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Derleme

Su Kaynakh Bir Hastalik Olarak Lejyoner Hastahig: ve

Cevresel Siirveyans

Cavit Isik YAVUZ ©

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Halk Sagligi Anabilim Dali, Ankara

0z

Lejyoner hastaligi, Legionella pneumophila’nin neden
oldugu, sik goriilmeyen ancak belirli risk gruplart icin
tehlikeli, agirlikl olarak pnomoni ile seyreden bir hasta-
Liktir. Hastalik, suda bulunan Legionella bekterisinin
aerosolize olmast ve kontamine aeresollerin solunmastyla
bulagir. Legionella suda ve toprakta dogal olarak buluna-
bilir. Cok farkli cevresel kosullara dayaniklidir ve bu
kosullarda yasanin siirdiirebilir. Sucul ortamlarda bulu-
nur ve suda belirli sartlarda ¢ogalir. Hastaliktan korun-
mada temel strateji, binalarda su sistemlerinde ve suyla
ilgili alanlarda onlemler alinmasidir. Hastaligin kontro-
liinde cevresel siirveyans oOnemli bir yer tutmaktadir.
Ulkemizde Saglik Bakanhigi tarafindan yapilan yasal
diizenlemeler ve Hastalik Kontrol Programi basta hasta-
neler olmak iizere bircok kurulusa cesitli yiikiimliiliikler
getirmektedir. Bu makalede, Lejyoner hastaligr bulas yolu
ve cevresel siirveyansin ozellikleri hakkinda bilgi aktaril-
mast amag¢lanmigtir.

Anabhtar kelimeler: Lejyoner hastaligi, cevresel siirveyans,
su, biyofilm, su kaynakli hastalik

ABSTRACT

Legionnaires’ Disease as a Waterborne Disease and
Environmental Surveillance

Legionnaires’ disease caused by Legionella pneumophila, is
an uncommon but dangerous disease for certain risk groups
and courses predominantly with pneumonia. The disease is
caused by aerosolization and then inhalation of waterborne
Legionella bacteria. Legionella species can be found
naturally in water and in soil and they are resistant to
environmental conditions. Legionella species are found in
aquatic environments reproduce under certain conditions.
The basic strategy for prevention is to take measures in the
water systems and water related areas of the buildings.
Environmental surveillance has an important role in the
control of the disease. In our country a legal regulations and
Disease Control Program enforced by Ministry of Health
impose various obligations to many institutions including
hospitals. In this article, it is aimed to give information about
the features of transmission routes of Legionnaires’ disease
and environmental surveillance.

Keywords: Legionnaires’ disease, environmental
surveillance, water, biofilm, waterborne disease

GIRIS

Ik olarak 1976°da Amerika Birlesik Devletle-
ri’nde ortaya ¢ikan ve ciddi diizeydeki pndmoni
olgularindan olusan bir salgin incelemesi sonun-
da 1977 yilinda Fraser ve ark. tarafindan tanim-
lanan Lejyoner Hastaligi (LH), bu hastaliga yol
acan bakteri grubuna da ayni adin verilmesine
neden olmug, McDade JE ve ark. tarafindan
Legionella bakterisi izole edilmis ve hastali§in
etkeni oldugu gosterilmigtir. Hastaligin adlandi-
rilmast  Amerika Birlesik Devletleri’nin
Philadelphia kentindeki bir otelde gerceklestiri-

len “Pennsylvania American Legion” toplantisi-
na dayanmaktadir. Bu toplanti sonrasinda 182
kiside akut solunum yolu enfeksiyonu ortaya
cikmasi ve 29 kiginin 6lmesi ile baslayarak 6 ay
siiren inceleme siireci sonunda hastalik ve etken
tanimlanmis ancak bulag kaynagi ¢ok da net
olarak ortaya konamamigtir’®. Bu salgin incele-
mesi sirasinda, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) tarafin-
dan, Gram negatif etken bakteri izole edilerek
hastaligin goriildiigii gruba ve pndmoni tablosu-
na gonderme yapilacak bicimde Dbakteri
Legionella pneumophila olarak, bu bakterinin
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bulundugu cins ise Legionella olarak adlandiril-
mugtir®.

Legionella bakterisinin su ana kadar 59’dan
fazla tiirii belirlenmis olup 30 tiirlin insanda
enfeksiyon yaptigi gosterilmistir®. Legionella
bakterileri lic 6nemli enfeksiyon nedenidir; LH,
Pontiac atesi ve ekstrapulmoner sendrom!-. Bu
tic tablodan Pontiac atesi grip benzeri bulgularla
seyreden atesli bir tablo olustururken, LH akci-
geri, ekstrapulmoner sendrom ise akciger disi
organlar1 tutarak ciddi klinik tablolara yol
acmaktadirlar.

Gerek oliimle sonuglanan bir pndmoni tablosuna
yol agmasi gerekse de suyla bulagan bir hastalik
olmasi ve uygun miidahalelerle bulagin oniine
gecilebilmesi nedeniyle LH koruyucu hekimlik
acisindan onem tagimaktadir. Bu makalede has-
taligin klinik boyutundan ¢ok bulag yolu ve bu
yola dair alinmasi gereken dnlemlere deginilme-
si, cevresel siirveyansin 6zellikleri ve lilkemizde
bu hastaligin kontroliine dair mevzuat ve rehber
hakkinda bilgi verilmesi amac¢lanmaktadir.

LEJYONER HASTALIGI

Lejyoner hastalifi, L.pneumophila’nin neden
oldugu, “ilimh bir alt solunum yolu enfeksiyo-
nundan, komaya kadar degisik agirlikta klinik
goriiniimlerle” ortaya ¢ikabilen, agirlikli olarak
pnomoni ile seyreden bir hastaliktir®. Stk goriil-
meyen ancak belirli risk gruplarinda yasamsal
tehlike olusturan bir hastaliktir. Avrupa’da 2006-
2010 yillar arasinda yillik insidansinin yiizbin-
de 1, mortalitesinin ise %6.6 oldugu
bildirilmistir®.

Belirtileri bakteriyle kargilasmadan sonra genel-
likle 2-10 giin arasinda ortaya ¢iksa da 15 giin
sonraya kadar uzayabilmektedir”. Bakteriyle
kargilagan ¢ogu saglikli bireyde herhangi bir
sorunla kargilagilmazken belirli gruplar hastalik
acisindan risk grubunu olusturmaktadir. Kiiresel
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Olcekte yapilan degerlendirmelere gore, hastala-
ri %74-91°1 50 yas ve lizerindedir ve daha cok
erkektir, erkeklerde kadinlara gore 1.4 ile 4.3 kat
daha fazla goriilmektedir®.

ABD Hastalik Kontrol Merkezi (CDC) risk

gruplarin1 asagidaki basliklarda siralamak-

tadir®:

*  Yaglilar (6zellikle 50 yas ve iistii)

e Sigara kullanan ya da gec¢miste kullanmig
olanlar

* Kronik akciger hastaligi olanlar (KOAH,
amfizem vb.)

e Bagisiklik sistemi zayiflamig olanlar (kanser,
diyabet, bobrek yetmezligi vb.)

e Bagigsiklik sistemini baskilayici ilag alanlar
(organ nakli sonrasi kullanilan ilaglar, kemo-
terapi ilaglar1 vb.)

Bu genel risk gruplart yaninda goriildiigii form-
lara gore de risk gruplari siniflandirmalart bulun-
makta ve bu siniflandirmalarda farkli yas grup-
lar1 belirtilmektedir (Tablo 1).

Lejyoner hastalig1 olgu sayilarinda yillar iceri-
sinde artig dikkati c¢ektigi, olgu insidansinin
2000 yilindan giiniimiize ABD’de yaklasik 4
kat, 1995 yilindan bu yana Avrupa’da da yakla-
stk 3 kat arttig1 belirtilmekte ve ABD’de yilda
8-18 bin kisinin LH nedeniyle hastaneye yattig1
tahmin edilmektedir'*'".

Avrupa Birligi iilkelerinde siklik 2014 yili i¢in
yiiz binde 1.4 olarak belirtilmekte ve bu rakam
belirlenen en yiiksek diizey olarak dikkat cek-
mektedir. 2014 yilinda 30 Avrupa Birligi ve
Avrupa Ekonomik Bolgesi iilkesinde 6412 dog-
rulanmig LH olgusu bildirimi yapilmig ve 456
olim (%8) saptanmigtir!?.

Hastalik ii¢c kategoriye ayrilmakta ve risk grup-
lar1 da hastaligin bu ii¢ kategorisi i¢in ayr1 ayri
siralanabilmektedir. Bu ii¢ kategori toplum
kokenli LH, seyahat iligkili LH ve nozokomiyal



C. 1. Yavuz, Lejyoner Hastaligi ve Cevresel Siirveyans

Tablo 1. Lejyoner hastalig: ve risk faktorleri®'?.

Ozellikler

Toplum tabanh

Seyahat iligkili

Nozokomiyal
(Hastane tabanl)

Gegis yolu

Kontamine aerosollerin solunmasi

Kontamine aerosollerin solunmasi

Kontamine aerosollerin solunmasi

Kontamine suyun aspirasyonu
(daha ender)

Kontamine suyun yara yeri ile
temasi (daha ender)

Kaynak

Sogutma kuleleri, sicak ve soguk

su sistemleri, havuzlar (Termal
havuzlar, spa havuzlari, jakuzi vb.),
evlerdeki su tesisatlari, nemlendirici
cihazlar, saksi topragi ve kompost
hazirlama

Sogutma kuleleri, sicak ve soguk
su sistemleri, spa havuzlari, jakuzi,
termal kaplicalar ve havuzlar,
nemlendirici cihazlar

Sogutma kuleleri, sicak ve soguk su
sistemleri, spa havuzlari, jakuziler,
dogal havuzlar, termal kaplicalar,
solunum ekipmanlari, tibbi tedavi

Legionella etkeninin
bulunabildigi alanlar

Endiistriyel alanlar, aligveris
merkezleri, eglence yerleri
(restoranlar, kuliipler vb.), sosyal
tesisler, kisinin yasadig1 konutlar

Oteller, yolcu gemileri, aligveris
merkezleri, eglence yerleri
(restoranlar, kuliipler vb.), sosyal
tesisler, spor kuliipleri

Hastaneler, tibbi ekipman

Cevresel risk faktorleri

Olas1 bulag kaynaklarma yakinlik,
sogutma suyu sistemlerinin kotii
tasarimi ya da bakimsizligi,
personel egitiminin yetersizligi

Kisa siireli ya da sezonluk olarak
konaklanmak lizere tasarlanmig
yerlerde kalmak, bu yerlerdeki
odalarin ve suyun aralikli kullanimi
(durgun su), aralikli su temini
(durgun su) ve sicaklik kontroliiniin
dalgalanmasi (uygun sicakliklarin
saglanamamasi), karmagik su
sistemleri, su sistemini yonetecek
egitimli personel yoklugu.

Karmagik su sistemleri, uzun boru
hatlari, su sicakligi

kontroliiniin yetersizligi (uygun

su sicakliklarinin saglanamamast),
diistik su akist (suyun
durgunlagmast)

Kisisel risk faktorleri

Kirk yasin iistiinde olmak
Erkek olmak

Altta yatan bir hastalig1 olmak
(diyabet gibi)

Kronik kalp hastalig1 olmak

Sigara igmek

Bagisikligi baskilanmig olmak
(ozellikle glukortikoidler ve
bagisiklik sistemini zayiflatan
hastaliklar)

Eslik eden yapisal akciger sorunlart

Kronik bobrek yetmezligi varligi

Hematolojik kanserlerin varligi

Kirk yasin iistiinde olmak
Erkek olmak

Agr sigara icicisi olmak
Asiri alkol tiiketicisi olmak

Altta yatan bir hastalig1 olmak
(diyabet gibi)

Kronik kalp hastalig1 olmak

Bagisikligi baskilanmig olmak

Yirmi bes yagin tistiinde olmak
Organ tranplantasyonu hastalari
Bagisiklig1 baskilanmig hastalar

Cerrahi miidahale geciren hastalar
(ozellikle bas ve boyun cerrahisi)

Kanser hastalari
Diyabet hastalar:

Solunum cihazlartyla tedavi alan
hastalar

Kronik kalp hastalart
Kronik akciger hastalari
Sigara icenler

Asiri alkol tiiketenler

LH’dir V. Bu ii¢ kategoriden LH olgularinin
yaklagik %70’inin toplum kokenli, yaklagik
%20’sinin seyahat iligkili, yaklasik %10 unun

ise nazokomiyal oldugu belirtilmektedir!®:

* Toplum kokenli LH: Toplum kékenli pnomo-

nilerin %2-9’unun LH’ye bagh olarak gelistigi
tahmin edilmektedir'®. Toplum kokenli LH’de
kontamine su kaynag ile temas farkl kaynak-
larla gerceklesebilmektedir. Literatiirde sogut-
ma kuleleri ile ortaya ¢ikan toplum kokenli
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LH’ye dair yayinlar bulunmaktadir. 2006 yilin-
dan beri New York kentinde 6 toplum tabanl
LH salgmi ortaya c¢ikmig ve bunlarin hepsi
sogutma kuleleri ile iligkili bulunmug ve bu
salginlarda 213 olgu ortaya cikmig, 18 Kisi
yagamini kaybetmistir!®.

e Seyahat iligkili: Seyahatle iligkili LH’de
hastaligin inkiibasyon doneminde kisinin
yasadigr yer disinda konaklama ve/veya
seyahat Oykiisii bulunmaktadir. ABD’de ve
Avrupa’da bildirimi yapilan LH’lerin
%?20’sinin seyahat ile iligkili oldugu tahmin
edilmektedir?.

* Nozokomiyal LH: Nasokomiyal LH’de
hastanin hastali§in inkiibasyon siiresi iceri-
sinde bir saglik kurumunda bulunmus olma-
st s0z konusudur. Nozokomiyal LH’de kesin
olgu, LH tanist almis kisinin semptomlarin
ortaya cikigindan onceki on giinliik siire
boyunca hastanede bulunuyor olmasi bici-
minde tanimlanmaktadir. Olas1 olgu ise kisi-
nin semptomlarinin baglamasindan 10 giin
onceki siirenin 1-9 giiniinde hastanede
bulunmast ve bulundugu hastanede LH
olgularimin bulunmasi ya da ayni dénemde
hastane su sisteminde hastadaki bakteri tiirii
ile ayni izolatlarin elde edilmesi olarak
tanimlanmaktadir’V. Bazi aragtirmalar has-
tanelerin %12 ile %70’inin su sistemlerinde
Legionella bakterisinin kolonize oldugunu
gostermektedir’?. Nozokomiyal LH’de
bulas kontamine su ile temas edilen noktalar
yaninda tibbi ekipmanlardan da kaynaklana-
bilmektedir. Solunum cihazlar1 ve bronkos-
koplar gibi tibbi ekipmanlarin hastalik nede-
ni olmasinda bu ekipmanlarin kontamine su
ile temasinin rol oynadig1 ve bu ekipmanlar-
dan Legionella igeren su damlaciklarinin
yayilabildigi belirtilmektedir®. Hastane
kaynakli LH bulag yolu olarak bazi kaynak-
larda aspirasyon daha sik su¢lanmaktadir.
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BULAS KAYNAGI ve BULAS YOLU

Lejyoner hastalig1 kontamine aeresollerin solun-
mastyla bulagir ve esas bulas kaynagi sudur.
Aerosoller, havada asili kat1 ya da sivi pargacik-
lardir ve her boyutta parcacik icerebilirler>.
Aerosoller yaninda kontamine suyun aspirasyonu
da ozellikle hastane kaynakli LH icin 6nemli bir
bulas yoludur ve hastanelerde daha ¢ok tizerinde
durulan bir yoldur'®. Nazogastrik tiipler bir¢ok
calismada kontamine suyun mikroaspirasyonuna
yol a¢cmast nedeniyle nozokomiyal Legionella
icin risk faktorii olarak nitelenmigtir®®.

Suyun aerosolize olmasi, binalardaki su sistem-
lerine, sogutma kulelerine, jakuzi, termal havuz
vb alanlara ve dekoratif cesme vb. yerlere
Legionella bakterilerinin yerlesmesi ve ¢ogal-
mast ile olusabilmektedir. Kontamine su damla-
ciklari, dus bagliklarindan ve lavabo muslukla-
rindan, suyun figkirtilarak kullanildig: hidrotera-
pi ekipmanlarindan (hidroterapi banyolari),
suyla temas etmis tibbi ekipmanlardan, buz
makinelerinden, sogutma kulelerinden, dekora-
tif cesmeler ve peyzaj amagh su kaynaklarindan,
sicak su tanklar ve 1sitict sistemlerden ve biiyiik
su tesisatlarindan yayilabilir'?. Legionella ige-
ren bu damlaciklar, 6zellikle basingla birlikte
-dus bagligi orneginde oldugu gibi- piiskiirme
vb. siireglerle havaya aerosolize olmakta ve bu
aerosoller solundugunda mikroorganizma viicu-
da girmektedir. Hastaliktan korunmada en 6nem-
li stratejinin basta su sistemlerinde olmak iizere
suda mikroorganizmanin kontrolii oldugu
belirtilmektedir?.

Legionella su sistemlerinde her yerde bulunabi-
lir ve bazi protozalarla ve biyofilm tabakalariyla
yakin iligki i¢indedir. En az 20 amip ve iki silia-
It protozoonlarin Legionella i¢in konak oldugu
gosterilmistir®. Sudaki biyofilm tabakalari ve
amip ve siliali protozalar hem besin kaynagi
hem de olumsuz sartlarda korunak gérevi goriir-
ler ve Legionella igin hayatta kalma alanlaridir®.
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Ayrica Legionella tiirleri, suyun yaninda toprak-
ta ve kompostlarda (giibrelerde) amiplerin icin-
de (Acanthamoeba tiirleri, Naegleria tiirleri,
Vermamoeba tiirleri gibi) canliligint koruyabil-
mekte ve gelisebilmektedir®. Toprak kokenli
tiirleri arasinda Legionella longbeachae basta
gelmektedir ve Avustralya, Yeni Zelanda ve
Japonya’da L. pneumophila enfeksiyonu kadar
sik goriildiigii ve Avrupa’da da olgularin %5°lik
kisminda ilk sirada gelen etiyolojik etken oldugu
belirtilmektedir®.

Hastaligin bulas yolunun su olmasi gerek hasta-
lik siirveyansinda gerekse de korunmada ¢evre-
sel siirveyansin énemini arttirmaktadir.

SUDA LEGIONELLA

Legionella suda ve toprakta dogal olarak bulu-
nabilir. Cok farkli ¢evresel kosullara dayanikli-
dir ve bu kosullarda yagamini siirdiirebilir. Sucul
ortamlarda bulunur ve suda belirli sartlarda
cogalir. insana bulag agisindan risk, igme suyu
kaynagi olarak kullanilan yiizeyel ya da yer alt1
sularinda bulunan Legionella bakterisinin su
depolarina ve bina su sistemlerine ulasip yerles-
mesi ve belirli fiziksel ve kimyasal kosullarla
buralarda ¢cogalmasiyla ya da bina su sistemle-
riyle olmasa da bakteriyi iceren su ile farkli amag-
larla temas ile gerceklesmektedir (Orn. rekreas-
yonel alanlar, sogutma kuleleri, jakuziler vb.).

Suda Legionella bakterinini geligsimini etkileyen

bazi faktorler vardir":

* Suyun sicakhi@i: Legionella bakterisinin
onemli bir 6zelligi su sicakliginin 20 °C’nin
tizerine ¢ikmasiyla birlikte suda cogalmaya
baglamasidir. Bu durum bakterinin su site-
minde yayginlagsmasit ve bulag agisindan
onemli bir risk faktoriidiir. Bakteri sicak suda
70°C’a kadar yasayabilmektedir. Yirmi-elli
°C’lik sicaklik aralifinda tireyebilir ve opti-
mal iireme sicaklik araligr 32°-42°C olarak
belirtilmektedir®®.

Suda diger mikroorganizmalarin varhg:
Suda bagka mikroorganizmalarin bulunmasi,
Legionella bakterisinin suda ¢ogalmasi konu-
sunda 0zendirici bir faktor gibi gériinmekte-
dir. Bu durumun, sudaki diger organizmala-
rin Legionella bakterisi i¢in besin kaynagi
olarak iglev goren suda ¢oziinmiis madde
miktartyla iligkili olabilecegi diisiiniilmekte-
dir. Bu mikroorganizmalar arasinda ilk siray1
protozoalar almaktadir. Legionella bakterisi
protozoa icinde ¢ogalabilmektedir (Orn.
Acanthamoeba, Naegleria ve Hartmanella
spp). Protozoalarin icine yerlesen Legionella
uygun su sicakligi kosullart bulundugunda
burada ¢ogalmaya baslamakta ayrica proto-
zoanin icinde dezenfektanlardan korunabil-
mektedir®.

Biyofilm tabakasi: Biyofilm olusumu 6zel-
likle igme suyu dagitim sistemleri i¢in &nem-
li risklerden biridir. Biyofilm, tirettikleri bazi
maddelerle (hiicre dis1 polimerik maddeler-
ekzopolimerler) yiizeye tutunan bir mikroor-
ganizma kiimesidir. Biyofilm su sisteminde
suyla temas eden hemen her yerde bulunabi-
lir ve buradan suya siirekli olarak mikroorga-
nizma dokiilmesine neden olabilir®' 2.
Biyofilm tabakasmin gelisiminde suyun
sicaklig1, pH’s1, mikroorganizmalar i¢in besin
maddelerinin konsantrasyonu, hidrodinamik
kosullar (akis hizi, su sisteminin dizayni ve
akisin olmadig1 noktalarin yayginligi gibi),
su borularmnin tipi ve yipranma durumu, var
olan mikroorganizmalarin tipi ve cesitliligi
ve sediment (tortu, ¢okelti) birikimi gibi fak-
torler rol oynayabilmektedir®. Su sistemin-
de ya da suyla temas eden ylizeylerde biyo-
film varlig1 Legionella bakterisinin sudaki
varlig1 ve cogalmasi icin 6nemli bir faktor-
diir. Biyofilm tabakalar1 ya da alanlarinda
Legionella bir¢ok protozoa tiirii (6zellikle
amip tiirleri) ile birlikte bulunurlar. Protozoa
tiirleri beslenmek i¢in biyofilm alanlari tize-
rine yerlesirler ve Legionella da bu protozoa-
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Tablo 2. Sicak ve soguk su sisteminde biyofilm ve mikrobiyolojik etken gelisimine etki eden baz1 faktorler®®.

Soguk su sistemi

Sicak su sistemi

Durgunluk ve su akisinin az olusu

Sicak su talebinin kargilanamamasi

Su sicakligini uygun derecelerde tutulmamasi (Mikrobiyal gelisime
elverisli sartlar olusmasina neden olur. Sicak suyun 50 °C ve iizerinde,
soguk suyun 25 °C altinda olmasi gerekir, sicak ve su borularinin
baglantilarii uygun yapilmamasi soguk suyun isimnmasina neden

olabilir ve mikrobiyolojik gelisime zemin hazirlayabilir.)

Su sicakliginin 50 °C’1n altinda olmasi

Sicak su sisteminde izolasyonun iyi olmamasi

Sicak su sisteminde 6lii bosluk ve uzun boru alanlarinin fazla
olmasi nedeniyle su akiginin durgunlagmasi

Yiiksek hacimli su depolarinin kurulmasi (Durgunlugu destekler
ve depolarm dibindeki sularda sicaklik diiger.)

Suyun depolandigi yerlerde yeterli sicakli§in saglanamamasi

Su sitemi dizayni ile ilgili sorunlar (su akisi ile ilgili sorunlar ve
durgunluga yol agabilecek sistemler).

Sus sitemi ile ilgili hatali teknik uygulamalar (sicaklik diisiiriicti
onlemlerin hatal1 yerlesimi vb.)

Kireclenme ve korozyon (Su sisteminde hidrolik sorunlara neden
olur ve yiizeylerde biyofilm tabakasi gelisimine yol acacak hasarlar

olusturur.)

Korozyon ve kireclenme (depolarin dibinde sediment ve mikroorga-
nizma birikimiyle sonuclanir)

Suda askida kat1 maddelerin varlig1 (Mikrobiyolojik gelisim i¢in

besin ortami olugturur ve sediment olusumuna neden olarak biyofilm

gelisimine zemin hazirlar.)

Bakim ve temizligin yetersiz olmasi

Organik maddeden zengin su yapisi

Bazi su ekipmanlarinin bakiminin yetersiz olmasi ve aralikli kullanimi
(buz makineleri, sogutma kuleleri, kullanim tarihi ge¢mis karbon

filtreler vb. gibi) mikrobiyal gelisime neden olabilir (Listeria,
Pseudomonas, Legionella ve mantarlar gibi).

larin icine yerleserek biyofilm tabakalarinda
varligin1 siirdiirmeye baslar. Protozoalar
Legionella icin bir habitat olustururlar ve
suda 0zellikle amip tiirli protozoalarin varlig
Legionella salgin agisindan bir risk faktorii
olarak degerlendirilir®. Sicak ve soguk
sularda biyofilm ve mikrobiyolojik gelisimi
etkileyen bazi faktorler Tablo 2’de belirtil-
misgtir.

Sediment olusumu: Su sistemlerinde, depo-
larinda ya da suyun kullanildig: alanlarda
sediment (¢okelti, tortu) gelisimi mikrobiyo-
lojik acidan endise verici bir durumdur.
Sediment alanlarinda bir¢ok mikroorganizma
yasama ortami bulabilmekte ve bu alanlar
hem patojen hem de firsatct mikroorganiz-
malar1 barindirabilmektedir®. Bunlar ara-
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sinda enterik patojenler (Escherichia coli ve
Klebsiella tiirleri), Pseudomonas aeruginosa,
L. pneumophila, nontiiberkiiloz Mycobacteria,
Naegleria fowleri ve bazi Acanthamoeba
tlirleri, parazitler ve enterovirusler
sayilmaktadir®2%, Dolayisiyla sediment
Legionella bakterisinin yasam ve gelisimi
icin olduk¢a uygun bir ortam sunmakta ve bu
alanlardan Legionella 6rnegi almak icin swab
(stiriintli) yontemini kullanmanin su 6rnekle-
rinden daha iyi oldugu ve bu yolla bakterinin
daha kolay belirlenebilecegi belirtilmekte-
dir®.

Suyun durgun olusu: Suyun durgunlugu
Legionella bakterisinin iiremesini 6zendiren
bir cevresel kosul olusturmaktadir. Durgunluk
suyun bulundugu alandan kaynaklanabildigi
gibi (siis havuzlari vb.), su dagitim sistemle-
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rinde durgunlastig1 bolgelerden ya da dagitim
sisteminin 6lii bogluk olarak adlandirabilece-
gimiz akis1 olmayan noktalarindan kaynakla-
nabilir®. Ozellikle sicak su sistemlerindeki
durgun su Legionella bakterisinin {iremesi
icin cok uygun bir ortam olusturmaktadir.
Suyun 0Ozellikle kullanim noktasinda bir
bagka deyisle u¢ noktalarda durgunlagsmasi
Legionella kolonizasyonunu arttirmaktadir.
Tesisatta sensorlii lavabo musluklari, lavabo
drenaj borulari, buz makineleri, dekoratif
cesmeler gibi yerlerdeki durgunlagmanin
nozokomiyal bulagla iligkili oldugunu goste-
ren ¢aligmalar vardir®”. 2012 yilinda yayim-
lanan bir ¢alismada, Legionella bakterisinin
elektronik sitemle calisan lavabo muslukla-
rinda manuel musluklara gore daha fazla
kolonize oldugunu gosterilmigtir®®.

* Suyun diger o6zellikleri: Suyun pH’s1 (5.0 -
8.5), su dagitim sisteminin metalik yapisina
bagli korozyona ugramasi nedeniyle suda
bazi afir metallerin konsantrasyonlarinin
artist (Orn. demir) gibi bazi o6zellikleri
Legionella bakterisini liremesini aktive
edebilmektedir®2®,

Suda Legionella bakterisi su numunesi alinarak
ya da dusg bagliklari, musluk vb. yerlerden siiriin-
ti Ornegi alinarak belirlenebilmektedir. Su
ornekleri, sebeke sistemi u¢ noktalarindan, su
depolarindan, su tanklarindan, sogutma kuleleri
taban suyundan, dekoratif ¢egmelerden, jakuzi
ya da kaplica havuzu gibi yerlerden alinabilmek-
tedir. Stirtintii 6rnekleri ise dus baglhigi, musluk
agizlar1 gibi noktalardan alinir. Hastaneler i¢in
tibbi ekipmanlardan da numune alinmasi gere-
kebilir. Bu amagla “tibbi nemlendiriciler, inha-
lasyon cihazlar1 ve solunum terapi cihazlarinin
(nebiilizor, ventilator, soguk buhar makinasi vb.)
en u¢ noktalarindan (oksijen maskesi veya nasal
oksijen hortumu)” siirlintii 6rnekleri ve su haz-
nesi bulunan bu cihazlarin su haznelerindeki
sudan 6rnek alinabilmektedir®.

Saglik Bakanlhigi tarafindan yayimlanan Lejyoner
Hastalig1 Kontrol Programi Rehberi, binalarin
su sitemlerinde numune alinmasi gereken nokta-
lara dair bir ¢erceve ¢izmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Binalarda su numunesi alma noktalar1*17,

Su 6rnek alim noktasi

Sicak su tanki

Soguk su tanki

Merkezi havalandirma sistemi sogutma kulesi
Merkezi havalandirma sistemi kondansorii
Binaya giren sebeke suyunun deposu

Her katta en az bir odanin dug baslig1

Her katta en az bir odanin lavabo muslugu
Hastanede yogun bakim lavabo muslugu
Hastanede ventilator ve nebulizor sulart vb.
Plaj/havuz kenarindaki dus basliklart (varsa)
Dekoratif fiskiye (varsa)

Buz makinesi (varsa)

Jakuzi (varsa)

Tiirk hamamu (varsa)

Termal havuz (varsa)

Artezyen kuyusu (varsa)

Artezyen suyu deposu (varsa)

*Tablo Lejyoner Hastaligt Kontrol Programi Rehberi’nden alinmusgtir.

Ulkemizde su sistemlerinden alinan su 6rnekleri
ile ilgili hastane su sistemlerinde Legionella
tireme sikligr ile ilgili yayimlanmig istatistik
bulunmamakta, bazi ¢aligmalara rastlanmakta-
dir. Tiirkiye’de sayilart sinirlt da olsa su sitemle-
rindeki kolonizasyon ile ilgili yapilan ¢aligma-
larda otellerde %10-76.2, hastanelerde %7-27.2,
evlerde %?21.3, sogutma kulelerinde %26, kapli-
ca termal sularinda %11 oraninda kolonizasyon
saptanmigtir®.

Bir calismada, 1995-1997 yillarim kapsayan
donemde 21 otelden aliman 324 Ornegin
%17.5’inde, 2003-2005 yillar1 arasinda turistik
bir bolgede 52 otelden alinan 491 su ve siiriintii
ornegini kapsayan bir bagka calismada ise 36
otelde Legionella bakterisi tiremigtir®-?, 2010
yilinda yapilan bir bagka calismada ise, yine
onemli turizm merkezlerinden bir ilde faaliyet
gosteren 56 otelden alinan 1043 Legionella su
ornekte analiz edilmigtir. Yirmi bir otelde ve 142
numunede (%10.1) Legionella tiremesi belirlen-
mistir®". Bir bagka calismada, Ankara, Izmir,
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Konya ve Alanya’daki hastanelerden alinan 125
ornegin 34’tinde (%27) Legionella tiremigtir®.
Istanbul’da bir iiniversite hastanesinde yapilan
bir aragtirmada, hastanenin cesitli noktalarindan
alman su orneklerinde Legionella %7 oranina
tiremigtir®?,

SU YONETIM PLANI

Suyla iligskili alanlara ve su sistemlerine
Legionella’nin yerlesmesi ve ¢ogalmasinin
onlenmesi LH ile ilgili temel korunma stratejisi-
ni olusturmaktadir. Bu su sistemleri bir binanin,
hastanenin biiyiik su sistemleri olabilecegi gibi
bir sogutma kulesi, spa havuzu, siis havuzu vb.
yerler de olabilir. Bu stratejinin gelistirilebilmesi
icin cesitli rehberler ve araclar gelistirilmekte ve
bazi standartlar uygulanmaktadir®®.

Bu amagla ozellikle bagta hastaneler olmak
tizere binalarda bir su yonetim plani olusturul-

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(4):211-227

mas1 gerektigi iizerinde durulmaktadir. Ulke-
mizde de yapilan son diizenlemeler ile hastane-
lerin de i¢inde yer aldig1 cesitli tesisler bir su
yonetim plant hazirlamakla yiikiimlii kilinmig-
tir. Su yonetim plant aslinda saglikli ve giivenli
bir icme suyu saglanmasi i¢in gereklidir. Su
yonetim planindan temel yaklasim koruyucu
bir risk yonetimi anlayiginin benimsenmesidir.
Bu plan, hem binadaki su sistemini hem de bu
sistemle baglantili ekipmanlar1 ve cihazlar
kapsayan bir yonetim sistemi gerektirmektedir.
Binalarda su yonetim plan1 gelistirme asamala-
r1 DSO dokiimaninda Sekil 1°deki gibi semati-
ze edilmigtir®.

LEJYONER HASTALIGINA ILiSKIN
ULKEMIZDEKI YASAL DUZENLEME ve
KONTROL PROGRAMI

Lejyoner hastalifinin goriildiigii gruplar ve yer-
ler korunmaya iligkin onlemleri giderek daha

Su sisteminin tanimlanmasi

¢

Sistem degerlendirilmesi

Tehlikelerin tanimlanmasi

Varolan kontrol énlemlerinin belirlenmesi

Risklerin dederlendirilmesi ve 6nceliklendirilmesi
Ek ya da geligkin kontrol dnlemlerinin tanimlanmasi

|

Destekleyici programlar

Risklerin kontroll

Kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi ve surekliligi
Operasyonel izleme programlarinin olusturulmasi
Duzeltici eylemlerin tanimlanmasi

ewe|nidoq

{

Dogrulama ve denetim

Sekil 1. Su yonetim plani gelistirme asamalari.
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cok giindeme getirmistir. Hastalikla ilgili
Avrupa’da bir bildirim ag1 olusturulmus, 6zel-
likle seyahatle iliskili Lejyoner hastaligina yone-
lik 6nlemler 6n plana alinmistir. Bu amagla 1986
yilinda Avrupa’da baglayan calismalarda, seya-
hatle iligkili Lejyoner hastaligi ile ilgili 6nce bir
calisma grubu kurulmus, bildirim ve siirveyans
sistemi baglatilmis ve olusan bu yap1 2010 yilin-
dan itibaren Avrupa Lejyoner hastalig1 Siirveyans
Ag1 (European Legionnaires’ Disease Surveil-
lance Network/ELDSNet) adin1 almigtir®.

Hastaligin kontrolii ile ilgili tilkemizde ise onem-
li bir tarih olarak 1996 yili amilabilir. Saghk
Bakanligi 1996 yilinda Lejyoner hastaligi ile
ilgili bir genelge yayimlamis, 2001 yilinda da
yeni bir genelge ile “Seyahat iligkili Lejyoner
Hastaligi Kontrol Programi” yayimlanmigtir®®.
Uzun yillar bu programla siirdiiriilen ¢calismalar,
2015 yilinda yayimlanan bir “Yonetmelik ve
Rehber” ile kapsami genigleyen bir noktaya gel-
mistir. 2015 yilinda yayimlanan “Lejyoner
Hastalig1 Kontrol Usul ve Esaslart Hakkinda
Yonetmelik” hastaligin izlenmesi, bildirimi ve
kontrolii ile ilgili saglik kurumlarina, gercek ve
tiizel kisilere yiikiimliiliikler getirmistir. 2016
tarihli “Lejyoner Hastaligt Kontrol Programi
Rehberi” ise hastaligin klinik 6zelliklerin, tani
ve bildirimini, ¢cevresel siirveyans ¢cercevesini ve
kontrol stratejilerini belirlemigtir®*=7,

“Lejyoner Hastaligr Kontrol Usul ve Esaslari
Hakkinda Yonetmelik” kapsami, yonetmelikte
“lejyoner hastaligindan korunma amacli alina-
cak onlemler ve koruyucu uygulamalari, lejyo-
ner hastaligimin tanisi, bildirimi ve takibini,
hastalik saptanan yerlerde alinacak Onlemleri,
temizlik ve dezenfeksiyon uygulamalarini, has-
taligin tanis1 ve yapilacak cevresel caligmalar
sirasinda numune alimini, numunelerin analizle-
rini gerceklestirecek laboratuvarlar ile referans
laboratuvarinin gorevlerini, hastaliktan korunma
ve hastalik ile miicadele caligmalarinda gercek
ve tiizel kisilerin gorev ve sorumluluklarimi kap-
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sar” biciminde belirtilmektedir. Yonetmelik
hiikiimleri agsagida 6zetlenmistir:

e Yatakli saghk kurum ve kuruluglari, turizm,
rekreasyon amagli hizmet veren yerler ve/
veya olgu ile iligkili yerler “konaklama biri-
mi” olarak tanimlanmustir.

e Belirli mekan ve alanlarda rutin koruyucu
onlemlerin uygulanmasi zorunlulugu getiril-
mistir. Bu mekan ve alanlar, saglik alanlari
(tim yatakli saghk kurum ve kuruluslari),
turizm ve rekreasyon alanlari (oteller, motel-
ler, tatil koyleri, misafirhaneler gibi turistik
konaklama birimleri, kaplicalar, rehabilitas-
yon merkezleri, huzurevleri, bakimevleri,
konaklamali yolcu gemileri, biiyiik aligveris
merkezleri, suyun bulundugu veya kullanildi-
&1 halkin ortak kullanimina agik rekreasyonel
alanlar) ve diger alanlar (suyun kullanildig:
endiistriyel havalandirma sistemlerinin ve/
veya sogutma makinelerinin kullanildigr is
merkezleri ve igyerleri) olarak siralanmustir.

e Konaklama birimlerinde, “su sisteminde
Legionella kolonizasyonunu 6nlemeye yone-
lik” bir “su yonetimi plan1” hazirlanmasi ve
“lejyoner hastaligindan korunma amacli ali-
nacak onlemler ve koruyucu uygulamalarin
tiimiinden sorumlu” olacak Legionella konu-
sunda il saglik miidiirliigii tarafindan verilen
egitimi almis bir personel bulundurma zorun-
lulugu getirilmigtir. Yatakli saglik kurumla-
rinda bu gorevin “hastane teknik servisi ve
hastane yonetiminin aktif katilimi ile enfek-
siyon kontrol komiteleri tarafindan” yiiriitiil-
mesi gerekmektedir.

* Yatakli tedavi kurumlarindan olgu olup olma-
digina bakilmaksizin Legionella bakterisine
yonelik su numunesi alinmasi zorunlulugu
getirilmistir. Almmacak su numunesi sayisi
belirli bir yatak sayisina ve riskli iinite duru-
muna gore belirlenmektedir. Riskli birim
(doku-organ transplantasyon {iinitesi, hemato-
loji veya onkoloji servisleri) olarak tanimla-
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nan iinitelere sahip hastanelerden yilda 2 kez,
diger hastanelerden en az 1 kez numune ali-
nacagi belirtilmisgtir.

Yonetmeligin iiclincii bolimi “Su Sistem-
lerinin Temizlenmesi ve Dekontaminasyonu”
bagligini tagimakta ve bu boliimde konakla-
ma birimi ile iligkili olgu belirlendiginde ya
da alinan su numunelerinde Legionella iiredi-
ginde su sistemlerinde ve suyla ilgili bolim-
lerde alinmasi gereken fiziksel onlemler ve
dekontaminasyon iglemleri siralanmaktadir.
Fiziksel yontemler ve dekontaminasyon yon-
temleri ile ilgili olarak “Lejyoner Hastalig1
Kontrol Programi Rehberi’ne atif yapilarak
uygulanacak iglemler siralanmustir.

Fiziksel yontemler Oncelikle bakterinin
konaklama birimi su sistem ve alanlarinda
yagsamasini ve c¢ogalmasini engellemeyi
amaglamaktadir. Bu amacla “tanklarda biri-
ken tortu ve sedimentin siipiiriiliip temizlen-
mesi, tesisatin tiimii ile bosaltilip doldurul-
masi, sogutma kulelerinin ve depo i¢ yiizey-
lerinin fircalanarak biyofilm tabakasinin
kazinmast, filtrasyon gibi fiziksel yontemler”
belirtilmistir.

Dekontaminasyon yontemleri olarak da bak-
terinin yagamasini ve ¢ogalmasini engelleye-
cek yontemlerden en az birinin uygulanmasi
ongoriilmiistiir. Bu yontemler termal, kimya-
sal ve radyasyon ile eradikasyon yontemleri
olarak siralanmistir. Yonetmelikte bu yon-
temler agsagidaki gibidir:

o ‘Termal eradikasyon yontemleri
Yiiksek 1sutma (Superheating) yontemi:

Sicak su tanklarndaki suyun sicaklifi en az
24 saat siiresince 70°C’1n lizerine c¢ikartlir
ve son kullanma noktalarinda da 60°C’m
izerinde olmasi saglanir. Konaklama biri-
minin risk durumuna (biyofilm, sediment ve
kire¢ olugumlarinin derecesi, sistemin eski-
ligi ve benzeri) gore superheating siiresi 72
saate kadar uzatilabilir.
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“Flushing”: Tanklarda biriken tortu ve
sedimentin siipiiriiliip temizlenmesi ve
tesisatin tiimii ile bosaltilip doldurulma-
sindan sonra suyun u¢ noktalarda 60°C’a
ulagmasindan sonra, tiim musluklar ile
dus basliklarindan en az 5-10 dk. siireyle
akitilmasi islemidir.

Sok 1sitma: Sistemin belirli bir yerinde
bulunan suyun aniden yiiksek 1silara
(>88°C) cikarilmast ve hemen ardindan
uygun miktarda soguk su ile karistirilarak
kullanima verilmesi islemidir.

o Kimyasal eradikasyon yontemleri
Klorlama: Sudaki klor diizeyinin son kul-

lanma noktalarinda en az 2 saat, olabili-
yorsa 24 saat siireyle en az 3 ppm olacak
sekilde yiiksek konsantrasyonda klor
(hiperklorinasyon) uygulanmasidir.
Ayrica kullanim yerlerine uygun olarak
secilen etkili biyosidal iiriinlerden olan
Ozon, Hidrojenperoksit (H,0,) veya Bakir
(Cu)-Giimiis (Ag) iyonizasyon uygulama-
larindan herhangi biri kullanilarak dekon-
taminasyon iglemi yapilabilir.

o Radyasyon ile eradikasyon yontemleri
Ultraviyole uygulamasi: Optimum sonug

icin 40°C’taki suyun ultraviyole (UV) cihazi
ile %100 transmisyon esast ile 254 nm UV
dalga boyunda igleme tabi tutulmasidir.”

* Yonetmeligin diger boliimlerinde siirveyans
caligsmalari, laboratuvarlar ve yaptirimlar ile
ilgili hiikkiimler bulunmaktadir.

Yonetmelik tarafindan getirilen O6nemli bir
diizenleme, su sistem ve alanlarina yonelik rutin
koruyucu o6nlemlerdir. Yukarida da belirtildigi
gibi belirli yerlerde rutin koruyucu onlemlerin
uygulanmasi zorunlu kilinmistir. Bu onlemler
arasinda su yonetim plani ve sorumlu personel
sayillmig, bunun yaninda asagida siralanan ve
amaci konaklama birimi faaliyette oldugu siire-
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ce su sistemine ve suyun bulundugu alanlara
Legionella yerlesmesini ve iiremesini onleyece-
§i diiglintilen onlemler belirtilmigtir:

* Su tanklarmin/depolarinin dibinde olusan
tortu ve camurun azaltilmasi ve bosaltilabil-
mesi amaciyla bu tanklarda/depolarda uygun
tahliye musluklart bulunmasi.

e Soguk su tanklarinin yilda en az iki, sicak su
tanklarinin ise ti¢ kez bosaltilmasi, temizlen-
mesi ve dezenfekte edilmesi ve sediment
birikimi fazla ise bu araliklarin kisaltilmasi.

* Su sisteminin fiziksel kontroliiniin ayda bir
yapilmasi, sistemde durgunluk olusumun
oniine gecilmesi, 6lii baglantilar ve boslukla-
rin diizeltilmesi.

* Su sisteminin i¢inin yilda bir kez dezenfekte
edilmesi.

e Sicak su tankimin ya da sicak su sisteminin
bir haftadan uzun siire devre dig1 kalmasi
durumunda bu tank ya da istemin yeniden
kullanilmas1 gerektiginde “yeniden kullani-
ma sokuldugu andan itibaren” suyun sicakli-
ginin “en az bir giin siire ile” 70°C’1n lizerin-
de tutulmasi.

e Sicak su tanklarmdaki suyun sicakligmm yil
boyu 60°C’ta tutulmasi, bu tanklara geri donen
suyun sicakligiin da en az 50°C olmas.

e Sicak su tanlarindaki boru baglantilarinin
suyun durgun akisina izin vermeyecek bicim-
de yapilmasi.

e Kullanilmayan odalardaki sicak ve soguk
suyun giinde 3-5 dk. akitilmasi (musluk ve
dus bagliklarindan)

e Sicak su sistemindeki suyun sicakliginin
glinliik olarak takip edilmesi ve su sicakligi-
nin u¢ noktalarda akitilmaya baslandiktan
sonra birka¢ dk. icinde 50-60°C arasinda bir
sicakliga ulagsmasinin saglanmasi.

* Sehir sebekesi disinda bir su kaynagi kulla-

nan konaklama birimlerinde suyun sicakligi
ve klor diizeyinin giinliik olarak takip edil-
mesi ve kaydedilmesi.

e Saglik kurum ve kuruluglarmin kullandig1 su
kaynag1 ne olursa olsun (sehir sebekesi ya da
degil) “binanin rastgele se¢ilen birka¢ noktasin-
dan” suyun sicakligi ve klor diizeyinin giinliik
olarak takip edilmesi ve kaydedilmesi.

* Musluk filtre ve dus bagliklarinin aylik ola-
rak uygun maddelerle (kalinti 6nleyici/gide-
ricilerle) temizlenerek tortularinin giderilme-
si ve haftalik olarak dezenfekte edilmesi.

e Kullanilan sogutma kulesi varsa {i¢ ayda bir
bakiminin yapilmasi, yilda en az iki kez meka-
nik olarak temizlenerek dezenfekte edilmesi.

» Kalorifer sisteminin yilda bir temizlenmesi
ve dezenfeksiyonu.

¢ Konaklama biriminin tamamimin ya da bir
boliimiiniin kapali kalmasi1 durumunda yapil-
mas1 gerekenler (Yonetmelikte ayrintili ola-
rak belirtilmistir.)

e Konaklama biriminde rutin koruyucu 6nlem-
ler ile ilgili yapilan tiim iglemlerin kayit alti-
na alinmasi ve bir dosya olusturulmasi.

LEJYONER HASTALIGINDA
SURVEYANS

Saglik Bakanligi tarafindan 2016 yilinda yayim-
lanan “Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi
Rehberi” Lejyoner hastaligini hastaligin kayna-
gina gore iki baghikta siiflandirmaktadir. Bu
bagliklar:
1. Hastane kaynakli LH
2. Toplumdan LH

a. Seyahat iligkili LH

b. Diger yasam alanlarindan kaynaklanan

LH

Rehber ayrica hastalik ile ilgili il saglik miidiir-
ligliniin ilgili birimleri tarafindan genis capl
bir siirveyans yapilmasini 6ngérmektedir. Bu
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stirveyans iki boltimde toplanmistir: Olgu siir-
veyansi ve cevresel slirveyans. Olgu siirveyansi
olgu tanisi, bildirimi, bagka olgu olup olmadi-
gmin arastirilmasini kapsarken ¢evresel siirve-
yansin ise “toplum-kaynakli Lejyoner hastali-
ginda olgu bildirimine bagh olarak; hastane
kaynakli Lejyoner hastaliginda ise belirlenen
araliklarla olgularin ve salginlarin 6nlenmesi,
olgu bildirilmesi durumunda kaynagin aragtiril-
masi amaci ile” yapildigi belirtilmektedir®®.

OLGU SURVEYANSI

“Lejyoner Hastalig1 Kontrol Programi1 Rehberi”
olgu siirveyansi ile ilgili ayrtili bir cerceve
cizmektedir. Rehber’de LH’ye yonelik yiirtitiil-
mekte olan programlarin temel amacinin “olgu-
lar1 tespit etmek ve olgulari erken saptamak”
oldugu ve bu amacla asagidaki asamalarla bir
akis izlenmesi gerektigi belirtilmektedir®”:

e Hastaligin akla getirilmesi
* Olgu sorgulamasinin yapilmasi

* Olgu tanimma uygunlugunun degerlendiril-
mesi ve uygunsa laboratuvar incelemesi

e Laboratuvar bulgulari ile birlikte klinik 6zel-
liklerin tekrar degerlendirilmesi

e Olgunin bildiriminin yapilmasi

Bu akigta LH diisiindiirecek bulgular olmasi
durumunda, ayirici tanida hastali§in akla getiril-
mesi, semptomlar, 6nceki tedaviler, risk faktorii
olup olmadigimm belirlemek agisindan ayrintili
hastalik Oykiisii, risk faktorleri, seyahat ve ev
dist konaklama Oykiisii basliklarinda ayrmtili
olgu sorgulamasi yapilmas: gerektigi belirtil-
mektedir.

Olgu siirveyansi, “Saglik Bakanligi Bulasici
Hastaliklarm Ihbari ve Bildirim Sistemi Standart
Tani, Siirveyans ve Laboratuvar Rehberi’nde
yer alan standart olgu tanimi1 esas alinarak yapil-
maktadir. Bu olgu tanimi uluslararas: bildirim
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gerekliliklerine de uygun oldugu belirtilmek-
tedir®. Standart olgu tanimi ti¢ baghk icermek-
tedir:

¢ Kilinik tanimlama: Pnomoniye ait fokal bul-
gularin ve/veya radyolojik olarak pndmoni
bulgusunun olmasidir. Bu tanim yaninda
“hastanin son on bes giin i¢cinde en az bir
geceyi evinden bagka bir yerde (otel, hastane
ve benzeri) gecirip gecirmediginin” sorgu-
lanmasi gerekmektedir.

e Tam icin laboratuvar kriterleri: Tanida
kullanilan laboratuvar kriterleri destekleyici
ve dogrulayict laboratuvar kriterleri olmak
lizere ikiye ayrilmaktadir. Bu kriterler reh-
berde asagidaki gibidir:

o Destekleyici Laboratuvar Kriterleri

1. Solunum yolu sekresyonlar1 veya akci-
ger dokusunda, monoklonal reagenle-
rin kullanildig1 direkt fluoresans anti-
kor (DFA) yontemiyle antijenin goste-
rilmesi

2. Cift serum Orneginde indirekt fluore-
sans antikor (IFA) veya ELISA ile
Legionella tiirlerine karsi (Legionella
pneumophila Sg 1 harig¢) antikor titre-
lerinin =4 kat arttiginin gosterilmesi

3. Tek serum 6rneginde IFA veya ELISA
ile Legionella tiirlerine karsi antikor
titresinin =1/256 bulunmasi

4. Solunum yolu sekresyonlar1 veya akci-
ger dokusu veya steril viicut sivisi
orneklerinde Legionella spp spesifik
niikleik asitlerin saptanmasi

o Dogrulayic1 Laboratuvar Kriterleri

1. Balgam, akciger dokusu, plevral sivi
veya diger klinik drneklerin kiiltiirlerin-
de Legionella bakterisinin izolasyonu

2. Legionella pneumophila Sg 1 icin
idrarda spesifik antijen saptanmasi

3. Cift serum 6rneginde IFA veya ELISA
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ile L. pneumophila Sg 1’e kars1 spesi-
fik serum antikor titrelerinin =4 kat
arttiginin gosterilmesi

* Olgu simiflamasi

o Olast olgu: Klinik tanimlamaya uyan ve
destekleyici laboratuvar kriterlerinden en
az birisi ile dogrulanmis olgu.

o Kesin olgu: Klinik tanimlamaya uyan ve
dogrulayicr laboratuvar kriterlerinden en
az birisi ile dogrulanmis olgu.

e Olgu bildirimi

LH, bildirimi zorunlu bir bulasic1 hastaliktir.
Bildirimler Saglik Bakanligi’nin diizenlemeleri
cercevesinde yapilmaktadir (Bulasici Hastalik-
larin fhbari ve Bildirim Sistemi Standart Tani,
Stirveyans ve Laboratuvar Rehberi, Bulasici
Hastaliklar Siirveyans ve Kontrol Esaslari
Yonetmeligi)®”. Kamu/ozel tiim yatakli tedavi
kurumlart bildirimle yiikiimli kilinmigtir.
Bildirim, ICD-10 A48.1 hastalik kodu kullanila-
rak, “olas1” ya da “kesin olgu” bi¢ciminde yapil-
makta ve bu amagla iki form kullanilmaktadir:
Lejyoner Hastaligi Olgu Bildirim Formu ve
Form 014 (Bildirimi Zorunlu Bulagic1 Hastaliklar
Bildirim Formu).

CEVRESEL SURVEYANS

Lejyoner hstaliginda ¢evresel siirveyans hastali-
ga yol acan kontamine su kaynaklarini belirle-
mek amaciyla yapilmaktadir. Farkli iilkelerde
LH cevresel siirveyansinin ¢ogunlukla iilkelerin
hazirladiklar1 rehberlere gore yapildigr goriil-
mektedir. Ornegin, Yunanistan’da konu ile ilgili
yasal bir diizenleme olmadigi, Avrupa Lejyonella
Enfeksiyonlart Calisma Grubu (European
Working Group for Legionella Infections-
EWGLI, yeni adiyla EDSLnet) 6nerileri dogrul-
tunda bir rehber olusturuldugu ve bu rehbere
gore LH cevresel siirveyansi ile ilgili saglik
kuruluglarmin su sistemleri ve sogutma kulele-

rinden yilda iki kez 6rnek alinmasinin 6ngoriil-
diigii izlenmektedir®®.

Bu noktada cevresel siirveyansla ilgili iki
temel yaklagim dikkati cekmektedir. Bu yak-
lasimlardan biri, hastane su sistemlerinde
Legionella tiirlerinin izlemini 6ngdrmekte ve
sus sitemlerinde Legionella varligini hastane
kaynakli LH i¢in bir risk olarak gérmektedir.
Bu yaklasima alternatif olan ve CDC tarafin-
dan savunulan ikinci yaklagsim ise cevresel
siirveyans: rutinde kullanmadan yogun bir
klinik siirveyans yiiriitiilmesidir. Buna gore
CDC transplantasyon iiniteleri diginda, olgu
olmadig1 siirece rutin bir cevresel siirveyans
onermemektedir® 40,

Bu iki yaklagima dair ABD’de ulusal diizeyde
yapilan bir caligmada, 14 eyalette bulunan 20
hastanede cevresel siirveyans yapilmis, 20 hasta-
nenin 14’{iniin su sisteminde Legionella bulundu-
gunu belirlenmigtir. Aragtirmada bulgularin su
siteminde Legionella kolonizasyonunun belirlen-
mesinin hastane kaynakli Legionella pndémonisi
riskinin belirlenmesinde yararli olacagina dair
giiclii bir kanit olusturdugu vurgulanmugtir®”.

Lejyoner hastalifinin cevresel siirveyansinda
temel amac olgu siirveyansini destekleyecek bir
cercevede, olgunin bulas kaynagini bulmak ve
bu kaynaktan bagkalarina bulasi engellemektir.
“Lejyoner Hastalig1 Kontrol Programi1 Rehberi”
cevresel siirveyans yapilacak yerleri sdyle sira-
lamigtir:

1. Oteller, moteller, tatil kdyleri, misafirhaneler
gibi turistik konaklama birimleri

2. Kaplicalar, rehabilitasyon merkezleri, huzu-
revleri, bakimevleri

3. Yatakli tedavi kurumlari ve agiz ve dis sagl-
&1 merkezleri

4. Konaklamali gemiler (yolcu ve yiik gemileri)
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5. Biiyiik aligveris merkezleri, rekreasyonel
alanlar, fuarlar

6. Is merkezleri ve isyerleri (endiistriyel hava-
landirma sistemlerinin ve/veya sogutma
makinelerinin kullanildig1 fabrikalar vb.)

7 Konutlar (olgunin kendi konutu)

8. Diger (olgunin, yukarida sayilanlardan bagka,
son 15 giin i¢inde evinin disinda en az bir
gece gecirmig oldugu yer veya konut)

Rehbere gore epidemiyolojik baglantisi olan LH
bildirimi yapildiktan sonra cevresel siirveyans
kapsaminda bu birimlere ii¢ kez gidilmesi 6ngo-
riilmiistiir ve her gidiste de yapilmasi gerekenler
siralanmigtir. Buna gore:

ilk degerlendirme: Cevresel siirveyans kapsa-
minda olgu ile iligkili oldugu belirlenen birime
bildirimi takiben 24-48 saat icerisinde gidilmesi, su
ile ilgili herhangi bir miidahalede bulunmadan
once sulardan numune alinmasi ve birim sorumlu-
larma yapilacak islemlerle ilgili taahhiitname imza-
latilmasi ve bazi formlarin doldurulmast iglemleri-
ni kapsar. Ozetle asagidaki islemler yapilir:

e Birimde su sistemi degerlendirmesi yapilir ve
rehberin ekinde yer alan ilgili form doldurulur.

e Birim sorumlusuna rehberin ekinde yer alan
“Rutin Kontrol Onlemleri Listesi ve
Taahhiitname” dokiimani verilir. Bu belge
birim sorumlusunun alinacak onlemlerle ilgi-
li taahhiidiinii icermektedir.

* Su sistemine dekontaminasyon vb. herhangi
bir miidahalede bulunulmadan Legionella
analizi i¢in “su sistemini temsil eder nitelikte
su ornekleri” alinir.

o Ornekler alindiktan sonra su siteminde
dekontaminasyon islemleri baglatilir.

Rehber dekontaminasyon iglemi olarak yapilma-

st gerekenleri de ayrintili olarak siralamustir.

Buna gore dekontaminasyonda asagida islemle-

rin yapilmasi gerekmektedir:
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e Birimde bulunan sicak su tanklarindaki su
sicakliginin 70 °C’a c¢ikarilmas: ve 24 saat
sliresince bu sicaklikta tutulmasi saglanmali-
dir (bakteri 70 °C’ta 6lmektedir).

e Sicakligi arttirilan su, birimdeki biitiin mus-
luk ve dug bagliklarindan en az 5-10 dk.
siireyle akitilmalidir. Bu sirada suyun sicakli-
81 en az 60°C olmali ve bu seviye 24 saat
korunabilmelidir.

e Su sistemi sudaki serbest klor diizeyi en az 3
ppm olacak sekilde klorlanmali ve bu seviye
24 saat korunabilmelidir.

e Sus sistemindeki 6lii bosluklar, durgunluk
yaratan noktalar ve tikanikliklar ivedilikle
belirlenmeli ve diizeltilmelidir.

* Musluk agz filtreleri cikarilmali, dus baglik-
lar1 kire¢ coziiciilerle kirecten giderilmelidir.

e Merkezi havalandirma varsa kapatilmali,
sogutma kuleleri bosaltilarak, tortular1 gide-
rilmeli, kirliligi temizlenmeli, i¢ yiizeyleri
temizlenmeli, dezenfeksiyonu saglanmalidir.

Ikinci degerlendirme: Rehber, siirveyans ekibi-
nin su sisteminde dekontaminasyon islemleri
baglatildiktan 24 saat sonra birime yine gitmesi-
ni ve su sicakligi ve klor diizeyinin 6l¢limiinii
ongodrmekte ve bu sirada ilgili formlarin doldu-
rulmasi gerekmektedir.

Uciincii degerlendirme: Cevresel siirveyans
islemlerinde ligilincii degerlendirmenin ilk deger-
lendirmenin yapilmasi sonrasinda en gec 15 giin
icinde yapilmasi Ongoriilmektedir. Bu degerlen-
dirmede dekontaminasyon iglemlerinin uygulanip
uygulanmadigi denetlenir ve ikinci kez su numu-
nesi ve siirlintii 6rnekleri alinir ve ilgili formlar
doldurulur. Burada 6nemli noktalardan biri olgu
ile iligkili bir siirveyans yapildig: i¢in alinan ilk
numunelerde Legionella iiremesi olmasa bile
ticiincti degerlendirmede mutlaka numune alma
gerekliligidir. Rehbere gore alinan ikinci numu-
neler uygun gelir ise birimde “Rutin Kontrol
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Onlemleri” siirdiiriiliir, ancak numunelerde
Legionella iiremesi olursa dekontaminasyon
igslemleri yine baslatilir ve bu iglemlerden 3-5 giin
sonra yine numune almir. Alian su numuneleri
uygun ¢ikana dek bu dongii siirdiiriiliir.

Rehber olgu ile iligkilendiren birimlerin deger-
lendirmelerinde ‘“‘dekontaminasyon ve dezen-
feksiyon sonrasinda alinan numune sonuglari
negatif olsa dahi” bu birimlerin iki yil siireyle
her iki ayda bir il saglik miidiirliigii ekipleri tara-
findan denetlenmesi ve gereksinim goriildiigiin-
de 6rnek alinmasi geregine isaret etmistir.

Hastane kaynakli LH ¢evresel siirveyansinda,
“kaynak arastirmasi sirasinda” yukarida belirti-
lenlere ek olarak ‘“‘hasta ile iligkili oldugu diisii-
niilen tibbi cihazlardan da” Legionella 6rnegi
alinir.

Sonu¢ olarak, LH, su kaynakli bir hastaliktir.
Legionella bakterisinin su sistemlerine ve su ile
ilgili alanlara yerlesmesi, buralarda yasamasi ve
uygun kosullar buldugunda ¢ogalmasi bu sularla
temas olasilig1 bulunan risk gruplarinda hastalik
acisindan risk olusturmaktadir. Hastaliktan
korunmada temel strateji binalarda su sistemle-
rinde ve suyla ilgili alanlarda 6nlemler alinmasi-
dir. Bu amagla sularla ilgili alinacak onlemler
bilinmeli ve bir su yonetim plani olusturularak
koruyucu onlemler siirekliligi olacak bigcimde
uygulanmalidir.

CDC, su yonetimi programinin yedi anahtar
bilesenini “bir su yonetim ekibi kurulmasi, bina
su sisteminin ayrimtilariyla ve akis diyagramla-
riyla tanimlanmasi, Legionella bakterisinin geli-
sebilecegi ve yayilabilecegi alanlarin belirlen-
mesi, kontrol onlemlerinin nerelerde uygulana-
cagina ve bu 6nlemlerin nasil izlenecegine karar
verilmesi, gereksinim halinde yapilacak miida-
halelerin belirlenmesi, programin planlandigi
gibi yiiriitiildiigiiniin ve etkili oldugunu kontro-
lii, tiim aktivitelerin dokiimantasyonu ve bildiril-

mesi” olarak siralamaktadir. Ayrica su yonetimi-
nin temel ilkelerinin de “su sicakliginin
Legionella gelisimine uygun kosullar saglayan
sicakliklar diginda tutulmasi, su durgunlugunun
onlenmesi, yeterli dezenfeksiyon saglanmasi,
Legionella i¢in yasam alani ve besin islevi goren
aginma, korozyon ve biyofilm gelisimi gibi olum-
suz faktorlerden korunma” oldugunu vurgula-
maktadir V.

Bunun yaninda, LH olgusu ortaya c¢iktiginda
yapilacak silirveyans calismalart da hastaligin
bagka kisilere bulasmamasi ve salgina neden
olmamasi acisindan 6nemlidir. Siirveyansa dair
Saglik Bakanlig1 dokiimanlarinda izlenecek yol
belirlenmistir. Olgu siirveyans: ve ¢evresel siir-
veyans bi¢iminde iki baslikta ele alinan siirve-
yans aktiviteleri birbirini tamamlamakta etkenin
kaynagimi belirlemeye yonelik caligmalar icer-
mektedir. LH’de ¢evresel siirveyans suya yone-
lik olarak kurgulanmugtir. Su ve siiriintii 6rnekle-
rinin analizi ile etkenin belirlenmeye calisiima-
sinin yaninda olgu ile iliskilendirilen yerlerde
dekontaminasyon islemlerinin uygulanmasini da
icermektedir.

Saglik Bakanligr tarafindan 2015 yilinda
yayimlanan “Lejyoner Hastaligi Kontrol Usul
ve Esaslar1 Hakkinda Yonetmelik” ve 2016
tarihli “Lejyoner Hastali§i Kontrol Programi
Rehberi” bagta hastaneler olmak iizere LH ac1-
sindan riskli mekan ve alan olarak degerlendi-
rilen yerlere yeni yiikiimliiliikler getirmistir. I
saglik miidiirliigiiniin ilgili birimleri bu siirecte
onemli rol ve isleve sahiptir. Saglik personeli-
nin ve saha personelinin basta cevresel siirve-
yans olmak iizere LH ile ilgili bilgilerini arttir-
masi iilkemizde hastaligin kontrolii ¢abalarina
katk1 sunacaktir.
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Amag: Streptococcus pneumoniae’ya bagli solunum yolu
enfeksiyonlarinda tedavi, cogunlukla ampiriktir ve kullanila-
cak antibiyotige toplumdaki direng oranlart goz oniine alina-
rak karar verilmektedir. Antibiyotik direnci belirli serotiplerde
daha sik olarak ortaya ¢tkmaktadwr. Kullanilan ast tiiriine gore
klinikten izole edilen serotipler ve buna bagli olarak antibiyo-
tiklere direng sikliklar: degisiklik gosterebildiginden,
S. pneumoniae’min klinik izolatlarinda antibiyotik direncinin
stirekli izlenmesi onemlidir. Bu ¢alismanin amact, 2017 yilinda
Hacettepe Universitesi Yetiskin Hastanesi’ne bagvuran eriskin
hastalarin solunum yolu érneklerinden izole edilmis olan
S. pneumoniae izolatlarinin serotiplerini ve cesitli antibiyotik-
lere direng durumunu belirlemektir.

Gereg ve Yontem: Streptococcus pneumoniae izolatlart (n=52)
2017 yilinda bronkoalveolar lavaj (BAL) (n=4), derin trakeal
aspirat (DTA) (n=9) ve balgamdan (n=39), izole edilmistir.
Lateks agliitiinasyonu ile 14 serumlu Pneumotest-Latex Kit
(Statens Serum Institut, Danimarka) kullanilarak serogruplar,
faktor antiserumlar ile serotipleri belirlenmistir. Penisilin,
sefuroksim, seftriakson, vankomisin, moksifloksasin, levoflok-
sasin, meropenem, eritromisin ve klindamisin duyarliliklar:
gradient test (Liofilchem® Italya)) ile EUCAST standartlarina
gore calisilmigstir.

Bulgular: Streptococcus pneumoniae’da penisilin, sefuroksim,
eritromisin ve klindamisin direnci sirastyla %61.5, %23.1,
%53.8 ve %30.8 bulunmustur. Seftriakson, meropenem, mok-
sifloksasin, levofloksasin ve vankomisine diren¢ saptanmamis-
tir. En sik belirlenen serotipler 3 (n=15), 19F (n=6) ve 8’dir
(n=5). Serotip 8 ve 19F olan S. pneumoniae izolatlarimn tiimii,
serotip 3 bulunan izolatlarin ise 8 tanesi penisiline direngli
bulunmustur. S. pneumoniae izolatlart arasinda 19F, 8 ve 3
serotiplerinde makrolidlere direng¢ orami sirasiyla %83.3,
%100 ve %40 olarak bulunmugtur.

Sonug: Bu calisma sonuglarina gore, solunum yolu etkeni olan
S. pneumoniae’de penisilin ve makrolid grubu antibiyotiklere
direng yiiksek bulunmug, makrolid grubu antibiyotikler ve
penisilinlere direng gosteren serotiplerin 23 valanl ast kapsa-
minda oldugu belirlenmigtir.

Anabhtar kelimeler: Streptococcus pneumoniae, serotip, direng

ABSTRACT

Serotype Distribution and Antibiotic Susceptibility Patterns
of Respiratory Isolates of Streptococcus pneumoniae from
Hacettepe University Adult Hospital

Objective: Treatment of respiratory tract infections due to
Streptococcus pneumoniae is mostly empirical and depends on
the local resistance rates in the relevant community to
available drugs. Resistance manifests more frequently in
certain serotypes. As serotypes isolated from clinical samples
and antibiotic resistance frequencies may vary according to
the vaccine used in the population, it is important to monitor
the antibiotic resistance in clinical isplates of S. pneumoniae.
The aim of this study was to determine the serotypes and
resistance patterns to antibiotics of S. pneumoniae strains
isolated from respiratory specimens of adult patients at the
Adult Hospital of Hacettepe University in 2017.

Material and Methods: Streptococcus pneumoniae (n=>52)
strains were isolated from bronchoalveolar lavage fluids (n=4),
tracheal aspirates (n=9) and sputum (n=39). Serogroups were
determined by Pneumotest-Latex Kit (Statens Serum Institut,
Denmark) with 14 antisera and, serotypes using factor antisera.
Susceptibilities to penicillin, cefuroxime, ceftriaxone,
vancomycin, moxifloxacin, levofloxacin, meropenem,
erythromycin, clindamycin were determined by gradient test
(Liofilchem® (Italia)) according to the EUCAST criteria.

Results: Rates of resistance against penicillin, cefuroxime,
erythromycin and clindamycin in S. pneumoniae isolates were
61,5%, 23,1%, 53,8% and 30,8%, respectively. There was no
resistance against ceftriaxone, meropenem, moxifloxacin,
levofloxacin and vancomycin. The most common serotypes
were 3 (n=15), 19F (n=6) and 8 (n=5). All isolates of
S. pneumoniae serotypes 8 and 19F and eight isolates of
serotype 3 were penicillin resistant. The rate of resistance to
macrolides in serotypes 19F, 8 and 3 among S. pneumoniae
isolates were 83,3%, 100% and 40%, respectively.

Conclusion: According to the results of this study, resistance to
penicillin and macrolide antibiotics is high in respiratory tract
isolates of S. pneumoniae. All serotypes resistant to macrolides
and penicillins are in the coverage of 23- valent vaccine.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, serotype, resistance
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GIRIS

Streptococcus pneumoniae, toplumdan kazanil-
mis pndmoni etkenlerinin en 6nemlilerinden biri
olarak kabul edilmektedir('®. Bu etkene bagh
toplum kaynakli pndmonilerde hastanin durumu
ve etkenin antibiyotik direnci gdz Oniine alina-
rak ampirik tedavi uygulanmaktadir’®. Direng,
S. pneumoniae’nin belirli serotiplerinde daha
siktir. Gilinlimiizde tiim serotipleri kapsamasi
acisindan erigkin  hastalarda polisakkarit
(PPSV23) (serotip 1,2, 3,4,5,6B,7F, 8,9N, 9V,
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22, 23F, 33F) ve konjuge (PCV13) (serotip 1, 3,
4,5,6A,6B,7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F ve 23F)
pnomokok agilarmin her ikisinin de kullanilmasi
onerilmekle birlikte son yillara degin yaygin ola-
rak kullanilmis olan ag1 PCV13’diir“~.

Yapilan epidemiyolojik calisma sonuglarina
gore, son yillarda as1 iceriginde bulunan serotip-
lerin sikliginda azalma saptanirken, ast kapsa-
minda bulunmayan bazi serotiplerde bir artis
gozlenmis, bunun da “serotype replacement,” ya
da “serotype switching” olarak tanimlanan tek
bir klonun serotipindeki degisimden kaynaklan-
dig ileri siiriilmiistiir®?.

Kullanilan ag1 tiiriine gore klinikten izole edilen
serotipler ve buna bagli olarak antibiyotiklere
direng sikliklart her toplumda degisiklik goste-
rebildiginden S. pneumoniae’nin klinik izolatla-
rinda serotiplerin ve antibiyotik direncinin
stirekli izlenmesi onemlidir.

Bu ¢aligmanin amaci, 2017 yilinda erigkin hasta-
larin solunum yolu bronkoalveolar lavaj (BAL),
derin trakeal aspirat (DTA) ve balgam 6rnekle-
rinden izole edilmig olan S. pneumoniae izolat-
larmin serotiplerini ve cesitli antibiyotiklere
diren¢ durumunu belirlemektir.

GEREC ve YONTEM
Izolatlar

Streptococcus pneumoniae izolatlart (n=52) 1
Ocak-31 Aralik 2017 tarihlerinde Hacettepe
Universitesi  Eriskin ~ Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na gonderilen, 4-82 yag araliginda-
ki hastalarin BAL, DTA ve balgam o6rneklerin-
den klinik olarak anlamli kabul edilen her biri
ayrt hastaya ait olmak iizere ardisik solunum
sistemi Orneklerinden izole edilmistir. Direkt
mikroskobi degerlendirmesine goére anlaml
kabul edilen ve her hastaya ait tek bir izolat
calismaya dahil edilmistir®.

Calismaya dahil edilen ornekler, BAL (n=4),
DTA (n=9) ve balgam (n=39)’dur.

Serogruplarin belirlenmesi

Serogruplandirma icin 14 “pool” serumlu
Pneumotest-Latex Kit (Statens Serum Institut,
Danimarka) kullanilmig, pndmokok antiserum-
lar1 ile kaplanmig lateks partikiilleri ile
S. pneumoniae izolatlarinin serogruplar: firma-
nin verdigi semaya gore (Resim 1) belirlenmis-
tir. Bunun icin bakteriler Mueller-Hinton buy-
yonda siispanse edilmis ve bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. A’dan I'ya ve P’den T’ye lateks
partikiilii iceren serumlardan 1 damla reaksiyon
kartina damlatildiktan sonra iizerine bir damla
bakteri siispansiyonu damlatilmig ve agliitinasyon
varlig aragtirilmigtir. Otuz saniye i¢inde gézlenen
agliitinasyonlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Serotiplerin belirlenmesi

Serotiplerin tanimlanmasi pnomokokkal kapsiil
polisakkaridi ile homolog antikoru arasindaki in
situ immunopresipitasyonu gosteren kapsiil
sisme testi ile yapilmistir (Statens Serum Institut,
Danimarka). Arastirilacak serotiplerin her biri
icin ozgiil faktor serumlart kullanilmistir (19F,
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19A, 19B, 19C gibi). Bakterilerin 24 saatlik kiil-
tiirlerinden fosfat tamponu ile (pH=7.4) siispan-
siyon hazirlanmig, lama bir damla bakteri siis-
pansiyonu eklenmis, lizerine esit miktarda faktor
serum ve bir damla metilen mavisi eklenip, iyice
karistirllmigtir.  Stispansiyonun {izeri lamel ile
kapatildiktan sonra mikroskopta 40X ve 100X
objektif ile kapsiil yapisindaki genisleme ve
kiimelesme incelenmigtir. Her serotip tayini icin
ayni lamele bakterinin faktor serum icermeyen
stispansiyonu negatif kontrol olarak eklenmistir.

Antibiyotik duyarhlik testleri

Streptococcus pneumoniae izolatlart icin test
edilecek antibiyotikler, toplum kaynakli pndmo-
nilerde kullanilabilecek olan ve Tiirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti Antibiyotik Duyarlilik
Testlerinin Standardizasyonu (ADTS) calisma
grubunun kisith bildirim tablosunda bulunan
antibiyotikler arasindan secilmistir!. Penisilin,
sefuroksim, seftriakson, meropenem, moksif-
loksasin, levofloksasin, eritromisin ve vankomi-
sin duyarhiliklar1 gradiyent test (G-test;
Liofilchem, italya) ile EUCAST standartlarina
gore Mueller Hinton Fastidious Agarda (MH-F)
(%5 defibrine at kani, 20 mg/L B-NAD) belir-
lenmistir. Penisilin i¢in menenjit disi izolatlar
icin verilen siir degerler uygulanmis, MIK
degeri <0.06 mg/L olanlar duyarli, >2 mg/L
olanlar direncli, arada kalan degerler orta duyar-
I1 olarak tanimlanmigtir'®,

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(4):228-234

BULGULAR
Antibiyotik duyarhlik test sonuclari

Streptococcus pneumoniae izolatlarinin antibi-
yotiklere duyarlilik sonuglart Tablo 1’de goste-
rilmistir. En yiiksek direnc penisiline kars1 goz-
lenmis, orta duyarli izolatlar ile birlikte toplam
direng oran1 %061.5 olarak bulunmusgtur. Penisilin
direncini eritromisin ve sefuroksime direng izle-
mektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Streptococcus pneumoniae’de antibiyotiklere duyarhhk
ve direnc oranlar1 (%).

Caligilan antibiyotikler arasinda yalnizca penisi-
line direngli S. pneumoniae izolat sayisi sekiz,
penisilin ve eritromisine direncli izolat sayisi da
34 olarak saptanmustir. Penisiline direncli izolat-
larda diger antibiyotiklere diren¢ oranlart Sekil
2’de gosterilmistir. Bu izolatlarda eritromisine
ve sefuroksime direng sirasiyla %75 ve %35.5

Tablo 1. Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde 2017 yihnda eriskin hastalarim solunum yolu rneklerinden izole edilen Streptococcus

pneumoniae’larin antibiyotiklere duyarhilik sonuclari (n=52).

Arahk MIC,, MI,, S (%)* I(%)* R (%)*

mg/L mg/L mg/L
Penisilin <0.125-8 0.125 1 385 55.7 5.8
Sefuroksim <0.125-4 0.125 1 76.9 173 58
Seftriakson <0.125-0.50 0.06 0.25 100 0 0
Meropenem <0.125-1 0.06 0.25 100 0 0
Moksifloksasin <0.125-0.50 0.125 0.25 100 0 0
Levofloksasin 0.125-1 0.25 0.50 100 0 0
Eritromisin 0.125->256 0.50 >256 46.2 7.7 46.1
Vankomisin 0.125-1 0.50 1 100 0 0

*S: Duyarli, I: Orta; R: Direngli

230



B. Altun ve ark., Streptococcus pneumoniae’larin Serotip ve Direng Profili

*+ Duyarl
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Sekil 2. Penisiline orta duyarh ve direncli Streptococcus
pneumoniae’larm diger antibiyotiklere direnc oranlari.

olarak bulunmusg, diger antibiyotiklere direng
saptanmamistir.

Serotipler

Solunum yolu izolatlarinda en sik belirlenen
serotipler 3 (n=15, %28.8), 19F (n=6, %11.5) ve
8’dir (n=5, %15.4). Eldeki kitlerle gruplandirila-
mayan (NT) iki izolat bulunmustur. Tiim izolat-
larin serotip dagilimlar: Sekil 3’te gosterilmek-
tedir.

Serotipler ve antibiyotiklere direnc

Serotip 8 ve 19F olan S. pneumoniae izolatlari-
nin tiimii, serotip 3 bulunan izolatlarin ise sekiz
tanesi penisiline direncli bulunmustur (Sekil 3).
Bu serotiplerde eritromisine direng orant sirasiy-
la %100, %83.3 ve %40 tir.

%100 . . — s .
%0 SRR R
%60 EEEEEE
%350 | CE o mw i
%40 G T i
%30 A
%20 - 3
%10 L

%0
3 19F 8 6C 19C 11A19A 6A 6B G+ NT 9L 9V 9N 14 10A 10B 15F
EWDirengli ®Orta Duyarli =:Duyarli
NT: Tiplendirilemeyen

Sekil 3. Streptococcus pneumoniae izolatlarimin serotip dagi-
Iimlari ve penisiline duyarhhklari.

TARTISMA

Son yillarda sikliklarinin azalmasiyla birlikte
S. pneumoniae’ya bagli pndmoniler tiim diinya-
da en yaygin enfeksiyonlar arasinda yer
almaktadir. S. pneumoniae 1970’11 yillarda
penisilin, eritromisin gibi bir¢cok antibiyotige
karst duyarli iken, 1990’li yillardan itibaren
penisilin ve diger antibiyotiklere direncin artma-
ya baglamasiyla, bu etkene baglh enfeksiyonla-
rindaki mortalite ve morbidite oranlar1 da artig
gostermis, S. pneumoniae’ya baglh enfeksiyon-
larin onlenmesinde asi1 kullanimi biiyiilk 6nem
kazanmigtir®!V. S. pneumoniae’nin antibiyotik-
lere diren¢ durumunun bilinmesi, tedaviye yon
gostericidir.

Serotipler ve diren¢ sikliklari, kullanilan ags1
tirline gore degisiklik goOsterebilmektedir.
Ulkemizde son yillara degin 13 valanli pnomo-
kok agis1 kullanilmakta iken son yillarda 23
valanli ag1 erigkinlerde rutin as1 programina
sokulmustur. S. pneumoniae’nin solunum yolu
izolatlarinda yaygin olan serotiplerin ve antibi-
yotiklere diren¢ durumlarinin siirekli izlenmesi
gereklidir.

Bu calismada, 2017 yilinda Hacettepe Universitesi
Erigkin Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
4-82 yas araliginda 52 hastaya ait, ardisik olarak
BAL, DTA ve balgam 6rneklerinden izole edil-
mis olan S. pneumoniae izolatlarinin serotipleri
ve cesitli antibiyotiklere diren¢ durumu belirlen-
misgtir.

Calismada, eriskin hastalardan izole edilen
S. pneumoniae izolatlarinda penisilin direnci
orta duyarl izolatlarla birlikte % 61.5 bulun-
mustur. Solunum yolu izolatlarinda antibiyotik-
lere direncin aragtirildigit SOAR 2014-2016
sonuclarina gore penisiline direng Romanya ve
Sirbistan’da %78, Bulgaristan’da %13, Cek
Cumhuriyeti’nde %8, Rusya’da %36,
Yunanistan’da ise %63 olarak bildirilmigtir*'>,
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Tiirkiye’de 2002-2009 yillarini iceren analizde
penisilin direncinin yillara gore artis gosterdigi
ve %52.8’e ulagtig1 belirtilmis, 2011-2013 yilla-
r1 arasinda 5 merkezde yapilan SOAR caligma-
sinda ise bu oran orta duyarlilarla birlikte %61.9
olarak bulunmugtur!®'”. Hastanemizde izole
edilen pnomokoklarda bulunan diren¢ orani bu
sonu¢ ile biiyiik benzerlik gostermektedir.
Solunum yolu izolatlarinda penisilin direncinin
yiliksek gibi goriinmesine karsin, orta duyarli
izolatlarda penisilin ile tedaviye yanit alindifi
belirtilmektedir®®. Bu nedenle, penisiline yiik-
sek diizeyde direngli izolatlarin (MIK >2 mg/L)
%35 .8 oldugunu belirtmek uygun olur.

Beta-laktam antibiyotik gruplarindan seftriak-
son ve meropeneme diren¢ saptanmamisken,
sefuroksim direnci %23.1 olarak belirlenmistir.
Penisiline direncli olan izolatlarda sefuroksim
direnci % 35.5 olarak bulunmusgtur.
S. pneumoniae’da penisilin baglayan proteinler-
den 1A, 2X ve 2B’de olusan yapisal degisimler
sonucunda, penisilin ve beta-laktam direnci orta-
ya cikmaktadir. Bu degisimlerden seftriakson,
sefotaksim ve karbapenemler daha az etkilen-
mektedir. Bu nedenle bu ilaclar S. pneumoniae
enfeksiyonlarinda penisiline gore daha etkili
olarak kalmaktadir®.

Eritromisine diren¢ bu calismada genel olarak
%53.8 olarak saptanmuisg, penisiline direncli izo-
latlarda ise %75 olarak bulunmustur. Penisiline
direncli olan S. pneumoniae izolatlarinda en sik
saptanan serotipler olan 19F, 8 ve 3 serotiplerin-
de eritromisine direng orani sirastyla %83.3, %100
ve %40 olarak bulunmustur. S. pneumoniae’ya
bagli oldugu diisiiniilen pnomonilerde o toplum-
da eritromisin direnci penisilin direncinden az
ise ampirik tedavide eritromisin ilk se¢enek ola-
rak Onerilmektedir!?. Caligmamizin sonuglari-
na gore ise penisiline direng (%5.8), eritomisin
direncinden (%46.1) diisiiktiir.

Ulkemizde oldugu gibi Avrupa ve Amerika’da
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S. pneumoniae izolatlarinda makrolid direng
orani dramatik olarak artigint stirdiirmektedir*
1519200 Ulkemizde onceki yillarda yapilan aras-
tirmalarda eritromisine diren¢ solunum yolu
izolatlarinda %9.1, %17.3 ve %37.5 olarak
bildirilmistir®-*». Makrolidlere direngli izolatlar-
da, as1 kapsaminda yer alan serotiplerde belirgin
bir azalma goriilmiis fakat direng, as1 kapsami
disinda kalan izolatlarda da goriilmeye baglan-
mistir. Calismamizda, tiplendirilemeyen iki izo-
lattan biri yalnizca penisiline orta duyarli, digeri
ise test edilen tiim antibiyotiklere duyarli bulun-
mustur. Bu durum, iilkemizde 6zellikle toplum-
dan kazanilmis pndmoni enfeksiyonlarinin teda-
visinde onemli bir se¢enek olan makrolid kulla-
nimint sinirlamaktadir.

Bu calismada, vankomisine direncli izolat bulun-
mamustir; S. pneumoniae izolatlarinda diinyada
henliz vankomisine diren¢ bildirilmemistir.
Bununla birlikte, enterokoklardan vankomisine
direnc¢ genlerinin, stafilokoklarda oldugu gibi bu
bakterilere de transfer edilme olasilig1 vardir ve
vankomisine diren¢ bu izolatlarda her zaman
arastirtlmalidir.

Florokinolon grubu antibiyotiklerden moksi-
floksasin ve levofloksasine bu arastirmada direng
saptanmamistir. SOAR 2014-2016 yillar1 arasin-
da yapilan surveyans calisma sonuclarina gore
Rusya, Bulgaristan, Yunanistan’da florokinolon
direnci belirlenmemistir>'¥, Cek Cumhuriye-
ti’nde ise moksiflokasin ve levofloksasine direng
%0.5 olarak bulunmustur. Tiirkiye’de
S. pneumoniae izolatlarinda, florokinolon diren-
ci bazi calismalarda hic belirlenemezken, bazi
calismalarda ise oldukca diisiik oranlarda (%1.2)
bildirilmigtir"72+2%. Florokinolon grubu antibi-
yotikler iilkemizde toplumdan kazanilmis pno-
monilerde sik kullanilmaktadir, bu nedenle
giiniimiizde direng siklig1 diisiik olmakla birlikte,
diren¢ gelisiminin yakindan izlenmesi gerekir.

Streptococcus pneumoniae’nin 90’dan fazla
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serotipi bulunmaktadir ve invaziv enfeksiyon-
larda en sik etken olan serotipleri 14, 4, 1, 6A,
6B, 3, 8, 7F, 23F, 18C, 19F ve 9V’dir. Etken
olan serotipler iilkelere gore de degisim
gostermektedir!!2),

PCV7 ve PCV13 polisakkarit agilarinin kullani-
ma girmesini izleyen 5 yil icerisinde, as1 kapsa-
minda yer almayan bazi serotipler ile olusan
enfeksiyonlarda artis goriilmiistiir. PCV7 asila-
rindan sonra serotip 19A, PCV13’den sonra ise
35B klonlarinda artis oldugu bildirilmigtir.
Caligmamizda, 19A bir izolatta bulunmus, 35B
ise saptanmamigtir. Pndmokoklarda kapsiil
degistirme (capsular switching) sonucunda, asi
kullanimina bagli olarak serotiplerin sikliginda
degisiklik beklenmekte ve yeni c¢aligmalarin
gerekliligi vurgulanmaktadir. Ulkemizde 65 yas
tizerindeki erigkinlerde PCV13 ve PPSV23’iin
rutin ag1 kapsaminda olmasina karsin ¢aligma-
mizda tlim izolatlarda en sik belirlenen serotip-
ler as1 igeriginde olan 3, 19F ve 8dir. Ulkemizde
yapilan aragtirmalarda solunum yolu 6rneklerin-
de en sik saptanan serotipler, Oksiiz ve ark.’nin®
calismasinda 3, 19F, 6A, 23F, 8 ve 19A’dm.
Diger bir calismada, eriskin hastalarin alt solu-
num yolu Orneklerinden izole edilen
S. pneumoniae izolatlarinda en sik belirlenen
serogruplar 23, 19 ve 3’tiir®. Kayseri’de yapi-
lan bir ¢aligmada ise en sik belirlenen serotipler
19,23, 14 ve 1’dir®”. Bu sonuglar, bolgesel veri-
lerin hastane diizeyinde bile farkli olabilecegini
gostermektedir.

Sonug olarak bu caligma sonuglarina gore solu-
num yolu etkeni olan S. pneumoniae’de penisi-
lin ve makrolid grubu antibiyotiklere direng
yiiksek bulunmugtur. Makrolid grubu ve penisi-
linlere direng gosteren serotipler, asi kapsamin-
dadir. Bu bulgular pndmokok agisinin erigkinler-
de ve risk altindaki bireylerde gerekliligini
ortaya koymaktadir. Solunum yollar1 enfeksi-
yonlarindan izole edilen S. pneumoniae’lerde
antibiyotiklere diren¢ dikkatle izlenmelidir.
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Amag: Epstein-Barr viriisii (EBV) yetiskinlerin yaklasik
olarak %90’inda seropozitif olmak iizere diinyanin her
yerinde yaygin olarak goriilmektedir. Cocuklarin %90 dan
fazlast 6 yasinda bu viriis ile enfekte olmaktadir. Bu
calismada uzamis lenfadenopatisi olan 0-18 yas grubu
cocuklarda, EBV DNA’min kantitatif olarak saptanmast
amaglanmugtir.

Gereg ve Yontem: Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklart Anabilim Dalt Genel Pediatri Klinigi’ne 2014-
2015 yillart arasinda lenfadenopati yakinmasu ile basvuran
0-18 yas grubundaki ¢ocuk hastalardan aydinlatilmis ve
ailesi tarafindan goniillii onam veren 100 ¢ocuk ¢alismaya
alinmigtir. Real Time PCR (RT-PCR) yontemi icin
calismaya katilan hastalara ait tam kan orneklerinden
viral DNA izole edilmistir.

Bulgular: Olgularin 33 (%33)’iinde EBV DNA saptanmustir.
Bu porzitif saptanan olgularin 17 (%51.5)’si erkek olup, 16
(%48.5) s1 kiz hasta olarak belirlenmigtir. Tiim yas gruplart
degerlendirildiginde, en yiiksek EBV DNA kantitatif
degerlerinin 0-6 yas grubu cocuk hastalarinda oldugu
saptanmuigtir.

Sonug: Serolojik testler 0-4 yas araliginda birinci
basamak tetkik olarak yeglense de c¢alismamizdan elde
edilen bulgular EBV DNA’min kantitatif olarak belirlenerek
viral yiik degerlendirilmesinin tamida onemli bir yer
tutabilecegini diisiindiirmektedir. EBV’nin onkojenik bir
viriis olmast ndeniyle ileride gelisebilecek istenmeyen bir
klinik tablonun oOnlenebilmesi icin EBV DNA viral yiik
degerlendirilmesinin ozellikle uzun siireli lenfadenopati
yakinmast olan ¢ocuk hastalarda yapilmasimin yararh
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Epstein-Barr viriis, lenfadenopati,
gercek zamanli PZR

ABSTRACT

Detection of EBV-DNA in Children With Prolonged
Lymphadenopathy

Objective: Epstein-Barr virus (EBV) is a common virus all
around the world with observed seropositivity of 90% in
adult population. More than 90% of the children are
infected with this virus before the age of 6. This study aims
to determine the quantitative viral load of EBV DNA in
children between 0-18 years of age with prolonged
lymphadenopathy.

Material and Methods: Among the patients with
lymphadenopathy symptoms, who were admitted to the
Istanbul University, Department of General Pediatrics
between the years 2014 and 2015, 100 volunteer children
between the age of 0-18 whose informed consents were
taken from their parents were included in the study. Viral
DNA was isolated from the whole blood samples of the
patients for Real Time PCR (RT-PCR) method.

Results: EBV DNA was found in 33 (33%) of the patients.
Of the patients who were positive for EBV DNA 17 (51.5%)
were male while the remaining 16 patients (48.5%) were
female. The highest quantitative value of EBV DNA was
Sfound in patients between the ages of 0 and 6.

Conclusion: Despite serological tests were preferred as the
first-line tests between 0-4 years of age, the results of our
study suggest that viral load may have an important role in
the diagnosis by quantitative determination and assessment
of EBV DNA. In order to prevent potentially undesirable
clinical manifestations that may arise from EBV which is an
oncogenic virus, in later years, it is necessary to keep in
mind that evaluation of viral load EBV DNA should be
performed in children who have prolonged lymphadenopathy
complaints.

Keywords: Epstein-Barr virus (EBV), lymphadenopathy,
real-time PCR
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GIRIS

Epstein-Barr viriis (EBV) herpesviridae gam-
maherpesvirinae alt ailesinde bulunan lenfok-
riptoviriis cinsinin bir iyesidir”. Enfeksiyonun
bulagmasinda c¢ocukluk doneminde sekres-
yonlarla kontamine gidalarin tiiketilmesi,
ortak kullanilan bardaklar, ergenlik donemin-
de ise Oplisme ve yakin temas 6nem kazan-
maktadir. Aile i¢cinde bulagma da siklikla
goriilen bir tablodur®. EBV, yetiskinlerin yak-
lagik olarak %90’ninda seropozitif olmak
tizere diinyanin her yerinde yaygin olarak
goriilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde ve
sosyoekonomik diizeyi diisiik toplumlarda
enfeksiyonlar erken yasta ortaya ¢ikmaktadir®.
Cocuklarin %90’dan fazlast 6 yasinda bu
virlis ile enfekte olmaktadir. Erken yaglarda
enfeksiyon asemptomatik veya subklinik ola-
rak goriilir. Sanayilesmis iilkelerde EBV
enfeksiyonlarinin %50°den fazlas1 gec adole-
san veya genc¢ eriskinlik doneminde goriil-
mektedir. Olgularin yaklagik yarisinda enfek-
siyon kendini enfeksiydz mononiikleoz (EM)
olarak gostermektedir®. Bu viriis lenfadeno-
pati (LAP)’ye neden olmakta ve klinikte lenf
nodu biiyilikliigii tablosuyla kendini goster-
mektedir. Akut enfeksiyonda ilk olarak ortaya
cikan ve ii¢ ay siiresince saptanabilen antikor
Anti-EBV VCA IgM’dir. Semptomlar basla-
diktan 4-7 giin sonrasinda saptanabilen ve
hayat boyu kalic1 olan antikorlar ise Anti-EBV
VCA IgG’dir. Enfeksiy6z viriis ve viral genom
EM hastalig1 gecirenlerde ve seropozitif kisi-
lerin biiyiik bir boliimiinde orofarinks 6rnekle-
rinde saptanabilmektedir®. Klinik 6rneklerde
EBV DNA, PCR gibi amplifikasyona dayali
testler ile saptanabilmekte ve kantitatif olarak
degerlendirilip viral yilik belirlenebilmek-
tedir®”. Bu c¢alismada, uzamig LAP’si olan
0-18 yas grubu cocuklarda EBV DNA’nin
kantitatif olarak saptanmas1 amaclanmigtir.
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GEREC ve YONTEM

Calisma i¢in EDTA’l tiiplerde gelen tam kan
ornekleri ¢alisma zamanina kadar derin dondu-
rucuda -20°C’de saklanmak iizere 1.5 mL’lik
ependorftiiplerine aktarilmistir. Tibbi Mikrobiyo-
loji Anabilim Dal1, Viroloji ve Temel Immiinoloji
Bilim Dali laboratuvarlarinda EBV DNA kanti-
tatif olarak arastirilmistir. Real Time PCR
(RT-PCR) yontemi i¢in caligmaya katilan hasta-
lara ait tam kan Orneklerinden viral DNA izole
edilmistir. Tam kan orneklerinden EBV DNA
izolasyonu icin OIAamp (Qiagen, Almanya)
DNA minikit kullanilmaigtir.

Degerlendirme

Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda
RT-PCR ile elde edilen iiriinlerin analizi i¢in 2
fluoresan boyadan (FAM, JOE) yararlanilmig-
tir. Reaksiyon gergeklesirken olugan fluoresan
yogunlugunun monitorize edilmesiyle PCR
tirtinlerinin kantitatif olarak saptanmasi sagla-
nir. EBV-spesifik sinyaller FAM, internal
kontrol-spesifik sinyaller ise JOE kanalinda
saptanmaktadir. Sonug¢ olarak, FAM kanalinda
EBV DNA kantitasyonu belirlenirken, JOE
kanalinda ise olusabilecek PCR inhibisyonu
belirlenmektedir. Viral DNA miktarinin saptan-
masi i¢in eksternal kontrollerin esik siklusuna
(cycle threshold; CT) ve viral DNA konsantras-
yonlarina gore standart egri olusturularak
degerlendirme yapilmustir.

Elde edilen sonuclarin yorumlanmasi

1) FAM ve JOE kanallarinda sinyal pozitif ise
ornekte EBV DNA bulunmaktadir. Buna kar-
silik calisilan ornekte yiiksek kantitasyonda
PCR iiriinii s6z konusu ise yarisma nedeniyle
JOE kanalinda internal kontrole ait fluoresan
sinyalinde bir azalma veya negatiflik olusa-
bilmektedir.



S. Durmusg ve ark., Uzamig Lenfadenopatili Cocuklarda EBV-DNA Saptanmast

2) FAM 160 kanalinda sinyal negatif, JOE
kanalinda sinyal pozitif ise degerlendirmeye
alinan 6rnekte EBV DNA bulunmamaktadir.

3) Elde edilen sonucta meydana gelen bir inhi-
bisyon veya DNA izolasyonu asamasinda
olusabilecek olumsuz durumlarda ise FAM
ve JOE kanallarinda sinyal negatif olarak
bulunur.

Calismada kullanilan EBV DNA kantitatif kitine
ait dinamik o6l¢im araligi 1000 - 1.000.000
kopya/mL arasindadir.

Istatistik analiz

Veriler IBM SPSS Statistics for Windows
(Statistical Package for the Social Sciences,
Armonk, NY, ABD) programi, 21.0 siirlimii ile
degerlendirilmistir. Bulgularin tiirline gore sayi-
sal veriler aritmetik ortalamazstandart sapma,
kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde (%) ile
belirtilmistir. Istatistiksel testlerden ki-kare (y2)
testi kullanilmigtir. Sonuclar %95 giiven arali-
ginda degerlendirilerek p<0.05 170 istatistiksel
anlamlilik olarak tanimlanmustir.

Etik onay ve destek: Bu calisma Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun izni (21.02.2014
tarihli karar No: 04-405) ile yapilmistir. Bu
calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje
No: 51348).

BULGULAR

Lenadenopatisi olan 0-18 yag arasi 100 ¢ocuk
hasta calisma kapsamina dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen olgularin 57 (%57)’si
erkek, 43 (%43)’i kiz olarak belirlenmigtir.
Olgularin 33 (%33)’tiinde EBV DNA saptanmis-
tir. Bu pozitif saptanan olgularin 17 (%51.5)’si
erkek olup, 16 (%48.5)’s1 kiz hasta olarak belir-

lenmistir. Erkek c¢ocuklarin 17 (%?29.8)’sinde
EBV DNA pozitifligi saptanirken, 40
(%70.2)’1inda EBV DNA negatif olarak belirlen-
migtir. Kiz cocuklarin 16 (%37.2)’sinda EBV
DNA pozitifligi saptanirken, 27 (%62.8)’sinde
ise EBV DNA negatif olarak belirlenmistir. Yag
araliklarinda EBV DNA’nin kopya/mL degerleri
Tablo 1°de verilmistir. Her iki cinsiyet arasinda
EBV DNA pozitifligi acisindan istatistiksel ola-
rak bir fark saptanmamistir (p=0.053). Tiim yas
gruplart degerlendirildiginde en yiiksek EBV
DNA kantitatif degerlerinin 0-6 yas grubu erkek
cocuk hastalarinda, en diisiik EBV DNA kantita-
tif degerlerinin ise 7-12 yas erkek cocuk hasta-
larda saptandig1 goriilmiistiir. Kiz ¢ocuklart agi-
sindan degerlendirme yapildiginda en yiiksek
EBV DNA kantitatif degerlerinin 0-6 yas gru-
bunda, en diisiik EBV DNA degerlerinin erkek
hasta grubuna benzer sekilde 7-12 yas grubunda
oldugu saptanmagtir.

Tablo 1. EBV DNA’nmin yas gruplarina ve cinsiyete gore dagi-
limi.

Yas Kiz Erkek
grubu

0-6  <1.000 - 160.380 kopya/mL <1.000 - 746.000 kopya/mL
7-12 <1.000 - 8.570 kopya/mL  <1.000 - 2.378 kopya/mL
13-18 <1.000 - 32.800 kopya/mL  <1.000 - 10.082 kopya/mL

TARTISMA

EBYV, tiim diinyada yaygin olarak goriilebilen ve
baz1 malign hastaliklarin etiyolojisinde rol alabi-
len bir viriisdiir. Genellikle asemptomatik gegiri-
len primer enfeksiyon sonrasinda virlis yagam
boyu latent olarak kalabilmekte ve reaktivasyon
sonucu farkli sekillerde hastaliklar olusturabil-
mektedir. En sik goriilen hastalik tablosu ise
gen¢ ve yetiskin kisilerde ortaya cikan
EM’dir®.

Diinya genelinde yetiskin yas grubunda seropo-
zitiflik orant %90-95 iken, ¢ocuklarda bu oran
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%60-70 olarak saptanmistir®. EBV, tiikiiriik ve
bogaz salgilartyla yakin temas, kan ve kontami-
ne egyalarla bulasabilme 6zelligine sahip bir
viriistiir®. Oncelikle oral kavitedeki lenfoepi-
telyal hiicrelere ve B lenfositlere yerleserek
persistan enfeksiyon olusturur. iki yas altinda
asemptomatik olabilen EBV enfeksiyonlarinda
en sik klinik bulgular ates, halsizlik, bogaz agri-
s1, eksudatif tonsillit ve LAP’tir®19,

Immiinsiiprese ve immiinkompetan bireylerde
tedavi yontemlerinin farkli olmasi nedeniyle
EBV enfeksiyonlarmin tanisinda da bu kigilere
uygun yontemlerin sec¢imi olduk¢a Onem
tagimaktadir®. Giiniimiizde immiinkompetan
bireylerde EBV enfeksiyonu tanisinda serolojik
profilin gésterilmesi, immiinsiiprese bireylerde
ise EBV DNAnin kantitatif olarak aragtirilmasi
siklikla kullanilan yontemler arasindadir.

She ve ark."? serolojik olarak akut EBV enfek-
siyonu oldugu kanitlanmig hastalarin yalnizca
%70’inde EBV DNA’nin saptanabildigini gos-
termiglerdir. Reaktivasyona bagli gelisen EBV
enfeksiyonlarinda ise PCR yontemi ile EBV
DNA’nin sik olarak saptanmadigint belirtmigler-
dir. Akut EBV enfeksiyonu olan hastalarda sap-
tanan yiiksek viral yiikiin serolojik profil ile
korelasyon gosterdigini saptamiglardir. Bu
nedenle de serolojinin akut EBV enfeksiyonu
tanisinda PCR’dan daha duyarli ve daha 6zgiil
oldugunu belirtmislerdir.

Zeytinoglu ve ark."¥ farkli tip lenfomali EBV
seropozitif hastalarin doku 6rneklerinde EBER
(EBV tarafindan kodlanan RNA) ve EBV DNA
saptanmasint amaclayan caligsmalarinda, anti-EA
pozitif olan hastalarda %36.4, anti-EA negatif
olan hastalarda ise %27.8 olarak EBER ve EBV
DNA pozitifligi saptamiglardir. Sonu¢ olarak,
primer enfeksiyon disinda bu tip hastalarda ki
buna post-transplant lenfoproliferatif hastalik
(PTLH) da dahil olmak iizere serolojik testlerin
kullaniminin tani a¢isindan bir yarar saglamadi-
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gin1 belirtmisglerdir. Bunun yaninda HIV/AIDS’1i
hastalarda goriilebilen lenfoproliferatif hastalik-
larinin tanisinda da antikor testlerinin yerinin
kisith oldugu goriilmektedir. Bu tip hastalarda
EBV tanisinda molekiiler yontemlerin kullanil-
masinin daha yararli oldugu belirtilmistir.

EBNA (Ebstein-Barr niikleer antijen) antikorla-
r1, EBV enfeksiyonunun baglangi¢c zamaninin
belirlenmesinde kullanilir. Enfeksiyoz mono-
niikleozisin etkeni olan EBV virtisii ile karsila-
stldiktan sonraki 6.-8. haftada (konvelesan
donem) pozitiflesir ve omiir boyu pozitif kalir.
Cocuklarda veya bagisiklik sistemi yetersiz olan
erigkin kisilerde goriilen primer EBV enfeksi-
yonlarinda ise EBNA antikorlar1 alisilmisin
disinda bazen 8. haftadan sonra saptanabilmek-
tedir. Bu da yeni gelisen EBV enfeksiyonu i¢in
yanlis tan1 konulmasina sebebiyet verebilmekte-
dir. Ayrica anneden bebege gecen antikorlar da
taniy1 giiclestirmektedir.

Chan ve ark.’nin® yaptiklart bir ¢aligmada,
erken veya akut primer EBV enfeksiyonunda
serum Orneklerinde EBV DNA’nin saptanmasin-
da PCR’1n duyarliligimi %80, 6zgiilligiinii %94,
pozitif prediktif degerini %95 ve negatif predik-
tif degerini %79 olarak saptamiglardir. EBNA
antikorlarinin yoklugunda anti-EBV VCA IgM
ve anti-EBV VCA IgG’nin varliginin primer
EBYV enfeksiyonunun tanisinda tek basina giive-
nilir olmadigint ileri siirmiisler, ayrica serum
orneklerinde EBV DNA PCR y6nteminin sero-
lojik testlerle birlikte dogrulama testi olarak
kullanilabilecegini ve 6zelliklede bu amag i¢in
kullanilan testlerin serolojik panele katki yapa-
cagini belirtmiglerdir.

Leung ve ark."» calismalarinda, EBV DNA’y1
saglikli kontrol grubunda %18, hemodiyaliz
hastalarinda %63, renal transplant alicilarinda
%90 ve EM hastalarinda %93 oranlarinda sapta-
miglardir. EBV DNA’nin en yiiksek viral yiik
seviyeleri ¢ogunlukla gencglerin ve c¢ocuklarin
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olusturdugu EM’li hasta grubunda goriilmiistiir.

EBV enfeksiyonlarinin belirlenmesinde viicut
stvilarinda EBV DNA bakilmasi ve kan 6rnekle-
rinden EBV serolojisi baglica kullanilan labora-
tuvar yontemleri oldugunu ileri siirmiislerdir.
Ancak serolojik testler immiinkompetan hasta-
larda yalnizca akut veya gecirilmis EBV enfek-
siyonlarinin konfirmasyonu i¢in uygun goriil-
mektedir. Immiinsiiprese hastalarda ise EBV’ye
kars1 istenilen seviyelerde olusmayan hiimoral
yanitin gelismesi nedeniyle serolojik testlerin
klinik tablonun belirlenmesinde giivenilir bir
yontem olmadig: belirtilmektedir. Bu hastalarda
EBV DNA viral yiikiinlin gosterilmesi, klinik
olarak EBV enfeksiyonlariin belirlemesi agi-
sindan daha giivenilir bir yontem oldugu belirtil-
migtir. Ayrica bu c¢alisma sonuglarina gore, yiik-
sek EBV DNA seviyeleri gosteren immiinsiipre-
sif hastalarla akut EBV enfeksiyonu olan grup
arasinda korelasyon oldugu goriilmiigtiir.

Gen ve ark."® kronik aktif EBV enfeksiyonu
(KAEBV) olan 53 cocuk hastayr retrospektif
olarak degerlendirmeye almislardir. Yirmi ii¢
hastada yapilan EBV DNA sonuclari degerlendi-
rildiginde, dort hasta disinda diger hastalarda
viral yiikiin fark edilir sekilde artt1g1 gosterilmig-
tir. EBV i¢in PCR yo6nteminin kullanilmasinin
KAEBYV tanisinda uygun yontem oldugu belir-
tilmektedir. Arastirmacilar bu bulgulara dayana-
rak KAEBV semptomlarina benzer bir dizi
aciklanamayan belirtilerin varliginda EBV DNA
viral yiikiiniin belirlenmesinin tanida uygun bir
yontem olacagini belirtmiglerdir.

Akut EBV enfeksiyonlarinda EBV DNA ¢ogun-
lukla saptanirken, saglikli seropozitif kisilerde
ise cok ender olarak belirlenmektedir. Ayrica
EBV DNA viral yiikiiniin miktarinin da hastali-
gin siddetiyle orantili oldugunu gosteren calis-
malar mevcuttur!?.

Calismamizda, LAP yakinmasi olan 0-18 yas

grubu hastalardan tek seferlik olmak iizere ali-
nan tam kan orneklerinde EBV DNA’nin kanti-
tatif olarak saptanmasi amag¢lanmistir.
Calismamizda, yalnizca hastanemiz genel ¢cocuk
poliklinigine basvuran hastalarin tam kan 6rnek-
lerinde EBV DNA, PCR yontemiyle arastiril-
mistir. Klinige basvuran 100 ¢ocuk hastanin
33’iinde EBV DNA pozitif olarak bulunmustur.
Erkek cocuk hastalarin 17’sinde (%51.5) EBV
DNA kantitatif olarak saptanirken, kiz ¢ocuk
hastalarin 16’sinda (%48.5) EBV DNA kantitatif
olarak belirlenmigtir. Calismamizda, 0-6 yas
grubundaki kiz ve erkek cocuk hastalarda EBV
DNA pozitiflik orant ve viral yiikii diger yas
gruplarma gore daha yiiksek bulunmustur.

Sifir-dort yas aralifinda EBV’ye bagh tipik EM
klinik tablosu goriilmeyip spesifik olmayan
semptomlar veya asemptomatik klinik tablolar
ortaya c¢ikabilmektedir™. Bu yas doneminde
serolojik testler birinci basamak tetkik olarak
yeglense de ¢alismamizdan elde edilen bulgular
EBV DNA’nin kantitatif olarak belirlenerek
viral ylik degerlendirilmesinin tanida 6nemli bir
yer tutabilecegini diisiindiirmektedir. Immiinsiip-
rese hasta gruplarinda serolojik testler negatif
sonuclanabilecegi icin bu grup hastalarda EBV
DNA ve erken (“early”) antijen degerlendirilme-
si uygun olacaktir. Yagla birlikte EBV DNA viral
yiik degerlerinde goriilen azalma immiin siste-
min olgunlagmasi nedeniyle viriise kars: olusan
immiin yanitin artistyla agiklanabilmektedir. Biz
de caligmamizin ve diger ¢caligmalarin sonuglari-
na gore, EBV’nin onkojenik bir viriis olmasi
nedeniyle ileride gelisebilecek istenmeyen bir
klinik tablonun onlenebilmesi icin EBV DNA
viral yiik degerlendirilmesinin 6zellikle uzun
stireli LAP yakinmasi olan ¢ocuk hastalarda yapil-
masinin yararl olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Amacg: Giiniimiizde bitki ekstrelerinden elde edilen
bilesenlerin kullanimi ozellikle ila¢ sanayiinde hizla
artmaktadir. Bu ¢calismada, lavanta (Lavandula stoechas),
ada cayr (Salvia officinalis), kekik (Thymus vulgaris),
papatya (Matricaria chamomilla) gibi tbbi ve aromatik
bitkilerden elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal ve
antifungal etkilerinin aragtirilmas: amaglanmgtir.

Gere¢ ve Yontem: Bitkilerden elde edilen ekstrelerin
antimikrobiyal ve antifungal etkileri, gram (+) bakteri olan
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), gram (-) bakteri
olan Escherichia coli (ATCC 25922) bakterilerine, Candida
krusei (ATCC 6258) ve Candida parapsilosis (ATCC
22019) mayalarina karsi belirlenmigtir. Antimikrobiyal
ozellikleri acisindan vankomisin, sefepim, levoflaksasin
antibiyotikleriyle, antifungal ozellikleri agisindan ise
Sflukonazol ile karsilastirilmistir.

Bulgular: Calismanuzda, ozellikle ada cay: (S. officinalis)
bitkisi ekstresinin hem gram (+) ve gram (-) bakteri
tiirlerine hem de maya tiirlerine karst aktivite gosterdigi
bulunmusgtur.

Sonug¢: Calismada, kullanilan bitki ekstrelerinin tiimii
S. aureus’a karst etkili bulunurken, en fazla etkiyi
lavanta (L. stoechas) ve papatya (M. chamomilla)
bitkileri ile en diisiik etkiyi kekik (T. vulgaris) bitkisi
gostermigtir. Aym sekilde bu ekstrelerinin tiimii E. coli’ye
de etkili bulunmusg, sirasiyla M. chamomilla ve T. vulgaris
bitkileri ile ada ¢ayt (S. officinalis) ve L. stoechas
bitkilerinin daha diisiik etkili olduklart belirlenmistir.
Bitki ekstreleri antifungal yonden degerlendirildiginde
ise; C. krusei maya tiiriine karsi yalnizca S. officinalis
bitkisinin etki gosterdigi, C. parapsilosis maya tiiriine
karsi ise; tiimiiniin etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tibbi bitki, aromatik bitki,
antimikrobiyal aktivite
ABSTRACT

Investigation of Antimicrobial Effects of Lavender, Sage
Tea, Thyme and Chamomile

Objective: Use of components derived from plant extracts
is rapidly increasing today, especially in the pharmaceutical
industry. In this study it is aimed to investigate the
antimicrobial and antifungal effects of extracts of medicinal
and aromatic plants such as lavender (Lavandula stoechas),
sage tea (Salvia officinalis), thyme (Thymus vulgaris) and
chamomile (Matricaria chamomilla).

Material and Methods: Antibacterial and antifungal
activities of extracts of these plants against gram-positive
(Staphylococcus aureus [ATCC 29213]), gram-negative
(Escherichia coli [ATCC 25922]) bacteria and yeasts as
Candida krusei (ATCC 6258), and Candida parapsilosis
(ATCC 22019). They were compared with vancomycin,
cefepime, levofloxacin as for antibacterial, and with
[fluconazole as for antifungal agents.

Results: In our study, it was found that especially the extract
of the plant of the S. officinalis has activity against strains of
both gram (+) and gram (-) bacteria and yeasts.

Conclusion: All of the plant extracts used in the study were
found to be effective against S. aureus strains, while
lavender (L. stoechas) and chammomile (M. chamomilla)
plants were the most effective and thyme (T. vulgaris) plant
was the least. Likewise, all of these extracts were found to
be effective against E. coli, and M. chamomilla the
highest; and T. vulgaris plant, sage tea (S. officinalis)
and L. stoechas plants were found to be less effective in
decreasing order. Of the plant extracts, only S. officinalis
plant extract was effective against C. krusei, whereas
all of them were determined to be effective against
C. parapsilosis.

Keywords: Medicinal plant, aromatic plants, antimicrobial
activity
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GIRIS

Tibbi bitkiler yiiz yillardir hastaliklarin tedavi-
sinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
zamanlarda, geleneksel tibbin alternatif bir sag-
lik hizmeti sekli olarak kabul edilmesi ve mev-
cut antibiyotiklere kars1 direncin artmasi, aras-
tirmacilart bu bitkilerin antimikrobiyal aktivite-
lerini aragtirmaya yoneltmistir®).

Tibbi ve aromatik bitkilere ait ucucu yaglardan
saf ve etken maddelerinin elde edilip degerlendi-
rilmesi bilimsel ve ekonomik agidan onemlidir.
Literatiirde bu ucucu yaglarin yiiksek antimikro-
biyal ve antifungal aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu yaglarin farmakolojik
ozellikleri de incelenerek tip, kozmetik ve
endiistriyel gibi genis alanlarda kullanilmakta-
dir®. Bu yaglarin aktiviteleri icerdikleri etken
maddelerin ¢esitlerine ve miktarlarina bagl ola-
rak degismektedir®.

Calismamizda, Lavandula stoechas (lavanta),
Salvia officinalis (ada cay1), Thymus vulgaris
(kekik), Matricaria chamomilla (papatya) gibi
tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ucucu
yaglar ve bazi etken maddelerin antimikrobiyal
ve antifungal etkilerinin arastirilmasi amaclan-
mugstir. Yapilan ¢alismalar bitkilerden elde edilen
yaglarin, bakteri, kiif ve mayalarin metabolik
aktivitelerini inhibe eden bilesenler icerdigini
gostermektedir.

GEREC ve YONTEM
Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan bitkiler, Dumlupinar
Universitesi Altintag yerleskesinde Tibbi ve
Aromatik Bitkiler Boliimii 6grencilerinin egiti-
mi amaciyla yetigtirilen tibbi ve aromatik bitki-
lerden secilmistir. 7. vulgaris hasadi, ugucu yag
oraninin en fazla oldugu donem olan %50 cicek-
lenme doneminde yapilmistir. Kurutma iglemi
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ise, kaliteli drog (iiriin) elde etmek i¢in yerden
40-50 cm yiiksekligindeki alttan hava alan raflar
lizerinde literatiirlerde belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir®. S. officinalis’in bi¢imi, en
uygun bicim zamani olan ciceklenmeden Once
yapitlmistir ¢iinkii bu donemdeki yapraklarda
etken madde oraninin en fazla ve etkisinin de en
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Kurutma golge-
de veya suni kurutma raflarinda 35°C’yi gecme-
yen sicakliklarda yapilmistir®. L. stoechas
Temmuz ay1 icerisinde tam c¢iceklenme devresi-
ne ulastig1 donemde hasat edilmis ve golge bir
ortamda kurumaya birakilmistir®. M. chamomilla
bitkisinde hasat tam c¢igeklenme doneminde
yapilmigstir. Hasat edilen ornekler gdlge sartlarda
kurutulmus ve incelenmeye alinmigtir™”.

Bitki ornekleri aseptik sartlara uygun olarak kuru-
tulmusg ve 50 g aliip blenderda toz haline getiril-
migtir. Daha sonra Soxhlet ekstraksiyon yontemi
ile 200 mL etanolde 4 saatte eksterler elde edil-
migtir. Kuruluga kadar ucurulan ekstraktlar dime-
tilstilfoksit i¢inde ¢ozlindiiriilmiistiir.

Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan  mikroorganizmalar
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan saglanmaisgtir.
Arastirmada; gram (+) Dbakteri olan
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), gram (-)
bakteri olan Escherichia coli (ATCC 25922)
bakterileri ile Candida krusei (ATCC 6258),
Candida parapsilosis (ATCC 22019) mayalar1
kullanilmigtir. Kullanilan yéntemin kontrolii ve
kullanilan bakteri tiirlerinin hassasiyetinin igin
vankomisin, sefepim, levoflaksasin antibiyotikle-
ri ve antifungal olarak flukonazol kullanilmustir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal ve antifungal

etkinlikleri kuyu difiizyon yontemi ile belirlen-
migtir. Mikroorganizma suglari, “Brain Heart
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Infusion Broth” (BHIB) a ekilerek 37°C’de 24
saat siireyle, maya suglari ise *“Sabouraud
Dextrose Broth” (SDB)’a ekilerek 25°C’da 48
saat siireyle inkiibasyona birakilmig ve aktivas-
yonlar1 saglanmistir. Antimikrobiyal aktivitenin
degerlendirlmesi igin besiyeri olarak Mueller
Hilton Agar (MHA) kullanilmistir. Yaklagik
1x10° cfu/mL mikroorganizma igeren 24 saatlik
sivi kiiltiirden alinan bakteri ve mayalar, 0.5
McFarland standard: ile standardize edilmistir.
Daha sonra bu siv1 kiiltiirlerden 0.01 mL alina-
rak, onceden steril olarak hazirlanan MHA ice-
ren petri kutularina asilanmigtir. Steril bir 6ze
kullanilarak, kati besiyerinde alti milimetre
capinda kuyular acilmig, daha sonra bu kuyular
test bitkilerinin ekstrelerinden elde edilen ¢ozel-
tiler ile doldurulmustur. Petriler 24 saat 37°C’da
inkiibe edilmis, her bir petride yer alan kuyula-
rin  etrafinda  goriilen inhibisyon zonu
Olgtilmiisttir®19,

Bakteri tiirlerinin hassasiyetinin i¢in standart
olarak vankomisin, sefepim, levoflaksasin anti-
biyotikleri, maya tiirlerinin antifungal 6zellikle-
rinin degerlendirilmesi i¢in ise flukonazol kulla-
nilmustir.

Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal hassasiyetleri,
yiiksek diizeyde duyarli, orta derecede duyarli,
diisiik diizeyde duyarli veya hi¢ duyarlilik gos-
termedigi seklinde belirtilmistir, sonuglar kont-
rol maddeleriyle de karsilagtirilmistir.

Tablo 1. Ekstraktlarin antimikrobial ve antifungal aktiviteleri.

BULGULAR

Bitki ekstrelerinin kullanilan bakteri ve maya
tiirleri iizerine degisik oranlarda antimikrobiyal
ve antifungal etkiye sahip olduklari bulunmusg-
tur. Ayrica sonuglar, antimikrobiyal ozellikleri
acisindan vankomisin, sefepim, levoflaksasin
antibiyotikleriyle, antifungal 6zellikleri acisin-
dan ise flukonazol ile karsilagtirilmigtir. Test
edilen bitki ekstrelerinin antimikrobiyal, anti-
fungal etkileri ve kontrol icin kullanilan anti-
mikrobiyal ve antifungal maddelerin sonuglari
Tablo 1’de gosterildigi gibidir.

Calismamizda, 6zellikle S. officinalis (ada cay1)
bitkisi ekstresininin incelemeye alinan tiim bak-
teri ve maya tiirlerine karsi aktivite gosterdigi
belirlenmistir.

Bitki ekstrelerinin yiiksek diizeyde duyarli, orta
derecede duyarli, diisiik diizeyde duyarli veya
hi¢ duyarhilik gostermedigi seklinde farkli duyar-
lilik derecelerine sahip olduklart belirlenmistir.
Sonuglar kontrol maddeleriyle de karsilastiril-
migtir.

Cizelgede de goriildiigii gibi calismada kullani-
lan bitki ekstrelerinin timii Staphylococcus
aureus’a karst etkili bulunurken, en fazla etkiyi
L. stoechas (lavanta) ve M. chamomilla (papta-
ya) bitkileri gdstermistir. Bu bitkiler ayrica, bu
bakteriye karsi antibiyotik tedavisinde kullani-

Bitki ekstreleri Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida krusei Candida parapsilosis
(10 mg ml) (ATCC 25922) (ATCC 29213) (ATCC 6258) (ATCC 22019)
Vankomisin +++ +++ Test edilmedi Test edilmedi
Levofloksasin +++ +++ Test edilmedi Test edilmedi
Sefepim +++ +++ Test edilmedi Test edilmedi
Flukonazol Test edilmedi Test edilmedi - +
Lavandula stoechas (Lavanta) + +++ - +

Salvia officinalis (Ada cay1) ++ ++ + +
Matricaria chamomilla (Papatya) +++ +++ - +++
Thymus vulgaris (Kekik) +++ + - +
++++: Yiiksek derece duyarli. ++: Orta derece duyarli. +: Diisiik derece duyarli. —: Duyarli degil.
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lan vankomisin, levofloksasin ve sefepime es
deger hassasiyet gostermiglerdir. 7. vulgaris
(kekik) bitkisi ise bakteriye kars1 en diisiik etkiyi
gostermistir.

Ayni sekilde tiim bitki ekstrelerinin E. coli’ye
karst da etkili oldugu bulunmusg, sirasiyla
M. chamomilla, T. vulgaris bitkilerinin daha
yiiksek ve cizelgede adi gecen antibiyotiklerle
ayn1 antimikrobiyal etkiyi gosterdikleri belirlen-
mistir. L. stoechas bitkisinin ise, bakteriye kars1
en diisiik etkiyi gosterdigi bulunmustur.

Bitki ekstreleri antifungal yonden degerlendiril-
diginde ise C. krusei maya tiiriine kars1 yalnizca
S. officinalis bitkisinin etki gosterdigi, diger
bitki tiirlerinin ise herhangi bir etki gostermedigi
belirlenmistir.

Bitki ekstrelerinin C. parapsilosis maya tiirline
kars1 ise tiimiiniin etkili oldugu, M. chamomilla
bitki ekstresinin en yiiksek oranda, diger bitkile-
rin ise esit oranlarda antifungal etkilerinin oldu-
gu belirlenmistir. M. chamomilla bitki ekstresi-
nin C. parapsilosis’e kars1 gosterdigi aktivitenin
mantar tedavisinde ila¢ olarak kullanilan fluko-
nazol ile kiyaslandiginda ise ¢ok daha iyi oldugu
belirlenmistir.

TARTISMA

Giinlimiizde antibiyotiklere karsi asirt direncli
suslarin ortaya ¢ikmasi ve sentetik ilaclarin yan
etkilerin daha fazla goriilmesi, bilim insanlarini
dogal kaynakli ilaglara arastirmaya yonlen-
dirmigtir"". Tibbi ve aromatik bitkilerdeki etken
maddelerin antimikrobiyal etkilerinin belirlen-
mesi, hizla artan antibiyotik direncinin 6nlenme-
sinde bir ¢6ziim olacaktir>!1¥,

Lavandula stoechas, S. officinalis, T. vulgaris ve
M. chamomilla gibi tibbi ve aromatik bitkilerden
elde edilen ucucu yaglar ve bazi etken maddele-
rin antimikribiyal ve antifungal etkilerini belir-

244

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(4):241-246

lemek amaciyla yaptigimiz ¢alismada, bu bitki
ekstrelerinin farkli antimikribiyal ve antifungal
etkiye sahip oldugunu belirledik. Calismamizda
yer verdigimiz bu bitkilerin yani sira iilkemizde
dogal olarak yetisen ¢ok sayida tibbi ve aroma-
tik bitki belirlenip, tip ve endiistri alaninda kul-
lanimina katk1 saglanmalidir.

Elde ettigimiz sonuglara gore kullandigimiz
bitki ekstreleri mikroorganizmalara kars1 etkili
antimikrobiyal maddeler icermektedir. Bu durum
gerek ililkemizde yapilan ve gerekse diger iilke-
lerde yapilan caligsmalarla uyumluluk goster-
mektedir.

Calismamizda 6zellikle S. officinalis bitkisi eks-
tresinin incelemeye alinan tiim bakteri ve maya
tiirlerine kars1 aktivite gosterdigi bulunmustur.

Digrak ve ark.'"y, Salvia aucheri var. aucheri
tizerine yaptiklari bir caligmada, bu bitkinin
Proteus vulgaris, S. aureus ve Bacillus subtilis
bakterileri lizerine antimikrobiyal yonden etkili
oldugu belirlemislerdir.

Nostro ve ark.!'®, bazi bitki ekstrelerinin bazi
farkli bakteri ve maya suglaria karsi antimikro-
biyal etki gosterdigini belirlemiglerdir.

Hagimi ve ark.!®, rezene ve adacay1 ugucu yag-
larinin Gram (-) E. coli, Pseudomonas aeruginosa
ve Gram (+) S. aureus, Streptococcus pyogenes
bakterileri iizerine bu yaglarin antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek iizere yaptiklari ¢aligma-
da her iki ucucu yagin caligilan bakteriler iize-
rinde farkli diizeylerde antimikrobiyal etki gos-
terdigini belirlemislerdir.

Pesavento ve ark.'”, ise S. officinalis ugucu
yaginin S. aureus, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni ve Salmonella enteritis
bakterileri iizerine yaptiklari calismada, ucucu
yagin farkli diizeylerde mikrobiyal aktivite gos-
terdigini bildirmiglerdir.
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Al-Howiriny"®, Salvia lanigera (tiiylii adagay1)
bitkisinin ugucu yaginin B. subtilis,
Staphylococcus epidermidis, P. mirabilis,
Mycobacterium smegmatis, Candida albicans
ve Candida vaginalis mikroorganizmalarina
kars1 oldukega iyi aktivite gosterdigini, ancak
E. coli ve P. aeruginosa bakterilerine kargi
direncli oldugunu belirtmistir.

Thymus spinulosus (kekik)’dan elde edilen
ucucu yag ile yapilan baska bir caligsmada,
S. aureus, Streptococcus faecalis, B. subtilis ve
Bacillus cereus, P. mirabilis, E. coli, Salmonella
Typhimurium, P. aeruginosa bakterilerine karsi
yliksek oranda antibakteriyel etki gosterdigi
bulunmugtur"?.

Dadalioglu ve Evrendilek®, yaptiklari benzer
bir ¢calismada, baz1 bitki ucucu yaglarinin E. coli
O157:H7, L. monocytogenes, S. Typhimurium,
ve S. aureus bakterileri iizerine etkisini aragtir-
miglardir. Bunlarin giiclii bir antibakteriyel akti-
vite gosterdigini, 6zellikle de kekigin tiim bakte-
rilere kars1 en yiiksek antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da kullanilan bitki ekstrele-
rinin timii S. aureus’a karsi etkili bulunurken,
en fazla etkiyi lavanta L. stoechas ve
M. chamomilla bitkileri gostermistir. Bu bitkiler
ayrica bu bakteriye kargi antibiyotik tedavisinde
kullanilan vankomisin, levofloksasin, sefepime
es deger hassasiyet gostermiglerdir. 7. vulgaris
bitkisi ise bakteriye kars1 en diisiik etkiyi goster-
migtir.

Ayni sekilde bitki ekstrelerinin timii E. coli’ye
kars1 etkili bulunmus, sirastyla M. chamomilla,
T. vulgaris bitkilerinin daha yiiksek antimikrobi-
yal etkiyi gosterdikleri, L. stoechas bitkisinin
ise, bakteriye kars1 en diigiik etkiyi gosterdigi
bulunmustur.

Bitki ekstreleri antifungal yonden degerlendiril-

diginde ise, C. krusei maya tiirline kars1 yalnizca
S. officinalis bitkisinin etki gosterdigi, diger
bitki tiirlerinin ise herhangi bir etki gostermedigi
belirlenmistir.

Bitki ekstrelerinin C. parapsilosis maya tiirline
kars1 ise tiimiiniin etkili oldugu, M. chamomilla
bitki ekstresinin en yiiksek oranda, diger bitkile-
rin ise esit oranlarda antifungal etkilerinin oldu-
gu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, yaptifimiz bu caligmanin bu
amacla katki saglayacagini diisiinerek, yapilacak
diger ¢aligmalarin molekiiler yontemlerle des-
teklenerek, bu bitkilerin ¢esitli endiistriyel alan-
larda kullanimin artacagi ve iilke ekonomisine
onemli katki saglayacagi goriisiindeyiz.
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Aragtirma

Blastocystis spp.nin Aragtiriimasinda Modifiye Formol-Eter
Coktiirme Yontemi, Ticari (Feconomics®) ve Iki Farkh
Modifikasyonunun Karsilastirlmasi®
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Amag: Calismada, ticari olarak gelistirilmis bir diski yogunlastirma
yontemi olan Feconomics® (Salubris, Tiirkiye) ile Feconomics®’in iki
farkly modifikasyonunun, modifiye formol eter ¢oktiirme (MFEC)
yontemiyle karsilastirilarak Blastocystis  spp.’nin - mikroskobik
tamisindaki etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla ¢eyitli gastrointestinal sistem yakinmalart
ile gonderilen 750 hastaya ait diski ornegi nativ-lugol yontemi ile
incelenmis ve Blastocystis spp. saptanan 90 olgunun digki ornegi
calismaya dahil edilmistir. Digki Ornekleri rutin uygulanan MFEC
yontemi, Feconomics® ve Feconomics®’in iki farkli modifikasyonu ile
yogunlagtirilmistir. Ornekler yogunlagtirmadan énce ve sonra nativ-
lugol ve trikrom boyama yontemi ile incelenmistir. Nativ-lugol inceleme
ve trikrom boyama yontemi, her alanda goriilen protozoon sayist ve
protozoonlarin tipik morfolojik ozellikleri acisindan degerlendirilmistir.
Verilerin istatistiksel analizinde, IBM SPSS programi yardimiyla
ki-kare testi kullamilmistir ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edilmigtir.

Bulgular: MFEC yéntemi ile yapilan yogunlagtirma sonrast nativ-
lugol inceleme, direkt nativ-lugol inceleme ile karsilastirildiginda,
her alanda goriilen protozoon sayisi agisindan istatistiksel fark
anlamli bulunmanugtir (nativ: p=0.104; lugol: p=0.168). Feconomics®
ve iki farklt modifikasyonu ile yapilan yogunlastirma sonrast nativ-
lugol inceleme, direkt nativ-lugol inceleme ile karsilastirildiginda ise
her alanda goriilen protozoon sayist agisindan istatistiksel fark
anlamli bulunmustur (nativ: p=0.006, p=0.017, p=0.025; lugol:
p<0.001,p<0.001, p=0.004). Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu
sonrasinda yapilan trikrom boyamada Blastocystis spp.’nin
morfolojisinin bozuldugu ve tipik goriiniimlerinin kayboldugu
saptanmigtir.

Sonug: Feconomics®’in nativ-lugol inceleme i¢in parazitoloji
laboratuvarlarinda hizl ve etkili bir yogunlastirma yontemi olarak
kullamilabilecegi sonucuna varilmgtir.

Anahtar kelimeler: Blastocystis spp., diski, yogunlagtirma, trikrom
boyama

ABSTRACT

A Comparison of a Modified Formalin-Ether Sedimentation
Technique with a C cial (Fec ics®) Method and Its Two
Modifications in the Investigation of Blastocystis spp.

Objective: This study comparatively investigated the efficiency of a
commercially developed Feconomics® stool concentration method
(Salubris, Turkey), its two modifications, and a modified formalin-ether
sedimentation (MFES) technique in the microscopic diagnosis of
Blastocystis spp.

Material and Methods: The stool samples of 750 patients with various
gastrointestinal complaints were analyzed using native-lugol method,
and 90 samples that were positive for Blastocystis spp. were included
in the study. The stool samples were concentrated using the routinely
applied MFES method, Feconomics®, and two different modifications
of Feconomics®. The samples were analyzed using the native-lugol and
trichrome staining methods before and after concentration to evaluate
the number of protozoa in each area and their typical morphological
characteristics. In the statistical analysis of the data, chi-square test
was used with the aid of IBM SPSS program , and a p<0.05 value was
accepted as significant.

Results: The comparison of the results of the direct native-lugol
examination with the direct native-lugol examination after concentration
with the MFES method revealed no statistically significant difference
concerning the number of protozoa in each area (native: p=0.104;
lugol: p=0.168). However, the native-lugol examination after
concentration with Feconomics® and two different modifications
created a statistically significant difference in the number of protozoa
in each area compared to the direct native-lugol examination (native:
p=0.006, p=0.017, p=0.025; lugol: p<0.001, p<0.001, p=0.004). The
morphology of Blastocystis spp. was observed to deteriorate and
typical appearance disappeared after trichrome staining of samples
concentrated with Feconomics® and its two modifications.

Conclusion: Feconomics® presents as a rapid and efficient concentration
method for native-lugol examination in parasitology laboratories.

Keywords: Blastocystis spp., stool, concentration, trichrome staining
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GIRIS

Kiiresel bir dagilima sahip olan Blastocystis,
insan ve bircok hayvanda bulunan ve epidemi-
yolojik ¢aligmalarda en sik rastlanan bagirsak
protoozonudur!?. Uzun yillar siiren smiflandir-
ma caligmalar1 sonucunda Blastocystis heterot-
rofik ve fotosentetik protozoonlarm karmagsik
evrimsel birlesmesi olan Stramenopiles icinde
net bir sekilde siniflandirtlmigtir®,

Blastocystis prevalanst gelismemis {ilkelerde,
gelismis tilkelere gore daha yiiksek olup, %100’e
varan oranlarda rapor edilmistir®. Ulkemizde
yapilan caligsmalarda, Blastocystis goriilme sikli-
81 %4.3-%51 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir®?.

Polimorfik bir protozoon olan Blastocystis’in,
vakuoler, granuler, amoeboid, kistik, avakuoler
ve multivakuoler formlar1 bulunmaktadir.
Digkida en yaygin vakuoler formuna
rastlanmaktadir'?. Blastocystis enfeksiyonlari
yliksek oranda asemptomatik seyretmektedir.
Semptomatik olgularda ishal, karin agrisi, sis-
kinlik, bulant1, kusma, kilo kayb1 gibi gastroin-
testinal semptomlarin yani sira dermatolojik
semptomlar da goriilebilmektedir V.

Direkt mikroskopi, maliyetinin diisiik olmas1 ve
kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle rutin labo-
ratuvarlarda Blastocystis tanisinda en yaygin
kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir.
Ancak kiiciik boyutlar1 nedeniyle kist formlari-
nin gozden kagmasi ve polimorfik yapist nede-
niyle Cyclospora cayetanensis, maya, makrofaj-
lar, notrofiller ve yag damlaciklart ile
Blastocystis’in  karigtirilmas: mikroskopinin
kisitlayict yanlaridir®!'>'9. Ayrica nativ-lugol
yonteminin yani sira Blastocystis tanisinda digki
orneklerini trikrom boyama ile kalici boyamanin
cok degerli oldugu belirtilmektedir. Trikrom
boyama disinda demir hematoksilen, giemsa,
field ve wright boyalar1 da basariyla kullanil-
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maktadir. Kiiltiir yontemi Blastocystis tanisinda
duyarlhilig1 yiiksek bir yontemdir ancak zaman
alic1 bir yontem olup, sonuglarin en az 2-3 giin
beklenmesi ve bazi Blastocystis izolatlarinin
kiiltirde ¢ogalmamasi1 gibi zorluklart bulun-
maktadir! 31219,

Direkt yayma ve kalict boyali preparat incele-
mesinde gozden kacabilen az sayidaki helmint
yumurtalari ile protozoon kistleri digski ornekle-
rinin yogunlagtirilmasiyla daha kolay saptana-
bilmektedir. Coktiirme ve yiizdiirme olmak iizere
iki tlir yogunlastirma yontemi vardir. Yogun-
lagtirma yontemleri, 1948 yilindan beri klinik
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmakta-
dir"®!1?_Yontem ilk kez Ritchie tarafindan orta-
ya konmugtur™®, Ridley ve Hawgood"? tarafin-
dan 1956’da gelistirilmis, Ridley ve Allen®” ise
1970’de yontemi basitlestirmistir. Giiniimiizde
en yaygin kullanilan ¢oktiirme yontemi formol-
eter (veya etil asetat) yontemidir. Yontemde
kullanilan formalin ve eterin tehlikeli yonleri ve
metodun emek-yogun niteligi nedeniyle, 1978
yilindan beri Ridley Allen metodu ile karsilagti-
rilabilir nitelikte ticari digki yogunlagtirma kitle-
ri piyasaya stiriilmugtiir!'®!?.

Yapilan bazi caligmalarda, intestinal parazitlerin
tanisinda siklikla kullanilan yogunlagtirma yon-
temlerinin Blastocystis’in tanisinda da kullanil-
dig1 ancak santrifiij asamasinda Blastocystis’in
vakuoler, multivakuoler ve graniiler formlarinin
parcalandigi bildirilmistirt?2'22,

Feconomics®, parazitoloji laboratuvarlari igin
kullanima hazir ticari bir kittir. Sodyum asetat-
asetik asit-formol (SAF) ¢ozeltisi iceren plastik
bir kap ve 1 ila 3 mm capli emici boncuklar ice-
ren kiiciik bir plastik torbadan olugmaktadir.
Ozel olarak tasarlanmis kii¢iik emici boncuklar
sayesinde santrifiij ya da yiizdiirmeye gerek
duyulmadan digkinin yogunlagmasini saglaya-
bilmektedir.
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Bu ¢alismada, kullanima hazir ticari bir kit ola-
rak temin edilen Feconomics® ve iiretici firma
(Salubris, Tiirkiye) tarafindan hazirlanmis
Feconomics®’in iki farkli modifikasyonunun
bugiin i¢in en yaygin digki yogunlastirma yonte-
mi olan modifiye formol-eter ¢coktiirme (MFEC)
yontemiyle karsilastirilarak Blastocystis spp.
tanisindaki etkinliginin degerlendirilmesi amag-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

Gazi Universitesi Saglik, Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvart ve Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na c¢esitli gastroin-
testinal sistem sikayetleri ile gonderilen 750
hastaya ait digki 6rnekleri incelemeye dahil edil-
di. Vida kapakli digk1 kaplarina alinan ve labora-
tuvara teslim edilen tiim digki 6rnekleri bekletil-
meden isleme alindi. Tim 6rneklerden nativ—
lugol yontemi ile hazirlanan preparat 151k mik-
roskobunda 10x ve 40x biiyiitmeli objektif ile ve
yine tiim Ornekler eszamanli olarak trikrom
boyama yontemi ile boyanarak 100x biiyiitmeli
objektif ile incelendi.

Blastocystis spp. saptanan 90 digki drnegi, rutin
uygulanan MFEC yo6ntemi, Feconomics® ve
Feconomics®’in iki farklt modifikasyonu (modi-
fikasyon 1 ve 2) (Salubris, Tiirkiye) ile yogun-
lagtirildi. Ornekler yogunlastirmadan once ve
sonra nativ—lugol ve trikrom boyama yontemi
ile incelendi.

MFEC yonteminde, 1-1.5 g kati digk1 veya 5-6
ml sivi digkt alinarak %10’luk 10 ml formolde
ezildikten sonra vortekslendi ve fiksasyonun
gerceklesmesi icin 30 dk. bekletildi. Daha sonra
iki tabakali gazli bezden siiziilerek 15 ml’lik
konik tiipe aktarildi. Eter soliisyonundan 3 ml
eklendikten sonra tiipiin agzi1 kapatilip 30 sn
kuvvetli calkalanarak, 4.000 rpm’de 5 dk. sant-
rifiij edildi ve iistteki li¢ tabaka dipteki ¢okeltiye

dokunmadan dokiildii. MFEC yontemi ile
yogunlastirma sonrasi ¢okeltiden preparat hazir-
lanarak nativ-lugol yontemi ve tikrom boyama
yontemi ile incelendi®®®.

Feconomics® ve Feconomics®’in iki farkli modi-
fikasyonu (modifikasyon 1 ve 2) ile yogunlastir-
ma yoOntemi ise {retici firmanin Onerileri
(Salubris, Tiirkiye) dogrultusunda yapildi.
Homojenizasyon sivisina 2-3 g digki Ornegi
konulduktan sonra homojenize edildi. Daha
sonra {lizerine emici boncuklar dokiildii ve 3 dk.
kadar beklendi. Ust sividan birer damla olacak
sekilde nativ-lugol inceleme yapildi ve yayma
preparat hazirlanarak trikrom boyama yontemi
ile boyandi.

Yayma preparat hazirlandiktan sonra, kenarlari
kurumaya baslarken Schaudinn fiksatifine alind1
ve en az yarim saat bekletildi. Sirastyla %70’lik
etil alkolde 5 dk., D’Antoni’nin iodin soliisyo-
nunda 3 dk., %70’lik etil alkol iceren iki salede
2 ve 5 dk., trikrom boya soliisyonunda ise 8 dk.
bekletilen lamlar c¢ikartilarak fazla boyanin
stiziilmesi sagland1 ve %90 asit-alkole ii¢ kez
batirihp c¢ikarildi, %95°lik etil alkol iceren iki
salede calkalandi. Sirasiyla karbol-ksilen iceren
iki salede 2 ve 5 dk., ksilen igeren iki salede ise
sirastyla 2 ve 5 dk. bekletildikten sonra kuruma-
ya brrakildi. Kuruyan lamlarin iizerine kapatici
(Eukitt® Quick-hardening mounting medium,
Fluka Biochemika, ABD) damlatilarak lamelle
kapatild1. Preparatlar immersiyon yagi kullanila-
rak 151k mikroskobunda 100x objektifte
incelendi™.

Verilerin istatistiksel analizinde, IBM SPSS® 19
(Statistical Package for Social Sciences) progra-
mi kullanildi®®. Veriler 6zetlenirken, kategorik
degiskenler, n (%) olarak belirtildi. Kategorik
degiskenlerin analizinde ki-kare (%) testi kulla-
nildi. Yontemler arasindaki uyum, diizeltilmis
Kappa (n) istatistigi (Prevalence Adjusted Bias
Adjusted Kappa; PABAK) ile arastirildi.
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Diizeltmeler PI (prevelans indeksi) ve BI (bias
indeksi)’ya gore yapildi ve %<0.20 Onemsiz
uyum, ®x=0.21-40 zayif uyum, »=0.41-0.60 orta
derece uyum, ®=0.61-0.80 iyi derecede uyum,
%1=0.81-1.00 ise miikkemmel uyum olarak kabul
edildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi®.

BULGULAR

Calismamizda incelenen 750 digki 6rneginde
Blastocystis spp. pozitifligi saptanan 90 (%12)
hastanin digki 6rnegi, konvansiyonel ve ticari
disk1 yogunlastirma yontemlerinin etkinliginin
arastirilmasi amaciyla, nativ-lugol inceleme ve
trikrom boyama yoOntemiyle degerlendirildi.
Calismaya dahil edilen hastalarin 34’t kadin
(%37.8), 56’s1 erkek (%62.2) cinsiyette idi.
Hastalara ait toplam 90 digki 6rne8inin mak-
roskobik incelemesinde %46.7’sinin (n=42)
sekilli, %53.3’linlin (n=48) ise ishalli oldugu
gozlendi.

MFEC yontemi sonrasi yapilan nativ inceleme,
direkt nativ inceleme ile karsilastirildiginda,
her alanda goriilen protozoon sayist agisindan
istatistiksel ~fark anlamli bulunmazken
(p=0.104), Feconomics® ve iki farkli modifi-
kasyonu sonrasi yapilan nativ inceleme, direkt
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nativ inceleme ile karsilagtirildiginda her alan-
da goriilen protozoon sayisi agisindan istatis-
tiksel fark anlamli bulundu (p=0.006, p=0.017,
p=0.025) (Tablo 1). Direkt nativ inceleme ile
Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu son-
rasi yapilan nativ inceleme arasindaki uyum
istatistiksel olarak anlamli bulundu ancak uyum
orta diizeyde idi (v=0.311, #=0.444, ©=0.356)
(Tablo 1).

MFEC yontemi sonrasi yapilan lugol inceleme,
direkt lugol inceleme ile karsilastirildiginda,
her alanda goriilen protozoon sayisi agisindan
istatistiksel ~ fark bulunmazken
(p=0.168), Feconomics® ve iki farkli modifi-
kasyonu sonrasi yapilan lugol inceleme, direkt
lugol inceleme ile karsilastirildiginda her alan-

anlamli

da goriilen protozoon sayist agisindan istatis-
tiksel fark anlamli bulundu (p<0.001, p<0.001,
p=0.004) (Tablo 2). Direkt lugol inceleme ile
Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu son-
rast yapilan lugol arasindaki uyum istatistiksel
olarak anlamli bulundu ancak Feconomics® ve
Modifikasyon 1 arasinda uyum orta diizeyde
iken Modifikasyon 2 ile 6nemsiz derece uyum
saptand1 (#x=0.469, ©=0.466, %=0.289) (Tablo
2).

MFEC yontemi ve Feconomics® ve iki farkli

Tablo 1. Direkt nativ inceleme ile modifiye formol eter ¢oktiirme yontemi (MFEC), Feconomics® ve iki farkl modifikasyonu ile yogun-

lagtirma sonrasi yapilan nativ incelemenin karsilastirilmasi.

Direkt Nativ
Nadir ve 1-3  3’ten fazla p PABAK?*

MFEC Nadir ve 1-3 50 6 0.104 0.289
Nativ 3’ten fazla 26 8
Feconomics® Nadir ve 1-3 61 6 0.006 0.533
Nativ 3’ten fazla 15 8
Modifikasyon 1 Nativ Nadir ve 1-3 62 7 0.017 0.533

3’ten fazla 14 7
Modifikasyon 2 Nativ Nadir ve 1-3 57 6 0.025 0.444

3’ten fazla 19 8

PABAK: prevalence-adjusted and bias-adjusted kappa (prevalans ve biasa gore diizeltilmis Kappa)
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Tablo 2. Direkt lugol inceleme ile modifiye formol eter ¢oktiirme yontemi (MFEC), Feconomics® ve iki farkhh modifikasyonu ile yogun-

lagtirma sonrasi yapilan lugol incelemenin karsilastirilmasi.

Direkt Lugol
Nadir ve 1-3  3’ten fazla p PABAK*

MFEC Nadir ve 1-3 22 14 0.168 0.133
Lugol 3’ten fazla 25 29
Feconomics® Nadir ve 1-3 31 8 <0.001 0.469
Lugol 3’ten fazla 16 35
Modifikasyon 1 Lugol Nadir ve 1-3 35 12 <0.001 0.466

3’ten fazla 12 31
Modifikasyon 2 Lugol Nadir ve 1-3 25 10 0.004 0.289

3’ten fazla 22 33

PABAK: prevalence-adjusted and bias-adjusted kappa (prevalans ve biasa gore diizeltilmis Kappa)

Tablo 3. Direkt trikrom boyama ile modifiye formol eter ¢oktiirme yontemi (MFEC), Feconomics® ve iki farkh modifikasyonu ile

yogunlastirma sonrasi yapilan trikrom boyamanin karsilagtirilmasi.

Direkt Trikrom Boyama

Nadir ve 1-3  3’ten fazla p PABAK?*
MFEC Nadir ve 1-3 47 8 0.028 0.311
Trikrom 3’ten fazla 23 12
Feconomics® Nadir ve 1-3 69 14 <0.001 0.667
Trikrom 3’ten fazla 1 6
Modifikasyon 1 Trikrom Nadir ve 1-3 66 12 <0.001 0.636
3’ten fazla 4 8
Modifikasyon 2 Trikrom Nadir ve 1-3 66 14 0.007 0.600
3’ten fazla 4 6

PABAK: prevalence-adjusted and bias-adjusted kappa (prevalans ve biasa gore diizeltilmis Kappa)

modifikasyonu sonrasi yapilan trikrom boya-
ma, direkt trikrom boyama ile karsilagtirildi-
ginda her alanda goriilen protozoon sayisi agi-
sindan istatistiksel fark anlamli bulundu
(p=0.028, p<0.001, p<0.001, p=0.007) (Tablo
3). Direkt trikrom boyama ile MFEC ve
Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu son-
ras1 yapilan trikrom arasindaki uyum istatistik-
sel olarak anlamli bulundu ancak MFEC ile
direkt trikrom boyama arasindaki uyum 6nem-
siz derecede iken, Feconomics® ve iki farkli
modikasyonu ile iyi diizeyde uyum saptanmig-

tir (x=0.311, »=0.667, %=0.636, %=0.600)
(Tablo 3).

MFEC yontemi sonrasi yapilan trikrom boya-
mada 90 ornekten 27’sinde (%30) Blastocystis
spp.’nin morfolojisinin bozuldugu goriiliirken,
Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu sonra-
sinda yapilan trikrom boyamada sirasiyla 56
(%62.2), 69 (%76.7), 74 (%82.2) Ornekte
Blastocystis spp.’nin morfolojisinin bozuldugu
ve tipik goriiniimlerinin kayboldugu saptanmig-
tir (Sekil 1; A-T).
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Sekil 1. (A ve B) Direkt lugol inceleme ve trikrom boyamada Blastocystis spp.’nin goriiniimii; (C ve D) Modifiye formol eter ¢oktiirme
yontemi ile lugol inceleme ve trikrom boyamada Blastocystis spp.’nin goriiniimii; (E ve F) Feconomics® yogunlastirma yontemi ile
lugol inceleme ve trikrom boyamada Blastocystis spp.’nin goriiniimii (G, H, I ve i) Feconomics®in iki farkli modifikasyonu yogunlas-
tirma yontemi ile lugol inceleme ve trikrom boyamada Blastocystis spp.’nin goriiniimii.

TARTISMA

Blastocystis tanisinda yogunlagtirma yontemleri
ile ilgili yapilmis ¢cok sayida ¢alisma bulunmak-
la birlikte, calismalarin sonuglar1 ¢eligkilidir.
Bazi caligmalarda, diger protozoa ve parazitler
icin kullanilan yogunlagtirma yoOntemlerinin
Blastocystis’in vakuoler, multivakuolar ve gra-
niiler formlarmin bozulmasina neden oldugu
icin tanisinda kullaniminin uygun olmadigi bil-
dirilirken, bazi ¢aligmalarda duyarliligin diisiik
oldugu ve bir ¢aligmada ise duyarlilig1 artirdigi
bildirilmigtir(221:2226-3D,

Miller ve Minshew®, trikrom boyamada ¢ok
sayida Blastocystis saptadiklarini ancak
Ritchie’nin modifiye formalin etil asetat ¢ok-
tiirme yontemi sonrasinda Blastocystis formla-
rinin  kayboldugunu bildirmiglerdir. Benzer
sekilde, Suresh ve Smith®®, 1000 digk1 drnegi-
nin 39’unda Jones medium kiiltiir yontemi ile
Blastocystis spp. saptadiklarini, formalin etil
asetat ¢oktiirme yontemi ile 6rneklerin higbi-
rinde Blastocystis saptayamadiklarini rapor
etmislerdir.
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Birkag caligmada, kiiltlir yonteminin direkt mik-
roskopiden ve yogunlastirma yontemlerinden
daha duyarligi oldugu ve yogunlastirma yon-
temlerinin Blastocystis tanisinda yetersiz kaldigi
bildirilmistir®?. Leeyova ve ark.?”, 900 digk1
orneginin, 334’iinde kiiltiir ile 142’sinde direkt
mikroskopi ile, 64’iinde ise formol etil asetat
coktiirme (FEAC) yontemi ile Blastocystis spp.
pozitifligi saptamiglar. Stensvold ve ark.®®,
Blastocystis spp. tanisinda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemi referans alindiginda,
kiiltiir, trikrom boyama ve FEAC yontemlerinin
duyarhiligim sirasiyla %89, %82 ve %50 olarak
bildirmistir. Rene ve ark.®, kiiltiir yontemiyle
digkt orneklerinin %11.5’inde Blastocystis sap-
tadiklarini, FEAC yontemiyle ise Blastocystis
pozitifligini %3.5 olarak bulduklarini bildirmig-
lerdir.

Diger caligmalarin aksine, Elghareeb ve ark.C?
ise Blastocystis tanisinda Kkiiltiir yonteminin
duyarliligimi %100 olarak saptamislar, ancak
FEAC yonteminin (%81), nativ-lugol yontemine
(%48) gore daha duyarli oldugunu rapor etmis-
lerdir. 2002 yilinda Tamasri ve ark.®V, ise 616
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diski 6rneginde 272 (%44.1) Blastocystis spp.
pozitifligi saptadiklarini, 203’tinti (%75) direkt
mikroskopi yontemi ile ek olarak 69 (%25)
ornegi ise FEAC yoOntemi ile belirlediklerini
bildirmiglerdir. FEAC yodnteminin, tanida mik-
roskopiden daha duyarli oldugunu gostermis-
lerdir®®3V, Fakat literatiirde bu bulgulari dogru-
layan baska calismalara rastlanilmamuigtir.

Bugiine kadar Feconomics®in etkinliginin
degerlendirildigi bir c¢alisgma bulunmaktadir.
Kurt ve ark.®? bagirsak parazitlerinin tanisinda
Feconomics®’in etkinligini degerlendirmek ama-
ciyla laboratuvara rutin inceleme icin gonderilen
digki ornekleri (1. Grup, n=251) ve ayrica labo-
ratuvardaki hayvan modellerinden elde edilen
helmintleri (2. Grup, n=11) calismaya dahil
etmigler. Tim oOrnekleri hem rutin uygulanan
formol etil asetat ¢oktiirme (FEAC) yontemi ile
hem de Feconomics® ile yogunlagtirarak incele-
miglerdir. Digki 6rneklerinden hazirlanan lugol
preparatlar ile bazi pozitif ornekleri ise trikrom
ve aside direngli boyama yontemi ile degerlen-
dirmiglerdir. Yapilan incelemelerde, 1. Grup’taki
251 ornegin 103’iiniin (%41.04) bir ya da birden
fazla bagirsak paraziti icerdigini, bunlarin 76
(%30.2)’sinin  FEAC, 96 (%38.2)’sinin ise
Feconomics® ile pozitif bulundugunu ve iki yon-
tem arasindaki farkin anlamli oldugunu bildir-
mislerdir (p=0.000). Ikinci gruptaki 11 érnegin
tamaminda her iki yontemle ayni1 parazitleri tes-
pit etmislerdir. Inceledikleri 251 digk1 6rneginin
FEAC yontemi ile 39’unda (%15.5) Blastocystis
spp. saptarken, Feconomics® ile 54 Ornekte
(%21.5) Blastocystis spp. pozitifligini bulmus-
lardir. Feconomics® ile gerek FEAC’a gore daha
fazla sayida parazit saptadiklarini gerekse yal-
nizca trofozoit formu bulunan Dientamoeba
fragilis gibi parazitlerin belirleyebildikleri i¢in
Feconomics®’in parazitoloji laboratuvarlarinda
hizli ve etkili bir yogunlastirma kiti olarak kul-
lanilabilecegini bildirmiglerdir®?.

Calismamizin bulgulari, Kurt ve ark.’nin®? bul-

gularin1  desteklemektedir. Calismamizda,
Feconomics® ve iki farkli modifikasyonu sonra-
st yapilan nativ-lugol inceleme ve trikrom boya-
ma, direkt nativ-lugol inceleme ve trikrom boya-
ma ile karsilastirildiginda, her alanda goriilen
protozoon sayist acisindan istatistiksel fark
anlamli bulunmustur. Ancak Feconomics® ve iki
farkli modifikasyonu sonrasi yapilan trikrom
boyamada Blastocystis spp. morfolojisinin
bozuldugu goriilmiistiir.

Calismamizda, MFEC yontemi sonrasi yapilan
nativ-lugol inceleme, direkt nativ-lugol incele-
me ile karsilagtirildiginda, her alanda goriilen
protozoon sayist agisindan istatistiksel fark
anlamli  bulunmamistir. MFEC yonteminin,
Blastocystis spp. tanisina katki saglamadigi
sonucuna varilmigtir.

MFEC yontemi ucuz bir yontemdir (~2.25 TL/
ornek) ve ayni anda birden fazla 6rnegin igleme
alinmasina olanak verir. Ancak uzun siirmekte
(~36 dk.) ve cok basamak icermektedir. Bu tek-
nigin temel bir ayiraci olarak etil asetat veya
dietil eter kullanilmaktadir. Dietil eter tercih
eden laboratuvarlar icin dietil eterin anestezik
etkili ve patlayici 6zellikte olmasi, solunum yol-
larinin iritasyonuna neden olmasi gibi ozellikle-
rinden dolay1 laboratuvar personeli i¢in potansi-
yel toksisite riski bulunmaktadir. Ayrica son
santrifiij isleminden sonra, formalinle fikse
olmug parazitlerin yani sira ¢ok miktarda digki
kalintis1 kalmaktadir639,

Feconomics® ise, MFEC yontemine gore daha
pahalidir (~5 TL/6rnek). Ancak dietil eter gibi
yanici patlayict madde icermemesi, caligma
siiresinin kisa olmast (~4 dk.), uygulamasinin
kolay olmasi, santrifiij islemine gerek olmamasi
ve laboratuvar kontaminasyonunun az olmasit bu
yontemin avantajlaridir. Feconomics®’in iceri-
ginde bulunan, Sodyum asetat-asetik asit-
formalin (SAF) ¢ozeltisi, parazitoloji laboratu-
varlarinda yaygin olarak kullanilan bir fiksatiftir.
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Civa bilesikleri icermemesi nedeniyle daha az
toksiktir'”. Ancak Feconomics® ile yogunlagtir-
ma sonrasinda yapilan trikrom boyamada para-
zit morfolojisinin bozulmasi ise 6nemli bir
dezavantajidir.

Sonug olarak, bolgemizde diger parazitleri daha
az oranda saptamamiz nedeniyle yalnizca
Blastocystis spp. tanisinda Feconomics®’in
etkinliginin aragtirilmasi ¢alismamizin kisitlayi-
ct yanidir. Bu nedenle, farkli parazitleri iceren,
daha genis Orneklem grubunda yapilacak olan
calismalara gereksinim oldugunu diisiinmekte-
yiz. Calismamizin bulgulari, Feconomics®’in
tan1 duyarliligini arttirdigini ancak trikrom boya-
ma yontemi ile uyumsuz oldugunu gdstermistir.
Yeni bilgiler, ozellikle bagirsak parazitlerinin
tanisinda Feconomics®’in kullanimini belirle-
mek ve standartlagtirmak i¢in yardimci olacak-
tir.
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Amag: Candida tiirleri, insanlarda en sik enfeksiyona
neden olan fungal patojenler olup, son yillarda tani ve
tedavi yaklasumlarindaki gelismelere paralel olarak gittikce
onemleri artmaktadir. Bu ¢alismada, retrospektif olarak
kan kiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirlerinin dagilim
ve antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi amaglannugtir.

Gere¢ ve Yontem: Ocak 2012-Mart 2018 doneminde
Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvart’na gonderilen kan kiiltiirlerinde
belirlenen maya iiremeleri, koloni morfolojisi, germ tiip
olusumu, misir unu-Tween 80 agarda mikroskobik
goriiniimleri ve VITEK 2 Compact otomatize identifikasyon
sistemi ile tiplendirilmistir. Amfoterisin B, vorikonazol,
flukonazol ve mikafungin duyarliliklart ayni otomatize
sistem ile belirlenmisgtir.

Bulgular: Toplam 81 Candida izolatimin %55’i Candida
albicans, %18’i Candida parapsilosis, %12’si Candida
glabrata, %12’si Candida tropicalis, %2’si Candida
lipolytica ve %1°i Candida kefyr olarak tammlanmistir.
Tzolatlarin %7’si amfoterisin B’ye, %12’si vorikonazole,
%11’i flukonazole, %19’u mikafungine direngli olarak
saptanmuistir.

Sonuc: Calismamizda, en sik izole edilen koken Candida
albicans, non-albicans Candida tiirlerinde ise
C. parapsilosis olmustur. Izolatlarin antifungal direng
oranlarimin  tiirler arasinda olduk¢ca farkli oldugu
gozlenmistir.  Bu durum kandidemi gibi invaziv
enfeksiyonlarda, Candida’larn tiir diizeyinde tanimlanmast
ve antifungal duyarlilik testlerinin yapimasi gerektigini,
duyarlilik testi ile Candida’larin antifungal direng profilleri
belirlenerek ampirik tedavide yol gosterici olacagint
diigiindiirtmiigtiir.

Anahtar kelimeler: Antifungal duyarlilik, Candida tiirleri,
kan kiiltiirii, kandidemi

ABSTRACT

The Distribution and Antifungal Susceptibilities of
Candida Species Isolated from Blood Cultures

Objective: Candida species are the most common fungal
pathogens causing infection in human beings, and their
importance is increasing in parallel with the developments
in diagnosis and treatment approaches in recent years. In
this study, it was aimed to determine retrospectively the
distribution and antifungal susceptibilities of Candida
species isolated from blood cultures.

Material and Methods: Yeast growth in blood cultures sent
to Microbiology Laboratory of Duzce University, Research
and Training Hospital, during January 2012-March 2018
period, were identified by germ tube formation, microscopic
appearance on corn meal-Tween 80 agar and typing was
performedusing VITEK 2 Compact automated identification
system. Susceptibilities of amphotericin B, voriconazole,
Sfluconazole and micafungin were determined using the
same automated system.

Results: A total of 81 Candida isolates were identified as
Candida albicans (55%), Candida parapsilosis (18%),
Candida glabrata (12%), Candida tropicalis (12%), Candida
lipolytica (2%) and Candida kefyr (1%). Of the isolates 7%
were found to be resistant to amphotericin B, 12% to
voriconazole, 11% to fluconazole, 19% to micafungin.

Conclusion: In conclusion, in our study, the most frequently
isolated species was C. albicans and among the non-albicans
Candida species it was C. parapsilosis. It was observed that
the antifungal resistance rates of isolates are quite different
among species. This suggests that Candida species should be
identified at the species level and antifungal susceptibility tests
should be performed in invasive infections such as candidiasis
and determining the antifungal resistance profiles of Candida
species will guide the empirical therapy.

Keywords: Antifungal susceptibility, Candida species,
blood culture, candidemia

Alindig: tarih: 04.06.2018
Kabul tarihi: 05.10.2018

Yazarlarim ORCID bilgileri:

Ozge Kilingel o 0000-0003-1872-6670, Nida Akar 0000-0001-6524-8224, Zeynep Dilara Karamurat 0000-0001-5033-1527,
Emel Caliskan 0000-0002-9451-7865, Siikrii Oksiiz 0000-0002-4893-5564, Cihadiye Elif Oztiirk 0000-0002-4330-2864,

Idris Sahin 0000-0001-6203-5039

256


mailto:ozgekilincel@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-1872-6670
https://orcid.org/0000-0001-6524-8224
https://orcid.org/0000-0001-5033-1527
https://orcid.org/0000-0002-9451-7865
https://orcid.org/0000-0002-4893-5564
https://orcid.org/0000-0002-4330-2864
https://orcid.org/0000-0001-6203-5039

O. Kilingel ve ark., Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilen Candida Tiirlerinin Dagilimi ve Antifungal Duyarhiliklar:

GIRIS

Candida tiirleri doku ve organ transplantasyonu
gibi cerrahi girisimlerin sayisindaki artig, uzun
slire ve fazla sayida antibiyotik kullanim1, malign
hastaliklar nedeniyle uygulanan immun sistemi
baskilayici tedaviler, santral venoz kateter uygu-
lamasi, total parenteral beslenme gibi kolaylagti-
rict faktorlerin varliginda da 6nemli bir morbidi-
te ve mortalite nedeni olabilen firsat¢1 patojenler
haline gelmiglerdir. Nozokomiyal kan dolagi-
mi1 enfeksiyonu etkenleri arasinda Candida tiir-
leridordiinciisiradayeralmaktadir®®. Kandidemi
olduk¢a yiiksek mortaliteye sahip bir klinik
tablodur®. Kandidemi etkenleri cografi bolgele-
re gore degiskenlik gostermekle birlikte, en sik
olarak Candida albicans izole edilmektedir,
ancak son donemlerde albicans dis1 tiirlerin izo-
lasyonunda da artig gézlenmektedir®®,

Giiniimiizde ampirik antifungal kullaniminin
yayginlagmasi, firsat¢1 fungal patojenlerin anti-
fungal ilaclara diren¢ oranlarinda belirgin artiga
yol acmaktadir. Ayrica farkli Candida tiirlerinin
antifungal ilaglara diren¢ oranlari son derece
degiskendir”®. Bu nedenle uygun antifungal
tedavinin planlanabilmesi amaciyla tiir diizeyin-
de tanimlamanin yapilmasi ve antifungal duyar-
lilik paterninin belirlenmesi son derece onem
gostermektedir®.

Bu calismada, Diizce Universitesi Uygulama ve
Aragtirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuva-
ri’na servis ve yogun bakim iinitelerinden gon-
derilen kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen
Candida tiirlerinin dagilimi ve antifungal duyar-
liliklarinin belirlenerek, ampirik antifungal teda-
vide yol gosterici olmas1 amaglanmaigtir.

GEREC ve YONTEM

Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak
2012-Mart 2018 tarihleri arasinda gonderilen

kan kiiltiirii sonuglart geriye doniik olarak ince-
lenmistir. Servis ve yogun bakim {iinitelerinde
yatan, tiim hastalardan aseptik sartlarda alinip
uygun siselerde gonderilen kan Ornekleri,
BACTEC otomatik kan kiiltiir cihazinda (Becton
Dickinson, ABD) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresince iireme sinyali veren siselerden, Gram
boyama yapilmistir. Gram boyamasinda maya
hiicresi gozlenen ornekler, %5 koyun kanli agar
(HiMedia, Hindistan) ve Sabouraud dekstroz
agar (HiMedia, Hindistan) besiyerine ekilerek
37°C’de, 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda iireme saptanan maya
izolatlarinin, germ tiip testi, misir unu-Tween 80
agarda (HiMedia, Hindistan) morfolojik goriinii-
mii ve VITEK 2 Compact (BioMérieux, Fransa)
tam otomatize identifikasyon sistemi YST kart-
lar1 kullanilarak tiir diizeyinde tanimlamalari
gerceklestirilmistir. izolatlarin, amfoterisin B,
vorikonazol, flukonazol ve mikafungin duyarli-
liklar1 ise VITEK 2 Compact tam otomatize
identifikasyon sistemi, AST-YSO07 antifungal
duyarhilik kartlar1 kullanilarak belirlenmistir.
Mikafungin duyarlilik sonucu Ocak 2015-Mart
2018 tarihleri arasinda izole edilen 53 Candida
kokeninde aragtirilmistir. Bu ¢alismada, antifun-
gal duyarlilik tespit yontemlerinin karsilagtiril-
mast amag¢lanmadigindan, referans yontem olan
broth mikrodiliisyon yontemiyle %90’dan fazla
uyum gosteren VITEK 2 Compact tam otomati-
ze sistem kullanilmistir%'?. Referans yontem
yerine kulanilma nedeni ise referans yontem ile
ortalama 48 saatte sonug¢ alinabilirken, bu yon-
temle yaklasik 18 saatte sonuc alinmasi ve iden-
tifikasyon ile antifungal duyarlilik testlerinin bir
arada yapilabilmesidir. Sonuglar, Ocak 2016
tarihinden oOnce izole edilen kokenler icin
Clinical and Laboratory Standarts Institute
(CLSI), Ocak 2016 tarihinden sonra izole edilen
kokenler icin ise European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
kilavuzuna uygun olarak degerlendirilmigtir!4,
CLSI kilavuzunda amfoterisin B i¢in belirli bir
yorumlayict sinir deger olmamasina ragmen,
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Candida tiirlerinin %94-99’unun 1 ug/ml amfo-
terisin B konsantrasyonunda inhibe olmalar1 g6z
Ontine alarak diren¢ profili belirlenmigtir'>.
Ayni hastadan izole edilen yineleyen izolatlar
calismaya alinmamustir.

BULGULAR

Diizce Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak
2012-Mart 2018 tarihleri arasinda gonderilen
kan kiiltiirlerinde Candida tiirleri lireyen 29’u
(%36) kadin, 52’si (%64) erkek hastaya ait top-
lam 81 6rnek incelenmistir. Orneklerin 70’inin
(%86) yogun bakim {initesi, 11’inin (%14) ise
serviste yatan hastalardan gonderildigi belirlen-
mistir. Izolatlarm %55’i C. albicans, %18’
Candida parapsilosis, %12’si Candida glabrata,
9%12’si Candida tropicalis, %2’si Candida
lipolytica ve %1°1 Candida kefyr olarak saptan-
mustir. Candida tiirlerinin yasa ve servislere gore
dagilimi Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Candida tiirlerinin yasa ve klinik servislere gore dagilm (n).

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(4):247-255

Antifungal duyarlilik testi, amfoterisin B, vori-
konazol ve flukonazol icin 81 izolatin hepsine
mikafungin icin Ocak 2015 tarihinden sonra
izole edilen 53 izolata uygulanmigtir. Amfoterisin
B’ye direncli dort C. albicans (%9), birer
C. parapsilosis (%7) ve C. glabrata (%10)
olmak lizere toplam alti izolat; vorikonazole
direncgli alt1 C. albicans (%14), iki C. glabrata
(%20), birer C. parapsilosis (%7) ve C. tropicalis
(%10) olmak iizere toplam 10 izolat; flukonazo-
le direngli bes C. albicans (%11), iki C. glabrata
(%20), birer C. parapsilosis (%7) ve C. tropicalis
(%10) olmak iizere toplam dokuz izolat, doza
bagimh duyarli bes C. glabrata (%50) ve bir
C. albicans (%?2) olmak iizere toplam alt1 izolat
saptanmistir. Ayrica mikafungine direngli alti
C. albicans (%21), dort C. glabrata (%57)
olmak tizere 10 izolat ve orta duyarli bir
C. parapsilosis (%10) izole edilmistir (Tablo 2).
Antifungal direng oranlarinin yillara gére dagili-
m1 Tablo 3’te gosterilmistir.

Candida Tiirleri C. albicans C. parapsilosis C. glabrata C. tropicalis C. lipolytica C. kefyr Toplam
Yas

0-18 3 - 1 - - 4

19-64 19 4 5 2 - 30

=65 22 10 4 8 2 1 47
Klinik

YBU* 36 14 8 9 2 1 70

Servis 8 - 2 1 - 11
Toplam 44 14 10 10 2 1 81
YBU*: Yogun bakim iinitesi
Tablo 2. Candida tiirlerinin antifungal duyarhliklari (n).

C. albicans C. parapsilosis C. glabrata C. tropicalis Diger tiirler*
(n=44) (n=14) (n=10) (n=10) (n=3)

Antifungal ilaclar H DBD D H DBD D H DBD D H DBD D H DBD D
Amfoterisin B 40 4 13 - 1 9 1 10 - - 3 -
Vorikonazol 38 6 13 - 1 8 2 9 - 1 3 - -
Flukonazol 38 1 5 13 - 1 3 5 2 9 - 1 3 - -
Mikafungin 22 6 9 1 3 4 7 - - 2 - -

*:C. lipolytica (n=2), C. kefyr (n=1).

**: Mikafungin icin antifungal duyarlilik testi Ocak 2015 tarihinden sonra izole edilen 53 izolat icin ¢alisilmistir.
AMB: Amfoterisin B, VOR: Vorikonazol, FLU: Flukonazol, MIK: Mikafungin, H: Hassas, DBD: Doza bagimli duyarli, D: Direngli.
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Tablo 3. Antifungal diren¢ oranlarmin yillara gore dagihmi (n,%).

Amfoterisin B Vorikonazo 1 Flukonazol Mikafungin
Yil D DBD D DBD D DBD D DBD
2012 (n=14) 1(7) - 1.(7)
2013 (n=10) - - - 1 (10)
2014 (n=4) - - 1(25) - - -
2015 (n=10) - - 2 (20) 2(20) 1(10) 2 (20) -
2016 (n=15) 2 (13) - 1.(7) 1(7) 2@13) 3200 1(7)
2017 (n=23) 3 (13) - 5(22) 522 14) 5(22)
2018* (n=5) - - 1 (20) 1 (20) - -

*: 2018 yilina ait yalmizea ilk ii¢ aylik veriler mevcuttur.

**: Mikafungin icin antifungal duyarlilik testi Ocak 2015 tarihinden itibaren izole edilen 53 izolat icin ¢calisilmigtir.
AMB: Amfoterisin B, VOR: Vorikonazol, FLU: Flukonazol, MIK: Mikafungin, D: Direng¢li, DBD: Doza bagimli duyarli, ORT: Ortalama.

TARTISMA

Saglikli bireylerde mikrobiyotada bulunabilen
Candida tiirleri, immunosupresyonu olan kisi-
lerde firsatci enfeksiyonlara neden olmaktadir'®.
Yapilan caligsmalarda, pek ¢ok kandidoz olgu-
sundan endojen kolonizasyonun sorumlu oldugu
gosterilmistir'”. Candida’lara baglh kan dolagi-
m1 enfeksiyonlar1 tiim nozokomiyal kan dolagi-
m1 enfeksiyonlarinin %8-10"unu olusturmakta-
dir"®. Intravaskiiler kateter, yanik ve iilserasyon
gibi cildin biitiinliiglinii bozan herhangi bir
durum, antimikrobiyal ila¢ kullanimi, cerrahi
girisim, uzun siire hastanede yatig, organ trans-
plantasyonu gibi faktorler kandidemi riskini
artirmaktadir™'?. Ozellikle yogun bakim iinite-
sinde yatan hastalarda, bu faktorlerin biri veya
daha fazlasina rastlanmaktadir. Dolayisiyla
Candida’lara bagh kan dolagimi enfeksiyonlari
bu grup hastada daha sik gozlenmektedir. Birgok
aragtirmada bu durum gosterilmistir®®-?2,
Calismamizda da bununla uyumlu olarak tireme
olan orneklerin %86’sinin yogun bakim iinite-
sinde, %14 linilin ise serviste yatan hastalara ait
oldugu belirlenmistir. Hastalarin yas dagilimina
bakildiginda ise ¢alismanin yapildigi hastanenin
hasta profiline gore farkli veriler elde edilmistir.
Aligkan ve ark.®" caligsmalarinda, Candida spp.
tiremesi olan kan kiiltiirlerinin %61 inin ¢ocuk,
%39 unun erigkin yas grubuna ait oldugunu
belirtmislerdir. Savci ve ark.® ile Caligkan ve
ark.®? ise caligmalarina déhil ettikleri hastalarin

yas dagilimini incelediklerinde, erigkin yas gru-
buna ait hastalarin oranini sirasi ile %74 ve %70
olarak saptamiglardir. Bizim calismamizda ise
hastalarin %95’inin erigkin, %5’inin ise ¢ocuk
yas grubuna ait oldugu gozlenmistir. Hastanemiz
Cocuk Servis ve Yogun bakim iinitesi yatak
sayisinin, erigkin hasta yatak sayisina gore
oldukca az olmasiin bu durum iizerine etkili
olabilecegi diistintilmtistiir.

Fungal enfeksiyonlarda ilk sirayr C. albicans
almakla birlikte, antifungal tedaviye daha zor
yanit veren non-albicans Candida tiirleri ile kar-
silagsma orani giderek artmaktadir. Bu nedenle
tiir tayini ve direng profillerinin belirlenmesi
Oonem tagimaktadir®. Johnson ve ark.® ¢alis-
malarinda, 1.763 adet Candida izolatin1 %51 .4
C.albicans, %164 C. glabrata, %13.7 C. tropicalis,
9%10.2 C. parapsilosis ve %4.8 diger tiirler ola-
rak tanimlamiglardir. Kooshki ve ark.®® aragtir-
malarinda, siklik sirasina gore C. albicans,
C. parapsilosis ve C. glabrata izole etmislerdir.
Baska bir caligsmada ise en sik C. albicans,
C. glabrata ve C. tropicalis kokenleri
saptanmistir®. Ulkemizde yapilan calismalar
incelendiginde ise Etiz ve ark.“®® en sik olarak
C. parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis ve
C. glabrata belirlemislerdir. Yapilan bir¢ok
calismada, en sik olarak izole edilen tiirler
C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata ve
C. tropicalis olarak siralanmistir®*®-9, Calig-
mamizda ise izolatlarin %55°1 C. albicans, %18’1
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C. parapsilosis, %12’si C. glabrata, %12’si
C. tropicalis, %2’si C. lipolytica ve %1°1 C. kefyr
olarak belirlenmis olup bulgularimizin diger
caligsmalarla uyumlu oldugu gozlenmistir.

Son yillarda Candida enfeksiyonlarinda goriilen
artis nedeniyle pek cok yeni antifungal ila¢ kul-
lanima girmistir. Antifungal ilaclarin sik kulla-
nilmasi, C. albicans digindaki tiirlerde ve anti-
fungal ilaglara direngte artisa neden olmustur.
Bunlarin sonucu olarak antifungal ilaglara in
vitro duyarlilik saptanmasinin 6nemi artmig-
tir®?,

Amfoterisin B, polien tiirevi bir antifungal ilac¢
olup, amfoterisin B’ ye diren¢ ender goriilmek-
tedir. Ancak C. guilliermondii ve C. lusitaniae
gibi tiirlerde primer direncin oldugu bilinmekte-
dir®*39, Marquez ve ark.?®” yaptiklari ¢aligmada,
tim izolatlarin %]11.1°ini amfoterisin B’ye
direncli olarak saptamiglardir. Bagka bir calig-
mada ise, amfoterisin B direnci C. albicans’ta
%30.4, C. parapsilosis’te ise %8.7 olarak rapor
edilmistir®. Zer ve Balc1® ise amfoterisin B
direng oranim C. albicans i¢in %16.52, tiim izo-
latlar icin %19.51 olarak belirlemiglerdir. Bazi
calismalarda ise, amfoterisin B direncine rast-
lanmamis veya cok diisiik seviyede belirlenmig-
tir®2343%_ Caligmamizda ise amfoterisin B direng
orani tiim izolatlarda %7, C. parapsilosis’te %7,
C. albicans’ta %9 ve C. glabrata’da %10 olarak
saptanmistir. Bulgularimiz literatiirdeki caligsma-
lara benzer olarak degerlendirilmistir.

Vorikonazol Candida tiirlerini de iceren maya ve
bircok kiif mantarina etkili, genis spektrumlu,
triazol grubundan bir antifungal ilagtir®.Yapilan
baz1 ¢aligmalarda, vorikonazol direnci tiim izo-
latlar icin %0.4 gibi oldukca diisiik diizeyde
saptanmugtir®*®, Oztiirk ve ark.®" vorikonazol
direncini C. albicans’ta %8 olarak, Bayram ve
ark.” ise tiim izolatlar i¢in %30, C. albicans igin
%66, C. parapsilosis icin %3.7, C. glabrata icin
%14.2, C. tropicalis icin %100 olarak belirle-
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miglerdir. Bu caligmada, vorikonazol direnci
%12 olarak belirlenmistir. Direncin tiirlere gore
dagilimina baktigimizda ise C. albicans %14,
C. parapsilosis %7, C. glabrata %20 ve
C. tropicalis %10 olarak belirlenmigtir. Elde
ettigimiz verilerin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmiistiir.

Flukonazol, genis etki spektrumlu olmasindan
dolayr yaygin kullanilan bir antifungal ilactir,
ancak yaygm kullanimi flukonazoliin direng
oranlarinda artisa neden olmustur®. Garnacho-
Montero ve ark.®® 6nceden flukonazol tedavisi
almis olmanin flukonazole direngli kandidemi-
ler icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
belirtmislerdir. Boschman ve ark."” 101 Candida
izolatina ait antifungal diren¢ oranlarini aragtir-
diklar1 ¢aligmada, flukonazol direncini tiim izo-
latlar i¢in  %8.6 olarak belirlemiglerdir.
Uluslararas1 Fungal Survayens Grubunun 12
yulik calismasinda, kandan izole edilen 6082
Candida tiiriinde flukonazol direnci %3, doza
bagimli duyarliik %7 olarak saptanmigtir®.
Oztiirk ve ark.®Y flukonazol direncini
C. albicans’ta %32, tiim izolatlarda ise %20
olarak saptamiglardir. Etiz ve ark.®® flukonazol
direncini %7 olarak rapor etmiglerdir. Bagka bir
calismada ise izolatlarin %27.31°1 flukonazole
direngli bulunurken, ayni1 parametre C. albicans
icin %22.6, C. glabrata i¢in %50, C. parapsilosis
icin %19.04, C. tropicalis i¢in %30.43 olarak
belirtilmigtir®. Calismamizda ise, flukonazol
direnci tiim izolatlar i¢in %11, C. albicans’ta
%11, C. glabrata’da %20, C. parapsilosis’te %7
ve C. tropicalis’te %10 olarak, doza bagiml
duyarlilik ise tiim izolatlarda %7, C. albicans’ta
%?2 ve C. glabrata’da %50 olarak saptanmustir.
Verilerimizin diger caligmalarla uyumlu oldugu
goriilmiistiir.

Mikafungin ekinokandin tiirevi antifungal ilag
olup Candida izolatlar1 arasinda ekinokandin
direnci oldukca degisken seyretmektedir.
Diekema ve ark.“?, mikafungin direncini %0.8
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olarak bildirmislerdir. Yapilan bagka bir calig-
mada ise, mikafungin direnci %4 olarak saptan-
mis olup, yliksek direncin ozellikle C. glabrata
izolatlarinda  goriildigii  belirtilmigtir®?.
Calismamizda, mikafungin direnci tiim izolatlar
icin %19, C. albicans’ta %21, C. glabrata’da
%57 olarak saptanmistir. Calismamiza dahil etti-
gimiz tiim izolatlarda mikafungin direnc oranla-
r1 literatiirdeki diger calismalara gore yiiksek
olarak degerlendirilmistir. Bu durumun hastane-
mizde antifungal kullanim politikasina, izolatla-
rin ¢cogunlugunun yogun bakimda yatan hasta-
lardan gonderilen 6rneklerden izole edilmesi ve
ornek sayimizin az olmasina bagli olabilecegini
diistindiirtmtistir.

Yillar i¢inde yaygin antifungal ila¢ kullanimi
diren¢ oranlarinda artisa neden olmugstur®¥,
Calismamizda, yillara gore direng oranlari ince-
lendiginde genel bir artig egilimi icerisinde oldu-
gu goriilmektedir. Ancak 2016 yilinda vorikona-
zol ve flukonazol diren¢ oraninda ani bir azalma
2017 yih itibari ile eski degerlere geri doniis
dikkat cekmektedir. 2018 yilinda ise yalnizca ilk
tic ay degerlendirmeye tabi tutuldugu icin ger-
cek bilgiyi yansitmadig: diigiiniilmiigtiir.

Sonu¢ olarak, calismamizda izole ettigimiz
Candida tiirleri icinde en sik izole edilen koken
Candida albicans,non-albicans Candida tiirlerin-
de ise C. parapsilosis olarak saptanmigtir.
Izolatlarin antifungal direng oranlarmin tiirler
arasinda farkli oldugu gézlenmistir. Bu durum
kandidemi gibi enfeksiyonlarda,
Candida’larin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve
tedavinin antifungal duyarlilik test sonuglarina

invaziv

gore yapilmasini gerektigini, yapilacak antifungal
duyarlilik testi ile Candida tiirlerinin antifungal
direnc profilleri belirlenerek ampirik tedaviye yol
gosterici olacagim diisiindiirtmiistiir.
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Bes Yagin Altndaki Akut Gastroenteritli Cocuklarda
Rotaviriis, Enterik Adenoviriis ve Noroviriis Insidansi
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Amag: Enterik viriisler, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
bes yas altindaki ¢ocuklarda siklikla rastlanan ve yiiksek
mortalite ve morbiditeye sahip akut gastroenterite neden
olurlar. Calismamizda. akut gastroenterit sikayeti olan 5
yasindan kiiciik cocuklarda rotaviriis, enterik adenoviriis ve
noroviriis insidansimn aragtirilmast amaglandt.

Gere¢ ve Yontem: Calismanuzda. 2012-2014 tarihleri
arasinda ¢ocuk poliklinigine akut gastroenterit nedeniyle
bagvuran beg yas alti 982 cocuk hastamin digkt orneklerinde
ELISA yontemi ile rotaviriis (Meridian Diagnostics’in Premier
Rotaclone EIA), enterik adenoviriis (DAI- adenoviriis Antigen
Detection. Diagnostic Automation Inc., ABD) ve noroviriis
GI/GII (RIDASCREEN® Noroviriis (C1401) 3rd Generation,
R-Biopharm Darmstadt, Almanya) antijen pozitifligi
aragtirildt.

Bulgular: Calismaya dadhil edilen toplam 982 ornekte viral
antijen pozitifligi %38.0 (n=373) olarak belirlendi. Viral
antijen tagryan orneklerin %51.7 (n=193)sinde rotaviriis
%22.5 (n=84)’inde adenoviriis ve %I19.3 (n=72)’iinde
noroviriis antijen pozitifligi belirlendi. On iki (%3.2) ornekte
rotaviriis-adenoviriis, 9 (%2 4) ornekte rotaviriis-noroviriis ve
3 (%0.8) drnekte adenoviriis-noroviriis birlikteligi belirlendi.
6-36 ay arasindaki ¢ocuklarda akut gastroenterit nedeniyle
hastane bagsvurunun yiiksek oldugu goriilmekle birlikte,
ozellikle 6-24 ay arasindaki ¢cocuklarda viral insidansin daha
yiiksek oldugu belirlendi. Noroviriis ve enterik adenoviriis
stklig1 6-36 ay arasinda daha yiiksek iken, rotaviriisiin 6-47 ay
arasinda daha sik goriildiigii belirlendi. Mevsimsel dagilim
agisindan rotaviriis kis ve ilkbaharda yiiksek oranda
goriiliirken, adenoviriis ve noroviriis kisin daha fazla olmakla
birlikte, tiim yil boyunca salginlar gostermektedir.

Sonuc: Globallesen diinyada rotaviriis salgilarimin yant sira
enterik adenoviriis ve noroviriis nedeniyle gelisen
enfeksiyonlarin da insidanst giderek artmaktadir. Ulkemizde
de epidemiyolojik verilerin artirilmasi ve gereksiz antibiyotik
kullamiminin onlenebilmesi icin daha fazla viral gastroenterit
etkeni ile ilgili caliymalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Akut gastroenterit, rotaviriis, enterik
adenoviriis, noroviriis

ABSTRACT

Incidence of Rotavirus Enteric Adenovirus and Norovirus in
Children Under Five Years of Age with Acute Gastroenteritis

Objective: Enteric viruses are a common cause of acute
gastroenteritis with high mortality and morbidity frequently
encountered in children under five-years in developed and
developing countries. In our study, we aimed to investigate
the incidence of rotavirus, enteric adenovirus and norovirus
in children younger than 5-years with complaints of acute
gastroenteritis.

Material and Methods: We investigated rotavirus, enteric
adenovirus and norovirus GI/GII antigen positivity in stool-
specimens of 982 children who applied to children’s
polyclinic for acute gastroenteritis between 2012 and 2014
by ELISA method.

Results: In the samples, viral antigen positivity was
determined as 38.0% (n=373) in a total of 982 samples.
Rotavirus, adenovirus and norovirus positivities were
detected in 51.7% (n=193), 22.5% (n=84) and 19.3%
(n=72) of the samples, respectively. Rotavirus-adenovirus,
rotavirus-norovirus and adenovirus-norovirus co-positivity
were found in 12 (3.2%), 9 (2.4%) and 3 (0.8%) of the
samples, respectively. Although it has been observed that
hospital admission is high due to acute gastroenteritis in
children between 6-36 months, viral incidence is especially
higher in children between 6-24 months. The incidence of
norovirus and enteric adenovirus were higher between 6-36
months, while the incidence of rotavirus was higher between
6-47 months. In terms of seasonal distribution, rotavirus
infections were highly prevalent in winter/spring, while
adenovirus and norovirus infections were more frequent in
winter and show epidemics throughout the year.

Conclusion: In conclusion, in the globalized world, the incidence
of infections due to enteric adenovirus and norovirus as well as
rotavirus is increasing steadily. In our country, there is a need to
work on viral agents more in order to prevent unnecessary
antibiotic use and to increase epidemiological data.

Keywords: Acute gastroenteritis, rotavirus, enteric
adenoviruses, norovirus
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GIRIS

Gastronteritler gelismis ve gelismekte olan iilke-
lerde, fekal-oral bulag gosteren 6zellikle bes yas
alt1 ¢cocuklar olmak iizere her yas grubunu etki-
leyebilen, yiiksek Oliim oranlarmin yani sira
sosyoekonomik kayiplara da neden olan énemli
bir saglik sorunudur?. Onemli salginlara neden
olan akut gastroenteritler tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde de yiiksek morbidite ve mortali-
teye sahiptirler. Viriisler, akut gastroenteritlerin
en yaygin etiyolojik etkeni olan ajanlardir. Viral
gastroenterit diyaresine bagli olarak diinya gene-
linde neredeyse her yil milyonlarca diyare atagi
ve poliklinik bagvurusu olmaktadir. Ustelik iki
milyondan fazla cocuk hastaneye yatirilmak-
tadir. Akut gastroenterite siklikla bakteriler.
parazitler ve viriisler neden olmaktadir. Olgularin
%1.5-5.6’sinda bakteriyel ajanlar belirlenir ve
en sik goriilen bakteriyel ajanlarin baginda
Salmonella spp. ve Campylobacter spp. gelmek-
tedir®®. Giardia lamblia ve Entamoeba histoly-
tica ise major parazitik etkenlerdir®. Akut gast-
roenterite neden olan viral ajanlar rotaviriis,
noroviriis, adenoviriis, bocaviriis, sapoviriis ve
astroviriis olarak siralanabilir (Tablo 1)©.

Rotaviriisler, diinya lizerinde prevelans: en yiik-
sek olan viral gastroenterit etkenidir®. Reoviridae
ailesinde rotaviriis cinsine aitlerdir. Tiim viral
partikiiller kiiresel, yaklasik 70-100 nm ¢apinda,
ikozahedral kapside sahip ve zarfsizdir. Kapsit
i¢, orta ve dig kapsit olmak iizere ii¢ protein
tabakasindan olusur. I¢ kapsit ya da cekirdek 11

Tablo 1. Cocuklarda akut gastroenterit etkenleri®.

tane cift zincirli RNA segmenti igeren viral
genomu icerir. Her segment spesifik bir viral
protein kodlar: viral proteinler (VP) olarak isim-
lendirilen 6 yapisal protein (VP1, VP2, VP3.
VP4.-VP6 ve VP7) ve alt1 yapisal olmayan pro-
tein (NSP1-NSP6)©7.

Enterik adenoviriis enfeksiyonlar1 ¢ocuklarda
akut ve kronik diyare nedeni olarak rotaviriisler-
den sonra en fazla belirlenen viral etkenlerdir®.
Adenoviridae ailesinden zarfsiz, ikozahedral
simetrili, ortalama 70-100 nanometre boyutta
enzim  icermeyen DNA  viriisleridir.
Adenoviriisler, molekiil agirligi 20-30 x 10° dal-
ton olan, cift iplikli lineer DNA igerirler ve
hiicre ¢ekirdeginde replike olurlar®'?. Bu viriis-
ler diinyanin her yerinde 1liman iklimlerde en sik
bahar, yaz bas1 ve ki ortasinda olmak iizere
yilagirt goriiliirler"-'®, Enterik Adenoviriislerin
(tip 40 ve tip 41) oram gelismis iilkelerde
%1-8’den gelismekte olan iilkelerde %?2-31’e
kadar degisir'>!¥, ancak immiin baskilanmig

hastalarda prevelans orani artmaktadir®!%.

Norovirtiisler, diinya genelinde goriilme siklig1
giderek artan viral gastroenterit etkenlerinden-
dir. Caliciviridae ailesinde yer alan viriis, 38 nm
capinda, ikozahedral yapiya sahip, zarfsiz, tek
zincirli RNA virlisiidiir. Virusun, yapisal ve
yapisal olmayan genleri kodlayan ii¢ acgik
okuma bolgesi (ORF; open reading frame)
bulunmaktadir. ORF1, viriisiin replikasyonu
icin 6nemli olan viral proteaz enzimi. alt1 pro-
teinden olusan yapisal olmayan bir poliproteini

Viriisler Bakteriler

Protozoonlar

Rotaviriisler
Noroviriisler (Norwalk)
Enterik adenoviriisler

Calicivirtisler Shigella spp.
Astroviriisler Yersinia enterocolitica
Enteroviriisler

Vibrio cholerae

Campylobacter jejuni
Nontifoid-Salmonella spp.
Enteropatojenik Escherichia coli

Shiga toksin tireten Escherichia coli
Salmonella typhi ve Salmonella paratyphi

Cryptosporidium
Giardia lamblia
Entamoeba histolytica

Helmintler

Strongyloides stercoralis
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kodlamaktadir'®. Bu proteinler; p20 (fonksiyo-
nu bilinmeyen protein), p48 (N-terminal prote-
in), NTPaz (niikleozid trifosfataz), VPg (geno-
mun 5’ucuna kovalent bagl protein), Pro (pro-
teaz) ve Pol (RNA bagimli RNA polimeraz),
ORF2 ve VP1’i kodlamaktadir. Major kapsid
protein, P1 ve P2 olmak iizere iki farkli alt
domaine sahip P domainlerine ayrilmaktadir.
ORF3, VP1 ile iligkili olan VP2 (yapisal protei-
ni) kodlamaktadir. VP2 temel aminoasitlerce
zengindir>19,

Bu calisma, 1 Eylil 2012 ve 31 Agustos 2014
tarihleri arasinda 6zel bir ¢cocuk klinigine akut
gastroenterit yakinmasi ile bagvuran 0-5 yas
aras1 ¢ocuklarda rotaviriis, enterik adenoviriis ve
noroviriis insidansimnin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Orneklerin Toplanmasi: Calismaya, ¢ocuk
poliklinigine 1 Eyliil 2012 ve 31 Agustos 2014
arasinda karm agrisi, kusma ve ishal seklinde
gelisen akut gastroenterit yakinmasi ile bagvuran
5 yagin altindaki 982 ¢ocuk hasta (379 kiz/603
erkek) dahil edildi. Cocuk hastalarin yasi, cinsi-
yeti, salginlari mevsimlere ve aylara gore dagili-
mi degerlendirildi. Alinan digki 6rnekleri calisma
yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Antijen Tespiti: Ureticinin talimatlar1 dogrultu-
sunda alman ornekler, kit i¢cindeki 6rnek sulan-
dirma tamponu ile diliie edildi ve caligmanin
sonunda mikroplaklar, mikroplak okuyucu
spektrofotometrede (Biochrome Anthos 2020,
Birlesik Krallik) 450 nm. dalga boyunda okutul-
du ve optik dansite (OD) sonuglari iiretici tali-
matlarina ve esik (cut-off) verilerine gore deger-
lendirildi.

Rotaviriis Antijeninin Saptanmasi: Rotaviriis
antijenin belirlenmesi i¢in ELISA (Meridian
Diagnostics’in Premier Rotaclone EIA kiti) yon-
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teminden tiretici firmanin yonergesi dogrultu-
sunda galigildi. Uretici yonergesine gore 450
nm. dalga boyunda, optik yogunlugu 0.150 ve
tizeri sonu¢ veren Ornekler pozitif, 0.150’den
kiiciik sonug veren ornekler negatif olarak deger-
lendirildi.

Enterik Adenoviriis Antijeninin Saptanmasi:
Enterik adenoviriis (Ad40 ve Ad41) antijen
pozitifliginin belirlenmesinde sandvi¢c-ELISA
(DAI Adenovirus Antigen Detection ELISA;
Diagnostic Automation, Inc., ABD) yontemi
kullanildi. Thimerosal ve adenoviriis antijen
iceren tampon pozitif kontrol olarak kullanilir-
ken, adenoviriis icermeyen yalnizca thimerosal
iceren tampon negatif kontrol olarak kullanildi.
Sonuglarin degerlendirilmesinde, optik yogun-
Iugu 0.15 ve iizeri sonug veren ornekler pozitif,
0.15’ten kiiciik sonu¢ veren Ornekler negatif
olarak degerlendirildi.

Noroviriis Antijeninin Saptanmasi: Noroviriis
GI ve GII genogruplarina ait antijen pozitifligi-
nin  belirlenmesinde =~ ELISA  yontemi
(RIDASCREEN® Noroviriis (C1401) 3rd
Generation, R-Biopharm; Darmstadt, Almanya)
kullanildi. Calismada NoV kapsid proteini ige-
ren Ornek pozitif kontrol olarak 6rnek sulandir-
ma tamponu negatif kontrol olarak kullanildi.
Sonuglarin degerlendirilmesinde esik deger,
negatif kontrol yogunlugu +0.15 olarak belirlen-
di. Veriler esik degerin %10 ve iizerinde ise pozi-
tif, altinda ise negatif olarak degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz: Calismanin istatistiksel
analizleri IBM SPSS Statistic 22.0 (IBM Co.,
Armonk, NY, ABD) programi kullanilarak yapil-
di. Istatistiksel anlamlilk degeri 0.05 olarak
kabul edildi. Hastalara ait yas ve cinsiyet verile-
ri  normalite testleri ile degerlendirildi
(Kolmogorov-Smirnov testi, K-S testi). Bu teste
gore yas ve cinsiyet verilerinin normal dagilima
sahip olmadig: belirlendi. Bu iki bagimsiz test
grubunun birbiri ile karsilastirilabilmesi igin
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Mann-Whitney U testi kullanildi.

Etik Kurul Onay1: Calismamiz Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskanligi’ndan (2012/87 no’lu
karar) alinan onay cercevesinde gerceklestirildi.

BULGULAR

Caligmaya alinan 982 digki Orneginin 379
(%38.6)’u kiz, 603 (%61.4)’i erkek hastaya
aitti. Orneklerde viral antijen pozitifligi %38.0
(n=373) olarak belirlendi. Calismamiz 2 ile 58
ay arasindaki c¢ocuk hastalara ait Srnekler ile
yapildi.

Calisma verileri incelendiginde viral antijen
tastyan orneklerin %51.7 (n=193)’sinde rotavi-
riis antijen pozitifligi, %22.5 (n=84)’inde adeno-
viriis antijen pozitifligi ve %19.3 (n=72)’iinde
noroviriis pozitifligi belirlendi. Ayrica caligma-
mizda, viral birliktelikler de saptandi. On iki
(%3.2) ornekte rotaviriis-adenoviris, 9 (%2.4)
ornekte rotaviriis-noroviriis ve 3 (%0.8) 6rnekte
adenoviriis-noroviriis birlikteligi belirlenmistir
(Sekil 1). Ug viral etkenin birlikteligi ise gozlen-
memigtir. 6-36 ay arasindaki ¢ocuklarda akut
gastroenterit nedeniyle hastane bagvurunun yiik-
sek oldugu goriilmekle birlikte, 6zellikle 6-23 ay
arasindaki cocuklarda viral insidansin daha yiik-
sek oldugu belirlenmistir. Noroviriis ve enterik
adenoviriis sikliginin 6-36 ay arasinda daha yiik-
sek iken, rotaviriis 6-47 ay arasinda daha sik
goriildiigii belirlendi (Tablo 2). Ancak, ELISA

%24 q08

%3.2

mRotavirus
mAdenovirus
%19.3 =Norovirus
ERotavirus-Adenovirus
mRotavirus-Norovirus

= Adenovirus-Norovirus

%51.7

%22.5

Sekil 1. Viral antijen pozitif 6rneklerin yiizde dagihmi.

testine gore viral antijen pozitif ve negatif sonug
belirlenen hastalarin yas farki Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak
fark gozlenmedi. Ayrica cinsiyete gore de istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0.05).

Mevsimsel dagilim agisindan degerlendirme
yapildiginda ise, akut gastroenterit vakalarinin
yil boyunca gozlemlendigi ancak viral etken
acisindan degerlendirildiginde rotaviriisiin 6zel-
likle ilkbahar ve kis aylarinda daha fazla oldugu,
enterik adenoviriislarin ve noroviriislerin ise
tim yil boyunca dagilim gosterdigi belirlendi
(Sekil 2 ve 3). 2012 ve 2014 yillar1 arasinda,
rotaviriis antijen pozitif olan 193 olgunun 92
(%47.7)’si ki aylarinda, 51 (%26.4)’i ilkbahar
aylarinda, 20 (%10.4)’si yaz aylarinda, 30
(%15.5)’u sonbaharda gozlendi (p>0.05). Enterik
adenoviriis antijen pozitif olan 84 olgunun 25
(%29.8)’1 kis aylarinda, 19 (%22.6)’u ilkbahar
aylarinda, 22 (%26.2)’si yaz aylarinda, 18
(%21.4)’t sonbaharda go6zlendi (p>0.05).

Tablo 2. Calismaya dahil edilen 0-5 yas arasi akut gastroenteritli (AGE) cocuklarm yas gruplarma gore dagilim (n=982) ve viral

antijen pozitif olgu verileri.

Yas Gruplari AGE olgu sayis1 (n) Yiizde (%) Viral antijen pozitif olgu sayisi (n) Yiizde (%)
0-5 152 155 22 9.0
6-11 205 209 64 26.1
12-23 261 26.6 73 29.8
24-35 186 18.9 40 16.3
36-47 102 104 38 15.5
48-59 76 7.7 8 33
Toplam 982 100 245 100
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Sekil 2. 1 Eyliil 2012 - 31 Agustos 2013 tarihleri arasinda goriilen viral antijen pozitif olgu sayisi.

Pozitif olgu
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16
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12 mRotavirus
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6 mRotavirus-Adenovirus
4 mRotavirus-Norovirus
2 ® Adenovirus-Norovirus
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| 2014 2013 ————

1|
I

I |
Sekil 3. 1 Eyliil 2013 - 31 Agustos 2014 tarihleri arasinda goriilen viral antijen pozitif olgu sayisi.

%2 %0

2012 - 2013

mRotavirus

= Adenovirus

w Norovirus
mRotavirus-Adenovirus
= Rotavirus-Norovirus

w Adenovirus-Norovirus

%51

%26 » Rotavirus

® Adenovirus

» Norovirus

® Rotavirus-Adenovirus
» Rotavirus-Norovirus

# Adenovirus-Norovirus

%45

Sekil 4. Viral etkenlerin mevsimsel dagilimi (2012-2013 yillar1 verileri).
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mRotavirus
® Adenovirus
w Norovirus
%19, mRotavirus-Adenovirus
® Rotavirus-Norovirus

» Adenovirus-Norovirus

2013 - 2014

%012 ® Rotavirus

# Adenovirus

# Norovirus

= Rotavirus-Adenovirus

# Rotavirus-Norovirus

» Adenovirus-Norovirus

» Norovirus
® Rotavirus-Adenovirus
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» Adenovirus-Norovirus
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Sekil 5. Viral etkenlerin mevsimsel dagilimi (2013-2014 yillar1 verileri).

Noroviriis antijen pozitif olan 72 olgunun 22
(%30.6)’si kis aylarinda, 16 (%22.2)’s1 ilkbahar
aylarinda, 19 (%26 .4)’u yaz aylarinda, 15 (%20.8)’i
sonbaharda gozlendi (Sekil 4 ve 5). Mevsimsel
dagilim acisindan viral orneklerin varlig1 deger-
lendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
fark belirlenmedi (p>0.05).

TARTISMA

Akut gastroenterit, diinya genelinde bebekler ve
cocuklar arasinda oldukca yaygin bir hastaliktir.
Gelismekte olan iilkelerde diyare, ozellikle 5
yasindan kiiciik ¢ocuklarda yaygin bir mortalite
gostermekle birlikte, her yil tahminen 2 milyon
oliime neden olmaktadir'”. Viral etkenler ara-
sinda rotaviriisler ilk sirada yer almaktadir. Son
zamanlarda enterik adenoviriisler ve noroviriis-
ler de siklikla ciddi gastroenterit etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Caligsmalarin bircogunda rotaviriis ve adenovi-
riis insidansi birlikte calisilmis ancak az sayida
noroviriis ¢aligmasi mevcuttur. Gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde yapilan ¢aligmalarda,
viral gastroenterit olgularinin %10-70’inden
rotaviriislerin, %2-24’{inden adenoviriislerin ve
%4 .5-12’sinden noroviriislerin sorumlu oldugu
belirtilmigtir®¥. Bircok tilkede 6zellikle rota-
virlis salginlarina dair pek cok caligma mevcut-
tur. Caligmalarda, 2006’da Tayvan’da® %35 .4,
2008 yilinda Tunus’ta® %22.5, 2009’da
Japonya’da® %16.3, 2011°de Almanya’da®
%43.8 oraninda rotavirlis varligi bildirilmistir.
ABD’de 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada,
gastroenterit yakinmasi ile hastaneye basvuran
516 cocuk hastanin %43.6’sinda rotaviriis pozi-
tif olarak bildirmislerdir®”. Noroviriis salginla-
riin ge¢misi ise rotaviriis ve adenoviriis kadar
eski degildir. Amerika’da 2005 ve 2010 yillari
arasinda farkli arastirma gruplart tarafindan
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yapilan calismalar incelendiginde, bir ¢alisma-
da, 2005-2008 yillar1 arasinda Brezilya Rio de
Janeiro’da 1087 ornegin %35.1’inde noroviriis
pozitifligi belirlendigini bildirmislerdir®®. 2006-
2008 yillart arasinda 1.913 hasta Orneginin
%18’inde noroviriis pozitifligini bildirmisler-
dir®. 2010 yilinda yapilan bagka bir ¢caligmada
Brezilya Sao Paulo’da gastroenterit salgini nede-
niyle hastane bagvurusu sonucunda 327 6rnek-
ten %32.7’sinde noroviriis pozitifligini goster-
misglerdir®. Ayrica Avrupa’daki birgok iilkede
de ciddi noroviriis salginlart goriilmektedir.
2002-2008 yillar1 arasinda Almanya’da goriilen
gastroenterit salginlarindan %10-49°da norovi-
riis bulgusuna rastlanmistir®-?. 2009 yilinda
Ispanya’da bir ¢cocuk kuliibiindeki gastroenterit
salgininin %50’sinde noroviriis belirlenmigtir®.
2010 yilinda Ingiltere’de gegmise yonelik tara-
nan Orneklerde %4.5 oraninda noroviriis
belirlemislerdir®. Cin, Kore ve Tayvan gibi
Asya iilkelerinde 2005-2009 yillar1 arasinda
yapilan calismalarda %13.1-45 oraninda norovi-
riis pozitifligini gostermiglerdir®-7.

Son yillarda iilkemizde gastroenterit nedeniyle
hastaneye bagvurularin artmasi ve gelisen tekno-
loji ile birlikte viral gastroenterit etkenlerinin
arastirilmasina dair caligmalarin sayis1 giderek
artmaktadir. Ulkemizde daha cok rotaviriis
enfeksiyonu ile ilgili caligsmalar dikkat cekmekte
olup, rotaviriis- adenoviriis caligmalar1 ¢ogun-
luktadir. Noroviriis ¢aligmalari ise 2008 yilindan
itibaren bildirilmeye baglanmigtir. Ece ve
ark’nin® 2008-2010 yillar1 arasin1 kapsayan
calismalarinda, 821’1 ¢ocuk olan toplam 1112
hastanin 201 (%18.07)’inde rotaviriis, 14
(%1.2)’tinde adenoviriis pozitifligini bildirmis-
tir. Tiirk Dag1 ve ark.’nin®” 2010-2013 yillarini
kapsayan calismasinda, 2795 cocuk hastada
viral gastroenterit etkeni arastirilmis ve %12.1
(n=338) oraninda pozitiflik belirlenmisler.
Pozitiflikler etken bazinda incelendiginde. %9.8
(n=273) rotaviriis, %1.3 (n=36) adenoviriis,
%1.0 (n=29) oraninda rotaviriis-adenoviriis
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pozitifligini belirlenmisler. Balkan ve ark.’nin®“®
calismasinda, 216 ¢ocuk hastada viral, bakteri-
yel ve paraziter enfeksiyon etkenlerine bakilmig
ve %40.74 viral, %24.98 bakteriyel ve %20.82
parazitik etken varlig1 gdosterilmistir. Seksen
sekiz olguda rotaviriis, 29 olguda ise adenoviriis
belirlenmislerdir. Altindis ve ark.’nin®" 2009
yili verilerini yayinladiklari calismalarinda,
immunokromatografik yontemle rotaviriis ve
adenoviriis oranlarini bildirmigler. Yiiz elli
ornekte %40 oraninda rotaviriis, 122 Ornekte
%4 .91 oraninda adenoviriis varligini belirlemis-
lerdir. ELISA yontemi ile arastirdiklart noroviriis
ise 92 6rnegin %22.8’inde pozitiflik bulmuglardir.
2017 yilinda Cayc1 ve ark.“" tarafindan yaynla-
nan calismada, 1101 c¢ocuk hastadan 129
(%11.7)’unda rotaviriis, 1.254 ¢ocuk hastadan
42 (%3.3)’sinde adenoviriis pozitifligini bildir-
miglerdir. Kizilirmak ve ark.’nin“? ¢aligmasin-
da, 1.080 ¢ocuk hastanin 178 (%16)’inde rotavi-
riis, 65 (%6)’inden adenoviriis pozitifligi belir-
lenmistir. Bizim calismamizda da viral antijen
tastyan orneklerin %51.7’sinde rotaviriis antijen
pozitifligi, %22.5’inde adenoviriis antijen pozi-
tifligi ve %19.3’linde noroviriis pozitifligi belir-
lendi.

Tiim yi1l boyunca viral gastroenterit salginlari
goriilebilmesine ragmen, bazi etkenlerin mev-
simsel salginlar meydana getirdigi goriilmekte-
dir. Rotaviriis gastroenteriti iliman iklimlerde
kis aylarinda, tropikal iklimlerde ise yil boyu
gozlemlenir®. Calismamizda, rotaviriis enfek-
siyonu %47.7 kis, %26 .4 ilkbahar, %10 .4 yaz ve
%15.5 oraninda sonbahar mevsiminde ortaya
ciktigr belirlenmistir. Adenoviriis ve noroviriis
enfeksiyonlart ise genellikle tiim yil goriilebil-
mektedir. Adenoviriis enfeksiyonunun mevsim-
sel olarak arastirildig1 bir calismada, sonbaharda
%20.2, kisin %37.7, ilkbaharda %23.2 ve yazin
%21.8 oraninda pozitiflik gosterdigini bildir-
miglerdir®®. Mardin’den bildirilen bir ¢aligma-
da, adenoviriisiin sonbaharda %2.7, kisin %1.6,
ilkbaharda %0.5, yazin ise %1.6 oraninda pozitif
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oldugu belirtilmistir®. Calgin ve ark.“® ise ade-
noviriis sikliginin ilkbaharda %1.3, yazin %1.4,
sonbaharda %4 ve kisin %0.7 olarak belirlemis-
lerdir. Calismamizda da enterik adenovirus son-
baharda %21 .4, kisin %?29.8, ilkbaharda %?22.6
ve yazin %?26.2 oraninda pozitifligi belirlenmisg-
tir. Baz1 caligmalarda, kuzey yarimkiirede noro-
viriis sikliginin kis ve ilkbahar mevsiminde daha
yaygin oldugunu, giiney yarimkiirede ise daha
cok ilkbahar ve yaz mevsiminde ortaya ciktig1
belirtilmektedir®*”. Yaptigimiz calismada,
noroviriis sikliginin mevsimsel farkliligi cok
dikkat cekmemekle birlikte, kisin %30.6 oraniy-
la en fazla ortaya ¢ikigi bunu takiben yazin
%726 .4, ilkbaharda %22.2 ve sonbaharda %20.8
oranlarinda pozitiflik elde edilmistir.

Sonug olarak, gastroenterit yakinmasi tim yil
goriilmekle birlikte, viral etkenlerin varligi 6zel-
likle 6-24 ay arasi cocuklarda daha sik oldugu
belirlenmigtir. Globallesen diinyada rotaviriis
salgilarin yani sira enterik adenoviriis ve noro-
virlis nedeniyle gelisen enfeksiyonlarin da insi-
dans1 giderek artmaktadir. Ulkemizde de epide-
miyolojik verilerin artirilmasi ve gereksiz anti-
biyotik kullaniminin onlenebilmesi icin daha
fazla viral gastroenterit etkeni ile ilgili calisma-
lara gereksinim duyulmaktadir.
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Acinetobacter baumannii  ozellikle yogun bakim
iinitelerinde yatan hastalarda hastane kaynakli bakteriyemi,
pnomoni, menenjit ve idrar yollari enfeksiyonlarina neden
olan Gram negatif nonfermentatif bir bakteridir.
Acinetobacter cinsi bakterilerin pigmente suglarina cevresel
orneklerde rastlanabilmekte, ancak klinik orneklerde
enfeksiyon etkeni olarak ender olarak izole edilmektedir.
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji
Servisi’'ne fournier gangreni On tamsi ile yatirilan 66
yasindaki erkek hastamin parsiyel penektomi, iiretrektomi,
yara yeri debridmani ile alinan ii¢ orneginden izole edilen
A. baumannii izolatinin Mueller Hinton agarda yayilabilen
kahverengi pigment iirettigi gozlemlendi. Tamimlama
konvansiyonel yontemlerle birlikte iki ayri otomatize
tamimlama sistemleri ile yapildi. A. baumannii susunun
iirettigi kahverengi pigmentin biyokimyasal ozellikleri
karakterize edilmedi. Klinik izolatlarda ender olarak
saptanan bu kahverengi pigmentin A. baumannii
patojenitesine  katkisimin  aragtirilmasi  gerektigini
diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, kahverengi
pigment, otomatize tammlama sistemleri

ABSTRACT

A Case Report of a Patient Infected with Brown Pigment
Producing Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii is a gram-negative nonfermentative
bacteria that cause hospital-acquired bacteremia, pneumonia,
meningitis and urinary tract infections, especially in intensive
care units. The pigmented strains of Acinetobacter bacteria
can be found in environmental specimens but are rarely
isolated in clinical specimens as an etiologic agent of
infection. A 66-year-old male patient was admitted to
Urology Department of Dokuz Eyliil University Medical
Faculty Hospital, with the initila diagnosis of Fournier
gangrene. We observed that A. baumannii isolated from three
specimens obtained by partial penectomy, urethrectomy and
wound site debridement, produced a brown pigment that
spread on Mueller Hinton agar. ldentification was done with
conventional methods and with two different automated
identification systems. The biochemical characteristics of
the brown pigment produced by A. baumannii strain could
not be characterized. We think that the contribution of this
brown pigment to A. baumannii pathogenicity should be
investigated which is rarely found in clinical isolates.

Keywords: Acinetobacter baumannii, brown pigment,
automated identification systems

GIRIS

Acinetobacter baumannii 9zellikle yogun
bakim {initelerinde yatan hastalarda hastane
kaynakli bakteriyemi, pnoOmoni, menenjit ve
idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden olan zorun-
Iu aerob, Gram negatif kokobasil goriiniimiin-
de, oksidaz negatif, hareketsiz ve nonfermenta-
tif bir bakteridir'*. Glukozu okside eden bazi
Acinetobacter tiirlerininin tirozin iceren kalp
inflizyon agarda, glukoz eklenmis kanli agarda,

MacConkey ve Mueller-Hinton’da kahverengi
renk degisikligi yapabildikleri referans kaynak-
larda belirtilmistir®. Acinetobacter cinsi bakte-
rilerin pigmente suslarina cevresel orneklerde
rastlanabilmekte, ancak klinik Orneklerde
enfeksiyon etkeni olarak ender olarak izole
edilmektedir®”. Bu olgu sunumunun amaci,
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’nde klinik
orneklerden izole edilmig yayilabilen kahve-
rengi pigment lireten A. baumannii susu ile
enfekte bir olgunun sunulmasidir.
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OLGU

Alt {iriner sistem semptomlar1 dykiisii olan 66
yagindaki erkek hasta pnomoni nedeniyle bir
bagka hastanede yogun bakim iinitesinde tedavi
edildikten sonra idrar sondasi cekilerek taburcu
edildi. Hastanin penisinde morluk gelismesi
iizerine Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’ne bagvurdu. Fizik muayenesinde
penisinde nekrotik doku belirlenmesinin diginda
diger bulgular1 normaldi. Hastanin 6zge¢misin-
de hipertansiyon, diyabet ve bobrek yetmezligi
oldugu belirlendi. Uroloji Servisi’ne fournier
gangreni On tanisi ile yatirildi. Hastaya cerrahi
operasyon Oncesinde piperasilin/tazobaktam IV
4x2, 25 g ile tedavisine baglandi. Hastadan par-
siyel penektomi ve iiretrektomi ile alinan mater-
yal kiiltiir ve antibiyogram istegi ile bakteriyolo-
ji laboratuvarina génderildi. Hastadan gonderi-
len 6rnegin Gram boyali mikroskobik degerlen-
dirmesinde, bol polimorf niiveli 16kosit, Gram
negatif basil ve Gram labil kok goriildii. Ornek
%5 koyun kanli agar (Becton Dickinson,
Almanya), Eozin-metilen blue agar (Becton
Dickinson, Almanya), cikolatamsi1 agara (Becton
Dickinson, Almanya) tek koloni ekim yontemi
ile ekildi. Plaklar 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(4):273-276

sonrasinda degerlendirildi. Ureyen mikroorga-
nizmalarin konvansiyonel yontemlerle tanimla-
ma ve CLSI standartlarina uygun disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik duyarlilik testleri
calisildi®'?, Hastanin 6rneginde iireyen mikro-
organizmalar Acinetobacter spp., Klebsiella
pneumoniae, D grubu Streptococcus olarak
tanimlandi. Acinetobacter spp. olarak tanimla-
nan izolatin Mueller Hinton Agar’da yayilan
kahverengi pigment iirettigi belirlendi (Resim
1). Konvansiyonel yontemlerle Acinetobacter
spp olarak tanimlanan izolatin “VITEK 2 system
(bioMérieux, Fransa)” ve “MALDI-TOF mass
spectrometry” tanimlama testleri ¢alisildi. Her
iki sistemle de izolat A. baumannii olarak tanim-
land1. Ureyen A. baumannii izolatimin duyarlilik
sonucu; piperasilin, piperasilin-tazobactam, imi-
penem, meropenem, amikasin, gentamisin, tob-
ramisin, seftazidim ve siprofloksasin i¢in direng-
li, trimetoprim-sulfametaksazol i¢in orta duyarli,
sulbaktam-sefaperazon duyarli olarak saptandi.
Ilk gonderilen 6rnekten 5 giin sonra hastanin
cerrahi operasyon bolgesinde kalan nekrotik
dokunun debridmani da yapilarak 2 ayri ornek
daha bakteriyoloji laboratuvaria gonderildi. Bu
orneklerde de ilk ornekle uyumlu olarak kahve-
rengi pigment iireten A. baumannii iiredi.

Resim 1. Hastadan izole edilen Acinetobacter baumanii kokenine ait Mueller Hinton besiyerinde

yapilan antibiyogram.
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Hastanin siitur hattinda akint1, C-reaktif protein
degerinde yiikselme ve ates yiiksekligi mevcut-
tu. Hastanin mevcut tedaviye yanitsizligi ile
birlikte kiiltiir sonuclar1 degerlendirildikten
sonra antibiyotik tedavisi yeniden planlandi.
Hastaya kolistin IV, 5 mg/kg yiikleme, 2x2.5
mg/kg idame, sulbaktam/sefaperazon IV 3x2 g,
tigesiklin IV 1x100 mg yiikleme, 2x50 mg
idame baglandi. Tedavisinin 8. giiniinde klinik
tablonun gerilemesi {iizerine kolistin tedavisi
kesilerek sulbaktam/sefaperazon ve tigesiklin
tedavisinin 14 giine tamamlanmasi planlanarak
hasta taburcu edildi.

TARTISMA

Calismada ender karsilagilan bir bakteri izolati-
nin tanimlanmasi konvansiyonel ve ticari test-
lerle yapilmigtir. Tanimlamanin dogrulugu kul-
lanilan yontemlerin nonfermentatif bakterileri
dogru tanimlayabilme performanslari ile iligkili-
dir.

Klinik ornek kiiltiirlerinde; koyun kanli agar ve
EMB besiyerinde iiremis Gram-negatif, non-
fermantatif, oksidaz negatif, polimiksin B duyar-
I1, katalaz pozitif ve hareketsiz kokobasillerin
Acinetobacter olarak tanimlanmasi onerilmekte-
dir ®,

Otomatize ticari fenotipik tanimlama sistemleri-
nin Gram negatif nonfermentatif bakterileri
dogru tanimlayabilme becerilerinin degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir®. Zbinden ve ark 'V Vitek
2 GN kartinin Pseudomonas aeruginosa digin-
daki nonfermentatif bakterileri tanimlamada
gosterdigi performansi 16S rRNA gen sekansla-
ma ile karsilagtirmiglardir. Bu calismada, Vitek 2
GN kart1 izolatlarin %59’unu tiir diizeyinde ve
%10’unu cins diizeyinde dogru, %31’ini yanlig
tanimlamigtir. Sonuglar ayrintili olarak incelen-
diginde, Vitek 2 GN kartinin Acinetobacter spp.
olarak tanimladig1 16 izolatin yalnizca 1 tanesini
(%6.1) yanlis tanimladig1 goriilmektedir.

Gram negatif nonfermantatif bakterileri tanimla-
mada MALDI-TOF MS sistemlerinin gosterdigi
performans Mellmann ve ark.!” tarafindan aras-
tirilmigtir. Bu ¢aligmada, 16S rRNa gen sekans-
lama yontemi ve MALDI-TOF MS sisteminin
sonuglar1 arasinda tiir diizeyinde %82.5 cins
diizeyinde %95.2 oraninda uyum oldugu bildi-
rilmistir. Calismada, 16S rRNA gen sekanslama
yontemi ile tantmlanamayan 2 6rnegin MALDI-
TOF MS ile Acinetobacter spp. sus DSM 30009
olarak tamimlanmig olmas1 dikkat cekicidir.
Yazarlar, MALDI-TOF MS veritabanlarinin
genislemesi ile tanimlamada kargilagilan sorunla-
rin iistesinden gelinebilecegini belirtmiglerdir®.

Bu olgu sunumunun en 6nemli kisithilig izolatin
tanimlanmasinda sekanslama yontemlerinin kul-
lanilmamig olmasidir. Ancak her iki ticari test
yontemi ile aymi tamimlama sonucu alinmig
olmasi izolatin biiyiik olasilikla A. baumannii
oldugunu diisiindiirmektedir.

Coelho-Souza ve ark.”, ii¢ hastaya ait bes klinik
ornekten izole ettikleri yayilabilen kahverengi
pigment iireten A. baumannii suslarini rapor
etmisglerdir. Yazarlar, 6nce biyokimyasal testler
ve rpoB gen sekanslama yontemi s6z konusu
izolatlart A. baumannii olarak tanimlamiglardir.
Daha sonra yaptiklar1 ¢alismalar sonrasinda bu
izolatlarda goriilen pigmentin tirozin kullanimi
ile iligkili bir tirlin olan melanin oldugu sonucu-
na varmiglardir.

Hastanemizde izole edilen A. baumannii susu-
nun tirettigi kahverengi pigmentin biyokimyasal
ozellikleri karakterize edilmemigtir. Bu nedenle,
pigmentin melanin oldugu sdylenemez. Yalnizca
Coelho-Souza ve ark.” yaymlarinda gosterdik-
leri resimlerle izolatimizin olusturdugu pigment
rengi arasindaki benzerlik oldugu gozlenmisgtir.

Caligsmada, penil doku enfeksiyonundan izole
edilen ve Mueller-Hinton agarda yayilan kahve-
rengi pigment lireten bir A. baumannii izolati
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bildirilmektedir. Klinik izolatlarda ender olarak
saptanan bu kahverengi pigmentin A. baumannii
patojenitesine katkisinin arastirilmasi gerektigi-
ni diiglinmekteyiz.
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YAZARLARA BILG

Metin Cesitleri

Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Tiirk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin yaym organ olup ilgili alanlardaki 6zgiin
aragtirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tamitim yazilari ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

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

Yazilar Tiirkce olarak yollanmalidir.
Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

Yayimlanmast istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak
tizere teslim edilmis veya kabul edilmis olmamalidir.
Ozet biciminde yayrmlanmg bir 6n bildirinin bitmis
bicimine yer verilebilir.

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

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

Danigma ve Yayin Kurullari; diizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda yayinci, yazilarda diizeltme yapmak,
biciminde degisiklikler istemek ve yazarlar
bilgilendirerek kisaltma yapmak yetkisine sahiptir.
Yazarlardan istenen degisiklik ve diizeltmeler yapilana
kadar, so6z konusu yazilar yaym programinda sirada
bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin tiimiiniin veya bir boliimiiniin
bir bagka yerde yayimlanmasi sdz konusu olursa
editorlere bilgi verilmesi zorunludur.

Bagvuru

Sadece on-line bagvurular kabul edilir.

Bagvurularda, tiim yazarlarin adlar1 ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Tiim yazarlarin ORCID numaralari
bagvuru esnasinda on-line olarak ilgili alana
eklenmelidir. ORCID ID kaydi i¢in https://orcid.org
adresini kullaniniz. Ayrica, yazinin tiim yazarlar
tarafindan onaylandigini ve daha once hicbir yerde
yayimlanmadigint ve teklif hakkinin dergiye
birakilacagini belirten ve tiim yazarlar tarafindan
imzalanmig web sayfasindaki belgenin (Copyright-
Telif) on-line olarak veya posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

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

Prof. Dr. Cagr1 Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kiniklt Kampiisii / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Metin ¢esitlerinde on-line olarak yonlendirme
bulunmaktadir.

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

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

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

Editére Mektup: Daha 6nce yayimlanmis olan bir yazi
hakkinda, yeni bir aragtirma bulgularmimn bildirilmesi
veya bir goriis bildirimi olabilir. Bir sekil/tablo/fotograf/
resim/grafik ve en ¢ok 5 kaynak igerebilir.

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazimin Tiirkce bashigi kisa, agik ve icerigi tam yansitir
olmalidir.

Yabanci dilde baglik Tiirkce baghk ile birebir
uyusmalidir.

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmalidir

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

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

Ozet bolimiinde kisaltmalardan miimkiin oldugunca
kagmilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

Ana metin sayfalari, metin c¢esidine gore
boliimlendirilmelidir. Ozgiin aragtirmalar amacin
belirtildigi giris, gere¢ ve yontem, bulgular ve tartigma
kisimlarindan olugmalidir. Bulgu ve tartigmanin kisa
oldugu metinlerde iki baslik birlestirilerek de
aktarilabilir. Olgu sunumu amacin belirtildigi kisa bir
giristen sonra detayli olgu ve tartismadan olugsmalidir.
Derlemelerde Once kisa bir giris yapilmalidir ve
ardindan derlemenin konusuna uygun olusturulmusg
boliimleri kapsamalidir.

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

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalart
ayni olacak adlar ayn1 yazida gectiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullanmilmalidir. Stafilokok, streptokok
gibi sadece cins ad1 gecen climlelerde dilimize yerlesmis
cins adlar1 Tiirkge olarak yazilabilir.

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

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



Bir tesekkiir yazis1 varsa Kaynaklar’dan 6nce olmalidir.

Calisma kazanilmig bir burs
tamamlanmigsa belirtilmelidir.

veya proje ile

Kaynaklar listesinde yer alan kaynaklarin tamaminin
metin i¢inde kullanilmis olmas1 gereklidir.

Kaynaklar metin icinde gecis sirasina gore siralanmali
ve metin i¢inde ciimle sonuna konacak parantez icine,
list simge olarak yazilmahdir. Ornegin; .....................
gosterilmigtir!*9...... Kaynak yazimi sirasinda bogluk
birakmayiniz.

Metinde kaynaklar iist simge olarak bulunmalidir.

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

Heniiz yaymlanmamis veriler ve ¢aligmalar Kaynaklar
boliimiinde yer almamalidir.

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

Kaynaklarda, yazar sayisiniin alti veya daha az olmasi
durumunda tiim yazarlarin isimleri yazilmalidir. Yazar
say1sinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk ii¢ yazarm
ismi yazilmali, sonrasinda Tiirkce makalelerde “ve ark.”,
Ingilizce makalelerde ise “et al.” ilave edilmelidir.

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

Dergide kaynaklar yazilirken temel olarak Tiirkce’ye
uyarlanmis  Vancouver yazim stili (Ornekler
asagidadir) esas alinmali; noktalamalar, kelime ve
harf araliklari, biiyiik harfler, dergi ve cilt numarasi
buna gore diizenlenmelidir.

Ornekler
A. Makaleler

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

Standart Dergi Makalesi: Standart Dergi Makalesi:
Courvalin P, Davies J. Mechanisms of resistance to
am1n0glycos1des Am J Med. 1977;62(6):868-72.

Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Snydman

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

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

B. Kitaplar

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

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

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

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

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

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

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandirilmali ve yazi iginde gectigi yerler
belirtilmelidir.

Tablo baslig1 tablo iist ¢izgisinin iistiine, sol kenardan
baglanarak yazilmali ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullanilmalidir. Ornegin; Tablo 1. E. coli
izolatlarinin MiK dagilimlari, gibi.

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrart olmamalidir

Sekil, fotograf, resim ve grafiklere ait aciklamalar ana
metinle beraber en sona eklenerek yollanmalidir.
Sekillerde 6l¢ii onemli ise lizerine cm veya mm’yi
gosteren bir olcek ¢izgisi konmalidir.

Fotograflar taninmay1 engelleyecek sekilde olmali ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

Isim, bag harfler, hastane kayit numaras1 gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

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






