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Derleme

Bakteriyel Biyofilmler: Saptama Yontemleri ve Antibiyotik

Direncindeki Rolii

Aybala TEMEL, Bayr1 ERAC

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, Izmir

0z

Biyofilmler. gerek tibbi cihaz ve biyomateryaller iizerinde
gerekse konakg¢t epitel hiicreleri ve mukozal yiizeylerde
olugabilen ve pek ¢ok farkli hastalikta rol oynayan mikro-
ekosistemlerdir.

Biyofilm olusumunu belirleme yontemleri, biyofilm
enfeksiyonlarimin engellenebilmesi icin oldukca onemlidir.
Biyofilm olusumunu saptamada siklikla kullanilan
kolorimetrik esasli yontemlerin cesitli dezavantajlart
bulundugundan, standart, hizli ve giivenilir yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Biyofilm saptama amactyla da
kullanilabilen cesitli yeni teknolojiler gelistirilmistir.
Bunlar arasinda, elektrik akimina direngteki degisimin
saptandigr  “gercek zamanli hiicre analizi” yontemi,
kizilotesi isinlarin penetrasyonundaki degisimin ol¢iildiigii
“fiber-optik sensor” yontemi ve biyofilm matriks
komponentlerini saptamaya dayalt “luminisan konjue
oligotiyofen” yontemi umut vadetmektedir. Bu yontemler
ile daha duyarli, hizlt ve kantitatif olarak biyofilm yapist
belirlenebilmektedir.

Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotik direncinin yani
swra, biyofilm yapisindan kaynaklanan direng, biyofilm
enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da zorlastirmaktadur.
Biyofilm direncinin multifaktoriyel bir olay oldugu ve
birden fazla mekanizmamin eszamanli etkisiyle ortaya
ciknigr  diigiiniilmektedir. Derlememizde, bakteriyel
biyofilmlerin olusumu ile bunu etkileyen faktorler, biyofilm
saptama yontemleri, biyofilm enfeksiyonlart ve biyofilm
direncinde rol oynayan etkenler incelenmektedir.

Anabhtar kelimeler: Biyofilm, biyofilm saptama, antibiyotik
direnci

ABSTRACT

Bacterial Biofilms: Detection Methods and Role in
Antibiotic Resistance

Biofilms are micro-ecosystems that can occur on medical
devices and biomaterials, or on host epithelial cells and
mucosal surfaces, and play a role in many different diseases.

Methods for determining the formation of biofilm are very
important for preventing biofilm infections. Since
colorimetric methods which are frequently used to detect
biofilm formation have various disadvantages, there is a
need for standard, rapid and reliable methods. Various new
technologies have been developed that can also be used for
biofilm detection. Among these; “real-time cell analysis”
method that detects the change in resistance to electric
current, “fiber-optic sensor” method in which the change
in penetration of infrared rays is measured, and
“luminescent conjugated oligothiophene” method based
on detecting biofilm matrix components are promising.
With these methods, the structure of biofilm can be
determined more sensitively, quickly and quantitatively.

In addition to the antibiotic resistance of planktonic bacteria,
resistance that results from the biofilm structure, further
complicates treatment of biofilm infections. It is thought that
the biofilm resistance is a multifactorial event and multiple
mechanisms occur simultaneously. In this review, the
Sformation of bacterial biofilms and factors affecting them,
biofilm detection methods, biofilm infections and factors that
play a role in biofilm resistance are examined.

Keywords: Biofilm, biofilm detection, antibiotic resistance

GIRIS

Mikrobiyoloji alaninda yasanan gelismelerin
15181nda, gliniimiizde cesitli enfeksiyon hasta-
liklarinin patogenezinde mikroorganizmalarin
planktonik formlarinin yani sira mikrobiyal
biyofilmlerin  dnemli  rol  oynadigi

bilinmektedir”. Dogal cevrede sik rastlanabi-
len bir mikrobiyal yasam formu olan biyofilm,
cesitli mikrobiyal tiirlerin cevresel etkenler-
den korunmak ve yasamsal faaliyetleri agisin-
dan elverigli ortamda kalabilmek adina olug-
turduklart  bir
tanimlanabilir®.

mikro-ekosistem olarak
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Mikroorganizmalarin kendi iirettikleri organik
ekzopolisakkarit yapilar araciligiyla, canli veya
cansiz bir ara ylizeye, geri doniislimsiiz olarak
tutunmalar1 sonrasinda olusturduklart biyofilm
yapisi, mikroorganizmaya konak savunmasindan
kacis, antibiyotiklere direng agisindan avantaj sag-
lamaktadir. Su aritma tesisleri, endiistriyel su
sogutma kuleleri gibi cansiz ortamlarda biyofilm
olusumu, bakteriyi pek cok dezenfektana, pH degi-
simi ve kuruluga dayanikli hale getirmektedir®?.

Yiizeylerde mikrobiyal biyofilm olusumu, uzun
yillardir arastirilmakta olup, giintimiizde kronik
doku hasariyla seyreden pek c¢ok bakteriyel
enfeksiyonda major etkenlerden birisi olarak
kabul edilmektedir®. Intravenoz kateterler, imp-
lantlar, kalp kapakgiklari, kontakt lensler gibi
farkli tibbi ara¢ ve biyomateryaller iizerinde
olusan biyofilmler sonucu gelisen enfeksiyonlar
hastalarda ciddi terapotik sorunlara neden
olmaktadir®. Kronik bakteriyel enfeksiyonlarin
%80’inden fazlas1 biyofilmler ile iliskilendirilir-
ken nozokomiyal enfeksiyonlarin %65’ inden de
biyofilm yapisinin sorumlu oldugu caligmalarla
ortaya konmustur®. Ayrica, biyofilmler yalnizca

Planktonik
hiicreler

Yiiziiye
tutunma

- -

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018,;48(1):1-13

klinik olarak degil cevresel ve endiistriyel ortam-
larda da sorunlara neden olabilen yapilardir.

Biyofilm olusumu

Bakteri hiicreleri dogada planktonik formda
bulunabildikleri gibi canli veya cansiz bir ylize-
ye adezyon sonrasi ¢ogalarak mikroorganizma
topluluklari halinde de bulunabilir”. Bu toplu-
luklar tek bir mikroorganizma tiiriinden olusabi-
lir veya farkli tiirde mikroorganizmalar
icerebilir®. Mikroorganizma topluluklarinin
olusturdugu biyofilm yapisi, mikroorganizma-
nin kolonizasyonunu destekleyen, pH degisikli-
§i, besin yetersizligi gibi olumsuz dig ortam
kosullarina, antibiyotik, dezenfektan madde gibi
kimyasallara karg1 dayanikli olmasint saglayan
onemli bir viriilans faktoridiir. Polisakkaritler,
protein, ekstraseliiler DNA, su ve iyonlar gibi
farkli bilesenleri iceren kompleks bir yap1 olan
biyofilm yapisinin olusumu dinamik bir
prosestir®9,

Biyofilm olusumu, Sekil 1’de” goriildiigii gibi
mikroorganizmanin bir yiizeye tutunmasi, geri

Tutunma Kolonizasyon ve

mikrokoloni olusumu

Sekil 1. Biyofilm olusum asamalar1?.

2

Biyofilm yapisinin
olgunlagmasi
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dontiisiimsiiz baglanma, kolonizasyon ve mikro-
koloni olusumu, kopma evreleri olmak {iizere
dort basamakta gerceklesmektedir®®.

1) Tutunma: Planktonik yapida mikroorganiz-
manin yiizeye geri doniisiimlii olarak baglandig1
biyofilm olusumunun ilk evresidir. Bakteri, fla-
gella hareketi ve tutundugu yiizeyle arasindaki
elektrostatik ve fiziksel etkilesimler (Brownian
hareketi) sonucu kisa siirede yiizeye tutunur®,

2) Geri Doniisiimsiiz Baglanma: Yiizeye tutun-
mus bakterinin hiicre membranindaki proteinle-
rinin uyarimi gerceklesir ve bakteri hiicreleri
arast iletisim mekanizmalar1 devreye girer.
Bakteri hiicresi, ekstraseliiler polimerik madde-
ler sentezlemeye baglar®. Bakterinin tiiriine ve
cevresel kosullara gore degisik yapida olabilen
bu maddeler biyofilm matriksinin ana bilesenle-
ri olup ¢ogunlukla ekzopolisakkaritler, ekstrase-
liler DNA ve proteinlerden olugmaktadir. Bu
matriks ve icerigindeki maddeler mikroorganiz-
malarin birbirlerine ve yiizeye geri doniisiimsiiz
baglanmasina aracilik eder?.

3) Kolonizasyon ve Mikrokoloni Olusumu:
Yiizeye tutunmus bakteri hiicreleri boliiniip
cogalarak mikrokoloniler olusturur™”. Farkli
tirden mikroorganizma topluluklarini iceren
biyofilm yapilarinda her tiir kendi mikrokoloni-
sini olusturmakta ve bu mikrokoloniler arasin-
daki kanallarla suyun ve besin maddelerinin
difiizyonu saglanmaktadir. Ortamdaki plankto-
nik bakterilerin de mikrokolonilere yapismasiy-
la kolonizasyon desteklenir!?.

Yeni olusan mikrokolonilerle bakteri popiilasyo-
nu gittikce biiyiir. Bakterinin etrafindaki popii-
lasyon yogunlugunu algilamasina yarayan
Quorum Sensing (QS) sinyal sistemi devreye
girer. Hiicreler arasi iletisimi saglayan sinyal
molekiillerinden olusan bu sistem, bakteri hiic-
resinde spesifik genlerin ekspresyonunu etkile-
yerek olgun biyofilm yapisinin olusumunu des-

tekler. Bu asama ayni zamanda biyofilm fenoti-
pinin ortaya ¢ikmaya basladigi evre olup, mikro-
organizmanin direncli bir yapi kazanmasiyla
sonuc¢lanabilmektedir!*!¥.

4) Kopma: Biyofilm olusumu ve olgunlagmasi
sonrasinda biyofilmde yer alan bakteri hiicrele-
rinde genetik diizenlemeler sonucunda flajeller
sentezlenir. Bu sayede hareketlenen bakteri hiic-
resi biyofilmin iist tabakasindan koparak ayrilir.
Kopan planktonik hiicreler yeni odaklara go¢
eder. Bu durum biyofilmin yayilimina ve bazen
yerel enfeksiyonlarin sistemik hale gecisine
neden olabilmektedir®'.

Bakteriler arasi iletisim (Quorum sensing) ve
biyofilm

Bir bakteri hiicresinin canlili§ini siirdiirebilmesi
ve patogenezi acisindan, cevreden gelen uyarila-
rt algilayarak yanit gelistirmesi ve yeni gevre
kosullarina uyum saglamasi gerekmektedir.
Besin kaynagi ve miktari, popiilasyon yogunlu-
gu, ozmolarite, pH gibi cevresel faktorlerde
degisiklik meydana geldiginde bakteri bu degi-
sime adapte olmak amaciyla metabolizmasinda
birtakim diizenlemeler yapmaktadir™. “Mini-
mum popiilasyon birimi algilama” olarak belirti-
len, bakteri hiicresinin etrafindaki popiilasyon
yogunlugunu saptamasina yarayan QS sistemi,
bu adaptasyon ve diizenlemelerde 6nemli rol
oynayan bir sistemdir. QS sistemi yardimiyla,
bakteri degisen besin kaynaklarina uyum saglar,
ayni1 besin icin yarigan diger bir bakteriyle reka-
bet edebilir ve enfeksiyon sirasinda ¢esitli virii-
lans faktorlerinin regiilasyonunu diizenleyerek
konak immiin yanitindan kacgabilir. QS sistemin-
de yer alan sinyal molekiilleri ile bakterinin bir
odakta toplanmasi saglanabilmekte ve boylece
biyofilm yapisinin temeli olugsmaktadir®17.

Sinyal molekiilleri, bakteri tarafindan normal
kosullarda bazal seviyede iiretilmektedir.
Ortamdaki bakteri sayisinin artmasi durumunda
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sinyal molekiilleri de belli bir esik degere ulas-
makta ve bu durumda hem sinyal molekiiliiniin
kendisinin hem de bu molekiil araciligiyla kont-
rol edilen viriilans faktorlerinin liretiminde artig
gdzlenmektedir®'?. Uretildikleri hiicrenin
metabolizmasi iizerinde diizenleyici etki goster-
dikleri i¢in bu sinyal molekiilleri “Otoindiikle-
yiciler” olarak da adlandirilmaktadir®2®. QS
sinyal molekiillerinin farkli bakteri tiirlerinde
bulunan bir¢ok farkli sinif1 tanimlanmustir. Acil
Homoserin Lakton (AHL) sinif1 sinyal molekiil-
leri Gram negatif bakterilerde, otoindiikleyici
peptidler Gram pozitif bakterilerde ve
otoindiikleyici-2 olarak bilinen molekiiller hem
gram negatif hem Gram pozitif bakterilerde en
cok arastirilan sinyal molekiillerindendir?V.
Farkli yapidaki QS sinyal molekiillerinin olug-
turdugu yanitlar farkli olabildiginden sinyal
molekiillerindeki bu ¢esitlilik, ayni1 tiirden veya
farkli tlirden mikroorganizmalar arasi iletigim
agisindan 6nem tagimaktadir®?.

QS sinyal molekiilleri araciligiyla farkli tiirden
mikroorganizmalar arasinda pozitif veya negatif
yonde etkilesimler gerceklesebilmektedir. Riedel
ve ark.®¥ farkli tiirde mikroorganizmalar olan
Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia
cepacia ile yaptiklari aragtirmada her iki bakteri
tiiriiniin AHL sinyal molekiillerine dayali QS
sistemine sahip olduklarini ve yine bu sinyal
molekiilleri araciligiyla birbirlerinin virulans
faktorlerinin  sentezini  desteklediklerini

gostermig-lerdir@?24.

Kistik fibrozisli hastalarda, hastaligin erken
doneminde akcigerlerde goriilen Staphylococcus
aureus kolonizasyonu ilerleyen donemde yerini
P. aeruginosa’ya birakmaktadir. Qazi ve
ark.® yaptiklar1 ¢alismada bu durumun
P. aeruginosa’nin sinyal molekiillerinin,
S. aureus’un efektor molekiilii olan RNAIII
ekspresyonunu inhibe etmesi ve S. aureus’un
virulans faktorlerinin olusumunu engellemesin-
den kaynaklandigini gostermiglerdir. Sinyal

4
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molekiilleri araciligiyla gerceklesen bu tiir cap-
raz etkilesimlerin, mikroorganizmalarin biyo-
film olusumu basta olmak iizere farkli viriilans
faktorleri oldugu ileri
stirtilmektedir®®.

tizerinde etkili

Biyofilm saptama yontemleri

Biyofilm enfeksiyonlarinin goriilme sikliginin
artmasiyla birlikte biyofilm olusumunun kontro-
lii ve engellenmesine yonelik aragtirmalar hiz
kazanmigtir. Biyofilm olusumunun engellenebil-
mesi, direncin mekanizmalarinin anlagilabilmesi
ve biyofilm enfeksiyonlar1 i¢in yeni tedavi stra-
tejilerinin gelistirilebilmesi i¢in biyofilm olusu-
munu belirleme yontemleri, bu yontemlerin
dogru uygulanmasi ve yeni yontemlerin gelisti-
rilmesi oldukc¢a onemlidir. Giiniimiizde gelisen
teknolojinin yardimiyla biyofilm olusumunu
saptamada ¢ok sayida farkli in vitro yontemden
ve deney hayvanlarinda biyofilm enfeksiyonu
olusturulmasima dayali in-vivo yontemlerden
faydalanilmaktadir.

Kongo kirmizili agar yontemi, modifiye tiip
aderans yontemi (Modifiye Christensen yonte-
mi), mikroplak kullanilan yontemler biyofilm
olusumunu saptamada sik kullanilan yontemler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kuru agirligin ve meta-
bolik aktivitesinin saptanmasina dayali bazi
kantitatif yontemlerle floresan mikroskobisi,
konfokal lazer tarama mikroskobisi ve elektron
mikroskobisinin kullanildigr yontemler de
mevcuttur®27,

Kongo kirmizili agar yonteminde; biyofilm olug-
turma Ozelligi arastirilacak bakterinin, icerigin-
de belirli miktarlarda sukroz, beyin kalp infiiz-
yon buyyonu, kongo kirmizisi ve agar bulunan
besiyerine tek koloni ekimleri yapilir. Genellikle
37°C’de 24 saat olacak sekilde uygulanan inkii-
basyon sonunda, kolonilerde olusan renk degisi-
mine gore degerlendirme yapilmaktadir. Siyah-
koyu kirmizi renkli koloni olugumu goriilen
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suslar biyofilm tiretimi acisindan pozitif olarak,
pembe-kirmizi renkli koloni olugumu goriilenler
ise biyofilm iiretimi a¢isindan negatif suslar ola-
rak yorumlanmaktadir®’2®).

Standart cam tiip yonteminde belirli miktarda
triptik soy buyyon (TSB) besiyeri iceren cam
tiiplere bakteri inokulasyonu sonrasinda tiipler
genellikle 37°C de 24-48 saat siireyle inkiibas-
yona brrakilir. Inkiibasyon sonunda tiip igerigi
bosaltilarak tiiplere metilen mavisi eklenir.
Belirli bir siire beklendikten sonra tiip icerigi
tekrar bosaltilir. Tiipiin i¢ ¢eperinde boyalt bir
tabaka varlig1 biyofilm olusumu ag¢isindan pozi-
tif reaksiyon olarak kabul edilmektedir®”.

Christensen yontemi olarak da bilinen modifiye
tip aderans yonteminde glikozlu TSB besiyeri
iceren tiiplere bakterinin inokulasyonu ve 37 °C
de 24-48 saat inkiibasyonu sonrasinda tiip ige-
rikleri bosaltilir ve fosfatla tamponlanmig salin
(PBYS) ile yikanir. Her tiipe belirli ve esit hacim-
de olacak sekilde “trypan blue”, safranin veya
kristal viyole koyularak yavasca karigmasi sag-
lanir. Bir siire bekletildikten sonra tiip icerisin-
deki boya dokiilerek tiipler yeniden bosaltilir.
Bosaltilan tiipler kurutma kagidi iizerinde ters
cevrilir ve kurumaya birakilir. Tiiplerin i¢ ¢epe-
rinde renkli tabaka varlig1 pozitif sonu¢ olarak
kabul edilmektedir. Ayrica rengin koyulugu ve
kalinligina gore suslarin biyofilm olusturma
kapasitesi ¢ok giiclii, giiclii ve zayif olarak dere-
celendirilerek degerlendirme yapilabilmektedir.
Renk degisiminin olugmamasi ise negatif sonug
olarak kaydedilir. Ayrica besiyerinin havayla
temas ettigi kistmda boya kalintis1 olabildigi
gibi bu durum da negatif sonuc¢ olarak
degerlendirilmektedir®®.

Mikroplaklarin kullanildig1 yontemler, biyofilm
olusumunu saptamaya yonelik arastirmalarda
cesitli modifikasyonlarla sik yeglenen yontem-
lerdendir. Ozellikle spektrofotometrik mikrop-
lak yontemiyle diger yontemlerden daha hassas,

spesifik ve kantitatif sonuglar elde edilebildigi
belirtilmektedir®>-2".

Spektrofotometrik mikroplak yonteminde genel-
likle 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmakta-
dir. Belirli hacimde uygun besiyeri [%1-3 glu-
koz iceren beyin-kalp infiizyon buyyon veya
TSB), iceren mikroplak kuyucuklarina bakteri
siispansiyonu inokule edilir ve uygun kosullarda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi sonun-
da mikroplaklar ters cevrilerek kuyucuk icerigi
bosaltilir. Bosaltilan kuyucuklar yavasca PBS
gibi uygun bir yikama soliisyonuyla yikandiktan
sonra her kuyucuga esit miktarda boya maddesi
eklenir. Bu agamadan Once metanol veya sod-
yum asetat gibi bir ajanla biyofilmin fiksasyonu
saglanabilir. Boyama amaciyla safranin veya
“trypan blue” kullanilabilecegi gibi siklikla kris-
tal viyole yeglenmektedir. Kuyucuklara kristal
viyole eklenmesinin ardindan boyanin biyofilme
penetrasyonu icin belirli bir siire beklenir ve
sonra kuyucuklar bosaltilarak yeniden yikama
islemi yapilir. Bu asamada kristal viyole biyo-
film icerisindeki bakteri hiicrelerini boyamakta
olup biyofilm yapisina katilmamis diger hiicre
ve maddeler yikama adimlariyla uzaklagtiril-
maktadir. Yiizeye tutunmusg bakteri hiicrelerine
ve biyofilme zarar vermemek ve dogru sonuglar
elde edebilmek adina yikama islemlerinin yavas
yapilmasi gerekmektedir. Yikama sonrasinda
mikroplaklar oda 1sisinda en az otuz dakika
siireyle kurumaya birakilir. Kuruma sonrasinda
mikroplaklar etanol, asetik asit veya aseton gibi
ajanlarla muamele edilir ve spektrofotometrik
Olciim yapan mikroplak okuyucu cihazda belirli
bir dalga boyunda ol¢iim yapilarak, her bir
kuyucuk icin optik dansite degeri belirlenir.
Cihaz tarafindan kaydedilen bu degerler, kontrol
kuyucuklariin ortalama optik dansite degerle-
riyle karsilastirilarak biyofilm olusumunun var-
l1g1 ve derecesi saptanabilir®29.

Kullanilan farkli yontemlerde ¢alisilan mikroor-
ganizmanin tiirline gore inokulum miktari, besi-



yeri, inkiibasyon kosullar1 degisebilmektedir. Bu
durum yontemlerin uygulanmasinda modifikas-
yonlar1 beraberinde getirmekte ve yontemlerin
standardizasyonunu zorlastirmaktadir. Ayrica in
vitro biyofilm modellerinde ortamdaki besin
maddelerinin azalmasi, konak-patojen etkilesi-
minin olmamasi gibi nedenlerle elde edilen
sonuglarin in vivo ortami tam olarak yansitama-
dig1 diistiniilmektedir. Biyofilm enfeksiyonlariy-
la miicadelede antibiyofilm ajanlarin ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in yapi-
lan aragtirmalarda kullanilan klasik in vitro yon-
temlere alternatif olabilecek yeni yontemlere
gereksinim duyulmaktadir.

Yukarida sozii edilen kolorimetrik esashi yon-
temler, kullanilan boyalarin penetrasyon zorluk-
lar1, toksisite ve uygulama zorlugu gibi dezavan-
tajlar tagimaktadir. Gergek Zamanli Hiicre
Analizi (real time cell analyzer-RTCA) yontemi
bu alanda hizli ve giivenilir sonuclar verebile-
cek, kolay uygulanan bir yontem olarak dikkat
cekmektedir. Bu yontemde yiizeyi altin mikro-
elektrodlarla kaplanmis 6zel mikroplaklar kulla-
nilir. Aderan hiicrelerin yiizeye tutunmasi ile
elektrik akimina karst direng¢ olarak tanimlanan
impedansta degisim olur ve bu degisim de hiicre
sayist ve biyofilm olusumu ile orantilidir®?.
Baska bir soylemle, impedans degisimi 6l¢timii-
ne dayali bu yontemde mikroelektrot tasiyan
mikroplakalar kullanilarak biyofilm olusumu
gercek zamanl olarak izlenebilmekte ve farkl
maddelerin biyofilm olusumu iizerine etkinlikle-
ri degerlendirilebilmektedir. Ayrica bu yontemle
elde edilen sonuglarin klasik yontemlerle uyum-
lu oldugu da belirtilmistir®®. Benzer bir mantik-
la caligan bir diger yontem de biyofilm gelisimi-
ni yine gercek zamanl izlemeye olanak veren
fiber-optik sensorlerin kullanilmasidir®. Bu
yontem, fiber-optik cekirdek {iizerinde gelisen
biyofilm tabakanin, yakin kizilétesi 1sinlarin
penetrasyonunda degisim yaratmasi esasina
dayanmaktadir. Biyofilm tabakanin kalinlig1 art-
tikca gecirgenlik yani transmitans azalmaktadir.
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Bu yontemle biyofilm inhibitorlerinin etkisi de
degerlendirilebilmektedir. Biyofilm olugumunu
belirlemede, fimbria proteini ve bakteriyel selii-
loz gibi ekstraseliiler matriks komponentlerin-
den yararlanan yenilik¢i bir yaklasim daha kul-
lanilmistir. Burada “luminisan konjuge oligoti-
yofen” molekiilleri konformasyonel ve spesifik
olarak s6z konusu ekstraseliiler komponentlere
baglanmakta ve hiicrelere zarar vermeden biyo-
film olusumunu gozlemlemeye olanak
vermektedir®¥. Bu yontem, soz konusu ekstrase-
liller matriks komponentlerinin oranlar1 hakkin-
da da bilgi verebilmekte, siv1 kiiltiirlerde, biyo-

tik ve abiyotik yiizeylerde kullanilabilmektedir.
Biyofilm enfeksiyonlari

Mikrobiyal enfeksiyonlarin patogenezini anla-
mak amaciyla yapilan bilimsel arastirmalarda
onceleri patojen mikroorganizmalarin yalnizca
planktonik formlar: dikkate alinmigsa da giinii-
miizde gelisen teknoloji ve mikroskobik yon-
temler sayesinde mikrobiyal biyofilmlerin
enfeksiyonlar agisindan 6nemi ortaya konmusg-
tur. Biyofilm yapist konak¢r immiin sistemiyle
etkileserek immiin yanit olusumuna neden olan
ciddi bir enfeksiyon ve enflamasyon etkeni ola-
rak kabul edilmektedir®>. Mikroorganizma tara-
findan ¢evresel stres kosullarinda olusturulan bu
yasam formu, biyotik ve abiyotik farkli yiizey-
lerde olugabilmektedir. Gerek tibbi cihaz ve
biyomateryaller iizerinde gerekse konak¢1 epitel
hiicreleri ve mukozal yiizeylerde olusabilen
biyofilmler, kronik yara enfeksiyonlarinda, kis-
tik fibrozis, endokardit gibi pek ¢ok farkli hasta-
likta rol oynamaktadir717-39),

Giinlimiizde implantlar, yapay kalp kapakcikla-
r1, protezler gibi kalic1 tibbi cihazlarin kullani-
mindaki artisa paralel olarak biyofilm enfeksi-
yonlarinin goriilme siklig1 artis gostermektedir.
Insanlarda gelisen yumusak ve sert doku enfek-
siyonlarinin %80’inin biyofilm iligkili enfeksi-
yonlar oldugu belirtilmektedir’2®. Kalic1 tibbi
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cihazlarda gelisen biyofilm enfeksiyonlarinda,
etken mikroorganizma normal flora liyesi veya
nozokomiyal bir patojen olabilmektedir.
Biyofilm enfeksiyonlarinda siklikla etken olan
mikroorganizmalar ve iligkili tibbi araglar Tablo
1’de gosterilmektedir'37,

Kullanilan tibbi ara¢ veya biyomateryalde biyo-
film olusumu, cihazda fonksiyon kaybinin yani
sira hasta icin siirekli bir enfeksiyon kaynagi
olma riski tagimaktadir. Biyofilm enfeksiyonu
baslangicta asemptomatik seyredebilir. Ancak
konak¢r immiin direncinin diistii§ii durumlarda
akut enfeksiyon gelisimiyle sonuglanabilmekte-
dir. Bu nedenle invaziv girisimler oncesi 6zellik-
le immiin sistemi baskilanmis ve yiiksek risk
grubunda olan hastalarda profilaktik amaclh

antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir!’-3839,

Mikroorganizmanin planktonik formuna etkili
olan antibiyotigin koruyucu dozunun biyofilmde
etkisiz kalmast bu enfeksiyonlarin tedavisini
zorlagtirarak mortalite riskini ylikseltmektedir'”.
ABD’de yapilan aragtirmalarda tibbi cihazlarda
gelisen biyofilm enfeksiyonlarina bagh olim
oranlari; penil implantlar, meme implantlar1 ve
protezlerde %1-3, santral venoz kateterlerde
%3-8, idrar kateterlerinde % 10-30 olarak belirti-
lirken, kardiyak tibbi cihazlarin bazilari i¢in bu
oranin %25-50’lere ulagtig1 saptanmigtir®74,

Bakteriyel biyofilmlerin yani sira fungal pato-
jenlerin etken olugu biyofilm enfeksiyonlartyla
da karsilagilmaktadir. Firsatci patojen bir mantar

tirli olan Candida albicans’in kataterler bagta
olmak {iizere cesitli tibbi cihazlarin ylizeyinde
kolonizasyonu ve biyofilm olusturmasi yiiksek
mortaliteyle seyreden kandiyazis tablolarina yol
acmaktadir. Candida parapsilosis, Candida
glabrata ve Candida tropicalis kateter iligkili
kan dolagimi enfeksiyonlarina sebep olan diger
mantar tiirleridir".

Ventrikulo-pulmoner sant kullanan hastalarda
tekrarlayan  menenjitlerinin
immitis’e bagl biyofilm enfeksiyonlariyla, pro-
tez kalp kapakcigi kullanan hastalarda endokar-
dit gelisiminin Aspergillus biyofilmleriyle iligki-
li olabilecegi ileri siiriilmektedir. Candida ve
Aspergillus biyofilmleri implant kullanan hasta-
larda gelisen enfeksiyonlarin %8’inden sorumlu

Coccidioides

tutulurken, hastanin hayatta kalma oranim
%50’ye kadar diislirmeleriyle dikkat ¢ekmek-
tedir(?,

Yabanci cisimle iligkili olmaksizin canli orga-
nizmada cesitli kosullarda farkli dokularda, epi-
tel hiicreleri ve mukozal yiizeylerde biyofilm
olusabilmektedir. Daha ¢ok streptokok tiirlerinin
neden oldugu ve dis ciiriiklerinde 6nemli rol
oynayan dental plaklar, liropatojenik Escherichia
coli’nin etken oldugu iiriner sistem enfeksiyon-
lar1, Haemophilus influenzae ve Streptococcus
pneumoniae’in etken oldugu kronik otitis media,
Staphylococcus lugdunensis ve Enterococcus
durans’1n etken oldugu dogal kapak endokarditi
canli dokuda olusan biyofilm enfeksiyonlarina
ornek gosterilebilir. Bu enfeksiyonlarda ilk ola-

Tablo 1. Biyofilm enfeksiyonlariyla iliskili tibbi araclar ve etken mikroorganizmalar.

Tibbi ara¢ Etken mikroorganizmalar

Yapay kalp kapakgiklar:
Koroner stentler

Santral venoz kataterler
Uretral kateterler

Periton diyaliz kateterleri
Meme implantlari
Koklear implantlar
Ortopedik protezler

Escherichia coli, Candida spp., KNS

Stafilokoklar, Escherichia coli

KNS, Staphylococcus aureus, Streptokoklar
Staphylococcus aureus, KNS, Pseudomonas aeruginosa
KNS, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterokoklar, Candida spp.

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptokoklar
Stafilokoklar, Streptococcus pneumoniae, Propionibacterium acnes

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok



rak amprik antimikrobiyal tedavi uygulanmakta-
dir. Ancak biyofilmdeki bakterinin antibiyotik-
lere duyarliliginin farkli olabilecegi goz ardi
edilmemeli ve biyofilm etkinligi acisindan uygun

antimikrobiyal tedavi yaklasimi yeglenmeli-
dir( 17,42.43) .

Biyofilm direnci

Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde karsilagilan en 6nemli sorunlardan
birisi olup, artan diren¢ oranlarma kiyasla
gelistirilen yeni bilesik sayisi olduk¢a azdir.
Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotik
direncinin yani sira hem konak immiin sistemi
hem de antimikrobiyal ajanlar acisindan 6nem-
li bir bariyer olan biyofilm yapisinin neden
oldugu diren¢, biyofilm enfeksiyonlarinda
tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir®#, Yapilan
arastirmalarla, biyofilmde yer alan mikroorga-
nizmalarin planktonik formalarina kiyasla anti-
biyotiklere 100-1000 kat daha diren¢li oldugu
gozlenmistir. Dezenfektanlarin etkinligi acisin-
dan bakildiginda benzer sekilde biyofilm yapisi
icerisinde bakterilerin dezenfektanlara 10-100
kat daha direngli olabildikleri saptanmig-
tlr(]3’46).

Biyofilm direncinde diga attm pompalari, enzi-
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matik inaktivasyon, ila¢ hedefinde mutasyon
gibi bilinen antibiyotik direng mekanizmalari
temel sorumlu mekanizmalar olarak goriilme-
mektedir. Ayrica, biyofilm direncinin multifak-
toriyel bir olay oldugu ve birden fazla mekaniz-
manin eszamanli etkisiyle ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir749,

Antibiyotigin biyofilm igerisine diisiik penetras-
yonu, biyofilmi olusturan mikro-¢cevrede mey-
dana gelen degisiklikler ve biyofilmi olusturan
bakterilerdeki fenotipik ve metabolik degisiklik-
ler, biyofilm direncinin nedenlerine iligkin ileri
siriilen fakli tezler olup, Sekil 2’de sunul-
maktadir®®4?,

Antibiyotigin Biyofilme Diisiik Penetrasyonu

Biyofilm matriksi sahip oldugu mekanik ve fizi-
kokimyasal 6zellikler araciligiyla antibiyotik ve
antiseptikler de dahil olmak tizere pek ¢ok bile-
sigin penetrasyonunu azaltarak biyofilm igeri-
sindeki bakteri hiicresine ulagmasini engelle-
mektedir®®.

Antibiyotigin penetrasyonundaki diisiisiin
nedenlerinden birisi olarak biyofilm matriksiyle
ilag molekiilii arasinda gerceklesen elektriksel

-~ -
e Antibiyotigin diisiik penetrasyonu
Biyofilm matrisi bilesenlerinin tasidigi farkli 6zellikler antibiyotigin gecisini
engelleyebilir.
” Fe Y -
eVl
~ . -
|- ™~ ‘v
.-f”“ . ?P:{ ‘ﬂ. c.é
‘ ‘ e e | E Fenotipik degisiklikler
b.‘. - G =" ’ .(..' Biyofilmin olgunlagmasi siirecinde bazi bakteriler daha dayanikl fenotipik yap1

sergileyebilir.

-

E | Bi.yoﬁlm alt yiizeyi |

Mikrocevrede degisiklik
Biyofilmin alt katmanlarinda oksijen kosantrasyonu ve iireme hizi degisimine
bagli olarak antibiyotik etkinligi degisebilir.

Sekil 2. Biyofilm diren¢ mekanizmalarma iliskin ileri siiriilen farkh tezler.
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etkilesimler gosterilmektedir. Negatif yiiklii
matriks polimerinden olusan biyofilm yapisinda,
pozitif yiiklii antibiyotigin penetrasyonu bozul-
makta ve antibiyotigin difiizyonu olumsuz
etkilenmektedir®”. Ornegin P. aeruginosa biyo-
filmlerinde negatif yiikli biyofilm polimeri
nedeniyle pozitif yiikli aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin penetrasyonunda diisiis oldugu
caligmalarla saptanmistit®. E. coli ve P. aeruginosa
biyofilmlerinde fosfomisin ve siprofloksasin ile
yapilan bir bagka calismada, ila¢ uygulamasin-
dan 6 saat sonra ilaclarin %50’sinden fazlasi
hedefe ulagsmigsa da tedavi sonunda bakterinin
eradikasyonu acisindan istenilen sonuca ulasila-
madig1 belirtilmekte ve bu durum biyofilm
direnciyle iligkilendirilmektedir®®.

Antibiyotigin diisiik penetrasyonu ve gecikmis
difiizyonu, biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisini
zorlagtirmanin yaninda antibiyotigin subinhibi-
tor konsantrasyonlarina maruz kalan bakteriler-
de diren¢ gelisimini tetikleyebilecek bir durum
olarak dikkat cekmektedir®".

Biyofilm pek ¢ok antibiyotik acisindan tedavide
sorun yaratan bir yapi olsa da florokinolonlar,
ampisilin ve rifampin gibi bazi antibiyotiklerin
biyofilm matriksinden geciste sorun yagamadigi
ve biyofilme iyi niifuz edebildigi c¢aligmalarla
saptanmistir. Ancak biyofilm enfeksiyonlarinda
bu antibiyotiklerle uygulanan tedavilerde isteni-
len sonuca ulagilamamasi ilacin diisiik penetras-
yonunun tek bagma direnci aciklamaya yeterli
olmadigin1 gostermektedir®®,

Mikrocevrede Degisiklik

Biyofilmin farkli katmanlarinda oksijen kon-
santrasyonu, besin maddelerinin yogunlugu, pH
gibi faktorler degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
durum biyofilmi olusturan bakteri popiilasyo-
nunda lireme hizi ve antibiyotiklere duyarlilik
acisindan farkliliklart beraberinde getirmek-
tedir®?.

Oksijen konsantrasyonunun biyofilmin alt kat-
manlarinda yiizeye oranla daha diigiik olmasi1 ve
mikroaerofil-anaerobik ortam olusumu, bu bdl-
gelerde aminoglikozid grubu antibiyotiklerin
etkinligini azaltmaktadir. P. aeruginosa biyo-
filmlerinde alt katmanlarda diisiik oksijen kon-
santrasyonuna bagli olarak tobramisin ve siprof-
loksasinin bakterisidal etkisinin azaldig1 goste-
rilmigtir. Ayrica bazi atitk maddelerin biyofilmin
alt katmanlarinda birikimi sonucu olusan asidik
ortam ve pH degisikligi de antibiyotik aktivitesi
agisindan olumsuz etkiler yaratmaktadir®®.

Pek cok antibiyotigin metabolik olarak aktif
olan ve iireme fazindaki bakterilere etkinlik g&s-
terdigi bilinmektedir. Ozellikle olgun biyofilm
yapisinda, mikroorganizmalar genellikle daha
diisiik tireme hiz1 sergilemektedir. Besin mikta-
rinin sinirl oluguyla iligkilendirilen diigtik tireme
hizinin, antibiyotiklerin etkinligini diisiirerek
dirence neden oldugu diisiiniilmektedir. Biyofilm
yapist igerisinde yavas lireme hizina sahip
P. aeruginosa suslartyla yapilan caligmada,
biyofilmdeki bakterinin beta-laktam antibiyotik-
lere ve tetrasiklinlere duyarliligin 6nemli dlciide
azaldi8i, florokinolon aktivitesinin ise ilireme
hizindan etkilenmedigi gozlenmigtir®*>>,

Fenotipik Degisiklikler

Bakterinin bir yiizeye tutunmasindan olgun
biyofilm yapisinin olusumuna kadar gegen
siirecte bakteri hiicresi cesitli fizyolojik, meta-
bolik ve fenotipik degisikliklere ugramaktadir.
Bu siirecte mikroorganizmada QS sisteminin
devreye girdigi ve cesitli sinyal molekiillerinin
saliniminin gerceklestigi bilinmektedir. Bu olay-
larin regiilasyonunda gorevli genlerin ekspres-
yonunda yasanan degisikliklere dayanarak biyo-
film direncinin temelinde genetik mekanizmala-
rin olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Mah ve ark.®® biyofilm olusturma ozelligine
sahip P. aeruginosa ile yaptiklar1 calismada,

9



bakteride siklik- [-glukan yapilari ve bunlarin
sentezinde gorevli enzimi kodlayan ndvB geni
tizerinde aragtirmalar yapmistir. Calisma sonu-
cunda, ndvB geni araciliftyla sentezlenen glu-
kan yapilarinin periplazmik aralikta aminogliko-
zidlerle etkilesek antibiyotigin hedefe ulagmasi-
n1 engelledigi gozlemlenmistir. P. aeruginosa
biyofilmleri iizerine yapilan bir bagka arastirma-
da, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin bakteri
dis membranina afinitesinde azalmanin bakteri-
deki tolA geni aktivasyonuna bagli olabilecegi
belirtilmektedir®®~7.

Bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan
olan atim pompalarinin bakteride biyofilm diren-
cini arttiran faktorlerden birisi olabilecegi ileri
stiriilmektedir®”. Biyofilm varliginda bakteriler-
de bazi atim pompalarinin ekspresyon diizeyle-
rinde artis gozlenmistir. Yapilan arastirmalarla
cok sayida atim pompasina sahip olan E. coli’de
AcrAB-TolC pompasinin, P. aeruginosa’da
kinolon direncine aracilik eden mexAB-OprM
pompasinin biyofilm igerisindeki bakteri hiicre-
lerinde normal hiicrelere kiyasla indiiklenmis
durumda olduklari saptanmistir®’>®. Bazi atim
pompalarinin direngle iligkisini gosteren farkli
caligmalar sonuglart mevcutsa da dogrudan
biyofilm yapilartyla iligkili attm pompalarinin
varlig1 tartigmalidir®,

Persistan Hiicreler

Persistan hiicreler, biyofilm direncini agiklama-
ya yonelik bir diger yaklagim olup, bakteri
popiilasyonlarinda persistan hiicrelerin varligi
uzun yillardir bilinmektedir. Persistan hiicreler,
1944’te Joseph Bigger tarafindan S. aureus ile
yapilan ¢alismalar sonucu tanimlanmigtir. Bigger
yaptig1 calismada 3 giinliik penisilin tedavisi
uyguladig: 250.000.000 bakteriden olusan popii-
lasyonda tedavi sonrasinda sayilar1 100°’den az
olsa da canliligm siirdiiren bakteri hiicreleri
oldugunu saptamigtir. Diger bakterileri dldiiren
penisilin konsantrasyonunda canliligini koruyan
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bu persistan bakteri hiicrelerinin biiylimeye
devam ettigi gozlenmistir. Ayni calisma sonu-
cunda bakteri popiilasyonu icerisinde toplam
niifusun %1 ’inden daha azin olugturan persistan
hiicrelerin, popiilasyondaki diger bakteri hiicre-
leriyle izogenik yapida olup, fenotipik farklilik-
lar tagidig1, ve bu sayede diger bakterileri 6ldii-
ren antibiyotik konsantrasyonlarinda yasamda
kalabilen daha dayanikli hiicreler olduklari
belirtilmektedir®2%?, Persistan hiicrelerin yiiksek
dozda antibiyotik maruziyeti sonrasinda dahi
canliliklarini koruyabilmeleri tedavide karsilagi-
lan biyofilm direncinin yani sira yineleyen
enfeksiyonlarin nedenleri arasinda gosterilmek-
tedir®?.

Giinlimiizde biyofilm enfeksiyonlarinin gériilme
sikliginda yasanan artig ve mortalite oranlarin-
daki yiikselme endige verici boyutlara ulagmig-
tir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar ve elde
edilen bilgiler 1s181nda, biyofilm olusumunda ve
diren¢ mekanizmalarinda basta mikroorganiz-
manin tiirli ve kullanilan antimikrobiyal ajan
olmak tizere pek cok faktor ve farkli mekanizma
olabilecegi anlasilmaktadir. Biyofilm enfeksi-
yonlartyla miicadelede uygulanabilecek temel
yaklasimlar asagidaki gibi siralanabilir:

e Klinikte Oncelikli hedef, etkin temizlik ve
dezenfeksiyon islemleriyle yiizeylerde biyo-
film olusumunun 6nlenmesi olmalidir.

e Biyofilm olusumunu saptamada modern tek-
nolojilerden yararlanan, hizli, duyarli ve
gilivenilir yontemlerin kullanilmasi 6nem
tasimaktadir. Bunlar arasinda, elektrik akimi-
na direngteki degisimin saptandigi “gercek
zamanlh hiicre analizi” yontemi, kizilotesi
1sinlarin penetrasyonundaki degisimin ol¢iil-
diigii “fiber-optik sensor” yontemi ve biyo-
film matriks komponentlerini saptamaya
dayalr “luminisan konjue oligotiyofen” yon-
temi sayilabilir.

e Biyofilm yapisina daha iyi difiize oldugu
bilinen florokinolon ve rifampin gibi antibi-
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yotikler ile asetilsistein gibi anti-biyofilm
ajanlarin veya QS inhibitorlerinin kombine
kullanimi yararli olabilecektir.

Biyofilm olugumunun kontrolii ve engellen-
mesine yonelik olarak, biyofilme etkili soliis-
yonlar ve yeni antibiyofilm ajanlarin gelisti-
rilmesi dzendirilmelidir.

Terapotik sorunlarin yani sira tedavi maliyetle-
rinde ciddi artisa yol acan bu enfeksiyonlarin

ortadan kaldirilmasinda biyofilm direncinin

mekanizmalarin aydinlatilmasi

da oldukcga

onemlidir. Yakin gelecekte bu alanda yapilan
caligsmalarin hizla artmasi ve yeni tedavi strateji-
lerinin gelistirilmesi beklenmektedir.
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Amag: Hepatit C virus enfeksiyonlar yiiksek oranda kronikles-
mekte ve kronik hepatit C infeksiyonlu hastalar ikili veya iiglii
antiviral ilag kombinasyonu ile tedavi edilmektedir. Ancak kronik
HCV enfeksiyonlarimin tedavisinde hastalarin tedaviye verdigi
yamiti etkileyen bir¢cok faktor tanimlanmugtir. Bunlardan biri,
tedavi sonunda olusan kalict virolojik yamit (KVC) ile IL-28B
polimorfizmi arasindaki iligkidir. Bu calismada, antiviral tedavi
uygulanan kronik HCV hastalarinda IL-28B (rs12979860)
polifmorfizmindeki dagilim ve kalict virolojik yamit arasindaki
iligkinin gosterilmesi amaglanmugtur.

Gereg ve Yontem: Calismaya peginterferon-ribavirin tedavisi alan
kronik HCV enfeksiyonu olan hastalar alimmustir. Tedavinin 12.
haftasinda, tedavi bitiminde ve alti ay sonraki kontrollerde HCV
RNA aragstirilarak, erken ve kalict virolojik yanit belirlenmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 41 hastamin, 18’i (%43.9) erkek,
23’ii (%56.1) kadindir. Hastalarda IL28B SNP varyanti olan
rs12979860’in %12.2’si CC genotipi, %19.5’i TT genotipi,
%68.3’ii TC genotipi olarak tanmimlanmstir. Erken virolojik yanit
CC genotipi tasiyan hastalarda %80, TT genotipinde %75, TC
genotipinde %82.1 olarak bulunmus ve erken virolojik yanit
agisindan IL-28B genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmanmustir. Hastalarda kalict virolojik yanit ise CC
genotipi tastyan hastalarda %100 iken, TT ve TC genotiplerinde
swrastyla % 62.5 ve % 46.4 olarak bulunmugstur. Kalict virolojik
yamit CC genotipi bulunan hastalarda diger genotiplere gore
istatistiksel olarak anlamli olarak Yyiiksek oranda bulunmustur
(p=0.035).

Sonug: Bu sonuglara gore, IL28B (rs12979860) CC genotipleri
tasryan kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda yiiksek oranda KVC
alinmaktadir. Ancak bolgemizde kronik HCV  enfeksiyonlu
hastalarda CC genotipleri diisiik oranda tasinmakta, KVC’in daha
diisiik oranda oldugu diger genotipler ise yaygin bulunmaktadir.
Bu nedenlerden dolay:, bolgemizde kronik HCV enfeksiyonlu
hastalarda tedavinin planlanmasinda ve takibinde IL28B
(rs12979860) CC genotiplerin diisiik oranda oldugunun dikkate
alinmaswun yararli olacag diisiiniilmektedir.

Anabhtar kelimeler: Kronik HCV enfeksiyonu, IL28B poliformizmi,
peginterferon-ribavirin tedavisi

ABSTRACT

The Distribution of 1L28B Polymorphism (rs12979860) and its
Effect on the Response to Treatment in Patients with Chronic
Hepatitis C Virus in Aydin Province

Objective: Hepatitis C virus (HCV) infections have become
increasingly chronic and the patients with chronic hepatitis C
infections are given dual or triple antiviral drug combinations.
However many factors are described affecting the response of the
patients to treatment. One of them is the relationship between
sustained virological response to treatment and IL-28B
polymorphism. In this study, we aimed to investigate the
relationship between the distribution of IL-28B (rs12979860)
polymorphism.

Material and Methods: This study was conducted with chronic
HCYV patients undergoing peginterferon-ribavirin treatment. HCV
RNA was investigated at the 12" week of the treatment, at the end,
and at 6th month after treatment to determine early and persistent
virological responses.

Results: The study included 41 patients, of whom 18 (43,9%) were
male and 23 (56.1%) were female. In the study; the IL-28B SNP
variant that is rs12979860 was found to be C/C genotype in
12.2%; TIT genotype in 19.5% and T/C genotype in 68.3% of the
patients. Early virologic response was found to be 80% in C/C,
75% in TIT, and 82.1% in T/C genotype patients and no statistically
significant difference was found between IL-28B genotypes in
terms of early virologic response. Sustained virologic response
was found as 100%, 62.5% and 46.4% in the C/C, T/T and T/C
genotypes, respectively and it was found to be statistically
significantly higher in C/C genotypes (p=0.035) relative to
others.

Conclusion: We concluded that the chronic Hepatitis C patients
with IL-28B SNP (rs12979860) C/C genotype have a relatively
higher rate of SVR. However, in our region, C/C genotype is
detected at a relatively lower rate in patients with chronic HCV and
other genotypes with lower SVR are more common. Therefore, in the
planning and follow-up of the treatment of patients with chronic
HCV, consideration of the relatively lower rate of IL-28B rs 12979860
C/C genotype in our region infection is thought to be useful.

Keywords: Chronic HCV infection, IL28B polymorphism,
peginterferon-ribavirin treatment
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GIRIS

Hepatit C viriisii (HCV) karacigerde yol actigi
klinik tablolarla, 6nemli bir morbidite ve morta-
lite nedenidir”. Diinyada yaklagik 200 milyon
kisi kronik HCV hastasidir ve her yil 4 milyon
kisiye HCV bulastigi tahmin edilmektedir®.
HCYV prevalansi cografik bolgeler arasinda fark-
lilik gostermekte olup, en yaygin oldugu bolge-
lerin baginda Misir gelmektedir®. Orta Avrupa’da
prevalans %0.2-1 arasinda degisirken, Dogu
Avrupa’da bu oran %4-6’ya ¢ikmaktadir®.
Ulkemizde HCV prevalansi ise %0.4-1 arasinda
degismektedir®.

Kronik HCV enfeksiyonlu hastalara uygulanan
tedaviler arasinda pegile-interferon (PEG-IFN)/
ribavirin ikili veya bunlara proteaz inhibitorleri-
nin eklendigi ti¢lii tedavi protokolleri bulunmak-
tadir. Bunlar arasinda peglFN-a., ribavirin kom-
binasyon tedavisi alan hastalarin yarisindan
fazlasinda basarili sonuglar elde edildigi bildiril-
mektedir. Tedavinin basarisi 12. hafta, tedavinin
bitimi ve alt1 ay sonra yapilan kontrollerde HCV
RNA seviyelerine gore degerlendirilmektedir®®.
Kronik HCV enfeksiyonlarinda tedavi bagarisini
etkileyen faktorler arasinda yas, cinsiyet, irk/
etnisite, kilo, insulin direnci, yagh karaciger
hastalig1, kolestrol seviyesi, depresyon, alkol
kullanimi, gen mutasyonlar1 bagh gelisen poli-
morfizm gibi konaga ait pek cok faktdriin rol
oynadig1 gosterilmistir®. Insanlarda “Genom-
wide Association” (GWA) calismalariyla hepatit
C tedavisi yaniti ile tek niikleotid mutasyonuna
bagli polimorfizmler (SNP) arasinda iligki
bulunmustur®,

1L28B, 19q13 kromozomu iizerinde kodlanmak-
tadir ve kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda
ilag tedavisiyle alinan kalic1 virolojik yaniti etki-
leyen faktorlerden biridir. Bu hastalarda tedavi-
ye verilen yanit ile /L.28B’nin SNP varyantlari
arasinda en giiclii iliski rs12979860 varyantinda
goriilmekte ve bunu rs8099917 varyanti takip

etmektedir'?, Bu nedenle IL28B polimorfiz-
minin belirlenmesi, HCV enfeksiyonlarinin
tedavisini planlama ve tedavi protokoliiniin
secilmesinde etkili olabilmektedir. Bu ¢aligma-
da, Adnan Menderes Universitesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi’nde takip edilmekte olan
kronik HCV hastalarinda antiviral tedaviye erken
ve kalic1 viral yanit ile IL-28B (rs12979860) poli-
morfizmi arasindaki iligkinin arastirilmas1 amag-
lanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda,
gastroenteroloji ve enfeksiyon hastaliklar1 kli-
niklerinde Subat 2014-Ocak 2015 tarihleri ara-
sinda takip edilen peg interferon-ribavirin teda-
visi alan kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin
orneklerinde yapilmistir. Arastirma icin Adnan
Menderes Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu’ndan (2013/267) izin alinmistir.

Calisma gurubunu, kronik hepatit C standart
tedavi protokollere baglh olarak 24 ve 48 hafta
olarak peg interferon-ribavirin tedavisi uygulan-
mis hastalar olusturmaktadir. Calismaya 41 kro-
nik HCV enfeksiyonlu hasta dahil edilmistir.
Hastalar 22-79 yas arasinda olup, yas ortalamasi
55.5+12 yil ve hastalarin 18’1 (%43.9) erkek,
23’ (%56.1) kadindir. Hastalarin HCV-RNA
diizeyleri ve HCV genotipleri 12, 24, 48. hafta
ve tedavi sonrasi 6. ayda yapilan rutin takipleri
sirasinda yapilan tetkik sonuglarinin geriye
doniik incelenmesi ile elde edilmistir. Tedavinin
12. haftasinda HCV RNA negatif veya =2 log10
(100 kat) azalma olmasi erken virolojik yanit,
tedavi bitiminde ve alt1 ay sonraki kontrollerde
HCV RNA negatif olmasi kalic1 virolojik yanit
olarak kabul edilmistir.

Kronik HCV infeksiyonlu hastalarda IL28B
SNP varyant analizi i¢in, kan Orneklerinden
once PureLink® Genomic DNA Mini Kits
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(Invitrogen, Calsbord CA, ABD) kitleri ile geno-
mik DNA ekstraksiyonu yapildi. Ekstrakte edi-
len DNA’larin miktar1 ve saflig1 ol¢iildii. /L28B
(rs12979860) analizi TagMan® SNP Genotyping
Assays (Applied biosystems, ABD) kitleri ile
gercek zamanli PZR yontemi ile The Applied

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):14-20

Biosystems® StepOne™ (Applied Biosystems,
ABD) cihazi ile yapild1 (Sekil 1).

Aragtirmada elde edilen veriler SPSS 18.0
(Chicago, IL, ABD) paket programu ile istatistik-
sel acidan degerlendirildi.

Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: SNP Assay 1)

43 .'.
L
3.8 @

33
2.8

23

Allele 2

1.8

13

0.8

03

03 0.8 13

Legend

@ Homozygous Allele 1/Allele 1

X Undetermined
@ Homozygous Allele 1/Allele 2

1.8 23 2.8 33

Allele 1

@ Homozygous Allele 2/Allele 2

Sekil 1. The Applied Biosystems® StepOne™ (Applied biosystems/ABD) gercek zamanlh PZR cihazinda IL28B SNP varyanti olan
rs12979860’in genotiplerinin sonuc grafigi (Allel 1/Allel 1: TT genotipi; Allel 2/Allel 2: CC genotipi)
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 41 hastanin 37’sinde
(%90.2) HCV genotip 1, 1’1 (%2.4) genotip 2,
1’1 (%2.4) genotip 3 ve 2’si genotip 4 (%4.9)
saptanmigtir (Sekil 2, Tablo 1). Kronik HCV
enfeksiyonlu hastalarda /L28B SNP varyanti
olan rs12979860’in CC genotipi %122, TT

m Genotip |
m Genotip 2
= Genotip 3
m Genotip 4

Sekil 2. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarmm HCV genotiple-
rinin dagilimi.

80
70
60
50

40
30 m Yiizde

20
0 T

. T/C genotip
C/C genotip
Sekil 3. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda IL28B

(rs12979860) genotiplerinin dagilimi.

T/T genotip

genotipi %19.5, TC genotipi %68.3, tanimlana-
mayan %4.6 olarak bulunmustur (Sekil 3).
Hastalarda erken virolojik yanit CC genotipinde
%80, TT genotipinde %75, TC genotipinde
%82.1 olarak bulunmustur. Erken virolojik yanit
acisindan /L-28B genotipleri arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir.
Tedavinin 48. haftasindan sonra degerlendirilen
kalict virolojik yanit CC genotipinde %100 iken
TT ve TC genotiplerinde sirasiyla %62.5 ve
%464 olarak bulunmugtur. CC genotipi bulunan
kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda kalic1 viro-
lojik yanit diger genotiplere gore istatistiksel
olarak anlamli oranda (p =0.035) daha yiiksek
bulunmustur (Sekil 4, Tablo 1).

120
100

80+

60 mEVC
mKVC
40

20 —] —

C/C genotip

Sekil 4. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda EVC ve KVC
yiizdelerinin IL28B (rs12979860) genotiplerine gore dagilimi
(EVC: Erken virolojik yanit; KVC: Kahec1 virolojik yamt).

T/C genotip T/T genotip

Tablo 1. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda peginterferon-ribavirin tedavisine yamitin, HVC ve IL28B (rs12979860) genotiplerine

dagilimi.
Peginterferon-ribavirin

Hasta tedavisine virolojik yamt
Hasta no Say1 % Erken Kalic HCYV genotipi IL28B (rs12979860) genotipi
2,3,7,11,13,20,23,24,38,40 10 244 +% + 1 TC
8,10, 12, 14,22, 30, 39 7 171 + B 1 TC
5,18,19,32,37 5 122 + + 1 TT
6,21,25,31 4 98 + + 1 CcC
9,15,17,35 4 98 - - 1 TC
27 1 24 - - 1 TT
28 1 24 + - 1 TT
41 1 24 - + 1 CcC
1,16 2 49 + - 1b TC
4 1 24 + + 1b TC
29 1 24 - - 1b TC
33 1 24 - - 2 TT
36 1 24 + - 3 TC
26 1 24 + + 4 TC
32 1 24 + + 4 TT

*+: tedaviye yanit var. ¥*-: tedaviye yanit yok

17



TARTISMA

Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda IL28B
SNP varyanti tedavi bagarisin etkileyen faktor-
lerden biri olarak bildirilmektedir. /L28B’nin
(rs12979860) CC genotipleri kronik HCV enfek-
siyonlarinda kalic1 virolojik yanitla en giiclii
iliskiye sahip genotip oldugu gosterilmistir®!1?.
Bu calismada, toplam 41 hastanin /L28B
(rs12979860) genotipleri arastirilmistir ve yal-
nizca %12.5’inde CC genotipi bulunmustur
(Sekil 3). Kalict virolojik yanit CC genotipinde
%100 iken, TT ve TC genotiplerinde sirastyla
%62.5 ve %46.4 oraninda gerceklesmistir (Sekil
4). Bu sonuglar, yapilan c¢aligmalarin biiyiik
cogunlugu ile benzerlik gdstermektedir. Diinyada
IL28B SNP 1512979860 CC genotipi ile KVC
gelisimi arasindaki iligkiyi gosteren bircok calig-
ma yapilmistir'*>>, Bazi caligmalarda ise, IL28B
(rs12979860) genotipi ile KVC geligimi arasin-
da anlamli bir iligki gosterilememistir®®27.
Calismamizda, IL28B (rs12979860) CC genotipi
tastyan kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda
yiiksek oranda KVC belirlenmistir. Ancak bol-
gemizde bu genotipi tasiyan hastalarin oraninin
az olmasi ve diger genotiplerin yiiksek oranda
tasinmas1 KVC acgisindan bir sorun olusturacagi-
n1 diislindiirmektedir. Sonug olarak, TC genoti-
pini tagtyan hastalarda KVC %46 oranina kadar
diismektedir. Bu bulgular, kronik HCV enfeksi-
yonlu hastalardaki /L28B (rs12979860) genoti-
pinin belirlenmesinin, KVC icin bir 6ngorii
olusturacagini ve tedavinin ikili veya ti¢lii kom-
binasyon olarak seciminde etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir.

HCV prognozunu belirleyen en 6nemli faktor-
lerden biri de HCV genotipidir. Genotip 1 en
yaygin goriilen ve tedaviye en direncli genotip
olarak bilinmektedir®®. Bu ¢alismada, ¢ok yiik-
sek siklikta (%90.2) HCV genotip 1 tanimlan-
mustir (Sekil 1, Tablo 1). Ulkemizin hem dogusu
ve hem batisinda yapilan ¢alismalarda da geno-
tip 1 yaygin olarak bulunmaktadir®?*3Y. Ancak

18

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):14-20

diinyada baz1 cografi bolgelere gore HCV geno-
tiplerinin dagiliminda farkliliklar goriilebilir®?.
Avusturya’da ¢ogunlugunu HCV genotip 1 ve
genotip 4 ile enfekte kronik HCV hastalarin
olugturdugu bir grup ile yapilan calismada,
IL28B SNP 1512979860 CC genotipi tastyanla-
rin %85’inde KVC gelistigi gozlenmigtir®.
HCV genotip 2 / genotip 3 ile enfekte 268 kro-
nik HCV hastasinda yapilan bir bagka caligma-
da, IL28B SNP rs12979860 CC genotipi tagtyan-
larin %82’sinde KVC gelistigi ve bu genotipi
tasimayanlarla arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu bildirilmistir'». Pakistan
da HCV genotip 3 ile enfekte hastalarda yapilan
bir calismada, /L28B SNP rs12979860 CC geno-
tipi tastyanlarin %84.2’sinde KVC gelistigi
gozlenmistir'®. HCV genotiplerin bilinmesi
enfeksiyonun tedavisinde uygun yaklagimin
belirlenmesi acisindan ©Onemli olmaktadir.
Hastalarda HCV genotip 1 tanimlanmasi duru-
munda tedavi siiresi 48 hafta, yiiksek dozda
peglFN/ribavirin ikili kombinasyon tedavisi
onerilmektedir®. Calismamizda, HCV genotip-
leri ile IL28B (rs12979860) genotipleri arasinda
bir iligki gosterilememistir. Bu durum hastalarin
biiyiik cogunlugunda HCV genotip 1 bulunmasi
ve diger genotiplerin az sayida olmasina baglh
olabilecegi diistiniilmektedir (Tablo 1).

Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda IL28B
(rs12979860) CC genotipine rastlanma oranlari
irka bagli degistigi goriilmektedir. Afrikalilarda
bu genotip %23-50 oraninda iken, Dogu Asya’da
%90-100 olarak bildirilmektedir!®. Ulkemizde
Trakya bolgesinde kronik HCV enfeksiyonlu
hastalarda yapilan bir arastirmada, [L28B
(rs12979860) CC genotip sikligt %50
bulunmugtur®. Calismamizda, toplam 41 hasta-
nin %12.5’inde 1L28B (rs12979860) CC genoti-
pi bulunmustur. 7/L28B (rs12979860) CC genoti-
pinin diigiik bulunmasinin bolgesel farklilik ile

iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Ulkemizde ve diinyada HCV enfeksiyon epide-
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miyolojisi ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma bulun-
maktadir. Hastaligin prognozunu etkileyen fak-
torler arasinda yas ve cinsiyetinde oldugu bildi-
rilmigtir. ileri yas ve erkek cinsiyetine sahip
hastalarda tedaviye yanitlarinin, hastalik prog-
nozlarinin  ko6tii oldugu gosterilmigtir®353%),
Ulkemizde yapilan epidemiyolojik calismalarda,
HCYV enfeksiyonunun genellikle 54 yas ve iistiin-
de belirlendigi goriilmiistiir®. Calismamizda,
kronik HCV enfeksiyonlu hastalar 22-79 yas
arasinda ve yas ortalamasi 55.5+12 olarak bulun-
du. Hastalar kirk yag sinir alinarak ikiye ayrila-
rak degerlendirilmis, hasta gruplari arasinda
prognoz agisindan bir fark goriilmemistir. Ancak
calismaya alinan hastalarin %92.3’iiniin kirk yas
tizerinde olmasi nedeniyle, HCV enfeksiyon
prognozu ile ileri yas arasinda anlamli bir iligki-
nin saptanamadigi distinilmektedir. Calisma-
mizda cinsiyet arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmasa da kadin cinsiyet orani
daha yiiksektir.

Sonug olarak, IL28B (rs12979860) CC genotip-
leri tagtyan kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda
yiiksek oranda kalic1 virolojik yanit alinmakta-
dir. Ancak bolgemizde kronik HCV enfeksiyon-
Iu hastalarda bu genotipler diisiik oranda tasin-
makta ve yaygin olarak bulunan TT ve TC
genotiplerinde ise KVC daha diisiik oranlarda
bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, bolge-
mizde kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda
tedavinin planlanmasinda ve takibinde IL28B
(rs12979860) CC genotiplerin diisiik oranda
oldugunun dikkate alinmasinin yararli olacagi
diisiiniilmektedir.
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Amag: Bu ¢alismada, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
Prevotella intermedia ATCC 25611 ve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 43718 periodontal patojenlerine
karst gidalarda bulunan fitokimyasallardan kuersetin, kurkumin,
apigenin, pirogallol, gallik asit, luteolin ve hidroksitirozoliin in
vitro antimikrobiyal potansiyellerinin degerlendirilmesi amag-
lanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada agar kuyucuk difiizyon ve mikrodi-
liisyon yontemleri kullanilarak fitokimyasallarin antimikrobiyal
potansiyelleri arastirilmigtir. Agar kuyucuk yonteminde fitokimya-
sallarin antimikrobiyal aktiviteleri 3 mg/ml, mikrodiliisyon yonte-
minde ise 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.187, 0.093, 0.046, 0.023 ve 0.011
mg/ml konsantrasyonlarda incelenmigtir. Pozitif ve negatif kontrol
olarak amoksisilin (20 pg/disk ve 0.04-0.0015 mg/ml) ve DMSO
(=%10) test edilmigtir.

Bulgular: Calisma sonuglarina gore, fitokimyasallarin ¢ogunun
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve patojenler
iizerinde en etkili fitokimyasalin kuersetin oldugu belirlenmigtir.
Kuersetin, kurkumin, luteolin, apigenin ve gallik asit tiim pato-
Jenlere karst en iyi antimikrobiyal potansiyeli olan fitokimyasal-
lar olarak belirlenmigtir. Calismamizda, %4 (v/v) ve daha az
orandaki DMSO’nun patojenler iizerinde etkisiz oldugu belirlen-
migtir.

Sonug: Periodontal hastaliklarin tedavisinde antibiyotik kulla-
mmina ilave olarak, ozellikle kurkumin, kuersetin, luteolin,
gallik asit ve apigenin iceren gidalarin tiiketimi uygun ve
yararlt olabilir. Bu yiizden, ileride, giiclii antimikrobiyal ve
antioksidan potansiyeli olan fitokimyasallarin periodontal
patojenlerin inhibisyon mekanizmalarina yonelik etkilerinin
daha detayli arastirilmast ve bu fitokimyasallarin etkin kulla-
mimlarint belirlemek icin ileri boyutta in vivo ¢calismalar yapil-
mast onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Gida fitokimyasallari, kuersetin, periodontal
patojenler, antimikrobiyal potansiyel

ABSTRACT

Evaluation of In Vitro Antimicrobial Potentials of Dietary
Phytochemicals Against Periodontal Pathogens

Objective: In this study, it is aimed to investigate the antimicrobial
potential of the dietary phytochemicals including quercetin,
curcumin, apigenin, pyrogallol, gallic acid, luteolin and
hydroxytyrosol against the periodontal pathogenic bacteria
including Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella
intermedia ATCC 25611 and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ATCC 43718.

Material and Methods: The antimicrobial potential of the dietary
phytochemicals was investigated by using agar well diffusion and
microdilution methods. The antimicrobial activities of the
phytochemicals were both studied at a concentration of 3 mg/ml and
also in concentrations of 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.187, 0.093, 0.046,
0.023 and 0.011 mg/ml using microdilution methods, respectively.
Amoxicillin (20 pg/disc, 0.04-0.0015 mg/ml) and DMSO (<10%)
were tested as positive and negative controls, respectively.

Results: According to the results of this study, most of the
phytochemicals had antimicrobial activity aganist all of the
bacteria. The most effective phytochemical against pathogens was
quercetin. The phytochemicals with the strongest antimicrobial
potential were determined as quercetin, curcumin, luteolin,
apigenin and gallic acid. In our study DMSO (<4%, v/v) showed
no antimicrobial effect on the pathogens.

Conclusion: In addition to the usage of antibiotics in the treatment
of periodontal diseases, the consumption of the phytochemicals
including especially curcumin, quercetin, luteolin, gallic acid and
apigenin may be appropriate and helpful. Therefore, it is suggested
that more detailed invivo research about the inhibition mechanisms
of the periodontal pathogens by potent phytochemicals should be
performed and, further in vivo studies should be carried out to
detect effective usage of these phytochemicals.

Keywords: Dietary phytochemicals, quercetin, periodontal
pathogens, antimicrobial potential
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GIRIS

Periodontal hastaliklar, disetinde inflamasyona,
periodontal doku yikimima ve alveolar kemik
kaybina neden olan mikrobiyal, kronik, inflama-
tuvar hastaliklardir”. Diinyada yaygin ve yiik-
sek oranda goriilen hastaliklar olup, bu hastalik-
larin metabolik, aterosklerotik kardiyovaskiiler,
romatizmal hastaliklar, aspirasyon pndmonisi
gibi hastaliklara sahip duyarli bireylerin siste-
mik sagligina zarar verdigi bilinmektedir®. Bu
hastaliklar Porphyromonas gingivalis, Prevotella
sp. Fusobacterium sp. ve Aggregatibacter
actinomycetemcomitans gibi polimikrobiyal
enfeksiyon karakteri gosterebilen Gram negatif
anaerop ve fakiiltatif bakteriler ile iliskilidir®.
Bu bakteriler, oksijen radikallerinin agir1 tireti-
mini hizlandirarak kollajen ve periodontal doku
yikimina neden olabilmektedir. Antioksidanlar
oksijen radikallerini ortamdan uzaklastirilmakta
ve kollajen yikimini engelleyebilmektedir.
Yetersiz beslenme dogrudan periodontal hasta-
liklara neden olmasa da, yetersiz beslenen insan-
larda bu hastaliklarin daha ciddi goriildiigi
diisiiniilmektedir®. Ozellikle antioksidanca zen-
gin meyve sebze gibi bitkisel kaynakli besinler-
de bulunan fitokimyasallar bu tiir hastalik riskle-
rini azaltmakla iligkilendirilmektedir®.

Tiirkiye’de toplam ilag tiiketimi icerisinde anti-
biyotikler %?22’lik payla birinci sirada yer
almaktadir®. Oral enfeksiyonlarin tedavisinde
de yaygin olarak kullanilan ¢ogu antibiyotige
kars1 bakteriyel diren¢ olusmaktadir. Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde bu direngten kaynak-
lanan oral hastalik sikligindaki artis mevcut
tedaviye ilaveten, giivenli, etkili ve ekonomik
tiriinlerin kullanim gereksinimini dogurmakta-
dir. Bu hastaliklara kargi ticari olarak kullanilan
kimyasal ajanlar olmasia ragmen, bunlar oral
mikrobiyotay1 degistirebilmekte ve istenmeyen
yan etkiler olusturabilmektedir. Bu yiizden bitki-
lerden izole edilen dogal fitokimyasallar sentetik
kimyasallara iyi birer alternatif olarak
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diistiniilmektedir®.

Bu aragtirmada sogan, brokoli, elma, avakado,
mango, muz, siyah ¢ay maydanoz, zeytin yagi,
lahana, havug, hardal, biber ve turp gibi gidalar-
da etken fitokimyasal olarak tiiketilen, yiiksek
antioksidan etkili kuersetin, kurkumin, pirogal-
lol, gallik asit, luteolin, hidroksitirozol ve apige-
ninin Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
Prevotella intermedia ATCC 25611 ve
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC
43718 patojenlerine karsi in vitro olarak anti-
mikrobiyal potansiyellerinin degerlendirilmesi
amaclanmigtir. Luteolin ve hidroksitirozoliin
mevcut patojenler iizerine antimikrobiyal potan-
siyelleri mikrodiliisyon yontemiyle, ilk kez diger
fitokimyasallarin aktiviteleri ile kiyaslanarak
aragtirllmigtir®!®. Buna ilaveten, calismamizda
mevcut fitokimyasallarin antimikrobiyal potan-
siyelleri agar kuyucuk yontemiyle de ilk kez
ortaya cikarimigtir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriler: Caligmada kullanilan
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
Prevotella intermedia ATCC 25611 periodontal
patojenleri Gazi Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan
saglanmustir. Aggregatibacter actinontycetemcomitans

ATCC 43718 ise ticari olarak satin alinmustir.

Bakterilerin iiretimi: Calismada kullanilan
periodontal patojenlerden P. gingivalis ve
P. intermedia, Fastidious Anaerob Agar (FAA
Lab M, Ingiltere) besiyerine %10 koyun kani,
%10 vitamin K ve hemin (BioM¢éricux, Fransa)
soliisyonu ilave edilerek tam otomatik anaerob
kabinde (Electrotek, Ingiltere) %80 N,, %10
H20, %10 CO2 atmosfer ortaminda 37°C’de 5-7
giin boyunca inkiibe edilerek iiretilmistir.
A. actinomycetemcomitans ise %10 at serumu,
%10 vitamin K ve hemin soliisyonu ilave edile-
rek hazirlanmis Tryptic Soy Serum Basitrasin
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Vankomisin agarda (TSBV, Merck, Almanya),
%10 CO,’li etiivde 4-5 giin siire ile lretilmistir.

Fitokimyasallarin hazirlanmasi: Calismada
kullanilan kuersetin (Sigma, ABD), kurkumin
(Sigma, ABD), apigenin (Sigma, ABD), pirogal-
lol (Sigma, ABD), luteolin (Sigma, ABD), hid-
roksitirozol (Sigma, ABD) ve gallik asit (Merck,
Almanya) ticari olarak satin alinmistir. Pirogallol,
hidroksitirozol ve gallik asit distile suda, diger
fitokimyasallar ise %10 dimetilsiilfoksit
(DMSO)’te ¢oziilerek stok olarak hazirlanmugtir.
Stoklar uzun vadede -20°C’de saklanmigtir.

Fitokimyasallarin Antimikrobiyal
Potansiyellerinin Degerlendirilmesi

Agar difiizyon yontemi: Fitokimyasallarin
patojenler iizerine antimikrobiyal aktivitesi ana-
erobik bakteriler iizerinde Koo ve ark.""’nin
yaptig1 agar difiizyon yontemi modifiye edilerek
belirlenmistir. Bu yonteme gore, %10 koyun
kani, %10 vitamin K ve hemin soliisyonu igeren
“Fastidious Anaerob Broth” (FAB, Merck,
Almanya) veya %10 at serumu, %10 vitamin K
ve hemin soliisyonu igeren “Triptik Soy Broth”
(TSB, Merck, Almanya) besiyeri icerisinde
1.5x10% CFU/ml (0.5 Mc Farland) bakteri siis-
pansiyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri
stispansiyonlart ekiivyon yardimiyla besiyerine
ekilmistir. Kat1 besiyerlerinde agilan kuyucukla-
ra 100 ul, final konsantrasyonlardaki (3 mg/ml)
fitokimyasallardan konulmustur. P. gingivalis ve
P. intermedia patojenleri anaerobik kabinde
37°C’de 5-7 giin, A. actinomycetemcomitans ise
%10 CO,’li etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Negatif kontrol olarak coziici %10 DMSO,
pozitif kontrol olarak amoksisilin (20 ug/disk)
kullanilmigtir. Patojenlere karsi olusan inhibis-
yon zon caplart Olgiilerek bakteri iiremeleri
degerlendirilmigtir. Deney ii¢ kez yinelenerek,
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplan-
migtir.

Mikrodiliisyon yontemi: Fitokimyasallarin
patojen bakterilere karsi minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) degerleri Zgoda ve ark. '’ nin
yontemi modifiye edilerek belirlenmistir. Bu
yonteme gore, 96 kuyucuklu mikroplaklara 100
1 besiyeri konulduktan sonra ilk kuyucuga test
edilecek fitokimyasalin baglangi¢ konsantrasyo-
nu ayni hacimde eklenip /4 oraninda seri diliis-
yonlar (3-0.01 mg/ml) yapilmistir. Sonrasinda
her bir kuyucuga 100 1 bakteri sispansiyonlari
(1.5x10® CFU/ml) ilave edilmis ve toplam hacim
200 ul’ye tamamlanmistir. Kontrol gruplari ola-
rak ise kuyucuklara bakteri siispansiyonu,
DMSO ve amoksisilin eklenmistir. Bakteriler
agar kuyucuk difiizyon yontemindeki gibi inkii-
basyona birakilmig ve siire sonunda fitokimya-
sallarin MIK ve MBK degerleri belirlenmistir.
MIK degeri biiyiimenin inhibe oldugu en diisiik
konsantrasyon, MBK ise hicbir mikrobiyal iire-
menin goriilmedigi konsantrasyon olarak deger-
lendirilmigtir. Mikrodiliisyon yontemi en az iki
tekrar caligilmistir.

Istatiksel analiz: Istatiksel analizler SPSS 20.0
(IBM, Armonk, NY, ABD) istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Ortalama sonug-
lar arasindaki farkliliklar varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenerek ortalama degerler
Tukey testi ile karsilastirilmustir. Istatiksel anlam-
Iilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismada, agar kuyucuk difiizyon yonteminde,
3 mg/ml konsantrasyonda tiim fitokimyasallarin
P. gingivalis, P. intermedia ve/veya
A. actinomycetemcomitans periodontal patojen-
lerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Tablo 1). Kuersetin P. gingivalis,
P. intermedia ve A. actinomycetemcomitans
patojenlerine karst sirasiyla  20.50+0.20,
21.00+£0.20 ve 19.00+0.10 mm zon capiyla en
iyi aktivite gosteren fitokimyasal olarak belir-
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Tablo 1. Fitokimyasallarm periodontal patojen bakterilere karsi olusturdugu inhibisyon zonlar1 (mm). Tablodaki
sayilar ii¢ tekrarh deneyler sonucu elde edilen ortalama + standart sapma (SD) degerleridir.

Kuyucuk Difiizyon Yontemi
Zon Caplar1 Ortalama + SD (mm)

Fitokimyasal (3 mg/ml) Porphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ATCC 33277 ATCC 25611 ATCC 43718

Apigenin - 18.00+0.30 14.00+0.50
Hidroksitirozol 12.00+0.50 - -

Kuersetin 20.50+0.20 21.00+0.20 19.00+0.10
Gallik asit 12.00+0.30 13.00+0.20 18.00+0.30
Kurkumin 13.00+0.40 20.50+0.50 -

Luteolin 13.00+0.10 18.50+0.50 14.50+0.30
Pirogallol - - 15.00+0.20
%10 DMSO (Coziicii) - - -

Amoksisilin (20 pg/disk) 20.00+0.10 18.00+0.20 25.00+0.10

lenmistir. Sonrasinda P. gingivalis patojenine
karst diger fitokimyasallarin antimikrobiyal
etkileri sirasiyla luteolin, hidroktirozol, kurku-
min ve gallik asit olarak belirlenmis, pirogallol
ve apigeninin ise bu bakteriye karsi antimikrobi-
yal aktivitesi goriilmemistir. P. gingivalis patoje-
ni i¢in hidroktirozol ve gallik asit zon caplarinda
anlamlh bir farklihlk bulunmazken, kuersetin,
kurkumin ve luteolin zon ¢aplarinda anlaml1 bir
fark belirlenmistir (p<0.05). P. intermedia pato-
jenine karg1 kuersetinden sonra diger fitokimya-
sallarin antimikrobiyal etkileri ise sirasiyla kur-
kumin, luteolin, apigenin ve gallik asit olarak
belirlenmistir. Hidroksitirozol ve pirogallol i¢in
antimikrobiyal aktivite saptanmamistir.
A. actinomycetemcomitans patojeninde ise diger
fitokimyasallarin antimikrobiyal etkileri sirasiy-
la gallik asit, pirogallol, luteolin, apigenin, kur-
kumin ve hidroktirozol olarak belirlenmigtir.
P. intermedia ve A. actinomycetemcomitans
patojenleri i¢in her bir fitokimyasalin olusturdugu
zon caplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Caligmada, amoksisi-
lin (20 ug/disk) antibiyotigi patojenler ilizerinde
farkli antimikrobiyal aktivite gosterirken, %10
DMSO’nun bakteriler iizerinde antimikrobiyal
bir etkinligi belirlenmemistir. Kuersetin, kurku-
min, luteolin, apigenin ve gallik asit patojenler
tizerinde antimikrobiyal potansiyeli en iyi olan
fitokimyasallar olarak saptanmistir. En zayif anti-
mikrobiyal potansiyeli olan fitokimyasallar ise
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hidroksitirozol ve pirogallol olarak belirlenmistir
(Sekil 1).

Caligmada tiim fitokimyasalarin P. gingivalis,
P. intermedia ve A. actinomycetemcomitans
patojenlerine kargt minimum inhibisyon kon-
santrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal kon-
santrasyon (MBK) degerleri belirlenmistir.
Kuersetinin mikrodiliisyon testinde de patojen-
lere karg1 en etkili fitokimyasal oldugu belirlen-
migtir. P. intermedia i¢in kurkumin ve kuerseti-
nin antimikrobiyal potansiyelleri (MIK ve
MBK) es deger bulunmustur (Tablo 2).
P. gingivalis i¢in ise kuersetinden sonra en yiik-
sek antimikrobiyal aktivite luteolin olarak belir-
lenmistir. Hidroksitirozol, gallik asit ve kurku-
minin MIK (0.75 mg/ml) ve MBK (1.5 mg/ml)
degerleri ayni bulunmugtur. Pirogallol ve apige-
nin ise en diisiik antimikrobiyal aktiviteli fito-
kimyasallar olarak belirlenmistir. P. gingivalis
icin apigenin, kuersetin, luteolin ve pirogalloliin
mikrodiliisyon sonuclari arasinda istatiksel ola-
rak anlamli bir fark belirlenmistir (p<0.05).
Calismada P. intermedia patojenine karsi ise
kuersetin ve kurkuminden sonra antimikrobiyal
etkinlik sirasiyla luteolin>apigenin>gallik asit>
pirogallol olarak belirlenmistir. Hidroksitirozolun
3-0.01 mg/ml doz araliginda P. intermedia pato-
jenine kars1 antimikrobiyal etkinligi saptanma-
mistir. A. actinomycetemcomitans patojeni i¢in
ise, kuersetinden sonra diger fitokimyasallarin
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Sekil 1. Agar kuyucuk yontemine gore fitokimyasallarin olusturdugu zon caplar1 (mm).
Pg: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Pi: Prevotella intermedia ATCC 25611, Aa:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 43718. AP: Apigenin, HY: Hidroksitirozol, KT: Kuersetin,
GA: Gallik asit, KM: Kurkumin, LT: Luteolin, PG: Pirogallol, AMK: Amoksisilin (20 pg/ml).

Tablo 2. Gida fitokimyasallarimn periodontal patojenler icin MIK ve MBK Degerleri (mg/ml).

Porphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ATCC 33277 ATCC 25611 ATCC 43718
Fitokimyasal Test Arahig MiK MBK MiK MBK MiK MBK
(mg/ml)
Apigenin 3-0.01 3 3 0.375 0.75 1.5 15
Hidroksitirozol 3-0.01 075 15 >3 >3 >3 >3
Kuersetin 3-0.01 0.187 0375 0.046 0.093 0.046 0.093
Gallik asit 3-0.01 075 15 075 15 0.187 0375
Kurkumin 3-0.01 0.75 1.5 0.046 0.093 >3 >3
Luteolin 2-0.01 05 1 0.125 025 05 1
Pirogallol 3-0.01 3 3 3 3 0.375 0.75
DMSO (%) 32-0.50 4 8 4 8 4 8
Amoksisilin (mg/ml)  0.04-0.0015 0.01 0.01 0.005 0.005 0.01 0.01

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyonu, MBK: Minimum bakterisidal konsantrasyonu

antimikrobiyal etkinlikleri sirasiyla, gallik
asit>pirogallol>luteolin> apigenin olarak bulun-
mustur. Hidroksitirozol ve kurkuminin kullani-
lan doz araliginda (3-0.01 mg/ml) bu patojen
lizerinde antimikrobiyal aktivite gostermedigi
saptanmigtir. Calismada, %4 ve daha alt dozlar-
daki DMSO’nun patojenler iizerinde inhibisyon
etkisi bulunmamistir. Patojenlerin antibiyotik
duyarliliklar1 ise A. actinomycetemcomitans
< P. gingivalis < P. intermedia olarak belirlen-
mistir.

TARTISMA

Fitokimyasallar, sebze, meyve, tane, tahil, bak-
lagil, baharat gibi gidalarda bulunan tek basina
besin 6zelligi tasimayan kimyasal maddelerdir'®.
Bu maddeler acisindan zengin beslenmenin kan-
ser, inflamasyon, kardiyovaskiiler ve metabolik
hastalik risklerini azaltti§1 bilinmektedir!®.
Bunlar antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1
enfeksiyon hastaliklarina karsi da kullanilmak-
tadir™, Ulkemizde yapilmis olan bitkisel kokenli
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bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili
Akkog¢ ve ark."® ve Simsek!"”’in yaptigi ¢alis-
malarda, bitkisel kokenli ilaglara karst mikroor-
ganizmalarin diren¢ gelistirmesinin daha zor
oldugu, bitkisel iiriinlerin tedavi amacli kulla-
nim maliyetinin kimyasal ilaclara gore daha
diisiik oldugu, sentetik kokenli maddelerin viicut
tizerine olumsuz etkilerinin bitkisel Uriinlerin
kullanimu ile azalabilecegi veya ortadan kaldiri-
labilecegi belirtilmistir. Bu nedenlerden dolay1
bitkisel bilesiklerin antimikrobiyal tedavilerdeki
bagaris1 ve/veya koruyucu roliine yonelik yapi-
lan ¢aligsmalarin iilkemizde gittikge 6nem kazan-
dig1 diistiniilmektedir.

Caligmamizda ise, periodontal patojenlerine
kars1 gidalarda etken madde olarak bulunan fito-
kimyasallarin (kuersetin, kurkumin, apigenin,
pirogallol, gallik asit, luteolin ve hidroksitiro-
zol) in vitro antimikrobiyal potansiyelleri ortaya
cikarilmigtir. Literatiirde ¢alismamizda kullani-
lan baz1 fitokimyasallarin (kuersetin, kurkumin,
pirogallol, gallik asit ve/veya apigenin) bazi
periodontal patojenler ve karyojenik bakteriler
tizerinde antimikrobiyal aktivitesini gdsteren
calismalar mevcuttur'®1%2%_ Kuersetin ve kurku-
min fitokimyasallarinin periodontal patojenler
tizerine antimikrobiyal aktivitesi dnceden farkli
aragtirmacilar tarafindan’-*?%  belirlenmis
olmasma ragmen, calismamizdaki luteolin ve
hidroksitirozol fitokimyasallarinin antimikrobi-
yal potansiyelleri mevcut periodontal patojenler
icin ilk kez aragtirilmustir.

Calismamizda, tiim periodontal patojenler lize-
rinde en etkili fitokimyasal hem agar kuyucuk
difiizyon hem de mikrodiliisyon yonteminde
kuersetin olarak belirlenmistir. Literatiirde diger
arastirmacilarin®2? yaptiklar1 caligmalarda da,
P. gingivalis ve A. actinomycetemcomitans suslari
lizerinde kuersetinin antimikrobiyal etkinligi
belirlenmis ve aragtirmacilarin deney sonuglari
bizim sonuglarimizla uyumlu bulunmustur. Shu
ve ark.®”’nin yaptig1 calismada, kuersetinin
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P. intermedia bakterisi tizerindeki antimikrobi-
yal aktivitesi (MIK: 4 mg/ml, MBK: 16 mg/ml),
buldugumuz deney sonucundan (MIK: 0.046
mg/ml, MBK: 0.093 mg/ml) farklilik goster-
mektedir. Bu aragtirmacilar, kuersetinin antimik-
robiyal etkinligini agar diliisyon yontemiyle
saptamiglardir. Bu nedenle deney sonuglari ara-
sindaki farkliligin 6zellikle kullanilan yontem
farkindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Izui ve ark.®”’nin periodontopatojen bakterileri
tizerinde kurkuminin doza bagh olarak antibak-
teriyel etkili oldugunu belirlemislerdir.
Calismamizda da, A. actinomycetemcomitans
hari¢ diger patojenler iizerinde kuersetinden
sonra en iyi antimikrobiyal potansiyeli olan fito-
kimyasallarindan birinin kurkumin olmast arag-
tirmacilarin sonuglartyla uyumlu bulunmustur.
Savita ve ark.’nin® yapmis oldugu baska bir
calismada ise, kurkumin, A. actinomycetemcomitans
bakterisinin bagka bir susunda (ATCC 29523)
mikrodiliisyon yontemiyle antimikrobiyal akti-
vite (MIK: 0.2 pg/ml) gosterirken, kullandigi-
miz sus (ATCC 43718) iizerinde 3 mg/ml kon-
santrasyonda etkili olmamistir. Ayrica ¢alisma-
mizda kullanilan bakteri suglari lizerine kuerse-
tin, kurkumin, pirogallol, gallik asit ve apigeni-
nin mikrodiliisyon sonuclar1 diger arastirma-
cilari®20232 pulduklar: sonug¢lardan da farkli-
lik gostermektedir. Bu durum deneysel kosulla-
rin farkliligi, ayni tiirtin farkli suglarinin farkl
ozellikler gostermesi gibi nedenlerden kaynak-
lanabilir.

Calismamizda, bakteriler ilizerinde DMSO’nun
etkisi de test edilmis, %4 ve altindaki DMSO
konsantrasyonlarinin bakterileri inhibe edici bir
etkisinin olmadig1 goriilmistiir”. Bu sonuglar,
Porto ve ark.>*’nin yapmis oldugu caligmayla
uyumlu bulunmustur. Literatiirde periodontal
patojenlerin farkli suslariyla yapilmis diger
aragtirmalarda’®262” farkli orandaki (%1, %2.5
ve %10) DMSO konsantrasyonlariin bu bakte-
riler iizerinde etkisiz oldugu belirlenmisgtir.



E. B. Bali ve ark., Gida Fitokimyasallarimin Antimikrobiyal Potansiyelleri

Caligmamizda, 3 mg/ml konsantrasyonundaki
apigenin ve pirogallol P. gingivalis ve/veya
P. intermedia kars1 agar kuyucuk difiizyon yon-
teminde antimikrobiyal aktivite gdstermezken,
mikrodiliisyon yonteminde ayni dozda bakteri-
ler iizerinde antimikrobiyal etkili bulunmustur.
Literatiirdeki®®?® periodontal ve oral patojen
bakterilerin antimikrobiyal aktivite sonuglarinda
da bulgularimizdaki gibi farkliliklar mevcuttur.
Diger arastirmacilarin®?? bulgularina paralel
olarak c¢alismamizda da elde ettigimiz sonuglar
mikrodiliisyon yonteminin agar kuyucuk yonte-
mine gore daha giivenilir oldugunu gostermekte-
dir. Ciinkii bu iki yontem arasindaki farklilik,
fitokimyasallarin agar ortaminin icerigine bagla-
narak bu ortamda difiizyonlarinin sinirlanabilme-
sinden, siv1 kosullarda ise mikrobiyal hiicrelerin
fitokimyasallar ile direkt temas etmesinden dola-
y1 olabilir. Dolayisiyla mikrodillisyon yodntemi
agar difiizyona gore daha kesin sonug verebilir.

Periodontal hastaliklarin patogenezinde bircok
mikroorganizma tiirli tarafindan olusturulan
biyofilm tabakasi birincil etken oldugundan bu
hastaliklarin tedavisinde amoksisilin, amoksi-
silin-metronidazol ve amoksisilin-klavulanik
asit kombinasyonu gibi genis etki spektrumlu
antibiyotikler yeglenmektedir®**". Caligma-
mizdan elde edilen veriler fitokimyasallarin
patojenler iizerine amoksisilin antibiyotigi kadar
diisiik dozlarda etkin olmasa da belirgin bir anti-
mikrobiyal potansiyele sahip oldugunu in vitro
olarak ortaya koymaktadir. Bu nedenle perio-
dontal hastaliklarin tedavisinde, bu fitokimya-
sallart iceren gidalarin tiiketiminin antibiyotik
tedavisine ilave edilmesinin uygun ve yararl
olacag diisiiniilmektedir.

Dental biyofilm gelisiminin kontrolii periodon-
tal hastalik olusumunu Onleyebilir. Dental biyo-
film olusumunun engellenmesinde fenol tiirev-
leri ve dogal bilesikler de etkili olmaktadir®®.
Yamanaka ve ark.®?, yaban mersinin polifenol
fraksiyonlarinin Porphyromonas gingivalis pato-

jeni lizerine antibiyofilm etkisini arastirmis ve
bu fraksiyonlarin bu patojen iizerinde 6nemli
oranda antibiyofilm etkili oldugunu saptamiglar-
dir. Gursoy ve ark.®¥ ise Satureja hortensis L.
ucucu yagmin periodontal bakteriler iizerinde
kullanilan diger ugucu yaglara gore daha giiclii
bir antibiyofilm aktiviteye sahip oldugunu belir-
lemiglerdir. Teanpaisan ve ark.®> ise Hindistan
ve Tayland’da tropik alanlarda yaygin bulunan
Artocarpus lakoocha bitki ekstresinin doza ve
zamana bagli olarak oral biyofilmi eradike ede-
bildigini saptayarak, bu ekstrenin oral patojenler
tizerinde potansiyel bir antibiyofilm ajan1 olarak
rol oynadigini bildirmislerdir.

Sonug olarak, literatiirde bulunan bitkisel kdken-
li bilesiklerin periodontal patojenlere karsi in
vitro antimikrobiyal ve antibiyofilm caligmalari-
na ilave olarak, ¢alismamizda kullanilan gida
kaynakli fitokimyasallarin periodontal patojen-
lerin inhibisyon mekanizmalarina yonelik etki-
lerinin ileride daha detayli arastirilmasi ve buna
ilaveten periodontal hastaliklarin tedavisi ve
onlenmesinde bu fitokimyasallarin etkin kulla-
nimlarimi belirlemek i¢in daha ileri boyutta hiic-
resel diizeyde in vivo calismalar yapilmasi 6ne-
rilmektedir.
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Aragtirma

Aver Bakteri Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin
Biyofilm Olusumunu Engelleme Etkisi

Melek OZKAN, Hilal YILMAZ

Gebze Teknik Universitesi, Cevre Miihendisligi Boliimii, Gebze, Kocaeli

0z

Amag: Bu calismada Gram negatif bakterileri besin olarak
kullanan Gram-negatif avct bir bakteri olan Bdellovibrio
bacteriovorus hiicre Oziitiiniin, aktif camur bakterilerinin
olusturdugu biyofilm tabakay: temizleme ve biyofilm olusu-
munu engelleme etkisi incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Farkli pH, sicaklik ve mineral konsant-
rasyonlarimin B. bacteriovorus’un aktivitesine olan etkisi
incelenmigtir. B. bacteriovorus hiicre Oziitiiniin atiksu bak-
terilerine ait biyofilm olusumunu engelleme etkisi 96 kuyu-
cuklu polisitren plakalar kullamilarak kristal viyole yonte-
miyle Olgiilmiistiir. B. bacteriovorus’un hiicre oziitiiniin
filtrasyon membrant iizerinde olusan biyofilm tabakay:
temizleme etkisi olii uglu reaktor sistemi kullanilarak olgiil-
miistiir.

Bulgular: 8-8.8 pH, 29.5°C sicaklik ve 5 mM CaCl,,
0.1 mM MgCl, mineral konsantrasyonlarinin
B. bacteriovorus aktivitesi icin optimum oldugu bulun-
mustur. B. bacteriovorus hiicre oziitiiniin ¢camur bakterile-
rine ait biyofilm olusumunu engelleme etkisi %39 olarak
olgiilmiistiir. Atiksu filtrasyonunda kullanilmis membran
iizerinde birikmis olan biyofilm tabaka B. bacterio-
vorus hiicre 0ziitii ile ytkanmis ve bu uygulamanin memb-
ran performansina etkisi olgiilmiistiir. Tamponla yikanan
kontrol membranina kiyasla B. bacteriovorus hiicre 0ziitii
ile ytkanan membran akisinda 1244 L.m?.sa'’lik iyilesme
gozlemlenmigtir.

Sonuc: Litik enzimlere sahip olan B. bacteriovorus hiicre
oziitiiniin farkli materyaller iizerinde istenmeyen biyofilm
olusumunu engelleyebilecegi gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: Bdellovibrio bacteriovorus, biyofilm
giderimi, litik enzimler

ABSTRACT

Biofilm Inhibition Effect of Cell Extracts of Bdellovibrio
bacteriovorus, a Predator Bacterium

Objective: In this study, cell extract of Bdellovibrio
bacteriovorus, a Gram-negative predator bacterium that
feeds on other gram negative bacteria was investigated for
its potential for eradicating or inhibiting biofilm formation
by active wastewater bacteria.

Material and Methods: The effect of several pH,
temperature and mineral concentrations on the activity of
B. bacteriovorus was investigated. The inhibition effect of
B. bacteriovorus cell extract on biofilm formation by
wastewater bacteria was measured by crystal violet method
using 96 well polystrene plates. Cleaning effect of cell
extracts of B. bacteriovorus on biofilm layer formed on
filtration membrane was measured by using fouled
membrane and dead- end reactor system.

Results: It was found that 8-8.8 pH, 29.5°C temperature
and mineral concentrations of 5 mM CaCl,, 0.1 mM MgCl,
are optimum for B. bacteriovorus to acquire highest
activity. The effect of B. bacteriovorus cell extract to inhibit
the biofilm formation by sludge bacteria was measured to
be 39%. When the biofilm layer accumulated on the surface
of filtration membrane used for wastewater filtration was
cleaned by B. bacteriovorus cell extract, an improvement of
1244 Lm?sa’ was observed in the flux of membrane as
compared to the control that was cleaned by buffer.

Conclusion: The results show that B. bacteriovorus cell
extract which is rich in lytic enzymes can be used for
inhibition or cleaning of undesired biofilm layer formed on
different surfaces.

Keywrds: Bdellovibrio bacteriovorus, biofilm inhibition,
Iytic enzymes

GIRIS

Biyofilmler, kendi iirettikleri polimerik jelsi bir
tabaka sayesinde bir yiizeye tutunarak yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu yapi olarak

tanimlanabilir. Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri
tarafindan tiretilen, “hiicre dis1 polimerik yap1”,
“ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer (EPS)”
olarak adlandirilan polisakkarit bazli bir ag yapi-
sidir. Biyofilm kiimelerinin %97°lik kism1 sudan
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meydana gelmektedir. Diger bilesenler ise %1-2
EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipit-
lerdir™V. Biyofilm hiicrelerinin yiizeye tutunma-
sina polisakkaritler, proteinler, DNA ve ekstra-
seliiler martriks yardimci olmaktadir. Biyofilmler
baz1 biyoteknolojik uygulamalarda yararli olma-
sina karsin bircok teknolojide sorun yaratan
istenmeyen bir olusumdur. Atiksu aritim tekno-
lojilerinin baz1 uygulamalarinda biyofilm olusu-
muna gereksinim duyulsa da biyomateryaller,
gemi govdeleri, membranlar, su borulari gibi
yapilar iizerinde olusan biyofilm tabaka hem
saglik hem de ekonomik agidan sorun olustur-
maktadir. Insan viicudunda kataterler, kontakt
lens, protez kalp kapakciklar1 ve kalp pilleri,
rahim i¢i arag, bobrek tast akciger dokusu gibi
canli ve cansiz ¢ogu alanda biyofilmlere
rastlanilmaktadir®. Arastirmalar nozokomiyal
enfeksiyonlarin ortalama %65’ine mikroorga-
nizmalarin olusturdugu biyofilmlerin neden
oldugunu ve bu durumun tedavi masraflariin
artmasimna neden oldugunu gostermektedir®.
Biyofilm olusumunun sorun yaratti§1 durumlar-
dan biri de membran biyoreaktorlerde kullanilan
membranlarin yiizeyinde olusan biyofilm taba-
kanin yarattig1 kirlenmeye bagh tikanma (fou-
ling) sorunudur. Membran biyoreaktér (MBR)
teknolojisi aktif ¢amurdaki biyolojik parcalan-
ma prosesi ile direkt olarak kati-sivi ayrimi isle-
mini membran filtrasyonu kullanarak birlestiren
bir teknolojidir. MBR sistemi mikro veya ultra-
filtrasyon membran teknolojilerinin kullanimiy-
la (por biiyiikliigii 0.05-0.4 ym arasinda degisen)
bakteri floklarinin ve askidaki katilarin fiziksel
olarak biyoreaktorde kalmasini saglar. Bu uygu-
lama sirasinda membranlarin yiizeyinde biriken
kat1 partikiiller ve mikroorganizmalarin olugtur-
dugu biyofilm tabaka zamanla membranin tikan-
masina neden olmaktadir.

Son yillarda, membranlarin temizlenmesi i¢in
kullanilan cesitli fiziksel ve kimyasal uygulama-
larin yani sira yeni yaklagimlar da gelistirilmek-
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tedir. Titresimli elektriksel alanlar; diisiik voltaj
(-0.5 ile 5 volt arasinda) elektriksel uyarimlarin
uygulanmasi, fiziksel ve kimyasal yiizey modifi-
kasyonlari, nitrik oksit kullanimi, yeni yakla-
simlar arasinda sayilabilir®. Biyofilm giderimi
amaciyla a biyolojik yontemlerin de temizleme
potansiyeli aragtirilmaktadir. Quorum sensing
mekanizmasinin inhibisyonu, EPS’nin enzima-
tik bozulmasi, bakteri hiicre duvarinin enzimatik
olarak parcalanmasi ve bakterileri parcalayan
bakteriyofajlarin kullanilmasina dayali uygula-
malar bu yontemler arasinda sayilabilir®.

Bdellovibrio bacteriovorus Gram negatif bakte-
rilerle beslenen avci bir bakteridir ve bakteriyel
popiilasyonlarin dengesini sagladig1 i¢in 6zellik-
le cevre acisindan onemli bir bakteri cinsidir.
Daha o6nce yapilan c¢aligsmalarda
B. bacteriovorus’un pargalama aktivitesi cogun-
Iugu patojenik olan bir¢ok Gram negatif bakteri
tizerinde gosterilmistir®. Bu patojenler tarafin-
dan olusturulan biyofilmlerin de B. bacteriovorus
tarafindan bagarili bir sekilde parcalandigi rapor
edilmistir.

Bdellovibrio bacteriovorus yalnizca canli degil
ayrica Olii hiicreleri de parcalarlar®. Stolp et al.
® B. bacteriovorus’un Salmonella, Escherichia
coli, Proteus, Pseudomonas, Serretia gibi Gram
negatif bakterileri tiikettigini gostermistir.

Bdellovibrio bacteriovorus’un dislerde perio-
dontitis hastalifina neden olan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans’1t parcaladigi ve olus-
turdugu biyofilm tabakay1r bozdugu rapor
edilmistir®. Alcaligenes, Campylobacter, Erwinia,
Escherichia, Helicobacter, Pseudomonas,
Legionella, Shigella tiirleri ve Helicobacter
pylori bakterisinin B. bacteriovorus tarafindan
parcalandigi Markelova"? tarafindan gosteril-
migstir. Bukonudacaligsmalari bulunan Markelova,
bu bakterinin biyokontrol ajani olarak kullanim
potansiyeli lizerinde durmustur. B. bacteriovorus
istila sirasinda av olan hiicrenin yapisinda
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onemli degisikliklere neden olur. Bu degisiklik-
lerin hepsi tam olarak bilinmemektedir.

Avct hiicre avinin dis zarmni ve peptidoglikan
tabakay1 6ncelikle yapiy1 parcalamadan modi-
fiye eder, modifikasyonda glikanazlar, dease-
tilazlar, peptidazlar ve lipopolisakkaridazlar
rol oynar!1?, Modifikasyon ve saldir1 istila
edilen hiicrenin geklini ve diger karakteristik
ozelliklerini degistirir ve hiicre yuvarlaklasip
sismeye baglar'®. B. bacteriovorus avin ig
zarini da modifiye eder, boylece degredatif
enzimlerin ve parcalanmig materyallerin av ve
avcl sitoplazmasi arasindaki transferi sagla-
nlr(14»]7)‘

Bdellovibrio bacteriovorus’un avini oldiirmek
icin proteaz ve nukleaz gibi ekstraseliiler enzim-
ler salgiladiklart bilinmektedir"®. Penetrasyon
mekanizmasin1 detayli inceleyen Burnham et
al."® konake1 veya av olan hiicrenin pargalana-
bilmesi i¢in hem fiziksel hem de enzimatik akti-
vitenin iglevinin oldugunu belirtmislerdir.

Aktif B. bacteriovorus Kkiiltiirii ve ayn1 zamanda
kiiltiir supernantinin (¢oktiirme veya filtrasyonla
hiicrelerden arindirilmig) bir alg tiirli olan
Oscillatoria  hiicrelerini  parcalayabildigi
Burnham et al." tarafindan yapilan ¢aligmalar-
da gosterilmistir. Bu par¢alanmaya biiytik olcii-
de B. bacteriovorus’un salgiladigi enzimler
neden olmaktadir. Parcalanmay1 sitoplazmik
hiicre iceriginin kaybi ve hiicre duvarinin ¢oziin-
mesi takip etmektedir.

Bu calismada, B. bacteriovorus hiicre i¢i enzim-
lerine sahip olan hiicre 6ziitiiniin biyofilm olusu-
munu engelleme potansiyeli aragtirilmigtir.
Filtrasyon membrani yiizeyinde olusan biyofilm
tabakanin ¢oziinmesine olan etkisi 6lii u¢lu reak-
tor sisteminde yapilan membran aki ¢aligmalari
ile gosterilmisgtir.

GEREC ve YONTEM
Kullanilan Mikroorganizmalarm Uretimi

Escherichia coli S17 ve B. bacteriovorus
Nottingham Universitesi (Ingiltere) 6gretim
tiyesi Dr. Liz Sockett’ten saglanmistir. E. coli
S17, B. bacteriovorus’un liretimi i¢in av bakte-
ri olarak kullanilmistir. Hiicreler nutrient agar
[NA (maya oziitii 3 g/L, pepton 5 g/L, NaCl 5
g/L, agar 15 g/L)] lizerinde tiretilip saklanmigtir.
E. coli hiicreleri bir giin 6nceden NA’a ekilmig-
tir. Daha sonra hiicreler toplanarak HM tampo-
nuna (10 mM Hepes, 0.1 mM MgCl,, I mM
CaCl, pH:7.2), OD, absorbans degeri 0.3-0.4
olacak sekilde eklenmistir. Onceden iiretilmis
olan B. bacteriovorus hiicreleri bu karisima
eklenmigtir. Hiicreler 29°C’de 180 rpm’de ¢al-
kalanarak 2-3 giin inkiibasyona birakilmis,
absorbans degerindeki azalma (0.1-0.05 civari-
na diisiis) B. bacteriovorus hiicrelerinin E. coli
hiicrelerini  parcaladigin1  gostermektedir.
Hazirlanan her yeni kiiltiir ile birlikte bir kontrol
kiiltlirii de baslatilmistir. Kontrol kiiltiiriine ayni
miktarda E. coli eklenmistir ancak
B. bacteriovorus yerine ayni hacimde tampon
eklenmistir. B. bacteriovorus’un hiicre pargala-
ma aktivitesi denklem 1’de gosterildigi sekilde
hesaplanmustir.

Denklem 1: Bdellovibrio bacteriovorus’un hiicre
parcalama aktivitesinin hesaplanmast

, kontrol B.bacteriovorus
( % B. bacterivorus ) (biyokmlesi)t'( biyokiitlesi )

. = x 100
kontrol
hiicre par¢alama aktivitesi (bivokijtlesi)t
Sicaklik, pH ve Mineral konsantrasyonlarmin
B. bacteriovorus aktivitesine etKisi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicrelerinin av hiic-
relerini parcalamalar1 icin uygun kogullarin sap-
tanmasi amaciyla, inkiibasyon sicaklig1, besiyeri
pH’s1 ve MgCl, ve CaCl, minerallerinin kon-
santrasyonlar1 degistirilmistir. Hiicrelerin olagan
kosullarda {iretildigi HM tamponu 10 mM
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Hepes, 0.1 mM MgCl,, 1 mM CaCl, igermekte-
dir ve pH 7.2°dir. MgCl, konsantrasyonu 0.001-1
mM arasinda degisen bes farkli konsantrasyon-
da ve CaCl, konsantrasyonu 0.1-10 mM arasin-
da degisen bes farkli konsantrasyonda, ayrica
pH 7-8.8 arasinda degisen 7 farkli pH degerinde
HM tamponlar1 hazirlanmistir. B. bacteriovorus
ve av hiicre E. coli “Kullanilan Mikroorganiz-
malarin Uretimi” baghg1 altinda verildigi sekilde
besiyerlerine ekilerek iiretim gerceklestirilmig-
tir. Sicaklik deneyi icin HM tampon icerigi
degistirilmeden inkiibator sicakligi 26°C, 29°C,
32°C, 35°C olacak sekilde ayarlanarak hiicreler
tiretilmiglerdir. Deney sonunda B. bacteriovorus
aktivitesi Denklem 1’de verildigi gibi hesaplan-
migtir.

Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin
Hazirlanmasi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 0Oziitliniin
1982’de von Stein ve ark.?" tarafindan kullani-
lan prosediir modifiye edilerek hazirlanmigtir. B.
bacteriovorus kiiltiirii 0.45 pum porlu steril filtre-
den gecirilmis E. coli hiicreleri uzaklagtirildik-
tan sonra 7000 rpm’de 20 dk c¢oktiiriilmiistiir.
Pellette toplanan hiicreler PBS tamponunda
(pH: 7.2; 1X' NaCI 8 g/LL, KCI 0.2 g/LL, Na,HPO,
1.44 ¢/L, KH,PO, 0.24 g/L) ¢oziildiikten sonra
90 W giice ayarlanmigs sonik hiicre parcalayici
homojenizator (Hielsher, Almanya) araciligiyla
buzda tutularak parcalanmistir (1 dk. homojeni-
zasyon, 1 dk. buzda bekletme, 30 yineleme).
Parcalanmig hiicre solusyonu 10000 rpm’de 10
dk. coktiiriilerek hiicre kalintilarinin ¢okmesi
saglanmistir. Enzimlerce zengin supernatant
kismi -30°C’de saklanmuisgtir.

Bdellovibrio bacteriovorus’un
Olusumunu Engelleme Etkisi

Biyofilm

Aktif camur tankindan alinan numunenin beher
icinde 5 dk. ¢cokmesi beklenmigtir. Daha sonra
istteki supernatant alinmigtir. 190 ul superna-
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tant, 40 ul B. bacteriovorus hiicre oziitii olacak
sekilde birbirine karistirilarak 96 kuyucuklu
polisitren plakalara eklenmistir. Kontrol kuyu-
cuklarina B. bacteriovorus hiicre 0ziitii yerine
40 ul tampon ilave edilmistir. Deney 30°C‘de 3
saat inkiibasyona birakilarak gergeklestirilmistir.
Ug saat sonunda 2 kez ¢esme suyuyla yikanan
plaklar kurutulduktan sonra plakalarda olusan
biyofilm miktar1 kristal viyolet yontemi ile
Ol¢iilmiistiir®. Kuyucuklarda kalan biyofilm
%1°lik krsital violet ile 5 dk. boyanmustir. 2 kez
cesme suyuyla yikanip fazla olan kristal violet
ortamdan uzaklastirilmistir. Son olarak 70:30
ethanol:aseton karigimi plakalara eklenip 30 dk.
beklenmistir. Spektrofotometrede OD,,, nm’de
absorbans degerleri aliarak biyofilm kalinlig1
hesaplanmustir.

Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oztiiniin
Membran Kirlenmesini Giderme EtKisinin
Oli Uclu Reaktor Sistemi Kullamilarak
Incelenmesi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 0ziitliniin
membrane ylizeyinde olusan biyofilmi giderme
etkisi Olii Uglu Basinghi Reaktor Sistemi ve
mikro filtrasyon polietersiilfon (PES) (gézenek
biiyiikliigi 0.05 mm) kullanilarak Ol¢tilmiistiir.
Evsel aritim tesisinden alinan ikincil atiksu labo-
ratuvara getirilerek 10 L’lik havalandirmali
kesikli reaktorde sentetik atiksu (mg/L: glukoz,
650; pepton, 50; iire, 100; (NH,) 2SO,, 50;
KH,PO,, 50; K,HPO,, 5; NaHCO,, 100; eser
elementler gerekli miktarlarda eklenmistir.) kul-
lanilarak her giin beslenmistir. Atik suyun askida
kat1 madde oran1 3.000 mg/L partikiil boyutu ise
80-97 pm olarak olciilmiistiir. Besleme hacmi ve
zamani atik suyun camur bekleme siiresi (SRT)
20 giin hidrolik bekleme siiresi (HRT) 48 saat
olacak sekilde ayarlanmistir. Deneylerde
Sterlitech Corporation Dead-End membran sis-
tem (Model HP4750, ABD) kullanilmistir (Sekil
1)@, Tam karigimli hiicrenin toplam hacmi 300
mL, kullanilabilen membran alani ise 14.6
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S.ekil 1. Sterlitech Olii U¢lu Reaktor Sisteminin sematik goste-
rimi.

cm?’dir. Membran Olii Uglu Reaktdr hiicrenin
tag filtresi iizerine yerlestirilmistir. Hiicreye
basing, regiilatorlii hortumla baglanti yapilarak
saglanmistir. Atik suyu membrandan filtre etmek
icin kullanilan siirticii kuvvet 1.5 bar basingtaki
azot gazidir.

Atik suyun homojenligini Olii Uglu Reaktor sis-
teminde saglayabilmek i¢in hiicre manyetik
karigtirict tizerine yerlestirilmistir. Filtrasyon
stiresince 500 rpm’de karistirilmistir. Filtrasyon
sonunda siiziintli akisi agsagida verilen denklem
(2) ile hesaplanmustir.

Denklem 2: Siiziintii akist hesaplanmasi
] = AV/AXAt

e dV= belirli zaman periyodunda toplanan
stiztintii hacmi (L)

e At=zaman (sa)

e A= kullanilan membran alani (m?)

e J=aki (L.m2sal)

Kontrol i¢in bir ve deney i¢in bir olmak iizere
toplam iki membran kullamlmustir. B. bacteriovorus
hiicre oziitii ile (veya kontol i¢in tampon ile)
temizleme islemi icin Olii Uclu Reaktor
Sisteminde kullanilan membranin yiizeyinde
olusan kek tabakast siyrilmistir. Membran
B. bacteriovorus hiicre 0ziitii ile oda sicakligin-

da 100 rpm’de 3 saat boyunca inkiibasyonda
birakilmigtir. Kontrol membrani olarak kullani-
lan ikinci membran ise ayni kosullarda tampon-
da inkubasyona birakilmistir. Membranlar bir
sonraki filtrasyonda kullanilmiglardir.

Temizleme iglemi sonrasinda membranlardan
yine camur filtrasyonu yapilip ve yine temizle-
me islemi uygulanmustir. 11k filtrasyon temizle-
me islemi 6ncesi yapilmustir. Tk filtrasyon sayil-
madig1 taktirde temizleme ve ardindan filtrasyon
islemi bes kez yinelenmistir.

BULGULAR

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre i¢i litik enzim-
lerinin biyofilm giderimine olan etkisini incele-
meden Once hiicrelerinin aktivitelerini etkileyen
fiziksel ve kimyasal parametreler incelenmistir.
Bu amagla sicaklik, pH ve mineral konsantras-
yonlarinin B. bacteriovorus aktivitesine olan
etkilerine bakilmistir. Farkl sicakliklarda (26°C,
29°C, 32°C, 35°C) iiretilen B. bacteriovorus
kiiltiirlerinde 35°C’de 3 giinliik yapilan inkiibas-
yonda diger sicakliklara kiyasla %15°lik bir artig
goriilmiistiir ancak 35°C’de av olarak kulla-
nilan E. coli hiicrelerinin kendi kendine parca-
lanma orani daha yiiksek oldugu icin deneylere
29°C’de devam edilmistir.

Mineral konsantrasyonlarinin B. bacteriovorus
aktivitesine etkisini gérmek amaciyla CaCl, (10
mM, 5 mM, 1 mM, 0.1 mM) ve MgCl, (1 mM, 5
mM, 0.1 mM, 001 mM, 0.001 mM) mineralleri
belirtildigi sekilde eklenmistir. CaCl, ve MgCl,’nin
HM tamponunda kullanilan konsantrasyonlari
sirastyla 1 mM ve 0.1 mM’dir. Her iki mineralin
test edilen konsantrasyonlarin aktiviteye ¢arpici bir
etkisi olmamasina kargin, 5 mM CaCl,’nin yiiksek
aktivite icin optimum oldugu sOylenebilir.
MgCl,’nin ise inkiibasyonun ilk iki giiniinde yiik-
sek konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu 4 giin-
lik inkiibasyonda ise 0.001 mM MgCl,'nin daha
verimli aktivite sagladigi belirlenmigtir (Sekil 2).
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M 10 mM CaCl,
B 1 mM CaCl,
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B 1 mM MgCl,
H0.1 mM MgCl,
90 - M0.0010 mM MgCl,

¥ 0.5 mM MgCl,
M 0.0 mM MgCl,

% B. bacteriovorus AKtivitesi

B 1 2 3 4

Zaman (giin)

Sekil 2. HM tamponunda farkl CaCl, ve MgCl,’nin konsantrasyonlarinin Bdellovibrio bacteriovorus aktivitesine etkisi.

A) MgCl, (0,1 mM) CaCl,’nin farkh konsantrasyonlari.
B) CaCl, (1 mM) MgCl, farkh konsantrasyonlari.
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20 o

A 1 2 3 4
Zaman (giin)

90 ~ B75 W8.12 m864 M88
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i
S

B 1 2 3

Zaman (giin)

Sekil 3. pH’1n Bdellovibrio bacteriovorus’un aktivitesine etkisi (A) 6.5-8 pH arahgy; (B) 7.5-8.8 pH arahg.

pH 6.5-8.8 arasinda farkli pH’lara sahip kiiltiir-
lerde B. bacteriovorus’un pH 8-8.6 arasindaki
degerlerde daha yiiksek aktivite gosterdigi belir-
lenmigtir (Sekil 3). Enzimlerin aktivitelerini
etkileyen en 6nemli parametreler ortam pH’s1 ve
sicakliktir. Mezofilik bakteriler 30-37°C de yiik-
sek aktivite gostermektedirler. Enzimlerin yiik-
sek aktivite gosterdigi dolayisiyla bakterilerin
de optimum iireme gosterdigi pH degeri ise
genellikle notr pH degeri olan 7 civaridir. Ancak

34

B. bacteriovorus’un pH 8 civarinda daha yiiksek
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 1 ve Sekil 4’te B. bacteriovorus hiicre
oziitiinlin 96 kuyucuklu plakalarda aktif camur
biyofilminin olusumunu inhibe etme etkisi gos-
terilmigtir. Sekilde B. bacteriovorus eklenen
kuyucuklarda aktif ¢camur bakterilerinin olugtur-
dugu biyofilm miktarinin hiicre 6ziitii eklenme-
yen kontrol kuyucuklarina kiyasla daha diisiik
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30°C

B. bacteriovorus hiicre Oziitii

Kontrol

B. bacteriovorus hiicre 6ziitii

Kontrol

Sekil 4. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 6ziitiiniin atiksu bak-
terilerinin olusturdugu biyofilm olusumunu engelleme etkisi.

oldugu goriilmektedir. B. bacteriovorus hiicre
oziitti litik enzimler de dahil olmak iizere farkl
proteinler icermektedir. Bu enzim ve proteinle-
rin hiicrelerin plakanin duvarlarina tutunmasina
engel olarak veya hiicreleri parcalayarak biyo-
film olusumunu engelliyor olabilecegi diisiiniil-
mektedir.

1000

100 —

J (L.m2sa?)

O X<

D
D R X x
> % X +
O D k>R +

D i 0

B> O PEBOK

o b

O
O

Sekil 5’te MPOO5 membrani ile yapilan filtras-
yonlara ait aki degerleri goriilmektedir. Ik aki
degerleri (J1) membran hiicre 6ziitii ile yikanma-
dan onceki aki degeridir. B. bacteriovorus hiicre
oziitii ile yikanan membranin kararli aki degerle-
rinin ortalamasi (Jk2-Jk6 ortalamasi) 57.4 L.m.
sa’! iken, kontrol membranlarmm bu bes filtras-
yona ait kararli aki ortalamasi1 46 L.m™.sa"! olarak
hesaplanmustir. B. bacteriovorus hiicre 0ziitiinde
bulunan enzimlerin membran yiizeyindeki biyo-
film tabakay1 zayiflatarak membranin gézenekle-
rinin daha ge¢ tikanmasina yardimci oldugu
dolayisiyla membranin kullanim dmriinii uzattigi
sonucuna varimuigtir. Ancak membranlardan daha
fazla sayida atik su filtrasyonu yapildiginda
membran yiizeyi geri doniisiimsiiz olarak kirlene-
cektir. Bu durumda B. bacteriovorus hiicre 0ziitii
ile yikama islemi yetersiz kalacagindan membra-
nin zaman zaman geri yikama veya kimyasal
igslemlerle temizlenmesi gerekmektedir.
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Sekil 5. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre dziitiiniin membran filtrasyonuna etkisi.
(HO: Hiicre oziitii ile temizlenen membran, KNT: Kontrol membran, Jk: Kararh aki degerleri)

Tablo 1. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre oziitiiniin atik su bakterilerinin olusturdugu biyofilm olusumunu engelleme etKkisi.

Biyofilm miktar1 (OD,,) Biyofilm miktar1 (OD,, ) inhibisyon etkisi (%) inhibisyon etkisi (%)
30°C 37°C 30°C 37°C
Atiksu + Bdellovibrio bacteriovorus 0.894+0.13 0.853+0.120
hiicre 6ziitii 39.34 32.36
Atiksu + Tampon (Kontrol) 1.474+0.065 1.261+0.078
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TARTISMA

Cesitli ylizeylerde bakterilerin olusturdugu biyo-
film ¢cogu zaman sorunlara neden olmakta ve
giderimi i¢in maliyeti yliksek prosesler gereke-
bilmektedir. Biyofilmin olugsmamasi veya gide-
rimi icin fiziksel veya kimyasal ¢esitli yontemler
uygulanmaktadir. Bu yontemler rutin olarak kul-
lanilmasina ragmen, biyolojik ¢6ziimler hélen
gelisme asamasinda sayilabilir. Bakteriyel biyo-
film tabakanin temizlenmesinde Qurum sensing
mekanizmasinin engellenmesi, cesitli litik
enzimlerin kullanimi yogunlukla ¢alisilan konu-
lar arasindadir.

Bu c¢aligmada, Gram negatif bakterileri besin
olarak kullanan avci bir bakteri tiirii olan
B. bacteriovorus hiicre 0ziitliniin atiksu bakteri-
lerinin biyofilm olusumunu engelleme etkisi
arastirilmistir. Ayrica bu hiicre 6ziitiiniin memb-
ran yiizeyinde olugan biyofilm tabakay: temizle-
me etkisi incelenmigtir. Avcr bir bakteri tiirii olan
B. bacteriovorus Gram negatif bakteriler ile bes-
lenerek yasamini siirdiiriir. Bakteryiel populas-
yonu dengede tuttugundan cevre acisindan
onemli bir bakteridir. B. bacteriovorus’un parga-
lama aktivtesinin patojenik Gram negatif bakte-
riler iizerinde etkili oldugu yapilan ¢aligmalar
sonucu ortaya konmustur®. Bu calisgma kapsa-
minda ilk 6nce B. bacteriovorus’un ¢ogalmasi
icin gerekli optimum kosullar aragtirilmigtir.
B. bacteriovorus iiretimi i¢in kullanilan besiyer-
leri genellikle Nunez et al."” 2003 yilinda yap-
mis oldugu ¢alismada belirlendigi sekilde uygu-
lanmaktadir. Bu calismada, sicaklik, pH, mineral
konsantrasyonu etkisi test edilmis ve 35°C’nin,
8-8.5 aras1 pH degerinin aktivite icin daha uygun
oldugu goriilmiistiir.

Doksan alt1 kuyucuklu plakalarda B. bacteriovorus
hiicre oziitii atiksu bakteri kiiltiiriine karigtirildi-
ginda biyofilm olugumunu %39 oraninda engel-
ledigi belirlenmistir. B. bacteriovorus’un digler-
de periodontitis hastaligina neden olan A.
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actinomycetemcomitans’1 pargaladigi ve olus-
turdugu biyofilm tabakayi bozdugu daha 6nceki
calismalarda rapor edilmistir®. Alcaligenes,
Campylobacter,  Erwinia,  Escherichia,
Helicobacter, Pseudomonas, Legionella, Shigella
tiirleri ve H. pylori bakterisinin Bdellovibrio
tarafindan  parcalandigr 2010  yilinda
Markelova'? tarafindan gosterilmistir. Bu konu-
da bircok caligmasi bulunan Markelova bu bak-
terinin biyokontrol ajani olarak kullanim potan-

siyeli lizerinde durmustur.

MBR sistemleri bakteri floklarin1 ve askida
kalan maddeleri fiziksel olarak tiimiiyle tutu-
gundan konvansiyonel aritima goére daha avan-
tajlidir. Ancak, MBR kirlenmesi (membrane
fouling) bu sistemin ticarilesmesini zorlastir-
maktadir. Kirlenmis membanlarin temizlenmesi
veya degistirilmesi isletim maliyetini yiikselten
bir faktordiir. Kullanilan geleneksel temizleme
metodlart (6rnegin, ylizeyin modifikasyonu,
igletim parametrelerinin kontrolii, diizenli fiziksel
ve kimyasal yikama gibi) fiziko-kimyasal pren-
siplere dayalidir ve enerji isteyen iglemlerdir.

Literatiir arastirildiginda membran ylizeyinde
tikanmalara neden olan biyofilmi B. bacteriovorus
ile giderilebilme potansiyeli ile ilgili ¢ok az
sayida calisma bulunmaktadir. B. bacteriovorus
hiicre kiiltiiriiniin aktif camur bakterilerinin olug-
turdugu biyofilm tabakay1 temizleme etkisi
oldugu daha onceki c¢aligmamizda gosteril-
mistir®. Bu ¢aligmada ise hiicreler toplanmig ve
biyofilm giderimi amaciyla hiicre oziitii kulla-
nilmistir. B. bacteriovorus’un av hiicreleri par-
calamak igin bir¢ok aktif litik enzime sahiptir'!-.
2013 yilinda Kim et al.*® B. bacteriovorus™un E. coli
hiicrelerinin membran yiizeyinde olusturdugu
kirlenmeyi temizledigini rapor etmiglerdir.

Bu calisma kapsaminda atik su aritimi sirasinda
MP0OO5 membran ylizeyinde olusan biyofilm
tabaka B. bacteriovorus hiicre 6ziitii kullanilarak
temizlenmis ve akida kontrole kiyasla %?24.8
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oraninda iyilesme goriilmiistiir. B. bacteriovorus
cok cesitli konakg1 profiline sahip virutik 6zellik
gosteren bir bakteridir. Bu 6zelligi nedeniyle
cesitli alanlarda patojen gideriminde veya isten-
meyen biyofilm tabakanin gideriminde kullani-
mina iligkin arastirmalar devam etmektedir.
Yapilan arastirmalardan alinan pozitif sonuglar
bu avci bakterinin etkisi her gecen giin azalan
antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek dogal bir
alternatif olabilecegini gostermektedir.
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Aragtirma

Albicans-Dist Candida Tiirlerinin Flukonazol, Itrakonazol,
Vorikonazole In Vitro Duyarliliginm Referans Sivi
Mikrodiliisyon Yontem ile Aragtirlmast: Yeni Tiire Ozgii
Klinik Diren¢ Smir Degerleri ve Epidemiyolojik Esik

Degerlerinin Uygulanmasi

Giilsen HAZIROLAN

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ankara

0z

Amag: Hastanemizde en sik izole edilen albicans-disi Candida
tiirlerinin flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole in vitro antifun-
gal duyarliliklarimin belirlenmesi amaglanmgtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya, Ocak 2013-Haziran 2016 donemin-
de Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde yatarak
tedavi goren hastalarin klinik drneklerinden izole edilen albicans-
dist Candida izolatlart dahil edilmistir. Izolatlar, konvansiyonel
yontemler ve MALDI-TOF MS ile tammlanmstir. Izolatlarin in
vitro antifungal duyarliliklar: Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, M27-A3) referans sivi mikrodiliisyon (BMD) yon-
temi ile belirlenmistir. Minimum inhibitor konsantrasyon (MIK)
degerleri, yeni tiire dzgii klinik direng sinir degerleri ve epidemi-
yolojik esik degerleri ile yorumlanmistir.

Bulgular: Izolatlarin tiir dagiimi; Candida glabrata (n=37),
Candida parapsilosis (n=24), Candida krusei (n=24), Candida
tropicalis (n=14), Candida lusitaniae (n=13), Candida kefyr
(n=10), Candida guilliermondii (n=2) ve Candida dubliniensis
(n=2) seklindedir. Flukonazol icin iki C. glabrata izolati direngli,
bir C. parapsilosis izolati doza bagl duyarly, itrakonazol i¢in bir
C. parapsilosis ve bir C. tropicalis izolati vahgi olmayan tip, vori-
konazol icin ise bir C. krusei ve iki C. parapsilosis izolati orta
duyarly ve iki C. glabrata, bes C. kefyr ve ii¢ C. lusitaniae izolati
vahgi olmayan tip olarak degerlendirilmigtir.

Sonug: Calismamizda, in vitro antifungal duyarlilik profilleri test
edilen 126 albicans-dist Candida izolatinda triazol direnci iki
izolatta saptannustir ve 12 izolat triazollere vahsi olmayan tip
olarak degerlendirilmistir. Bu izolatlarda triazollere ¢capraz direng
tespit edilmemigtir. Elde edilen bu veriler, tedaviyi dogru yonlen-
dirmek amaciyla albicans-disi Candida izolatlart icin her merkez-
de antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekliligini vurgula-
maktadir.

Anahtar kelimeler: Albicans-disi Candida, flukonazol, itrakona-
zol, vorikonazol, antifungal duyarlilik profili

ABSTRACT

Investigation of In Vitro Susceptibility of Non-albicans Candida
Species Isolated from Clinical Specimens to Fluconazole,
Itraconazole, Voriconazole by Reference Broth Microdilution
Method: Application of New Species-Specific Clinical Breakpoints
and Epidemiological Cutoff Values

Objective: The aim of this study was to determine in vitro
antifungal susceptibility profiles of the most frequently isolated
non-albicans Candida species to fluconazole, itraconazole and
voriconazole in our hospital.

Material and Methods: Non-albicans Candida species isolated

from the clinical specimens of patients who were hospitalized in

Ankara Training and Research Hospital between January 2013
and June 2016 were included in the study. Isolates were identified
by conventional methods and MALDI-TOF MS. In vitro antifungal
susceptibilities of isolates were determined by Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, M27-A3) reference broth
microdilution method (BMD). Minimal inhibitor concentration
values were evaluated with new species- specific clinical
breakpoints and epidemiological cut-off values.

Results: The species distribution of the isolates were as follows;
C. glabrata (n=37), C. parapsilosis (n=24), C. krusei (n=24),
C. tropicalis (n=14), C. lusitaniae (n=13), C. kefyr (n= 10),
C. guilliermondii (n=2) and C. dubliniensis (n=2). It was
determined that two of C. glabrata isolates were resistant to

fluconazole and one C. parapsilosis isolate was dose dependent

susceptible to fluconazole, one C. parapsilosis and one
C. tropicalis isolates were non-wild type to itraconazole, one
C. krusei and two C. parapsilosis isolates were voriconazole
intermediate, and two C. glabrata, five C. kefyr and three
C. lusitaniae isolates were non-wild type to voriconazole.

Conclusion: In our study, 126 non- albicans Candida isolates
were tested for in vitro antifungal susceptibility profiles, two
isolates were detected as resistant to triazole and 12 isolates were
evaluated as non-wild type to triazoles. No cross- resistance was
observed for tiazoles in these isolates. These data emphasize the
necessity of performing antifungal susceptibility tests for non-
albicans Candida isolates at each center in order to direct the
treatment properly.

Keywords: Non-albicans Candida, fluconazole, itraconazole,
voriconazole, antifungal susceptibility profile
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GIRIS

Son yillarda fungal enfeksiyonlarmin goriilme
siklig1 ciddi olarak artmistir”. Hem mukokiita-
ndz hem de yaygin enfeksiyonlarda Candida
albicans en sik goriilen tiir olmasina ragmen,
albicans-dig1 Candida tiirlerinin de siklig1 gide-
rek artmaktadir®. Agir immiinsupresyon, pre-
matiirite, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
ve ampirik antifungal ila¢ kullanimi1 gibi bir¢ok
faktoriin albicans-disi Candida tiirlerinin sikli-
gidaki artis ile iligkili olabilecegi bildirilmigtir®.
Albicans-dis1 Candida tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlarin klinik bulgular1 genellikle bir-
birlerinden ayirt edilememektedir, ancak bazi
albicans-dis1 Candida tiirleri yaygin olarak kul-
lanilan antifungal ilaglara dogal olarak direngli-
dir veya direng kazanabilmektedir®. Bu nedenle
klinik orneklerden albicans-dis1 Candida tiirleri
cins ve tiir diizeyinde dogru olarak tanimlanmal
ve antifungal duyarlilik testi uygulanarak in
vitro duyarlilik profili belirlenerek antifungal
tedaviye yon verilebilmelidir.

Candida tiirlerinin in vitro antifungal duyarlilik-
larin tespitinde Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) tarafindan maya i¢in gelistirilen
mikrodiliisyon yontemi (CLSI, M27-A3)
kullanilmaktadir®. CLSI, 2012de yeni bir kla-
vuz yayinlayarak, Candida tiirleri i¢in triazol ve
ekinokandin direng sinir degerlerini revize etmis
ve tiire 6zgii klinik diren¢ sinir degerlerinin kul-
lanilmasint 6nermistir®. Candida tiirleri igin,
tiire 6zgii klinik direng¢ smir degerleri bulunma-
yan antifungallerde ise epidemiyolojik esik
degerlerinin (EED) kullanilmast ©Onerilmekte-
dir®®,

Bu calismada, klinik 6rneklerden izole edilen
albicans-dig1 Candida tiirlerinin flukonazol itra-
konazol ve vorikonazol gibi sik kullanilan anti-
fungal ajanlara in vitro duyarliliklarinin, refe-
rans s1v1 mikrodiliisyon yontem ile, CLSI tara-
findan Onerilen yeni tiire 6zgii klinik direng¢ sinir

degerleri ve EDD uygulanarak arastirilmasi
amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2013-Haziran 2016 tarihlerin-
de doneminde Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi’'nde yatan hastalarin gesitli
klinik orneklerden izole edilen (44 idrar, 36 kan,
18 balgam/BAL/DTA, 18 vajinal akinti, 5 piiy, 4
nefrostomi, 1 BOS) 126 albicans-dis1 Candida
kokeni dahil edilmistir. izolatlar, germ tiip olus-
turma o6zelligi, koloni morfolojisi, misir unu-
Tween-80 besiyerindeki mikroskobik goriiniim-
leri ve matriks ile desteklenmis lazer desorpsi-
yon/iyonizasyon uc¢us zamani kiitle spektromet-
resi (MALDI-TOF MS, Bruker, Almanya) ile
tanimlanmustir.

Antifungal Duyarhlik Testleri: izolatlarin flu-
konazol, itrakonazol ve vorikonazole in vitro
antifungal duyarliliklart CLSI tarafindan oneri-
len M27-A3
calisitlmistir®. Bu amagla, besiyeri olarak

mikrodiliisyon yontemiyle

I-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz morfolinop-
ropansulfonik asit (MOPS) ile tamponlanmig
RPMI-1640 besiyeri (pH:7.0) kullanilmistir.
Flukonazol (Pfizer, ABD) icin 0.125-64 ug/ml;
itrakonazol (Merck, ABD) i¢in 0.015-8 pg/ml,
vorikonazol (Pfizer, ABD) i¢in de 0.015-8 pg/ml
konsantrasyon arasinda degisen cift kat seri
sulandirimlari ile 96 ¢ukurlu U tabanli mikrop-
laklar hazirlanmigtir. Kalite kontrolde Candida
krusei ATCC 6258 ve Candida parapsilosis
ATCC 22019 suglar kullanilmustir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi: Mikroplaklar
37°C’de 24 saatlik inkubasyon siireleri sonunda,
ciplak gozle degerlendirilerek minumun inhibi-
tor konsantrasyon (MIK) degerleri belirlenmis-
tir. Antifungal icermeyen kontrol kuyucugunda-
ki tiremeye kiyasla tiremenin %50 azalma gos-
terdigi kuyucuktaki en diigiik antifungal kon-
santrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmistir.

39



Antifungal duyarlihik kategorileri, CLSI tarafin-
dan revize edilen yeni tiire 6zgli klinik direng
sinir degerlerine gore saptanmigtir®. Klinik direng
sinir Onerisi olmayan albicans-dis1 Candida tiirle-
ri ve antifungaller icin ise Pfaller ve Diekema’nin®
belirttigi EED kullanilmistir.  Albicans-disi
Candida tiirlerinde flukonazol, itrakonazol ve
vorikonazol icin klinik diren¢ sinir degerleri ve
EED Tablo 1°de sergilenmisgtir®".

BULGULAR

Izolatlar konvansiyonel yontemler ve MALDI-
TOF MS ile tanimlanmigtir. En sik izole edilen
albicans-dis1 Candida tirli Candida glabrata
(n=37) olarak saptanmis, bunu C. parapsilosis
(n=24), C. krusei (n=24), Candida tropicalis

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):38-44

(n=14), Candida lusitaniae (n=13), Candida
kefyr (n=10), Candida guilliermondii (n=2) ve
Candida dubliniensis (n=2) izlemistir. Tablo
2’de albicans-dis1 Candida izolatlarinin CLSI
mikrodiliisyon yontemi ile flukonazol, itrako-
nazol ve vorikonazol i¢in, yeni CLSI tiire 6zgii
klinik diren¢ sinir degerleri ve EED’ne gore 24
saate elde edilen MIK araligi, MIK,, MIK_
degerleri 0zetlenmistir. MiK90 degeri dokuzdan
daha az sayida olan albicans-dis1 Candida izo-
latlarinda belirlenememistir. Albicans-disi
Candida tiirlerinde flukonazol MIK,, degerleri,
itrakonazol ve vorikonazolden daha yiiksek
bulunmustur. C. glabrata’da flukonazol MIK,,
degerleri, test edilen diger albicans-disi
Candida tiirlerine gore daha yiiksek saptanmis-
tir.

Tablo 1. Albicans-disi Candida tiirlerinde flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol icin epidemiyolojik esik degerleri ve klinik direnc

siir degerleri®”.

Epidemiyolojik esik degerleri (zg/ml)

Klinik direnc¢ sinir degerleri (zg/ml)

Candida tiirii Antifungal Vahsi tip Vahsi olmayan tip Duyarh Doza bagh duyarh  Orta  Direncli
ajan <32 duyarh >64
Candida glabrata Flukonazol <32 >32
itrakonazol <2 >2
Vorikonazol <0.5 >0.5
Candida krusei Flukonazol <64 >64
Itrakonazol <1 >1
Vorikonazol <0.5 >0.5 <0.5 1 >2
Candida parapsilosis  Flukonazol <2 >2 <2 4 >8
Itrakonazol <0.5 >0.5
Vorikonazol <0.12 >0.12 <0.12 0.25-0.5 >1
Candida tropicalis Flukonazol <2 >2 <2 4 >8
itrakonazol <0.5 >0.5
Vorikonazol <0.06 >0.06 <0.12 0.25-0.5 >1
Candida lusitaniae Flukonazol <2 >0.5
Itrakonazol <0.5 >0.5
Vorikonazol <0.03 >0.03
Candida kefyr Flukonazol <1 >1
itrakonazol - -
Vorikonazol <0.015 >0.015
Candida dubliniensis Flukonazol <0.5 >0.5
Itrakonazol <0.25 >0.25
Vorikonazol <0.03 >0.03
Candida guilliermondii  Flukonazol <8 >8
Itrakonazol <1 >1
Vorikonazol <0.25 >0.25
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Tablo 2. Flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol icin elde edilen MiK degerleri (24 saat).

Flukonazol itrakonazol Vorikonazol
Candida tiirii n MIK arahgn MiK, MiK,, MIK arahgn MIK, MIK,, MIK arahgn MIK, MK,
Candida glabrata 37 0.125-64 4 16 <0015-1 025 1 <0015-1 006 025
Candida krusei 24 0.03-1 0.25 1 0.03-1 003  0.125
Candida parapsilosis 24 0.125-4 0.5 1 <0015-1 0125 0S5 <0015-05 0015 025
Candida tropicalis 14 01252 012 2 <0015-1 025 0S5 <0.015-0.25 0015 0.125
Candida lusitaniae 13 0.1252 0125 0S5 <00152 003 0.125 <0015-05 003 025
Candida kefyr 10 02505 025 0S5 <0015-1 0125 0S5 <0015-05 0.125 0.125
Candida dubliniensis 2 0015-0.125 0.125-0.25 0.25-0.25
Candida guilliermondii 2 1-2 0.03-0.125 <0.015-0.015

Tablo 3. Flukonazol, itrakonazol ve vorikonazole direncli veya
vahsi olmayan duyarhlik profilinde saptanan izolatlar.

Direncli veya vahsi olmayan profil izolat sayis1 (n, %)

Candida glabrata (n=37)

Flukonazol 2 (%5.4)

Vorikonazol 2 (%54)
Candida parapsilosis (n=24)

Itrakonazol 1 (%4.1)
Candida tropicalis (n=14)

Itrakonazol 1(%7.1)
Candida lusitaniae (n=13)

Vorikonazol 3 (%23)
Candida kefyr (n=10)

Vorikonazol 5 (%50)

Mikrodiliisyon ile elde edilen MIK degerlerine
gore, flukonazole iki (%5.4) C. glabrata izolat1
direncli, bir (%4.1) C. parapsilosis izolat1 doza
bagli duyarli, itrakonazole bir (%4.1)
C. parapsilosis ve bir (%7.1) C. tropicalis izola-
t1 vahsi olmayan tip (MIK>EDD), vorikonazole
ise bir (%4.1) C. krusei ve iki (%8.3)
C. parapsilosis izolati orta duyarli ve iki
(%5.4) C. glabrata, bes (%50) C. kefyr ve iig
(%23) C. lusitaniae izolati vahsi olmayan tip
(MIK>EDD) olarak degerlendirilmistir (Tablo 3).

TARTISMA

Son yillarda fungal enfeksiyonlarin insidansi,
tibbi teknolojideki ilerlemelere bagli olarak ciddi
hastalig1 bulunan hastalarin sag kaliminin uza-
mastyla artmistir®. Fungal enfeksiyonlar yiiksek

mortalite oranlari ile seyreder ve saglik sistem-
lerine ciddi maliyet getirirler"”. Fungal enfeksi-
yon etkenin dogru olarak tanimlanmasi ve in
vitro antifungal duyarlilik profilinin belirlenme-
si hastanin tedavisine 6nemli katkilar saglamak-
tadir. Fungal enfeksiyonlarin etyolojisinde
C. albicans ilk siray1 almakla birlikte, son yillar-
da albicans-dis1 Candida tiirleri ile gelisen
enfeksiyon sayisinda artis soz konusudurV.
Albicans-dis1 Candida tiirlerinin kendi iginde
siralamasi, fungal enfeksiyonun bolgesine, goz-
lendigi merkeze ve cografyaya gore degismek-
tedir!'"'?, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da
kandidemi olgularinda en sik izole edilen
albicans-dis1 Candida tiirii C. glabrata olarak
bildirilmigstir'". Giiney Amerika ve bazi Avrupa
tilkelerinde ise kandidemi olgularinda en sik
izole edilen albicans-dis1 Candida tiiri
C. parapsilosis olarak saptanmistir*'¥. Ulke-
mizde ise farkli merkezlerde kandidemi olgula-
rinda ve diger olgularda, en sik izole edilen
albicans-dis1 Candida tiirleri, C. glabrata,
C. tropicalis ve C. parapsilosis arasinda degis-
mektedir!>'®. Calismamizda ise klinik 6rnekler-
den en sik izole edilen albicans-disi Candida
tiirii C. glabrata oldugu saptanmustir.

Albicans-dis1 Candida tiirlerinde antifungal
tedaviye direncli kokenlerin ortaya ¢ikmasi in
vitro antifungal duyarlilik testlerinin onemini bir
kez daha vurgulamistir*?Y. Ayrica Albicans-
dis1 Candida tiirlerinin in vitro antifungal duyar-
lilik paternleri merkezler, bolgeler arasi farkli-
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liklar da gosterebilmektedir?. 2012 yilinda
CLSI en sik karsilasilan albicans-dis1 Candida
tiirlerinde (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis
ve C. krusei) flukonazol, vorikonazol ve ekino-
kandinler icin, yeni klinik diren¢ sinir degerleri-
ni, MIK dagilimina, farmokinetik, farmadina-
mik, EED ve MiK degerlerine dayali olarak elde
edilen klinik sonuglara gore belirlemistir®.
Ancak yeni belirlenen klinik diren¢ sinir deger-
leri, onceki klinik direng sinir degerlerine gore
daha diigiiktiir ve bu da 6nceki klinik diren¢ sinir
degerlerine gore duyarli olan izolatlarin direncli
veya doza baglh duyarli veya orta duyarli olarak
saptanmasina neden olmaktadir. Calisgmamizda
flukonazole iki (%5 .4) C. glabrata izolati direng-
li, bir (%4.1) C. parapsilosis izolat1 doza bagh
duyarli olarak degerlendirilmistir. Ulkemizde
yapilan caligmalarda, eski klinik diren¢ sinir
degerlerini kullanarak, Giirctioglu ve ark."'® kan-
didemi olgularindan izole edilen 26 C. glabrata
izolatinin birinde (%3.8) ve 193 C. parapsilosis
izolatinin birinde (%0.5) flukonazol direnci sap-
tamiglardir. Cekin ve ark."® cesitli klinik 6rnek-
lerden izole edilen C. glabrata izolatlarinin
ikisini flukonazole direncli (%9.1),
C. parapsilosis izolatlarinin ise birini (%3.6)
direncli, birini de (%3.5) doza bagh duyarl ola-
rak bildirmislerdir. Karabigak ve ark.?? ise yeni
tiire 6zgii klinik direnc sinir degerlerini kullana-
rak, kan kiiltiirlerinden izole edilen edilen
C. glabrata izolatlariin birini (%4.7) flukona-
zol direncli, C. parapsilosis izolatlarinin ise
birini (%3.2) direncli, birini de (%3.2) doza
bagli duyarli olarak bildirmiglerdir. Yeni tiire
ozgii klinik diren¢ sinir degerlerini kullanarak,
Pfaller ve ark."» ABD’nde 33 farkli merkezden
izole ettikleri 1694 albicans-dis1 Candida izola-
tinda flukonazol direncini C. glabrata,
C. parapsilosis izolatlarinda sirasi ile %10, %4
olarak saptamislardir. Castanheira ve ark.*? ise
31 farkh iilkeden elde ettikleri 1514 Candida
tirtinde flukonazol direncini C. glabrata,
C. parapsilosis izolatlarinda sirasi ile %12,
%?2.3 olarak saptamiglardir. Calismamizda belir-
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lenen C. glabrata flukonazol direng orani, iilke-
mizden bildirilen oranlar ile uyumludur, yurt
disindan bildirilen oranlardan ise daha diisiiktiir.
Ayrica ¢calismamizda C. glabrata’da flukonazo-
liin in vitro aktivitesi (M1K90:16 pug/ml), diger
albicans-dis1 Candida tiirlerinden daha diisiik
saptanmugtir. Ulkemizden ve yurt digindan bildi-
rilen C. parapsilosis flukonazol diren¢ oranlari
birbirine benzer oranlardadir. Bizim bulgulari-
mizda ise C. parapsilosis flukonazol direnci
saptanmamugtir12-16:1822.239)

Albicans-dis1 Candida tiirlerinin in vitro itrako-
nazol duyarlilik profili, yeni klinik diren¢ sinir
degeri ile belirlenemediginden, c¢alismamizda
MIK degerleri EDD goére yorumlanmistir ve
itrakonazole bir (%4.1) C. parapsilosis ve bir
(%7.1) C. tropicalis izolat1 vahsi olmayan tip
(MIK > EDD) olarak saptanmustir”. Ulkemizde,
Kiigiikates ve ark."® yeni klinik diren¢ sinir
degerlerine gore albicans-dist Candida tiirlerin-
de bes C. glabrata izolatinin ikisinde ve on iki
C. tropicalis izolatinin ticlinde itrakonazol diren-
ci saptamuslardir. Giiltekin ve ark.*? ise albicans-
dis1 Candida tiirlerinde bes C. glabrata izolati-
nin iiclinde itrakonazol direnci belirlemislerdir.
Xiao ve ark."” 1072 albicans-dist Candida
tiirtinde, EDD kullanarak, itrakonazole yalnizca
C. glabrata (%9.2) ve C. tropicalis (%1.3) izo-
latlarinda vahsi olmayan tip (MIK>EDD) tespit
etmiglerdir. Pfaller ve ark.® ise 131 albicans-
dis1 Candida tiirinde itrakonazoliin in vitro
duyarliligini degerlendirdiklerinde C. glabrata,
C. parapsilosis ve C. tropicalis izolatlarinda sirasi
ile %9.4, %3.4 ve %3 li¢ oraninda vahsi olma-
yan tip (MIK>EDD) saptamislardir. Calismamiz-
da da, iilkemizde ve diinyada itrakonazol diren-
cinin sik gozlendigi albicans-dis1 Candida tiirle-
rinde (C. parapsilosis, C. tropicalis), itrakonazole
vahsi olmayan tip (MIK>EDD) belirlenmistir.

Albicans-dis1 Candida tiirlerinde, vorikonazol
icin yeni klinik diren¢ sinir degeri, yalnizca
C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis icin
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belirlenmistir®. Calismamizda, vorikonazol i¢in
vahsi olmayan tip (MIK>EDD) iki (%5 .4)
C. glabrata, bes (%50) C. kefyr ve ti¢c (%23)
C. lusitaniae izolatinda belirlenmistir. Ayrica bir
(%4.1) C. krusei ve iki (%8.3) C. parapsilosis
izolat1 da orta duyarli olarak degerlendirilmistir.
Pfaller ve ark.®® SENTRY antimikrobiyal siir-
veyans program kapsaminda 280 albicans-disi
Candida tiiriinde C. glabrata izolatlarinda vori-
konazole vahsi olmayan tip (MIK>EDD) orani-
nm %11, C. parapsilosis, C. tropicalis izolatlarin-
da ise vorikonazole diren¢ oranini sirasi ile
%4.3, %5.9 olarak saptamiglardir. Ayrica
C. parapsilosis izolatlarinda %]1.1 oraninda
vorikonazole orta duyarlilik belirlenmistir.
Castanheira ve ark.*® yine SENTRY antimikro-
biyal siirveyans program kapsaminda C. parapsilosis,
C. tropicalis izolatlarinda vorikonazole direng
oranini sirast ile %0.9, %12 .3 olarak, C. glabrata,
C. guilliermondii izolatlarinda vorikonazole
vahsi olmayan tip (MIK>EDD) oranini sirasi ile
%12, %12.5 olarak ve vorikonazole orta duyar-
lilik oranint C. parapsilosis, C. tropicalis izolat-
larinda sirast ile %0.9, %1.7 olarak bildirmigler-
dir. Yurt disinda yapilan ¢alismalarda, albicans-
dist Candida tiirlerinde vorikonazol duyarligi
icin farkli oranlar verilmistir’*>*2%. Caligmamizda
albicans-dis1 Candida tiirleri arasinda vorikona-
zole vahsi olmayan tip (MiK > EDD), en fazla
C. kefyr izolatlarinda saptanmustir.

Ulkemizde yapilan calismalarda, albicans-dist
Candida tiirlerinde, vorikonazol icin eski klinik
direnc sinir degerleri kullanilmis ve vorikonazo-
le in vitro diren¢ bildirilmemigtir>-'82%.
Vorikonazol direncinin bildirilmemesinin nede-
ninin eski klinik diren¢ sinir degerlerinin kulla-
nimt ile ilisik olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
Karabicak ve ark.?® yeni klinik diren¢ sinir
degerlerine gore albicans-dist Candida tiirlerin-
de vorikonazol diren¢ oranlarini saptadiklari
caligmalarinda vorikonazole, direng iki (%7.6)
C. tropicalis izolatinda ve vahsi olmayan tip
(MIK>EDD) bes (%23.8) C. glabrata, iig

(%18.7) C. lusitaniae ve bir (%11.1) C. kefyr
izolatinda belirlemislerdir. Calismamiz albicans-
dis1 Candida tiirlerinde vorikonazol in vitro
duyarlilik sonuglart Karabigcak ve ark.’nin®?
caligmalari ile uyumludur.

Sonug olarak, bu ¢alisma albicans-dist Candida
tiirlerinin in vitro triazol duyarlilif1 yeni tiire
ozgii direng smir degerleri ile belirlemistir. in
vitro triazol duyarliligi albicans-dis1 Candida
tiirleri arasinda ve merkezler arasinda farklilik
gosterebilecegi icin, her merkezde antifungal
duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekliligini bir
kez daha vurgulamustir. in vitro direngli ve vahsi
olmayan tip olarak saptanan izolatlarin klinik
sonuclarint gosterildigi in vivo caligmalara
gereksinim bulunmaktadir.
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Aragtirma

Vankomisine Direncli Enterokok Taramasinda Kiiltiir
Sonuclarmin BD GeneOhm VanR Test Sonuclart ile

Kargilagtiriimas

Reyhan YIS

Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, Izmir

0z

Amag: Kiiltiir bazli vankomisin direngli enterokok (VRE)
identifikasyon yontemleri genellikle 24-72 saat gerektir-
mektedir. VRE kolonizasyonu saptanan hastalarin hizla
izole edilmesi, diger hastalarin kolonize olmalarim engel-
lemek ve olast enfeksiyonlarin olusumunu onlemesi a¢isin-
dan degerlidir. Bu ¢alismanmin amaci, VRE’yi daha kisa
siirede saptayan BD GeneOhm VanR testinin sonuglarimin
altin standart yontem olan VRE kiiltiirii ile karsilastirilma-
sudir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda yer alan toplam 704 peri-
rektal stiriintii orneginin VRE agara ekimi yapilmuigstir.
Eszamanli olarak tiim perirektal siiriintii ornekleri Real-
time PCR yontemi ile calisilmigtir.

Bulgular: Degerlendirilen drneklerden 121°i (%17.2) VRE
agar ile 162°si (%23.0) Real-time PCR yontemi ile pozitif
bulunmugtur. Yontemlerinin her ikisi ile pozitif ¢ikan ornek
sayist 118°dir. Kirk dort ornek yalnizca Real-time PCR ile 3
ornek ise yalnizca kiiltiir yontemiyle pozitif bulunmugtur. Her
iki yontemle negatif bulunan drnek sayist 539 (%76.6) dur.
VRE pozitif saptanan drneklerden 3 tanesi haricinde tiimii,
VanA fenotipi tastyan Enterococcus faecium olarak, sozii
edilen 3 drnek, hem kiiltiir hem de Real-Time PCR yontemi
ile VanB fenotipi tasiyan Enterococcus faecalis olarak
tammlannugtir. Bu sonuglara gore, BD GeneOhm VanR tes-
tinin VRE kiiltiirii ile karsilastirilarak belirlenen duyarlilik,
ozgiilliik, pozitif (PPD) ve negatif prediktif degerleri (NPD)
sirastyla %98, %92, %73 ve %99 olarak saptannugtir.

Sonucg: VRE belirlenmesi icin kullamlan kiiltiir bazli yon-
temler ve niikleik asit amplifikasyon testleri genellikle
24-72 saat gerektirmektedir. BD GeneOhm VanR testi dog-
rudan ornekten ¢alisilan basit bir yontem olup, sonug alma
asamaswina kadar gecen toplam siire 3.5 saatten daha kisa-
dir. Bunun yaminda farkli laboratuvarlarda ve hasta popii-
lasyonlarinda yinelenebilir sonuglar veren, yiiksek PPD ve
NPD olan bir testtir. VRE direng¢ genini de belirliyor olma-
st da diger bir avantajidir.

Anahtar kelimeler: Vankomisine direncli enterokok, kolo-
nizasyon, Real-Time PCR, siirveyans

ABSTRACT

Comparison of the Results of BD GeneOhm VanR Assay
with Those of the Culture for Screening of Vancomycin-
Resistant Enterococci

Objective: Culture-based vancomycin resistant enterococci
(VRE) identification methods generally require 24-72
hours. Rapid isolation of VRE colonised patients is crucial
to prevent colonisation of other patients and propable
infections. The aim of this study is to compare the results of
BD GeneOhm VanR test which identifies VRE in a short
time with the gold standard which is VRE culture.

Material and Methods: A total of 704 samples in the study
were cultivated on VRE agar. At the same time, all perirectal
swap samples were evaluated with real-time PCR.

Results: Among the evaluated samples, 121 (17.2%) were
positive with VRE agar and 162 (23.0%) were positive with
real-time PCR. The number of samples which were positive
with both diagnostic methods were 118. Of the samples, 44
were found to be positive only with real-time PCR and 3
with culture methods. The number of samples negative with
both methods were 539 (76.6%). All VRE positive samples
except 3 were Enterococcus faecium carrying VanA
Pphenotype, and the 3 samples mentioned were identified as
E. faecalis carrying VanB phenotype with both culture and
real-time PCR. According to these results; sensitivity,
specificity, positive predictive (PPV) and negative predictive
values (NPV) of BD GeneOhm VanR test compared to VRE
culture were 98, 92, 73, and 99%, respectively.

Conclusion: Culture-based methods and nucleic acid
amplification tests require 24-72 hours for VRE identification.
BD GeneOhm VanR test is a simple diagnostic method that
is directly carried out on the sample and takes less than 3.5
hours to obtain results. On the other hand, it gives repeatable
results in patient samples and in different laboratories, and
it has high PPV and NPV. Its other advantage is the
identification of the VRE-resistance gene.

Keywords: Vancomycin-resistant
colonization, Real-Time PCR, surveillance
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GIRIS

Enterokok tiirleri, son zamanlarda yiiksek 6liim
oranina sahip olan ve en sik saptanan nozokomi-
yal patojenlerden biri haline gelmistir. Insanlarda
gastrointestinal sistem flora elemani olan ente-
rokoklar, ligiincii kusak sefalosporinlerin kulla-
niminin artisina paralel bir sekilde hastane
enfeksiyonu etkeni olarak siklikla saptanmaya
baslanmustir. Enterokoklar genellikle hastane
ortaminda immun sistemi zayiflamis kisilerin
endojen florasindan kaynaklanan bakteriyemi,
endokardit, peritonit, menenjit, neonatal sepsis,
tiriner sistem enfeksiyonlari, cilt ve yumugak
doku enfeksiyonlari, intraabdominal veya pelvik
enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlara neden
olabilmektedir!. Intrensek direngli olmalar
nedeniyle, 1970’li yillarin ortalarindan itibaren
ticlincii kusak sefalosporinlerin kullaniminda
artisa paralel olarak, enfeksiyon etkeni olarak
daha sik saptanmaya baglamiglardir®.

Enterokoklarin, Gram pozitif etkinligi olan bir-
cok antimikrobiyal ajana kargt kismi veya tam
diren¢ gosterdigi, bir¢cok antibiyotige intrensek
direncli oldugu, yeni mekanizmalarla antibiyo-
tik direnci olusturdugu ve bu direnci aktarabildi-
&i de bilinmektedir®®. Vankomisine direngli
enterokok enfeksiyonu ilk olarak 1988 yilinda
Uttley ve ark. tarafindan Ingiltere’den bildiril-
mistir. Hemen ardindan Fransa, Belcika,
Almanya gibi diger Avrupa iilkelerinden bildiril-
mig, daha sonra Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde saptanmis ve cok hizli bir yayilim
gostermistir”'®. Ulkemizde ilk direngli sus
Akdeniz Universitesi’nde izole edilmis ve yillar
icinde bunu diger olgular izlemistir'. Nozo-
komiyal enfeksiyonlarda en 6nemli vankomisin
direncli enterokok (VRE) kaynagi hastanede
yatan hastalardaki GIS kolonizasyonudur(>'?.
Hastanede yatig siiresinin uzamasi, antibiyotik
kullanim oykiisii ve altta yatan ciddi hastaliklar
kolonizasyon riskini artirmaktadir™. Ozellikle
direncli enterokoklarin etken oldugu enfeksi-
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yonlar hastane i¢inde hastadan hastaya kolaylik-
la yayilim gosterebilmektedir®!>.

Basarili bir VRE kontrol programinin en 6nemli
bilesenlerinden biri gastrointestinal kolonizas-
yonun hizli ve dogru belirlenmesidir. Bu neden-
le, VRE tasiyan hastalarin VRE rezervuarlari
kendi gastrointestinal sistemleri oldugu igin
diizenli araliklarla perirektal siiriintii ornekleri
almak, VRE belirlenmesinde altin standarttir.
VRE ile kolonize hastalar genellikle asempto-
matik oldugu icin yiiksek risk grubuna giren
hastalardan alinan siirveyans kiiltiirlerinin mik-
robiyoloji laboratuvari tarafindan en dogru ve en
kisa zamanda sonuclandirilmas: biiyiik 6nem
tasimaktadir.

VRE belirlenmesi icin kullanilan kiiltiir bazh
yontemler genellikle izolasyon, tanimlama ve
duyarlilik testiicin 24-72 saat gerektirmektedir!®.
Ancak, VRE kolonizasyonunu 24 saatten daha
kisa siirede belirleyerek, VRE yayilmasinit 6nle-
yecek olan bariyer 6nlemlerinin uygulanmasina
olanak saglayacak uygun bir tarama testinin kul-
lanilmas1 gerekmektedir. VRE belirlenmesi i¢in
cesitli niikleik asit amplifikasyon testleri gelisti-
rilmesine ragmen, bunlar komplike ekstraksiyon
ve saptama rejimleri icerdikleri i¢in veya kiiltiir
basamagina gereksinim duyduklar! i¢cin zaman
kaybina neden olmaktadirlar®”!'?,

BD GeneOhm VanR testi dogrudan perianal veya
rektal siiriintii orneklerinden VRE taramasi icin
kullanilan basit bir yontem olup, test Cepheid
SmartCycler® iizerinde gerceklestirilir. Ekstrak-
siyon asamasindan degerlendirme agamasina
kadar gegen toplam siire 3.5 saatten daha kisadir.
Bu calismada, Gaziantep Cocuk Hastanesi’nde
yogun antibiyotik kullaniminin oldugu servisler-
de yatan hastalarin VRE taramasi amaciyla alinan
perirektal siirlintli 6rneklerinden VRE saptanmasi
icin kullanilan selektif besiyeri saptama sonuglari
Real-Time PCR (BD GeneOhm VanR) test per-
formansi ile kargilagtirildi.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya Gaziantep Cocuk Hastanesi’'nde
yogun antibiyotik kullaniminin oldugu servisler-
de yatan toplam704 hastadan mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilmig olan perirektal siiriin-
tii ornekleri almmustir. Orneklerin gonderilen
servislere gore dagilimi Tablo 1°de yer almakta-
dir.

Tablo 1. Orneklerin gonderilen servislere gore dagilimi.

Hasta sayisi

Cocuk Cerrahi Servisi 87
Cocuk Cerrahi Yogun Bakim 32
Yan Dallar Servisi 49
Yan Dallar Yogun Bakim 98
Yeni Dogan Yogun Bakim 178
Yogun Bakim 242
Stit Cocugu Servisi 18
TOPLAM 704

Calismamizda yer alan toplam 704 perirektal
slirlintli 6rneginin 6 pug/ml vankomisin igeren
suplementli VRE Agar Base (Oxoid) ekimi
yapilmis ve 35°C’de 24-48 saat inkiibasyon son-
ras1 degerlendirmeye alinmustir. Identifikasyonda
konvansiyonel yontemlerin yaninda, API 20
Strep (BioMérieux, Fransa) bakteri identifikas-
yon kiti ve VITEK2 (BioMérieux, Fransa) tam
otomatize identifikasyon sistemi kullanilmugtir.
Izolatlarin vankomisin (30 pg) ve teikoplanin
(30 pg) duyarhiliklar: Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemiyle CLSI kriterlerine uygun olarak arag-
tirtlmigtir. Bunun yaninda, VITEK?2 antibiyog-
ram karti AST-592 kullanilarak vankomisin ve
teikoplanin duyarliliklart belirlenmistir.

BD GeneOhm VanR: Eszamanli olarak tiim peri-
rektal siiriintii 6rnekleri BD GeneOhm VanR Kkiti
(BD Diagnostics) kullanilarak Real-Time PCR
cihazt SmartCycler® (Cepheid, ABD) ile iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda caligilmigtir.

istatistiksel analiz: Istatistiksel analiz igin
tanimlayici-deskriptif istatistikyontemi kullanil-

mugtir. Kategorik degiskenler yilizde (%) deger-
lerle belirtilmistir. BD GeneOhm VanR testinin
ozgiillik, duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif
degerleri (PPV ve NPV) perianal siiriintii 6rnek-
leri ile yapilan VRE Kkiiltiirii ile karsilagtirilarak
belirlenmistir.

BULGULAR

Degerlendirilen 6rneklerden 121’1 (%17.2) VRE
Agar ile, 162’si (%23.0) Real-Time PCR yonte-
mi ile pozitif bulunmustur. Yontemlerin her ikisi
ile pozitif ¢ikan ornek sayisi 118 iken, 44 6rnek
yalnizca Real time PCR ile, 3 6rnek ise yalnizca
kiltiir yontemiyle pozitif bulunmustur. Her iki
yontemle negatif bulunan Ornek sayist 539
(%76.6)’dur. Yontemler aras1 toplam uyum %93
(657/704) olarak belirlenmistir. Pozitif saptanan
orneklerden 3 tanesi haricinde tiimii, VanA feno-
tipi tasiyan E. faecium olarak saptanmig, sozii
edilen 3 Ornek, hem Kkiiltiir hem de Real-Time
PCR yontemi ile VanB fenotipi tasiyan E. faecalis
olarak tanimlanmistir. Bu sonuglara gore, BD
GeneOhm VanR testinin perianal siiriintii 6rnek-
leri ile yapilan VRE Kkiiltiirii ile karsilastirilarak
belirlenen duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri (PPV ve NPV) sirasiyla %98,
%92, %73 ve %99 olarak saptanmistir. Caligma-
daki kiiltiir ve Real-Time PCR sonuclar1 Tablo
2’de yer almaktadir.

Tablo 2. Kiiltiir ve Real-Time PCR sonuclari.

Kiiltiir
+ - Toplam
Real-Time PCR + 118 44 162
- 3 539 542
Toplam 121 583 704

TARTISMA

Ozellikle son yillarda hastane ortamindaki VRE
kolonizasyonu ve enfeksiyonu, hastadan hastaya
bulag riski ve ozellikle zor tedavi edilebilir
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nozokomiyal enfeksiyonlar acisindan 6nemli bir
sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hastalar
aras1 gecisi engelleyecek olan tiim izolasyon
caligsmalari laboratuvar sonuglarina gore planla-
nacagi i¢in, mikrobiyoloji laboratuvari tarafin-
dan VRE tanmimlamasimin dogru ve hizli bir
sekilde yapilmasi, vankomisin direncinin sap-
tanmasi, VRE kolonizasyon ve enfeksiyonunun
belirlenmesi ve yayilmasinin Onlenmesi igin
onemlidir. Daha once ayni ¢ocuk hastanesinde
yapilan bir bagka calismada, nokta prevalans
yontemi ile yapilan VRE taramasinda 6 pg/ml
vankomisin iceren VRE Agara ekilmig perirektal
siiriintii. orneklerinin  VITEK2 (bioMérieux,
Fransa) tam otomatize sistemiyle identifikasyo-
nu sonucunda elde edilen %14.6’lik kolonizas-
yon oranmin siki temas izolasyonu, hastane
personelinin egitimi ve kisitli antibiyotik kulla-
nim politikalar1 sonucunda %3.3’e gerilemis
oldugu bildirilmistir®. Bu agidan nozokomiyal
VRE kolonizasyonunun ve enfeksiyonlarinin
hizli ve dogru olarak belirlenmesi, etkenlerin
dogru tanimlanmasi, antibiyotik direng¢ profili-
nin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi
acisindan 6nem tagimaktadir.

VRE’lerin izolasyonu icin laboratuvarlar kendi
kosullarina gore tarama metodlar: kullanmakta-
dirlar. Giiniimiizde ticari olarak mevcut olan
veya in-house olarak hazirlanan sivi veya kati
bir¢cok besiyeri kullanilmaktadir. Cesitli calig-
malarda bu tarama metodlarinin duyarlilik ve
Ozgiillikleri birbiriyle karsilastirilmaktadir®®.
Hazirlanan secici besiyerlerinde diisiik diizeyde
glikopeptid direncinin saptanabilmesi i¢in 6 pg/ml
vankomisin konsantrasyonunun uygun oldugu
belirlenmigtir'®2*??. Caligmamizda da, 6 pg/ml
vankomisin i¢eren suplementli VRE Agar kulla-
nilmistir. Enterokoklar, laboratuvarlarda genel
amacl besiyerlerinde kolayca diiretilseler de,
ozellikle VRE suslarinin, digki gibi normal flora
tiyesi olarak ¢ok sayida ve cesitte bakterinin
bulundugu o6rneklerden izolasyonu sorun
yaratabilmektedir'®?*2), Niikleik asit amplifi-
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kasyon teknikleri, digki 6rneklerinde VRE susla-
riin saptanmast i¢in giiniimiizde onem kazan-
mig olsa da, bu teknolojiyi kullanma olanagi
olmayan klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari
icin hélen giivenilir kiiltlir yontemlerine gereksi-
nim vardir’®?. Ancak 6zellikle son yillarda
hizli tanida yaygin olarak kullanilan molekiiler
yontemler, tanimlama siiresini kisaltarak, onlem-
lerin daha erken donemde alinmasinda avantaj
saglamaktadir®.

VRE’nin saptanmasi icin molekiiler yontemlerle
klasik yontemleri karsilastiran ¢ok sayida calig-
ma bulunmaktadir. Marner ve ark.®® tarafindan,
perianal siiriintli 6rneklerinin GeneXpert VanA/
VanB PCR yontemiyle incelenmesinin hizli ve
giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir. Diger
bir calismada, nozokomiyal siirveyans ornekle-
rinin PCR ve konvansiyonel kiiltiir sonugclari
kargilagtirilmig, PCR yonteminin 6zgiilliik,
duyarlilik, PPD ve NPD sirasiyla %99.8, %95 4,
%98.8 ve %99.3 olarak bulunmustur. VRE’yi
saptamak icin gerekli zaman PCR ile 48 saat,
konvansiyonel yontem ile 96 saat olarak
belirlenmigtir®. PCR’nin yogun rutin ig yiki
olan laboratuvarlarda VRE siirveyansi icin kiil-
tiire bir alternatif olabilecegi ve ozellikle VRE
prevalansinin  diisiik oldugu hastanelerde
maliyet-etkin oldugunu arastiricilar tarafindan
vurgulanmigtir>29,

VRE taramasi i¢in hizli molekiiler tan1 yontem-
lerinden olan BD GeneOhm VanR testi (BD
GeneOhm, San Diego, ABD) ABD Gida ve llag
Kurumu tarafindan direkt perianal siiriintiiden
VRE taramast icin kullanilabilecek in vitro test
olarak onaylanmistir. Bu hizli molekiiler yon-
tem, sonuclanmasi giinlerce siirebilecek kiiltiir
temelli yontemlerle karsilastirildiginda VRE
tasiyicilarinin kisa siirede saptanmasina yardim-
c1 olmakta, bu sekilde bir hastadan digerine
yayilim Onlenebilmektedir.

BD GeneOhm VanR testi direkt olarak rektal
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stirtintii ve gayta oOrneklerinden caligilabilinen
bir yontemdir. Test standart VRE kiiltiir teknik-
leri ile kargilastirildiinda % 95 duyarhilik
gostermektedir®. Uretici firmaya gore, VanR
testinin saptama limiti hem VanA hem de VanB
VRE i¢in, yaklagik olarak 2 CFU/reaksiyona
denk gelen, reaksiyon bagina 10 genom kopya-
dir. Bu saptama limiti testte yalanci negatiflikle-
re yol acan faktorlerden biridir.

Werner ve ark.®® selektif kati besiyerinde direkt
kiiltiir ile zenginlestirme sonrast PCR ve tarama
orneklerinden direkt VRE tanimlanmasi i¢in BD
GeneOhm™ VanR testini karsilastirmiglardir.
Toplam 1786 ornek calisilmig, genel duyarlilik
% 93.1, ozgiilliik yalanci pozitif VanB sonucla-
rina bagli olarak %87.0 olarak saptanmigtir®®.,

Usacheva ve ark.*” ¢ok merkezli olarak perianal
ve rektal orneklerden VRE tiirlerinin dogrudan,
hizli belirlenmesinde BD GeneOhm VanR testi-
nin performansini degerlendirmiglerdir. ABD nin
farkli iic cografi bolgesinden 1027 perianal ve
rektal siirlintii 6rnekleri BD GeneOhm VanR
testi ile calisilmig ve sonucglar dogrudan kiiltiir
yontemi ile karsilagtirilmigtir. Testin duyarlilik,
ozgiillik, PPD ve NPD degerleri %93, %82,
%54 ve %98 olarak saptanmustir. Yazarlara gore
VanB yalanct pozitiflikleri nedeniyle testin
ozgiilligti diisiik olarak bulunmustur. Testin,
VanA genotip baskin olan ¢esitli popiilasyonla-
rin VRE taranmasi i¢in basit, hizli ve kabul edi-
lebilir bir yontem oldugu, yalanci pozitifliklerin
belirgin yliksek saptanmast nedeniyle VanB
genotip pozitif saptanan sonuglarin kiiltiir ile
dogrulanmasi gerektigi sonucu vurgulanmigtir®®,
Caligmamizda BD GeneOhm VanR yonteminin
performans: selektif besiyerinin sonuglart ile
karsilagtirildiginda, duyarhilik %98, 6zgiilliik
%92 olarak saptanmistir. PPD %73 ve NPD
%99 olarak bulunmustur. Hastanemizde VanA
fenotip baskin oldugu icin VanB fenotip pozitif-
liklerine bagli yalanci pozitiflik nadirdir. Bu
nedenle o6zgiilliik diger calismalara gore, calig-

mamizda daha yiiksek olarak bulunmustur.
Kullandigimiz selektif besiyeri ile BD GeneOhm
VanR kiti kullanimai ile elde edilen sonuclar arasi
toplam uyum %93 (657/704) olarak belirlenmis
ve uyumun degerlendirilmesinde Cohen kappa
degeri 0.68 (iyi diizeyde uyumlu) olarak saptan-
migtir.

BD GeneOhm VanR testinin VanB genotipi ile
ilgili yanls pozitiflik oranlarinin yiiksekligi, son
zamanlarda Clostridium spp, Eggerthella lenta,
Streptococcus spp ve Ruminococcus spp gibi
nonenterokokal anaerobik mikroorganizmalarin
VanB genetik eleman: tasidiginin kanitlanmig
olmasiyla agiklanabilir. Yanlis pozitiflik oranla-
rmin biiyiik kismindan VanB sorumlu olsa da,
ender olarak VanA yanlis pozitifliklerinin cansiz
VRE izolatlar1 veya Bacillus circulans,
Arcanobacterium haemolyticum, Oerskovia
turbata ve Staphylococcus aureus gibi kazanil-
mis VanA sekansi bulunduran bakterilerden kay-
naklandig1 disiiniilmektedir!7303,

Calismamizda, toplam olarak 704 izolatin 3
tanesinde (%0.43) her iki yontem ile VanB geno-
tipi tasityan E. fecalis saptanmig olup, VanA
genotipinin VRE’ler icinde baskin popiilasyon
oldugu soylenebilir. Ulkemizdeki durum deger-
lendirildiginde caligsmalarda, VanA fenotip bas-
kin oldugu goriilecegi icin testin iilkemizde
kullaniminin uygun olabilecegi agiktir®-23%,

Sonug¢ olarak, BD GeneOhm VanR Testi farkli
laboratuvarlarda ve hasta popiilasyonlarinda
yinelenebilir sonuglar veren, 6zellikle VanA sap-
tanmast icin yiiksek NPD ve PPD olan bir testtir.
Bununla birlikte, VanB pozitif sonu¢, VRE var-
ligin1 dogrulamak i¢in kiiltiir ile dogrulanmali-
dir. Ancak hasta izolasyonu i¢in zamanla yarisi-
lan kolonizasyon taramalarinda, kar zarar hesabi
iyi yapilarak karar verilmesi gerektigi icin mole-
kiiler yontemlerle ¢ok kisa siirede saptanan pozi-
tifliklerin bildirilmesi gerektigini diislinmekte-
yiz. Tiim hastaneler VRE ile kolonize olan has-
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talar1 erken donemde saptayarak gerekli izolas-
yon Onlemlerini almak, hastane i¢i yayilimi ve
klinik enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisint 6nlemek
amactyla uygun izolasyon ve identifikasyon
yontemini belirlemeli, gerekli durumlarda mole-

kiiler yontemlerden yararlanilmalidir.
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Amag: Sarbon; Bacillus anthracis endosporlarmin viicu-
da deri, solunum ya da gastrointestinal yolla girmesiyle
olusan ozellikle otcul hayvanlarin icinde bulundugu bir
grupla yayilan, oliimciil bakteriyel bir zoonozdur. Bacillus
anthracis’in temel virulans faktorlerinden biri toksinleri-
dir. Bunlar protektif antijen (PA), ddem faktor ve letal
faktordiir. Protektif antijen ozellikle diger iki toksinin
hiicre icine girmesinden sorumludur. Biz de ¢alismamiz-
da, yoremizdeki prevalanst saptamak amaciyla bolgemiz
hastanelerine bagvuran kisilerden sarbon siipheli goriilen
hastalarin kanlarinda protektif antijen saptanmasini
amagladik.

Gere¢c ve Yontem: Calismamizda, protektif antijen IgG
antikoru varligimin saptanmast amaciyla ELISA (Enzyme
Linked Immiinosorbent Assay, Biosource, ABD) yontemi
kullanilmugtir.

Bulgular: Atatiirk Universitesi  Yakutiye Arastirma
Hastanesi ve Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne gelen sarbon siipheli 47 hastadan alinan
orneklerin 35’inde B. anthracis PA 1gG pozitif bulundu.
Pozitif sonuclu 35 hastamin 6’st kadin (%17.1), 29'u
(%82.8) erkek hastalardan olusmaktadir. Otuz bes hastanin
27’si (%77.1) hayvancilikla ugrasirken, 8’inin (%22.8)
hayvancilikla ugrasmayan hayvan etiyle temas 0Oykiisii
bulunan kisiler oldugu goriilmiistiir.

Sonuc: Klinik bulgulart sarbonu gosteren fakat kanlarin-
da protektif antijen 1gG’leri bulunamayan kigilerin nega-
tif citkan sonuglarini, hastalarin hastanemize basvurma-
dan once cesitli saglik kuruluslarinda tedavi almalarina,
Dogu Anadolu gibi kirsal bolgelerde antibiyotiklerin her
hastalig tedavi eder diisiincesiyle rastgele alinmasiyla
bakterinin toksin olugturma yeteneginin kirilmasina ya da
orneklerin alindigr sirada heniiz kanda dolagan PA varli-
guun saptanamayacak diizeyde az olmasina baglamakta-

yiz.

Anahtar kelimeler: Bacillus anthracis, seroprevalans,
protektif antijen

ABSTRACT

A Research on the Anthrax Agent and Its Seroprevalance
in the Eastern Anatolia Region

Objective: Anthrax, is a lethal bacterial zoonosis transmitted
through skin, inhalation or gastrointestinal tract, and
spread by herbivorous animals particularly with cattle and
sheep. One of the fundamental virulence factors of Bacillus
anthracis is its toxins consisting of protective antigen (PA),
edema factor and lethal factor. The protective antigen is
especially responsible for intracellular entrance of the
other two factors. The aim of the present study is to
investigate the protective antigen in blood samples of
patients who applied to the hospitals in our region with a
suspected anthrax infection, and to determine the prevalence
in the region.

Material and Methods: ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, Biosource, USA) method was used
in the study in order to detect the presence of the protective
antigen IgG antibody.

Results: We determined 35 Bacillus anthracis protective
antigen 1gG positive results out of 47 samples taken from
patients suspected of anthrax in Ataturk University Yakutiye
Training and Research Hospital and Erzurum Regional
Training and Research Hospital. Thirty-five (6 female:
17%, and 29 male:82.8%) patients had positive results.
Out of 35 patients 27 (77.1%) were into animal husbandry,
8 patients (22.8%) were not involved in animal husbandry
but had a history of contact with animal flesh.

Conclusion: We have attributed the results obtained from
the samples taken from patients, who had clinical findings
of anthrax but without protective antigens in their blood to
medical treatments they received in various health institutes
before they applied to our hospital, to random use of
antibiotics relying on the common tendency that antibiotics
can cure any disease, impairment of toxin-producing
ability of the bacteria, drawal of blood samples when
protective antigen levels in the circulation decreased to
undetectible levels.

Keywords: Bacillus anthracis, seroprevalence, protective
antigen
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GIRIS

Bacillus anthracis ‘“Bacillus” cinsinin bir iiye-
sidir. Bu cinsin diger tiirleri; B. cereus, B. mycoides,
B. thuringiensis, B. megaterium ve B. subtilis’tir.
Sarbonun etkeni olan B. anthracis; Gram pozitif,
aerobik veya fakiiltatif aerobik, hareketsiz basil
seklinde 1 um ile 8 wm arasi biiyiikliikte olabilen
merkezi silindirik sporlu bir bakteridirt”.

Sarbon; B. anthracis endosporlarin viicuda
deri, solunum ya da gastrointestinal yolla girme-
siyle olusan ozellikle otcul hayvanlarin iginde
bulundugu bir grupla yayilan, 6liimciil bakteri-
yel bir zoonozdur®. Insan bulagt kontamine
hayvanlar ya da hasta hayvanin iirlinleriyle
temasla gerceklesir, heniiz insandan insana
gecgen bir olgu goriilmemigtir. Temel olarak sar-
bon; akciger, kutandz (deri) ve gastro-intestinal
olmak iizere ii¢ klinik formda goriiliir. Olgularin
cogunlugu kutandz sarbon siiphesiyle hastaneye
bagvururken az sayida akciger ve gastro-
intestinal sarbon olgular1 dabildirilmektedir.
Kutan6z sarbon genellikle tadavi edilebilir
olmakla beraber nadiren 6liimciil olabilir. Gastro-
intestinal sarbonda ise bakteriyemi ve toksemi
oldugu durumlarda yine olgularin neredeyse
%51-75’1 hipotansiyon ve sok sonucu yagamini
kaybetmektedir®. Akciger sarbonun da ise
durum daha ciddidir. Bakteriyel endosporlarin
solunmasiyla olugan olgularin neredeyse tama-
mi1, semptomlarin baslamasiyla birlikte birkac
giin i¢inde 6liimle sonuc¢lanmaktadir®®.

Bati Afrika diinyanin en cok etkilenen bolgesi
olmakla beraber ayni zamanda Afrika’nin kalan
kismi, Amerika, 1spanya, Yunanistan, Tirkiye,
Arnavutluk, Romanya, Asya ve Ortadogu’da da
B. anthracis 6nemli bir sorun olarak goriilmek-
tedir®.

CDC (Centers for Disease Control and
Prevention)’ye gore B. anthracis, 6liimle sonug-
lanan olgularin sayisi sebebiyle, yiiksek derece

biyotetorizm ajanlari listesinde yer almaktadir®.
Diinya ¢apinda meydana gelen saldirilar, sarbon
etkeni olan B. anthracis’in biyolojik silah olarak
kullanildigin1 gostermigtir®,

Bacillus anthracis prokaryotlarin bazilar1 gibi
besinlerin yetersiz oldugu ve cevre kosullarimin
uygun olmadigi durumlarda sporlanir®.
Sporlanan B. anthracis’in kalin protein tabaka-
s1 genetik materyalini agir kimyasallar ve cevre
kosullarina karsi korur®. Yiiksek sicakliklar,
UV, pH farkliliklar1, toksik kimyasallar sporlari
oldiirmede ineffektiftir ve bu durum sporlu bak-
terileri bilinen en direngli yasam formu yapar®.
B. anthracis dormant halde yillarca yasayabildi-
§i gibi besin maddelerinin bulundugu ortamda
vejetatif hale gecerek metabolik aktivitesini
yeniden kazanir'?,

Bakterilerin cogalmasi amino asit, seker, piirin
niikleotidlerinin ortamda bulunmasiyla bagla-
yan, dipikolinik asidin spordan ¢ikmasiyla
devam eden ve spora su girisiyle tamamlanan bir
siirecle olur™V, Spor rehidrate oldugu andan iti-
baren metabolizmas1 aktive olarak makromole-
kiillerin sentezlenmesiyle birlikte artik bakteri
toksin salgilamaya ve enfeksiyon olusturmaya
hazir héle gelir®'?.

Sarbon enfeksiyonu, gram pozitif toprak mikro-
organizmasi olan B. anthracis’in endosporlari
ile olusur bu endosporlar cogalamazlar, kimya-
sallara ve cevre kosullarima karsi oldukca
direnglidirler!®. Bakterinin viicuda girdigi andan
itibaren sporlar vejetatif forma donerek virulan
hale geger ve toksinlerini viicuda salarlar'®.

Deri sarbonu olarak da bilinen kutandz sarbon,
olgularin %95’ini olusturmaktadir. Hastalik
agirlikli olarak ciftliklerde hayvan besleyen ve
lirlinleriyle temas eden kisilerde olugmaktadir®.
Enfeksiyon B. anthracis sporlarinin aginmis ya
da kesik dokudan derialtina girmesiyle olugur®.
Kulugka siiresi 1-12 giin arasinda degisir, enfek-
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siyon sporun girmesinin ardindan vejetatif forma
gecmesiyle birlikte ciltte olusan agrisiz, kagimntil
ve diizensiz kenarli bir yaradir®'®. Sarbon yara-
sinin major teshis kriteri; morumsu vezikiil sek-
linde goriilen yara ve 6dem olusumudur (Coban
¢ibani) @,

Gastrointestinal sarbon gelismis iilkelerde cok
ender goriilmekle beraber, enfekte olmus kisiler-
deki 6liim orani %25 ile %60 arasinda seyreder®™.
Enfeksiyon kontamine et ve siit iiriinlerinin
tiketilmesi ile 2-5 giin icinde baglar*!1>,
Enfeksiyona eslik eden belirtiler; ndbet, kuvvet
kaybi, diisiik ates, karin agrisi, mide bulantisi,
kusma, peritonal kavitede sivi birikmesi ve bag
agrisidir'®, Medikal girisim genelde 6lim oran-
larm1 azaltmaktadir ama teshisin ge¢ olmasi
oliim oranini arttirir®'”,

Inhalasyon sarbonu olarak bilinen akciger sarbo-
nu B. anthracis sporlarinin solunumla alinarak
alveollere ulagmasiyla meydana gelir. Bir
savunma mekanizmasi olarak alveolar makrofaj-
lar sporlar1 alarak mediastinal lenf nodlarina tagir,
makrofajlarda sporlar vejetatif hile gecerek cogal-
maya baglar ardindan toksin salgilarlar ve bakteri
makrofajlart lizise ugratarak lenfatik sisteme
gecer". Septisemi ya da bakteriyemi ile birlikte
hastalik kisa siirede 6liimle sonuglanir®®,

Hastalara penisilin G (Benzilpenisilin), strepto-
misin, tetrasiklin, doksisiklin, eritromisin lak-
tobiyonat, kloramfenikol, siprofloksasin gibi
antibiyotikler verilir". B. anthracis’in iki major
virulans faktorii vardir; bunlar sarbon toksinle-
ri ve poli-d-glutamik asit yapisindaki kapsiilii-
diir™. Konak hiicrelerde genis etkilere sahip
olan protektif antijen (PA), 6dem faktor (EF)
ve letal faktor (LF) pXOI geni tarafindan
kodlanir™2?. pXO2 ise kapsiili kodlayan gen
bolgesidir ve kapsiil yapisi bakteriyi fagositoz-
dan korur®?,

Odem faktor kalmodulin bagimli adenilat sik-
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lazdir; ATP’yi cAMP’ye cevirir®. cAMP’nin
bu yiikseligini dokularda siv1 birikmesi ve 6dem
olusumu takip eder®. Yapilan caligmalarda,
O0dem toksininin hiicrelerde sarbon toksin resep-
torlerini arttirdigi, hiicreleri daha ¢ok protektif
antijenin baglanmasi yoniinden uyardigi ve boy-
lece hiicrelere giren toksin miktarinin artmasina
neden oldugu bilinmektedir®®.

Letal faktor toksik etkisini, immun sistemin
patojenleri inaktive ettigi mitojenle aktive olmusg
protein kinase (MAPK) yolagini bozarak
gosterir®27, Letal faktor ayn1 zamanda immun
sistemin birgok hiicresinin potansiyel inhibit6rii-
diir, 6rnegin, makrofajlarin ve dendritik hiicrele-
rin sitokin salgilamasini da inhibe eder®®*.

Bacillus anthracis’in toksinleri pXO1 gen bol-
gesi tarafindan kontrol edilir®®., Bu toksinler EF,
LF ve protektif antijendir ve bu {i¢ proteinin tek
baglarina herhangi bir toksik etkileri yoktur®'=2.
Toksinler AB toksin yapisinda olduklari i¢in
kanda ya da konak hiicrede bir araya geldiklerin-
de etkilerini beraber gosterirler®. PA konak
hiicreye saldirarak EF ve LF’nin girecegi bir
delik acar, PA bazi hayvanlardaki koruyucu
immunitenin de temelini olusturur bu 6zelligiyle
sarbon agisinin 6nemli bir komponentidir®?.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda PA’nin varliginin saptanmasi
amactyla indirek ELISA yontemi kullanilmuis,
hayvanlarla temasi olan ve klinik siipheli belirti
gosteren hasta serumlarinda protektif antijen
IgG antikoru varlig1 aragtirilmigtir. Bu aragtirma,
Atatiirk Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 24.07.2014 tarih,
8 no toplant1 ve 29 no karari ile onay almigtir.

Calismamiza, hastanemize ve cevre hastanelere
sarbon siiphesiyle bagvuran 47 kisiden kan
ornekleri alinmistir. Calisma prosediiriine gore
alinan ornekler 2-8°C’de yedi giine kadar ya
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da dondurularak alti ay saklanabilmektedir.
Bir yillik siire zarfinda toplanan drnekler don-
durularak bu sekilde testin calisilacagi zama-
na kadar biriktirilmis hasta serumlari iki grup
halinde calisilmistir (Sekil 1). Hasta serumlari
mikro ELISA cihazi (AluRad Allisei QS,
Italya) cihazi kullanilmis. Sarbon Protective
Antijen IgG’si ELISA kiti (Biosource, ABD)
ile hasta serumlarinda, protektif antijenlere
kars1 olusmus immiinglobulin G’ye bakilmig-
tir.

Erzurum merkezden baglayarak cevre il ve ilge-
lerden gelen hastalarin anamnezleri alindi.
Hastalarin 35’inde protektif antijen 1gG’si pozi-
tif bulunurken, 12 hastanin sonucu negatif sap-
tandi. Besledikleri hayvanlar ve hayvanlarin
bulundugu ortamlardan alinan siiriintii 6rnekleri
kanli agara ekildi ve gram boyali preparatlar
hazirlandi.

Hastalardan alinan biil sivilarindan gram boya-
ma ve ekimler yapildi. Ekim sonrasinda 37°C’de
24 saat icinde iireyen koloniler tek koloni ekimi
ile saflagtirtld1 (Sekil 2).

k \ F 4 ‘
Sekil 2. Biil sivilarindan alinan 6rneklerden pasaj ile Bacillus
anthracis iiretilmis kanh agar plagmin goriintiisii.

BULGULAR

Atatiirk  Universitesi  Yakutiye Arastirma
Hastanesi ve Erzurum Bolge Egitim ve Aragtirma
Hastanesi’ne gelen sarbon siipheli 47 hastadan
35’inde B. anthracis protektif antijeni ELISA
testi ile yapilan calismada pozitif bulundu.

Sarbon siiphesiyle bagvuran hastalar incelendi-
ginde:
1. Kirk yedi siipheli hastanin tamami klinik

bulgu siiphesiyle hastanelere merkez, cevre
il, ilce ve kdylerden bagvurmustur.

Sekil 1. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi’ne kutanoz sarbon siiphesiyle gelen hastalar.

A) lIk hasta 29 yasinda kurban kesimi sirasinda acik yarasma dokunan 29 yasinda bir kadin.
B) Sarbonlu hayvanlarla temas eden 6 yasmda erkek cocuk.
C) Hayvan kesimine yardim ederken goziine temas eden 54 yasinda kadin hasta.
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Tablo 1. Protektif antijen IgG pozitif sonuclu hastalarm dagihmi.
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Kadin Erkek
Cocuk Eriskin Cocuk Eriskin
Hayvancihkla Hayvancihkla Hayvancihkla Hayvancilikla Hayvancihkla Hayvancihikla Hayvancihkla Hayvancilikla
Ugrasan Ugrasmayan Ugrasan Ugrasmayan Ugrasan Ugrasmayan Ugrasan Ugrasmayan
2 0 2 2 4 0 19 6

2. Kirk yedi siipheli hastanin (n:35) %74 .4’iinde
protektif antijen IgG’si pozitif bulunurken,
(n:12) %25.5°1 negatif bulunmustur (on yedi
stipheli erigkin hayvancilikla ugrasan erkek
hasta negatif sonu¢ vermistir).

3. Busiipheli 47 hastanin (n:41) %87.2’si erkek
hasta iken, (n:6) %12.7°si kadin hastadir.

4. Bu hastalarin 35’inde B. anthracis protektif
antijeni pozitif bulunmugtur.

5. PA pozitif sonu¢lu 35 hastanin 6’s1 kadin
(%17.1), 29’u (%82.8) erkek hastalardan
olugmaktadir.

6. PA pozitif sonuglu 35 hastanin 27’si (%77.1)
hayvancilikla ugrasirken, 8’i (%22.8) hay-
vancilikla ugragsmayan fakat hayvan etiyle
temas Oykiisii bulunan kisilerdir.

7. Hayvancilikla ugrasan bazi hastalarimizin
ahirlarindan  ve meralarindan aldigimiz
orneklerde ise Bacillus cinsi bakteriler iireti-
lemedi.

8. Kirk yedi hastadan alinan biil 6rneklerinin
yaymalarindan 31’inde Gram (+) gomak bak-
terilere rastlanirken, kanli agara yapilan
ekimlerde plaklarin 23’tinde hemolizsiz, kuru
formda, mat, beyaz rengi andiran, kenarlari
diizensiz R tipi koloniler gozlemlendi. Bu
koloniler, yakindan incelendiginde, merkez-
den perifere dogru olusan dalgali ipliksi
goriinlimiinden dolay: ondiilan saga benzer
tipik koloniler goriildii. Bunun yani1 sira bir-
cok plakta Gram (-) ve Gram (+) ¢esitli bak-
terilerin liremelerine rastlandi. Sekil 2’de
resimde goriilen koloniler siipheli koloninin
saf olarak pasajlanmasi ile elde edilmistir.
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Ureme olan plaklardan gram boyama yapila-
rak bambu kamig1 gortiniimiinde Gram pozitif
basillere rastlanmistir.

9. Mevsimsel olarak sonuclarimizda; Haziran-
Agustos aylart arasinda ELISA testinde PA
sonucu; 29 hastanin 27°sinde pozitif bulundu,
Eyliil-Kasim aylar1 arasinda 11 hastanin 5’1,
PA pozitif bulundu ve diger aylarin tiimiinde
toplamda 7 ornekten 3’li, PA pozitif olarak
bulundu (PA olarak belirtilen sonug¢ Protektif
Antijen IgG sonucudur.).

TARTISMA

Sarbon Tiirkiye’de 6zellikle geleneksel hayvan-
ciligin yapildigi alanlarda bilinen bir hastaliktir.
Yapilan caligmalarda, enfeksiyonun kadinlarda
ve erkeklerde esit oranlarda gozlendigi ve her-
hangi bir yag grubunda da goriilme sikliginin
digerinden fazla olmadigr belirtilmigtir®.
Calismamizda da, bu oran diger yayinlardaki
gibi olmakla beraber hayvancilikta ve hayvan
kesiminde 6zellikle erkeklerin basrol oynama-
sindan dolayi, sarbon siiphesiyle gelen 47 hasta-
nin 41°1 erkek hastalardi.

Epidemiyolojik ¢calismalar ELISA ile PA, LF ve
EF’nin saptanmasi iizerinedir. Calismamizda da,
sarbon siiphesiyle gelen hastalarda protektif
antijen IgG varligina bakilmigstir. Calismamizdaki
sonuglara gore 47 hastanin 34 (%74.4)’iin de PA
pozitif bulundu. PA negatif hastalarin klinik
belirtilerinin olmasini, hastalarin hastanelerimi-
ze bagvurmadan once cesitli saglik kuruluglarin-
da tedavi almasina ya da Dogu Anadolu gibi
kirsal bolgelerde antibiyotiklerin her hastaligi
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tedavi eder diisiincesiyle rastgele ve hemen alin-
mast neticesinde bakterinin toksin olusturma
yeteneginin kirilmasina ya da 6rneklerin alindigi
sirada heniiz kanda dolagan PA varligimin sapta-
namayacak diizeyde az olmasina baglamaktayiz.

Zoonotik Hastaliklar Daire Baskanligi’ndan
ulastigimiz Tiirkiye verilerine bakildiginda ise
2010-2014 yillart arasindaki sarbon olgularinin
dagiliminda, 2010 yilinda 94 hasta, 2011 yilinda
165 hasta, 2012 yilinda 135 hasta, 2013 yilinda
197 hasta, 2014 yilinda 150 hasta bildirilmistir.

Calismamizin yapildig1 Dogu Anadolu bdlgesin-
deki sarbon olgularmin azalmasinin Tiirkiye
totalindeki azalma ile uyumlu oldugu gortilmek-
tedir. Hastanemize son yillarda sarbon siiphesi
ile bagvuran hastalarda periyodik bir azalma
oldugu hastane kayitlarindan anlagilmaktadir.
Bu azalmay1 bolge halkinin enfeksiyon ve mik-
roplar hakkinda bilinglenmesine ve sehir ve kir-
sal alandaki yasam sartlarinin modernlesmesine
baglamaktayiz.

Enfeksiyon insanlara enfekte hayvanlardan direk
ya da dolayli yoldan bulagabilir. Endiistriyel
olarak bulasi, enfekte B. anthracis sporlart ile
kontamine kil, yiin, deri gibi hayvansal tirtinlerin
sanayide iglenmesi sirasinda olusur. Hastalarin
anamnezlerine bakildiginda calismamizda bu
yol ile bulag goriilmemistir. Erzurum ve ¢evre-
sinde yapagi (yiin) ve hayvan deri isleme atolye-
lerinin son yillarda tamamen yok olmasa bile
yok denilecek kadar az sayiya diismesi ve deri-
ciligin yerini yapay derilerin almasinin bolge-
mizde de endiistriyel kaynakli sarbonun bu denli
azalmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

Ikinci bir bulas sekli olan tarimsal bulasta risk
grubu; hayvancilikla ugrasanlar, kasaplar, vete-
riner hekimler ve ender olarak hasta hayvana
temas eden hayvancilikla ilgisi olmayan
kisilerdir®®. Calismamizdaki hastalarin tamami
bu gruplar icerisinde yer almaktadir.

Bir i¢iincii bulag yontemi laboratuvar kaynakl
bulastir. 1979°da, Sverdlovs Rusya’da 96 kisiyi
enfekte eden ve 64 kisinin 6liimiiyle sonuclanan
salgin bu yolla bulasa bir 6rnektir®?.

Calismamiz sirasinda taradigimiz literatiirlerde
bu tiir bulagin lilkemizde rapor edilmedigini gor-
diik ya da varsa da goziimiizden kagmis olabile-
cegi diisiincesindeyiz. Buna karsilik Erzurum ve
cevresinde son on yilda hastanelere bu tiir bulas-
I1 bir hastanin bagvurdugunun kayitlarda goriile-
memesinin Tiirkiye literatiirline uyumlu oldugu
diisiincesindeyiz.

Bacillus anthracis’in mevsimsel dagilimina
bakildiginda iilkemizde ozellikle sonbahar ve
yaz mevsiminde daha yogunlukta oldugu goriil-
mektedir®*40,

Orneklerimiz bir y1l siiresince gelen sarbon siip-
heli 47 hastadan alinmistir. Bu 6rneklerin 35’inin
PA’ni pozitif bulunmustur. Otuz bes PA pozitif
ornekten 27 (%77.1)’si Haziran-Agustos ay1
siiresince, 5 (%14.2)’i Eyliil-Kasim aylarinda
pozitif bulunurken, diger aylarda ise 3 (%8.5)
ornek pozitif olarak bulunmugtur. Sonug¢larimiz
Tiirkiye’de yapilan diger calismalarla paralel
dogrultuda olup, sarbonun sonbahar ve yaz ayla-
rinda pozitifliginin daha iist diizeyde oldugunu
gostermektedir. Bu durumu mera ve otlaklardan
beslenen hayvanlarin 6zellikle yaz aylarinda
dikenli bitkilerle beslenerek agiz yaralar1 yoluy-
la sporlar1 almis olabilecegine baglamaktayiz.

Ozden ve ark.’nin“®’ Erzurum’da yaptig1 ¢alis-
mada, 44 deri sarbon olgusunun 24’ erkek
(%54.5), 20’si kadin (%45.5) olarak bildirilmis-
tir. Calismamizda da sarbon siiphesiyle bagvuran
47 hastanin 41’inin erkek (%87.2), 6’sinin kadin
hasta (12.7) oldugu goriildii. Yoremizde yapilan
calismalarda, hayvanciligin yogun yapildigi bol-
gemizde dahi kadin ve erkeklerin sarbon olgusu
olgularinda bir korelasyon olmadig1 ama ciftci
ve ev hanimlari arasinda daha yogun olarak sap-
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tandig1 gozlemlenmektedir.

Calismamizda da onceki calismalar1 destekler
nitelikte hastalarin biiyiik ¢cogunlugunun hay-
vancilikla ugrasan erkeklerden, et kesiminine
yardim eden cocuk ve kadinlardan olustugu
goriilmiistiir.

Bacillus anthracis’in in vitro bircok antimikro-
biyale duyarli oldugu bilinmektedir. Penisilinler
hala enfeksiyonda ilk yeglenecek antibiyotiktir.
Penisilin allerjisi olan kisilerde, eritromisin, tet-
rasiklinler, kloramfenikol ve birinci kusak sefa-
losporinler diger secenekler
antibiyotiklerdir!! >4,

arasindaki

Calismamizda, belirtilen sonuglara ve hasta
anamnezlerine bakildiginda hasta hayvanlar ile
temas halinde olan kisilerde cilt sarbonu siipheli
bulgular goriildii. Hastalarda protektif antijen
IgG tayini, direkt baki ve kiiltiirle B. anthracis’in
etken oldugu belirlendi. Sonuglarda, protektif
antijeni negatif ¢ikan fakat sarbon bulgular1 olan
hastalara da klinikle iletisime gecilerek tedavile-
ri baglatildi. Yine bu kisilerden alinan ornekler-
den olusan negatifligin hastalarin heniiz kan
ornekleri alinmadan Once baslanan tedaviden
kaynakli olustugu diisiiniilmektedir. Hastaligin
sikligr hayvan beslenmesi ile ugrasan kisilerin
hayvanlarinin agilaria dikkat etmeleri gerekti-
gini gostermektedir. Sarbon siipheli hayvanlari
olan kisileri gerekli birimlere ulasmasi1 konusun-
da bilgilendirmek 6nem gostermektedir.

Calismamiz hastalikla ilgili toplumsal bilgilen-
dirmelerin 6zellikle hayvanciligin giderek gelis-
tigi bolgemizde sarbonu boélgeden tamamen
eradike etmek icin zorunlu oldugunu bir kez
daha ortaya koymustur.

Hastalardan ornek alinmadan Once antibiyotik
kullanmalar1 altin standart olan etkenin iiretil-
mesini engelleyebilmektedir. Bu nedenle hasta-
da olusan herhangi bir spesifik antikorun belirle-
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nip, dogrulanmasi tani icin 6nem agisindan ilk
siraya yerlesmektedir. Klinik olarak sarbon
kabul edilen 47 hastanin 35’inde PA saptanirken,
yalniz 31’inde Gram pozitif basillere rastlanma-
s1,23’linde B. anthracis’in liretilmesi, geri kalan
12 hastada iiretilememesi olduk¢a 6nemlidir. Bu
da gostermektedir ki giiniimiizde pahali olmasi-
na ragmen, sarbon siipheli hastalarda EF, LF ve
ozellikle PA saptanmasi tani, tedavi ve hastaligin
atlanmamasi agisindan énemi azimsanmayacak
bir yoldur.
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Amag: Kronik hepatit B (KHB) enfeksiyonunun tani ve
izlenmesinde serum HBV DNA diizeyi virus replikasyonu-
nun en yaygin gostergesi olup, serolojik belirtecler ve
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyinin dlgiimii ile birlik-
te yayginlikla kullanilmaktadir. Son yillarda ise, kantitatif
HBsAg diizeyleri ile HBV DNA ve ALT diizeylerinin iliski-
li oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, KHB hastalarinda
kantitatif HBsAg seviyelerinin HBV DNA, ALT-AST sevi-
yeleri ve HBeAg ile karsilastirilarak incelenmesi amag-
lanmugtir.

Gerec ve Yontem: Calismaya ddhil edilen 91 KHB’li
hastanmin HBV DNA diizeyleri, gercek zamanli PCR yonte-
mi (Cobas TagManTM 48, Roche, Almanya) ile arastiril-
di. Kantitatif HBsAg olgiimii ELISA yontemi (Architect
i20008R, Abbott, Almanya) ile 0.05-250 1U/mL limit ara-
liginda gergeklestirildi.

Bulgular: Hastalarin, HBV DNA seviyesinin ortancast
1538.50 (19.00-64501284.00), kantitatif HBsAg degeri-
nin ortancast 2210.06 (0.05-46192.95) olup, HBsAg
olciim degerleri ile HBV DNA diizeyleri arasindaki dog-
rusal korelasyon istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Ayrica HBeAg porzitif hastalarda kantitatif HBsAg diizey-
leri, HBeAg negatif hastalardan anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0.05).

Sonu¢: HBsAg nin kantitatif olgiimii ile HBV DNA diizeyi
arasindaki korelasyon, kantitatif HBsAg olgiimiiniin, KHB
hastalarinda HBV-DNA’min yanminda replikasyonu izle-
mek icin tamamlayict ek bir belirte¢ olabilir. ALT diizeyi
normalden yiiksek olan hastalarda ise yiiksek HBV DNA
ve HBsAg diizeyleri nedeni ile kantitatif HBsAg ol¢iimii
KHB’li hastalarin izlenmesinde goz oniinde bulundurula-
bilir.

Anahtar kelimeler: Kronik hepatit B, kantitatif HBsAg,
HBV DNA

ABSTRACT

Quantitative Determination of HBsAg Levels in
Chronically Infected Patients with Hepatitis B Virus

Objective: Serum HBV DNA levels is the most common
sign for virus replication in diagnosis and follow-up of
patients with chronic hepatitis B (CHB) infection and it has
been prevalently used with serologic markers and
aminotransferase (ALT) levels. In recent years, it has been
shown that HBsAg levels are associated with HBV DNA
and ALT levels. In this study, it was aimed to investigate the
quantitative HBsAg levels and to compare it with HBV
DNA level, ALT-AST levels and HBeAg in CHB patients.

Material and Methods: HBV DNA levels of 91 patients
with CHB were measured with real-time PCR method
(Cobas TagMan TM, Roche Laboratories, Germany).
Quantitative HBsAg assays were performed with the ELISA
method (Architecti2000 SR, Abbott Laboratories, Germany)
within a range of 0.05-250 IU/mL.

Results: The median HBV DNA level was determined as
1538.50 (19.00-64 501 284.00) and the median HBsAg was
2210.06 (0,05-46 192,95). The correlation between HBsAg
and HBV DNA levels was found statistically significant
(p=0.05). In addition, quantitative HBsAg levels in HBeAg
positive patients were found to be significantly higher
relative to HBeAg negative patients (p<0.05).

Conclusion: The correlation between the quantitative
levels of HBsAg and the HBV DNA level, quantitative
HBsAg measurement may be an additional complementary
marker for monitoring replication of HBV DNA in patients
with CHB as well as HBV-DNA. In patients with elevated
ALT levels, quantitative HBsAg measurement can be
considered in the follow-up of CHB patients because of
their high HBV DNA and HBsAg levels.

Keywords: Chronic hepatitis B, quantitative HBsAg, HBV
DNA
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GIRIS

Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonu halen diinya
capinda onemli bir saglik sorunu olup, yaklagik
250 milyon kisi kronik hepatit B (KHB) enfek-
siyonuna yakalanmakta™ ve her yil neredeyse 1
milyon kiginin Oliimiine neden olmaktadir®.
HBV enfeksiyonu, akut kendini sinirlandiran
hastalik ve inaktif tagiyiciliktan kronik karaciger
hastalig1, siroz ve hepatoseliiler karsinomaya
kadar ilerleyen olukca genis spekturumda klinik
goriinime neden olmaktadir®. Tiirkiye HBV
enfeksiyonu yoniinden orta endemisiteye sahip
bir iilke olup, HBsAg pozitiflik oran1 %0.8-5.7
arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, KHB has-
talarinin tedavi ve izlenmesi biiyilk ©nem
tagimaktadir™.

HBV zarfli, yaklagik 3.2 kb uzunlugunda kis-
men cift zincirli bir DNA virusudur. HBV geno-
mu 4 adet ist liste binen acik okuma ¢ercevesine
(open reading frame, ORF) sahiptir, bunlar; pol
(P), env (E), core (C) ve X’dir®. KHB enfeksi-
yonunun tanisinda ve takibinde virus tarafindan
kodlanan antijenler ve bunlara karsi olusan anti-
korlar1 gosteren serolojik belirtecler (hepatit B
ylizey antijeni ve antikoru [HBsAg, anti-HBs],
hepatit B e antijeni ve antikoru [HBeAg, anti-
HBe], hepatit B kor antijenine karg1 olugan anti-
korlar [anti-HBc]), viral yiik ve alanin aminot-
ransferaz (ALT) diizeyinin 6l¢timii siklikla kul-
lanilan yontemlerdir®®. HBV DNA kantitasyonu,
uygun tedavi tipinin degerlendirilmesinde, viral
replikasyonun gostergesi olarak yayginlikla
kullanilmaktadir”. HBsAg’nin molekiiler viro-
lojisinin anlagilmasi ile HBsAg’nin serum kon-
santrasyonunun, karaciger hepatositleri icindeki
integre viral genlerin transkripsiyon kalib1 ola-
rak gorev goéren cccDNA miktarint yansittigi
ileri siiriilmektedir”®. Bu nedenle dolagimda
sirkiile olan HBsAg seviyelerinin viral replikas-
yon diizeyini tahmin ettirerek hastalik aktivitesi-
nin ve antiviral tedaviye yanitin belirlenmesinde
kullanildigr ileri siiriilmektedir®.

Son yillarda ise, KHB’de, serum HBsAg seviye-
lerinin hastalarin hastalik aktivitesi ile antiviral
ve interferon temelli tedaviye yanitinin deger-
lendirmesinde iyi bir gOsterge olabilecegi ve
serum HBV DNA diizeyleri ile iyi iligkisi
gosterilmigtir®'®'Y. Bu caligmada, HBV ile kro-
nik olarak enfekte hastalarda kantitatif HBsAg
seviyelerinin HBV DNA ve ALT-AST seviyeleri
ile karsilagtirilarak incelenmesi amag¢lanmuigtir.

GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na Kasim 2015-Mayis 2016 tarih-
leri arasinda HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-
HBe ve HBV DNA diizeylerinin belirlenmesi
icin gonderilen 91 KHB’li hastaya ait serum
orne8i calismaya dahil edildi. Biitiin hastalar
HCV, HIV ko-enfeksiyonu ve otoimmun veya
metabolik karaciger hastalig1 yoniinden negatifti.

Biyokimyasal ve serolojik analiz

Hastalarinin karaciger biyokimyasal profilleri,
ALT ve AST enzim seviyelerinin (IU/L) ol¢iil-
mesi ile belirlendi. Hasta serumlarinda HBV
serolojik belirtecleri; HBsAg, anti-HBs, HBeAg
ve anti-HBe varligi ELISA yontemi (Architect
i2000SR, Abbott, Almanya) ile belirlendi.
Kantitatif HBsAg olciimii ELISA yontemi
(Architect i2000SR, Abbott, Almanya) ile 0.05-
250 IU/mL limit araliginda gerceklestirildi.
Sonu¢ >250 IU/mL ciktiginda 1:500 oraninda
sulandirma yapilarak tekrar ¢aligildi.

HBYV DNA seviyeleri

HBYV DNA diizeyleri, gercek zamanli PCR yo6n-
temi (Cobas TagManTM 48, Roche, Almanya)
ile aragtirildi. Testin analitik duyarliligi 20 1U/
mL ve dinamik aralig1 20-1.7x10® IU/mL’dir.

Hastalar, HBV DNA seviyesi <50 olan 29 olgu,
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<2000 olan 21 olgu >2000 olan 41 olgu olmak tizere
3 gruba ayrildi. Bu ii¢ grup ALT-AST ve kantitatif
HBsAg diizeyleri yoniinden karsilastirildi.

Istatistiksel analiz

Biitlin istatistik analizleri i¢in SPSS (The
Statistical Program for the Social Sciences, Ver.
17) kullanildi. Calismada, kategorik veriler say1
ve yiizde cinsinden, siirekli degiskenler ise
ortalamazstandart sapma ve ortanca (min-maks)
olarak 6zetlendi. Siirekli verilerin normal dagili-
ma uyum kontrolii Shapiro-Wilk testi kullanila-
rak degerlendirildi. Her degisken i¢in gruplardan
en az biri normal dagilima uyumlu olmadigi i¢in
analizler non-parametrik yontemlerle gercekles-
tirildi. Siirekli degiskenler arasinda dogrusal bir
iliski olup olmadigr Spearman korelasyonu ile
degerlendirildi. iki bagimsiz grubun 6l¢iim para-
metreleri kargilagtirtlmasinda Mann-Whitney U
testi kullanildi. Kategorik verilerin birbiri ile
olan iligkilerinin kontrol edilmesinde ise, y*ista-
tistigi kullanildi. p degeri 0.05’ten kiiciik oldu-
gunda, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin yas ortalamasi 47.25+14.97 (13.00-
78.00) yil olup, 38’i kadin ve 53’ erkekten
olusmaktadir. Orneklerin tamami1 HBsAg pozitif
olup 82’si HBeAg negatif ve 9’u HBeAg pozitif
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olarak belirlendi. Hastalarin HBV DNA seviye-
sinin ortancast 1538.50 IU/MI (19.00-
64501284.00), kantitatif HBsAg degerinin
ortancasi 2210.06 IU/mL (0.05-46192.95) olup,
ALT ve AST degerlerinin ortancasi sirasiyla
20.80 TU/L (9.90-116.30) ve 23.00 IU/L (13.00-
172.90) olarak belirlendi (Tablo 1).

Hastalarin, HBsAg oOl¢iim degerleri ile HBV
DNA diizeyleri arasindaki korelasyon istatistik-
sel anlaml (p<0.05) ancak c¢ok zayif seviyede
bir iligkili bulundu (r=0.276).

HBYV DNA diizeyi <2000 IU/mL olan hastalarda
kantitatif HBsAg degerlerinin ortancasi 1507.60
IU/mL (17.16-30894.66) ve ALT diizeyi 19.82
IU/L (10.7-29.9) olarak bulundu. HBV DNA
diizeyi >2000 IU/mL hastalarda ise, kantitatif
HBsAg degerlerinin ortancast 2984.21 IU/mL
(0.05-46192.95) ve ALT diizeyinin ortancasi ise
23.91U/L(9.9-116.3) olarak belirlendi. Sonuclara
gore HBV DNA diizeyi <2000 ve >2000 grupla-
r1 arasinda kantitatif HBsAg ve ALT degerleri
bakimindan istatistiksel anlamli farklilik bulun-
madi (p>0.05).

ALT diizeyi normalden yiiksek olan hastalarda
HBV DNA ve kantitatif HBsAg diizeyleri ALT
diizeyi normal olanlara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu (p<0.05).
AST diizeyi normalden yiiksek olan hastalarda

Tablo 1. Hastalara ait cinsiyet, yas, ALT-AST degeri, HBV DNA ve kantitatif HBsAg degerleri.

HBV DNA Say1 Cinsiyet Yas ALT* AST* HBV-DNA* HBsAg*
TU/ml n n (%) ortalama (TU/L) (IU/L) (IU/mL) (IU/mL)
<50 29 19 E (65.5) 5148 23 20 1497,99
10K (34.5) (19-76+15.53) (10.30-76.9) (13-57) (19-50) (0.05-16807.12)
<50-<2000 21 11 E (52.4) 48.04 18.40 20 466 1357.32
10 K (47.6) (24-72+13.61) (10.7-40.5) (18-38) (139-1600) (17.16-30894.66)
>2000 41 23 E (56.1) 43.85 21.28 23.00 9628 374557
18K (43.9) (13-78+14.75) (9.9-116.3) (13-172.9)  (2067-64501284)  (102.93-46192.95)
Toplam 91 53 E (58.2) 4725 20.80 23 1538.50 2210.06
38 K (41.8) (13-78+14.97) (9.90-116.30)  (13-172.90) (19-64501284) (0.05-46192.95)

*Ortanca (min-maks) degerleri verilmigtir.
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Tablo 2. ALT-AST diizeyleri normal ve normalden yiiksek olan
hastalarin HBV DNA ve kantitatif HBsAg olciim degerleri.

ALT-AST  HBV-DNA (IU/mL)*
IU/L)

HBsAg (IU/mL)*

ALT <31 652 (19-8484960)
ALT>31 91960 (19-64501284)

1451.28 (1.34-45796.59)
6615.79 (0.05-46192.95)

p degeri 0.001 0.018
AST<32 623 (19-113017) 145791 (1.34-45796.59)
AST>32 204788 (19-64501284)  5747.17 (0.05-46192.95)
p degeri 0.001 0.233

*Ortanca (min-maks) degerleri verilmistir.

HBYV DNA diizeyleri AST diizeyi normal olanla-
ra gore yiiksek olarak bulundu (p<0.05), ancak
kantitatif HBsAg degerleri arasindaki fark ista-
tistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05)
(Tablo 2).

HBeAg negatif ve pozitif hastalar arasinda,
HBV DNA diizeyleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilhik bulunmaz iken,
HBeAg pozitif hastalarda kantitatif HBsAg
diizeyleri, HBeAg negatif hastalardan anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo 3).

Tablo 3. HBeAg negatif ve pozitif hastalar arasindaki HBV
DNA ve kantitatif HBsAg degeri.

Say1 HBV-DNA (IU/mL)*  HBsAg (IU/mL)*

HBeAg (-) 82 717 (19-64501284) 1586.96 (0.05-46192.95)
HBeAg (+) 9 4147 (38-295985565) 6898.92 (3455.16-21008.76)
p degeri 0.089 0.004

*Ortanca (min-maks) degerleri verilmistir.

TARTISMA

Klinik pratikte HBsAg’nin kalitatif olarak tayi-
ni, HBV ile enfekte bireylerde tanisal belirte¢
olarak gorev yapmaktadir®. Serum HBV DNA
diizeyinin virus replikasyonunun en yaygin indi-
katorii olup, KHB enfeksiyonlu hastalarda has-
talik aktivitesi ve hepatoselliiler karsinoma ris-
kinin belirlenmesinde 6nemli bir belirte¢ olarak
gorev yapmaktadir. Antiviral tedaviye baslan-
mas1 ve tedavi yanitinin izlenmesinde kantitatif
HBsAg ©onemli bir viral faktdr olarak

belirtilmektedir®. Son zamanlarda HBsAg
diizeyleri, KHB enfeksiyonunun prognoz veya
tedavisinin izlenmesinde kullanilmaktadir?.
Ancak belirlenebilir HBsAg seviyesine sahip
olmayan HBV-DNA pozitif hastalarda, HBV
enfeksiyonunun seyri ve tedavinin izlenmesi
icin, molekiiler testlerin kullanimi 6n plana
cikmustir®.

HBsAg seviyelerinin kronik hepatit B’nin farkl
fazlarinin degerlendirmesinde, 6zellikle HBeAg
pozitif hastalarda immun tolerans ve immun
temizlenmenin ayirt edilmesine yardimci olabi-
lecegi ve HBeAg negatif hastalarda inaktif has-
talik ve serumdan spontan HBsAg temizlenme-
sinin tahmin edilebilecegi bildirilmektedir®.

Bu calismada, KHB hastalarinda, HBsAg ve
HBV DNA arasinda istatistiksel olarak anlamli,
ancak zayif seviyede bir iligkili bulundu (p<0.05,
r=0.276). Daha 6nce gerceklestirilen ¢aligmalar-
da da HBV enfeksiyonunun dogal seyrinin anla-
silmasinda Onemli bilgiler saglayan benzer
sonuclar gosterilmigstir. HBsAg titresinin, immun
tolerant, immun temizlenme, diisiik replikatif
faz ve HBeAg negatif hepatit gibi HBV enfeksi-
yonunun degisik fazlarinda degerlendirmeyi
amaclayan bir calismada, HBsAg titresinin her
bir fazda farkli bulundugu bildirilmigtir. HBsAg
ve HBV DNA seviyesi tiim gruplarda anlaml
bir korelasyon gosterdigi, ancak HBsAg ile
serum biyokimyasal degerlerinden ALT ve AST
arasinda herhangi bir korelasyon goriilmedigi
bildirilmistir'®. Yine takipli KHB tasiyicilarinda
bes yil arayla gerceklestirilen bir calismada,
kantitatif HBsAg ve HBV DNA seviyelerinin
anlamli bir gekilde korelasyon gosterdigi
bildirilmigtir?.

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda da, KHB hasta-
larinda HBsAg seviyelerinin HBV DNA ile
korelasyon gosterdigi’+!®, kantitatif HBsAg
Olclimiin peg-interferon tedavisinin etkinligini
izlemede HBV DNA ile yer degisebilecegi'® ve
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inaktif ve aktif tasiyicilar1  ayirmada
kullanilabilecegi"® bildirmistir. KHB’li ¢ocuk
hastalarda yapilan bir ¢alismada da, tedavi sira-
sinda HBsAg, HBeAg, HBV DNA ve ALT sevi-
yelerinin belirgin bigcimde diistiigii ve kantitatif
HBsAg testlerinin KHB tedavisinin takibinde
oldukga 6nemli role sahip oldugu belirtilmigtir?.
Baska bir ¢alismada ise inaktif tasiyicilarda kan-
titatif HBsAg seviyeleri ile HBV DNA arasinda
herhangi bir iligki bulunmadigi diger yandan
KHB’li hastalarda kantitatif HBsAg seviyesi ile
HBYV DNA arasinda orta derecede iligki bulun-
dugu bildirilmistir. Ayrica serum kantitatif
HBsAg seviyesinin HBeAg negatif KHB ve
inaktif tasiyicilari ayirmada faydali olabilecegi
bildirilmigtir"®.

Yaptigimiz c¢aligmada, ALT diizeyi normalden
yiiksek olan hastalarda HBV DNA ve kantitatif
HBsAg diizeyleri istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek olarak bulundu (p<0.05). AST
diizeyi normalden yiiksek olan hastalarda HBV
DNA diizeyleri yiiksek olarak bulundu (p<0.05),
ancak kantitatif HBsAg degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
Balkan ve ark."® tarafindan yapilan ¢alismada
ise, inaktif tagiyic1 ve KHB’li hastalarda, kanti-
tatif HBsAg sevileri ile ALT arasinda herhangi
bir korelasyon bulunmadigi bildirilmistir.

Calismada, HBeAg negatif ve pozitif hastalar
arasinda, HBV DNA diizeyleri bakimindan ista-
tistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaz
iken, HBeAg pozitif hastalarda kantitatif HBsAg
diizeyleri, HBeAg negatif hastalardan anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Yapilan bir
calismada, HBeAg pozitif KHB hasta grubunda,
HBsAg ve HBV DNA diizeylerinin anlaml bir
sekilde pozitif korelasyon gosterdigi ve HBeAg
negatif grupta calismamizda da oldugu gibi her-
hangibirkorelasyonbulunmadigibildirilmigtir®.
KHB’li hastalarda gerceklestirilen bagka bir
calismada ise, HBsAg ve HBV DNA titresinin
HBeAg pozitif ve negatif hastalar arasinda belir-
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gin bicimde farkli bulundugu, ancak HBsAg ve
HBV DNA seviyeleri arasinda herhangi bir
korelasyonunun bulunmadigi bildirilmigtir®®.
Ulkemizde Saglik ve ark."®’nin KHB’li hasta-
larda yaptiklar1 calismada ise, HBeAg pozitif
hastalarda HBV DNA ve ALT diizeylerinin
anlamli derece yiiksek bulundugu bildirilmistir.
ALT diizeyi normalden yiiksek olan hastalarda
HBV DNA diizeylerinin ALT diizeyi normal
olanlara gore yiiksek bulundugu ve yiiksek ALT
diizeyi ile HBsAg diizeyi arasinda pozitif bir
iligki olmadig1 belirtilmistir. HBsAg ve HBV
DNA arasindaki bu sekildeki uyumsuzluklarin
virusun yiiksek spontan hata oranina sahip revers
transkriptaz enziminin neden oldugu mutasyon-
lara ve antiviral tedavinin neden oldugu selektif
baski sonucu geligen viral varyantlar ile endojen
olarak konak immunitesine bagli olarak gelise-
bilecegi belirtilmigtir®' 22,

HBV’nin endemik oldugu bolgelerde kantitatif
HBsAg testinin kullanilmasi, aktif HBV enfek-
siyonunun belirlenmesi icin ilk secenek tarama
araci olarak, kalitatif HBsAg ve HBV DNA test
kombinasyonundan daha ekonomik bir ¢oziim
olabilecegi belirtilmektedir”. Calismada kulla-
nilan kantitatif HBsAg kitinin belirleme limit
aralig1 oldukca smirli olup, calisilan 6rneklerin
biiyiik cogunlugu dinamik aralifin iistiinde
(>250 1U) HBsAg kansantrasyonuna sahip oldu-
§u bulundu ve manuel ileri sulandirma yapilarak
yeniden degerlendirildi. Bu nedenle, klinik pra-
tikte 6rneklerin direkt onerilen kosullarda sulan-
dirilarak calisilmast géz oniinde bulundurulabi-
lir.

Sonug¢ olarak, kantitatif HBsAg’nin ile HBV
DNA diizeyi arasinda belirlenen korelasyon
nedeni ile kantitatif HBsAg 6l¢iimii, KHB hasta-
larinda HBV DNA’nin yaninda replikasyonu
izlemek icin tamamlayici ek bir belirtec olabilir.
Molekiiler testlerin uygulanamadigi laboratu-
varlarda, kantitatif HBsAg testlerinin kullanimi
daha az maliyetli oldugu i¢in KHB tedavi izlen-
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mesinde daha uygun bir yaklagim olabilir.
Calisma sonucunda, ALT diizeyi normalden
yiiksek olan hastalarda elde edilen yiiksek HBV
DNA ve kantitatif HBsAg diizeyleri nedeni ile
kantitatif HBsAg ol¢iimiiniin KHB hastalariin

izlenmesinde g6z Oniinde bulundurulabilecegi
diislincesindeyiz.

Tesekkiir

Calismaya verilen bilimsel destekten 6tiirii
Abbott laboratuvarlarina tesekkiir ederiz.
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Kan Kiiltiirlerinden Soyutlanan Non Fermentatif
Bakterilerin Dagilimlarinin ve Antibiyotik Duyarhhk

Oranlarmin Incelenmesi®

Fatih ATES, Nurullah CiFTCi, inci TUNCER, Hatice TURK DAGI
Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Konya
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Amag: Non fermentatif gram negatif bakteriler ciddi nozo-
komiyal enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢cikmaktadur. Bu
calismanmin amact, kan kiiltiirlerinden izole edilen non fer-
mentatif Gram negatif bakterilerin dagilimlarimin ve anti-
biyotik duyarlilik oranlarinin incelenmesidir.

Gereg ve Yontem: Calismanmizda, Ocak 2010-Aralik 2016
tarihleri arasinda kan kiiltiirlerinden izole edilen 134
Acinetobacter baumannii, 77 Pseudomonas aeruginosa, 9
Stenotrophomonas maltophilia ve 2 Burkholderia cepacia
izolatlarimin ¢esitli antibiyotiklere duyarliliklart retrospek-
tif olarak degerlendirilmigtir. Saptanan bakterilerin tiir
tayini ve antibiyotik duyarlilik testi VITEK 2 (bioMérieux,
Fransa) otomatize sistemi kullamilarak yapilmigtir. Test
sonuglart 2010-2015 tarihleri arasinda CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute); 2016 tarihinde ise EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) kriterlerine gore degerlendirilmistir.

Bulgular: Izole edilen suslarda antibiyotiklere en yiiksek
duyarlilik oranlart A. baumannii icin kolistin (%97.0),
P. aeruginosa icin kolistin (%97 4), gentamisin (%90.9) ve
seftazidim icin (%88.3) saptanmistir. A. baumannii ve
P. aeruginosa suslarinda kolistin en etkili antibiyotik ola-
rak saptanmugtir.

Sonug: Yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip bu enfeksi-
yonlarda bu tip ¢calismalarin her merkezde belirli aralik-
larla yapilmast ve kan kiiltiirii laboratuvarlarimin sonuc-
larimt hazl bir sekilde ilgili kliniklere bildirmesi gerek-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter, antibiyotik duyarlilik,
kan kiiltiirii, nonfermentatifler, Pseudomonas

ABSTRACT

Quantitative Determination of Antibiotic-Susceptibility
Rates of Non-Fermentative Bacteria Isolated from Blood
Cultures

Objective: Non-fermentative gram- negative bacteria are
detected as agents of serious nosocomial infections. The
aim of this study is to determine the distribution of non-
fermentative gram-negative bacteria isolated from blood
cultures and their antibiotic susceptibility rates.

Material and Methods: In our study, susceptibilities to
various antibiotics of 134 Acinetobacter baumannii, 77
Pseudomonas aeruginosa, 9 Stenotrophomonas maltophilia
and 2 Burkholderia cepacia strains, which were isolated
from blood cultures between January 2010 and December
2016, were retrospectively evaluated. Identification and
antimicrobial susceptibilities of the detected bacteria were
carried out using the VITEK 2 (bioMérieux, France)
automated system. Test results between 2010 and 2015
were evaluated according to the CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) criteria. However in 2016,
they were evaluated according to EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) criteria.

Results: The highest susceptibility rates of A. baumannii strains
isolated were determined for colistin (97%). The highest
susceptibility rates of P. aeruginosa strains were determined for
colistin (97 4%), gentamicin (90.9%) and ceftazidime (88.3%)
Colistin was determined as the most effective antibiotic against
A. baumannii and P. aeruginosa strains.

Conclusion: For these infections with high morbidity and
mortality, similar susceptibility studies should be performed
at certain intervals at every center and the results of blood
cultures should be reported to the clinics rapidly.

Keywords: Acinetobacter, antibiotic susceptibility, blood
culture, nonfermentative, Pseudomonas
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GIRIS

Kan dolagimi enfeksiyonlari, tedaviye ragmen,
onemli morbidite ve mortalite nedenlerinden
biri olup, invaziv girisimlere paralel olarak sik-
lig1 artmaktadir. Bu tiir enfeksiyonlarin erken
tanist ve uygun tedavi edilmesi klinik acidan
onemlidirt).

Non fermentatif gram negatif bakterilerden
Acinetobacter tiirleri solunum yolu, {iriner sis-
tem ve yara enfeksiyonlarina neden olan firsatci
patojenlerdir, ayrica septisemiye de neden olur-
lar. Genis spektrumlu antibiyotik kullanan, cer-
rahi enfeksiyon gegirmis ve respiratuvar venti-
lasyon altindaki hastalar Acinetobacter enfeksi-
yonlari i¢in risk altindadir. Acinetobacter enfek-
siyonlarinin tedavisi, birgok antibiyotige yliksek
diren¢  gelistirdiginden olduk¢a zordur.
Pseudomonas tiirleri ¢cevresel ortamlarda yaygin
olarak bulunabilmektedir. Hastane ortaminda
nemli bolgelerde, yiyeceklerde, lavabolarda,
tuvaletlerde, yer temizlik bezlerinde, solunum
cihaz1 ve diyaliz ekipmanlarinda ve hatta dezen-
fektan soliisyonlarinda bile bulunabilmektedir.
Pseudomonas enfeksiyonlar1 genis spektrumlu
antibiyotik kullanan ve bagisiklik sistemi baski-
lanmig hastalarda goriilen primer firsatci enfek-
siyonlardir. Stenotrophomonas maltophilia’nin
neden oldugu en sik hastane kaynakli enfeksi-
yonlar bakteriyemi ve pndomonidir. Organizma
bircok antibiyotige direncli oldugundan anti-
mikrobiyal tedavisi zordur. Burkholderia tiirleri
firsatci patojen olup, kateterli hastalarda septise-
mi, Uriner sistem enfeksiyonlar1 ve firsatci
enfeksiyonlara neden olabilir. Non fermentatif
Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda in vitro
duyarlilik test sonuglarina gore ozgiil tedavi
uygulanmalidir®.

Bakteriyemi olgularindan izole edilen mikroor-
ganizmalarin dagilimlar1 ve antibiyotik duyarli-
liklar1 zamanla degistiginden dolay1, her merke-
zin hem ampirik tedavide yol gosterici olmasi

hem de zamanla etken mikroorganizma tiiriiniin
degismesi ve antibiyotik direnclerinde meydana
gelen degisiklikleri gostermek amaciyla boyle
calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir®.

Bu caligsmada, cesitli kliniklerden gonderilen
kan kiiltiir 6rneklerinden izole edilen non fer-
mentatif gram negatif bakterilerin dagilimlari ve
antibiyotiklere karst duyarliliklarinin retrospek-
tif olarak arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢aligmada 1 Ocak 2010-31 Aralik 2016 tarih-
leri arasinda Sel¢uk Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gon-
derilen kan kiiltiirlerinden soyutlanan non fer-
mentatif Gram negatif bakteriler retrospektif
olarak incelendi. Bir hastadan ayni bakterinin
tiredigi durumlarda yalnizca biri calismaya dahil
edildi.

Kan kiiltiirti 6rnekleri 2010-2013 yillar1 arasinda
BACTEC 9240 (Becton Dickinson,ABD),2014-
2016 yillar1 arasinda ise BacT/ALERT 3D
(bioMérieux, Fransa) otomatize kan Kkiiltiir
cihazlarinda takip edildi. Ureme sinyali veren
siselerden Gram boyama yapildi ve %5 koyun
kanli Columbia agar (bioMérieux, Fransa) ve
Eozin Metilen Mavisi Agar (Oxoid, Ingiltere)
besiyerlerine pasajlandi. Besiyerleri 37°C’de
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra degerlendi-
rildi. Bakteriler konvansiyonel yontemler ve
VITEK 2 (bio-Mérieux, Fransa) otomatize siste-
mi kullanilarak tanimlandi. Antibiyotik duyarli-
lik testleri ise VITEK 2 otomatize sistemi ile
yapildi ve sonuglar 2010-2015 tarihleri arasinda
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute);
2016 tarihinde ise EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) kriterlerine gore degerlendirildi“-.
Saptanan Burkholderia cepacia ve S. maltophilia
suglarinin antibiyotik duyarlilik oranlar1 CLSI’ya
gore degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 222 non
fermentatif Gram negatif bakterinin 134’0
Acinetobacter baumannii, 77°si Pseudomonas
aeruginosa, dokuzu §S. maltophilia ve ikisi
B. cepacia olarak tanimlanmuigtir.

Acinetobacter baumannii suglarinin kolistine
%97 oraninda duyarli oldugu saptanmis, bunu
tobramisinin (%50) takip ettigi goriilmistiir.
Imipenem igin %15.7, siprofloksasin ve levof-
loksasin i¢in %14.2 oraninda duyarlilik belirlen-
misgtir.

Pseuodmonas aeruginosa suslarinda da en yiik-
sek duyarlilik orani kolistine (%97.4) karsi
belirlenmigtir. Gentamisine %90.9, seftazidime
9%88.3, tobramisine %88.3 ve imipeneme %77.9
oraninda duyarlilik oldugu goriilmiistiir.
A. baumannii ve P. aeruginosa suslarinin diger
antibiyotiklere duyarlilik oranlar1 Tablo 1’de
gosterilmisgtir.

Izole edilen dokuz S. maltophilia susunun hepsi-
nin levofloksasin ve trimetoprim—sulfametok-

sazole duyarli oldugu goriilmiistiir.

Saptanan iki B. cepacia susunda meropenem ve
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trimetoprim—sulfametoksazol direnci saptanmig
olup bir susta seftazidime duyarlilik, diger susta
ise sefepim, siprofloksasin ve levofloksasine
duyarlilik saptanmaisgtir.

TARTISMA

Dolagim sistemi enfeksiyonlar1 yiiksek mortalite
ve morbiditeyle seyreden, erken tani konulup
tedavi edildiginde mortalite oranlarinin anlamli
olarak azaldig: klinik tablolardir®. Bu enfeksi-
yonlara neden olan mikroorganizmalarin dagili-
mi1 incelendiginde zaman igerisinde degisiklikler
saptanmaktadir. Bakteriyemik hastalarda, uzun
yillar Gram-negatif bakteriler daha sik izole edi-
lirken, sonraki zamanlarda tani ve tedavi amacl
birlikte,
Staphylococcus aureus, koagiilaz-negatif stafi-
lokok (KNS)’lar ve enterokoklar gibi Gram-
pozitif bakterilerin daha sik etken olduklarini
goriilmektedir®.

invazif girisimlerin artmasiyla

Hastane ortaminda ozellikle de yogun bakim
tinitelerinde sik ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, ¢oklu ilag direncine sahip A. baumannii
ve P. aeruginosa suslarinin ortaya ¢ikmasina ve
bu etkenlere bagli nozokomiyal enfeksiyonlarin
sikliginda artisa neden olmaktadir®. Bu nedenle
son yillarda nefrotoksik etkilerinin oldugu bili-

Tablo 1. Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa suslarinm antibiyotik duyarhhiklari.

Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa

n =134 n=77

Antibiyotikler Say1 % Say1 %

Kolitsin 130 97 75 974
Tobramisin 67 50 68 88.3
Amikasin 62 463 66 85.7
Netilmisin 61 455 62 80.5
Trimetoprim - sulfametoksazol 44 32.8 - -

Gentamisin 35 26.1 70 90.9
Imipenem 21 157 60 779
Meropenem 20 149 62 80.5
Siprofloksasin 19 142 66 85.7
Levofloksasin 19 142 66 85.7
Ampisilin - sulbaktam 19 142 - -

Piperasilin - tazobaktam 17 134 49 63.6
Sefepim 17 12.7 66 85.7
Seftazidim 14 104 68 88.3
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nen kolistin disindaki tiim antibiyotiklere direng-
li P. aeruginosa ve A. baumannii enfeksiyonla-
rinda kolistin tedavisi yeniden tedavide kullanil-
maya baglanmigtir?.

Calismamizda, A. baumannii ve P. aeruginosa
suglarinda kolistin duyarlilik oranlarinin sirasiy-
la %97 ve %97 4 oldugu goriilmiigtiir. Yurt icin-
de yapilmis cesitli caligmalarda, A. baumannii
suslarinda kolistin duyarliliginin %94-100 oran-
larinda saptandigi, P. aeruginosa suslarinda ise
bu oranin %98-100 oldugu gorilmiigtiir®s!19,
Yurt disinda yapilan g¢esitli ¢calismalarda,
A. baumannii suslarinda kolistin direncinin
Ispanya’da %40.7, Kore’de %30.6 ve Amerika
Birlesik Devletleri’nde %?2.1 oldugu goriilmiis-
tir'>1, P. aeruginosa suglarinda ise Walkty ve
ark.’nin® Kanada’da yaptiklar1 bir ¢aligmada,
2015 yilinda %97.8 oraninda kolistin duyarlilig1
saptamiglardir.

Calismamizda, A. baumannii ve P. aeruginosa
suslarinda %97 ve %97 4 duyarlilikla kolistin in
vitro en etkili antimikrobiyal ajan olarak saptan-
migtir. Fakat otomatize sistemler ile saptanan
kolistin duyarlilik oranlarinda giivenilirlik agi-
sindan bir tartisma oldugundan sonuglar mikro-
diliisyon yontemi ile de dogrulanmalidir.

Karbapenemler bakteriyel dirence karsi gelisti-
rilmis en etkili antibiyotiklerdendir fakat
S. maltophillia gibi bakterilerde karbapenemlere
dogal diren¢ bulunmaktadir. Son doénemlerde
Pseudomonas ve Acinetobacter izolatlarinda da
karbapenamaz {iiretimindeki artis nedeniyle bu
antibiyotiklere karsi diren¢ artigindan endise
edilmektedir™®2??. Atasoy ve ark.?” yaptiklari
calismada, kan Kkiiltiirlerinden izole ettikleri
Acinetobacter suglarinda %90.6 meropenem ve
imipeneme diren¢ saptamiglarken, Yolbas ve
ark.®¥ yaptiklar1 calismada, cesitli kiiltiirlerden
izole ettikleri Acinetobacter suglarinda merope-
neme %87 diren¢ saptamiglardir. Calismamizda,
Acinetobacter suslarinda meropeneme %14.9,

imipeneme %15.7 oraninda duyarhilik saptanmig
olup, yapilan diger caligmalar ile uyumludur.
Izole ettigimiz Pseudomonas suslarinda ise
meropeneme %80.5 ve imipeneme %77.9 ora-
ninda duyarlilik saptanmistir. Cosar ve ark.®
yaptiklar1 calismada, imipeneme %28.5 direng
saptamigken, Demirbakan ve ark.?® imipeneme
%35, meropeneme %34 direng saptamiglardir.
Celik ve ark."? caligmalarinda, imipenem ve
meropeneme %?20.3 direng saptamiglardir.

Pseudomonas enfeksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilan siprofloksasine calismamizda, %85.7
duyarlilik saptanmistir. Fakat Acinetobacter sus-
larinda siprofloksasine %14.2 duyarlilik oldugu
goriilmistiir. Temiz H ve ark.?” yaptiklari ¢alis-
mada, Pseudomonas ve Acinetobacter suglarin-
da siprofloksasine sirasiyla %69.2 ve %42.9
duyarhilik oldugu goriilmiistiir. Celik ve ark.!?
calismalarinda, P. aeruginosa suslarinda sipro-
floksasine %87.5 duyarlilik oldugu goriilmiistiir.
Cetin ve ark.®® yaptiklari diger bir caligmada
da, P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda
sirastyla %91.9 ve %8.9 oranlarinda duyarlilik
belirtmiglerdir. Calismamizda, saptadigimiz
A. baumannii ve P. aeruginosa suslarindaki sip-
rofloksasin  duyarlilik  oranlarina  gore
Pseudomonas enfeksiyonlarinda kinolonlarin
etkili oldugu fakat Acinerobacter enfeksiyonla-
rinda yiiksek diren¢ oranlarindan dolay1 kulla-
nilmasinin uygun olmadig: diisiiniilmektedir.

Caligmamizda, sefepim ve seftazidime
A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinda
strastyla %12.7 ve %104 ile %85.7 ve %88.3
oranlarinda duyarlilik oldugu goriilmiistiir.
Literatiirde yapilmis ¢esitli calismalarda, sefepi-
me A. baumannii izolatlarinda %5-40 oranlarin-
da, P. aeruginosa susglarinda ise %60-80 oranla-
rinda duyarhilik oldugu goriilmiistiir>'42729,
Seftazidime ise A. baumannii suglarinda %11-22,
P. aeruginosa suglarinda %70-85 oranlarinda
duyarlilik oldugu goriilmiistiir1>'4272  Bu
sonuclara gore Pseudomonas enfeksiyonlarinda
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sefepim ve seftazidim etkinliginin yiiksek oldu-
gu fakat Acinetobacter enfeksiyonlarinda diisiik
etkinlige sahip oldugu soylenebilir.

Aminoglikozidler P. aeruginosa ve A. baumannii
gibi bircok Gram-negatif basilin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Calismamizda A. baumannii ve
P. aeruginosa susglarinda sirasiyla tobramisine
%50 ve %88.3, amikasine %46.3 ve %85.7, gen-
tamisine %?26.1 ve %90.9 oranlarinda duyarlilik
saptandig1 goriilmiistiir. Cesitli caligmalarda,
Acinetobacter suslarinda tobramisine %13-51,
amikasine %31-68, gentamisine %18-72 oranla-
rinda duyarlilik oldugu goriilmiigtiir®1419-212730),
Pseudomonas suglarinda ise tobramisine
%70-89, amikasine %62-88, gentamisine %066-77
oranlarinda duyarlilik oldugu goriilmiigtiir®>2730-32,
Bu sonuclara gore, Acinetobacter suslarinda
aminoglikozitlerin etkinliginin diismekte oldu-
8u, fakat Pseudomonas suglarinda aminogliko-
zitlerin yiiksek etkinliklerinin bulundugu ve
tedavide goz onilinde bulundurulmasi gerektigi
diisiiniilebilir.

Stenotrophomonas maltophilia son yillarda has-
tane enfeksiyonlarinda onemi giderek artan bir
mikroorganizmadir®. Caligmamizda, izole etti-
gimiz dokuz S. maltophilia susunun hepsinde
yalmizca levofloksasin ve trimetoprim-
sulfametoksazol icin duyarlilik saptanmugtir.
Antalya’da yapilan bir calismada, cesitli klinik
orneklerden izole edilen S. maltophilia suslari-
nin  tamami trimetoprim-sulfametoksazole
duyarli bulunmustur®. Kurt Azap ve ark.®®
tarafindan yapilan bir calismada, S. maltophilia
suslarinda levofloksasine %81 duyarlilik oldugu
goriilmiistiir.

Calismamizda, Acinetobacter ve Pseudomonas
suglarinda kolistin en etkili antibiyotik olarak
saptanmisken; Pseudomonas suglarinda da ami-
noglikozitlere, karbapenemlere ve sefalosporin-
lere yliksek duyarlilik saptanmugtir. Direngli non
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fermentatif Gram negatif bakteri enfeksiyonlari-
nin tedavisi zor, pahali ve zaman alicidir. Bu
etkenlere bagl enfeksiyonlarin tedavisinde anti-
biyotik duyarlilik testi sonuclarina gore tedavi-
nin yonlendirilmesi gerekmekte ve ¢abuk direng
gelisimi nedeniyle tedavi sirasinda kiiltiir ve
antibiyotik duyarlilik testinin tekrarlanmasi one-
rilmektedir. Antibiyotik duyarliliginin hastaneler
arasinda farkli olabilecegi dikkate alinmali ve
direng gelisimi siirekli takip edilmelidir. Her
hastanenin yillar icerisindeki antimikrobiyal
diren¢ oranlarindaki farkliliklarin belirlenmesi,
hem enfeksiyon kontrolii hemde ampirik tedavi
politikalarinin belirlenmesi acisindan giincelle-
me saglanmaktadir.
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Aragtirma

Sifiliz Tanisinda Kullamlan RPR, TPHA Test Sonuglarmin ve
Tam Algoritmalarmm Degerlendirilmesi

Cemile SONMEZ
Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii, Saglik Bakanligi, Ankara

0z

Amag: Ulkemizde, sifiliz  bildirimi zorunlu bir hastalik
olmaswina ragmen, bildirim sistemindeki sorunlar nedeniyle
hastaligin gercek sikligini tahmin etmek giictiir. Bu ¢alis-
mada, RPR veya hizli test sonuglari pozitif olarak saptanan
ve merkezimize dogrulama amactyla gonderilen serum
ornekleri RPR ve TPHA testleri kullanilarak yeniden cali-
sulnugtir. Sifiliz tamisinda kullanilan konvansiyonel ve ters
algoritmalarmin, elde edilen veriler dogrultusunda deger-
lendirilmesi de amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem: Ocak 2014 - Kasim 2017 tarihleri ara-
sinda RPR veya hizli test sonuglari pozitif olan ve dogrula-
ma amactyla merkezimize gonderilen 362 hastaya ait
serum orneklerinden elde edilen sonuglar degerlendirildi.
Konvansiyonel ve ters algoritmalar retrospektif olarak
incelendi. Istatistiksel analiz icin SPSS versiyon 23.0 paket
programi kullanildr.

Bulgular: Sifiliz siipheli 362 hastanin 147 (%40.6)’sinde
RPR testi negatif, TPHA testi pozitif; 6 (%1.7)sinda RPR
testi pozitif TPHA testi negatif olarak saptanmugstir. Yiiz
yetmiy ii¢ (%47.8) hastanin hem RPR hem de TPHA testi
pozitif bulunmugstur. Hem RPR hem de TPHA pozitifligi
olanlarin yillara gore dagilimi incelendiginde en fazla
pozitiflik (%5945) 2017 yuinda gozlenmigtir. Konvansiyonel
algoritmada 173 hasta pozitif, 6 hasta yalanct pozitif ola-
rak belirlenmigtir. Ters algoritmada ise 311 hasta pozitif 9
hasta yalanci pozitif olarak saptanmigtir.

Sonug¢: Calismadan elde edilen veriler incelendiginde,
sifiliz pozitif olgu sayilarinda en fazla 2017 yuinda artis
oldugu belirlenmigtir. Siipheli olgularin tamsinda, ters
algoritmamin sifiliz tam kapasitesinin artirilmasina katki
saglayacag diisiincesine varimstir.

Anahtar kelimeler: Treponema pallidum, sifiliz, cinsel
yolla bulasan hastaliklar, algoritmalar

ABSTRACT

Evaluation of RPR, TPHA Test Results and Diagnostic
Algorithms Used in Syphilis Diagnosis

Objective: Despite the fact that syphilis reporting is
mandatory in our country, it is difficult to predict the actual
frequency of the disease due to the problems in the
notification system. RPR or rapid test positive sera sent to
our center for confirmation, were tested by RPR and TPHA
tests again. In this study it is aimed to evaluate the
conventional and reverse algorithms used in syphilis
diagnosis in terms of obtained data.

Material and Methods: The results of serum samples from
362 patients who had positive RPR or rapid test results and
were sent to our center for confirmation between January
2014-November 2017 were re-evaluated. Conventional and
reverse algorithms were analyzed retrospectively. SPSS
version 23.0 package program was used for statistical
analysis.

Results: Out of 362 suspected syphilis patients 147 (40.6%)
RPR negative and TPHA positive; 6 (1.7%) RPR positive
and TPHA negative. 173 (47.8%) RPR and TPHA positive
patients were detected. When the distribution of both RPR
and TPHA positivities was determined according to the
years, the highest positivity was observed in the year 2017.
In the conventional algorithm, 173 patients were positive
and six were false positive. In the reverse algorithm, 311
patients were positive and nine were false positive.

Conclusion: As a result, it was determined that the number
of syphilis positive cases mostly increased in the year 2017 .
In the case of suspicious patients, it is concluded that the
reverse algorithm will contribute to the increase in the
diagnostic capacity of syphilis.

Keywords: Treponema pallidum, syphilis, sexually
transmitted diseases, algorithms

GIRIS

Sifiliz, Treponema pallidum’un neden oldugu
bir hastaliktir®. Baglica cinsel yol olmak tizere

transplasental olarak ve kan nakli ile bulagabil-
mektedir®?. Ulkemizde, bildirimi zorunlu bir
hastalik olmasina ragmen, bildirim sistemindeki
sorunlar nedeniyle hastaligin gercek sikligini tah-
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min etmek giictiir. Geligsmis iilkelerde ozellikle
HIV pozitif bireylerde insidansin artig gosterdigi
belirtilmektedir'¥. Kiiltiirde iiretilememesi
nedeniyle tanida baglica serolojik yontemlerden
yararlanilmaktadir. Nontreponemal testler;
VDRL (Venereal Disease Research Laboratory)
ve RPR (Rapid Plasma Reagin), kardiolipin,
lesitin ve kolesterol antijenlerine karsi olusmusg
0zgiil olmayan antikorlar1 saptayan flokiilasyon
temelli testlerdir®. T. pallidum antijenlerine
kars1 olugsmusg 6zgiil antikorlar1 saptayan TPHA
(T. pallidum Hemagglutination Assay), TPPA
(T. pallidum Particle Agglutination Assay), FTA-
ABS (Fluorescent Treponemal Antibody
Absorption) ve ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) testleri ise treponemal
testler olarak kullanilmaktadir®”. Giiniimiizde
sifiliz tanisinda farkli algoritmalar kullanilmak-
tadir. Bunlardan konvansiyonel algoritmada
nontreponemal testler tarama amacgh kullanilir
ve pozitif sonuclarin treponemal testlerle dogru-
lanmasi gerekir®. Ters algoritma olarak tanimla-
nan diger bir algoritma, “European Center for
Disease Prevention and Control” (ECDC) algo-
ritmasinda ise tarama amaciyla treponemal test-
ler kullanilir ve pozitif sonuglar farklt bir trepo-
nemal test ile dogrulanir®. Treponemal testler
ozgiilligi yiiksek olan ve konvansiyonel algo-
ritmada dogrulama amacli, ters algoritmada ise
hem tarama hem de dogrulama amagh kullanilan
testlerdir. Nontreponemal testler tedavi takibin-
de kullanilabilmekle birlikte, treponemal testler
hayat boyu pozitif olarak kalabilecekleri igin
tedavi takibinde kullanilmazlar®?. Treponemal
testlerde, nontreponemal testlere kiyasla yalanci
pozitiflik oran1 daha diisiiktiir. Pozitif nontrepo-
nemal test sonuglarinin, treponemal testlerle
dogrulanmasi gerekmektedir. Treponemal test-
lerden saptanan yalanci pozitiflikler; teknik
sorunlar, damar i¢i ila¢ kullanimi, gebelik, pato-
jen olmayan Treponema’lar, ¢apraz reaksiyonla-
ra neden olabilen Borrelia cinsleri ve farkli oto-
immiin hastaliklardan kaynaklanabilmektedir.
Treponemal testlerde yalanci negatif sonuglara

stk rastlanmamaktadir’®. Merkezimize tiim
illerden dogrulama amaciyla serum Ornekleri
gonderilmektedir. Hastalara ait istem formlari
incelendiginde, laboratuvarlarda sifiliz taramasi
amaciyla genellikle RPR testinin kullanildigi
gorlilmektedir. Glinlimiizde sifiliz tanist igin
kullanilacak algoritmalar tartisma konusu olma-
ya devam etmektedir. Ozbek ve ark.'" tarafin-
dan yapilan bir ¢aligmada, onerildigi gibi her
merkezin algoritmalar icerisinde kendine uygun
olan algoritmay1 kullanmasi sifiliz laboratuvar
tanisinin iyilestirilmesi icin uygun olacagini
diisiinmekteyiz.

Bu calismada, RPR veya hizli test sonuglari
pozitif olarak saptanan ve merkezimize dogrula-
ma amactyla gonderilen serum 6rnekleri RPR ve
TPHA testleri kullanilarak yeniden ¢aligilmisgtir.
Sifiliz tanisinda kullanilan konvansiyonel ve
ters algoritmalar kullanilarak sonuclar degerlen-
dirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2014 - Kasim 2017 tarihleri arasinda RPR
veya hizli test sonuglart pozitif olarak saptanan
ve Halk Sagligi1 Genel Miidiirliigii, Cinsel Yolla
Bulagan Hastaliklar Referans Laboratuvari’na
dogrulama amaciyla gonderilen 362 hastaya ait
serum orneklerinden elde edilen sonuglar deger-
lendirildi. Tiim hasta orneklerinde nontrepone-
mal test olarak RPR (Plasmatec, Ingiltere), tre-
ponemal test olarak TPHA (Plasmatec, Ingiltere)
testleri ¢aligildi. TPHA testi pozitif olarak deger-
lendirilen o6rnekler FTA-abs (Euroimmun,
Almanya) testi ile dogrulandi. RPR testi pozitif
saptanan Ornekler titre edildi. TPHA testinde
1/80 ve iizerindeki titreler pozitif olarak deger-
lendirilirken, FTA-abs test sonuglar1 kalitatif
olarak degerlendirildi.

Calismamizda, konvansiyonel ve ters algoritma-
lar, laboratuvar verilerinin retrospektif olarak
incelenmesi ile degerlendirildi. Konvansiyonel
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algoritmada temel olarak RPR testi tarama amaclh
kullanilmakta ve pozitif sonuclar TPHA testi ile
dogrulanmaktadir. Calismamizda, RPR ve TPHA
testleri pozitif olarak belirlenen olgular akut
veya gecirilmis sifiliz enfeksiyonu seklinde
degerlendirildi. Ters algoritmada® ilk asamada
treponemal TPHA testi ile tarama yapilmakta ve
pozitif olarak belirlenen 6rnekler, farkli bir tre-
ponemal test, FTA-abs testi ile dogrulanmakta-
dir. Hem TPHA hem de FTA-abs sonucu pozitif
olarak saptanan ornekler gecirilmis sifiliz enfek-
siyonu yoniinde degerlendirildi. Nontreponemal
testin pozitif, treponemal testin negatif olarak
saptandig1 hastalar yalanci pozitif, nontrepone-
mal testin negatif ve treponemal testin pozitif
olarak saptandifi hastalar ise gecirilmis sifiliz
enfeksiyonu veya gec/latent sifiliz olarak
degerlendirildi”. Istatistiksel analiz icin SPSS
versiyon 23.0 paket programi kullanildi.
Tanimlayici analizler; ortalama, say1 ve ylizde
dagilimlar1 hesaplandi. p<0.05 istatistiksel ola-
rak anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

RPR ve hizli test sonuglar1 pozitif olarak sapta-
nan ve Halk Sagligi Genel Miidiirliigii, Cinsel
Yolla  Bulagsan  Hastaliklar
Laboratuvari’na sifiliz sliphesi ile bagvuran 362
olgunun 255’i (%70.4) kadin, 107’si (%29.6)
erkektir. Caligmada yer alan hastalar 0-82 yag
arasinda olup, yas ortalamalar1 45 olarak bulun-
mustur. RPR testi negatif, TPHA testi pozitif
147 (%40.6) hastaya ait istem formlar1 incelen-

Referans

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):72-77

diginde hastalarin 6nceden sifiliz enfeksiyonu
gecirdikleri ve tedavi aldiklari belirlenmistir.
Bagvuru yapan hastalarin 173’iinde (%47.8)
RPR ve TPHA pozitifligi saptanmigtir. Bu hasta-
larda RPR titresinin 1/16 ve ilizerinde oldugu
belirlenmistir. RPR ve TPHA testleri pozitif
bulunan 173 hasta yas gruplarina gére degerlen-
dirildiginde, en fazla pozitifligin 20-30 (%25)
yas araliginda oldugu belirlenmistir. Istatistiksel
analiz sonuglarina gore soz konusu yag gruplari
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0.05). RPR ve TPHA pozitifliginin 2014-
2017 yillarma gore dagilimi degerlendirildigin-
de, hem RPR hem de TPHA test pozitifliginin en
fazla 2017 yilinda (%59 .45) oldugu gézlenmistir
(Tablo 1).

Toplam 362 serum Ornegine ait sonuglar kon-
vansiyonel [Sekil 1(a)] ve ters [Sekil 1(b)] algo-
ritmalar ile degerlendirildigi zaman, konvansi-
yonel algoritmada 173 hasta pozitif olarak
degerlendirilirken, 6 (%3.35) hastanin yalanci
pozitif olarak saptandigi goriilmektedir. Ters
algoritmada ise 311 hasta pozitif olarak deger-
lendirilirken, 9 (%2.81) hasta yalanci pozitif
olarak saptanmistir. Ters algoritma ile belirlenen
9 hastaya ait istem formlar1 incelendiginde hep-
sinin gebe olduklar1 belirlenmistir.

TARTISMA

Son yillarda Ingiltere, Amerika Birlesik
Devletleri ve bircok iilkede sifiliz enfeksiyon
sikliginda artig rapor edilmektedir’?. Ulkemizde

Tablo 1. Sifiliz siiphesi ile bagvuran hastalarin RPR ve TPHA sonuclarimin 2014-2017 yillarina gore dagilimi.

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

TPHA (-) TPHA (+) TPHA (-) TPHA (+)
Yil n % n % n % n %
Say1 (n)
2017 (n=74) 0 0 44 5945 4 540 26 35.15
2016 (n=70) 3 42 40 57.14 6 8.57 21 30
2015 (n=136) 3 220 58 42.64 8 5388 67 49.26
2014 (n=82) 0 0 31 37.80 18 2195 33 402
Toplam (N=362) 6 1.7 173 478 36 99 147 40.6

74



C. Sonmez., Sifiliz Serolojik Tanist

Nontreponemal test

(RPR)
Negatif Pozitif
(n=183) (n=179)

Treponemal test
(TPHA)

Pozitif Negatif
(n=173) (n=06)
(a)

(a) Konvansiyonel Algoritma

Treponemal test

(TPHA)
Pozitif Negatif
(n=320) (n=42)

Farkli bir Treponemal
test (FTA-abs)

o

Pozitif Negatif
(n=311) (n=9)
(b)

(b) Ters Algoritma

Sekil 1. Sifiliz serolojik tanmisinda kullanilan farkh algoritmalar ve test sonuclarmin algoritmalar icindeki dagilimi.

bildirim sistemindeki sorunlar nedeniyle sifiliz
sikligr hakkinda kisitli veri bulunmaktadir.
Adisen ve ark.’nin"® caligmasinda, sifiliz olgu
sayilarmin 1994 ile 2006 yilinda %0.027 olgu-
dan %0.004 olguya diistiigii rapor edilmektedir.
Calismamizda 2014-2017 yillarina ait RPR ve
TPHA testlerinin 4 yillik retrospektif incelenme-
sinden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
sifiliz pozitif olgu sayilarinda en fazla 2017
yilinda artis oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Ulkemizde seks iscilerinde yapilmis bir tez
calismasinda RPR ve TPHA test pozitifliginin
%7 oraninda oldugu saptanmistir®. Caligma-
mizda, 362 sifiliz glipheli olgunun 173’iinde
(%47.8) RPR ve TPHA testi pozitif olarak sap-
tanmigtir. Oranlar arasindaki farkin her iki calig-
madaki ornek se¢iminden kaynaklandigr diisii-
niilmiistiir. Tez ¢aligmasinda, 6zellikli bir grupta
sifiliz taramasi yapilirken, calismamizda tarama
basamaginda pozitiflik saptanmis ve dogrulama
icin merkezimize gonderilmis hasta ornekleri
calisilmistir. RPR testi titre edilerek calisildigin-
da bu hastalarin 1/16 ve lizerinde titreye sahip
olduklar1 belirlenmistir. Konvansiyonel yontem

ile RPR ve TPHA testi pozitif olan 173 (%47.8)
hastaya akut sifiliz tanisi ile uyumlu sonug veril-
mistir. Sifiliz giipheli 362 olgunun 147
(%40.6)’sinde ise RPR testi negatif, TPHA testi
pozitif olarak kabul edilmistir. Bu hastalara ait
istem formlar1 incelendiginde, onceden sifiliz
enfeksiyonu gecirdikleri ve tedavi aldiklari
belirlenmistir. Bununla birlikte, ¢alismamizda
konvansiyonel algoritma ile RPR pozitif olup,
TPHA negatif olarak degerlendirilen 6 (%1.7)
hastaya ait sonuclar yalanci pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglarin daha
fazla otoimmiin hastalarda, gebelerde, ilac
bagimlilarinda goriilebilecegi rapor edilmekte-
dir". Konvansiyonel algoritma ABD ve bazi
Avrupa iilkelerinde kullanilmaktadir®. Preva-
lansin yiiksek oldugu toplumlarda daha giiveni-
lir sonuglar vermektedir. Ayrica bu algoritma ile
enfeksiyonun aktivitesi de belirlenebilmek-
tedir'®. Konvansiyonel algoritmada duyarlilik
ve oOzgiillik diisiik olup, yalanci pozitiflikler
yiiksek olarak belirlendigi icin sonuglarin dog-
rulanmasi gerekir'?.
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Son yillarda sifiliz serolojik tanisi icin en fazla
yeglenen yaklasimlardan olan ters algoritmada
konvansiyonel algoritmadan farkli olarak tara-
ma testi olarak treponemal testler kullanil-
maktadir'®. Pozitif olarak saptanan sonuglar
ikinci ve farkli bir treponemal test ile dogrulan-
maktadir. Ters algoritma ile ilgili verilerimiz
incelendiginde, 311 olgunun hem TPHA hem de
FTA-abs testlerinin pozitif oldugu saptanmustir.
Konvansiyonel algoritmaya gore daha fazla
pozitifligin saptanmig olmasi yalanci pozitiflik-
lere bagli olabilecegi gibi, Binnicker ve
ark.’nin""® da rapor ettigi gibi gegirilmis veya
son zamanlarda tedavi almig hastalarda ve ayrica
hastaligin geg/latent donemlerinde de goriilebi-
lecegi diigiiniilmiistiir. Bulgularimizla benzer
olarak farkli calismalarda da belirtildigi gibi,
tarama amaciyla nontreponemal testlerin yerine
treponemal testlerin kullanilmasinin pozitiflik-
lerde artisa neden oldugu goriilmiigtir2%,
Calismamizda, konvansiyonel algoritma ile
%3.35, ters algoritma ile %?2.81 yalanci pozitif-
lik belirlenmigtir. Bu oranlar her iki algoritmada
da yalanci pozitifliklerin olabildigini gostermek-
tedir. Ters algoritmadan elde edilen yalanc1 pozi-
tifliklerin saptandig1 hastalara ait istem formlari
incelendiginde, 9 olgunun hepsinin gebe olduk-
lar1 belirlenmigtir. Gebe hastalarda yalanci pozi-
tifliklerin goriilebilecegi literatiir bilgileri ile de
desteklenmektedir'®. Ters algoritma giiniimiiz-
de bir¢ok Avrupa iilkesinde kullanilmaktadir>.
Ornek sayisi fazla olan laboratuvarlarda maliyet
etkin bir yaklagim olup, sifiliz prevalans: diisiik
olan toplumlarda daha giivenilir sonuclar
vermektedir®".

Calismamizda, ters algoritmanin konvansiyonel
algoritmaya gore daha az yalanci pozitifliklere
neden olmasi ve ayrica literatiirden elde edilen
verilere gore erken ve ge¢ donem olgular1 daha
iyi belirleyebilecegi de gbz oniinde bulundurul-
dugu zaman laboratuvarlarda sifiliz tanisi i¢in
tercih nedeni olabilecegi diigiiniilmiistiir®”. Bu
yaklagimda hastaligin aktivitesini belirleyebil-
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mek i¢cin nontreponemal testlere gereksinim
duyulmaktadir®. Tedavi alan ve hastalig1 gegi-
ren kisilerde treponemal antikorlar dmiir boyu
pozitif olarak kalacagi icin gecirilmis enfeksi-
yonlar ters algoritmada pozitiflik olarak sapta-
nacaktir. Bu nedenle testlerin degerlendirilme-
sinde, hastanin tibbi dykiisii ve risk degerlendir-
mesi, daha once tedavi alip almadigina iliskin
tibbi Oykii 6nemlidir. Caligmamizdaki en 6nemli
kisitlamalardan biri hastalara ait yeterli klinik
bilginin bulunmamasidir.

Sonug¢ olarak, calismadan elde edilen veriler
incelendiginde sifiliz pozitif olgu sayilarinda en
fazla 2017 yilinda artis oldugu belirlenmistir.
Stipheli olgularin tanisinda, ters algoritmanin
sifiliz tan1 kapasitesinin artirilmasina katki sag-
layacag diisiincesine varilmigtir. Ayrica benzer
algoritma c¢aligmalarinin, hastalara ait detayli
klinik bilgi ile birlikte degerlendirilerek tanida
kullanilacak algoritmalara karar verilmesi i¢in
uygun bir yaklagim olacagi diisiintilmiistiir.
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Amag: Akim sitometri yontemi ile elde edilen sonuglarin,
kiiltiir sonuglart ile karsilagtiriimast ve buna gore bir esik
degerin altinda lokosit ve bakteri sayist iceren drneklerde
ekim yapilmasini ekarte eden hizli bir tarama algoritmast
olusturulmast amaglandi. Calismanin ikinci basamaginda
ise iiremesiz-kontamine idrar Orneklerinin kisa siirede
sonuglandiriimast ile gereksiz antibiyotik kullanumin ne
kadar oniine gecilebilecegi degerlendirildi.

Gereg ve Yontem: Tiim kliniklerden laboratuvara kiiltiir
icin gonderilen, 995 hastamin idrar drnegi ayni zamanda
akim sitometri cihazinda ¢alisildi. Akim sitometri cihazin-
da elde edilen sonuglar kiiltiir sonuglart ile karsilastirild.
Kiiltiir sonucu beklenmeden baslanan ampirik antibiyotik
kullanimini degerlendirmek amaciyla; iiroloji poliklini-
ginden bagvurmus ve idrar kiiltiirii degerlendirilmis 208
hastadan antibiyotik tedavisi baslananlar kayit altina
alinds.

Bulgular: Akim sitometri yontemi ile elde ettigimiz sonug-
lar bize tiim kliniklerden gelen orneklerimizin %31 inde
idrar kiiltiirii islemlerinin yapumasina gerek olmadigim
gosterdi. Uroloji Poliklinigi’nden gelen orneklerin ise
%29 .3’iinde idrar kiiltiirii islemlerinin yapilmasina gerek
olmadigr ve akum sitometri tekniginin iiremesiz olarak
ongordiigii hastalarin %23’iine gereksiz antibiyotik bas-
landig1 saptandi.

Sonucg: Bu teknik hizli tarama testi olarak kullanildigin-
da, idrar orneklerinin yogun oldugu laboratuvarlarda is
yiikiinii ve maliyeti azaltacak, dakikalar icerisinde negatif
sonug verilebilmesi ile ayni zamanda gereksiz antibiyotik
kullaniminin azaltilmasina da belli dlgiide katkt saglaya-
caktir.

Anahtar kelimeler: Akum sitometri, idrar kiiltiirii, tarama
testi

ABSTRACT

Comparison of Results of Urine Cultures and a Flow
Cytometric Device That Analyses Urinary Leukocytes/
Bacteria

Objective: It was aimed to make a fast screening algorithm
by comparing the results obtained by the flow cytometry
method with the urine culture results so as to to eliminate
cultivation in samples containing a number of leukocytes
and bacteria below a threshold value. In the second step of
the study; it was evaluated to what extent unnecessary
antibiotic usage could be avoided by finalizing the results
of negative-contaminated urine specimens in a short-term.

Material and Methods: The urine samples of 995 patients
from all clinics submitted to our laboratory for culture
were also tested in a flow cytometry device. The results
obtained from the flow cytometry device were compared
with the culture results. In the second step, the use of
antibiotics in 208 patients referred from the urology clinic
were recorded, in order to evaluate the empirical use of
antibiotics, which were initiated without the culture results
were obtained.

Results: The results we obtained with the flow cytometry
method showed that there was no need to carry out urine
culture in 31% of our samples that were sent from all the
clinics. As to the samples obtained from the urology clinic, it
was detected that there was no need to carry out urine culture
in 29.3%; and 23% of the patients whose urine cultures were
detected as “no growth” on flow cytometry predicted had
been started on unnecessary antibiotic therapy.

Conclusion: When this technique is used as a rapid
screening test, it will reduce the workload and cost in
laboratories in which urine specimens are frequently sent for
analysis; also contribute to a certain extent in reducing
unnecessary antibiotic use by providing negative results
within minutes.

Keywords: Comparison: flow cytometry and urine
cultures
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GIRIS

Idrar yolu enfeksiyonlari, antibiyotik kullanimi
gerektiren endikasyonlarin basinda yer almakta-
dir. Mikrobiyoloji laboratuvarma kiiltiir olarak
gonderilen orneklerin biiyiik cogunlugunu idrar
ornekleri olusturmaktadir. Kiiltiir sonuclarinin
zaman alic1 olmasi ve biiylik bir cogunlugunun
tiremesiz ve kontaminasyon olarak raporlanmasi
nedeniyle klinisyenler cogu zaman kiiltiir sonug-
larinin raporlanmasini beklemeden hastalarin
semptomlarina, klinik bulgularina ve idrar tetki-
ki sonuglarina dayanarak siklikla ampirik antibi-
yotik tedavisini yeglenmektedir. Uremesiz ve
kontaminasyon olarak raporlanacak orneklerin
giivenilir bir tarama testi ile belirlenerek bu
orneklerde kiiltiir isleminin ekarte edilmesi ile
laboratuvardaki is yiikiiniin ve maliyetin azalti-
labilecegi One siiriilmektedir!?. Bu Orneklerin
aynt giin icgerisinde sonuglanabiliyor olmasi
gereksiz antibiyotik kullaniminin azaltilmasina
da katki saglayacag diisiiniilmektedir®?. Idrar
yolu enfeksiyonu tanist icin ¢ok cesitli tarama
testleri bulunmaktadir. Bunlarin baglicalar ara-
sinda 10kosit esteraz, nitrat rediiktaz ve Gram
boyama yontemleri gibi metodlar yer almakta-
dir. Giiniimiizde tarama testi olarak akim sito-
metri yontemleri de idrar yolu enfeksiyonu
tanist i¢in kullanilmaktadir®. Son yapilan ¢alis-
malara gore, akim sitometri yontemi tarama testi
olarak kullanildiginda kiiltiir iglemlerinin mikta-
rinin azaldigi gosterilmistir®. Bu yontemle idrar
analizi yapan Sysmex UF-1000i cihazi (Sysmex
UF-1000i, Japonya) floresan boya ile hiicreleri
boyayarak mililitredeki 16kosit ve bakteri mikta-
rin1 belirtmektedir. Ek olarak mikroorganizma-
nin kok, basil veya maya oldugunu belirterek
morfolojisi hakkinda da bilgi vermektedir.

Iki basamakli olarak planlanan bu ¢alismanin ilk
agsamasinda, akim sitometri yontemi (Sysmex
UF-1000i) ile elde edilen sonuglarin, kiiltiir
sonuglart ile karsilagtirilmasi ve buna gore bir
esik degerin altinda I6kosit ve bakteri sayisi ige-

ren Orneklerde ekim yapilmasini ekarte eden
hizli bir tarama algoritmasi olusturulmasr amag-
landi. Calismanin ikinci basamaginda ise
tiremesiz-kontamine idrar 6rneklerinin kisa siire-
de sonuglandirilmasi ile gereksiz yere baglana-
cak olan ampirik antibiyotik kullanimin ne kadar
azaltilabilecegi degerlendirildi.

GEREC ve YONTEM

Calismanin ilk asamasinda; Haziran 2016-
Agustos 2016 tarihleri arasinda hastanemizin
tiim poliklinik, servis ve yogun bakimlarindan
laboratuvara gonderilen idrar 6rnekleri 0.01 mL
kalibre 6ze ile %5 koyun kanli agar ve EMB
agara ekildi. Thoma lami ile santrifiij edilmemis
idrarda Iokosit sayimi yapildi. Ilave olarak Gram
boyama yontemi uygulanmadi. Ekimi yapilan
plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kiiltiir
igslemleri tamamlanan idrar 6rnekleri es zamanli
olarak Sysmex UF-1000i (Sysmex Corporation,
Kobe, Japonya) akim sitometri cihazinda c¢aligil-
di; idrarin mikrolitresindeki lokosit sayist ve
toplam bakteri sayist belirlendi. Kolonizasyon,
kontaminasyon veya gercek enfeksiyon etkeni
yorumunu yapabilmek i¢in idrardaki piytiri var-
181 ile birlikte kiiltiir plaklarindaki koloni mor-
folojileri ve koloni sayilari incelendi. Inkiibasyon
sonunda = 104 kob/mL iireme saptanan ve = 10
I6kosit/mm3 saptanan idrar ornekleri “spesifik
iiropatojen iiredi” olarak raporlandi. U¢ ya da
daha fazla sayida mikroorganizma iiremesi
degerlendirilen o6rnekler “iiretral flora bakterileri
ile kontaminasyon” olarak raporlandi. Kiiltiir
sonuglart ile UF-1000i sonuglarinin karsilastiril-
mast ROC analizi ile yapildi. Bakteri ve 16kosit
esik degerleri icin cinsiyet ve yasa gore belirle-
nen hasta gruplarina goére “ROC Curve” egrisi
cizildi. Idrar kiiltiirii sonucuna gore spesifik iiro-
patojen iiremesi olan hastalar “pozitif”; (“lireme
olmad1” ve “iiretral flora bakterileri ile kontami-
nasyon”) olan hastalar ise “negatif” olarak kabul
edildi. Kiiltiir sonuglari ile UF-1000i sonuglari-
nin karsilagtirilmasinda en yiiksek duyarliliga ve
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en yiiksek negatif ongorii degerine ulasabilmek
icin farkli farkli bakteri/lokosit esik degerleri
kullanildi. Negatif 6ngorii degerimizin (NOD)
%100 oldugu bakteri/lokosit degerleri esik deger
olarak belirlendi. Dokuz yiiz doksan bes hasta
ornegine dahil olan, iiroloji polikliniginden labo-
ratuvara kabul edilmig 208 idrar kiiltiirii bulunan
hasta grubunda ilave olarak antibiyotik kulla-
nimlart kayit altina alindi. Buna gore kiiltiir
sonucu beklenmeden baglanmis olan ampirik
antibiyotik kullanimi degerlendirildi. idrar kiil-
tiirii sonucunda (“lireme olmadi” ve “iiretral
flora bakterileri ile kontaminasyon”) olan hasta-
lara herhangi bir tedavi baglanmayacagi icin bu
numunelerde UF-1000i ile kiiltiir islemlerini
ekarte ettigimizde, ampirik antibiyotik kullani-
minin ne kadar azaltilabilecegi hesaplandi.

BULGULAR

Hastanemizin tiim poliklinik, servis ve yogun
bakimlarindan laboratuvarimiza idrar kiiltiirii
istemiyle gonderilen 995 idrar numunesi deger-
lendirildi. Degerlendirmeye alinan idrar kiiltiir-
lerinin %11’inin erkek hastalara (n=110), %37’si

Tablo 1. idrar Kiiltiirii sonuclarin hasta gruplarina gore dagilimi.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):78-85

kadin hastalara (n=370), %41 inin cocuk hasta-
lara (n=406), %11’inin 65 yas listii hastalara
(n=109) ait oldugu goriildii. Idrar kiiltiirii sonuc-
lar1 incelendiginde, 6rneklerin %14’iinde spesi-
fik tiropatojen liremesi oldugu, %43 iinde iiretral
flora bakterileri ile kontaminasyon oldugu ve
%42’sinde tireme olmadig1 goriildii.

Antibiyotik tedavisi kullanimi kayit altina alin-
mis olan Uroloji Poliklinigi’'nden laboratuvara
kabul edilen hasta grubunda (n=208 hasta) idrar
kiiltiirlerinin %37’sinin erkek hastalara (n=77),
%37’sinin kadin hastalara (n=77), %10 unun
cocuk hastalara (n=21), %16’smmin 65 yas tistii
hastalara (n=33) ait oldugu goriildii. Antibiyotik
tedavisi kullanimi kayit altina alinmis olan bu
grupta idrar kiiltiiri sonuclarinin %13’iinde spe-
sifik iiropatojen iiremesi oldugu, %35 inde {iret-
ral flora bakterileri ile kontaminasyon oldugu ve
%52 sinde iireme olmadig1 goriildii. Idrar kiiltii-
rii sonuglarimin hasta gruplarina gore dagilimi
Tablo 1’de goriilmektedir.

UF-1000i cihazinin sonuclari ile kiiltiir sonugla-
r1 kargilagtirildi. Idrar kiiltiirii sonucuna gore
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spesifik tiropatojen iiremesi olan hastalar “pozi-
tif”’; “lireme olmad1” ve “iiretral flora bakterileri
ile kontaminasyon” olan hastalar ise “negatif”
olarak kabul edildi. Testin taramada kullanilabi-
lecek giivenilir bir yontem oldugunu gostermek
icin ROC (receiver operating curve) analizi
yapilarak ROC egrisi altinda kalan alanin (AUC)
1’e yakinlig1 hesaplandi. UF-1000i ile en yiiksek
duyarliliga ve en yiiksek negatif 6ngorii degeri-
ne ulasabilmek i¢in farkli farkli bakteri/lokosit
esik degerleri kullanildi. Negatif 6ngorii degeri-
mizin (NOD) %100 oldugu, yani “negatif”” idrar
orneklerini %100 dogrulukla belirleyebilecegi-
miz bakteri/lokosit degerleri esik deger olarak
belirlendi.

Hastalarin tiimii incelendiginde, “negatif” 6rnek-
leri %100 dogrulukla belirleyebilecegimiz mik-
rolitredeki bakteri ve 16kosit esik degerleri 50/ul
ve 10/ul olarak bulunmustur. Bu esik degerler
ile ROC egrisi cizildiginde 16kosit ve bakteri
sayimlari i¢in egri altinda kalan sirasiyla 0.793
ve 0.861 olarak 1’e yakin olarak bulunmustur.
Idrar kiiltiirii sonucunda (“iireme olmadi” ve
“tiretral flora bakterileri ile kontaminasyon™)
olan hastalara herhangi bir tedavi baglanmaya-
cagl icin “negatif” olarak kabul ettigimiz bu
orneklerde kiiltiir islemlerini ekarte edebilecegi-
miz eliminasyon oranimiz %24.22 olarak hesap-
lanmustir.

Yas ve cinsiyet farkliliklar1 gozetilerek yapilan
gruplandirmaya gore ayr1 ayri bakteri/lokosit
esik degerler kullanildiginda eliminasyon orani-
miz daha yiliksek (%31) bulunmustur. Yas ve
cinsiyete gore saptanan esik degerler ile ROC
egrisi ¢izildiginde lokosit ve bakteri icin AUC
degerinin 1’e yakin oldugu (sirastyla 0.732 ile
0.830 0.792 ile 0.971) saptanmusgtir.

Tiim hastalar i¢in ve hasta gruplarina gére yapi-
lan analizlere iliskin ROC egrileri Sekil 1 ve
2’de goriilmektedir.

ROC Curve
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Sekil 1. Tiim hastalar icin ROC egrisi.

Hasta gruplarina gore saptadigimiz esik degerler
ve eliminasyon oranlarimizi igeren analiz sonug-
lar1 Tablo 2 ve 3’te goriilmektedir.

Hasta gruplarina gore bakteri ve lokosit esik
degerlerleri beraber dikkate alinarak, tiim klinik-
lerden gelen idrar ornekleri incelendiginde,
erkek hastalarda 110 6rnegin 44°ii (%40), kadin
hastalarda 370 6rnegin 49’u (%13.2), ¢cocuk has-
talarda 406 o6rnegin 197’si (%48.5), 65 yas tistii
hastalarda 109 o6rnegin 19°u (%17.4) kiiltiirle
%100 uyumlu sekilde “negatif” olarak bulun-
mustur. Cocuk hastalardaki kontaminasyon ora-
nimizin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, bakteri
esik degeri diger gruplara gore daha yiiksek
(100/ul) olarak belirlenmistir. Akim sitometri
yonteminin verdigi sonuclarda yalanci pozitif-
likler olmasina ragmen, yalanci negatiflik sap-
tanmadi. Boylelikle tarama testinde pozitif olan
ornekler kiiltiir ekimine alinarak klinisyene hata-
I1 sonug verilmesinin 6niine ge¢ilmis oldu. Tiim
kliniklerden gelen 6rnekler dikkate alindiginda,
toplam 309 (%31) ornek icin %100 negatif
ongorii degerine ulagilmistir. Tablo 4’te tiim kli-
niklerden gelen Kkiiltir sonuclart ile Sysmex
sonug¢larimizin karsilastirilmasi goriilmektedir.

Antibiyotik kullanimi kayit altina alman Uroloji

81



ROC Curve
Source of
the Curve
b WBC
« Bact
Reference
Lien
1.0
]
0.8
£
& 0.64
‘'z
g
@n 0.4+
0.2+
0.0 T L) U ¥
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
1. Specificity
Erkek hastalar
ROC Curve
Source of
the Curve
pWBC
Bact
Reference
Lien
1.0+
0.8+
z
E 0.6
.‘5
g
3 044
0.249
0.0 L 1 L) L)
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
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Sekil 2 Hasta gruplari icin ROC egrileri.

Poliklinigi’nden gelen idrar 6rnekleri, her hasta
grubu icin belirledigimiz esik degerler dikkate
alinarak incelendiginde, erkek hastalarda 77
ornegin 29’u (%37.6), kadin hastalarda 77 6rne-
gin 12°si (%15.5), cocuk hastalarda 21 6rnegin
12°s1 (%57.1), 65 yas iistii hastalarda 33 6rnegin
8’1 (%24 .2) kiiltiirle %100 uyumlu sekilde nega-
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tif bulundu. Uroloji polikliniginden gelen hasta-
larin kiiltiir sonuglari ile Sysmex sonuglarimizin
karsilastirilmasi ise Tablo 5°te goriilmektedir.

Antibiyotik kullanimi da degerlendirilmis olan
tiroloji hasta grubunda toplam 208 Ornegin
61’inde (%29.3) %100 negatif ongdrii degerine
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Tablo 2. Gruplandirma yapilmadan 6nce ve sonra elde edilen analiz sonuclari.

Bakteri Lokosit NOD POD Sensitivite Spesifite Eliminasyon Oram
(G2)] (/ub) (%) (%) (%) (%) (%)
Gruplandirma 6ncesi tiim hastalar 50 10 100 19.10 100 28.32 2422
Erkek 70 15 100 18 100 44 40
Kadin 60 10 100 15 100 15 132
Cocuk 100 15 100 24.88 100 55.65 48.5
=65 YAS 60 10 100 3222 100 23.75 174
Gruplandirma sonrast total eliminasyon orani (%) 3.1
*NOP: Negatif Ongoru Degeri
**POD: Pozitif Ongorii Degeri
Tablo 3. Uroloji Poliklinigi’nden gelen érnekler icin analiz sonuclari.
Bakteri Lokosit NOD POD Sensitivite Spesifite Eliminasyon Oram
(2] (/ub) (%) (%) (%) (%) (%)
Erkek 70 15 100 4.17 100 38.67 37.6
Kadin 60 10 100 24.62 100 19.67 15.58
Cocuk 100 15 100 2222 100 63.16 57.14
=65 YAS 60 10 100 24 100 29.63 2424

Total eliminasyon orant

293

NOD: Negatif ongorii degeri ; POD: Pozitif éngorii degeri

Tablo 4. Tiim kliniklerden gelen Kkiiltiir sonuclari ile Sysmex-UF 1000i sonuclarinin karsilastiriimasi.

Kiiltiir
Ureme Oldu Kontaminasyon Ureme Olmadi Toplam
Pozitif 144 309 233 686
Sysmex UF-1000i Negatif 0 123 186 309
Toplam 144 432 419 995
Tablo 5. Uroloji Poliklinigi kiiltiir sonuclari ile Sysmex-UF 1000i sonuclariimn karsilastiriimasi.
Kiiltiir
Ureme Oldu Kontaminasyon Ureme Olmadi Toplam
Pozitif 26 67 54 147
Sysmex UF-1000i Negatif 0 42 19 61
Toplam 26 109 73 208

ulasildi. Bu hasta grubunda kiiltiir sonucu bek-
lenmeden baglanan antibiyotik kullanimi deger-
lendirildiginde, UF-1000i’nin liremesiz ongor-
diigii 61 hastanin 14’iine (%23) gereksiz antibi-
yotik baglandig1 saptandi.

Sysmex-UF 1000i ile elde ettigimiz sonuclar

bize tiim kliniklerden gelen Orneklerimizin
%31’inde idrar kiiltiirii iglemlerini elimine ede-
bilecegimizi gosterdi. Antibiyotik kullanimi
kayit altina alian iiroloji poliklinigi grubunda
UF 1000i’nin iiremesiz olarak ongordiigii hasta-
larin %?23’line gereksiz antibiyotik baglandigi
belirlenmistir.
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TARTISMA

Idrar yolu enfeksiyonu tanisinda, hizli metodla-
rin degerlendirilmesiyle ilgili ¢cok cesitli calig-
malar yapilmistir. En son olarak da akim sito-
metri yontemi bunlar arasinda yer almaktadir.
Bu caligmalar idrar orneginde bakteri ve/veya
I6kositin varligina dayandirilmaktadir.

Idrar yolu enfeksiyonu tanisinda kullanilan tara-
ma testlerinin duyarliligi, ozgiilliigtinden daha
onemlidir”. Kiiltiir islemlerini ekarte etmede
kullanilacak tarama testinin en iyi performansi
sunmasl icin yiiksek negatif 6ngorii degerine
sahip olmasi ve hatal1 negatif sonuglarini en aza
indirmesi gerekmektedir. Boylelikle tarama tes-
tinde pozitif olan 6rnekler kiiltiir ekimine alina-
cak ve klinisyene hatali sonug verilmeyecektir®.
Yanlig pozitifliklerin sayisindan ¢ok 6nemli olan
yanlig negatif sonu¢ vermemektir. Sysmex
UF100 ile yanlis negatifliklerini diisiik oranda
saptayan c¢alismalar bulunmaktadir®'?, Akim
sitometri yonteminde en iyi peformansin saglan-
dig1 tek bir sabit esik deger bulunmamaktadir.
Yapilmis ¢alismalarda, aragtirmacilarin en yiik-
sek duyarliliga ulasabilmek icin birbirinden
farkli bakteri/lokosit esik degerleri belirledikleri
goriilmektedir. Duyarlilig1 yiikseltmek i¢in bazi
calismalarda, esik deger olarak bakteri sayimi
tek basina kullanilip 16kosit sayimi degerlendir-
me digt brrakilmigtir®!). Yine yalanci negatif
sayisint azaltmak ve duyarliligi yiikseltmek
adina cinsiyete gore farkli esik degerler kullanan
caligmalar da bulunmaktadir®. Calismamizda
ise bakteri ve lokosit esik degerlerini 50/ul ve
10/u1 olarak belirledigimizde %100 duyarliliga
ulagirken, yas ve cinsiyete gore farkli esik
degerler belirlendiginde yine %100 duyarlilikla
eliminasyon oranimizi %?24.22’den %31’e yiik-
seltebilecegimiz goriildii. Bu gruplandirma son-
rast ¢ocuk hasta grubunda bakteri esik degerimiz
100/u1’e yiikselmistir. Bakteri esik degerini yiik-
sek tutarak duyarliligini artiran bagka caligmalar
da bulunmaktadir. Manoni ve ark.” bakteri 125/
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ul ve lokosit 40/ul esik degerleri kullanirken,
Giesen ve ark.") bakteri 288.9/ul ve lokosit
31.8/ul esik degerler ile calistiklarint belirtmis-
lerdir. UF100 ve UF500°den sonra giincellenen
Sysmex UF1000i ile yapilan son yillardaki
caligsmalara gore, % 86’dan %100’e kadar duyar-
lilik bildirilirken, %35°’ten %50°nin lizerine
kadar Kkiiltiir iglemlerini elimine edilebilecegi
belirtilmistir™'"!9, Is yiikii fazla olan laboratu-
varlarda kiiltiir islemlerinin eliminasyonu ile is
yiikiiniin ve maliyetin azaltilabilecegini soyle-
yen yaynlar bulunmaktadir™. Ulkemizde, ilki
ve ark.’min"? yaptig1 ¢alismada, idrar kiiltiirii
oncesi UF-1000i ile yapilan tarama testi sonucu
%24 maliyetin azaltilabilecegi belirtilmisgtir.

Costelloe ve ark.’nin"'® yaptig1 meta-analiz calig-
masina gore, idrar rneklerinde saptanan bakteri-
yel antimikrobiyal direncinin birinci basamakta
idrar yolu enfeksiyonunda recete edilen antibiyo-
tiklerle iligkili oldugu belirtilmistir. Boonen ve
ark.© iiroloji hasta grubunu igeren bir ¢aligmada,
Sysmex UF-500i ile 281 6rnegin % 49 unu elimi-
ne edebildiklerini ve negatif 6rneklere hizli sonug
verebildiklerinde %?20 antibiyotik kullanimini
azaltabileceklerini degerlendirmiglerdir. Calis-
mamizda benzer olarak, Uroloji Poliklingi’nden
gelen Orneklerimizin %29.3’linde idrar kiiltiirii
islemlerini elimine edebilecegimizi ve liremesiz
olarak oOngoriilen hastalarin %?23’tine gereksiz
antibiyotik baslandig1 saptanmustir. Negatif bir
sonucun kisa siirede raporlanacak olmasi antibi-
yotik kullaniminda azaltacaktir'+!”.

Sonug olarak, Sysmex UF1000i sistemi hizli tara-
ma testi olarak kullanildiginda %100 duyarlilikla
ve %100 negatif 6ngorii ile rneklerin %31 inin
kiiltiir islemlerine gerek kalmadan elimine edile-
bilecegi goriildii Ayrica antibiyotik kullanimi
kaydedilen tiroloji polikliniginden gelen hasta
grubumuzda ise; UF 1000i’nin iiremesiz olarak
ongordiigii bireylere negatif raporunu hizli ulasti-
rabildigimizde gereksiz antibiyotik kullaniminin
%23 azaltilabilecegi belirlendi.
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Bu teknik hizli tarama testi olarak kullanildigin-
da, bizim laboratuvarimiz gibi idrar 6rneklerinin
yogun oldugu laboratuvarlarda ig yiikiinii ve
maliyeti azaltabilecektir. Laboratuvar kaynaklari-
nin etkin ve ekonomik kullanimini saglayan bu
tarz otomatize sistemlerle, giivenilir bir sekilde,
dakikalar icerisinde negatif sonuc verilebilmesi
ayni zamanda gereksiz antibiyotik kullaniminin
azaltilmasina da belli dlciide katki saglayacaktir.

Ancak her laboratuvarin kendi hizmet ettigi
hasta populasyonunu ,altta yatan hastaliklarin
prevalansini bilmesi, sececegi metodun kendi
hasta kapasitesine uyumunu iyi degerlendirmesi
gerekmektedir®. Ornegin, iirolojik anomalisi
olan, bagisiklif1 baskilanmis hasta gruplari,
gebeler, yenidogan gibi 6zellikli baz1 hasta grup-
larinda, kiiltlir hala altin standart yontem olarak
yerini korudugundan, bu hasta gruplarinda ileri
caligsmalara gereksinim vardir.
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Aragtirma

Kistik Fibrozlu Hastalarmm Solunum Yplu Orneklerinden
Elde Edilen Pseudomonas aeruginosa Izolatlarmm Cesitli
Viriilans Faktorlerine Kurkuminin Etkisi |

Reyhan MUTLU, Aynur EREN TOPKAYA

Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tekirdag
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Amag: Pseudomonas aeruginosa sahip oldugu viriilans faktorleri
ve antibiyotiklere diren¢ mekanizmalart ile kistik fibrozlu
hastalarda tedavisi zor olan solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Kurkuminin anti-inflamatuvar, anti-tiimor  gibi
etkilerinin yani sira antibakteriyel etkiye de sahip oldugu
bulunmustur. Bu ¢alismamn amact, kistik fibrozlu hastalarin
solunum yolu drneklerinden elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin
cesitli viriilans faktorlerine (biyofilm, elastaz, alkali proteaz)
kurkuminin etkisinin aragtirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, P. aeruginosa izolatlarinin
(n=65) kurkumin minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri
agar diliisyon yontemiyle ¢alisildi. Viriilans faktorlerinden biyofilm,
elastaz ve alkali proteaz mikroplakta absorbans dlciimiine dayali
yart kantitatif yontemlerle arastirildi. Viriilans faktorii iiretimi
pozitif olan izolatlar aym anda hem sub-MIK konsantrasyondaki
kurkumine maruz birakilarak hem de birakilmadan viriilans faktorii
liretimini aragtirmak icin yeniden calisildi ve olgiilen absorbans
degerleri istatiksel olarak karsilastirildr.

Bulgular: Calismamizda, izolatlarin 11’inin (%16) kurkumin MIK
degeri 250-500 ug/ml arasinda, 7’sinin (%l11) kurkumin MIK
degeri 501-1000 ug/iml arasinda, 5’inin (%8) kurkumin MIK
degeri 1001-1500 ug/ml arasinda ve 42’sinin (%65) kurkumin
MIK degeri 1500 ug/ml iizerinde saptand:. Izolatlarin %54’ iinde
biyofilm iiretimi, %74’iinde elastaz iiretimi ve %68’inde alkali
proteaz iiretimi pozitif bulundu. Calisilan bu ii¢ viriilans faktoriiniin
iiretimi agisindan sub-MIK konsantrasyonlarda kurkumine maruz
birakilarak olgiilen absorbans degerleri ile kurkuminsiz olarak
olciilen absorbans degerleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir
fark saptanmadi.

Sonug: Calismanuzin sonuglarina gore, in-vitro ortamda bir kez
kurkumine maruz birakilan kistik fibroz izolatlarimin viriilans
faktorlerinde istatistiksel olarak anlamly bir azalma bulunmanugtir.
Bununla birlikte, kurkuminin toksik olmayan, anti-inflamatuvar ve
anti bakteriyel bir madde olmast nedeniyle bu hasta gruplarinda
uzun siireli kullantminin in-vivo etkilerinin de arastirilmast uygun
olacaktir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, kistik fibroz,
kurkumin

ABSTRACT

The Effect of Curcumin on Several Virulance Factors of
Pseudomonas aeruginosa Isolates Obtained From Respiratory
Tract Samples of Cystic Fibrosis Patients

Objective: Pseudomonas aeruginosa causes respiratory tract
infections that are difficult to treat in patients with cystic fibrosis
because of the antibiotic resistance mechanisms and virulence
factors. Curcumin has been found to possess antibacterial as well
as antitumoral and anti-inflammatory effects. The aim of this study
was to investigate the effect of curcumin on several virulence
factors (biofilm, elastase, alkaline protease) of P. aeruginosa
isolates which were obtained from respiratory tract samples of
cystic fibrosis patients.

Material and Methods: In our study, minimal inhibitory
concentration (MIC) values of curcumin for P. aeruginosa isolates
(n=65) were determined by agar dilution method. Production of
three different virulence factors (elastase, alkaline protease, and
biofilm) were investigated by semi-quantitative methods which
relied on the measurement of absorbance in microtiter plates. The
isolates which had a positive virulence factor production were
retested for the production of virulence factors at the presence and
absence of sub-MIC curcumin concentrations simultaneously and
measured absorbance values were compared statistically.

Results: In our study, curcumin MICs of the 11 (16%) isolates were
250-500 ug/ml 501-1000 ug/m for 7 (11%), 1001-1500 ug/ml for
5 (8%), and above 1500 ug/ml for 42 (65%) isolates. Out of 65
isolates in 54% biofilm, in 74% elastase, and in 68% alkaline
protease production were positive. In terms of virulence factor
production, results didn’t indicate a statistically significant
difference between the absorbance values obtained with and
without exposure to sub-MIC concentrations of curcumin.

Conclusion: In conclusion, there was no statistically significant
decrease in the virulence factors of cystic fibrosis isolates which
were once exposed to in vitro curcumin. However, because
curcumin is a non-toxic, anti-inflammatory and anti-bacterial
agent, it will be suitable to investigate the in vivo effects of long-
term curcumin use in these patient groups.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, cystic fibrosis, curcumin
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YAZARLARA BILG

Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin yaymn organi olup ilgili alanlardaki 6zgiin
aragtirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tanmitim yazilar ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

Dergi Mart, Haziran, Eyliil ve Aralik olmak iizere li¢
ayda bir ¢ikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Tiirkce olarak yollanmalidir.
Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

Yayimlanmasi istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak
lizere teslim edilmig veya kabul edilmis olmamalidir.
Ozet bi¢iminde yayimlanmig bir 6n bildirinin bitmis
bicimine yer verilebilir.

Dergiye gonderilen yazilar, ilk olarak dergi standartlari
acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
yazilar, daha ileri bir incelemeye gerek goriilmeksizin
yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybma yol acilmamas: i¢in, yazi sahipleri
dergi kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.

Dergi kurallarina uygunluguna karar verilen yazilar
Danigma Kurulundan veya konu ile ilgili kisilerden en
az iki hakeme gonderilir ve hakemlerden yayina uygun
olup olmadig1 konusunda goriigleri alinir. Diizeltme
isteniyorsa tekrar yazara gonderilir. Bu incelemeden
gecen yazilar, Yaymn Kurulu tarafindan tekrar
degerlendirilir ve basilacagi yer ve say1 kararlastirilir.

Danigma ve Yayin Kurullari; diizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda yayinci, yazilarda diizeltme yapmak,
biciminde degisiklikler istemek ve yazarlari
bilgilendirerek kisaltma yapmak yetkisine sahiptir.
Yazarlardan istenen degisiklik ve diizeltmeler yapilana
kadar, soz konusu yazilar yayin programinda sirada
bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin tiimiiniin veya bir boliimiiniin

bir bagka yerde yayimlanmasi s6z konusu olursa
editorlere bilgi verilmesi zorunludur.

Basvuru

Sadece on-line bagvurular kabul edilir.

Bagvurularda, tiim yazarlarin adlar1 ve adresleri, acik
olarak yazilmahdir. Ayrica, yazinin tiim yazarlar
tarafindan onaylandigini ve daha oOnce hicbir yerde
yayimlanmadigimmi ve teklif hakkinin dergiye
birakilacagini belirten ve tim yazarlar tarafindan
imzalanmig web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak veya posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

Insanlar iizerinde yapilan klinik arasgtirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarmin ve goniillillerden
alinmig yazili onam formlarinin da on-line olarak ve
posta ile asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Prof. Dr. Cagr1 Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kiniklt Kampiisii / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Metin Cesitleri

Metin ¢esitlerinde on-line olarak
bulunmaktadir.

yonlendirme

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 gok
200 sozciik iceren 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 sozcligli ge¢gmeyen
Ingilizce-Tiirke 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/fotograf/
resim/grafik ve en ¢ok 5 kaynak icerebilir.

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Tiirk¢e basligi kisa, acik ve igerigi tam yansitir
olmalidir.

Yabanci dilde baglik Tiirkce basghk ile birebir
uyusmalidir.

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmalidir

Aragtirma daha oOnce bir bilimsel toplantida bildiri
(sozlii veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi
toplantinin adi ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

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

Ozet boliimiinde kisaltmalardan miimkiin oldugunca
kacimilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer
almamalidir.

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

Mikroorganizma adlari ve MIK veya PFGE gibi
kisaltmalar ilk kullanildiklarinda tam olarak, acik
sekilleriyle yazilmalt mikroorganizma adi daha sonraki
kullanimlarda cins adinin ilk harfi kullanilarak
kisaltulmalidir. Staphylococcus aureus S. aureus gibi.
Paragraf basinda ise bu kisaltma kullanilmamali, isim
tam olarak yazilmalidir.

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalar
ayni olacak adlar ayni yazida gectiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullanilmalidir. Stafilokok, streptokok
gibi sadece cins ad1 gegen ciimlelerde dilimize yerlesmis
cins adlar Tiirkge olarak yazilabilir.

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiigiik sayilar yaz ile
yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme igareti
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 yazilmaly; (-) veya (+) kisaltmalari
kullanilmamalidir.

Bir tesekkiir yazisi
olmalidir.

varsa Kaynaklar’dan Once



Calisma kazanilmig bir burs veya proje ile
tamamlanmigsa belirtilmelidir.

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

Kaynaklar metin icinde gegis sirasina gore siralanmali
ve metin iginde ciimle sonuna konacak parantez igine,
list simge olarak yazilmalidir. Ornegin; .......ccccceeeee.
gosterilmigtir>9...... Kaynak yazimi sirasinda bogluk
birakmayiniz.

Metinde kaynaklar iist simge olarak bulunmalidir.

Metinde kaynak verilirken yazar adi kullaniliyorsa
kaynak numaras1 yazar admm yanma yazilmalidir.
Ornegin; Smith ve Gordon’a(4) gOre .................
Kaynak yazimi sirasinda bosluk birakmayiniz.

Heniiz yayinlanmamus veriler ve calismalar Kaynaklar
boliimiinde yer almamalidir.

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

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tiim yazarlarin isimleri yazilmalidir. Yazar
sayisinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk li¢
yazarin ismi yazilmali, sonrasinda Tiirk¢e makalelerde
“ve ark.”, Ingilizce 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 temel olarak Tiirkge’ye
uyarlanmig Vancouver yazim stili (Ornekler
asagidadir) esas alinmali; noktalamalar, kelime ve
harf araliklari, biiyiik harfler, dergi ve cilt numarasi
buna gore diizenlenmelidir.

Ornekler

A. Makaleler

Kaynak yazimlarinda italik, bosluk, noktalama isaretleri
kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.

Standart Dergi Makalesi: Standart Dergi Makalesi:
Courvalin P, Davies J. Mechanisms of resistance to
am1noglycos1des Am J Med. 1977;62(6):868-72.

Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Snydman

DR. Shifting patterns in the epidemiology of nosocomial
Candlda infections. Chest. 2003;123(Suppl 5):S500-3.

Elektronik dergi makalesi: Lam PV, Tadros M, Fong
IW. Mandibular osteomyelitis due to Raoultella species.
JMM Case Rep. 2018;5. Internet adresi:
http:// .o Erigim tarihi: ../../20.. doi:......

B. Kitaplar

Kitap: Appanna VD. Human Microbes - The Power
Within Health, Healing and Beyond. Singapur: Springer
Singapur; 2018.

e-kitap: Appanna VD. Human Microbes - The Power
Within Health, Healing and Beyond. Singapur: Springer

Singapur; 2018. Internet adresi: http://................ Erisim
tarihi: ../../20..

e Kitap boliimii: Piret J. Antiviral drug resistance in
herpesviruses. In: Berghuis A, Matlashewski G,
Sheppard D, Wainberg MA (Eds.) Handbook of
antimicrobial resistance. New York: Springer-Verlag,
2017:87-122. (Tiirk¢e kitaplar i¢in; climle sonuna
kitabinda ifadesini ekleyiniz.)

e Kurumsal yayin: CLSI. Clinical and Laboratory
Standards Institute. Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts. Approved
Standard M27-A3. 3rd ed. CLSI, Wayne: ABD; 2008.

e Siireli resmi yaym: TC Saglik Bakanligi. Bulasici
hastaliklar siirveyans ve kontrol esaslar1 yonetmeligi.
Resmi Gazete. 30.05.2007(26537).

e Siireli resmi yayin (internet): TC Saglik Bakanligi.
Bulasic1 hastaliklar siirveyans ve kontrol esaslari
yonetmeligi. Resmi Gazete. 2007(26537). Internet
adresi: http://........... Erigim tarihi: ../../20..

e Kongre Bildiri Ozeti: Basustaoglu AC, Siiziik S,
Mumcuoglu 1, ve ark. Kan Kkiiltiirii uygulamalarmin
degerlendirilmesi: EpiCenter verilerinin kullanimi.
XXXVII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi, 16-20 Kasim
2016, Belek, Antalya; 2016:TPS-85.

e Tez: Oktem IMA. Endoservikal siiriintii orneklerinde
Chlamydia trachomatis hiicre kiiltiirii sonuglarmnin direk
floreson antikor (DFA) ve enzim immunoassay (EIA)
yontemleri ile karsilastirilmast [Tipta uzmanhk tezi].
Izmir: Dokuz Eyliil Universitesi, 1998.

C. Sanal Ortam

e 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 iginde gectigi yerler
belirtilmelidir.

e Tablo baglig1 tablo {ist ¢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 kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

e Tablolarda metnin tekrart olmamalidir

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

e Sekillerde 6lcii 6nemli ise lizerine cm veya mm’yi
gosteren bir 6lgek ¢izgisi konmalidir.

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

o Isim, bag harfler, hastane kayit numarasi gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

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






