara izolat1
(++); idrar sondasi izolati (++), yanik izolati
(++4), ag1z ici lezyon izolati (++), kulak izolati
(++) ve tirnak izolati (+) proteinaz aktivitesi
belirlendi. Resim 1°de calisma izolatlarimizin
siit tozu agaroz lizerindeki Sap aktivitesi zonlar1
goriilmektedir. Caligmamizda, Sap aktivitesi
acisindan kan izolatlar ile diger klinik izolatlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Sap aktivitesi i¢in p=1.00, %> test,
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.).

Resim 1. Siit tozu agaroz iizerinde Sap aktivitesi zonlar1.
D3: +, B3: ++ goriiniimii temsil eder. C3: C. albicans CBS 2730
(+++), C4: negatif kontrol (BSA sivt besiyeri)

Sap aktivitesi (+) bulunanlar klinik izolatlar, kan
(n:3), idrar (n:1) ve tirnak (n:1) izolatlariydi.

Fosfolipaz. Calisma izolatlarimizin (n:28) hig-
birinde fosfolipaz aktivitesini gOsteren presipi-
tasyon zonu (opak zon) goriilmedi. Resim 2°de
yumurta sarilt agarda, pozitif kontrol susunun
kolonisi etrafinda olusturdugu presipitasyon
zonu (Pz:0.79) ve fosfolipaz negatif caligma
suglarinin kolonileri goriilmektedir.

Slime iiretimi. GSSB ve GTSB ile yapilan tiip
tutunma deneylerinde kan ve diger klinik izolat-
larin slime tiretimi sonuglart Tablo 1°de goriil-
mektedir. Toplam 23 susta her iki besiyeriyle de
slime olusumu goriildii. Yalnizca bir kan izolati
iki besiyeri ile de slime negatif bulundu. Diger
dort susta ise iki besiyeriyle farkli sonuglar elde
edildi. Uc sus GSSB ile slime iiretimi pozitif,
GTSB ile negatif bulunurken; 1 sus GTSB ile
slime iiretimi pozitif, GSSB ile negatif bulundu.
Slime pozitif ve negatif suglarin tiip goriiniimle-
ri Resim 3’te goriilmektedir. Calismamizda, kan
izolatlart ile diger klinik izolatlarin slime {ire-
timleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmedi. (GSSB ile yapilan tiip tutunma
deneyinde p=0.484, GTSB ile yapilan tiip tutun-
ma deneyinde p=1.00, %* test, p<0.05 istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi).

Resim 2. Yumurta sarili agarda pozitif kontrol susunun (A) koloni etrafinda olusturdugu presipitasyon zonu (Pz: 0.79) ve fosfolipaz
negatif calisma suslarmin koloni goriiniimleri.
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Tablo 1. Candida parapsilosis suslarmmm GSSB ve GTSB ile slime iiretimi sonuclari.

Kan Kan dis1 6rnekler Toplam
Pozitif  Negatif Pozitif  Negatif Pozitif  Negatif
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Besiyeri GSSB 13 (86.7) 2(13.3) 13 (100)  0(0) 26(928) 2(72)
GTBS 12 (80)  3(20) 10 (76.9) 3 (23.1) 22 (78.5) 6(21.5)

GSSB: Glukozlu sivi sabouraud besiyeri, GTSB: Glukozlu triptik soy broth besiyeri

Resim 3. Slime iiretimi pozitif (sol) ve negatif (sag) suslarin tiip
goriiniimleri.

TARTISMA

Candida enfeksiyonlariin patogenezinde virii-
lans faktorlerinin 6nemi biiyiiktiir. Hiicre digi
Sap ve fosfolipaz hidrolitik enzimlerinin bu
viriilans faktorlerinden oldugu gosterilmistir®.
Candida’larda asit proteinaz varhigi ilk defa
1965 yilinda Staib tarafindan saptanmig ve 3 yil
sonra Remold ve Fasold proteinaz enzimini saf-
lagtirarak ~ ozelliklerini  belirlemiglerdir®'>.
Fosfolipaz aktivitesi ilk kez 1968 yilinda Costa
ve ark.?” tarafindan gosterilmis ve fosfolipaz B
1995 yilinda saflastirilmistir. Bu hidrolitik
enzimler konak dokuya invazyon yoluyla pato-
jenitede etkili olurlar®. Slime faktor iiretimi
ozellikle koagiilaz negatif stafilokok enfeksi-
yonlarinda ayrintili bigimde incelenmis ve mik-
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roorganizmanin viriilansint artirdig1 saptanmig-
tir'®, Slime tiretimi Candida’lar igin de patoje-
nite faktorii olarak kabul edilmektedir. Slime
faktor varliginda Candida’larin konak hiicresi-
ne, protez ve kateter ylizeylerine tutunup daha
kolay kolonizasyon ve enfeksiyonlara yol actig1
bildirilmektedir. Arastirmacilar C. parapsilosis
fungemilerinin artigini, bu organizmanin slime
olusturma yetenegi ile agiklamaktadirlar®.

Dagdeviren ve ark."”, toplam 33 C. parapsilosis
susu ile BSA agar yontemini kullanarak yaptik-
lar1 calismalarinda, C. parapsilosis suslarinin
14’{iniin (%42 .42) asit proteinaz iirettigini ve bu
izolatlarin 11’inin (%79) giigli (++), 3’iiniin
(%21) orta diizey (+) Sap aktivitesi gosterdigini
belirlemislerdir. On dokuz kan izolatinin 5°i
(%26.31) ve diger klinik izolatlarin 9’u (%64 .29)
proteolitik aktivite gostermistir. Bu iki grup ara-
sinda fark istatistiksel olarak anlamlidir. Kan
dist klinik izolatlarin tiimii asit proteinaz aktivi-
tesine sahip iken, bu gruptaki 5 idrar izolati en
yiliksek diizey (++) Sap aktivitesi gostermistir.
Franca ve ark.’nin"® caligsmasinda, 34
C. parapsilosis izolatinin 31°1 (%91.2) proteaz
aktivitesi gostermistir. Bu izolatlarin %38.2’si
giiclii proteinaz aktivitesine (+++) sahiptir. Kan
kiiltiiriinden izole edilen 7 C. parapsilosis susu-
nun tamaminin diger klinik 6rneklerden (trakeal
sekresyon, cilt ve tirnak) izole edilen suglardan
diisiik olmakla birlikte, proteinaz aktivitesi gos-
terdigi belirlenmistir. C. parapsilosis’in hem
vulvovajinal hem de deri izolatlarinin kan izolat-
larina gore daha yiiksek in vitro sap aktivitesi
sergilemesi bakimidan Sap liretimi ve izolas-
yon yeri arasinda iligki belirlenmistir. Bu nedenle,
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Saps, lokalize invaziv hastalara (6zellikle vaji-
nal enfeksiyonlarda) kiyasla kan dolagimi enfek-
siyonlarinin patogenezi icin daha az Onemli
goriinmektedir®. Ilging bir veri olarak, Brezilya,
Sao Paulo’da kandidiirili hastalardan izole edi-
len C. parapsilosis suslarinin (n=4) hepsi prote-
olitik aktivite sergilemistir’”. Mohan ve
Ballal’m® caligmalarinda da, kan kiiltiirlerin-
den izole edilen 5 C. parapsilosis izolatinin
timiinde proteinaz aktivitesi belirlenmistir.
Giircan ve ark.®? kan kiiltiirlerinden izole edilen
farkli Candida tiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada,
33 C. parapsilosis susunun hicbirinin fosfolipaz
aktivitesi gostermedigini belirlerken, BSA ice-
ren kati besiyeri kullandiklar1 deneylerinde sug-
larin %85’ inde proteolitik aktivite belirlemisler-
dir. Calismamizda, hem kan hem de kan disi
klinik izolatlarin tiimiinde Sap aktivitesi sapta-
nirken higbir izolatta fosfolipaz aktivitesi belir-
lenememistir. Hem asit proteinaz hem de fosfo-
lipaz aktivitesi acisindan kan izolatlari ile diger
izolatlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamustir (Sap aktivitesi i¢in p=1.00,
%2 test). Calismamizda yalnizca bir hastanin hem
kan hem idrar sondasi izolati bulunmaktadir,
diger tiim izolatlar farkli hastalardan izole edil-
migtir. Bu hastanin ayni tarihte laboratuvara
gonderilen kan izolatinda (+), idrar sondas1 izo-
latinda (++) Sap aktivitesi belirlenirken, slime
tiretimi iki farkli besiyerinin ikisinde de pozitif
bulunmusgtur. Literatiirdeki tutarsiz sonuglar,
calismalarda inokiilum miktari, inkiibasyon siire-
si, substrat ve 6zellikle zon ¢apina atfedilen pozi-
tiflik derecesinin farklilik gostermesinden kay-
naklaniyor olabilir. Ayrica literatiirdeki
C. parapsilosis kompleks Sap aktivitesi ¢caligsma-
lar1 genellikle az sayida susla yapilmistir ve kan
dis1 klinik ornek tipleri degiskenlik gostermekte-
dir. Sus sayisinin artirlldigi ¢aligmalar, bu tiiriin
Sap aktivitesini daha iyi aciklayacaktir.

Calismamizda suglarin fosfolipaz aktivitesini
Olcmek icin yumurta sarili besiyeri kullanilmis-
tir. Yumurta sarili agara fosfolipit kaynagi olarak

yumurta sarist eklenmistir. Yamurta sarili besi-
yeri esasen fosfalipaz B aktivitesini ortaya ¢ikar-
maktadir. Ibrahim ve ark.?? yaptiklar1 bir ¢alig-
mada, hangi tip fosfolipazin tiim aktiviteye katki
sagladigini degerlendirmisler ve izolatlarin fos-
folipaz B aktivitesi ile toplam hiicre dis1 fosfali-
paz aktivitelerinin iyi korelasyon gosterdigini
saptamiglardir.

Klinik drneklerden izole edilen Candida tiirleri-
nin fosfolipaz aktivitesi yoniinden biiyiik degi-
siklikler gosterdigi saptanmigtir. Uzun bir donem
Candida tiirleri arasinda, fosfolipaz iiretiminin
C. albicans’a 6zgii oldugu gibi bir izlenim edi-
nilmistir. Samaranayake ve ark."'?, 41 Candida
izolatinin fosfolipaz iiretimini yumurta sarili
agar yontemi ile taramis ve test edilen C. albicans
suslariin %79 unun hiicre dis1 fosfalipaz tiretti-
gini, C. parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis
suslarinin ise bu aktiviteyi gostermedigini sapta-
muglardir. Shimizu® ve Kantarcioglu®®, yumur-
ta saril1 besiyeri kullanarak yaptiklar1 ¢caligmala-
rinda, C. parapsilosis suglarinda fosfolipaz akti-
vitesi saptamadiklarint belirtmislerdir. Calig-
mamizda da, C. parapsilosis kompleks suglarin-
da fosfolipaz aktivitesi saptanmamistir. Buna
karsin, Barrett-Bee ve ark.® ise, RIA yonte-
miyle C. parapilosis suslarinin diisiik oranda
fosfalipaz aktivitesi gosterdigini saptamiglardir.
Ghannoum ve ark.”, 51 izolatin test edildigi
caligmalarinda, hem yumurta sarili besiyeri hem
de kolorimetrik yontemler kullanilarak albicans
dist Candida tiirlerinin de hiicre dis1 fosfalipaz
tirettigini gostermislerdir. Bu ¢aligmada,
C. glabrata suglarimin %41’inin, C. parapsilosis
suglarinin %51’inin, C. tropicalis suglarinin
%70’inin, C. lusitaniae suglarinin %80’inin ve
C. krusei suglarinin %100’iiniin saptanabilir
diizeyde fosfalipaz iirettikleri gosterilmistir.
Bununla birlikte aragtiricilar, albicans dis1
Candida tiirlerinde saptanan fosfolipaz aktivite-
sinin C. albicans’a gore daha diisiik diizeyde
oldugunu vurgulamislardir. C. parapsilosis pato-
genezinde fosfolipazlarin rolii daha az agiklana-
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bilmistir. Bazi arastirmacilar, C. parapsilosis
suslarinin %51’inde fosfolipaz aktivitesi bildi-
rirken ve bazilar1 fosfolipaz aktivitesi
belirlememiglerdir®. Ayrica, bazi aragtirmacilar
sistemik ve yiizeysel izolatlar1 karsilastirirken
yalmzca kan dolagimi izolatlarinda fosfolipaz
aktivitesini tanimlarken”, digerleri yiizey-
sel C. parapsilosis izolatlarinda sistemik izolat-
lardan cok daha yiiksek aktiviteler aciklamakta-
dir®. Brezilya’nin Sao Paulo kentinde kandi-
diiri’ye neden olan dort C. parapsilosis susundan
yalnizca bir tanesi fosfolipaz aktivitesi
sergilemistir™. Dolayisiyla bu aktivite bulgular1
celigkilidir. Verilerdeki bu tiir tutarsizliklar, test
edilen suglar arasindaki biyolojik farkliliklarin
yant sira diisiik sug sayilarinin sonucu olabilir.

Ilk defa 1982°de Christensen tarafindan
Staphylococcus epidermidis i¢in tanimlanan
slime faktor; protein, hekzoaminler, notral seker-
ler, fosforlu bilesikler gibi bircok maddenin
olusturdugu karigik bir yapidir'¥. Candida’larda
yapilan slime aktivitesi ¢caligmalar1 daha ¢ok
C. parapsilosis iizerine yogunlagmistir. Farkli
C. parapsilosis izolatlarinin ¢esitli dokularda
hastaliga neden olma kapasiteleri, slime olugtur-
ma yeteneklerinden etkilenebilir. Brancini ve
ark.®, kan ve kataterden izole edilen 30
C. parapsilosis izolatinin 24’iinde (%80) slime
iiretimi belirlemislerdir. Izolatlarin ¢ogu (%67)
orta (2+, 3+ pozitif) ya da giiclii (4+) slime iire-
timi gosterirken, dort izolat (%13) zayif (1+)
pozitif bulunmustur. Alt1 izolatta ise (%20)
slime {iretimi belirlenmemistir. Bu calismada,
slime testinin yinelenebilirligi >%95 olarak bil-
dirilmistir. Ozkan ve ark.?”, kan kiiltiirlerinden
izole edilen 19 C. parapsilosis susunun tiip
tutunma yontemi ile %89.4’linlin slime pozitif
oldugunu bildirmiglerdir. Kandan izole edilen
Candida suglarinda slime aktivitesinin aragtiril-
dig1 bagka bir calismada tiip tutunma yontemi
kullanilarak 4 C. parapsilosis susunun 2’si slime
pozitif bulunmustur®®. Yiicesoy ve Karaman®,
tiip tutunma deneyi ile slime pozitifligini 12
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C. parapsilosis izolatinda %17 olarak belirle-
miglerdir. Pfaller ve ark.®® 60 C. parapsilosis
izolatinin 39’unda (%65) slime iiretimi belirle-
mislerdir. Izolatlarin 22°si (%37) orta veya giiglii
slime pozitif, 17°si (%28) zayif slime pozititken;
21 izolat (%35) slime iiretimi negatif belirlen-
migtir. Testin yinelenebilirligini %I00 olarak
bildirillmistir. Bu ¢alismada, kan ve katater izo-
latlarinin slime iiretme yetenegi diger izolatla-
rinkinden yiiksek bulunmustur. Ayn1 yontemle
yapilan bagka bir ¢alismada, kan kiiltiirlerinden
izole edilen 35 C. parapsilosis sugunun %86’s1
slime pozitif bulunurken, diger 6rneklerden izole
edilen 17 C. parapsilosis sugunun %47’si slime
pozitif bulunmus, kan izolatlari ile diger izolat-
larin slime iiretimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark belirlenmistir®". Ikinci bir calisma-
da kan dolagimi izolatlarinin %59 unun ve deri
izolatlarinin =~ %39’unun  slime  irettigi
belirlenmistir®. Buna karsin, bagka bir aragtir-
ma, kan izolatlarinin yalnizca %21.8’inin slime
olusturabilecek 6zellikte oldugunu bulmustur®®,
Sonuglardaki farklilik, slime tiretimini degerlen-
dirmek i¢in kullanilan kosullara ve ¢aligmadan
once susun depolanma uzunluguna ve yontemi-
ne bagh olabilir. Slime tretimi C. parapsilosis
suslarinda yiliksek oranlarda saptanmugtir.
Calismamizda, GSSB kullandigimiz tiip tutun-
ma deneyinde tiim izolatlarin %92.8’inde, GTSB
kullandigimiz tiip tutunma deneyinde ise tiim
izolatlarin %78.5’inde slime olusumu goriilmiis-
tiir. Calismamizda, GSSB ile yapilan tiip tutun-
ma deneyinde, kan izolatlarinin %86.7°si pozitif,
diger izolatlarin ise %100’i pozitif belirlenmistir.
GTSB ile yapilan tiip tutunma deneyinde, kan
izolatlarmin %80°i pozitif, diger izolatlarm ise
%76.9’u slime pozitif bulunmugtur. Caligma-
mizda, kan izolatlar ile diger izolatlarmn slime
olusturma oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (GSSB ile yapilan
tiip tutunma deneyinde p=0.484, GTSB ile yapi-
lan tiip tutunma deneyinde p=1.00, ** test, p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.). Ancak
dort susta iki besiyeri ile farkli sonuglar elde edil-
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mistir. U¢ sus GSSB ile slime iiretimi pozitif,
GTSB ile negatif bulunurken, 1 sug GTSB ile
slime iiretimi pozitif, GSSB ile negatif bulunmus-
tur. Slime tiretiminin tesbitinde GSSB’nin daha
iyi bir tercih oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, Candida parapsilosis kompleks
izolatlarinda Sap aktivitesi ve slime {retimi
viriilans faktorii olarak ©ne c¢ikmaktadir.
Calismamizda kan ve kan disi klinik izolatlar,
Sap aktivitesi ve slime liretimi bakimindan fark-
lilik gostermemistir. Fosfolipaz aktivitesinin tes-
biti i¢in yumurta sarili agarin hazirlanmasinda
degisiklikler yapilmasiin yarar saglayacagi
diisiiniilmektedir.
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Amag: Trichosporon tiirleri dogada genis dagilim gosterir;
insanlarda ise deri ve mukozada kolonize olabilen maya-
lardir. Trichosporon tiirlerinin neden oldugu invaziv enfek-
siyonlar yaygin olmamakla birlikte, bagisiklik sistemi bas-
kilanmus hastalarda siklikla fatal seyirlidir. Trichosporon
tiirlerinin dogru identifikasyonu zor olmasina kargin uygun
tedavi yaklasimlari agisindan onemlidir. Fenotipik ve
genotipik yontemlere alternatif olarak Matriks aracili lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) hizli ve dogru bir identifikasyon yonte-
mi olarak giindeme gelmektedir. Bu aragtirmada, cesitli
klinik orneklerden izole edilen Trichosporon cinsi mayala-
rin MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
ile tiir diizeyinde tanmimlanmasi ve bu sonuglarin rutin mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda mayalarin identifikasyonun-
da sikca kullamilan API ID 32C (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) sistemleri ile karsilagtirilmas: amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Yogun bakim hastalarindan izole edilen
ve konvansiyonel yontemlerle cins diizeyinde tanimlanan
toplam 45 Trichosporon susu, MALDI-TOF MS, API 1D
32C kiti ve VITEK 2 otomatize sistemi ile tammlanmis ve
sonuglar karsilastirilmistir.

Bulgular: Her ii¢ sistem ile yapilan tanimlama tiim izolatlar
icin %100 uyumlu bulunmustur. Izolatlarin 44 (%97.8)’ii
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak tanimlanmugtir.

Sonug: Buna gore MALDI-TOF MS yontemi invazif enfek-
siyonlarda en sik rastlanan Trichosporon tiirii olan
T. asahii’nin tammlanmasinda API ID 32C ve VITEK 2 ile
aynt dogrulukta ancak daha hizli ve kolay wygulanabilen
bir yontemdir, ayrica diisiik maliyetli olmasi bir alternatif
olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: Trichosporon, identifikasyon, MALDI
TOF MS

ABSTRACT

Comparision of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
time of Flight (MALDI-TOF MS) with API ID 32C and
VITEK 2 For the Identification of Trichosporon Species

Objective: Trichosporon species have a widespread
distribution in the nature and human skin and mucosa can
be colonized with Trichosporon species. Invasive infections
caused by Trichosporon species are uncommon but
frequently fatal in immunosuppressive patients. Correct
identification of Trichosporon species is challenging but
important for appropriate treatment approches. As an
alternative to phenotypic and genome-based identification
techniques, Matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) is
emerging as a rapid and accurate identification method. In
this study we aimed to evaluate MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) for the identification of
Trichosporon species and compare it with frequently used
API ID 32C (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and
VITEK 2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France).

Material and Methods: A total of 45 Trichosporon strains
that were isolated from intensive care unit patients and
identified by conventional methods at the genus leve, were
identified by MALDI TOF MS, API ID 32C and VITEK 2
and the results were compared.

Results: All systems yielded fully (100 %) concordant results
for all of the isolates. Forty-four (97.8%) of the 45 isolates
were identified as T. asahii and one (2.2%) as T. mucoides.

Conclusion: The MALDI TOF MS method was found to be
an easily applicable alternative tool for identifying T.
asahii strain of Trichosporon spp. with the comparable
diagnostic accuracy as API ID 32 C, and VITEK 2 but with
low costs, and faster yield.
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GIRIS

Invazif mantar enfeksiyonlari, hematolojik
maligniteli ve derin notropenik hastalar bagta
olmak iizere, bagisiklik sistemi baskilanmaisg kisi-
lerde morbidite ve mortalitenin onemli nedenleri
arasindadir. Bu hastalarda goriilen mantar enfek-
siyonlarindan siklikla Candida ve Aspergillus
tiirleri sorumlu olsa da, giinlimiizde Candida
cinsi mayalarla benzer klinik tablolara yol acan,
fakat tedavi secenekleri daha smirli olan ender
goriilen diger maya mantarlarinin insidanslari
dikkat ¢ekici sekilde artmaktadir®?.

Trichosporon tiirleri dogada genis bir dagilima
sahip olup, toprak, su ve bitkiler iizerinde bulu-
nabilen ve insanlarda deriyi ve mukozalar1 kolo-
nize edebilen mayalardir. Onceleri yiizeyel
enfeksiyon etkeni olarak bilinen bu mikroorga-
nizmalar, giiniimiizde invazif enfeksiyonlardan
giderek artan siklikta izole edilmektedir.
Trichosporon cinsi mayalarla meydana gelen
sistemik enfeksiyonlarin neredeyse tiimii
Trichosporon asahii, Trichosporon asteroides,
Trichosporon cutaneum, Trichosporon inkin,
Trichosporon mucoides ve Trichosporon ovoides
tiirleri ile olusmaktadir®.

Klinik o6rneklerden izole edilen Trichosporon
cinsi mayalarin identifikasyonunda zorluklar
yasanmakla birlikte, antifungal duyarlilik profili
nedeniyle hastalarin uygun tedaviye yonlendiri-
lebilmeleri i¢in bu mayalarin dogru ve hizli bir
sekilde tanimlanmasi 6nem tagimaktadir™®. Bu
mantarlar rutin klinik laboratuvarlarda konvan-
siyonel olarak makroskobik, mikroskobik ve
baz1 biyokimyasal 6zelliklerine gore cins diize-
yinde tanimlanabilmektedir®>. Trichosporon
tiirlerinin identifikasyonunda API ID 32C
(bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Fransa), API 20C
AUX (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) ve
RapID Yeast Plus (Innovative Diagnostic
Systems, Norcross, GA, ABD) gibi asimilasyon
temellihazirticarikitlerile VITEK 2 (bioMérieux,
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Marcy I’Etoile, Fransa) gibi otomatize sistemle-
ri kullanilabilmekle birlikte, bu y&ntemlerin
veritabanlarinda smirli sayida Trichosporon
tiiriiniin yer almasi kisitlayici bir faktor olarak
karsimiza ¢ikmaktadir®. Mayalarin tanimlan-
masinda cesitli molekiiler yontemler de kullani-
labilmekle birlikte, bu yontemler her rutin labo-
ratuvar i¢in ekonomik agidan uygun degildir®.

Son yillardaki gelismelerle cesitli patojenlerin
kiitle spektrometre temelli tekniklerle tanimlan-
mast, mikrobiyoloji laboratuvarinda identifikas-
yonda kullanilabilecek yeni bir secenek sun-
maktadir. Mikroorganizmalarin spesifik protein
yapilarinin iyonize olarak ucus zamanina gore
protein parmak izinin olugturulmasi prensibine
dayanan matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) yontemi ile patojen mikro-
organizmalar hizli bir sekilde tanimlanabilmek-
tedir. Bu yontemde mikroorganizmalarin protein
parmak izleri, sistemin veritabanindaki referans-
larla karsilagtiriimaktadir®.

Giintimiizde Bruker Biotyper (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya), Saramis (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa), VITEK MS (bioM¢éricux,
Marcy I’Etoile, Fransa) ve Andromas (Andromas,
Paris, Fransa) olmak iizere ticari olarak dort
farkli sistem bulunmaktadir®.

Bu arastirmada, cesitli klinik orneklerden izole
edilen Trichosporon cinsi mayalarin MALDI-
TOF MS yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanma-
st ve bu sonuclarin rutin mikrobiyoloji laboratu-
varlarinda mayalarin identifikasyonunda sikca
kullanilan API ID 32C (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Fransa) ve VITEK 2 (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, Fransa) sistemleri ile karsilasti-
rilmast amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Mayis 2014-Haziran 2015 tarihleri
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arasinda, 26-95 yas araligindaki, yogun bakim
tinitelerinde tedavi goren 45 hastanin klinik
orneklerinden (43’1 idrar ve ikisi kan) izole edi-
len 45 maya susu dahil edilmistir. Idrar 6rnekle-
ri rutin prosediir olarak {iriner sistem patojenle-
rinin izolasyonunda kullanilan kromojenik agara
(RTA, Tiirkiye) ekilmistir. Kan Ornekleri ise
BACTEC 9120 (Becton-Dickinson, Sparks,
MD, ABD) otomatize kiiltiir sisteminde inkiibe
edilerek, pozitif sinyal veren siselerden Gram
boyama yapilarak, %5 koyun kanli agar (RTA,
Tiirkiye), cikolata agara (RTA, Tirkiye) ve
Sabouraud dekstroz agara (SDA) (RTA, Tiirkiye)
ekim yapilmistir. Maya suglarinin konvansiyo-
nel olarak tanimlanmasinda %1 Tween 80 ilave
edilmis misir unlu jelozda 25°C’de 72 saatte
mikroskobik morfolojisi, lire agarda iireaz enzi-
mi varlig1 incelenmistir. Ureaz testinde negatif
kontrol olarak Escherichia coli ATCC 25922,
pozitif kontrol olarak Proteus mirabilis ATCC
12453 kullanimigtir®.

Suglar, VITEK 2 YST Compact Otomatize
Sistem maya tanimlama karti (bioMérieux,
Marcy D’Etoile, Fransa) ve API ID 32C maya
tanimlama kiti (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
Fransa) ile iiretici firma Onerileri dogrultusunda
calisilarak tanimlama yapilmistir®.

MALDI-TOF MS Sistemi: Bu iglem i¢in tim
izolatlarin SDA’daki 24 saatlik taze pasajlari
kullanilmigtir. Mayalardan protein ekstraksiyo-
nu islemi iiretici firmanin onerileri dogrultusun-
da etanol formik asit yontemi ile gerceklestiril-
migtir. Ekstraksiyon sonrasi olusan siipernatant
kismindan 1 pl alinarak MALDI plag iizerinde-
ki iki ayr1 noktaya konulmustur. Bu noktalardaki
stvi kuruduktan hemen sonra 6rnege 1 pl mat-
riks soliisyonu (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid) ilave edilmis ve yine kurumasi beklenmis-
tir. Ardindan plak MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Almanya) cihazina konularak Flex
Analysis bilgisayar programu ile kiitle spektro-
metreleri elde edilmistir. Elde edilen protein

profilleri Bruker BioTyper v3.1 (Bruker
Daltonics, Almanya) yazilimi ve rutin veri taba-
n1 kullanilarak incelenmis ve maya suglar1 tanim-
lanmistir. Elde edilen skor degerleri 2,0’ lize-
rinde ise sonug tiir diizeyinde anlamli ve 1,7-2.0
arasinda ise cins diizeyinde giivenilir olarak
belirlenmigtir. Bu degerlerin 1,7’nin altinda
olmasi ise giivenilir olmayan identifikasyon ola-
rak kabul edilmistir®.

BULGULAR

Calismada incelenen 45 maya izolatinin tiimii-
niin SDA’da 37°C’de 24-48 saatte iiredigi, %1
Tween 80 ilaveli misir unlu jelozda hif, blastos-
por ve artrospor olusturdugu ve hepsinin iireaz
testinin pozitif oldugu belirlenmistir. Bu sonug-
lara gore tiim suslar Trichosporon cinsi olarak
tanimlanmustir.

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan VITEK
2, API ID 32C ve MALDI-TOF MS sistemleri-
nin her ti¢li ile %100 uyumlu olarak suglarin 44
(%97.8)’1 T. asahii, 1’1 (%2.2) ise T. mucoides
olarak tamimlanmigtir. VITEK 2 ve API ID 32C
ile elde edilen identifikasyon sonuclarinin gecer-
lilik degeri %99’un lizerinde olmustur. Bruker
MALDI-TOF MS ile tanimlanan tiim mikroor-
ganizmalarin skor degerleri 2.0’1n iizerinde ola-
rak saptandigindan, bu sonuclar tiir diizeyinde
anlamli olarak kabul edilmistir. Identifikasyon
API ID 32C ile 48 saatte, VITEK 2 ile 24 saatte
ve MALDI-TOF MS ile 25-30 dakikada gercek-
lestirilmigtir.

TARTISMA

Trichosporon cinsi mayalar gliniimiizde yasami
tehdit eden firsat¢1 patojenler olarak karsimiza
ctkmakta, 6zellikle hematolojik maligniteli ve
bagisiklig1 baskilanmig hastalarda siklig1 gide-
rek artan oranlarda invazif enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu cinse ait mayalarin hizli ve giive-
nilir bir sekilde tanimlanmasi hastalarin uygun
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tedaviye baglayabilmesi ve enfeksiyon kontrol
onlemlerinin efektif olarak uygulanabilmesi agi-
sindan oldukg¢a onemlidir®. Trichosporon cinsi
mayalarin tanimlanmasinda kullanilan konvan-
siyonel yontemler zaman alicidir ve tiir diizeyin-
de identifikasyon icin yetersizdir. Bu mayalar
molekiiler yontemler ile tiir diizeyinde giivenilir
bir sekilde tanimlanabilmekle birlikte, pahali,
zaman alic1 deneyim gerektirmelerinden dolay1
her laboratuvarda uygulanamamaktadir. Bu
nedenle cogu klinik mikrobiyoloji laboratuvari
mayalarin tanimlanmasi icin API ID 32C
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa), VITEK 2
(bioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Fransa), Phoenix
100 (Becton-Dickinson, Sparks, MD, ABD) gibi
hizlt ticari tanimlama sistemleri kullanmaktadir®.

Guo ve ark.’nin® alt1 farkli Trichosporon tiiriin-
den olusan 45 klinik izolat1 dahil ettikleri calig-
malarinda, molekiiler yontem referans alindigin-
da VITEK 2 Compact YST sistemi ile 36
T. asahii izolatinin %75’i dogru tanimlanirken,
yedi sus tanimlanamamig ve iki sug da yanlis
tanimlanmistir. Veri tabaninda bulunmayan tiir-
lerden olusan dokuz izolatin besi tanimlanamaz-
ken, iki sus Cryptococcus laurentii, iki sus da
T. asahii olarak yanlis tantmlanmuistir.

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan API ID
32C, AuxaColor ve VITEK 2 ticari testlerinin
degerlendirildigi bir metaanaliz ¢aligmasinda,
26 literatiir incelenmis, sonuclara gére VITEK
2 sistemi ile 61 7. asahii susunun %85’inin,
21 T. mucoides susunun tamaminin; API ID
32C sistemi ile ise 11 Trichosporon beigelii
susunun  %90’min dogru tanimlandigi

belirtilmigtir!'®.

Son donemlerde MALDI-TOF MS, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarinda mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda giivenilir sonu¢ vermesi, hizli
ve kolay uygulanmasi ve maliyetinin diigiik
olmast nedeniyle umut veren bir sistem olarak
ortaya ¢cikmigtir®.

172

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):169-175, 2017

Chao ve ark."V sekizi Trichosporon cinsi i¢inde
bulunan toplam 200 maya sugunun tanimlanma-
sinda iki MALDI-TOF MS sisteminin (Bruker
Biotyper ve VITEK MS) sonuglarint DNA
sekans analizi, Phoenix 100 ve VITEK 2 sistem-
lerinden elde edilen sonuclarla karsilagtirmiglar-
dir. Trichosporon cinsinde yer alan alt1 7. asahii,
bir T. mucoides ve bir Trichosporon insectorum’dan
olusan sekiz susun MALDI-TOF MS sistemleri
ile tanimlanmasinda, Bruker Biotyper ile altisi
(%75), VITEK MS ile besi (%62.5) dogru ola-
rak tanimlanmigtir. Bruker Biotyper sistemi
T. asahii suglarindan birini tanimlayamamis,
T. insectorum susunu ise C. albicans olarak
tanimlamugtir. VITEK MS ise T. asahii suglarmdan
birini 7. asteroides olarak, T. mucoides susunu ise
Geotrichum klebahnii olarak tanimlamigtir.

Duran-Valle ve ark." ii¢ii T. mucoides olan 175
maya susunun taimlanmasinda VITEK MS ile
API ID 32C’yi karsilastirdiklar: caligmalarinda,
VITEK MS’in API ID 32C’den daha giivenilir
oldugu ve yalnizca birka¢ dakika icerisinde
sonu¢ aliabildigini belirtmislerdir. Her ii¢
T. mucoides susu VITEK MS ile dogru olarak
tanimlanmustir.

Dhiman ve ark.? ticer T. asahii ve T. mucoides
susu dahil olmak {izere toplam 261 maya susunu
inceledikleri calismalarinda, Trichosporon tiirle-
rinin tamamin1 Bruker MALDI-TOF MS sistemi
ile dogru olarak tanimlamiglardir.

Almeida Junior ve ark.'? 16’s1 Trichosporon
tiirii ve 71’1 T asahii olan toplam 93 maya sugu-
nu Bruker Biotyper sistemi ile tanimlamais,
sonuclar1 IGS1 (intergenic spacer 1) geni sekans
analizi verileri ile karsilagtirmiglardir. Bruker
Biotyper 3.0 veritabani ile suslarin cins diizeyin-
de %85.1°ini ve tiir diizeyinde ise yalnizca
%31.3’tinii  dogru olarak tamimlamiglardir.
Trichosporon dermatis suglarinin tamami, bu tiir
veritabaninda bulunmadigi icin 7. mucoides ola-
rak tanimlanirken, 21 adet 7. asahii susunun 11’1
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(%52.4) T. cutaneum olarak identifiye edilmisgtir.
Aragtirmacilar bu veritabaninin gelistirilmeye
gereksinimi oldugu sonucuna varmiglardir.

Trichosporon cinsi i¢in en kapsamli aragtirmay1
yapan Kolecka ve ark. 14 farkli Trichosporon
tiiriine ait toplam 45 kiiltiir koleksiyonu susunun
41’ini (%91.1) ve klinik 6rneklerden izole edil-
mis, 10 farkli Trichosporon tiiriine ait toplam
102 susun 101’ini (%99.0) Bruker MALDI-TOF
MS sistemi ile dogru olarak tanimlamuglardir.
Bu calismada, ilk olarak 2009 yilinda tanimla-
nanbirtiirolan Trichosporonmycotoxinivorans’in
da dogru olarak tanimlandig: bildirilmistir.
Bununla birlikte, yazarlar, birbirine ¢ok yakin
tirler olan 7. inkin/T. ovoides, Trichosporon
Japonicum/T. asteroides ve T. dermatis/T. mucoides’in
dogru tanimlanamadigini vurgulamislardir.

Bu ¢alismada ise, MALDI-TOF MS sistemi olan
Bruker Biotyper ile 45 susun 44°i (%97.8)
T. asahii, biri (%2.2) ise T. mucoides olarak
tanimlanmustir. Bu sonuglarin, API ID 32C ve
VITEK 2 ile elde edilen sonuglarla %100 uyum-
Iu oldugu gortilmiistiir.

Mayalarin MALDI-TOF MS ile identifikasyonu
oncesinde yaklasik 25 dakika siiren bir ekstrak-
siyon asamasi gerceklestirilmesi gerekli olmakla
birlikte, baz1 arastirmacilar buna alternatif olan
ve daha kisa siiren yontemler gelistirdiklerini
bildirmislerdir®*!?.

Trichosporon asahii Tiirkiye dahil bir¢ok tilkede
en sik izole edilen Trichosporon tiiriidiir®2>®. Bu
tiirin birgok antifungale kargs1 yiiksek MIK
degerlerine sahip olmasi 6zellikle daha sik izole
edildigi immunsupresif ve yenidogan hasta gru-
bunda sorun olusturmaktadir®. Ulkemizde
yapilan bir calismada, bu tiiriin amfoterisin B,
flukonazol ve 5-flusitozine diisiik duyarli oldu-
gu ve vorikonazoliin en aktif antifungal oldugu
belirtilmistir®. Mantar tedavisinde siklikla kul-
lanilan bu antifungallere karsi duyarlhiliginin

diisiik olmasi, bu tiiriin hizli ve dogru olarak
tanimlanmasinin tedaviyi yonlendirmede 6nem
tasidigini gostermektedir®'-?,

MALDI-TOF MS, laboratuvarlarda kullanilan
API ID 32C ve VITEK 2’ye gore daha hizli,
ayni giin i¢inde sonug alinabilen bir sistemdir.
Cihaz ve bilgisayar yazilimi i¢in baglangicta
yiiksek bir fiyat 6dense de, sarf malzeme ve
reaktif gereksinimi ihmal edilebilecek diizeyde-
dir. Ayrica aynmi cihazla Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler, Nocardia ve Actinomycetes
spp. ve mikobakteriler gibi bir¢ok mikroorga-
nizma tanimlanabilmektedir®'32%.

Bu caligmanin bazi eksik yonleri bulunmaktadir.
Calismamizda, bir tek 7. mucoides susunun hari-
cinde T. asahii disindaki tiirler yer almadigin-
dan, diger Trichosporon tiirlerinde MALDI-TOF
MS ile diger iki sistemin uyumu degerlendirile-
memigtir. Yine, incelenen 45 susun kullanilan
yontemlerle elde edilen tiir tanimlar1 molekiiler
yontemlerle dogrulanamamaigtir. Bu ¢alisma izo-
lat sayis1 yoniinden yurdumuzda ve diinyada
yapilmis olan az sayidaki ¢alismadan biridir.

Sonu¢ olarak, MALDI-TOF MS yontemi
T. asahii’nin tamimlanmasinda VITEK 2 ve API
ID 32C ile %100 oraninda uyumlu olan, hizli
sonug alian, diisiik maliyetli bir yontem olarak
karsimiza ¢cikmaktadir. Diger tiirlerin bu konuda
degerlendirilebilmesi i¢in ek calismalara gerek-
sinim vardir.
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Amag: Bu calismada, bolgemizdeki Escherichia coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda kinolon direng sikliginin belir-
lenmesi, bu izolatlarda stk goriilen kinolon direng mekaniz-
malarimin varligimin arastirilmas: amaglanmugstir.

Gereg ve Yontem: Subat-Agustos 2009 tarihleri arasinda
izole edilen nalidiksik asite direngli/orta duyarli bulunan
265 Escherichia coli, 33 Klebsiella pneumoniae ve 2
Klebsiella oxytoca izolatinda gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b,
gyrA ve parC gen bolgelerinin arastirilmast polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle yapilmustir. gyrA ve parC gen
bolgelerindeki mutasyonlarin saptanmasi icin dizi analizi
yapilnugtir.

Bulgular: Nalidiksik asit direnci E. coli icin % 52,
Klebsiella spp. icin % 27.5 olarak belirlenmistir. Nalidiksik
aside direngli izolatlarda beta-laktam, aminoglikozit,
trimetoprim-siilfometoksazole direncinin ve GSBL iiretimi-
nin anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir. gyrA
icin kinolon direncini tammlayan bolgede (Ala67-Gln106)
cift mutasyon oldugu, bunlarin Ser83Leu ve bir izolat
disinda Asp87Asn, tek izolatta ise Asp87Tyr seklinde oldu-
gu belirlenmistir. parC icin dizileme yapilan izolatlarin
hepsinde Ser80lIle degisimi oldugu gozlenmis, izolatlarin
32’sinde (% 40,3) ilave bir mutasyon bulundugu ve bunla-
rin 26 izolatta Glu84Val, 4 izolatta Glu84Gly, 2 izolatta ise
Glu84Ala oldugu belirlenmistir. E. coli izolatlarinin
99’unda (% 37,4), K. pneumoniae izolatlaruimin dordiinde
(% 12,1) aac(6’)-Ib geni belirlenmistir. Incelenen izolatlar-
da gnr geni bulunmamistir.

Sonug: Izolatlarimizda kinolon direnci ve GSBL iiretimi
yiiksek bulunmugtur. Kinolon direngli izolatlarumizda gyrA
ve parC bolgelerinde ii¢c ve daha fazla mutasyonun bulun-
dugu ilave olarak aac(6’)-Ib’nin belirgin olarak direng
mekanizmasina eslik ettigi belirlenmigtir. Izolatlarimizda
gnr belirlenmemigtir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, Klebsiella spp.,
kinolon direnci, qnrA, qnrB, qnrS, aac(6’)-1b, gyrA
mutasyonu, parC mutasyonu

ABSTRACT

The Evaluation of Resistance Genes and Gene Mutations
in Quinolone Resistant Escherichia coli and Klebsiella
spp. Isolates

Objective: The aims of this study are to detect the quinolone
resistance rates among Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae spp. isolates in our region and to investigate
the most common quinolone resistance mechanisms.

Material and Methods: The presence of gnrA, gnrB, qnrS,
aac(6’)-1b, gyrA and parC genes were investigated by
polymerase chain reaction method in 265 Escherichia coli,
33 Klebsiella pneumoniae and two Klebsiella oxytoca
strains which were isolated between February—August
2009, and found to be nonlintermediate susceptible to
nalidixic acid . Sequence analysis was used for detection of
gyrA and parC mutations.

Results: Resistance to nalidixic acid was determined as 52%
for E. coli and 27.5% for Klebsiella spp. Beta-lactam,
aminoglycoside, trimethoprim-sulfamethoxazole resistance
and ESBL-production rates were significantly higher among
nalidixic acid resistant isolates. Double mutations were
detected in gyrA quinolone resistance defining region
(Ala67-GInl06); the first one being Ser83Leu in all isolates
and the other being Asp87Tyr in one isolate and Asp87Asn
in other isolates. Ser80lle alteration was observed among all
isolates sequenced for parC mutations; while 32 (40.3%) of
the isolates had an additional mutation, as Glu84Val,
Glu84Gly and Glu84Ala in 26, four and two, respectively.
The aac(6’)-1b gene was detected in 99 (374%) of E. coli
and four (12.1%) of K. pneumoniae isolates. The gnr gene
was not detected in any of the tested isolates.

Conclusion: The quinolone resistance rates and accompanying
ESBL-production was high among the isolates in our region.
We have detected three or more mutations in gyrA and parC
regions in quinolone resistant isolates, and additional aac(6’)-
1b gene in a significant number of isolates. The gnr gene was
not detected in any of the tested isolates.

Keywords: Escherichia coli and Klebsiella spp., quinolone
resistance, qnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b, gyrA mutation,
parC mutation
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GIRIS

Kinolon grubu antibiyotiklere yaygin olarak
kullanilmalar1 nedeniyle hastane kaynakl: izo-
latlarin yani sira toplum kaynakli izolatlarda
da diren¢ oranlarinda belirgin artis gozlen-
mekte, lilkemiz i¢in ampirik tedavide giiveni-
yitirmek iizere olduklari
bildirilmektedir®”. Kinolon grubu antibiyotik-
lere karsi diren¢ dogal ve kazanilmis olabil-
mektedir. Dogal diren¢ endojen “coklu ilag
atim pompalarinin” iiretimi ile tanimlanmisgtir.

lirliklerini

Kazanilmis direng¢ ilacin hedefi olan bakteri
enzimlerinde (DNA giraz ve DNA topoizome-
raz IV) kromozomal mutasyonlar, ¢oklu ilag
attm pompalarinin asir1 iiretimini aktive eden
mutasyonlar, ilaca gecirgenlik azalmasi veya
plazmid aktarimli olarak gerceklesmektedir®.
Topoizomeraz II'yi kinolon inhibisyonundan
koruyan Qnr, genel aminoglikozid asetiltrans-
feraz enziminin bir varyanti olan aac(6’)-1b-cr
ve kinolon pompa proteinleri olan QepA ve
OgxAB plazmid aracili direngte rol oynadigi
diigiiniilen proteinlerdir®>. Kinolon direnci-
nin aktariminda rol oynayan plazmidin ayni
zamanda geniglemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL), kloramfenikol asetiltransferaz ve
bazi dezenfektan diren¢ genlerinin aktarimini
da yaptig1 bildirilmistir®.

Escherichia coli ve Klebsiella spp. basta idrar
yolu enfeksiyonlar1 olmak iizere en sik rastla-
nan enfeksiyon etkenlerinin basinda gelmek-
tedir®. Bu ozellikleri ve ozellikle toplum
kokenli idrar yolu enfeksiyonlarinda kinolon
grubu antibiyotiklerin ampirik olarak yaygin
kullanim1 nedeni ile bu bakteriler i¢in kinolon
grubuna kars1 yiiksek diren¢ oranlari bildiril-
mektedir”. Bu ¢alismada, hastanemize bagvu-
ran hastalardan etken olarak izole edilen E. coli
ve Klebsiella spp. izolatlarinda en sik rastlanan
kinolon diren¢ mekanizmalarinin aragtirilmasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Izolatlarin tammmlanmasi1 ve antibiyotik
duyarhhk testleri

Subat-Agustos 2009 tarihleri arasinda cesitli
klinik orneklerden (idrar, kan, yara ve yumusak
doku, solunum yolu, steril viicut sivisi, vb.)
elde edilen 628 izolatta (508 E. coli ve 120
Klebsiella spp.) kinolon direnci arastirildi.
Bakteri tanimlamalar1 geleneksel biyokimyasal
testlerle (iic sekerli demirli besiyeri, Simmon’un
sitrath besiyeri, tire ve Motilite-indol-lizin
besiyerinde biyokimyasal reaksiyonlar, indol
pozitifligi ve hareket degerlendirmesi) yapildi.
Izolatlarda kinolon direnci taramasi nalidiksik
asit antibiyotik diski (Oxoid) ile yapildi™”.
Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922
susu kullanildi. Nalidiksik aside direng¢li olan
izolatlar icin nalidiksik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya) ve siprofloksasin (Sigma-Aldrich,
Almanya) i¢in minimum inhibitér konsantras-
yon (MIK) agar diliisyon yontemiyle belir-
lendi®. Izolatlarin diger antibiyotikler (ampisi-
lin, amoksisilin-klavulanik asit, sefalotin,
sefoksitin, sefotaksim, seftriakson, sefepim,
imipenem, meropenem, amikasini gentamisin,
tobramisim, trimetoprim-sulfame-toksazol) i¢in
antimikrobiyal duyarlilik testi disk difiizyon
yontemi ile yapildi?. Izolatlarda genislemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) iiretimi cift
disk sinerji yontemiyle belirlendi®.

Izolatlarda kinolon direnci saglayan gen mutas-
yonlarmin ve direng genlerinin gosterilmesi

Izolatlardan DNA eldesi ticari izolasyon Kkiti
(EZ-10 Spin Column Genomic DNA MiniPreps
Kit, Bio Basic, Kanada) kullanilarak yapildi.
gnrA, gnrB, gnrS, aac(6’)-1b, gyrA, parC gen
bolgelerinin ¢cogaltilmasi icin Tablo 1’de belirti-
len primerler kullanildi. aac(6’)-1b geni belirle-
nen izolatlarda aac(6’)-Ib-cr varyantlar1 BtsCI
restriksiyon enzimi ile arastirildi"?.
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Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primer ciftleri.

Gen Bolgesi Forward Primer Reverse Primer Bant Kaynak no
Biiyiikliigii (bg)
gnrA 5-ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3 5 -GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3" 516 (12)
qnrB 5-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3’ 5-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3 469 (12)
gnrS 5-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3’ 5'-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3 417 (12)
aac(6)-1b 5’-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3* 5-CTCGAATGCCTCCCGTGTTT-3’ 482 (10)
gyrA 5’-TACACCGGTCAACATTGAGG-3’ 5’-TTAATATTGCCGCCGTCGG-3’ 648 (13)
parC 5’-AAACCTGTTCAGCGCCGCATT-3’ 5’-GTGGTGCCGTTAAGCAAA-3’ 395 (14)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin 1X PZR
tamponu (200uM dNTP, 1.25mM MgCI2, 100
pg/ml sigir serum albiimini) kullanildi (pH 8.4).
Her reaksiyon i¢in 20 pmol/ul primer, 2.5U Taq
DNA polimeraz (Bioron, Ingiltere), 5 u1 DNA
konularak son reaksiyon hacmi 50 ul olacak
sekilde steril distile su ile tamamlandi?.

Amplifikasyon icin Gene Amp PCR System
9700 Termal Cycler ve goriintiileme igin Gel
Doc UV goriintiileme sistemi (BioRad, Italya),
belirleyici (marker) olarak 100-b¢’lik DNA
Ladder (Sigma, Almanya) kullanildi.

Niikleik asit dizileme

Kinolon direngli izolatlar arasindan rastgele
secilen 57 izolat i¢in kinolon direncini tanimla-
yan bolge dizisi (gyrA ve parC) Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Kurumu Marmara
Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii’'nde (TUBITAK MAM
GMBE) yapildi. PZR iiriinlerinin tamam1 agaroz
jelde yiriitiildiikten sonra, agaroz jel DNA eks-
traksiyon kiti (Roche, Katalog No. 11696505001)
kullanilarak agaroz jelden saflastirildi. Saflagti-
rilan DNA o6rneklerinin dizi analizi, ilgili genle-
re Ozgili primerler kullanilarak gerceklestirildi.
Beckman Coulter Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (DTCS) kullanilarak kurulan
dizi reaksiyonlarinda o6zgiin “forward” veya
“reverse” primerler 3.2 pmol ve kalip PZR {iriin-
leri 50 fmol konsantrasyonlarda kullanildi. Dizi
analizi basarili olan tiim orneklere ait sonuclar
“fasta” ve “scf” olmak iizere iki farkli formatta
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elektronik olarak kaydedilerek tarafimiza gon-
derildi. Elde edilen protein dizileri, National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
web sayfasinda bulunan protein BLAST progra-
miyla gen bankasindaki protein dizileriyle
karsilagtirildi™.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS (Versiyon 13.0)
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayicr ista-
tistikler say1 ve yiizde olarak belirtildi. Kategorik
yapidaki degiskenler bakimindan gruplar arasi
farkliliklar ki-kare testi ile incelendi. Sonuglar
%95 giiven aralifinda degerlendirildi ve p<0.05
degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alian E. coli izolatlar1 i¢in nalidiksik
asit ve siprofloksasin direnci sirasiyla %52 ve
%28.1, Klebsiella tiirleri i¢in ise sirasiyla %46.7
ve %21.1 bulunmugtur. Nalidiksik aside direncli
olan izolatlarin ampisilin, amoksisilin/klavula-
nik asit, sefalotin, sefepim, sefotaksim, sefurok-
sim, sefoksitin, gentamisin, tobramisin, amika-
sin, trimetoprim-siilfametoksazole karsi anlaml
olarak daha direncli olduklar1 saptanmistir
(p<0.001). Izolatlarda karbapenem direncine
rastlanmamusgtir.

Nalidiksik aside direngli olan izolatlarda nali-
diksik asit icin MiK50 ve MiK90 degerleri >256
pg/ml, siprofloksasin icin ise >32 pg/ml bulun-
mustur. Yatan hasta izolatlarinda nalidiksik asit
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Tablo 2. izolatlarda belirlenen GSBL oranlari.

Tiim Bakteriler

Nalidiksik Asit Direncli/Orta Duyarh

(ny%) (ﬂ,%)
Escherichia Klebsiella Klebsiella Escherichia Klebsiella Klebsiella
coli pneumoniae oxytoca coli pneumoniae oxytoca
GSBL Porzitif 190 (37.4) 36 (31.6) 1 165 (62.3) 23 (69.7) 1
GSBL Negatif 318 (62.6) 78 (68.4) 5 100 (37.7) 10 (30.3) 1
Toplam 508 114 6 265 33 2

direnci anlamli olarak yiiksek bulunmusgtur
(p=0.049). Nalidiksik aside direncli olan izolat-
larda GSBL iiretimi (%83.3), duyarli olanlara
gore (%16.7) anlaml olarak yiiksek bulunmus-
tur (p<0.001) (Tablo 2).

Kinolon direnci saglayan gen mutasyonlari-
nin ve direng¢ genlerinin belirlenmesi

gyrA icin QRDR olarak tanimlanan Ala67-
GIn106 arasinda aminoasit dizilimleri incelendi-
ginde 57 izolatin tiimiinde 83. kodonda serin
yerine 16sin (Ser83Leu) ve bir izolat diginda 87.
kodonda aspartat yerine asparajin (Asp87Asn),
tek izolatta ise 87. kodonda aspartat yerine tiro-
zin (Asp87Tyr) bulundugu belirlenmistir. parC
icin 57 izolatin hepsinde 80. kodonda serin yeri-
ne izolosin (Ser801le) gecisi oldugu belirlenmig-
tir. parC i¢in ilave mutasyon olarak, 84. kodonda
glutamat yerine 26 izolatta valin (Glu84Val), 4
izolatta glisin (Glu84Gly) ve iki izolatta alanin
(Glu84Ala) gecisi oldugu belirlenmistir.

aac(6’)-Ib geni E. coli izolatlarinin 99’unda
(%37.4), Klebsiella pneumoniae izolatlarinin
dordiinde (%12.1) belirlenmistir. Klebsiella
oxytoca izolatlarinda bu gen bolgesi bulunma-
mustir. aac(6’)-1b pozitif olan E. coli izolatlarin
ikisi diginda tiimiiniin (%98) aac(6’)-1b-cr var-
yantr olduklar1 belirlenmistir.

aac(6’)-Ib geni saptanan E. coli izolatlarinda
tobramisin, gentamisin direnci ve GSBL {iretimi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.001). Bu izolatlarda trimeto-
prim-sulfametoksazole azalmis duyarlilik belir-
lenmis, ancak istatistiksel olarak anlamli bulun-
mamustir (p=0.485).

Izolatlarda gnr (gnrA, gnrB ve gnrS) geni bulun-
mamigtir.

TARTISMA

Son yillarda yapilan bildirimler kinolon direnci-
nin diinyada ve iilkemizde oldukca yiiksek
diizeylere ulastigin1 gostermektedir’®. Caligma-
mizda, siprofloksasin direnci E. coli ve
K. pneumoniae izolatlar1 i¢in sirasiyla %46.7 ve
%?21.1 olarak bulunmustur. Enterobacteriaceae
tiyelerinde GSBL tiretimi ile florokinolon diren-
ci arasinda yakin iligki oldugu bildirilmektedir!”
19, Caligmamizda da, kinolon direngli izolatlarda
GSBL iiretimi anlamli olarak yiiksek bulunmusg-
tur (p<0.001). Calismamizda, GSBL belirlenme-
si i¢in kullanilan ¢ift disk sinerji yontemi CLSI
tarafindan Onerilen referans yontem olmamakla
birlikte, cogu sus icin 6zellikle de diskler arasi
uzaklik 15-20 mm. arasi oldugunda standart
yontemle uyumlu sonug verdigi bildirilmigtir®.
Kinolon direncinin en ©nemli mekanizmasi
DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde kino-
lon direncini tanimlayan bolgede olugsan mutas-
yonlardir. Topoizomeraz IV, kinolonlara DNA
giraz kadar duyarli olmamasi nedeniyle Gram
negatif bakteriler i¢in ikinci hedeftir. Genellikle
gyrA genindeki ¢ift mutasyonlar (birinci siklikta
83, ikinci siklikta 87. kodonda) yiiksek diizeyde
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kinolon direncinin nedeni olarak bildirilmistir.
E. coli’de parC ve parE mutasyonlarinin her
zaman gyrA mutasyonlart ile birlikte bulunma-
s1, topoizomeraz IV mutasyonlarinin, DNA
girazda gelisen mutasyonlarla olusan azalmig
kinolon duyarliligi olmadan gelismedigini
gostermekte-dir®”. Buna ilave olarak parC
geninde olusan tek veya cift mutasyonlarin
artan kinolon direncinde tamamlayici bir rol
oynadigi diisiiniilmektedir*2?. Kinolon direng-
li izolatlarimizin nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin icin belirlenen MiK50 ve MiK90 degerleri
izolatlarimizda kinolon direncinin yiiksek
diizeyde oldugunu gostermistir. Calismamizda,
ilag hedeflerinde kinolon direncini belirleyen
bolgelerde dizileme yapilan izolatlarin tiimiin-
de gyrA bolgesinde Ala67-Glnl06 arasinda cift
mutasyon oldugu, ilave olarak parC bolgesinde
bu izolatlarin tiimiinde tek mutasyon bulundu-
§u saptanmus, ayrica parC bolgesinde izolatla-
rin 32’sinde (%56) ilave mutasyonlar bulundu-
gu belirlenmistir. Belirlenen mutasyonlar lite-
ratiirde belirtilen sik rastlanan mutasyonlar ile
uyumludur®-2», Bu konuda iilkemizde Erag ve
ark.®® sekiz E. coli izolatinda gyrA bolgesinde
Ser83Leu degisimi saptamig, siprofloksasin
duyarli nalidiksik asit direncli olan bir izolat
hari¢ diger izolatlarda ek olarak Asp87Tyr veya
Asp87Asn mutasyonlart oldugunu belirlemig-
lerdir. Giiven O®”, saglikli ¢ocuklarmn digkila-
rindan elde ettigi nalidiksik asit ve siprofloksa-
sin direncli alt1 E. coli izolatinda, gyrA’da ¢ift
mutasyon (Ser83Leu ve Asp87Asn) saptamistir.
Ayni ¢alismada parC bolgesinde suslarin hep-
sinde yine ¢ift mutasyon (Ser80Ile ve Ser83Tyr)
belirlenmistir. Bu mutasyonlara ek olarak
kokenlerin birinde parC’de Glu84Gly, bir dige-
rinde ise Glu84Val degisimi gozlenmistir®?,
Belirlenen mutasyonlar bakimindan bu ¢aligma
bizim sonuclarimizla benzerlik gostermektedir.
Calismamizda, daha o©nceki bildirimlerden
farkli olarak parC’de Glu84Ala degisimi belir-
lenmigtir. Ayrica izolatlarimizda ikinci en sik
rastlanan mutasyon olarak Glu84Val degisimi
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gozlenmis, Giliven’in bildirdigi Ser83Tyr degi-
simi bulunmamustir.

Calismamizda, hedef bolge degerlendirmesi
yapilan izolatlarin yedisinde gyrA bolgesinde
kinolon direncini tanimlayan bolge disinda 162.
kodonda daha o6nce bildirilmeyen mutasyonun
(Lys162Gln) yer aldig1 gozlenmistir. Literatiire
bakildiginda gyrA’da QRDR diginda saptanmig
mutasyonlar (Alal96Glu, Ala51Val) bildirildigi
gozlenmis, ancak bunlarin kinolon direnci ile
iligkisi kesin olarak belirlenmemigtir®>>.

1998 yilinda ¢ogul direncli bir K. pneumoniae
izolatinda gnrA geninin gosterilmesi ile birlikte,
kinolon direncinin plazmidle iligkili olabildigi
giindeme gelmis ve biiyiik ilgi uyandirmigtir®®.
Qnr proteinleri pentapeptid yine ailesinin bir
iiyesi olup, DNA giraz ve topoizomeraz IV’e
baglanarak bu hedef bolgeleri kinolonlarin inhi-
bitor etkisinden korumaktadir. Tanimlanmis olan
ilk protein 218 aminoasit iceren QnrA’dir.
Bundan sonra iki protein daha tanimlanmugtir.
Bunlar QnrA ile sirastyla %40 ve %59 aminoasit
benzerligi gosteren QnrB ve QnrS proteinleridir.
Qnr proteinleri basta K. pneumoniae ve
Enterobacter spp. basta olmak {lizere
Enterobacteriaceae iiyelerinde degisik tyeler-
den bildirilmektedir. Qnr tasiyan plazmidler
ayni zamanda GSBL de tasimaktadir. Diinya
genelinde bu konuyla ilgili yapilmig ¢caligmalara
bakildiginda, Norve¢ ve Isve¢’te E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda gnr prevalansi®"
sirastyla %0.7 ve %7.7, Danimarka’da®® %1.63,
Fransa’da GSBL iireten E. coli ve Klebsiella
spp. izolatlarinda (33,34) %1.6, Kanada’da sip-
rofloksasin ve/veya tobramisine direngli E. coli
ve Klebsiella spp. izolatlarinda %1 bulunmusg-
tur®. Ispanya®® (%>5), Cin®? (%8) ve Amerika'>'4
(%15) gibi baz iilkelerde daha yiiksek preva-
lanslar belirlenmistir. Klebsiella spp. izolatlarin-
da qnr gen prevalansimnin E. coli’ye gore daha
yiiksek oldugu yapilan bazi ¢aligsmalar da dikkat
cekmektedir. Ornegin, Fransa’da E. coli izolatla-
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rinin %0.63’tinde, Klebsiellae spp. izolatlarinin
ise %7’sinde gnr genleri bulunmustur®®. Yine
benzer sekilde Karah ve ark.®V E. coli ve
Klebsiella spp. izolatlarinda qnr genlerinin pre-
valansini sirasiyla % 0.7 ve %7.7 olarak bulmus-
tur. Ulkemizde bu konuyla ilgili olarak az sayida
calisma yapilmig olmasi ve yapilan bu ¢alisma-
larda incelenen izolat sayisinin da diisiik olmasi
nedeniyle gnr genlerinin siklig1 hakkinda
kisith veri bulunmaktadir. Tiirkiye’de E. coli
ve K. pneumoniae suslari ile yapilmis ¢aligmala-
ra bakildiginda, gnr genlerinin, ya bu calismada
oldugu gibi hi¢ bulunamadig1 ya da diisiik bildi-
rim oranlarimin bulundugu goriilmektedir®’=8-9.
Nazik ve ark.®” 2008 yilinda yogun bakim izo-
latt olan 460 Gram negatif bakterinin {igiinde
(%0.65) gnr geni (bir gnrB1 ve iki gnrS1) sap-
tanmustir. Poirel ve ark.“? Tirkiye’de farkli
hastanelerde izole edilen ve GSBL olusturan
138 E. coli ve 110 K. pneumoniae izolatindan
yalnizca birinde gnrBl geni saptamiglardir.
Oktem ve ark.“" kan kiiltiirlerinden izole edilen
nalidiksik asite direncli 356 Enterobacteriaceae
iyesinin olan ve altisinda gnrA, liciinde gnrS
geni saptamiglardir. gnrA saptanan suslarin ikisi-
nin ve gnrS saptanan suglarin birinin GSBL
pozitif belirlendigi bu calismada, literatiirle
uyumsuz olarak GSBL negatif kokenlerdeki sik-
lik daha yiiksek bulunmustur®”. Yine Oktem ve
ark.“? bir bagka calismada, hepsi kinolon direng-
li ve GSBL pozitif kan kiiltiirii izolat1 olan 34
E. coli’nin birinde ve 44 K. pneumoniae’nin
dordiinde gnrA saptamiglar, gnrA pozitiflik ora-
nii %6.4 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada,
qnrB ve gnrS genleri bulunmamistir®?. Nazik ve
ark.® yaptiklar1 bagka bir ¢alismada, 971’1
Enterobacteriaceae iiyesi, 73’1 non-fermentatif
Gram negatif comak olmak iizere toplam 1044
izolatta li¢ gnrA, iki gnrB, bir gnrS geni bildir-
mis, qnr genlerinin GSBL iireten izolatlarda
daha sik oldugunu gézlemislerdir. Ozgiimiis ve
ark.“? Tiirkiye’nin kuzeydogu bolgesindeki on
nehirden aldiklar1 su 6rneklerinden izole ettikle-
ri 88 E.coli ve 35 K. pneumoniae’da birer gnrS

geni bulmuslardir. Arastirmacilar nehirler gibi
cevresel  kaynaklarin = ¢ogul  direncli
Enterobacteriaceae iyeleri icin bir rezervuar
rolii oynayabilecegini vurgulamislardir®®.
Giiven O®7, saglikli ¢ocuklarin digkilarinda
kinolon direngli E. coli tagiyiciigi ve direng
mekanizmalarin1 saptamak amaciyla yaptigi
arastirmada, kinolon direnci saptadigi 15 E. coli
izolatinda gnr geni saptamamustir. Avrupa’daki
caligmalarda®'#49  genellikle gnrS ve gnrB
genleri baskin goriilmekle birlikte, Ingiltere’de
yapilmis olan bir calismada“®, gnrA geni,
Ispanya’da yapilmis olan bir calismada®® ise,
gnrAl geni yiiksek oranda belirlenmigtir.
Tiirkiye’de E. coli ve Klebsiella spp. izolatlariy-
la yapilan calismalara bakildiginda, gnrA’nin,
gnrS ve gnrB genlerine gore daha yiiksek oranda
goriildiigti, gnrS ve gnrB genlerininse birbirine
yakin oranlarda goriildiigii gozlenmektedir.
Calismamizda, incelenen izolatlarda plazmid
kaynakli kinolon direnci saptanmamugtir.

Plazmid gecisli diren¢ genlerinden digeri, sip-
rofloksasin ve norfloksasin gibi piperazinil
grubu tagtyan kinolonlarin enzimatik inaktivas-
yonu ile gerceklesmektedir. aac(6’)-Ib geni
kanamisin, tobramisin ve amikasin direncine
neden olan bir aminoglikozit asetiltransferazi
kodlamaktadir. Bu genin bir varyanti olan
aac(6’)-1b-cr geni ise,aac(6’)-1b’den Trp102Arg
ve Aspl79Tyr farkliligi gostermektedir. Enzim
bu sekilde siprofloksasini asetilleme yetisi
kazanmaktadir. gnr ve aac(6’)-1b-cr ayni hiicre-
de birlikte bulunduklarinda gnr’nin yalniz basi-
na yaptigindan dort kat daha fazla MIK artigi
olugmakta, duyarlilik bakimindan klinik direng
simirma (1 pg/ml) yaklasilmaktadir. Bunun yam
sira aac(6’)-1b-cr’nin yalniz bulunmasi, siprof-
loksasine maruz kalma durumunda olusacak
kromozomal mutasyon sikligini arttirmakta-
dir*D. gnr, aac(6’)-1b-cr ve CTX-M genlerinin
ayn1 plazmid iizerinde lokalize olarak birlikte
aktarilabildigi gosterilmigtir®’#®. Dolayisiyla bu
mekanizma GSBL {ireten izolatlarda yiiksek
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kinolon direncinin agiklanmasina katki sagla-
mustir. Tirkiye’de aac(6’)-Ib-cr geninin aragti-
rildig1 kisith sayida calisma mevcuttur. Poirel ve
ark.“? Tiirkiye’den gonderilen GSBL olusturan
E. coli ve K. pneumoniae izolatlarinin % 78’ inde
aac(6’)-Ib-cr bulundugunu gostermislerdir.
Nazik ve ark.*® ikisi gnrB-pozitif K. pneumoniae,
biri gqnrA pozitif E. coli olmak iizere ii¢ susta
aac(6’)-1b-cr geni saptamiglardir. Caligmamizda
E. coli izolatlarinin 99’unda (%37.4),
K. pneumoniae izolatlarimin dordiinde (%12.1)
aac(6’)-Ib geni belirlenmis, bunlarin da 101’1
(%98) aac(6’)-1b-cr bulunmustur. izolatlarimiz-
daki GSBL iiretimi ile aac(6’)-Ib gen varligi
arasindaki iligki istatiksel olarak anlamlidir
(p<0.001). aac(6’)-Ib geni saptanan izolatlar
incelendiginde tobramisin ve gentamisin diren-
ci istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Bu izolatlarda trime-
toprim-sulfametoksazole azalmig duyarlilik
tespit edilmis, ancak bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0.485). aac(6’)-1b
pozitif tiirlerin ek olarak trimetoprim-
sulfametoksazole de azalmis duyarlilik goster-
mesi aac(6’)-1b-cr’nin genellikle kompleks
integronlarda bulunmasi®” ve bu integronlarin
3’-CS bolgelerinin sull geni kodlamasi®® ile
aciklanmaktadir.

Sonug¢ olarak izolatlarimizda kinolon direnci
E. coli ve Klebsiella spp. izolatlar1 icin sirasiyla
%46.7 ve %21.1 olarak bulunmus, bu izolatlar-
daki diren¢ diizeyinin yiiksek oldugu belirlen-
mig, GSBL {iretimi anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. Ila¢ hedef bélgesi degerlendirilen
direngli izolatlarimizin tiimiinde iic ve yaridan
fazlasinda dort mutasyon bulunmus, izolatlari-
mizda %37.4 oraninda aac(6’)-Ib-cr mevcudi-
yeti belirlenmistir. Kinolon direngli izolatlari-
mizda yiiksek diizey kinolon direnci belirlenmis,
bununla iligkili ve literatiirle uyumlu olarak
temel kinolon diren¢ mekanizmasinin ila¢ hedef
bolgesindeki ¢oklu mutasyonlar oldugu tespit
edilmistir.
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Aragtirma

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne Bagvuran
Hastalarda Varisella Zoster Viriis Serolojik Test Sonuclarmimn

Degerlendirilmesi

Miinevver KAYIN, Cagla Yildiz ALAGOZ, Aysmm ZEYTINOGLU, imre ALTUGLU
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Izmir

0z

Amag: Herpesviridae ailesinin bir iiyesi olan varisella zoster viriis
(VZV) klinikleri farkli olan varisella (sugicegi) ve zona (herpes
zoster) hastaliklarimin etiyolojisinden sorumlu bir viriistiir. Dogru
tant ile tedavi edilebilir bir enfeksiyon etkeni olan VZV antiviral-
lere duyarlidir. Serolojik tamda VZV 1gG testi ozellikle kisinin
etkenle karsilasip karsilasmadigini gostermek agisindan onemli-
dir. VZV IgG avidite testleri eski enfeksiyonu ayiwrt etmede yararli-
dir, ancak heniiz standart degildir. Bu ¢alismamin amact, rutin
tamida yeni kullanmaya basladigimiz VZV IgM ve IgG enzim
immunoassay (EIA) testlerinin ve VZV IgG avidite testinin deger-
lendirilmesi ve rutin laboratuvar tan yaklagimimizi belirlenmesi-
dir.

Gerec ve Yontem: Viroloji laboratuvarina VZV enfeksiyonu on
tanist ya da viral tarama testleri istemi nedeniyle gelen 5884 VZV
IgG ve 3570 VZV IgM testi, VZV IgG testi uyguland:.

Bulgular: Ug bin bes yiiz yetmis drnekte uygulanan VZV IgM tes-
tinin %7.6’s1 (273 ornek) pozitif, %3 4’ii (120 drnek) sinir deger ve
%89 (3177) negatif olarak bulundu. VZV IgG testinde de pozitif,
negatif ve simir deger olarak saptanan hasta sayist sirast ile 4251
(%72.2), 1363 (%23.2) ve 270 (%4.6) idi. Klinik olarak sugicegi
diisiiniilmeyen ancak VZV IgM testi yinelendiginde de pozitif ¢cikan
15, sugicegi klinigi olan ve VZV IgM testi pozitif saptanan iki ve
VZV IgM testinin simr deger ¢ikip yinelendiginde pozitif/simr
deger/negatif cikan 7, toplam 24 ornekte VZV IgG avidite testi
calisildi. Olgularin higbirinde diisiik avidite indeksi saptanmadi.
Dort olguda avidite indeksi sinir deger olarak saptandi. Tiim diger
orneklerde avidite indeksi yiiksek saptandt.

Sonu¢: Klinik enfeksiyonun bulunmadigi durumlarda, akut
enfeksiyon tamisimin onaykanmasinda, VZV IgM EIA testinin
uygun bir test olmadig: diisiiniilmektedir. VZV IgM testlerinin
beklenmedik pozitifligi, izotip antikorlarin saptanmasindaki
standardizasyon eksikligi ile ilgilidir. VZV IgG avidite testi tam-
da yardimct degildir. Bu ¢alismada, VZV IgM ve IgG avidite EIA
testlerinin akut enfeksiyon tanisinda yararimin surl oldugu
sonucuna varilnmigtir.

Anabhtar kelimeler: VZV, seroloji, avidite

ABSTRACT

Evaluation of Varicella Zoster Virus Serologic Test Results in
Patients Admitted to Ege University Faculty of Medicine

Objective: Varicella zoster virus (VZV) is a member of
Herpesviridae family and is the responsible etiological agent in
two clinical forms as varicella (chicken pox) and zona (herpes
zoster). VZV which is the infectious agent of a treatable infection
based on accurate diagnosis is susceptible to antivirals. Serologic
VZV IgG avidity test is important as VZV Ig G test shows whether
the patient has ever acquired this infectionVZV IgG avidity test
helps to distinguish recent infection from the past; but is not
standardized yet. The aim of this study is to evaluate the VZV IgM
and 1gG enzyme immunoassay (EIA) tests and VZV IgG avidity test
which we have started to use routinely and to determine our
routine laboratory diagnostic approach.

Material and Methods: A total of 5884 VZV IgG and 3570 VZV
IgM test and VZV IgG avidity test were performed in the patients’
sera with the pre-diagnosis of VZV infection or request for viral
screening tests.

Results: In this study, of the 3570 samples tested with VZV IgM;
7.6% (273 samples) were positive, 34% (120 samples) were
borderline and 89% (3177) were negative. The number of VZV IgG
positive, negative, and borderline results were 4251 (72.2%), 1363
(23.2%) and 270 (4.6%) respectively. VZV IgG avidity test was
performed in a total of 24 samples including 15 samples clinically
not thought to be associated with varicella yet repeated VZV IgM
test result was positive for the disease, 2 samples of the patients
with clinical manifestations of varicella, and 7 samples of the
patients whose initial VZV IgM test gave borderline positivity,
however when the test was repeated it yielded positive/borderline/
negative result. Lower avidity indices were not detected in any
case, In only 4 cases borderline avidity index value was detected.,
while the remaining samples had high avidity indices.

Conclusion: In conclusion the VZV IgM enzyme immunoassay test
is not considered to be a suitable test in the confirmation of the
diagnosis of acute infection in the absence of clinical infection .
Unexpected positivity in VZV IgM tests is related to the lack of
standardization of EIA for the detection of these isotype antibodies.
The VZV IgG avidity test has not helped for the diagnosis. The
utility of VZV IgM and IgG avidity EIA tests were considered to be
limited in diagnosing acute infection.
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GIRIS

Herpesviridae ailesinin bir iiyesi olan varisella
zoster virlis (VZV) klinikleri farkli olan vari-
sella (sucicegi) ve zona (herpes zoster) hasta-
liklarinin etiyolojisinden sorumlu bir viriistiir.
VZV, primer enfeksiyonu sucgiceginden sonra
dorsal kok veya kraniyal sinir gangliyonlarinda
latent halde kalir ve hiicresel bagisikligin bas-
kilanmast durumunda reaktivasyon goriilebi-
lir"?. Dogru tant ile tedavi edilebilir bir enfek-
siyon etkeni olan VZV antivirallere duyarlidir.
Bu nedenle VZV enfeksiyonlarinda klinik ya
da mikrobiyolojik tan1 dnemlidir. VZV primer
enfeksiyonu olan sucicegi olgularinda klinisye-
nin tan1 yaklagimi genellikle tipik olan klinigin
degerlendirilmesi ile yapilmaktadir. Ancak ati-
pik enfeksiyonun izlendigi immunsuprese olgu-
larda, agilanmis kisilerde goriilen atipik enfek-
siyonlarda ve asi susunun neden olabilecegi
olgular gibi klinik taninin yetersiz kalabilecegi
durumlarda, VZV’nin mikrobiyolojik tanisi
gereklidir!?.

Mikrobiyolojik tani; sugicegi salginlarinda etke-
ni belirlemek, fatal seyreden olgularda kesin
taniy1 koymak ve ozellikle ti¢iincii basamak sag-
Iik sisteminde, immiinsuprese olgularin VZV
enfeksiyonuna duyarhiligini taramak icin (Orn.
transplantasyon alici/vericilerde vb.) nemlidir.
Immunkompetan hastada tanida, viremi kisa
stireli oldugundan, kanda VZV DNA’nin saptan-
mast sorunludur. VZV enfeksiyonu tanisinda
lezyonlardan dev hiicrelerin gdsterilmesi
(Tzanck), Cowdry A inkliizyonlarinin belirlen-
mesi yararli olabilir. Lezyonda PCR ile geno-
mun saptanmasi, duyarlilik ve 6zgiilliik agisin-
dan en yeglenen yontemdir. Serolojik tanida
VZV IgG testi ozellikle kisinin etkenle karsila-
sip karsilasmadigint gdstermek acisindan 6nem-
lidir. Ancak, enfekte tiim hiicreyi kullanan rutin
IgG testleri dogal geg¢irilmis enfeksiyonu sapta-
mada basarili olmakla birlikte, as1 sonrasi anti-
korlar1 saptamada duyarlilig1 diisiiktiir. Antikor
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saptanmasinda, saflastirllmig glikoprotein (gpE-
LISA) ve membran antijenlerini floresan yon-
temle saptayan (FAMA) testleri de kullanilmak-
tadir. Asili ve agisiz olgulara yonelik IgG testleri
ile ilgili standardizasyonlar siirmektedir. VZV
IgG avidite testleri eski enfeksiyonu ayirt etme-
de yararlidir, ancak heniiz standart degildir.
Suciceginde VZV IgM testinin duyarliligi, lez-
yon Orneginden VZV DNA’nin gosterilmesine
gore diisiiktiir. Duyarliligin, lezyonda VZV DNA
saptanmasina gore diisiik olmas1 ve akut enfek-
siyonda klinisyenin klinik tablo ile karar verme
egilimi nedeniyle VZV IgM testi rutin kullanim-
da yerini alamamuigstir. Yine, testin yalanci nega-
tifligi ve reenfeksiyon/reaktivasyon ile akut
enfeksiyonu ayiramamasi testin kullanimini
sorunlu hale getirmektedir. Ancak, dokiintiisii
olan olgularda VZV IgM pozitifligi varisella
tanisi i¢in laboratuvar taniy1 koydurur-,

Bu caligmanin amaci, rutin tanida yeni kullan-
maya basladigimiz VZV IgM ve IgG enzim
immunoassay (EIA) testlerinin ve VZV IgG avi-
dite testinin degerlendirilmesi ve rutin laboratu-
var tan1 yaklagimimizi belirlenmesidir.

GEREC ve YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvari’na,
VZV enfeksiyonu 6n tanisi ya da viral tarama
testleri istemi nedeniyle 16.9.2011-31.12.2015
tarihlerinde gelen 5884 VZV IgG ve 3570 VZV
IgM testi degerlendirmeye alindi. VZV IgG testi,
3115 kadin ve 2769 erkek, VZV IgM testi ise
1863 kadm ve 1707 erkek olguda uygulandi.

Orneklerden Varisella 1gG ve Varisella 1gM,
Diesse (Diagnostica Senese S.p.A, Italya) kitleri
ile Chorus Trio (Diagnostica Senese S.p.A,
Italya) platformunda kit iiretici talimatina gore
caligild1 ve indeks degeri 1.1in tizerindeki olgu-
lar pozitif, 0.9’un altindakiler negatif; 0.9-1.1
arasindakiler sinir deger olarak yorumlandi.
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VZV IgG avidite indeksi kati-faz immunanalitik
bir test (ELISA-VIDITEST Anti-VZV IgG and
IgG Avidity, Cek Cumbhuriyeti) ile belirlendi.
Ornekler kit talimatina gore caligildi ve “relative
avidity index” (RAI) belirlendi. RAI %40’1n
altinda ise diisiik aviditeli, %40-60 arasinda ise
siir deger, %60’ 1n iizerinde ise yliksek aviditeli
antikor olarak degerlendirildi.

BULGULAR

VZV 1IgG ve VZV IgM testinde yaslar sirasiyla
1-95 (ort 23.05 yas) ve 1-95 (22.73 yas) idi. Ug
bin bes yiiz yetmis 6rnekte uygulanan VZV IgM
testinin %7.6’s1 (273 6rnek) pozitif, %3.4°1 (120
ornek) sinir deger ve %89 (3177) negatif olarak
bulundu. VZV IgG testinde de pozitif, negatif ve
siir deger olarak saptanan hasta sayisi sirasi ile
4251 (%72.2), 1363 (%23.2) ve 270 (%4.6) idi.

Klinik olarak sucicegi diisiiniilmeyen ancak
VZV IgM testi yinelendiginde de pozitif ¢ikan
15, sucicegi klinigi olan ve VZV IgM testi pozi-
tif saptanan iki ve VZV IgM testinin siir deger
cikip yinelendiginde pozitif/sinir deger/negatif
cikan 7, toplam 24 ornekte VZV IgG avidite
testi ¢alisildi. Olgularin hicbirinde diistik avidite
indeksi saptanmadi. Dort olguda avidite indeksi
siir deger olarak saptandi. Tiim diger 6rnekler-
de avidite indeksi yiiksek saptandi. IgG avidite
indeksi aragtirilan 6rnekler tabloda gosterilmis-
tir.

VZV IgM pozitif olan olgularin 18’inde HSV1+2
IgM bakilmis ve 8’inde eszamanli pozitiflik sap-
tanmigtir. Yine, EBV VCA IgM bakilan 167
ornegin 13’iinde ve CMV IgM testi yapilan 208
ornegin 34’iinde VZV IgM ile birlikte pozitiflik
saptanmigtir.

TARTISMA

Ulkemizde sugicegi seroprevalansi galigmalari
ve hastalik komplikasyonlarina bagli hastane
yatiglarin degerlendirildigi ¢cok merkezli calig-
malar yapilmigtir. Sucicegi epidemiyolojisi ile
ilgili kapsaml1 bir ¢alismada, dokuz ilde rando-
mize secilen 4800 kiside, 30 yas alti olanlarda
seroprevalans %77.8 olarak saptanmigtir®.
[zmir’de ag1 oncesi yapilan iki farkli calismada,
VZV seroprevalans oranlart %71.5 ve %94.3
olarak belirlenmistir®®. Erzurum’da yapilan bir
diger calismada, 30 yas alt1 kisilerde seropreva-
lans %78, Manisa ilinde yapilan bir diger calig-
mada, 7-15 yas arasinda VZV IgG pozitiflik
orant %61.6, Ankara’da adolasanlarda yapilan
calismada, %55.7 ve Adana’da ilk 68retim
ogrencilerinde %78 olarak bulunmustur”?. Yine
rutin agilama Oncesi donemde, 0-15 yas arasi
cocuklarda varisella ile ilgili hospitalizasyon
oran1100.000’de5.29-6.89 olarak bulunmugtur?.
Tiirkiye’de Subat 2013’te cocuklara VZV asis1
uygulanmaya baslanmigtir. Calismamizda, yas-
lart 1 ile 95 arasinda degisen (ortalama deger
23.05 yas) hasta grubunda Varisella IgG olumlu-

Tablo. VZV IgG avidite testi ile indeks arastirilan 24 6rnegin sonuclari.

VZV IgM Ornek sayisi Yiiksek Al Sinir AI Diisiik AT
VZV IgM
Birinci ¢calisma (+) 15 14 1* 0
Ikinci ¢aligma (+)
Sucigegi klinigi olan ve VZV IgM (+) 2 0 2 0
VZV IgM
Birinci ¢alisma SD 7 6 1#* 0
Ikinci caligma (+)/SD/(-)
Toplam 24 20 4 0

Al: avidite indeksi; SD: simir deger; * Kawasaki sendrom tanisi alan bir olgu ** birinci ¢calisma SD, ikinci ¢alisma (-) bir olgu
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Iugu orami diger ¢alismalarla uyumlu olarak,
%72 .2 olarak bulunmustur.

VZV enfeksiyonu mikrobiyolojik tanisinda fark-
It laboratuvar yontemleri kullanilmaktadir.
Hastaligin erken doneminde vezikiillerin PCR
ile test edilmesinin tanida duyarl ve 6zgiil oldu-
gu gosterilmistir1?. Yine oral siiriintii 6rnekle-
rinin de PCR ile test edilmesi oldukca duyarli bir
yontem olarak bildirilmektedir'®. Tanida hiicre
kiiltiirii ile virilis izolasyonu zaman alic1 olmasi
ve diisiik duyarliligi nedeni ile yaygin olarak
kullanilmamaktadir®. Diger laboratuvar tani
yontemlerinden lezyonun direkt floresan antikor
yontemi (DFA) ile incelenmesi hem deneyimli
personel gerektirmesi, belirsiz sonug elde edile-
bilmesi ve hem de duyarlilik ve 6zgiilliigliniin
diisiik olmas1 nedeni ile tanida ¢ok yararl ola-
mamaktadir. Serolojik testler ile IgG saptanmast
kisideki immiiniteyi belirlemek agisindan kulla-
nilmaktadir. IgG titresinde artig1 gozlemlemek
acisindan iki farkli 6rnek gerektiginden akut
hastalik tanisinda rolii kisithdir. Ek olarak asi
veya daha 6nce gecirilmis enfeksiyon nedeni ile
antikoru olan hastalarda IgG tiresindeki artisi
gostermek zor olabilmektedir. Primer enfeksi-
yon sirasinda kan alindig1r sirada IgG heniiz
olusmamis olabilir"®. VZV aktif enfeksiyonunu
desteklemek icin pratikte VZV IgM kullanil-
makla beraber IgM antikorlarini saptayan pek
cok ticari kitin duyarliliklarinin degigken olabil-
digi, diger yandan basta HSV olmak iizere diger
herpesviriislerle yalanct pozitiflik verebildigi
belirtilmektedir'. Bu calismada, VZV IgM
olumlulugu olan bazi hastalarda es zamanli HSV
1+2 IgM, EBV VCA IgM ve CMV IgM saptan-
mast bunun bir gostergesidir. Yine, VZV IgM
varlig1, yakin dénem kargilasmanin gostergesi
olabildigi gibi reenfeksiyon ve reaktivasyona da
bagli olabilmektedir®. IgG avidite testleri pri-
mer enfeksiyon (varisella) ve rekiiren enfeksi-
yon (zoster) ayriminda yardimeci olabilmekle
beraber, deneyim siirlidir'®,
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Leung ve ark. ¥ Varisella enfeksiyonunun tani-
sinda kullanilan farkli laboratuvar testlerinin
degerlendirildigi ve vezikiillerden alinan orne-
gin PCR ile saptanmasinin altin standart olarak
tanimlandig1 calismada, vezikiilden DFA ile
antijen saptanmasinin duyarhiligin1 % 75, kanda
IgM saptanmast duyarliligini %25, kanda PCR
duyarliligini %42 olarak belirlemistir. Ayni ¢alig-
mada, klinik taninin duyarlilig1 asisizlarda %100
agt ile modifiye olmus olgularda %85 olarak
saptanmigtir.

Bu calismada, 3570 ornekte uygulanan VZV
IgM testinin %7.6’s1 (273 6rnek) pozitif, %3.4’i
(120 ornek) smir deger olarak bulunmustur.
Pozitif olarak saptanan hastalarin 6n tanilari
incelendiginde 11 hastanin sugigegi ve ii¢ hasta-
nin zona zoster (pozitif ¢ikan 273 Ornegin
%5.1’1) on tanisi ile yollandig1 gozlenmistir.
Diger yandan sucicegi 6n tanist ile yollanan 25
hastanin 14’tinde VZV IgM pozitif olarak sap-
tanmamustir. VZV enfeksiyonu laboratuvar tani-
sinda, diger ¢alismalarda sozii edilen sorunlar bu
calismada da gozlenmis, VZV IgM sonuclarinin
klinik hastalik tanis1 ile uyum icinde olmadigi ve
saptanan IgM olumluluklarinin ¢ogunun primer
enfeksiyonun gostergesi olmadigr sonucuna
varilmigtir.

Bu calismada, VZV IgG avidite testi uygulanan
olgu sayist siirhidir. Calisilan 24 hasta 6rnegi-
nin yalnizca 4’iinde siir deger avidite elde edil-
mig, geriye kalan oOrneklerde yiiksek avidite
saptanmigtir. Sinir deger elde edilen 2 olgu suci-
cegi klinigi olan olgulardir. Bu bulgular elde
edilen pozitifliklerin ¢ogunun yakin donem
enfeksiyon olmadigini diisindiirmektedir. Diger
yandan klinik bulgusu olan hastalarda yiiksek
avidite elde edilmesi beklenmeyen bir durum
olmugtur. Smurlt sayida uygulanan avidite testi
sonuglarinin taniya yarari olmamuistir.

Sonug olarak, bu calismada uygulanan VZV
IgM enzim immunoassay testi laboratuvar tani-
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da klinik hastaligin olmadigr durumlarda akut
enfeksiyonu dogrulama icin uygun bir test ola-
rak goriilmemektedir'”. Gerekli olmadigi
durumlarda istenen VZV IgM testlerinde bek-
lenmedik IgM pozitiflikleri, bu izotip antikorla-
rin saptanmasinda enzim immunoassay testleri-
nin heniiz standardize olmamasi ile ilgilidir.
VZV IgG avidite testi taniy1 netlestirme konu-
sunda yardimci olmamigtir. Bu calismada, VZV
IgM ve IgG avidite EIA testlerinin akut enfeksi-
yon tanisinda yararinin sinirlt oldugu sonucuna
varilmigtir.
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Amag: Acinetobacter baumannii ¢oklu antimikrobiyal diren¢ gos-
terebilen ve hastaneden kazanilmig enfeksiyonlarda énemi olanbir
patojendir. Coklu ilaca direngli A. baumannii suslarinn tedavisin-
de karbapenemler secenektir. Calismamizda, karbapenem direngli
A. baumannii suslarinda diren¢ mekanizmalarimin ve molekiiler
epidemiyolojisinin arastirilmast amaglanmugtur.

Gereg ve Yontem: Calismamizdaki 122 Acinetobacter spp. kokeni-
nin tamimlanmasinda tam otomatik tanimlama kitleri kullanilmus-
tir. Antibiyotik duyarliliklart CLSI Klavuzuna gore test edilmis ve
yorumlanmugtir. Bu suslarda, OXA-23 grup, OXA-24 grup OXA-51
grup, OXA-58 grup oksasilinaz genleri ve IMP, VIM, GIM, SPM,
SIM, NDM-1 metallo-betalaktamaz genleri PZR ile arastirilmistir.
Klonal dagilimi PFGE ile arastirilnugtir.

Bulgular: Karbapenem direncli 42 sug bulunmustur. ARDRA
deneyi ile 41 tanesi A. baumannii, bir tanesi Acinetobacter sp.
olarak tanimlanmgtir. Bu suslarin tamanu sefaperazon/sulbaktam,
piperasilin/tazobaktam, seftazidime direncli, %95’i siprofloksasi-
ne, %86’st amikasine, %21’i tigesikline, %I12’si polimiksine
direngli, kolistine direngli sus bulunmanugstir. Suslarin 30’u bir
klona ait (A) bulunmugtur. Karbapenem direngli suslardan 18’i
(%78) OXA-23 grup, 5’i (%12) OXA-58 grup direng geni pozitif
bulunurken OXA-24 grup direng genine sahip sus bulunmamustir.
Yirmi ii¢ (%54) susta yalmzca OXA-51 grup pozitif bulunmustur.
Dort sugta, OXA-23 ve OXA-58 direng geni beraber bulunmustur.
Karbapenemaz enzimlerinden IMP, VIM, GIM, SPM, SIM genleri
bulunmaz iken, A. baumannii disi bir susta NDM-1 direng geni
bulunmustur.

Sonug: Acinetobacter spp. suglart bir sus disinda A. baumannii
bulunmugstur. Karbapenem direng orami %34 bulunmugtur.
Karbapenem direncinden en ¢ok oksasilinaz tipi enzimler sorumlu
(en stk OXA-51 grup) bulunmustur. Otuz sugun bir klona ait olma-
st, direng yayiluminda belli bir hastane klonunun sorumlu oldugu
gosterilmigtir. Yalmizca A. baumannii dist bir susta NDM-1 direng
geni bulunmustur, diger metallo-beta laktamaz direng enzimleri
bulunmamugtir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, karbapenem direng,
epidemiyoloji

ABSTRACT

Molecular Epidemiology of Carbapenem Resistance in Clinical
Isolates of Acinetobacter spp

Objective: Acinetobacter baumannii can develop multi-drug
resistance and is an important pathogen in hospital-acquired
infections. Carbapenems are the choice of treatment for
A. baumannii strains resistant to multidrug therapy. The aim of this
study is to detect carbapenem resistance mechanisms detected in
A. baumannii strains, and to investigate molecular epidemiology of
this resistance.

Material and Methods: We investigated 122 Acinetobacter spp.
strains and identified with fully automated identification system.
Antimicrobial susceptibilities were tested and interpreted according
to the CLSI guidelines. In these strains, metallo-beta-lactamase
genes (IMP, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM-1) and oxacillinase
genes (OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58) were investigated
with PCR. Clonal distribution was investigated with PFGE.

Results: We obtained forty-two carbapenem resistant isolates.
Using ARDRA assay 41 of these strains were identified as
A. baumannii and one as Acinetobacter spp. All carbapenem
resistant isolates were also resistant to cefoperazone/sulbactam,
piperacillin/tazobactam and ceftazidime. Other resistance rates
were 95% to ciprofloxacin, 86% to amikacin, 21% to tigecycline
and 12% to polymyxin. None of the isolates were resistant to
colistin. Thirty isolates were found to belong to a unique clone (A).
Of the carbapenem resistant isolates 18 (78%) were OXA-23
group and 5 (12%) were OXA-58 group resistance gene positive.
OXA-24 group of resistance genes was not observed in any of the
isolates. Of the carbapenem resistant isolates 23 (54%) harboured
only OXA-51 genes. Both OXA-23 and OXA-58 genes were
observed in four isolates. Other karbapenemase genes IMP; VIM,
GIM, SPM, SIM, were not detected in any of the isolates while
NDM-1 was positive in only one that was non-A. baumannii.

Conclusion: In conclusion, carbapenem resistance rate was 34%
and all Acinebacter spp. strains were A. baumannii except one.
Oxacillinase group of enzymes were found to be more responsible
(most frequent OXA-51) from carbapenem resistance. Thirty
strains belonged to a unique clone and this hospital clone was
considered to be responsible for the spread of resistance. NDM-1
resistance gene and other metallo-beta-lactamase genes were not
found in these strains.

Keywords: Acinetobacter baumannii, carbapenem, resistance,
epidemiology
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GIRIS

Acinetobacter tiirleri nonfermantatif bakterilerin
etken oldugu enfeksiyonlarda ikinci siklikta
izole edilmektedir. Insanda en sik izole edilen
tiir Acinetobacter baumannii’dir. Bu mikroorga-
nizma; antimikrobiyallere ¢ogul diren¢ kazanma
ve cevresel ylizeylerde yiiksek oranda canliligini
stirdiirebilme yetenegi ile hastane ortaminda
kolayca kolonize olmakta ve ozellikle yogun
bakim {initelerinde olmak {izere hastane enfeksi-
yonlarma yol agmaktadir-?.

Coklu ilaca direngli suglarin tedavisi, genis
spektrumlu beta-laktamlara, aminoglikozidlere,
fluorokinolonlara direngli olduklart i¢in zordur.
Bu durum tedavide karbapenemlerin sik kulla-
nilmasina neden olmustur. Giiniimiizde karbape-
nem direnci tiim diinyada giderek artan oranlar-
da bildirilmekte ve 6nemli bir halk saghg soru-
nu olusturmaktadir®®. Acinetobacter tiirlerinde
karbapenemlere direng; beta-laktamaz iiretimi,
dis membran porin (omp) kaybi, efflux pompasi
ve penisilin baglayan proteinlerde degisiklik
gibi ¢esitli mekanizmalar ile olmaktadir®.
A. baumannii’de karbapenemlere direnctenso-
rumlu en yaygin beta-laktamaz tipi kazanilmig
oksasilinazlardan, OXA-23, OXA-24, OXA-40,
OXA-58 ve OXA-143 enzimleri olan serin beta-
laktamazlardir. Ayrica OXA-51 tipi dogal oksasi-
linazin agir1 iiretimi ve diger OXA enzimleriyle
birlikteligi de yiiksek diizey karbapenem diren-
cine neden olmaktadir®”. Bu c¢alismada, karba-
penemlere direngli Acinetobacter spp. suslarinin
belirlenerek, dirence en sik neden olan mekaniz-
ma/ enzimin ve klonal iligkilerinin ortaya kon-
mas1 amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Izolatlarmm Tamimlanmasi ve Antibiyotik
Duyarhlik Testleri: Ocak 2007 ile Eyliil 2010
tarihleri arasinda hastanemiz T1ibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na gonderilen klinik 6rneklerden

izole edilen Acinetobacter spp. olarak tanimlan-
mis 122 sug caligmaya dahil edilmis ve karbape-
nem direncli suslar aragtirilmistir. Bakteri tanim-
lanmas1 Phoenix 100 BD (BD Diagnostic, ABD)
otomatize sistemi ve/veya Amplified ribosomal
DNA restriction analizi (ARDRA) ile yapildi.
Calismaya ayni1 hastadan izole edilen suglardan
yalnizca biri tahlil edilmigtir.

Tiim bakterilerin, imipenem (IMP), meropenem
(MEM), sefaperazon/sulbaktam (SCP), piperasi-
lin/tazobaktam (TZP), seftazidim (CAZ), sipro-
floksasin (CIP), amikasin (AM), gentamisin
(GN), duyarliliklar disk diflizyon yontemi ile
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) onerilerine gore test edildi ve yorum-
land1"?. Karbapenem direngli kokenlerde imipe-
nem, meropenem, tigesiklin, sefoperazon/sul-
baktam, piperasilin/tazobaktam, amikasin, poli-
miksin B, kolistin, seftazidim ve siprofloksasin
minimal inhibitor konsantrasyonlar: (MIK)
E-test yontemi (Biomeriux, Fransa) ile iiretici
firma Onerileri dogrultusunda uygulandi ve CLSI
kilavuzuna gore yorumlandi"?. CLST kilavuzun-
da smir degerleri olmamasi nedeniyle SCP
duyarlilik sinir degerleri <=16, 32, >=64 mg/L"¥
olarak ve TG smir degerleri ise ilac iireticisi
firmanin prospektiis bildirimlerine gore <=2, 4,
>=8 mg/L (Wyeth AS, Istanbul) olarak alindi.
Kontrol susu olarak A. baumannii ATCC 19606
susu kullanildi.

Molekiiler Yontemler

Amplified ribosomal DNA restriction analizi
(ARDRA): Karbapenem direncli suglarin geno-
tipik tiir ayrimi icin ARDRA deneyi yapildi.
DNA eldesi i¢in, bir gecelik koyun kanli besiye-
rinde inkiibe edilmis suslardan bir 6ze dolusu
bakteri 500 pL steril distile su i¢inde siispanse
edildikten sonra 95°C’de 15 dakika tutulduktan
sonra 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edildi.
Usteki s1vi bu test ve daha sonraki testlerde poli-
meraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) hedef DNA
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arastirllmasi icin kullanildi. Daha sonra 16S
rRNA ait gen spesifik dizileri kullanilarak
(Forward-TGGCTCAGATTGAACGCTG
GCGGC, Reverse- TACCTTGTTACG ACTTCA
CCCCA) PCR yapildi. Cogaltilan gen bolgesi
Alu I (AGCT), Cfo I (GCGC), Mbo I (GATC),
Msp I (CCGG), Rsa I (GTAC) DNA kesim
enzimleri ile kesildi ve olusan bantlar goriintii-
lendi. Bant paternleri gozle degerlendirilerek
genomik tiir ayrimi yapildi®.

Karbapenem Diren¢ Mekanizmalarinin
Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi:
Karbapenem direncine neden olan oksasilinaz
genlerinden OXA-23 grup, OXA-24 grup, OXA-
51 grup, OXA-58 grup ve metallo-betalaktamaz
genleri IPM, VIM, GIM, SPM, SIM, NDM-1 ile
ISAbal integronlarinin varlig1 bu enzimleri kod-
layan gen bolgelerine ait spesifik primer dizileri
kullanilarak PCR ile arastirildi®' (Tablo 1).

Tablo 1. Kullamilan primer dizileri ©-'V.

Primer Gen Dizisi (5°-3%) Baz

Adi Biiyiikliigii
(bp)

OXA23-F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501

OXA23-R ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

OXA24-F GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA 246
OXA24-R AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

OXA51-F TAATGC TTT GAT CGG CCT TG 353
OXAS51-R TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG

OXAS58-F AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG 599
OXAS58-R CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC

IMP F GGA ATA GAG TGG CTTAAY TCT C 188
IMP-R CCAAACYACTAS GTTATCT

VIM-F  GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390
VIM-R CGA ATG CGCAGCACCAG

GIM-1-F  TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA 477
GIM-1-R  AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC

SPM-1-F AAAATC TGG GTA CGC AAA CG 271
SPM-1-R ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG

SIM-1-F TAC AAG GGATTC GGC ATC G 570
SIM-1-R  TAATGG CCT GTT CCC ATG TG

NDM-1F CCAATATTATGC ACC CGG TCG 794
NDM-1R ATG CGG GCC GTATGA GTG ATT G

ISAbal F  CAC GAATGC AGAAGT TG
ISAbal R CGA CGA ATA CTATGA CAC
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Konjugasyon Deneyi

Diren¢ genlerinin plazmid aracili transferinin
aragtirilmasi amaciyla konjugasyon deneyi
yapildi. Alict sus olarak Escherichia coli 153
(sodyum azid direncli, 200 mg/L) susu kullanil-
di. Her iki alic1 ve verici sug logaritmik {ireme
fazi i¢in 3 saat beyin-kalp infiizyonu buyyonda
inkiibe edildi. Alicidan 2.2 ml ile vericiden 0.2
ml karistirtlip 1 saat inkiibe edildi ve ardindan
selektif besiyerinde transkonjugatlar (200 mg/L
sodyum azide, 4 mg/L. imipenem) seg¢ildi. Bu
transkonjugatlardan plazmid DNA izolasyonu
ticari kit kullanilarak iiretici firmanin (GeneJET
plasmid miniprep kit; Fermentas, Isvec) 6nerile-
ri dogrultusunda yapildi ve diren¢ genleri
aragtirtldi®.

Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Karbapenem direngli suglardaki klonal iligkinin
ortaya ¢ikarilmasi icin PFGE deneyi yapildi. Bir
gece koyun kanli agarda inkiibe edilmis saf
A. baumannii suglarindan, 1 ml hiicre siispansi-
yon soliisyonunda (HSS; 100M Tris-HCL,
100mM EDTA, ph 8.0) 4 McFarland bulaniklik-
ta bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bakteri siis-
pansiyonu 13.000 rpm olacak sekilde 2 dakika
siire ile santrifiijlendi. Ustteki s1v1 atild1 ve pellet
1 ml HSS ile ¢oziildii. Bu soliisyonun 100 1 ile
5 ul proteinaz K (20 mg/ml stok) karistirildi. %1
sodyum dodesilsiilfat iceren %2’lik “low mel-
ting” agarin 100 p!’si ile bu bakteri siispansiyo-
nu karigtirildi. Daha sonra bu karisim “plug-
mold” kaliplarina dagitildi. Olusan bakteri jel
plaklart 1 ml hiicre lizis soliisyonu (HLS; %50
mM Tris, %50 mM EDTA, pH 8, %1 sarkozil)
ve 3 ul proteinaz K (20 mg/mL stok) iceren s1vi-
nin icine kondu ve 2 saat 54°C’de inkiibe edildi.
Daha sonra 2 defa distile su ile 4 defa Tris-
EDTA tampon sivist ile 50 °C’de yikama iglemi
yapildi. Lizis sonunda aciga ¢ikan DNA, Apal
(30 tinite) enzimi ile kesildi. Kesilen DNA par-
calar1 %1’lik agaroz jel icinde CHEF DRIII
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(Bio-Rad Laboratories, Belgika) sisteminde 14
°C’de ve 6V/cm*’de 20 saat kosullarinda yiirii-
tiildii. Olusan bantlar 15 xl/ 200 ml “safeview”
DNA boyayict iginde 40 dakika tutularak UV
1sikta  goriintiilendi. Bantlar arasindaki iliski
“Tenover kriterleri’ne gore gozle degerlen-
dirildi?>1.

Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Aras-
tirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklen-
mistir (TPF: 10030).

BULGULAR

Calismaya alinan 122 A. baumannii veya
A. baumannii/calcoaceticus complex susu oto-
matize sistemle tanimlanmigtir. Calismamizdaki
suslarin elde edildigi 6rneklerin dagilimi sdyley-
di: 52°si (%42) solunum yolu, 32’si (%26) kan,
23’1 (%19) yara yeri, 8’1 (%7) idrar ve yedisi
(%6) diger orneklerdir (gdz, periton, plevra,
kateter). Bu orneklerin 38’1 (%31) dahili bilim-
lere ait servislerinden, 33’ii (%27) cerrahi bilim-
lere ait servislerinden, 31’1 (%26) pediatri servi-
sinden ve 20’si (%16) yogun bakim iinitelerin-
den gonderilmisti.

Calismaya dahil edilen 122 sus disk difiizyonla,
42’°si (%34) IMP ve MEM’e, 67’°si (%55) SCP,
95’1 (%78) CAZ, 94’1t (%77) GN, 91’1 (%75)
CIP, 91°1 (75) TZP ve 61’1 (%50) AM direncli
bulunmustur. Karbapenemlere direngli 42 susun
tamami1 SCP, TZP ve CAZ’e direncli, %95’1 CIP,
%86’s1 AM, %21°1 TG, %12’si PO direncli iken,
kolistine direnc¢li sus bulunmamuistir. Karbape-
nem direngli suglarin MIKSO/90 degerleri; imipe-
nem >=64/>=64, meropenem >=064/>=064, pipe-
rasilin/tazobaktam >=512/>=512, polimiksin B
1/4, sefoperazon/sulbaktam 128/>=512, kolistin
0.5/2, tigesiklin 1/8, seftazidim >=512/>=512,
siprofloksasin >=64/>=64 ve amikasin 128/>=512
olarak bulunmustur.

Karbapenem direncli suslarin ARDRA yonte-

miyle genotiplendirilmesi sonucu 41°i
A. baumannii, bir sug A. baumannii-dig tiir olarak
tanimlanmigtir. Karbapenem direncli suslarda
birbirinden farkli 8 PFGE klonu (al subklonunda
30 sug, bunun a2 subklonunda 3 sus, b ve ¢ klon-
larinda 3’er sus, d klonunda 2 sus, e, f, g, h klon-
larinda birer sug) bulunmustur (Sekil 1).
Karbapenem direncli suslarin 18’inde (%42)
OXA-23 grup, 5’inde (%12) OXA-58 grup direng
geni pozitif bulunurken, OXA-24 grup direng
genine sahip sus bulunmamistir. Tiim A. baumannii
suslarinda dogal olarak bulunan OXA-51 grup
diren¢ geni bulunmustur. OXA-51 diren¢ geni
olan ve test ettigimiz diger diren¢ geni olmayan
23 sug bulunmustur. Dort susta OXA-23, OXA-58
direng¢ geni birlikteligi saptanmugtir. Diger karba-
penemaz enzimlerinden IMP, VIM, GIM, SPM,
SIM hicbir susgta bulunmaz iken, A. baumannii
digt bir susta NDM-1 diren¢ geni bulunmustur.
OXA-58 direng genine sahip suslar a2(3), f(1),
g(1) klonlarma ait iken, OXA-23 diren¢ genine
sahip olanlar al(9), b(2), c(3), d(2), e(1), h(1)
klonlarina aittir. NDM-1 diren¢ genine sahip sus
g klonuna ait bulunmustur. OXA-23, OXA-53,
OXA-51 grup pozitif suslarda ISAbal geni iligki-
si aragtirilmig ve hepsinde negatif bulunmustur.

OXA-23 ve OXA-51 ve OXA-53 direng geni
pozitif suslarda diren¢ geninin transfer edilebi-

Sekil 1. Secili izolatlardan PFGE goriintiisiit M; marker, A klo-
nu; 77, 97, 127, 150, B klonu; 73, 128, 134, C klonu; 135, 143,
146, D klonu; 158
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Oxa58

Oxa23
Oxa51

Sekil 2. Multipleks PCR reaksiyonu ile OXA pozitif secili izolatlarin jel goriintiisii.

lirliligi konjugasyon deneyi ile arastirilmis ancak
gosterilememistir. Elde edilen plazmid DNA’da
bu genler cogaltilamamigtir.

TARTISMA

Acinetobacter tiirlerinde goriilen c¢oklu ilag
direnci, Acinetobacter enfeksiyonlarinin tedavi-
sinde, karbapenemlerin yogun olarak kullanimi-
na neden olmakla birlikte, karbapenem direnci
de giderek yayginlagsmaktadir”. Giiniimiizde,
bilinen tiim antibiyotik gruplarina direncli
A. baumannii suslart bildirilmektedir®. Calig-
mamizda, A. baumannii izolatlarinda karbape-
nem direnci %34 oraninda bulunmustur.
Anabilim Dali’'mizin icinde bulundugu ulusal
bir calismada, 2007 yilinda A. baumannii susla-
rinda karbapenem direnci goriilmez iken, calig-
mamizda, karbapenem direnci %34 olarak
bulunmugtur”,

Caligmamizda, 18 susta OXA-23 geni, bes susta
OXA-58 geni ve dort sugta hem OXA-23 hem de
OXA-58 geni bulunmugtur. OXA-24 genine rast-
lanmamustir. Acinetobacter baumannii suglarin-
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da karbapenem direncinden sorumlu tutulan
temel mekanizma OXA enzimleridir'®. OXA-23
enziminin daha ¢ok Ingiltere, Fransa, Brezilya
ve Yunanistan’da, OXA-24 enziminin Ispanya’da,
OXA-58 enziminin ise Fransa, Ispanya, Italya,
Yunanistan ve Avusturya’da daha sik goriildiigii
bildirilmektedir®. Tiirkiye, Yunanistan ve
Italya’nin da aralarinda bulundugu Akdeniz
tilkelerini iceren bir ¢alismada, 1999-2009 yilla-
1 arasinda karbapeneme direngli A. baumannii
izolatlarinda en yaygin genin OXA-58 oldugu
2009 yilindan itibaren ise OXA-23 geninin gide-
rek artarak OXA-58 geninin yerini almaya bagla-
dig1 bildirilmistir'. Sar1 ve ark.®”, 62 karbepe-
neme direngli A. baumannii izolatin1 inceledik-
leri calismalarinda, tiimiinde OXA-23 genini
saptarken, higbirinde OXA-58-benzeri enzimleri
kodlayan genler saptamamuglardir. A. baumannii
suslarinda intrinsek olarak bulunan OXA-5/
diren¢ geninin fazla miktarda iiretildiginde kar-
bapenem direncine katkida bulundugu ve ISAbal
genetik elemaninin OXA-51 geninin Oniine gele-
rek ekspresyonunu artirdigr gosterilmistir®2h.
Calismamizda, tiim suslarda OXA-51 benzeri
enzimleri kodlayan genlerin varlig1 belirlenmis,
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OXA-23 ve OXA-58 direng genine sahip suslarda
ISAbal insertion sekans bolgesi ile iligki bulu-
namamigtir. Direng genlerinin hicbiri konjugas-
yon deneyinde transfer edilememistir bu da
genlerin kromozomda yerlesik oldugunu diisiin-
diirmiigtir.

Acinetobacter baumannii suglarinda metallo-
beta-laktamaz (MBL) tiirii enzimler OXA tipi
karbapenemazlardan daha az goriilmesine rag-
men, MBL’lerin karbapenemaz aktivitesi daha
yiiksektir®??. IMP diren¢ geninin daha c¢ok
Italya, Japonya, Giiney Kore, Portekiz’de, VIM
ve SIM diren¢ genlerinin ise daha cok Giiney
Kore’de goriildiigii bildirilmektedir®>». Caligma-
mizda, IMP, VIM, GIM, SPM ve SIM direng
genlerine rastlanmamis, bir A. baumanni-disi.
susda NDM-1 direng geni bulunmustur.

Coklu ilaca direngli A. baumannii suslarinin
epidemiyolojik olarak tanimlanmasi 6nemlidir.
A. baumannii’ye bagh salginlarda genellikle bir
baskin klonun epidemiyolojik olarak egemen
oldugu bildirilmektedir'®¥. Hastanelerde kolo-
nize genotiplerin ciddi mortalite ve morbidite
artisina neden olabilecegi belirtilmektedir® .
Karbapenem direncli A. baumannii suslarinin
ozellikle ventilator iligkili pnomoni tedavisinde
mortalite artisina neden oldugu bildirilmekte-
dir®®., Calismamizda, karbapenem direngli sus-
lar sekiz farkli genotipte bulunmustur. Otuz susu
iceren A genotipini, agirlikli olarak pediatri ser-
visinden gonderilen hasta Orneklerinden izole
edilen suglar olusturmaktadir. Bu suslarin 2009
Ocak ay1 ile 2010 Kasim aylarinda kiimelenmesi
bir epideminin yasanmis oldugunu diisiindiir-
miistiir. Genotip A, en ¢ok solunum yolu 6rnek-
lerinden (%18), daha sonra invazif orneklerden
(%12) izole edilmistir. Bu genotipin kolonize
hastalardan izole edilebildigi gibi ciddi enfeksi-
yonlara da neden olabilecegi goriilmiistiir.
bla,,, ,, direng geni 6 farkli genotipte (A, B, C,
D, E, H) bulunmustur. bla,,, . direng geni ise 3
farkli genotipte (A, F, H) bulunmustur. Her iki-

sine sahip suslar iki farkli genotipte (A, H)
bulunmustur. Sadece bla,,, ,, geni sahip suglar 3
farkli genotipte bulunmusg, ancak bunlarin %91°1
(21 sug) genotip A’ya ait iken diger B ve G geno-
tiplerinde birer sus bulunmugstur. G genotipi
NDM-1 diren¢ genini iceren tek susa ait bir
genotip olarak bulunmustur.

Sonug olarak, calismamizda, A. baumannii izo-
latlarinda karbapenem direnci %34 oraninda
bulunmugtur. Bu direncten OXA tipi direng
enzimleri bunlardan da en cok OXA-51 grup
sorumlu bulunmustur. NDM-I direng genine
sahip A. baumannii disg1 bir susta tek bir klona ait
olarak bulunmustur. Klonal dagilim olarak da 8
farkli genotip bulunmus ve bunlarin i¢inde 30
sus tek bir klonda toplanmustir. Bu bize hastane-
mizde bir nozokomiyal susun bulundugu ve
ozellikle pediatri servisinde belirli bir zaman
araliginda epideminin oldugunu gostermistir.
Ayrica direncten sorumlu genlerin diren¢ olug-
turmasinda, ISAbal disinda bir insertion dizisi-
nin sorumlu olabilecegi ve daha ileri ¢aligmala-
rin yapilmasi gerekliligi ortaya konmustur.
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Amag: Mycobacterium tuberculosis, cesitli doku ve organlara
yerlegerek hastalik olugturmakta, akciger diginda yerlesen tiiber-
kiiloz (TB) akciger dist tiiberkiiloz (ADTB) olarak adlandiriimak-
tadir. Bu ¢alismada bolgemizdeki kiiltiir pozitifligi ile dogrulanmug
ADTB olgularimizin organ ve doku yerlesimleri a¢isindan dagilim
ve demografik ozelliklerinin incelenmesi ile tanida kullanilan yon-
temlerin tanisal performanslarmmn karsilagtirilmast amaglanmis-
tir.

Gereg ve Yontem: Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na cesitli kli-
niklerden ADTB siipheli 2230 hastadan gonderilen klinik érnekler
rutin isleme alindi. Ehrlich-Ziehl Neelsen boyama yontemi ve
kiiltiir yontemi ile Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC)
yoniinden degerlendirildi. Kiiltiiriinde MTC iiremesi belirlenen
hastalar retrospektif olarak degerlendirildi.

Bulgular: ADTB siipheli 2230 hastamun 101 (%4.5)’inde kiiltiir
yontemleri ile MTC iiremesi, 25 (%I1.1)’inde aside direngli basil
pozitifligi belirlendi. Lenf bezi biyopsisi yapilan 35 (%34.7) hasta-
min 24 (%68.6) iinde kazeifikasyon nekrozu saptandi. ADTB siklig
tutulum yerlerine gore suniflandirildiginda TB lenfadenit %34,7,
genito-iiriner sistem TB’si %19.8, TB plorezi %18.8, kemik-eklem
TB’si %12.9, TB menenjit %10.9, periton TB’si %2 ve %1 gastro-
intestinal sistem TB olarak belirlendi.

Sonug: Bolgemizde kiiltiir pozitifligi ile dogrulanan ADTB goriil-
me sikligt %4.5 olarak bulundu. Olgularin en iiretken yaslarda
goriilmesi iilkemizin ekonomik kaybimin boyutlarim gdstermesi
agisindan onemlidir. ADTB tamisindaki gecikmeler tedavide sorun-
lara yol acmakta bu ise mortalite ve morbiditenin artmasina neden
olmaktadur.

Anahtar kelimeler: Akciger disi tiiberkiiloz, tani, mikroskobik
inceleme, kiiltiir

ABSTRACT

Microbiologic and Demographic Evaluation of Extrapulmonary
Tuberculosis Cases in Mersin Province

Objective: Mycobacterium tuberculosis causes disease by settling in
various tissues and organs; and tuberculosis (TB) that has settled
out of the lungs is called extrapulmonary tuberculosis (EPTB). In
this study, we aimed to investigate the demographic features and
distribution of organ and tissue localization of EPTB cases in our
region which are all confirmed by culture positivity; and the
comparison of diagnostic performance of the diagnostic methods.

Material and Methods: Clinical specimens of 2230 patients sent
from various clinics, suspected of EPTB, were examined in the
Department of Mycobacteriology. The presence of Mycobacterium
tuberculosis complex (MTC) was evaluated by Ehrlich-Ziehl
Neelsen and culture methods. Patients whose cultures demonstrated
growth of MTC were evaluated retrospectively.

Results: Of the 2230 patients suspected of EPTB, MTC was isolated
from cultures of 101 (4.5%) patients, and in 25 (1.1%) of them
growth of acid-resistant bacilli was detected. Caseation necrosis
was detected in 24 (68.6%) of 35 (34.7%) patients that had lymph
node biopsy. The frequency of EPTB classified according to the sites
of infectionwere as follows: TB lymphadenitis ( 34.7%), genitourinary
system TB (19.8%), pleural TB (18.8%), bone and/or joint TB
(12.9%), TB meningitis (10.9%), peritoneal TB (2%) and
gastrointestinal system TB (1%).

Conclusion: The frequency of EPTB confirmed with culture
positivity was found to be 4.5% in our region. Observation of the
cases during the most productive age is important to show the
extent of economic loss of our country. Delays in the diagnosis of
EPTB cause problems in treatment of the disease with an increase
in the mortality and morbidity.

Keywords: Extrapulmonary tuberculosis, diagnosis, microscopic
examination, culture
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GIRIS

Tiiberkiiloz (TB), Myocbacterium tuberculosis’in
neden oldugu diinya ¢apindaki en dnemli bulagi-
c1 hastaliklardan biridir. TB, HIV’den sonra
diinya genelinde enfeksiyon hastaliklara bagh
Oltimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Diinya
Saghk Orgiitii (DSO)’niin 2016 Kiiresel TB
raporuna gore diinya genelinde yaklagik 10.4
milyon yeni TB hastasi vardir ve yaklasik 1.4
milyon kisi bu hastaliktan dolay1 6lmektedir".

Tiiberkiiloz her doku ve orgami tutabilen cok
genis spektruma sahip bir hastaliktir. Akciger
disinda yerlesen cesitli doku ve organ TB’lari
akciger disi tiiberkiiloz (ADTB) adi altinda
toplanir®. Ulkelerin demografik ve gelismislik
diizeylerine gore TB olgularinin yaklagik %80°1
akciger, %20’si ADTB’dur. Ulkemizde Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumu’nun 2015 yilinda hazirla-
dig1 rapora gore 2013 yilinda 4754 (%35.4)
ADTB olgusu oldugu bildirilmektedir®. ADTB,
birincil enfeksiyondan yillar sonra ortaya cika-
bildigi gibi, hizla ilerleyerek akut bir klinik tablo
da olusturabilir. Lenf nodlari, plevra, genito-
iriner sistem, kemik ve eklemler, miliyer, sant-
ral sinir sistemi (SSS), periton tutulumu bagta
olmak iizere tiim organlari tutabilir. Tanisal gii¢-
likleri nedeniyle yillarca gbézden kagabilen
ADTB hastalarindaki siklik, son yillarda tani
yontemlerindeki gelismelere bagli olarak artig
gostermektedir. TB hastaligin bobrek yetmezli-
8i, diyabet, siroz, kazanilmig immiin yetmezlik
sendromu (Acquired Immun Deficiency
Syndrome-AIDS) gibi bagisiklik yetmezligi
durumlarinda daha sik ortaya cikmasi da bu arti-
sin nedeni olarak gosterilmektedir™>.

Bu calismada, Ocak 2005-Aralik 2010 tarihleri
arasinda bolgemizdeki kiiltiir pozitifligi dogru-
lanmig ADTB olgularimizin organ ve doku yer-
lesimleri acisindan dagilim ve demografik 6zel-
liklerinin incelenmesi ve tanida kullanilan yon-
temlerin tanisal performanslarinin kargsilastiril-
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mast amaglanmustir.
GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Ocak 2005-Aralik 2010 tarihle-
ri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi  Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na ¢esitli kli-
niklerden ADTB siipheli 2230 hastadan gon-
derilen toplam 3280 klinik ornek (periton
s1visi, plevra sivisi, beyin omurilik sivisi
[BOS] ve diger steril viicut sivilar1 [SVS] ile
lenf nodu, yara, abse, doku ve biyopsi 6rnek-
leri ile idrar ve diger ornekler) rutin isleme
alindi. Tim Ornekler Hastalik Korunma ve
Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control
and Prevention-CDC) tarafindan Onerilen
N-asetil-L-sistein (NALC)-NaOH yontemiyle
homojenize ve dekontamine edilip Ehrlich-
Ziehl Neelsen (EZN), kiiltiir yontemleri
Lowenstein-Jensen (LJ) ve s1vi otomatize sis-
temler (BACTEC-460 ve/veya MGIT 960) ile
Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTC)
yoniinden degerlendirildi. Kiiltiiriinde MTC
izole edilen hastalar ADTB’lu olarak degerlen-
dirildi ve caligma grubumuza dahil edildi.
Hastalarin birinci secenek anti-TB ilaclara karsi
duyarliliklar1 sivi otomatize sistemler ile belir-
lendi. Bu hastalarin dosyalart da incelenerek
demografik ozellikler (yas, cinsiyet, yasadiklari
yer), onceden gecirilmis TB Oykiisii, aile ici
temas, anti-TB ila¢c kullanimi, histopatolojik
bulgularin varligi, ADTB’ye eslik eden diger
tibbi sorunlar ve HIV seropozitifligi yoniinden
degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz: Bu calismada laboratuvari-
miza ADTB siiphesi ile génderilen klinik 6rnek-
lerde mikobakteri varligini belirlemede kullani-
lan EZN yoOnteminin kiiltiir yontemlerine gore
duyarhilik, ozgiillik, pozitif prediktif degeri
(PPD) ve negatif prediktif degeri (NPD) hesap-
lamalart yapildi.
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BULGULAR

Calismada, ADTB siiphesi ile klinik 6rnegi gon-
derilen 2230 hastanin 101 (%4.5)’inin kiiltiiri
pozitif olarak belirlendi. Laboratuvarimiza kli-
nik 6rnegi gonderilen hastalarin 25 (%1.1)’inde
aside direncli basil (ARB) belirlendi. ARB pozi-
tifligi belirlenen hastalarin 17 (%68)’sinin kiiltii-
rli pozitif bulunurken, 8 (%32)’inin kiiltiirlerinde
iireme olmadi (Tablo 1). Hastalardan izole edi-
len izolatlarin 87 (%86.1)’sinin birinci secenek
anti-TB ilaglara kargt duyarl oldugu, 6 hastada
izoniazid direnci, 2 hastada streptomisin direnci,
1 hastada rifampisin direnci ve 1 hastada etam-
butol direnci; 3 hastada ise streptomisin ve izo-
niazid direnci ve 1 hastada da rifampisin ve
etambutol direnci belirlendi.

Caligsmada, incelenen kiiltiir pozitif 101 hastanin
52 (%51.5)’si erkek, 49 (%48.5)’u kadin, yas
ortalamasi 43.4 (1-97) olarak bulundu. Calisma-
da, hastalarin gecmise yoOnelik sorgulamalari
yapildiginda, 3 (%3) hastada 6nceden gegirilmis
TB, 9 (%8.9) hastada ise aile i¢i temas belirlen-
di. On dokuz (%18.8) hastada, altta yatan hasta-
lik ya da kolaylastiric1 etken (DM, kardiyovas-
kiiler hastalik, malignite), saptandi. Biyopsi
yapilan 35 (%34.7) olguda histopatolojik incele-
me ile graniilamatdz 6zellikte lezyon belirlendi
ve bu olgularin 24 (%68.6)’tinde kazeifikasyon
nekrozu saptandi. Hastalarimizin hi¢cbirinde HIV
seropozitifligi saptanmadi (Tablo 2).

Akciger dis1 tiiberkiiloz olgularinin tutulum yer-
leri siklik sirasina gore incelendiginde 35
(%34.7) lenf bezi biyopsi, 20 (%19.8) idrar, 19

Tablo 2. Kiiltiir pozitif saptanan 101 hastanin klinik ozellikleri.

Klinik Veri n %
Onceden tiiberkiiloz gecirme 3 3
Aile i¢i temas 9 8.9
Eslik eden diger hastaliklar (malignite/DM) 19 18.8
Histopatolojik tan1 35 347
Klinik bilgisine ulagilamayan hasta 24 244

DM: Diabetes mellitus

(%18.8) plevra sivist, 13 (%12.9) kemik-eklem
dokusu, 11 (%10.9) BOS, iki (%?2) periton s1visi
ve bir (%1) digkr 6rneginde MTC iiremesi belir-
lendi (Tablo 3).

Tablo 3. Akciger dis1 tiiberkiiloz olgularinin tutulum yerlerine
gore dagilimi.

Klinik Ornek n %
Lenf bezi biyopsisi 35 34.7
Idrar 20 19.8
Plevra sivist 19 18.8
Kemik-eklem dokusu 13 129
Beyin omurilik s1visi 11 109
Periton 2 2
Diski 1 1

DM: Diabetes mellitus

Tiiberkiiloz lenfadenitli hastalarin 18’1 kadin,
17°si erkek ve yas ortalamalart 46.2 idi. Bu has-
talarin yalnizca 24 (%68.6)’linde histopatolojik
inceleme ile kazeifikasyon nekrozu gosterildi.
Kiiltiir pozitif 6rneklerin yalnizca9 (%25.7) unda
ARB pozitifligi saptandi. TB lenfadenitli hasta-
larmn 9 (%25.7)’u servikal, 23 (%65.7)’ii perife-
rik iken, 3 (%8.6) liniin batinda yerlestigi sap-
tanmustir. On iic (%37.1) hasta, TB lenfadenit
tanistyla tedaviye alindi. Bu hastalardan 1’inin
tedaviyi terk ettigi belirlendi. Diger hastalarin
ise klinik izlemlerine ulagilamadi. TB lenfade-
nitli hastalarin 1’inde aile ici temas Oykiisi

Tablo 1. Calismaya dahil edilen 2230 hastanin kiiltiir ve ARB sonuclari ile duyarhlik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri.

Kiiltiir
Pozitif Negatif Duyarhhk Ozgiilliik PPD NPD
ARB Pozitif 17 8
Negatif 84 2121 %16.8 %99.6 %68 %96.2

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger
ARB: Aside direngli basil
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bulundu. Hastalarin birinin daha 6nce akciger
TB’u gecirdigi ve kronik bobrek yetmezligi
oldugu, diger 1 (%2.9) hastanin ise 2002 yilinda
TB lenfadenit tanisi ile tedaviye alindig1, fakat
nildi. TB lenfadenitli hastalarin birinde akut
myelositik 16semi, birinde malign neoplazm,
birinde Hepatit C viriis (HCV) enfeksiyonu ve
ikisinde DM bulundugu belirlendi.

Genito-iiriner sistem TB’u olan hastalarin 11’1
kadin, dokuzu erkek, yas ortalamalar1 48.1 idi.
Bu hastalarda kiiltiir pozitifligi yaninda ARB
pozitifligi, 3 hastada belirlendi. Kiiltiir pozitif
bir hastanin malignite nedeni ile immiinsiipresif
tedavi aldig1, bir hastada kronik bobrek yetmez-
ligi, bir hastada ise DM bulundugu belirlendi.

Tiiberkiiloz plorezi (TBP) olan hastalarin 13’
erkek, altis1 kadin, yas ortalamalar1 46.9 idi.
Hastalarin 3’line yapilan plevra biyopsisi
sonucuna gore histopatolojik olarak kronik
graniilamatdz inflamasyon tanis1 konuldu.
TBP’li hastalarin yalnizca 1’inde ARB pozi-
tifligi bulunurken dort hastada eslik eden
brons kanseri, mezotelyoma, meme kanseri ve
kronik bobrek yetmezligi belirlenmigtir. Bagka
bir hastada ise gecirilmis TB Oykiisii ve kronik
karaciger hastalig1 oldugu belirlendi. TBP’li 2
hastada aile i¢i TB’lu hasta ile temas Oykiisii
belirlendi.

Kemik-eklem TB’u saptanan 13 olgunun 8’i
kadin, 5’i erkek ve yas ortalamalar1 36.2 idi. Bu
hastalarin 2’sinde psoas absesi, 2’sinde vertebra
tutulumu olmasi nedeniyle paravertebral abse
bulunmaktaydi. Kronik osteomyelit tanis1 konu-
lan bir hastanin operasyonda alinan kemik doku-
su kiiltiiriinde MTC izole edildi. Bu hastalarin
yalnizca 2’sinde ARB pozitifligi, 3’liniin histo-
patolojik incelemesinde ise graniilamatoz infla-
masyon saptandi. Kemik-eklem TB’u saptanan
hastalarin 7’sine TB tanis1 konuldugu ve tedavi-
lerine baglanildigi belirlendi.
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Calismada bulunan 11 tiiberkiiloz menenjit
(TBM)’li hastanin 6’s1 erkek, 5°i kadin ve yas
ortalamalar1 25.1 idi. Yalnizca 2 hastada ARB
pozitifligi gozlendi. TBM’li hastalarin 1’inde
aile ici temas Oykiisti bulundu. TBM’li 2 hasta
milier TB’den hayatini kaybetmis, diger hastalar
ise tedaviye alinmigtir.

Calismaya dahil edilen periton TB’lu 2 hastanin
1’1 78 yasinda erkek, digeri ise 54 yasinda kadin
hastaydi. Bu hastalarin ARB negatif oldugu,
histopatolojik olarak tani konmamis hastalar
oldugu belirlendi.

Calismamizda iki yasinda bir erkek cocuk hasta-
nin digki 6rneginden Mycobacterium bovis izole
edildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6rnekle-
rinden mikobakteri varligini belirlemede kulla-
nilan EZN yonteminin kiiltiir yontemine gore
duyarliligt %16.8, ozgiilliigii %99.6, pozitif pre-
diktif de8eri %68 ve negatif prediktif degeri
%96 .2 olarak bulundu (Tablo 1).

TARTISMA

Akciger disi tiiberkiiloz genellikle akcigerlerde-
ki TB basillerinin lenfohematojen yolla yayil-
mas1 ile meydana gelmektedir. ADTB, en sik
lenf bezleri, plevra ve osteoartikiiler sistemde
goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
1963-1986 yillar1 arasinda akciger TB orani aza-
lirken, ADTB 1964°te %7.8’den 1986’da
%17.5’e ¢cikmistir. Bunun yani sira 1985 yilin-
dan itibaren AIDS’in yayilisina paralel olarak
tim TB formlarinda artig goriilmiigtiir®”. Yine
Amerika Birlesik Devletleri’nde tiim TB olgula-
r1 arasinda ADTB oram1 1991°de %16 iken, 2001
yilinda %20°’ye ¢cikmistir®. Ulkemizde DSO’niin
2016 yilina ait raporunda TB insidansi yiiz binde
18 olup,ADTB formlari, tiim TB olgularinin
yaklasik olarak %36’sin1 olusturmaktadir®.
Ulkemizde ise 2013 yilinda 4754 (%35.4) ADTB
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olgusu oldugu bildirilmektedir®. Tiirkiye’de
yapilan calismalarda, ADTB goriilme sikliginin
%3.2-%25.9 arasinda degistigi belirtilmekte-
dir®". Yaptigimiz ¢aligmada ise caligmaya dahil
edilen 2230 hastanin 101 (%4.5)’ine ADTB
tanis1 konulmustur. Kiiltiir pozitif 101 ADTB
olgumuzun 17 (%16.8)’sinde ARB pozitifligi
saptanmasina karsin, 35 (%34.7) olguda granii-
lomatdz lezyon, bu hastalarin 24 (%68.6)’iinde
ise graniilomat6z lezyona kazeifikasyon nekro-
zunun eslik ettigi saptanmisgtir.

Akciger dis1 tiiberkiilozun tanist i¢in alinacak
olan klinik ornekler, erisilmesi kismen daha gii¢
bolgelerden alindig1 ve bu orneklerdeki basil
miktar1 az oldugu i¢in tanisal testlerin duyarlilig1
diistiktiir. Yayma mikroskobisinin duyarhilig:
%0-40 arasinda degismekle birlikte, negatif
yayma sonuclart TB varhigim1 dislamamalidir.
Kiiltiir yontemlerinin duyarliliginin ise %30-80
arasinda degistigi belirtilmektedir'¥. Bizim
calismamizda da, kiiltiir yontemine gére ARB
pozitifliginin duyarliligt %16.8, ozgiilligii ise
9%99.6 olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tiberkiilozun yaygin oldugu toplumlarda ADTB,
genellikle ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde gorii-
lirken, yaygin olmadi81 toplumlarda ileri yaglar-
da, ozellikle 30 yas iizerinde goriilmektedir!>.
HIV enfeksiyonu ile birlikte hem akciger hem de
ADTB olgularinda artis oldugu bildirilmek-
tedir61?, Ulkemizde 2013 kayitlara giren 13409
TB olgusundan 32’sinin HIV pozitif oldugunun
belirtilmesine ragmen, ADTB olgularinda HIV
pozitifligi ile ilgili bir bilgi verilmemistir®.
Calismamizda hastalarimizin hicbirinde HIV
seropozitifligi saptanmamuisgtir.

Verem Savagi 2015 Raporu’na® gore iilkemizde
ADTB olgulart en cok 25-34 yas grubunda
(%18.2) goriiliirken, iilkemizin cesitli bolgele-
rinde yapilan aragtirmalarda”*'*19 ADTB olgu-
larinin yag ortalamasinin 33-42 yas arasinda
oldugu bildirilmis olup, calismamizda ise yas

ortalamasimin diger calismalara benzer olarak
434 oldugu belirlenmistir. ADTB olgularinin
toplumumuzda en iiretken yaglarda goriilmesi,
tilkemizde o©Onemli ekonomik kayba neden
olmaktadir.

Tiiberkiilozdan siiphelenildiginde hastanin 6nce-
den TB gecirme ve hasta veya aile ici yakin
temas1 kesinlikle sorgulanmalidir®*”. Yapilan
farkli ¢alismalarda, %26 ile %65.8 arasinda
TB’ye maruziyet bildirilmistir®”. Calismamizda,
kiltiir pozitif 101 hastanin 12°sinde (%11.9)
TB’lu hasta ile temas ve onceden TB gecirme
Oykiisii saptanmigtir. Caligmada, hastalarimizin
ticiinde gecirilmis TB &ykiisli, dokuzunda ise
aile i¢i temas Oykiisii bulunmaktadir. Caligma-
mizda, temas oraninin diisiik olmasinin nedenle-
ri olarak, hastalarimizin anemnezlerinin eksik
alinmasi veya bu olgularin hastaliklarini sakla-
malarindan kaynaklanabilecegi diistintilmekte-
dir. ADTB gelisiminde onceden TB gecirme ve
aile i¢i temas disinda hastanin uzun siireli stero-
id kullanimi, alkolizm, kronik obstriktif akciger
hastaligi, diyabet, kronik bobrek yetmezligi,
malignite, immiinstipresyon gibi eslik eden tibbi
sorunlarinin olmasi, TB reaktivasyonuna yol
acarak ADTB gelisimine neden olmaktadir. Bu
birliktelik onceki caligmalarda %6-66 oraninda
bildirilirken#2?, calismamizda incelenen hasta-
larin 19’una malignite eslik etmekteydi.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve iilkemizde yapi-
lan cesitli aragtirmalarda ADTB tiplerinin dagi-
Iim1, Tablo 4’te verilmistir. TB lenfadenit ya
primer TB déneminde ya da primer enfeksiyon
doneminde lenfojen veya hematojen yolla lenf
bezlerine yerlesen ve dormant basil olarak yasa-
mint siirdiiren basillerin yillar sonra immiin sis-
temin zayiflamasi ile cogalarak hastalik olustur-
mast sonucu gelismektedir®. TB lenfadenit,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde ADTB’ nin
en sik goriilen sekli olmaya devam etmektedir.
TB prevalansinin yiiksek oldugu iilkelerde TB
lenfadenit, daha ¢ok cocuk ve genclerde gorii-
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Tablo 4. Diinya Saghk Orgiitii ve iilkemizde yapilan cesitli arastirmalarda Akciger dis tiiberkiiloz tiplerinin dagilimi.

DSO® Tasova ve ark.'® Hitit ve ark.®” Giinal ve ark."¥ Mevcut calisma
TB lenfadenit (%) 309 28.6 9 9.7 34.7
TBP (%) 23 - - 10.7 18.8
GUS-TB (%) 119 4 -- 272 19.8
Kemik-eklem TB (%) 9.8 11.2 209 10.7 129
Miliyer TB (%) 7.3 5.1 6 09 --
TBM (%) 4.6 489 53.7 194 109
TB Peritonit (%) 33 - -- 9.7 2
Diger (%) 9.8 116 1

TB: Tiiberkiiloz, TBP: Tiiberkiiloz plorezi, GUS-TB: Genitoiiriner sistem tiiberkiilozu, TBM: Tiiberkiiloz menenjit, DSO: Diinya Saglik Orgiitii

liirken diisiik prevalansli iilkelerde ise daha ileri
yaslarda, 6zellikle kadinlarda saptanmaktadir®®.
Hitit ve ark.’nin® yaptiklar1 ¢alismada, hastala-
rin %83.3’linlin kadin oldugu ve %83.3’iinde
periferik lenfadenit saptandigi belirtilirken,
Tasova ve ark.’nin"® yaptiklar1 ¢aligmada, has-
talarin %64.3’iiniin kadin oldugu ve %96 .4’iinde
periferik lenfadenit saptandigi rapor edilmistir.
TB lenfadenitli hastalarimizin 18 (%51.4)’inin
kadin oldugu, 9’unun (%25.7) servikal, 23
(%65.7)’tinlin periferik lenfadenitken 3’iiniin
(%8.6) ise batinda yerlestigi saptanmuistir.
Yapilan caligmalarda, TB lenfadenit tanisi alan
hastalarda akciger tutulumunun %5-70 oraninda
genis bir aralikta olabilecegi bildirilmis, bu
genis araligin caligmalarin yapildigi merkezlerin
ozelliklerinden dolay1 olabilecegi vurgulan-
mistir®. Calismamizda, iki (%5.7) olguda ayni
anda akciger TB’u bulunmaktaydi.

Genito-liriner sistem TB’si, diinya genelinde
ADTB’un yaklagik %?20’sini olugturur®.
Genito-iiriner sistem TB’u, 6zellikle 20-40 yas
aras1 geng eriskinlerde goriiliir ve ADTB olgula-
rinin %?2.8’ini olusturmaktadir®. Geligmis tilke-
lerde akciger TB’si olan hastalarin yalnizca
%8-10"unda, gelismekte olan iilkelerde ise
%15-20’sinde  genito-iiriner sistem TB’si
gelismektedir®. Verem Savag1 2015 Raporu’na®
gore lilkemizde genito-iiriner sistem TB olgular1
%44 oraninda goriiliirken, tlilkemizde yapilan
calismalarda, ADTB hastalarinin %1.8-%27.2
arasinda degisen oranlarda genito-iiriner sistem
TB’si bildirilmigstir®!%121329  Caligmamizda, 20
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(%19.8) olguda genito-iiriner sistem TB’si sap-
tanmugtir. Bu olgularin 27-68 yas arasinda olduk-
lar1 gézlenmistir.

Tiiberkiiloz plorezi, TB olgularinin yaklagik
%10’unu olusturmakta ve eksuda nitelikli plev-
ral sivilarin en 6nemli nedenleri arasinda yer
almaktadir®”. TBP’nin, gelismis iilkelerde pri-
mer enfeksiyonun ileri yaglara kaymasi nedeniy-
le daha ileri yaglarda ortaya ¢ikmasina karsin
Jilkemizde yapilan ¢aligmalarda, en sik 30 yagin
altindakilerde goriildiigii bildirilmistir®. TBP
tanisinda ARB incelemesi ve kiiltiir pozitifligi-
nin duyarliligi, %0-30 arasinda degismekte,
orneklerin histopatolojik incelemesi, ARB baki-
st ve kiiltiiriin birlikte kullanilmasi duyarhiligi
%90’lara ¢ikarmaktadir®. Plevranin hem histo-
lojik hem de mikrobiyolojik incelenmesi ile tani
orant, %80-90’lara ¢ikabilmektedir®.

Mihmanlh ve ark.’nin®" 105 hastada yaptiklari
caligmada, hastalarin yas ortalamasi 32.6, ARB
pozitifligi %11.5 bildirilmis, histopatolojik ince-
leme sonucunda, 81 hastanin %62.9’unda TB ile
uyumlu histopatolojik bulgular elde edilmistir.
Calismamizda TBP tanisi konan 19 hastanin yas
ortalamasi 46.9 olup, %5.3’inde ARB pozitifligi,
histopatolojik inceleme ile %15.8’linde TB ile
uyumlu graniilamat6z inflamasyon belirlenmig-
tir. Ulkemizde yapilan ¢ogu calismada, plevral
sivida basil goriilme orami diisiik (%0-10.5),
plevra biyopsisinin histopatolojik incelemesiyle
tan1 oraninin daha yiiksek (%62-96.5) oldugu
bildirilmektedir®?.
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Kemik-eklem TB’si herhangi bir kemik veya
eklemi tutabilmektedir. Kemik-eklem TB’si
olgularinin %25-50’si, omurgada goriiliir. En sik
alt torasik, ikinci siklikla lomber bolgede gelisir,
%50’sinde paravertebral abse eslik eder. Kemik-
eklem TB’si her yas grubunda goriilebilir®.
Tasova ve ark.'® caligmalarinda, olgularmin
%36.4’1inilin kadin oldugunu ve yas ortalamasi-
nin 35.4 oldugunu bildirmisglerdir. Yapilan diger
bir caligmada ise, Hitit ve ark.?® olgularinin
%64 3’1linlin kadin oldugunu ve yag ortalamasi-
nin 48.7 oldugunu bildirmiglerdir. Calismamizda
olgularin %61.5 (8/13)’1 kadin, %38.5 (5/13)’i
erkek ve olgularin yas ortalamasit 36.2 idi.
Kemik-eklem TB’li olgularimizda daha ¢ok ver-
tebra tutulumu gozlenmis, aynt zamanda verteb-
ra tutulumu olan 2 hastada da paravertebral abse
goriilmiigtiir. Kemik-eklem TB’sinde tanida
sinoviyal sivida ARB pozitiflik oran1 %20’den
daha az iken, kiiltiirde etkeni izole etme orani
%80°dir®?. Olgularimizda ise 2 olguda (%15 .4)
ARB pozitifligi saptanmusgtir.

Tiiberkiiloz menenjit, primer enfeksiyonun erken
veya gec komplikasyonu olarak ya da kazeifiye
TB odaginin (Rich odagi) subaraknoit odaga
acilmasi sonucu olugmaktadir. TB prevalansinin
yiiksek oldugu popiilasyonlarda TBM, en sik
0-4 yaslarinda goriilmesi ile akciger ve akciger
dig1 diger TB formlarindan farklilik gosterir. TB
prevalansinin daha diisiik oldugu popiilasyonlar-
da olgularin ¢ogunu erigkinler olusturur. Eriskin
yas grubunda her yasta goriilebilirse de en fazla
25-45 yaslar arasinda goriilmektedir®. Calisma-
mizda, TBM olgularinin 5 (%45.5)’i ¢ocuk
olgulardi ve 1 (%9.1) olguda da aile i¢i temas
Oykiisii bulunmaktaydi. Diger olgularimiz ise
erigkin yag grubundaydi ve TBM’li tiim olgula-
rimizin yas ortalamasi 25.1 idi.

Tiiberkiiloz menenjit ile yapilan cesitli calisma-
larda, ARB bakisi ile %10-40 oraninda pozitiflik
saptanabildigi, kiiltiir pozitifliginin ise %50 nin
altinda oldugu bildirilmistir"®*¥. Calismamizda,

kiiltiir pozitif 11 TBM olgusundan yalnizca iki
(%18.2)’sinde ARB pozitifligi saptanmustir.

Tiiberkiiloz menenjit, kafa travmasini takiben,
gebelik veya alkolizm gibi viicut direncinin bas-
kilandig1 durumlarda da ortaya ¢ikabilmektedir®.
TBM’den hayatin1 kaybeden bir olgumuzun 24
haftalik gebe oldugu saptandi.

Akciger dis1 tiiberkiiloz tipleri i¢inde bulunan
TB peritonit, en sik rastlanilan gastrointestinal
TB tipidir. Hematojen ya da bagirsaktan dogru-
dan yayilimla olusur. Geng erigkinlerde sik
goriilmekle birlikte, her yasta olabilmekte ve
peritondan yapilan biyopsi ornegi, %65 oranin-
da tanm1 koydurucudur®®. Caligmamizda, 78
yaginda bir erkek ile 54 yasinda bir kadin hasta-
da TB peritonit saptanmistir. Bir yaginda mal-
niitrisyon, gelisme geriligi olan erkek hastanin
digki kiiltiirinden M. bovis saptanmistir.

Sonug olarak, ADTB, her gecen giin 6nemi ve
yayginlig1 daha da artan ve iilkemiz i¢in boyut-
lar1 tam olarak bilinmeyen, énemli bir halk sag-
181 sorunudur. ADTB, sinsi olarak seyretmekte
ve klinikte ancak siiphe edilmesi durumunda
tan1 olasilig1 artmaktadir. ADTB tanisindaki
gecikmeler, tedavide sorunlara yol agmakta, bu
ise mortalite ve morbiditenin artmasina neden
olmaktadir. ADTB’u takip eden her klinigin
mikrobiyoloji laboratuvari ile iletisim halinde
olmasi giivenilir veriler elde edilmesi agisindan
onemlidir.
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Amag: Piiriilan menenjit olgularimin biiyiik kismindan
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve
Neisseria meningitidis sorumludur. Bu ¢calismada, hastanemiz-
de izole edilen yenidogan dist bakteriyel menenjit etkeni olan
bu bakterilerin tanimlanmas: amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yéntem: Calismaya Mersin Universitesi Saglik
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nin cesitli kliniklerinde yeni-
dogan dist menenjit siipheli 137 hastanin Beyin Omurilik Stvist
(BOS) ornekleri dahil edildi. Orneklerin Gram boyamalari,
hiicre sayimi ve klasik kiiltiirleri yapildi. Kiiltiirde iireyen sus-
larwn serotiplendirmeleri yapildi. Bu bakteriyel etkenlerin hizli
tanist icin BOS orneklerine polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ve Lateks Agliitinasyon Testi (LAT) uygulandi.

Bulgular: Hastalarin 87 (%63.5)’si erkek ve 50 (%36,5)’si
kadindi. Gram boyama ile BOS Orneklerinde bes Gram pozitif
diplokok saptandi. Orneklerin dordiinde (%2 .9) kiiltiir pozitif-
ligi (iigiinde S. pneumoniae, birinde H. influenzae), 18
(%13.1)’inde PZR pozitifligi ve 17 (%12 4)’sinde LAT pozitif-
ligi belirlendi. Bu ii¢ yontem ile bakteriyel menenjit tani alan
hasta sayist 19 (%13.8) olarak belirlendi. S. pneumoniae sus-
larin serotipleri 6A/B, 23F ve 8 olarak, H. influenzae susu-
nun serotipi ise tip b olarak belirlendi.

Sonug: Bakteri izolasyonu ve antibiyotik duyarliliginin belir-
lenmesi agisindan kiiltiir vazgecilmez bir yontem olsa da ozel-
likle oncesinde antibiyotik kullanan hastalarda molekiiler
yontemler ve LAT n kiiltiirle beraber kullanilmast bakteriyel
menenjitin hizli tanisinda oldukga yararl olacaktir.

Anahtar kelimeler: Akut bakteriyel menenjit, kiiltiir, polimeraz
zincir reaksiyonu, lateks agliitinasyon testi

ABSTRACT

Investigation of Bacterial Meningitis Agents from Patients
with Suspicion of Non-Neonatal Meningitis by Conventional
and Molecular Methods

Objective: In the most of purulent meningitis cases Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae and Neisseria meningitidis
are responsible. In this study we aimed to identify our these non-
neonatal bacterial meningitis agents isolated in our hospital.

Material and Methods: Cerebrospinal fluid (CSF) specimens
of 137 suspected cases of non-neonatal meningitis from
various clinics of Mersin University Health Research and
Application Center were included in this study. CSF specimens
were subjected to Gram staining, cell count and conventional
cultures. Serotyping of the strains isolated from culture was
done. For the rapid diagnosis of these bacterial agents
polymerase chain reaction (PCR) and latex agglutination test
(LAT) were performed with the CSF specimens.

Results: The study population consisted of 87 (63.5%) male,
and 50 (36.5%) female patients. Five gram positive diplococci
were detected by Gram strain from CSF specimens. Culture
was positive in four (2.9%) specimens (S. pneumoniae in 3,
and H. influenzae in 1), PCR was positive in 18 (13.1%) and
LAT was positive in 17 (12.4%) specimens. With these three
methods 19 (13.8%) patients were diagnosed as bacterial
meningitis. Serotypes of S. pneumoniae isolates were identified
as 6A/B, 23F and 8; and serotype of H. influenzae isolates as

type b.

Conclusion: Though culture is indispensable for the bacterial
isolation and determination of antibiotic sensitivity; however,
usage of molecular methods and LAT with culture would be
very useful for rapid diagnosis of bacterial meningitis
especially in patients with prior antibiotic usage.

Keywords: Acute bacterial meningitis, culture, polymerase
chain reaction, latex agglutination test
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GIRIS

Menenjit, pia ve araknoid bosluklarin enflamas-
yonudur”. Erken tani ve etkin tedavi mortalite
ve morbiditeyi Onemli oranda diisiirmektedir.
Cok farkl etkenler leptomeningeal enflamasyo-
na neden olabilmekle birlikte, gerek morbiditesi
gerekse mortalitesi nedeni ile akla ilk gelmesi
gereken etkenler bakterilerdir. Piiriilan menenjit
olgularinin biiyilk kismindan Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae ve
Neisseria meningitidis sorumludur®. Bakteriyel
menenjit etkenleri cografik bolge ve yasa gore
degisebilmektedir”. Konjuge H. influenzae
tip b (Hib) ve pnomokok asilariin rutin ag1 tak-
vimine girdigi iilkelerde akut bakteriyel menen-
jitin epidemiyolojik profilinde biiylik degisiklik-
ler olmustur®.

Menenjitin klasik bulgular1 olan ates, bas agrisi,
ense sertligi, mental degisiklikler, ndbetler ve
kusma yetigkin hastalarin yarisindan fazlasinda
gozlenmekle beraber, 6zellikle yenidogan, yash
ve immiin yetmezlikli hastalarda nonspesifik
belirtiler gozlenebilmektedir®. Bakteriyel
menenjitte gbzlenen en stk bulgu atestir. Ozellikle
ates Oykiisii varliginda petesiyel, purpurik
dokiintiileri olan hastalarda ilk diisliniilmesi
gereken tani akut bakteriyel menenjittir®.

Bakteriyel menenjit tanisinda; lomber ponksi-
yonla alinan Beyin Omurilik Sivist (BOS) 6rne-
ginin incelenmesi, etkenin izolasyonu ve antibi-
yotik duyarlilig: i¢in gereklidir®. BOS’da top-
lam hiicre sayimi ve hiicre tipi diger analiz
sonuglart degerlendirilerek enflamasyonun tipi
(viral, bakteriyel, vb.) hakkinda fikir sahibi
olunabilir®. Bakteriyel menenjitte Gram boya-
manin duyarlilift %50-90 arasinda degigmekle
birlikte, kiiltiiriin yapilamadig1 durumlarda erken
tedavi i¢in oldukca yararhdir. Kiiltiir yontemi,
bakteriyel menenjit tanisinda etkenin antibiyotik
duyarliliginin belirlenmesine ve uygun tedaviye
olanak saglamasindan dolayr altin standarttir.
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Ancak antibiyotik kullanilmis hastalarda duyar-
lihigr diismektedir”. Bakteriyel menenjitin eti-
yolojik tanis1 bir saatten daha kisa siirede sonug-
lanan Lateks Agliitinasyon Testi (LAT) ile miim-
kiin olabilmektedir®. Bu test bakteriyel menen-
jitin hizli tamisinda %350-100 arasinda degigen
duyarliliga sahiptir. Oncesinde antibiyotik kulla-
nimindan etkilenmedigi i¢in kiiltiir ve Gram
boyama sonucu negatif olan hastalarda
kullanilabilmektedir®. Kiiltiir genellikle 24-48
saat sonra sonuc¢lanabilmekle beraber, bazen
bakteri yogunlugunun azligindan dolayi iireme
daha da uzayabilmektedir. Son zamanlarda bak-
teriyel menenjitin hizli ve dogru tanisinda poli-
meraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanli bircok
test gelistirilmistir'?. Bakteriyel menenjitin hizli
tanisinda kullanilan PZR 6zellikle antibiyotik
tedavisinden dolayi kiiltiiriin duyarliliginin diis-
tiigli durumlarda olduk¢a yararlidir. Ancak
PZR’nin kontaminasyondan etkilenmesi en
biiyiik sorundur'?.

Bu ¢alismada, hastanemizde yenidogan dig1 bak-
teriyel menenjit etkenlerinden S. pneumoniae,
H. influenzae ve N. meningitidis’in klasik ve
molekiiler yontemlerle tanimlanmasi amaclan-
mugtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanlig1 Bilimsel Arastirmalart Degerlendirme
Komisyonu’nun 02.03.2011 tarih ve 2011/45
sayili karari ile Etik Kurul Onayint almigtir.

Calismaya, Mart 2011-Ocak 2013 tarihleri ara-
sinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Yenidogan
Disi kliniklerinden T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Laboratuvari’na bakteriyel menenjit siiphe-
lisi ile gonderilen 137 BOS 6rnegi dahil edildi.

Steril tiip icerisine alinan BOS 6rnekleri labora-
tuvara ulastiginda hizlica Gram boyama, hiicre
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sayimit ve kiiltiirleri yapildi. Hiicre sayiminda
BOS’un bir milimetre kiiptindeki 16kosit miktar1
belirlendi. Gelen 6rneklerde BOS miktari yeterli
ise 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek kon-
santrasyon islemi uygulandi. Ust kisim atildik-
tan sonra tiipiin dibinde kalan kistmdan Gram
boyama, hiicre sayimi ve bakteriyolojik kiiltiir
yapildi. Hiicre sayimi i¢in Thoma lami kullanil-
di. Kiiltiir i¢cin BOS 6rnekleri %5 koyun kanli,
cikolata ve Eozin Metilen Blue agara inokiile
edildi. Orneklerin geri kalan kismi molekiiler
analizlerde kullanilmak {izere steril ependorfa
alinarak -80°C’de saklandi. Ekim yapilan petri-
ler 24-48 saat siireyle 37°C’de hem aerob ortam-
da hem de %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi"?.
Ureme olan kiiltiirlerdeki siipheli koloniler kla-
sik yontemler [koloni morfolojisi, Gram boya-
ma, oksidaz, X ve V faktor, katalaz, optokin (5
ng) duyarlilik, safrada erime testleri®*'¥] ile
tanimlandi.

Kiiltiirde iireyen H. influenzae suslarinin sero-
tiplendirmesi “Antisera set” (Denka Seiken™
Japonya; Lot: 135086) kiti ile kapsiiler polisak-
karit antijenlerini aragtirmak suretiyle, spesifik
antiserumlar kullanilarak lam agliitinasyon yon-
temiyle yapilirken, S. pneumoniae suslarimin
serotiplendirmesi; Tiirkiye Halk Saghig:
Kurumu’nda, bulasict hastaliklar siirveyansi
caligmasi dahilinde yapildi. S. pneumoniae sus-
larinin penisilin duyarliligimin belirlenmesinde
E-test yontemi kullanildi>.

BOS orneklerinden lateks agliitinasyon testi
“Slidex Meningite-Kit 5” (BioMérieux, Lyon,
Fransa; Ref. 58 803) kiti ile ¢alisildi. Bu kit
H.influenzae tip b, S. pneumoniae, N. meningitidis
A, N. meningitidis B/Escherichia coli K1,
N. meningitidis C antijen ekstrelerini icermektedir.

Caligmaya dahil edilen BOS o6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu “High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche 11 796 828 001)’i kul-
lanilarak iretici firma Onerileri dogrultusunda

gerceklestirildi. Elde edilen DNA’larin amplifi-
kasyonu i¢in multipleks PCR prensibi ile ¢aligan
“Speed-Oligo Bacterial Meningitis” (Vircell,
Ispanya; Ref: SPC003) kiti kullanildi. Bu kit
S. pneumoniae igin lytA, H. influenzae igin
bexA ve N. meningitidis i¢in ctrA genlerine spe-
sifik oligoniikleotidler icermektedir.

Calismada S. pneumoniae ATCC 49619,
H. influenzae ATCC 33391 ve N. meningitidis
ATCC 13077 grup B standart suglart kullanildi.

BULGULAR

Menenjit siipheli 137 hastanin 87 (%63.5)’si
erkek ve 50 (%36.5)’si kadin hastadan olugmak-
tadir. Hastalarin yaglar1 bir ay-83 yas araliginda
olup yas ortalamalar1 18.4 olarak bulundu.
Hastalarin 79 (%57.7)’u ¢ocuk yas grubunda
(bir ay-18 yas) iken, 58 (%42.3)’i erigkin yas
grubunda (19-83 yas) idi.

Caligmaya dahil edilen hastalarin 18 (%94.7)’inde
ates, 15 (%78.9)’inde bag agrisi, 15 (%78.9)’inde
meninks irritasyon bulgular1 ve 12 (%63.2)’sinde
bulanti-kusmanin oldugu belirlendi (Tablo 1).
Hastalarm beginin BOS 6rneginde Gram boyama
ile etken mikroorganizma (bes Gram pozitif diplo-
kok) saptandi. Kiiltiir yontemi ile 6rneklerin ti¢iin-
de S. pneumoniae, birinde H. influenzae izole
edildi. Bu izolatlarin diginda 7 (%5.1) koagiilaz
negatif stafilokok, 4 (%2.92) Serratia marcescens,
2 (%1.46) Staphylococcus aureus, 2 (%1.46)
2 (%1.46)
Pseudomonas aeruginosa izolati kiiltiirde tiretilmis,
ancak bu oldular ¢alismaya dahil edilmemisgtir.

Acinetobacter baumannii ve

Kiiltiir pozitif dort hastanin iiclinde, (3 Gram
pozitif diplokok) Gram boyama ile de BOS’da
etken mikroorganizma belirlenirken, kiiltiirde
tireyen bir H. influenzae susu BOS’da Gram
boyama ile belirlenemedi. Kiiltiirde izole edilen
H. influenzae susunun serotipi tip b, S. pneumoniae
suslarinin serotipleri ise 6A/B, 23F ve 8 olarak
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Tablo 1. Hastalara ait demografik bulgular ve laboratuvar sonuclari.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(4):205-212, 2017

Cinsiyet (n:19)

Erkek/Kadin 12/7

Ortalama yas (n:19)

9 ay-68 yas ortalama: 23.9
Cocuk: 7 %36.8
Eriskin: 12 %63.2

Klinik bulgu (n:19)

Ates

Bag agrist

Meninks irritasyon bulgulari
Bulanti-kusma

Antibiyotik kullanma Oykiisii

18 olguda %94.7
15 olguda %78.9
15 olguda %78.9
12 olguda %63.2
13 olguda %68 .4

Altta yatan hastalik

8 olguda %42.1

Laboratuvar (n:19)

BOS/Kan glukoz degeri
BOS protein
BOS Iokosit sayimi ortalama

<0.6, 15 olguda %78.9
>450 mg/L, 13 olguda %68 .4
2169/mm° (17 olguda %89.5 PNL agirlikli)

Gram boyama

5 olguda Gram pozitif diplokok

Kiiltiir

3 olguda Streptococcus pneumoniae
Serotipler 6A/B, E-test MIK 0.50 pg/ml
23F, E-test MIK 1.50 pg/ml
8, E-test MIK 0.06 pg/ml
1 olguda Haemophilus influenzae Serotip b

LAT

17 olguda pozitif
16 olguda Streptococcus pneumoniae
1 olguda Haemophilus influenzae

PZR

18 olguda pozitif
16 olguda Streptococcus pneumoniae
2 olguda Haemophilus influenzae

Sonug

16 olgu %84 .2 tedavi ile sifa
2 olgu %10.5 norolojik sekel
1 olgu %5 .3 tedavinin ilk giinii

LAT: Lateks Agliitinasyon Testi, PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, BOS: Beyin Omurilik Swvisi, PNL: Polimorf Hiiveli Likosit

belirlendi. Serotip 6A/B ve 23F suglarinin peni-
silin E-test MIK degerleri sirastyla 0.50 pg/ml
ve 1.50 ug/ml direncli olarak belirlenirken, sero-
tip 8 susunun MIK degeri 0.06 ug/ml duyarh
olarak belirlendi.

LAT ile 17 (%12.4) hastada bakteriyel menenjit
etkeni belirlendi. Bu hastalarin 16 (%11.7)’s1
S. pneumoniae, 1’1 (%0.7) H. influenzae olarak
tanimlandi. PZR ile 18 (%13.1) hastanin sonucu
bakteriyel menenjit; bunlarin 16 (%11.7)’s1
S. pneumoniae, 2’si (%1.4) H. influenzae olarak
tanimlandi. LAT ve PZR ile hi¢bir hastada
N. meningitidis saptanmadi.

Gram boyama, kiiltiir, LAT ve PZR yontemlerin-
den herhangi biri ile pozitif 19 hastaya bakteri-
yel menenjit tanist konuldu. Uc hastada tiim
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yontemlerle, iki hastada Gram boyama, LAT ve
PZR yontemleriyle, 11 hastada LAT ve PZR
yontemleriyle, bir hastada kiiltiir ve PZR yon-
temleriyle, bir hastada yalmizca LAT ile ve bir
hastada da yalnizca PZR yontemiyle pozitif
sonug elde edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Bakteriyel menenjit tams1 alan 19 hastanin Gram
boyama, Kkiiltiir, lateks agliitinasyon testi ve polimeraz zincir
reaksiyonu sonuclarmin karsilastirilmasi.

Gram boyama Kiiltiir LAT PZR N
+ + + + 3
+ - + + 2
- - + + 11
- + - + 1
- - + - 1
- - - + 1
Toplam 19

LAT: Lateks agliitinasyon testi, PZR:Polimeraz zincir reaksiyonu
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Hastalara ait demografik bulgular ve laboratuvar
sonuglart Tablo 1’de 6zetlenmistir.

TARTISMA

Bu caligmada, yenidogan dis1 bakteriyel menen-
jit etkenlerinin (S. pneumoniae, H. influenzae,
N. meningitidis) hizli ve dogru bir gekilde sap-
tanmas1 ve bolgemizdeki bu bakteriyel menenjit
etkenlerinin epidemiyolojik verilerinin olustu-
rulmas1 amaclandi.

Menenjit genellikle ates, bas agrisi, bulanti,
kusma, biling degisikligi ve ense sertligi yakin-
malari ile baglamaktadir"®. Caligmamizda, bak-
teriyel menenjit tanist alan hastalarin en sik
semptomu literatiirle"”'® uyumlu olarak ates,
ardindan ise meninks irritasyon bulgulari ve bas
agrisi olarak bulundu.

Bakteriyel menenjitlerde BOS 16kosit sayisi
cesitli caligmalarda, 906-9455/mm® arasinda
bildirilmig®'%1719 Gurley ve ark."” ise bu 16ko-
sitlerin %80’ini PNL olarak bildirmislerdir.
Calismamizda, hastalarimizin BOS 16kosit sayi-
larinin ortalamasi 2169/mm?, 16kosit tipi deger-
lendirmesinde ise %89.5’inin PNL agirlikli
I6kositlerden olustugunu belirlendi.

Gram boyama ile bakteriyel menenjit tanisi
%60-90 oraninda konulabilmektedir. Oncesinde
antibiyotik kullanim ile bu oran %20’lere kadar
diigmektedir®. Cesitli caligmalara %4.1%%,
%4042V, %65.7%» gibi ¢ok farkli oranlarda
taniya katkist bildirilmistir. Caligmamizda, 19
hastanin 5 (%26.3)’inde Gram boyama ile mik-
roorganizma belirlenmistir. Gram boyamada
mikroorganizma belirleme oranimizin diisiik
olma nedenini; onceden kullanilmig antibiyotik
tedavisinden dolay1, BOS’daki bakteri yogunlu-
gunun azlhifindan kaynakli veya laboratuvara
gelen ornek miktarinin azligindan kaynakli sant-
rifiij edilemeden preperat hazirlanmasindan kay-
naklandigini diisiinmekteyiz.

Ulusal ve uluslararasi cesitli arastirmalarda
N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae
izolasyon sayilar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Cesitli arastirmalarda Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae izolasyon
sayilari.

Neisseria  Streptococcus — Haemophilus
meningitidis ~ pneumoniae influenzae
Gurley ve ark. " 136 (%18) 23 (%3) 25 (%3)
Kuti ve ark. ® 2 (%3.5) 23 (%40 .4) 28 (%49.1)
Celik ve ark. 17 (%22.7) 41 (%54.7) -
Ceyhan ve ark. @ 138 (%56.5) 55 (%22.5) 50 (%20.5)
Mevcut caligma - 3 (%2.2) 1 (%0.7)

Ceyhan ve ark.®”’nin ¢ok merkezli ¢aligmala-
rinda, 7 cografik bolgede, Akdeniz bolgesi hari-
cinde, en ¢ok goriilen akut bakteriyel menenjit
etkeninin N. meningitidis oldugu, Akdeniz bol-
gesinde ise S. pneumoniae’nin en sik izole edi-
len etken oldugu belirtilmistir. Bu caligmadaki
epidemiyolojik verilerin ¢alismamizla uyumlu
oldugu belirlendi. Calismamizda, en sik etken
olarak S. pneumoniae, daha sonra H. influenzae
saptandi. Hicbir hastamiza N. meningitidis
saptanamadi. Sonug¢ olarak yurtdisi ve yurt igi
calismalarin bir¢ogu ile calismamizda buldugu-
muz bakteriyel menenjit etkenlerinin uyumlu
oldugunu, ancak etkenlerin bolgesel olarak da
degisebildigini soylemek olasidir.

S. pneumoniae’nin bes yas alt1 cocuklarda akut
bakteriyel menenjite neden olan en yaygin etken
oldugu bildirilmektedir®. Yedi valanli konjuge
pnomokok agisinin kullanimindan énce bes yas
alt1 cocuklarda serotip 6A, 6B, 19F ve 23F, eris-
kinlerde serotip 3 ve 23F en sik invaziv hastalik
nedeni olarak bildirilirken, asilama sonrasi ise
bunlarin yerini serotip 19A, 6C, 11A, 15A ve
15B/C almis ve menenjitli hastalarda 6zellikler
19A ve 22F’de artig saptanmigtir®. Yildirim ve
ark.?” yaptiklar1 ¢aligmada, invaziv hastaliga
yol agma potansiyeli en yiiksek olan serotipleri
3,7F, 18C, 19A, 22F ve 33F olarak bildirmisler-
dir. Aslan ve ark.®®’nin 1440 saglikli ¢cocukta
yaptiklar1 calismada iki susu yliksek diizeyde
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direncli olmak iizere 26 susta penisilin direnci
saptanmistir. En sik rastlanan serotipleri ise sira-
styla 6, 19, 1, 23, 20 ve 17 bulmuglardir.
Penisilin direngli suglari ise serotip 20, 23, 14, 6
ve 19 olarak bildirmislerdir. Calismamizda,
BOS’dan izole edilen li¢ pnomokok sugu serotip
6A/B, 23F ve 8 olarak belirlendi. Invaziv pno-
mokok hastaligina neden olan suglara bakildi-
ginda serotip 8 disindaki diger iki sugun (serotip
6A/B ve 23F) literatiirle uygunluk gosterdigi
belirlendi. Bolgemizde ve diinyada yapilan ¢alig-
malarla karsilastirdigimizda, serotip 6A/B ve
23F’de goriilen direncin ve serotip 8’deki duyar-
liligin uyumlu oldugu goriilmektedir. Caligma-
mizda, izole edilen serotip 6A/B ve 23F bolge-
mizde Aslan ve ark.“® tarafindan yapilan ¢alis-
madaki en sik goriilen serotipler arasinda yer
alirken, bu serotiplerdeki penisilin direnci ile
calismamizdaki diren¢ durumunun uyumlu oldu-
§u gozlenmektedir.

LAT ile BOS’da canli olmayan bakteriler belir-
leyebildigi icin Oncesinde antibiyotik tedavisi
alan kiiltlir negatif hastalarda bu yontem bakte-
riyel antijenlerin belirlenmesiigin kullanighdir®®.
En yaygin olan bakteriyel menenjit etkenlerinin
antijenlerinin belirlenmesinde LAT’1n duyarhli-
ginin %50-100 arasinda degistigi bildirilmek-
tedir®. Yadhav® yaptigi ¢alismaya bes yas alti
klinik siipheli 100 cocugu dahil etmis, akut bak-
teriyel menenjit tanisi alan olgularin (n=24) 21
(%87.5)’inin kiiltiir ile, 17 (%70.8)’sinin Gram
boyama ile, sekizinin (%33.3) LAT ile pozitif
oldugunu, Gram boyama ve LAT’in birlikte
degerlendirildiginde, olgularin %85’inin tespit
edildigini belirtmistir. Yine Hindistan’da bes yas
alt1 klinik siipheli 100 ¢ocugun dahil edildigi
bagka bir calismada, 31 olguya akut bakteriyel
menenjit tanist konuldugu, bunlarin 15
(%48.3)’inin Kkiiltiir ile 22 (%70.9)’sinin Gram
boyama ile ve 17 (%54.8)’sinin LAT ile pozitif
oldugu bildirilmistir®”. Hacimustafaoglu ve ark "
40 piiriilan menenjitli hastadan 14 (%35)’iinde
kiiltiir pozitifligi, 21 (%52.5)’inde LAT pozitifli-
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&i, kiiltiir pozitif 14 hastanin 8’inde LAT pozitif-
ligi gozlendigini bildirmiglerdir. Caligmamizda,
LAT ile 17 (%12.4) hastaya bakteriyel menenjit
tanist konuldu. Kiiltiirde iireyen ii¢ S. pneumoniae
susu LAT ile pozititken, bir H. influenzae susu
LAT ile negatif bulundu.

Bakteriyel menenjit tanisinda altin standart yon-
tem Kkiiltiir olmasimna ragmen, tant konmadan
bagslanan antimikrobiyal tedavi yontemin duyar-
liligim diisirmektedir®”. Molekiiler testler teda-
vi alan hastalarda dahil olmak tizere akut bakte-
riyel menenjit etkeni bakterilerin tanimlamasini
anlamli bir gekilde artirmaktadir'®. Wu ve ark.%?’nin
kiiltiir, Gram boyama ve PZR yontemlerini kar-
stlastirdiklart ¢aligmalarinda %17.7 kiiltiir pozi-
tifligi, %25.1 PZR pozitifligi tbelirlemislerdir.
PZR’nin duyarhiligimi %95 ve 6zgiilliigtinii %90
olarak bildirilmis, 6rnek alimi dncesinde antibi-
yotik kullanan hastalarin tanisinda PZR’nin
etkin oldugunu vurgulamislardir. Nhantumbo ve
ark.®’nin bes yas alt1 369 ¢ocugun BOS 6rnegi-
ni dahil ettikleri caligmada, PZR ile 193 (%52.3)
hastada akut bakteriyel menenjit etkenlerinin
belirlendigi, bu hastalarin yalnizca 27
(%7.3)’sinin kiiltiiriinde lireme oldugu bildiril-
mistir. Ceyhan ve ark.??’nin bakteriyel menenjit
etkenlerini belirlemede Gram boyama, Kkiiltiir,
LAT ve PZR yontemlerinin kullanildig1 ¢caligma-
da kiiltiir pozitifligi %17, LAT pozitifligi %21.8,
PZR pozitifligi ise %100 olarak bildirilmigtir
BOS kiiltiirtinde iireme olmayan 111 hastanin
onceden antibiyotik kullanim oykiisii oldugu
vurgulanmigtir. Calismamizda, kiiltiir yontemi
ile dort hastaya tani konulurken, PZR ile 18 has-
taya tan1 konulmus, kiiltiirlinde bakteri tiremesi
olan biitin BOS o6rnekleri PZR ile de pozitif
bulunmustur. Bakteriyel menenjit tanisi alan 19
hastanin 13 (%68.4)’iiniin 6ncesinde antibiyotik
kullanim Oykiisii oldugu diisiiniildiigiinde
PZR’nin 6ncesinde antibiyotik kullanilan hasta-
larin tanisinda oldukca basarili oldugunu diisiin-
mekteyiz.
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Sonug olarak, menenjit mortalite ve morbiditesi
yiiksek bir hastalik oldugundan, olasi olan en kisa

stirede tan1 konmasi ve tedavinin baslanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle LAT ve PZR ekono-
mik olarak Gram boyama ve kiiltiirden pahali

olsa da riskli hastalarin erken tanmisinda, Gram
boyama ve kiiltiir sonucu negatif, 6ncesinde anti-

biyotik tedavisi almis, klinigi menenjitle uyumlu
olan hastalarda kesinlikle uygulanmalidir.
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on-line olarak veya posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

Insanlar iizerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarinin ve goniilliilerden
alinmig yazili onam formlarinin da on-line olarak ve
posta ile agsagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.
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Metin Cesitleri

Metin ¢esitlerinde on-line
bulunmaktadir.

olarak yoOnlendirme

Ozgiin Arastirma: Gerekli ve uygun sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en ¢cok 250 sozciik iceren Tiirkge
ve Ingilizce ozetler; Tiirkge ve Ingilizce 3 anahtar
sozciik ve ana metinden olugmalidir.

Derleme: 1-4 sekil/tablo/fotograf/resim/grafik; en ¢ok
200 sozciik igeren Tiirkce ve Ingilizce Ozetler; 3
anahtar sozciik ve ana metinden olugsmalidir.

Olgu Sunumu: Yeterli sayida sekil/tablo/fotograf/resim/
grafik; en ¢ok 20 kaynak; 200 sozcliglii gecmeyen
Ingilizce-Tiirkce Ozet; 3 anahtar sozciik ve ana
metinden olugsmalidir.

Editoére Mektup: Daha 6nce yayimlanmis olan bir yazi
hakkinda, yeni bir aragtirma bulgularmin bildirilmesi
veya bir goriis bildirimi olabilir. Bir sekil/tablo/fotograt/
resim/grafik ve en ¢ok 5 kaynak icerebilir.

Metin yazim esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Tiirkge basligi kisa, acik ve icerigi tam yansitir
olmalidir

Yabanci dilde baslik Tiirkce baghk ile birebir
uyusmalidir

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmalidir

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

Olgu sunumu, derleme, editdre mektup gibi diger metin
cesitlerinde boliimli 6zet hazirlamaya gerek yoktur.

Ozet boliimiinde kisaltmalardan miimkiin oldugunca
kacinilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atuf yer
almamalidir.

Ana metin sayfalari, metin cesidine gore
boliimlendirilmelidir. Ozgiin aragtirmalar amacin
belirtildigi giris, gere¢ ve yontem, bulgular ve tartisma
kisimlarindan olugsmalidir. Bulgu ve tartismanin kisa
oldugu metinlerde iki baglik birlestirilerek de
aktarilabilir. Olgu sunumu amacin belirtildigi kisa bir
giristen sonra detayli olgu ve tartismadan olugsmalidir.
Derlemelerde once kisa bir giris yapilmalidir ve
ardindan derlemenin konusuna uygun olusturulmusg
boliimleri kapsamalidir.

Mikroorganizma adlan ve MIK veya PFGE gibi
kisaltmalar ilk kullanildiklarinda tam olarak, agik
sekilleriyle yazilmali mikroorganizma adi daha sonraki
kullanimlarda cins adinin ilk harfi kullanilarak
kisaltllmalidir. Staphylococcus aureus S. aureus gibi.

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

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

Boyama yontemi olan Gram biiyiik harfle yazilmalidir.



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

Bir tesekkiir yazis1 varsa Kaynaklar’dan ©nce
olmalidir.

Calisma kazanilmis bir burs veya proje ile
tamamlanmigsa belirtilmelidir.

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

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

Metinde kaynaklar iist simge olarak bulunmalidir

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

Heniiz yaymlanmamis veriler ve ¢aligmalar Kaynaklar
boliimiinde yer almamalidir.

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

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

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

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

Ornekler

A. Makaleler

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

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

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

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

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

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

B. Kitaplar

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

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

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

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

e Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kistmda mutlaka
aciklanmalidir.

e Tablolarda metnin tekrar1 olmamalidir

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

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

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

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

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








