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ÖZ

Dünyadaki başlıca sağlık sorunlarından biri olan tüberküloz, her yıl çok sayıda ölüme neden 
olmaktadır. Dünya Sağlık Örgütü’nün (DSÖ) 2018 raporuna göre 2017 yılında 6.7 milyon yeni 
tüberküloz olgusu bildirilmiştir. Hastalık etkeni, kişileri enfekte ettikten sonra çok uzun süre 
latent evrede kalabilmektedir. Enfekte olan kişilerden bazıları hasta olurken, bazı kişilerde ise 
hastalık hiçbir zaman gelişmemekte hatta bunların yaklaşık %90’ı bağışıklık sisteminin verdiği 
yanıtla kendiliğinden iyileşmektedir. Birçok enfektif hastalıkta olduğu gibi, enfekte olan kişi 
sayısı ve hasta olan kişi sayısı arasındaki farklılığa konakçı savunması ve organizmanın virülan-
sı arasındaki denge farklılıkları neden olmaktadır. Yapılan çalışmalarda, bu farklılığın nedeni 
çoğunlukla, konağın bağışıklık sisteminin durumu ile ilişkilendirilmiş ancak yeterli bir yanıt 
olarak görülmemiştir. Bu durumda, enfektif hastalıklarla konak arasındaki ilişkiyi anlayabilmek 
için enfektif ajanlara verilen yanıtın genetik temellerinin araştırılması gerekmektedir. Bu derle-
mede Mycobacterium tuberculosis’e immun yanıtta ya da yatkınlıkta söz konusu olan TLR 
genlerindeki polimorfizmlerin etkisini inceleyen çalışmalar özetlenmiştir.

Anahtar kelimeler: Tüberküloz, 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.
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GİRİŞ

Tüberküloz (TB), dünya çapındaki ölümlerin en önem-

li nedenlerinden biridir. Mycobacterium tuberculosis 

(MTB) tüberküloz hastalığının etkenidir ve Dünya 

Sağlık Örgütü’nün (DSÖ) 2018 raporuna göre; dünya 

nüfusunun yaklaşık olarak %23’ü (yaklaşık 1.7 milyar 

kişi) latent TB enfeksiyonuna sahiptir ve dolayısıyla 

yaşamları süresince TB hastalığını geliştirme riski 

taşımaktadırlar. Küresel olarak yaklaşık 10 milyon 

insan TB hastalığına yakalanmakta ve bu 10 milyo-

nun 5.8 milyonunu erkekler, 3.2 milyonunu kadınlar 

ve 1 milyonunu çocuklar oluşturmaktadır. Tüberküloz, 

MTB’nin neden olduğu granülomatöz bir enfeksiyon 

İnönü Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü, Malatya, Türkiye

https://orcid.org/0000-0003-4584-0954
https://orcid.org/0000-0003-1842-9203
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hastalığıdır. M. tuberculosis 90’dan fazla antijen ve 

çeşitli virülans faktörlerini içerir(1). 

Dünya nüfusunun 1/3‘i tüberküloz ajanı ile enfekte 

olmasına rağmen, enfeksiyon genellikle aktif hastalı-

ğa dönüşmemektedir. Patojen, hastalığın klinik özel-

liklerini göstermeyen enfekte kişilerin yaklaşık olarak 

%90’ında latent hâlde kalmaktadır(2). Klinik önemine 

rağmen, MTB patogenezi ve enfekte olanların yakla-

şık olarak %10‘unun hastalığı geliştirmesini engelle-

yen konakçı mekanizmaları tam olarak anlaşılabilmiş 

değildir. Enfeksiyonun başlangıç ve birincil yeri oldu-

ğu için akciğerin mikro çevresi, patojen ve konakçı 

arasındaki dinamik etkileşim hakkında fikir sahibi 

olmamızı sağlamaktadır(3).

Biyoloji ve tıp alanlarının temel hedeflerinden birisi, 

enfeksiyon ajanları ile insan ilişkilerini anlamaktır. 

Bakterilerin etkileşimini ve insan konak fenotipik 

çeşitliliğini genetik temelli incelemek esastır. İnsan 

genom projesinin sonuçları, insan konakçı genetiği 

hakkında ipuçları vermiştir. Fakat yine de bireylerin 

ve popülasyonların fenotipik değişimlerinden 

sorumlu olan genomlar arasındaki, doğal olarak 

ortaya çıkan genetik değişimler hakkında belirli bir 

bilgiye ulaşılamamıştır. Yeni geliştirilmiş teknolojile-

rin yardımıyla değişik coğrafi bölgelerde farklı etnik 

kökene sahip genom dizilerinin tamamını ve farklı 

popülasyonlar arasındaki varyasyonları karşılaştır-

mak kolaydır. Böylece doğal olarak insan genomun-

da meydana gelen çeşitli varyasyonları ve hastalık-

larla olan ilişkilerini anlamamız da aynı ölçüde 

kolaylaşmıştır. Dolayısıyla, popülasyonların geçmiş-

lerini, göç örüntülerini ve iklim değişikliklerini, bes-

lenme kaynaklarını ve patojen baskılarını içeren bu 

değişen çevresel koşullar Homo sapiens’in adaptas-

yonunun altında yatan genetik mekanizmaları anla-

mamıza yol açmıştır. Sonuç olarak, insan genetiğinin 

hastalığa karşı duyarlılığı, hastalık şiddeti ve tedavi-

ye yanıt üzerindeki etkileri büyük ölçüde 

çözülecektir(4). Konakçı için bulaşıcı hastalıktaki 

çeşitlilik önemli olduğu kadar hastalığın yayılması 

ve yaygınlaştırılması da önemlidir. Bu çeşitlilik tam 

olarak anlaşılamamıştır. Özgül tek nükleotid poli-

morfizmleri (SNP’ler-single nucleotide polymorp-

hisms) yardımıyla hasta bireylerde ve sağlıklı birey-

lerde hastalıkla ilişkili genomik bölgelerin karşılaştı-

rılması olasıdır(4).

Tek Nükleotid Polimorfizmleri

Genomda en yaygın dizi varyasyonlarından biri tek 

nükleotid polimorfizmleridir. Bunlar birçok hastalığa 

yatkınlık için değerli belirteçlerdir. SNP’ler, isimlerin-

den anlaşılacağı üzere, tek bir baz çifti değişimi üre-

ten değişimlerin sonucudur. Her varyasyon belirli bir 

derecede popülasyonda bulunabilir. Kompleks özel-

liklerde genetik etkileri ve SNP’lerin hastalıklarla iliş-

kisini anlamak için Genom Boyu İlişki Çalışmaları 

(GWAS-Genome-wide association study) kullanılmış-

tır(5). Popülasyonlarda SNP varyasyonlarının sıklığı 

düşük olsa da bazı durumlarda çok önemli rol oyna-

maktadır. Genetik alanında çalışan birçok araştırma-

cı, hastalığa özgü olan SNP’leri bulmaya çalışmakta-

dır. SNP’ler, fenotipik olarak, kodlayıcı olmayan böl-

gelerin SNP’leri ve kodlayıcı bölgelerin SNP’leri olarak 

sınıflandırılabilir. Kodlamayan bölgeler, kodlayıcı böl-

gelere göre daha fazla SNP içerir. SNP’ler genomda 

heterojen olarak dağılmakta ve genellikle evrim çalış-

malarında ve populasyon genetiği çalışmalarında 

belirteç olarak kullanılmaktadır. Kodlama bölgesin-

deki SNP’ler genetik koddaki dejenerasyona bağlı 

olarak, çoğunlukla amino asit diziliminde önemli 

değişikliklere neden olmazlar. Protein yapısını değiş-

tiren SNP’ler, ilaç metabolizması ve dolayısıyla far-

makogenetik çalışmalarda kullanılır. Kodlama bölge-

sinde bulunan SNP’ler 2 alt tiptir; protein aktivitesini 

etkileyen fakat protein dizisini etkilemeyen bazı 

synonymous SNP’ler ve protein amino asit dizisinde 

değişikliğe neden olan nonsynonymous 

SNP’lerdir(6-8).

SNP veri tabanları, GWAS üzerinde çalışan araştırmacı-

lar arasında çok popülerdir. Günümüzde yaygın olarak 

kullanılan veri tabanı, 6 milyondan fazla insan SNP’i 

içeren dbSNP’dir. Buna ek olarak, İnsan Gen Mutasyon 

Veri Tabanı, İnsan OMIM (Çevrimiçi Mendel Mirası), 

Swiss-Prot ve İnsan Genom Varyasyon Veri Tabanı 

sıkça kullanılan diğer veri tabanlarıdır(8).
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Genomlarda SNP’lerin yaygın olarak bulunması gene-

tik taramalarda baskın bir belirteç olarak kullanılabi-

lirliğini sağlamakta ve bu da etkin taramaların geniş-

lemesine yol açmaktadır. Yeni ilaç keşif projeleri çok 

sayıda SNP ve birey içerdiğinden dolayı, SNP’ler, tara-

ma ve genotiplendirme için yeni teknolojilerin geliş-

tirilmesinde önemli rol oynamıştır(7).

Mycobacterium tuberculosis

Tüberküloz patogenezini anlamak için yapılan çalış-

malar Teophile Laennec ile 19. yüzyılda başlamıştır 

ve daha sonra 1865 yılında Jean-Antoine Villemin, 

MTB enfeksiyonunun bulaşabilirliğini göstermiştir. 

1882 yılında Robert Koch, tüberkül basilini etiyolojik 

ajan olarak tanımlamıştır(9).

Mycobacterium tuberculosis, akciğer tüberkülozu 

(PTB) hastalarının hapşırma, öksürme ve konuşmala-

rı yoluyla yayılır ve bağışıklığı zayıf insanların enfekte 

olmasına neden olur. Bu durum, hastalığın yayılma-

sında tek doğal kaynağın insan olduğunu gösterir(10). 

Mikobakteriyel Hücre Duvarı

Bir hücre içi patojeni olan MTB yavaş ürer ve konakçı 

makrofajların içinde canlı kalabilme yeteneğine 

sahiptir. Hidrofobik mikolik asitler hücre duvarında 

bulunur (kuru ağırlığın %50’si) ve aside dirençli bir 

bakteridir. Mycobacteria’nın yavaş üremesi, besin 

alımını zorlaştıran kalın mikolik asit katmanından 

kaynaklanmaktadır. Diğer bir yandan kalın olan bu 

tabaka, lizozomal enzimlere karşı bakteriye direnç 

kazandırır. Çoğunlukla hücre duvarının dış kısmında 

mikolik asitleri taşır ve iç kısımda ise esas olarak 

fosfatidil-miyo-inositol mannozidaz (PIM’ler), arabi-

nogalaktan ve peptidoglikan taşımaktadır. Dış kısmın 

altında mannoz içeren moleküller bulunur. Bu biyo-

moleküller mannoglikoproteinler, ilgili lipomannan 

(LM) ve mannoz kaplı lipoarabinomannan (Man-

LAM) olabilir. Bakterilerin dış kapsülü hem arabino-

mannan hem de hücre yüzeyinde bulunan mannan 

tarafından oluşmaktadır. Hücrenin yüzeyinde, en bol 

bulunan mannozlardan biri Man-LAM’dır ve önemli 

bir virülans faktörüdür. Tüm patojen bakteriler, hızlı 

üreyen mikobakteriyel suşlarda bulunmayan mannoz 

kaplı motiflerin özelliklerini daha az patojenik olanlar 

ile paylaşır(11). MTB ve insanlar arasındaki konak-

patojen etkileşimleri detaylı olarak incelenmiş olsa 

da tamamen çözülmüş değildir. Doğal bağışıklık yanı-

tının aktivasyonunda, ilk aşama patojenin kalıp tanı-

ması ile başlar. MTB’nin patojen ile ilişkili moleküler 

motifleri (Pathogen associated molecular patterns-

PAMP), özgül kalıp tanıma reseptörleri (Pattern 

recognition receptors-PRR) tarafından saptanır. 

Tanıma yapıldıktan sonra, proinflamatuar sitokinler 

ve kemokinlerin üretimi; fagositoz, bakteri yok etme 

ve antijen sunumu gibi olaylar tetiklenir(11).

Toll-benzeri Reseptörler (TLR’ler)

Toll-benzeri reseptörler kalıp tanıma reseptör ailesi-

ne aittir. Memelilerde, bu aileden on iki üye bulunur. 

Dendritik hücreler (DC’ler) ve makrofajlar gibi bağı-

şıklık hücrelerinin hücre zar yüzeyinde veya endositik 

vezikül zarlarında belirtilirler. 1985 yılında Christiane 

Nüsslein-Volhard, Drosophila Toll proteinin homo-

loglarının mikrobik enfeksiyona karşı savunmada 

önemli olduklarını ve evrimsel olarak korunmuş yapı-

lar olduklarını keşfetmiştir(12). Toll benzeri reseptörler 

çok çeşitli patojenlere karşı bağışıklık gösterirler. 

N-terminal ektodomeynleri (ECD) ve lösin zengini 

tekrar (LRR) ile karakteristik düzlemsel atnalı şekline 

sahiptirler. Toll benzeri reseptörlerin ligand etkile-

şimleri belirgin olmasına rağmen, hepsi dış tarafta N 

terminalleri ve orta kısımda C terminalleri ile karak-

teristik bir m-şeklinde dimerik kompleks 

oluşturmaktadır(13). Ölen hücrelerden veya mikrobi-

yal patojenlerden gelen endojen moleküller, oldukça 

korunmuş yapısal motifler olan patojen ile ilişkili 

moleküler kalıpları gösterir. Tehlike ile ilişkili molekü-

ler kalıplar (Danger Associated Molecular Patters-

DAMP’lar) hücre kaynaklıdırlar. Patojenik enfeksiyo-

nun varlığında, travma, iskemi ve doku hasarına yanıt 

olarak bağışıklığı başlatır ve sürdürürler. Ayrıca 

TLR’ler tarafından tanınmaktadırlar(14). PAMP’lar, 

hücre duvarı bileşenlerini içerir. Bu bileşenler, lipo-

peptidler, lipopolisakkarid (LPS) ve peptidoglikan 

(PGN) olarak listelenebilir. Öte yandan viral çift sar-

mallı RNA, bakteri DNA’sı ve flagellin PAMP olarak 

sınıflandırılabilir. TLR ailesi tarafından algılanan 
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PAMP’lar, lipidlerden lipopeptidlere, proteinlere ve 

nükleik aside kadar değişir. Tehlikeye bağlı moleküler 

modeller, ısı şoku proteinleri gibi hücreler arası pro-

teinlerin yanı sıra hücre dışı matristen alınan protein 

parçalarını da içerir(15). Toll-benzeri Reseptörleri, 

PAMP veya DAMPlar ile indükleme, AP-1 ve Nükleer 

faktör kapa-β (NF-κβ) aktivasyonuna, aktarım faktör-

leri gibi interferon düzenleyici faktörlere (IRF’lere) 

yol açan sinyal basamaklarını tetikler. Pro-

inflamatuvar sitokin, efektör sitokin ve interferon 

(IFN) üretimini yönlendiren uyarlanabilir bağışıklık 

tepkisi, TLR sinyalizasyonunun sonuçlarını oluşturan 

çeşitli hücresel tepkilerdir. TLR reseptör ailesinin 

Toll/ Interlökin-1 reseptör (TIR) domeynli adaptörleri 

olan beş molekül (My-D88, TRIF, Mal, TRAM ve 

SARM) bu ailenin tüm üyeleri ile etkileşime girer. 

TLR’ler esas olarak bağışıklıkta önemli bir rol oyna-

yan dalak ve periferik kan lökositlerinde belirtilir. 

Buna ek olarak, akciğerler ve gastrointestinal sistem-

de açıklanır(16).

Araştırmacılar, TLR’leri hücresel konumlarına göre iki 

gruba ayırmışlardır. Farklı noktalardaki TLR’ler farklı 

belirteçlerin tanımlanmasında önemli bir rol oyna-

maktadır. İlk grup TLR ailesinden 1, 2, 4, 5, 6’nın 

hepsi hücre yüzeyi üzerinde sentezlenir ve lipit yapı-

larını tanımaktadırlar. TLR5, flagellin proteinin tanın-

masında yaşamsal bir role sahiptir. İkinci grup, Toll-

benzeri Reseptörler 3, 7, 8, 9 bakterilerin ve virüsle-

rin genomundan türetilen nükleik asitleri tanır ve 

hücrelerarası bölgelerde bulunmaktadırlar. Bu mole-

küllere erişim, hücrenin geç endozomları ya da lizo-

zomları içinde bir miktar bozulma gerektirir. 

Hücredeki bu reseptörlerin lokalizasyonu ve trafiği-

nin, ligand tespitine izin vermek için önemli bir 

mekanizma olduğu giderek daha belirginleşmiştir. 

Önemli olarak, sinyalizasyon sırasında bazı TLR’lerin 

hareketi, TLR sinyal yollarının aşırı aktifleşmesini 

önleyebilir(16,17). TLR ailesinden 2, 4, 6, 9 ve olasılıkla 

8, MTB’nin tanınmasıyla ilgilidir. Aynı zamanda, TLR2 

ya TLR1 ya da TLR6 ile heterodimer oluşturur ve bu 

heterodimerler, LAM, LM, 38-kDa ve 19-kDa miko-

bakteriyel glikoprotein ve fosfatidilinositol manozu 

(PIM), triaçillenmiş (TLR2/TLR1) veya diaçillenmiş 

(TLR2/TLR6) lipoproteinler gibi mikobakteriyel hücre 

duvarı glikolipidlerinin tanınmasında rol 

oynarlar(18,19).

Aşağıda MTB ile bağlantılı TLR molekülleri hakkında 

bilgiler verilmektedir. 

TLR1

TLR1, özgül patojen ilişkili moleküler paterni ile Gram 

pozitif bakterileri tanır(20). TLR1 aynı zaman CD281 

olarak adlandırılır. TLR1, TLR2 (bir heterodimer ola-

rak) ile birlikte peptidoglikan ve lipoproteinleri tanır 

ve makrofaj ve nötrofillerin yüzeyinde bulunurlar(21).

TLR2

TLR2, CD282 olarak adlandırılmaktadır. TLR2, bakte-

riyel lipoproteinler, lipomannanlar ve lipoteikoik asit-

ler dâhil olmak üzere Gram-pozitif bakterilerin çeşitli 

PAMP’ların tanınmasında önemli rol oynar(22). TLR2, 

sırasıyla triaçile veya diaçile lipopeptitleri tanımak 

için TLR1 veya TLR6 ko-reseptörlerini kullanır. TLR1 

ve 6, TLR2 gibi plazma membranında belirtilir(23). 

TLR2, lipoteikoik asit ve di- ve tri-asetillenmiş sistein 

içeren lipopeptitler gibi lipit içeren PAMP’lara plaz-

ma membranından yanıt verir. Bunu, plazma memb-

ranında TLR1 veya TLR6 ile dimerik kompleksler 

oluşturarak yapar(24). Barbalat ve ark.’nın(25) yapmış 

olduğu çalışmada, enflamatuar monositlerde, 

TLR2’nin bakteri ile değil virüs tarafından aktivasyon 

gösterdiği ve Tip 1 IFN üretimine yol açtığı gösteril-

miştir. Ligandların tanınmasında sinyal oluşumunda 

TLR2’nin diğer TLR’ler ile dimerize olması 

gerekmektedir(26).

TLR4

TLR4, insanlardaki TLR4 geni tarafından kodlanan ve 

kromozom 9q-32-33 üzerinde bulunan bir proteindir. 

Yaklaşık uzunluğu 13 kb’dir. 222 amino asitlik bir pro-

teini kodlayan 3 eksonu vardır(19,27). TLR4, MTB enfek-

siyonuna doğuştan gelen bir bağışıklık tepkisinin 

ortaya çıkmasında yaşamsal bir rol oynamaktadır. Bu 

bakteriyel lipopolisakkaritlerin (LPS) tanınması ile 

ilgilidir. Aynı zamanda gram negatif bakterilerden 

lipopolisakkariti algılar ve doğuştan gelen bağışıklık 
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sisteminin aktivasyonuna izin verir(28). TLR4, CD284 

olarak da adlandırılır ve MD-2 olarak bilinen başka 

bir LRR proteini ile kompleks oluştururlar. LPS ve 

TLR4 arasında direkt etkileşim yoktur, ancak TLR4-

MD-2 kompleksinde MD-2, LPS bağlanması için bir 

köprü gibi davranır. Diğer lipid türlerinin de aktifleş-

tirme yeteneğinde olduğu gösterilmiştir(29).

TLR6

TLR6, insanlarda TLR6 geni tarafından kodlanan bir 

proteindir ve 2.391 baz çiftinden oluşur. TLR6, mono-

sit, monosit türevi olgunlaşmamış dendritik hücreler 

(iDC) ve nötrofillerin hücre yüzeyinde belirtilir(30). 

N-terminal sinyal peptidi, on dokuz tandem yinele-

nen hücre dışı LRR motifleri ve sitoplazmik bölgede 

bir Toll/IL-1R homoloji alanından oluşur. Bulaşıcı 

ajanlar üzerinde belirtilen PAMP’ları tanır ve etkin 

bağışıklığın gelişimi için gerekli sitokinlerin üretimine 

aracılık eder. Fonksiyon, ağırlıklı olarak fare hücrele-

rinde incelenmiştir. NF-κβ ve Jun N-terminal kinaz 

(JNK) yolakları, TLR6’nın temel söylemi ile aktive edi-

lir. İnsan hücrelerindeki araştırmalar, TLR6 ve TLR2’nin 

monosit plazma zarında yer aldığını göstermiştir. Bazı 

popülasyonlarda, kodlanmış proteinin hücre dışı ala-

nındaki Ser249Pro polimorfizmi artmış astım riski ile 

ilişkili olabilmektedir(31,32). Öte yandan, farklı patojen-

lerin tanınmasındaki, insan TLR6’nın spesifik rolü, 

TLR1 ve TLR2’ye göre daha az anlaşılmıştır(33). Son 

zamanlardaki çalışmalar, TLR6’daki ender SNP’lerin, 

bazı etnik gruplarda değişen NF-κβ sinyali ve artmış 

tüberküloz riski ile ilişkili olduğunu göstermiştir(34).

 

TLR8

TLR8, filogenetik olarak TLR7’ye çok benzemektedir. 

TLR8, genel olarak, HIV, VSV (Veziküler Stomatitis 

Virüs) ve influenza A virüsünden elde edilen R-848, 

bakteriyel RNA ve ssRNA’yı tanır. TLR8, monositlerde 

yüksek olmak üzere çeşitli dokularda belirtilir ve bak-

teri enfeksiyonu sonucu ifade düzeyi artar. Ayrıca 

sitokin salınımını sağlar(35).

TLR9

TLR9, insanlarda TLR9 geni tarafından kodlanan bir 

proteindir. Ayrıca, CD289 olarak da tanımlanmıştır(36). 

TLR9, orijinal olarak, bakterilerde sıklıkla bulunan, 

ancak omurgalılarda ender görülen, metillenmemiş 

2’-deoksiribo sitidin fosfat-guanosin (CpG) DNA 

motiflerini tanımaktadır(37). Sentetik CpG oligodeok-

sinükleotitleri (ODN’ler) TLR9 ligandları olarak işlev 

görür ve DNA’nın TLR9 tanınması, baz dizisinden 

bağımsız olarak gerçekleşir. pDC’lerin DNA virüs 

enfeksiyonu veya belirli CpG ODN’lerine karşılık ola-

rak büyük miktarda tip I IFN ürettikleri göz önüne 

alındığında, pDC’ler tarafından belirtilen TLR9, virüs 

enfeksiyonu için bir sensör olarak görev yapar(37,38).

MTB-TLR İlişkisi

Doğal bağışıklık sistemi MTB’ye karşı konak savun-

masında önemli bir rol oynamaktadır. İlk aşamada 

doğuştan bağışıklık sistemi hücreleri MTB’yi tanır. 

Toll-benzeri Reseptörleri, Nod-benzeri Reseptörleri 

ve C-tipi lektin reseptörlerini içeren birçok PRR sınıf-

ları MTB’i tanımada rol oynamaktadır. Tüberküloza 

bağışıklık tepkisinin başında, adaptör molekülleri ile 

TLR4 ve TLR6 en baskın işlevlere sahip olanlarıdır. 

MTB’i tanımada, TLR4’ün önemi, fare makrofajları ve 

transfekte CHO hücreleri ile yapılan çalışmalarla gös-

terilmiştir. TLR6, TLR2 ile heterodimer oluşturmakta-

dır. Mikobakteriler de bulunan hücre duvarı glikoli-

pidleri, bu heterodimerler tarafından tanınmaktadır. 

Bu bilgiler ışığında birçok bilim insanı TLR ailesinin 

tüberküloz üzerindeki etkisini araştırmıştır(11). Çoğu 

araştırmacı, farklı popülasyonlarda genotiplendirme 

yaparak, TLR ailesinin söylemine bakmış ve sonuçlar 

elde edilmiştir. Bununla birlikte HapMap verileri fark-

lı gruplara uygulanarak meta-analizler de yapılmıştır.

Selvaraj ve ark.(39), Güney Hindistan’daki sağlıklı ve 

hasta populasyonunda TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TIRAP 

ve TLR9 polimorfizmlerinin PTB direnci ve yatkınlığı-

na etkisini araştırmışlardır. TLR1 polimorfizminin allel 

ve genotip frekansları, PTB hastaları ve kontroller 

arasında anlamlı olarak farklı değildir. Hem kontrol 

hem de hasta gruplarında minor allel için homozigot 

genotipi bulunmadığını göstermişlerdir. Bununla bir-

likte, TLR4 polimorfizmlerinin allelleri ve genotip 

frekansları, kontrol ve PTB hastaları arasında anlamlı 

olmadığını bulmuşlardır. TLR9 polimorfizmleri ile 
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ilişkili olarak, allellerin ve genotiplerin frekansları 

sağlıklı kişilerde ve hastalarda benzerdir. T allel sıklı-

ğı, hastalar arasında sağlıklı kişilerle karşılaştırıldığın-

da anlamlı derecede yüksektir.

Hindistan’da Najmi ve ark.(28), TLR4 Asp299Gly ve 

Thr399Ile polimorfizmleri ile hastalığın şiddetli biçim-

de PTB’ye duyarlılığını bildirmişlerdir.

Randhawa ve ark.(40), TLR varyasyonlarının, BCG 

(Bacillus Calmette-Guérin) aşılarına yönelik değişen 

in vivo immün yanıtlarla ilişkili olduğunu bildirmiştir. 

BCG ile aşılanan Güney Afrika’daki bebekleri incele-

miş ve in-vivo BCG aşılamasından 10 hafta sonra TLR 

polimorfizmlerinin IL-2 veya IFN-γ yanıtları indüksi-

yonu ile ilişkili olduğunu bulmuşlardır. Ayrıca TLR6’nın 

C745T ve G1083C’sinin, sitokin deneyleri tarafından 

gösterilen lipopeptit uyarısına tepki olarak bir IL-6 

azalmasıyla ilişkili olduğunu da bulmuşlardır. 

Transfekte edilmiş HEK hücreleri diaçillenmiş lipo-

peptit veya MTB hücre lizatı ile uyarıldıklarında 

C745T varyant aracılı NF-κβ sinyali düşüktür. Bu araş-

tırmalardan sağlanan tüm veriler incelendiğinde, 

doğal bağışıklıkta, gen kusurlarının T hücreleri tara-

fından BCG kaynaklı sitokinlerin üretimini değiştire-

rek patojene bağlı adaptör yanıtlarını düzenlediği 

öne sürülmektedir.

TLR genleri TB dahil olmak üzere çeşitli bulaşıcı has-

talıklara duyarlılıkta önemli bir rol oynamaktadır. Bu 

amaçla Baker ve ark.(41), Uganda ve Güney Afrika 

popülasyonlarında TLR genlerinde genetik varyas-

yonlar üzerinde çalışmışlardır. Güney Afrika ve 

Uganda’dan elde edilen örneklerde TLR yolunda 4 

gende (TLR2, TLR4, TLR6 ve TIRAP) tam ekson dizile-

me gerçekleştirmişlerdir. TLR2 ve TLR6’da Uganda 

popülasyonları ile HapMap popülasyonları arasında-

ki haplotip sıklığında belirgin farklılıklar gözlemlen-

miştir. Çalışmanın önemli bulgularından biri de TIRAP 

ve TLR6’da yeni bir polimorfizm grubudur. Pek çok 

çalışma, genel olarak, dördüncü ekson içinde kodla-

nan TLR4 varyantının (Asp299Gly ve Thr399Ile) siner-

jik etkisini göstermiştir. 

Jahantigh ve ark.(27), İran popülasyonundaki akciğer 

TB enfeksiyonu ve TLR4 ve TLR9 genlerindeki potan-

siyel ilişkiyi incelemiş ve anlamlı bir ilişki bulamamış-

lardır. Buna karşılık, Zhang ve ark.(42), TLR1, TLR2 ve 

TLR6 polimorfizmlerinin PTB duyarlılığına ilişkin bir 

meta-analiz yapmışlar ve TLR6 ve TLR2 ile arasında 

anlamlı ilişki olduğunu göstermişlerdir.

Zhao ve ark.(43), 16 olgu kontrol çalışması üzerinde bir 

meta-analiz yaparak TLR4 rs4986791 ve TLR9 

rs352139 polimorfizmlerinin sırasıyla Afrikalılar ve 

Asyalılarda artmış PTB riski ile ilişkili olabileceğini 

göstermişlerdir. Yapılan diğer bir meta analizinde 

18907 kişi dâhil edilmiş ve TLR6 ile ilgili bilgiler, 

rs5743810 için anlamlı bir ilişki olduğunu göstermiş-

tir. Tüm etnik gruplarda bu polimorfizm hastalığa 

karşı koruma ile ilgilidir. TLR4 rs4986791’in T alelinin 

Asya alt grubunda TB riskini arttırdığı da bulunmuş-

tur. Ancak, sözü edilen meta-analizde, diğer TLR var-

yantlarının tüberküloz ile ilişkili olduğu bulunma-

mıştır(44).

Shey ve ark.(31), TLR6 SNP’lerinin lipopeptidlere ve 

tüm mikobakterilere karşı değişen immün yanıtlarla 

ilişkili olup olmadığını belirlemişlerdir. Polimorfizm 

ve lipopeptid ile indüklenen IL6 üretiminin bağlantı-

sını anlamak amacıyla genin kodlayan bölgesinin dizi 

analizini yapmışlardır. C745T ve G1083C polimor-

fizmlerinin, değiştirilmiş IL6 salınımı ile ilişkili olduğu-

nu bulmuşlardır. Sonuç olarak, TLR6 polimorfizmleri, 

değişmiş lipopeptid ile indüklenen sitokin yanıtları ve 

MTB’nin tanınmasında yer alabilir.

TARTIŞMA ve SONUÇ

MTB’nin enfeksiyona neden olduğu moleküler meka-

nizmalar tam olarak açıklanamamıştır; bu nedenle 

hastalıkla etkili terapilerle mücadele etmek veya 

önleme için strateji geliştirmek zordur. Önceki çalış-

malar, enfekte olmuş bazı bireylerin enfeksiyöz ajan 

için güçlü bir bağışıklık yanıtı sergilediğini ve bunun 

da hastalığın sonucunu belirlediğini göstermiştir(11). 

Doğal bağışıklık tepkisinin başlangıç noktasının oda-

ğında PAMP’lar bulunur. Bunlar, hücre yüzeylerinde 
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veya hücre içi bölmelerinde veya doku sıvılarında 

bulunan PRR tarafından tanınır ve kan dolaşımında 

dolanırlar. Bu PRR’ler tarafından tanınan PAMP’lar 

konakçı bağışıklık yanıtını başlatır ve düzenlerler. 

MTB’nin tanınması, TLR, konakçıdaki NLR ve C-tipi 

Lektin reseptörü gibi PRR’ler ile sağlanır(45). 

TLR polimorfizmleri TB’ye yatkınlık üzerinde büyük 

bir etkiye sahiptir. TLR’ler için belirli genotipi olan 

popülasyon üyelerinin, MTB ligandlarına afinitesi 

farklılık gösterebilir, bu nedenle sinyal iletiminde 

değişiklikler meydana gelebilir(46). TLR’ler, birçok 

patojene doğal bir bağışıklık tepkisi uyandıran trans-

membran proteinlerdir. TLR’ler tarafından tanınan 

mikobakteriyel ligandlar lipoarabinomannan, lipo-

mannan, fosfatidilinositol manozu ve 19 kDa lipopro-

teindir. Bu ligandların reseptörler tarafından tanın-

masından sonra TLR sinyal yolu, TIR alanının MyD88 

adaptör proteine bağlanmasıyla aktive edilir. 

İnflamatuvar sitokinlerin, özellikle de TNF-α seviyele-

rinin artması, bu durumda bakterilere karşı doğal 

bağışıklık tepkisini başlatır(46-48).

Buna ek olarak, bağışıklık sisteminde konakçı-patojen 

birlikteliklerinde TLR’lerden farklı birçok molekül 

vardır. Pek çok çalışma, MTB’nin tanınmasında 

TLR4’ün kritik rolü olduğunu göstermiştir(27).

Schurz ve ark.(44), TLR1, 2, 4, 6 ve 9 varyantlarda 

yaptıkları meta-analiz sonucunda, TLR1 

rs4833095’in TB’ye karşı dirençle ilişkili olduğunu 

göstermişlerdir. Bu SNP bir serin-asparajin dönü-

şümüdür. Bu, TLR’lerin katlanmasını ve liganda 

bağlanma verimliliğini etkiler ve ayrıca TLR2 ile 

heterodimer oluşumunu yok eder. TLR2, TLR1 ve 

TLR6 ile heterodimerler oluşturur. Bu yolla çeşitli 

ligandları tanırlar. Çünkü polimorfizmler, bozuk 

TLR2 aktivasyonuna neden olursa, birden fazla 

PRR’yi etkileyebilir ve bağışıklık yanıtı üzerinde 

bileşik bir negatif etkiye neden olabilir.

Asya popülasyonun da TB’ye yatkınlık TLR4 

ilişkilendirilmiştir(49). Najmi ve ark.(28) 135 PTB hastası 

ve 250 sağlıklı birey ile Asya Hint popülasyonun da 

TLR4 polimorfizmleri üzerinde çalışmış ve hastalarda 

TLR4 Asp299Gly mutasyonunun belirgin olarak yük-

sek frekansa sahip olduğu görülmüştür.

Wu ve ark.(50), TLR’leri Çin nüfusunda belirteç olarak 

kullanmışlardır. TLR2, 4, 8 ve 9’un, TB bağışıklığının 

ve doğal immünitenin aktivasyonunda TLR yolakları-

nın aktivasyonunda rol oynadığını öne sürmüşlerdir.

DeFranco ve ark.(51), Thr399Ile mutasyonunun TLR4 

yapısının hücre dışı alanını değiştirebileceğini ve 

bunun da ligandların TLR4 ile etkileşimini modüle 

edebileceğini önermektedir. Bu da bozulmuş bağışık-

lık tepkisine neden olabilir.

Öte yandan, birçok araştırmacı tarafından yapılan 

çalışmalarda tüberküloz ve TLR SNP’leri arasında 

herhangi bir ilişki bulunamamıştır. Bunun nedeni 

olarak TLR’lerin sinyal yolunda birçok molekülün yer 

aldığı göz önünde bulundurulmalıdır ve ilişki bulmak 

için birçok aday gen araştırılmalıdır(52).

En çok çalışılan gen, “Doğal Dirence Bağlı Makrofaj 

Protein 1” geni (NRAMP1) olarak bilinen Chr2q35’teki 

SLC11A1 genidir(53). Enfeksiyon hastalıklarında da 

Chr6p21.3’deki “histokompatibilite lökosit antijeni” 

(HLA) genleri önemli rol oynamaktadır(49). IFN-γ 

reseptör genleri mutasyonları, mikobakteri enfeksi-

yonu için özgül ve hayatidir. Yapılan diğer çalışmalar-

da, IL12, IL10 ve TNF-α polimorfizmlerinin tüberküloz 

hassasiyeti ile ilişkili olduğu gösterilmiştir(54). Bunun 

yanı sıra D vitamini MTB enfeksiyonlarına karşı doğal 

immüniteye aracılık eder. Literatürde, birçok çalışma 

vitamin D reseptörü gen varyasyonları ve tüberkülo-

zun birlikteliğini bildirmektedir(55,56).

PubMed veritabanında TLR polimorfizmleri ve tüber-

küloz ile ilgili 62 yayınlanmış makale bulunmaktadır. 

Bu çalışmalardan yalnızca ikisi ülkemizdeki merkez-

lerde yapılmıştır ve bu araştırıcılar TLR2 ve TLR4 

polimorfizmlerine sınırlı sayıda hastada bakmışlar-

dır(52,57,58). Ülkemizde tüberküloz önemli bir halk sağ-

lığı sorunu olduğundan, artan sayıda hasta ve kont-

rolle yapılan bu çalışmalar, bölgedeki literatüre katkı-

da bulunacaktır.



8

Türk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(1):1-10

TEŞEKKÜR

Bu derleme, İnönü Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından desteklenen 

2015/69 numaralı yüksek lisans tez projesi kapsa-

mında tamamlanmış olan R. Dilara Vaizoğlu’nun 

tezinden üretilmiştir. Yazarlar İnönü Üniversitesi 

Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne 

desteklerinden dolayı teşekkür ederler. 

KAYNAKLAR

1.	 Global Tuberculosis Report 2018. Geneva: World 
Health Organization; 2018. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 
IGO.

2.	 CDC. Tuberculosis. Centers for Disease Control and 
Prevention, 2016. http://www.cdc.gov/tb/statistics/
default.html (Erişim Tarihi: Temmuz 2017).

3.	 Schorey JS, Schlesinger LS. Innate immune responses 
to tuberculosis. Microbiology Spectr. 2016;4(6). 

	 https://doi.org/10.1128/microbiolspec.TBTB2-0010-2016
4.	 Manry J, Quintana-Murci L. A genome-wide perspective 

of human diversity and implications in infectious 
disease. Cold Spring Harb Perspect Med. 
2013;3(1):a012450 

	 https://doi.org/10.1101/cshperspect.a012450
5.	 Fareed M, Afzal M. Single nucleotide polymorphism in 

genome-wide association of human population: A tool 
for broad spectrum service. Egypt J Med Hum Genet. 
2013;14(2):123-34.

	 https://doi.org/10.1016/j.ejmhg.2012.08.001
6.	 Aitken N, Smith S, Schwarz C, Morin PA. Single 

nucleotide polymorphism (SNP) discovery in mammals : 
a targeted-gene approach. Mol Ecol. 2004;13(6):1423-
31.

	 https://doi.org/10.1111/j.1365-294X.2004.02159.x
7.	 Garvin MR, Saitoh K, Gharrett AJ. Application of single 

nucleotide polymorphisms to non-model species: a 
technical review. Mol Ecol Resour. 2010;10(6):915-34.

	 https://doi.org/10.1111/j.1755-0998.2010.02891.x
8.	 Schork NJ, Fallin D, Lanchbury JS. Single nucleotide 

polymorphisms and the future of genetic epidemiology. 
Clin Genet. 2000;58(4):250-64.

	 https://doi.org/10.1034/j.1399-0004.2000.580402.x
9.	 Daniel TM. The history of tuberculosis. Respir Med. 

2006;100(11):1862-70.
	 https://doi.org/10.1016/j.rmed.2006.08.006
10.	Willke Topçu A, Söyletir G, Doğanay M. Mycobacterium 

türlerinin genel özellikleri. Enfeksiyon Hastalıkları ve 
Mikrobiyolojisi, 3.Baskı, İstanbul: Nobel Kitapevleri. 
2008;2277-83.

11.	Kleinnijenhuis J, Oosting M, Joosten LA, Netea MG, 
Van Crevel R. Innate immune recognition of 
Mycobacterium tuberculosis. Clin Dev Immunol. 
2011;2011:405310.

	 https://doi.org/10.1155/2011/405310
12.	Medzhitov R, Preston-Hurlburt P, Janeway CA Jr. A 

human homologue of the drosophila toll protein 
signals activation of adaptive immunity. Nature. 
1997;388(6649):394-7.

	 https://doi.org/10.1038/41131
13.	Botos I, Segal DM, Davies DR. The structural biology of 

toll-like receptors. Structure. 2011;19(4):447-59.
	 https://doi.org/10.1016/j.str.2011.02.004
14.	Tang D, Kang R, Coyne CB, Zeh HJ, Lotze MT. PAMPs 

and DAMPs: signal 0s that spur autophagy and 
immunity. Immunol Rev. 2012;249(1):158-75.

	 https://doi.org/10.1111/j.1600-065X.2012.01146.x
15.	Kawai T, Akira S. TLR signaling. Cell Death Differ. 

2006;13(5):816-25.
	 https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4401850
16.	McGettrick AF, O’Neill LA. The expanding family of 

MyD88-like adaptors in toll-like receptor signal 
transduction. Mol Immunol. 2004;41(6-7):577-82.

	 https://doi.org/10.1016/j.molimm.2004.04.006
17.	McGettrick AF, O’Neill LA. Localisation and trafficking 

of toll-like receptors: an important mode of regulation. 
Curr Opin Immunol. 2010;22(1):20-7.

	 https://doi.org/10.1016/j.coi.2009.12.002
18.	Thoma-Uszynski S, Ochoa MT, Engele M, Sieling PA, Bo 

PL. Induction of direct antimicrobial activity through 
mammalian toll-like receptors. Science. 2001;291:15-
44.

	 https://doi.org/10.1126/science.291.5508.1544
19.	Rock FL, Hardiman G, Timans JC, Kastelein R, Bazan J F. 

A family of human receptors structurally related to 
drosophila toll. Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95(2):588-
93.

	 https://doi.org/10.1073/pnas.95.2.588
20.	Lien E, Ingalls RR. Toll-like receptors. Crit Care Med. 

2002;30(1 Suppl):S1-11.
	 https://doi.org/10.1097/00003246-200201001-00001
21.	Farhat K, Riekenberg S, Heine H, et al. Heterodimerization 

of TLR2 with TLR1 or TLR6 expands the ligand spectrum 
but does not lead to differential signaling. J Leukoc 
Biol. 2008;83(3):692-701.

	 https://doi.org/10.1189/jlb.0807586
22.	Oliveira-Nascimento L, Massari P, Wetzler LM. The role 

of TLR2 in infection and immunity. Front Immunol. 
2012;3:79.

	 https://doi.org/10.3389/fimmu.2012.00079
23.	Underhill DM, Ozinsky A, Hajjar AM, et al. The toll-like 

receptor 2 is recruited to macrophage phagosomes 
and discriminates between pathogens. Nature. 



9

R. D. Vaizoğlu ve C. Acar, Tüberküloz ve TLR İlişkisi

1999;401(6755):811-5.
	 https://doi.org/10.1038/44605
24.	Takeda K, Kaisho T, Akira S. Toll-like receptors. Annu 

Rev Immunol. 2003;21:335-76.
	 https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.21.120601.141126
25.	Barbalat R, Lau L, Locksley RM, Barton GM. Toll-like 

receptor 2 on inflammatory monocytes induces type I 
interferon in response to viral but not bacterial ligands. 
Nat Immunol. 2009;10(11):1200-7.

	 https://doi.org/10.1038/ni.1792
26.	Akira S. Mammalian toll-like receptors. Curr Opin 

Immunol. 2003;15(1):5-11.
	 https://doi.org/10.1016/S0952-7915(02)00013-4
27.	Jahantigh D, Salimi S, Alavi-Naini R, et al. Association 

between TLR4 and TLR9 gene polymorphisms with 
development of pulmonary tuberculosis in Zahedan, 
southeastern Iran. Scientific World Journal. 
2013;2013:534053.

	 https://doi.org/10.1155/2013/534053
28.	Najmi N, Kaur G, Sharma SK, Mehra NK. Human Toll-

like receptor 4 polymorphisms TLR4 Asp299Gly and 
Thr399Ile influence susceptibility and severity of 
pulmonary tuberculosis in the Asian Indian population. 
Tissue Antigens. 2010;76(2):102-9.

29.	Kim HM, Park BS, Kim JI, et al. Crystal structure of the 
TLR4-MD-2 complex with bound endotoxin antagonist 
Eritoran. Cell. 2007;130(5):906-17.

	 https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.08.002
30.	Takeuchi O, Kawai T, Sanjo H, et al. TLR6: A novel 

member of an expanding toll-like receptor family. 
Gene. 1999;231(1-2):59-65.

	 https://doi.org/10.1016/S0378-1119(99)00098-0
31.	Shey MS, Randhawa AK, Bowmaker M, et al. Single 

nucleotide polymorphisms in toll-like receptor 6 are 
associated with altered lipopeptide- and mycobacteria-
induced IL-6 secretion. Genes Immun. 2010;11:7:561-
72.

	 https://doi.org/10.1038/gene.2010.14
32.	Takeuchi O, Kawai T, Muhlradt PF, et al. Discrimination 

of bacterial lipoproteins by Toll-like receptor 6. Int 
Immun. 2001;13(7):933-40.

	 https://doi.org/10.1093/intimm/13.7.933
33.	Tantisira K, Klimecki WT, Lazarus R, et al. Toll-like 

receptor 6 gene (TLR6): single-nucleotide polymorphism 
frequencies and preliminary association with the 
diagnosis of asthma. Genes Immun. 2004;5(5):343-6.

	 https://doi.org/10.1038/sj.gene.6364096
34.	Ma X, Liu Y, Gowen BB, Graviss EA, Clark AG, Musser 

JM. Full-exon resequencing reveals toll-like receptor 
variants contribute to human susceptibility to 
tuberculosis disease. PLoS One. 2007;2(12):e1318.

	 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0001318
35.	Heil F, Hemmi H, Hochrein H, et al. Species-specific 

recognition of single-stranded RNA via toll-like receptor 
7 and 8. Science. 2004;303(5663):1526-9.

	 https://doi.org/10.1126/science.1093620
36.	Du X, Poltorak A, Wei Y, Beutler B. Three novel 

mammalian toll-like receptors: gene structure, 
expression, and evolution. Eur Cytokine Netw. 
2000;11(3):362-71.

37.	Hemmi H, Takeuchi O, Kawai T, et al. A toll-like receptor 
recognizes bacterial DNA. Nature. 2000;408(6813):740-5.

	 https://doi.org/10.1038/35047123
38.	Haas T, Metzger J, Schmitz F, et al. The DNA sugar 

backbone 2’ deoxyribose determines toll-like receptor 
9 activation. Immunity. 2008;28(3):315-23.

	 https://doi.org/10.1016/j.immuni.2008.01.013
39.	Selvaraj P, Harishankar M, Singh B, Jawahar MS, 

Banurekha VV. Toll-like receptor and TIRAP gene 
polymorphisms in pulmonary tuberculosis patients of 
South India. Tuberculosis (Edinb). 2010;90(5):306-10.

	 https://doi.org/10.1016/j.tube.2010.08.001
40.	Randhawa AK, Shey MS, Keyser A, et al. Association of 

human TLR1 and TLR6 deficiency with altered immune 
responses to bcg vaccination in south african infants. 
PLoS Pathog. 2011;7(8):e1002174. 

	 https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002174
41.	Baker AR, Qiu F, Randhawa AK, et al. Genetic variation 

in TLR genes in Ugandan and South African populations 
and comparison with HapMap data. PLoS One. 
2012;7(10):e47597.

	 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0047597
42.	Zhang Y, Jiang T, Yang X, et al. Pulmonary tuberculosis 

susceptibility: A systematic review and meta-analysis. 
PLoS One. 2013;8(5):e63357.

	 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063357
43.	Zhao L, Liu K, Kong X, Tao Z, Wang Y, Liu Y. Association 

of polymorphisms in toll-like receptors 4 and 9 with 
risk of pulmonary tuberculosis: A meta-analysis. Med 
Sci Monit. 2015;21:1097-106.

	 https://doi.org/10.12659/MSM.893755
44.	Schurz H, Daya M, Möller M, Hoal EG, Salie M. TLR1, 2, 

4, 6 and 9 variants associated with tuberculosis 
susceptibility: A systematic review and meta-analysis. 
PLoS One. 2015;10(10):e0139711.

	 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0139711
45.	Thada S, Valluri VL, Gaddam SL. Influence of Toll-Like 

receptor gene polymorphisms to tuberculosis 
susceptibility in humans. Scand J Immunol. 
2013;78(3):221-9.

	 https://doi.org/10.1111/sji.12066
46.	Means TK, Wang S, Lien E, Yoshimura A, Golenbock DT, 

Fenton MJ. Human Toll-like receptors mediate cellular 
activation by Mycobacterium tuberculosis. J Immunol. 
1999;163(7):3920-7.

47.	Heldwein KA, Fenton MJ. The role of toll-like receptors 



10

Türk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(1):1-10

in immunity against mycobacterial infection. Microbes 
Infect. 2002;4(9):937-44.

	 https://doi.org/10.1016/S1286-4579(02)01611-8
48.	Harding CV, Boom WH. Regulation of antigen 

presentation by Mycobacterium tuberculosis: a role for 
Toll-like receptors. Nat Rev Microbiol. 2010;8(4):296-
307.

	 https://doi.org/10.1038/nrmicro2321
49.	North RJ, Jung Y. Immunity to tuberculosis. Annu Rev 

Immunol. 2004;22:599-623.
	 https://doi.org/10.1146/annurev.immunol.22.012703.104635
50.	Wu L, Hu Y, Li D, Jiang W, Xu B. Screening toll-like 

receptor markers to predict latent tuberculosis 
infection and subsequent tuberculosis disease in a 
Chinese population. BMC Med Genet. 2015;16:19.

	 https://doi.org/10.1186/s12881-015-0166-1
51.	DeFranco AL, Crowley M, Finn A, Hambleton J, 

Weinstein SL. The role of tyrosine kinases and map 
kinases in LPS-induced signaling. Prog Clin Biol Res. 
1998;397:119-36.

52.	Vaizoglu RD. Investigation of some TLR polymorphisms 
in tuberculosis patients in Malatya. [Yüksek Lisans tezi] 
İnönü Üniversitesi, Malatya, 2017.

53.	Forget A, Skamene E, Gros P, Miailhe AC, Turcotte R. 
Differences in response among inbred mouse strains 

to infection with small doses of Mycobacterium bovis 
BCG. Infect Immun. 1981;32(1):42-7.

54.	Dorman SE, Picard C, Lammas D, et al. Clinical features 
of dominant and recessive interferon gamma receptor 
1 deficiencies. Lancet. 2004;364(9451):2113-21.

	 https://doi.org/10.1016/S0140-6736(04)17552-1
55.	Lewis SJ, Baker I, Davey Smith G. Meta-analysis of 

vitamin D receptor polymorphisms and pulmonary 
tuberculosis risk. Int J Tuberc Lung Dis. 2005;9(10): 
1174-7. 

	 https://doi.org/10.1038/jhg.2010
56.	Qu HQ, Fisher-Hoch SP, McCormick JB. Knowledge 

gaining by human genetic studies on tuberculosis 
susceptibility. J Hum Genet. 2011;56(3):177-82.

	 https://doi.org/10.1038/jhg.2010.164
57.	Biyikli OO, Baysak A, Ece G, Oz AT, Ozhan MT, Berdeli A. 

Role of toll-like receptors in tuberculosis infection. 
Jundishapur J Microbiol. 2016;9(10):e20224.

	 https://doi.org/10.5812/jjm.20224
58.	Dalgic N, Tekin D, Kayaalti Z, et al. Arg753Gln 

polymorphism of the human toll-like receptor 2 gene 
from infection to disease in pediatric tuberculosis. 
Hum Immunol. 2011;72(5):440-5.

	 https://doi.org/10.1016/j.humimm.2011.02.001



11

ÖZ

Amaç: Menenjit ve ensefalit, tanısının hızla konarak erken tedavi yapılması gereken komplikas-
yonları yüksek enfeksiyon hastalıklarıdır. Bu çalışmada, bölgemizde santral sinir sistemi (SSS) 
enfeksiyonları düşünülen olgulardan gönderilen beyin omurilik sıvısı (BOS) örneklerinin bakteriyo-
lojik kültür üremeleri ile Herpes Simplex virüsü (HSV-1/2) sıklığının araştırılması amaçlanmıştır.
Yöntem: SSS enfeksiyonu şüpheli 192 hastanın BOS örneği retrospektif olarak incelendi. BOS 
örneklerinden üreme olan kolonilerin tür düzeyinde tanımlamaları ve antibiyotik duyarlılıklarının 
belirlenmesi için VITEK 2 otomatize sistemi (BioMeriéux, Fransa) kullanıldı. BOS glukoz, protein 
ölçüm değerleri de kaydedildi. BOS örneklerinin HSV-1/2 yönünden kalitatif olarak incelenmesin-
de, Artus® HSV ½ QS-RGQ kiti (Qiagen, Almanya) ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Corbett Research 
6000, Avusturalya) real-time PZR sistemi kullandı.
Bulgular: 192 BOS örneğinin 11’inde (%6) üreme saptandı. İzole edilen mikroorganizmalar ara-
sında Streptococcus pneumoniae (%45), Staphylococcus epidermidis (%18), Klebsiella pneumoniae 
(%9), Citrobacter koseri (%9), Pseudomonas aeuroginosa (%9) ve Listeria monocytogenes (%9) 
saptandı. Laboratuvarımıza viral etken düşünülerek gönderilen 110 örneğin beşinde (%4.5) HSV-1 
DNA saptandı. BOS’un biyokimyasal paremetreleri değerlendirildiğinde, üreme saptanan 11 örne-
ğin tümünde glukoz düzeyleri düşük, protein düzeyleri ise yüksek bulundu. HSV-1 pozitif hastaların 
BOS glukoz düzeyi dördünde yüksek, protein düzeyi ise üç hastada yüksek bulundu. 
Sonuç: Bölgemizde menenjit ve ensefalite neden olan patojenlerin epidemiyolojisi sürveyans 
verilerine katkı sağlayacaktır. İzole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlılık profillerinin düzenli 
olarak izlenmesi de etkin tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkı sağlayabilir.

Anahtar kelimeler: Akut bakteriyel menenjit, beyin omurilik sıvısı, ensefalit, Herpes simpleks virüs

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 ½ 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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GİRİŞ

Menenjit, beyin ve omuriliği çevreleyen zarların inf-

lamasyonu olarak tanımlanır. Bakteriyel menenjit 

olguların çoğu çocukluk çağında meydana gelmekte 

ve akut bakteriyel menenjit yüksek oranda mortalite 

ve ciddi mobidite riski içeren ölümcül ve acil bir 

durum olarak nitelendirilmektedir(1). Bu nedenle 

erken tanı ve uygun antibiyotik tedavisi ileriki komp-

likasyonların önlenmesi açısından çok önemlidir. 

Bakteriyel menenjite sıklıkla neden olan etkenler 

arasında Streptococcus pneumoniae, Neisseria 

meningitidis ve Haemophilus influenzae type b’nin 

olduğu bildirilmektedir(2,3). Ancak menenjit patojen-

lerinin prevalansı ve menenjit etiyolojisi, hastaların 

yaşı, coğrafi bölgeler, mevsim, popülasyonun belirli 

etkenlere karşı duyarlılığı, genetik yapı, sosyoekono-

mik koşullar ve lokal endemik faktörlere bağlı olarak 

göre değişkenlik gösterebilir(1). 

Viral santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonları; menen-

jit, ensefalit, postenfeksiyoz ensefalomiyelit ve yavaş 

ilerleyen nörolojik hastalıklar gibi pek çok farklı klinik 

tablo ile karşımıza çıkabilir(4). Bu klinik tablolar her 

yaşta görülebilmekte ve aseptik menenjit ve ensefa-

lit olarak iki genel kategoride incelenmektedir. 

Enfeksiyonun tipine göre akut, subakut ya da kronik 

olabilen durumlara yol açabilmektedir(4).

Akut menenjit ve ensefalit enfeksiyonlarının etkenle-

ri arasında Herpes Simpleks Virüs (HSV) önemli bir 

yere sahiptir. Hızlı ilerleyen, ölüme veya kalıcı sekel-

lere neden olabilecek şekilde ciddi seyir gösterebilen 

bu enfeksiyonların kesinlikle erken tanı ve tedavisi 

gerekmektedir(5). Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), 

bu enfeksiyonların tanısında yüksek duyarlılık ve 

özgüllüğe sahip hızlı bir yöntem olarak 

yeğlenmektedir(6). Beyin omurilik sıvısında (BOS) PZR 

ile HSV DNA’nın saptanması, HSV ensefaliti tanısında 

altın standart yöntem olarak kabul edilmektedir(7). 

Bölgemizde SSS enfeksiyonlarının bakteriyel ve viral 

açıdan incelenmesiyle ilgili veri bulunmamaktadır. Bu 

çalışmada, bölgemizde SSS enfeksiyonları düşünülen 

olgulardan gönderilen BOS örneklerinin bakteriyolo-

jik kültür üremeleri ile Herpes Simpleks virüsü (HSV-

1/2) sıklığı ve incelenen BOS örneklerinin biyokimya-

sal özelliklerinin irdelenmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Ocak 2016 ile Aralık 2017 tarihleri arasında laboratu-

varımıza gönderilen ensefalit/menenjit şüpheli 192 

hastanın BOS örneği çalışma kapsamında incelendi. 

Hastaların BOS glukoz, protein değerlerine bakıldı ve 

hücre sayımı yapıldı. Laboratuvara gelen örnekler 

santrifüj edildikten sonra Gram boyama yapıldı ve 

koyun kanlı agar, eozin metilen blue agar ve çikola-

tamsı agara ekimleri yapıldı. Besiyerleri 24-48 saatlik 

inkübasyona bırakıldı. On sekiz-yirmi dört saatlik 

inkübasyon sonunda üreme olan kolonilerin tür 

düzeyinde tanımlamaları ve antibiyotik duyarlılıkları-

nın tespiti için VITEK 2 otomatize sistemi (BioMérieux, 

Fransa) kullanıldı. Antimikrobiyal duyarlılık sonuçları 

güncel CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) kriterlerine göre değerlendirildi(8). BOS glu-

koz normal değeri 40-70 mg/dL, BOS protein normal 

düzeyi ise 15-45 mg/dL olarak kabul edilmiştir. 

HSV-1/2 istemiyle gönderilen 110 BOS örneklerinin 

de eşzamanlı olarak bakteriyolojik kültürleri yapıldı. 

BOS örneklerinin HSV-1/2 yönünden kalitatif olarak 

incelenmesinde, Artus® HSV½ QS-RGQ kiti (Qiagen, 

Almanya) ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM (Corbett 

Research 6000, Avusturalya) real-time PZR sistemi 

kullandı. BOS örneklerinden nükleik asit izolasyonu 

spin kolon yöntemi ile QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen, 

Almanya) kullanılarak yapıldı.

BULGULAR

BOS örnekleri çalışılan hastaların 86’sı (%45) kadın, 

106’sı (%55) erkek olup, ortanca yaş değeri 38 (yaş 

aralığı: 0-95 yıl) olarak bulunmuştur. Hastaların 61’i 

(%32) çocuk (yaş aralığı:0-18 yıl), 131’i (%68) erişkin 

(yaş aralığı: 19-95 yıl) yaş grubundadır. İşleme alınan 
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192 BOS örneğinin 11’inde (%6) üreme saptandı. 

Üreyen etkenlerin kliniklere göre dağılımına bakıldı-

ğında, en sık acil ve çocuk hastalıkları servisinden 

olmak üzere intaniye ve beyin cerrahi kliniklerinden 

gönderilen örneklerde üreme belirlendi. Üreme sap-

tanan örneklerin beşi hidrosefali nedeni ile şant 

takılan hastalarda saptanırken, diğer hastalarda ise 

travma veya geçirilen bir operasyon öyküsü bulun-

maktaydı. İzole edilen mikroorganizmalar arasında 

Streptococcus pneumoniae (%45), Staphylococcus 

epidermidis (%18), Klebsiella pneumoniae (%9), 

Citrobacter koseri (%9), Pseudomonas aeuroginosa 

(%9) ve Listeria monocytogenes (%9) belirlendi. 

Tüm numunelerden yapılan hücre sayımlarında 1.000/

mm3 üzerinde hücre görüldü. Üreme saptanan tüm 

hastaların BOS proteinleri artmış, glukoz düzeyleri 

azalmıştı (Tablo 1).

Streptococcus pneumoniae suşlarında en yüksek 

direnç trimetoprim sülfametaksazole (%75) karşı 

saptanırken, penisilin, seftazidim, seftriakson, 

levofloksasin, vankomisin direncine rastlanmadı. 

S. epidermidis suşlarının hepsinde penisilin ve oksa-

silin (%100) direnci saptandı (Tablo 2).

Laboratuvarımıza PCR istemiyle gönderilen 110 

örnekte HSV-1/2 çalışıldı. Yüz on örneğin beşinde 

(%4.5) HSV-1 pozitif saptanırken, HSV-2 hiçbir örnek-

te belirlenmedi (Tablo 1). HSV-1 DNA tespit edilen 

örneklerde kültür üremesi saptanmamıştır. HSV-1 

pozitif olan dört hastanın BOS glukoz düzeyi yüksek 

bulundu. Protein düzeyi ise iki hastada normal, üç 

hastada yüksek bulundu.

Çalışmamızda, BOS’un biyokimyasal paremetreleri 

tüm örnekler arasında değerlendirildiğinde; 86’sında 

(%44) BOS glukoz düzeyleri yüksek düzeylerde, 

125’sinde (%65) ise BOS protein değerleri yüksek 

düzeylerde saptandı. Viral ve bakteriyel etkenlerin 

izole edildiği BOS örneklerinin protein ve glukoz 

düzeyleri Tablo 1’de gösterilmiştir.

Tablo 1. BOS örneklerinin bakteriyel ve viral açıdan laboratuvar incelemesi.

Sayı

5
2
1
1
1
1
5

Etken

Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pneumoniae
Citrobacter koseri

Listeria monocytogenes
Pseudomonas aeuroginosa

Herpes Simpleks Virüs 

BOS Glukoz
(mg/dL)

1-13
5-11

0
25
1

22
71-203

Eşzamanlı kan glukoz 
(mg/dL)

96-159
42-298

149
109
122
113

91-354

BOS protein
(mg/dL)

222-578
276-320

350
258
374
298

29-56

Lökosit-PNL

çok sayıda 
çok sayıda 
çok sayıda 
çok sayıda 
çok sayıda 
çok sayıda 

- 

Hücre sayımı

1000 ≤
1000 ≤
1000 ≤
1000 ≤
1000 ≤
1000 ≤

-

Tablo 2. İzole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlılıkları ve kliniklere göre dağılımı.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

S. pneumoniae
S. pneumoniae
S. pneumoniae
S. pneumoniae
S. pneumoniae
S. epidermidis
S. epidermidis
K .pneumoniae 

C. koseri
L. monocytogenes

P. aeruginosa

AMC

-
-
-
-
-
-
-
S
S
-
-

S: Duyarlı, R:Dirençli, 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: 
İmipenem, MEM: Meropenem, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, E: Eritromisin

TZP

-
-
-
-
-
-
-
S
S
-
S

GM

-
-
-
-
-
R
R
S
S
S
S

AN

-
-
-
-
-
-
-
S
S
-
S

T

R
S
R
S
S
R
R
-
-
-
R

CXM

S
S
S
S
S
-
-
R
R
-
S

CRO

S
S
S
S
S
-
-
R
R
-
-

P

S
S
S
S
S
R
R
-
-
-
-

OXA

-
-
-
-
-
R
R
-
-
-
-

SXT

S
R
S
R
R
S
S
S
S
S
-

VAN

S
S
S
S
S
S
-
-
-
-
-

TEC

S
S
S
S
S
S
-
-
-
-
-

İMP

-
-
-
-
-
-
-
S
S
-
S

MEM

-
-
-
-
-
-
-
S
S
-
S

CIP

S
S
S
S
S
-
-
S
S
S
S

LEV

S
S
S
S
S
-
-
-
S
S
S

E

R
S
S
S
S
-
-
-
-
S
-

Servis

Acil
Çocuk hastalıkları
Çocuk hastalıkları

Acil
Acil

Çocuk hastalıkları
Beyin cerrahi

Acil
Çocuk hastalıkları

İntaniye
Çocuk hastalıkları
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TARTIŞMA

Akut bakteriyel menenjit çocuklarda ve yenidoğan 

bebeklerde dünya genelinde önemli bir sağlık sorunu 

olduğundan erken tanı konarak acil tedavi edilmesi 

gerekmektedir(2,3,9). Bazı gelişmekte olan ülkelerde, 

akut bakteriyel menenjitin mortalite oranı yeni ve 

etkili antibiyotikler bulunmasına rağmen hâlâ çok 

yüksektir (%16-32)(9-11). 

Menenjite neden olan bakterilerin sıklığı, bölgeler 

arasında farklılıklar gösterebilmektedir. Batı ülkele-

rinde, yetişkinlerde S. pneumoniae, yenidoğanlarda 

ve küçük çocuklarda ise S. pneumoniae, H. influenzae 

ve N. meningitidis en sık menenjite neden olan 

etkenler olarak bildirilmiştir(12). Van de Beek ve 

ark.’nın(13) toplum kökenli akut bakteriyel menenjit 

hastalarını inceledikleri bir çalışmada ise, S. pneumoniae 

(%51) ve N. meningitidis (%37) en sık rastlanan pato-

jenler olarak belirlenmiştir. Ülkemizde yapılan bir 

çalışmada ise, bakteriyel menenjitli çocuklardan izole 

edilen dominant bakteri olarak N. meningitides 

serogroup W135 rapor edilmiştir(14). Yine ülkemizde 

akut bakteriyel menenjitli hastaların dokuz yıllık 

etken dağılımının incelendiği bir başka çalışmada; 

S. pneumoniae, H. influenzae ve N. meningitidis sık-

lıkları sırasıyla %27, %11 ve %11 oranlarında 

bildirilmiştir(15). Çalışmamızda ise en sık S. pneumoniae 

(beş hastada) saptanırken, sonrasında S. epidermidis 

(iki hastada) saptanmıştır. Bunların yanında birer 

hastada K. pneumoniae, C. koseri, P. aeuroginosa ve 

L. monocytogenes saptanmıştır. Bu çalışmalara bakıl-

dığında, menenjitten sorumlu patojenlerin sıklıkları-

nın nispeten değişebildiği görülmektedir. 

Çocuklardaki akut bakteriyel menenjitin epidemiyo-

lojisinde son zamanlarda bazı değişiklikler 

gözlenmektedir(16). Bu değişikliklerden biri bazı geliş-

miş ülkelerde aşı uygulamasına bağlı  olarak 

S. pneumoniae, H. influenzae type b ve N. meningitides 

prevalansındaki anlamlı azalmadır(17,18). Çalışmamızda 

da, benzer olarak akut bakteriyel menenjitin sık 

etkenleri  arasından H. inf luenzae  t ip b ve 

N. meningitidis’e rastlanılmadı. S. pneumoniae ise 

gönderilen örneklerin beşinde (%3) üredi. Bu bulgu-

lar menenjit aşısı uygulanan diğer gelişmiş ülkelerde-

ki verilerle uyumlu olarak ülkemizde de aynı şekilde 

prevalanstaki bir azalmayı doğrular niteliktedir. 

Akut bakteriyel menenjit epidemiyolojisindeki bir 

diğer değişiklik ise dünya genelinde pnömokok suşla-

rındaki direnç artışıdır. Bilinçsiz ve uygun olmayan 

antibiyotik kullanımı da dirençli bakterilerin seçilme-

sini arttırarak tedaviye dirençli menenjit olgularının 

gelişimine katkıda bulunmaktadır(19,20). 

Viral SSS enfeksiyon etkeni olan HSV, ensefalit ve 

menenjit gibi hastalıklara neden olabilmektedir(21). 

Aseptik menenjitlerde çocuklarda en sık etken ente-

roviruslar olmakla birlikte, HSV diğer önemli virus 

grubunu oluşturmaktadır(22). HSV-2’nin sorumlu 

tutulduğu menenjit tabloları, daha çok genital her-

pes enfeksiyonları sonrası reaktivasyonla oluşan 

sınırlı bulgulara sahip ve kendiliğinden düzelebilen 

özellikte olmaktadır(23). 

Viral ensefalitler için bugüne kadar elde edilen bul-

gulara göre en sık karşılaşılan etiyolojik ajanın HSV-1 

olduğu gösterilmiştir. Yıllık insidansı 1-4/1 milyon 

olan HSV-1; ensefalit olgularının %0.8-30’unda, nek-

rotizan ensefalitlerin %20-75’inde etken olarak rapor 

edilmiştir(24). Son yıllardaki bazı araştırma sonuçları 

ise HSV-1 ile beraber, VZV, enteroviruslar ve influen-

za A virus gibi ajanların başlıca viral etkenler olduğu-

nu göstermektedir(25). HSV-2’ye bağlı gelişen ensefalit 

ise özellikle infantlar olmak üzere her yaş grubunda 

nadiren ciddi ensefalit tablolarına neden 

olabilmektedir(23). 

Akut HSV ensefaliti, önceleri morbiditesi çok yüksek 

bir hastalık iken asiklovir’in kullanımıyla tedavi edile-

bilir bir hastalık hâline gelmiş ve HSV ensefaliti ile 

ilişkili morbidite oranı son yıllarda %5-15’e kadar 

düşmüştür(26). Fakat antiviral ilaç kullanımı, HSV’ye 

bağlı mortaliteyi erken tanı ve tedavide daha etkin 

olarak azaltmaktadır. Kötü prognozlu HSV ensefaliti-

ne ise hastalığın teşhisinde ve tedavisinde gecikme 

olduğu zaman rastlanılmaktadır(27). Bu nedenle SSS 
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enfeksiyonunun en kısa sürede tanımlanması, etke-

nin belirlenip tedavinin başlanılması büyük önem 

göstermektedir. PZR, bu enfeksiyonların laboratuvar 

tanısında kullanılan altın standart yöntemdir(5). 

HSV’nin ensefalit/menenjit şüpheli olgulardaki etiyo-

lojik rollerini araştırdığımız bu çalışmada, HSV 

DNA’sının gösterilmesini sağlayan real-time PZR yön-

temi kullanılmıştır.

HSV’ye bağlı SSS enfeksiyonu ile ilgili yapılan çalış-

malarda, Bhaskaran ve ark.(28) 1663 BOS örneğinde 

%0.9 oranında HSV DNA pozitif bulmuşlardır. Bir 

başka çalışmada, viral SSS enfeksiyonu düşünülen 

662 hastanın BOS örneğinde %2.87 oranında HSV-1 

DNA, %1.5 oranında HSV-2 DNA pozitif saptamıştır(29). 

Ülkemizde yapılan çalışmalarda ise, elde edilen veri-

lere göre HSV DNA pozitiflik oranının %1-19 arasında 

saptandığı gözlenmektedir(30-32). Çalışmamızda ise, 

literatürle uyumlu olarak PCR istemi olan 110 BOS 

örneğinin beşinde (%4.5) HSV-1 DNA pozitif olarak 

saptanmıştır. Ancak, HSV-1 DNA’nın enfeksiyonun 

ilerleyen günlerinde saptanmasındaki zorluk veya 

hastalara asiklovir tedavisi başlandıktan sonra örnek 

gönderilmesi gibi nedenler, çalışmamızdaki HSV-1 

DNA saptanma oranlarını düşürmüş olabilir.

Çalışmamızda, BOS’un biyokimyasal paremetreleri 

tüm örnekler arasında değerlendirildiğinde, 86’sında 

(%44) BOS glukoz düzeyleri, 125’inde (%65) ise BOS 

protein değerleri yüksek düzeylerde saptandı. 

Bakteriyel menenjitlerde BOS glukoz konsantrasyonu 

<40 mg/dL şeklindedir ve BOS/serum glukoz kon-

santrasyonu oranı hastaların %70 kadarında 0.3’ün 

altındadır. BOS proteini ise bütün hastalarda artmak-

tadır. Çalışmamızda, klavuzlarla uyumlu olarak, 

üreme saptanan örneklere ait BOS glukoz düzeyleri 

düşük, protein düzeyleri ise yüksek saptandı. BOS’un 

incelenmesinde glukoz normal, protein normal/art-

mış saptanması olası viral ensefalit düşündürmekte-

dir. Yine çalışmamızda, HSV-1 pozitif olan hastalarda-

ki BOS glukoz ve protein düzeyleri klavuzlardan farklı 

olarak çoğunlukla yüksek düzeyde saptandı. 

SSS enfeksiyonlarında mortalite ve morbidite oranı 

yüksek olduğundan etkenin çok hızlı tanımlanması 

yaşamsal öneme sahiptir. Herpes virüslerinin neden 

olduğu ensefalit olguları ile daha sık karşılaşılsa da 

diğer viral ve bakteriyel etkenler de akılda tutulmalı-

dır. Bölgemizde menenjite neden olan patojenlerin 

epidemiyolojisi sürveyans verilerine katkı sağlaya-

caktır. İzole edilen bakterilerin antibiyotik duyarlılık 

profillerinin düzenli olarak izlenmesi de etkin tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesine katkı sağlayabilir. Aynı 

zamanda elde edilen verilerle, etken bakterilere karşı 

aşılamada hedeflerin belirlenmesinde kolaylık sağla-

nabilir.
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ÖZ

Amaç: Karbapeneme dirençli Klebsiella pneumoniae ile gelişen enfeksiyonların tedavisinde yaşa-
nan kısıtlılıklar, son yıllarda yüksek morbidite ve mortalite ile ilişkilendirilmiştir. Bu enfeksiyonlara 
karşı son seçenek ilaç olarak görülen kolistinin yaygın kullanımı sonucu kolistin direncinde artış 
görülmektedir.
Yöntem: Bu çalışmada, Eylül 2018-Aralık 2018 tarihleri arasında Hacettepe Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Merkez Laboratuvarı’nda çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş ve karbapenem direnci 
belirlenmiş 81 K. pneumoniae izolatında kolistine duyarlılık sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle EUCAST 
standartlarına göre belirlenmiştir.
Bulgular: Test edilen izolatların %39.5’inde (n=32) kolistin direnci saptanmıştır. İdrar izolatlarının 
%35’i, kan izolatlarının %56’sı kolistin dirençli bulunmuştur. Çalışmaya dâhil edilen 3 beyin omu-
rilik sıvısı örneği de kolistin dirençli olarak belirlenmiştir.
Sonuç: Yüksek kolistin direnç oranları çoklu ilaç dirençli K. pneumoniae enfeksiyonlarının tedavi-
lerinde sorun yaşanmasına neden olacaktır.

Anahtar kelimeler: Karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae, kolistin, antimikrobiyal duyarlılık

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.
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Çok ilaca dirençli Gram-negatif bakteriler dünyada 

birçok ülkeden artan oranda rapor edilmektedir(1). 

Karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae yüksek 

mortalite oranlarının görüldüğü salgınlara neden 

olabilen, özellikle yoğun bakım hastalarından sıklıkla 

izole edilen nozokomiyal patojenlerdendir(2). Çok 
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ilaca dirençli, genişlemiş spektrumlu beta laktamaz 

(ESBL) ve karbapenemaz enzimlerini bulunduran izo-

latlar özellikle gelişmekte olan ülkelerde, antibiyotik-

lerin aşırı ve yanlış kullanımı ile birlikte yüksek preve-

lans göstermektedir(3,4). 

Geniş etki spektrumu olan karbapenemler, ESBL üre-

ten enterik bakterilerde ilk seçenek tedavilerdendir(5). 

Karbapenem dirençli bakteriyel enfeksiyonlarda en 

sık izole edilen etken K. pneumoniae’dır. Dünya Sağlık 

Örgütü (DSÖ) tarafından 2014 yılında yayınlanan 

global direnç raporuna göre K. pneumoniae karbape-

nem dirençli izolatlar %50 üzerinde bildirilmiş ve bu 

oranın oldukça kritik seviyelerde olduğu 

vurgulanmıştır(6). DSÖ CAESAR 2018 yılı raporuna 

göre ise Türkiye’de kan ve beyin omurilik sıvısı örnek-

lerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarında 

ertapenem direnci %43, İmipenem/meropenem 

direnci %38 olarak bildirilmiştir(7).

Karbapeneme dirençli K. pneumoniae enfeksiyonları-

nın tedavisinde son seçenek tedavi alternatifi olan 

kolistin (Polimiksin E) kullanılmaktadır. Kolistin, poli-

miksin grubu eski bir antibiyotik olup, daha önceki 

yıllarda nefrotoksisite ve nörotoksisite gibi yan etkile-

rinden dolayı kullanımı yeğlenmemiştir(8,9). Ancak 

günümüzde kolistin, karbapenem dirençli Gram-

negatif etkenlerin tedavisi için tigesiklin ile birlikte tek 

tedavi alternatifi olarak artan oranda kullanılmaktadır. 

Kolistin, özellikle karbapenem dirençli K. pneumoniae 

kan dolaşımı enfeksiyonlarında, konsantrasyona bağlı 

bakterisidal etkisi ve serumda yeterli konsantrasyona 

ulaşabilme özellikleri ile tek seçenek tedavidir(10).

Kolistinin karbapenem dirençli K. pneumoniae’da tek 

seçenek tedavi olması ile birlikte kullanımı yaygınlaş-

mış ve kolistin direnci artmaya başlamıştır. Kolistin 

direnci kromozomal mutasyonlar sonucu veya plaz-

mid aracılı olabilmektedir(11,12). Karbapenem dirençli 

enterik bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlarda 

tek seçenek tedavi olan kolistine karşı direnç günü-

müzde önemli klinik sorunların başında gelmektedir. 

Bu çalışmada, Eylül 2018-Aralık 2018 tarihleri arasın-

da çeşitli klinik örneklerden izole edilen karbapenem 

dirençli K. pneumoniae izolatlarında kolistin direnç 

prevelansının saptanması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada, Eylül 2018-Aralık 2018 tarihleri arasın-

da izole edilen çeşitli klinik örneklerden izole 81 

K. pneumoniae izolatı dâhil edilmiştir. Kan kültürü 

örnekleri BD BACTEC Fx (Becton Dickinson, Maryland, 

ABD) otomatize sisteminde inkübe edilmiştir. Üreme 

sinyali veren örnekler Gram boyama işlemine tabi 

tutulmuş ve %5 koyun kanlı agar, çukulata agar, Mac 

Conkey agar besiyerlerine ekilerek 24-48 saat süre-

since inkübe edilmiştir. İdrar örnekleri %5 koyun 

kanlı agar ve Mac Conkey agar besiyerlerine, solu-

num sistemi örnekleri %5 koyun kanlı agar, çukulata 

agar, Mac Conkey agar besiyerlerine, periton sıvısı, 

doku ve safra örnekleri ise %5 koyun kanlı agar, çuku-

lata agar, Mac Conkey agar ve Tiyoglukonatlı sıvı 

besiyerlerine ekilerek 24-48 saat süresince inkübe 

edilmiştir. Besiyerlerinde üreme gözlenen mikroor-

ganizmaların tanımlanmasında konvansiyonel yön-

temler ve MALDI TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) 

kullanılmıştır. K. pneumoniae izolatlarının antibiyotik 

duyarlılık testleri PhoenixTM 100 otomatize sistemi 

(Beckton Dickinson, ABD) ile saptanmıştır. Otomatize 

sistem ile karbapenemlerden en az birine karşı 

direnç saptandığında gradiyent test ile konfirmasyo-

nu yapılmış ve gradiyent test sonuçları baz alınmıştır. 

Dolayısıyla, PhoenixTM 100 otomatize sisteminden 

elde edilen imipenem, meropenem ve ertapenem 

duyarlılık sonuçları gradient test (Biomerieux, Fransa) 

ile konfirme edilmiş, gradient testle de imipenem, 

meropenem ve ertapenem direnci saptanan izolat-

lar, karbapenem dirençli olarak kabul edilmiştir. 

Hastane merkez laboratuvarına gönderilen çeşitli 

klinik örneklerden izole edilen 81 adet K. pneumoniae 

izolatının kolistine duyarlılığı sıvı mikrodilüsyon yön-

temiyle EUCAST standartlarına göre saptanmıştır. 

Duyarlılık kategorileri EUCAST v8.1’de belirtilen klinik 

duyarlılık sınır değerlerine göre belirlenmiştir. Kolistin 

için MİK ≤2 mg/L bulunan izolatlar duyarlı olarak 



19

C. Özkul Koçak ve G. Hazırolan, Klebsiella pneumoniae’da Kolistin Direnci

Şekil 1. Çalışmaya dâhil edilen klinik örneklerin alındığı bölgeye göre yüzde dağılımı.

% 49.38 İdrar

% 30.86 Kan

% 6.17 Balgam

% 3.70 BOS

% 2.47 Doku

% 2.47 Püy

% 1.23 Derin trakeal aspirat

% 1.23 Periton sıvısı

% 1.23 Plevra sıvısı

% 1.23 Safra

Şekil 2. Karbapeneme dirençli K. pneumoniae izolatlarında, A) Kolistinin minimum inhibitör konsantrasyon değerine göre 
bulunan izolat sayısı; B) Kolistine duyarlı ve dirençli izolatların yüzde dağılımı.

% 60.49 Kolistin duyarlı
% 39.51 Kolistin dirençli

Toplam=81

K.
 p

ne
um

on
ia

e 
(n

)
kabul edilmiştir(13). Özetle, Mueller Hinton Broth ekle-

nen 96 kuyucuklu mikroplaklarda kolistinin 0.0625-64 

μg/mL aralığındaki iki kat azalan konsantrasyonları 

hazırlanmıştır. Kolistin sülfatın kullanım konsantrasyo-

nu (Sigma, ABD) 128 μg/mL olarak hazırlanmıştır. 

Kolistine duyarlı ve kolistin dirençli kontroller için sıra-

sıyla Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr1 pozitif E. coli 

NCTC 13846 standart bakterileri kullanılmıştır.

BULGULAR

Çalışmaya dâhil edilen 81 K. pneumoniae izolatının 

izole edildikleri klinik örneklerin sıklığı sırasıyla 40 

(%49.4) idrar, 25 (%30.9) kan, 5 (%6.2) balgam, 3 

(%3.7) beyin omurilik sıvısı, 2 (%2.5) doku, 2 (%2.5) 

püy, 1 (%1.2) periton sıvısı, 1 (%1.2) plevra sıvısı, 1 

(%1.2) safra, 1 (%1.2) derin trakeal aspirat) olarak 

sınıflandırılmıştır (Şekil 1).

Karbapeneme dirençli olarak belirlenen 81 izolatın 

kolistin direnci EUCAST tarafından önerilen sıvı mik-

rodilüsyon yöntemi ile belirlenmiş ve izolatların 

%39.51’i dirençli olarak saptanmıştır (Şekil 2). 

Sözgelimi, alındığı bölgeye göre değerlendirildiğinde 

balgam, derin trakeal, aspirat, doku, periton sıvısı, 

safra örneklerinden izole edilen K. pneumoniae izo-

latlarının tümünün kolistin duyarlı olduğu saptanmıştır. 
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Çalışmamıza dâhil edilen 3 BOS örneğinin tümünde 

kolistin dirençli izolatlar olduğu belirlenmiştir. İdrar 

örneklerinde kolistin dirençli izolat oranı %35 olarak 

belirlenmiştir. Kan örnekleri tek başına değerlendiril-

diğinde ise, kolistin dirençli izolatlar %56 oranında 

saptanmıştır (Tablo 1). 

TARTIŞMA

Kolistin (Polimiksin E), kuvvetli katyonik polipeptid 

antibiyotiklerdendir. Gram-negatif bakterilerin dış 

membranında bulunan lipopolisakkaritlere bağlana-

rak hücre membranının bozulmasına ve bakterinin 

ölümüne neden olur. Kolistinin dâhil olduğu polimik-

sin grubu antibiyotikler ilk kez 1947 yılında izole 

edilmiş ancak toksik etkileri nedeni ile kullanımı ter-

cih edilmemiştir(8). Karbapenem dirençli enterik bak-

terilerin son yıllardaki hızlı artışı sonucu bu enfeksi-

yonlarda kolistin kullanımı tek seçenek tedavi olarak 

yeniden gündeme gelmiştir(3,10). 

Klebsiella pneumoniae türlerindeki artan direnç yayı-

lımı tedavi alternatiflerini sınırlandırması nedeni ile 

önemli bir sorun hâline gelmiştir. Karbapenem 

dirençli izolatlar bütün beta-laktamlara in-vitro 

dirençli olup, bu bakterilerde sıklıkla kinolon grupla-

rına da direnç gözlenmekte ve son seçenek tedavi 

alternatifi olarak kolistin kullanılabilmektedir(3). 

Karbapenem dirençli enterik bakterilerde kolistinin 

yaygın kullanımı sonucu K. pneumoniae suşlarında 

kolistin direnci kritik seviyelere ulaşmaya 

başlamıştır(14,15). Kolistin direnci kromozomal mutas-

yonlar sonucu oluşabildiği gibi, plazmid aracılı direnç 

gelişimi de gözlenebilmektedir(7,11,12). Plazmid aracılı 

kolistin direncinden sorumlu olan mcr-1, mcr-2 ve 

mcr-3 genlerinin 2015 ve 2017 yılları arasında tanım-

lanmış ve horizontal geçişin kolistin direncinin hızlı 

yayılımındaki rolü fark edilmiştir(9,11,12). 

Dünyada farklı referans yöntemlerin kullanılarak 

yapıldığı çalışmalarda farklı sonuçlar bildirilmiştir. 

Farklı çalışmalar ve çalışmamızda belirlenen kolistin 

direnç yüzdesi Tablo 2’de özetlenmiştir. Kolistin 

duyarlılığı için referans yöntem EUCAST önerilerine 

Tablo 1. Örneklerin alındığı bölgeye göre kolistin direnç oranları.

İdrar
Kan
Balgam
Beyin omurilik sıvısı
Doku
Püy
Derin trakeal aspirat
Periton sıvısı
Plevra sıvısı
Safra

Kolistin dirençli (n)

14
14
0
3
0
1
0
0
0
0

Kolistin duyarlı (n)

26
11
5
0
2
1
1
1
1
1

Toplam (n)

40
25
5
3
2
2
1
1
1
1

Tablo 2. Çalışmamızda ve literatürde diğer bazı çalışmalarda saptanan karbapenem dirençli Klebsiella pneumoniae izolatlarında kolistin 
direnç (ColR) yüzdeleri.

Referans

Bizim çalışmamız
Rojas ve ark., 2017(14)

Souli ve ark., 2010(20)

Meletis ve ark., 2011(27)

Samonis ve ark., 2012(28)

Capone ve ark., 2013(15)

Halaby ve ark., 2013(29)

Chen ve ark., 2011(30)

Yöntem

Sıvı mikrodilüsyon
Sıvı makrodilüsyon, E-test

E-test
Sıvı mikrodilüsyon

E-test
VITEK2, Sıvı mikrodilüsyon

E-test
Agar dilüsyon

Değerlendirme kriteri

EUCAST
CLSI ve FDA

EUCAST
EUCAST
EUCAST
EUCAST
EUCAST
EUCAST

n

81
246
50
20
65
97

134
68

ColR (%)

39.5
13.0
14.0
20.0
24.6
36.1
55.2
4.4
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göre sıvı mikrodilüsyon olarak belirlenmiştir(16). Bu 

nedenle literatürde gradient test yönteminin kulla-

nıldığı çalışmalarda farklı düzeyde hata oranları 

bildirilmektedir(14,17). Disk difüzyon yöntemi uygula-

ma kolaylığı nedeniyle kolistin duyarlılığında sık kul-

lanılan bir yöntem olmakla birlikte sıvı mikrodilüsyon 

yöntemleri ile karşılaştırıldığında güvenilir olmayan 

sonuçlar verdiği bilinmektedir(18). Örnek yoğun labo-

ratuvarlarda bakterilerin hızlı tanımlanması ve anti-

mikrobiyal duyarlılık testleri sıklıkla kullanılmaktadır. 

Tan ve ark.(19), antimikrobiyal duyarlılık yöntemlerini 

karşılaştırdıkları validasyon çalışmasında otomatize 

sistemlerden VITEK 2 ile agar dilüsyon yöntemini 

karşılaştırmış, VITEK 2’nin kolistin duyarlılığını belirle-

mede güvenilir olmayan sonuçlar verdiğini bildirmiş-

tir. Bu çalışmada da, kolistin duyarlılığında referans 

yöntem olan polisorbat-80 ilavesiz sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi kullanılmış ve sonuçlar EUCAST kolistin sınır 

değerleri tablosuna göre değerlendirilmiştir. 

Rojas ve ark.(14) tarafından yapılan çalışmada, 2011-

2014 yılları arasında K. pneumoniae ile enfekte veya 

kolonize hastalarda kolistin duyarlılığı 246 hastada 

araştırılmış ve %13 oranında kolistin direnci saptan-

mış ve kolistin dirençli K. pneumoniae enfeksiyonları-

nı yüksek mortalite ile ilişkilendirmişlerdir. Ayrıca 

aynı çalışmada gradient test ile yapılan kolistin duyar-

lılık sonuçlarının sıvı dilüsyon yöntemlerine göre %35 

hata oranı verdiğini ve güvenilir olmadığı da belirtil-

miştir. Souli ve ark.(20), 2007-2008 yılları arasında 

yoğun bakım servisinde yatan hastalardan izole ettik-

leri karbapenemaz-2 (KPC-2) üreten 50 K. pneumoniae 

suşunda E-test ile %10 kolistin direnci bildirmişlerdir. 

Bu yöntemle çalışmaya dâhil edilen suşlarda kolistin 

MİK 0.125-48 µg/ml aralığında değişen konsantras-

yonlarda saptanmıştır. Çalışmamızda 81 izolatta kolis-

tin direnç oranı %39.5 olarak literatüre göre oldukça 

yüksek saptanmıştır. Ayrıca kolistin MİK değeri sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi ile <0.0625->64 µg/ml ara-

sında değişen konsantrasyonlarda olmak üzere diğer 

çalışmalara göre daha geniş bir aralıkta bulunmuştur. 

Bu durum, diğer birçok çalışmanın kolistin duyarlılık 

testlerinde otomatize sistemleri veya gradient testle-

ri kullanmış olması ile açıklanabilir. Aynı zamanda 

2018 yılında izole edilmiş olan yeni izolatlarla yaptığı-

mız çalışmamız kolistin direnci prevelansının yıllar 

içinde dramatik bir şekilde artmış olduğunu da gös-

termektedir. 

Çalışmamıza benzer bir örneklem büyüklüğü ile ve 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak yapılan çalış-

mada karbapenem dirençli K. pneumoniae izolatla-

rında kolistin direnci %36.1 oranında bulunmuştur(15).

Ülkemizde sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile karbape-

nem dirençli K. pneumoniae’da kolistin direnci preve-

lansını bildiren sınırlı sayıda çalışma vardır. Türkiye’den 

yapılan çalışmalardan biri olan Kalem ve ark.(21)’nın 

çalışmasında, karbapenem dirençli 4 K. pneumo-

niae suşunda klonal ilişki incelenmiş aynı zamanda 

suşların tümü kolistine dirençli bulunmuştur. 

Guducuoglu ve ark.(22) tarafından yapılan yeni bir 

çalışmada, karbapenemaz üreten kolistine dirençli 

K. pneumoniae salgını bildirilmiştir. Bu çalışmada, 

yoğun bakım ünitesinde yatan 6 hastadan izole edi-

len 7 K. pneumoniae suşu klonal olarak çoklu direnç 

gösteren ST11 tipinde bulunmuş, kolistin ve test edi-

len diğer tüm antibiyotiklere karşı dirençli bulunmuş-

tur. Yüksek mortalite ile ilişkilendirilmiş olan bu suş-

lar için enfeksiyon kontrol önlemlerinin alınması 

gerekliliği vurgulanmıştır. 

Tablo 3. Türkiye’de çeşitli bildirilerde sunulmuş olan Enterik bakterilerde kolistin direnç (ColR) prevelansı.

Referans

Yiş, 2018 (31)

Arabacı ve ark., 2018 (24)

Yıldız ve ark., 2018 (26)

Çaycı ve ark., 2018 (25)

Yöntem

Sıvı mikrodilüsyon
Phoenix

Sıvı mikrodilüsyon
Sıvı mikrodilüsyon

Değerlendirme kriteri

EUCAST
EUCAST
EUCAST
EUCAST

n

108
57

147
101

ColR (%)

43.8
60.0
76.2
29.7
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Türkiye’den yapılan çalışmaları içeren farklı bildiriler-

deki direnç oranları Tablo 3’te özetlenmiştir. 

Kahraman ve ark.(23) retrospektif olarak yaptıkları 

çalışmada, kök hücre nakli yapılan hastalarda nakil 

sırasında gelişen enfeksiyonlardan 2012-2018 yılları 

aras ında izo le  edi len karbapenem dirençl i 

K. pneumoniae izolatlarının %20’sinin kolistin direnç-

li olduğunu saptamıştır. Bu tabloya göre kolistin 

direnç oranları yakın tarihlerde izole edilen enterik 

bakterilerde oldukça yüksek bulunmuştur. Diğer 

çalışmalara göre daha düşük bulunan kolistin direnci 

daha eski yıllarda izole edilen örneklerinde çalışmaya 

dâhil edilmiş olması ile açıklanabilir. Daha yakın 

tarihlerde izole edilen izolatların kullanıldığı çalışma-

larda ise direnç oranları daha yüksek bulunmuştur(24-

26). Bu durum kolistin direncinin yıllar içerisinde arttı-

ğını ve yüksek yayılım gösterdiğini göstermektedir. 

Bizim çalışmamızda da, oldukça yüksek oranda bulu-

nan kolistin direnci, ilerisi için önlemler alınması 

gerekliliğini vurgulamaktadır. Kolistinin tek başına 

yüksek dozlarda kullanımı yerine kullanımda olan 

diğer antibiyotiklerle sinerjik etkilerinin değerlendi-

rilmesi ve kombinasyon tedavilerinin uygulanması 

hızla yayılan kolistin direncinin önüne geçebilmek 

için en uygun seçenek gibi görünmektedir. 
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ÖZ

Amaç: Günümüzde, tüm dünyada, Candida albicans dışı invazif kandidozun önemli bir etkeni Candida 
parapsilosis’dir. Birbirine yakın üç tür olan C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis, “Candida parapsilosis 
grubu” olarak tanımlanmaktadır. Candida parapsilosis; insan florası, çevresel ortamlar ve henüz nedeni açık-
lanamamış olmakla birlikte, ev-içi ekstrem ortamlarda sıklıkla rastlanmaktadır. Bu çalışmada, 
C. parapsilosis’in ev-içi bulaşık ve çamaşır makinelerindeki benzer koşullara karşı tolerans özelliklerinin incelen-
mesi amaçlandı. 
Yöntem: Çalışmada, C. parapsilosis (n = 8), C. orthopsilosis (n = 7) ve C. metapsilosis (n = 6) olmak üzere toplam 
21 referans kökenin sıcaklık, tuz, pH ve siklohekzimit tolerans özellikleri incelendi. 
Bulgular: İzolatların tümü 40°C sıcaklıkta üremelerine karşılık; 42°C ve üstü (45°C ve 50°C) sıcaklıklarda üreme 
görülmedi. Candida parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis kökenlerinin tamamının %5-10 NaCl, pH 
2.5-10 ve %0.01 siklohekzimit ortamlarına tolerans gösterdikleri belirlendi. Buna karşılık, izolatlardan hiçbirinin 
pH 12.5 veya %0.1 siklohekzimit ortamlarında üremediği görüldü. Dikkat çekici şekilde, çalışmada incelenen 
C. parapsilosis grubuna ait tüm kökenlerin %10 NaCl ve %0.01 siklohekzimit içeren ve pH 2.5-10 arası ortam-
lardan en az birine tolerans gösterebildiği saptandı. Candida parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis 
izolatlarının 45°C’de canlı kalabilme oranları, sırasıyla %50, %16.6 ve %14.2 olarak saptandı. Ayrıca, 
C. parapsilosis izolatlarının %75’inin %17 NaCl’e tolerans göstermesine karşılık, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis 
izolatlarının bu koşula uyum sağlamadığı görüldü. 
Sonuç: Candida parapsilosis’in ev-içi aletlerindeki ekstrem koşullara karşı gösterdiği tolerans mekanizmasında 
termofilik ve halofilik özeliklerinin önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis, ev içi 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
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GİRİŞ

Candida albicans dışı Candida türlerinin neden oldu-

ğu enfeksiyonlar son 20 yıldır artış göstermekte ve 

enfeksiyon etkenlerinin görülme sıklığı kayda değer 

şekilde C. albicans’tan Candida glabrata, Candida 

parapsilosis ve Candida tropicalis’e doğru 

kaymaktadır(1). Günümüzde, C. parapsilosis tüm dünyada 

ID ID ID
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invazif kandidozun önemli bir etkenidir(2,3). Ribozomal 

DNA’nın ITS (Internal transcribed spacer) bölgeleri-

nin sekansları temel alındığında, C. parapsilosis, 

Candida orthopsilosis ve Candida metapsilosis türle-

rinin aynı kökenden gelen üç kriptik tür olduğu fark 

edilmiştir(4). Ancak, daha sonra Chen ve ark.(5), bu üç 

türün virülans, yayılım, antifungal duyarlılık gibi özel-

liklerinde farklılık gösterdiklerini ve bu nedenle 

C. parapsilosis ve yakın türleri için “tür kompleksi” 

söyleminin kullanılmasının doğru olmayacağını 

savunmuşlardır. 

Candida parapsilosis evcil hayvanlar, böcekler, top-

rak ve deniz ekosistemi de dâhil olmak üzere doğada 

yaygın olarak bulunur(5,6). Ayrıca, C. parapsilosis 

insanlar dâhil memelilerde flora üyesi olan ve muko-

za, deri ve tırnaklardan izole edilebilen bir türdür(5). 

C. parapsilosis grubunda, C. parapsilosis en sık sapta-

nan tür iken, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis’e 

daha az rastlanır(7,8). Kullanılmaları sırasında sıcak ve 

nemli ortamların oluştuğu, özellikle bulaşık(9-12) ve 

çamaşır(13,14) makinesi gibi, ev içi aletleri, C. parapsilosis 

için habitat işlevi görmektedir. Bu mikro-habitatlar, 

deterjanlar ile ilişkili oluşan yüksek pH, 60-80°C’ye 

kadar yükselebilen ve azalıp artan sıcaklık ve özellikle 

çamaşır makinelerinde kireç birikimini önlemek 

amacı ile kullanılan yüksek tuz konsantrasyonu(9,10) 

gibi faktörlerinin bir veya birkaçını barındırır. Buna 

karşıl ık,  C. parapsilosis,  C. orthopsilosis  ve 

C. metapsilosis türlerinin ev-içi ortamlardaki dağılımı 

konusunda literatür bilgisi sınırlıdır. 

Bu çalışmanın amacı, özellikle bulaşık ve çamaşır 

makineleri  g ibi  ev- iç i  ekstrem ortamlardaki 

C. parapsilosis varlığından sorumlu koşulların aydın-

latılmasıdır. Bu amaç doğrultusunda, referans 

C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis 

kökenlerinin ekstrem ev-içi mikro-çevrelere benzer 

fizyolojik koşullara olan tolerans düzeyleri incelendi. 

GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatlar

Bu çalışmada, C. parapsilosis grubundaki C. parapsilosis 

(n=8), C. orthopsilosis (n=7) ve C. metapsilosis (n=6) 

olmak üzere üç türe ait toplam 21 izolat incelendi. 

İzolat numaraları ve kökenleri Tablo 1’ de verilmekte-

dir. İzolatlar, CBS-KNAW Mantar Biyoçeşitlilik Merkezi 

Tablo 1. Çalışmada incelenen Candida parapsilosis tür grubuna ait suşlar.

Takson İsmi

Candida parapsilosis sensu stricto

Candida metapsilosis

Candida orthopsilosis

CBS No

2915
604

7248
8836

125.41
1954*
2216
8181

107.47
109.07*

2315
111.27
2916

107.46

107.41
107.42

109.06*
9894

107.43
2212
8825
8181

Örnek Türü

Klinik
Klinik
Klinik
Klinik

Çevresel
Çevresel
Çevresel
Çevresel

Klinik
Klinik
Klinik

-
-
-

Klinik
Klinik
Klinik

Çevresel
Çevresel
Çevresel
Çevresel
Çevresel

İzolasyon

-
-

Subklinik mastit
Kan

Ziziphus mauritiana
-

Salamura
Nothofagus dombeyii

Tırnak
-

Balgam
-
-
-

Tırnak
Tırnak
Vajinal

-
-
-
-

Nothofagus dombeyii

Ülke

Norveç
Porto Riko

Yeni Zelanda
ABD

Zimbabve
İtalya
ABD
Şili

Belçika
ABD

İtalya
-

Norveç
-

Belçika
Belçika

ABD
Panama

ABD
Endonezya
Avustralya

Şili

*Tip suşlar.
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(Westerdijk Mantar Biyoçeşitlilik Enstitüsü, Utrecht, 

Hollanda)’nden sağlandı. Çalışma öncesinde izolatlar 

Sabouraud dextrose agar’a (SDA; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, ABD) pasajlandı ve fizyolojik parametreler 

değerlendirilmeden önce 25°C’de 3 gün inkübe edil-

di. 

Fizyolojik özelliklerin belirlenmesi: Çalışmada, 

bulaşık ve çamaşır makinelerinin iç yüzeylerine 

benzer ekstrem koşullar taklit edildi. Kullanılan baş-

lıca stres parametreleri, bu ortamlardaki ani sıcaklık 

değişimlerinin yanında, çeşitli deterjanlarca oluşa-

bilecek asit-alkali veya tuzluluk ortamları temelinde 

belirlendi(9-11,14). Kökenlerin termotoleransı ve pH 

toleransı SDA’da, halotoleransı NaCl’de ve siklohek-

zimit toleransı ise 96 kuyucuklu plaklarda Sabouraud 

dekstroz broth (SDB, Sigma-Aldrich) ortamında 

incelendi. Kökenlerin termotolerans özellikleri 

SDA’da 40°C, 42°C, 45°C ve 50°C’de 5 güne kadar 

inkübe edilerek incelendi. Üremeyen kökenlerin 

canlılıklarını incelemek için üreme olmayan tüpler 

37°C’ye alınarak 5 gün daha inkübe edildi. Kökenlerin 

pH tolerans özellikleri 2.5, 4, 10 ve 12.5 değerleri 

için incelendi. Bu amaçla SDB’nin pH’sı 0.1 M HCl ya 

da 0.1 M NaOH kullanılarak ayarlandı. Kökenlerin 

halotolerans özellikleri %5, %10 ya da %17 (w/v) 

NaCl içeren SDB’de incelendi. Siklohekzimit toleran-

sı ise %0.1 ve %0.01 siklohekzimit (Sigma, Steinheim, 

Germany) içeren SDB’de değerlendirildi. Kökenlerin 

büyümeleri her gün görsel veya spektrofotometrik 

(Thermo Scientific MultiScan Go reader, 1510-012, 

Vankaa, Finlandiya) olarak 405 nm’de takip 

edildi(15).

BULGULAR

Çalışma izolatları 40°C sıcaklığı tolere edebilmelerine 

karşılık, 42°C ve üstü sıcaklıklarda (45°C ve 50°C) 

üreme görülmedi. Buna karşılık, izolatları 42°C’den 

37°C’ye alındığında üremeye başladıkları fark edildi. 

Ayrıca, 45°C’de inkübe edilen sekiz C. parapsilosis 

suşlarından dördü ve birer C. metapsilosis ve 

C. orthopsilosis suşunun 37°C’deki inkübasyonu son-

rası canlı kaldıkları belirlendi (Tablo 2). Bütün 

C. parapsilosis, C. metapsilosis ve C. orthopsilosis 

suşları %5–10 NaCl, pH 2.5–10 ve %0.01 siklohekzi-

mit ortamlarına tolerans gösterdikleri belirlendi. 

Buna karşılık, kökenlerden hiçbirinin pH 12.5 ya da 

%0.1 siklohekzimit ortamlarında üreyemediği görül-

dü. C. parapsilosis izolatlarının %75 (n=6)’inin %17 

NaCl ortamını tolere edebildiği, ancak C. metapsilosis 

ya da C. orthopsilosis kökenlerinin bu tuzluluk ora-

nına karşı tolerans göstermediği belirlendi (Tablo 

3). 

Tablo 2. Candida parapsilosis tür grubuna ait suşların farklı sıcaklıklardaki üreme özellikleri.

C. parapsilosis s. str. (n=8)
C. metapsilosis (n=6)
C. orthopsilosis (n=7)

40

+
+
+

42

-
-
-

45

-
-
-

50

-
-
-

42→37

+
+
+

45→37

4+,4-
1+,5-
1+,6-

50→37

-
-
-

Sıcaklık (°C)

+, Üreme pozitif; -, Üreme negatif.

Tablo 3. Candida parapsilosis tür grubuna ait suşların farklı pH değerleri, tuzluluk ve siklohekzimit konsantrasyonlarındaki üreme özel-
likleri.

C. parapsilosis s. str. (n=8)
C. metapsilosis (n=6)
C. orthopsilosis (n=7)

+, Üreme pozitif; ± Zayıf üreme; -, Üreme negatif.

5

+
+
+

10

+
+
+

17

3+,3±,2-
-
-

NaCl (%)

2.5

+
+
+

4

+
+
+

10

+
+
+

pH

12.5

-
-
-

0.01

+
+
+

0.1

-
-
-

Siklohekzimit (%)
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TARTIŞMA

Bu çalışmada, C. parapsilosis, C. orthopsilosis ve 

C. metapsilosis kökenlerinin yüksek sıcaklık ve tuzlu-

luk, asidik/alkalik koşullar ve siklohekzimit varlığı gibi 

ekstrem koşullara olan olası tolerans yetenekleri dik-

kate alınarak fizyolojik özellikleri incelendi. 

Bulgularımız, giderek önem kazanan bir patojen olan 

C. parapsilosis’in kriptik türleri olan C. orthopsilosis 

ve C. metapsilosis ile karşılaştırıldığında daha yüksek 

ekolojik adaptasyon yeteneklerinin varlığını ortaya 

koymaktadır. Bulaşık(9-12) ve çamaşır(13,14) makinelerin-

deki C. parapsilosis, sırasıyla %6.7-33 ve %25.3-25.4 

oranlarında bulunmuş ve sıcak su barındıran ev alet-

lerinin bu fırsatçı mantarları barındırabileceğini gös-

termiştir (Tablo 4). Candida parapsilosis izolatlarının 

C. orthopsilosis ve C. metapsilosis kökenlerinden 

farklı olarak yüksek sıcaklık ve tuzluluğa karşı göster-

dikleri tolerans, insan yapımı çevrelere olan adaptas-

yon yetenekleri için bir açıklama olabileceğini düşün-

mekteyiz. 

Döğen ve ark.(14) çamaşır makinelerinden izole ettik-

leri 29 C. parapsilosis izolatının 10°C-37°C sıcaklık, pH 

4-10 ve %5-10 NaCl ortamlarında üreyebildiğini bil-

dirmişlerdir. Zupančič ve ark.(12), C. parapsilosis’in 

sıklıkla bulaşık makinelerinin kapak ve kapağa yakın 

lastik kısımlarından izole edilmesini, 45°C ve üzerin-

deki sıcaklıklarda canlı kalamamalarına bağlamışlar-

dır. Ayrıca, Novak Babič ve ark.(13), çamaşır makinele-

rinin deterjan gözleri ve kapak plastik bölgelerinden 

C. parapsilosis izole etmişlerdir. Bu adaptasyon yete-

neğiyle C. parapsilosis’in, C. metapsilosis  ve 

C. orthopsilosis’e göre insan yapımı çevreler dâhil 

geniş bir habitatta(16) virülansı daha yüksek bir klonal 

yayılım gösteriyor olabileceği düşünülmektedir(17).

Candida parapsilosis türünün yanında, termofilik 

Exophiala dermatitidis ve Exophiala phaeomuriformis 

ile mezofilik Hortaea werneckii ve Aureobasidium 

pullulans gibi bazı fırsatçı esmer mantar türleri de iyi 

bilinen halofilik türlerdir(10,18-20). Esas olarak, Exophiala 

türleri birden fazla ekstrem çevresel koşullara tole-

rans gösteren “poliekstremotoleran” türler olup, 

5-47°C sıcaklık ve 2.5-12.5 pH aralığı ile %0.1 siklo-

hekzimit varlığında üreyebilmektedir (10,21-24). 

C. parapsilosis ve E. dermatitidis’e karşılık, mezofilik 

H. werneckii’nin 35°C’nin üzerinde üreyemediği ve 

30°C’de ise daha yavaş ve küçük koloniler oluşturdu-

ğu kaydedilmiştir(20). Halotoleran bir tür olan 

A. pullulans’ın %17 oranına kadar NaCl’li ortamı tole-

re edebildiği bilinmektedir(19). Ayrıca, A. pullulans var. 

melanogenum 37°C’de üreyebilirken, diğer varyete-

lerinin üreyemediği kaydedilmiştir(25).

Bu çalışmada, termofilik ve halofilik özelliklere sahip 

C. parapsilosis’in ekstrem koşullara tolerans göstere-

bildiği ve bu özelliklerin C. parapsilosis’in ev-içi 

mikro-çevrelerdeki varlığını açıklayabileceği düşünül-

mektedir. Buna karşılık, çalışılan izolat sayısının göre-

ce az olması bu çalışmanın bir eksikliği olabilir. 

Ekolojik özelliklerinin daha iyi anlaşılması ve potansi-

yel mantar patojenlerine karşı önlem almak amacıyla 

insan yerleşimi olan benzer habitatlar ve ev-içi bölge 

ve aletler (banyolar, sıcak su ve hava ilişkili ev aletleri 

vb.)’de de bu mantar türlerinin varlığı ve yayılımı 

Tablo 4. Candida parapsilosis’in bulaşık ve çamaşır makinelerindeki izolasyon sıklığı.

Makine tipi

Bulaşık

Çamaşır

Ülke

Slovenya, Avustralya, Avusturya, Belçika, Brezilya, Kanada, 
Çin, Hırvatistan, Danimarka, Almanya, Büyük Britanya, 
İsrail, İtalya, Japonya, Fransa, Güney Afrika, İspanya, ABD
Türkiye
Türkiye
Slovenya

Slovenya
Türkiye

Örnek sayısı

189

158
937
30

70
99

Mantar pozitifliği
n (%)

117 (62)

28 (17.7)
230 (24.5)

25 (83)

55 (79)
47 (47.5)

C. parapsilosis
n (%)

16 (8.5)

2 (0.6)
44 (16.6)
10 (33)

14 (25.4)
25 (25.3)

Kaynaklar

[9]

[10]
[11]
[12]

[13]
[14]
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incelenmelidir. Buna ek olarak, gelecekte yapılacak 

çalışmalar, C. parapsilosis’in insan yapımı bölgeler, 

evler ve hastanelerde bulunabilen ekstrem mikro-

çevrelerdeki varlığının anlaşılmasını sağlayacaktır. 

Gelecekte bu mantarların yayılımının insan sağlığına 

olan etkisinin araştırılması kuşkusuz ilgi çekici olacak-

tır.
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ÖZ

Amaç: Boğaz kültürü ve hızlı antijen testleri grup A streptokok (GAS) farenjitinin tanısında sıklıkla kulla-
nılmaktadır. Tanı için örnek alınmasında tekli veya ikili sürüntü çubukları kullanılabilmektedir. Genellikle 
tek sürüntü çubuğu her iki test için laboratuvara gönderilmekte, önce kültür besiyerine ekimi yapılmak-
ta daha sonra antijen testi için kullanılmaktadır. İkili çubuklar antijen testi ve kültür için aynı anda örnek 
alımını olası kılması nedeniyle kullanım kolaylığı sunmaktadır ancak maliyeti daha yüksektir. Bu çalışma-
da amaç, boğaz sürüntü örneklerinde kültür ve antijen testiyle GAS belirlenmesinde ikili sürüntü çubu-
ğunun etkinliğini ve gerekliliğini değerlendirmektir. 
Yöntem: 17.02.2017-27.02.2017 tarihleri arasında laboratuvarımıza ikili sürüntü çubuğuyla (BD BBL 
CultureSwab EZ II) gönderilen boğaz sürüntü örnekleri prospektif olarak değerlendirilmiştir. Birinci 
sürüntü çubuğuyla hızlı antijen testi (BD Veritor™ System Strep A Test) pozitif saptanan 100 hasta örne-
ğinin ikinci sürüntü çubuğu önce kültür için kullanılmış, sonrasında aynı çubukla hızlı antijen testi yine 
çalışılmıştır. Her iki test sonucunda saptanan pozitiflik oranları karşılaştırılmıştır.
Bulgular: İkili sürüntü çubuğuyla gönderilen örneklerde 100 antijen pozitifliği belirlenmiş, bu örneklerin 
99’unda (%99) kültürde GAS saptanmıştır. Bu 100 örnek kültür için kullanılan ikinci sürüntü çubuğuyla 
yine test edildiklerinde antijen pozitifliği 76’ya (%76) düşmüştür. Yüz pozitif test sonucunun 76’sının 
kuvvetli, 24’ünün zayıf bant oluşturduğu gözlenmiştir. Kuvvetli bant oluşturan 76 örneğin 74’ü (%97), 
zayıf bant oluşturan 24 örneğin ikisi (%8) ikinci çubukla pozitif saptanabilmiştir. Kültür negatif olan tek 
örneğin ilk çubukla zayıf bant oluşturduğu, ikinci çubukla negatif sonuç verdiği gözlenmiştir.
Sonuç: Boğaz sürüntü örneklerinde tek sürüntü çubuğunun hem kültür hem hızlı antijen testi için kullanıl-
ması antijen testi pozitifliğini önemli oranda düşürmektedir. İkili sürüntü çubuğu kullanımı inokülüm mik-
tarını artırarak GAS belirlenmesini kolaylaştırmakta ve antijen testinin performansını yükseltmektedir.

Anahtar kelimeler: GAS, hızlı antijen testi, boğaz kültürü, ikili sürüntü çubuğu

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 
II) 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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GİRİŞ

Akut tonsillofarenjit klinisyenlerin günlük pratiklerin-

de en sık karşılaştıkları klinik tablolardan birisidir(1). 

Yaygın ve sık görülmesi, iş gücünde kayba yol açma-

sının yanı sıra bakteriyel ve viral etkenlerin ayrımın-

daki güçlük nedeniyle gereksiz antibiyotik kullanımı-

na neden olmasından ötürü önemli bir sağlık 

sorunudur(2). Virüsler akut tonsillofarenjitlerin en sık 

karşılaşılan etkenleridir ve oluşturdukları enfeksiyon-

ların klinik olarak bakteriyel enfeksiyonlardan ayırt 

edilmesi zordur. Bakteriyel etkenler arasında en sık 

görüleni ve önemli olanı Streptococcus pyogenes 

[Grup A streptokoklar (GAS)]’tır. GAS tonsillofarenjit-

leri en sık 5-15 yaş arasındaki çocuklarda görülür. 

GAS farenjitinde nonsüpüratif ve süpüratif kompli-

kasyonların gelişmesini önlemek ve klinik iyileşmeyi 

hızlandırmak amacıyla antibiyotik tedavisi kesinlikle 

gereklidir(3,4). Bu nedenle tonsillofarenjitlerde kesin 

tanı konulması gereklidir. Klinik semptomlar sıklıkla 

bakteriyel/viral enfeksiyon ayrımı için yeterli olma-

makta, laboratuvar testlerine gereksinim duyulmak-

tadır(5,6).

GAS farenjitinin tanısında kültür altın standarttır. Bu 

yöntemin zaman alması nedeniyle hızlı antijen test-

leri geliştirilmiştir. Uygulaması kolay bu testlerle 15 

dk.’dan kısa sürede sonuç alınabilmektedir. Genellikle 

hızlı antijen testlerinin özgüllükleri kabul edilebilir 

oranda yüksek (%90-99) bulunurken, kültüre kıyasla 

duyarlılıkları konusunda çelişkiler mevcuttur(4,6). Hızlı 

antijen testlerinin duyarlılık oranlarının değişkenlik 

göstermesi nedeniyle, hızlı testlerdeki negatif sonuç-

ların kültürle doğrulanması önerilmektedir(4,7,8). 

Doğru teknikle ve uygun koşullarda yapılan kültürün 

duyarlılığı oldukça yüksektir(4). Bu nedenle özellikle 

çocuklarda ve akut romatizmal ateş gibi ciddi komp-

likasyonların yaygın olduğu bölgelerde negatif hızlı 

antijen test sonuçlarının kültürle doğrulanması eksik 

tedavinin önlenmesi açısından önemlidir(7).

Laboratuvarımızda daha önce yapılan çalışmalarda, 

boğaz sürüntü örneklerinde GAS belirlenmesinde 

çeşitli hızlı antijen testlerinin etkinliği kültürle karşı-

laştırılarak değerlendirilmiş, ek olarak kültürde GAS 

üreme yoğunluğu ile antijen testi sonuçlarının ilişkisi 

incelenmiştir(8-10). Üreme yoğunluğu fazla olan olgu-

larda antijen testi sonuçlarının daha yüksek oranda 

pozitif olduğunun gözlemlenmesi üzerine, direkt ola-

rak örnek alma yöntemi ve inokülüm etkisinin değer-

lendirilebileceği bir çalışma yapılması planlanmıştır.

Boğaz kültürü ve hızlı antijen testlerinin doğru sonuç 

vermesi ve uygun tedavi için örneğin doğru şekilde 

ve miktarda alınması önemli bir adımdır. Hızlı antijen 

testleri ve kültür için örnek alımında iki ayrı sürüntü 

çubuğu kullanılabilmektedir. Yaygın olarak tek sürün-

tü çubuğu önce kültür sonra antijen testi için kullanıl-

maktadır. Tek seferde hem kültür hem antijen testi 

için örnek almayı sağlayan birbirine bağlı ikili sürüntü 

çubuklarıysa kullanım kolaylığı sağlamaktadır. Ancak, 

ikili sürüntü çubuğu maliyeti oldukça yüksek oldu-

ğundan, hızlı antijen testi ve kültür çalışmalarında 

tekli sürüntü çubuğu kullanılabilmesi maliyet etkinlik 

açısından önemlidir. Bu çalışmada amaç boğaz sürün-

tü örneklerinde GAS belirlenmesinde kültür ve anti-

jen testi için ikili sürüntü çubuğunun etkinliğini ve 

gerekliliğini değerlendirmektir.

GEREÇ ve YÖNTEM

Şişli Hamidiye Etfal Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na 17.02.2017-

27.02.2017 tarihleri arasında tonsillofarenjit ön tanı-

sıyla (BD BBLTM CultureSwabTM EZ II, Fransa) gönde-

rilen boğaz sürüntü örnekleri prospektif olarak ince-

lenmiştir. Laboratuvarımıza boğaz kültürü ve hızlı 

antijen testi yapılmak üzere gönderilen örnekler 

büyük oranda ikili sürüntü çubuğu ile gönderilmekte-

dir. Çalışma periyodunda, boğaz kültürü ve hızlı anti-

jen testi için laboratuvarımıza toplam 503 örnek 

gönderilmiştir. Çalışmamıza bu süreçte hızlı antijen 

testi pozitif bulunan 178 örnekten ikili sürüntü çubu-

ğuyla gönderilmiş olup, mesai saatlerinde laboratu-

varımıza ulaşan 100 örnek dâhil edilmiştir. Birinci 

sürüntü çubuğuyla yapılan BD Veritor™ System hızlı 

Strep A antijen testi (Becton Dickinson, ABD) pozitif 

saptanan 100 hasta örneğinin ikinci sürüntü çubuğu 
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önce kültür için kullanılmış, sonrasında aynı çubukla 

hızlı antijen testi yine çalışılmıştır. Testlerin sonucun-

da elde edilen pozitiflik oranları karşılaştırılmıştır. 

Hızlı antijen testinin değerlendirmesi BD Veritor™ 

System (Becton Dickinson, ABD) okuma cihazında 

yapılmış olup, gözle değerlendirildiğinde kuvvetli/

zayıf bant oluşumu inokülüm etkisinin incelenmesi 

için ayrıca kaydedilmiştir. Kültür %5 koyun kanlı agar-

da yapılmış, identifikasyon testleri için BD BBLTM 

DrySlideTM PYR Kit (Becton Dickinson, USA), lateks 

aglütinasyon Streptokok Gruplama Test Kiti 

(Plasmatec, Birleşik Krallık) ve MALDI-TOF MS (Bruker 

Daltonics, Almanya) kullanılmıştır. İstatistiksel analiz 

için SPSS 15.0 for Windows programı kullanıldı. 

Tanımlayıcı istatistikler; kategorik değişkenler için sayı 

ve yüzde olarak verildi. Bağımlı gruplarda oranların kar-

şılaştırmaları Mc Nemar analizi ile yapıldı. Sonuçların 

uyumunu Cohen’ Kappa (κ) uyum testi ile analiz edildi. 

Alfa anlamlılık seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi. 

BULGULAR

Çalışma 54’ü kadın (%54), 46’sı (%46) erkek olmak 

üzere hızlı antijen testi pozitif bulunan 100 hastayla 

yapılmıştır. Hastaların yaş gruplarına göre dağılımın-

da, 28 hasta (%28) 2-5 yaş arasında, 70 hasta (%70) 

6-15 yaş arasında, iki hasta (%2) ise 16 yaş ve üstü 

grupta yer almıştır. Örneklerin, 91’i acil çocuk polikli-

niği olmak üzere toplam 98’i (%98) çocuk kliniklerin-

den, ikisi (%2) erişkin kliniklerinden gönderilmiştir. 

Çalışma süresince ikili çubukla gönderilen boğaz 

sürüntü örneklerinde 100 GAS antijen pozitifliği tes-

pit edilmiş, bu örneklerin 99’unda (%99) kültürde 

GAS saptanmıştır. Yüz pozitif antijen testi sonucunun 

76’sının kuvvetli (%76), 24’ünün (%24) zayıf bant 

oluşturduğu gözlenmiştir. Antijen testi pozitif 100 

örnek önceden kültürde kullanılmış olan ikinci sürün-

tü çubuğuyla yine test edildiklerinde 76 (%76) örnek-

te antijen pozitifliği saptanmış; bunlardan 65’i kuv-

vetli, 11’i zayıf bant oluşturmuştur. Aynı sürüntü 

çubuğu hem kültür hem hızlı test için kullanıldığında, 

hızlı antijen testi pozitifliği kültür pozitifliğinden ista-

tistiksel olarak anlamlı düşüktü (p<0.001). 

İlk çalışmada kuvvetli bant oluşturan 76 örneğin 74’ü 

(%97), zayıf bant oluşturan 24 örneğin ikisi (%8) ikin-

ci sürüntü çubuğuyla pozitif saptanabilmiştir. İkinci 

sürüntü çubuğuyla antijen testi negatif saptanan 24 

örneğin 22’sinin birinci sürüntü çubuğuyla zayıf bant 

oluşturduğu gözlenmiştir. Kültür negatif olan tek 

örneğin ilk sürüntü çubuğuyla zayıf bant oluşturdu-

ğu, ikinci sürüntü çubuğuyla negatif sonuç verdiği 

gözlenmiştir. Çalışma süresince laboratuvara gelen 

503 örnekten dördünde kültür pozitif olduğu halde 

antijen testi negatif sonuçlanmış; bu örneklerin tekli 

sürüntü çubuğuyla gönderilmiş olduğu belirlenmiştir. 

TARTIŞMA

GAS tonsillofarenjitinin doğru tanısı ciddi süpüratif 

ve non-süpüratif komplikasyonların gelişmesini önle-

mek, semptom rezolüsyonunu hızlandırmak ve bak-

terinin toplumda yayılmasını önlemek açısından çok 

önemlidir(7,12). Akut tonsillofarenjit olgularında hızlı 

antijen testleri tanıya büyük katkı sunmaktadır. Hızlı 

antijen testlerinin performanslarını etkileyen en 

önemli etkenler örneğin alınış şekli ve örnekteki mik-

roorganizma (inokülüm) miktarıdır(13-15). İnokulüm 

miktarının etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, hızlı 

antijen testinde iki sürüntü çubuğunun birlikte eks-

traksiyonu ile her birinin ayrı ayrı ekstraksiyonu son-

rasındaki test sonuçları karşılaştırılmış ve iki sürüntü 

çubuğunun birlikte ekstraksiyonu ile duyarlılığın 

%80’den %94’e yükseldiği gösterilmiştir(14). Bu çalış-

manın aksine, Ezike ve ark.(16) iki sürüntü çubuğuna 

karşı tek sürüntü çubuğunun hızlı antijen testine 

etkisini araştırdıkları çalışmalarında iki sürüntü çubu-

ğu kullanımının testin duyarlılığını artırmadığını orta-

ya koymuşlardır. Lasseter ve ark.(17) in vitro ortamda 

GAS’ın çeşitli dilüsyonlarında beş farklı testin duyarlı-

lığını araştırmış ve inokulüm miktarının artmasının 

test duyarlılığını arttırdığını göstermişlerdir. Cohen 

ve ark.(15) bir hızlı antijen testinin duyarlılığını yüksek 

inokulumda %95, düşük inokulumda ciddi bir düşüş-

le %40 olarak saptamış, inokulum etkisinin önemini 

vurgulamışlardır. Bununla birlikte, antijen testlerinin 

özgüllüğünün %100 olarak değerlendirilebileceği, 

antijen testi pozitifliği kültür negatifliği durumunda 
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hastanın tonsilofarenjit olarak kabul edilebileceği 

bildirilmektedir(18). 

Çalışmamızda elde edilen bulgular, boğaz sürüntü 

örneklerinde tek sürüntü çubuğunun hem kültür 

hem hızlı antijen testi için kullanılmasının antijen 

testi pozitifliğini önemli oranda düşürdüğünü ortaya 

koymuştur. Bunun nedeninin kültür esnasında besi-

yerine inoküle edilen bakterinin hızlı antijen testi için 

gerekli inokülüm miktarını azaltması olduğu düşünül-

müştür. Zayıf bant oluşturan örneklerde ikinci çubuk-

la pozitiflik oranının [2/24 (% 8)] kuvvetli bant oluş-

turanlara [74/76 (%97)] göre çok daha düşük olması 

da inokülüm etkisini düşündürmektedir. 

Çalışmamızın sınırlılığı yalnızca bir ticari test kitinin 

ya da ikili sürüntü çubuğunun test edilmiş olmasıdır. 

Piyasada başka ticari ürünler de bulunmaktadır ve 

onlar için burada rapor edildiğinden farklı sonuç alı-

nabilmesi olasıdır. Çalışmamızın kuvvetli yönü ise 

testlerin karşılaştırmasının aynı boğaz sürüntü örnek-

leriyle yapılarak test sonuçlarına farklı hasta grupla-

rındaki bakteri yükü ve örneğin alınış şeklinin etkisini 

ortadan kaldırmasıdır. 

Sonuç olarak, GAS farenjitinin doğru ve hızlı tanısı 

için örnekteki inokülüm miktarı çok önemlidir. Kültür 

ve antijen testlerinin birlikte istendiği durumlarda 

ikili sürüntü çubuğu kullanımı inokülüm etkisini sabit 

tutarak hızlı testlerin GAS tespitini kolaylaştırmakta, 

performanslarında artışa neden olmaktadırlar. İkili 

sürüntü çubukları tekli çubuklara kıyasla yüksek 

maliyete sahip olmalarına karşın GAS farenjitli olgu-

larda daha fazla erken tanıyı olası kılarak hastalık 

süresinin kısaltılması, bulaşıcılığın azaltılması ve 

komplikasyonların önlenmesi ile maliyet etkinlik sağ-

lamaktadır. İkili sürüntü çubuğu kullanımı yanlış 

negatif antijen testi sonuçlarının minimize edilmesi-

ne, böylece klinisyenin GAS farenjiti tanısını doğru 

koyarak glomerulonefrit, romatizmal kalp hastalığı 

gibi yaşamı tehdit eden olası komlikasyonların enge-

lenmesine katkı sunacaktır. Ayrıca hızlı antijen testi 

negatif örneklere kültür yapılmasıyla tanısal duyarlı-

lığın artırılması, eksik tedavinin önlenmesi mümkün 

olacaktır.

Teşekkür: İstatistik değerlendirmesi için Zübeyde 

Arat’a teşekkür ederiz. 
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ÖZ

Amaç: Kan dolaşımı enfeksiyonları hastanede yatan hastalarda önemli bir morbidite ve mortalite nede-
nidir. Bu çalışmada, kan kültürlerinde üreyen metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) ve meti-
siline dirençli koagülaz negatif stafilokoklar (MRKNS)’da seftarolin, linezolid ve vankomisine duyarlılığın 
in vitro olarak araştırılması amaçlanmıştır.
Yöntem: Çalışmamıza, Ocak 2015-Şubat 2018 arası dönemde kan kültürlerinden izole edilen 50 MRSA 
ve 50 MRKNS suşu dahil edilmiştir. Aynı hastanın kan kültürlerinden elde edilmiş tek izolat kullanılmıştır. 
MRSA ve MRKNS izolatlarının identifikasyonu; Gram boyama, katalaz testi, koagülaz testi ve European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’in önerileri doğrultusunda 30 µg’lık sefoksi-
tin diski ile yapılan Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemiyle çalışılmıştır. Vankomisin ve linezolid için mini-
mum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri gradiyent strip difüzyon yöntemine göre belirlenmiştir. 
Seftarolin için MİK değerleri sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI)’ın önerileri doğrultusunda çalışılmıştır. 
Bulgular: Tüm izolatlar vankomisin (MİK<2 µg/ml) ve linezolid’e (MİK<1 µg/ml) duyarlı bulunmuştur. 
Seftarolin MRSA izolatlarının 45/50 (%90)’sinde duyarlı tespit edilmiştir. Seftarolinin, MRSA izolatlarında 
MİK50/90 değeri 0.5/1 μg/ml ve MİK aralığı 0.125-2 µg/ml iken; MRKNS’de MİK50/90 değeri 0.25/0.5 μg/ml 
ve MİK aralığı 0.125-2 µg/ml olarak bulunmuştur.
Sonuç: Ülkemizde henüz kullanımına başlanmamış 5. kuşak sefalosporin olan seftarolin MRSA ve 
MRKNS izolatlarında vankomisin ve linezolide yakın bir in vitro etkinlik göstermiştir. Bu bulgular, bu 
etkenlerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde seftarolinin iyi bir seçenek olduğunu düşündürmek-
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 µg) 
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 µg/ml) and vancomycin 
(MIC<2 µg/ml). Ceftaroline was detected to be susceptible in 45/50 (90%) of the MRSA isolates. MIC50 
and MIC90 values of ceftaroline for MRSA were found as 0.5 µg/ml and 1 µg/ml, respectively, with a MIC 
range of 0.125-2 µg/ml. MIC50 and MIC90 values of ceftaroline for MRCoNS were found as 0.25 µg/ml 
and 0.5 µg/ml, respectively, with a MIC range of 0.125-2 µg/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.
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GİRİŞ

Metisiline dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) ve 

metisiline dirençli koagülaz negatif stafilokoklar 

(MRKNS) nedeniyle oluşan kan dolaşımı enfeksiyon-

ları günümüzde önemli bir morbidite ve mortalite 

oranına sahiptir(1). Glikopeptid direnci ile ilgili güncel 

çalışma verilerinde dünya genelinde dirençli MRSA 

suşları bildirilmeye başlanmıştır(2,3). Türkiye’de yapı-

lan çalışmalarda ise stafilokoklarda vankomisin diren-

ci henüz saptanmamış ancak bazı MRSA suşlarında 

vankomisine azalmış duyarlılık gösterilmiştir(4). 

Vankomisine orta duyarlı S. aureus (VISA) suşları ile 

ilgili verilere bakıldığında ise heterojen VISA (hVISA) 

izolatları belirlenen çalışmalar mevcuttur(5-7). In vitro 

duyarlılık testlerinde vankomisine duyarlı bulunan 

ancak en az 104-105’te bir sıklıkta olmak üzere, MİK 

değeri > 2 µg/mL olan bir subpopülasyon içeren suş-

lar hVISA olarak tanımlanmaktadır(6).

Günümüzde VISA ve heterojen VISA (hVISA) suşları-

nın ortaya çıkması, glikopeptid grubu antibiyotiklere 

alternatif olabilecek başka antimikrobiyallere gerek-

sinim doğurmuştur(8,9). Oksazolidinon grubunda yer 

alan linezolidin kullanımı yaygındır(10). Son yıllarda 5. 

kuşak sefalosporinlerden olan seftarolin umut vaad 

eden moleküllerden birisidir. Seftarolinin onay alarak 

kullanıma girdiği ülkelerde elde edilen sonuçlar çeşit-

li çalışmalarda rapor edilmiştir(11,12), ancak henüz 

ülkemizde kullanıma girmemiştir.

Bu çalışmada, MRSA ve MRKNS ile oluşan kan dolaşı-

mı enfeksiyonlarında başlıca tedavi ajanı olan vanko-

misin ve linezolidin MİK değerlerinin belirlenmesi ve 

bu izolatlara seftarolinin vitro etkinliğinin saptanma-

sı, hastanemizde gelişen direnç yöneliminin izlenerek 

uygulanacak tedavi yaklaşımlarına katkı sağlanması 

amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem

Çalışmaya, 01.01.2015-28.02.2018 arası dönemde 

İzmir Menemen Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji 

Laboratuvarı’nda BACT/ALERT 3D (bioMérieux, 

Fransa) kan kültürü sisteminde üreme sinyali sapta-

nan kan kültürlerinde üreyen 50 MRSA ve 50 MRKNS 

izolatı alınmış ve aynı hastanın klinik örneklerinden 

elde edilmiş tek örnek kullanılmıştır. 

MRSA ve MRKNS izolatlarının tanıları; Gram boyama, 

katalaz testi, koagülaz testi ve European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’in(13) 

önerileri doğrultusunda 30 µg’lık sefoksitin diski 

(Bioanalyse, Türkiye) ile yapılan Kirby-Bauer disk 

difüzyon yöntemiyle araştırılmıştır. 

Antibiyotik duyarlılığının belirlenmesi için stok besi-

yerinde -20°C’de saklanmış olan MRSA ve MRKNS 

izolatları %5 koyun kanlı agara (RTA agar, Türkiye) 

pasajlanmıştır. Öncelikle, vankomisin ve linezolid için 

minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) değerleri, 

üreticinin önerileri doğrultusunda gradiyent strip 

difüzyon yöntemi ile (E-test, bioMérieux, Fransa) 

belirlenmiştir. Glikopeptidlerde MİK değerlerinin tes-

pitinde EUCAST broth dilüsyon yöntemini önermek-

tedir ancak laboratuvarımızda bu metodu uygulama 

olanağı araştırma sürecinde mevcut olmadığı için 

vankomisin MİK değerleri gradient test ile belirlen-

miştir. Taze pasajdaki kolonilerden 0.5 McFarland 

bulanıklık standardı oluşturacak şekilde süspansiyon 

hazırlanarak, steril eküvyon ile Mueller-Hinton Agar 

besiyeri (RTA agar, Türkiye) yüzeyine homojen şekil-

de yayılmış ve ardından üzerine vankomisin ve line-

zolid gradient stripleri (E-test, bioMérieux, Fransa) 

yerleştirilmiştir. Plakların 37°C’de 18-24 saat inkübas-

yonu sonrasında antibiyotiklere ait ölçülen MİK 

değerleri kaydedilmiştir. 

Seftarolin için MİK değerleri sıvı mikrodilüsyon yön-

temi ile çalışılmıştır. Seftarolin-2HCl (LOT numarası: 

01FOR01-06-29) toz formu üretici firma olan Astra 

Zeneca (İngiltere)’dan sağlanmıştır. Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI)’ın(14) önerileri 

doğrultusunda, seftarolin %100’lük dimetil sülfoksit 

(DMSO) içinde çözdürülmüş ve %0.085 steril serum 

fizyolojik içerisinde son konsantrasyonda %30 DMSO 

olacak şekilde sulandırılmıştır. Daha sonra Mueller 

Hinton sıvı besiyeri içeren steril U tabanlı 96 kuyu-
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cuklu polistren plakların kuyucuklarına seri dilüsyon-

ları 0.125-64 µg/ml olacak şekilde dağıtılmıştır. Taze 

pasajdaki kolonilerden 0.5 McFarland bulanıklık stan-

dardı oluşturacak şekilde süspansiyon hazırlanarak 

son inokulüm konsantrasyonu 5x105 cfu/ml olacak 

şekilde, 1/100 oranında sulandırılıp kuyucuklara 

eklenmiştir. Tüm plaklar 37°C’de 18-24 saat inkübas-

yon sonrasında EUCAST kriterlerine göre değerlendi-

rilmiştir. 

Seftarolin MİK değeri <= 1 µg/ml, linezolid MİK değe-

ri <=4 µg/ml olan izolatlar duyarlı olarak kabul edil-

miştir. MRSA izolatları için vankomisin MİK değeri 

<=2 µg/ml ve MRKNS izolatları için vankomisin MİK 

değeri <= 4 µg/ml olan izolatlar duyarlı olarak kabul 

edilmiştir. 

Kontrol suşu olarak S. aureus ATCC 29213 kullanıl-

mıştır.

Bulgular

Tüm izolatlar vankomisin (MİK<2 µg/ml) ve linezolide 

(MİK<1 µg/ml) duyarlı bulunmuştur. Elde edilen 

MİK50/90 değerleri Tablo 1’de yer almaktadır. 

Seftarolin için MRSA izolatlarının 45/50 (%90)’sinde 

duyarlılık belirlenmiştir (Tablo 2). Seftarolinin, MRSA 

izolatlarında MİK50/90 değeri 0.5/1 μg/ml ve MİK aralı-

ğı 0.125-2 µg/ml’dir. MRKNS’de (koagülaz negatif 

stafilokoklarda seftarolin için MİK sınır değerleri 

belirlenmemiş olmakla birlikte, S. aureus için geçerli 

sınır değerlerine göre yorum yapılmıştır) MİK50/90 

değeri 0.25/0.5 μg/ml ve MİK aralığı 0.125-2 µg/ml 

olarak bulunmuştur.

Tartışma

Tüm dünyada hastane ve toplum kaynaklı enfeksi-

yonların sıklıkla etkeni olan stafilokoklar, yüksek 

oranda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadır(15). 

MRSA ve MRKNS enfeksiyonlarının tedavisinde van-

komisin başta olmak üzere glikopeptidler tercih edi-

len antibiyotiklerdir ve ciddi enfeksiyonların tedavi-

sinde uzun dönemde başarılı klinik sonuçlar 

alınmıştır(16,17). Ancak, 1990’lı yılların sonlarından iti-

baren klinik araştırmalarda vankomisine azalmış 

duyarlılık veya direnç gösteren S. aureus izolatları 

bildirilmiştir(18,19). Polonya’da bir çalışmada sağlık 

bakımı ilişkili MRSA izolatlarının 11/600’ünde vanko-

misin direnci belirlendiği bildirilmiştir(2). Tahran’da 

1789 S. aureus izolatı incelendiğinde 4 VRSA, 2 VISA 

bulunmuştur(3). Türkiye’de ilk hVISA suşu MRSA izo-

latlarında 1998 yılında Gülay ve ark.(20) tarafından 

Tablo 1. Stafilokok suşları için vankomisin, linezolid ve seftarolin MİK değerleri.

Mikroorganizma (n)

MRSA (50)

MRKNS (50)

MİK50

0.25
0.5
0.5

0.5
0.5

0.25

MİK90

0.5
1
1

1
1

0.5

Aralık

0.125-1
0.5-2

0.125-2

0.125-1
0.25-1

0.125-2

Duyarlılık (%)

100
100
90

100
100

 98**

MİK (µg/ml)

MRSA: Metisilin dirençli S. aureus, MRKNS: Metisilin dirençli koagülaz negatif stafilokok, MİK: Minimum inhibitör konsantrasyon
* EUCAST’e göre seftarolin MİK değerleri S. aureus için belirlenmiştir. 
** Seftarolinin ≤1 μg/ml konsantrasyonlarında MRKNS izolatlarının %98’i inhibe olmuştur.

Antibiyotik

Vankomisin
Linezolid
Seftarolin

Vankomisin
Linezolid
Seftarolin*

Tablo 2. MRSA ve MRKNS izolatlarında seftarolin’in MİK 
değerleri.

Bakteri (n)

MRSA
MRKNS
S. aureus ATCC 29213

0.125

6
5
X

0.25

17
24

0.5

18
18

1

4
2

2

5
1

µg/ml

MRSA: Metisilin-dirençli S. aureus; MRKNS: Metisilin dirençli 
koagülaz negatif stafilokok; X: MIK değeri
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bildirilmiştir ve mikrodilusyon metoduyla yaptıkları 

çalışmada hVISA oranı %5.3 bulunmuştur. Aktaş ve 

ark.(21) vankomisin MİK50/90 değerini araştırdıkları 

çalışmalarında, 390 MRSA izolatında 1 μg/ml olarak 

belirlemişlerdir. Bu izolatlar arasında VISA suşuna 

rastlanmamıştır. Yıldız ve ark.(22) Türkiye’de farklı böl-

gelerden 12 hastanede izole edilmiş 397 MRSA izola-

tında vankomisin ve linezolide direnç saptamamışlar-

dır. Kuşçu ve ark.(4) metisiline dirençli stafilokoklar 

arasında, koagülaz negatif stafilokok (KNS) suşlarında 

VIS ve hVIS oranlarını sırasıyla %9.8 (4/41) ve %2.4 

(1/41) olarak bulurken; S. aureus suşlarında sırasıyla 

%0.9 (1/107) ve %0.9 (1/107) olarak belirlemişlerdir. 

Mirza ve ark.(5) da 94 pediyatrik hastadan izole edil-

miş MRSA suşunu inceledikleri çalışmada %21.3’ünde 

hVISA belirlemişlerdir. Çalışmalarda elde edilen farklı 

prevalans oranlarının nedeni kullanılan yöntemlerin 

farklı olması ile açıklanabilir. Dünya genelinde benzer 

araştırma sonuçları değerlendirildiğinde bu durum, 

glikopeptid kullanımı sırasında yetersiz klinik iyileş-

meyle ilişkilendirildiğinden tedavide yeni ajanların 

kullanılması eğilimini ortaya çıkarmıştır. Linezolid de 

invaziv MRSA enfeksiyonlarının tedavisinde vankomi-

sine alternatif olarak öne çıkan antibiyotiklerdendir.

Stafilokoklarda linezolid direnci oldukça enderdir. 

Persistan bakteriyemilerin tedavisinde vankomisine 

benzer sonuçlar elde edildiği gösterilmiştir(10). Yapılan 

çeşitli sürveyans araştırmalarında linezolid direnci 

S. aureus için %0.05-0.14 arasında, KNS için %1.4-2 

arasında bildirilmiştir(23,24). Ender olsa da yoğun bakım 

ünitesinde linezolide dirençli S. aureus ve linezolid ve 

metisiline dirençli Staphylococcus epidermidis salgın-

ları bildirilmiştir(25,26). Dokutan ve ark.(27) yoğun bakım 

ünitesinde yatan hastaların çeşitli örneklerinde üre-

yen 125 KNS izolatı içinde kanda üreyen 3 suşta 

(%2,4) linezolid direnci saptamışlardır. Ertem ve ark.
(28) ile Ağuş ve ark.(29) da çalışmalarında stafilokok izo-

latlarında linezolide direnç belirlemediklerini bildir-

mişlerdir. Bizim çalışmamızda da kan kültürlerinde 

üreyen MRSA ve MRKNS izolatları arasında linezolide 

direnç saptanmamıştır. Bu durum linezolidin metisili-

ne dirençli stafilokoklar ile oluşan enfeksiyonların 

tedavisinde halen uygun bir seçenek olduğu görüşü-

nü desteklemektedir. 

Sefalosporin grubu antibiyotiklerin 5. kuşak yeni üye-

lerinden olan seftarolin MRSA suşlarının yanısıra 

VISA suşlarına da bakterisidal etkili olarak rapor 

edilmektedir(30). Seftarolin’in ön ilaç formu olan sef-

tarolin fosamil, 2010 yılında Amerika Birleşik 

Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onay 

almıştır. MRSA’ya karşı seftarolinin aktivitesi, penisi-

lin bağlayıcı proteinlere olan yüksek afinitesine, özel-

likle de PBP2a’nın transpeptidaz bölgesi yakınında 

allosterik bir alana karşı afinitesine bağlıdır. Seftarolin 

VISA ve hVISA suşlarına karşı da in vitro etkilidir(11). 

MRSA bakteriyemilerinin tedavisinde seftarolinin 

kullanımı için veriler retrospektif olgu serileri ile 

sınırlıdır. Bir çalışmada MRSA’nın etken olduğu kan 

dolaşımı enfeksiyonu tanısı alan 123 hastanın 

%78.3’ünde seftarolin ile klinik başarı elde edildiği 

bildirilmiştir(31). Bununla birlikte, bu çalışmada 

S. aureus izolatlarında seftaroline direnç %2.9 ora-

nında belirtilmiştir. Ağır kliniği olan MRSA enfeksi-

yonlarındaki başarı oranları üzerine yayınlanmış 22 

makalenin sonuçları değerlendirildiğinde toplam 379 

hastada ortalama klinik kür %74 olarak görülmüştür(32). 

Farklı çalışmalarda elde edilen in vitro duyarlılık 

oranları da %93.3-94 olarak bildirilmektedir(33,34). 

Sader ve ark.(35) seftarolinin 9679 MRSA izolatının 

%97.2’sini MİK değeri ≤1 µg/ml’de, %100’ünü ise 

MİK değeri ≤2  µg/ml’de inhibe ettiğini göstermişler-

dir. Farrell ve ark.(36) 8469 S.aureus izolatında seftaro-

line duyarlılığı %98, MİK50/90 değerlerini de 0.5/1 µg/ml 

olarak belirlemişlerdir. Mengeloğlu ve ark.(37) ise 

MRSA izolatlarında seftaroline %94.3 duyarlılık ve 

MİK50/90 için 0.5/1 µg/ml sonuçlarını rapor etmişler-

dir. Bizim çalışma verilerimiz de bu araştırmalar ile 

uyumlu bulunmuştur. MRKNS izolatlarında seftaroli-

nin antimikrobiyal aktivitesini araştıran bir çalışma-

da, seftarolinin ≤1μg/ml konsantrasyonlarında izolat-

ların %98.7’sini inhibe ettiği gösterilmiştir(38). Bir 

diğer araştırmada ise MRKNS izolatlarında MİK50/90 

için 0.25/0.5 μg/ml değerleri elde edilmiştir(39). Bizim 

çalışma verilerimizde de benzer şekilde seftarolin 

MRKNS izolatlarında güçlü aktivite göstermiştir.
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MRSA bakteriyemileri etken bakterilerin hızlı belir-

lenmesini, kaynak kontrolünü ve aktif antimikrobiyal 

tedaviye hızlı başlanmasını gerektirir. Vankomisin, 

MRSA bakteriyemilerinde ilk sırada tercih edilen baş-

langıç antibiyotik olmaya devam etmektedir. Ancak 

rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında hVISA saptan-

ması mümkün olmadığından tedavi izleminde olası 

başarısızlığı önlemek için alternatif tedaviler de düşü-

nülmelidir. Alternatif tedavi amacıyla linezolid, dap-

tomisin ve tigesiklin kullanımı sıklıkla önerilmekle 

birlikte, ülkemizde henüz kullanıma girmemiş yeni 

bir molekül olan seftarolin için bakterilerin duyarlılığı 

konusuyla ilgili çalışmalara gereklilik olduğu ve tüm 

anti-MRSA antibiyotiklere karşı direnç gelişiminin 

takip edilmesinin yararlı olacağı kanısındayız.
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ÖZ

Amaç: Hepatit B enfeksiyonu aslında tedavi edilebilir bir hastalık değildir ve amaç yalnızca viral 
replikasyonun baskılanması olup, bu nedenle de çoğu kez yaşam boyu tedavi gerektirir. Uzun süreli 
antiviral tedavi beraberinde dirençli mutant virüslerin ortaya çıkışına neden olmaktadır. Nüleoz(t)id 
analoglarının ana hedef bölgesi olan revers transkriptaz gen bölgesindeki mutasyonlar tedavideki 
en büyük sorundur. Bu çalışmada, kronik hepatit B tedavi başarısızlığı gösteren hastalardaki 
nükleoz(t)id direnç mutasyonlarının restrospektif olarak değerlendirilmesi amaçlanmıştır.
Yöntem: Bu çalışmada, 2006-2018 yılları arasında, İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi çeşitli klinikle-
rinde takip edilen ve tedavi başarısızlığı gösteren, toplam 120 kronik hepatit B hastasına ait HBV 
ilaç direnci sonuçları retrospektif olarak değerlendirilmiştir. İlaç direncinin belirlenmesinde, ticari 
ters hibridizasyon temelli testler ve pirosekanslama yöntemi kullanılmıştır. 
Bulgular: Çalışmaya dâhil edilen 120 hastanın yaklaşık %52’sinde tekli ve %48’inde çoklu baz 
mutasyonu belirlenmiştir. Çoğunluğu lamivudin/telbivudin direncinden sorumlu olmak üzere, 
rtA181T/V ve rtN236T gibi adefovir direncine neden olan çeşitli primer mutasyonların yanı sıra 
rtL180M, rtL80V/I ve rtV173L gibi kompensatuvar mutasyonlar da saptanmıştır. Tekli baz mutas-
yonlarından en sık rtM204V/I (%34.16) ve çoklu baz mutasyonları içerisinde ise en sık rtM204V/
I+rtL180M (%18.33) görülmüştür. 
Sonuç: HBV direnç mutasyonlarının uzun süreli ve kalıcı olarak izlenmesi gerekmektedir. Özellikle 
tedavi başarısızlığı gibi direnç düşünüldüğü durumlarda daha geniş çaplı mutasyon analizlerinin 
yapılması ve tedavi rejimlerinin bu mutasyonların varlığına bağlı olarak sürekli güncellenmesi 
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit B, antiviral direnç, 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, rtL80V/I 
and rtV173L have also been found most of which are responsible for lamivudine/telbivudine 
resistance. rtM204V/I (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.
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GİRİŞ

Klinik olarak iyileşen akut hepatit B’nin en önemli 

komplikasyonu kronik hepatit B’dir. Kronik hepatit B 

(KHB) enfeksiyonunun önlenmesinde yaklaşık otuz 

yıldır hepatit B aşısı dünya genelinde yaygın olarak 

uygulanmaktadır. Aşılama sayesinde görülme sıklı-

ğında azalma kaydedilmesinin yanında, yeni antiviral 

tedavilerin geliştirilmesi ve tedaviye erişilebilirliğin 

artması sayesinde son dönem karaciğer yetmezliği ve 

hepatosellüler karsinomaya ilerlemeler engellenme-

ye çalışılmaktadır(1). Ancak Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

2017 global hepatit raporuna(2) göre; yaklaşık 257 

milyon kişinin hepatit B virüs (HBV) taşıyıcısı olduğu, 

2015 yılında çoğu siroz ve hepatoselüler kanser gibi 

hepatit B’nin uzun dönem komplikasyonları nedeniy-

le 887 bin ölüme neden olduğu bildirilmiştir. 

Hepatit B virüs enfeksiyonu spesifik olarak tedavi 

edilebilir bir hastalık değildir ve KHB yönetiminde 

temel amaç viral replikasyonun baskılanması olup, 

bu nedenle de çoğu kez yaşam boyu tedavi gerektir-

mektedir. Tedavi sayesinde siroz progresyonu yavaş-

latılabilir, karaciğer kanser insidansı azaltılabilir ve 

uzun süreli sağkalım sağlanabilir(2). Pegile interferon 

alfa-2a ve 2b gibi immün-modülatörler ile birlikte 

lamivudin (LAM), adefovir (ADV), entekavir (ETV), 

tenofovir (TNF) ve telbivudin (Ldt) gibi nüleoz(t)id 

analogları (NA) KHB enfeksiyon tedavisinde ülkemiz-

de mevcut olan ve kullanım onayı almış ilaçlardır(3). 

Nüleoz(t)id analogları, viral replikasyonun ana enzi-

matik aktivite bölgesi olan revers transkriptaz (RT) 

inhibitörü olarak işlev görmektedir. Viral polimerazın 

çeşitli bölgelerindeki mutasyonlar tedavideki en 

büyük sorundur. Çünkü bu mutasyonlar RT’nin kon-

formasyonel yapısını değiştirmekte ve bağlanmaları-

nı engelleyerek NA’ların etkinliğini azaltmaktadır(4). 

Mutasyonların neden olduğu genotipik direnç, viral 

polimerazın spesifik pozisyonlardaki sekans varyas-

yonlarının değerlendirildiği çeşitli ticari testlerle tes-

pit edilebilmektedir. Bu amaçla kullanılabilecek mev-

cut tanı yöntemleri arasında; Restriksiyon Parça 

Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), hibridizasyon ve dizi 

analizi yöntemleri gelmektedir(5). Tedavi-naif hasta-

larda HBV ilaç direnç mutasyonları ender olduğun-

dan dolayı direnç testinin; özellikle tedaviye yanıtsız-

lık durumunda veya geçmiş tedavi tecrübesi olan, 

devam eden NA tedavisine rağmen viremi görülen ve 

tedavi sırasında virolojik kırılma (breakthrough) olan 

hastalarda yapılması önerilmektedir(5,6). Bu çalışma-

da KHB tedavi başarısızlığı gösteren hastalardaki NA 

direnç mutasyonlarının restrospektif olarak değer-

lendirilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda, 2006-2018 yılları arasında, İnönü 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Turgut Özal Tıp Merkezi’ndeki 

çeşitli kliniklerce takip edilen ve tedavi başarısızlığı 

gösteren KHB hastalarına ait HBV ilaç direnci sonuç-

ları retrospektif olarak değerlendirilmiştir. Yaklaşık 

12 yıllık sürede toplam 120 hastaya ait direnç testi 

sonucu incelenmiştir. 

Hastalara ait serum örneklerinden DNA izolasyonu 

amacıyla 2006-2014 yılları arasında kolon temelli 

ekstraksiyon yöntemi (QIAamp DNA Mini kit, Qiagen, 

Hilden, Almanya) ve 2014 yılından itibaren manyetik 

partikül teknolojisinin kullanıldığı otomatize ekstrak-

siyon sistemi (QIAsymphony SP, Qiagen, Hilden, 

Almanya) kullanılmıştır. 

İlaç direncinin belirlenmesinde polimeraz gen bölge-

sindeki mutasyonlar hazır ticari sistemler kullanılarak 

belirlenmiştir. Bu amaçla 2006-2014 yılları arasında 

ticari ters hibridizasyon temelli Inno Lipa HBV DRv2 

ve Inno Lipa HBV DRv3 (Innogenetics, Belçika) testle-

ri ve 2014-2018 yılları arasında ise pirosekanslama 

(Pyromark, Qiagen, Almanya) testi üretici firmanın 

önerileri doğrultusunda kullanılmıştır. Pirosekans 

testi ile HBV polimeraz (pol) geninin rtI169, rtV173, 

rtL180, rtA181, rtT184, rtA194, rtS202, rtM204, 

rtN236 ve rtM250 kodonlarındaki mutasyonlar belir-

lenebilmektedir. Bu bölgeler içerisinde rtL80, rtL180, 

rtA181, rtM204, rtN236 bölgeleri INNO-LiPA testi 

version 2 ile ve rtT184, rtA194, rtS202, rtM250 böl-

geleri ise INNO-LiPA testi version 3 ile taranabilmek-

tedir. Pirosekanslamada ters-hibridizasyon teknikle-
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riyle kaçırılan polimeraz gen bölgesi rtI169 olup, 

rtL80 mutasyonu ise pirosekanslamada taranma-

maktadır.

BULGULAR

Çalışmaya dâhil edilen hastalarda saptanan RT gen 

bölgesi mutasyonlarının %51.66’sının tek bölgede, 

%45.83’ünün iki bölgede ve %2.51’inin ise üç bölge-

de olduğu görülmüştür. Tek bölge mutasyonları içeri-

sinde %9.16 oranında rtL180M ve rtL80V/I pozisyon-

larında kompensatuvar mutasyonlar saptanmıştır. 

Çoklu baz mutasyonu belirlenen örnekler arasında 

ise, toplamda %44.13 oranında rtL180M, rtL80V/I ve 

rtV173L pozisyonlarında kompensatuvar mutasyon-

lar görülmüştür. 

Tek bölge mutasyonları içerisinde en sık RT enziminin 

204 no.lu kodonunda görülen ve YMDD mutasyonu 

olarak adlandırılan rtM204V/I (%34.16) mutasyonu 

saptanmış olup, bunu izleyen sırasıyla rtL180M 

(%6.66), rtA181T/V (%5.83), rtL80V/I (%2.5) ve 

rtN236T (%2.5) mutasyonları belirlenmiştir. 

Hastaların 55’inde saptanan iki farklı bölgedeki 

mutasyonların görülme sıklığı ise; 22 hastada 

(%18.33) rtL180M+rtM204V/I, 20 hastada (%16.66) 

rtM204V/I+rtL80V/I, beş hastada (%4.16) rtM204V/

I+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 şeklindedir.

Üç bölge mutasyonu saptadığımız birer hasta (%0.83) 

bulunmakta olup, mutasyonların rtL180M+rtM204V/

I+rtL80V/I, rtM204V/I+rtL80V/I+rtA181T/V ve 

rtL180M+rtM204V/I+rtN236T bölgelerinde olduğu 

görülmüştür. Çalışmamızda belirlenen direnç mutas-

yonları Tablo 1’de sunulmuştur.

TARTIŞMA

Kronik hepatit B’nin tedavisinde 1985 yılından itiba-

ren interferonlar kullanılmaya başlanmış, daha sonra 

yeni antiviral ilaçların ortaya çıkmasıyla HBV enfeksi-

yonunun tedavisinde yeni ve daha başarılı tedavi 

seçenekleri kullanılabilir hâle gelmiştir(2). Ancak, NA 

tedavileri uzun süreli, çoğu kez yaşam boyu devam 

etmekte ve bu da beraberinde dirençli mutant virüs-

lerin ortaya çıkışına neden olmaktadır. Primer mutas-

yonlar ilaç direncinden doğrudan sorumludur, kom-

pensatuvar mutasyonlar ise viral replikasyon yetene-

Tablo 1. Çalışmada belirlenen tekli ve çoklu baz mutasyonlarının dağılımı ve olası nükleoz(t)id analoglarına direnci.

Mutasyon

Tek Baz Mutasyonu
	 rtM204V/I
	 rtL180M
	 rtA181T/V
	 rtL80V/I
	 rtN236T

Çoklu Baz Mutasyonu
	 rtM204V/I+rtL180M
	 rtM204V/I+rtL80V/I
	 rtM204V/I+rtA181T/V
	 rtL180M+rtL80V/I
	 rtL180M+rtA181T/V
	 rtA181T/V+rtV173L 
	 rtM204V/I+rtV173L
	 rtL80V/I+rtA181T/V
	 rtM204V/I+ rtL180M+rtL80V/I 
	 rtM204V/I+rtL80V/I+rtA181T/V
	 rtM204V/I+ rtL180M+rtN236T

Primer ve kompensatuvar ilaç direnci(3,6-8)

LAM/Ldt
LAM/Ldt (Kompensatuvar)

LAM/ADV
LAM (Kompensatuvar)

ADV

LAM/Ldt (Kompensatuvar)
LAM/Ldt (Kompensatuvar)

LAM/Ldt/ADV
LAM/Ldt (Kompensatuvar)

LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar)
LAM/ADV (Kompensatuvar)
LAM/Ldt (Kompensatuvar)
LAM/ADV (Kompensatuvar)
LAM/Ldt (Kompensatuvar)

LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar)
LAM/Ldt/ADV (Kompensatuvar)

Hasta sayısı
n (%)

41 (34.16)
8 (6.66)
7 (5.83)
3 (2.5)
3 (2.5)

22 (18.33)
20 (16.66)

5 (4.16)
3 (2.5)

2 (1.66)
1 (0.83)
1 (0.83)
1 (0.83)
1 (0.83)
1 (0.83)
1 (0.83)
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ğinin yine gelişmesine neden olmaktadır. Dirence 

karşı genetik bariyeri düşük LAM, Ldt ve ADV gibi 

antivirallere direnç gelişiminde tek bir primer mutas-

yon yeterli olabilmektedir(9). Bu nedenle tedaviye 

uyumlu KHB hastalarında ilk seçenek ilaç olarak 

tenofovir ve entekavir gibi dirence karşı genetik bari-

yeri yüksek, oral olarak alınan ve kullanımı kolay, yan 

etkisi az olan ilaçlar önerilmektedir(2,6). Tedavi uyum-

lu hastalarda tedaviye yanıtsızlık durumunda antivi-

ral direnç varlığı araştırılmalıdır. Antiviral direnç tes-

pit edilmesi durumunda ise çoğul ilaca dirençli suşla-

rı indükleme riskini en aza indirmek için, çapraz 

direnç göstermeyen en etkili NA ilaçlar ile uygun bir 

kurtarma tedavisi başlatılması önerilmektedir(6).

Lamivudin en yüksek direnç oranına sahip antiviral 

olup, dirence neden olan en yaygın mutasyon HBV 

polimerazının aktif bölgesindeki YMDD (tirozin, meti-

yonin, aspartat, aspartat) motifini etkileyen mutas-

yonlardır. Mutasyonun sonucunda YMDD motifinde-

ki 204. kodon tarafından kodlanan metiyonin yerine 

valin/izolösin (rtM204V/I, YVDD/YIDD varyantı) 

gelebilmektedir(9,10). Çalışmamızda da en sık 

rtM204V/I mutasyonları görülmüştür. Bu mutasyon-

ların tek başına (%34.16) ve çeşitli kompensatuvar 

mutasyonlarla (%38.31) veya ADV direncinden 

sorumlu olan rtA181T/V mutasyonu ile birlikte 

(%4.16) olduğu belirlenmiştir. Çeşitli çalışmalarda, 

çoklu-baz mutasyonları içerisinde sonuçlarımıza ben-

zer şekilde en sık rtM204V/I+rtL180M birlikteliğinin 

görüldüğü bildirilmiş ve bu mutasyonların sıklıkla 

yapısal olarak da birbirine benzer LAM ve Ldt diren-

cine neden olduğu vurgulanmıştır(10,11). Bu iki pozis-

yonda görülen mutasyonların sonuçlarımıza benzer 

şekilde tekli mutasyonlar içerisinde de en sık görülen 

direnç mutasyonu olduğu bildirilmiştir(11). 

Çalışmamızda, toplamda %77 oranında saptanan 

YMDD mutasyonu, yakın zamanda Saran ve ark.’nın(12) 

yaptığı çalışmada %83 oranında belirlenmiştir. 

Çalışmada antiviral tedavi alan 131 KHB hastasında 

%9.1 oranında mutasyon saptanmış ve YMDD ile 

birlikte çeşitli kompensatuvar mutasyonlar ve ADV 

direncinden sorumlu rtN236T mutasyonu bildirilmiş-

tir. 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, HBV tedavisi 

alan 45 hastadaki direnç mutasyonları araştırılmış ve 

hastaların %29’unda ilaç direnci ile ilişkili mutasyon-

lar saptanmıştır. Çalışmada, sonuçlarımıza benzer 

şekilde rtM204V/I mutasyonu tek başına %31 ora-

nında saptanırken, geri kalanına rtL180M ve rtV173L 

kompensatuvar mutasyonların eşlik ettiği 

bildirilmiştir(13). Sıklıkla belirlenen bu rtL180M ve 

rtV173L gibi sekonder kompensatuvar mutasyonların 

viral replikasyon kapasitesini arttırdığı bilinmektedir. 

Özellikle tek bölge primer mutasyon saptanan virüs-

lerle kıyaslandığında, bu tür sekonder kompensatu-

var mutasyonların mutant virüslere önemli bir avan-

taj sağladığı bildirilmektedir(14). Kırdar ve ark.(15) bir yıl 

süreyle LAM tedavisi alan 50 KHB hastasında direnç 

mutasyonlarını araştırdıkları çalışmada, hastaların 

%24’ünde primer ve kompensatuvar dirençten 

sorumlu mutasyonlar saptamıştır. Direnç mutasyonu 

saptadıkları hastaların yarısında tek başına YMDD 

mutasyonu saptanırken, diğer yarısının ADV direnci 

ile kompensatuvar mutasyonların birlikte görüldüğü 

bildirilmiştir. Çalışmamızda da, hastaların yaklaşık 

yarısında büyük çoğunluğu LAM ve Ldt ile birlikte 

veya ADV direnç mutasyonuna eşlik eden kompensa-

tuvar mutasyonlar saptanmıştır. 

Nükleotid analoglarından ADV, LAM dirençli varyant-

larda etkilidir fakat beş yıllık tedavi sonrasında 

%30’luk önemli bir direnç oranından söz edilmekte-

dir. Adefovir direncine neden olan başlıca iki mutas-

yon tanımlanmıştır. Bunlar HBV polimerazın 236. 

(rtN236T) ve 181. (rtA181V/T) pozisyonlarındaki ami-

noasit değişimleriyle sonuçlanan mutasyonlardır(14). 

Çalışmamızda, her iki mutasyonun da tespit edildiği 

görülmüştür. Bazı çalışmalarda, daha önce ADV teda-

visi görmeyen hastalarda ADV direncinden sorumlu 

mutasyonların saptandığı da bildirilmiştir(8,15). Ancak, 

ADV tedavisi almamış bu hastalarda görülen tekli 

rtA181T mutasyonunun ADV yerine yeni bir LAM 

direnç mutasyonu olarak da düşünülebileceği 

belirtilmiştir(8). Aynı şekilde LAM tedavisi almış hasta-

larda saptanan primer olarak LAM/Ldt direncinden 

sorumlu rtM204V/I + L180M mutasyonlarının daha 

önce ETV almamış hastalarda ETV direncine neden 
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olabileceği vurgulanmıştır(16). Dolayısıyla LAM tedavi 

uyumlu olup da tedaviye yanıtsız hastalarda ilk seçe-

nek olarak önerilen ETV kullanımından önce de çap-

raz direncin sorgulanmasının yararlı olacağı 

bildirilmektedir(3,5). Çalışmamız uzun süreli geriye 

dönük bir tarama çalışması olduğundan ve hastaların 

tedavi geçmişlerine ulaşılamadığından entekavir 

tedavisine başlarken nelerin dikkate alındığına dair 

verilere ulaşılamamıştır.

Dirence karşı genetik bariyeri oldukça yüksek olan 

entekavir için, LAM dirençli hastalarda daha yüksek 

oranda direnç gösterdiği saptanmıştır. Çünkü ETV 

direnci için rtI169T, rtS184G, rtS202G/I veya rtM250V 

gibi primer olarak ETV direncinden sorumlu mutas-

yonların yanında bir YMDD motif mutasyonuna gerek 

duyulduğu belirtilmektedir(17). Tenofovir direncinden 

sorumlu tutulan tipik bir mutasyon bildirilmemekle 

birlikte, TNF tedavisi sırasında gözlenen rtA194T 

mutasyonunun TNF direnci ile ilişkilendirilebileceği 

belirtilmektedir(14). Ancak, ADV ile bazı yapısal ben-

zerlikleri nedeniyle iki ilaç arasında potansiyel bir 

çapraz direnç söz konusudur. Hem ADV direncine yol 

açan primer mutasyonlara (rtA181T/V ve/veya 

rtN236T) sahip mutant virüslerde TNF’nin in vitro 

olarak daha az etkinlik gösterdiği hem de ADV 

dirençli hastalarda duyarlı hastalarla kıyaslandığında 

TNF’nin çok daha az etkili olduğu belirtilmektedir(14,18). 

Çalışmamızda, ETV veya TNF ile primer olarak ilişki-

lendirilmiş herhangi bir mutasyon saptanmamıştır.

Nükleoz(t)id analoglarının uzun süreli ve yaygın ola-

rak kullanılması yıllar içerisinde direnç mutasyonla-

rında artışa neden olmuştur. Gelişen dirençle birlikte 

antiviral tedavilerin etkinliği de önemli oranda zayıf-

lamış, hastalığın yönetimi zorlaşmıştır(10). Nükleoz(t)

id analogları viral polimeraz geni tarafından kodlanan 

RT enzimini hedef aldığı için, RT bölgesinde görülebi-

lecek her türlü mutasyon ilaç direnci ile ilişkili 

olacaktır(9). Hazır ticari testler daha önceden iyi belir-

lenmiş direnç mutasyonlarını saptayabilmekte fakat 

olası yeni mutasyonlar konusunda fikir vermemekte-

dir. Ülkemizde yapılan bir çalışmada, LAM tedavisi 

alan KHB hastalarında direnç mutasyonları dizi anali-

zi ve ticari hibridizasyon yöntemleri ile araştırılmış, 

yöntemlerin mutasyonları belirlemedeki perfor-

mansları değerlendirilmiştir(19). Libbrecht ve ark.(8), 

bu iki yöntemi karşılaştırdıkları çalışmalarında, dizi 

analizinin primer ve kompensatuvar direnci belirle-

mede duyarlılığının daha düşük olduğunu belirtirken, 

Aydoğan ve ark.(19) her iki yöntemin de genel olarak 

benzer performans sergilediğini bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak, özellikle tedavi yanıtsızlığı gösteren 

uyumlu hastalarda, rutin direnç testleri yanında dizi 

analizi gibi yöntemlerle daha önce tanımlanmamış 

yeni mutasyonların araştırılması ve buna bağlı olarak 

tedavi rejimlerinin yeniden planlanması daha yararlı 

olabilir. Bu amaçla, HBV direnç mutasyonlarının uzun 

süreli ve kalıcı olarak izlenmesi, tedavi başarısızlığı 

gibi direnç düşünüldüğü durumlarda daha geniş çaplı 

olarak mutasyon analizlerinin yapılması ve tedavi 

rejimlerinin bu mutasyonların varlığına göre sürekli 

olarak güncellenmesi akılcı bir yaklaşım olacaktır. 
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ÖZ

Amaç: Tüm dünyada gıda endüstrisinde kullanılan kimyasal koruyucu maddelerin zararlı etkileri 
konusunda ciddi endişeler söz konusudur. Bu çalışmanın amacı, nutrasötik madde olan klorojenik 
asit bazlı kontrollü salım sisteminin üretimi ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesidir.
Yöntem: Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartikülleri çift emülsiyon yöntemi ile sentezlenmiş, Zeta 
Sizer cihazı ile karakterize edilmiş, enkapsülasyon verimi ve yükleme kapasitesi belirlenmiştir. 
Ayrıca klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin gıda patojenlerinden olan Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) ve Listeria monocytogenes 
(ATCC 10033) üzerindeki antimikrobiyal etkinliği mikrodilüsyon yöntemi ile test edilmiştir. 
Bulgular: Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin ortalama partikül boyutunun 228.5±27.8 
nm, polidispersite indeksinin 0.127, zeta potansiyel değerinin -4.87±4.82 mV olduğu bulunmuştur. 
Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin enkapsülasyon veriminin %99, yükleme veriminin 
ise %68 olduğu hesaplanmıştır. Pseudomonas aeruginosa üzerinde 62.5±0.024 µg/mL ve 
Salmonella Typhimurium üzerinde 62.5±0.111 µg/mL ve Listeria monocytogenes üzerinde 
125±0.097 µg/mL konsantrasyonlarında inhibitör etki gösterdiği belirlenmiştir. 
Sonuç: Kontrollü salım özelliği ile klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin Pseudomonas 
aeruginosa ve Salmonella Typhimurium üzerindeki antimikrobiyal etkisinin önemli düzeyde arttığı, 
Listeria monocytogenes’de ise daha az etki gösterdiği belirlenmiştir. Üretilen nanopartiküllerin 
ileriki çalışmalar ile gıda alanında koruyucu olarak kullanım potansiyeline sahip olabileceği düşü-
nülmektedir.

Anahtar kelimeler: Klorojenik asit, nanopartikül, 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 µg/mL 
and Salmonella Typhimurium on 62.5±0.111 µg/mL, and Listeria monocytogenes 125±0.097 µg/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.
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GİRİŞ

Günümüzde hâlen dünya çapında gıdaların mikrobi-

yolojik güvenliği; tüketiciler, denetleme kurumları ve 

gıda endüstrisi için sorun olmaya devam etmektedir(1). 

Gıda endüstrisinde kimyasal koruyucu kullanmanın 

kanserojenik etkileri hakkında artan endişe, doğal ve 

bitkisel maddelere olan ilgiyi her geçen gün 

arttırmaktadır(2,3). Her ne kadar sentetik antimikrobi-

yaller birçok ülkede onaylanmış olsa da son eğilim; 

alternatif, güvenli, etkili ve kabul edilebilir doğal 

koruyucuların kullanımı olmuştur(1). Böylece, gıda 

ürünlerinde sentetik kimyasal koruyucuların kullanıl-

ması yerine, tüketici tarafından kabul edilebilir doğal 

antimikrobiyallerin tanımlanması değerli hâle 

gelmiştir(4). Birçok bitki ekstraktı, bir dizi bakteri, 

maya ve küfe karşı antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. 

Özellikle fenolik asitler son zamanlarda, anti-

enflamatuvar ve antioksidan özellikleriyle ilgili umut 

vermektedir(2,5,6). 

Klorojenik asit; elma, armut, kakao, kahve, turunçgil-

ler gibi bazı bitki türlerinde bulunan önemli fenolik 

bileşiklerden biridir(4,7). Anti-bakteriyel, antioksidan, 

antiviral, anti-diyabetik ve anti-kanserojen özellikleri 

klorojenik asitin birçok hastalığın tedavisinde nutra-

sötik ajan olarak kullanımını ön plana çıkartmıştır(8,9). 

Tüm bunların yanı sıra klorojenik asitin bakteri, 

maya, küf, virüs ve amipler de dâhil olmak üzere çok 

çeşitli organizmalara karşı antimikrobiyal aktivite 

göstermesi gıda katkı maddesi olarak da kullanım 

avantajı sağlamaktadır(4).

Literatürde bazı çalışmalarda, klorojenik asidin, gıda 

ürünlerinin korunmasında yararlı antimikrobiyal 

madde olarak kullanılabileceğini gösterilmiştir(4). 

Ancak, literatürde şu ana kadar klorojenik asit yüklü 

PLGA nanopartikülleri ile bir çalışma yapılmamıştır. 

 

Günümüzde nanoteknoloji birçok alanda kullanıl-

makla birlikte, gıda endüstrisinde kullanımı hızla 

büyümektedir. Nanoenkapsülasyon yöntemleri kulla-

nılarak kararsız olan antimikrobiyallerin korunması, 

gıdaların kalitelerinin ve güvenliklerinin arttırılması 

söz konusu olmaktadır(10-13). Ayrıca enkapsülasyon ile 

gıda katkı maddesinin stabilitesi arttırılabilir ve anti-

mikrobiyal aktivite kaybı da önlenebilmektedir(14). 

Enkapsülasyon için kitosan gibi biyopolimerler kulla-

nılabilmesinin yanı sıra PLGA gibi FDA (U.S. Food and 

Drug Administration) tarafından onaylı polimerler de 

tercih edilmektedir(15). 

Bu çalışmada, gıda teknolojilerinde kullanılması ama-

cıyla, alternatif bir yaklaşım olarak klorojenik asit 

yüklü PLGA nanopartikülleri sentezlenmiş, enkapsü-

lasyon verimi ve yükleme kapasitesi belirlenmiştir. 

Ayrıca klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin 

gıda patojenlerinden olan Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella Typhimurium ve Listeria monocytogenes 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliği, klorojenik asit ve 

boş PLGA nanopartikülleri ile kıyaslı bir şekilde test 

edilmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEM

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) satın alınmıştır. 

Kullanılan tüm kimyasallar ve solventler analitik saf-

lıktadır. Ultra saf su Millipore MilliQ Gradient sistemi 

kullanılarak elde edilmiştir.

Klorojenik Asit Yüklü PLGA Nanopartiküllerin 

Hazırlanması

Nanopartiküller literatürde ayrıntılı şekilde belirtilen 

ikili emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemi (su/

yağ/su, w/o/w) kullanılarak üretilmiştir(16,17). 

Nanopartiküllerin üretimi için 100 mg PLGA, 6 mL 

diklorometan içerisinde çözdürülmüştür. 10 mg/mL 

olacak şekilde hazırlanan klorojenik asit çözeltisiden 

önceden hazırlanan PLGA çözeltisinin üzerine 2 mL 

eklenmiştir ve 3 dk. boyunca 70 W enerji altında 

sonikasyon uygulanarak homojenize edilmiş ve emül-

siyon (w/o) oluşturulmuştur. %5’lik PVA distile suda 

çözündürülmüştür. Daha sonra, elde edilen PLGA 

klorojenik asit emülsiyonu %5’lik PVA çözeltisine çok 

küçük damlalar hâlinde homojen bir şekilde eklen-
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miştir. Bu işlem sonrasında karışım 5 dk. boyunca 70 

W enerji altında yine sonikasyon uygulanarak homo-

jenize edilmiş ve ikili emülsiyon (w/o/w) oluşturul-

muştur. Elde edilen nanopartiküllerden solventin 

uzaklaştırılması için 16 saat boyunca manyetik karış-

tırıcıda karışmaya bırakılmıştır. Ertesi gün nanoparti-

küller üç kez safsızlıkların uzaklaştırılması için 10.000 

rpm 45 dk. santrifüj edilerek nanopartiküller çöktü-

rülmüştür. Elde edilen nanopartiküller 1:200 oranın-

da sulandırıldıktan sonra 0.45 µm’lik rejenere selüloz 

filtreden geçirilmiş ve karakterizasyon işlemleri için 

hazır hâle getirilmiştir.

Boş PLGA nanopartikülleri ise içerisine klorojenik asit 

çözeltisi eklenmeden aynı basamaklardan geçirilerek 

hazırlanmıştır.

Klorojenik Asitin Standart Eğrisinin Hazırlanması

Klorojenik asit suda (~70°C) çözündürülerek 

(0.195313; 0.390625; 0.78125; 1.5625; 3.125; 6.25; 

12.5; 25 µg/mL) için 8 farklı konsantrasyonda çözelti-

leri hazırlanmıştır. UV-Vis spektrometre yardımı ile 

her bir konsantrasyonun UV absorbans değeri (324 

nm’de) belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlardan kon-

santrasyona karşılık absorbans grafiği çizilmiştir (Şekil 

3). Enkapsülasyon verimi ve yükleme kapasitesinin 

belirlenmesi için eğrinin denklemi elde edilmiştir.

Enkapsülasyon Verimi ve Yükleme Kapasitesinin 

Belirlenmesi

Enkapsülasyon verimini belirlemek için, klorojenik 

asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin santrifüj aşama-

sından sonra süpernatant alınmıştır ve içerisindeki 

serbest klorojenik asit miktarı UV-Vis spektrometre-

den elde absorbans değeri klorojenik asitin standart 

eğrisinden elde edilen doğru denklemine yazılarak 

hesaplanmıştır. UV-Vis ölçümünde boş PLGA nano-

partikülleri kör olarak kullanılmıştır. Enkapsülasyon 

verimi Denklem 1 kullanılarak hesaplanmıştır. 

Klorojenik asit PLGA nanopartikülleri için yükleme 

kapasitesi ise Denklem 2 kullanılarak hesaplanmıştır.

Denklem 1.

 	  			                          x100

Denklem 2.

				                   x100

Dinamik Işık Saçılması ve Zeta Potansiyel Analizi

Üretilen nanopartiküllerin zeta potansiyel, polidisper-

site indeks ve boyut ölçümü için Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments, İngiltere) cihazı kullanılmıştır. 

Partiküller ölçüm yapmak için transparan küvete 

konulmuştur ve 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm) ile 

25⁰C’de ölçüm alınmıştır. Her bir örnek fosfat tampo-

nu ile hazırlanmıştır ve ölçümden önce 0.45 µm’lik 

rejenere selüloz membrandan filtre edilmiştir. Partikül 

boyutu, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi 10 

ölçümün ortalaması alınarak raporlanmıştır.

Klorojenik Asit Yüklü PLGA Nanopartiküllerinin İn 

Vitro Salım Profili

Klorojenik asitin in vitro salım profilini belirlemek için 

klorojenik asit yüklü PLGA nanopartikülleri distile 

suda disperse edilerek diyaliz kapsülüne yerleştiril-

miştir. Salım ortamı olarak fosfat tamponu (PBS) 

(pH=7.2) kullanılmıştır. Örnekler 100 rpm’de yatay 

çalkalamalı su banyosunda 37°C’de inkübe edilmiştir. 

Klorojenik asitin in vitro salım 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 aralıkları ile belirlenmiştir. Salım ortamın-

dan 1 mL örnek alınmıştır ve yerine ise aynı hacimde 

taze salım ortamı eklenmiştir. Alınan örnekler UV-Vis 

spektrometre ile analiz edilerek, zamana bağlı olarak 

nanopartikülden salınan klorojenik asit miktarı stan-

dart eğri yardımı ile Denklem 3 kullanılarak elde 

edilmiştir.

Denklem 3.

				            x100

Bakteriyel Suşlar ve Büyüme Koşulları

Antimikrobiyal testler Nanomik Biyoteknoloji A.Ş. 

laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Test edilen tüm 

mikroorganizmalar [Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

15442), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), 

Listeria monocytogenes (ATCC 10033)], ticari olarak 

firma tarafından sağlanmıştır. Bakteri suşları, Luria-

Bertani (LB) besiyerinde (Miller, Merck 1102850500) % Enkapsülasyon= 
Verimi

PLGA Nanopartiküllerindeki Klorojenik Asit Miktarı-
Serbest Klorojenik Asit Miktarı

PLGA Nanopartiküllerindeki Klorojenik Asit Miktarı

% Yükleme =
Kapasitesi

Enkapsüle Edilmiş Klorojenik Asit Miktarı

Toplam Nanopartikül Ağırlığı

Salım (%) =
Salınan Klorojenik Asit Miktarı

Toplam Klorojenik Asit Miktarı
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37°C’de 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. Test edi-

len tüm mikroorganizmaların iyi bir şekilde büyüme-

sine izin verdiği için LB besiyeri deneyler için 

yeğlenmiştir(18).

Antibakteriyel Etkinlik Testleri ve Minimum 

İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK)

Örneklerin belirtilen mikroorganizmalara karşı anti-

bakteriyel aktivite ve MİK değerleri, bazı modifikas-

yonlar ile mikrodilüsyon yöntemi ile 96’lık mikroplak 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir(19). Örnekler LB broth 

ile seyreltilmiştir ve 62.5; 125; 250; 500 µg/mL ara-

sında değişen konsantrasyonlarda mikroplaka kuyu-

cuklarına eklenmiştir. Test edilen mikroorganizmala-

rın son konsantrasyonları 0.5 Mc Farland (1.5x108 

CFU/mL) standartları mikroplaka kuyucuklarına 

eklenmiştir ve 37°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

Inkübasyon öncesinde ve sonrasında mikroplakanın 

absorbans değeri 600 nm dalga boyunda spektro-

metre (Biotek-Epoch 2, ABD) ile ölçülmüştür. 

Kullanılan örneklerin test edilen mikroorganizmala-

rın üzerinde büyümesini inhibe eden en düşük kon-

santrasyonu MİK olarak tanımlanmıştır.

İstatistik Analiz

Muameleler ve antimikrobiyal etkiler arasındaki fark-

lılıkları ortaya koyan verilere tek faktörlü varyans 

analizi (ANOVA) uygulanmıştır. Varyans analizlerinin 

uygulanmasında Minitab (Ver. 2001) ve Duncan çoklu 

karşılaştırma analizlerinde de MSTAT-C (Ver. 1979) 

paket programlarından yararlanılmıştır.

BULGULAR

Dinamik ışık saçılması (DLS) yöntemi sıvı içerisindeki 

nanopartiküllerin boyut ve boyut dağılımlarını in situ 

değerlendirmeye olanak tanıyan en kullanışlı deney-

sel tekniklerden biridir. Bu çalışmada, çift emülsiyon 

(w/o/w) yöntemi ile üretilen klorojenik asit yüklü 

PLGA ve boş PLGA nanopartiküllerinin zeta potansi-

yel, partikül boyutu ve polidispersite indeksi analizle-

ri Zeta Sizer cihazı ile yapılmıştır.

Şekil 1’de boş PLGA nanopartiküllerine ait boyut ve 

zeta potansiyel sonuçları görülmektedir. Boş PLGA 

nanopartikülleri, 210.6±16 nm’lik ortalama partikül 

boyutu ve 0.065’lik polidispersite indeksi değerleri ile 

dar bir boyut dağılımına sahiptir (Şekil 1a). Şekil 1b’de 

ise boş PLGA nanopartiküllerine ait zeta potansiyel 

değerinin -8.63±6.78 mV olduğu görülmektedir.

Şekil 2’de ise klorojenik asit yüklü PLGA nanoparti-

küllerine ait zeta sizer cihazı sonuçları verilmektedir. 

Şekil 2a’da da görüldüğü üzere, klorojenik asit yüklü 

PLGA nanopartiküllerinin ortalama partikül boyutu 

228.5±27.8 nm ve polidispersite indeksinin ise 0.127 

olduğu bulunmuştur. Şekil 2b’de ise klorojenik asit 

yüklü PLGA nanopartiküllerinin zeta potansiyel değe-

rinin -4.87±4.82 mV olarak ölçüldüğü görülmektedir. 

Üretilen nanopartiküllerin zeta sizer cihazı ile parti-

 Şekil 1. Boş PLGA nanopartiküllerinin Zeta Sizer sonuçları (a) ortalama partikül boyutu, (b) zeta potansiyel.
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kül oluşumu karakterize edildikten sonra, klorojenik 

asit PLGA nanopartiküllerinin enkapsülasyon verimi, 

yükleme kapasitesi belirlenmesi için klorojenik asitin 

standart eğrisi hazırlanmıştır (Şekil 3). Bunun için 

UV-Vis spektrometre ile 324 nm’de klorojenik asitin 8 

farklı konsantrasyondaki çözeltisi için absorbans 

değerleri belirlenmiştir. Klorojenik asitin her bir kon-

santrasyonuna karşılık gelen absorbans değeri için 

grafik çizilmiştir ve doğru denklemi bulunmuştur.

Klorojenik asitin enkapsülasyon verimi ve yükleme 

kapasitesini hesaplamak için standart eğri kullanılmış-

tır. Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartikülleri üretilir-

ken santrifüj aşamasında süpernatanttaki klorojenik 

asit konsantrasyonu belirlenmiştir ve Denklem 1 yardı-

mıyla enkapsülasyon verimi % 99 olarak hesaplanmış-

tır. Klorojenik asitin yükleme verimi ise Denklem 2 

kullanılarak %68 olarak hesaplanmıştır. Bu değerin 

Şekil 2. Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin Zeta Sizer sonuçları. (a) ortalama partikül boyutu, (b) zeta potansiyel. 

 Şekil 3. Klorojenik asitin standart eğrisi.

anlamı, her 1 mg klorojenik asit yüklü PLGA nanopar-

tikülleri 0.68 mg klorojenik asit içerdiğini göstermek-

tedir. Enkapsülasyon verimi ve yükleme kapasitesi 

değerleri klorojenik asitin enkapsüle edildiğini ve klo-

rojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin başarılı bir 

şekilde elde edildiğini göstermektedir.

Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin in 

vitro salım sonuçları, Şekil 4’te verilmiştir. İn vitro 

kontrollü salım sonuçlarına göre 24 saat içerisinde, 

klorojenik asitin 12 µg/mL serbest bırakıldığı ve klo-

rojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin ilerleyen 

7 gün içinde yavaş bir serbest bırakma profili göster-

diği bulunmuştur. 

Klorojenik asit, klorojenik asit yüklü PLGA nanoparti-

külü ve boş PLGA nanopartiküllerinin Tablo 1’de 

belirtilen gıdalar patojenlerinden olan üç farklı bak-

teri üzerindeki antimikrobiyal aktivitesi incelenmiş 

ve MİK değerleri belirlenmiştir. 

Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin yükle-

me verimi hesabı doğrultusunda 1 mg/mL konsant-

rasyonunda hazırlanan klorojenik asit yüklü PLGA 

nanopartikülleri (62.5; 125; 250; 500 µg/mL) içerisin-

deki klorojenik asit miktarı sırasıyla 42.5; 85; 170 ve 

340 µg olarak hesaplanmıştır. Sonuç olarak, bu çalış-

mada, aynı miktarda örnek hacmi kullanılmasına 

karşın, klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin 

az miktarda klorojenik asit içerdiği belirlenmiştir.
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Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin anti-

mikrobiyal etkisi, tek başına klorojenik asitin antimik-

robiyal etkisi ile kıyaslandığında, kontrollü salım 

özelliği ile nanopartikülerin istatistiksel olarak anti-

mikrobiyal etkiyi arttırdığı belirlenmiştir. Ancak bu 

antimikrobiyal etki Pseudomonas aeruginosa ve 

Salmonella Typhimurium’a kıyasla Listeria 

monocytogenes’de daha az gözlenmiştir (Tablo 1).

TARTIŞMA

Gıdalardaki mikrobiyal bozulmaların kontrolü için 

geleneksel olarak birçok gıda koruma stratejisi kulla-

nılmaktır. Ancak, yiyeceklerin mikroorganizmalar 

tarafından kontaminasyonu hâlen yeterince kontrol 

altına alınamayan bir sorun olmasının yanı sıra bu 

sorunu çözmek için kullanılan gıda katkı maddeleri-

nin insan sağlığına negatif etkileri de otoriteler tara-

fından tartışma konusudur. 

Literatürde bitkilerden elde edilen doğal ürünler için 

MİK değeri <100 µg/mL ise oldukça iyi inhibitör etki-

sinin olduğu, eğer MİK değeri 100 ila 500 µg/mL 

arasında ise orta dereceli inhibitör etkisinin olduğu 

ve MİK değeri >1.000 µg/mL ise inhibitör etkisinin 

olmadığı şeklinde belirtilmiştir(20,21). Tablo 1’deki klo-

rojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin MİK 

değerleri incelendiğinde, Pseudomonas aeruginosa 

ve Salmonella Typhimurium için <100 µg/mL oldu-

ğundan iyi bir inhibitör etkiye sahip olduğu, ancak 

Listeria monocytogenes için orta dereceli inhibitör 

etki gösterdiği belirlenmiştir(20,21). 

Klorojenik asitin antimikrobiyal aktivitesi ile ilgili 

yapılan çalışmalarda, Salmonella Typhimurium üze-

rindeki MİK değerinin 0.04 mg/mL olduğunu(22), 

Pseudomonas aeruginosa üzerindeki MİK80 değerinin 

ise 10 mg/mL olduğunu(23), Listeria monocytogenes 

üzerindeki MİK90 değerinin ise 3.54 mg/mL(24) olduğu-

nu gösterilmiştir. Literatürdeki tüm bu değerler, bu 

 Şekil 4. Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin in vitro salım profili.

Tablo 1. Klorojenik asit, klorojenik asit yüklü PLGA nanopartikülü ve boş PLGA nanopartikülünün bakteriler üzerindeki minimum inhibi-
syon konsantrasyon değerleri. Tablodaki sayılar üç tekrarlı deneyler sonucu elde edilen ortalama ± standart sapma (SD) değerleridir.

Bakteri

Pseudomonas aeruginosa
Salmonella Typhimurium
Listeria monocytogenes

Boş PLGA Nanopartikülüτ

>500±0.106
>500±0.085
>500±0.106

Klorojenik Asit

62.5±0.01A,a

62.5±0.01A,a

62.5±0.01B,a

Klorojenik Asit Yüklü PLGA Nanopartikülü

62.5±0.024A,b

62.5±0.111A,b

125±0.097A,a

A-B Aynı satırdaki farklı harfler, muameleler arasındaki farkların istatistiksel olarak önemli (p<0.05) bulunduğunu göstermektedir. 
a-b Aynı sütundaki farklı harfler, patojenler üzerine antimikrobiyal etkiler arasındaki farkların istatistiksel olarak önemli (p<0.05) bulunduğunu 
göstermektedir. 
τ Boş PLGA nanopartikül muamelesi, istatistiksel analize dâhil edilmemiştir. 

MİK (µg/mL)
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çalışmada elde edilen değerler ile kıyaslandığında, 

klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin (62.5; 

125; 250; 500 µg/mL’sinin) içerisinde sırasıyla 42.5; 

85; 170 ve 340 µg klorojenik asit bulunduğundan, 

daha az miktarda etken madde kullanılarak üretilen 

nanopartiküllerin daha etkin antimikrobiyal aktivite 

gösterdiği belirlenmiştir. 

Bu çalışmada, anti-bakteriyel, antioksidan, antiviral, 

anti-diyabetik ve anti kanserojen özelliğe sahip kloro-

jenik asit kullanılarak, klorojenik asit yüklü PLGA 

nanopartikülleri üretilmiş ve bu nanopartiküllerin 

karakterizasyon çalışması yapılmıştır. İn vitro salım 

profili belirlenmiştir ve bu nanopartiküllerin gıdalar-

da mikrobiyal bozulmaya neden olan üç farklı bakteri 

üzerindeki antimikrobiyal etkinliği klorojenik asit ve 

boş PLGA nanopartikülleri ile kıyaslı bir şekilde ince-

lenmiştir. Klorojenik asit yüklü PLGA nanopartikülle-

rinin gıda alanında koruyucu olarak kullanım potansi-

yeline sahip olabileceği düşünülmektedir. Ancak ürün 

olarak klorojenik asit yüklü PLGA nanopartiküllerinin 

etkin olarak kullanılabilmesi için gıdalardaki penet-

rasyon, renk ve tat değişikliği, alerjik etkilerin değer-

lendirilmesi ve mikrobiyota deneyleri gibi önem 

gösteren çalışmaların da gerçekleştirilmesi ileriki 

çalışmalarda planlanmaktadır.
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Şekil, Tablo, Fotoğraf, Resim, Grafik
•	 Tablo, şekil, fotoğraf, resim ve grafikler Arap rakamları 

ile numaralandırılmalı ve yazı içinde geçtiği yerler 
belirtilmelidir.

•	 Tablo başlığı tablo üst çizgisinin üstüne, sol kenardan 
başlanarak yazılmalı ve tablo sıra numarasından sonra 
nokta kullanılmalıdır. Örneğin; Tablo 1. E. coli 
izolatlarının MİK dağılımları, gibi.

•	 Tablolarda kullanılan kısaltmalar alt kısımda mutlaka 
açıklanmalıdır.

•	 Tablolarda metnin tekrarı olmamalıdır
•	 Şekil, fotoğraf, resim ve grafiklere ait açıklamalar ana 

metinle beraber en sona eklenerek yollanmalıdır.
•	 Şekillerde ölçü önemli ise üzerine cm veya mm’yi 

gösteren bir ölçek çizgisi konmalıdır.
•	 Fotoğraflar tanınmayı engelleyecek şekilde olmalı ve 

hastalardan yazılı onam alınmalıdır.
•	 İsim, baş harfler, hastane kayıt numarası gibi kimlik 

bilgileri yazılmamalıdır.

	 Tablo, şekil, fotoğraf, resim ve grafikler gibi dökümanlar 
başka bir yayından alıntı ise yazılı baskı izni mutlaka 
gönderilmelidir.




