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The Relationship Between Tuberculosis and TLR Gene Polymorphisms
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Diinyadaki baslica sadlik sorunlarindan biri olan tiiberkiiloz, her yil ¢ok sayida éliime neden
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti’niin (DSG) 2018 raporuna gére 2017 yilinda 6.7 milyon yeni
tiiberkiiloz olgusu bildirilmistir. Hastalik etkeni, kisileri enfekte ettikten sonra ¢ok uzun siire
latent evrede kalabilmektedir. Enfekte olan kisilerden bazilari hasta olurken, bazi kisilerde ise
hastalik hi¢bir zaman gelismemekte hatta bunlarin yaklasik %901 badisiklik sisteminin verdigi
yanitla kendiliginden iyilesmektedir. Bir¢cok enfektif hastalikta oldugu gibi, enfekte olan kisi
sayisi ve hasta olan kisi sayisi arasindaki farkliiga konakg¢r savunmasi ve organizmanin viriilan-
si arasindaki denge farkliliklari neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, bu farkliligin nedeni
cogunlukla, konadin bagdisiklik sisteminin durumu ile iliskilendirilmis ancak yeterli bir yanit
olarak gériilmemistir. Bu durumda, enfektif hastaliklarla konak arasindaki iliskiyi anlayabilmek
icin enfektif ajanlara verilen yanitin genetik temellerinin arastiriimasi gerekmektedir. Bu derle-
mede Mycobacterium tuberculosis’e immun yanitta ya da yatkinlikta séz konusu olan TLR
genlerindeki polimorfizmlerin etkisini inceleyen ¢alismalar 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Tiiberkiiloz, TLR, genotipleme
ABSTRACT

Tuberculosis, one of the major health problems in the world, causes many deaths every year.
According to the 2018 World Health Organization (WHO) report, 6.7 million new tuberculosis
cases were reported in 2017. The disease can remain in the latent phase for a very long time after
infecting the affected individual. While some of the infected people contract the disease, while
the others never develop the disease; even about 90% of the contracted people improve and get
well by the immune system’s response. As in many infectious diseases, the difference between the
number of infected people and the number of people with the disease is due differences in
balance between the host defense and the virulence of the organism. In the studies conducted;
this difference was mostly attributed to the state of the immune system of the host, but this is not
accepted as an adequate response. With these terms, the genetic basis of the response to
infectious agents needs to be investigated in order to understand the relationship between
infectious diseases and the host. In this review we have summarized the studies on the effect of
polymorphisms of TLR genes which are involved in the immune response and the susceptibility to
Mycobacterium tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis, TLR, genotyping

GiRIS

kisi) latent TB enfeksiyonuna sahiptir ve dolayisiyla
yasamlari siresince TB hastaligini gelistirme riski

Tuberkiloz (TB), diinya gapindaki 6ltiimlerin en 6nem-
li nedenlerinden biridir. Mycobacterium tuberculosis
(MTB) tiberkiloz hastaliginin etkenidir ve Dinya
Saghk Orgiiti'niin (DSO) 2018 raporuna gore; diinya
nifusunun yaklasik olarak %23’U (yaklasik 1.7 milyar

tasimaktadirlar. Kiresel olarak yaklasik 10 milyon
insan TB hastaligina yakalanmakta ve bu 10 milyo-
nun 5.8 milyonunu erkekler, 3.2 milyonunu kadinlar
ve 1 milyonunu ¢ocuklar olusturmaktadir. Tuberkiloz,
MTB’nin neden oldugu granilomatoéz bir enfeksiyon

© Telif hakki Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti’ne aittir. Logos Tip Yayincilik tarafindan yayinlanmaktadir.
Bu dergide yayinlanan butiin makaleler Creative Commons Atif-Gayri Ticari 4.0 Uluslararasi Lisansi ile lisanslanmigtir.

© Copyright Turkish Society of Microbiology. This journal published by Logos Medical Publishing.
Licenced by Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0)


https://orcid.org/0000-0003-4584-0954
https://orcid.org/0000-0003-1842-9203
mailto:ceren.acar@inonu.edu.tr

hastaligidir. M. tuberculosis 90’dan fazla antijen ve
cesitli virtilans faktérlerini icerir®.

Dunya nifusunun 1/3°i tiberkiiloz ajani ile enfekte
olmasina ragmen, enfeksiyon genellikle aktif hastali-
ga donusmemektedir. Patojen, hastaligin klinik 6zel-
liklerini gdstermeyen enfekte kisilerin yaklasik olarak
%90’Inda latent halde kalmaktadir®. Klinik 6nemine
ragmen, MTB patogenezi ve enfekte olanlarin yakla-
stk olarak %10‘unun hastaligi gelistirmesini engelle-
yen konak¢l mekanizmalari tam olarak anlasilabilmis
degildir. Enfeksiyonun baslangi¢ ve birincil yeri oldu-
gu icin akcigerin mikro cevresi, patojen ve konakgl
arasindaki dinamik etkilesim hakkinda fikir sahibi
olmamizi saglamaktadir®,

Biyoloji ve tip alanlarinin temel hedeflerinden birisi,
enfeksiyon ajanlari ile insan iliskilerini anlamaktir.
Bakterilerin etkilesimini ve insan konak fenotipik
cesitliligini genetik temelli incelemek esastir. insan
genom projesinin sonuglari, insan konakgl genetigi
hakkinda ipuglari vermistir. Fakat yine de bireylerin
ve populasyonlarin fenotipik degisimlerinden
sorumlu olan genomlar arasindaki, dogal olarak
ortaya c¢ikan genetik degisimler hakkinda belirli bir
bilgiye ulasilamamistir. Yeni gelistirilmis teknolojile-
rin yardimiyla degisik cografi bolgelerde farkh etnik
kokene sahip genom dizilerinin tamamini ve farkh
popllasyonlar arasindaki varyasyonlari karsilastir-
mak kolaydir. Boylece dogal olarak insan genomun-
da meydana gelen ¢esitli varyasyonlari ve hastalik-
larla olan iliskilerini anlamamiz da ayni 6lgtde
kolaylasmistir. Dolayisiyla, popilasyonlarin gegmis-
lerini, go¢ orlintllerini ve iklim degisikliklerini, bes-
lenme kaynaklarini ve patojen baskilarini iceren bu
degisen gevresel kosullar Homo sapiens’in adaptas-
yonunun altinda yatan genetik mekanizmalari anla-
mamiza yol agmistir. Sonug olarak, insan genetiginin
hastaliga karsi duyarliligi, hastalik siddeti ve tedavi-
ye vyanit Uzerindeki etkileri buylk olcide
¢ozllecektir®. Konakgl igin bulasici hastaliktaki
cesitlilik onemli oldugu kadar hastaligin yayilmasi
ve yayginlastiriimasi da 6nemlidir. Bu gesitlilik tam
olarak anlasilamamistir. Ozgiil tek nikleotid poli-
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morfizmleri (SNP’ler-single nucleotide polymorp-
hisms) yardimiyla hasta bireylerde ve saglikli birey-
lerde hastalikla iliskili genomik boélgelerin karsilasti-
rilmasi olasidir®,

Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Genomda en yaygin dizi varyasyonlarindan biri tek
nikleotid polimorfizmleridir. Bunlar birgok hastaliga
yatkinlik icin degerli belirteclerdir. SNP’ler, isimlerin-
den anlasilacagi lGzere, tek bir baz gifti degisimi tGre-
ten degisimlerin sonucudur. Her varyasyon belirli bir
derecede poptlasyonda bulunabilir. Kompleks 6zel-
liklerde genetik etkileri ve SNP’lerin hastaliklarla ilis-
kisini anlamak icin Genom Boyu iliski Calismalari
(GWAS-Genome-wide association study) kullaniimis-
tir®. Popllasyonlarda SNP varyasyonlarinin siklig
disuk olsa da bazi durumlarda ¢ok 6nemli rol oyna-
maktadir. Genetik alaninda ¢alisan bircok arastirma-
c1, hastaliga 6zgl olan SNP’leri bulmaya ¢alismakta-
dir. SNP’ler, fenotipik olarak, kodlayici olmayan bol-
gelerin SNP’leri ve kodlayici bolgelerin SNP’leri olarak
siniflandirilabilir. Kodlamayan boélgeler, kodlayici bol-
gelere gore daha fazla SNP icerir. SNP’ler genomda
heterojen olarak dagilmakta ve genellikle evrim galig-
malarinda ve populasyon genetigi calismalarinda
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Kodlama bolgesin-
deki SNP’ler genetik koddaki dejenerasyona bagh
olarak, ¢ogunlukla amino asit diziliminde 6nemli
degisikliklere neden olmazlar. Protein yapisini degis-
tiren SNP’ler, ilag metabolizmasi ve dolayisiyla far-
makogenetik ¢alismalarda kullanilir. Kodlama bdlge-
sinde bulunan SNP’ler 2 alt tiptir; protein aktivitesini
etkileyen fakat protein dizisini etkilemeyen bazi
synonymous SNP’ler ve protein amino asit dizisinde
degisiklige neden olan
SNP’lerdir®®).

nonsynonymous

SNP veri tabanlari, GWAS (izerinde ¢alisan arastirmaci-
lar arasinda ¢ok popiilerdir. Giniimiizde yaygin olarak
kullanilan veri tabani, 6 milyondan fazla insan SNP’i
iceren dbSNP’dir. Buna ek olarak, insan Gen Mutasyon
Veri Tabani, insan OMIM (Cevrimici Mendel Mirasi),
Swiss-Prot ve Insan Genom Varyasyon Veri Tabani
sikga kullanilan diger veri tabanlardir®.
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Genomlarda SNP’lerin yaygin olarak bulunmasi gene-
tik taramalarda baskin bir belirte¢ olarak kullanilabi-
lirligini saglamakta ve bu da etkin taramalarin genis-
lemesine yol agmaktadir. Yeni ilag kesif projeleri cok
sayida SNP ve birey icerdiginden dolayi, SNP’ler, tara-
ma ve genotiplendirme igin yeni teknolojilerin gelis-
tirilmesinde 6nemli rol oynamigtir®,

Mycobacterium tuberculosis

Tuberkiiloz patogenezini anlamak igin yapilan galis-
malar Teophile Laennec ile 19. ylzyilda baslamistir
ve daha sonra 1865 yilinda Jean-Antoine Villemin,
MTB enfeksiyonunun bulasabilirligini gostermistir.
1882 yilinda Robert Koch, tiiberkil basilini etiyolojik
ajan olarak tanimlamistir®.

Mycobacterium tuberculosis, akciger tuberkiilozu
(PTB) hastalarinin hapsirma, 6ksiirme ve konusmala-
ri yoluyla yayilir ve bagisikhigi zayif insanlarin enfekte
olmasina neden olur. Bu durum, hastaligin yayilma-
sinda tek dogal kaynagin insan oldugunu gdsterir®?,

Mikobakteriyel Hiicre Duvari

Bir hiicre igi patojeni olan MTB yavas urer ve konakgl
makrofajlarin icinde canli kalabilme yetenegine
sahiptir. Hidrofobik mikolik asitler hiicre duvarinda
bulunur (kuru agirhigin %50’si) ve aside direngli bir
bakteridir. Mycobacteria’nin yavas Uremesi, besin
alimini zorlastiran kalin mikolik asit katmanindan
kaynaklanmaktadir. Diger bir yandan kalin olan bu
tabaka, lizozomal enzimlere karsi bakteriye direng
kazandirir. Cogunlukla hicre duvarinin dis kisminda
mikolik asitleri tasir ve i¢ kisimda ise esas olarak
fosfatidil-miyo-inositol mannozidaz (PIM’ler), arabi-
nogalaktan ve peptidoglikan tasimaktadir. Dis kismin
altinda mannoz iceren molekdller bulunur. Bu biyo-
molekiller mannoglikoproteinler, ilgili lipomannan
(LM) ve mannoz kaph lipoarabinomannan (Man-
LAM) olabilir. Bakterilerin dis kapstli hem arabino-
mannan hem de hiicre ylizeyinde bulunan mannan
tarafindan olugmaktadir. Hiicrenin yiizeyinde, en bol
bulunan mannozlardan biri Man-LAM’dir ve énemli
bir virlilans faktorudir. TUm patojen bakteriler, hizli
Greyen mikobakteriyel suslarda bulunmayan mannoz

kapl motiflerin 6zelliklerini daha az patojenik olanlar
ile paylasir®. MTB ve insanlar arasindaki konak-
patojen etkilesimleri detayl olarak incelenmis olsa
da tamamen ¢6zilmis degildir. Dogal bagisiklik yani-
tinin aktivasyonunda, ilk asama patojenin kalip tani-
masi ile baslar. MTB’nin patojen ile iliskili molektler
motifleri (Pathogen associated molecular patterns-
PAMP), 6zgil kalip tanima reseptorleri (Pattern
recognition receptors-PRR) tarafindan saptanir.
Tanima yapildiktan sonra, proinflamatuar sitokinler
ve kemokinlerin Gretimi; fagositoz, bakteri yok etme
ve antijen sunumu gibi olaylar tetiklenir*?.

Toll-benzeri Reseptérler (TLR’ler)

Toll-benzeri reseptorler kalip tanima reseptor ailesi-
ne aittir. Memelilerde, bu aileden on iki Giye bulunur.
Dendritik hicreler (DC’ler) ve makrofajlar gibi bagi-
siklik hiicrelerinin hiicre zar ylzeyinde veya endositik
vezikil zarlarinda belirtilirler. 1985 yilinda Christiane
Nisslein-Volhard, Drosophila Toll proteinin homo-
loglarinin mikrobik enfeksiyona karsi savunmada
onemli olduklarini ve evrimsel olarak korunmus yapi-
lar olduklarini kesfetmistir*?. Toll benzeri reseptorler
cok cesitli patojenlere karsi bagisiklik gosterirler.
N-terminal ektodomeynleri (ECD) ve |6sin zengini
tekrar (LRR) ile karakteristik diizlemsel atnal sekline
sahiptirler. Toll benzeri reseptorlerin ligand etkile-
simleri belirgin olmasina ragmen, hepsi dis tarafta N
terminalleri ve orta kisimda C terminalleri ile karak-
teristik  bir m-seklinde dimerik kompleks
olusturmaktadir®, Olen hiicrelerden veya mikrobi-
yal patojenlerden gelen endojen molekiiller, oldukga
korunmus yapisal motifler olan patojen ile iliskili
molekuler kahplari gosterir. Tehlike ile iliskili molek-
ler kaliplar (Danger Associated Molecular Patters-
DAMP’lar) hiicre kaynakhdirlar. Patojenik enfeksiyo-
nun varhiginda, travma, iskemi ve doku hasarina yanit
olarak bagisikhgi baslatir ve surdlrirler. Ayrica
TLR’ler tarafindan taninmaktadirlar®. PAMP’lar,
hlcre duvari bilesenlerini icerir. Bu bilesenler, lipo-
peptidler, lipopolisakkarid (LPS) ve peptidoglikan
(PGN) olarak listelenebilir. Ote yandan viral cift sar-
malli RNA, bakteri DNA’sI ve flagellin PAMP olarak
siniflandirilabilir. TLR ailesi tarafindan algilanan



PAMP’lar, lipidlerden lipopeptidlere, proteinlere ve
niikleik aside kadar degisir. Tehlikeye bagh molekdler
modeller, 1si soku proteinleri gibi hiicreler arasi pro-
teinlerin yani sira hicre disi matristen alinan protein
parcalarini da icerir®™. Toll-benzeri Reseptorleri,
PAMP veya DAMPIar ile indiikleme, AP-1 ve Niikleer
faktor kapa-p (NF-kB) aktivasyonuna, aktarim faktor-
leri gibi interferon diizenleyici faktorlere (IRF’lere)
yol acan sinyal basamaklarini tetikler. Pro-
inflamatuvar sitokin, efektdr sitokin ve interferon
(IFN) Gretimini yonlendiren uyarlanabilir bagisiklik
tepkisi, TLR sinyalizasyonunun sonuglarini olusturan
cesitli hicresel tepkilerdir. TLR reseptor ailesinin
Toll/ Interldkin-1 reseptér (TIR) domeynli adaptorleri
olan bes molekil (My-D88, TRIF, Mal, TRAM ve
SARM) bu ailenin tim uyeleri ile etkilesime girer.
TLR’ler esas olarak bagisiklikta dnemli bir rol oyna-
yan dalak ve periferik kan |okositlerinde belirtilir.
Buna ek olarak, akcigerler ve gastrointestinal sistem-
de agiklanir®),

Arastirmacilar, TLR’leri hiicresel konumlarina gore iki
gruba ayirmislardir. Farkh noktalardaki TLR’ler farkli
belirteglerin tanimlanmasinda énemli bir rol oyna-
maktadir. ilk grup TLR ailesinden 1, 2, 4, 5, 6'nin
hepsi hiicre ylizeyi lizerinde sentezlenir ve lipit yapi-
larini tanimaktadirlar. TLR5, flagellin proteinin tanin-
masinda yasamsal bir role sahiptir. ikinci grup, Toll-
benzeri Reseptorler 3, 7, 8, 9 bakterilerin ve virisle-
rin genomundan tilretilen nikleik asitleri tanir ve
hiicrelerarasi bolgelerde bulunmaktadirlar. Bu mole-
killere erisim, hiicrenin ge¢ endozomlari ya da lizo-
zomlari icinde bir miktar bozulma gerektirir.
Hicredeki bu reseptorlerin lokalizasyonu ve trafigi-
nin, ligand tespitine izin vermek icin 6nemli bir
mekanizma oldugu giderek daha belirginlesmistir.
Onemli olarak, sinyalizasyon sirasinda bazi TLR’lerin
hareketi, TLR sinyal yollarinin asiri aktiflesmesini
onleyebilir®®”), TLR ailesinden 2, 4, 6, 9 ve olasilikla
8, MTB’nin taninmasiyla ilgilidir. Ayni zamanda, TLR2
ya TLR1 ya da TLR6 ile heterodimer olusturur ve bu
heterodimerler, LAM, LM, 38-kDa ve 19-kDa miko-
bakteriyel glikoprotein ve fosfatidilinositol manozu
(PIM), triagillenmis (TLR2/TLR1) veya diagillenmis
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(TLR2/TLR®6) lipoproteinler gibi mikobakteriyel hiicre
duvari  glikolipidlerinin ~ taninmasinda rol

oynarlar&19),

Asagida MTB ile baglantil TLR molekulleri hakkinda
bilgiler verilmektedir.

TLR1

TLR1, 6zgll patojen iliskili molekuler paterniile Gram
pozitif bakterileri tamir?, TLR1 ayni zaman CD281
olarak adlandirilir. TLR1, TLR2 (bir heterodimer ola-
rak) ile birlikte peptidoglikan ve lipoproteinleri tanir
ve makrofaj ve notrofillerin yiizeyinde bulunurlar?y,

TLR2

TLR2, CD282 olarak adlandirilmaktadir. TLR2, bakte-
riyel lipoproteinler, lipomannanlar ve lipoteikoik asit-
ler dahil olmak lizere Gram-pozitif bakterilerin gesitli
PAMP’larin taninmasinda 6nemli rol oynar®?, TLR2,
sirasiyla triagile veya diagile lipopeptitleri tanimak
icin TLR1 veya TLR6 ko-reseptorlerini kullanir. TLR1
ve 6, TLR2 gibi plazma membraninda belirtilir?),
TLR2, lipoteikoik asit ve di- ve tri-asetillenmis sistein
iceren lipopeptitler gibi lipit iceren PAMP’lara plaz-
ma membranindan yanit verir. Bunu, plazma memb-
raninda TLR1 veya TLR6 ile dimerik kompleksler
olusturarak yapar?®, Barbalat ve ark/nin®) yapmis
oldugu c¢alismada, enflamatuar monositlerde,
TLR2'nin bakteri ile degil virls tarafindan aktivasyon
gosterdigi ve Tip 1 IFN Uretimine yol actig1 gosteril-
migtir. Ligandlarin taninmasinda sinyal olusumunda
TLR2’nin  diger TLR’ler ile dimerize olmasi
gerekmektedir®®),

TLR4

TLR4, insanlardaki TLR4 geni tarafindan kodlanan ve
kromozom 9¢g-32-33 {izerinde bulunan bir proteindir.
Yaklasik uzunlugu 13 kb’dir. 222 amino asitlik bir pro-
teini kodlayan 3 eksonu vardir®®?”), TLR4, MTB enfek-
siyonuna dogustan gelen bir bagisiklik tepkisinin
ortaya ¢ikmasinda yasamsal bir rol oynamaktadir. Bu
bakteriyel lipopolisakkaritlerin (LPS) taninmasi ile
ilgilidir. Ayni zamanda gram negatif bakterilerden
lipopolisakkariti algilar ve dogustan gelen bagisiklik
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sisteminin aktivasyonuna izin verir®®, TLR4, CD284
olarak da adlandirilir ve MD-2 olarak bilinen baska
bir LRR proteini ile kompleks olustururlar. LPS ve
TLR4 arasinda direkt etkilesim yoktur, ancak TLR4-
MD-2 kompleksinde MD-2, LPS baglanmasi igin bir
kopri gibi davranir. Diger lipid turlerinin de aktifles-
tirme yeteneginde oldugu gosterilmistir2®),

TLR6

TLR6, insanlarda TLR6 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir ve 2.391 baz ciftinden olusur. TLR6, mono-
sit, monosit tlirevi olgunlasmamis dendritik hiicreler
(ibC) ve nétrofillerin hiicre yuzeyinde belirtilir?,
N-terminal sinyal peptidi, on dokuz tandem yinele-
nen hiicre disi LRR motifleri ve sitoplazmik bolgede
bir Toll/IL-1R homoloji alanindan olusur. Bulasici
ajanlar Uzerinde belirtilen PAMP’lari tanir ve etkin
bagisikhgin gelisimi icin gerekli sitokinlerin tGretimine
aracilik eder. Fonksiyon, agirlikli olarak fare hiicrele-
rinde incelenmistir. NF-kB ve Jun N-terminal kinaz
(JNK) yolaklari, TLR6’nin temel séylemi ile aktive edi-
lir. Insan hiicrelerindeki arastirmalar, TLR6 ve TLR2’nin
monosit plazma zarinda yer aldigini gostermistir. Bazi
popilasyonlarda, kodlanmis proteinin hicre disi ala-
nindaki Ser249Pro polimorfizmi artmis astim riski ile
iliskili olabilmektedir®-3?. Ote yandan, farkl patojen-
lerin taninmasindaki, insan TLR6’nin spesifik rolQ,
TLR1 ve TLR2'ye gore daha az anlasiimistir®®), Son
zamanlardaki ¢alismalar, TLR6’daki ender SNP’lerin,
bazi etnik gruplarda degisen NF-kB sinyali ve artmis
tuberkiloz riski ile iliskili oldugunu gostermistir®,

TLR8

TLRS, filogenetik olarak TLR7’ye ¢ok benzemektedir.
TLR8, genel olarak, HIV, VSV (Vezikiler Stomatitis
Virlis) ve influenza A virisiinden elde edilen R-848,
bakteriyel RNA ve ssRNA’yi tanir. TLR8, monositlerde
ylksek olmak Gzere gesitli dokularda belirtilir ve bak-
teri enfeksiyonu sonucu ifade dizeyi artar. Ayrica
sitokin salinimini saglar®s.

TLR9
TLR9, insanlarda TLR9 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir. Ayrica, CD289 olarak da tanimlanmistir®®,

TLR9, orijinal olarak, bakterilerde siklikla bulunan,
ancak omurgalilarda ender goriilen, metillenmemis
2’-deoksiribo sitidin fosfat-guanosin (CpG) DNA
motiflerini tanimaktadir®”., Sentetik CpG oligodeok-
sinukleotitleri (ODN’ler) TLR9 ligandlari olarak islev
gorir ve DNA'nin TLR9 taninmasi, baz dizisinden
bagimsiz olarak gergeklesir. pDC’lerin DNA virls
enfeksiyonu veya belirli CoG ODN’lerine karsilk ola-
rak buyldk miktarda tip | IFN Urettikleri gz oniline
alindiginda, pDC'’ler tarafindan belirtilen TLR9, virUs
enfeksiyonu icin bir sensor olarak gérev yapar®”:39),

MTB-TLR iliskisi

Dogal bagisiklik sistemi MTB’ye karsi konak savun-
masinda dnemli bir rol oynamaktadir. ilk asamada
dogustan bagisiklik sistemi hiicreleri MTB'yi tanir.
Toll-benzeri Reseptorleri, Nod-benzeri Reseptorleri
ve C-tipi lektin reseptorlerini iceren bircok PRR sinif-
lari MTB’i tanimada rol oynamaktadir. Tuberkiloza
bagisikhk tepkisinin basinda, adaptér molekdlleri ile
TLR4 ve TLR6 en baskin islevlere sahip olanlaridir.
MTB’i tanimada, TLR4’in 6nemi, fare makrofajlari ve
transfekte CHO hiicreleri ile yapilan ¢alismalarla gos-
terilmistir. TLR6, TLR2 ile heterodimer olusturmakta-
dir. Mikobakteriler de bulunan hiicre duvari glikoli-
pidleri, bu heterodimerler tarafindan taninmaktadir.
Bu bilgiler 1s1ginda birgok bilim insani TLR ailesinin
tiberkiloz Gzerindeki etkisini arastirmistir®™, Cogu
arastirmaci, farkli popilasyonlarda genotiplendirme
yaparak, TLR ailesinin sdylemine bakmis ve sonuglar
elde edilmistir. Bununla birlikte HapMap verileri fark-
Il gruplara uygulanarak meta-analizler de yapilmistir.

Selvaraj ve ark.®, Guney Hindistan’daki saghkh ve
hasta populasyonunda TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TIRAP
ve TLR9 polimorfizmlerinin PTB direnci ve yatkinhgi-
na etkisini arastirmislardir. TLR1 polimorfizminin allel
ve genotip frekanslari, PTB hastalari ve kontroller
arasinda anlamli olarak farkli degildir. Hem kontrol
hem de hasta gruplarinda minor allel icin homozigot
genotipi bulunmadigini géstermislerdir. Bununla bir-
likte, TLR4 polimorfizmlerinin allelleri ve genotip
frekanslari, kontrol ve PTB hastalari arasinda anlamli
olmadigini bulmuslardir. TLR9 polimorfizmleri ile



iliskili olarak, allellerin ve genotiplerin frekanslari
saglikh kisilerde ve hastalarda benzerdir. T allel sikh-
g1, hastalar arasinda saglkli kisilerle karsilastirildigin-
da anlamli derecede yiiksektir.

Hindistan’da Najmi ve ark.?®, TLR4 Asp299Gly ve
Thr399lle polimorfizmleriile hastaligin siddetli bigim-
de PTB’ye duyarhhigini bildirmislerdir.

Randhawa ve ark.“?, TLR varyasyonlarinin, BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) asilarina yonelik degisen
in vivo immiin yanitlarla iliskili oldugunu bildirmistir.
BCG ile asilanan Giiney Afrika’daki bebekleri incele-
mis ve in-vivo BCG asilamasindan 10 hafta sonra TLR
polimorfizmlerinin IL-2 veya IFN-y yanitlari indlksi-
yonu ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Ayrica TLR6’nin
C745T ve G1083C’sinin, sitokin deneyleri tarafindan
gosterilen lipopeptit uyarisina tepki olarak bir IL-6
azalmasiyla iliskili oldugunu da bulmuglardir.
Transfekte edilmis HEK hicreleri diagillenmis lipo-
peptit veya MTB hiicre lizati ile uyarildiklarinda
C745T varyant aracili NF-k sinyali diisiktir. Bu aras-
tirmalardan saglanan tiim veriler incelendiginde,
dogal bagisiklikta, gen kusurlarinin T hiicreleri tara-
findan BCG kaynakli sitokinlerin Gretimini degistire-
rek patojene bagli adaptor yanitlarini dizenledigi
One surilmektedir.

TLR genleri TB dahil olmak lizere gesitli bulasici has-
tahklara duyarllikta 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
amagla Baker ve ark.“Y, Uganda ve Gliney Afrika
popilasyonlarinda TLR genlerinde genetik varyas-
yonlar Gzerinde calismislardir. Gliney Afrika ve
Uganda’dan elde edilen 6rneklerde TLR yolunda 4
gende (TLR2, TLR4, TLR6 ve TIRAP) tam ekson dizile-
me gergeklestirmiglerdir. TLR2 ve TLR6'da Uganda
popilasyonlari ile HapMap popilasyonlari arasinda-
ki haplotip sikliginda belirgin farkliliklar gozlemlen-
mistir. Calismanin 6énemli bulgularindan biri de TIRAP
ve TLR6’da yeni bir polimorfizm grubudur. Pek cok
¢alisma, genel olarak, dérdiinci ekson iginde kodla-
nan TLR4 varyantinin (Asp299Gly ve Thr399lle) siner-
jik etkisini gostermistir.
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Jahantigh ve ark.?”, iran popiilasyonundaki akciger
TB enfeksiyonu ve TLR4 ve TLR9 genlerindeki potan-
siyel iliskiyi incelemis ve anlamli bir iliski bulamamis-
lardir. Buna karsilik, Zhang ve ark.“?, TLR1, TLR2 ve
TLR6 polimorfizmlerinin PTB duyarliligina iliskin bir
meta-analiz yapmislar ve TLR6 ve TLR2 ile arasinda
anlamli iliski oldugunu goéstermislerdir.

Zhao ve ark.“?, 16 olgu kontrol ¢calismasi tizerinde bir
meta-analiz yaparak TLR4 rs4986791 ve TLR9
rs352139 polimorfizmlerinin sirasiyla Afrikalilar ve
Asyalilarda artmis PTB riski ile iliskili olabilecegini
gostermislerdir. Yapilan diger bir meta analizinde
18907 kisi dahil edilmis ve TLR6 ile ilgili bilgiler,
rs5743810 i¢in anlamli bir iliski oldugunu gostermis-
tir. Tim etnik gruplarda bu polimorfizm hastaliga
karsi koruma ile ilgilidir. TLR4 rs4986791’in T alelinin
Asya alt grubunda TB riskini arttirdigi da bulunmus-
tur. Ancak, s6zi edilen meta-analizde, diger TLR var-
yantlarinin tiberkiloz ile iliskili oldugu bulunma-
mistirt4,

Shey ve ark.®!, TLR6 SNP’lerinin lipopeptidlere ve
tim mikobakterilere karsi degisen immun yanitlarla
iliskili olup olmadigini belirlemislerdir. Polimorfizm
ve lipopeptid ile indiklenen IL6 Uretiminin baglanti-
sini anlamak amaciyla genin kodlayan bolgesinin dizi
analizini yapmislardir. C745T ve G1083C polimor-
fizmlerinin, degistirilmis IL6 salinimu ile iliskili oldugu-
nu bulmuslardir. Sonug olarak, TLR6 polimorfizmleri,
degismis lipopeptid ile indiiklenen sitokin yanitlari ve
MTB’nin taninmasinda yer alabilir.

TARTISMA ve SONUG

MTB’nin enfeksiyona neden oldugu molekiler meka-
nizmalar tam olarak agiklanamamistir; bu nedenle
hastalikla etkili terapilerle miicadele etmek veya
dnleme igin strateji gelistirmek zordur. Onceki ¢alis-
malar, enfekte olmus bazi bireylerin enfeksiy6z ajan
icin gliclu bir bagisiklik yaniti sergiledigini ve bunun
da hastaligin sonucunu belirledigini géstermistir,
Dogal bagisikhk tepkisinin baslangi¢ noktasinin oda-
ginda PAMP’lar bulunur. Bunlar, hiicre ylizeylerinde
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veya hiicre ici bélmelerinde veya doku sivilarinda
bulunan PRR tarafindan taninir ve kan dolasiminda
dolanirlar. Bu PRR’ler tarafindan taninan PAMP’lar
konakgl bagisikhk yanitini baslatir ve dizenlerler.
MTB’nin taninmasi, TLR, konakgidaki NLR ve C-tipi
Lektin reseptdri gibi PRR’ler ile saglanirt®),

TLR polimorfizmleri TB’ye yatkinhk Gzerinde buyuk
bir etkiye sahiptir. TLR’ler i¢in belirli genotipi olan
poplilasyon {(yelerinin, MTB ligandlarina afinitesi
farklihk gosterebilir, bu nedenle sinyal iletiminde
degisiklikler meydana gelebilir®®. TLR’ler, bircok
patojene dogal bir bagisiklik tepkisi uyandiran trans-
membran proteinlerdir. TLR’ler tarafindan taninan
mikobakteriyel ligandlar lipoarabinomannan, lipo-
mannan, fosfatidilinositol manozu ve 19 kDa lipopro-
teindir. Bu ligandlarin reseptorler tarafindan tanin-
masindan sonra TLR sinyal yolu, TIR alaninin MyD88
adaptor proteine baglanmasiyla aktive edilir.
inflamatuvar sitokinlerin, 6zellikle de TNF-a seviyele-
rinin artmasi, bu durumda bakterilere karsi dogal
bagisiklik tepkisini baslatirte-48),

Buna ek olarak, bagisiklik sisteminde konakgi-patojen
birlikteliklerinde TLR’lerden farkli bircok molekiil
vardir. Pek cok calisma, MTB’nin taninmasinda
TLR4’(in kritik rolii oldugunu gdstermistir®?),

Schurz ve ark.“, TLR1, 2, 4, 6 ve 9 varyantlarda

yaptiklari  meta-analiz sonucunda, TLR1
rs4833095’in TB’ye karsi direngle iliskili oldugunu
gostermislerdir. Bu SNP bir serin-asparajin donu-
simuddir. Bu, TLR’lerin katlanmasini ve liganda
baglanma verimliligini etkiler ve ayrica TLR2 ile
heterodimer olusumunu yok eder. TLR2, TLR1 ve
TLR6 ile heterodimerler olusturur. Bu yolla gesitli
ligandlari tanirlar. ClinkG polimorfizmler, bozuk
TLR2 aktivasyonuna neden olursa, birden fazla
PRR’yi etkileyebilir ve bagisiklik yaniti Gzerinde

bilesik bir negatif etkiye neden olabilir.

Asya popllasyonun da TB’ye vyatkinlik TLR4
iligkilendirilmistir®. Najmi ve ark.?® 135 PTB hastasi
ve 250 saglkli birey ile Asya Hint popilasyonun da

TLR4 polimorfizmleri tizerinde ¢alismis ve hastalarda
TLR4 Asp299Gly mutasyonunun belirgin olarak yuk-
sek frekansa sahip oldugu gorilmustir.

Wu ve ark.®®, TLR’leri Cin nifusunda belirte¢ olarak
kullanmiglardir. TLR2, 4, 8 ve 9’un, TB bagisikliginin
ve dogal imminitenin aktivasyonunda TLR yolaklari-
nin aktivasyonunda rol oynadigini 6ne sirmdslerdir.
DeFranco ve ark.®, Thr399Ile mutasyonunun TLR4
yapisinin hicre disi alanini degistirebilecegini ve
bunun da ligandlarin TLR4 ile etkilesimini modiile
edebilecegini 6nermektedir. Bu da bozulmus bagisik-
lik tepkisine neden olabilir.

Ote yandan, birgok arastirmaci tarafindan yapilan
calismalarda tlberkiloz ve TLR SNP’leri arasinda
herhangi bir iliski bulunamamistir. Bunun nedeni
olarak TLR’lerin sinyal yolunda birgok molekdliin yer
aldig1 g6z onlinde bulundurulmalidir ve iliski bulmak
icin bircok aday gen arastinimahdir®?,

En ¢ok calisilan gen, “Dogal Dirence Bagh Makrofaj
Protein 1” geni (NRAMP1) olarak bilinen Chr2g35'teki
SLC11A1 genidir®®. Enfeksiyon hastaliklarinda da
Chrép21.3'deki “histokompatibilite 16kosit antijeni”
(HLA) genleri dnemli rol oynamaktadir®®. IFN-y
reseptor genleri mutasyonlari, mikobakteri enfeksi-
yonu igin 6zgil ve hayatidir. Yapilan diger calismalar-
da, IL12, IL10 ve TNF-a polimorfizmlerinin tiiberkiloz
hassasiyeti ile iliskili oldugu gosterilmistir®¥. Bunun
yani sira D vitamini MTB enfeksiyonlarina karsi dogal
immuniteye aracilik eder. Literatlirde, bir¢ok calisma
vitamin D reseptori gen varyasyonlari ve tiiberkilo-
zun birlikteligini bildirmektedir®>%9),

PubMed veritabaninda TLR polimorfizmleri ve tiiber-
kiloz ile ilgili 62 yayinlanmis makale bulunmaktadir.
Bu calismalardan yalnizca ikisi ilkemizdeki merkez-
lerde yapilmistir ve bu arastiricilar TLR2 ve TLR4
polimorfizmlerine sinirli sayida hastada bakmislar-
dir525758)_ Jlkemizde tiiberkiiloz énemli bir halk sag-
lig1 sorunu oldugundan, artan sayida hasta ve kont-
rolle yapilan bu galismalar, bélgedeki literatire katki-
da bulunacaktir.
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Amag: Menenjit ve ensefalit, tanisinin hizla konarak erken tedavi yapilmasi gereken komplikas-
yonlari yiiksek enfeksiyon hastaliklaridir. Bu ¢alismada, bélgemizde santral sinir sistemi (SSS)
enfeksiyonlari diisiintilen olgulardan génderilen beyin omurilik sivisi (BOS) 6rneklerinin bakteriyo-
lojik kiiltiir Gremeleri ile Herpes Simplex virtisii (HSV-1/2) sikhidinin arastirilmasi amaglanmistir.
Yontem: SSS enfeksiyonu siipheli 192 hastanin BOS 6rnedi retrospektif olarak incelendi. BOS
orneklerinden ireme olan kolonilerin tiir diizeyinde tanimlamalari ve antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi igin VITEK 2 otomatize sistemi (BioMeriéux, Fransa) kullanildi. BOS glukoz, protein
6lciim degerleri de kaydedildi. BOS érneklerinin HSV-1/2 yéniinden kalitatif olarak incelenmesin-
de, Artus® HSV % QS-RGQ kiti (Qiagen, Almanya) ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Corbett Research
6000, Avusturalya) real-time PZR sistemi kullandi.

Bulgular: 192 BOS érnedinin 11’inde (%6) iireme saptand.. izole edilen mikroorganizmalar ara-
sinda Streptococcus pneumoniae (%45), Staphylococcus epidermidis (%18), Klebsiella pneumoniae
(%9), Citrobacter koseri (%9), Pseudomonas aeuroginosa (%9) ve Listeria monocytogenes (%9)
saptandi. Laboratuvarimiza viral etken disiiniilerek génderilen 110 6rnedin besinde (%4.5) HSV-1
DNA saptandi. BOS’un biyokimyasal paremetreleri degerlendirildiginde, iireme saptanan 11 érne-
gin tiimiinde glukoz diizeyleri diistik, protein diizeyleri ise yiiksek bulundu. HSV-1 pozitif hastalarin
BOS glukoz diizeyi dérdiinde yiiksek, protein diizeyi ise (¢ hastada yiiksek bulundu.

Sonug: Biolgemizde menenjit ve ensefalite neden olan patojenlerin epidemiyolojisi siirveyans
verilerine katki saglayacaktir. izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlilik profillerinin diizenli
olarak izlenmesi de etkin tedavi stratejilerinin gelistiriimesine katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Akut bakteriyel menenjit, beyin omurilik sivisi, ensefalit, Herpes simpleks virtis
ABSTRACT

Objective: Meningitis and encephalitis are infectious diseases with high risk of complications that
must be diagnosed and treated immediately. In this study we aimed to investigate the
bacteriological culture results of cerebrospinal fluid (CSF) samples and the frequency of Herpes
Simplex Virus (HSV-1/2) in suspected cases of viral infections of central nervous system (CNS).
Method: CSF samples of a total of 192 patients with suspected CNS infection were evaluated
retrospectively. VITEK 2 (bioMérieux, France) automated system was used for the identification
of species, and antibiotic susceptibility tests. Protein and glucose levels in CSF samples were also
recorded. Presence of HSV-1/2 DNA was qualitatively evaluated with real-time PCR technique by
using Artus® HSV % QS-RGQ (Qiagen, Germany) kits on Rotor-Gene system (Qiagen, Germany).
Results: Bacteria were isolated in 11 (6%) of 192 CSF samples. Isolated microorganisms were
Streptococcus pneumoniae (45%), Staphylococcus epidermidis (18%), Klebsiella pneumoniae
(9%), Citrobacter koseri (9%), Pseudomonas aeuroginosa (9%), and Listeria monocytogenes (9%).
HSV-1 DNA was detected in five (4.5%) of the 110 samples sent to our laboratory with the thought
of viral etiology. The CSF glucose levels were found to be lower and protein levels higher in 11
patients whom we obtained bacterial isolates from culture. Also in the CSF samples of the HSV-1
positive group higher glucose levels in 4, and protein levels in 3 patients were detected
Conclusion: Epidemiology of pathogens causing menengitis and encephalitis in our region will
contribute to surveillance data. Also monitoring the antibiotic susceptibilities of the isolated
bacteria regularly can contribute to improve efficient therapy strategies.

Keywords: Acute bacterial meningitis, celebrospinal fluid, encephalitis, Herpes simplex virus
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GiRiS

Menenijit, beyin ve omuriligi ¢cevreleyen zarlarin inf-
lamasyonu olarak tanimlanir. Bakteriyel menenjit
olgularin ¢ogu ¢ocukluk ¢aginda meydana gelmekte
ve akut bakteriyel menenijit yliksek oranda mortalite
ve ciddi mobidite riski iceren 6limcil ve acil bir
durum olarak nitelendirilmektedir”, Bu nedenle
erken tani ve uygun antibiyotik tedavisi ileriki komp-
likasyonlarin 6nlenmesi agisindan ¢ok nemlidir.

Bakteriyel menenjite siklikla neden olan etkenler
arasinda Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis ve Haemophilus influenzae type b’nin
oldugu bildirilmektedir®®3. Ancak menenijit patojen-
lerinin prevalansi ve menenijit etiyolojisi, hastalarin
yasi, cografi bolgeler, mevsim, popilasyonun belirli
etkenlere karsi duyarhhgi, genetik yapi, sosyoekono-
mik kosullar ve lokal endemik faktorlere bagli olarak
gore degiskenlik gosterebilirt?.

Viral santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonlari; menen-
jit, ensefalit, postenfeksiyoz ensefalomiyelit ve yavas
ilerleyen norolojik hastaliklar gibi pek ¢ok farkli klinik
tablo ile karsimiza cikabilir®. Bu klinik tablolar her
yasta gorilebilmekte ve aseptik menenijit ve ensefa-
lit olarak iki genel kategoride incelenmektedir.
Enfeksiyonun tipine gore akut, subakut ya da kronik
olabilen durumlara yol agabilmektedirt®.

Akut menenjit ve ensefalit enfeksiyonlarinin etkenle-
ri arasinda Herpes Simpleks Viris (HSV) énemli bir
yere sahiptir. Hizli ilerleyen, 6liime veya kalici sekel-
lere neden olabilecek sekilde ciddi seyir gdsterebilen
bu enfeksiyonlarin kesinlikle erken tani ve tedavisi
gerekmektedir®. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR),
bu enfeksiyonlarin tanisinda ytksek duyarhlik ve
ozglllige sahip hizli  bir yontem olarak
yeglenmektedir®. Beyin omurilik sivisinda (BOS) PZR
ile HSV DNA’nin saptanmasi, HSV ensefaliti tanisinda
altin standart yontem olarak kabul edilmektedir®.

Bolgemizde SSS enfeksiyonlarinin bakteriyel ve viral
acidan incelenmesiyle ilgili veri bulunmamaktadir. Bu
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calismada, bolgemizde SSS enfeksiyonlari diisiinilen
olgulardan gonderilen BOS orneklerinin bakteriyolo-
jik kdltir Gremeleri ile Herpes Simpleks virlisi (HSV-
1/2) sikligi ve incelenen BOS 6rneklerinin biyokimya-
sal ozelliklerinin irdelenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2016 ile Aralik 2017 tarihleri arasinda laboratu-
varimiza gonderilen ensefalit/menenjit stipheli 192
hastanin BOS 6rnegi calisma kapsaminda incelendi.

Hastalarin BOS glukoz, protein degerlerine bakildi ve
hiicre sayimi yapildi. Laboratuvara gelen o6rnekler
santriflij edildikten sonra Gram boyama yapildi ve
koyun kanli agar, eozin metilen blue agar ve ¢ikola-
tamsi agara ekimleri yapildi. Besiyerleri 24-48 saatlik
inkiibasyona birakildi. On sekiz-yirmi dort saatlik
inkiibasyon sonunda Ureme olan kolonilerin tir
diizeyinde tanimlamalari ve antibiyotik duyarliliklari-
nin tespitiicin VITEK 2 otomatize sistemi (BioMérieux,
Fransa) kullanildi. Antimikrobiyal duyarhlik sonuglari
glincel CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) kriterlerine gére degerlendirildi®. BOS glu-
koz normal degeri 40-70 mg/dL, BOS protein normal
dizeyi ise 15-45 mg/dL olarak kabul edilmistir.

HSV-1/2 istemiyle gonderilen 110 BOS 6rneklerinin
de eszamanli olarak bakteriyolojik kiltiirleri yapildi.
BOS orneklerinin HSV-1/2 yoninden kalitatif olarak
incelenmesinde, Artus® HSVY% QS-RGQ kiti (Qiagen,
Almanya) ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Corbett
Research 6000, Avusturalya) real-time PZR sistemi
kullandi. BOS 6rneklerinden niikleik asit izolasyonu
spin kolon yontemi ile QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Almanya) kullanilarak yapildi.

BULGULAR

BOS ornekleri ¢ahlisilan hastalarin 86’si (%45) kadin,
106’s1 (%55) erkek olup, ortanca yas degeri 38 (yas
araligi: 0-95 yil) olarak bulunmustur. Hastalarin 61’i
(%32) gocuk (yas araligi:0-18 yil), 131'i (%68) eriskin
(yas araligi: 19-95 yil) yas grubundadir. isleme alinan
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192 BOS orneginin 11'inde (%6) lGreme saptandi.
Ureyen etkenlerin kliniklere gére dagilimina bakildi-
ginda, en sik acil ve ¢ocuk hastaliklari servisinden
olmak Uzere intaniye ve beyin cerrahi kliniklerinden
goénderilen 6rneklerde tireme belirlendi. Ureme sap-
tanan orneklerin besi hidrosefali nedeni ile sant
takilan hastalarda saptanirken, diger hastalarda ise
travma veya gegcirilen bir operasyon oykusi bulun-
maktaydi. izole edilen mikroorganizmalar arasinda
Streptococcus pneumoniae (%45), Staphylococcus
epidermidis (%18), Klebsiella pneumoniae (%9),
Citrobacter koseri (%9), Pseudomonas aeuroginosa
(%9) ve Listeria monocytogenes (%9) belirlendi.
Tum numunelerden yapilan hiicre sayimlarinda 1.000/
mm? {zerinde hiicre goriildii. Ureme saptanan tiim
hastalarin BOS proteinleri artmis, glukoz dizeyleri
azalmisti (Tablo 1).

Streptococcus pneumoniae suslarinda en yiksek
direng trimetoprim silfametaksazole (%75) karsi
saptanirken, penisilin, seftazidim, seftriakson,

levofloksasin, vankomisin direncine rastlanmadi.
S. epidermidis suslarinin hepsinde penisilin ve oksa-
silin (%100) direnci saptandi (Tablo 2).

Laboratuvarimiza PCR istemiyle gonderilen 110
ornekte HSV-1/2 calisildi. Yuz on 6rnegin besinde
(%4.5) HSV-1 pozitif saptanirken, HSV-2 higbir 6rnek-
te belirlenmedi (Tablo 1). HSV-1 DNA tespit edilen
orneklerde kdiltlr Gremesi saptanmamistir. HSV-1
pozitif olan dort hastanin BOS glukoz dizeyi yliksek
bulundu. Protein dizeyi ise iki hastada normal, (g
hastada yliksek bulundu.

Calismamizda, BOS’un biyokimyasal paremetreleri
tiim ornekler arasinda degerlendirildiginde; 86’sinda
(%44) BOS glukoz dizeyleri yiksek duzeylerde,
125'sinde (%65) ise BOS protein degerleri yiksek
diizeylerde saptandi. Viral ve bakteriyel etkenlerin
izole edildigi BOS orneklerinin protein ve glukoz
dizeyleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. BOS 6rneklerinin bakteriyel ve viral agidan laboratuvar incelemesi.

Sayi Etken BOS Glukoz Eszamanh kan glukoz BOS protein Lokosit-PNL Hiicre sayimi
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
5 Streptococcus pneumoniae 1-13 96-159 222-578 ¢ok sayida 1000 <
2 Staphylococcus epidermidis 5-11 42-298 276-320 ¢ok sayida 1000 <
1 Klebsiella pneumoniae 0 149 350 ¢ok sayida 1000 <
1 Citrobacter koseri 25 109 258 ¢ok sayida 1000 <
1 Listeria monocytogenes 1 122 374 ¢ok sayida 1000 <
1 Pseudomonas aeuroginosa 22 113 298 ¢ok sayida 1000 <
5 Herpes Simpleks Viris 71-203 91-354 29-56 - -
Tablo 2. izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlliklari ve kliniklere gére dagilimi.
AMC TZP GM AN T CXM CRO P OXA SXT VAN TEC iMP MEM CIP LEV E Servis
1 S. pneumoniae - - - - R S S S - S S S - - S S R Acil
2 S. pneumoniae - - - - S S S S - R S S - - S S S Gocuk hastaliklari
3 S. pneumoniae - - - - R S S S - S S S - - S S S Gocuk hastaliklar
4 S. pneumoniae - - - - S S S S - R S S - - S S S Acil
5 S. pneumoniae - - - - S S S S - R S S - - S S S Acil
6 S. epidermidis - - R - R - - R R S S S - - - - - Gocuk hastaliklari
7 S. epidermidis - - R - R - - R R S - - - - - - - Beyin cerrahi
8 K .pneumoniae S S S S - R R - - S - - S S S - - Acil
9 C. koseri S S S S - R R - - S - - S S S S - Cocuk hastaliklari
10 L. monocytogenes - - S - - - - - - S - - - - S S S intaniye
11 P. aeruginosa - S S S R S - - - - - - S S S S - Cocuk hastaliklari

S: Duyarli, R:Direngli, AMC:

Amoksisilin/Klavulanik Asit, TZP: Piperasilin/Tazobaktam, GM: Gentamisin, AN: Amikasin, T: Tetrasiklin, CXM:

Sefuroksim/Aksetil, CRO: Seftriakson, P: Penisilin, OXA: Oksasilin, SXT: Trimetoprim/Sulfametaksazol, VAN: Vankomisin, TEC: Teikoplanin, IMP:
imipenem, MEM: Meropenem, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, E: Eritromisin
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TARTISMA

Akut bakteriyel menenjit cocuklarda ve yenidogan
bebeklerde diinya genelinde 6nemli bir saglk sorunu
oldugundan erken tani konarak acil tedavi edilmesi
gerekmektedir®*?, Bazi gelismekte olan Ulkelerde,
akut bakteriyel menenjitin mortalite orani yeni ve
etkili antibiyotikler bulunmasina ragmen hala ok
yuksektir (%16-32)©1Y,

Menenjite neden olan bakterilerin sikligi, boélgeler
arasinda farkliliklar gosterebilmektedir. Bati lkele-
rinde, yetiskinlerde S. pneumoniae, yenidoganlarda
ve kiiclk cocuklarda ise S. pneumoniae, H. influenzae
ve N. meningitidis en sik menenjite neden olan
etkenler olarak bildirilmistir*?. Van de Beek ve
ark’nin® toplum koékenli akut bakteriyel menenjit
hastalarini inceledikleri bir calismada ise, S. pneumoniae
(%51) ve N. meningitidis (%37) en sik rastlanan pato-
jenler olarak belirlenmistir. Ulkemizde yapilan bir
calismada ise, bakteriyel menenijitli cocuklardan izole
edilen dominant bakteri olarak N. meningitides
serogroup W135 rapor edilmistir®™, Yine tGlkemizde
akut bakteriyel menenijitli hastalarin dokuz yillik
etken dagiliminin incelendigi bir baska ¢alismada;
S. pneumoniae, H. influenzae ve N. meningitidis sik-
liklari sirasiyla %27, %11 ve %11 oranlarinda
bildirilmistir*>. Caismamizda ise en sik S. pneumoniae
(bes hastada) saptanirken, sonrasinda S. epidermidis
(iki hastada) saptanmistir. Bunlarin yaninda birer
hastada K. pneumoniae, C. koseri, P. aeuroginosa ve
L. monocytogenes saptanmistir. Bu calismalara bakil-
diginda, menenjitten sorumlu patojenlerin sikliklari-
nin nispeten degisebildigi gorilmektedir.

Cocuklardaki akut bakteriyel menenijitin epidemiyo-
lojisinde son zamanlarda bazi degisiklikler
gozlenmektedir®®, Bu degisikliklerden biri bazi gelis-
mis Ulkelerde asi uygulamasina bagli olarak
S. pneumoniae, H. influenzae type b ve N. meningitides
prevalansindaki anlamli azalmadir®”*®. Calismamizda
da, benzer olarak akut bakteriyel menenjitin sik
etkenleri arasindan H. influenzae tip b ve
N. meningitidis’e rastlanilmadi. S. pneumoniae ise
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gonderilen orneklerin besinde (%3) Uredi. Bu bulgu-
lar menenjit asisi uygulanan diger gelismis llkelerde-
ki verilerle uyumlu olarak lilkemizde de ayni sekilde
prevalanstaki bir azalmayi dogrular niteliktedir.

Akut bakteriyel menenjit epidemiyolojisindeki bir
diger degisiklik ise diinya genelinde pndmokok susla-
rindaki direng¢ artisidir. Bilingsiz ve uygun olmayan
antibiyotik kullanimi da direngli bakterilerin secgilme-
sini arttirarak tedaviye direngli menenjit olgularinin
gelisimine katkida bulunmaktadir*®29,

Viral SSS enfeksiyon etkeni olan HSV, ensefalit ve
menenjit gibi hastaliklara neden olabilmektedir®Y.
Aseptik menenjitlerde ¢cocuklarda en sik etken ente-
roviruslar olmakla birlikte, HSV diger 6énemli virus
grubunu olusturmaktadirt??, HSV-2’nin sorumlu
tutuldugu menenjit tablolari, daha cok genital her-
pes enfeksiyonlari sonrasi reaktivasyonla olusan
sinirl bulgulara sahip ve kendiliginden dizelebilen
ozellikte olmaktadir®?®.

Viral ensefalitler i¢in bugline kadar elde edilen bul-
gulara gore en sik karsilasilan etiyolojik ajanin HSV-1
oldugu gosterilmistir. Yillik insidansi 1-4/1 milyon
olan HSV-1; ensefalit olgularinin %0.8-30’unda, nek-
rotizan ensefalitlerin %20-75’inde etken olarak rapor
edilmistir?¥. Son yillardaki bazi arastirma sonuglari
ise HSV-1 ile beraber, VZV, enteroviruslar ve influen-
za A virus gibi ajanlarin baslica viral etkenler oldugu-
nu gostermektedir®). HSV-2’ye bagl gelisen ensefalit
ise Ozellikle infantlar olmak (izere her yas grubunda
nadiren ciddi ensefalit tablolarina neden
olabilmektedir(),

Akut HSV ensefaliti, dnceleri morbiditesi ¢ok ylksek
bir hastalik iken asiklovir’in kullanimiyla tedavi edile-
bilir bir hastalik haline gelmis ve HSV ensefaliti ile
iliskili morbidite orani son yillarda %5-15e kadar
dismustir®®), Fakat antiviral ilag kullanimi, HSV’ye
bagh mortaliteyi erken tani ve tedavide daha etkin
olarak azaltmaktadir. Kotl prognozlu HSV ensefaliti-
ne ise hastaligin teshisinde ve tedavisinde gecikme
oldugu zaman rastlanilmaktadir®. Bu nedenle SSS
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enfeksiyonunun en kisa siirede tanimlanmasi, etke-
nin belirlenip tedavinin baslanilmasi bliyik 6nem
gostermektedir. PZR, bu enfeksiyonlarin laboratuvar
tanisinda kullanilan altin standart yéntemdir®.
HSV’nin ensefalit/menenijit stipheli olgulardaki etiyo-
lojik rollerini arastirdigimiz bu c¢alismada, HSV
DNA’sinin gosterilmesini saglayan real-time PZR yon-
temi kullanilmistir.

HSV’ye bagl SSS enfeksiyonu ile ilgili yapilan ¢alis-
malarda, Bhaskaran ve ark.?® 1663 BOS 6rneginde
%0.9 oraninda HSV DNA pozitif bulmuslardir. Bir
baska calismada, viral SSS enfeksiyonu dustnilen
662 hastanin BOS 6rneginde %2.87 oraninda HSV-1
DNA, %1.5 oraninda HSV-2 DNA pozitif saptamistir®),
Ulkemizde yapilan calismalarda ise, elde edilen veri-
lere gore HSV DNA pozitiflik oraninin %1-19 arasinda
saptandigi gozlenmektedir®®32, Calismamizda ise,
literatlirle uyumlu olarak PCR istemi olan 110 BOS
orneginin besinde (%4.5) HSV-1 DNA pozitif olarak
saptanmistir. Ancak, HSV-1 DNA’nin enfeksiyonun
ilerleyen ginlerinde saptanmasindaki zorluk veya
hastalara asiklovir tedavisi baslandiktan sonra 6rnek
gonderilmesi gibi nedenler, galismamizdaki HSV-1
DNA saptanma oranlarini distirmus olabilir.

Calismamizda, BOS’un biyokimyasal paremetreleri
tiim ornekler arasinda degerlendirildiginde, 86’sinda
(%44) BOS glukoz dizeyleri, 125’inde (%65) ise BOS
protein degerleri yilksek dlzeylerde saptandi.
Bakteriyel menenjitlerde BOS glukoz konsantrasyonu
<40 mg/dL seklindedir ve BOS/serum glukoz kon-
santrasyonu orani hastalarin %70 kadarinda 0.3’Un
altindadir. BOS proteini ise biitiin hastalarda artmak-
tadir. Calismamizda, klavuzlarla uyumlu olarak,
Ureme saptanan Orneklere ait BOS glukoz diizeyleri
disuk, protein duzeyleri ise yiksek saptandi. BOS’un
incelenmesinde glukoz normal, protein normal/art-
mis saptanmasi olasi viral ensefalit dislindirmekte-
dir. Yine calismamizda, HSV-1 pozitif olan hastalarda-
ki BOS glukoz ve protein diizeyleri klavuzlardan farkli
olarak ¢ogunlukla yiiksek diizeyde saptandi.

SSS enfeksiyonlarinda mortalite ve morbidite orani

yuksek oldugundan etkenin ¢ok hizli tanimlanmasi
yasamsal dneme sahiptir. Herpes virlslerinin neden
oldugu ensefalit olgulari ile daha sik karsilasilsa da
diger viral ve bakteriyel etkenler de akilda tutulmali-
dir. Bolgemizde menenjite neden olan patojenlerin
epidemiyolojisi slirveyans verilerine katki saglaya-
caktir. izole edilen bakterilerin antibiyotik duyarllik
profillerinin diizenli olarak izlenmesi de etkin tedavi
stratejilerinin gelistiriimesine katki saglayabilir. Ayni
zamanda elde edilen verilerle, etken bakterilere karsi
asllamada hedeflerin belirlenmesinde kolaylik sagla-
nabilir.
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Amag: Karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde yasa-
nan kisithhklar, son yillarda yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlara
karsi son segenek ilag olarak gériilen kolistinin yaygin kullanimi sonucu kolistin direncinde artis
gorilmektedir.

Yéntem: Bu calismada, Eyliil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda gesitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve karbapenem direnci
belirlenmis 81 K. pneumoniae izolatinda kolistine duyarlilik sivi mikrodiliisyon yéntemiyle EUCAST
standartlarina gére belirlenmistir.

Bulgular: Test edilen izolatlarin %39.5’inde (n=32) kolistin direnci saptanmstir. idrar izolatlarinin
%35’i, kan izolatlarinin %56°s1 kolistin direngli bulunmustur. Calismaya déhil edilen 3 beyin omu-
rilik sivisi érnedi de kolistin direngli olarak belirlenmistir.

Sonug: Yiiksek kolistin direng oranlari ¢oklu ilag direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavi-
lerinde sorun yasanmasina neden olacaktir.

Anahtar kelimeler: Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae, kolistin, antimikrobiyal duyarlilik
ABSTRACT

Objective: The limitations of treatment options in carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae
infections have been related to high morbidity and mortality in recent years. The wide usage of
colistin as the last-line treatment for those infections has led to the development of an increasing
resistance to colistin.

Method: In the present study, a total of 81 carbapenem- resistant K. pneumoniae, which were
isolated from various clinical specimens in Central Laboratory of Hacettepe Universiy Medical
Faculty between September 2018-December 2018, were tested against colistin by using broth
microdilution method according to the EUCAST standards.

Results: Colistin resistance was determined in 39.5% (n=32) of the isolates tested. According to
the sample site, 35% of the urine isolates and 56% of the blood isolates were resistant to colistin.
Isolates all of the total 3 cerebrospinal fluid samples included in the analysis were also resistant
to colistin.

Conclusion: The high prevalence of colistin resistance may cause limitations in treatment options
in multiple- drug resistant K. pneumoniae infections.

Keywords: Carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae, colistin, antimicrobial susceptibility

GiRiS

Cok ilaca direngli Gram-negatif bakteriler diinyada
birgok Ulkeden artan oranda rapor edilmektedir!®.

Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae yiiksek
mortalite oranlarinin gorialdigld salginlara neden
olabilen, 6zellikle yogun bakim hastalarindan siklkla
izole edilen nozokomiyal patojenlerdendir?. Cok
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ilaca direngli, genislemis spektrumlu beta laktamaz
(ESBL) ve karbapenemaz enzimlerini bulunduran izo-
latlar 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde, antibiyotik-
lerin asiri ve yanlis kullanimi ile birlikte yiksek preve-
lans gostermektedir®4,

Genig etki spektrumu olan karbapenemler, ESBL Ure-
ten enterik bakterilerde ilk secenek tedavilerdendir®.
Karbapenem direncli bakteriyel enfeksiyonlarda en
sik izole edilen etken K. pneumoniae’dir. Diinya Saglk
Orgiitii (DSO) tarafindan 2014 yilinda yayinlanan
global direng raporuna gore K. pneumoniae karbape-
nem direngli izolatlar %50 lizerinde bildirilmis ve bu
oranin  olduk¢a kritik seviyelerde oldugu
vurgulanmistir®. DSO CAESAR 2018 vyili raporuna
gore ise Turkiye’de kan ve beyin omurilik sivisi 6rnek-
lerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda
ertapenem direnci %43, imipenem/meropenem
direnci %38 olarak bildirilmistir?.

Karbapeneme direncli K. pneumoniae enfeksiyonlari-
nin tedavisinde son segenek tedavi alternatifi olan
kolistin (Polimiksin E) kullaniimaktadir. Kolistin, poli-
miksin grubu eski bir antibiyotik olup, daha onceki
yillarda nefrotoksisite ve nérotoksisite gibi yan etkile-
rinden dolayr kullanimi yeglenmemistir®®. Ancak
glinimulzde kolistin, karbapenem direngli Gram-
negatif etkenlerin tedavisi icin tigesiklin ile birlikte tek
tedavi alternatifi olarak artan oranda kullaniimaktadir.
Kolistin, ozellikle karbapenem direncli K. pneumoniae
kan dolagimi enfeksiyonlarinda, konsantrasyona bagli
bakterisidal etkisi ve serumda yeterli konsantrasyona
ulasabilme 6zellikleri ile tek secenek tedavidir®®,

Kolistinin karbapenem direncli K. pneumoniae’da tek
secenek tedavi olmasi ile birlikte kullanimi yayginlas-
mis ve kolistin direnci artmaya baslamistir. Kolistin
direnci kromozomal mutasyonlar sonucu veya plaz-
mid aracili olabilmektedir*!?, Karbapenem direncli
enterik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda
tek segenek tedavi olan kolistine karsi direng giini-
miizde 6nemli klinik sorunlarin basinda gelmektedir.

Bu ¢alismada, Eylll 2018-Aralik 2018 tarihleri arasin-
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da gesitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapenem
direncli K. pneumoniae izolatlarinda kolistin direng
prevelansinin saptanmasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Bu galismada, Eylil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasin-
da izole edilen gesitli klinik 6rneklerden izole 81
K. pneumoniae izolati dahil edilmistir. Kan kaltlra
ornekleri BD BACTEC Fx (Becton Dickinson, Maryland,
ABD) otomatize sisteminde inkiibe edilmistir. Ureme
sinyali veren Ornekler Gram boyama islemine tabi
tutulmus ve %5 koyun kanh agar, cukulata agar, Mac
Conkey agar besiyerlerine ekilerek 24-48 saat siire-
since inkiibe edilmistir. idrar drnekleri %5 koyun
kanli agar ve Mac Conkey agar besiyerlerine, solu-
num sistemi drnekleri %5 koyun kanli agar, cukulata
agar, Mac Conkey agar besiyerlerine, periton sivisi,
doku ve safra 6rnekleri ise %5 koyun kanli agar, ¢uku-
lata agar, Mac Conkey agar ve Tiyoglukonatli sivi
besiyerlerine ekilerek 24-48 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Besiyerlerinde Greme gozlenen mikroor-
ganizmalarin tanimlanmasinda konvansiyonel yon-
temler ve MALDI TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya)
kullaniimistir. K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik testleri PhoenixTM 100 otomatize sistemi
(Beckton Dickinson, ABD) ile saptanmistir. Otomatize
sistem ile karbapenemlerden en az birine karsi
direng saptandiginda gradiyent test ile konfirmasyo-
nu yapilmis ve gradiyent test sonuglari baz alinmistir.
Dolayisiyla, Phoenix™ 100 otomatize sisteminden
elde edilen imipenem, meropenem ve ertapenem
duyarhhk sonuglari gradient test (Biomerieux, Fransa)
ile konfirme edilmis, gradient testle de imipenem,
meropenem ve ertapenem direnci saptanan izolat-
lar, karbapenem direngli olarak kabul edilmistir.

Hastane merkez laboratuvarina gonderilen cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 81 adet K. pneumoniae
izolatinin kolistine duyarliligi sivi mikrodilisyon yon-
temiyle EUCAST standartlarina gore saptanmistir.
Duyarlilik kategorileri EUCAST v8.1'de belirtilen klinik
duyarlilik sinir degerlerine gore belirlenmistir. Kolistin
icin MiK <2 mg/L bulunan izolatlar duyarl olarak
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kabul edilmistir®®. Ozetle, Mueller Hinton Broth ekle-
nen 96 kuyucuklu mikroplaklarda kolistinin 0.0625-64
pg/mL araligindaki iki kat azalan konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Kolistin silfatin kullanim konsantrasyo-
nu (Sigma, ABD) 128 ug/mL olarak hazirlanmstir.
Kolistine duyarli ve kolistin direncli kontroller icin sira-
siyla Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr1 pozitif E. coli
NCTC 13846 standart bakterileri kullaniimistir.

BULGULAR
Calismaya dahil edilen 81 K. pneumoniae izolatinin

izole edildikleri klinik 6rneklerin sikhigi sirasiyla 40
(%49.4) idrar, 25 (%30.9) kan, 5 (%6.2) balgam, 3

K. pneumoniae (n)

(%3.7) beyin omurilik sivisi, 2 (%2.5) doku, 2 (%2.5)
piy, 1 (%1.2) periton sivisi, 1 (%1.2) plevra sivisi, 1
(%1.2) safra, 1 (%1.2) derin trakeal aspirat) olarak
siniflandirilmistir (Sekil 1).

Karbapeneme direngli olarak belirlenen 81 izolatin
kolistin direnci EUCAST tarafindan énerilen sivi mik-
rodilisyon yontemi ile belirlenmis ve izolatlarin
%39.51’i direngli olarak saptanmistir (Sekil 2).

Sozgelimi, alindig bolgeye gore degerlendirildiginde
balgam, derin trakeal, aspirat, doku, periton sivisi,
safra orneklerinden izole edilen K. pneumoniae izo-
latlarinin timandn kolistin duyarli oldugu saptanmistir.

I %4938 idrar

% 30.86 Kan

% 6.17 Balgam

% 3.70 BOS

% 2.47 Doku

% 2.47 Ply

% 1.23 Derin trakeal aspirat
% 1.23 Periton sivisi

% 1.23 Plevra sivisi

% 1.23 Safra

B0EEO0ONO

Sekil 1. Calismaya dahil edilen klinik 6rneklerin alindig1 bélgeye goére yiizde dagilimi.

_\
T
EUCAST MiK SNIR DEGERI

K. pneumoniae (n)
g

g

0~ L] . L] . T

Il % 60.49 Kolistin duyarli
1 % 39.51 Kolistin direngli

T T
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MiK (ug/mL)

L]
qf’ Toplam=81

Sekil 2. Karbapeneme direngli K. pneumoniae izolatlarinda, A) Kolistinin minimum inhibitér konsantrasyon degerine gore
bulunan izolat sayisi; B) Kolistine duyarli ve direngli izolatlarin yiizde dagilimi.
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Tablo 1. Orneklerin alindigi bolgeye gore kolistin direng oranlari.

Kolistin direngli (n) Kolistin duyarli (n)  Toplam (n)

idrar 14
Kan 14
Balgam 0
Beyin omurilik sivisi 3
Doku 0
Ply 1
Derin trakeal aspirat 0
Periton sivisi 0
Plevra sivisi 0
Safra 0

=N
=)
N B
O N e]
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Tablo 2. Calismamizda ve literatiirde diger bazi ¢alismalarda saptanan karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda kolistin

direng (ColR) yiizdeleri.

Referans Yontem Degerlendirme kriteri n ColR (%)
Bizim galismamiz Sivi mikrodilsyon EUCAST 81 39.5
Rojas ve ark., 201714 Sivi makrodiltisyon, E-test CLSI ve FDA 246 13.0
Souli ve ark., 201022 E-test EUCAST 50 14.0
Meletis ve ark., 201127 Sivi mikrodiltisyon EUCAST 20 20.0
Samonis ve ark., 20128 E-test EUCAST 65 24.6
Capone ve ark., 20131 VITEK2, Sivi mikrodiltisyon EUCAST 97 36.1
Halaby ve ark., 2013?% E-test EUCAST 134 55.2
Chen ve ark., 201169 Agar diltsyon EUCAST 68 4.4

Calismamiza dahil edilen 3 BOS 6rneginin timinde
kolistin direncli izolatlar oldugu belirlenmistir. idrar
orneklerinde kolistin direngli izolat orani %35 olarak
belirlenmistir. Kan 6rnekleri tek basina degerlendiril-
diginde ise, kolistin direngli izolatlar %56 oraninda
saptanmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Kolistin (Polimiksin E), kuvvetli katyonik polipeptid
antibiyotiklerdendir. Gram-negatif bakterilerin dig
membraninda bulunan lipopolisakkaritlere baglana-
rak hiicre membraninin bozulmasina ve bakterinin
olimine neden olur. Kolistinin dahil oldugu polimik-
sin grubu antibiyotikler ilk kez 1947 yilinda izole
edilmis ancak toksik etkileri nedeni ile kullanimi ter-
cih edilmemistir®. Karbapenem direncli enterik bak-
terilerin son yillardaki hizli artisi sonucu bu enfeksi-
yonlarda kolistin kullanimi tek se¢cenek tedavi olarak
yeniden glindeme gelmistir®19,

Klebsiella pneumoniae tirlerindeki artan direng yayi-

20

limi tedavi alternatiflerini sinirlandirmasi nedeni ile
onemli bir sorun héline gelmistir. Karbapenem
direncgli izolatlar blitin beta-laktamlara in-vitro
direngli olup, bu bakterilerde siklikla kinolon grupla-
rina da diren¢ gozlenmekte ve son secenek tedavi
alternatifi olarak kolistin kullanilabilmektedir®.
Karbapenem direncli enterik bakterilerde kolistinin
yaygin kullanimi sonucu K. pneumoniae suslarinda
kolistin  direnci  kritik seviyelere ulasmaya
baslamistir®**%, Kolistin direnci kromozomal mutas-
yonlar sonucu olusabildigi gibi, plazmid aracili direng
gelisimi de gozlenebilmektedir”*'2, Plazmid aracih
kolistin direncinden sorumlu olan mcr-1, mcr-2 ve
mcr-3 genlerinin 2015 ve 2017 yillari arasinda tanim-
lanmis ve horizontal gegisin kolistin direncinin hizh
yayihmindaki rol fark edilmistir®%12),

Dunyada farkl referans yontemlerin kullanilarak
yapildigi calismalarda farkli sonuglar bildirilmistir.
Farkli calismalar ve galismamizda belirlenen kolistin
direng ylizdesi Tablo 2'de Ozetlenmistir. Kolistin
duyarhhg icin referans yontem EUCAST oOnerilerine
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Tablo 3. Tiirkiye’de gesitli bildirilerde sunulmus olan Enterik bakterilerde kolistin direng (ColR) prevelansi.

Referans Yontem Degerlendirme kriteri n ColR (%)
Yis, 2018 Y Sivi mikrodiliisyon EUCAST 108 43.8
Arabaci ve ark., 2018 ?9 Phoenix EUCAST 57 60.0
Yildiz ve ark., 2018 29 Sivi mikrodiliisyon EUCAST 147 76.2
Cayci ve ark., 2018 ? Sivi mikrodiltisyon EUCAST 101 29.7

gére sivi mikrodiliisyon olarak belirlenmistir®®, Bu
nedenle literatlrde gradient test yonteminin kulla-
nildigi calismalarda farkl dizeyde hata oranlari
bildirilmektedir®7), Disk diflizyon ydntemi uygula-
ma kolayhgi nedeniyle kolistin duyarhhginda sik kul-
lanilan bir yontem olmakla birlikte sivi mikrodiliisyon
yontemleri ile karsilastirildiginda glivenilir olmayan
sonuglar verdigi bilinmektedir®®. Ornek yogun labo-
ratuvarlarda bakterilerin hizli tanimlanmasi ve anti-
mikrobiyal duyarhlik testleri siklikla kullaniimaktadir.
Tan ve ark.®, antimikrobiyal duyarlilik yéntemlerini
karsilastirdiklari validasyon galismasinda otomatize
sistemlerden VITEK 2 ile agar dilisyon yontemini
karsilastirmig, VITEK 2’nin kolistin duyarliligini belirle-
mede guvenilir olmayan sonuglar verdigini bildirmis-
tir. Bu galismada da, kolistin duyarlihginda referans
yontem olan polisorbat-80 ilavesiz sivi mikrodillisyon
yontemi kullanilmis ve sonuglar EUCAST kolistin sinir
degerleri tablosuna gore degerlendirilmistir.

Rojas ve ark."* tarafindan yapilan calismada, 2011-
2014 yillari arasinda K. pneumoniae ile enfekte veya
kolonize hastalarda kolistin duyarliligi 246 hastada
arastirilmis ve %13 oraninda kolistin direnci saptan-
mis ve kolistin direncli K. pneumoniae enfeksiyonlari-
ni yiksek mortalite ile iliskilendirmislerdir. Ayrica
ayni calismada gradient test ile yapilan kolistin duyar-
lilik sonuglarinin sivi dillisyon ydéntemlerine gore %35
hata orani verdigini ve glvenilir olmadigi da belirtil-
mistir. Souli ve ark.?®, 2007-2008 vyillari arasinda
yogun bakim servisinde yatan hastalardan izole ettik-
leri karbapenemaz-2 (KPC-2) lreten 50 K. pneumoniae
susunda E-test ile %10 kolistin direnci bildirmislerdir.
Bu yontemle galismaya dahil edilen suslarda kolistin
MiK 0.125-48 pg/ml araliginda degisen konsantras-
yonlarda saptanmistir. Calismamizda 81 izolatta kolis-

tin direng orani %39.5 olarak literattire gore oldukga
yiiksek saptanmistir. Ayrica kolistin MiK degeri sivi
mikrodiliisyon yontemi ile <0.0625->64 pg/ml ara-
sinda degisen konsantrasyonlarda olmak lizere diger
¢alismalara gore daha genis bir aralikta bulunmustur.
Bu durum, diger bircok ¢alismanin kolistin duyarhhk
testlerinde otomatize sistemleri veya gradient testle-
ri kullanmis olmasi ile agiklanabilir. Ayni zamanda
2018 yilinda izole edilmis olan yeni izolatlarla yaptigi-
miz ¢alismamiz kolistin direnci prevelansinin yillar
icinde dramatik bir sekilde artmis oldugunu da gos-
termektedir.

Calismamiza benzer bir drneklem buyukligi ile ve
sivi mikrodilisyon yontemi kullanilarak yapilan ¢ahs-
mada karbapenem direncli K. pneumoniae izolatla-
rinda kolistin direnci %36.1 oraninda bulunmustur®®,

Ulkemizde sivi mikrodiliisyon ydntemi ile karbape-
nem direngli K. pneumoniae’da kolistin direnci preve-
lansinibildiren sinirlisayida ¢alismavardir. Tirkiye’den
yapilan ¢alismalardan biri olan Kalem ve ark.?Y’ nin
calismasinda, karbapenem direncli 4 K. pneumo-
niae susunda klonal iliski incelenmis ayni zamanda
suslarin  timi  kolistine direngli  bulunmustur.
Guducuoglu ve ark.?? tarafindan yapilan yeni bir
calismada, karbapenemaz Ureten kolistine direncli
K. pneumoniae salgini bildirilmistir. Bu ¢alismada,
yogun bakim lnitesinde yatan 6 hastadan izole edi-
len 7 K. pneumoniae susu klonal olarak ¢oklu direng
gosteren ST11 tipinde bulunmus, kolistin ve test edi-
len diger tim antibiyotiklere karsi direngli bulunmus-
tur. Yiksek mortalite ile iliskilendirilmis olan bu sus-
lar icin enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi
gerekliligi vurgulanmustir.
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Turkiye’den yapilan ¢alismalari iceren farkl bildiriler-
deki diren¢ oranlari Tablo 3’te 0Ozetlenmistir.
Kahraman ve ark.?® retrospektif olarak yaptiklar
calismada, kok hiicre nakli yapilan hastalarda nakil
sirasinda gelisen enfeksiyonlardan 2012-2018 yillari
arasinda izole edilen karbapenem direncli
K. pneumoniae izolatlarinin %20’sinin kolistin direng-
li oldugunu saptamistir. Bu tabloya gore kolistin
direng oranlari yakin tarihlerde izole edilen enterik
bakterilerde olduk¢a ylksek bulunmustur. Diger
calismalara gore daha dislik bulunan kolistin direnci
daha eski yillarda izole edilen 6rneklerinde ¢alismaya
dahil edilmis olmasi ile agiklanabilir. Daha yakin
tarihlerde izole edilen izolatlarin kullanildigi calisma-
larda ise direng oranlari daha yliksek bulunmustur®*
28 Bu durum kolistin direncinin yillar icerisinde artti-
gini ve yuksek yayihm gosterdigini gostermektedir.
Bizim ¢alismamizda da, oldukga yiiksek oranda bulu-
nan kolistin direnci, ilerisi icin dnlemler alinmasi
gerekliligini vurgulamaktadir. Kolistinin tek basina
yliksek dozlarda kullanimi yerine kullanimda olan
diger antibiyotiklerle sinerjik etkilerinin degerlendi-
rilmesi ve kombinasyon tedavilerinin uygulanmasi
hizla yayilan kolistin direncinin 6niine gegebilmek
icin en uygun secenek gibi gériinmektedir.
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Amag: Ginimiizde, tim dinyada, Candida albicans disi invazif kandidozun énemli bir etkeni Candida
parapsilosisdir. Birbirine yakin (¢ tiir olan C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis, “Candida parapsilosis
grubu” olarak tanimlanmaktadir. Candida parapsilosis; insan florasi, cevresel ortamlar ve heniiz nedeni ag¢ik-
lanamamis olmakla birlikte, ev-i¢i ekstrem ortamlarda siklikla rastlanmaktadir. Bu ¢alismada,
C. parapsilosis’in ev-igi bulasik ve gamasir makinelerindeki benzer kosullara karsi tolerans 6zelliklerinin incelen-
mesi amaglandi.

Yéntem: Calismada, C. parapsilosis (n = 8), C. orthopsilosis (n = 7) ve C. metapsilosis (n = 6) olmak lizere toplam
21 referans kékenin sicaklik, tuz, pH ve siklohekzimit tolerans 6zellikleri incelendi.

Bulgular: izolatlarin tiimii 40°C sicaklikta iiremelerine karsilik; 42°C ve iistii (45°C ve 50°C) sicakliklarda iireme
goriilmedi. Candida parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis kékenlerinin tamaminin %5-10 NaCl, pH
2.5-10 ve %0.01 siklohekzimit ortamlarina tolerans gésterdikleri belirlendi. Buna karsilik, izolatlardan hicbirinin
pH 12.5 veya %0.1 siklohekzimit ortamlarinda iiremedigi goriildi. Dikkat ¢ekici sekilde, ¢alismada incelenen
C. parapsilosis grubuna ait tiim kékenlerin %10 NaCl ve %0.01 siklohekzimit iceren ve pH 2.5-10 arasi ortam-
lardan en az birine tolerans gdsterebildigi saptandi. Candida parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlarinin 45°C’de canli kalabilme oranlari, sirasiyla %50, %16.6 ve %14.2 olarak saptandi. Ayrica,
C. parapsilosis izolatlarinin %75’inin %17 NaCl’e tolerans géstermesine karsilik, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
izolatlarinin bu kosula uyum saglamadigi gorildii.

Sonug: Candida parapsilosis’in ev-igi aletlerindeki ekstrem kosullara karsi gésterdigi tolerans mekanizmasinda
termofilik ve halofilik 6zeliklerinin 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis, ev i¢i habitat, tolerans
ABSTRACT

Objective: Currently, Candida parapsilosis is an emerging cause of non-C. albicans- related invasive candidiasis
worldwide. Three phenotypically close species, C. parapsilosis, C. orthopsilosis and C. metapsilosis are defined
as “Candida parapsilosis group”. Candida parapsilosis is frequently found in human commensal flora, natural
environments, and inexplicably, in extreme indoor environments. This study aimed to examine the tolerance
characteristics of C. parapsilosis to similar conditions of domestic dishwashing and washing machines.
Method: We investigated the thermo-, halo-, pH and cycloheximide tolerance of 21 reference strains of
C. parapsilosis (n = 8), C. orthopsilosis (n = 7), and C. metapsilosis (n = 6).

Results: All isolates grew at 40°C but showed no growth at temperatures at or above 42°C (45°C and 50°C). All
C. parapsilosis, C.metapsilosis, and C. orthopsilosis strains tolerated 5-10% NaCl, pH 2.5-10, and 0.01%
cycloheximide. However, the isolates did not grow at pH 12.5 or in the presence of 0.1% cycloheximide. Notably,
all the examined isolates of the C. parapsilosis species group can show tolerance at least one of the following
conditions as; 10% NaCl, pH 2.5-10, and 0.01% cycloheximide. The survival rates of Candida parapsilosis,
C. metapsilosis and C. orthopsilosis isolates at 45°C were 50%,16.6%, and 14.2%, respectively. In addition,
although 75% of C. parapsilosis isolates were tolerant to 17% NaCl, C. metapsilosis and C. orthopsilosis isolates
were not tolerant to this condition.

Conclusion: Thermophilic and halophilic properties of Candida parapsilosis are thought to play an important
role in the tolerance mechanism against extreme conditions in household appliances.

Keywords: Candida parapsilosis, domestic habitat, tolerance

GiRiS enfeksiyon etkenlerinin gorilme sikhgi kayda deger

sekilde C. albicans’tan Candida glabrata, Candida
Candida albicans disi Candida tirlerinin neden oldu- parapsilosis ve Candida tropicalis’e dogru
gu enfeksiyonlar son 20 yildir artis gdstermekte ve kaymaktadir®, Glinimiizde, C. parapsilosis tim diinyada
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invazif kandidozun 6nemli bir etkenidir®3. Ribozomal
DNA’nin ITS (Internal transcribed spacer) bolgeleri-
nin sekanslari temel alindiginda, C. parapsilosis,
Candida orthopsilosis ve Candida metapsilosis tirle-
rinin ayni kokenden gelen (g kriptik tlr oldugu fark
edilmistir®. Ancak, daha sonra Chen ve ark.®), bu (¢
tlrdn virdlans, yayilim, antifungal duyarlilik gibi 6zel-
liklerinde farkhlik gosterdiklerini ve bu nedenle
C. parapsilosis ve yakin tirleri icin “tir kompleksi”
soyleminin kullanilmasinin  dogru olmayacagini
savunmuslardir.

Candida parapsilosis evcil hayvanlar, bocekler, top-
rak ve deniz ekosistemi de dahil olmak Gzere dogada
yaygin olarak bulunur®®. Ayrica, C. parapsilosis
insanlar dahil memelilerde flora yesi olan ve muko-
za, deri ve tirnaklardan izole edilebilen bir tiirdiir®.
C. parapsilosis grubunda, C. parapsilosis en sik sapta-
nan tir iken, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis’e
daha az rastlanir”®, Kullanilmalari sirasinda sicak ve
nemli ortamlarin olustugu, 6zellikle bulasik®*? ve
camasir®>* makinesi gibi, ev ici aletleri, C. parapsilosis
icin habitat islevi gérmektedir. Bu mikro-habitatlar,
deterjanlar ile iliskili olusan yiiksek pH, 60-80°C’ye

kadar yikselebilen ve azalip artan sicakhk ve 6zellikle
camasir makinelerinde kire¢ birikimini 6nlemek
amaci ile kullanilan yiiksek tuz konsantrasyonu®®
gibi faktorlerinin bir veya birkagini barindirir. Buna
karsilik, C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve
C. metapsilosis tirlerinin ev-ici ortamlardaki dagilimi
konusunda literatur bilgisi sinirhdir.

Bu calismanin amaci, ozellikle bulasik ve ¢camasir
makineleri gibi ev-i¢gi ekstrem ortamlardaki
C. parapsilosis varligindan sorumlu kosullarin aydin-
latilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, referans
C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis
kokenlerinin ekstrem ev-i¢ci mikro-cevrelere benzer
fizyolojik kosullara olan tolerans diizeyleri incelendi.

GEREG ve YONTEM

izolatlar

Bu calismada, C. parapsilosis grubundaki C. parapsilosis
(n=8), C. orthopsilosis (n=7) ve C. metapsilosis (n=6)
olmak Uzere Ug tire ait toplam 21 izolat incelendi.
izolat numaralari ve kékenleri Tablo 1’ de verilmekte-
dir. izolatlar, CBS-KNAW Mantar Biyogesitlilik Merkezi

Tablo 1. Calismada incelenen Candida parapsilosis tiir grubuna ait suglar.

Takson ismi CBS No Ornek Tiirii izolasyon Ulke
Candida parapsilosis sensu stricto 2915 Klinik - Norveg
604 Klinik - Porto Riko
7248 Klinik Subklinik mastit Yeni Zelanda
8836 Klinik Kan ABD
125.41 Cevresel Ziziphus mauritiana Zimbabve
1954* Cevresel - italya
2216 Cevresel Salamura ABD
8181 Cevresel Nothofagus dombeyii Sili
Candida metapsilosis 107.47 Klinik Tirnak Belgika
109.07* Klinik - ABD
2315 Klinik Balgam italya
111.27 - - -
2916 - - Norveg
107.46 - - -
Candida orthopsilosis 107.41 Klinik Tirnak Belgika
107.42 Klinik Tirnak Belgika
109.06* Klinik Vajinal ABD
9894 Cevresel - Panama
107.43 Cevresel - ABD
2212 Cevresel - Endonezya
8825 Cevresel - Avustralya
8181 Cevresel Nothofagus dombeyii Sili
*Tip suslar.
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(Westerdijk Mantar Biyogesitlilik Enstitlst, Utrecht,
Hollanda)’nden saglandi. Calisma dncesinde izolatlar
Sabouraud dextrose agar’a (SDA; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) pasajlandi ve fizyolojik parametreler
degerlendiriimeden 6nce 25°C’de 3 giin inkube edil-
di.

Fizyolojik o6zelliklerin belirlenmesi: Calismada,
bulasik ve g¢amasir makinelerinin i¢ ylizeylerine
benzer ekstrem kosullar taklit edildi. Kullanilan bas-
lica stres parametreleri, bu ortamlardaki ani sicaklik
degisimlerinin yaninda, gesitli deterjanlarca olusa-
bilecek asit-alkali veya tuzluluk ortamlari temelinde
belirlendi®'+4, Kékenlerin termotoleransi ve pH
toleransi SDA’da, halotoleransi NaCl’de ve siklohek-
zimit toleransi ise 96 kuyucuklu plaklarda Sabouraud
dekstroz broth (SDB, Sigma-Aldrich) ortaminda
incelendi. Kdkenlerin termotolerans o&zellikleri
SDA’da 40°C, 42°C, 45°C ve 50°C’de 5 gline kadar
inkiilbe edilerek incelendi. Uremeyen kékenlerin
canliliklarint incelemek igin lireme olmayan tlpler
37°C’yealinarak 5 glin dahainkiibe edildi. Kokenlerin
pH tolerans ozellikleri 2.5, 4, 10 ve 12.5 degerleri
icin incelendi. Bu amagla SDB’nin pH’s1 0.1 M HCl ya
da 0.1 M NaOH kullanilarak ayarlandi. Kékenlerin
halotolerans ozellikleri %5, %10 ya da %17 (w/v)
NaCl iceren SDB’de incelendi. Siklohekzimit toleran-

Turk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(1):24-29

stise %0.1 ve %0.01 siklohekzimit (Sigma, Steinheim,
Germany) iceren SDB’de degerlendirildi. Kékenlerin
blyumeleri her giin gorsel veya spektrofotometrik
(Thermo Scientific MultiScan Go reader, 1510-012,
Vankaa, Finlandiya) olarak 405 nm’de takip
edildi®®),

BULGULAR

Calisma izolatlari 40°C sicakligi tolere edebilmelerine
karsilik, 42°C ve Ustl sicakliklarda (45°C ve 50°C)
Ureme gorilmedi. Buna karsilik, izolatlari 42°C’den
37°C’ye alindiginda tGremeye basladiklari fark edildi.
Ayrica, 45°C’de inklbe edilen sekiz C. parapsilosis
suslarindan dordi ve birer C. metapsilosis ve
C. orthopsilosis susunun 37°C’deki inkiibasyonu son-
rasi canh kaldiklari belirlendi (Tablo 2). Bitin
C. parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis
suglari %5-10 NaCl, pH 2.5-10 ve %0.01 siklohekzi-
mit ortamlarina tolerans gosterdikleri belirlendi.
Buna karsilik, kokenlerden higbirinin pH 12.5 ya da
%0.1 siklohekzimit ortamlarinda Greyemedigi goril-
di. C. parapsilosis izolatlarinin %75 (n=6)'inin %17
NaCl ortamini tolere edebildigi, ancak C. metapsilosis
ya da C. orthopsilosis kdkenlerinin bu tuzluluk ora-
nina karsi tolerans gostermedigi belirlendi (Tablo
3).

Tablo 2. Candida parapsilosis tiir grubuna ait suslarin farkl sicakliklardaki tireme 6zellikleri.

Sicaklik (°C)
40 42 45 50 42->37 45->37 50->37
C. parapsilosis s. str. (n=8) + - - + 4+ ,4- -
C. metapsilosis (n=6) + - - + 1+,5- -
C. orthopsilosis (n=7) + - - + 1+,6- -

+, Ureme pozitif; -, Ureme negatif.

Tablo 3. Candida parapsilosis tiir grubuna ait suslarin farkh pH degerleri, tuzluluk ve siklohekzimit konsantrasyonlarindaki iireme ozel-

likleri.
NaCl (%) pH Siklohekzimit (%)
5 10 17 2.5 4 10 125 0.01 0.1
C. parapsilosis s. str. (n=8) + + 3+,3%,2- + + + - + -
C. metapsilosis (n=6) + + - + + + - + -
C. orthopsilosis (n=7) + + - + + + - + -

+, Ureme pozitif; + Zayif iireme; -, Ureme negatif.
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Tablo 4. Candida parapsilosis’in bulasik ve gamasir makinelerindeki izolasyon sikligi.

Makine tipi  Ulke

Ornek sayisi  Mantar pozitifligi  C. parapsilosis Kaynaklar

n (%) n (%)
Bulagik Slovenya, Avustralya, Avusturya, Belgika, Brezilya, Kanada, 189 117 (62) 16 (8.5) [9]
Cin, Hirvatistan, Danimarka, Almanya, Blyik Britanya,
israil, italya, Japonya, Fransa, Giiney Afrika, ispanya, ABD
Turkiye 158 28 (17.7) 2 (0.6) [10]
Turkiye 937 230 (24.5) 44 (16.6) [11]
Slovenya 30 25 (83) 10 (33) [12]
Camasir Slovenya 70 55 (79) 14 (25.4) [13]
Turkiye 99 47 (47.5) 25 (25.3) [14]

TARTISMA

Bu calismada, C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve
C. metapsilosis kokenlerinin ylksek sicaklik ve tuzlu-
luk, asidik/alkalik kosullar ve siklohekzimit varhgi gibi
ekstrem kosullara olan olasi tolerans yetenekleri dik-
kate alinarak fizyolojik o©zellikleri incelendi.
Bulgularimiz, giderek 6nem kazanan bir patojen olan
C. parapsilosis’in kriptik tirleri olan C. orthopsilosis
ve C. metapsilosis ile karsilastirildiginda daha yiksek
ekolojik adaptasyon yeteneklerinin varligini ortaya
koymaktadir. Bulasik®*? ve camasir®3*4 makinelerin-
deki C. parapsilosis, sirasiyla %6.7-33 ve %25.3-25.4
oranlarinda bulunmus ve sicak su barindiran ev alet-
lerinin bu firsatgi mantarlari barindirabilecegini gos-
termistir (Tablo 4). Candida parapsilosis izolatlarinin
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis kékenlerinden
farkli olarak yiksek sicaklik ve tuzluluga karsi goster-
dikleri tolerans, insan yapimi gevrelere olan adaptas-
yon yetenekleri icin bir aciklama olabilecegini disiin-
mekteyiz.

Dégen ve ark.®® camasir makinelerinden izole ettik-
leri 29 C. parapsilosis izolatinin 10°C-37°C sicaklik, pH
4-10 ve %5-10 NaCl ortamlarinda Ureyebildigini bil-
dirmiglerdir. Zupanci¢ ve ark.'?, C. parapsilosis’in
siklikla bulasik makinelerinin kapak ve kapaga yakin
lastik kisimlarindan izole edilmesini, 45°C ve Uzerin-
deki sicakliklarda canli kalamamalarina baglamislar-
dir. Ayrica, Novak Babi¢ ve ark.*®, camasir makinele-
rinin deterjan gozleri ve kapak plastik bolgelerinden
C. parapsilosis izole etmislerdir. Bu adaptasyon yete-
negiyle C. parapsilosis’in, C. metapsilosis ve

C. orthopsilosis’e gore insan yapimi cevreler dahil
genis bir habitatta® virtilansi daha yuksek bir klonal
yayihm gdsteriyor olabilecegi dusunilmektedir*”,

Candida parapsilosis tarinlin yaninda, termofilik
Exophiala dermatitidis ve Exophiala phaeomuriformis
ile mezofilik Hortaea werneckii ve Aureobasidium
pullulans gibi bazi firsatgl esmer mantar tirleri de iyi
bilinen halofilik tirlerdir**1%29, Esas olarak, Exophiala
turleri birden fazla ekstrem gevresel kosullara tole-
rans gosteren “poliekstremotoleran” tlrler olup,
5-47°C sicaklik ve 2.5-12.5 pH araligi ile %0.1 siklo-
hekzimit varliginda lUreyebilmektedir(0:21-24),
C. parapsilosis ve E. dermatitidis’e karsilik, mezofilik
H. werneckii'nin 35°C’nin Uzerinde lreyemedigi ve
30°C’de ise daha yavas ve kiiglik koloniler olusturdu-
gu kaydedilmistir?®, Halotoleran bir tir olan
A. pullulans’in %17 oranina kadar NaCl’li ortami tole-
re edebildigi bilinmektedir™. Ayrica, A. pullulans var.
melanogenum 37°C’de Ureyebilirken, diger varyete-
lerinin Greyemedigi kaydedilmistir(®.

Bu calismada, termofilik ve halofilik 6zelliklere sahip
C. parapsilosis’in ekstrem kosullara tolerans gostere-
bildigi ve bu ozelliklerin C. parapsilosis’in ev-igi
mikro-gevrelerdeki varligini agiklayabilecegi diisiinil-
mektedir. Buna karsilik, calisilan izolat sayisinin gére-
ce az olmasi bu g¢alismanin bir eksikligi olabilir.
Ekolojik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasi ve potansi-
yel mantar patojenlerine karsi 6nlem almak amaciyla
insan yerlesimi olan benzer habitatlar ve ev-igi bolge
ve aletler (banyolar, sicak su ve hava iliskili ev aletleri
vb.)’de de bu mantar tirlerinin varligi ve yayilimi
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incelenmelidir. Buna ek olarak, gelecekte yapilacak
calismalar, C. parapsilosis’in insan yapimi bolgeler,
evler ve hastanelerde bulunabilen ekstrem mikro-
cevrelerdeki varhginin anlasiimasini saglayacaktir.
Gelecekte bu mantarlarin yayiliminin insan sagligina
olan etkisinin arastirilmasi kuskusuz ilgi cekici olacak-
tir.
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Amag: Bogaz kiiltiirii ve hizli antijen testleri grup A streptokok (GAS) farenjitinin tanisinda siklikla kulla-
nilmaktadir. Tani igcin 6rnek alinmasinda tekli veya ikili siiriintii cubuklari kullanilabilmektedir. Genellikle
tek siiriinti cubugu her iki test icin laboratuvara génderilmekte, énce kiiltiir besiyerine ekimi yapiimak-
ta daha sonra antijen testi icin kullaniimaktadir. ikili cubuklar antijen testi ve kiiltiir icin ayni anda érnek
alimini olasi kilmasi nedeniyle kullanim kolayligi sunmaktadir ancak maliyeti daha yiiksektir. Bu ¢calisma-
da amag, bogaz siiriintii 6rneklerinde kiiltiir ve antijen testiyle GAS belirlenmesinde ikili siiriintii cubu-
gunun etkinligini ve gerekliligini degerlendirmektir.

Yontem: 17.02.2017-27.02.2017 tarihleri arasinda laboratuvarimiza ikili sirinti ¢ubuguyla (BD BBL
CultureSwab EZ II) génderilen bodaz siriintii 6rnekleri prospektif olarak degerlendirilmistir. Birinci
sdriintd gubuguyla hizli antijen testi (BD Veritor™ System Strep A Test) pozitif saptanan 100 hasta 6rne-
ginin ikinci strinti ¢cubugu énce kultdr icin kullanilmis, sonrasinda ayni ¢ubukla hizli antijen testi yine
calisilmistir. Her iki test sonucunda saptanan pozitiflik oranlari karsilastirilmistir.

Bulgular: ikili siiriintii cubuduyla génderilen érneklerde 100 antijen pozitifligi belirlenmis, bu érneklerin
99’unda (%99) kiiltiirde GAS saptanmustir. Bu 100 6rnek kiiltiir igin kullanilan ikinci siiriinti ¢ubuguyla
yine test edildiklerinde antijen pozitifligi 76’ya (%76) dismdistir. Yiiz pozitif test sonucunun 76’sinin
kuvvetli, 24’iiniin zayif bant olusturdugu gézlenmistir. Kuvvetli bant olusturan 76 6rnedin 74°i (%97),
zayif bant olusturan 24 érnegdin ikisi (%8) ikinci ¢ubukla pozitif saptanabilmistir. Kiltir negatif olan tek
ornegin ilk cubukla zayif bant olusturdudu, ikinci cubukla negatif sonug verdigi gézlenmistir.

Sonug: Bogaz siiriintii 6rneklerinde tek sdiriintii gubugunun hem kiiltir hem hizli antijen testi igin kullanil-
masi antijen testi pozitifligini nemli oranda diisiirmektedir. ikili siiriintii cubudgu kullanimi inokiiliim mik-
tarini artirarak GAS belirlenmesini kolaylastirmakta ve antijen testinin performansini yiikseltmektedir.

Anahtar kelimeler: GAS, hizli antijen testi, bogaz kultiird, ikili stiriintii cubugu
ABSTRACT

Objective: The throat culture and rapid antigen tests are frequently used to diagnose group A beta-
hemolytic streptococcal (GAS) pharyngitis. Specimen collection may be carried out by using single
throat swabs or by double swabs. Generally, one single throat swab is sent to the laboratory for both
tests, it is first used to inoculate culture media and then used for rapid antigen tests. Double swabs
provide ease of use by allowing the sample to be taken for both culture and antigen testing at the same
time, but it has a higher cost. The aim of the present study was to evaluate the efficiency and necessity
of double swabs in detection of GAS by culture and antigen testing.

Method: The throat swab specimens sent to our laboratory with double swab (BD BBL CultureSwab EZ
1) between 17.02.2017-27.02.2017 were evaluated prospectively. The second swabs of 100 specimens
that were found as positive by antigen testing (BD Veritor™ System Strep A Test) with the first swab
were first used for culture, and then reused for antigen testing. The positivity rates in both tests were
compared.

Results: A total of 100 antigen positivities were determined in the samples sent with double swabs. GAS
was identified by culture in 99 (99%) of these samples. When these 100 samples were retested with the
second swab used for culture, antigen positivity decreased to 76 (76%). Of the 100 positive test results,
76 samples had strong bands while the remaining 24 samples showed a relatively weak reaction.
Seventy- four of the 76 samples (97%) that produced strong bands, and two of the 24 samples (8%) that
formed weak bands were positive with the second swab. It was observed that the culture- negative
sample formed a weak band with the first swab and gave a negative result with the second swab.
Conclusion: The use of a single swab for both culture and rapid antigen testing in throat swab
specimens significantly reduces the antigen test positivity. Using double swabs could increase the
inoculum size and improve the performance of the rapid antigen test facilitating the detection of GAS.

Keywords: GAS, rapid antigen test, throat culture, double swab
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GiRiS

Akut tonsillofarenjit klinisyenlerin glinlik pratiklerin-
de en sik karsilastiklari klinik tablolardan birisidir®,
Yaygin ve sik gortlmesi, is glicinde kayba yol agma-
sinin yani sira bakteriyel ve viral etkenlerin ayrimin-
daki gligliik nedeniyle gereksiz antibiyotik kullanimi-
na neden olmasindan o6tiri o6nemli bir saglik
sorunudur®?. Virtsler akut tonsillofarenjitlerin en sik
karsilasilan etkenleridir ve olusturduklari enfeksiyon-
larin klinik olarak bakteriyel enfeksiyonlardan ayirt
edilmesi zordur. Bakteriyel etkenler arasinda en sik
gorileni ve 6nemli olani Streptococcus pyogenes
[Grup A streptokoklar (GAS)]'tir. GAS tonsillofarenjit-
leri en sik 5-15 yas arasindaki cocuklarda gorulir.
GAS farenjitinde nonsupuratif ve stpiratif kompli-
kasyonlarin gelismesini 6nlemek ve klinik iyilesmeyi
hizlandirmak amaciyla antibiyotik tedavisi kesinlikle
gereklidir®. Bu nedenle tonsillofarenjitlerde kesin
tani konulmasi gereklidir. Klinik semptomlar siklkla
bakteriyel/viral enfeksiyon ayrimi icin yeterli olma-
makta, laboratuvar testlerine gereksinim duyulmak-
tadir®®),

GAS farenjitinin tanisinda kaltlr altin standarttir. Bu
yontemin zaman almasi nedeniyle hizli antijen test-
leri gelistirilmistir. Uygulamasi kolay bu testlerle 15
dk./dan kisa slirede sonug alinabilmektedir. Genellikle
hizli antijen testlerinin 6zgullukleri kabul edilebilir
oranda yuksek (%90-99) bulunurken, kiltire kiyasla
duyarliliklart konusunda geligkiler mevcuttur®®. Hizl
antijen testlerinin duyarliik oranlarinin degiskenlik
gostermesi nedeniyle, hizl testlerdeki negatif sonug-
larin kiltirle dogrulanmasi  dnerilmektedir®78),
Dogru teknikle ve uygun kosullarda yapilan kilttrin
duyarliligi oldukega yiksektir®., Bu nedenle 6zellikle
cocuklarda ve akut romatizmal ates gibi ciddi komp-
likasyonlarin yaygin oldugu bolgelerde negatif hizl
antijen test sonuglarinin kiltiirle dogrulanmasi eksik
tedavinin énlenmesi acisindan énemlidir?.

Laboratuvarimizda daha once yapilan galismalarda,
bogaz slrintli orneklerinde GAS belirlenmesinde
cesitli hizli antijen testlerinin etkinligi kilturle karsi-

lastirilarak degerlendirilmis, ek olarak kiltlirde GAS
lreme yogunlugu ile antijen testi sonuglarinin iliskisi
incelenmistir®19, Ureme yogunlugu fazla olan olgu-
larda antijen testi sonuclarinin daha ylksek oranda
pozitif oldugunun gézlemlenmesi lizerine, direkt ola-
rak 6rnek alma yontemi ve inokuliim etkisinin deger-
lendirilebilecegi bir calisma yapilmasi planlanmistir.

Bogaz kiltliri ve hizli antijen testlerinin dogru sonug
vermesi ve uygun tedavi i¢in 6rnegin dogru sekilde
ve miktarda alinmasi 6nemli bir adimdir. Hizli antijen
testleri ve kiltur igin 6rnek aliminda iki ayri striintu
cubugu kullanilabilmektedir. Yaygin olarak tek striin-
tl cubugu once kiltlir sonra antijen testi icin kullanil-
maktadir. Tek seferde hem kultiir hem antijen testi
icin 6rnek almayi saglayan birbirine bagli ikili stirlintQ
gubuklariysa kullanim kolayligi saglamaktadir. Ancak,
ikili sGrintl cubugu maliyeti oldukca yuksek oldu-
gundan, hizh antijen testi ve kiltir ¢alismalarinda
tekli stirtint cubugu kullanilabilmesi maliyet etkinlik
acisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada amag bogaz suriin-
tl orneklerinde GAS belirlenmesinde kiiltir ve anti-
jen testi icin ikili strantd cubugunun etkinligini ve
gerekliligini degerlendirmektir.

GEREC ve YONTEM

Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar’na 17.02.2017-
27.02.2017 tarihleri arasinda tonsillofarenjit 6n tani-
siyla (BD BBLTM CultureSwab™ EZ Il, Fransa) gonde-
rilen bogaz stirtinti 6rnekleri prospektif olarak ince-
lenmigstir. Laboratuvarimiza bogaz kiltiri ve hizh
antijen testi yapilmak Uzere gonderilen 6rnekler
blylk oranda ikili striintli cubugu ile gonderilmekte-
dir. Calisma periyodunda, bogaz kulturi ve hizli anti-
jen testi icin laboratuvarimiza toplam 503 6rnek
gonderilmistir. Calismamiza bu siirecte hizli antijen
testi pozitif bulunan 178 6rnekten ikili strintl gubu-
guyla gonderilmis olup, mesai saatlerinde laboratu-
varimiza ulagan 100 Ornek dahil edilmistir. Birinci
strintl cubuguyla yapilan BD Veritor™ System hizli
Strep A antijen testi (Becton Dickinson, ABD) pozitif
saptanan 100 hasta 6rneginin ikinci strinti cubugu

31



once kaltdr icin kullanilmis, sonrasinda ayni cubukla
hizli antijen testi yine calisiimistir. Testlerin sonucun-
da elde edilen pozitiflik oranlari karsilastiriimistir.
Hizli antijen testinin degerlendirmesi BD Veritor™
System (Becton Dickinson, ABD) okuma cihazinda
yapiimis olup, gozle degerlendirildiginde kuvvetli/
zayif bant olugumu inokilim etkisinin incelenmesi
icin ayrica kaydedilmistir. Kaltir %5 koyun kanl agar-
da yapilmis, identifikasyon testleri icin BD BBL™
DrySlide™ PYR Kit (Becton Dickinson, USA), lateks
aglutinasyon Streptokok Gruplama Test Kiti
(Plasmatec, Birlesik Krallik) ve MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Almanya) kullanilmistir. istatistiksel analiz
icin SPSS 15.0 for Windows programi kullanildi.
Tanimlayici istatistikler; kategorik degiskenler icin sayi
ve ylizde olarak verildi. Bagiml gruplarda oranlarin kar-
silagtirmalarit Mc Nemar analizi ile yapildi. Sonuglarin
uyumunu Cohen’ Kappa (k) uyum testi ile analiz edildi.
Alfa anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma 54’0 kadin (%54), 46's1 (%46) erkek olmak
Gzere hizli antijen testi pozitif bulunan 100 hastayla
yapilmistir. Hastalarin yas gruplarina gére dagilimin-
da, 28 hasta (%28) 2-5 yas arasinda, 70 hasta (%70)
6-15 yas arasinda, iki hasta (%2) ise 16 yas ve Usti
grupta yer almistir. Orneklerin, 91'i acil cocuk polikli-
nigi olmak tizere toplam 98’i (%98) ¢ocuk kliniklerin-
den, ikisi (%2) eriskin kliniklerinden gonderilmistir.

Calisma stresince ikili ¢ubukla gonderilen bogaz
sirintt 6rneklerinde 100 GAS antijen pozitifligi tes-
pit edilmis, bu 6rneklerin 99’unda (%99) kiiltiirde
GAS saptanmistir. Yiz pozitif antijen testi sonucunun
76'sinin kuvvetli (%76), 24’UnlUn (%24) zayif bant
olusturdugu gozlenmistir. Antijen testi pozitif 100
ornek 6nceden kiltlirde kullaniimis olan ikinci strin-
tl cubuguyla yine test edildiklerinde 76 (%76) 6rnek-
te antijen pozitifligi saptanmis; bunlardan 65’i kuv-
vetli, 11’i zayif bant olusturmustur. Ayni sirintd
cubugu hem kiltir hem hizli test icin kullanildiginda,
hizli antijen testi pozitifligi kiltlr pozitifli§inden ista-
tistiksel olarak anlamli diisiiktd (p<0.001).
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ilk calismada kuvvetli bant olusturan 76 érnegin 74’(
(%97), zayif bant olusturan 24 6rnegin ikisi (%8) ikin-
ci striintl gubuguyla pozitif saptanabilmistir. ikinci
sirintl cubuguyla antijen testi negatif saptanan 24
ornegin 22’sinin birinci striintl gubuguyla zayif bant
olusturdugu gozlenmistir. Kiltir negatif olan tek
ornegin ilk striintl gubuguyla zayif bant olusturdu-
gu, ikinci strlintld ¢ubuguyla negatif sonug verdigi
gozlenmistir. Calisma siresince laboratuvara gelen
503 ornekten dordiinde kiltlr pozitif oldugu halde
antijen testi negatif sonuglanmis; bu orneklerin tekli
surintl gubuguyla gonderilmis oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

GAS tonsillofarenjitinin dogru tanisi ciddi stpuratif
ve non-sipuratif komplikasyonlarin gelismesini dnle-
mek, semptom rezolisyonunu hizlandirmak ve bak-
terinin toplumda yayilmasini 6nlemek agisindan ¢ok
onemlidir”*2, Akut tonsillofarenjit olgularinda hizli
antijen testleri taniya blyuk katki sunmaktadir. Hizli
antijen testlerinin performanslarini etkileyen en
onemli etkenler 6rnegin alinis sekli ve 6rnekteki mik-
roorganizma (inokiiliim) miktaridir®). inokulim
miktarinin etkisinin arastinldigi bir ¢alismada, hizh
antijen testinde iki strintl ¢ubugunun birlikte eks-
traksiyonu ile her birinin ayri ayri ekstraksiyonu son-
rasindaki test sonuclari karsilastirilmis ve iki stirinta
g¢ubugunun birlikte ekstraksiyonu ile duyarlligin
%80’den %94’e yikseldigi gosterilmistir®. Bu calis-
manin aksine, Ezike ve ark.®® iki stiriinti gubuguna
karsi tek slrinti cubugunun hizli antijen testine
etkisini arastirdiklari calismalarinda iki striintli cubu-
gu kullaniminin testin duyarliigini artirmadigini orta-
ya koymuslardir. Lasseter ve ark.*”) in vitro ortamda
GAS'In gesitli dilisyonlarinda bes farkl testin duyarli-
ligin1 arastirmis ve inokulim miktarinin artmasinin
test duyarliligini arttirdigini goéstermislerdir. Cohen
ve ark.®¥ bir hizli antijen testinin duyarlihgini yiiksek
inokulumda %95, dislk inokulumda ciddi bir disus-
le %40 olarak saptamis, inokulum etkisinin dnemini
vurgulamiglardir. Bununla birlikte, antijen testlerinin
Ozgulliglinin %100 olarak degerlendirilebilecegi,
antijen testi pozitifligi kiltiir negatifligi durumunda



M. E. Bulut ve ark., Strep A Hizli Test ikili Cubuk

hastanin tonsilofarenjit olarak kabul edilebilecegi
bildirilmektedir®).,

Calismamizda elde edilen bulgular, bogaz sirlintQ
orneklerinde tek slrintd gubugunun hem kultlr
hem hizli antijen testi i¢in kullanilmasinin antijen
testi pozitifligini dnemli oranda disirdugiini ortaya
koymustur. Bunun nedeninin kiltlir esnasinda besi-
yerine inoklle edilen bakterinin hizli antijen testi i¢in
gerekli inokilim miktarini azaltmasi oldugu disiinil-
mistlr. Zayif bant olusturan érneklerde ikinci cubuk-
la pozitiflik oraninin [2/24 (% 8)] kuvvetli bant olus-
turanlara [74/76 (%97)] gbre ¢ok daha diistik olmasi
da inokiilim etkisini distindirmektedir.

Calismamizin sinirhhgr yalnizca bir ticari test kitinin
ya da ikili sirtinti gubugunun test edilmis olmasidir.
Piyasada baska ticari Grlinler de bulunmaktadir ve
onlar igin burada rapor edildiginden farklh sonug ali-
nabilmesi olasidir. Calismamizin kuvvetli yoni ise
testlerin karsilastirmasinin ayni bogaz stiriintii 6rnek-
leriyle yapilarak test sonuglarina farkl hasta grupla-
rindaki bakteri yiki ve 6rnegin alinis seklinin etkisini
ortadan kaldirmasidir.

Sonug olarak, GAS farenjitinin dogru ve hizli tanisi
icin ornekteki inoklalim miktari cok 6nemlidir. Kiltar
ve antijen testlerinin birlikte istendigi durumlarda
ikili stirtintl gubugu kullanimi inokiilim etkisini sabit
tutarak hizli testlerin GAS tespitini kolaylastirmakta,
performanslarinda artisa neden olmaktadirlar. ikili
sirinth cubuklar tekli gubuklara kiyasla yiksek
maliyete sahip olmalarina karsin GAS farenijitli olgu-
larda daha fazla erken taniyi olasi kilarak hastalik
suresinin kisaltilmasi, bulasiciigin azaltilmasi ve
komplikasyonlarin 6nlenmesi ile maliyet etkinlik sag-
lamaktadir. ikili siriinti cubugu kullanimi yanlis
negatif antijen testi sonuglarinin minimize edilmesi-
ne, boylece klinisyenin GAS farenjiti tanisini dogru
koyarak glomerulonefrit, romatizmal kalp hastalig
gibi yasami tehdit eden olasi komlikasyonlarin enge-
lenmesine katki sunacaktir. Ayrica hizli antijen testi
negatif drneklere kiiltiir yapilmasiyla tanisal duyarh-
ligin artirilmasi, eksik tedavinin édnlenmesi mimkin

olacaktir.

Tesekkiir: istatistik degerlendirmesi icin Ziibeyde
Arat’a tesekkir ederiz.
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Amag: Kan dolasimi enfeksiyonlari hastanede yatan hastalarda 6nemli bir morbidite ve mortalite nede-
nidir. Bu ¢calismada, kan kiiltiirlerinde ireyen metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve meti-
siline direngli koagiilaz negatif stafilokoklar (MRKNS)'da seftarolin, linezolid ve vankomisine duyarliligin
in vitro olarak arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismamiza, Ocak 2015-Subat 2018 arasi dénemde kan kiiltiirlerinden izole edilen 50 MRSA
ve 50 MRKNS susu dahil edilmistir. Ayni hastanin kan kiiltiirlerinden elde edilmis tek izolat kullaniimistir.
MRSA ve MRKNS izolatlarinin identifikasyonu; Gram boyama, katalaz testi, koaglilaz testi ve European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’in 6nerileri dogrultusunda 30 ug’lik sefoksi-
tin diski ile yapilan Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle ¢alisilmistir. Vankomisin ve linezolid i¢cin mini-
mum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri gradiyent strip difiizyon yéntemine gére belirlenmistir.
Seftarolin icin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yéntemi ile Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)in 6nerileri dogrultusunda ¢alisiimistir.

Bulgular: Tiim izolatlar vankomisin (MiK<2 ug/ml) ve linezolid’e (MiK<1 ug/ml) duyarli bulunmustur.
Seftarolin MRSA izolatlarinin 45/50 (%90)’sinde duyarli tespit edilmistir. Seftarolinin, MRSA izolatlarinda
MIK, ., degeri 0.5/1 pg/mi ve MIK araligi 0.125-2 ug/ml iken; MRKNS'de MIK_ /,, degeri 0.25/0.5 ug/ml
ve MIK araligi 0.125-2 ug/ml olarak bulunmustur.

Sonug: Ulkemizde heniiz kullanimina baslanmamis 5. kusak sefalosporin olan seftarolin MRSA ve
MRKNS izolatlarinda vankomisin ve linezolide yakin bir in vitro etkinlik g6stermistir. Bu bulgular, bu
etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde seftarolinin iyi bir segenek oldugunu diisiindiirmek-
tedir.

Anahtar kelimeler: Seftarolin, MRSA, MRKNS
ABSTRACT

Objective: Bloodstream infections are important causes of morbidity and mortality in hospitalized
patients. The objective of this investigation was to evaluate the in vitro susceptibilities of ceftaroline,
linezolid and vancomycin, against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and coagulase-
negative staphylococci (MRCoNS) strains grown in blood cultures.

Method: A total of 50 MRSA and 50 MRCoNS strains isolated from blood cultures between January
2015-February 2018, were included in this study. Only one isolate from each patient was included in the
study. Bacterial identification was performed by conventional methods (Gram staining, catalase,
coagulase testing) and the resistance of the isolates to methicillin was determined using cefoxitin (30 ug)
Kirby-Bauer disk diffusion method according to EUCAST susceptibility criteria. The minimum inhibitory
concentration (MIC) values for vancomycin and linezolid were determined according to the gradient
strip diffusion method. Susceptibility testing of ceftaroline was performed by using the broth
microdilution method as recommended by CLSI.

Results: All isolates tested were found to be susceptible to linezolid (MIC<1 ug/ml) and vancomycin
(MIC<2 pg/ml). Ceftaroline was detected to be susceptible in 45/50 (90%) of the MRSA isolates. MIC,,
and MIC,, values of ceftaroline for MRSA were found as 0.5 ug/ml and 1 ug/ml, respectively, with a MIC
range of 0.125-2 ug/ml. MIC, and MIC,, values of ceftaroline for MRCoNS were found as 0.25 ug/ml
and 0.5 pg/mi, respectively, with a MIC range of 0.125-2 ug/ml.

Conclusion: The fifth generation cephalosporin, ceftaroline that has not been in use in our country yet,
showed a similar in vitro activity as vancomycin and linezolid against MRSA and MRCoNS isolates. These
findings suggest that ceftaroline could be a good therapeutic option for the treatment of infections
caused by MRSA and MRCoNS.

Keywords: Ceftaroline, MRSA, MRCoNS
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GiRiS

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ve
metisiline direncgli koagilaz negatif stafilokoklar
(MRKNS) nedeniyle olusan kan dolasimi enfeksiyon-
lar ginimizde 6nemli bir morbidite ve mortalite
oranina sahiptir®. Glikopeptid direnci ile ilgili giincel
calisma verilerinde diinya genelinde direngli MRSA
suslari bildirilmeye baslanmistir®3), Turkiye’de yapi-
lan calismalarda ise stafilokoklarda vankomisin diren-
ci henliz saptanmamis ancak bazi MRSA suslarinda
vankomisine azalmis duyarliik gdsterilmistir®.
Vankomisine orta duyarh S. aureus (VISA) suslari ile
ilgili verilere bakildiginda ise heterojen VISA (hVISA)
izolatlari belirlenen ¢alismalar mevcuttur®?. In vitro
duyarhlk testlerinde vankomisine duyarli bulunan
ancak en az 10%*10%te bir siklikta olmak tizere, MiK
degeri > 2 ug/mL olan bir subpopilasyon iceren sus-
lar hVISA olarak tanimlanmaktadir®,

Gunimiuzde VISA ve heterojen VISA (hVISA) suslari-
nin ortaya ¢ikmasi, glikopeptid grubu antibiyotiklere
alternatif olabilecek baska antimikrobiyallere gerek-
sinim dogurmustur®®, Oksazolidinon grubunda yer
alan linezolidin kullanimi yaygindir®®, Son yillarda 5.
kusak sefalosporinlerden olan seftarolin umut vaad
eden molekullerden birisidir. Seftarolinin onay alarak
kullanima girdigi tlkelerde elde edilen sonuglar gesit-
li calismalarda rapor edilmistir®!2, ancak heniz
Glkemizde kullanima girmemistir.

Bu calismada, MRSA ve MRKNS ile olusan kan dolasi-
mi enfeksiyonlarinda baslica tedavi ajani olan vanko-
misin ve linezolidin MiK degerlerinin belirlenmesi ve
bu izolatlara seftarolinin vitro etkinliginin saptanma-
si, hastanemizde gelisen direng yoneliminin izlenerek
uygulanacak tedavi yaklasimlarina katki saglanmasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calismaya, 01.01.2015-28.02.2018 arasi dénemde

izmir Menemen Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’nda BACT/ALERT 3D (bioMérieux,
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Fransa) kan kiltlri sisteminde Gireme sinyali sapta-
nan kan kdltirlerinde tGreyen 50 MRSA ve 50 MRKNS
izolati alinmis ve ayni hastanin klinik érneklerinden
elde edilmis tek 6rnek kullanilmistir.

MRSA ve MRKNS izolatlarinin tanilari; Gram boyama,
katalaz testi, koaglilaz testi ve European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’in*3
onerileri dogrultusunda 30 pg’lik sefoksitin diski
(Bioanalyse, Turkiye) ile yapilan Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemiyle arastirilmistir.

Antibiyotik duyarhihginin belirlenmesi igin stok besi-
yerinde -20°C’de saklanmis olan MRSA ve MRKNS
izolatlari %5 koyun kanh agara (RTA agar, Turkiye)
pasajlanmistir. Oncelikle, vankomisin ve linezolid icin
minimum inhibitdr konsantrasyon (MIiK) degerleri,
Ureticinin onerileri dogrultusunda gradiyent strip
difizyon yontemi ile (E-test, bioMérieux, Fransa)
belirlenmistir. Glikopeptidlerde MiK degerlerinin tes-
pitinde EUCAST broth dillisyon yontemini 6nermek-
tedir ancak laboratuvarimizda bu metodu uygulama
olanagl arastirma sirecinde mevcut olmadigi icin
vankomisin MIK degerleri gradient test ile belirlen-
mistir. Taze pasajdaki kolonilerden 0.5 McFarland
bulaniklik standardi olusturacak sekilde slispansiyon
hazirlanarak, steril eklivyon ile Mueller-Hinton Agar
besiyeri (RTA agar, Turkiye) ylizeyine homojen sekil-
de yayilmis ve ardindan Uzerine vankomisin ve line-
zolid gradient stripleri (E-test, bioMérieux, Fransa)
yerlestirilmistir. Plaklarin 37°C’de 18-24 saat inkiibas-
yonu sonrasinda antibiyotiklere ait 6lciilen MIiK
degerleri kaydedilmistir.

Seftarolin igin MiK degerleri sivi mikrodiliisyon yén-
temi ile cahsilmistir. Seftarolin-2HCI (LOT numarasi:
01FOR01-06-29) toz formu dretici firma olan Astra
Zeneca (ingiltere)’dan saglanmistir. Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)in®** 6nerileri
dogrultusunda, seftarolin %100’lik dimetil stlfoksit
(DMSO) iginde ¢ozdurilmis ve %0.085 steril serum
fizyolojik icerisinde son konsantrasyonda %30 DMSO
olacak sekilde sulandirilmistir. Daha sonra Mueller
Hinton sivi besiyeri iceren steril U tabanh 96 kuyu-
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cuklu polistren plaklarin kuyucuklarina seri diliisyon-
lari 0.125-64 ug/ml olacak sekilde dagitilmistir. Taze
pasajdaki kolonilerden 0.5 McFarland bulaniklik stan-
dardi olusturacak sekilde siispansiyon hazirlanarak
son inokuliim konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olacak
sekilde, 1/100 oraninda sulandirilip kuyucuklara
eklenmistir. Tim plaklar 37°C’de 18-24 saat inkibas-
yon sonrasinda EUCAST kriterlerine gore degerlendi-
rilmistir.

Seftarolin MiK degeri <= 1 ug/ml, linezolid MiK dege-
ri <=4 pg/ml olan izolatlar duyarli olarak kabul edil-
mistir. MRSA izolatlari igin vankomisin MIK degeri
<=2 pg/ml ve MRKNS izolatlari i¢in vankomisin MiK
degeri <= 4 pug/ml olan izolatlar duyarli olarak kabul
edilmistir.

Kontrol susu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanil-
mistir.

BULGULAR

Tiim izolatlar vankomisin (MiK<2 ug/ml) ve linezolide
(MiK<1 pg/ml) duyarli bulunmustur. Elde edilen
MiK

50/9 degerleri Tablo 1’de yer almaktadir.

Seftarolin i¢cin MRSA izolatlarinin 45/50 (%90)’sinde
duyarhlk belirlenmistir (Tablo 2). Seftarolinin, MRSA
izolatlarinda MiK, . degeri 0.5/1 ug/ml ve MiK arali-
g1 0.125-2 pg/mldir. MRKNS'de (koagiilaz negatif
stafilokoklarda seftarolin icin MIK sinir degerleri

belirlenmemis olmakla birlikte, S. aureus igin gecerli

sinir degerlerine gore yorum yapilmistir) MiKSO/90
degeri 0.25/0.5 pg/ml ve MiK araligi 0.125-2 pg/ml
olarak bulunmustur.

Tablo 2. MRSA ve MRKNS izolatlarinda seftarolin’in MiK
degerleri.

ug/ml
Bakteri (n) 0.125 0.25 0.5 1 2
MRSA 6 17 18 4 5
MRKNS 5 24 18 2 1
S. aureus ATCC 29213 X

MRSA: Metisilin-direngli S. aureus; MRKNS: Metisilin direngli
koaglilaz negatif stafilokok; X: MIK degeri

TARTISMA

Tim dinyada hastane ve toplum kaynakl enfeksi-
yonlarin sikhkla etkeni olan stafilokoklar, yiksek
oranda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir®,
MRSA ve MRKNS enfeksiyonlarinin tedavisinde van-
komisin basta olmak lzere glikopeptidler tercih edi-
len antibiyotiklerdir ve ciddi enfeksiyonlarin tedavi-
sinde uzun doénemde basarili klinik sonuclar
alinmistir®”), Ancak, 1990’h yillarin sonlarindan iti-
baren klinik arastirmalarda vankomisine azalmis
duyarlihk veya direng gosteren S. aureus izolatlari
bildirilmistir*®*), Polonya’da bir calismada saglik
bakimu iliskili MRSA izolatlarinin 11/600’tGinde vanko-
misin direnci belirlendigi bildirilmistir®. Tahran’da
1789 S. aureus izolati incelendiginde 4 VRSA, 2 VISA
bulunmustur®. Turkiye’de ilk hVISA susu MRSA izo-
latlarinda 1998 yilinda Gulay ve ark.?? tarafindan

Tablo 1. Stafilokok suslari igin vankomisin, linezolid ve seftarolin MiK degerleri.

MiK (ug/ml)
Mikroorganizma (n) Antibiyotik MK, MK, Aralik Duyarhhk (%)
MRSA (50) Vankomisin 0.25 0.5 0.125-1 100
Linezolid 0.5 1 0.5-2 100
Seftarolin 0.5 1 0.125-2 90
MRKNS (50) Vankomisin 0.5 1 0.125-1 100
Linezolid 0.5 1 0.25-1 100
Seftarolin* 0.25 0.5 0.125-2 98**

MRSA: Metisilin direncli S. aureus, MRKNS: Metisilin direncli koagiilaz negatif stafilokok, MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon
* EUCAST’e gére seftarolin MiK dederleri S. aureus icin belirlenmistir.
** Seftarolinin <1 ug/ml konsantrasyonlarinda MRKNS izolatlarinin %98’i inhibe olmustur.
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bildirilmistir ve mikrodilusyon metoduyla yaptiklari
¢alismada hVISA orani %5.3 bulunmustur. Aktas ve
ark.? vankomisin MiK ..

calismalarinda, 390 MRSA izolatinda 1 pug/ml olarak

degerini arastirdiklari

belirlemislerdir. Bu izolatlar arasinda VISA susuna
rastlanmamustir. Yildiz ve ark.'?? Turkiye'de farkli bél-
gelerden 12 hastanede izole edilmis 397 MRSA izola-
tinda vankomisin ve linezolide direng saptamamislar-
dir. Kuscu ve ark.” metisiline direncli stafilokoklar
arasinda, koagtilaz negatif stafilokok (KNS) suslarinda
VIS ve hVIS oranlarini sirasiyla %9.8 (4/41) ve %2.4
(1/41) olarak bulurken; S. aureus suslarinda sirasiyla
%0.9 (1/107) ve %0.9 (1/107) olarak belirlemislerdir.
Mirza ve ark.® da 94 pediyatrik hastadan izole edil-
mis MRSA susunu inceledikleri calismada %21.3’tinde
hVISA belirlemislerdir. Calismalarda elde edilen farkh
prevalans oranlarinin nedeni kullanilan yontemlerin
farkli olmasi ile agiklanabilir. Diinya genelinde benzer
arastirma sonuglari degerlendirildiginde bu durum,
glikopeptid kullanimi sirasinda yetersiz klinik iyiles-
meyle iliskilendirildiginden tedavide yeni ajanlarin
kullaniimasi egilimini ortaya gikarmistir. Linezolid de
invaziv MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde vankomi-
sine alternatif olarak 6ne gikan antibiyotiklerdendir.

Stafilokoklarda linezolid direnci oldukca enderdir.
Persistan bakteriyemilerin tedavisinde vankomisine
benzer sonuclar elde edildigi gosterilmistir®®, Yapilan
cesitli siirveyans arastirmalarinda linezolid direnci
S. aureus icin %0.05-0.14 arasinda, KNS icin %1.4-2
arasinda bildirilmistirl?*?4, Ender olsa da yogun bakim
Unitesinde linezolide direncli S. aureus ve linezolid ve
metisiline direncli Staphylococcus epidermidis salgin-
lari bildirilmistir?>2%, Dokutan ve ark.?” yogun bakim
Uinitesinde yatan hastalarin gesitli 6rneklerinde Gre-
yen 125 KNS izolati icinde kanda Ureyen 3 susta
(%2,4) linezolid direnci saptamiglardir. Ertem ve ark.
@8 jle Agus ve ark.?® da calismalarinda stafilokok izo-
latlarinda linezolide direng belirlemediklerini bildir-
mislerdir. Bizim calismamizda da kan kdltirlerinde
Greyen MRSA ve MRKNS izolatlari arasinda linezolide
direng¢ saptanmamistir. Bu durum linezolidin metisili-
ne direngli stafilokoklar ile olusan enfeksiyonlarin
tedavisinde halen uygun bir secenek oldugu gorusi-
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ni desteklemektedir.

Sefalosporin grubu antibiyotiklerin 5. kusak yeni tye-
lerinden olan seftarolin MRSA suslarinin yanisira
VISA suslarina da bakterisidal etkili olarak rapor
edilmektedir®®, Seftarolin’in 6n ila¢g formu olan sef-
tarolin fosamil, 2010 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onay
almistir. MRSA’ya karsi seftarolinin aktivitesi, penisi-
lin baglayici proteinlere olan yiiksek afinitesine, 6zel-
likle de PBP2a’nin transpeptidaz bolgesi yakininda
allosterik bir alana karsi afinitesine baglidir. Seftarolin
VISA ve hVISA suslarina karsi da in vitro etkilidir®,
MRSA bakteriyemilerinin tedavisinde seftarolinin
kullanimi igin veriler retrospektif olgu serileri ile
sinirhdir. Bir calismada MRSA'nin etken oldugu kan
dolasimi enfeksiyonu tanisi alan 123 hastanin
%78.3’linde seftarolin ile klinik basari elde edildigi
bildirilmistir®Y. Bununla birlikte, bu ¢alismada
S. aureus izolatlarinda seftaroline diren¢ %2.9 ora-
ninda belirtilmistir. Agir klinigi olan MRSA enfeksi-
yonlarindaki basari oranlari Gzerine yayinlanmis 22
makalenin sonuglari degerlendirildiginde toplam 379
hastada ortalama klinik kiir %74 olarak gortlmusttir®?.
Farkli calismalarda elde edilen in vitro duyarhhk
oranlari da %93.3-94 olarak bildirilmektedir®*34,
Sader ve ark.®% seftarolinin 9679 MRSA izolatinin
%97.2’sini MIK degeri <1 pg/ml'de, %100°Unii ise
MIK degeri <2 pg/ml’de inhibe ettigini gdstermisler-
dir. Farrell ve ark.®® 8469 S.aureus izolatinda seftaro-
line duyarliig %98, MiK, .
olarak belirlemislerdir. Mengeloglu ve ark.®” ise
MRSA izolatlarinda seftaroline %94.3 duyarhlk ve
MIK_ . igin 0.5/1 pg/ml sonuglarini rapor etmisler-

50/90
dir. Bizim calisma verilerimiz de bu arastirmalar ile

degerlerini de 0.5/1 pg/ml

uyumlu bulunmustur. MRKNS izolatlarinda seftaroli-
nin antimikrobiyal aktivitesini arastiran bir ¢alisma-
da, seftarolinin <1ug/ml konsantrasyonlarinda izolat-
larin %98.7’sini inhibe ettigi gosterilmistir®®, Bir
diger arastirmada ise MRKNS izolatlarinda l\/IiKSO/90
icin 0.25/0.5 ug/ml degerleri elde edilmistir®. Bizim
calisma verilerimizde de benzer sekilde seftarolin
MRKNS izolatlarinda gliglu aktivite gostermistir.
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MRSA bakteriyemileri etken bakterilerin hizli belir-
lenmesini, kaynak kontrollinl ve aktif antimikrobiyal
tedaviye hizh baslanmasini gerektirir. Vankomisin,
MRSA bakteriyemilerinde ilk sirada tercih edilen bas-
langi¢ antibiyotik olmaya devam etmektedir. Ancak
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda hVISA saptan-
masi miimkin olmadigindan tedavi izleminde olasi
basarisizligi 6nlemek icin alternatif tedaviler de diis-
nilmelidir. Alternatif tedavi amaciyla linezolid, dap-
tomisin ve tigesiklin kullanimi siklikla 6nerilmekle
birlikte, Glkemizde hentiz kullanima girmemis yeni
bir molekil olan seftarolin igin bakterilerin duyarliligi
konusuyla ilgili calismalara gereklilik oldugu ve tim
anti-MRSA antibiyotiklere karsi direng gelisiminin
takip edilmesinin yararh olacagi kanisindayiz.
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0z

Amag: Hepatit B enfeksiyonu aslinda tedavi edilebilir bir hastalik degildir ve amag yalnizca viral
replikasyonun baskilanmasi olup, bu nedenle de ¢ogu kez yasam boyu tedavi gerektirir. Uzun siireli
antiviral tedavi beraberinde direngli mutant viriislerin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Niileoz(t)id
analoglarinin ana hedef bélgesi olan revers transkriptaz gen bélgesindeki mutasyonlar tedavideki
en biyik sorundur. Bu ¢alismada, kronik hepatit B tedavi basarisizligi gésteren hastalardaki
niikleoz(t)id direng mutasyonlarinin restrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yéntem: Bu ¢alismada, 2006-2018 yillari arasinda, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi cesitli klinikle-
rinde takip edilen ve tedavi basarisizligi gdsteren, toplam 120 kronik hepatit B hastasina ait HBV
ilag direnci sonuglari retrospektif olarak degerlendirilmistir. ilag direncinin belirlenmesinde, ticari
ters hibridizasyon temelli testler ve pirosekanslama yéntemi kullaniimistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 120 hastanin yaklasik %52’sinde tekli ve %48’inde ¢oklu baz
mutasyonu belirlenmistir. Cogunlugu lamivudin/telbivudin direncinden sorumlu olmak iizere,
rtA181T/V ve rtN236T gibi adefovir direncine neden olan gesitli primer mutasyonlarin yani sira
rtL180M, rtL80V/I ve rtV173L gibi kompensatuvar mutasyonlar da saptanmistir. Tekli baz mutas-
yonlarindan en sik rtM204V/I (%34.16) ve coklu baz mutasyonlari icerisinde ise en sik rtM204V/
1+rtL180M (%18.33) gériilmdistiir.

Sonug: HBV diren¢ mutasyonlarinin uzun siireli ve kalici olarak izlenmesi gerekmektedir. Ozellikle
tedavi basarisizhigi gibi direng diisiiniildiigi durumlarda daha genis ¢apli mutasyon analizlerinin
yapilmasi ve tedavi rejimlerinin bu mutasyonlarin varligina bagl olarak siirekli giincellenmesi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B, antiviral direng, mutasyon
ABSTRACT

Objective: Hepatitis B infection is not actually a curable disease, and the goal is only repression
of viral replication and therefore often requires lifelong treatment. Long-term antiviral therapy
leads to the emergence of resistant mutant viruses. Mutations in the reverse transcriptase gene
region, which is the main target region of the nuleos(t)ide analogues, is the biggest problem in
the treatment. The aim of this study was to evaluate the nucleos(t)ide resistance mutations in
patients with chronic hepatitis B (CHB) treatment failure.

Method: In this study; the results of HBV drug resistance of 120 patients with CHB who were
followed-up in various clinics of Inonu University Medical Faculty between 2006-2018 were
evaluated retrospectively. In determining the drug resistance; commercial reverse hybridization-
based tests and pyrosequencing method were used.

Results: Approximately 52% of single and 48% of multiple base mutations were detected in 120
patients included in the study. In addition to various primary mutations leading to adefovir
resistance such as rtA181T/V and rtN236T, compensatory mutations such as rtL180M, rtL8OV/I
and rtV173L have also been found most of which are responsible for lamivudine/telbivudine
resistance. rtM204V/l (34.16%) was the most common among single base mutations and
rtM204V/I+rtL180M (18.33%) was the most common among multiple base mutations.

Results: HBV resistance mutations should be monitored long-term and permanently. Especially in
cases such as treatment failures suggestive of the presence of resistance, more extensive
mutation analysis should be performed and treatment regimens should be continuously updated
depending on the presence of these mutations.

Keywords: Hepatitis B, antiviral resistance, mutation
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GiRiS

Klinik olarak iyilesen akut hepatit B’nin en 6nemli
komplikasyonu kronik hepatit B’dir. Kronik hepatit B
(KHB) enfeksiyonunun onlenmesinde yaklasik otuz
yildir hepatit B asisi diinya genelinde yaygin olarak
uygulanmaktadir. Asilama sayesinde gorulme sikh-
ginda azalma kaydedilmesinin yaninda, yeni antiviral
tedavilerin gelistirilmesi ve tedaviye erisilebilirligin
artmasi sayesinde son donem karaciger yetmezligi ve
hepatosellller karsinomaya ilerlemeler engellenme-
ye cahsilmaktadirt. Ancak Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
2017 global hepatit raporuna® gore; yaklasik 257
milyon kisinin hepatit B viriis (HBV) tasiyicisi oldugu,
2015 yilinda ¢ogu siroz ve hepatoseliiler kanser gibi
hepatit B’nin uzun dénem komplikasyonlari nedeniy-
le 887 bin 6lime neden oldugu bildirilmistir.

Hepatit B virlis enfeksiyonu spesifik olarak tedavi
edilebilir bir hastalik degildir ve KHB yonetiminde
temel amag viral replikasyonun baskilanmasi olup,
bu nedenle de ¢ogu kez yasam boyu tedavi gerektir-
mektedir. Tedavi sayesinde siroz progresyonu yavas-
latilabilir, karaciger kanser insidansi azaltilabilir ve
uzun sureli sagkalim saglanabilir®. Pegile interferon
alfa-2a ve 2b gibi immiin-modulatorler ile birlikte
lamivudin (LAM), adefovir (ADV), entekavir (ETV),
tenofovir (TNF) ve telbivudin (Ldt) gibi nileoz(t)id
analoglari (NA) KHB enfeksiyon tedavisinde tlkemiz-
de mevcut olan ve kullanim onayi almis ilaglardir®,
Nileoz(t)id analoglar, viral replikasyonun ana enzi-
matik aktivite bolgesi olan revers transkriptaz (RT)
inhibitoru olarak islev gormektedir. Viral polimerazin
cesitli bolgelerindeki mutasyonlar tedavideki en
blylk sorundur. Cliinkii bu mutasyonlar RT’nin kon-
formasyonel yapisini degistirmekte ve baglanmalari-
ni engelleyerek NA’larin etkinligini azaltmaktadir®®.
Mutasyonlarin neden oldugu genotipik direng, viral
polimerazin spesifik pozisyonlardaki sekans varyas-
yonlarinin degerlendirildigi cesitli ticari testlerle tes-
pit edilebilmektedir. Bu amagla kullanilabilecek mev-
cut tani yontemleri arasinda; Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), hibridizasyon ve dizi
analizi yontemleri gelmektedir®. Tedavi-naif hasta-
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larda HBV ila¢ diren¢g mutasyonlari ender oldugun-
dan dolayi direng testinin; 6zellikle tedaviye yanitsiz-
llk durumunda veya geg¢mis tedavi tecriibesi olan,
devam eden NA tedavisine ragmen viremi gorilen ve
tedavi sirasinda virolojik kiriima (breakthrough) olan
hastalarda yapilmasi énerilmektedir®®, Bu calisma-
da KHB tedavi basarisizligl gdsteren hastalardaki NA
diren¢ mutasyonlarinin restrospektif olarak deger-
lendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, 2006-2018 vyillari arasinda, inénii
Universitesi Tip Fakdiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi’'ndeki
cesitli kliniklerce takip edilen ve tedavi basarisizhig
gosteren KHB hastalarina ait HBV ilag direnci sonug-
lari retrospektif olarak degerlendirilmistir. Yaklasik
12 yilhk strede toplam 120 hastaya ait direng testi
sonucu incelenmistir.

Hastalara ait serum oOrneklerinden DNA izolasyonu
amaciyla 2006-2014 vyillari arasinda kolon temelli
ekstraksiyon yontemi (QIAamp DNA Mini kit, Qiagen,
Hilden, Almanya) ve 2014 yilindan itibaren manyetik
partikdl teknolojisinin kullanildig otomatize ekstrak-
siyon sistemi (QlAsymphony SP, Qiagen, Hilden,
Almanya) kullaniimistir.

ilag direncinin belirlenmesinde polimeraz gen bélge-
sindeki mutasyonlar hazir ticari sistemler kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla 2006-2014 yillari arasinda
ticari ters hibridizasyon temelli Inno Lipa HBV DRv2
ve Inno Lipa HBV DRv3 (Innogenetics, Belgika) testle-
ri ve 2014-2018 yillari arasinda ise pirosekanslama
(Pyromark, Qiagen, Almanya) testi Uretici firmanin
Onerileri dogrultusunda kullaniimistir. Pirosekans
testi ile HBV polimeraz (pol) geninin rtl169, rtV173,
rtL180, rtA181, rtT184, rtA194, rtS202, rtM204,
rtN236 ve rtM250 kodonlarindaki mutasyonlar belir-
lenebilmektedir. Bu bolgeler icerisinde rtL80, rtL180,
rtA181, rtM204, rtN236 bolgeleri INNO-LiPA testi
version 2 ile ve rtT184, rtA194, rtS202, rtM250 bol-
geleri ise INNO-LiPA testi version 3 ile taranabilmek-
tedir. Pirosekanslamada ters-hibridizasyon teknikle-
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Tablo 1. Calismada belirlenen tekli ve goklu baz mutasyonlarinin dagilimi ve olasi niikleoz(t)id analoglarina direnci.

Mutasyon Primer ve kompensatuvar ilag direnci®%® Hasta sayisi
n (%)

Tek Baz Mutasyonu
rtM204V/I LAM/Ldt 41 (34.16)
rtL180M LAM/Ldt (Kompensatuvar) 8 (6.66)
rtA181T/V LAM/ADV 7 (5.83)
rtL8ov/I LAM (Kompensatuvar) 3(2.5)
rtN236T ADV 3(2.5)

Coklu Baz Mutasyonu
rtM204V/I+rtL180M LAM/Ldt (Kompensatuvar) 22 (18.33)
rtM204V/I+rtL80V/| LAM/Ldt (Kompensatuvar) 20 (16.66)
rtM204V/I+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV 5(4.16)
rtL180M+rtL80V/I LAM/Ldt (Kompensatuvar) 3(2.5)
rtL180M+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 2 (1.66)
rtA181T/V+rtV173L LAM/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+rtV173L LAM/Ldt (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtL80OV/I+rtA181T/V LAM/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+ rtL180M+rtL80V/I LAM/Ldt (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I1+rtL80V/I+rtA181T/V LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)
rtM204V/I+ rtL180M+rtN236T LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar) 1(0.83)

riyle kacirilan polimeraz gen bolgesi rtl169 olup,
rtL80 mutasyonu ise pirosekanslamada taranma-
maktadir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarda saptanan RT gen
bolgesi mutasyonlarinin %51.66’sinin tek bdlgede,
%45.83’iniin iki bolgede ve %2.51'inin ise Ug¢ bolge-
de oldugu gorilmastir. Tek bolge mutasyonlari iceri-
sinde %9.16 oraninda rtL180M ve rtL80V/I pozisyon-
larinda kompensatuvar mutasyonlar saptanmistir.
Coklu baz mutasyonu belirlenen ornekler arasinda
ise, toplamda %44.13 oraninda rtL180M, rtL80V/I ve
rtV173L pozisyonlarinda kompensatuvar mutasyon-
lar gérulmustur.

Tek bolge mutasyonlariicerisinde en sik RT enziminin
204 no.lu kodonunda goriilen ve YMDD mutasyonu
olarak adlandirilan rtM204V/I (%34.16) mutasyonu
saptanmis olup, bunu izleyen sirasiyla rtL180M
(%6.66), rtA181T/V (%5.83), rtL80OV/I (%2.5) ve
rtN236T (%2.5) mutasyonlari belirlenmistir.

Hastalarin 55’inde saptanan iki farkli bolgedeki
mutasyonlarin gorilme sikligi ise; 22 hastada

(%18.33) rtL180M+rtM204V/I, 20 hastada (%16.66)
rtM204V/1+rtL80V/I, bes hastada (%4.16) rtM204V/
[+rtA181T/V, 3 hastada (%2.5) rtL180M+rtL80V/I, iki
hastada (%1.66) rtL180M+rtA181T/V ve birer hasta-
da (%0.83) rtA181T/V+rtV173L, rtM204V/I+rtV173L
ve rtL80V/I+rtA181T/V seklindedir.

Ug bélge mutasyonu saptadigimiz birer hasta (%0.83)
bulunmakta olup, mutasyonlarin rtL180M+rtM204V/
[+rtL80V/I, rtM204V/I+rtL80V/I+rtA181T/V ve
rtL180M+rtM204V/1+rtN236T bolgelerinde oldugu
gorialmustir. Calismamizda belirlenen direng mutas-
yonlari Tablo 1’de sunulmustur.

TARTISMA

Kronik hepatit B’nin tedavisinde 1985 yilindan itiba-
ren interferonlar kullaniimaya baslanmis, daha sonra
yeni antiviral ilaglarin ortaya ¢ikmasiyla HBV enfeksi-
yonunun tedavisinde yeni ve daha basarili tedavi
secenekleri kullanilabilir hale gelmistir®. Ancak, NA
tedavileri uzun sureli, cogu kez yasam boyu devam
etmekte ve bu da beraberinde direngli mutant viris-
lerin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Primer mutas-
yonlar ilag direncinden dogrudan sorumludur, kom-
pensatuvar mutasyonlar ise viral replikasyon yetene-
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ginin yine gelismesine neden olmaktadir. Dirence
karsi genetik bariyeri disik LAM, Ldt ve ADV gibi
antivirallere direng gelisiminde tek bir primer mutas-
yon vyeterli olabilmektedir®. Bu nedenle tedaviye
uyumlu KHB hastalarinda ilk secenek ilag olarak
tenofovir ve entekavir gibi dirence karsi genetik bari-
yeri ylUksek, oral olarak alinan ve kullanimi kolay, yan
etkisi az olan ilaclar 6nerilmektedir®®, Tedavi uyum-
lu hastalarda tedaviye yanitsizlik durumunda antivi-
ral direng varhgi arastirilmalidir. Antiviral direng tes-
pit edilmesi durumunda ise ¢ogul ilaca direncli susla-
ri indikleme riskini en aza indirmek icgin, ¢apraz
direng géstermeyen en etkili NA ilaglar ile uygun bir
kurtarma tedavisi baslatilmasi onerilmektedir®.

Lamivudin en yuksek direng oranina sahip antiviral
olup, dirence neden olan en yaygin mutasyon HBV
polimerazinin aktif boélgesindeki YMDD (tirozin, meti-
yonin, aspartat, aspartat) motifini etkileyen mutas-
yonlardir. Mutasyonun sonucunda YMDD motifinde-
ki 204. kodon tarafindan kodlanan metiyonin yerine
valin/izolésin  (rtM204V/I, YVDD/YIDD varyanti)
gelebilmektedir®'®, Calismamizda da en sik
rtM204V/l mutasyonlari gértlmustir. Bu mutasyon-
larin tek basina (%34.16) ve gesitli kompensatuvar
mutasyonlarla (%38.31) veya ADV direncinden
sorumlu olan rtA181T/V mutasyonu ile birlikte
(%4.16) oldugu belirlenmistir. Cesitli ¢alismalarda,
¢oklu-baz mutasyonlari igerisinde sonuglarimiza ben-
zer sekilde en sik rtM204V/1+rtL180M birlikteliginin
goruldigu bildirilmis ve bu mutasyonlarin sikhkla
yapisal olarak da birbirine benzer LAM ve Ldt diren-
cine neden oldugu vurgulanmistir®®V, Bu iki pozis-
yonda gorilen mutasyonlarin sonuglarimiza benzer
sekilde tekli mutasyonlar icerisinde de en sik gorilen
bildirilmistir®d,
Calismamizda, toplamda %77 oraninda saptanan

diren¢  mutasyonu oldugu
YMDD mutasyonu, yakin zamanda Saran ve ark.nint*?
yaptigi calismada %83 oraninda belirlenmistir.
Calismada antiviral tedavi alan 131 KHB hastasinda
%9.1 oraninda mutasyon saptanmis ve YMDD ile
birlikte cesitli kompensatuvar mutasyonlar ve ADV
direncinden sorumlu rtN236T mutasyonu bildirilmis-
tir.
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Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, HBV tedavisi
alan 45 hastadaki direng mutasyonlari arastiriimis ve
hastalarin %29’unda ilag direnci ile iligkili mutasyon-
lar saptanmistir. Calismada, sonuglarimiza benzer
sekilde rtM204V/l mutasyonu tek basina %31 ora-
ninda saptanirken, geri kalanina rtL180M ve rtV173L
kompensatuvar  mutasyonlarin  eslik  ettigi
bildirilmistir®®. Sikhkla belirlenen bu rtL180M ve
rtV173L gibi sekonder kompensatuvar mutasyonlarin
viral replikasyon kapasitesini arttirdigi bilinmektedir.
Ozellikle tek bolge primer mutasyon saptanan viriis-
lerle kiyaslandiginda, bu tiir sekonder kompensatu-
var mutasyonlarin mutant virtslere énemli bir avan-
taj sagladigi bildirilmektedir®®. Kirdar ve ark.® bir yil
siireyle LAM tedavisi alan 50 KHB hastasinda direng
mutasyonlarini arastirdiklari calismada, hastalarin
%24’linde primer ve kompensatuvar direngten
sorumlu mutasyonlar saptamistir. Diren¢ mutasyonu
saptadiklari hastalarin yarisinda tek basina YMDD
mutasyonu saptanirken, diger yarisinin ADV direnci
ile kompensatuvar mutasyonlarin birlikte goraldiuga
bildirilmistir. Calismamizda da, hastalarin yaklasik
yarisinda blylik cogunlugu LAM ve Ldt ile birlikte
veya ADV diren¢ mutasyonuna eglik eden kompensa-
tuvar mutasyonlar saptanmistir.

Nikleotid analoglarindan ADV, LAM direngli varyant-
larda etkilidir fakat bes yillik tedavi sonrasinda
%30’luk 6nemli bir direng oranindan s6z edilmekte-
dir. Adefovir direncine neden olan baslica iki mutas-
yon tanimlanmistir. Bunlar HBV polimerazin 236.
(rtN236T) ve 181. (rtA181V/T) pozisyonlarindaki ami-
noasit degisimleriyle sonuglanan mutasyonlardir®®.
Calismamizda, her iki mutasyonun da tespit edildigi
gorialmustdr. Bazi calismalarda, daha 6nce ADV teda-
visi gobrmeyen hastalarda ADV direncinden sorumlu
mutasyonlarin saptandigi da bildirilmistir®), Ancak,
ADV tedavisi almamis bu hastalarda gorilen tekli
rtA181T mutasyonunun ADV vyerine yeni bir LAM
diren¢ mutasyonu olarak da duslnulebilecegi
belirtilmistir®. Ayni sekilde LAM tedavisi almis hasta-
larda saptanan primer olarak LAM/Ldt direncinden
sorumlu rtM204V/I + L180M mutasyonlarinin daha
once ETV almamis hastalarda ETV direncine neden
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olabilecegi vurgulanmistir®®, Dolayisiyla LAM tedavi
uyumlu olup da tedaviye yanitsiz hastalarda ilk sece-
nek olarak 6nerilen ETV kullanimindan 6nce de ¢ap-
raz direncin sorgulanmasinin yararli olacagi
bildirilmektedir®®. Calismamiz uzun sireli geriye
donik bir tarama galismasi oldugundan ve hastalarin
tedavi gegmislerine ulasilamadigindan entekavir
tedavisine baslarken nelerin dikkate alindigina dair
verilere ulagilamamistir.

Dirence karsi genetik bariyeri olduk¢a yiksek olan
entekavir igin, LAM direngli hastalarda daha yiiksek
oranda direng gosterdigi saptanmistir. Cinkld ETV
direnciicin rt1169T, rtS184G, rtS202G/I veya rtM250V
gibi primer olarak ETV direncinden sorumlu mutas-
yonlarin yaninda bir YMDD motif mutasyonuna gerek
duyuldugu belirtilmektedir*”)., Tenofovir direncinden
sorumlu tutulan tipik bir mutasyon bildirilmemekle
birlikte, TNF tedavisi sirasinda gozlenen rtA194T
mutasyonunun TNF direnci ile iliskilendirilebilecegi
belirtiimektedir®¥. Ancak, ADV ile bazi yapisal ben-
zerlikleri nedeniyle iki ilag arasinda potansiyel bir
capraz direng s6z konusudur. Hem ADV direncine yol
acan primer mutasyonlara (rtA181T/V ve/veya
rtN236T) sahip mutant virslerde TNF’'nin in vitro
olarak daha az etkinlik gosterdigi hem de ADV
direncli hastalarda duyarli hastalarla kiyaslandiginda
TNF’nin ¢cok daha az etkili oldugu belirtilmektedir418),
Calismamizda, ETV veya TNF ile primer olarak iligki-
lendirilmis herhangi bir mutasyon saptanmamustir.

Nikleoz(t)id analoglarinin uzun sireli ve yaygin ola-
rak kullanilmasi yillar icerisinde direng mutasyonla-
rinda artisa neden olmustur. Gelisen direncle birlikte
antiviral tedavilerin etkinligi de 6nemli oranda zayif-
lamis, hastaligin yénetimi zorlagmistir®. Niikleoz(t)
id analoglari viral polimeraz geni tarafindan kodlanan
RT enzimini hedef aldigi icin, RT bolgesinde goriilebi-
lecek her tirli mutasyon ilag direnci ile iliskili
olacaktir®. Hazir ticari testler daha énceden iyi belir-
lenmis direng mutasyonlarini saptayabilmekte fakat
olasi yeni mutasyonlar konusunda fikir vermemekte-
dir. Ulkemizde yapilan bir calismada, LAM tedavisi
alan KHB hastalarinda direng mutasyonlari dizi anali-

zi ve ticari hibridizasyon yontemleri ile arastiriimis,
yontemlerin mutasyonlari belirlemedeki perfor-
manslar degerlendirilmistir®®. Libbrecht ve ark.®,
bu iki yontemi karsilastirdiklari ¢alismalarinda, dizi
analizinin primer ve kompensatuvar direnci belirle-
mede duyarliliginin daha disik oldugunu belirtirken,
Aydogan ve ark."®) her iki yontemin de genel olarak
benzer performans sergiledigini bildirmislerdir.

Sonug olarak, ozellikle tedavi yanitsizligi gosteren
uyumlu hastalarda, rutin direnc testleri yaninda dizi
analizi gibi yontemlerle daha 6nce tanimlanmamis
yeni mutasyonlarin arastirilmasi ve buna bagli olarak
tedavi rejimlerinin yeniden planlanmasi daha yararl
olabilir. Bu amagla, HBV diren¢ mutasyonlarinin uzun
sireli ve kalici olarak izlenmesi, tedavi basarisizhig
gibi direng dustinldigi durumlarda daha genis ¢apl
olarak mutasyon analizlerinin yapilmasi ve tedavi
rejimlerinin bu mutasyonlarin varli§ina gore surekli
olarak giincellenmesi akilci bir yaklasim olacaktir.
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Amag: Tiim diinyada gida endiistrisinde kullanilan kimyasal koruyucu maddelerin zararl etkileri
konusunda ciddi endiseler séz konusudur. Bu ¢alismanin amaci, nutrasétik madde olan klorojenik
asit bazli kontrollii salim sisteminin tretimi ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesidir.
Yéntem: Klorojenik asit ytiklii PLGA nanopartikdilleri ¢ift emiilsiyon yéntemi ile sentezlenmis, Zeta
Sizer cihazi ile karakterize edilmis, enkapstilasyon verimi ve yiikleme kapasitesi belirlenmistir.
Ayrica klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikiillerinin gida patojenlerinden olan Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) ve Listeria monocytogenes
(ATCC 10033) tizerindeki antimikrobiyal etkinligi mikrodiliisyon yontemi ile test edilmistir.
Bulgular: Klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikdillerinin ortalama partikiil boyutunun 228.5+27.8
nm, polidispersite indeksinin 0.127, zeta potansiyel degerinin -4.87+4.82 mV oldugu bulunmustur.
Klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikiillerinin enkapsiilasyon veriminin %99, yiikleme veriminin
ise %68 oldugu hesaplanmistir. Pseudomonas aeruginosa lizerinde 62.5+0.024 ug/mlL ve
Salmonella Typhimurium lizerinde 62.5+0.111 ug/mlL ve Listeria monocytogenes (izerinde
125+0.097 ug/mL konsantrasyonlarinda inhibitér etki gésterdigi belirlenmistir.

Sonug: Kontrollii salim 6zelligi ile klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikiillerinin Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella Typhimurium (izerindeki antimikrobiyal etkisinin 6nemli diizeyde arttidi,
Listeria monocytogenes’de ise daha az etki gésterdigi belirlenmistir. Uretilen nanopartikiillerin
ileriki ¢alismalar ile gida alaninda koruyucu olarak kullanim potansiyeline sahip olabilecegi diisi-
niilmektedir.

Anahtar kelimeler: Klorojenik asit, nanopartikiil, antimikrobiyal
ABSTRACT

Objective: There are serious concerns about the harmful effects of chemical preservatives used
in the food industry all over the world. The aim of this study is to determine the antimicrobial
activity of controlled release system based on chlorogenic acid as a nutraceutical agent.
Method: Chlorogenic acid-loaded PLGA nanoparticles were synthesized by double emulsion
method and characterized by Zeta Sizer device. The encapsulation efficiency and loading capacity
were determined. In addition, antimicrobial activity of chlorogenic acid-loaded PLGA nanoparticles
on food pathogens Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028) and Listeria monocytogenes (ATCC 10033) was investigated by microdilution method.
Results: PLGA nanoparticles with chlorogenic acid loaded was found an average particle size of
228.5+27.8 nm, a polydispersity index of 0.127, and a zeta potential of -4.87+4.82 mV. It was
calculated that the encapsulation efficiency of PLGA nanoparticles loaded with chlorogenic acid
was 99% and the loading efficiency was 68%. Pseudomonas aeruginosa on 62.5+0.024 ug/mL
and Salmonella Typhimurium on 62.5+0.111 ug/mL, and Listeria monocytogenes 125+0.097 ug/mL
concentrations were found to show inhibitory effect.

Conclusion: It was determined that the antimicrobial effect of the chlorogenic acid-loaded PLGA
nanoparticles on the Pseudomonas aeruginosa and Salmonella Typhimurium increased
significantly and the results showed less antimicrobial effect on Listeria monocytogenes. It is
thought that the produced nanoparticles may have the potential to be used as a preservative in
the field of food with further studies.

Keywords: Chlorogenic acid, nanoparticle, antimicrobial
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GiRiS

GUnimiuzde halen diinya ¢capinda gidalarin mikrobi-
yolojik glivenligi; tiiketiciler, denetleme kurumlari ve
gida endustrisiicin sorun olmaya devam etmektedir'®.
Gida enddstrisinde kimyasal koruyucu kullanmanin
kanserojenik etkileri hakkinda artan endise, dogal ve
bitkisel maddelere olan ilgiyi her gecen gin
arttirmaktadir®®. Her ne kadar sentetik antimikrobi-
yaller birgok Ulkede onaylanmis olsa da son egilim;
alternatif, giivenli, etkili ve kabul edilebilir dogal
koruyucularin kullanimi olmustur®. Bdylece, gida
Urlnlerinde sentetik kimyasal koruyucularin kullanil-
masi yerine, tuketici tarafindan kabul edilebilir dogal
antimikrobiyallerin  tanimlanmasi degerli hale
gelmistir®, Bircok bitki ekstrakti, bir dizi bakteri,
maya ve kufe karsi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
Ozellikle fenolik asitler son zamanlarda, anti-
enflamatuvar ve antioksidan o6zellikleriyle ilgili umut
vermektedir>9),

Klorojenik asit; elma, armut, kakao, kahve, turuncgil-
ler gibi bazi bitki tirlerinde bulunan 6nemli fenolik
bilesiklerden biridir®”. Anti-bakteriyel, antioksidan,
antiviral, anti-diyabetik ve anti-kanserojen ozellikleri
klorojenik asitin bircok hastaligin tedavisinde nutra-
s6tik ajan olarak kullanimini 6n plana gikartmistir®®),
Tum bunlarin yani sira klorojenik asitin bakteri,
maya, kif, virlis ve amipler de dahil olmak lizere ¢ok
cesitli organizmalara karsi antimikrobiyal aktivite
gostermesi gida katki maddesi olarak da kullanim
avantaji saglamaktadir®®.

Literatlrde bazi galismalarda, klorojenik asidin, gida
Urtinlerinin  korunmasinda vyararli antimikrobiyal
madde olarak kullanilabilecegini gosterilmistir®.
Ancak, literatirde su ana kadar klorojenik asit yukli
PLGA nanopartikilleri ile bir calisma yapilmamistir.

Gunumuzde nanoteknoloji bircok alanda kullanil-
makla birlikte, gida endustrisinde kullanimi hizla
blylmektedir. Nanoenkapsiilasyon yontemleri kulla-
nilarak kararsiz olan antimikrobiyallerin korunmasi,
gidalarin kalitelerinin ve glvenliklerinin arttiriimasi
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s6z konusu olmaktadir®®3), Ayrica enkapstlasyon ile
gida katki maddesinin stabilitesi arttirilabilir ve anti-
mikrobiyal aktivite kaybi da onlenebilmektedir®.
Enkapsilasyon icin kitosan gibi biyopolimerler kulla-
nilabilmesinin yani sira PLGA gibi FDA (U.S. Food and
Drug Administration) tarafindan onayli polimerler de
tercih edilmektedir®s),

Bu calismada, gida teknolojilerinde kullanilmasi ama-
ciyla, alternatif bir yaklasim olarak klorojenik asit
yukli PLGA nanopartikilleri sentezlenmis, enkapsi-
lasyon verimi ve ylkleme kapasitesi belirlenmistir.
Ayrica klorojenik asit yikli PLGA nanopartikillerinin
gida patojenlerinden olan Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhimurium ve Listeria monocytogenes
Gzerindeki antimikrobiyal etkinligi, klorojenik asit ve
bos PLGA nanopartiklleri ile kiyash bir sekilde test
edilmistir.

GEREC ve YONTEM

Klorojenik asit (Mw~354 g/mol) Thermo Fisher’dan
(ABD), poli(D,L-laktik-ko-glikolik) asid (PLGA)(50:50,
Mw~38-54 kDa), diklorometan (DCM) ve polivinil
alkol (PVA) Sigma-Aldrich’den (ABD) satin alinmistir.
Kullanilan tim kimyasallar ve solventler analitik saf-
liktadir. Ultra saf su Millipore MilliQ Gradient sistemi
kullanilarak elde edilmistir.

Klorojenik Asit Yiiklii PLGA Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

Nanopartikiller literatiirde ayrintili sekilde belirtilen
ikili emdlsiyon ¢6ztici buharlastirma yontemi (su/
yag/su, w/o/w) kullanilarak Gretilmistir®®7),
Nanopartikdllerin Gretimi icin 100 mg PLGA, 6 mL
diklorometan igerisinde ¢ézdurilmustir. 10 mg/mL
olacak sekilde hazirlanan klorojenik asit ¢ozeltisiden
onceden hazirlanan PLGA ¢o6zeltisinin izerine 2 mL
eklenmistir ve 3 dk. boyunca 70 W enerji altinda
sonikasyon uygulanarak homojenize edilmis ve emiil-
siyon (w/0) olusturulmustur. %5’lik PVA distile suda
¢Ozlndlrilmastar. Daha sonra, elde edilen PLGA
klorojenik asit emulsiyonu %5’lik PVA ¢ozeltisine gok
kiicik damlalar halinde homojen bir sekilde eklen-
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mistir. Bu islem sonrasinda karisim 5 dk. boyunca 70
W eneriji altinda yine sonikasyon uygulanarak homo-
jenize edilmis ve ikili emilsiyon (w/o/w) olusturul-
mustur. Elde edilen nanopartikiillerden solventin
uzaklastiriimasi igin 16 saat boyunca manyetik karis-
tiricida karismaya birakilmistir. Ertesi gin nanoparti-
killer Gg kez safsizliklarin uzaklastirilmasi igin 10.000
rom 45 dk. santrifiij edilerek nanopartikiller ¢okti-
rilmustir. Elde edilen nanopartikiller 1:200 oranin-
da sulandirildiktan sonra 0.45 um’lik rejenere seliiloz
filtreden gecirilmis ve karakterizasyon islemleri igin
hazir hale getirilmistir.

Bos PLGA nanopartikdlleri ise icerisine klorojenik asit
cOzeltisi eklenmeden ayni basamaklardan gegirilerek
hazirlanmistir.

Klorojenik Asitin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Klorojenik asit suda (~70°C) ¢Ozlndurilerek
(0.195313; 0.390625; 0.78125; 1.5625; 3.125; 6.25;
12.5; 25 pg/mL) icin 8 farkli konsantrasyonda ¢ozelti-
leri hazirlanmistir. UV-Vis spektrometre yardimi ile
her bir konsantrasyonun UV absorbans degeri (324
nm’de) belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan kon-
santrasyona karsilik absorbans grafigi cizilmistir (Sekil
3). Enkapstilasyon verimi ve yiikleme kapasitesinin
belirlenmesi icin egrinin denklemi elde edilmistir.

Enkapsiilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesinin
Belirlenmesi

Enkapsiilasyon verimini belirlemek igin, klorojenik
asit ykli PLGA nanopartikillerinin santriflij asama-
sindan sonra slipernatant alinmistir ve icerisindeki
serbest klorojenik asit miktari UV-Vis spektrometre-
den elde absorbans degeri klorojenik asitin standart
egrisinden elde edilen dogru denklemine yazilarak
hesaplanmistir. UV-Vis 6l¢imiinde bos PLGA nano-
partikilleri kor olarak kullanilmistir. Enkapsiilasyon
verimi Denklem 1 kullanilarak hesaplanmistir.
Klorojenik asit PLGA nanopartikilleri icin yikleme
kapasitesi ise Denklem 2 kullanilarak hesaplanmistir.

Denklem 1.
PLGA Nanopartikillerindeki Klorojenik Asit Miktari-
Serbest Klorojenik Asit Miktari
% Enkapstuilasyon= 100
Verimi PLGA Nanopartikillerindeki Klorojenik Asit Miktari

Denklem 2.
. Enkapsile Edilmis Klorojenik Asit Miktari
% Yikleme _ x100
Kapasitesi

Toplam Nanopartikil Agirligi

Dinamik Isik Sagilmasi ve Zeta Potansiyel Analizi
Uretilen nanopartikillerin zeta potansiyel, polidisper-
site indeks ve boyut 6lcimi icin Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, ingiltere) cihazi kullaniimistir.
Partikiller 6l¢im yapmak igin transparan kivete
konulmustur ve 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm) ile
25°C’de 6lgtim alinmustir. Her bir 6rnek fosfat tampo-
nu ile hazirlanmistir ve 6lcimden 6nce 0.45 pum’lik
rejenere seliiloz membrandan filtre edilmistir. Partikdl
boyutu, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi 10
Olcimiin ortalamasi alinarak raporlanmistir.

Klorojenik Asit Yiiklii PLGA Nanopartikiillerinin in
Vitro Salim Profili

Klorojenik asitin in vitro salim profilini belirlemek icin
klorojenik asit ylUkli PLGA nanopartikilleri distile
suda disperse edilerek diyaliz kapsuliine yerlestiril-
mistir. Salim ortami olarak fosfat tamponu (PBS)
(pH=7.2) kullanilmistir. Ornekler 100 rpm’de yatay
calkalamali su banyosunda 37°C’de inkiibe edilmistir.
Klorojenik asitin in vitro salim profili 0, 0.5, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144 ve 168 saat-
lik zaman araliklari ile belirlenmistir. Salim ortamin-
dan 1 mL 6rnek alinmistir ve yerine ise ayni hacimde
taze salim ortami eklenmistir. Alinan 6rnekler UV-Vis
spektrometre ile analiz edilerek, zamana bagli olarak
nanopartikiilden salinan klorojenik asit miktari stan-
dart egri yardimi ile Denklem 3 kullanilarak elde
edilmistir.

Denklem 3.

Salinan Klorojenik Asit Miktari
Salim (%) = x100
Toplam Klorojenik Asit Miktari

Bakteriyel Suglar ve Biiyiime Kosullari

Antimikrobiyal testler Nanomik Biyoteknoloji A.S.
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Test edilen tim
mikroorganizmalar [Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028),
Listeria monocytogenes (ATCC 10033)], ticari olarak
firma tarafindan saglanmistir. Bakteri suslari, Luria-
Bertani (LB) besiyerinde (Miller, Merck 1102850500)
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37°C’de 24 saat boyunca inklbe edilmistir. Test edi-
len tim mikroorganizmalarin iyi bir sekilde bliyime-
sine izin verdigi icin LB besiyeri deneyler igin
yeglenmistir®),

Antibakteriyel Etkinlik Testleri ve Minimum
inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Orneklerin belirtilen mikroorganizmalara karsi anti-
bakteriyel aktivite ve MiK degerleri, bazi modifikas-
yonlar ile mikrodiliisyon yontemi ile 96’lik mikroplak
kullanilarak gerceklestirilmistir®®. Ornekler LB broth
ile seyreltilmistir ve 62.5; 125; 250; 500 pg/mL ara-
sinda degisen konsantrasyonlarda mikroplaka kuyu-
cuklarina eklenmistir. Test edilen mikroorganizmala-
rin son konsantrasyonlari 0.5 Mc Farland (1.5x10%
CFU/mL) standartlar
eklenmistir ve 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir.

mikroplaka kuyucuklarina

Inkiibasyon Oncesinde ve sonrasinda mikroplakanin
absorbans degeri 600 nm dalga boyunda spektro-
(Biotek-Epoch 2, ABD)
Kullanilan orneklerin test edilen mikroorganizmala-

metre ile Olgllmistar.
rin Gzerinde blylumesini inhibe eden en disik kon-
santrasyonu MK olarak tanimlanmustir.

istatistik Analiz

Muameleler ve antimikrobiyal etkiler arasindaki fark-
liliklart ortaya koyan verilere tek faktorli varyans
analizi (ANOVA) uygulanmistir. Varyans analizlerinin
uygulanmasinda Minitab (Ver. 2001) ve Duncan g¢oklu
karsilastirma analizlerinde de MSTAT-C (Ver. 1979)
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paket programlarindan yararlanilmistir.
BULGULAR

Dinamik 1sik sagilmasi (DLS) yontemi sivi igerisindeki
nanopartiktllerin boyut ve boyut dagilimlarini in situ
degerlendirmeye olanak taniyan en kullanigh deney-
sel tekniklerden biridir. Bu ¢alismada, ¢ift emiilsiyon
(w/o/w) yontemi ile Uretilen klorojenik asit yikli
PLGA ve bos PLGA nanopartikillerinin zeta potansi-
yel, partikll boyutu ve polidispersite indeksi analizle-
ri Zeta Sizer cihazi ile yapilmigtir.

Sekil 1’de bos PLGA nanopartikillerine ait boyut ve
zeta potansiyel sonuglar gorilmektedir. Bos PLGA
nanopartikilleri, 210.6+16 nm’lik ortalama partikiil
boyutu ve 0.065’lik polidispersite indeksi degerleri ile
dar bir boyut dagilimina sahiptir (Sekil 1a). Sekil 1b'de
ise bos PLGA nanopartikillerine ait zeta potansiyel
degerinin -8.63+6.78 mV oldugu gorulmektedir.

Sekil 2'de ise klorojenik asit yiikli PLGA nanoparti-
killerine ait zeta sizer cihazi sonuglari verilmektedir.
Sekil 2a’da da goruldugl Uzere, klorojenik asit yikla
PLGA nanopartikillerinin ortalama partikiil boyutu
228.5+27.8 nm ve polidispersite indeksinin ise 0.127
oldugu bulunmustur. Sekil 2b’de ise klorojenik asit
yukli PLGA nanopartikillerinin zeta potansiyel dege-
rinin -4.87+4.82 mV olarak 6l¢iildigi gorilmektedir.
Uretilen nanopartikiillerin zeta sizer cihazi ile parti-

(a) Boyut (nm):  %Siddet: ‘b) i Ortalama (mV):  Alan (%):
Ortalama Boyut: 210.6 Pik 1: 226.6 100.0 Zeta Potansiyel (mV): -8.63 Pik 1: -8.62 100.0
Pdl: 0.065 P!k Z 0,000 00 .Zeta Sapma (mV): 6.78 F!k 2 0.00 0.0
Sonuc Kalitesl: 1 Efis: 1000 00 lletkenlik (mS/cm): 0.0245 ™% °% o
Sonug Kalitesi: lyi
Boyut Dagilimi Zeta Potansiyel Dagilimi
—_20 8 200000 .
© E
E 15 % 180000
z @ nmis
-‘gw E 100000
g & ,2 BODOD v
.U_T‘ 0l 0} ;
0.1 1 10 100 1000 10000 -100 0 100 200
Boyut (hm) Zeta Potansiyel (mV)

Sekil 1. Bog PLGA nanopartikiillerinin Zeta Sizer sonuglari (a) ortalama partikiil boyutu, (b) zeta potansiyel.
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Ortalama Boyut (nm): 228.5 E:Hf g‘iﬁ}g 3_000'0

Pdl: _0.127 Pik 3: 0.000 0.0
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Sekil 2. Klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikiillerinin Zeta Sizer sonuglari. (a) ortalama partikiil boyutu, (b) zeta potansiyel.
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Sekil 3. Klorojenik asitin standart egrisi.

kil olusumu karakterize edildikten sonra, klorojenik
asit PLGA nanopartikillerinin enkapsulasyon verimi,
yikleme kapasitesi belirlenmesi icin klorojenik asitin
standart egrisi hazirlanmistir (Sekil 3). Bunun igin
UV-Vis spektrometre ile 324 nm’de klorojenik asitin 8
farkli konsantrasyondaki c¢ozeltisi icin absorbans
degerleri belirlenmistir. Klorojenik asitin her bir kon-
santrasyonuna karsilik gelen absorbans degeri icin
grafik gizilmistir ve dogru denklemi bulunmustur.

Klorojenik asitin enkapsulasyon verimi ve yikleme
kapasitesini hesaplamak icin standart egri kullanilmis-
tir. Klorojenik asit yikli PLGA nanopartikilleri Gretilir-
ken santriflij agsamasinda slipernatanttaki klorojenik
asit konsantrasyonu belirlenmistir ve Denklem 1 yardi-
miyla enkapsuilasyon verimi % 99 olarak hesaplanmig-
tir. Klorojenik asitin yiikleme verimi ise Denklem 2
kullanilarak %68 olarak hesaplanmistir. Bu degerin

anlami, her 1 mg klorojenik asit yikli PLGA nanopar-
tikulleri 0.68 mg klorojenik asit icerdigini gostermek-
tedir. Enkapsiilasyon verimi ve ylkleme kapasitesi
degerleri klorojenik asitin enkapsule edildigini ve klo-
rojenik asit yikli PLGA nanopartikillerinin basarili bir
sekilde elde edildigini gostermektedir.

Klorojenik asit yukli PLGA nanopartikillerinin in
vitro salim sonuglari, Sekil 4’te verilmistir. in vitro
kontrolli salim sonuglarina gore 24 saat igerisinde,
klorojenik asitin 12 pug/mL serbest birakildigi ve klo-
rojenik asit ylkli PLGA nanopartikillerinin ilerleyen
7 glin icinde yavas bir serbest birakma profili goster-
digi bulunmustur.

Klorojenik asit, klorojenik asit ylikli PLGA nanoparti-
kil ve bos PLGA nanopartikillerinin Tablo 1’de
belirtilen gidalar patojenlerinden olan (g farkli bak-
teri Uzerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmis
ve MiK degerleri belirlenmistir.

Klorojenik asit ylkli PLGA nanopartikillerinin yikle-
me verimi hesabi dogrultusunda 1 mg/mL konsant-
rasyonunda hazirlanan klorojenik asit yikli PLGA
nanopartikilleri (62.5; 125; 250; 500 pg/mL) icerisin-
deki klorojenik asit miktari sirasiyla 42.5; 85; 170 ve
340 ug olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, bu ¢ahs-
mada, ayni miktarda ornek hacmi kullanilmasina
karsin, klorojenik asit ytkli PLGA nanopartikillerinin
az miktarda klorojenik asit icerdigi belirlenmistir.
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Sekil 4. Klorojenik asit yiliklii PLGA nanopartikiillerinin in vitro salim profili.

Tablo 1. Klorojenik asit, klorojenik asit yiiklii PLGA nanopartikiilii ve bos PLGA nanopartikiiliiniin bakteriler Gizerindeki minimum inhibi-
syon konsantrasyon degerleri. Tablodaki sayilar ti¢ tekrarli deneyler sonucu elde edilen ortalama + standart sapma (SD) degerleridir.

MiK (ug/mL)

Klorojenik Asit Klorojenik Asit Yiiklii PLGA Nanopartikiilii

Bakteri Bos PLGA Nanopartikuliit
Pseudomonas aeruginosa >500+0.106
Salmonella Typhimurium >500+0.085
Listeria monocytogenes >500+0.106

62.5+0.01%° 62.5+0.0244°
62.5+0.01%° 62.5+0.111%°
62.5+0.01%° 125£0.0974°

A8 Ayni satirdaki farkli harfler, muameleler arasindaki farklarin istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bulundugunu géstermektedir.
@b Ayni siitundaki farkli harfler, patojenler iizerine antimikrobiyal etkiler arasindaki farklarin istatistiksel olarak énemli (p<0.05) bulundugunu

gdstermektedir.

T Bos PLGA nanopartikiil muamelesi, istatistiksel analize déhil edilmemistir.

Klorojenik asit yukli PLGA nanopartikillerinin anti-
mikrobiyal etkisi, tek basina klorojenik asitin antimik-
robiyal etkisi ile kiyaslandiginda, kontrolli salim
ozelligi ile nanopartikilerin istatistiksel olarak anti-
mikrobiyal etkiyi arttirdigi belirlenmistir. Ancak bu
antimikrobiyal etki Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella Listeria

Typhimurium’a  kiyasla

monocytogenes’de daha az gézlenmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Gidalardaki mikrobiyal bozulmalarin kontroli icin
geleneksel olarak birgok gida koruma stratejisi kulla-
nilmaktir. Ancak, yiyeceklerin mikroorganizmalar
tarafindan kontaminasyonu halen yeterince kontrol
altina alinamayan bir sorun olmasinin yani sira bu
sorunu ¢ozmek icin kullanilan gida katki maddeleri-
nin insan sagligina negatif etkileri de otoriteler tara-
findan tartisma konusudur.
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Literaturde bitkilerden elde edilen dogal tirGnler igin
MiK degeri <100 pg/mL ise oldukca iyi inhibitér etki-
sinin oldugu, eger MIK degeri 100 ila 500 pg/mL
arasinda ise orta dereceli inhibitor etkisinin oldugu
ve MIK degeri >1.000 pg/mL ise inhibitér etkisinin
olmadigi seklinde belirtilmistir?>?Y, Tablo 1’deki klo-
rojenik asit yiklii PLGA nanopartikiillerinin MiK
degerleri incelendiginde, Pseudomonas aeruginosa
ve Salmonella Typhimurium icin <100 pg/mL oldu-
gundan iyi bir inhibitor etkiye sahip oldugu, ancak
Listeria monocytogenes igin orta dereceli inhibitor
etki gosterdigi belirlenmistir02Y,

Klorojenik asitin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili
yapilan ¢alismalarda, Salmonella Typhimurium {ize-
rindeki MIK degerinin 0.04 mg/mL oldugunu®?,
Pseudomonas aeruginosa tGzerindeki MiK80 degerinin
ise 10 mg/mL oldugunu®, Listeria monocytogenes
Uzerindeki MiK90 degerinin ise 3.54 mg/mL?¥ oldugu-
nu gosterilmistir. Literatlrdeki tim bu degerler, bu
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calismada elde edilen degerler ile kiyaslandiginda,
klorojenik asit yukli PLGA nanopartikillerinin (62.5;
125; 250; 500 pg/mlsinin) icerisinde sirasiyla 42.5;
85; 170 ve 340 ug klorojenik asit bulundugundan,
daha az miktarda etken madde kullanilarak Gretilen
nanopartikillerin daha etkin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir.

Bu galismada, anti-bakteriyel, antioksidan, antiviral,
anti-diyabetik ve anti kanserojen 6zellige sahip kloro-
jenik asit kullanilarak, klorojenik asit yukli PLGA
nanopartikilleri Gretilmis ve bu nanopartikillerin
karakterizasyon calismasi yapilmistir. in vitro salim
profili belirlenmistir ve bu nanopartikdllerin gidalar-
da mikrobiyal bozulmaya neden olan (g farkh bakteri
Gzerindeki antimikrobiyal etkinligi klorojenik asit ve
bos PLGA nanopartikilleri ile kiyasl bir sekilde ince-
lenmistir. Klorojenik asit yikli PLGA nanopartikiille-
rinin gida alaninda koruyucu olarak kullanim potansi-
yeline sahip olabilecegi distiniiimektedir. Ancak Girlin
olarak klorojenik asit ytkli PLGA nanopartikdllerinin
etkin olarak kullanilabilmesi icin gidalardaki penet-
rasyon, renk ve tat degisikligi, alerjik etkilerin deger-
lendirilmesi ve mikrobiyota deneyleri gibi 6nem
gosteren calismalarin da gergeklestirilmesi ileriki
calismalarda planlanmaktadir.
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Metin Cegsitleri

Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisi, Turk Mikrobiyoloji
Cemiyeti’'nin yayin organi olup ilgili alanlardaki 6zgin
aragtirma, derleme, olgu sunumu, bilimsel haberler,
bilimsel kitap ve dergi tanitim yazilari ile okuyucu
mektuplarini yayimlayan hakemli bir dergidir.

Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik olmak Uzere Ug
ayda bir gikar ve dort sayida bir cilt tamamlanir.

Yazilar Turkge olarak yollanmalidir.
Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.

Yayimlanmasi istenen metnin dayandigi ¢alisma, daha
once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak tizere
teslim edilmis veya kabul edilmis olmamalidir. Ozet
biciminde yayimlanmis 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 gorilmeksizin
yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybina yol agilmamasi igin, yazi sahipleri
dergi kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.

Dergi kurallarina uygunluguna karar verilen yazilar
Danisma Kurulundan veya konu ile ilgili kisilerden en az
iki hakeme gonderilir ve hakemlerden yayina uygun
olup olmadigi konusunda gorisleri alinir. Dizeltme
isteniyorsa tekrar yazara gonderilir. Bu incelemeden
gecen vyazilar, Yayin Kurulu tarafindan tekrar
degerlendirilir ve basilacagi yer ve sayi kararlastirilir.

Danisma ve Yayin Kurullari; dizeltme, kontrol ve dizgi
asamasinda yayinci, yazilarda dlzeltme yapmak,
biciminde degisiklikler istemek ve vyazarlari
bilgilendirerek kisaltma yapmak yetkisine sahiptir.
Yazarlardan istenen degisiklik ve duizeltmeler yapilana
kadar, s6z konusu yazilar yayin programinda sirada
bekletilir.

Teslim edilmis bir metnin timiniin veya bir boliminiin
bir bagka yerde yayimlanmasi séz konusu olursa
editorlere bilgi verilmesi zorunludur.

Basvuru

Sadece on-line basvurular kabul edilir.

Basvurularda, tim yazarlarin adlari ve adresleri, agik
olarak yazilmalidir. Tim yazarlarin ORCID numaralari
basvuru esnasinda on-line olarak ilgili alana
eklenmelidir. ORCID ID kaydi igin https://orcid.org
adresini kullaniniz. Ayrica, yazinin tim vyazarlar
tarafindan onaylandigini ve daha d6nce higbir yerde
yayimlanmadigini  ve teklif hakkinin dergiye
birakilacagini belirten ve tim yazarlar tarafindan
imzalanmis web sayfasindaki belgenin (Copyright-Telif)
on-line olarak veya posta ile asagidaki adrese
gonderilmesi zorunludur.

insanlar zerinde yapilan klinik arastirmalarla ilgili
olarak etik kurullarin onaylarinin ve goénillilerden
alinmig yazili onam formlarinin da on-line olarak ve
posta ile asagidaki adrese gonderilmesi zorunludur.

Prof. Dr. Cagri Ergin

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kinikl Kampusu / Denizli

Tel: 0258 296 2491

E-posta: tmcdeditor@gmail.com

Metin ¢esitlerinde on-line olarak yoénlendirme
bulunmaktadir.

Ozgiin Arastirma: Gerekli ve uygun sayida sekil/tablo/
fotograf/resim/grafik; en ¢ok 250 sézciik iceren Turkge
ve ingilizce 6zetler; Tiirkge ve ingilizce 3 anahtar sézciik
ve ana metinden olugsmalidir.

Derleme: 1-4 §ekiI/tabIo/fot_ograf/res__im/grafik; en ¢ok
200 sozcik iceren Tirkge ve Ingilizce Ozetler; 3 anahtar
sozciik ve ana metinden olusmalidir.

Olgu Sunumu: Yeterli sayida sekil/tablo/fotograf/
resim/grafik; en ¢ok 20 kaynak; 200 s6zciigli gegmeyen
ingilizce-Tiirkce Ozet; 3 anahtar sdzciik ve ana metinden
olusmalidir.

Editére Mektup: Daha 6nce yayimlanmis olan bir yazi
hakkinda, yeni bir arastirma bulgularinin bildirilmesi
veya bir gérus bildirimi olabilir. Bir sekil/tablo/fotograf/
resim/grafik ve en ¢ok 5 kaynak icerebilir.

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

Yazinin Turkge baslig kisa, agik ve igerigi tam yansitir
olmaldir.

Yabanci dilde bashk Tirkce baslik
uyusmahdir.

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmahdir

ile birebir

Arastirma daha o6nce bir bilimsel toplantida bildiri
(sozlli veya poster) olarak sunulmus ise, bu bilgi
toplantinin adi ve tarihiyle birlikte belirtilmelidir.

Olgu sunumu, derleme, editére mektup gibi diger metin
cesitlerinde bolimll 6zet hazirlamaya gerek yoktur.

Ozet béliimiinde kisaltmalardan mimkiin oldugunca
kaginilmali ve kaynak, sekil, tablo ve atif yer almamalidir.

Ana metin sayfalari, metin c¢esidine gore
bélimlendirilmelidir. Ozgiin arastirmalar amacin
belirtildigi giris, gere¢ ve yontem, bulgular ve tartisma
kisimlarindan olugmalidir. Bulgu ve tartismanin kisa
oldugu metinlerde iki bashk birlestirilerek de
aktarilabilir. Olgu sunumu amacin belirtildigi kisa bir
giristen sonra detayl olgu ve tartismadan olugmalidir.
Derlemelerde once kisa bir giris yapilmaldir ve
ardindan derlemenin konusuna uygun olusturulmus
bolumleri kapsamalidir.

Mikroorganizma adlari ve MIK veya PFGE gibi
kisaltmalar ilk kullanildiklarinda tam olarak, agik
sekilleriyle yazilmali mikroorganizma adi daha sonraki
kullanimlarda cins adinin ilk harfi kullanilarak
kisaltilmalidir. Staphylococcus aureus S. aureus gibi.
Paragraf basinda ise bu kisaltma kullaniimamali, isim
tam olarak yazilmahdir.

Escherichia coli ve Entamoeba coli gibi, kisaltmalari
ayni olacak adlar ayni yazida gegtiginde yazi boyunca
kisaltilmadan kullanilmahdir. Stafilokok, streptokok gibi
sadece cins adi gegcen climlelerde dilimize yerlesmis
cins adlari Turkge olarak yazilabilir.

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiguk sayilar yazi ile
yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme isareti ile
eklenmelidir. U¢ hasta suslarin 28’i gibi. Miimkiin
oldugunca climlelere sayilarla baslanmamalidir.

Boyama yontemi olan Gram biylk harfle yazilmalidir.
Bakteri tanimlamasinda ise kiglk harf kullaniimaldir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullaniimamahdir.



Bir tesekkdir yazisi varsa Kaynaklar’dan énce olmalidir.

Calismakazanilmigbirbursveyaprojeiletamamlanmigsa
belirtilmelidir.

Kaynaklar listesinde yer alan kaynaklarin tamaminin
metin iginde kullaniimis olmasi gereklidir.

Kaynaklar metin iginde gegis sirasina gore siralanmali
ve metin iginde climle sonuna konacak parantez igine,
st simge olarak yazilmalidir. Ornegin; .....cccccoveveueee
gosterilmistir®™>®. . ... Kaynak yazimi sirasinda bosluk
birakmayiniz.

Metinde kaynaklar tst simge olarak bulunmahdir.

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

Henlz yayinlanmamis veriler ve calismalar Kaynaklar
boliminde yer almamaldir.

Dergimiz, baska calismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma seklinde kullanilmasini kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagh
olarak ¢alisma degerlendirme disi birakilabilir.

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tim yazarlarin isimleri yazilmalidir. Yazar
sayisinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk Gg yazarin
ismi yazilmali, sonrasinda Turkge makalelerde “ve ark.”,
ingilizce makalelerde ise “et al.” ilave edilmelidir.

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

Dergide kaynaklar yazilirken temel olarak Tiirkge'ye
uyarlanmis Vancouver yazim stili (Ornekler asagidadir)
esas alinmali; noktalamalar, kelime ve harf araliklari,
blyuk harfler, dergi ve cilt numarasi buna goére
dizenlenmelidir.

Ornekler
A. Makaleler

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

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

Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Snydman
DR. Shifting patterns in the epidemiology of nosocomial
Candida infections. Chest. 2003;123(Suppl 5):5S500-3.

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://...............
Erigim tarihi: ../../20..

Kitap bolimi: 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. (Turkge kitaplar igin; cimle 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.

Siureli _resmi vayin: TC Saghk Bakanlhgi. Bulasic
hastaliklar slirveyans ve kontrol esaslari yonetmeligi.
Resmi Gazete. 30.05.2007(26537).

Sureli_resmi yayin (internet): TC Saghk Bakanlig.
Bulasici hastaliklar slrveyans ve kontrol esaslari
ydnetmeligi. Resmi Gazete. 2007(26537). Iinternet
adresi: http://........... Erisim tarihi: ../../20..

Kongre Bildiri Ozeti: Basustaoglu AC, Sizik S,
Mumcuoglu i, ve ark. Kan kiiltirii uygulamalarinin
degerlendirilmesi: EpiCenter verilerinin kullanimi.
XXXVII. Tirk Mikrobiyoloji Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
Belek, Antalya; 2016:TPS-85.

Tez: Oktem IMA. Endoservikal sirintii érneklerinde
Chlamydia trachomatis hiicre kultiiri sonuglarinin direk
floreson antikor (DFA) ve enzim immunoassay (EIA)
yontemleri ile karsilastirilmasi [Tipta uzmanlik tezi].
izmir: Dokuz Eylil Universitesi, 1998.

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

Tablo, sekil, fotograf, resim ve grafikler Arap rakamlari
ile numaralandiriimali ve yazi icinde gectigi yerler
belirtilmelidir.

Tablo bashg tablo Ust cizgisinin Ustline, sol kenardan
baslanarak yazilmal ve tablo sira numarasindan sonra
nokta kullaniimahdir. Ornegin; Tablo 1. E. coli
izolatlarinin MiK dagilimlari, gibi.

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrari olmamahdir

Sekil, fotograf, resim ve grafiklere ait agiklamalar ana
metinle beraber en sona eklenerek yollanmaldir.
Sekillerde o6lgli 6nemli ise Uzerine cm veya mm'yi
gosteren bir 6lgek ¢izgisi konmalidir.

Fotograflar taninmayi engelleyecek sekilde olmal ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

isim, bas harfler, hastane kayit numarasi gibi kimlik
bilgileri yazilmamalidir.

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






