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Derleme

Aspergillus fumigatus Kompleksi: Zorlu Bir Patojende

Yeni Bir Sorun, Azol Direnci

Dolunay GULMEZ ©

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

0z

Aspergillus dogada yaygin bulunan, ¢ogunda bagisiklik
sistemi baskilanmus olan biiyiik bir hasta grubunu etkileyen
ve farkl hastalik tablolarina neden olabilen bir kiif manta-
rudwr. Aspergilloz tanmist, hastaligin ve konagin karmasik
ozelliklerinden dolayr hdld zordur. Konvansiyonel tani yon-
temlerinin duyarliligu diigiiktiir, serolojik testlerin kullaninu
bazi hasta alt gruplarryla sumirlidir ve molekiiler yontemle-
rin de hdlen validasyonunun tamamlanmig olmast ve stan-
dart hale getirilmesi gerekmektedir. Tedavi ¢ogunlukla
antifungallere dayanmaktadir ve onerilen ilk basamak
tedavi azollerdir. Bu nedenle, ortaya ¢ikan azol direnci
aspergilloz olgularimin sonucu iizerinde dogrudan etkiye
sahiptir. Ayrica, azoller aspergilloz icin tek oral tedavi
secenegidir ve diger seceneklerin maliyeti daha yiiksektir.
Azol direngli Aspergillus etken oldugunda, invaziv asper-
gillozda mortalite oranlari ve kronik pulmoner aspergilloz-
da cerrahi gereksinimi artmaktadir. Azol direncinin daha
az tahmin edilen bir sonucu da, tanm iizerine olmugtur.
Kesin etkeni dogrulamak icin kiiltiir yontemlerine hald
gereksinim oldugu icin, atipik direngli fenotipler soz konu-
su oldugunda kiiltiiriin duyarliligimin azalma olasilig
kaygi vericidir.

Bu derleme, Aspergillus ve aspergilloz ile ilgili giincel bil-
gileri oOzetlemeyi ve zaten zorlu olan bir patojende yeni
giicliiklerin ortaya ¢ikmasina neden olan azol direncine
dikkat cekmeyi amaglamaktadir. En yaygin insan patojeni
oldugundan eldeki verilerin cogu Aspergillus fumigatus
kompleksi ile iliskilidir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus fumigatus, Aspergilloz,
azol direnci

ABSTRACT

Aspergillus fumigatus Complex: A New Problem in a
Challenging Pathogen, Azole Resistance

Aspergillus is widespread in nature and this mold may cause
different clinical forms of disease that affect a large group of
patients, mostly immunosupressed patients. Diagnosis of
aspergillosis is still challenging due to complex characteristics
of the disease and the host. Sensitivity of conventional
diagnostic methods is low, use of serological tests is limited to
certain patient subpopulations and molecular methods are yet
to be validated and standardized. Treatment mostly depends
on the use of antifungals and, recommended first line therapy
is azoles. Therefore, emerging azole resistance has a direct
impact on outcome of aspergillosis cases. Furthermore, azoles
are the only oral therapeutic options for aspergillosis and the
cost of alternative treatment options are higher. Mortality
rates in invasive aspergillosis and the need for surgery in
chronic pulmonary aspergillosis increase, if caused by azole
resistant Aspergillus. A less predicted consequence of azole
resistance was the effect on diagnosis. Because culture
methods are still needed to confirm the exact causative agent,
possibility of decreased sensitivity of culture in case of atypical
resistant phenotypes are of concern.

This review aims to summarize current information on
Aspergillus and aspergillosis and, to draw attention to azole
resistance that causes new challenges in an already complex
pathogen. As it is the most widespread human pathogen,
most of the data available are related to Aspergillus
fumigatus complex.

Keywords: Aspergillus fumigatus, aspergillosis, azole
resistance

GIRIS

Aspergillus; bagisiklik sistemi baskilanmig has-
talarda yasami tehdit eden invaziv enfeksiyonla-
ra, bagisiklik sistemi saglikli kisilerde kronik
enfeksiyonlara ve hipersensitivite reaksiyonlari-

na egilimli kisilerde alerjik reaksiyonlara neden
olabilen firsat¢1 bir patojendir. Invaziv aspergil-
lozun (IA) 6liimciil sonuglari, diger klinik form-
larin gozden kacabilmesine neden olmus ve
aspergillozun sinirli bir hasta grubunu etkiledi-
gini diigiindiirmiistiir. Bu durum; kistik fibrozis
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(KF) ve alerjik hastaliklarda aspergilloma, sinii-
zit, kolonizasyon/enfeksiyon gibi kronik klinik
durumlardan etkilenen yiiksek sayida hasta
nedeniyle yanlis bir algidir’. Ornegin, pulmo-
ner tiiberkiilozun bir sekeli olarak diinyada bir
milyondan fazla insanda kronik pulmoner asper-
gilloz (“‘chronic pulmonary aspergillosis™, CPA)
bulundugu diisiiniilmektedir®. Tiim diinyada
alerjik bronkopulmoner aspergilloz (“allergic
broncopulmonary aspergillosis”, ABPA) preva-
lansinin 4.8 milyonun iizerinde oldugu ve CPA
ile komplike ABPA’nin 400.000 hastaya ulasabi-
lecegi sanilmaktadir®. European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) 2013
yilinda Avrupa bolgesindeki aspergilloz yiikiinii
su sekilde hesaplamistir: ABPA 900.000 hasta,
fungal duyarlilagma ile giden ciddi astim (“seve-
re astma with fungal sensitization”, SAFS) >1
milyon hasta, CPA 240.000 hasta ve 1A 63.000
hasta®. Bu durum, Aspergillus iliskili saglik
sorunlariin sanildigr kadar ender olmadigini
gostermektedir.

Serolojik ve molekiiler tekniklerdeki tiim gelis-
melere karsin Aspergillus’un neden oldugu kli-
nik tablolarin tanist hilen sorun teskil
etmektedir®®. Tanida, hastanin klinik degerlen-
dirmesi ve bunun sonucunda aspergillozdan
siiphelenilmesi temeldir. Geleneksel olarak, tani
icin etkeni gosterebilen direkt mikroskopiden,
etkeni iiretebilen kiiltiir yontemlerinden ve
enfeksiyon varligimmi gosterebilen goriintiileme
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Konvansiyo-
nel tan1 yontemlerine ek olarak yiiksek riskli
hasta popiilasyonlarinda serolojik testler oneri-
len edilirken, molekiiler testler de gelistirilmeye
devam edilmektedir®”.

Aspergillus’un neden oldugu veya eklendigi
hastalik tablolarinda tedavi de giiclesmektedir.
CPA olan hastalarda antifungal tedaviye ek ola-
rak cerrahi gerekebilmekte ve hastaneye yatis
sonrasinda olgu olim hizlart %?20-30’lara
ulasabilmektedir®. IA olgularinda mortalite
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%50 nin tizerindedir ve kemik iligi nakli yapilan
hastalarda en uygun antifungal terapi uygulansa
bile daha yiiksek olabilmektedir®®. Altta yatan
hastaliklar ve enfeksiyon bolgesi ana prognostik
etkenler olsa da, son on yilda IA mortalitesinde
azalma gozlenmis ve bu durum, diger faktorlerin
yani sira azol tedavisine baglanmistir””. Azol
tedavisi ile elde edilen bu avantaj, Aspergillus’ta
ortaya ¢ikan azol direnci nedeniyle kaybedilme
tehdidi altindadir. Azol grubu, farkli aspergilloz
klinik tablolar i¢in ilk tedavi secenegi olarak
onerilmektedir ve bagka oral tedavi secenegi
bulunmamaktadir®”. Amfoterisin B’nin lipid
formiilasyonlar1 ve ekinokandinleri de iceren
diger tedavi secenekleri fataliteyi Onlemede
azoller kadar etkili olamamaktadir®*®,

Beklendigi gibi, ortaya ¢ikan azol direnci asper-
gillozun tedavisini zorlagtirmaktadir ve azole
direncli aspergilloz mortalite oranlari endise
vericidir'*+'9, Azol direngli suslar etken oldu-
gunda, IA’da mortalite %88’e ulasabilmekte""
ve CPA’da tedavi basarisizligi artmaktadir®'?.
Azol direncinin daha az tahmin edilebilir bir
sonucu da, etkeni kesinlestirmek i¢in halen kon-
vansiyonel kiiltiir yontemlerine dayanan asper-
gilloz tanis1 tizerinde olmustur®'?, Aspergillozda
kiiltiir duyarlilig: diisiiktiir ve zor lireyen ve/
veya az sporlanan, atipik direncli fenotiplerin
ortaya ¢ikist durumu daha karmagik hale
getirmigtir'®'?.

Bu derleme, Aspergillus ve aspergilloz ile ilgili
yeni gelismeleri 6zetlemeyi ve yeni bir sorun
olan azol direncine dikkati cekmeyi amaclamak-
tadir. Calisma, en yaygin insan patojeni oldu-
gundandahakapsamliolarak calisilan Aspergillus
fumigatus kompleksine odaklanmistir.

Bir kiif mantar1 olarak Aspergillus
Aspergillus, bircok farkli habitatta bulunabilen

saprofitik, filamentdz bir mantardir. Tiim tiirler-
de septali hifler ve {izerinde konidyum olusturan



D. Giilmez, Aspergillus fumigatus kompleksinde azol direnci

fialidlerin bulundugu tipik vezikiil yapisi ortak-
tir. Koloninin dokusu kadifemsi, pamuksu veya
yiinsii olabilmektedir. Koloni 6n yiiziiniin rengi
tiire gore degismekte ve yesil, sar1, turuncu, kah-
verengi veya siyah tonlarinda goriinebilmekte-
dir*19_ A, fumigatus kompleksine ait kolonile-
rin rengi farkli yesil tonlarinda olabilmekte ve
sporulasyondan etkilenmektedir!®!¥,

Aspergillus seksiiel, aseksiiel veya paraseksiiel
yolla iireyebilmektedir. Aseksiiel lireme sirasin-
da bol miktarda konidyum tiretildigi icin, gene-
tik degisiklik gecirme firsati artmaktadir.
Askospor olusumu ile karakterize olan seksiiel
tireme, iki ayr1 susa ait genetik materyali birleg-
tirme avantajina sahiptir. Paraseksiiel liremede
ise iki uyumlu susa ait hifler kaynagmaktadir. Bu
durum, kiif mantarinin sporulasyon olmadan
genetik madde aktarmasina olanak tanimaktadir
ve olgun bir migelyumda, biyofilmde ve in vivo
olarak ortaya c¢ikabilmesi nedeniyle Onemli-
dir%1®, Farkli iireme yollar1, mantarin genetik
degisimler gecirmesini ve antifungal direng
mutasyonlar1 gelistirmek de dahil olmak iizere
cevreye uyum saglayabilmesini saglamakta-
dir?,

Aspergillus cinsi i¢inde yaklagik 180 tiir tanim-
lanmis olmakla birlikte, bu tiirlerin hepsi insan-
da hastalik etkeni olarak bildirilmemigtir'+!®,
En sik goriilen insan patojeni A. fumigatus iken,
Aspergillus  flavus, Aspergillus niger ve
Aspergillus terreus gibi diger bazi tiirler de
insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyona neden
olabilmektedirler'*'®. Aspergillus’un tiir diize-
yinde tanimlanmasi, tiirlerin farkli direng patern-
leri nedeniyle klinik olarak énemli olabilmekte-
dir. Cogu rutin laboratuvar, kiif mantarlarinin
tanimlanmasi icin makroskopik ve mikroskopik
morfolojik 6zellikleri kullanmaktadir. Bu neden-
le, ¢ogu klinik izolat tiir kompleksi diizeyinde
tanimlanmaktadir”. Klinik bir laboratuvarda,
ornekten izole edilerek morfolojik 6zelliklerine
gore tanimlanan bir sus “Aspergillus fumigatus

kompleksi” (“Aspergillus section Fumigati”)
olarak rapor edilebilmektedir. Bu durumda, ilgi-
li sus A. fumigatus sensu stricto ya da azole int-
rinsik direng gosterebilen iligkili bagka bir krip-
tik tiir olabilmektedir. Triazol direnci A. fumigatus
sensu stricto i¢in ender olmasina ragmen,
Aspergillus lentulus, Aspergillus udagawae,
Aspergillus viridinutans ve Aspergillus thermo-
mutatus (Neosartorya pseudofischeri) vd. tiirler
direncli olabilmekte ve tedavisi gii¢ enfeksiyon-
lardan sorumlu olabilmektedirler!!”. Bu tiirlerin
ayirict tanist i¢cin DNA dizileme yontemleri
gerekli olabilmektedir. Mikroorganizma mole-
kiil icerigini inceleyerek tanimlama yapan
MALDITOF-MS (“Matriks assisted laser
desorption ionization time of flight-mass spect-
rometry”) gibi yontemler ile elde edilen sonuglar
da umut vericidir'”,

Aspergillus hastaliklari ve tanisi

Aspergillus tiirleri, konagin o6zelliklerine bagli
olarak ¢ok farkli hastalik tablolarina neden ola-
bilirler. U¢ ana form, invaziv aspergilloz (IA),
kronik ve/veya saprofitik aspergilloz ve alerjik
aspergilloz olarak tanimlanabilmektedir®. Bu
formlar ¢ok cesitli klinik tutulumlar ile seyrede-
bildiginden, tan1 i¢in klinik bulgular, mikrobiyo-
lojik veriler ve goriintiileme tekniklerinin birlik-
te kullanilmas: ve oncelikle etkilenen viicut
bolgelerinin incelenmesi esastir. Konvansiyonel
olarak dogrudan mikroskopi (Gram-boyama gibi
nonspesifik yontemlerin yani sira mantarlarin
gosterilmesinde daha basarili olan kalkoflor
beyazi, Gomori’nin metenamin giimiisleme
yonetemi, Periodic Acid Schiff (PAS) gibi yon-
temler), kiiltiir yontemleri ve goriintiileme tek-
nikleri kullanilmaktadir®®”. Serolojik testler
(galaktomannan ve 3-D-glukan) tanida yardimci
olabilmektedir. Molekiiler testler umut verici
olmakla birlikte, diger tanisal testlerle birlikte
kullanimi 6nerilmektedir®”. Mantar enfeksiyo-
nu varligindan emin olmak i¢in mikrobiyolojik
ve/veya histopatolojik testler ile mantarin goste-
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rilmesi istenmektedir. Etkenin kesin olarak belir-
lenebilmesi ve tanimlanabilmesi ic¢in kiiltiirde
tiretilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, etken
mantarin adinin konmasi, diisiik kiiltiir duyarlili-
gindan etkilenmektedir®'>'”. Ayrica, balgam
gibi steril olmayan bir viicut bolgesinde sapta-
nan bir Aspergillus pozitif kiiltiir, mantarin
dogada yaygin olarak bulunmasi ve solunum
yollarinda kolonize olabilmesi nedeniyle enfek-
siyon varligia kesin kanit olarak goriilmemek-
tedir. Steril viicut bolgelerinden alinan 6rnekler
daha invaziv prosediirler gerektirirler ancak
daha fazla tamisal de8ere sahiptirler®®.
Aspergilloz tam1 ve tedavisi icin Amerika
Enfeksiyon Hastaliklart Dernegi’nin (Infectious
Diseases Society of America, IDSA) kilavuzu ve
Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 Dernegi’nin (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases,
ESCMID) Subat 2018’de yenilenen kilavuzu
her hastanin bireysel olarak degerlendirilmesi
geregini vurgulamaktadir®”.

Hematolojik malignitesi, kok hiicre nakli, solid
organ nakli, CD4 hiicre say1s1 <50 hiicre/u L olan
AIDS hastalar1 veya kortikosteroidler gibi bagi-
siklik sistemini baskilayan tedaviler alan hasta-
larda, Aspergillus konidyumlar1 c¢imlenerek
dokular1 invaze eden hifler olusturabilmektedir-
ler'®. Infektif konidyumlar genellikle inhalas-
yon yoluyla alindigindan, IA en sik olarak akci-
gerleri tutmaktadir. Ancak, diger organlar veya
siniisler de etkilenebilmekte veya bagisiklik sis-
teminde ciddi baskilanma olanlarda dissemine
IA gelisebilmektedir(™.

IA tanis1 igin doku ve viicut sivilarmin eszaman-
I mikrobiyolojik ve histopatolojik incelemesi
onerilmektedir®”. Ornekler, enfeksiyon bolge-
sinden alinmalidir. Ancak, dogru 6rnegin yeterli
miktarda temin edilmesi, stabil olmayan hasta-
larda gerceklestirilmesi olas1 olmayan invaziv
islemler gerektirebilmektedir. Ornegin, trombo-
sitopenik bir hastada bronkoalveolar lavaj (BAL)
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veya akciger dokusu alinmasi islemlerinden,
olas1 ciddi komplikasyonlar nedeniyle uzak
durulabilmektedir”. Ayrica, histopatolojik ince-
lemede dikotom dallanma gosteren septal: hifler
goriilmesi Aspergillus’a 0zgiil degildir ve diger
hiyalen kif enfeksiyonlarinda da
gozlenebilmektedir*!®, Akciger tutulumu siip-
hesinde yiiksek ¢oziiniirliiklii akciger tomografi-
si de kesinlikle onerilmektedir®”.

IA tanisinda serolojik testler de yardimet olabil-
mektedir. Serum ve/veya BAL galaktomannan
diizeylerinin saptanmasi, 6zellikle hematolojik
malignitesi olanlar gibi belirli baz1 hasta grupla-
rinda onerilmektedir®’'>. Aspergilloz igin 6zgiil
olmamakla birlikte, serum 1,3-B-d-glukan testi
de yiiksek riskli hastalarda yararli olabilmekte-
dir®». IDSA, 2016 yili kilavuzunda, kanda poli-
meraz zincir tepkimesi (PCR) ile Aspergillus
tanisiin gelecek vadettigini ancak ticari testle-
rin heniiz standardizasyon ve validasyonunun
yeterli olmadigimi belirtmistir®. IDSA, bu
durumda PCR temelli testlerin klinik degerlen-
dirme ve diger tanisal testlerin sonuclari ile bir-
likte degerlendirilmesini 6nermistir. ESCMID’in
2018’de yenilenen kilavuzu da kan ve BAL
orneklerinde uygulanan PCR temelli testlerin
diger tanisal testler ile birlikte kullaniminin daha
0zgiil ve erken tani i¢in yardimci olabildigini
belirtmistir”. PCR, dogrudan enfeksiyon bolge-
sinden alman doku, beyin omurilik sivist vb.
orneklerde de uygulanabilmektedir. Molekiiler
testler, histopatolojik olarak hif goriilen dokular-
da kiifiin tanimlanmas1 i¢in, hif goriilmemis
orneklerde de aspergilloz tanisi i¢in kullanilabil-
mektedir. Ancak, 6rnegin alinmasinin zorlugu
ve testin standardizasyonu/validasyonu ile ilgili
sorunlar burada da heniiz devam etmektedir®”.

Kronik pulmoner aspergilloz (CPA) farkli solu-
num yolu hastaliklarin1 komplike edebilen ender
bir hastaliktir. Tan1 ve tedavisi tizerinde calisan
bir ESCMID gorev ekibi bulunmaktadir®.
CPA’nin en sik goriilen formu olan kronik kavi-
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ter pulmoner aspergilloz (“chronic cavitary pul-
monary aspergilosis”, CCPA), tedavi edilmezse
kronik  fibrozan  pulmoner aspergilloza
ilerleyebilmektedir®®. Daha az goriilen klinik tab-
lolar arasinda aspergillus nodiilii ve tek aspergillo-
ma bulunmaktadir. Tiim bu klinik tablolar bagigik-
Iik sistemi bozulmamig, gecmiste veya eszamanli
akciger hastalig1 olan kisilerde gozlenebilmekte ve
bir hastada farkli tablolar birlikte goriilebil-
mektedir®®, CPA tanisi, akciger goriintiileme tet-
kiklerinde >3 ay devam eden lezyon goriintiileri,
Aspergillus enfeksiyonu kaniti (dogrudan mikros-
kopi, kiiltiir veya antijen pozitifligi) ve diger olasi
tanilarin  diglanmasi ile konabilmektedir®®.
Aspergillus varliginin kanitlanmasinda molekiiler
yontemler kiiltiire gore daha duyarlidir ve giiclii
PCR sinyalleri, enfeksiyon ve artmis fungal yiik ile
korelasyon gostermektedir®.

Hastanin bagisiklik sisteminde baskilanma geli-
sen durumlarda, kronik hastalik formlarinda
invazyon goriilebilmektedir. Subakut invaziv
pulmoner aspergilloz (6nceki ad1 kronik nekroti-
zan pulmoner aspergilloz) veya invaziv fungal
siniizit bagisiklik sisteminde orta derecede bas-
kilanma olan hastalarda ortaya ¢ikabilen progre-
sif enfeksiyonlara ornek gosterilebilirler. Bu
hastaliklarin IA gibi ele alinmas1 gerekmekte-
dir®o.

Lokalize noninvaziv kolonizasyon nazal siniis-
lerde, dis kulak kanalinda, kornea ve tirnaklarda
goriilebilmektedir®'®. Trakeobronsiyal aspergil-
lozun (TBA) saprofitik formlar1 da olabilmekte
ve semptomatik veya bagisiklik sistemi baski-
lanmig hastalar diginda tedavi gerekmemek-
tedir®.

Aspergillus kolonizasyonu, alerjik hastalik ve
enfeksiyon ayrimi 6zellikle kronik akciger has-
talig1 olanlarda giiclesmektedir. Bunlarin arasin-
da, KF olduk¢a giindemdedir. Hava yolu mukus
koyulagmasi, siliyer islev bozuklugu ve bron-
sektazi gibi uzun stireli hasarlar mikroorganiz-

malarin ortamda kalic1 olmasina neden olmakta,
steroid inhalasyonu ve antibiyotik kullanimi da
mantarlara avantaj saglamaktadir. Ancak, alev-
lenme sirasinda saptanan pozitif bir kiiltiir, has-
talik etkenini belirleyebilecegi gibi yalnizca
kolonizasyona da isaret edebilmektedir.

KF hastalarinda fungal enfeksiyon tanisi; artmig
balgam iiretimi, ayn1 mantarin birden fazla kez
kiiltiirde tiretilmesi, radyolojik bulgular, antibi-
yotik tedavisi ile basarisizlik ve akciger fonksi-
yonlarinda aciklanamayan azalma goriilmesi
durumunda konabilmektedir. Ayrica, atipik
mikobakteriler gibi yeni bakteriyel etkenlerin ve
ABPA’nin ekarte edilmesi de gerekmektedir'®.
KF’deki enfeksiyonun kronik polimikrobiyal
dogasindan otiirii, mantarlarin patogenezdeki
roliintin kanitlanmasi zorlagmaktadir. Yine de,
mantar izolasyonunun hastaliga katkisint goste-
ren kanitlar gittikce artmaktadir®'3-29,

Hipersensitivite reaksiyonlarina egilimi olan
kisilerde Aspergillus konidyumlarinin yiizey
antijenlerine kars1 alerjik reaksiyonlar ortaya
cikabilir. Bu durum, antijenlere maruziyet son-
rasinda ya da mantarin bronsiyal agac veya
siniisler gibi bir viicut bolgesinde kolonizasyon
sonucu gelisebilmektedir'®.

Alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA),
alerjik reaksiyonun brongiyal aga¢ kolonizasyo-
nu sonrasi tetiklenmesi ile ortaya c¢ikan bir
tablodur'®. Genellikle, astim veya KF gibi, altta
yatan akciger hastaligi olan kisiler etkilenmek-
tedir®. Aspergillus immiinoglobulin E (IgE) ve
total IgE’de yiikselme tipiktir. Alerjik fungal
rinosiniizit de goriilebilmektedir. Tan1 i¢in nazal
polipozisin gosterilmesi ve koyu eozinofilik
miisin iceren mukus icinde hif yapilarinin goz-
lenmesi ve Aspergillus IgE i¢in serum antikoru
veya deri delme (“prick”) testi pozitifligi
gerekmektedir®. Fungal duyarlilasma ile giden
ciddi astim (“severe astma with fungal sensitiza-
tion”, SAFS) konidyumlara maruziyet sonrasin-
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da astimi olan bazi hastalarda gelisebilmek-
tedir®.

Aspergillozun antifungal tedavisi

Aspergillus enfeksiyonlarinda antifungal ajanlar
ile tedavi zorunludur ve birincil tedavi olarak
kiif aktif azoller onerilmektedir. IA gibi progno-
zunda bagisiklik sistemi iglevinin kritik oldugu
klinik tablolarda bile, bagisiklik sistemini diizen-
leyici yontemler destek tedavi olarak diistiniil-
mektedir. Cerrahi yalnizca lokal enfeksiyonlarda
yararli olabilmektedir. Bu nedenle uygun anti-
fungal tedavi terapdtik yaklagimlarin temelini
olusturmakta, ila¢ dozlarmin yeterliliginin takibi
icin monitorizasyon Onerileri de bulunmakta-
dir®?. IDSA, 1A olgularinda ilk tedavi secenegi
olarak vorikonazol, CPA olgularinda ise itrako-
nazol veya vorikonazol onermektedir®. Diger
iki secenek olan amfoterisin B nin lipid formii-
lasyonlar1 ve ekinokandinlerin intravendz olarak
verilmesi gerekmektedir. Kaynaklar kisith
oldugu merkezlerde ve azollerin kontraendike
oldugu veya tolere edilemedigi durumlarda,
amfoterisin B deoksikolat kullanilabilmekteyse
de yiiksek toksisitesi nedeniyle, 6ncelikle lipidli
formiilasyonlarin uygun oldugu da belirtilmistir®.
Yenilenen ESCMID kilavuzunda ise 1A tedavi-
sinde vorikonazol veya isavukonazol Onerilir-
ken, yiiksek azol minimum inhibit6r konsantras-
yon (MIK) degerleri saptandiginda tedavide
lipidli amforisin B bilesiklerine veya kombine
tedavi seceneklerine yonelmek gerektigi
bildirilmistir”. Bu kilavuzda tiir kompleksine ve
tiire gore (6rnegin azollere intrinsik diren¢ gos-
teren A. fumigatus kompleksine ait tiirler icin)
farkli tedavi Onerileri de bulunmaktadir®.
Amfoterisin B’nin lipid formiilasyonlari ile teda-
vinin TR, /L98H vb. azol diren¢ mutasyonlarina
sahip suslarla gelistirilen deneysel enfeksiyon
modellerinde basarili olabildigi gosterilmis®",
bagisikligi baskilanmig farelerde daha yiiksek
doz gerektigi bildirilmistir®®. Ekinokandinler
ise faz II ¢alismalarda diisiik etkinlik gozlendi-
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ginden IA tedavisinde ilk tedavi olarak oneril-
memekte, ancak kurtarma tedavisi olarak kulla-
nilabilecekleri belirtilmektedir®®. Ornegin, azol
direngli suglarla gelistirilen fare enfeksiyon
modelinde anidulafungin doza bagli olarak artan
bir etkinlik gostermis ama maksimum sagkalim
yanit1 olugturamamistir® . Azol ve ekinokandin
kombinasyonlart  yarar saglamamaktadir.
Amfoterisin B ve ekinokandin kombinasyonlari-
nin ise maliyeti yiiksektir*?¥. Alerjik aspergilloz
tablolarinda, KF hastasinda akciger fonksiyonla-
rinda kotiilesme veya alerjik fungal rinosiniiziti
olan bir hastada tedaviye direngli/yineleyen has-
talik gozlenmesi gibi tablonun enfeksiyona iler-
ledigi siiphesi yoksa antifungal tedavi 6nerilme-
mektedir®.

Aspergilloz tedavisi, azole direncli Aspergillus’un
etken olmasi durumunda daha ciddi bir sorun
haline gelmektedir. Merkezi sinir sistemi asper-
gillozu, yiiksek mortaliteye sahip ve yikict bir
hastaliktir®. Tlk tedavi secenegi olarak 6nerilen
vorikonazol ile bildirilen basar1 oranlar1 bile
%35 gibi diisiik oranlarda seyretmekte, lipozo-
mal amfoterisin B ile %10’a, amfoterisin B
deoksikolat ile ise %1’lere diisebilmektedir®©$2>,
Ayrica, kronik aspergillozlarda elimizdeki tek
oral tedavi secenegi azollerdir! -+,

IA tedavisinde bagisiklik sistemini baskilayan
ajanlarin azaltilmast veya kesilmesi 6nerilmek-
tedir. Ek olarak, koloni uyarici faktorlerin veril-
mesi veya devam eden tedaviye graniilosit trans-
flizyonlar1 eklenmesi gibi bagisiklik sistemini
diizenleyici uygulamalar da kullanilabilmekte-
dir®”. Ancak, hastalarin bu uygulamalara ver-
dikleri yanitlar degisken olabilmektedir. Tedavi
veya koruma amacli as1 caligmalar1 da bulun-
maktadir. Yiiksek IA riski olan ve oliimciil
sonuclarla kargsilagabilecek hastalarda veya uzun
siireli antifungal tedavi gereksinimi nedeniyle
diren¢ gelisimine agik olan CPA hastalarinda
kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir®®. Bu
calismalarin degerlendirilebilmesi igin kriterler
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heniiz net degildir. Mortalitede azalma, aspergil-
loz gelismeden gegirilen sagkalim siiresi, fungus
eradikasyonu, kolonizasyondan veya enfeksi-
yondan korunma gibi farkli degiskenler olciile-
bilecek ve her biri icin farkli sonuglar elde edi-
lecektir. Patojen Aspergillus tiirlerine ait epitop-
larin ve 6zelliklerinin ayrintilartyla tanimlanma-
st gerekecektir. Ancak bu degiskenler belirlen-
dikten sonra bir ag1 caligmasinin tasarlanmasi,
uygulanmasi ve bagarisinin saptanabilmesi olasi
olacaktir®®,

Aspergilloz tedavisindeki bu sinirlarlayici etkenler
g0z Oniine alindiginda, ortaya ¢ikan ve yayilma
egiliminde olan Aspergillus’ta azol direnci
oldukga diisiindiiriicii bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir.

Aspergillus’ta azol direnci

Bir mikroorganizmanin uzun siire segici anti-
mikrobiyal baskisi altinda kalmasi durumunda
diren¢ gelisebilmektedir. Bu durum, azole
direncli Aspergillus icin de tetikleyici gibi goriin-
mektedir. Aspergillus suslar1 cevresel ve nozo-
komiyal ortamlarda azollere maruz kalmaktadir-
lar. Azoller tarimda fungisit olarak kullanilmak-
tadir ve kronik hastaliklar1 veya alerjik rahatsiz-
liklar1 olan hastalar icin mantarin eradikasyonu
gerceklesemeden uzun siireli azol tedavisi
gerekmektedir'.

Klinik A. fumigatus izolatlarinda azol direnci,
yalmzca amfoterisin B ve itrakonazoliin 1A teda-
visinde lisansli oldugu 1989 yilina ait izolatlarda
bile bildirilmistir®”. Bildirilen itrakonazole
direncli iki izolat, iki farkli hastadan birincil
olarak elde edilmis ve genetik olarak iligkili
bulunmamuslardir. Ayrica, yiiksek MIK degerle-
rinin hayvan modelinde in vivo tedavi basarisiz-
lig1 ile uyumlu oldugu gosterilmis; izolatlarin
birinde diisiik hiicre i¢i itrakonazol seviyeleri
gozlenmesi, digerinde ise ergosterol sentez inhi-
bisyonu i¢in daha yiiksek hiicre ici diizeylerin

gerekmesi nedeniyle iki farkli diren¢ mekaniz-
masinin sorumlu olmasi gerektigi ortaya ¢cikmig-
tir. Bu ¢alisma, aspergillozun ilk basamak teda-
visi olarak azollerin roliiniin garanti olmadiginin
ilk belirtisidir.

Sonraki 10 yil icinde azol direngli Aspergillus
izolatlar1 sporadik olarak bildirilmekle birlikte,
2007°den sonra artmig, farkli merkezler ve cog-
rafi bolgelerden degisken diren¢ oranlart bildi-
rilmeye baglanmistir’¥. ARTEMIS global siir-
veyans ¢alismasinda, 1A etkeni olan A. fumigatus
izolatlarinda azol direncg orani (itrakonazol, vori-
konazol veya posakonazol) %5.8 (29/497) ola-
rak bulunmus ve tiim direncli izolatlarin Cin’de
izole edildikleri belirtilmistir®®. Hollanda’da
klinik A. fumigatus izolatlarinda Haziran 2007-
Ocak 2009 arasinda %5.3 diren¢ gézlenmistir'.
Dikkati ¢ceken diger bir nokta, birden fazla azo-
liin direngten etkilenebilmesidir®!'2,

Aspergillus fumigatus triazol MIK degerleri
cogunlukla 14-alfa-demetilaz1 kodlayan cyp51A
genindeki mutasyonlara bagli olarak yiiksel-
mektedir. Attm pompalarinin asir1 ekspresyonu
veya membran gecirgenliginde azalma gibi azol-
lerin hiicre i¢i birikimini azaltan diger direng
mekanizmalar1 da sorumlu olabilmektedir®’=?,
Iki farkli direng egilimi fark edilmistir. Ingiltere
ve Ispanya’dan bildirilen calismalarda, uzun
donem azol tedavisinden sonra, 6zellikle kodon
54 ve 220’de cypS51A mutasyonlari saptanirken;
Hollanda’dan bildirilenlerde ise azole maruz
kalmis ve kalmamis hastalardan elde edilenlerin
yam sira,dogadan izole edilen suglardan soz
edilmigtir®!"123139 - Bu cevresel izolatlardaki
azol direncinde, 34-bp “tandem repeat” ve
cypS1A geninin 98. kodonunda bir nokta mutas-
yonu (TR, /L98H) ile karakterize spesifik bir
patern dikkat cekmistir. Sonraki ¢aligmalarda
her iki tip mutasyonun da hem klinik hem de
cevresel izolatlarda varliklar1 gosterilmigse de,
Aspergillus azol direncinin iki farkli sekilde
gelisebilecegi diistiniilmektedir®®2%. Birincisi,
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uzun siireli azol tedavisi veya profilaksisinin
Aspergillus azol MIK degerlerinde yiikselmeye
ve sonrasinda diren¢ gelisimine neden
olmasidir*?'**». Bu durumda direngli fenotip,
azol baskisi altindaki hastada hayatta kalmaya
calisan A. fumigatus’un gecirdigi genellikle tek
bir mutasyon ile ortaya c¢ikmaktadir. Hastada
daha once saptanan duyarli fenotip ile ayni
genotipte oldugu, onun devami oldugu
gosterilebilmektedir®?3Y. Bu durumda mutas-
yonlar ¢ok cesitli olabilmektedir®. Ikincisinde
ise azollere dogadaki maruziyet diren¢ geligimi-
ne neden olarak suglanmaktadir®”. Bu durum-
da, direngli izolatlarda karakteristik bir grup
mutasyon goriilmektedir ve oncelikle cevreden
koken alir gibi goriinseler de hastane ortamina
da yayilmaktadirlar®”. Bu izolatlarin tarim ve
bahgecilikte kullanilan sterol demetilasyon inhi-
bitorii antifungaller ile iligkili olduklar1
diistiniilmektedir®. Tarimda kullanilan antifun-
gallerin cogu triazol tiirevidir ve Aspergillus
dahil saprofitik kiifler iizerinde segici baskiya
neden olmaktadirlar. Sekstiel and paraseksiiel
tireme, diren¢c  genlerinin  yayilimini
artirabilmektedir®. Bu gruptaki baskin direng
mekanizmasi, ilk olarak Hollanda’da saptanan
TR,/L98H mutasyonudur“*”. Hollanda’da
1990-1996 yillar1 arasinda bes farkli azol bilesi-
ginin tarimsal kullanimi onaylanmis ve ilk kli-
nik TR, /L98H mutant1 1998°de izole edilmistir.
Azol direncine neden olan “tandem repeat” dizi-
leri fitopatojenik funguslarda da bulunmustur.
Ayrica L98H mutasyonunun tibbi azol benzeri
yapidaki tarimsal azolleri inhibe ettigi gosteril-
migtir. TR, /L98H mutasyonu, azole maruz kal-
mamis hastalardan izole edilen izolatlarda da
saptanmistir. Bu durum, aspergillozda hastadan
hastaya bulag beklenmediginden, direncli konid-
yumlarin ¢evreden kazanilmasi ile agciklanmugtir.
Tekrarlayan A. fumigatus Kiiltiir pozitifligi sap-
tanan hastalarda TR, /L98H pozitif suslardan
once izole edilmis bir izojenik duyarli fenotip
bulunmamasi da, bu direngli fenotipin digaridan
kazanildigr varsayimini desteklemektedir®.
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Dogada ortaya ¢iktigi diigiiniilen TR, /Y121F/
T289A gibi bagka mutasyonlar ve Cyp5/A geni
disinda mutasyonlar da bildirilmigtir®®3%.
A. fumigatus TR, /L98H ve TR /Y 121F/T289A
cypS1A genotiplerinin direng fenotipleri farkli
olabilmektedir. Ornegin, TR 4« Y121F/T289A
mutantlarinda itrakonazol MK degerlerinde bimo-
dal dagihm gozlenmekte ve daha diisik MIK
degerleri gozlenen suslar bulunmaktadir®.

Tiirkiye de dahil olmak {iizere diinyada farkli
cografi bolgelerden hem hastada kazanilmig
hem de cevresel tip mutasyonlar bildirilmig-
tir¢9364040 - Hastada kazanilmis ve cevresel
Aspergillus azol direncinin 6zellikleri Tablo’da
Ozetlenmistir. Ancak, klinik orneklerden ¢evre-
sel mutasyona sahip suslarin izole edilebilecegi
ve klinik mutantlarin ¢evreye uyum saglayabile-
cekleri unutulmamalidir®=6404D,

Azollere kars1 diren¢ gelisiminin kontrol edil-
mesi, elimizdeki verilerle ulagsmasi zor bir amag
gibi goriinmektedir. Hastada kazanilmig direng,
Aspergillus’un eradikasyonunun saglanamadigi
ve hastanin uzun siireli azol tedavisine maruz
kaldig1 kronik hastaliklar ile iligkilidir. Ayrica,
kavite varliginda in vivo sporulasyon gercekle-
sebilmekte ve bu da mantar yiikiinii artirarak
mutasyon gelisimini kolaylagtirmaktadir®!19.
Kronik enfeksiyonu olan hastalarda uygulanan
tedavi stratejileri, diren¢ gelisimini Onlemekte
basarisiz olabilmektedir!®. IA seyri sirasinda
biyofilm gelisimi ve/veya sporulasyon beklen-
medigi ve tedavi basarisizligi genellikle kisa
siirede 6liimle sonu¢landigi i¢in, tedavi sirasinda
direng¢ gelisimi Oncelikli bir sorun olarak kargi-
miza ¢ikmamaktadir'®#?. Cevrede kazanilan
diren¢ s6z konusu oldugunda ise, susun dogada
hayatta kalabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
diren¢ mutasyonlarinin suga metabolik bir mali-
yeti olmas1 ve mikrobiyal formunun etkilenmesi
durumunda bile, direngli suslar, duyarlilarin
yant sira var olabilecek sekilde uyum
saglamalidirlar®. Bu hipotez, cyp51A mutasyo-
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nu olan suglarin form ve viriilanslarinin sokak
suslarina yakin oldugunu gosteren bir caligsma
ile de desteklenmistir’. Bu nedenle, direngli
suslarin dogada kalic1 olmast olast gériinmekte-
dir ve azollerin tarimda kullanimlarimin kisitlan-
masinin etkisi sinirlt olabilir®. Tiim bu etkenler
gdz Oniine alindiginda, azol direncinin ortaya
ctkmasina ve yayilmasina yol agan etkenlerin
kontrol edilmesi i¢in daha ¢ok veriye ve ¢abaya
gerek duyulacagi 6ngoriilmektedir.

Ayrica, A. fumigatus tiir kompleksi i¢inde
N. pseudofischeri, A. lentulus, Aspergillus
calidoustus gibi azole azalmis duyarlilik goste-
ren tiirler de bulunmaktadir. Bu kriptik tiirler,
secici azol baskist altinda hastalardan daha ¢ok
izole edilme egiliminde olacaklardir”'”.

Aspergillus’ta azol direncinin saptanmasi

Aspergillus’ta azol direncinin saptanmast icin
standart yontem, mantarin kiiltiirde iiretilmesine
dayanmaktadir. Bir 6rnekten saf kiiltiir halinde
elde edilen izolat, bir referans yontem ile anti-
fungal duyarlilik agisindan test edilebilir. Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) ve
European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) filamentoz
mantarlarin antifungal duyarliliklarinin test edi-
lebilmesi i¢in referans yontemler 6nermislerdir.
CLSI, 2008’ de M38-A2 kilavuzunu yaymlamig-
tir. Ancak, bu belgede klinik sinir deger onerile-
ri bulunmamaktadir®?. A. fumigatus, A. flavus,
A. terreus, A. niger, A. nidulans ve A. versicolor
icin CLSI yontemi ile elde edilen tiire 6zgii itra-
konazol, posakonazol ve vorikonazol epidemi-
yolojik esik degerleri 2010 yilinda tanimlanmig
ve ilgili calisma Aspergillus i¢in daha Onceki
calismalarda bildirilen azol direncine dikkati
cekmistir®. EUCAST, kiifler i¢in 6nerdigi anti-
fungal duyarlilik testi yontemini Ocak 2017°de
yenilemistir“®. EUCAST yonteminde, bazi tiir/
azol kombinasyonlari i¢in tanimlanmus tiire 6zgii
klinik sinir degerler ve epidemiyolojik esik

degerler bulunmaktadir®”#.

Aspergillus i¢in onaylanmig referans antifungal
duyarlilik testleri bulunmakla birlikte, bu testler
emek yogundur ve sonuglanmalari bes giine
kadar uzayabilmektedir®. Rutin klinik laboratu-
varlarda hizli sonu¢ elde edilebilmesi icin bir
agar tarama testi Onerilmistir”!''%7°9  Yontem;
tic bolmesine itrakonazol, posakonazol ve vori-
konazol eklenmis olan dort bélmeli bir
RPMI1640 agar plagi icermektedir. Azol igeren
bolmelerde herhangi bir iireme olmasi durumun-
da azol direncinden siiphelenilmekte ve referans
mikrodiliisyon yontemi ile dogrulama oneril-
mektedir.

Azol direncinin test edilmesi i¢in Onerilen refe-
rans yontemler ve tarama testi ile ilgili bagka bir
sorun, etkenin saf kiiltiiriine olan gereksinimdir.
Bu durum bazi dezavantajlara neden olmaktadir:
1) Aspergillozda, 6zellikle CPA ve ABPA gibi,
direnc¢ gelisiminin daha olast oldugu kronik has-
taliklarda kiiltiir duyarlilig: diistiktiir. 2) Etkenin
saf kiiltiiriin test edilmesi, duyarli ve direncli
fenotiplerin tek 6rnekte bulundugu durumlarda
yanlis yonlendirici olabilmektedir. Cok sayida
(bes koloniye kadar) farkli koloninin test edil-
mesi Onerilmekle birlikte”, rutin laboratuvar is
yiikiinii cok artirabilecegi de diisliniilmektedir.
3) Hastada kazanilan direng, etkende form kay-
bina neden olabilmektedir. Direngli fenotiplerin
daha kiiciik kolonileri, iizerlerinin daha kolay
tireyen duyarli koloniler tarafindan kaplanmasi
veya pasajlarda kolayca iiretilememeleri duru-
munda gozden kacirilabilir. Sporulasyon azal-
migsa, antifungal duyarlilik testinde inokulum
icin gerekli miktarda konidyum elde edilemeye-
bilir. Sporlanma hi¢ goriilmezse izolat test edile-
meyecektir; ayrica tanimlamanin mikroskopik
ve makroskopik morfolojiye dayandigi cogu
laboratuvarda tanimlama bile sorun olacaktir.
Dahasi, form kaybi nedeniyle, direncli fenotip
kiiltiirde hig¢ izole edilemeyebilir®1044-49),
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Kiiltiir negatif 6rneklerden antifungal direncin
saptanmasina yonelik standart bir yontem bulun-
mamaktadir. Aspergillozun tanis1 ve sonrasinda
etkendeki azol direncinin saptanmasi i¢in mole-
kiiler yontemlerin kullanilmasi, bu olgularda
¢oziim olabilir. Aspergillus tanis1 i¢in PCR gelis-
tirilme asamasindadir ve umut verici
goriinmektedir®. Tanida diger testlerle kombine
kullanilabilecegi diistintilmektedir”. Aspergillus
DNA’sinin saptanmasi i¢in ¢cok kopyali genlerin
hedeflenmesi olasidir ve kan orneklerine ek ola-
rak dogrudan enfeksiyon bolgesinden alinan
orneklerin test edilmesi duyarlilig1 artirabilecek-
tir. Ancak, azol direncinin saptanabilmesi i¢in

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(3):153-166

bazi ek zorluklarin asilmasi gerekmektedir.
Mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun gozlendigi
cyp51A geni tek kopyali bir gendir ve bu durum
daha diisik bir PCR duyarlilifina neden
olabilir®. Bu gende ¢ok sayida direng mutasyo-
nu bulunabildiginden, tiim mutasyonlarin PCR
ile taranmasi olas1 olmayabilir ve cyp5/A geni-
nin amplifikasyonu sonrasi dizileme gereksinimi
olabilir. Bu durumda, saptanan mutasyonlarin
azol direnciyle iligkisinin gosterilmesi de gerek-
lidir. Ayrica cyp51A geni disindaki diren¢ meka-
nizmalarinin ortaya ¢ikarilmast olast olmaya-
caktir ve ek testler yapilmasi gerekebilecektir.
Yine de, azol direngli Aspergillus suslarinin kiil-

Tablo. Aspergilllus’ta hastada kazanilmis ve cevresel azol direncinin sik gozlenen ozellikleri“®-193%,

Ozellik

Hastada kazanilmis direng

Cevresel direnc

Azole maruziyet oykdisii

Onceden veya devam eden azol tedavisi 6ykiisii var.

Cogu hastada azole maruziyet yok.

Klinik form

Aspergilloma/kaviter lezyon goriilen ve in vivo sporulasyona
olanak tantyan CPA

Tiim Aspergillus hastaliklarinda
goriilebilir.

IA, ABPA, KF hastalarinda kronik
kolonizasyon vb.

Mutasyonlarin ¢esitliligi

Cok

Az

Mutasyon sayist

Cok sayida mutasyon olasi

Genellikle tek mutasyon

Farkli hastalardan elde edilen Cok Az
izolatlarin ¢esitliligi
Diren¢ mutasyonlarinin neden Var Gortiniir form kayb1 yok

oldugu form kaybi1

Koloni biiyiikliigii, morfoloji ve sporulasyonda degisiklikler

Tanida zorluk

Azol duyarli ve direncli fenotipler eszamanli olarak bulunabilir.
Azol direncli fenotipin tireme hiz1 ve/veya sporulasyonu etkilen-
mis olabilir.

Azol duyarli ve direncli fenotipler
eszamanli olarak bulunabilir.

Multiazol veya panazol Pozitif Pozitif
direnci
Azol tedavisi ile klinik Bildirilmig Bildirilmig

basarisizlik

Sik goriilen mutasyonlara
ornekler

Cyp51A geninde nokta mutasyonlar:
G54

P126

F219

M220

G138

Y431

G448

Cyp51A geni dis1 mutasyonlar:
HapE
AfCox10

Cyp51A geni VE promotor bolge
“tandem repeat” (“transcriptional
enhancer”) mutasyonlari:

TR, /L98H

TR, /Y121F/T289A

TR,

CPA: Kronik pulmoner aspergilloz; 1A: Invaziv aspergilloz; ABPA: Alerjik bronkopulmoner aspergilloz; KF: Kistik fibrozis
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tiirde tiremelerinin sorunlu olabilmesi nedeniyle,
bu yontemler ¢ok degerli olabilirler®). Azole
direncli Aspergillus’un kiiltiir veya PCR ile sap-
tanamadig1 olgularda bile CPA’da antifungal
tedavi sirasinda devam eden giiclii PCR pozitif-
likleri direng ile iligkili olabilir®.

Azol direncinin tedavi ve profilaksiye etkisi

Azoller farkli aspergilloz klinik formlarinin
tedavisinde ilk secenek olarak Onerilmektedir-
ler®*9, Ayrica, 1A profilaksisinde elimizdeki tek
oral secenektirler®®. Azol direngli Aspergillus
izolatlarinin genellikle ¢oklu diren¢ veya pana-
zol direnci goOstermesi, durumu daha da
zorlagtirmaktadir#>°?. Direngli suslarla gelisen
enfeksiyonlarda azol tedavisi ile basarisizlik
rapor edilmistir®91912 Azol direngli Aspergillus
ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde lipozo-
mal amfoterisin B, ekinokandin ve kombinasyon
tedavileri kullanilabilmektedir®®%33-9  Ancak,
bu alternatiflere gecis maliyeti artirmakla birlik-
te etkinligi garanti etmemektedir®®>>, Farkl
bolgelere, hatta merkezlere gore degiskenlik
gostermekle birlikte, bildirilen azol direng oran-
lar1 halen genel olarak diisiik seyretmektedir®¢-
7403239 Bu nedenle, IDSA ilk enfeksiyon sira-
sinda izole edilen Aspergillus suslarinin rutin
olarak test edilmesini Onermemektedir®.
ESCMID ise, invaziv hastaligi olan kisilerden
elde edilen izolatlar icin, siirveyans programla-
rinda yliksek diren¢ saptanan bolgelerde, tedavi-
ye yanit olmayan hastalarda ve agar tarama testi
pozitif olan izolatlarda referans yontem ile anti-
fungal duyarlilik testi 6nermektedir”. Yine de
bir merkezde saptanan azol direng oran1 %10 un
tizerinde ise ilk secenek olarak azol diginda bir
antifungale ge¢ilmesi uygun bulunmaktadir?-7.
Azol direncinin uzun siireli tedavi sirasinda orta-
ya c¢ikabilecegi ve azole daha 6nce maruz kal-
mamig hastalarin da azol direngli fenotipler ile
enfekte olabilecekleri akilda tutulmalidir®9-=8-69,
Atipik morfolojiye sahip izolatlarin azol direncli
olma olasiliklar1 daha yiiksektir ve test edilmele-

ri gerekmektedir®'?. Intrinsik veya kazanilmis
azol direnci gosterebilen kriptik Aspergillus tiir-
lerinin de ortaya cikabilecekleri unutulmama-
Lidir©1760,

Sonug

Aspergillus tiirleri dogada yaygin olarak bulu-
nurlar ve ¢ok farkl klinik tablolara yol agabilir-
ler. Birincil hedefleri bagisiklik sistemi baski-
lanmig hastalar olsa da, konagin ozelliklerine
bagl olarak farkli klinik formlar ortaya ¢ikabil-
mekte ve daha oOnce diisiiniilenden cok daha
fazla sayida kisi Aspergillus ile iligkili hastalik-
lardan etkilenebilmektedir®*519.  Aspergilloz
icin tant heniiz ideal diizeyde degildir ve gelisti-
rilmesi gerekmektedir. Kiiltiir ve dogrudan mik-
roskopi gibi konvansiyonel tani yontemlerinin
duyarliliklar diigiiktiir. Serolojik testler hastali-
gin tanisinda yararli olabilmekle birlikte, etke-
nin kesin olarak tanimlanmasina yardimeci ola-
mamaktadirlar. Molekiiler testler umut verici
goriinmektedir ama halen standart hale getiril-
meleri ve onaylanmalari gerekmektedir®®. Tiim
klinik formlarin tedavisi, temelde ilk tedavi
secenegi olarak Onerilen azollere dayanmaktadir
Azoller mortalite oranlarinin azaltilmasinda
bagarili olmustur. Bu nedenle, azol direncinin
ortaya cikmasi ve yayilmasi olumlu gelismeleri
tehdit etmektedir®. Aspergillus’un azol direncli
mutantlar1 atipik morfolojide olabilmekte, iire-
tilmeleri ve tanimlanmalarinda zorluk yasana-
bilmektedir. Ayrica secici azol tedavisi altinda
A. fumigatus sensu stricto’dan ayrimi gii¢ olan
azol direncli kriptik tiirler de ortaya ¢ikabil-
mektedir'”. Sonug¢ olarak, azol direngli bir
Aspergillus susu ile gelisen enfeksiyon duru-
munda, tanist ve tedavisi zaten yetersiz olan bir
tablo daha da karmagik bir hale gelmektedir.
Antimikrobiyallere direngli bir ajanla gelisen
diger enfeksiyonlarda da goriildiigii gibi, azol
direncli Aspergillus ile gelisen enfeksiyonlarin
daha pahal1 ilaglarla daha uzun siire tedavi edil-
mesi gerekmekte ancak sonu¢ daha koti
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olmaktadir*®?. Aspergillus’ta azol direncinin
yayillmasimin engellenmesi, multidisipliner ve
global bir ¢aba gerektirmektedir“®. Bazi kanit-
lar ¢evresel azol kullaniminin diren¢ gelisimini
tetikleyebildigini gosterse de, tarimda azollerin
kisitlanmasi var olan direncli suglarin yayilimini
engellemeyebilecegi ve tarimsal {iriin miktarin-
da azalmaya neden olabilecegi icin Onlemler
dikkatle planlanmalidir®. Aspergilloz tanisinda
kullanilan yontemlerin iyilestirilmesi, klinik
suslarda azol duyarlili§inin rutin olarak test edil-
mesi, azol direncinin saptanmasi i¢in molekiiler
yontemlerin gelistirilmesi ve kapsamli siirve-
yans ¢aligmalar1 sorunun daha iyi anlagilmasina
yardimci olarak bu patojene karsi savagabilmek
icin en iyi stratejilerin olusturulmasina olanak
saglayabilecektir®®19,
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Amag: Okaryotik hiicrelerde mikrofilament yapisimn ana
bilegeni olan aktin, sinyal yolaklarint aktin baglayan prote-
inlerle etkileserek diizenler. Daha dnceki ¢calismalarumizda
difteri toksini ve mutant difteri toksini (CRM-197) ile
enfekte olan endotel hiicrelerinde toksinin A fragmenti ile
etkilesen filamentoz aktinin depolimerlestigi saptanmugtir.
Bu ¢alismada endotel hiicrelerinde F-aktin stabilizasyonu
saglanarak difteri toksininin hiicre ici trafiginin belirlen-
mesi amaglanmugtir.

Gere¢c ve Yontem: Hiicre kiiltiiriinde endotel hiicreleri
cogaltldr ve jasplakinolid (0.1 ymol/ml) ile sirast ile 30 ve
60 dakika uygulandi. Diferi toksini (0.75 nmol/ml) uygula-
mast i¢cin jasplakinolid ile inkiibasyon siiresi 15 dakika ile
smrlandirildi. Hiicre i¢i F-aktin stabilizasyonu ve difteri
toksini trafigi immiinofloresan mikroskopisi ile goriintiilen-
di.

Bulgular: Bekletme siiresine bagli olarak stres liflerinin
Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinin hiicre zarin-
da belirginlestigi belirlendi. F-aktin stabilizasyonu sagla-
nan endotel hiicrelerinde difteri toksini trafiginin engellen-
medigi ve A fragmenti’nin periniikleer alana yoneldigi
goriintiilendi.

Sonug¢: Hiicre icinde F-aktin stabilizasyonu ile
G-aktin/F-aktin doniisiimiiniin engellenmesi difteri toksini
trafigini durdurmamaktadir. Bu sonug toksin trafiginde
filamentoz aktinin onemini gosteren ¢alismalart destekle-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Difteri toksini, F-aktin, HUVEC

ABSTRACT

F-actin Stabilization by Jasplakinolide in Endothelial
Cells and Diphtheria Toxin Traffic

Objective: Actin, the main component of microfilament
structure in eukaryotic cells, regulates signaling pathways by
interacting with actin binding proteins. Our previous studies
have shown that depolymerization of filamentous actin
(F-actin) occurs following its interaction with fragment A of
the toxin in endothelial cells infected with diphtheria toxin
and mutant diphtheria toxin (CRM-197) . In this study, it was
aimed to determine intracellular trafficking of diphtheria toxin
by stabilization of F-actin in endothelial cells.

Material and Methods: Human umbilical vein endothelial
cellswere cultured and incubated with 0.1 uM jasplakinolide
for 30 and 60 minutes respectively. For diphtheria toxin
(0.75 nM) treatment, the incubation period with
Jjasplakinolide was limited to 15 minutes. Intracellular
stabilization of F-actin and diphtheria toxin traffic were
visualized using immunofluorescence microscopy.

Results: Depending on the duration of the incubation period,
it was determined that the stress fibers were expressed in the
cell membrane of the endothelial cells treated with
Jasplakinolide. It was shown that diphtheria toxin trafficking
was not inhibited in F-actin-stabilized endothelial cells and
fragment A was directed to the perinuclear area.

Conclusion: Inhibition of G-actin / F-actin turnover in steady
state by intracellular F-actin stabilization does not stop
diphtheria toxin trafficking . This result supports studies showing
the importance of filamentous actin in toxin trafficking.

Keywords: Diphtheria toxin, F-actin, HUVEC

GIRiS

Aktin, 0karyotik hiicrelerde, mikrofilament yapi-
sinin temel bilesenini olusturmaktadir ayrica

yapisal ve diizenleyici proteinler ile etkileserek
sinyal yolaklarinda kavsak gorevi goren bir
motor proteindir”. Aktin hiicre icinde hem
monomer hem polimer yapida bulunur.
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Monomerik aktin (G-aktin) molekiilleri sarmal
olarak polimerleserek filamentoz aktini (F-aktin)
olusturur. Konak hiicrenin aktin iskeleti,
patojenlerin istilast ve patojenlerin hiicre ici
hareketi sirasinda yeniden diizenlenir®. Bazi
protein  yapidaki bakteriyel toksinlerin
glikozilleme, adenilleme, Adenozin difosfat
(ADP)-ribozilleme ve deamidleme gibi
translasyon sonrast modifikasyonlar ile aktin
iskeletinin yapisinin bozulmasina neden oldugu
bilinmektedir®.

Bakteriyel peptid olan difteri toksini (DT)
okaryotik elongasyon faktor 2 (eEF2)’yi hedef
alir ve ancak nikotin amid diniikleotid (NAD)’in
varliginda eEF2’yi ADP-ribozilleyerek eEF2’nin
etkinligini geri doniisiimsiiz olarak baskilar. DT,
eEF2’nin  ADP-ribozillenmesi sonucu protein
sentezinin durmasina neden olur®. Bununla
beraber, DT aktin filamentlerinin depolimerlesme-
sine neden olurken bir yandan da niikleaz
etkinligi gosterir®®. Bu toksininin yapisi, hiicre
icine alimmasi ve etkinlik agsamalari ayrintili
olarak sunulmustur®. DT hiicre igine endositik
yolakla taginir ve enzimatik etkinlige sahip olan
kismi fragment A (FA) sitosolik translokasyon
faktorleri araciligi ile sitozole geger® (Sekil 1).
FA ve aktinin etkilesimi deneysel olarak
gosterilmistir®. Yaptigimiz ¢aligmalarla FA'nin
erken endozomlardan salinmasinda, FA’nin
hedefi olan eEF2 ve aktinin birlikte etkili
oldugunu saptadik®. FA-eEF2-aktin etkilesimleri
sonucu eEF2’nin ADP ribozillenmesinin disinda,
hiicrede aktin filamentlerinin depolimerleserek
yikildigini belirledik®?. Ayrica gerek FA-aktin
arasinda gerekse mutant difteri toksini-aktin
arasinda olast etkilesim noktalarini molekiiler
modelleme yontemleri ile belirledik!'®. Bu
bilgiler dogrultusunda endotel hiicrelerinde aktin
filamentlerinin sabitlendigi bir durumun difteri
toksini hareketini nasil etkiledigini arastirmayi
amacladik. Bunun i¢in zar gegirgen 6zelligi olan
ve F-aktin stabilizasyonunu saglayan jasplaki-
nolidi hiicre kiiltiirii ortaminda endotel
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Sekil 1. Difteri toksininin hiicreye giris ve etkinlik asamalari.

Difteri toksini R—domain ile hiicre yiizeyindeki reseptore bagla-
nir (1) ve klatrine bagh endozitoz ile hiicre icine girer (2). Diisiik
pH ile tetiklenen konformasyonel degisim sonucu T-domain,
endozomal zardan toksinin sitozole gecis basamaklarum bagslatir
(3). Katalitik olan toksindeki C—domain, fragment A (FA), endo-
zomlardan sitozole, sitosolik translokasyon faktorleri aracilig ile
gecer. Bu siirecte disiilfid baglart indirgenir ve saperonlar araci-
hig ile peptid yapt yeniden katlanir (4). F-aktinin depolimerles-
me siireci tetiklenirken, FA sitozoldeki NAD+ ile eEF2’yi ADP-
ribozilleyerek protein sentezinin durmasina neden olur (5,6).
Cekirdege ulasan FA niikleaz etkinligi gosterir (7).

hiicrelerine uyguladik. Bu kosullar altinda difteri
toksini verilen hiicrelerde toksinin hiicre ici
hareketini immunfloresan mikroskopi yontemi
ile inceledik.

GEREC ve YONTEM

Kimyasallar: Hiicre kiiltiir malzemeleri Nunc
ve Falcon firmalarindan saglandi. Calismalarda
jasplakinolid (AdipoGen), DT (Calbiochem),
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birinci antikor olarak anti-FA (7F2) (Santa Cruz),
ikinci antikor olarak anti-fare IgG-Tetrametilro-
damin izotiyosiyanat (TRITC) (Santa Cruz),
falloidin-Fluoresein izotiyosiyanat (FITC)
(Sigma) ve preparatlarda koruyucu olarak
ProLong Gold anti-fade (Invitrogen) kullanildi.

Hiicre Kkiiltiirii ve uygulamalar: Calismada
hiicre soyu olarak insan gobek kordonu damar
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanildi. Hiicreler
standart kiiltiir kosullarinda, %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve antibiyotik (100 ug/ml
streptomisin ve 100 U/ml penisilin) igeren
Dulbecco modifiye Eagle medium (DMEM) F-12
icinde 37°C’de ve %5 CO,’li kiiltiir ortaminda
cogaltildi. Hiicrelerin canlilik belirlemesi tripan
mavisi ayirma yontemi ile yapildi. Hiicreler,
floresans mikroskopta incelenmek {iizere icinde
yuvarlak lamel bulunan 6 kuyulu hiicre plaklarina
(1x10° hiicre/ml) ekildi ve hiicrelerin yapigsmasi
i¢in gece boyu beklendi. ilk asamada hiicrelerde
F-aktin stabilizasyonunu saglamak iizere kuyulara
jasplakinolid (0.1 gmol/ml) ilave edilerek 30 ve
60 dakika boyunca inkiibe edildi’®. Ikinci
asamada jasplakinolidin medium i¢inde toplamda
bulunma siiresi 30 dakika olacak gekilde
diizenlendi. Bunun i¢in 0.1 zmol/ml jasplakinolid
ile 15 dakika inkiibe edilen hiicreler difteri toksini
(0.75 nmol/ml) ile enfekte edildi ve 30 dakika
tamamlandiginda medium uzaklastirildi. Hiicreler
fosfatla tamponlanmig tuz cozeltisi (PBS) ile
yikandi ve immiinfloresan incelemeye ge¢ildi'?.

Immiinfloresan inceleme: HUVEC lerde aktin
iskeleti F-aktine baglanan falloidin-FITC
(1:1000) ile isaretlendi. DT uygulanan hiicrelere
FA’nin hiicre ici lokalizasyonu, anti-FA
monoklonal antikor 7F2 (1:1000) ve anti-fare
IgG-TRITC ikinci antikoru kullanilarak goriin-
tillendi. Immiinfloresan inceleme igin &ncelikle
yuvarlak lameller iizerine yayilmis hiicreler PBS
ile yikandi ve %0.01 Triton X-100 /PBS
cozeltisinde 10 dk. bekletildi. Belirleme icin %2
paraformaldehit/PBS ortaminda 1 saat 4°C’de
inkiibe edildikten sonra %1 PBS-BSA ile seyrel-
tilen birinci antikor ile 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Floresan isaretli ikinci antikorlar %1
PBS-BSA ile 1:2000 oraninda seyreltildi ve 1
saatboyunca uygulandi. Floresan isaretli boyanin
erken solmasini Onlemek ve cekirdeklerin
isaretlenmesini saglamak amaci ile DAPI iceren
ProLong Gold anti-fade kapatma s1vist kullanildi.
Preparatlar floresan mikroskopta (Olympus
BX51) immersiyon objektifi ile x100 biiyiitmede
tekli ve ticlii filtreler ile incelendi. Goriintiiler
Olympus DP-72 kamera sistemi ve DP2-TWAIN
yazilim programu ile fotograflandi.

BULGULAR

Endotel hiicrelerinde F-aktin stabilizasyonu
gerec ve yontemde belirtildigi gibi jasplakinolid
ile olusturuldu (Sekil 2A). Jasplakinolid (0.1
pumol/ml) uygulanan HUVEC’lerde inkiibasyon
siiresine bagli olarak filamentdz aktinin

A B
Jasplakinolid (0.1 pM) Jasplakinolid (0.1 pM)
. + DT (0.75 nM)
° | °
I
0 15 30 45 60 dak. 0 15 30 dak.

Sekil 2. Hiicre kiiltiirii ortaminda kimyasallarin uygulanma siireleri.
Kuyulara jasplakinolid (0.1 pmol/ml ) ilave edilerek 30 ve 60 dakika bekletildi (A). Jasplakinolid ile inkiibasyon siiresinin 30 dakika oldugu

calismamn 15. dakikasinda hiicrelere DT (0.75 nmol/ml) uyguland: (B). Inkiibasyon siirelerinin ardindan medium uzaklastirids, hiicreler
PBS ile yikandi ve immiinfloresan isaretleme yapildi.
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Sekil 3. Endotel hiicrelerine jasplakinolid uygulamasi.

(A) Immiinfloresan goriintiileme icin klasik hiicre kiiltiirii ortaminda cogaltilan HUVEC’ler yuvarlak lameller iizerine aktaridi. Kont-
rol olarak kullanilan (A) ve 30 dakika (B) ile 1 saat (C) jasplakinolid (0.1 pmol/ml) ile inkiibe edilen HUVEC’lerde aktin iskeleti (yesil)
falloidin-FITC ile isaretlendi. Filamentoz aktinin olusturdugu stres liflerinin jasplakinolid uygulanan hiicrelerde (B, C) belirginlestigi
goriilmektedir (Biiyiitme x100).

F-aktin F-aktin/FA/

Sekil 4. Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinde FA hareketi.

HUVEC’ler yontemde belirtildigi gibi jasplakinolid (0.1 umol/ml) ve DT (0.75 nmol/ml) ile inkiibe edildikten sonra hiicrelerde aktin iske-
leti (yesil) falloidin-FITC ile isaretlendi. FA monoklonal antikor 7F2 ve ikinci antikor olarak IgG-TRITC (kirnuz) ile isaretlendi. Hiicre
cekirdekleri (mavi) DAPI ile isaretlendi. Jasplakinolid ile aktin filamentleri sabitlenen hiicrelerde FA’min periniikleer alana yerlegtigi
goriilmektedir (Biiyiitme x100).
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olusturdugu stres liflerinin hiicre zarinda
belirginlestigi belirlendi (Sekil 3). Bu bulguya
dayanarak difteri toksini uygulanmadan ©Once
hiicrelerin jasplakinolid ile bekletilme stiresi 15
dakika ile sinirlandirildi. Aktin filamentlerinin
stabilizasyonunun ardindan toksinin endositik
stirecteki hareketini gozlemek amaci ile hiicreler
difteri toksini ile 15 dakika inkiibe edildi. (Sekil
2B). Bu kosullar altinda aktin filamentleri, FA
ve cekirdek immunfloresan isaretleme ile
goriintiilendi. Jasplanikolid uygulamasi ile aktin
filamentlerindeki dinamigin durduruldugu halde
endotel hiicrelerinde difteri toksininin periniikleer
bolgede kiimelendigi gosterildi (Sekil 4). Bu
bulgu, toksin hareketinin jasplakinolid etkisi ile
engellenmedigini gostermektedir.

TARTISMA

Aktiniskeleti, hiicre go¢ii, morfogenez, sitokinez,
endositoz ve fagositoz gibi cesitli hiicresel
siireclerde temel bir role sahiptir. Bunun sonucu
olarak aktin iskeletinin yapisinin ve dinamik-
lerinin hassas olarak diizenlenmesi, Okaryotik
organizmalardaki bir¢ok gelisimsel ve fizyolojik
siirecler icin gereklidir. Hiicrelerin kendi ara-
larindaki ve cevreleriyle arasindaki biyokimyasal
ve mekanik etkilesimler aktin iskeletine bagh
olusan stres fiberlerinin miktarini, yapisint ve
organizasyonunu degistirir¥,

Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinde
filamentdz aktinin olusturdugu stres liflerinin
inkiibasyon siiresine bagl olarak hiicre zarinda
uzantilar olusturdugunu goriintiiledik. Halkasal
peptid olan jasplakinolidin yiiksek ilginlikle (Kd
= 15 nM) aktin filamentine 1:1 stokiometri ile
baglandigi bilinmektedir'?. Zamana ve kon-
santrasyona bagli olarak jasplakinolid uygulama-
sinin  endotel hiicrelerine zarar verdigi
belirlenmistir>. Bu bilgiler dogrultusunda
DT’nin hareketini gozlemlemek iizere F-aktin
stabilizasyonu icin jasplakinolid uygulama
konsantrasyonu 100 nmol/ml secildi ve siire 15

dakika ile simirlandirildi.

Jasplakinolid ile F-aktinin sabitlendigi bu
kosullar altinda DT hareketinin endotel
hiicrelerinde engellenmedigini belirledik. DT nin
hiicre ici trafigi, kalimliligt ve F-aktinin FA
hareketine etkisini sorguladigimiz 6nceki
calismalarimizla toksinin cekirdek ¢evresine
ulagsmasinda FA-eEF2-aktin etkilesiminin gerekli
oldugu belirlenmistir®!?. Sitokalasin D ile
F-aktinin uzamasinin engellendigi kosularda ise
difteri toksinininendozomdan sitozole gegmedigi
belirlenmigtir®. Mutant difteri toksini, CRM197
ile aktin arasinda en yiiksek olasilikla etkilege-
bilecek amino asitlerden sisteinlerin toksin
translokasyonunu saglayan T-domaini iizerinde
yer aldig1 belirtilmigtir!?.

Tarafimizca sitokalasin D ile yapilan ¢alismalarda,
DT’nin katalitik domeyni olan FA’nin erken
endozomlarda tutuldugu ve periniikleer alana
kadar ilerleyemedigi gozlemlenmistir®. Bu
calismada, aktin iskeletiyle etkilesen jasplaki-
nolidin varliginda FA’nin hareketinin devam
ettigi, aktin filamenti stabilizasyonu ile FA’nin
taginmasina engel olunamadigi gosterilmektedir.
Bu da DT’nin reseptér aracili endositoz ile
tasinmasma ragmen, jasplakinolid varliginda
kalatrin bagimsiz endositoz ile olabilecegini
diistindiirmektedir. Hiicre i¢inde G-aktin/F-aktin
doniislimiiniin durmasinin difteri toksini hareke-
tini engellememesi filamentdz aktinin endositik
siirecteki 6nemini destekler niteliktedir.

Jasplakinolid uygulamasinin transferrinin resep-
tor aracili endositozu arttirmadigi ve bu nedenle
muhtemelen kalatrin bagimsiz endositozu
arttirdigr belirtilmistir. Sitokalasin D ve jaspla-
kinolid arasindaki farkliliklarin nedeni,
hiicrelerin apikal ve bazolateral kutuplariyla
iligkili aktin birikimlerinin (havuzlarinin)
farkliliklar1 ve/veya bu ajanlarin bu farkli aktin
havuzlar1 iizerindeki diferansiyel aktivitesini
yansitabilecegi diisiiniilmektedir®.
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DT’nin G-aktin molekiiliine baglandig1, toksinin
endositik siirecte erken endozomlardan salinimi-
na pozitif katki sagladigi bilinmektedir®®. Ayrica
DT’nin eEF2’yi ADP-ribozilleyerek inhibe ettigi
oysa toksinin mutant formu, CRM197 nin
protein sentezini durdurmazken aktin filamentleri
ile etkilestigi bilinmektedir"®. Sonug olarak, bu
calisma, konak hiicre iskeleti ve DT etkilesimi
baglaminda molekiiler mekanizmalara katkida
bulunmanin diginda farmakolojik acidan da
degerlendirilebilir. Kansere kars1 gelistirilmeye
calisilan droglar arasinda DT’yi temel alan kim-
yasal bilesenlerin yada CRM197’nin kullanildig1
drog-tasiyict molekiillerin hiicre i¢indeki endo-
sitik siirecinin yani sira hiicre iskeleti ile olan
iligkilerinin takip edilmesi agisindan onemlidir.

Tesekkiir: Bu c¢alisma Istanbul Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Biri-
mi tarafindan desteklenmistir. Proje numaralart:
21270, 42511, 24824.
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Exophiala dermatitidis ve Exophiala phaeomuriformis
Kokenlerinin Malasit Yesilini Renksizlestirme Aktivitelerinin
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Amag: Malasit yesili (MY) tekstil endiistrisi ve kiiltiir balik¢iligin-
da yaygin olarak kullanilan, N-metillenmis diaminotrifenilmetan
bir boyadir. Mikobakteri izolasyonu, spor boyama ve fotodinamik
tedavi amagl olarak tibbi mikrobiyolojide de kullanilir. Cevresel
tehlikeli kirlilige neden olan boyalarin ortamdan temizlenmesinde
mikroorganizmalarin kullanimu, giiniimiizde uygulanan yontemlere
onemli bir alternatiftir. Sunulan aragtirmada, insanlar tarafindan
hidrokarbon atiklar ile kirletilmis cevrede siklikla karsilasilan
Exophiala tiirlerinin malagit yegilini renksizlestirme aktiviteleri
aragtirilmigtir.

Gereg ve Yontem: MY renksizlestirme aktivitesini incelemek iizere
calismaya, 109’u Exophiala dermatitidis (69 bulasik makinasi, 33
demiryolu traversi ve 7 klinik kokeni) ve 82’si de Exophiala phae-
omuriformis (32 bulasik makinesi ve 50 demiryolu travers kokeni)
olmak iizere toplam 191 koken dahil edildi. Kokenlerin agar diliis-
yon yontemi ile MY duyarliliklart ve renksizlestirme aktiviteleri
incelendi. Tiim Exophiala kdkenlerinin renksizlestirme aktiviteleri
32 ug/mL MY iceren buyyon besiyerinde spektrofotometrik olarak
aragtirildi.

Bulgular: Agar diliisyon yontemi ile her iki tiir Exophiala kdkenin-
de, MY MIK ,, degeri 128 pg/mL olarak bulundu. Goz ile inceleme-
de, en iyi renksizlestime aktivitesi 232 ug/mL MY konsatrasyonun-
da goriildii. Kani besiyerinde yapilan testlerde Exophiala tiirleri
arasinda MY renksizlestirme oranlart yoniinden farklilik saptan-
madt (p>0.05). Spektrofotometrik olarak yapilan renksizlestirme
aktivitesi karsilastirmalarinda da, Exophiala tiirleri ve izolasyon
bolgeleri arasinda fark saptanmadi (p>0.05). Tiim kokenler ara-
sinda, bulagitk makinesinden izole edilen bir E. dermatitidis kokeni
%062.6 ile en yiiksek renksizlestirme oranim gosterdi.

Sonug: Exophiala cinsi gibi esmer mantarlarda goriilen renksiz-
lestirme potansiyeli ve cevresel ortamlardaki toksik boyalarin
biyolojik yikimlarinda uygulanabilirligi daha ileri arastirmalar ile
degerlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Renksizlestirme, biyo-yikim, esmer mantar,
Exophiala, malasit yesili

ABSTRACT

Evaluation of Malachite Green Decolorizing Activity of
Exophiala dermatitidis and Exophiala phaeomuriformis Strains

Objective:  Malachite  green (MG), an  N-methylated
diaminotriphenylmethane dye, is widely used in aquaculture, textile
industry, and various microbiological techniques including
mycobacterial isolation, spore dying, and photodynamic therapy.
The use of microbes for the removal of environmentally hazardous
dyes is emerging as a promising alternative to the current treatments.
In this study, MG-degradation activity of Exophiala species, which
are regularly encountered in human-made, hydrocarbon-polluted
environments, has been examined.

Material and Methods: In order to investigate the MG decolorization
activities a total of 191 Exophiala strains consisting of 109 Exophiala
dermatitidis strains isolated from 69 dishwashers, 33 railway sleepers,
and 7 clinical samples, and 82 Exophiala phaeomuriformis strains
isolated from 32 dishwashers and 50 railway sleepers were included
in the study. MG sensitivities and decolorization activities of the
strains were tested by agar dilution method. Decolorization activities
of all Exophiala strains were investigated spectrophotometrically in
broth medium containing 32 ug/mL MG.

Results: In both Exophiala species, the MG MIK, values were
Sfound to be 128 ug/mL by the agar dilution method. On unaided
visual evaluation, the best decolorization activity was seen in =32
ug/mL MG concentration. There was no difference in decolorization
rates of MG between Exophiala species in agar based-medium
tests (p>0.05). In comparison of the spectrophotometrically
performed decolorization activities, no difference was found
between Exophiala species and isolation regions (p>0.05). Among
all strains, an E. dermatitidis strain isolated from a dishwasher
showed the highest decolorization ratio as 62.6%.

Conclusion: The decolorization potential of black yeasts such as
Exophiala species and its applicability in the biodegradation of
toxic dyes in environments should be further investigated.

Keywords: Black yeast, biodegradation, decolorization, Exophiala,
malachite green
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GIRIS

Malasit yesili (MY) tekstil endiistrisi basta
olmak iizere kiiltiir balik¢il1g1 ve mikrobiyoloji-
de yogun olarak kullanilan sentetik N-metillenmis-
diaminotrifenilmetan bir boyadir. Laboratuvar
ortaminda yaygin olarak, mikobakterilerin izo-
lasyonu, spor boyamasi ve pH indikatorii olarak
kullanilir"*. Ayrica fotodinamik tedavi igin
fotosensitizer etkisi de bildirilmistir®. Insanda
toksik, karsinojen, mutajen ve teratojen etkileri
nedeni ile Avrupa Birligi iilkelerinin yani sira
diger bircok iilkede de saghga zararli kimyasal
olarak kabul edilmektedir2®.

MY ’nin renginin farkli etkenler ile agilmasi,
cogunlukla kimyasal yapisinin yikimimi goster-
mektedir. Literatiirde tanimlandig1 sekilde bir-
cok yolla (biyolojik, fotokatalitik, fotooksidatif,
gilinis181, koagiilasyon-flokiilasyon, ozonasyon,
fenton re-ajani, solvent ekstraksiyonu, sonokim-
yasal ve sonokatalitik) yikilarak renksiz bilesik-
lere doniistiiriilmektedir®. Ortaya ¢ikan yikim
tiriinlerinin saghga zararli etkileri daha azdir.
Tiim yontemlerin belirli bir etkinligi, avantaji/
dezavantaji ve maliyeti bulunmaktadir. Ticari
balik¢ilik ortamlarinda ve sanayinin atiklarinda
bulunan kimyasal boyalarin renksizlestirilmesi,
dolayisiyla sagliga zararli etkilerinin minimalize
edilmesinde, bakteri ve mantar kokenleri aracili
biyo-yikim yapilabilecegi belirtilmektedir®*'7.
MY’nin ¢evresel ortamdan temizlenmesinde
dogal veya yapay aktif karbon bilesikleri, kil
toprak yapilar, biyopolimerler ve bataklik turba
topragi da bulunmaktadir®. MY nin biyolojik
etkenler ile renksizlestirilmesi, temel olarak
boyalarin enzimler ile rediiksiyonu, ayni zaman-
da da N-demetilasyon reaksiyonlar1 sonucu
oldugu belirtilmektedir. N-demetilasyon reaksi-
yonlart genellikle mantarlarin ¢evresel-odun
yapt ortamlarinda kolonizasyonuna yardimci
olan lignin peroksidaz tarafindan da
katalizlenebilmektedir>'7.
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Exophiala cinsi esmer mantarlarin, monoaroma-
tik yapili karbonik bilesikler i¢in potent biyoyi-
kim 6zellikleri bulundugunu ve ozellikle sanayi
ortamlarinda, 6rnegin stirenin ortamdan uzak-
lagtirtlmast gibi ¢evresel kazanimlar olusturma-
da yararli olabilecegi goOsterilmigtir'$2D,
Ulkemizde Exophiala tiirlerinin ¢evresel ortam-
larda varligmna iliskin arastirmalarda, petrol
tirevleri ile kirlenmis ortamlardan (ozellikle
mese agacindan yapilan demiryolu traversleri)
@2 bulagik makinelerinden®, toprak®" ve
gidalar®” gibi farkli ortamlardan izolasyonlar
bildirilmisgtir.

Sunulan aragtirmada, klinik ve insan yapimi
cevresel ortamlardan siklikla izole edilen
Exophiala kokenlerinin MY’yi renksizlestirme
etkisi ve bu etkinin olast MY parcalanmasi ile
iligkisi aragtirtlmigtir.

GEREC ve YONTEM
Calisma izolatlar:

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikoloji
Bilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve
daha once yapilan aragtirmalarda {ilkemizden
izole edilen ve ITS sekans analizi ile identifikas-
yonu ve genotiplendirmesiyapilan 102 Exophiala
dermatitidis ve 82 E. phaeomuriformis kokeni
calismaya alindi®?. Ayrica, Westerdijk Mantar
Biyogesitlilik Enstitiisti (Utrecht, Hollanda) kiil-
tiir koleksiyonundan elde edilen 7 klinik izolat
da arastirmaya dahil edildi (Tablo 1).

Kokenlerin renksizlestirme aktivitesini incele-
mek icin arastirma; MY direncinin saptanmasi
ve renksizlestirme oraninin belirlenmesi olmak
tizere iki asamada yapildi.

Secilmis Exophiala kokenlerinde MY direnci-
nin arastirilmasi

Calismada kullanilan kokenler stok ortamlarin-
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dan cikarilarak Sabouraud’un dekstrozlu agar
(SDA,HiMedia, Hindistan) besiyerinde 37°C’da
bes giin siire ile kiiltiire edilerek canlandirildi.
Tiim kokenler arasindan rastgele secilen 44 (21
E. dermatitidis, 23 E. phaeomuriformis) kokenin
MY direnci arastirildi. Steril serum fizyolojik
icinde siispanse edilen mayalar, Thoma laminda
sayilarak 10° cfu/ml yogunluga ayarlandi. SDA
besiyeri iginde MY konsantrasyonu 256-0.06
pg/ml araliginda olacak sekilde seri agar diliis-
yon besiyerleri hazirlandi. Besiyeri pH’s16.5+0.2
olarak ayarlandiktan sonra, 121°C’da 15 dakika
siire ile otoklavda steril edilerek petri plaklarina
4 mm kalinlikta dokiildii. Her maya siispansiyo-
nundan, farkli konsantrasyondaki plaklara 15 pl
spot ekim yapildi. Besiyerleri, aerop kosullarda,
30°C’deki nemli ortamda inkiibe edildi. Ekimler
ticer giinliik kontrollerle dokuz giin boyunca
degerlendirildi. Ciplak g6z ile koloni varligi
degerlendirildi. Kokenlerin kontrol ekimleri
eszamanlt olarak SDA besiyerine yapildi.

Renksizlestirme oranmnin spektrofotometrik
olciimii

Tablo 1’de dagilimi verilen kokenler, mayadziitii-
pepton-dektroz (YOPD; %1 maya oziitii, %2
pepton, %2 dekstroz) besiyerinde c¢ogaltildi.
Secilmis Exophiala kokenlerinde saptanmis olan
diren¢ profiline gore, mayalarin MY 'nin renk-
sizlestirme aktivitesi 32 yg/mL MY konsantras-
yonunda arastirildi. Iginde 32 yg/mL MY igeren
YOPD besiyerlerine yapilan ekimler, oda 1s1sin-

Tablo 1. Calismaya alinan tiim kokenlerin dagihm (N=191).

da 48 saat inkiibe edildi. Her koken, diiz taban
mikrotitrasyon plagindaki (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) farkl li¢ kuyucuga 250’ser uL. aktari-
larak, 630 nm’de spektrofotometrik (BioTek
ELx808, ABD) olarak degerlendirildi. Kontrol
besiyerine ekim yapilmadi ancak siire sonunda
aynt iglem bu besiyeri icin de yinelendi.
Spektrofotometrik olarak olctimii yapilan mik-
rotitrasyon plaklari bir hafta siire ile ayni sartlar-
da inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, her
kuyucuktan SDA besiyerine iireme kontrolii
ekimi yapildi. Ureme goriilen kokenlerin 32 pg/
mL MY konsantarsayonuna direngli oldugu
kabul edilerek, bu kokenlere ait spektrofotomet-
rik veriler istatistiksel analize alindi.

MY renksizlestirme orani:

(%) Renksizlestirme= [(Kontrol Malasit Yesili
- Test Malasit Yesili
Yesili

0OD650

opeso)/Kontrol  Malasit
opsso) X100 formiiliine gore hesaplandi.

Istatistik degerlendirme

Minitab 16.0 (Koln, Almanya) programi ile
yapild1 ve hata pay1 %5 (p<0.05 degeri anlamli)
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Aragtirmaya alinan rastgele secilmis Exophiala
kokenlerinde MIK, degeri 128 pg/mL olarak
bulundu (Tablo 2). Her iki tiir i¢in de MIK90
degeri 128 pg/mL olarak saptandi.

Exophiala dermatitidis Exophiala phaeomuriformis
Referans  Referans-disi Referans  Referans-disi
Cevresel
Bulagik makinesi 17 52 7 25
Demiryolu 3 30 2 48
Klinik 7 - - -
T()p]am 109 82

Referans: Centraalburaeu voor Schimmelcultures (CBS)’a kayutl koken
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Tablo 2. Rastgele secilmis Exophiala (N=44) kokenlerinin inhibe oldugu en diisiik malasit yesili konsantrasyonlari.

Malasit Yesili konsantrasyonu Exophiala dermatitidis Exophiala phaeomuriformis Toplam inhibisyon
(pg/mL) (n=21) (n=23) (n, %)
<1 - 0(0.0)
2 6 6 12(27.2)
4 8 3 23(522)
8 - 2 25 (56.8)
16 - 25 (56.8)
32 25 (56.8)
64 - 25 (56.8)
=128 7 12 100 (100.0)

E. dermatitidis
@=21) g

Sekil 1. Malasit yesili (32 nl/mL) iceren SDA besiyerinde koloni
cevrelerinde goriilen renksizlestirme profilleri.

Rastgele secilmis Exophiala (n=44) kokenleri-
nin renksizlestime aktivitelerinin ¢aligildig1 kati
besiyeri incelendiginde, MY nin 32 pg/mL ve
tisttindeki konsantrasyonlarinda renksizlestirme
aktivitesi goz ile degerlendirilebildi (Sekil 1).
Renksizlestirme aktivitesi degerlendirilen
kokenler arasinda, yiiksek MY konsantrasyo-
nunda iireyebilen kokenlere karsin daha diisiik
konsantrasyonlarda (2-8 ug/mL) inhibe olan
kokenlerin de varligi saptandi (Tablo 2). Kati
besiyerinde renksizlestirme aktivitesinin iyi goz-
lendigi 32 pg/mL MY konsantrasyonunda iire-
yebilen 19 izolatin 15’inde (%78.9) siirlari
keskin olmayan “renk acilmasi/beyazlatma”
goriildii (Tablo 2, Sekil 1). Test edilen 32 pg/mL
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Sekil 2. Farkh kaynaklardan izole edilen E. phaeomuriformis
(n=46; diiz siitun) ve E. dermatitidis (n=68; cizgili siitun) ko-
kenlerinin malasit yesilini renksizlestirme aktivitelerinin kar-
silagtirilmasi.

konsantrasyonda iireyebilen E. dermatitidis
kokenlerinin 6’sinin (%85.7) ve
E. phaeomuriformis kokenlerinin 9’unun
(%75.0) MY ’yi renksizlestirdigi, tiirler arasinda
istatistiksel farklilik olmadig1 (p>0.05) bulundu.

Aragtirmaya aliman tiim FExophiala (N=191)
kokenlerinin 32 yg/mL MY iceren YOPD besi-
yerinden 48 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan
kontrol ekimlerinde; 68 E. dermatitidis (48 bula-
sik makinasi, 15 demiryolu traversi ve 5 klinik
ornek) ve 46 E. phaeomuriformis (18 bulasik
makinesi ve 28 demiryolu traversi) kokeni olmak
tizere toplam 114 koken iireme gosterdi. Bu
Exophiala kokenlerindeki tiirler arasinda, MY ’yi
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renksizlestirme oranlari bakimindan istatistiksel
farklilik bulunmadi (p>0.05). Ay sekilde tiirle-
rin izolasyon bolgeleri (demiryolu traversi, bula-
stk makinesi ve klinik kokenler) arasinda da
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
(p>0.05, Sekil 2). Bununla birlikte, MY’yi en
yliksek diizeyde renksizlestirme oraninin
(%62.6), bulagik makinasindan izole edilen bir
E. dermatitidis kokeninde oldugu saptandi.

TARTISMA

Avrupa Birligi verilerine gore kacak olarak yay-
gin bir sekilde kullanilan MY, cevresel kirlen-
meye de neden olmaktadir®”. Giiniimiizde, bol-
gesel olarak ekonomide onemli yere sahip olan
tekstil sektoriinlin ortaya cikardigi en 6nemli
sorunlardan biri de, tekstil boyama cukurlar
kaynaklr atik sulardir. Bu atik sularda polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, agir metal iyonlari,
surfaktanlar, boyalar, c¢oziiciiler ve deterjanlar
bulunmaktadir®. Her ne kadar gida sektoriinde
kullanilan MY ve tiirevleri, endiistriyel atik olan
sulardaki MY konsantrasyonlarina ulagmiyorsa
da, gida ile dogrudan insana gecis s6z konusu-
dur’27. Bu nedenle, ¢evresel MY nin yikimina
yonelik yeni arastirmalar siirekli giindemdedir®.
Exophiala kokenleri benzer cevresel kirliligin
oldugu bolgelerde kolaylikla cogalabildigi bilin-
mektedir. Farkli aromatik bilesiklerin bulundugu
ortamda ¢ogalabilen Exophiala tiirleri, bu ¢cevre-
sel kirleticilerin biyo-yikimlarinda rol alabilir-
ler"®2Y. MY klorid veya oksalat tuzlari (kroma-
tik) seklinde olabildigi gibi notral karbinol veya
indirgenmis 16ko formunda da bulunabilir. MY
olarak anilin yesili, akril parlak yesil, benzalde-
hit yesili vb. gibi ¢ok sayida benzer yapida
boyar maddeler vardir. MY, biyolojik bilimlerde
okside formda [“Chemical Abstract Services”
(CAS) numaras1 2437-29-8, renk indeksi (CI)
42000] kullanilir™®.,

Toksik ve karsinogenetik etkisi olan MY, ¢evre-
sel bakteriler ve 6zellikle intestinal flora tarafin-

dan yapisal olarak farklilastirilarak renksiz
formlarma doniistiiriilmektedir'?®. MY ’nin
ortamda renk kaybi kimyasal yap1 doniistimii-
niin bir gostergesidir. Ortaya ¢ikan yikim {riin-
leri, MY 'nin biyolojik etkilesimlerini (lipoprote-
in yapiya baglanma, DNA ile interkalasyon vb.)
gostermez. Ozellikle mikobakterilerin izolasyo-
nunda yogun olarak kullanilan MY ’nin, indir-
gendigi formda antibakteriyel ve antifungal akti-
vitelerinin 6nemli oranda azaldig1 gosterilmis-
tir>132930 Yapilan ¢aligmalarda, MY nin biyo-
yikimlarinda, 16komalagit basta olmak iizere,
bircok farkli yapidaki bilesige yikildigi
gorulmu§tur(9— 11,13-16,29,30) .

Exophiala tiirlerinin insanlarda 6zellikle immiin-
siipresyon varliginda yasami tehdit eden enfek-
siyonlar olusturmalar1 nedeni ile ¢evresel kolo-
nizasyon bolgeleri risk faktorii olarak aragtiril-
maktadir. Viriilans 6zelliklerinin morfogenez ile
iligkili oldugu, besin ortaminin az ve toksik
oldugu sira dig1 ortamlarin viriilansi etkiledigi
belirtilmistir®®. Malasit yesili, balik yetistirme
ortamlarinda bulunan fungal ve parazitik enfek-
siyon etkenlerine karsi sivi ortama dogrudan
verilir. Ozellikle kiiltiir balikgiliginda, inkiibas-
yondaki balik yumurtalarinin oomicet mantarla-
rin agirl cogalmasini onlemede, bazi balik tiirle-
rinin sistemik hastaliklarinin tedavisinde ve
yetisme ortamlarinin  dezenfeksiyonunda
etkindir®”. Gidada yiiksek kullanim ve boya
sanayi atiklar1 nedeni ile MY ile cevresel kirlilik
yiiksektir.

Sunulan arastirmada, ozellikle hidrokarbon ile
kirlenmis ortamlara kolaylikla kolonize olabilen
Exophiala cinsinin insan patojeni olan iki tiiriin-
de de MY ’yi renksizlestirme etkisi saptanmuisgtir.
Ulagilabilen literatiirde, genellikle MY ’yi renk-
sizlestirme etkisi bulunan tek kokenin mikrobi-
yolojik ve biyoteknolojik 6zelliklerinin 6n plan-
da incelenmektedir. Genellikle bu kokenler yiik-
sek MY renksizlestirme aktiviteleri gosterirler
ve cevresel biyo-iyilestirme agisindan 6nemlidir*
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1 Exophiala kokenlerinin toksik sanayi atikla-
rinda kolonize olabilmesi, insan sagligina zarar-
I1 MY 'nin yapisini degistirmesi nedeni ile 5nem-
lidir. Exophiala cinsinin de icinde yer aldifi
Chaetothyriales takiminin dogada odunsu yapi-
larda kolonizasyonunu kolaylastiran ligninolitik
enzimleri, ayn1 zamanda polisiklik aromatik hid-
rokarbonlarin yikimlarimi saglayan mikrobiyal
enzim gruplarindandir®. Bununla birlikte,
sunulan aragtirmada odunsu yapilarin bulunma-
dig1 bulagik makinelerinden izole edilen koken-
ler ile travers gibi katran ile karsilasan odun
yapidan izole edilen demiryolu kokenli izolatla-
rimn MY yikim kapasiteleri arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunmamustir (Sekil 2). Sunulan
arastirmada en yiiksek renksizlestirme orani ise
bulasik makinasindan izole edilen bir E. derma-
titidis kokeninde %62.6 olarak bulunmustur. Bu
durum, hipotetik olarak, Exophiala cinsinde,
ligninolitik enzimlerin diginda farkli biyoyikim
mekanizmalarinin aktif olarak etkili olabilecegi-
ni gostermektedir.

Bir¢ok mikrobiyal yapi belirli bir oranda MY ’yi
yikabilmektedir. Yiiksek biyo-yikim kapasitesi-
ne sahip kokenler genellikle daha ileri aragtirma-
lar kapsaminda, endiistriyel biyoyikimdaki eko-
nomik ve ¢evresel kazanimlar agisindan incelen-
mektedir. Bu nedenle, iilkemizde ¢evresel ortam-
lardan izole edilen esmer mantar kokenlerinin,
cevresel kirleticilerin biyo-yikim potansiyelleri
acisindan aragtirilmasi onem gostermektedir.
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Amag: Konaga yerlesen mikroorganizmalarin iiremeleri, viru-
lans ve antibiyotiklere duyarlilik da dahil olmak iizere tiim
ozellikleri konak kosullari tarafindan kontrol edilir.
Calismanuzda, bir konak faktorii olarak Ostradiol, insiilin ve
norepinefrinin  farkli mikroorganizmalarin (Uropatojen
Escherichia coli C7, Candida albicans SC5314, Enterococcus
Jfaecalis ATCC 29212, Metisiline direngli Staphylococcus auerus
(MRSA) ATCC 43300 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) iiremesi iizerine etkilerinin in vitro olarak belirlenmesi
amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla, mikroorganizmalar hormonla-
rin farklt konsantrasyonlarint iceren ve icermeyen (kontrol)
besiyerlerinde (Triptik soy buyyon ve Sabouraud dekstroz buy-
yon) iiretilmislerdir. Mikroorganizmalarin iiremeleri spektrofo-
tometre ile 4., 6. ve 24. saatlerde olciilerek belirlenmistir.
Uremelerin istatistiksel degerlendirilmesinde cift yonlii ANOVA
Bonferroni post-test kullanilmistir.

Bulgular: Calismamizda denenen tiim hormon konsantrasyon-
larmn 6 saat inkiibasyon sonunda E. faecalis iiremesini kont-
rol besiyerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde baski-
ladigi, C. albicans iiremesinin hormon ilave edilen besiyerle-
rinde 24 saat inkiibasyonda anlamli sekilde degistigi (200 pU/
mL insiilin ve 20 pg/mL Ostradiolda azalma; 150 pg/mL ve 400
pg/mL ostradiol ile 1.700 pg/mL, 7.500 pg/mL ve 40.000 pg/mL
norepinefrinde artma) belirlenmigtir. Buna karsin denenen
hormonlarin MRSA, P. aeruginosa ve UPEC suglarimin iireme-
si tizerine herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

Sonug: Memeli hormonlarinin mikroorganizmalarin davranis-
lart iizerinde de etkilerinin gosterilmesi ile konakta cevresel
bir unsur olarak enfeksiyon patogenezini belirledikleri vurgu-
lanmaktadwr. Calismamizdan elde edilen sonuglar ile farkl
konsantrasyonlardaki hormonlarin mikroorganizmalarin iire-
melerinde cesitli etkilere sahip oldugu desteklenmektedir. Bu
ve benzeri ¢alismalar, hormonlarin insanda enfeksiyon siireci-
ni dogrudan belirledigini gostermektedir.

Anabhtar kelimeler: Inter-kingdom haberlegme, insiilin, dstra-
diol, norepinefrin, iireme

ABSTRACT

Effects of Insulin, Norepinephrine and Estradiol on Growth
of Different Microorganisms

Objective: All characteristics of microorganisms colonized in
hostincluding their growth, virulence and antibiotic susceptibilities
are controlled by host conditions. In our study, it has been aimed
to determine the effects of estradiol, insulin, norepinephrine as
host factors on the growth of various microorganisms
(uropathogenic Escherichia coli C7, Candida albicans SC5314,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Methicillin resistant
Staphylococcus auerus (MRSA) ATCC 43300 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) in vitro setting.

Material and Methods: For this purpose, microorganisms
were grown in different culture media (Tryptic Soy Broth and
Sabouraud Dextrose Broth) supplemented with/without various
concentrations of hormones. Growths of microorganisms were
measured at 4™, 6" and 24" hours using a spectrophotometer.
Statistical analysis of growths were determined by using two-
way ANOVA Bonferroni post-test.

Results: All hormone concentrations were shown to suppress
the growth of E. faecalis significantly after 6 hours of incubation.
The growth of C. albicans was found to be significantly altered
(reduced in the presence of 200 uU/mL insulin and 20 pg/mL
estradiol; increased in the presence of 150 pg/mL and 400 pg/
mL estradiol & 1700 pg/mL, 7500 pg/mL and 40000 pg/mL
norepinephrine) in the presence of different hormones. However,
hormones tested were shown to exert no effect on the growth of
MRSA, P. aeruginosa and UPEC (p>0.05).

Conclusion: With demonstration of the effects of mammalian
hormones also on the behaviour of microorganisms, it has
been emphasized that they determine the pathogenicity of
infectious diseases as an environmental factor. Our results
have supported that, different concentrations of hormones
have various effects on growth of microorganisms. All these,
and similar studies have showed that, hormones determine the
infectious process directly in human beings.

Keywords: Inter-kingdom communication, insulin, estradiol,
norepinephrine, growth
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GIRIS

Bir bakteri konak organizmay1 enfekte ettiginde,
icinde bulundugu c¢evre artik konak ve konagin
tiim unsurlaridir. Konaga (insan) yerlesmis olan
mikroorganizmalarin viriilans ve antibiyotiklere
duyarliliklar1 da dahil olmak iizere tiim ozellik-
leri iste bu ¢evre yani konak kosullar1 tarafindan
diizenlenmektedir'®. Bu diizenlenmede rol
oynayan, pek cogu sinyal molekiilii olarak gorev
yapan konak faktorii vardir. Son yillarda yapilan
aragtirmalar da, konak hormonlarinin 6nemini
vurgulamakta olup, bilinenin aksine hormonla-
rin konagin yalnizca kendi hiicreleri (memeli
veya bitki hiicreleri) arasindaki iletisimde degil,
“konak-mikrop” iletisiminde de rol oynadigini
belirtmektedirler. Bu da mikroorganizmalar ile
konag1 olan canlilarin birlikte evrimini (koevri-
mini) agiklamaktadir. Ote yandan prokaryot
hiicreler kimyasal bir iletisim bicimi olan “quo-
rum sensing” (QS; ¢ogunlugu algilama) mole-
kiilleri (otoindiikleyici olarak bilinen molekiil-
ler) ile cevreyi algilar, iletisim kurar ve davra-
mslarm diizenlerler®®. Okaryot hormonlarmin
bu siirecte otoindiikleyici olarak davranarak
hem mikroorganizmalarin kendi aralarinda hem
de mikroorganizma ile memeli hiicreleri arasin-
daki iletisimi sagladiklari gosterilmigtir. Bu,
“alemleraras1” (interkingdom) bir sinyal iletimi-
dir ve bakterilerle konaklar1 arasinda simbiyotik
ve patojenik iligkilere de aracilik etmektedir®!?.

Memeliler gibi kimi mikroorganizmalarin da
hormon {iiretmesi, memeli hormonlarini tantyan
reseptorleri tagimalart ve hormonlarin memeli-
mikrop iligkisinde sinyal molekiilii olarak rol
oynadiginin gosterilmesi ile “Mikrobiyal
Endokrinoloji olarak adlandirilan yeni bir arag-
tirma alan1 dogmustur. Escherichia coli’de insii-
lin, Tetrahymena pyriformis’te kortikortropin,
Bacillus subtilis ve Plasmodium falciparum’da
somatostatin, Trychophyton mentagrophytes’de
progesteron;  Saccharomyces
Paracoccidioides brasiliensis, Candida albicans

cerevisiae,

ve Pseudomonas aeruginosa’da o6stradiol ile
ilgili reseptorlerin varligi gosterilmigtir®'-').

Mikrobiyal endokrinoloji aragtirmalari, genel
olarak, bakterilerle stres hormonlari olarak bili-
nen katekolaminler [epinefrin (E), norepinefrin
(NE) ve dopamin (D)] arasindaki iliskiye odak-
lanmigsa da kimi arastirmacilar diger bazi hor-
monlar1 da [ostradiol (O), insiilin (), progeste-
ron (P), testosteron (T) gibi] ¢alisma konusu
edinmiglerdir®®-27,

Biz de calismamizda, metabolizmamizin farkl
siireclerinde 6nemli rolleri olan insiilin, norepi-
nefrin ve Ostradioliin farkli mikroorganizmalarin
tiremesi lizerine etkilerini in vitro olarak belirle-
meyi amagladik.

GEREC ve YONTEM

Suslar: Bu caligmada, standart {iropatojen
Escherichia coli (UPEC) C7, Candida albicans
SC5314, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
metisiline direncli Staphylococcus auerus
(MRSA) ATCC 43300 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 suglar1 kullanilmugtir.
Tiim suglar -80°C’de saklanmiglardir.

Hormonlar: Calismada kullanilan hormonlar
ve konsantrasyonlar1 saglikli bir insanin kan ve
idrarindaki fizyolojik konsantrasyonlart goéz
oniinde bulundurularak asagidaki gibi belirlen-
mistir:

Insiilin (20 wU/mL ve 200 pU/mL), norepinefrin
(100 pg/mL, 500 pg/mL, 1.700 pg/mL, 7.500
pg/mL ve 40.000 pg/mL) ve ostradiol (20 pg/
mL, 150 pg/mL ve 400 pg/mL)®-3Y.

Uremelerin saptanmasi: Farkli kosullarm sus-
larin iiremelerine (liremede artma veya azalma)
etkisi turbidimetrik yontem ile arastirtlmigtir®®.
Son hacim 9 mL olacak sekilde yukarida belirti-
len farkli konsantrasyonlarda hormon iceren ve
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hormon icermeyen (kontrol) triptik soya buyyon
(TSB) besiyerlerine ekim yapilmistir.
C. albicans i¢in besiyeri olarak Sabouraud deks-
troz buyyon (SDB) kullaniimigtir. Tiim bakteri-
ler icin baglangi¢ konsantrasyonu 10’ CFU/mL,
C. albicans igin ise 10° CFU/mL olacak sekilde
slispansiyonlar hazirlanmig, ekim yapilmisg ve
besiyerleri 37°C’de inkiibe edilmistir. Absorbans
Olclimleri spektrofotometrede (Thermo Fisher
Scientific, Finlandiya) 600 nm dalga boyunda
4., 6. ve 24. saatlerde yapilmig ve deneyler her
sus icin ikiser kez yinelenmistir.

istatistiksel analizler: ikiden fazla grup arasi
degerlendirmede ¢ift yonlii varyans analizi (two-
way ANOVA) kullanilmistir. Farklili§in hangi
gruptan kaynaklandiginin saptanmast Bonferroni
post-test ile yapilmistir. Anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Mikroorganizmalarin {iremeleri iizerine gesitli
hormonlarin etkisi ve ilgili konsantrasyonlar
Tablo 1’de gosterilmistir. Denenen tiim hormon-
larin 4 saat inkiibasyon siiresinde hi¢bir mikro-
organizmanin liremesi lizerine etkisi goriilme-
mistir. U¢ hormona ait tiim konsantrasyonlarin
MRSA, UPEC ve P. aeruginosa suglarimin iire-
meleri iizerine anlamli bir etkisi saptanmamuigtir
(p>0.05).

Enterococcus faecalis iireme sonuclari

U¢ hormonun da tiim konsantrasyonlar:
E. faecalis susunun iiremesini anlamli derece
azaltarak etki gostermistir. Besiyerine 20 yU/mL
insiilin ilavesi, kontrole gore 6. saatte (p<0.001)
ve 24. saatte (p<0.05) iliremeyi anlamli oranda
azaltmig; 200 xU/mL insiilin konsantrasyonu da
hormon icermeyen besiyerine gore 6. ve 24. saat-
lerde iiremeyi ileri derecede anlamli olarak azalt-
mistir (p<0.001). Hem 0Ostradiol hem de norepi-
nefrin lireme iizerine 6. saatte anlamli etkiler
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gostermistir. Bu etkiler, ostradiol i¢in 20 pg/mL
konsantrasyonda, iiremeyi anlaml1 derecede bas-
kilama seklinde iken (p<0.05) 150 pg/mL ve 400
pg/mL konsantrasyonda, kontrole gore ileri
derecede anlamli baskilama olarak belirlenmig-
tir (p<0.001). Norepinefrinin tiim konsantras-
yonlari, enterokok susunun iliremesini 6 saat
inkiibasyonda farkli seviyelerde anlamli derece-
de (100 pg NE, p<0.001; 500 pg NE, p<0.01;
1.700 pg, NE p<0.001; 7.500 pg, NE p<0.01;
40.000 pg, NE p<0.05) baskilamistir.

0.4+
EA Kontrol

B3 20 yUimL instlin
E3 200 pU/mL insilin

Absorbans (600 nm)

6 24
Zaman (Saat)
Grafik 1. Farkh insiilin konsantrasyonlariin Enferococcus
faecalis susununun iiremesi iizerine etkisi. E. faecalis TSB
(kontrol) TSB+20 nU/mL insiilin, TSB+200 pU/mL insiilin
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamkhk
+ standart sapmay gostermektedir.

0.4+
£ &3 20 pg/mL Ostradiol
S = 150 pg/mL Ostradiol
© = Astradi
v 3 —_— (0 400 pg/mL Ostradiol
: L
T g,
2
5 i
2 3-.-:-:-:-
< i
G.Slaat
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Grafik 2. Farklh 6stradiol konsantrasyonlarinin
Enterococcus faecalis susununun iiremesi iizerine etkisi.
E. faecalis TSB (kontrol) TSB+20 pg/mL 6stradiol, TSB+150
pg/mL ostradiol, TSB+400 pg/mL ostradiol 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamklk + standart sap-
may1 gostermektedir.

Candida albicans iireme sonuclari

Denenen hormonlarin hicbirinin 4. ve 6. saatler-
de C. albicans’1n liremesi lizerine etkisi olmadi-
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0.4+
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100 pg/mL Norepinefrin
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[ 1700 pg/mL Norepinefrin
7500 pg/mL Norepinefrin

40.000 pg/mL Norepinefri

Absorbans (600 nm)

Zaman (Saat)

Grafik 3. Farklh norepinefrin konsantrasyonlarinin
Enterococcusfaecalis susununun iiremesi iizerine etkisi.
E. faecalis TSB (kontrol) TSB+ 100 pg/mL norepinefrin,
TSB+500 pg/mL norepinefrin, TSB+1700 pg/mL norepinef-
rin, TSB+7500 pg/mL norepinefrin, 40.000 pg/mL norepinefrin
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamkhk
+ standart sapmayi gostermektedir.

0.20-
Kontrol
20uU/mL insulin
0.154

200pU/mL insulin

0.104

Absorbans (600 nm)

Zaman (Saat)

Grafik 4. Farkh insiilin konsantrasyonlarimin Candida albicans
susununun iiremesi iizerine etkisi. C. albicans TSB (kontrol)
TSB+20 nU/mL insiilin, TSB+200 pU/mL insiilin 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulaniklik + standart
sapmay1 gostermektedir.

g1 belirlenmis (p>0.05), bununla birlikte, 24.
saatte insiilinin 200 x U/mL’lik ve 6stradioliin 20
pg/mL’lik konsantrasyonlarinin kontrole gore
tiremeyi ileri derecede azalttigi belirlenmigtir
(p<0.001). 150 pg/mL ostradiol ile 1.700 pg/mL,
7.500 pg/mL ve 40.000 pg/mL’lik NE konsant-
rasyonlar1 Candida tiremesini ileri anlaml1 dere-
cede arttirirken (p<0.001), 400 pg/mL 6stradio-
liin tiremeyi anlamli derecede arttirdig1 belirlen-
misgtir.

TARTISMA

Enfeksiyon durumunda mikroorganizma ile
onun cevresi olan konagin cesitli kimyasal sin-
yaller sayesinde cift yonlii bir iletisim icinde
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0.00-
24.Saat
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Absorbans (600 nm)

Grafik 5. Farkli ostradiol konsantrasyonlarinin
Candida albicans susununun iiremesi iizerine etkisi.
C. albicans TSB (kontrol) TSB+20 pg/mL ostradiol, TSB+150
pg/mL ostradiol, TSB+400 pg/mL ostradiol 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamklik + standart sap-
may1 gostermektedir.
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Grafik 6. Farkli norepinefrin konsantrasyonlarinin
Candida albicans susununun iiremesi iizerine etkisi. C. albicans
TSB (kontrol) TSB+100pg/mL norepinefrin, TSB+500 pg/mL
norepinefrin, TSB+1700 pg/mL norepinefrin, TSB+7500 pg/mL
norepinefrin, 40.000 pg/mL norepinefrin 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Veriler ortalama bulamiklik + standart sapmay1 gos-
termektedir.

oldugu ve konak hormonlari ile QS molekiilleri-
nin bu sinyal dilinin vazgecilmez bilesenleri
oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal endokrinoloji
alaninda yapilan caligsmalarin sonuglar1 sayesin-
de hormonlarin alemler arasi haberlegsmedeki
rollerini agiklayici veriler saglanabilmistir.

Yapilan in-vitro ¢aligmalarla hormonlarin mik-
roplar tizerinde etkileri oldugu gosterilmistir. Bu
alanda en sik iizerinde durulan katekolamin ve
tiirevi hormonlarin demir iyonu alimini etkiledi-
§i One siirtilmiistiir. Arastiricilar, bazi siderefor-
larin katekol gruplarmi icerdigini ve katekola-
minlerin demirin bagl bulundugu transferrin ve
laktoferrin gibi bilesiklerden alinmasi yoluyla
etkili olduklarini belirtmiglerdir. Bu mekanizma-
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Tablo 1. Hormonlarin mikroorganizmalarin iiremesi iizerine 6. ve 24. saatlerde etkileri.
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nin 6zellikle demirin az bulundugu ¢evre sartla-
rinda hiicreye demir saglamada etkili oldugu da
bildirilmektedir. Diger bir mekanizmasi ise, hor-
monlarin bakterilerin ¢ogalmalarini 6zendiren
oto-indiikleyici-3 (OI-3) molekiiliine benzer

ozellikte olmalar1 ile etki gostermeleridir
(3,11,24,33).

E. coli K12 susu tarafindan da iiretilebilen insii-
lin hormonunun tipkr katekolaminler gibi QS
molekiilii (homoserin laktonlar (HSL), oto-
indiikleyici-2 (OI-2), OI-3) olarak davrandigi
bildirilmistir'". Cinsiyet hormonlarindan olan
progesteron ve Ostradioliin ise bazi bakterilerde
(Prevotella intermedius ve Bacterioides
meloninogenicus gibi) konsantrasyona bagli ola-
rak K vitamini gibi gorev yaptig1 ve bakterilerin
tiremelerini etkiledigi gosterilmistir®-%. Ayrica
cesitli mayalar (C. albicans ve P. brasiliensis)
ile yapilan c¢aligmalarda steroid baglayan prote-
inlerin bu mikroorganizmalarda bulundugunun
gosterilmesi, cinsiyet hormonlarinin fizyolojik
siireclerde degisimlere aracilik etmesi seklinde
yorumlanmaktadir!®2>,

Katekolaminlerin bakterilerin iiremesi iizerine
etkilerini arastiran Freestone ve ark.” NE’nin
E. faecalis’in iiremesi lizerine anlamli bir etkisi
olmadigini1 bildirirken, Lyte ve ark.®%
S. epidermidis tiremesinde anlamli diizeyde artig
meydana geldigini gostermistir. Apan ve ark.
®9’nin ¢alismalarindan elde edilen sonuglar,
NE’nin S. auerus, S. epidermidis ve C. albicans’in
tiremesinin baskilandigini gostermistir. Lyte ve
ark.®’nin EHEC O157:H7 susu ile yaptiklar bir
diger caligmalarinda, iiremenin 100.000 kat ve
tistli arttig1 ve Shiga toksin iiretiminin de 160 kat
arttigr bildirilmistir. P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Bordetella pertussis ve B. bronchiseptica,
katekolaminler varlifinda iiremelerinde birkac
katlikanlamli artiglar oldugu gosterilen diger
bakteriler olmuslardir”2%3%. Farkli mikroorga-
nizmalarla ve farkli hormon konsantrasyonlari
ile yapilan caligmalarda susa ve konsantrasyona
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bagli olarak farkl sekilde sonuclar elde edildigi
goriilmektedir. Benzer sekilde bizim caligma-
mizda da, NE’nin 1.700 pg, 7.500 pg ve 40.000
pg’lik konsantrasyonlarinin C. albicans lireme-
sini arttirdigi, ancak 100 pg ve 500 pg’lik kon-
santrasyonlarinin iiremeyi baskiladigi belirlen-
migtir. Test edilen tiim NE konsantrasyonlarinin
MRSA, P. aeruginosa ve UPEC C7’nin iireme-
sini etkilemedigi, E. faecalis liremesini ise bas-
kiladig1 bulunmustur (p<0.05).

Yokoyama ve ark.“?, 6stradioliin Campylobacter
rectus’un lremesini indiikledigini bildirmisler-
dir. Bunlarin aksine, bir diger cinsiyet hormonu
olan progesteronun Neisseria gonorrhoeae ve
N. meningitidis lremesini inhibe ettigi
bildirilmistir“. Plotkin ve ark.??, E. faecalis’in
tiremesinin dihidroksitestosteron (DHT) varli-
ginda etkilenmedigini, dikloretilen (DDE), hid-
rokortizon ve deksametazon varliginda ise azal-
digm belirtmislerdir. Ostradiol ile dkaryot mik-
roorganizmalar {izerinde yapilan caligmalardan
da ilgin¢ sonuglar elde edilmistir. Trichopyton
purpureum ile enfekte tavsanlarda topikal
a-ostradioliin infeksiyonu gerilettigi gosteril-
migtir. 17-f ostradioliin, konsantrasyona bagh
olarak Microsporum canis ve Trichopyton
mentagyrophytes’in liremesini inhibe ettigi
gosterilmistir“>4¥, Drutz ve ark.“Y17-p dstradio-
liin, Coccidioides immitis tiremesini biiyiik olcii-
de uyardigini, sferiil olgunlagsma hizini ve endos-
por salinimini arttirdigini gostermiglerdir. Zhang
ve ark.“¥17-B ostradioliin 3 farkli C. albicans

susunun iiremesini arttirdigini géstermislerdir.

Bir diger konak faktorii olan insiilinin etkisini
aragtiran Plotkin ve Viselli®, 400 pU’lik insiilin
varliginda E. faecalis ve P. aeruginosa’nin kont-
role gore liremesinin sonuglarimiza benzer sekil-
de azaldigini bildirmislerdir. Woods ve ark.“®,
tarafindan ise Burkholderia pseudomallei’nin
insiilin reseptoriine yliksek afinitesi oldugu
belirtilmis ve bunun da diyabet hastalarinda
serumdaki insiilin miktarina bagh olarak melio-

idoz gelisimini tetikledigi One siirtilmiistiir.
Giimiis ve ark.“” tarafindan bir tiropatojen E. coli
susunun iiremesinin insiilin varliginda degisme-
digi ancak 200 ¢ U/mL insiilin varliginda sfa/foc,
cnfl ve usp gibi viriilans genlerinin ekspresyon-
larinin azaldig bildirilmistir.

Sonug olarak, mikrobiyal endokrinoloji alaninda
yapilan caligmalarin artmasi sayesinde, enfeksi-
yon hastaliklarinin patogenezi ve patogenezde
farkli alemler arasinda kurulan bu konugma dili-
nin rolii daha iyi anlagilacak ve tedavi yontemle-
ri arasina bu iletisimin kesilmesini temel alan
yeni yontemler katilabilecektir. Ozellikle bakte-
rileri 6ldiirmek (bakterisidal) yada iiremelerini
durdurmak (bakteriyostatik) gibi iki temel etki
sekliyle calisan antibiyotikler yerine, bakteriler-
de yeni hedef molekiillerin ve virulansi dogru-
dan engelleyen yeni ilaclarin bulunmasi miim-
kiin olacaktir. Bu olasiliklar, bakteri ve memeli-
ler arasindaki iligki ve bu iligkiyi kuran her tiirlii
sinyal yolagi ve molekiiller iizerine yapilan
caligsmalar1 degerli kilmaktadir.

KAYNAKLAR

1. Lyte M, Freestone PP, eds. Microbial Endocrinology: Inter
kingdom Signaling in Infectious Disease and Health. New
York: Springer; 2010.
https://doi.org/10.1007/978-1-4419-5576-0_1

2. Plotkin BJ, Viselli SM. Effect of insulin on microbial growth.
Curr Microbiol. 2000;41(1):60-4.

3. Kornman KS, Loesche WIJ. Effects of estradiol and
progesterone on Bacteroides melaninogenicus and Bacteroides
gingivalis. Infect Immun. 1982;35(1):256-63.

4. Williams P. Quorum sensing, communication and cross-
kingdom signalling in the bacterial world. Microbiology.
2007;153(Pt12):3923-38.
https://doi.org/10.1099/mic.0.2007/012856-0

5. Sperandio V, Torres AG, Jarvis B, Nataro JP, Kaper JB.
Bacteria-host communication: the language of hormones. Proc
Natl Acad SciUSA. 2003;100(15): 8951-6.
https://doi.org/10.1073/pnas.1537100100

6. Hughes DT, Sperandio V. Inter-kingdom signalling:
communication between bacteria and their hosts. Nat Rev
Microbiol. 2008;6(2):111-20.
https://doi.org/10.1038/nrmicro1836

7. Freestone PP, Haigh RD, Williams PH, Lyte M. Stimulation of
bacterial growth by heat-stable, norepinephrine-induced
autoinducers. FEMS Microbiol Lett. 1999;172(1):53-60.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1999.tb 13449 x

8. Lyte M, Frank CD, Green BT. Production of an autoinducer of
growth by norepinephrine cultured Escherichia coli O157:
H7. FEMS Microbiol Lett. 1996;139(2-3):155-9.

9. Pacheco AR, Sperandio V. Inter-kingdom signaling: chemical

185



10.

12.

13.

15.

16.

17.

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

language between bacteria and host. Curr Opin Microbiol.
2009;12(2):192-8.

https://doi.org/10.1016/j.mib.2009.01.006

Freestone P. Communication between bacteria and their hosts.
Scientifica (Cairo). 2013;2013:361073.
https://doi.org/10.1155/2013/361073.

. LeRoith D, Shiloach J, Roth J, Lesniak MA. Insulin or a

closely related molecule is native to Escherichia coli. J Biol
Chem. 1981;256(13):6533-6.

Pan JX, Mikkelsen RB, Wallach DF, Asher CR. Synthesis of a
somatostatin like peptide by Plasmodium falciparum. Mol
Biochem Parasitol. 1987;25(1):107-11.
https://doi.org/10.1016/0166-6851(87)90023-5

Schir G, Stover EP, Clemons KV, Feldman D, Stevens DA.
Progesterone binding and inhibition of growth in Trichophyton
mentagrophytes. Infect Immun. 1986; 52(3):763-7.

. Rowland SS, Falkler WA, Bashirelahi N. Identification of an

estrogen binding protein in Pseudomonas aeruginosa. ]
Steroid Biochem Mol Biol. 1992;42(7):721-7.

Burshell A, Stathis PA, Do Y, Miller SC, Feldman D.
Characterization of an estrogen binding protein in the yeast
Saccharomyces  cerevisiae. J Biol Chem. 1984;
259(6):3450-6.

Loose DS, Stover EP, Restrepo A, Stevens DA, Feldman D.
Estradiol binds to a receptor-like cytosol binding protein and
initiates a biological response in Paracoccidioides brasiliensis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1983;80(24):7659-63.

White S, Larsen B. Candida albicans morphogenesis is
influenced by estrogen. Cell Mol Life Sci. 1997;53(9):744-9.
Harvey WD. Identification of 17beta-estradiol as the estrogenic
substance in Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci U
S A. 1984;81(15):4722-6.

. Loose DS, Feldman DA. Characterization of a unique

corticosteroid binding protein in Candida albicans. J Biol
Chem. 1982;257(9):4925-30.

Lyte M. The role of microbial endocrinology in infectious
disease. J Endocrinol. 1993;137(3):343-45.

Lyte M. Microbial endocrinology and infectious disease in the
21st century. Trends Microbiol. 2004;12(1):14-20.
https://doi.org/10.1016/j.tim.2003.11.004

Freestone PPE, Lyte M. Microbial endocrinology: experimental
design issues in the study of interkingdom signalling in
infectious disease. Adv Appl Microbiol. 2008;64:75-105.
https://doi.org/10.1016/S0065-2164(08)00402-4.

Lyte M, Freestone P. Microbial endocrinology comes of age.
Microbe. 2009;4:169-75.
https://doi.org/10.1128/microbe.4.169.1

Freestone P, Lyte M. Stress and microbial endocrinology:
prospects for ruminant nutrition. Animal. 2010;4(7):1248-7.
https://doi.org/ 10.1017/S1751731110000674

Kurakado S, Kurogane R, Sugita T. 17p-Estradiol inhibits
estrogen binding protein-mediated hypha formation in
Candida albicans. Microb Pathog. 2017;109:151-5.
https://doi.org/ 10.1016/j.micpath.2017.05.038.

Plotkin BJ, Roose R J, Erikson Q, Viselli SM. Effect of
androgens and glucocorticoids on microbial growth and
antimicrobial susceptibility. Curr Microbiol. 2003;47(6):514-
20.

Hosoda K, Shimomura H, Hayashi S, Yokota K, Hirai Y.
Steroid hormones as bactericidal agents to Helicobacter
pylori. FEMS Microbiol Lett. 2011;318(1):68-75.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.2011.02239 .x
McCartney CR. Marhall JC. Neuroendocrinology of
reproduction. In: Strauss JF, Barbieri RL, eds. Physiology,
Pathophysiology, and Clinical Management. 7th ed. Elsevier
Health Sciences, 2014:3-26.
http://stedmansonline.com/webFiles/Dict-Stedmans28/
APP17.pdf (Erisim tarihi: 04.01.18)

Aun F, Mequid MM, Soeldner JS, Stolf NA. Urinary insulin
levels in health and disease - a concise review. Postgrad Med
J.1975;51(599):622-6.

186

31.

32.

33.

34.

3s5.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(3):180-186

Phillips PE, Edge JA, Harris DA, et al. Urinary excretion and
clearance of insulin in diabetic and normal children and
adolescents. Diabet Med 1993;10(8):707-14.

Sandrini S, Alghofaili F, Freestone P, Yesilkaya H. Host stress
hormone norepinephrine stimulates pneumococcal growth,
biofilm formation and virulence gene expression. BMC
Microbiol. 2014;14:180-92.
https://doi.org/10.1186/1471-2180-14-18

Fteita D, Kononen E, Soderling E, Giirsoy UK. Effect of
estradiol on planktonic growth, coaggregation, and biofilm
formation of the Prevotella intermedia group bacteria.
Anaerobe. 2014;27:7-13.

https://doi.org/ 10.1016/j.anaerobe.2014.02.003

Lyte M, Freestone PP, Neal CP, et al. Stimulation of
Staphylococcus epidermidis growth and biofilm formation by
catecholamine inotropes. Lancet. 2003; 361(9352):130-5.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(03)12231-3

Apan OC, Apan TZ, Apan A. In vitro antimicrobial activity of
commonly used vasoactive drugs. J Clin Anesth. 2016;34:407-
11.

https://doi.org/10.1016/j.jclinane.2016.05.008

Lyte M, Ernst S. Catecholamine induced growth of gram
negative bacteria. Life Sci. 1992;50(3):203-12.
https://doi.org/10.1016/0024-3205(92)90273-R

Freestone PP, Hirst RA, Sandrini SM, et al. Pseudomonas
aeruginosa-catecholamine inotrope interactions: a contributory
factor in the development of ventilator-associated pneumonia?
Chest. 2012;142(5): 1200-10.
https://doi.org/10.1378/chest.11-2614.

Anderson MT, Armstrong SK. The Bordetella bfe system:
growth and transcriptional response to siderophores, catechols,
and neuroendocrine catecholamines. J Bacteriol.
2006;188(16):5731-40.

https://doi.org/10.1128/J1B.00495-06

Anderson MT, Armstrong SK. Norepinephrine mediates
acquisition of transferrin-iron in Bordetella bronchiseptica. J
Bacteriol. 2008;190(11):3940-7. https://doi.org/10.1128/
JB.00086-08.

Yokoyama M, Hinode D, Masuda K, Yoshioka M, Grenier D.
Effect of female sex hormones on Campylobacter rectus and
human gingival fibroblasts. Oral Microbiol Immunol.
2005:;20(4):239-43.
https://doi.org/10.1111/j.1399-302X.2005.00222 x

Edwards JL. Neisseria gonorrhoeae survival during primary
human cervical epithelial cell infection requires nitric oxide
and is augmented by progesterone. Infect Immun.
2010;78(3):1202-13.

https://doi.org/10.1128/IA1.01085-09

Reiss F. The effect of hormones on the growth of Trichophyton
purpureum and Trichophyton gypseum. J Invest Dermatol.
1947:8(5):245-50.

https://doi.org/10.1038/jid.1947 .35

El-Sherif S, Refai M. Studies on the fungistatic action of
hormones on dermatophytes. E Rodenwaldt-Archiv.
1976;3(4):101-8.

Drutz D, Huppert M, Sun S, McGuire W. Human sex
hormones stimulate the growth and maturation of Coccidioides
immitis. Infect Immun. 1981;32(2):897-907.

Zhang X, Essmann M, Burt ET, Larsen B. Estrogen effects on
Candida albicans: a potential virulence-regulating mechanism.
J Infect Dis. 2000;181(4): 1441-6.
https://doi.org/10.1086/315406

Woods DE, Jones AL, Hill PJ. Interaction of insulin with
Pseudomonas pseudomallei. Infect Immun. 1993;61(10):4045-
50.

Gumus D, Yoruk E, Kalayci-Yuksek F, Uz G, Topal-Sarikaya
A, Ang-Kucuker M. The effects of insulin and glucose on
different characteristics of a UPEC: Alterations in growth rate
and expression levels of some virulence genes. Clin Lab.
2017:;63(10):1589-97.

https://doi.org/ 10.7754/Clin.Lab.2017.170313



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(3):187-191
doi:10.5222/TMCD.2018.187

Aragtirma

Giardia intestinalis Genotiplerinin, Real-Time PCR Yontemi
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Amag: Giardia intestinalis flagellali, Giardiyaz’a neden
olan bir protozoondur ve diinya ¢capinda onemli bir sorun-
dur. Molekiiler yontemlerle sekiz farkli genotipi
saptanan G. intestinalis’de, A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iliskili oldugu ve farkli genotip-
lerin, farkli klinik tablolar meydana getirebildigi bildiril-
mektedir. Biz de bu bilgiler 1518inda, giardiyaz tamist almis
ve G. intestinalis pozitif saptanan diski orneklerinde bulu-
nan G. intestinalis genotiplerinin dagilinuni real-time PCR
yontemi ile belirlemeyi ve molekiiler epidemiyolojik bir
veri sunmayt amagladik.

Gereg ve Yontem: Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasin-
da, hem nativ hem de lugol ile mikroskobik olarak incele-
nen digki oOrnekleri icinde G. intestinalis kist ve/veya
trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis pozitif hastanin
diskt numuneleri ¢calismaya dahil edildi. Digki orneklerin-
den DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra genotip A
ve genotip B icin spesifik primerler kullamilarak real-time
PCR ile analiz edildi.

Bulgular: Calismamiza dahil edilen 50 giardiyaz tanil
hastamin diski orneklerinde, 28’inde (%56) A genotipi sap-
tamirken, 17’sinde (%34) B genotipi, 5’inde (%10) ise hem
A, hem de B genotipi bulundu. Cinsiyete gore saptanan
genotipler incelendiginde, erkeklerde ve kadinlarda sira-
swyla 25 (%50) ve 25 (%50) olarak bulundu.

Sonug: Sonug olarak, calismamuz ile iilkemizde giardiyaza
neden olan ama ayrimi yalnizca molekiiler yontemlerle
ortaya konabilen G. intestinalis genotipleri ince-
lenerek, G. intestinalis’in A genotipinin, B genotipine
oranla biraz daha fazla oldugu belirlendi. Ulkemizde
G. intestinalis’in molekiiler epidemiyolojisine yonelik veri-
ler sumirlidir. Bu ¢calismanmin buna katk: saglayacag diisiin-
cesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Giardia intestinalis, genotip, real-time
PCR

ABSTRACT

Determination of Giardia intestinalis Genotypes in Stool
Specimens by Real-Time PCR Method

Objective: As a causative agent giardiasis, Giardia
intestinalis is a flagellated protozoa, and it is a major
problem worldwide. Eight different genotypes have been
identified in G. intestinalis by molecular method. It has
been reported that the genotypes A and B are related to
diseases in human and mammals and different genotypes
cause different clinical pictures. In this study, we aimed to
determine the distribution of G. intestinalis genotypes in
stool specimens of G. intestinalis positive patients by real-
time PCR and to present a molecular epidemiological
data.

Material and Methods: Between January 2016 and January
2018, stool samples from fifty G. intestinalis cyst and | or
trophozoite positive patients were included in the study.
Native andlugol-treated  stool specimens were
microscopically examined. DNA isolation from stool
specimens was performed and then analyzed by real-time
PCR using specific primers for genotypes A and B.

Results: In stool samples of fifty patients with diagnosis of
giardiasis included in our study, genotype A (n=28: 56%),
genotype B (n=17:34%) and both genotype A and genotype
B (n=5: 10%) were detected. These genotypes were found in
25 (50%) male, and 25 (50%) female patients.

Conclusion: In conclusion, we investigated G. intestinalis
genotypes which cause giardiasis in our country but these
genotypes can only be distinguished by molecular methods.
We found that G. intestinalis genotype A is slightly more
[frequent than genotype B. In our country, the data on the
molecular epidemiology of G. intestinalis genotypes are
very limited. We believe this work will contribute to this.

Keywords: Giardia intestinalis, assemblages, real-time
PCR
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GIRIS

Giardia intestinalis (G. intestinalis ile esanlamli
Gierdia duodenalis ve Gierdia lamblia) flagella-
l1, giardiyaza neden olan bir protozoondur®.
Viral ve bakteriyel olmayan ishallerin baglica
nedeni olan giardiyaz, diinya ¢apinda 6nemli bir
sorundur ve her yil diinya ¢apinda 280 milyon
yeni olgu goriilmektedir®. Giardiyaz, 200 mil-
yon kisinin asemptomatik tasiyici olarak diisii-
niildiigii ve her yil yaklagik 500.000 yeni olgu-
nun goriildiigli Asya, Afrika ve Latin Amerika
gibi bolgelerde 2004 yilindan beri Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan ihmal edilen hastalik girisimi-
ne dahil edilmistir®. Giardiyaza neden olan
G. intestinalis tiirii liyelerinin morfolojik olarak
hemen hemen 6zdes oldugu ancak protein veya
DNA polimorfizmlerine dayanan molekiiler
yontemlerle incelendiginde en az sekiz farkl
genotipinin (A-H) oldugu bilinmektedir®. Bu
sekiz genotip’ten A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iligkili oldugu bildiri-
lirken, kopek cinslerinde C ve D, gevis getiren
hayvanlarda E, kedilerde F, kemirgenlerde G ve
deniz memelilerinde H genotipinin goriildiigii
bilinmektedir. C-H genotiplerinin siklikla konak
spesifik oldugu diisliniilmektedir. C-H genotip-
lerinin insanlarda zoonotik etkileri net degildir®.
Fakat A genotipi ile gelisen ishal olgularinin, B
genotipine gore daha siddetli oldugu bildiril-
mektedir®. Klasik yontemlerle bu tiplerin belir-
lenmesi olast degildir. Ayrica polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler tekniklerin
hassasiyeti, mikroskop gibi klasik yontemlere
gore daha iyidir. Bu da ozellikle digki 6rnekleri
gibi diisiik sayidaki parazitlerin bulundugu
numunelerde bu parazitin saptanmasinda ve
genotipinin belirlenmesinde biiyiik yarar saglar®.
Gercek zamanhi PZR (real-time PCR) ozellikle
farkli tiplerin numune igerisinde ayni anda
bulunmas: durumunda, PCR yontemine gore
daha giivenilir ve daha dogru sonuglar sunabilen
bir molekiiler yontemdir”. A ve B genotipinde
bildirildigi gibi farkli genotiplerle gelisen, giar-
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dia enfeksiyonlarinda, farkli klinik tablolarin
gozlenmesi, G. intestinalis genotip gruplarinin
farkli patojenik 6zelliklere sahip olabilecegini
ve bunlarin ayriminin yapilmasinin klinige
tedavi acisindan yarar saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Ulkemizde G. intestinalis’in
prevalanst ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmasina
karsin®, G. intestinalis’in molekiiler epidemiyo-
lojisine yonelik veriler sinirhdir. Biz de bu calig-
ma ile giardiyaz tanisi almis ve G. intestinalis
pozitif saptanan digki orneklerinde bulunan
G. intestinalis genotiplerinin dagilimimi real-
time PCR yontemi ile belirlemeyi ve molekiiler
epidemiyolojik bir veri sunmay1 amacladik.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2016-Ocak 2018 tarihleri arasinda hasta-
neye bagvuran giardiyaz siipheli semptomatik
hastalarin digki 6rnekleri dahil edildi. Hem nativ
hem de lugol ile mikroskobik olarak incelenen
digki ornekleri icinde G. intestinalis kist ve/
veya trofozoit’i pozitif bulunan 50 G. intestinalis
pozitif hastanin digki numuneleri caligmaya
dahil edilmek tizere saklandi. Tiim digki 6rnek-
leri DNA izolasyonuna alinincaya kadar
-20°C’da saklandi. Digki orneklerinden DNA
izolasyonu, QIAamp DNA stoolmini test kiti
(Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak iiretici
direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi®.
DNA o6rnekleri real-time PCR islemlerine kadar
-20°C’da saklandi.

DNA’lardan G. intestinalis genotiplerinin belir-
lenmesi i¢in genotiplere spesifik primerler kul-
lanildi. A genotipi icin translasyon baglatma
faktorii geni (Tif-Gen ID: GL50803 39587), B
genotipi icin cathepsin L prekiirsor genine
(Cath—Gen ID: GL50581 3714) 6zgiin primerler
secildi”? ve primerler IDT (Integrated DNA
Technologies inc, Coraville, IA, Amerika) fir-
masindan saglandi.

Real-time PCR islemlerinde LightCycler 480
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SybrGreen I master kiti (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) kiti iiretici direktifleri
dogrultusunda kullanildi. Her bir reaksiyonda,
0.3 nmol primer kullanild1 ve toplam 20 pl
hacimde calisma gerceklestirildi. Real-time
PCR reaksiyonlar1 i¢in LightCycler 480 II
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
sistemi iiretici direktifleri dogrultusunda kul-
lanildi. Real-time PCR reaksiyonu 95°C’da 5
dk. denatiirasyonu takiben, 45 dongiiliik
cogaltma programinda 95°C’da 10 sn, 55°C’da
20 sn ve 72°C’da 15 sn olacak sekilde gercek-
lestirildi.72°C’daveritoplandi.Reaksiyonlarda
0zgiin PCR fiiriinleri oldugunu kontrol edebil-
mek amaciyla ¢ogaltma programini takiben
erime egrisi programi uygulandi, bunun icin
95°C’da 5 sn, 60°C’da 1 dak. ve 97°C’da
siirekli floresan toplama seklinde program
olusturuldu.

BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 50 giardiyaz tanili

Tablo 1. Real-time PCR’da kullamilan primer dizileri ve ozellikleri”.

hastanin digki 6rneklerinin retrospektif olarak
demografik verileri incelendiginde, bunlarin 1
ile 54 yas arasinda oldugu yas ortalamasinin
1442 oldugu goriildi. Bu digki 6rneklerinden
yapilan tif ve cath genleri real-time PCR calig-
malar1 sonrasinda 28’inde (%56) A genotipi
saptanirken, 17’sinde (%34) B genotipi ve 5’inde
(%10) hem A hem de B genotipi bulundu.
Cinsiyete gore saptanan genotipler incelendigin-
de, erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla 25 (%50)
ve 25 (%50) olarak bulundu (Tablo 2).

Yas gruplarina ait veriler incelendiginde, 0-9
ve 10-19 yas grubunun calismadaki diski
orneklerinin %78’ ini olusturdugu ve A genoti-
pinin 18 (%36) ve B genotipininde 16 (%32)
oraninda oldugu saptanirken, ilerleyen yaglar-
da hemen hemen tiim Orneklerde yalnizca A
genotipinin saptandigi gozlendi. Cinsiyet ac1-
sindan bakildiginda, genotiplerin erkek ve
kadinlarda esit dagilim gosterdigi goriilmekte-
dir (Tablo 2).

Primer Ad1 Dizi Gen ID Amplikon Biiyiikliigii (bp)  Erime Sicakhg1
TIF Ass. AF 5" AGAAGTGTCCTGGACTGGGTCT 3 GL50803_39587 168 87.8

TIF Ass. AR 5" CGTGGAATTGTCAATCGTTAAAC 3°

CATH Ass.BF 5" GCGATTTTCCGCGGAAGGTTGT 3 GL50581_3714 99 812

CATH Ass.BR 5" AGAGGGCATCATAAACATAAACC 3

Tablo 2. Yas gruplarina ve cinsiyete gore hastalarda saptanan A, B ve AB genotiplerinin dagilimi n (%).

Giardia intestinalis genotipi

A B AB Toplam

Yas grubu (ortalama + SD)

1-9 (5.24+2 83) 11(22) 10 (20) 4(8) 25 (50)

10-19 (14+3.05) 7(14) 6(12) 1(2) 14 (28)

20-29 (24.6+2.87) 24 1(2) 0(0) 3(6)

30-39 (34.8+2.79) 5(10) 0 (0) 0 (0) 5(10)

>40 (48.7+4.11) 3(6) 0(0) 0(0) 3(6)

Toplam (14.42+13.01) 28 (56) 17 (34) 5(10) 50 (100)
Cinsiyet

Erkek 14 (28) 9 (18) 24 25 (50)

Kadin 14 (28) 8 (16) 3(6) 25 (50)
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TARTISMA

Giardiyaz, diinya capinda insanlarda en yaygin
bagirsak parazit hastaliklarindan birisi olarak
kabul edilir ve bu enfeksiyon ozellikle cocuklar
tizerinde giiclii bir klinik etkiye sahiptird®.
Ulkemizde G. intestinalis’in prevalansi ile ilgili
pek c¢ok calisma bulunmasina kargin®!D,
G. intestinalis’in molekiiler epidemiyolojisine
yonelik veriler sinirlidir. Morfolojik ag¢idan ben-
zer olmalarina ragmen, G. intestinalis’in mole-
kiiler yontemlerle sekiz farkli genotipi tanimlan-
mugtir ve ozellikle A ve B genotipinin, insan ve
memelilerde hastaliklarla iligkili oldugu
bildirilmektedir'?. Patojenitelerinin farklilig1
kaynakli, farkli klinik tablolar olusturabilen bu
genotiplerinin hizli ve dogru tanisinin yapilmasi
bu nedenle onemlidir. Yurtdiginda yapilan ¢alis-
malar incelendiginde, Jerez Puebla ve ark.’ nin?,
2017 yilinda Kiiba’da ¢ocuklarda yaptiklari bir
calismada, semptomatik hastalarin 24’iinde B,
10’unda A ve yedisinde AB genotiplerini sapta-
diklar1 goriilmektedir. Yine ayni calismada,
semptomatik ve asemptomatik ¢cocuklarda cinsi-
yetlere gore genotiplerin durumu incelendigin-
de, erkek cocuklarinda sirasiyla 13, 17 ve 7
olarak, kiz cocuklarinda ise 4, 14 ve 7 olarak A,
B ve AB genotipleri bildirilmistir. Mbae ve
ark.’nin"» 2016 yilinda Kenya’da cocuklarda
yaptiklar1 bir calismada, 72 G. intestinalis pozi-
tif 6rnegin iki tanesinde A, 64’iinde B ve 7’sinde
AB genotipleri bildirilmektedir. Yine ayni1 calig-
mada, semptomatik cocuklarda cinsiyetlere gore
genotiplerin durumu incelendiginde, erkek
cocuklarinda sirasiyla 1, 39 ve 4 olarak, kiz
cocuklarinda ise 0, 25 ve 3 olarak A, B ve AB
genotiplerini bildirilmiglerdir"®. Suudi Arabis-
tan’da yapilan bir calismada, semptomatik olan
ve olmayan tiim ¢ocuklardan elde edilen 40
G. intestinalis kokeninin 23 tanesinin A, 15
tanesinin ise B genotipinde oldugu bildirilirken,
semptomatik olan ¢ocuklarin yalnizca 7’sinde A
genotipinin oldugu belirtilirken, B genotipi sap-
tanan 15 ¢ocugun tamaminin semptomatik oldu-
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gu saptanmistir™. Minetti ve ark.’nin"®
Ingiltere’de 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligma-
da, kokenlerin %64’iinii genotip B, %36’sin1 da
genotip A olarak bildirmislerdir. Ulkemizde
yapilan calismalar incelediginde, Tamer ve ark.
192015 yilinda ¢ocuklarda yaptiklari ¢aligma-
larinda, sirasiyla A, B ve AB genotipini sempto-
matik ¢ocuklarda 8, 2 ve 3 olarak asemptomatik
cocuklarda ise 3, 5 ve 1 olarak bildirmislerdir.
Cigek ve Sakru”, 2015 yilinda yaptiklari ¢alis-
malarinda, 17 Ornegin dokuzunu genotip A,
sekizini genotip B olarak bildirmiglerdir. Ertug
ve ark.™®, 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, 10
G. intestinalis kokeninin sekizinin A ve ikisinin
B genotipinde oldugunu goriilmektedir.
Vurupalmaz ve Oter’in® 2016 yilinda yaptiklari
calismalarinda, 69 G. intestinalis kokeninin
67’sinin genotip A saptandigi, yalnizca 2’sinin
genotip B oldugu belirtilmigtir. Balcioglu ve
ark.’nin"” 2012 yilinda, farkli yas gruplarinda
yaptiklari ¢aligmalarinda, sirasiyla A ve B geno-
tipini 38 ve 16 olarak saptadiklarini bildirmisler-
dir. Ulusal ve uluslararasi yapilan bu ¢aligmala-
rin sonuglar1 genel olarak incelendiginde farkl
tilkelerde, farkli genotiplerle karsilagildig1 bazi
tilkelerde A, bazi iilkelerde de B genotipinin
baskin oldugu ama iilkemizde dahi verilerin
degiskenlik  gosterebildigi  goriilmektedir.
Sonuglarimiz iilkemizdeki sonuglarla genel ola-
rak A genotipi yogunlugunun fazla olugu agisin-
dan benzerlik gosterirken, yurtdiginda tartigma-
ya aldigimiz uluslararast ¢aligmalara gore B
genotipinin az olusu yoniiyle fark icermektedir.
Bunun nedeninin yukarida da diislindiigiimiiz
gibi ozellikle G. intestinalis genotiplerinin iilke-
den iilkeye farklilik gosterebilmesi kaynaklidir.
Calismamizda yer verilmemesine kargm farkl
calismalarda, G. intestinalis genotiplerinin farkli
klinik tablolar meydana getirebildigi goriil-
mektedir®!'”. Bu nedenle klinige veri saglamasi
acisindan morfolojik olarak mikroskop altinda
ayirt edilemeyen bu parazitin genotiplerinin ¢alig-
mamizda kullanilan real-time PCR gibi molekii-
ler yontemlerle hizli belirlenmesi degerlidir.
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Sonug olarak, calismamiz ile tilkemizde giardi-
yaza neden olan genotipler ortaya konulmakta,
A ve B genotipinin ¢ocuklarda semptomatik
olgularda birbirine yakin oranlarda gozlenebil-
digi ama ilerleyen yas gruplarinda genotip A'nin
daha yaygin oldugu goriilmektedir. Ulkemizde
G. intestinalis’in prevalansi ile ilgili pek ¢ok
calisma bulunmasina karsin, G. infestinalis’in
molekiiler epidemiyolojisine yo&nelik veriler
sinirhidir ve bu ¢alismanin epidemiyolojik ola-
rak katki saglayacagi ve iilkeden iilkeye degisim
gosterebilen genotip dagilimini animsatmayi
saglayabilecegi diislincesindeyiz.
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Amag: Son ylarda nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda ilk
siralarda yer alan Enterococcus faecium izolatlarimin artan ¢oklu
antimikrobiyal direng gelisimi, dzellikle virulans faktorleri gibi bir¢ok
ozelliginin daha ayrintili incelenmesi gerektigini ortaya koymugtur.
Calismada, vankomisine direngli E. faecium (VREfm) izolatlarinin
virulans faktorlerinin, direng genlerinin ve genotipik benzerliklerinin
incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yintem: Giresun Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda cesitli klinik orneklerden izole edilmis olan ve feno-
tipik olarak vankomisine direngli bulunan 37 adet Enterococcus faeci-
um izolat incelenmistir. Izolatlarin tamimlamast ve in vitro antimikro-
biyal duyarlilik testleri Vitek-2 otomatize sistemi (BioMérieux, ABD)
ile yapilmustir. Vankomisine ve teikoplanine direng durumlart sivi mik-
rodiliisyon yontemi ile incelenmigtir. Vankomisin direng genleri vanA,
vanB ve virulans genleri esp, gelE, hyl, cylA ve asal genleri PCR ile
aragtirdnugtir. Biyofilm iiretimi fenotipik olarak Kongo Red Agar
(CRA) yontemi ile belirlenmistir. Klonal iliskinin belirlenmesi icin
RAPD-PCR yontemi kullanilmigtir.

Bulgular: Izolatlarn tiimii vankomisin ve teikoplaninin yant sira tetra-
siklin, norfloksasin, eritromisin, siprofloksasin, ampisiline direngli,
linezolide duyarli bulunmugtur. Biyofilm iiretimi tiim izolatlarda goz-
lenmigtir. Izolatlarin tiimiiniin vanA geni ve vankomisin-teikoplanin
direnci ile karakterize vanA fenotipine sahip oldugu goriilmiistiir. esp,
gelE ve hyl genleri sirastyla %62.2, %2.7 ve %27 oranlarinda bulun-
mustur, vanB, asal ve cylA genleri ise hicbir izolatta saptanmamugtir.
RAPD-PCR ile genotipleme analizinde izolatlarin 3 ana RAPD grubu
belirlenmigtir. esp geni tastyan 23 izolatin tamami dominant olan
RAPD grubunda yer almaktadir. Genotipik olarak izolatlarin yakinlik
derecesi degerlendirildiginde yakin gruplar arasinda homojenite goz-
lenmigtir.

Sonuc: VREfm’nin spesifik klonlart ve virulans genleri arasinda bir
iliski bulunamanugstir, ancak izolatlarda esp oramimin yiiksek olusu bu
genin bakterinin patojenitesi iizerinde etkili oldugunu diisiindiirmekte-
dir.

Anabhtar kelimeler: Vankomisine direngli E. faecium, virulans genleri,
molekiiler

ABSTRACT

Molecular Characterization of Vancomycin- Resistant Enterococcus
faecium Isolates from Giresun City

Objective: Recently, isolates of Enterococcus faecium have been the
leading cause of nosocomial infections worldwide and have at the
same time increased multimicrobial resistance which necessitated
investigation of many characteristics especially virulence factors in
detail for infection control and prevention. The aim of this study was
to investigate the virulence factors, resistance genes and genotypic
similarities in vancomycin resistant E. faecium (VREfm) isolates.

Material and Methods: The study included 37 Enterococcus faecium
isolates obtained from various clinical specimens in microbiology
laboratory of Giresun State Hospital. The identification and in vitro
antimicrobial susceptibility tests of the isolates were performed using
Vitek 2 automated system (BioMérieux, US). The susceptibility to
vancomycin and teicoplanin were investigated using broth microdilution
method. The presence of vancomycin resistance genes vanA, vanB and
virulence genes esp, gelE, hyl, cylA and asal were determined by PCR.
Biofilm formation was also tested phenotypicaly by Congo Red Agar
method. RAPD-PCR was performed to determine the clonal relationship
among the isolates.

Results: All of the isolates were resistant to vancomycin, teicoplanin,
tetracycline, norfloxacin, eritromycin, ciprofloxacin, ampicillin and
susceptible to linezolid. The production of biofilm was observed in all
isolates. All of the isolates had the vanA gene and the vanA phenotype
characterised by resistance to vancomycin and teicoplanin. esp, gelE
and hyl genes were detected in 62.2%, 2.2% and 27% of all the
isolates, respectively. vanB, asal and cylA genes were not detected in
any of the isolates. Genotyping analysis of the isolates by RAPD-PCR
identified three main RAPD groups. All of 23 isolates that carried the
esp gene also belonged to the dominant RAPD group. When genotypical
relationships of all the isolates was evaluated, homogeneity was
observed between nearly similar groups.

Conclusions: No relationship was found between specific clones and
virulence genes of VREfm; yet high positivity of the isolates for esp
gene suggests the impact of this gene on bacterial pathogenicity.

Keywords: Vancomycin-resistant E. faecium, virulence genes,
molecular epidemiology
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GIRIS

Enterokoklar insan ve hayvanlarin agiz florasi,
intestinal flora ve disi genital sisteminin dogal
iyeleri olmakla birlikte, firsatgr patojen
konumundadirlar®. Ug sicakliklarda (5-65°C),
genis pH aralifinda (4.5-10.0) ve yiiksek NaCl
konsantrasyonlarinda iireyebilmeleri yayilmala-
rin1 kolaylastirir®. En sik goriilen enterokok
tiirleri Enterococcus faecalis ve Enterococcus
Jaecium olup, baglica iiriner sistem enfeksiyon-
larmna, intra-abdominal, intra-pelvik apselere ve
kan dolagimi enfeksiyonlarina neden olurlar®.
Uriner sistem enfeksiyonlarinda ikinci, nozoko-
miyal bakteriyemilerde iiclincii sirada etken
olarak karsimiza ¢ikarlar. En sik izole edilen tiir
olan E. faecalis artmis virulansa sahipken son
yillarda prevalansi artmakta olan E. faecium
coklu ilag direnci gosterir®.

Enterokoklar, virulans 6zelliklerini ya da antibi-
yotik diren¢ genlerini kodlayan ekstrakromozo-
mal elementleri kazanip aktararak antimikrobi-
yal direncin hizli yayiliminda ve persistansinda
onemli rol oynarlar>. Cesitli antimikrobiyal
ajanlara ve kullanilan antibiyotiklere kazanilan
direncin tedavi segeneklerini sinirlamasiyla yiik-
sek diizey morbidite ve mortalite goriiltir®.
Vankomisine direngli enterokok (VRE) insidan-
sindaki artigin vankomisinin yaygin kullanimiy-
la iligkili oldugu bilinmektedir. Enterokoklar-da
dokuz vankomisin diren¢ fenotipi (VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, VanN)
bulunmaktadir; VanA en baskin fenotiptir, yiik-
sek diizey vankomisin ile teikoplanin direnci
sergiler ve baslica vankomisine direncli
E. faecium (VREfm) ile iligkilidir®.

Enterokoklarda bazi virulans faktorleri; agregas-
yon faktorii, jelatinaz, sitolizin (sitotoksik), ente-
rokok ylizey proteini (esp) ve hyaluronidazdir
(hyD™. Virulans faktorleri bakterinin konak
dokularina adezyon, kolonizasyon ve invazyo-
nunu saglayarak patojenitesine katkida bulunur®.

VREfm suglar1 cogunlukla esp veya hyl tagir®.
Agregasyon faktorii, plazmid iizerinde taginan
asal geni tarafindan kodlanan bir glikoprotein-
dir. Notrofil, renal tubuler hiicreler ve kalp endo-
kard hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelere bakteriyel
aderans artirir”?. Ayrica konjugasyon sirasinda
bakteriyel agregasyona aracilik ederek plazmid
aligverisini kolaylastirir, bakterilerin yiizeylerde
tutunarak kiimelesmesini saglayarak biyofilm
olusumuna yardimei olur®. Jelatinaz, kromozo-
mal gelE tarafindan kodlanir, ekstraseliiler
cinko-endopeptidaz olup, jelatini, kollajeni ve
kii¢iik peptidleri parcalayarak” bakterinin konak
dokularina yayilmasini kolaylagtirir'?, biyofilm
olusumu ile de iligkilidir®. Sitolizin beta-
hemolitik olup, hem prokaryotlar hem de okar-
yotlara etkilidir, diger Gram pozitif bakteriler
tizerine bakterisidal etki gosterir®®. Sitolizin
tiretiminin enterok enfeksiyonunu siddetlendir-
digi, hayvan modellerinde endokardit ve endof-
talmiyi artirdig1 belirlenmistir. Sitolizin genleri
plazmid iizerinde taginabildigi gibi bakteri kro-
mozomuna entegre olarak da bulunabilir®.
Enterokok yiizey proteini kromozomal esp tara-
findan kodlanir; epitel hiicrelerine adezyon, {iri-
ner sistemde artmig virulans, kolonizasyon ve
persistansla iligkili®” olup, ayn1 zamanda biyo-
film olusumuna katkida bulunur®. Biyofilm
olusumu mikroorganizmalarin antibiyotiklere ve
fagositoza yiiksek diizeyde diren¢ gostermeleri-
ni sagladigindan biyofilm iiretiminin incelenme-
si 6nemlidir'V. Hyaluronidaz kromozomal hyl
geni tarafindan kodlanir” ve doku hasarina yol
acar. Bag dokusundaki mukopolisakkariti depo-
limerize ederek bakterinin ve toksinlerinin doku-
larda yayilmasini kolaylasgtirir®.

Enterokok izolatlarinin ayirt edilmesinde epide-
miyolojik calismalarda son yillarda cesitli feno-
tipik ve genotipik yontemler kullaniimistir.
Bunlardan bazilari; farkli antibiyotik diren¢ pro-
fillerine dayali antibiyotiplendirme, genotiple-
mede rastgele cogaltilmig polimorfik DNA
(RAPD), degisken alanli jel elektroforezi
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(PFGE), ribotipleme, amplifiye fragment uzun-
luk polimorfizmi (AFLP) ve multilokus dizi
analizi (MLST)’dir"®. Bu yontemler arasinda
RAPD kolay uygulanabilir, hizli ve diisiik mali-
yetli bir yontemdir'?.

Calismanin amaci cesitli klinik 6rneklerden elde
edilen vankomisine direngli E. faecium izolatla-
rinin virulansinda rol oynayan faktorlerin, direng
profillerinin ve genotipik benzerliklerinin aragti-
rilmasidir.

GEREC ve YONTEM

Bakteri Izolatlari: Calisma kapsaminda,
Giresun Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda cesitli klinik 6rneklerden izole
edilmis olan ve fenotipik olarak vankomisine
direncli bulunan 37 adet E. faecium izolat1 kul-
lanilmistir. E. faecium izolatlari, perirektal
stiriintii (n=31), idrar (n=4), kan (n=1) ve aspi-
rasyon s1vist (n=1) izolatlart olup Cerrahi Yogun
Bakim Unitesi (n=10), Dahiliye Yogun Bakim
Unitesi (n=6), Noroloji Yogun Bakim Unitesi
(n=6), Gastroenteroloji Servisi (n=2), Anestezi
ve Reanimasyon (n=4), Noroloji Servisi (n=5)
ve Koroner Yogun Bakim (n=4) iinitelerinden
izole edilmistir. izolatlar Vitek-2 (BioMérieux,
ABD) otomatize sistemi ile tiir diizeyinde tanim-
lanarak PCR yoOntemiyle de genotipik olarak
dogrulan-mistir™. Cesitli antibiyotiklere (line-
zolid, gentamisin, levofloksasin, teikoplanin,
tetrasiklin, streptomisin, norfloksasin, nitrofu-
rantoin, eritromisin, siprofloksasin, ampisilin ve
penisilin G) in vitro duyarhlik testleri Vitek-2
otomatize sistemiyle yapilmistir. Ayrica vanko-
misin ve teikoplanin duyarliliginin belirlenmesi
icin s1vi mikrodiliisyon testi uygulanmis, sonug-
lar1 Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) standartlarina gore degerlendirilmistir.

Biyofilm Olusumu: Biyofilm iiretiminin belir-
lenmesi icin Kongo Red Agar (CRA) kullanil-
migtir. CRA iizerindeki siyah koloniler biyofilm
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tiretiminde pozitif, pembe ve renksiz koloniler
ise biyofilm iiretimi i¢in negatif olarak deger-
lendirilmigtir,

Vankomisin Diren¢ ve Virulans Genlerinin
Saptanmasi: Daha 6nceden tamimlanmig olan
PCR protokolii kullanilarak vankomisin diren-
cinden sorumlu genler (vanA, vanB) arastiril-
mustir'®. esp, gelE, hyl, cylA ve asal virulans
genlerini belirlemek icin Vankerckhoven ve ark.
™ tarafindan tanimlanan primerler kullanilarak
PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

RAPD-PCR Amplifikasyonu: RAPD-PCR
analizi M13 primeri (5-GAG GGT GGC GGT
TCT-3") kullanilarak gerceklestirilmigtir?.
RAPD profilleri arasindaki benzerlik Dice ben-
zerlik katsayisi, CHEF-DR® III, Quantity One®
Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
ABD) programi ve “Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages (UPGMA)”
algoritmasi kullanilarak ¢izilen dendrogram tize-
rinde, Dice %70 benzerlik esik degeri ile olugtu-
rulan gruplarla tanimlanmugtir.

BULGULAR

Calisma kapsaminda incelenen E. faecium izo-
latlarinin tiimiiniin biyofilm olusturma kapasite-
sine sahip oldugu belirlenmistir. E. faecium izo-
latlarinin antibiyotik diren¢ (R)/duyarlilik (S)
oranlar1 Tablo 1’de gosterilmistir. Izolatlarin
tiimii vankomisin ve teikoplaninin yani sira tet-
rasiklin, norfloksasin, eritromisin, siprofloksa-
sin, ampisiline direngli, linezolide duyarli bulun-
mustur. Vankomisin ve teikoplanin antibiyotik-
leri kullanilarak uygulanan sivi mikrodiliisyon
testi sonucunda, tiim izolatlar i¢in vankomisin
ve teikoplanin MIK degerleri >256 yg/ml olarak
belirlenmistir.

E. faecium izolatlaria ait vankomisin direng ve
virulans genlerinin sonuglari Tablo 2°de 6zetlen-
migtir.
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Tablo 1. Enterococcus faecium izolatlarinm antibiyotik direnc/
duyarhlik oranlari.

Tablo 2. Enetrococcus faecium izolatlarinin vankomisin direng
ve virulans genleri.

—0.86

Antibiyotikler Direncli (%) Duyarh (%) Vankomisin Diren¢ Geni/Virulans Geni n (%)
Gentamisin 10 (27.03) 27 (72.97) van A 37 (%100)
Levofloksasin 31 (83.79) 6(16.21) van B 0
Streptomisin 10 (27.03) 27 (72.97) gele 1 (%2.7)
Teikoplanin 37 (100) 0(0) asal 0
Tetrasiklin 37 (100) 0 (0) Hyl 10 (27.03)
Linezolid 0(0) 37(100) Esp 23 (%62.16)
Norfloksasin 37 (100) 0 (0) cylA 0
Nitrofurantoin 23 (62.16) 14(37.84)
Eritromisin 37 (100) 0 (0)
Siprofloksasin 37 (100) 0(0)
Ampisilin 37 (100) 0 (0)
Penisilin G 37 (100) 0(0)
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Sekil 1. Enterococcus faecium izolatlarma ait RAPD profilleri ve UPGMA ile olusturulan dendrogram.

Biyofilm {iiretimi tiim izolatlarda gozlenmistir.
Izolatlarmn tiimiiniin vanA geni ve vankomisin-
teikoplanin direnci ile karakterize vanA fenotipi-
ne sahip oldugu goriilmiistiir. esp, gelE ve hyl
genleri sirastyla %62.2, %2.7 ve %27 oranlarin-
da bulunmus, vanB, asal ve cylA genleri ise
hi¢bir izolatta saptanmamustir.

RAPD-PCR sonucunda izolatlarin 10 farkh
RAPD profiline sahip oldugu goriilmiistiir.
Yiizde 70 benzerlik esas alinarak 3 ana RAPD
profil grubu (A-C) belirlenmigtir (Sekil 1).
Izolatlar 3 ana tipte temsil edilmistir: Tip A
(n=2), tip B (n=4) ve Tip C (n=31). Genotipik
olarak izolatlarin yakinlik derecesi degerlendi-

rildiginde, E. faecium izolatlarinda yakin grup-
lar arasinda homojenite gozlenmistir. esp geni
tastyan 23 izolatin tamami1 RAPD-PCR genotip-
lendirmede tip C’de yer almaktadir.

TARTISMA

Enterokoklar gastrointestinal ve genital sistemin
florasinda dogal olarak bulunduklarindan yol
actiklar1 enfeksiyonlar cogunlukla endojen kay-
naklidir. Bununla birlikte, hastadan hastaya
direkt temas, hastane personeli aracilig1 ve esya-
lardan indirekt temas yoluyla da bulag gercekles-
mektedir"®. Enterokoklarin virulansina katkida
bulunan cesitli genler vardir fakat virulans fak-
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torleri ile patojenite iliskisi henliz tam olarak
bilinmemektedir®'?. E. faecium, horizontal gen
transferiyle ¢oklu ila¢ direncinden dolay1 6nemi
gitgide artan bir patojendir'?. Klasik virulans
faktorlerinden olmasa da ¢oklu ilag direnci, bak-
terinin yagamda kalmasina ve ¢ogalmasina ola-
nak saglar!®. Glikopeptidlere olan artan direng
tedavi bagarisizlig1 ve mortaliteyi artirmaktadir®.
Artan antibiyotik direnci her zaman virulans
faktorlerindeki artigla iligkili degildir. Bu durum
mikroorganizma zindeliginin korunmasina yone-
lik olup, bakterinin antibiyotik direnci kazanir-
ken virulans faktorlerini kaybetmesiyle ya da
tersiyle gerceklesir®. Direng ve virulans faktor-
lerinin kazanilmasi mikroorganizmanin zindeli-
gini baskilayabilir. Ozellikle firsatc1 patojenler-
de coklu diren¢ gosteren suglarin sinirlt virulans
ozelliklerine sahip oldugu belirtilmigtir®.
Vankomisine duyarli suglarda direncgli suslara
gore daha yiiksek oranda virulans faktorlerinin
bulundugu da caligmalarla gosterilmigtir®.

Biyofilm tiretiminin enterokoklarin patojenitesin-
de onemli roli vardir'”. Biyofilm iiretimi ve
antibiyotik direnci arasinda, biyofilm {ireten sus-
larin antibiyotiklere daha direncli oldugu seklinde
bir iliski oldugu belirlenmistir®. Biyofilm olusu-
munun spesifik bir gene bagli olmadig, bu feno-
tipin cesitli genlerin birlikte ¢alismasina bagl
olarak multifaktoriyel oldugu bildirilmistir.
Biyofilm olusumunda etkin olan faktorlerden biri
bakterinin sahip oldugu virulans genleridir. Bu
genlerin birlikte caligmalarinin biyofilm olusu-
munu destekledigi, genlerde ortaya c¢ikan mutas-
yonlarin ise bakterinin biyofilm olusturma yete-
negini azalttig1 sanilmaktadir®.

esp genine sahip olan E. faecium suslarinda bu
gene sahip olmayanlara nazaran konjugasyonun
daha sik gergeklestigi ve ampisilin, siprofloksa-
sin ve imipeneme daha diren¢li olduklari
goriilmiistiir®2?. gelE genine sahip bazi suglarin
jelatinaz liretmedigi, gelE geninin ifadelenme-
sinde bagka genlerin de rolii olabilecegi belirtil-
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migtir. Bu durum enterokok virulansiin acik-
lanmasimi daha da giiclestirmektedir®. esp ve
gelE’nin biyofilm olusumu ile iligkisi tartismali-
dir; bazi1 arastiricilar bu genlerin biyofilm olugu-
muna katkisi olmadigint savunurken bazilari
aksini iddia etmektedirler®?>2%.

VREfm enfeksiyonlarinin yayiliminin 6nlenme-
si ve epidemiyolojisinin anlagilmasinda molekii-
ler takip onemlidir®. PFGE enterokoklarin tip-
lendirilmesinde altin standarttir ve VRE salgin-
larinin molekiiler epidemiyolojik 6zelliklerinin
belirlenmesinde yogun olarak kullanilan bir
yontemdir®. Hizli ve maliyet etkin olmasi
nedeniyle klonal iliskinin gdsterilmesinde RAPD
de oldukc¢a sik kullanilmaktadir. Bu ydntemin
uzak iligkili enterokok izolatlariin ve diger
Gram pozitif bakterilerin epidemiyolojik surve-
yansinda kullanilabilecegi bildirilmistir'?. Van
den Braak ve ark.?”” VRE Kklinik izolatlarinin
genotiplendirilmesinde, RAPD ve PFGE’yi kar-
silagtirdiklart ¢alismalarinda birbiriyle uyumlu
sonuclara ulagmiglar ve her iki yontemin birbir-
lerinin alternatifi olabilecegini vurgulamislardir.
Aktas ve ark."® 13 VREfm izolati ile yaptiklari
calismada, suglarin tiimiiniin vanA fenotipinde
olup, vankomisin, teikoplanin ve yliksek diizey
streptomisin direnci gosterdigini ve yiiksek
diizey gentamisin direncinin ise %53 oraninda
goriildiiglinti, linezolid ve nitrofurantoinin en
etkili antibiyotikler oldugunu bildirmislerdir.
RAPD-PCR yontemi ile 4 profil saptamislardir.
Giilhan ve ark.” da RAPD-PCR ve antibiyotip-
lendirme ile E. faecium izolatlarinin genotipik
ve fenotipik olarak cesitlilige sahip oldugunu
gostermiglerdir. Calismamizda, RAPD analizi
ile 10 farkli profil elde edilmistir. izolatlarin
tamamt1 vanA (+) olup, vanA fenotipi sergilemis,
in vitro en etkili antibiyotigin heniiz yaygin kul-
lanilmayan linezolid oldugu belirlenmistir. Bu
sonuclar degerlendirildiginde, onceki ¢aligmala-
ra®!® benzer sekilde poliklonal bir yayilim
goriilmektedir. Ancak RAPD profillerinin %70
benzerlik esik degeri alinarak yapilan gruplan-
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dirmasinda esp geni tasiyan izolatlarin tamami-
nin dominant tip olan tip C (n=31) i¢inde yer
almas1 dikkat c¢ekicidir. Bu durumda esp geni
tastyan izolatlarin genetik 6zellikler bakimindan
homojenite gosterdigini soylenebilir. Salginlardan
tek bir klonun sorumlu olabilecegi gibi genellik-
le glikopeptid direncli enterokoklarin genetik
cesitlilik gosterdigi bildirilmistir®. Vankerckho-
ven ve ark.” 135’1 vankomisine direngli toplam
271 E. faecium izolatini inceledikleri calismada,
esp gen pozitifligi ile vankomisin direnci arasin-
da anlamli bir iligki oldugunu belirlemislerdir.
Izolatlarimizin tiimiiniin vankomisine direngli
olmast ve esp oraninin da nispeten yiiksek olusu
bu genin bakterinin virulansinda énemli oldugu-
nu diisiindiirmektedir. VREfim suslarinda esp
orani ¢alismamizda %62.2 olarak saptanirken,
Vankerckhoven ve ark.” %77, Comerlato ve
ark.®) %80, Kang ve ark.® da %80 olarak belir-
lemiglerdir. Comerlato ve ark.®> vankomisine
direncli E. faecium ve E. faecalis suslarinin
PFGE ile belirledikleri alt klonlar1 ve virulans
faktorleri arasinda bir iliski belirleyememisgler-
dir. izolatlar birbirinden farkli virulans profilleri
sergilemislerdir. Vankomisin direncinin virulans
faktorlerinde bir artisa yol agmadigini, VREfm
in baz1 klonlarinin yiiksek oranda esp pozitifligi
gosterdigini ve bu genin virulans siirecinde
onemli rolii olabilecegini belirtmiglerdir.

Thierfelder ve ark.®® hastanelerinde 14 giinliik
bir siirede ortaya ¢cikan VREfm salgininda izole
ettikleri suglarin PFGE sonuglarina gore poliklo-
nal oldugunu ve tek bir merkez kokenli suglarin
epidemiyolojisinin karmagik oldugunu ayrica
VREfm enfeksiyonu olan dort hastadan izole
edilen suglarin esp pozitif oldugunu gérmiisler-
dir. Diger calismalarda da, hastane ortaminda
yaygin olan bazi klonlarin esp ile baglantili
oldugu ve buradan yola cikarak esp’nin bakteri-
nin virulans siirecindeki katkisinin biiyiik oldu-
&u 6ne siirtilmiistiir®*Y. Routsi ve ark.® tarafindan
glikopeptid direncli E. faecium salgm suslarinin
tamaminda esp pozitifli§i saptanmis ve esp’nin

artmig virulansla iligkili oldugu ileri siiriilmiis-
tiir. E. faecium izolatlarmin glikopeptid direnci-
nin ortaya ¢ikisindan dnce de esp genine sahip
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur®.

Baylan ve ark.”’ iiriner enterokok izolatlarinda
antibiyotik diren¢ durumlar1 ve virulans faktor-
lerini arastirdiklart ¢alismalarinda, E. faecium
suslarinda hyl pozitifliginin anlamli derecede
yiiksek (%38.7), jelatinaz aktivitesinin diisiik
(%3.2) ve esp pozitifliginin %6.5 oraninda oldu-
gunu saptamislardir. asal gen pozitifligi ve hemo-
lizin tiretimini belirlememislerdir. Calismamizda,
hyl (%27), gelE (%2.7), esp (%62.2) olarak sap-
tanirken; asal ve cylA genleri belirlenmemistir.
gelE, asal ve cylA’nn E. faecium’da ender rast-
lanangenleroldugubildirilmistir® Izolatlarrmizin
hepsinde biyofilm iiretimi gozlendiginden asal,
esp ve gelE’nin biyofilm olusumuna katkis1 belir-
lenememistir.

Vankerckhoven ve ark.” enterokok yiizey prote-
ini ve hyaluronidaz’in E. faecium icin spesifik
oldugunu belirtmiglerdir. Yatan hastalardan izole
ettikleri 153’1 klinik, 118’1 fekal toplam 271
adet E. faecium izolatinda; asal, gelE ve cylA
genleri higbir izolatta belirlenememis, VREfn
arasinda hyl pozitifligi %16, esp geni pozitifligi
ise %77 olarak saptanmigtir. Ayrica vankomisin
direngli klinik suglardaki esp oranimin (%92)
fekal suglardan (%73) daha yiiksek oldugu
belirlenmistir”. Rice ve ark.’nin®” ¢alismalarin-
da da ayni sonug¢ ortaya ¢ikmigstir. Caligmamiz
sonuglaria gore, esp oraninin fekal orneklerde
daha diisiik (%58), diger klinik orneklerde daha
yiiksek (%83) oldugu belirlenmistir. Ayl orani
ise incelenen diger virulans faktorlerine gore
daha yiiksek (%27) bulunmustur. Bu sonuglar
esp’nin E. faecium’un patojenitesinde etkili
oldugunu gostermektedir.

Vankomisine direncli enterokoklar i¢cinde
E. faecium’un 6nemi son yillarda arttigindan,
virulans faktorlerinin ve genotipik 6zelliklerinin
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cok merkezli ve kapsamli caligmalarla arastiril-
mas1 patojenitesinin aydinlatilmasinda yol g&s-
terici olacaktir.
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Sivas Bolgesinde Servikal Orneklerde Human papillomavirus

Sikhg ve Genotip Dagilim
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Amag: Human Papillomaviriis (HPV), papillomaviridae
ailesinde yer alan cift iplikli sirkiiler DNA iceren bir viriis-
tiir. Servikal kanserlerin % 99.7’sinde bulundugu gosteril-
mistir. Ulkemizden ve diinyamin degisik bolgelerinden
yapulan ¢alismalarda, farkl prevalans yiizdeleri elde edil-
mistir. Calismanuz, HPV nin bolgemizdeki prevalansini ve
tip dagilinum belirlemek amacina yoneliktir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada, Ocak 2015-Aralik 2017
tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi, Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum
Poliklinigi’ne bagvuran kadwinlarin, servikal orneklerinde
HPV DNA pozitifligi arastirilnustir. Calismaya 14-83 yas
arast 368 kadin dahil edilmigtir. Revers hibridizasyon ve
PCR teknikleri kullamilmig, veriler geriye doniik olarak
incelenmigtir.

Bulgular: Calismaya dadhil edilen 368 érnekte HPV DNA
pozitifligi % 28.8 (n=106)’dir. En stk bulunan genotip ise
yiiksek riskli HPV 16’ dwr (%23.5). Otuz yas alti kadinlarda-
ki pozitiflik, 30 yas iistii kadinlara gore istatistiksel olarak
anlaml derecede yiiksektir (p=0.009)

Sonug: Ulkemizdeki HPV prevalansimun dogru olarak
belirlenebilmesi icin, cok merkezli, daha genis standardize
edilmis hasta ve kontrol gruplart iceren ¢alismalara gerek-
sinim vardur.

Anahtar kelimeler: Servikal kanser, HPV DNA, genotip

ABSTRACT

The Frequency and Genotype Distribution of Human
Papillomavirus in Cervical Specimens in Sivas Region

Objective: Human Papillomavirus (HPV) contains a
double-stranded circular DNA virus which belongs to the
papillomaviridae family. It has been shown that it was
found in 99.7% of cervical cancers. Different prevalence
rates have been reported in studies conducted in our
country and in different regions of the world. Our study
aimed to determine the prevalence and the genotype
distribution of HPV in our region.

Material and Methods: In this study, HPV DNA positivity of
cervical specimens of women who applied to the outpatient
clinic of Obstetrics and Gynecology, Cumhuriyet University
Research and Application Hospital, between January 2015
and December 2017 were investigated. A total of 368 women
aged between 14-83 years were included in this study.
Reverse hybridization and PCR techniques were used. Data
in our study were obtained retrospectively.

Results: HPV DNA positivity was 28.8% (n = 106) in 368
samples included in this study. The most common genotype
was high- risk HPV genotype 16 (23.5%). The HPV DNA
positivity in women under 30 years of age was statistically
significantly higher than women over 30 years (p = 0.009).

Conclusion: In order to determine the HPV prevalence in
our country accurately, there is a need for multi-centered

studies with larger standardized patient and control groups.

Keywords: Cervical cancer, HPV DNA, genotype

GIRiS

Human papillomaviriis (HPV), papillomaviridae
ailesi i¢inde yer alan, zarfsiz, ¢ift iplikli DNA
genomu igeren ikozahedral kapside sahip, 50-55

nanometre boyutlarinda viriislerdir. Bugiin i¢in
100’tin {iizerinde HPV tipi tanimlanmisgtir.
Yapilan caligmalar insan HPV’nin onkojenik
potansiyelini ortaya c¢ikarmistir. HPV 16 ve
HPV 18 servikal papillomalara ve displaziye
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neden olmakta ve servikal karsinomalarin en az
% 85’1 entegre HPV DNA icermektedir).
Servikal ve anal kanserle iligkili onkojenik yiik-
sek riskli HPV tipleri 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52,56, 58,59, 68, 76, 82 olarak bildirilmis-
tir. Olasi yiiksek riskli HPV tipleri 26, 53, 66 dur.
Kanser acisindan diisiik riskli olanlar ise 6, 11,
40, 42,43, 44, 54,55 ve 62°dir®?.

Serviks kanseri, tahmini olarak yilda 500.000
civari yeni olgu olusumunun yani sira yilda yak-
lasik 250.000 6liime yol acan énemli bir halk
sagligr sorunudur. Yine tiim diinyada kansere
bagli olim nedenleri arasinda ise 4. sirayi
almaktadir®. En sik 50-59 yas arasinda goriil-
mekle birlikte tilkemiz kogsullarinda invaziv ser-
viks kanserlerinin %65°’i 40-60 yas grubunda
goriilmektedir®.

Serviks kanseri giiniimiizde tarama testi ile
erken tani konulabilen ve ag1 ile profilaktik
koruma saglanabilen bir kanser tiiriidiir. Pap
Smear olarak isimlendirilen tarama testleri ile
serviks sitolojileri degerlendirilebilmektedir®.
Hastaliktan korunmada ise profilaktik bivalan
(HPV 16 ve 18 igeren) ve kuadrivalan (HPV 6,
11, 16, 18 igeren) asilarin yiiksek oranda koru-
yuculuk sagladig1 belirlenmigtir. Terapotik asilar
ise enfeksiyon veya neoplazi varliginda tedavi
amach uygulanirlar®.

Korunulabilir bir kanser tiirii olan serviks kanse-
ri etyolojisinde yer alan HPV nin, genel olarak
prevalansinin ve tiplerinin belirlenmesi oldukca
onemlidir. Bu konudaki bilgilerin giincellenmesi
icin siirekli yeni verilere gereksinim duyulmak-
tadir. Calismamizda, bolgemizdeki HPV preva-
lansinin ve tip dagiliminin belirlenerek, bu
konudaki literatiire katki sunulmasi amaclan-
migtir.

GEREC ve YONTEM

Caligmamizda, Ocak 2015-Aralik 2017 tarihleri
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arasinda, Cumhuriyet Universitesi Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Poliklinigi’ne bagvuran ve servikal
orneklerde rutin tarama amaclt HPV DNA iste-
mi yapilmis olan, 368 hastanin verileri geriye
doniik olarak incelenmistir.

Hastalarin servikal oOrnekleri Female Swab
Specimen Collection Kiti (Hybribio, Hong
Kong) kullanilarak alinmistir. Hastanemiz T1ibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda DNA izolasyo-
nu HPV GenoArray Test Kiti (Hybribio, Hong
Kong) ile yapilmistir. Amplifikasyon icin
Hybribio PCR Kkitleri kullanilmis ve Otomatize
HybriMax (Hybribio, HongKong) cihazinda
HybrbioMemHPV21 membran stripleri ile ¢alig-
ma tamamlanmustir. Kullanilan test kitinin belir-
leyebildigi tipler ve risk smiflandirmasi test
prosediiriinde, alt1 adet diistik riskli (6, 11, 42,
43,44, 81), on bes adet yiiksek riskli tip (16, 18,
31,33, 35,39,45,51, 52,53, 56, 58,59, 66, 68)
olarak tanimlanmig olup, 21 adet tip belirleme
potansiyeline sahip oldugu belirtilmigtir.
Bulgularin degerlendirmesi de iiretici firmanin
belirledigi tipler ve risk siniflamasina gore yapil-
migtir.

Sonuglarimiz SPSS 23.0 programinda, ki-kare
testi ve iki yiizde arasindaki farkin onemlilik
testleri kullanilarak istatistiksel olarak degerlen-
dirilmis ve anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmigtir.

BULGULAR

Calismamizda, numune alinan kadinlarin yas
aralig1 14-83 (40+11) idi. Caligmaya dahil edilen
368 ornegin 106’sinda (%28.8) HPV DNA pozi-
tifligi saptanmistir. HPV DNA pozitif ornekler-
den %63.2°sinde (n=67) yiiksek riskli bir geno-
tip belirlenirken, %13.2°sinde (n=14) diisiik
riskli bir genotip belirlenmis, %19.8’inde (n=21)
iki veya daha fazla yiiksek riskli genotip birlikte
saptanmig, %3.8’inde (n=4) ise hem yiiksek
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riskli hem de diisiik riskli genotipler birlikte sap-
tanmigtir. Yiiksek riskli genotipler icin, birden
fazla genotip tayin edilen Ornekler de dikkate
alindiginda pozitif ornekler i¢inde yiiksek riskli
genotip orant % 86.7 (n=92) olarak saptanmustir.
HPV DNA porzitifler (n=106) icinde en fazla
bulunan tip ise % 13.2 (n=14) ile genotip 16°dur.
Genotip 16 icin birden fazla genotip tayin edilen
ornekler de dikkate alindiginda ise pozitif ornek-
ler igcindeki oran1 % 23.5 (n=25)’e ulagmaktadir.
Tiplere gore dagilim ve pozitif ornekler i¢indeki
yiizdesi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. HPV DNA pozitif 6rneklerin genotip dagilimi.

Genotip Sikhik Oran
(m) (%)
HPV 16 14 132
HPV 39 9 85
HPV 53 9 85
HPV 6 7 6.6
HPV 31 5 4.7
HPV56 5 4.7
HPV 11 4 3.8
HPV 33 4 3.8
HPV 35 4 3.8
HPV 51 4 3.8
HPV 44 3 2.8
HPV 58 3 2.8
HPV 45 2 19
HPV 52 2 19
HPV 59 2 1.9
HPV 68 2 19
HPV 18 1 0.9
HPV 66 1 0.9
Yiiksek riskli birden fazla genotip 21 19.8
Yiiksek ve disiik riskli birden fazla 4 3.8
genotip
Toplam 106 100

Kuadrivalan agilar i¢inde yer alan ve en cok
tizerinde durulan genotiplerden yiiksek riskli
HPV 18 ise tiim ornekler i¢inde yalnizca 1 adet
saptanmistir. HPV 6, tek genotip saptanan 6rnek-
ler i¢in %6.6 ile (n=7) caligmamizda en sik
bulunan diigiik riskli genotip olmustur. Yine bir-
den fazla genotip saptanan Ornekler de dikkate
alindiginda, Genotip 6 icin pozitif ornekler igin-
deki oran %11.3 olmustur (n=12). HPV 11 ise

%3.8 (n=4) ile diisiik riskli genotipler i¢inde
ikinci siray1 almustir.

Yasa gore degerlendirme yaptigimizda, hastalar
30 yas ve alti, 30 yas istii seklinde iki grupta top-
lanmustir. 30 yas ve alt1 grubunda HPV DNA pozi-
tifligi ylizdesi (%41.8), 30 yas listii grubunun pozi-
tifligine (%25.9) gore anlamli derecede (p=0.009)
yiiksek bulunmustur (Tablo 2). Yasa gore HPV
DNA pozitifligi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Yas gruplaria gore HPV DNA pozitifligi.

Yas Pozitif Negatif Toplam
(n/%) (m/%) (m/%)

30 yas ve alt1 28/41.8 39/58.2 67/100

30 yas tistii 78/25.9 223/74.1 301/100

Toplam 106/28.8 262/72.2 368/100

p=0.009

TARTISMA

HPV enfeksiyonunun prevalansi secilen yon-
tem, hasta grubu, sosyoekonomik diizey ve
ornek kalitesi gibi degiskenlere bagli olarak
farkliliklar gostermektedir. Degisik iilkelerde ve
tilkemizde yapilan calismalarda, HPV prevalan-
st i¢in farkli degerler elde edilmistir. On dort
Avrupa iilkesinden verilerin toplandigi genis
capli bir meta analizde, HPV DNA pozitifligi
i¢in en diisiik oran %2.2 ile Ispanya’da gozlenir-
ken, %22.8 ile Danimarka en yiiksek oranda
pozitifligin belirlendigi iilke olmugstur®. Bu
calismada yiiksek riskli HPV genotiplerinin yay-
ginlig1 16 ve 18 i¢in sirastyla ortalama %29.8 ve
%12 bulunmustur®,

Giiney Amerika, Asya, Avrupa ve Afrika olmak
tizere toplam 11 {iilkeden 18.498 kadinin yas
gruplarma goére HPV yaygimliginin degerlendi-
rildigi calismada, en diisiik oran %1.6 ile Vietnam
da saptanirken, en yiiksek oran 15-24 yag arasi
kadinlarda Nijerya’da (%30.8) saptanmigtir®.
Bu calismada, bazi bolgelerde yiiksek riskli
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HPYV varliginin (Hollanda, Arjantin ve Meksika)
35 yag altindaki kadinlar arasinda 6nem kazan-
dig1 bildirilirken, baska yerlerde 35 yas alt1 veya
istiintin yiiksek riskli HPV tipleri ile enfeksi-
yonda 6nemli olmadig1 vurgulanmigtir®.

Diinyanin farkli bolgelerinden 78 caligmanin
incelendigi ve normal servikal sitolojiye sahip
157.879 oOrnegin test edildigi genis capli bir
meta analizde HPV’in tiim diinyada prevalansi-
nin %10.4 oldugu, en yiiksek prevalans %31.6
ile Bat1 Afrika’da, en diisiik prevalansin ise
%6.2 ile Glineybat1 Asya’da oldugu saptanmis-
tir'”. Bu caligmada gelismis iilkelerde ortalama
prevalansin tahmini olarak %10, az gelismis
tilkelerde ise %15.5 oldugu bildirilmistir!®.

Calismamiz yukaridaki meta analizlerle karsi-
lagtirnnlldiginda en yiliksek prevalans saptanan
bolgelere yakin oranlarin elde edildigi goriil-
miistiir. Ancak calismamizin hasta grubu segi-
minde servikal sitoloji degerlendirilmemistir.
Yukaridaki meta analizlerin ikisinde®” bu konu
belirtilmemis, De Sanjose ve ark.’nin"'? yaptigi
calismada ise, normal servikal sitolojiye sahip
ornekler calismaya dahil edilmis oldugu igin,
karsilagtirma ancak goreceli olarak nitelendirile-
bilir.

Zhou ve ark.’nin? yaptig1 303 makalenin analiz
edildigi 1991-2016 arasin1 kapsayan bir calig-
mada, HPV 16 siklik olarak ilk sirada bulunur-
ken, ikinci sirayr HPV 18 almustir. Cinli kadin-
larda 20-24 yas arasinda HPV prevalansinin
(%24 .3) pik yapt1g1 belirtilirken 45-55 yas arali-
ginda, az gelismis bolgelerde prevalansin ikinci
pik degerine ulastig1 belirtilmistir.

Ulkemizde bes farkli bélgeden normal servikal
sitolojiye sahip 587 (15-68 yas) saglikli kadmn
tizerinde yapilmig bir calismada ise, HPV pozi-
tifligi %17.9 olarak bulunmustur’®. HPV 16
genotip tayininde calismamiza benzer sekilde
ilk sirayr alirken, HPV 6 ikinci siklikta saptan-
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migtir. Bu calismada, HPV prevalansinin en
yaygin oldugu yas grubu ise 25-29 (%31.8) ola-
rak belirlenmistir'?. Yine iilkemizde yapilmisg
gorece yiiksek ornek sayisina sahip bir ¢caligma-
da, 507 ornek incelenmis verileri tamamlanabi-
len 403 ornek iizerinden degerlendirme
yapilmistir?. Tiim hasta grubunda HPV pozitif-
ligi % 23 olarak bulunurken, normal servikal
sitolojiye sahip kadinlarda bu oran % 20, anor-
mal servikal sitoloji saptananlarda ise %36’dir.
Genotip tayininde yine ilk siray1t HPV 16 (%34)
alirken, HPV 6 (%17) ikinci siklikta saptanmis-
tir. Aragtirmacilar, calismamiza benzer sekilde
30 yas alt1 kadinlarda HPV pozitifligini (%34),
30 yag lstii kadinlara gore (%20) istatistiksel
olarak anlamli (p=0.005) derecede yiiksek bul-
duklarim dile getirirlerken, takip eden diger on
yillarda 6nemli bir fark olmadigini belirtmisler-
dir®,

Beyazit ve ark.’nin* yaptig1 ve 201 6rnek sonu-
cunu geriye doniik inceledigi yakin tarihli bir
calismada, 91 hastada (%45.2) HPV pozitifligi
saptanmig olup, calismamizdan daha yiiksek bir
pozitiflik oran1 bildirilmistir. Calismamiza ben-
zer sekilde en fazla bulunan genotip HPV 16
(%16.5) olmustur. Diisiik riskli genotiplerde ise
yine ¢alismamiza benzer sekilde en fazla HPV 6
(%11) saptanmuigtir.

Calismamizda, tilkemizde yapilan bazi ¢aligma-
lara gore daha yiiksek HPV prevalans yiizdesi
elde edilmistir. En sik goriilen genotip ise HPV
16 olarak gozlenmektedir. Prevalans orani ve en
sik goriilen genotip acisindan sirasiyla; Findik
ve ark.’nin™® yaptig1 calismada %19.2 ile HPV
16, Akg¢ali ve ark’nin"® caligmasinda %38.5 ile
HPV 16 ve Kiilhan ve ark’nin"” caligmasinda
ise % 2.79 ile HPV 16 olarak saptanmuisgtir.

Diinya’nin farkli bolgelerinden yapilan ¢alisma-
larda da HPV DNA icin farkli prevalans yiizde-
leri bildirilmistir. Jamdar ve ark.’nin®® Iran’dan
yaptig1 calismada, prevalans %10.3 ile HPV 16
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en sik genotip olarak bildirilmistir. Prevalans
ylizdesi ve en sik goriilen genotip acisindan
aragtirmacilar; Bulgaristan’dan %29.8 ile HPV
16, Nijerya’dan %36.5 ile HPV 31, Amerika
Birlesik Devletleri’nden %14.7 ile HPV
56/59/66, Cin’den %19.8 ile HPV 16 sonuclarimi
bildirmiglerdir"*??. Calismalardaki farkli sonug-
lar; bolgesel ve sosyoekonomik degiskenler,
ornek gruplarinin farkli olmasi, hastalardaki ser-
vikal sitolojik degerlendirmenin dikkate alinip
alimmadigi, calisilan yontemlerin farkliligr gibi
nedenlerden kaynaklanmis olabilir. Caligmalarin
sonuglarindan da goriildiigi tizere HPV preva-
lans1 ve genotip dagilimlariin bolgesel farkli-
liklar gosterebildigi anlagilmaktadir.

Mudini ve ark’nin® Zimbabve’de yaptigi
%49.5°1 HIV pozitif olan 107 kadinin dahil edil-
digi bir calismada HPV pozitifligi %94 olarak
belirlenmis. HPV pozitifliginin %94 gibi bir
orana ulagmasi, ek risk faktorlerinin hastaligin
yayilimi konusunda ne derece etkin olabilecegi-
ni gostermesi agisindan carpicidir.

Yukarida 6rnekledigimiz ¢alismalardan elde edi-
len verilerle birlikte, calismamizdan edindigimiz
bilgiler, HPV i¢in prevalans ¢alismalarinda segi-
len hasta grubu, calisilan yontem, bolge ve yas
gruplart faktorlerinin yani sira, hastalar icin ek
risk faktorlerinin de Onemli oldugunu goster-
mektedir. Pratik uygulamada bu saydigimiz fak-
torlerin hepsini standardize etmek oldukca zor-
dur. Calismamizin da geriye doniik olmasi ve
hastane otomasyon sistemlerinden yeterli veri
saglanamamasi nedeniyle, servikal sitolojik
korelasyon degerlendirmesi yapilamamustir.

Calismamiz sonucunda ve drnekledigimiz calig-
malardaki bir¢cok ulusal ve uluslararasi veriler-
den yola ¢ikarak, HPV enfeksiyonunun tilkemiz
icin de onemli bir halk sagligi sorunu oldugu
anlasilmaktadir. Bu viriisiin yol actig1 hastalik-
lardan birinin de servikal kanser olmasi 6nemini
ozellikle artirmaktadir. Agt ile Onlenebilir bir

kanser tiirii olmast nedeniyle HPV nin rutin asi-
lama programina dahil oldugu iilkelerle kargilag-
tirmali caligmalarin yapilip, HPV’nin de resmi
agilama programina dahil edilmesinin uygun
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizdeki HPV
prevalansinin dogru olarak belirlenebilmesi i¢in
cok merkezli, yeterli 6rnek sayisina sahip, stan-
dardize edilmis hasta ve kontrol gruplari iceren
calismalara gereksinim vardir. Calismamizda
sunulan verilerin bolgemizdeki HPV prevalansi-
nin ve tip dagilimimin belirlenmesi konusunda
literatiire katki sunacagini diigiinmekteyiz.
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Amag: Tiiberkiiloz dist mikobakteriler (TDM) ¢evrede yaygin ola-
rak bulunur ve ozellikle immiin sistemi baskilanmug insanlarda
etken olarak izole edilmektedir. Klasik tiiberkiiloz ilaglarina biiyiik
oranda direngli olmalart ve giderek artan siklikta izole edilmeleri
nedeniyle TDM enfeksiyonlarimin dogru ve erken tamisi tedavi
basarist agisindan ¢ok onemlidir. Bu ¢alismada, Dokuz Eyliil
Universitesi Hastanesi’'nde 2012-2016  yillari  arasinda
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’nda ¢aligilmis ve TDM saptanmis
orneklerden elde edilen sonuglar retrospektif olarak degerlendiril-
mig ve yillar icindeki degisim incelenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na gelen
ornekler Lowenstein-Jensen, BACTEC MGIT 960 kiiltiir sistemleri
ile calisilmistir. Klinik istem olmast durumunda bu yontemler ile
TDM saptanan izolatlarin  tiir tamimlamasi  GenoType
Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Almanya) ile yapilnugtir.
Birden fazla kiiltiiriinde aym tiiriin iiredigi hastalara ait izolatlar
etken kabul edilmigtir.

Bulgular: 2012-2016 yillart arasinda laboratuvara gelen 11.804
ornekten, 299’unda TDM iiremesi gozlenmis ve 66 ’sina tiir tanim-
lamast yapunugtir. TDMlerin siklik sirasina gore tiir dagiliminda;
41 ornekte Mycobacterium fortuitum ilk sirada gozlenmis, 11
ornekte Mycobacterium abscessus, alti ornekte Mycobacterium
chelonae, bes ornekte Mycobacterium gordonae, iki oOrnekte
Mpycobacterium intracellulare ve bir ornekte Mycobacterium kan-
sasii saptanmigtir.

Sonuc¢: TDM saptanan hastalar ornek alim bolgelerine gore ince-
lendiginde akciger orneklerinin ¢cogunlugu olusturdugu goriilmek-
tedir. Tiir tammlamast yapilan TDM ler incelendiginde hizlt iire-
yen mikobakterilerin én planda oldugu dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz dist mikobakteri, tanu, tiir tamimla-
masi

ABSTRACT

The Surveillance of Non-Tuberculous Mycobacteria in a Four
Year Period at a University Hospital

Objective: Non-tuberculous mycobacteria (NTM) are common in
the environment and they are isolated as an etiological agent,
especially in immunocompromised patients. Due to their frequent
resistance to classical anti-tuberculosis drugs and their increasing
frequency of isolation, accurate and early diagnosis of NTM
infections is very important in terms of treatment success. The aim
of this study was to evaluate retrospectively the results obtained
from the samples of NTM diagnosed in the Mycobacteriology
Laboratory of Dokuz Eyliil University Hospital between 2012-
2016 and changes over the years were analyzed.

Material and Methods: The samples sent to mycobacteriology
laboratory were studied with Lowenstein-Jensen culture media,
and BACTEC MGIT 960 systems. In case of clinical request,
identification of NTM isolates at species level was performed by
using a commercial line-probe assay (GenoType Mycobacterium
CM; Hain Lifescience, Germany). If the same NTM species was
isolated more than once in the clinical specimen of a patient, then
it was considered as a causative agent.

Results: Out of 11804 clinical specimens sent to the laboratory with
the initial diagnosis of tuberculosis in the period 2012 and 2016, NTM
were identified in 299 samples. Species identification by GenoType
Mycobacterium CM was performed on 66 of the NTM strains. The
most frequently identified NTM species was Mycobacterium fortuitum
(n=41),followed by Mycobacterium abscessus (n=11), Mycobacterium
chelonae (n=6), Mycobacterium gordonae (n=5), Mycobacterium
intracellulare (n=2) and Mycobacterium kansasii (n=1).

Conclusion: Respiratory tract specimens were the most common
specimens when NTM isolated samples were evaluated according
to sampling sites. As a striking feature, rapidly growing NTM
species were the most frequent species isolated in our laboratory.

Keywords: Non-tuberculous mycobacteria, identification, species
identification

GIRIS

Tiiberkiiloz dis1 mikobakteri (TDM)’ler cevrede
yaygin olarak bulunan 160°dan fazla farkl tiirii
icermekte ve tiir dagilimi cografi farkliliklar

gostermektedir”. Hem saglikli hem de bagisik-
I1g1 baskilanmis kisilerde basta akciger olmak
izere lenf nodlari, cilt, yumusak dokular, iskelet
sistemi gibi bir¢ok sistemde hastalik olustura-
bilirler!?.
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Dogal su kaynaklari, hastane ve binalarin sicak
su sistemleri ile cesitli hayvanlar TDM’ler icin
kaynak olabilmektedir®. Insandan insana bulas
ise gosterilememistir®.

Gecmiste hastalik etkeni olarak degerlendiril-
meyen TDM'’lerin, giiniimiizde bagisiklik siste-
mini baskilayan hastalik ve tedavilerin artmasi-
na bagli olarak giderek artan siklikta enfeksiyon
etkeni olarak izole edildigi goriilmektedir®®.

Tiir diizeyinde tanimlanmamis bir TDM izolati-
nin klinik 6nemini belirlemek zorluk yarata-
bilmektedir”. TDM'’lerin tanimlanmasi bu
etkenlerin bircogunun geleneksel birinci sege-
nek antitiiberkiiloz ajanlara direncli olmalari
nedeniyle de gereklidir®. Ayrica TDM’lerin tiir-
lerine bagh olarak da tedavi secenekleri degise-
ceginden tiir tayini 6nem kazanmaktadir®,

Bu ¢alismada, Dokuz Eyliil Universitesi Hastane-
si Merkez Laboratuvari Mikobakteriyoloji
Birimi’ne 2012-2016 yillar arasinda tiiberkiiloz
siphesi ile gonderilen 6rneklerden izole edilen
TDM'’lerin belirlenmesi, tiir diizeyindeki dagi-
Iim siklig1 ve 6rneklere gére dagilim durumunun
retrospektif olarak incelenmesi amaglanmakta-
dir.

GEREC ve YONTEM

Ornek secimi: 2012-2016 yillar: arasinda Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratu-
vart Mikobakteriyoloji Birimi'ne tiiberkiiloz
stiphesi ile gonderilen tiim Ornekler ¢alismaya
dahil edilmistir.

Orneklerin islenmesi ve kiiltiir: Dokuz Eyliil
Universitesi Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na
gelen orneklerden, steril olmayan klinik 6rnek-
lerin homojenizasyon ve dekontaminasyonu
N-asetil-L-sistein ve %4’liikk sodyum hidroksit
yontemine dayanan Mycoprosafe® (Salubris,
Tiirkiye) ticari kiti kullanilarak yapilmigtir. Steril
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oldugu kabul edilen 6rneklere dekontaminasyon
islemi uygulanmamustir. Hazirlanan ornekler-
den, kat1 besiyeri olarak Lowenstein-Jensen (LJ)
besiyeri (Becton Dickinson, ABD) ve siv1 besi-
yeri olarak “Mycobacteria Growth Indicator
Tube” (MGIT) kullanilarak (Becton Dickinson,
ABD) iiretici talimatlarina gore ekim yapilmig-
tir. Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar
Kinyoun yontemi ile boyanmig ve aside direncli
basil (ARB) varlig1 ac¢isindan 151k mikroskobun-
da degerlendirilmistir. LJ besiyerlerinin iireme-
leri sekiz hafta boyunca haftada bir kez kontrol
edilerek, sivi besiyerleri BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile 37°C’de
altt hafta inkiibe edilerek siirdiiriilmiistiir. Bu
stire sonunda iireme olmayan Ornekler negatif
olarak degerlendirilmistir. Ureme olan besiyer-
lerinden hazirlanan yayma preparatlarin mikros-
kobik incelemesinde ARB goriilmesi durumun-
da Mycobacterium tuberculosis kompleks
(MTK) ile TDM ayrimi amaciyla MTK’ye ait
MPT64 antijenini saptamaya yonelik bir test
olan “TBC Identification Test” (Becton Dickin-
son, ABD) iiretici talimatlarina gére uygulanmis
ve yorumlanmistir. Klinik istem olmasi duru-
munda TDM olarak belirlenen izolatlarin tiir
tayini amaciyla sik izole edilen tiirleri belirleme-
ye yonelik hibridizasyon temeline dayanan
“GenoType Mycobacterium CM” (Hain
Lifescience, Almanya) ticari kiti iiretici talimat-
larma gore kullanilmistir. Ug asamali bu testte,
s1v1 veya kat1 besiyerinde iiremis mikobakteriler
kullanilarak yapilan DNA ekstraksiyonu sonrast
biotinlenmis primerler kullanilarak amplifikas-
yon saglanmistir. Son basamakta ters hibridizas-
yon ile strip lizerinde olusan bant paternlerine
gore tiplendirme tamamlanmustir.

Birden fazla kiiltiirlinde aym tiiriin {iredigi has-
talara ait izolatlar etken kabul edilmistir. TDM
sayist belirlenirken ayni hastaya ve ayni 6rnek
alim bolgesine ait yineleyen ornekler gz ardi
edilmistir.
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Analizler i¢cin OpenEpi (Ver.2008, Atlanta,
ABD) programi kullanilmigtir. Toplam ¢aligi-
lan 6rnek sayisi ve TDM saptanan ornek sayi-
larmnin yillar arasindaki degisimi ¢ok gozlii ki
kare testi ile analiz edilmigstir. Bulunan anlam-
liligin hangi ardisik yillar arasinda oldugunu
saptamak amaciyla ikili kargilagtirmalar yapil-
mugtir.

BULGULAR

2012-2016 yillar1 arasinda laboratuvara gelen

Tablo 1. TDM’lerin 6rnek tiirlerine ve yillara gore dagilimi.

11.804 ornekten, 299’unda (%2.53) TDM iire-
mesi gozlenmigtir. Klinik istem ile tiir tanimla-
mast yapilan TDM’lerin tiirlere gore dagilimi
siklik sirasina gore; 41 Ornekte M. fortuitum
(%62), 11 ornekte M. abscessus (%17), alt1
ornekte M. chelonae (%9), bes drnekte
M. gordonae (%7.5), ki ornekte M. intracellulare
(%3) ve bir ornekte M. kansasii (%1.5) seklinde
belirlenmistir. TDM’lerin Orneklere ve yillara
gore dagilimi Tablo 1°de gosterilmigtir. Tiir
tanimlamasi yapilan TDM’lerin tiirlere ve yilla-
ra gore dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir.

Ornek Ahm Bélgeleri
Cahgilan TDM Saptanan Tiir Tammmlamasi _Akciger Akciger Dis1
Ornekler Ornekler Yapilan TDM’ler Ornekleri Ornekler *
Yil n n (%) n n
2012 2236 62 (2.77) 57 5
2013 2322 169 (7.27) 168 1
2014 2366 15 (0.63) 13 2
2015 3007 24 (0.79) 23 1
2016* 1873 29 (1.54) 27 2
Toplam 11804 299 (2.53) 288 11

« Akciger Ornekleri: ekspektore veya indiiklenmis balgam, aclik mide sivisi, bronkoalveolar lavaj (BAL), brons lavaj (BL)

transtrakeal aspirasyon ornekleri

b Akciger Disi Ornekler: Akciger drnekleri grubu dist tiim ornekler

* Ocak-Eyliil 2016 (9 ay) verisidir.

40

30

20

B M. chelonae

W M. abscessus

| M. gordonae

10

W M. fortuitum

m M. intracellulare

0 i . om

2012 2013 2014

W M. kansassii

2015 2016*

Sekil 1. Tiir tammlamasi yapilan TDM’lerin tiirlere ve yillara gore dagilimi. (*:Ocak-Eyliil 2016 verisidir).
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TDM izole edilen 288 akciger ornegini 196 BL,
47 balgam ve 45 BAL 6rnegi olusturmaktadir.
Laboratuvara gonderilen bes idrar, iki doku, iki
lenf nodu, bir abse ve bir kemik iligi olmak
lizere toplam 11 akciger dig1 6rnekte TDM belir-
lenmigtir. Akciger dis1 6rnekler grubunda tiir
tanimlamasi yapilan bes 6rnek incelendiginde,
bir doku, bir lenf nodu ve bir kemik iligi orne-
ginde M. abscessus, bir idrar drneginde
M. gordonae ve bir lenf nodu drneginde
M. fortuitum izole edilmistir.

Toplam caligilan 6rnek sayist ve TDM saptanan
ornek sayilarinin yillar arasindaki degisimi ince-
lendiginde ozellikle 2012-2013 ve 2015-2016
yillar1 arasinda anlamli bir artis gozlenmigtir
(p<0.05). Bunlarin aksine 2013-2014 yillar1 ara-
sinda ise anlamli bir azalma belirlenmistir
(p<0.05).

TDM’lerin en sik izole edildigi 2013 yilinda 130
BL, 34 BAL, dort balgam ve bir idrar 6rneginde
TDM iiremesi olmustur. Tiir tanimlamasi yapi-
lan 38 TDM incelendiginde, 29 BL ve altt BAL
orneginde M. fortuitum, bir balgam Orneginde
M. chelonae, bir balgam 0rneginde M. abscessus
ve bir idrar 6rneginde M. gordonae belirlenmig-
tir.

TARTISMA

Yillar igerisinde bilinen TDM tiirlerinde hizli bir
artis goriilmekte, bunun yanm sira insanlarda
patojen olarak tanimlanan tiir sayisinda da artig
ortaya  c¢ikmaktadir.  Mikobakteriyoloji
Laboratuvari’nda metodolojinin gelistirilmesi
ile izolasyonun arttirtlmast ve klinik &rnekler-
den TDM’lerin daha hizli ve dogru olarak
tanimlanmas1 TDM’lerin insanlardaki patojeni-
tesi ile ilgili farkindaligin artmasinda 6nemli
faktorlerdir®.

TDM’lere bagl hastaliklar arastirildiginda insan
immiin yetmezlik viriisii (HIV) negatif kisilerde
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en sik karsilagilan klinik formun kronik akciger
hastalig1 oldugu ve bu hastalardan en sik izole
edilen etkenlerin de Mycobacterium avium
kompleks (MAC), M. kansasii ve M. abscessus
oldugu gozlenmektedir®.

Calismamizda, laboratuvarimiza dort yillik
siirecte tiliberkiiloz stiphesi ile gonderilen ve
TDM izole edilen ornekler incelenmistir. Bu
siirecte gonderilen 11.804 ornekten 299’unda
TDM izole edilmis ve TDM iireme oranm %?2.53
olarak saptanmistir. TDM izole edilen ornekleri
ornek alim bolgelerine gore inceledigimizde
biiylik cogunlugunun akciger 6rnekleri grubuna
(288/299) ait oldugu goriilmektedir.

Laboratuvarimizda TDM olarak tanimlanan 299
izolattan klinik olarak da etken olabilecegi diisti-
niilen 66’sinda tiir diizeyinde tanimlamaya gidil-
mis ve 41 6rnekten izole edilen M. fortuitum’un
(%62) en sik tiir oldugu saptanmigstir. Bunu 11
ornek ile M. abscessus (%17), alt1 o6rnekle
M. chelonae (%9), bes ornekle M. gordonae
(9%7.5), iki Ornekle M. intracellulare (%3) ve bir
ornekle M. kansasii (%1.5) izlemektedir.
TDM’lerin tiirlere gore dagiliminda ozellikle
hizli ireyen mikobakterilerin 6n planda oldugu
dikkati cekmistir.

Prevots ve ark.’nmin® 2015 yilinda yayilanan
derlemelerine gore popiilasyon temelli veriler,
2000 yilindan beri TDM prevalansinda stirekli
bir artig oldugunu ve Avrupa’da prevalansin
Kuzey Amerika ve Avustralya’dan daha diisiik
oldugunu gostermektedir. MAC Kuzey Amerika
ve Dogu Asya’da baskin iken M. kansasii,
Mycobacterium xenopi ve Mycobacterium
malmoense Avrupa’da; MAC, M. xenopi ve
M. abscessus Ortadogu ve Giliney Asya’da daha
yaygindir. Calismamizda tanimlanan TDM’lerin
dagilimi bu calisma ile uyumlu bulunmamustir.

Velayati ve ark.’nin® Ortadogu’da TDM’lerin
durumunu inceledikleri 2014 yilinda yayinla-
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nan derlemelerinde toplam 1.751 TDM susu-
nun izole edildigi 96 yayin incelenmisgtir.
Yapilan degerlendirmede M. fortuitum klinik
(269/447 %60.1) ve cevresel (135/289 %46.7)
ornekler arasinda en sik izole edilen hizli iire-
yen mikobakteri olarak belirlenmistir. Bu veri-
ler caligmamizda tiir tanimlamas: yapilan
TDM’ler arasinda en sik M. fortuitum saptan-
masi (%62) ile benzerlik gostermektedir. MAC
(140/637 %21.9) ise yavas lireyen mikobakteri-
ler arasinda klinik orneklerden en sik izole
edilen tiir olmustur. Yaymn son bes yilda
Ortadoguda giderek artan TDM izolasyonuna
dikkatleri cekmektedir.

Albayrak ve ark.’nin” iilkemizde 2009-2010
yillar1 arasinda TDM tiir tayini amaciyla line-
prob yontemini kullanarak yaptigi caligmada,
TDM iiremesi olan 75 sus arasinda en sik
M. fortuitum (%33.3) ikinci siklikta M. abscessus
(%18.7) saptanmustir. Tiirlerin dagilimi ¢alisma-
mizdaki bulgularla benzerlik gdstermektedir. Bu
calismada, M. fortuitum izolatlarinin ¢ogunun
diger laboratuvarlardan tiir tayini amaciyla refe-
rans laboratuvara gonderilen izolatlar oldugu
belirtilmistir. Klinisyenler ile goriisiilerek klinik
anlamlilig1 test edilen numunelerde ise
M. fortuitum’un saptanma siklig1 istatistiksel
olarak diisiik (y*=4.412; p=0.036) bulunmustur.

Bi¢gmen ve ark.’nin® 2004-2006 yillari arasinda
[zmir’de TDM tiir tamimlamasi igin iki farkli
ters hibridizasyon esaslt ticari kit kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, 9660 hastanin 30’unda
TDM iiremesi saptanmistir. Tiir dagilimi
incelendiginde calismamiza benzer sekilde M.
Sfortuitum-Mycobacterium peregrinum kompleks
(%16.7) en sik rastlanan tiir olmustur. Bu calis-
mada, hastalarin yinelenen kiiltiirlerinden ayni
tiir TDM’nin tanimlanmasi ile beraber histopa-
tolojik bulgular ve klinik verilerin de TDM
enfeksiyonu tanisinin konmasi agisindan 6nem
tagidig1 vurgulanmustir.

Saeed ve ark.’nin® belirttigi gibi bronkoskop
cihaz1 ile 6rnek alimi 6zellikle balgam ¢ikara-
mayan hastalarda tani i¢in 6nemli bir yol olsa da
yalanct salginlar ve salginlar i¢in 6nemli bir
kaynak oldugu bilinmektedir. TDM salginlari
icin bronkoskoplarin dekontaminasyon iglemi
sirasinda yapilan hatalar, steril olmayan su kul-
lanim1 ve mikroorganizmalarin biyofilm 6zelligi
onemli nedenlerdir.

Calismamizda 2012-2013 yillar1 arasinda
TDM’lerde anlamli bir artis ortaya cikmig
(p<0.05), yapilan degerlendirmede 2013 yilinda
gozlenen bu artigin akciger drneklerinden (BAL
ve BL) kaynaklandig1 ve bunun nedeninin bron-
koskop cihazlarinin kontaminasyonu, cihazlarin
sterilizasyon yontemlerindeki degisiklik/eksik-
liklere bagli olabilecegi diistintilmiis, ilgili tini-
teyle birlikte caligilarak sorun coziilmiigtiir.
Bronkoskop cihazlarinin sterilizasyon yontem-
leri diizenlendikten sonra 2013-2014 yillar1 ara-
sinda TDM’lerde anlamli bir azalma belirlen-
migtir (p<0.05).

Ozcolpan ve ark.’nin‘'” Manisa’da yaptig1 calis-
mada, 5.122 o6rnegin 126’sinda (%2.46) TDM
tiremesi saptanmigtir. TDM iireme orani calig-
mamiz ile benzerlik gostermektedir. Bu ¢caligma-
da, 126 TDM susundan 101’1 DNA dizi analizi
ile tamimlanmus, tir dagilimi; Mycobacterium
porcinum (%39.60), Mycobacterium lentiflavum
(%35.65), M. abscessus (%5.64), M. peregrinum
(%4.95), M. gordonae (%3.96), M. fortuitum
(%2.97), M. chelonae (%1.98), Mycobacterium
alvei (%0.99), Mycobacterium scrofulaceum
(9%00.99) ve M. kansasii (%0.99) olarak bildiril-
misgtir.

Ozcolpan ve ark.’nm‘® calismasinda, 2010
yilinda diger yillara oranla daha fazla TDM iire-
mesi saptanmis ve bu donemde izole edilen
M. porcinum ve M. lentiflavum suglarimin timii
BAL orneklerinden iiretilmigtir. 2010 yilinda
gozlenen TDM iiremesindeki artis nedeniyle
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Gogilis Hastaliklart Klinigi ile temasa gecilerek
bronkoskoplarin ve yikama cihazinda kullanilan
soliisyonlarin dezenfeksiyon yoniinden deger-
lendirilmesi Onerilmis ve yikama soliisyonlarin-
dan ve bronkoskop orneklerinden kontrol kiil-
tiirleri istenmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucu dezenfeksiyon yontemi degistirilmistir.
Ozcolpan ve ark.’nin‘” calismasinda, TDM iire-
mesindeki artigin bronkoskopik orneklerin kon-
taminasyonuna bagli gelismig olabilecegi ve bu
durumun caligmamizda 2013 yilinda ortaya
cikan duruma benzerlik gostermesi dikkat ceki-
cidir.

Calismamizda, etken-kontaminasyon ayrimina
yon vermek acisindan TDM izole edilen hastala-
ra ait klinik/radyolojik verilerin elimizde bulun-
mamast bir kisithlik olusturmustur.

Sonug olarak, giinlimiizde 6nemi giderek artan
TDM enfeksiyonlarin1 degerlendirmek agisin-
dan TDM izole edilen hastalarin klinik ve radyo-
lojik verilerini iceren daha kapsaml calismala-
rin yapilmasi bolgemiz ve ililkemizdeki epidemi-
yolojik durumun daha dogru ortaya konmasini
saglayacaktir.
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