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Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch (1843-1910) ve ézellikle Paul Ehrlich’in (1854-1915),
antibiyozise isik tutan yayinlanmis ¢alismalari bakteriyolojinin ilk yillarinda, inhibe edici madde-
lerin organizmalar (zerindeki etkilerini gézlemlediklerini géstermektedir. Alexander Fleming’in
(1881-1955) 1928'de penisilin ile ilgili yayinlari tip tarihinde bir dénim noktasidir. Daha fazla
antimikrobiyal bilesik kesfedildik¢e, bu antimikrobiyallerin kullanimi yoluyla bulasici hastaliklarin
ortadan kaldirilacagi tahmin edilmistir. Antimikrobiyal bilesikler kesfedildikge, bu antimikrobiyal-
lerin kullanimi ile bulasici hastaliklarin yok edilecedi distintlmdistir. Maalesef, bu antimikrobiyal-
lere karsi gelisen bakteriyel direng bu iyimserligi hizla azaltti ve mikrobiyoloji laboratuvarinin bu
ajanlara duyarliligi belirlemek icin test ydntemleri gelistirmesine yol acti. ilk arastirmacilar tara-
findan, antimikrobiyal duyarlilik testlerinin sonuglarini etkileyen bir¢ok degisken oldugu hizla
anlasiimis ve degiskenlerin standardize edilebilmesi igin onlarca yéntem gelistirilmis ve bu yonde
calismalar yapilmistir. Sonug olarak, bu standardizasyon ihtiyaci, standart antibiyotik duyarlilik
test metodolojileri gelistiren birgcok organizasyonun olusturulmasini saglamis ve giiniimiizde de
bu standartlar kullanilir olmustur. Bu derlemede, meslektaslarimiza isik tutmasi amaciyla bu
yéntemlerin tarihgesi ve gelisimi anlatiimaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarllik testleri, antibiyotik direnci, tarihge
ABSTRACT

The published studies of Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch (1843-1910), and especially Paul
Ehrlich (1854-1915) referring to antibiosis, shows that in the early years of bacteriology they
observed the effects of inhibiting agents on organisms. Alexander Fleming’s (1881-1955)
publications on penicillin in 1928 was a milestone for medical history. As the antimicrobial
compounds are discovered, it is thought that infectious diseases will be eliminated with the use
of these antimicrobials. Unluckily, bacterial resistance to these antimicrobials quickly reduced this
optimism and led the microbiology lab to develop test methods to determine sensitivity to these
agents. Early researchers quickly understood that there were many variables affecting the results
of antimicrobial susceptibility tests, and dozens of methods were developed and evaluated to
standardize these variables. As a result, the need for standardization has directed many
organizations to the production of standard antibiotic susceptibility tests methodologies, which
are used today. In this review, the history and development of these methods are summarized to
guide our colleagues.

Keywords: Antibiotic susceptibility tests, antibiotic resistance, history

GiRiS

tedavi etmek igin yeni kimyasal ajanlar gelistirmeye
odaklanan ¢alismalarini vurgulamak gerekir +2),

Pasteur, Koch ve 6zellikle Paul Ehrlich’in, antibiyozise
1sik tutan yayinlanmis galismalari, bakteriyolojinin ilk
yillarinda arastirmacilarin, inhibe edici maddelerin
organizmalar Uzerindeki etkilerini gézlemlediklerini
gostermektedir. Ozellikle Paul Ehrlich’in Konigliches
Enstitliisi mudira olarak enfeksiyon hastaliklarini

ilk kemoterapétik olarak etkili antibiyotik, 1929'da
uzun siredir yara enfeksiyonlarinin tedavisi ile ilgile-
nen ingiliz bir bakteriyolog olan Alexander Fleming
(1881-1955) tarafindan kesfedildi. Kirsal kesimdeki
bir tatilden donerken laboratuvarinda tek bir kif
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kolonisi  tarafindan  kontamine olmus bir
Staphylococcus aureus kiltlriinG bir yigin petri kabi-
nin arasindan fark etti. Fleming plagi gézlemlerken,
kiifa saran kolonilerin saydam oldugunu ve pargalan-
maya maruz kaldigini ve kifiin, ortamdaki kolonilerin
parcalanmasina neden olan bir kimyasal maddeyi
ortama salgiladigini diistindli. Gézleminin olasi kemo-
terapotik 6nemini algilayan Fleming, Penicillium spp.
olarak tanimlanan kifi izole etti ve kiiltiir sizlintile-
rinin penisilin adi verilen bir antibakteriyel madde
icerdigini tespit etti. ilk kez tireme inhibisyon alanini
gozlemleyerek daha sonra penisilin olarak adlandirila-
cak maddenin inhibe edici etkisine iliskin ilk gbzlemini
yapti. Bu olay ¢agdas duyarhlik testi metodolojilerinin

evrimi igin baslangi¢ noktasidir®2),

Fleming tiim ugraslarina ragmen, penisilini saflastira-
madi, ancak bu haliyle bircok gram pozitif bakterinin
Uremesini onlemedeki dikkate deger etkinligini gos-
terdi ve hatta insanlarda goz enfeksiyonlarinin lokal
tedavisi icin basari ile kullandi. Bu arada, stlfonamid-
ler gibi diger antibiyotik olmayan bilesiklerin kemo-
terapotik etkinligi kesfedilmisti ve penisilinin saflasti-
rilmasindaki zorluklarla cesareti kirilan Fleming,
bunun lzerinde daha fazla calismayi birakti>?),

On yil sonra, HW. Florey (1898-1968) ve E. Chain
(1906-1979) penisilin calismasina devam etti. Kismen
saflastiriimis malzemeyle yapilan klinik galismalar
carpici bir sekilde basarili oldu. Ancak bu zamana
kadar, ingiltere savastaydi; penisilinin endiistriyel
gelisimi, bircok laboratuvarda yogun bir arastirma ve
gelistirme programinin baslatildigi Amerika Birlesik
Devletleri'nde yapildi. Ug yil icinde, penisilin enddist-
riyel 6lgekte Uretiliyordu®?.,

Oncelikle gram pozitif bakterilerin neden oldugu baz
bakteriyel enfeksiyonlar Gzerine penisilinin belirgin
kemoterapotik etkinligi, yeni antibiyotikler tGzerinde
yogun arastirmalara neden olmustur. Yeni antibiyo-
tikler kesfedildikge, enfeksiyonlara karsi miicadelenin
sonuna gelindigi dusinlliyordu. Ne yazik ki ortaya
¢ikan direng ile bu iyimserlik hayal kirikligina donus-
tl. Tedavide basarisizliklarin ortaya ¢ikmasi, direncin

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(1):1-9

belirlenmesi icin yontemler gelistiriimesine yol acti.
Oncelikle penisilin tzerine yapilan calismalar ile
gliniimizdeki in-vitro test kavrami giindeme geldi ve
modern antimikrobiyal duyarlilik test metodolojisi-
nin temelini olusturdu. Daha sonraki yillarda anti-
mikrobiyal duyarlilik testinin gelisimi Gizerine bircok
yazar tarafindan gok gesitli galismalar yayinlandi3,

Bu makalemizde, rutinde uyguladigimiz antibiyotik
duyarlilik testlerinde halen siklikla kullandigimiz bazi
yontemlerin tarihini ve gelisimini, ulasabildigimiz
makalelerden yola c¢ikarak derlemeyi amagladik.
Ayrica bu konuda ulkemizde yapilmis ¢alismalardan
bazilari 6rnek olarak sunulmustur. Bu tarihsel veriler
ile elde edilen deneyimlerin ileride yapilacak birgok
arastirmaya Isik tutacagini diisiiniiyoruz.

Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Tarihsel Geligimi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin sorumluluklari
arasinda, enfeksiyon hastaliklarinda etken bakterinin
izole edilmesi, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik
testleri (ADT) uygulayarak tedavide klinisyene vyol
gosterici olmak yer almaktadir. Bir septik hastanin
yasami tehdit eden durumu ve hastanelerde antibi-
yotige direncli bakterilerin artan prevalansi goz
online alindiginda, dogru, glivenilir ve hizli ydontem-
lere gereksinim duyulmaktadir. Halen ginimizde
yaygin olarak kullanilan disk diflizyon, agar dillisyon,
gradyent serit test, sivi dillisyon ve otomatize test
sistemleri hakkinda yapilmis bazi ¢alismalardan
ornekler asagida tarihsel gelisim sirasiyla yer almak-
tadir. Gelismekte olan “Multiplexed automated digi-
tal microscopy”, “Single-cell morphological analysis”,
"Celloscope”, “BacterioScan FLLS”, ”"Life Scale
Microchannel Resonator”, ”Genefluidics”, “AFM
Cantilever”, "Flow Cytometry” gibi yeni gelistirilen
veya gelistirilmekte olan ve rutin kullanima henliz gir-
memis olan tekniklerden burada s6zedilmeyecektir®.

e 1874; William Roberts (1830-1899), “Studies on
biogenesis” isimli makalesinde Penicillium glau-
cum kiifinin iginde buyudigi sivi besiyerinin
bakteri ile kolayca kontamine olmadigini gbzlem-
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ledi (Philosophical Transactions of the Royal
Society of London). Lechevalier ve Solotorobsky’nin
“Three Centuries of Microbiology, 1965” isimli
kitaplarinda mikrobiyolojinin ilk yillarinda arastir-
macilarin bazi maddelerin bakteriler tzerine inhi-
be edici etkileri ve organizmalar arasindaki inhibe
edici etkilesim lzerine calistiklarini
belirtiimektedir*°),

1889, Beijerinck (1851-1931) tarafindan farkl
toksinlerin bakteriyel gelisim lzerindeki etkisini
incelemek icin agar diflizyon teknigi kullanildi*?),
1924, Fleming bir test ¢ozeltisinin antimikrobik
niteliklerini degerlendirmek icin “ditch plate”
teknigini gelistirdi. Agar ylzeyine test edilecek
organizmayi ekip, agar Uzerine agtigl kanal igine
test edecegi solisyonu koyup inkiibasyondan
sonra hendek etrafindaki inhibisyon alanini
gozlemledit+29),

1929, Reddish, agara hazneler agip bu hazneleri
antiseptik c¢ozeltilerle doldurarak Fleming’in
1924’te uyguladig teknigi degistirdi. Bu teknigin
prensibi, “Oxford cup”, “fish spine” veya “Heatley
cup” ile es anlamh disk plakalari ile daha da
gelistirilmistir®2°, Bu teknik, ¢agdas minimum
inhibitér konsantrasyon (MIiK) metodolojisinin
oncusl olarak tanimlanmistir. Fleming 1942 yilin-
da, bulanikhk yerine pH’1 indikator olarak kullana-
rak sivi diliisyon teknigini gelistirdi®”#,

1940, Heatley (1911-2004) duyarliligi degerlen-
dirmek icin test edilecek antibakteriyel madde
emdirilmis emici kagitlari kullandi. Penisilin ige-
ren filtre kagidi diskleri ilk kez Vincent ve
Whitgrove Vincent tarafindan kullanilmigtirt219,
Bu yontemin is yUkinU ve zamani azaltacagini ve
daha verimli sonuglar alinacagini savunmuslardir.
Ayni yayinda Hobby (1910-1993) ve ark./nin 1942
yilinda plak yonteminde besiyeri derinliginin, kuru-
lugunun ve bakterilerin lag fazinda olmalarinin
dezavantaj yarattigi yorumlari yer almaktadir®??),
1940, Schmith ve Reymann, ilk kez agar dilisyon
yontemini sulfapiridin etkinligini gonokoklar Gze-
rinde test ederek uyguladilar®?,

1940, Gardner, bulaniklik yerine organizmadaki
morfolojik degisimleri son nokta olarak kullandigi

bir sivi diliisyon teknigi kullandi. Bu yéntem, anti-
biyotik sonrasi etkiyi degerlendirmek icin kullani-
lan glinimuz yontemlerinin 6nciist sayilabilir?.
1941, Abraham ve ark.?, agara yerlestirilen bir
silindirin igine antimikrobiyal maddeleri koydu ve
buradan agara yayllmasini sagladi. ABD’de bu
silindirler penisilin silindirleri olarak tanimlanmis-
t1 ve gesitli antimikrobiyal maddeleri degerlendir-
mek icin populer bir test yontemi héaline geldi.
1942, Fleming yukarida belirtildigi gibi bulaniklik
yerine pH’l indikator olarak kullanarak sivi dilis-
yon teknigini gelistirdi®®. Birgok arastirmaci bu
yontemi gesitli sekillerde kullandilar. Genel olarak
bu uygulama basarili olamadi ancak ileride gelis-
tirilen Alamar sistemine 1sik tuttu.

1942, Rammelkamp ve Maxon, Schmidt ve Sesler
gibi arastirmacilar sivi dillisyon teknigi Uzerine
calismalarini yaymnladilart*?),

1945, Mohs, 15 mm c¢apinda diskleri olan bir
“radyal ekim disk yontemi” tanitti. Bu, bir test
organizmasinin ayni plak Uzerinde hassas bir
kontrol ile karsilastiriimasinin ilk uygulanmasiydi.
Bu ydntem, yakin zamana kadar ingiltere’de bir-
¢ok laboratuvarda halad kullanilan Stokes teknigi-
nin éncusu olarak tanimlanmigtirtt21Y,
1945,Copeland, Morley gibi diger arastirmacilar
da ayni yil disk yonteminde teknik degisiklikler
yaptilar®,

1945; Frisk, Streptococcus pneumoniae’nin duyar-
liligini test ederken penisilinin agar icerisine katil-
masini tanimladi. Daha sonra Frank ve ¢alisma
arkadaslari ¢ok sayida antibiyotik-organizma
kombinasyonunun incelenmesi icin agar dillisyo-
nunu kullandilar. Bu dénemde yapilan galismalar
ile agar diflizyon ve agar dilisyon teknikleri
uygun sekilde uygulandiginda benzer sonuglar
elde edildigi ancak agar diliisyonun zahmetli ve
zaman alici oldugu goruldiu*2', Yéntem, seri
dilisyonlarin organizmalari direngli ve duyarh
kategorilere ayiran bir veya daha fazla kritik kon-
santrasyon ile degistiriimesiyle basitlestirildi. Bu
yontem ilk kez Ericsson ve Sherris tarafindan kul-
lanilan ve ginimizde yayginlagan bir terim olan
sinir deger “break point” teknigi olarak anilir.



ikinci Diinya Savas’nin sonunda, penisilinin bircok
bulasici hastaligin tedavisi icin yaygin kullanimi nede-
niyle tiip dilisyon, disk diflizyon yontemleri ve agar
dilisyon yontemlerinin hepsi, penisilin duyarliliginin
kesin olarak tahmin edilmesi igin gegerli yontem ola-
rak kabul edildi. Bu donemde, hem Gram pozitif hem
de Gam negatif enfeksiyonlari tedavi etmek igin
tasarlanmis yeni antimikrobiyal ajanlarin kullanimi
baslamis ve ilaglarin sayisi arttik¢a, duyarliligi tahmin
etme ve belirli bir enfeksiyonu tedavi etmek igin en
uygun ajanlari segme gereksinim artmis bu da pratik
metodoloji kullanarak duyarliligi veya direnci ortaya
koymak icin yenilik¢i yaklasimlari beraberinde
getirmistir2),

e 1946, Garrett, agar dilisyon testini gerceklestir-
mek igin ¢ok sayida replikasyon cihazi gelistirdi ve
duyarhhg degerlendirmek icin ¢cok sayida seri
dilisyon kullanimi yerine kritik dilisyonlar kon-
septini ortaya koydu®.

e 1947, Hoyt ve Levine, emdirilmis filtre kagidi yeri-
ne penisilin iceren tabletleri kullanan bir teknik
gelistirdiler ve bu metodla penisilin ve streptomi-
sin duyarhliklarini galistilar®*3),

e 1947, Buglin hala yaygin olarak kullanilan geyrek
inclik (6-6.5 mm) filtre kagidi diskleri ilk olarak
1947'de Bondi ve ark. tarafindan tanimlandi>%4,

e 1950, Frank, Wilcox ve Finland bir¢ok antibiyotik-
organizma kombinasyonu igin agar dillisyon yon-
temini denediler®*,

e 1952, Gould ve Bowie disk difiizyon teknigi ile
cesitli konsantrasyonlardaki diskleri kontrol orga-
nizmalari ile karsilastirdilar®?.,

e 1952, Szybalski ve ark., agar dillisyon yontemleri
Uzerine cesitli calismalar yaptilar®?,

e 1954, Jackson ve ark., antibiyotik duyarhhgini
belirlemek icin indikatér olarak hemoglobin kul-
lanimini gelistirdiler(216),

e 1955, Stokes bilinen izolatlar ile klinik izolatlar
diskler ile plak Gzerinde karsilastirdigi ve kendi
ismini taslyan yontemi sundu. Bu yontem tim
Avrupa’da yaygin olarak kullanilmistir>?,

e 1959, Steers, Foltz ve Graves, diger birkag uygula-
ma ile agar dilisyon yontemini basitlestiren ve
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hala kullanilan bir replikasyon cihazini
gelistirdiler?,

e 1959, Bauer, Roberts ve Kirby tek disk, ¢coklu disk
ve plak dilisyon tekniklerini yayinladilar. Bu yon-
temleri, daha sonra Kirby Bauer duyarhlk testi
yontemi olarak bilindi>*7)

e 1959, Ericsson ve ark., duyarlilik testleri ve klinik
yorumlanmasi Gzerine ¢alismalar yayinladilart*®,

e 1960, Steers ve ark.?, agar difizyon ve dilisyon
tekniklerini  karsilastiran galismalar vyapti.
Neredeyse eszamanh olarak, Anderson ve
Troyanosky distk etkili diskler kullanan baska bir
standart disk teknigi tanitti.

e 1963, Tolhurst, Buckle ve Williams, zahmetli
dilisyon arahgini kullanmak yerine birgok ilacin
belirli bir klinik izolatta test edilmesini saglamak
icin, kritik sinir degerleri cevreleyen dilGsyonlara
odaklanarak, tiip dilisyon teknigini degistirmede
6nemli ilerleme kaydetmistir®®.

Bu dénemde rutin bakteri izolatlari i¢in agar dillisyon
ile MiK tahminlerinin yapilmasinin ok zaman alici ve
zahmetli oldugu kabul edilmis, ancak ¢oklu replikas-
yon cihazlari ile yapilan seri diliisyonlar, organizmala-
ri direngli ve duyarli kategorilere ayiran bir veya daha
fazla kritik konsantrasyon ile degerlendirerek basit-
lestirilmisti. Bu yontem ilk olarak Ericsson ve Sherris
tarafindan kullanilan bir terim olan “sinir deger”
“breakpoint” teknigi olarak adlandiriimaktadir.
Kirllma noktasi tekniginin yaygin kullanimi, bilinen
miktarlarda, 6nce filtre kagidi petlerinde ve daha
sonra filtre kagidi seritlerinde mevcut olan antimik-
robiyal madde ile kolaylastiriimistir.

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki ¢cogu klinik
mikrobiyoloji laboratuvari, bakterilerin antimikrobi-
yallere duyarlihigini belirlemek icin farkli besiyerleri,
inokilum konsantrasyonlari, inklibasyon sureleri,
inkiibasyon sicakliklari ve farkli antimikrobiyal kon-
santrasyonlar  kullanarak  farkli  yontemler
uyguladilar®3), Bu konuda bir¢ok arastirmaci, yon-
temde cesitli karisikliklara neden olan birgok farkl
protokoller yayinladi ve bu testlerin sonuglarini etki-

leyen bir¢ok degisken oldugu hizla anlasildi. Sonug
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olarak, bu tekniklerin standardizasyonuna gereksi-
nim duyulduguna dair (1950’lerin sonlarindan itiba-
ren) bir tartisma basladi. Bu gereksinim, bir¢ok kuru-
lusun standartlastirilmis ADT metodolojileri gelistir-
melerine yol agmistir. 1959’dan baslayarak, duyarlilik
testini standartlastirma gereksinimi belirgin hale
geldi ve bazi kuruluglar ve arastirmacilar bu kritik
konuyu ele almaya basladi®?. Diinya Saglik Orgiiti
(DSO), antimikrobiyal duyarlilik testi metodolojisinin
standardizasyonu konusunu ele aldi ve bir rapor
yayinladi*®,

e 1966, Bauer, Kirby ve ark., bu konudaki yayinlari
kapsamli olarak gozden gecirip, birlestirip glincel-
lediler ve disk diflizyon teknigini pratik bir yon-
tem olarak kurma girisimlerini yayinladiklari
zaman, disk difiizyon metodunun standartlastiril-
masinda dnemli ilerleme kaydedildi®%29,

e 1971, Ericsson ve Sherris, duyarlilik testi ydontem-
lerini degerlendirmek igin DSO’niin sponsor oldu-
gu, ADT’nin 10 yillik Uluslararasi isbirligi Calismasi
sonugclarini yayinlandilar®, Bu calisma, buyik
Olglide Ericsson ve meslektaslari tarafindan
tanimlanan disk diflizyon yontemine dayaniyor-
du. Diger bircok arastirma ADT metodolojisini
standart hale getirmek icin bu ilk girisimleri takip
etti. Bu donemde Avrupa’da, ADT igin en az alti
farkl sistem kullaniimaktaydi. 1972 yilinda Stokes
ve Waterworth’in ¢alismalari, duyarlilik testini
standartlastirma girisimlerine blyuk katki saglar-
ken 1973 yilinda Haltalin, Markley ve Woodman,
agar dilisyonda kritik sinir degerler Gzerine ¢als-
malar yaptilar®.

e 1975, Bauer ve Kirby’nin yayini??, tek bir antimik-
robiyal diski ile duyarhlik testi icin standart bir
proseddr gelistiriimesine zemin hazirladi ve 1974
yihinda, Klinik Laboratuvar Standartlari Ulusal
Komitesi (“National Committee for Clinical
Laboratory Standards”, NCCLS) tarafindan gegici
standardin yayinlanmasina zemin olusturdu®?.
Daha sonra, 1975 yilinda, ayni kurulus tarafindan
onaylanmis standart yayinlandi®. Sonucta, disk
diflizyon duyarlilik testi igin standart bir prosediir
elde edildi ve bundan sonra Kirby-Bauer disk

difiizyon testi olarak adlandirildi. Kirby-Bauer
disk difiizyon duyarlilik testinin amaci, klinisyene
tedavi seceneklerini segmesine yardimci olmak
icin patojenik aerobik ve fakdiltatif anaerobik bak-
terilerin gesitli antimikrobiyal bilesiklere duyarlili-
gini veya direncini belirlemekti®,

e 1975 sonrasi her ne kadar bazi yazarlar, disk
diftizyon teknikleri kullanilarak elde edilen sonug-
lari hizlandiran metotlari tanimlamis olsalar da,
kullanilan yontemler esas olarak 18 ila 24 saat
inkiibasyona dayanmaktaydi. Ayrica, disiik emek
girdisine sahip hizli ydéntemler igin klinik ve eko-
nomik baskilar, alternatif ADT yontemlerinin
gelistiriimesine neden olmustur. Bu donemde
klinik mikrobiyoloji ve klinik biyokimya gibi dallar-
daki diger uygulamalarda oldugu gibi antibiyotik
duyarlilik testlerinde de gittikge artan sekilde hata
payini, maliyeti, slreyi ve 6zellikle is yikini azal-
tan otomasyon uygulamalari gindeme geldi*=),

Bactec (Becton Dickinson, ABD) sisteminin kan klti-
ri otomasyonundaki basarisi, otomasyonun klinik
mikrobiyolojideki gecerliligini arttirdi. Bu dénemde,
bilgisayarlarin bircok laboratuvarda veri islemedeki
basarisi klinik mikrobiyolojinin bu gerekli modernles-
meye uyum saglamasi gerektigi algisini yaratmada
onemli bir faktordl. Ne yazik ki disk difiizyon yonte-
mi, otomasyona olanak vermedigi icin dilisyona
dayali otomatize antimikrobiyal test sistemleri, algi-
lanan ¢ogu sorunun ¢ézimi gibi gortindyordu®3,

ilk otomatik ADT yéntemlerinden biri, Pfizer
Diagnostics (Almanya) tarafindan pazarlanan ve tani-
tilan “Autobac disc elution” sistemi idi. Bu sistem,
bazi sonuglarin 4-6 saatte rapor edilmesini sagladi.
Antimikrobiyal duyarhlk testi alaninda devrim yapma
potansiyeline sahipti, ancak temel dezavantajlarin-
dan biri, bir organizma tanimlama sistemine sahip
olmamasi idi. 1975’e kadar, bu yeni hizli otomatize
sisteme olan ilgi, bu yeni aracin klinikte ne gibi bir rol
oynayacagina odaklandi®™®. Yukarida da belirtildigi
gibi ayni yil (NCCLS), onaylanmis Antimikrobiyal
Duyarhlik Test Standartlarini yayinladi®., Bu, duyarli-
Ik testi metodolojisini standartlastirmaya yonelik



daha onceki girisimlerin ¢ogunu ortak noktada bir-

lestirdi ve ilk kez klinik laboratuvarlar tarafindan

benimsendi.

1977, ikinci otomatik sistem, 1977’de tanitilan
Abbott MS-2 (ABD) Sistemi idi. Bu sistem dort
saatte sonug veren bir sistemdi, bir organizma
tanimlama boélimii iceriyor ve MIK degerlerini
hesapliyordu. Bunu kisa bir slire sonra, 1977’de
McDonnell Douglas Corporation (ABD) tarafin-
dan sunulan AMS Sistemi takip etti ve bu sistem,
buglin Vitek (BioMérieux, Fransa) Sistemi olarak
bilinen sistemin 6ncisi oldu. Bu sistem kapali
plastik kartlarda kurutulmus reaktifler kullan-
makta ve duyarhlik testi ve organizma tanimla-
masi icin ayri kartlar icermekteydi. Bu li¢ sistem
sonraki yirmi yilda hakim olacak olan otomatize
sistemlerin 6nclsl oldular. Gelecekte otomatik
duyarhlik testi metodolojisinin dnci rol oynayabi-
lecek teknolojik bir yenilik olmasi nedeniyle,
1977 yili duyarlilik testi alaninda da 6nemli bir yil-
dir. Daha sonra 1981 yilinda isve¢ Standardizasyon
Grubu, 1984 yilinda da Alman Standardizasyon
Grubu ve daha sonra Fransa Mikrobiyoloji Dernegi
ilk kez standartlarini yayinladi*3,

1977, Thornsberry ve ark.'?, duyarhlik testini ger-
ceklestirmek icin standartlastiriimis mikrotitre
plaklarinin piyasaya siiriilmesine 6ncilik yapti.
1978, Phillips ve ark.?, bu uygulamayi temel ala-
rak ilk 6nce dondurulmus paneller, daha sonra
liyofilize panelleri gelistirdi. Bu paneller, ayni ino-
kiilumdan organizma tanimlayabiliyor ve MiK
degerlerini saptayabiliyordu. Ticari olarak Ureti-
len bu panellerin otomatik degerlendirilmesi bir
sonraki mantikli adimdi ve tim diger teknolojik
gelismeler gibi, bu yeni teknoloji de hizla gelisti.
Bu teknolojinin uygulanmasi, Micro-Media
Systems (ABD), Sensititre (Trek Diagnostics,
ingiltere), BBL Sceptor (Becton Dickinson, ABD),
TouchScan (Dade Behring, ABD), AutoScan (Dade
Behring, ABD) ve mevcut MicroScan WalkAway
(Bekman Coulter, ABD), VITEK (BioMérieux,
Fransa) ve Phoenix (Becton Dickinson, ABD) gibi
yari otomatize/otomatize sistemlerin gelistirilme-
sine yol agti. Teknolojideki bu gelismelere rag-
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men, disk difiizyon metodolojisi, ekonomik olma-
sI, kolay uygulanmasi gibi ozellikleri ile kullanilirli-
gini strdlirmstr.

1986, Krogstad ve Moellering 1953 yilinda Elion
ve ark./nin anti kanser ilaglarda kullandiklari dama
tahtasi (“checkerboard”) yonteminin bakterilere
uyarlanmasi Uzerine calistilar. Seyreltme testi,
performans, standardizasyon ve yorumlamada
sorunlar olmasina ragmen, birgok ilag icin in-vitro
sinerjinin degerlendiriimesinde yaygin olarak
kullanildi??¥, Sonuglar, kombinasyonlarin siner-
jik, additif veya antagonistik olarak siniflandiril-
masini saglamaktadir.

1987, iki kath dilisyon semasi (izerine Horrevorts
ve ark.?® tarafindan alternatif bir ydntem oneril-
di. S. aureus’a karsi rifampin ve minosiklin kullani-
larak bir dizi calisma yaptilar.

1988, Stabilize ve kurutulmus ilacin stirekli kon-
santrasyon gradyanini tasiyan ince bir reaktif
seridinden uygulanan gradyent serit testi, agar
ortami lzerindeki antimikrobiyal ajanlarin mini-
mum inhibitér konsantrasyonunu belirlemek igin
gelistirilen yeni bir in-vitro yontem olarak ilk kez
1988’de Los Angeles’taki “Interscience Conference
on Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(ICAAC)” Kongresinde sunuldu®®®. Eylul 1991’de
gradyent serit test, ABD Gida ve ilag idaresi (FDA)
onayini aldiktan sonra diinya capinda bir MiK
testi olarak kullanima girdi®. 1950’lerde AB
BIODISK’in (isvec) bilimsel kurucusu Hans Ericsson
(Karolinska Enstituisti), disk difizyon yontemini
standart hale getirmek, yinelenebilirligini ve
glvenilirligini gelistirmek icin bir dizi calisma
yapti. Disk difiizyon test sonuglarindan gelen inhi-
bisyon zon caplarini, referans agar seyreltme yon-
temine dayanan MIK degerleriyle karsilastirdi. Zon
caplari ve MIK degerleri arasindaki korelasyon,
regresyon analizi kullanilarak degerlendirdi.

1998, Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlisu
(Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI) ve
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi
(European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) tarafindan stan-
dardize edilen tim duyarhlik teknikleri, izole
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edilmis bakterileri fenotipik olarak test etmeye
dayanmaktadir. Her ne kadar bu fenotipik duyar-
lilik test teknikleri nispeten basit olsa da bakteri-
yel izolasyon gerektirirler ve bu nedenle duyarhhk
testi sonucu 6rnek alindiktan yaklagik iki giin
sonra elde edilebilir. Bergeron ve OQuellette 1998
yilinda, duyarlilik profili elde etmek igin genellikle
birden fazla yontemin yapilmasi gerektigi gercegi
gibi, duyarlilik testine fenotipik yaklasimin diger
eksikliklerine dikkat ¢ekti ve direng testinin geno-
tipik yaklasim ile dogrulanmasi gerektigini
vurguladi®??. Direng testinin hizini ve glvenilirli-
gini arttirmak icin, genotipik bir yaklasimin kulla-
nimi savunuldu ve bakteriyel direng genlerinin
belirlenmesi icin cok sayida DNA bazli analiz gelis-
tirildi. Bu yaklasim gercek bir devrim olarak
tanimlanmis olmasina ragmen, diren¢ mekaniz-
malarinin ve ilgili genlerin iyi bir sekilde anlasil-
masini gerektirmektedir. Birgok arastirmaci bu
yontem icin kisitlamalari da vurgulamaktadir,
¢linkl bir direng geninin varligi her zaman direncg-
li bakterilerin gostergesi olmayabilir ve bunun
tersine, bir antibiyotige diren¢ kodlayan bir gen
belirlenmezse, bakterilerin o belirli maddeye
duyarli oldugu anlamina gelmeyebilir®3,

Yeni bir binyila girerken, rutin tanisal klinik mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda kullaniimakta olan ¢ogu
ADT metodolojisi, ilk olarak yirminci 20. basinda
aciklanan tekniklere dayanacaktir. Bu yontemlerin
sinirlamalari anlasilirsa ve prosedurler standartlasti-
rilirsa, Uretilen sonuglar duyarliliga, uygun maliyetli
bir sekilde glivenilir bir rehber sunacaktir. Yeni, geno-
tipik direng test yontemlerinin rutin kullanim igin
pratik olmasi ve rutin testler icin degerlendirilmeden
once rekabetci bir sekilde fiyatlandiriimasi gerekir.
Ayrica, karisik bir popilasyondaki farkli patojenler
veya klinik 6énemi olmayan organizmalar hakkinda
rapor vermekten kaginmak i¢in direng geni tasiyan
organizmanin tanimlanmasi gerekir. Bu sayede,
onlardan yarar gormeyecek hastalarda antibiyotikle-
rin kullaniimasini engelleyerek bakteriyel direng ris-
kini azaltabilirler.

Halen, Amerika Birlesik Devletleri’nde CLSI, Avrupa’da
EUCAST, Kirby ve Bauer’in orijinal prosedirinin
kiiresel bir uzlagsma stireci boyunca gilincellenmesin-
de ve degistirilmesinde oncilik yapmaktadirlar.

Ulkemizdeki Durum

Ne yazik ki yukarida bahsettigimiz donemdeki tekno-
lojik gelismelere destek olan bir ¢alisma Ulkemizde
yapilmamis, calismalar yalnizca duyarhlik testlerinin
uygulanmasi ile sinirli kalmistir. Kocagdz ve ark.?®
tarafindan gelistirilen ve 4-6 saatte sonug alinabilen
“Quicolor Yontemi” (Salubris, Tirkiye) bu konuda
Ulkemizde gelistirilen tek yontem olmustur. Bu yonte-
min Amerikan Patent Dairesi’'nden 6.265.182 B1 sayi
ve 24 Temmuz 2001 tarih ile patenti alinmigtir?®,

Ulkemizde yapilan ilk duyarlilik galismalarina érnek-

ler [Milli KGitiphane (MK)] asagida sunulmustur:
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2. Nureddin Onur (1949); Streptomycine’e karsi tali
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Antibiyotikler, bulunduklari glinden bu yana insanla-
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rin elini enfeksiyonlara karsi énemli 6lgide gliclen-

dirmistir. Patojenler de her yeni cikan antibiyotige

karsi diren¢ mekanizmalari gelistirerek kendilerini

savunmuslardir. Ne yazik ki bugtine kadar bulunan

tiim antibiyotiklere karsi farkli bakterilerde de olsa

bir diren¢ goézlenmistir. Bu konunun mikrobiyoloji

diinyasinin en ¢ok arastirma yayinlanan konusu oldu-

gunu ve bundan dolayi, bu tarihsel veriler ile elde

edilen deneyimlerin ileride yapilacak bircok arastir-

maya Isik tutacagini disiiniiyoruz.
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Amag: Bu ¢alismada, Haziran 2012-Kasim 2016 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda kullanilan GeneXpert MTB/RIF (GX) testinin Mycobacterium
tuberculosis kompleks (MTK) tanisi ve rifampisin (RIF) direncinin saptanmasindaki performansinin
mikroskopi ve kiiltiir yéntemleriyle karsilastirilarak degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Klinik istem dogrultusunda Kinyoun boyali mikroskopik inceleme ve kiiltiir yéntemleriyle
birlikte GX testi ¢alisilan 4.199 hasta 6rneginin (1361 akciger, 2.838 akciger disi 6rnek) sonuglari
retrospektif olarak ¢alismaya alinmistir.

Bulgular: MTK saptanmasinda kiiltiir referans yéntem alinarak; GX testinin duyarliligi ve 6zgiillii-
g sirasiyla, tiim 6rneklerde %74.5 ve %99.1; akciger érneklerinde %82.7 ve %98.7; akciger disi
orneklerde %67.2 ve %99.3 olarak hesaplanmistir. Mikroskopik incelemenin duyarlilik ve 6zgiillii-
g sirastyla, tiim drneklerde %16.4 ve %99.7; akciger érneklerinde %28.8 ve %99.2; akciger disi
orneklerde %5.2 ve %99.9 olarak hesaplanmistir. Tim drneklerde ve akciger ile akciger disi 6rnek-
lerde GX testiyle mikroskopik incelemenin duyarliliklari arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
I bulunmustur (p<0.001). MGIT SIRE ydntemiyle elde edilen RIF duyarlilik sonuglari referans
alindiginda, GX testinin RIF direncini saptamadaki duyarliigi %100, ézgiilligi %95.8 olarak
hesaplanmistir.

Sonug: Sonug olarak, GX testinin kolay uygulanabilirligi, iki saat icinde dogrudan klinik érnekten
MTK DNA’si ve RIF direncini birlikte saptayabilmesi, mikroskopik incelemeye gére duyarliliginin
daha yiiksek olmasi g6z éniinde bulunduruldugunda TB hizli tanisinda yararl bir yéntem oldugu
sonucuna varilmistir. Ancak, test sonuglarinin daima kiltiir yontemleriyle dogrulanmasi éneril-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, GeneXpert MTB/RIF, molekiiler tani,
tiiberkiiloz.

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to evaluate the performance of GeneXpert MTB/RIF (GX) assay
used for the identification of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) and detection of rifampicin
(RIF) resistance in the Central Laboratory of Dokuz Eylul University Hospital between June 2012, and
November 2016 by comparing microscopic, and culture methods.

Method: The results of 4.199 patient samples (1361 pulmonary and 2838 extrapulmonary) using
Kinyoun’s staining method for microscopic examinztion, culture methods and GX test as requested
by clinics were retrospectively included in t he study.

Results: By using culture as the reference method for the detection of MTC; sensitivity and
specificity of GX assay were determined as 74.5% and 99.1% for all specimens; 82.7% and 98.7%
for pulmonary specimens; 67.2% and 99.3% for extrapulmonary specimens, respectively. The
sensitivity and specificity of microscopic examination were found to be 16.4% and 99.7% for all
specimens; 28.8% and 99.2% for pulmonary specimens; and 5.2% and 99.9% for extrapulmonary
specimens, respectively. The difference between the sensitivities of the GX assay and the
microscopic examination was found statistically significant for all samples and for the pulmonary
and extrapulmonary samples (p<0.001). By using the drug susceptibility test results of the MGT
SIRE as a reference; the sensitivity and specificity of the GX test for detecting RIF resistance was
100% and 95.8%, respectively.

Conclusion: In conclusion, GX assay is useful for rapid diagnosis of TB considering that the test is
easily applicable and directly detects MTC DNA and resistance to RIF within 2 hours and is
superior in sensitivity than microscopic examination. However, test results should always be
confirmed by culture methods.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex, GeneXpert MTB/RIF, molecular diagnosis,
tuberculosis
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GiRiS

Tuberkiiloz (TB), diinya ¢apinda o&limlerin ve tek
enfeksiydoz ajan kaynaklh hastaliklarin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. 2017 yilinda yaklagik 10 mil-
yon yeni TB olgusunun mevcut oldugu, TB nedeniyle
1.3 milyon 6lim oldugu tahmin edilmektedir.
Ulkemizde 2017 yili verilerine gére TB’nin insidans
hizi yiiz binde 17 ve mortalite hizi yiz binde 0.53
olarak verilmistir®.

HIV enfeksiyonu sikhginda artis ve aktif TB ile iligkili
olusu, Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTK)
suslarinda birinci secenek anti-TB ilaglara karsi geli-
sen direncin artmasi mevcut TB epidemisinin devam
etmesinin temel nedenleridir®. Cok ilaca direncli-TB
(CID-TB) suslari duyarli suslarla kiyaslandiginda daha
yiksek relaps ve mortalite oranlarina sahiptir. CiD-TB
ayni zamanda yaygin ila¢ direncli-TB’'nin (YiD-TB)
ortaya c¢ikmasi agisindan da risk faktoridar. Bu iki
durum diinya ¢apinda TB ve HIV kontrol programlari-
ni olumsuz etkilemektedir®?. Diinya Saghk Orgiti
(DSO) tarafindan, diger ilaglara diren¢ olsun veya
olmasin rifampisin (RIF) direngli-TB (RD-TB) tedavi-
sinde CID-TB olgularindaki gibi ikinci basamak ilagla-
rin kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir®.

Kiresel TB 2018 Raporu’nda; diinya capinda Once-
den tedavi edilmis olgularin yaklasik %18’inde ve
yeni TB olgularinin yaklasik %3.5’inde, Turkiye'de ise
onceden tedavi edilmis olgularin yaklasik %14’lGnde
ve yeni TB olgularinin %3.3’iinde CiD/RD-TB oldugu
bildirilmistir®,

TB tanisinda mikroskopik inceleme ile aside direngli
basil (ARB) aranmasi, hizli ve ucuz olmasina karsin,
distk duyarliiga sahiptir. Kiltir tanida altin stan-
darttir ve ilag duyarlilik testi (iDT) kiiltiir yontemleriy-
le yapilmaktadir. Ancak, kiiltiriin sonuglanmasi 2-8
hafta kadar zaman almakta ve ek biyogivenlik
6nlemleriyle egitimli personel gerektirmektedir®),
Ornek alimindan sonra ortalama 30 giin iginde iDT
sonuglarinin rapor edilmesi gerektigi bildiriimekte-
dir@3e),

MTK ilag direncinin ve CID/RD-TB suslarinin hizli tani-
si TB hastalarinin etkin tedavisini saglamakta ve ek
ilag direnci gelisimini sinirlamaktadir®. Ginimuzde,
tedaviye daha erken baslama olanagi, hastaligin
bulasinin azalmasi ve daha etkin halk saghg mida-
halelerine olanak saglamak amaciyla polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) gibi
molekiler yontemler, klinik 6rnekten hizli taniyi des-
teklemek Gzere kullanilmaya baslanmistir®?).

Molekiler calismalarla RNA polimerazin beta-alt
Unitesini kodlayan rpoB geninin M. tuberculosis’de
RIFdirenciyleiliskilianahedefoldugutanimlanmistir®,
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, ABD)
testiyle rpoB geninin MTK spesifik gen bolgesi ampli-
fiye edilerek, hemi-nested gercek zamanli-PCR yon-
temiyle, klinik 6rnekte hem MTK varligi hem de RIF
direnci gosterilmektedir. Bakteriyel lizis, nikleik asit
ekstraksiyonu, amplifikasyon ve amplikon belirlen-
mesi icin gerekli tim reaktifleri iceren tek kullanimlik
plastik bir kartus icinde MTB/RIF test platformunda
(GeneXpert, Cepheid) gerceklesen ve uygulamasi
kolay olan bu yontem yaklasik iki saat icinde sonug
vermektedir®.

Bu calismada, TB 6n tanisi ile Dokuz Eyliil Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikobakteriyoloji
Birimi’ne gonderilen klinik 6rneklerde; MTK tanisi ve
RIF direncinin belirlenmesinde GeneXpert MTB/RIF
(GX) testinin performansinin, boyali mikroskopik
inceleme ve altin standart yontem olan kultir yon-
temleriyle elde edilen sonuglarla karsilastirilarak
degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Haziran 2012 ile Kasim 2016 tarihleri arasinda, TB 6n
tanisi ile Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari Mikobakteriyoloji Birimi’ne génderilmis
olan mikroskopik inceleme ve kiltir yontemleri ile
birlikte GX testinin galisildigl 1.361’i akciger, 2.838’i
akciger disi toplam 4.199 6rnek ¢alismaya dahil edil-
di.
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Dokuz Eylul Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari Mikobakteriyoloji Birimi'ne gelen
orneklerden, akciger ornekleri ve steril olmayan kli-
nik érneklerin homojenizasyon ve dekontaminasyo-
nu N-asetil-L-sistein ve %4’lik sodyum hidroksit
yontemine dayanan Mycoprosafe® (Salubris, Tirkiye)
ticari kiti kullanilarak yapildi. Steril oldugu kabul edi-
len 6rneklere dekontaminasyon islemi uygulanmadi.
Hazirlanan orneklerden, kati besiyeri olarak
Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri (Becton Dickinson,
ABD) ve sivi besiyeri olarak “Mycobacteria Growth
Indicator Tube” (MGIT) kullanilarak (Becton
Dickinson, ABD) Uretici talimatlarina gore ekim yapil-
di. Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar
Kinyoun yontemi ile boyanarak ARB varligi agisindan
1stk mikroskobunda degerlendirildi. LJ besiyerlerinin
Uremeleri sekiz hafta boyunca haftada bir kez kontrol
edilerek, sivi besiyerleri BACTEC MGIT 960 (Becton
Dickinson, ABD) sistemi ile 37°C’de alti hafta inkibe
edilerek surddrildd. Bu siire sonunda treme olma-
yan ornekler negatif olarak degerlendirildi. Ureme
olan besiyerlerinden hazirlanan yayma preparatlarin
mikroskopik incelemesinde ARB gorilmesi duru-
munda MTK ile tiberkiloz disi mikobakteri (TDM)
ayrimi amaclyla MTK’ye ait MPT64 antijenini sapta-
maya yonelik bir test olan “TBC Identification Test”
(Becton Dickinson, ABD) Uretici talimatlarina gore
uygulandi ve yorumlandi. MTK olarak tanimlanan
izolatlarin ilag duyarliligi BACTEC MGIT 960 SIRE yon-
temi (Becton Dickinson, ABD) ile Uretici firma 6neri-
leri dogrultusunda gergeklestirildi. GX testi ise Uretici
firma onerileri dogrultusunda calisildi.

MTK igin kiiltir pozitifligi referans alinarak, GX testi
ve mikroskopik incelemenin duyarlilik, 6zgullik, pozi-
tif dngoérii degeri (POD) ve negatif 6ngdri degeri
(NOD) hesaplandi. GX testi ve mikroskopik inceleme
sonuglari arasinda istatistiksel acidan anlamh farklilik
olup olmadigi McNemar testi kullanilarak arastirildi.
BACTEC MGIT 960 SIRE yoéntemi ile elde edilen iDT
sonuglari referans alindiginda, GX testinin RIF diren-
cini saptamadaki duyarhlik ve 6zgllliigu incelendi. Bu
inceleme yapilirken, GX testinde MTK DNA’sI saptan-
mayan o6rnekler, MTK DNA’si saptanip RIF direnci
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belirsiz olan érnekler ve MGIT SIRE ydntemi ile IDT
sonucu var olmayan orneklere (gecersiz sonug veya
kultirde tGreme olmamasi) ait sonuglar arastirma disi
tutuldu. p degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde deger-
lendirildi. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Ver.
15, ABD) yazihmi kullanilarak yapildi. Arastirmada
Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulu onayi (08.05.2019 tarih,
2019/12-06 No.) alinmistir.

BULGULAR

Calismamizda merkez laboratuvarimiza gonderilen
klinik 6rneklere uygulanan Kinyoun boyali mikrosko-
pik inceleme, kiiltir ve GX testi sonuglari retrospektif
olarak karsilastirildi.

Calismaya dahil edilen 4.199 6rnekten 1361'i (%32.4)
akciger, 2.838’i (%67.6) akciger disi 6rneklerden olus-
maktaydi. Akciger 6rneklerinin; %36.6’s1 (498) bal-
gam, %30.3’l (412) brons lavaj (BL), %14.8’i (202)
bronkoalveolar lavaj (BAL), %12.1'i (165) aclk mide
sivisi (AMS) ve %6.2'si (84) trakeal sekret (TS) 6rne-
giydi. Akciger disi orneklerin; %47.9’u (1359) steril
vicut sivisi, %27.2'si (771) doku o6rnegi, %10.7’si
(305) abse ve aspirasyon materyali, %8.2’si (234)
idrar 6rnegi, %2’si (56) kemik iligi 6rnegi, %1.9'u (53)
kan ornegi ve %2.1'i (60) ise diger ornekler (diski,
sirintl ornekleri gibi) idi. Steril vicut sivilarinin,
%43.4°1 (590) plevra sivisi, %33.7’si (458) beyin omu-
rilik sivisi (BOS), %10’u (136) periton sivisi, %7.2’si
(98) eklem sivisi ve %5.7’si (77) perikard sivisi 6rne-
giydi. Doku 6rneklerinin; %82.1’i (633) doku biyopsi
ornegi, %17.1’i (132) lenf nodu biyopsisi ve %0.8'i (6)
plevral biyopsi 6rnegiydi.

Calismaya dahil edilen 4.199 6rnegin 110’unda (%2.6)
kiltirde MTK Uremesi saptanirken, bunlarin 52’si
(%47.3) akciger 6rneklerinden, 58’i (%52.7) ise akci-
ger disi orneklerden olusmaktaydi. Kiltirde MTK
Uremesi saptanan 110 6rnegin GX testi ile 82’sinde
MTK DNA’si saptanirken (%74.5), mikroskopik incele-
mede 18’inde (%16.4) ARB gorildi. Calismaya alinan
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Tablo 1. Akciger érneklerinin kiiltiir, mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF testi sonuglari.

Pozitif MTK kalturi

Negatif MTK kaltiiri

ARB (+) ARB (-) ARB (+) ARB (-)

Ornek tiirii GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) Toplam
Balgam 10 0 11 4 2 4 8 459 498
Brons lavaji 5 0 11 5 1 4 5 381 412
Bonkoalveolar lavaj 0 0 3 0 0 0 0 199 202
Aclik mide suyu 0 0 0 0 0 0 0 165 165
Trakeal aspirat 0 0 3 0 0 0 1 80 84
Akciger 6rnekleri (timi) 15 0 28 9 3 8 14 1284 1361

MTK: Mycobacterium tuberculosis kompleks; GX: GeneXpert MTB/RIF

orneklerin 32’sinde (%0.8) mikroskopik incelemede
ARB pozitifligi var olup, bunlarin 26’si (%81.2) akciger
ornegi, 6's1 (%18.8) ise akciger disi 6rnek idi. mikros-
kopik incelemede ARB gorilen orneklerin 18’inde
(%56.3) kiltlirde MTK Uremesi saptanirken, ARB
pozitif bes 6rnegin (%15.6) kiiltirde TDM Uremesi
mevcuttu, dokuz &rnekte (%28.1) ise inkiibasyon
sliresi sonunda lreme olmadi. Orneklerin 119’unda
(%2.8) GX testi ile MTK DNA’sI saptandi. Bunlarin 60’1
(%50.4) akciger 6rnegi, 59'u (%49.6) ise akciger disl
ornek idi. GX testi ile MTK DNA’sI saptanan ornekle-
rin 82’sinde (%68.9) kiiltirde MTK lremesi mevcut

olup, 37’sinde (%31.1) inkiibasyon slresi sonunda
treme olmadi (Sekil 1). Ornek tiirlerinin kiiltiir, mik-
roskopi ve GX testi sonuglari Tablo 1 (Akciger 6rnek-
leri) ve Tablo 2 (akciger disi 6rnekler)’de gosterilmek-
tedir.

Orneklerin 41’inde (%1) kiiltiirde TDM (iremesi sap-
tandi. Bunlardan mikroskopik inceleme sonucunda,
bes ornekte ARB (%12.2) gorilirken, 36’sinda
(%87.8) ARB gorilmedi. Kiltiirde TDM dreyen 6rnek-
lerin hicbirinde GX testi ile MTK DNA’sI saptanmadi,
capraz reaktivite gozlenmedi.

Tim
ornekler
(4.199)
Akciger / \ Akciger disi
ornekleri ornekler
(1.361) (2.838)
. MTK negatif . MTK negatif
MTK pozitif kiltir MTK pozitif kiiltar
kltdr (52) (1.309) kiiltur (58) (2.780)
ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif ARB pozitif ARB negatif
kaltur (15) kaltar (37) (11) (1.298) (3) (55) (3) (2.777)
GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif GX pozitif
(15) (25) (3) (14) (3) (36) 2) (18)
GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif GX negatif
() (9) (8) (1.284)** (0) (19) (1) (2.759)***

*Bes drnegin kiltir sonucu TDM, **29 6rnegdin kiiltiir sonucu TDM, *** 7 6rnegin kiiltiir sonucu TDM.

Sekil 1. Orneklerin kiiltiir, ARB mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF (GX) testi sonuglari.
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Tablo 2. Akciger digi 6rneklerin kiiltiir, mikroskopi ve GeneXpert MTB/RIF testi sonuglari.

Pozitif MTK kuilturii

Negatif MTK kiltiiri

ARB (+) ARB (-) ARB (+) ARB (-)

Ornek tiirii GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) GX (+) GX(-) Toplam
Plevra sivisi 0 0 2 3 0 0 0 585 590
BOS 0 0 6 3 0 0 2 447 458
Periton 0 0 0 1 0 0 0 135 136
Eklem sivisi 0 0 0 0 0 0 0 98 98
Perikard sivisi 0 0 0 0 0 0 0 77 77
Doku biyopsisi 1 0 6 4 0 0 7 615 633
Lenf nodu 2 0 1 6 0 0 0 123 132
Plevral biyopsi 0 0 0 0 0 0 0 6 6
Abse/aspirasyon materyali 0 0 18 1 2 1 4 279 305
idrar 0 0 1 0 0 0 2 231 234
Kemik iligi 0 0 0 1 0 0 0 55 56
Kan 0 0 1 0 0 0 0 52 53
Diger ornekler 0 0 1 0 0 0 3 56 60
Akciger digi 6rnekler (tima) 3 0 36 19 2 1 18 2759 2.838

MTK: Mycobacterium tuberculosis kompleks; GX: GeneXpert MTB/RIF

Tablo 3. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda
GeneXpert MTB/RIF (GX) testinin duyarlilik, ézgiilliik, pozitif
ongorii (POD) ve negatif ongorii (NOD) degerleri (%).

Tablo 4. Kiiltiir referans yontem alinarak MTK saptanmasinda
mikroskopik incelemenin duyarlihk, 6zgiillik, pozitif 6ngori
(POD) ve negatif ongorii (NOD) degerleri (%).

Test - Ornek tipi Duyarlik Ozgiillik POD NOD Test - Ornek tipi Duyarhihk  Ozgiillik POD NOD
GX testi - Tum ornekler 74.5 99.1 68.9 99.3 Mikroskopik inceleme - 16.4 99.7 56.3 97.8
GX testi - Akciger ornekleri 82.7 98.7 71.7 99.3 Tum 6rnekler

GX testi - Akciger disi 6rnekler  67.2 99.3 66.1 99.3 Mikroskopik inceleme - 28.8 99.2 57.7 97.2
GX testi - ARB pozitif 6rnekler ~ 100.0 64.3 78.3 100.0 Akciger 6rnekleri

GX testi - ARB negatif 6rnekler  69.6 99.2 66.7 99.3 Mikroskopik inceleme - 5.2 99.9 50.0 98.1

MTK saptanmasinda kiltir referans yéntem alina-
rak, GX testinin duyarliigi %74.5, 6zgllliglu %99.1,
POD %68.9 ve NOD %99.3 olarak (Tablo 3); mikrosko-
pik incelemenin duyarhligi %16.4, 6zgllligu %99.7,
POD %56.3 ve NOD %97.8 olarak (Tablo 4) bulundu.

Tam orneklerde ve akciger ile akciger disi 6rneklerde
GX testi ile mikroskopik incelemenin duyarhliklari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p<0.001).

Akciger 6rneklerinde GX testinin duyarlhigi; balgamda
%84 (21/25) ve Blde %76.2 (16/21) saptanirken, kiil-
tiirde MTK Gremesi saptanan Ug¢ adet BAL ve (¢ adet TS
orneklerinin timunde GX testi pozitif bulunmustur.

Akciger disi 6rneklere ait GX testinin duyarhhgi; abse-
aspirasyon materyallerinde %94.7 (18/19), doku
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biyopsisinde %63.6 (7/11) ve lenf nodu biyopsisinde
%33.3 (3/9) olmak tzere tiim doku 6rneklerinde %50
(10/20) olarak saptanirken, kiltiirde MTK Gremesi
saptanan dokuz BOS oOrneginin altisinda, bes plevra
sivisinin ikisinde, bir idrar ve bir kan 6rneginde GX
testi pozitif bulunmustur. Ancak kiiltirde MTK UGre-
mesi bulunan bir periton sivisi ve bir kemik iligi 6rne-
ginde GX testi negatif sonug vermistir.

Mikroskopik incelemede ARB goriilen ancak kiiltlirde
Uremesi olmayan ve GX testi ile MTK DNA’sI saptan-
mayan dort érnekten birinin 6rneklenmesi sirasinda
hastanin anti-TB tedavi aldigi saptandi. mikroskopik
incelemede ARB gorilen ve GX testinde MTK DNA's|
saptanan, ancak kiltiirde Gremesi olmayan bes 6rne-
gin tamaminda hastalarin 6rnek alimi sirada anti-TB
tedavi aldig izlendi. GX testi ile MTK DNA’sI sapta-
nan, ancak mikroskopik incelemede ARB goriilmeyen
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Tablo 5. MGIT SIRE yéntemi ve GeneXpert MTB/RIF testi ile elde edilen RIF duyarlilik sonuglari (n).

MGIT SIRE yontemi

GX testi RIF direngli RIF duyarh Toplam
MTK DNA'sI saptandi - RIF direnci saptandi 3 4
MTK DNA'sI saptandi - RIF direnci saptanmadi 69 69
Toplam 72 73

ve kiltirde Gremesi olmayan 32 6rnekten 18’inin
ornek alindigi sirada ilgili hastalarin anti-TB tedavisi
altinda oldugu saptandi.

Kiltirde MTK Gremesi saptanan 110 6rnege MGIT
SIRE ydntemi ile IDT yapildi, bunlarin 14’inde sonug
gecersiz bulundu. Geri kalan 96 6rnekten ikisinde
MGIT SIRE yontemi ile RIF direngli bulundu, GX testi
ile bunlardan birinde RIF direncini belirleyen mutas-
yon saptandi, digerinde ise MTK DNA’sI saptanmadigi
icin RIF direnciyle iliskili mutasyon belirlenemedi.
MGIT SIRE yontemi ile RIF duyarli olan 94 6rnekten
73 (%77.7)'Ginde GX testi ile MTK DNA’s| saptandi.
Yetmis ¢ 6rnegin birinde (%1.4) RIF direnci belirsiz
olup, Gglinde (%4.1) RIF direncini belirleyen mutas-
yon saptandi, geri kalan 69 oOrnekte (%94.5) RIF
direncini belirleyen mutasyon saptanmadi. Her iki
testle de RIF duyarlilik sonucu elde edilen 6rneklere
ait sonuclar Tablo 5'te gosterilmektedir. GX testinin
RIF direncini saptamada duyarliligi %100, 6zgulligu
%95.8, POD %25 ve NOD %100 olarak bulundu.

TARTISMA

Tuberkuloz tanisinda yaygin olarak kullanilan kon-
vansiyonel laboratuvar yontemlerinden direkt mik-
roskopik inceleme hizli ve ucuz olmasina karsin,
tanida distk duyarhliga sahiptir. Tanida altin stan-
dart olan kultlir yontemi ise zaman alici olup, ek
biyoglvenlik  dnlemleriyle egitimli personel
gerektirmektedir®. Ginumuzde, tedaviye daha
erken baslama olanagi, hastaligin bulasinin azalmasi
ve daha etkin halk saghg mudahalelerine olanak
saglamak amaciyla molekiler yodntemler, klinik
ornekten  hizli  taniyr  desteklemek lzere
kullanilmaktadir®. 2010 yilindan itibaren, erigkinler-

de akciger TB tanisinda, 2013 yilindan itibaren ise
cocuklarda ve akciger disi TB'nin bazi 6zel formlarinin
tanisinda baslangic testi olarak kullanimi DSO tara-
findan 6nerilen GX testiyle rpoB geninin MTK spesifik
gen bolgesi amplifiye edilerek, hemi-nested gercek
zamanli-PCR yontemiyle, klinik 6rnekte hem MTK
varligi hem de RIF direnci gosterilmekte ve uygula-
masl kolay olan bu yontem vyaklasik iki saat icinde
sonu¢ vermektedir®®. Bu calismada, rutin inceleme
icin laboratuvarimiza gonderilen klinik 6rneklerde,
MTK tanisi ve RIF direncinin belirlenmesinde GX tes-
tinin etkinligi, boyali mikroskopik inceleme ve altin
standart yontem olan kiltir yontemleriyle karsilasti-
rilarak degerlendirilmistir.

Calismamizda, MTK icin kiltlr pozitifligi referans
alindiginda, tim ornekler icin GX testinin duyarhligi
%74.5, 6zgllliglu %99.1 olarak bulundu. Bu alanda
yapilan ulusal calismalara bakildiginda, Girsoy ve
ark.19 tarafindan GX testinin duyarliigi %73.3, 6zgil-
gl %99.3; Ozkiitiik ve ark."V tarafindan GX testinin
duyarlihgr %73.9, o6zgilligu %98.6; Zeka ve ark.”
tarafindan GX testinin duyarliigi %79.7, 6zgulligi
%98.2 olarak ¢calismamizdakine benzer sekilde bulun-
mus, Albay ve ark.®? tarafindan, GX testinin duyarli-
g1 %95, dzgullugu %99; Ciftci ve ark.*® tarafindan
GX testinin duyarhligi %96, 6zgulligli %98 olarak
saptanmis, testin duyarhligi ¢alismamizdan daha
yuksek bulunmustur. Albay ve ark.®? ile Ciftci ve
ark.*3 tarafindan yapilan ¢alismalarda, ornek sayila-
rinin ¢calismamizdakiyle kiyaslandiginda oldukca az
olmasi, iki galismada da kiltlirde MTK Giremesi sapta-
nan ve mikroskopik incelemede ARB gorilen 6rnek
oraninin galismamizdan daha yiksek olmasi, testin
duyarhhginin daha yiiksek saptanmasina neden ola-
bilecek etkenlerdir.
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Dinyanin bircok bolgesinde yapilmis calismalarda,
GX testinin tani performansi agisindan oldukca degis-
ken duyarlilik sonuglari elde edilmistir®*®. Bu degis-
kenlik calismaya alinan 6rneklem boyutu, calisma gru-
bundaki TB insidansi, akciger ve akciger disi 6rnek tiirle-
rinin dagihmi, érnek kalitesi ve calismalarda mikrosko-
pik incelemede ARB goriilen 6rnek oranindaki farklara
bagh olmaktadir®1+*>8  Calismamizda, GX testinin
duyarlilik sonucuna, orneklerin yalnizca %0.8’inin mik-
roskopik incelemesinde ARB goriilmesi ve 6rnek grubu-
nun blydk kisminin akciger disi 6rneklerden olusmasi-
nin etki etmis oldugu disiinilmektedir.

Calismamizda, 6rneklerin %32.4’G akciger ornekle-
rinden olusmaktadir. Akciger 6rnekleri icin GX testi-
nin duyarlihg %82.7, o6zgulluglh %98.7 bulundu.
Aralarinda meta-analizlerin de bulundugu diinyada
yapilan gesitli calismalarda, akciger érneklerinde GX
testinin duyarliligi %58-100, 6zgulligl %86-100 ara-
sinda genis bir yelpazede dagilmaktadir(>16120),

Calismalarda, duyarlilik sonuglarinin degiskenlik gos-
termesinin akciger orneklerinin de tlrd ve dagilimi
arasindaki farkliliktan kaynaklandigi bildirilmektedir.
Calismamizdaki 1361 akciger 6rneginin 498’i balgam,
412’si BL, 202’si BAL, 165’i AMS ve 84’0 TS 6rnegidir.
Calismamizda, solunum vyolu 6rnek tirlerinde GX
testinin duyarhhgi, balgamda %84 (21/25) ve Blde
%76.2 (16/21) saptanirken, MTK igin kaltir pozitifligi
saptanan calismaya dahil az sayidaki (Uger 6rnek)
BAL ve TS oOrneklerinin hepsinde GX testi pozitif
bulunmustur. Sharma ve ark.?? tarafindan yapilan
calismada, GX testinin farkli akciger 6rneklerindeki
tani performansi arastirilmis ve bronsial yikama,
oksarikle gikarilan balgam, BAL, endotrakeal aspirat
ve indiklenmis balgam 6rneklerinde testin duyarhhgi
sirastyla %100 (2/2), %96.9 (380/392), %90 (18/20),
%87.5 (14/16) ve %84.2 (16/19) olarak bulunmus,
oksurikle gikarilan balgam orneklerinde duyarlihgin
daha yuksek oldugu bildirilmis fakat bronsiyal yikama
ve indliklenmis balgam &rneklerinin sayisinin azhgin-
dan dolayi bu 6rneklerde testin tani degeri tam ola-
rak yorumlanamamistir. Parcell ve ark.*® tarafindan
akciger ornekleriyle yapilan bir calismada, testin
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duyarhhg balgam 6rneklerinde %95.3 ve BAL 6rnek-
lerinde %100 olarak bulunmustur. Calismamizda,
BAL 6rneklerinde elde edilen duyarhlik sonuglarinin
bahsi gecen calismalarla uyumlu oldugu, balgam
orneklerinde ise GX testinin duyarliliginin, Sharma ve
ark.?% jle Parcell ve ark.*® tarafindan yapilan cals-
malara gore disik oldugu gozlenmektedir.
Calismamizda kiltirde MTK Gremesi saptanip GX
testi ile MTK DNA’sI saptanmayan balgam ornekleri-
nin timd ARB negatif orneklerdi. Bu orneklerde
disuk basil yukd, yalanci negatif sonuclara yol agarak
testin duyarliigina etki etmis olabilir. Geleta ve
ark’nin® yaptigi bir calismada, balgam érneklerinde
GX testinin duyarhhgi %65.5 olarak ¢alismamizdakin-
den distk bulunmus ve disik duyarliiga calisma
dizayni, metodolojik farkliliklar ve ARB negatif 6rnek-
lerdeki olasi PCR inhibisyonu veya yetersiz nukleik
asit iceriginin neden olabileceginden bahsedilmistir.

Calismamizda, akciger disi 6rnekler, tiim orneklerin
%67.6’sini olusturmaktadir. Calismamizda, akciger
disi ornekler igin GX testinin duyarlihgl %67.2 ve
0zgllliglu %99.3 olarak bulunmus, bu degerlerin
Ulkemizde yapilan benzer galismalar ile uyumlu
oldugu gorilmustir®t), Kohli ve ark.*® tarafindan
66 calismanin degerlendirildigi bir meta-analizde,
akciger disi 6rneklerde GX testinin havuzlanmis
duyarhhginin farkh 6rnek tirlerinde %31-97 arasin-
da, havuzlanmis 6zgilliginin ise %82-99 arasinda
degistigi belirtilmistir. Akciger disi 6rneklerde GX
testinin duyarhliginin galisilan 6rnek turlerinin
oldukga cesitli olmasina, drnekteki mikobakteriyel
ylki yansitan yayma durumuna, érneklem boyutu-
na, calisilan hasta grubuna ve o6rnek islemleme
prosediurine bagh degiskenlik gosterdigi dusinil-
mektedir. Li ve ark.' tarafindan 106 galismanin
incelendigi bir meta-analizde, g¢alismamizdakine
benzer olarak testin duyarliiginin akciger érnekle-
rinde akciger disi 6rneklere gore ylksek bulundugu-
nun vurgulanmasi bu testin akciger ornekleri icin
daha uygun oldugunu distndirmektedir. Dlsuk
duyarlilik, 6zellikle ARB negatif bulunan 6rneklerde
akciger disi TB tanisini dislamada testin kullanimini
kisitlamaktadirt>18),
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Calismamizdaki 2.838 akciger disi 6rnegin, 5901
plevra sivisi, 458’i BOS, 136’si periton sivisi, 98'i
eklem sivisi ve 77’si perikard sivisi olmak Uzere
1359’u steril vicut sivisi, 771’i doku (633’G doku
biyopsisi, 132’si lenf nodu biyopsisi ve 6’si plevral
biyopsi), 305’i abse ve aspirasyon materyali, 234’0
idrar, 56’s1 kemik iligi, 53’ kan ve 60’1 diger 6rnekler-
den olusmaktadir. Calismamizda, akciger disi 6rnek
turlerinde GX testinin duyarliigl; abse-aspirasyon
materyallerinde %94.7 (18/19), doku biyopsisinde
%63.6 (7/11) ve lenf nodu biyopsisinde %33.3 (3/9)
olmak Uzere tim doku &6rneklerinde %50 (10/20)
olarak bulunurken, kiltirde MTK Gremesi saptanan
dokuz BOS o6rneginin altisinda, bes plevra sivisinin
ikisinde, bir idrar ve bir kan 6rneginde GX testi ile
pozitiflik saptanmistir. Ancak kiiltirde MTK Gremesi
bulunan bir periton sivisi ve bir kemik iligi 6rneklerin-
de ise pozitiflik saptanmamistir. Tadesse ve ark.??
tarafindan 572 akciger disi 6rnekle yapilan bir galig-
mada, kiltir referans alindiginda GX testinin duyar-
lilig1; lenf nodu 6rneklerinde %94.4, BOS 6rneklerin-
de %75, plevral sivi 6rneklerinde %69, peritoneal sivi
orneklerinde %71 ve toplamda %91 olarak ¢alisma-
mizdan ylksek bulunmustur. Laboratuvarimizda TB
tani testlerinin genellikle tarama amaciyla istenmesi-
ne karsin konusu gecen calismada, hasta grubunun
ozellikle TB slipheli hastalardan secilmesi ayrica kil-
tlr pozitifligi (%39.5) ile ARB pozitifligi (%20.9) oran-
larinin calismamizdan oldukga ylksek olmasi duyarh-
lik sonuglarindaki farkhhgr agiklayabilir. Huo ve ark.®)
tarafindan 23 calisma dahil edilerek plevral sivi
orneklerinde GX testinin uygunlugunun degerlendi-
rildigi bir meta-analizde; testin duyarliligi %30 olarak
calismamiza benzer sekilde dusik bulunmustur. Ayni
meta-analizde; GX testinin plevral sivi 6rneklerinde
distk duyarhhginin PCR inhibisyonu ve uygunsuz
veya yetersiz 6rnekleme yontemlerinden kaynakla-
nabilecegi belirtilmis, testin TB tanisini dislamada
degerinin dusik oldugundan sdzsedilmistir®,
Mazzola ve ark.? tarafindan yapilan ¢alismada, akci-
ger disi orneklerde altin standart olarak klinik tani
temel alinarak GX testinin duyarlilhgi; BOS 6rneklerin-
de %100, biyopsi orneklerinde %83.6 ve BOS disi
kaviter sivi 6rneklerinde %53.6 olarak ¢calismamizdan

yiksek bulunmus; ply 6rneklerinde %95.6 ve plevral
sivi 0rneklerinde ise %38 olarak galismamizdakine
benzer saptanmistir. Calismamizda, doku érneklerin-
de duyarliigin disik olmasi, 6rnek homojenizasyo-
nunun tam olarak saglanamamasindan ve 6rnek ige-
riginden kaynakli olasi PCR inhibisyonundan kaynak-
lanmis olabilir. Galismamizda, kiiltiirde MTK Gremesi
saptanan BOS ve diger steril viicut sivisi érneklerinin
timinin ARB negatif olmasi géz 6niinde bulundu-
ruldugunda, bu ornek tirlerinde mikobakteriyel
yukidn az olmasina bagh olarak duyarhligin disik
bulundugu disiinilebilir. Bununla birlikte, DSO 6zel-
likle hizli taninin yasamsal olacagi TB menenjit kusku-
lu hastalarda BOS 6rneklerinde GX testinin baslangi¢
testi olarak tercih edilmesi gerektigini dnermekte-
dir®),

GX testinin degerlendirildigi calismalarda elde edilen
sonuglardaki degiskenligin en 6nemli nedenlerinden
biri c¢alisilan o6rneklerin mikroskopi sonuglari-
dir#4161825 - Calismamizda orneklerin  %0.8’inde
(32/4.199) mikroskopik incelemede ARB gorulmis-
tdr. Calismamizda, GX testinin ARB pozitif 6rneklerde
duyarhhgr %100 ve 0zgllligl %64.3; ARB negatif
orneklerde duyarliligi %69.6 ve 6zgulligi %99.2 ola-
rak bulundu. GX testinin klinik 6rnekte analitik sapta-
ma siniri, 131 CFU/mL olarak bildirilmistir®”)., GX testi
ile MTK DNA’sinin saptanmasi, 6rnekteki mikobakte-
riyel ylke bagli olup, disiik mikobakteriyel yiki isa-
ret eden ARB negatifligi testin duyarliigini etkile-
mektedir. Ayrica, Ozkiitik ve ark."V, ARB negatif
orneklerde GX testi ile duyarhhgin disiik bulunmasi-
nin, sivi ve kati olmak tzere iki farkh kaltir yontemi-
nin birlikte kullanilmasi ile kiilttr duyarliliginin artmis
olmasina bagl olabilecegini belirtmistir.

Calismamizda, GX testi ile yalanci pozitif sonug elde
edilen 37 6rnegin (%0.9), 17’si akciger (10 balgam,
alti BL, bir TS), 20’si akciger disi 6rneklerden (yedi
doku biyopsisi, alti abse/aspirasyon materyali, Ug
diger 6rnekler, iki BOS ve iki idrar) olusmaktadir. Bu
37 ornek incelendiginde, 23 6rnegin alindigl sirada
hastalarin TB tanisi nedeniyle anti-TB tedavi aldig
gbzlemlenmis, bu 6rneklerde tedavi sonrasi 6l basil
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DNA’sina bagh GX testi ile MTK DNA’si saptandigi
duslintlmustdr. Ayrica bu 6rneklerden besinde ARB
pozitifligi saptanmistir. Albay ve ark.*? tarafindan
yapilan ¢alismada, bir BAL 6rneginde ve bir lenf nodu
biyopsisinde GX testi ile yalanci pozitif sonug elde
edilmis; BAL 6rnegi arastirildiginda, hastanin gecmi-
sinde TB oOykusl oldugu, ancak uzun siredir ilag
tedavisi almadigi ve klinik iyilesmenin saglandig
o6grenilmistir. Dolayisi ile bu pozitifligin 6lG basil
DNA’sina bagh olabilecegi disiinilmustir. Ozkitik
ve ark.* tarafindan yapilan ¢alismada, GX testi ile 34
ornekte (%1.3) yalanci pozitiflik saptanmis, yalanci
pozitif érneklerin ait oldugu hastalar arastirildiginda,
20'sinin daha 6nceki orneklerinde kiltlirde Greme
oldugu, TB tanisi ile anti-TB tedavi aldigl saptanmis-
tir. Chang ve ark.®” tarafindan 15 ¢alismanin deger-
lendirildigi meta-analiz sonuglarina gére GX testinin
yalanci pozitiflik orani %1.6 olarak belirlenmis ve
yalanci pozitifli§in TB 6ykusi olan hastalarda 6lu
basil DNA’sina veya subklinik relapsa bagli olabilecegi
belirtilmistir. Theron ve ark.?® tarafindan yapilan
¢alismada, yalanci pozitifligin daha ¢ok TB tani ve
tedavi 6ykiisi olan olgularda oldugu ve dislk miko-
bakteriyel DNA yikiyle ilgili oldugu belirtilmis ayrica
testin canli basiller disinda 6li basillere ait DNA'yiI da
saptadigina dikkat c¢ekilmistir. Bununla birlikte,
Hillemann ve ark.?”, GX sisteminde kapal reaksiyon
ortamina bagh olarak kontaminasyon riski disik
olmasina ragmen, kontaminasyonun da yalanci pozi-
tifligin nedeni olabilecegini belirtilmistir.

Calismamizda, GX testi ile yalanci negatif sonug elde
edilen 28 ornegin dokuzu (%25.5) akciger (bes BL,
dort balgam), 19’u akciger disi 6rneklerden (alti lenf
nodu, dort doku biyopsisi, li¢ plevra sivisi, Gg BOS, bir
periton sivisi, bir abse/aspirasyon materyali, bir
kemik iligi) olusmaktadir. Bu 6rneklerin tamaminda
dusiik mikobakteriyel ylikiin gostergesi olarak ARB
negatifliginin var olmasinin yani sira 6zellikle doku
orneklerinde homojenizasyonun istenilen diizeyde
saglanamamis olmasi, GX testinin yalanci negatif
sonu¢ vermesine neden olmus olabilir. Chang ve ark.
tarafindan yapilan meta-analizde GX testinin yalanci
negatiflik orani %9.6 olarak belirlenmis, kiltir ile
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ornekteki 10-100 basil/mL kadar az miktardaki mik-
roorganizmanin saptanabilmesi ve GX testinin sapta-
ma alt sinirinin 131 CFU/mL olmasi nedeniyle yalanci
negatif sonuclarin ortaya cikabilecegi belirtil-
mistir?),

Calismamizda, MTK igin kiltur pozitifligi referans ali-
narak GX testi ve mikroskopik incelemenin duyarlilik-
lari sirasiyla, tim 6rneklerde %74.5 ve %16.4; akciger
orneklerinde %82.7 ve %28.8; akciger disi orneklerde
%67.2 ve %5.2 olarak bulundu. iki testin de 6zgilliigi
yuksek bulundu. Tum 6rneklerde, akciger ile akciger
disi 6rneklerde GX testi ile mikroskopik incelemenin
duyarhhklari arasindaki fark istatistiksel olarak anlam-
Il bulundu (p<0.001). Neticede, kiltirde MTK Gre-
mesi saptanan 110 6rnegin 92’sinde ARB gorilme-
mekle birlikte GX testi ile bu 6rneklerin 64’linde
(%69.6) MTK DNA’sI saptanarak hizli tani olanagi sag-
lanmigtir.

Dogrudan klinik 6rnekten RIF direnci ile iliskili mutas-
yonlari saptayabilmesi, GX testinin 6nemli bir avan-
tajidir. RIF direngli suslarin %90-95’'inde rifampisin
direncini belirleyici bolge (RRDR; rifampicin resistan-
ce determining region) olarak bilinen rpoB geninin
81 baz ciftlik bdlgesinde mutasyon goézlenmesi,
duyarli izolatlarda ise bu mutasyonun olmamasi
nedeniyle RIF, molekiiler iDT icin ideal hedeftir. RIF
direngli izolatlar ayni zamanda %85-90 izoniazid
(INH) direncli oldugundan, RIF direnci CID-TB tanisi
icin bir marker olarak kullanilabilmektedir®.
Calismamizda, GX testinin RIF direncini saptamada
duyarhligi %100, 6zgilligi %95.8, POD %25 ve NOD
%100 bulundu. Steingart ve ark.?® tarafindan yapilan
meta-analizde, GX testinin RIF direncini saptamada
duyarlihgr %33-100, o6zgulligli %83-100 arasinda
degisirken, toplam duyarhlik %95, 6zgullik %98 ola-
rak hesaplanmis ve testin yalanci direncli ve yalanci
duyarli sonuglara neden olabilecegi belirtilmistir.
Boehme ve ark.?® tarafindan yapilan ¢alismada, GX
testinin RIF direncini saptamasinda g¢alismamizla
benzer sonuglar elde edilmis, testin diisiik POD’ye
sahip olmasi nedeniyle 6zellikle CiD-TB prevalansinin
disuk oldugu bolgelerde konvansiyonel yontemlerle
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dogrulama testi yapilmasinin gerekli oldugu Uzerinde
durulmustur. Rahman ve ark.? tarafindan 92 balgam
drnegiyle yapilan calismada GX testi ile fenotipik IDT
sonuglari arasinda ¢alismamizla benzer olarak %93.5
uyum bulunmus, fenotipik ve molekiiler iDT arasinda-
ki uyumsuzlugun molekiler yéntemlerle olgularin
daha direngli saptanmasina bagli olarak ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Buna neden olarak, molekiler yontemle-
rin fenotipik iDT’yi etkilemeyen sessiz mutasyonlari
saptayabilmesi ve GX testinin dongii esigi “cycle thres-
hold” (Ct) degerleri arasindaki farki temel alarak diren-
ci ongoren kantitatif bir yontem olmasindan dolayi bu
testle kalitatif yontemlerden daha degisken sonuglar
elde edilebilecegi bildirilmistir®). Bunsow ve ark.®
tarafindan yapilan galismada, ¢alismamizdakine ben-
zer sonugclar elde edilmis, yalanci direngli sonuglarin
(3/8) fenotipik IDT ile iliskili olmayan kodon 514’teki
sessiz mutasyona bagli olabilecegi dusinilmis ve
orneklerin birinde mutasyon saptanmistir. Galisma-
mizda, GX testi ile yalanci direngli bulunan érneklere
dizi analizi yapillamadigi icin uyumsuzlugun nedeni
tam olarak ortaya gikarilamamistir. Calismamizda, GX
testinin RIF direncini saptamadaki performansi hesap-
lanirken 6rnek sayisinin az olmasi ve testlerden birin-
de RIF duyarhhgi sonucunun mevcut olmadigi durum-
larda orneklerin ileri analizinin yapilamamasi ¢alisma-
mizin en bayak kisithhigidir.

Sonug olarak, GX testinin mikroskopik incelemede,
ARB gorilen orneklerde TB tanisinda glivenilir bir
yontem oldugu, 6zellikle solunum yolu disi 6rnekler
olmak Uzere az sayida basil iceren mikroskopik ince-
lemede ARB goérilmeyen 6rneklerde ise duyarhhgi-
nin daha disiik oldugu belirlenmistir. Testin kolay
uygulanabilirligi ve cok fazla deneyim gerektirmeme-
si, iki saat gibi kisa bir stirede dogrudan klinik 6rnek-
ten MTK DNA’si ve RIF direncini birlikte saptayabil-
mesi, mikroskopik incelemeye goére duyarliliginin
daha yliksek olmasi gbz 6niinde bulunduruldugunda
TB hizli tanisinda oldukga yararli bir yontem oldugu
distnulmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar
testin kullanimi hususunda DSO &nerilerini destekle-
mektedir. Ancak, TB tanisinda GX testi daima altin stan-
dart kiiltlr yontemlerini destekleyerek kullanilmahdir.
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Amag: Bu ¢alismada, akut solunum yolu enfeksiyonu (ASYE) olan eriskinlerde yaygin solunum yolu
viriislerinin etiyolojik rolii ve epidemiyolojik profilinin belirlenmesi amaciyla Ocak 2010 - Haziran
2018 tarihleri arasinda (iniversite hastanemize ait sekiz yillik retrospektif veriler sunulmustur.
Yéntem: Calismaya 788 ASYE hastasindan alinan nazofarengeal siiriintii 6rnekleri déhil edildi.
Orneklere influenza viriisleri (A, B) para-influenza viriisleri (PIV) 1-4, insan rinoviriisleri (hRV), solu-
num sinsityal virtisii (RSV) A/B, insan metapnémovirtiis (WMPV), insan koronaviriisleri (hCoV;: OC43,
229E, NL63 ve HKU), adenovirtis (ADV), enterovirtislar (EV), parekhovirtis ve insan bokaviriis (hBOV)
ddhil olmak lizere sik gériilen yaygin solunum yolu viriislerinin arastirilmasi icin ¢oklu PCR yéntemi
(2010-2016, Seeplex® RV15 ACE Detection Kit, SeeGene Kore, 2016-2018, FTD Respiratory patho-
gens 21 Kit, Fast Track Diagnostics Ltd Malta) kullanildi.

Bulgular: Hasta érneklerinin %51.78’inde viral patojenler belirlendi ve hastalarin %7.23’(linde birden
fazla viriis pozitif bulundu. influenza viriisleri saptanan dominant ajanlardi (toplam %16.88; A
%11.42 ve B %5.46 idi), ardindan hRV (%14.85), hCoV (%8.63), RSV (%7.11), hMPV (%4.06), ADV
(%3.93), PIV (%3.55) saptand. EV ve hBOV de bu grupta %1’in altinda belirlendi. Mevsimsel olarak
degerlendirildiginde influenza A viriisiiniin kis aylarinda, influenza B’nin ilkbahar déneminde,
hRV’nin ilk ve sonbaharda, hCOV’nin yaz aylarinda, RSVA/B’nin kis déneminde, PIV'in yaz-sonbahar
déneminde, hMPV ve ADV'nin kis déneminde daha sik saptanan etkenler oldugu gézlendi.

Sonug: Coklu molekiiler testler yetiskinlerde gériilen solunum yolu enfeksiyonlarinda viral etkenlerin
roliiniin daha iyi anlasiimasini saglamaktadir. Bu enfeksiyonlarda etkene yénelik taniyla viral ajanin
belirlenmesinin, dogru tedavi uygulamasi ile antibiyotiklerin gereksiz kullanimini engellemekte
yararli olacagi ve enfeksiyon kontrol 6nlemleri icin hizli ve dogru yonetim kararlarinin alinmasini
saglayacadini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Solunum yolu virtisleri, coklu PCR, epidemiyoloji
ABSTRACT

Objective: In this study, we present retrospectively collected data in our university hospital that
covers an-8-year period from January 2010 to June 2018 to determine the epidemiological and
etiological profile for common respiratory viruses in adults with acute respiratory tract infections
(ARTIs).

Method: Nasopharyngeal swab samples from 788 ARTI patients were analysed by multiplex PCR
method (2010-2016, Seeplex® RV15 ACE Detection Kit, SeeGene Korea, 2016-2018 FTD Respiratory
pathogens 21 Kit, Fast Track Diagnostics Ltd Malta) for common respiratory viruses, including
influenza viruses A, B, para-influenza virus (PIV) 1-4, human rhinovirus (hRV), respiratory syncytial
virus (RSV) A/B, human metapneumovirus (hMPV), human coronavirus (hCoV; OC43, 229E, NL63,
and HKU), adenovirus (ADVs), enterovirus (EV), parechovirus and human bocavirus (hBOV).
Results: Viral pathogens were detected in 51.78% of patient samples and 7.23% of patients were
positive for multiple viruses. Influenza viruses were the dominant pathogenic agents detected
(16.88% in total, RSV A, 11.42% and RSV B, 5.46%), followed by hRVs (14.85%), hCoVs (8.63%), RSV
A/B (7,11%), hMPV (4.06%), ADVs (3.93%), PIV (3.55%). EVs and hBOV were also detected in this
group at less than 1%. It was observed that influenza A virus was detected more frequently in
winter, influenza B in the spring, hRV in spring and autumn months, coronaviruses in summer, RSV
A/B f in winter, PIVs in summer, and autumn, and hMPVs and ADVs in winter.

Conclusion: Multiple molecular tests provide a better understanding of the role of viral agents in
respiratory infections among adults. We think that the diagnosis of the causative agent and the
detection of the viral agent in these infections will be beneficial in preventing unnecessary use of
antibiotics with proper treatment and will ensure making quick and accurate management decisions
for infection control measures.

Keywords: Respiratory system viruses, multiplex PCR, epidemiology
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GiRiS

Solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan viriislerin
eriskin bireylerde morbidite ve mortalitenin nedeni
olmasinin yani sira epidemi hatta pandemilere yol
acabilmeleri nedeni ile toplum sagligi lzerine de
ciddi etkileri bulunabilmektedir®®). Solunum yolu
enfeksiyonlarinin %22-59’undan virtslerin sorumlu
oldugu bildirilmektedir®®. Bu virtslere ait epidemi-
yolojik veriler cografi ve mevsimsel farkhliklar
gostermektedir®. Gelisen teknolojinin kullanim
imkanlari da bu virlslerin epidemiyolojilerine ait
verilerin daha iyi anlasilmasini saglamaktadir.
Ozellikle influenza tip A ve B’nin (IFN-A, IFN-B) yani
sira insan rinovirUslerinin (hRV) saptanma oranlari ve
toplum saghgi Uzerine etkileri tlkemizde giderek
daha c¢ok dnem kazanmaktadir®*®, Son yillarda,
solunum virislerinin ayni anda saptandigi ¢coklu poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) rutin viroloji tani labo-
ratuvarinda siklikla kullanilmaya baslamistir. Sonug
olarak bu ¢alismalar, uygun antimikrobiyal tedaviye
gecis icin onemli veriler saglamakta, gereksiz antibi-
yotik kullanim oranlarinin azaltarak antibiyotik diren-
ci ile savagmaya da yardimci olmaktadir”. Solunum
virUslerinin epidemiyolojisine yonelik daha o6nce
yapilan arastirmalarin ¢cogu alt solunum yolu enfeksi-
yonlari ve hastanede yatan pediatrik hastalarla ilgili
veriler olup, poliklinik hastalari ve eriskinlerle ilgili
veriler daha az sayidadir. Bu g¢alismada, yaklasik 8
yillik stire icerisinde, merkezimize génderilen nazofa-
rengeal slirtintli 6rneklerinde erigkin hastalarda solu-
num virdslerinin sikhginin ve mevsimsel dagiliminin
belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2010 - Haziran 2018 yillari arasinda akut solu-
num yolu enfeksiyonu olan hastalardan 788 nazofa-
rengeal slrintl ornegi alindi. Sirlintli o6rnekleri
alindiktan sonra 6rnek transfer medyumuna (UTM™
Viral Transport Media, Copan, italya) konuldu ve
laboratuvara ulastirildi. Laboratuvarda 6rnekler vor-
tekslendikten sonra 300 pl alinarak ticari kit ile (EZ1
Virus Mini Kit, Qiagen, Almanya) niikleik asit izolas-
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yonu dretici firma direktifleri dogrultusunda gercek-
lestirildi. Elde edilen nikleik asit 6érneklerinde influ-
enza A/B, insan rhinoviriisii (hRV), solunum sinsityal
virsli A/B (RSV), insan koronavirusleri (hCoV; C229,
0C43, C-NL63, HKU), insan metapnémovirts (hMPV),
parainfluenzavirtis (PIV) 1/2/3/4, adenovirls (ADV),
insan bokaviris (hBOV), enteroviris ve parechoviris
varligi revers transkripsiyon sonrasi ¢coklu PCR yonte-
miile ticari kit kullanilarak (2016 yilina kadar Seeplex®
RV15 ACE Detection Kit, SeeGene Kore, 2016 yilin-
dan sonra FTD Respiratory pathogens 21 Kit, Fast
Track Diagnostics Ltd Malta) Uretici firma direktifleri
dogrultusunda arastirildi. Hastalara ait demografik
verilerin degerlendirilmesi, viral etkenlerinin siklikla-
rinin ve mevsimsel dagilimlarinin belirlenmesi igin
istatistik analizleri IBM SPSS Statistics Ver.21 ve MS
Excel 2016 yazilimlari kullanildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 788 hastanin 383'l (%48.61)
erkek, 405’i (%51.39) kadindi. Hastalarin yas ortala-
masl 45.38+19.09, erkek hastalarin yas ortalamalari
44.05%17.81 (minimum 18 maksimum 89), kadin
hastalarin yas ortalamalari 46.63+20.12 (minimum
18 maksimum 95) idi. Orneklerin 408’inde (%51.78)
en az bir viral etken saptanirken, 57’sinde (%7.23)
coklu etkenler saptandi. Coklu etken saptanan
orneklerin 51’inde (%6.47) ikili etken, besinde
(%0.63) Ucli etken ve birinde (%0.13) dortla etken
saptandi. Bununla birlikte, 380 6rnekte (%48.22)
herhangi bir etken saptanmadi. Orneklerde sirasi ile
en ¢ok IFN-A/B viris (n=133, %16.88) (IFN-A n=90;
%11.42, B n=43 %5.46), saptanirken ikinci siklikta
hRV (n=117, %14.85) ve Uginci siklikta hCoV(n=68,
%8.63) (C229 n=26, %3.30, C-OC43 n=24, %3.05,
C-NL63 n=13, %1.65, HKU n=5, %0.63) saptandi.
Daha az siklikta saptanan virisler sirasi ile RSVA/B
(n=55, %6.98), hMPV (n=32, %4.06), ADV (n=31,
%3.93), PIV (n=28, %3.55) (PIV-1 n=5, %0.63, PIV-2
n=4, %0.51, PIV-3 n=15, %1.90, PIV-4 n=4, %0.51),
EV (n=4, %0.51) ve hBOV (n=3, %0.38) saptandi.
Parechoviris higbir 6rnekte saptanmadi (Tablo 1,
Grafik 1).
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Tablo 1. Orneklerde etken saptama sikliklari ve saptanan etkenlerin dagilimi.

N % Virus N % Saptanan etkenler icindeki orani (%)
Etken Saptanan Ornek Sayisi 408 51.78 IFN-A/B 133 16.88 32.60
hRV 117 14.85 28.68
Coklu Etken Saptanan Ornek Sayisi 57 7.23 hCoV 68 8.63 16.67
RSVA/B 55 6.98 13.48
2'li Etken Saptanan Ornek Sayisi 51 6.47 hMPV 32 4.06 7.84
ADV 31 3.93 7.60
3'lii Etken Saptanan Ornek Sayisi 5 0.63 PIV 28 3.55 6.86
EV 4 0.51 0.98
4’|{i Etken Saptanan Ornek Sayisi 1 0.13 hBOV 3 0.38 0.74
%16.88
%18.00
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%16.00
%14.00
%12.00
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Grafik 1. Orneklerde saptanan etkenlerin dagilimi.
Tablo 2. Viral etkenlerin mevsimlere gore dagilimi (%). sonbahar déneminde, hMPV ve ADV’nin kis dénemin-
A de daha sik saptandigi gozlendi (Tablo 2, Grafik 2).
Kis llkbahar Yaz Sonbahar
IFN-A 20.06 6.01 2.22 1.89
IFN-B 5.85 6.87 5.56 0.94 TARTISMA
hRV 11.42 16.31 11.11 26.42
RSVA/B 11.42 2.15 3.33 5.66 . . .
hCoV 7.80 9.44 11.11 2.83 Solunum yolu enfeksiyonlari, hastaneye gitmeyi
PV 167 2.15 5.56 10.38 gerektiren, tedavi, hastanede yatisla birlikte is giici
hmpv 5.29 3.43 3.33 1.89 _ o
ADV 4.74 3.43 3.33 2.83 kaybina neden olabilen, bu bakimdan biiyiik ekono-

Virtslerin mevsimsel dagilimlari incelendiginde IFN-A
viristiniin en sik kis aylarinda, IFN-B’nin ilkbahar
doneminde hRV’nin ilk ve sonbaharda, hCoV’un yaz
aylarinda RSVA/B’nin kis déneminde, PIV'in yaz-

mik ylk olusturabilen ve diinyada en yaygin goérilen
enfeksiyon hastaliklarinin arasindadir®. Bununla bir-
likte, yetiskinlerde solunum yolunda etken viruslerin
solunum yolu enfeksiyonlarinda roliiniin son yillarda
ilgi cekmektedir. Bu ¢alismada, yaklasik 8 yillik stireyi
kapsayan calismada 18 yas UstU eriskin bireylerde
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influenza A influenza B
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Grafik 2. Viral etkenlerin mevsimlere gére dagilimi.
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akut solunum yolu enfeksiyonu yakinmalari ile
hastaneye basvuran kisilerde solunum vyolu viral
etkenlerinin sikligi ile mevsimsel dagilimlari irdelen-
mistir. Calisma sonuglarina gore, orneklerin
%51.78’inde en az bir viral etken saptanirken érnekle-
rin %48.22’sinde herhangi bir etken saptanmamustir.
Bu da c¢oklu PCR gibi bir yontem kullanilsa bile solu-
num yolu enfeksiyonu olan kisilerin yaklasik yarisin-
da viral etyoljik ajan gosterilemedigini ortaya koy-
maktadir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, bu oran-
lar erigkinler icin poliklinik hastalarinda %35, yatis
yapilan hastalarda %65 olarak bildirilmistir®. Yine
benzer bicimde Ozisik ve ark.” yaptiklari calismada,
106 6rnegin 56’sinda (%52.8) viral etken saptarlar-
ken 50 ornekte (% 47.2) herhangi bir viral etken
saptamamislardir.

influenzanin neden oldugu pnémonilerde ciddi solu-
num yetmezligi gorulebilmekte hatta bu tablolar
olimle sonuclanabilmektedir. Buna karsin, diger
solunum yolu virUslerinin roll gliniimiizde yeterince
arastirlmamis konular arasinda yer almaktadir. Son
yillarda hRV bu acgidan dikkat cekicidir ve bazi calis-
malarda en sik saptanan viral etkenler olarak
bildirilmektedirler®*V), Bu ¢alismada, hRV (n=117,
%14.85) ikinci siklikta saptanan patojenler olmuslardir.

Calismada, virtslerin mevsimsel dagilimlari, yurdu-
muzdan ve diinyadan bildirilen mevsimsel dagilim
verileri ile uyumludur. Buna gore IFN-A en sik kis
aylarinda gorilmekte ve bunu ilkbahar déneminde
IFN-B takip etmektedir. hRV aktivitesi 6zellikle ilk ve
sonbaharda gorilmekle birlikte, aktiviteleri tim yila
yayllmis bicimdedir. hCOV’larin dort farkl tipinin
(OC43, NL63, 229E ve HKU) diinya capinda dolasim-
da oldugu bilinmektedir. Bu virlislerden OC43, HKU1
ve NL63’lUin Kasim-Temmuz aylari arasinda, 229E’nin
tim yil boyunca dolasimda oldugu bildirilmektedir.
Bu calismada bdlgemizde hCOV yaz aylarinda daha
yaygin saptandigi gézlenmistir®. RSV’nin iliman bdl-
gelerde kis ve ilkbahar baslangicinda salginlara neden
olabildigi bildirilse de aktivitesi yerel olarak
degisebilmektedir®. Ulkemizde yapilan calismalar-
da, virlisiin aralik ve ocak aylarinda en sik gézlendigi

bildirilmektedir. Bu ¢alismada, RSVA/B’nin kis déne-
minde en sik saptanmistir. Onemli konulardan biri
benzer klinik bulgulara yol agabilecek hMPV kis
déneminde daha sik saptanabilmektedir®*®. Daha
cok ilkbahar ve sonbahar aylarinda gorilen PIV akti-
vitesinin bdlgemiz icin yaz-sonbahar déneminde
ylksek oldugu gbzlenmistir®.

Molekuler yontemler o6zellikle ¢oklu formatlarda
uygulandiklarinda bu hasta grubunda etkenin sap-
tanmasi icin énemli bir tanisal arag olarak kullanil-
maktadir. Bu gibi testler ile tani koyabilme kabiliye-
tinin %90’a varan oranlarda arttig1 gosterilmistir*¥,
Dogru tani bu hastalarin yonetiminde 6zellikle anti-
biyotiklerin dogru seklide kullaniimasini da sagla-
maktadir. Ginimizde gi¢li tani yontemlerine rag-
men viral solunum yolu enfeksiyonlarinin yaklasik
%25-50 gibi ciddi bir oraninda uygun olmayan
bicimde antibiyotik kullaniminin oldugu dusiinal-
mektedir ve antibiyotik kullaniminda en belirleyici
faktor kesin tani sorunudur®>*®). Uygun bicimde
yapilacak sirveyanslar ile birlikte ¢oklu/hizli tani
testleri uygun olmayan antibiyotik kullanimini azal-
tabilecektir.

Sonug olarak, ¢coklu PCR gibi birden fazla etkenin ayni
anda bakilmasini saglayabilen teknolojiler ile erigkin-
lerde virlslerin neden oldugu solunum yollari enfek-
siyonlarinin etiyolojisi daha anlagilabilir hale gelmis
olsa da ozellikle 6rnek alimi ve test formatlarinin
epidemiyolojik ve klinik veriler ile belirlenmesi gerek-
mektedir. Influenza gibi antiviral tedavisi olan etken-
lerin neden oldugu viral enfeksiyonlarda uygulanacak
tedavinin segilmesi ve gereksiz antibiyotik kullanim-
larindan kaginilmasi hem antibiyotik direng gelisimi-
nin 6nlenmesinde yararh olacak hem de tedavi mali-
yetleri Gzerine olumlu etkilerde bulunabilecektir.
Bununla birlikte, bu enfeksiyonlardan korunma igin
alinacak izolasyon dnlemlerinin ivedilikle alinmasini
saglayarak olusabilecek nozokomiyal ya da toplumsal
epidemilerin sinirlanmasi saglanabilecektir. Yine
virtslerin mevsimsel dinamiklerini ortaya koyan bu
calismanin 6zellikte hizli test uygulamalari igin dogru
zaman araliklarinin segimine ve test performanslari-
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Amag: Giiniimiizde genellikle ampisilin ve kanamisin direng geni iceren vektérler klonlama amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin temel amaci, farkli bir direng markiri, kloramfenikol direng
geni tasiyan, beta-laktam direng genlerinin de klonlanabilecegi bir vektér olusturmaktir.

Yéntem: Calismada, vektér omurgasi icin pUC19 ve transformasyon igin Escherichia coli DH10B kullanil-
mustir. pUC19 plazmidi bla geni haricinde invers PCR yoluyla ¢ogaltiimis ve vektér omurgasi olarak kul-
lanilmistir. Bu omurgaya kloramfenikol direng geni (cat) eklenmistir. Olusan pADU94 plazmidi E. coli
DH10B bakterisine aktarilmis ve transformantlar 10 ug/ml kloramfenikol igeren besiyerinde segilmistir.
Konstriiksiyonu yapilan pADU94 vektériiniine bla, gfp ve tsst klonlanmistir. Klonlanan genlerin ekspres-
yonu gfp igin UV altinda yesil parlamanin varligi ile test edilmis ve bla igin penisilin inaktivasyonu modi-
fiye Hodge testiyle gésterilmistir.

Bulgular: Olusturulan pADU94 vektérii E. coli DH10B bakterisine aktarilmis, plazmid varligi ekstraksi-
yonla dogrulanan transformantlarda kloramfenikol minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri-
nin 2 ug/ml’den 64 ug/ml’ye ¢iktigi saptanmistir. pADU94 icerisine bla, gfp ve tsst genlerinin klonlandi-
g1 M13 PCR ve plazmid ekstraksiyonuyla dogrulanmistir. E. coli DH10B’ye bla geni aktarilmasi ile ampi-
silin MK diizeyi 8 ug/ml’den >128 ug/ml’ye ¢cikmistir. Ayrica klonlanan beta-laktamaz geninin islevselli-
gi modifiye Hodge testiyle dogrulanmistir. pADU94 plazmidiyle mavi-beyaz secilim yapilabilecedi tsst
geninin klonlanmasiyla gésterilmis ve beyaz kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak tsst geninin
insert olarak varligi dogrulanmistir. Klonlanan gfp geninin eksprese oldugu ise UV altinda yesil parlama
gorilmesiyle dogrulanmustir.

Sonug: Elde edilen sonuglara gére, konstriikte edilen kloramfenikol direng geni markiri iceren pADU94
vektéri, mavi-beyaz koloni secimi ve gen ekspresyonu kapasitesine sahip bir vektérdiir. pPADU94 vekté-
riiniin gen ekspresyonunda ve DNA fragman klonlanmasinda kullanilabilecegi gésterilmistir. Bu plazmi-
din ayrica bilinmeyen beta-laktam direng genlerinin klonlanarak karakterize edilmesinde ya da bilinen
beta-laktam direng genlerinin klonlama vasitasiyla ézelliklerinin arastirilmasinda kullanilabilecek uygun
bir vektér oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile farkli direng markirli vektérlerin laboratuvarda nasil
olusturulabilecedi okurlarin bilgisine sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Klonlama vektérii, antibiyotik direnci, kloramfenikol, cat
ABSTRACT

Objective: Nowadays, the vectors with ampicillin and kanamycin resistance genes are widely used to
construct a new vector with chloramphenicol -resistance marker that may be used for cloning of the
beta- lactam resistance genes.

Method: In this study, pUC19 was used for vector backbone amplification and E. coli DH10B for plasmid
transformation. Vector backbone for pADU94 was amplified from pUC19 by inverse PCR by excluding
bla gene. Chloramphenicol-resistance gene (cat) was amplified by PCR and ligated to the vector
backbone. The constructed pADU94 plasmid was transferred into E. coli DH10B bacteria and the
transformants were selected on agar medium containing h 10 ug/ml chloramphenicol. The bla, gfp ve
tsst genes were amplified by PCR and cloned into pADU94. The expressions of the cloned genes were
tested with the presence of the green fluorescence under the UV for gfp and the penicillin inactivation
was demonstrated with modified Hodge test for bla.

Results: The constructed pADU94 vector was transferred into E. coli DH10B and plasmid extraction was
done to show presence of pADU94 in transformants for which the MIC value for chloramphenicol was
increased from 2 ug/ml to 64 ug/mi. Also, the functionality of the cloned beta lactamase gene was
confirmed using modified Hodge test. By cloning tsst gene it has been demonstrated that selection
between blue, and white could be realized using f pADU94 plasmid, vector and presence of tsst gene as
an insert was verified by plasmid extraction from white colonies. The expression of the cloned gfp gene
was verified with observation of green fluorescence under UV light.

Conclusion: According to the obtained results, the constructed pADU94 vector with chloramphenicol
resistance marker is a vector that is capable of selecting blue- white colonies and expressing gene. It
was shown that pADU94 vector can be used for gene expression and cloning of DNA fragment. The
vector has been found to be a suitable vector that can also be used to characterize unknown beta-
lactam resistance genes or to investigate the properties of known beta-lactam resistance genes by way
of cloning. With this article a method for construction of vectors with different resistance markers in a
laboratory were submitted for the use of rreaders.

Keywords: Cloning vector, antibiotic resistance, chloramphenicol, cat
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GiRiS

GUnUmuzde, pUC tirevi vektorler, Escherichia coli
bakterisine DNA klonlama deneylerinde en yaygin
kullanilan vektoérlerdendir. Bu vektoriin avantajlari
ise; ylksek kopya sayili olmasi, coklu klonlama bélge-
sinde cesitli restriksiyon enzim kesim bdlgeleri iger-
mesi ve mavi-beyaz goérintileme ile insert almis
plazmidin belirlenebilmesidiry. Bu vertdrlerin baz
dezavantajlari da vardir. Bunlardan biri, pUC19 vek-
torlinlin icerdigi beta-laktam direng geni (bla) nede-
niyle, bagka bir beta-laktam diren¢ geninin klonlan-
masina olanak vermemesidir®?. Bir diger dezavantaj
ise, vektordeki sinyal peptidi iceren beta-laktamaz
enziminin konak hicre tarafinda hiicre disina salgila-
maslyla koloni etrafinda ampisilinsiz bolge olusmasi
ve plazmid igermeyen “satellite” kolonilerin de trans-
formantlarin yaninda ¢ogalarak yalanci pozitif sonug-
lara neden olmasidir. Ayni nedenle, sivi besiyerinde
ampisilinin etkisiz metabolitlerine doénustirilmesi,
plazmidi icermeyen bakterilerin icerenlerden daha
hizli Uremesiyle besiyerinde hakimiyet kazanmalari-
na neden olabilmektedir®.

Kloramfenikol antibiyotigi, bakteri ribozomunun 50S
altinitesine baglanarak protein sentezini inhibe eder®.
Kloramfenikol direnci saglayan kloramfenikol asetil
transferaz enzimi ise kloramfenikol( asetilleyerek ribo-
zomun 508S alt tnitesine baglanmasini engellemekte-
dir®. Kazandirdig: direncin yani sira cat geni farkl pro-
motdrlerin aktivitesini belirlenmesi icin reporter gen
olarak da kullanilabilmektedir®. pBC KS/SK(-/+) vektor
serisi gibi kloramfenikol diren¢ genini markir olarak
iceren ticari vektorler (Agilent vb.) bulunmaktadir.

Bu calismanin temel amaci, markir olarak kloramfe-

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(1):27-34

nikol direng geni iceren, ¢oklu klonlama bdlgesi
bitlinligl bozulmamis ve mavi-beyaz goriintiileme
imkani veren yeni bir vektor insa etmek ve arastirma-
cilarin hizmetine sunmaktir.

GEREC ve YONTEM

Kloramfenikol direng geninin PCR yoluyla ¢ogaltil-
masi: Kloramfenikol direncli Staphylococcus aureus
ADU-M38 susu triptik soy agar (TSA) kati besiyerine
ekilerek gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir. Elde
edilen petriden tek bir koloni triptik soy broth (TSB)
sivi besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de inkiibe
edilmistir. Kalttrlenmis bakteriden fenol-kloroform-
isoamil alkol (25:24:1) yontemi ile DNA izolasyonu
yapilmis ve etanol presipitasyonu ile elde edilen DNA
saflagtinimistir. Elde edilen DNA'dan cat geni yeni
dizayn edilen primer ¢ifti yardimiyla (Tablo 1) Tablo
2’deki kosullarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile cogaltilmistir (Sekil 1).

Ampisilin direng geni igermeyen plazmid omurgasi-
nin PCR yoluyla gogaltilmasi: pUC19 plazmidinden
markirsiz plazmid omurgasi ¢ogaltmak igin dizayn
edilen spesifik primerlerle (Tablo 1) Tablo 2’'de belir-
tilen kosullarda ¢ogaltilmistir.

Amplikonlarin kiitlestirilmesi ve 5’ uglarinin fosfori-
lasyonu: Taq polimerazla gogaltilan plazmid omurga-
st ve cat amplikonunun 3’ ucundaki adenin nikleoti-
di uzantisi T4 DNA polimeraz enzimi ile kiitlestirilmis-
tir. Bu amagla her iki amplikon 6rneginden 14 ul
alinmis ve 1 ul T4 DNA polimeraz (1U), 4 pl 5X reak-
siyon tamponu, 1 pl dNTP karisimi (8 mM) eklenerek
20 dakika boyunca 11°C’de inkube edilmistir.
Kitlestirilen amplikonlar fenol-kloroform-isoamil

catF

Sekil 1. Kloramfenikol direng geninin PCR yoluyla ¢ogaltiimasi ve primerlerinin lokasyonu.
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Tablo 1. Calismada kullanilan primerler ve sekanslari.

Primer Sekansi Referans
Adi

cat-F 5 —ATGAC AATATTATTG — 3’ Bu calisma
cat-R 5’ —AATCCGCGGCTAAATCCAATCATCTAC-3"  Bu galisma

omg-F 5 — CTGTCAGACCAAGTTTAC -3’ Bu calisma
omg-R 5" — ACTCATACTCTTCCTTTTTC-3’ Bu galisma
bla-F 5 —GCACTTTTCGGGGAAATGTG- 3’ Bu calisma
bla-R 5 ~GACAGTTACCAATGCTTAAT-3’ Bu galisma

gfp-F 5 — GAGGATCCAATGAGTAAAGGAGAAG -3’  Bu galisma
gfp-R 5" — ATTGGTACCTTATTTGTATAGTTCATCC -3’ Bu galisma
tsst-F 5" -TCGAATTCATGAATAAAAAATTACTAATG - 3’ Bu ¢alisma

tsst-R 5" —TCAAGC AATTAATTTCTGCTTC -3’ Bu galisma
m13F 5 —GTAAAACGACGGCCAGT -3’ Vieira et al.!
m13R 5 —-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG — 3’ Vieira et al.)

alkol (25:24:1) ile saflastirihp birlestirildikten sonra
T4 polinikleotid kinaz ile fosforilasyona maruz bira-
kilmistir. Fosforilasyon reaksiyonu igin 1 ul T4 poli-
nikleotid kinaz (10 U), 2 pul 10X reaksiyon tamponu,
2 pul ATP (10 mM) ve 15 pl kitlestirilmis amplikon
DNA’si kullaniimig ve 20 dakika boyunca 37°C’de
inkibe edilmistir. Fosforlanmis Grlinler fenol-
kloroform-isoamil alkol (25:24:1) ile saflastiriimistir.

Kiitlestirilmis ve fosforlanmis amplikonlarin ligasyo-
nu ve DH10B susuna aktarilmasi: Saflastirilmis kit
ve fosforlu Grinlerin ligasyonunda 2 ul 10X T4 DNA
ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5 Weiss U), 1 ul
%50 PEG 4000 soltisyonu ve 16 pl DNA kullaniimistir.
Ligasyon reaksiyon karigimi bir saat 22°C’de gece
boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin Sambrook ve
ark.nin” kimyasal transformasyon protokoliine gére
kompetan hiicre hazirlanmis ve protokole gore ligand

(lac operator|

Sekil 2. Ampisilin diren¢ geni icermeyen plazmid omurgasinin
gogaltilmasi ve primerlerin lokasyonlari.

kompetan hiicreye aktarilmistir. Transformasyon
sonrasi plazmid aktariimis bakterilerin se¢imi igin 10
ul/ml kloramfenikol iceren TSA besiyerine ekim yapil-
mis ve gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Transformantlarda plazmid kaynakl kloramfenikol
direncinin belirlenmesi: Secici besiyerinde (10 pg/ml
kloramfenikol iceren TSA) ¢ogalan transformantlara,
genotipik dogrulama igin spesifik primerlerle koloni
PCR yapilmistir. Pozitif sonug veren kolonilerden plaz-
mid izolasyonu yapilmistir. Plazmidler tek kesim yeri
olan EcoRl enzimi ile kesilmis ve boyutunu belirlemek
amaciyla %1’lik agaroz jelde yuritilmustir.

Tablo 2. Plazmid omurgasi cat, bla, gfp ve tsst PCR islemine ait 1sil dongii ve siire diyagrami.

PCR Dongiisii Cogaltilan fragman Sicaklik (°C) Sure (dakika) Dongl
ilk denatiirasyon Plazmid omurgasi, cat, bla, gfp, tsst 94 4 1
Denatiirasyon Plazmid omurgasi 94 0.5
cat, 94 0.5
bla, gfp, tsst 94 0.5
Baglanma Plazmid omurgasi 50 0.5 35
cat, 44 0.5
bla, gfp, tsst 50 0.5
Uzama Plazmid omurgasi 72 2
cat, 72 0.5
bla, gfp, tsst 72 0.5
Son uzama Plazmid omurgasi, cat, bla, gfp, tsst 72 6 1
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Rekombinant plazmid pozitif suslarin kloramfenikol
direng diizeyi mikrodillisyon yontemiyle belirlenmistir.

Ampisilin direng geninin (bla) pADU94’e klonlanmasi
ve transformasyonu: Ampisilin direnci saglayan bla
geni spesifik primerlerle Tablo 2’de belirtilen kosullar-
da PCR reaksiyonu ile gogaltiimistir. Tag polimerazla
cogaltilan amplikon 3’ ucundaki adenin nikleotidi T4
DNA polimeraz enzimi ile kesilerek kitlestirilmistir. Bu
amagla 1 pl T4 DNA polimeraz (1U), 4 ul 5X reaksiyon
tamponu, 1 ul dNTP karisimi (8 mM) ve 14 ul amplikon
kullanilmig ve 20 dakika boyunca 11°C’de inkiibe edil-
mistir. Katlestirilen amplikonlar fenol-kloroform-
isoamil alkol (25:24:1) ile saflastinimistir.

pADU94 plazmidinin linearizasyonu igin 10 ul plaz-
mid, 2 pl 10X buffer, 1 pl smal enzimi ve 7 pl steril su
kullanilmistir. Reaksiyon 37°C’de 1 saat boyunca
inktbe edilmistir. Sonrasinda fenol-kloroform-isoamil
alkol (25:24:1) ile saflastiriimistir.

Lineer 7 pl pADU94 plazmidi, kitlestirilmis 10 ul bla
amplikonu, 2 pl 10X T4 DNA ligaz tamponu ve 1 ul T4
DNA ligaz (5 Weiss U) kullanilarak ligasyon kurulmus-
tur ve gece boyunca 22°C’de inklbe edilmistir.
Sambrook ve ark/nin”’ kimyasal transformasyon
protokoliine gére pADU94Q0bla ligandi DH10B E. coli
susuna transforme edilmistir ve 10 pg/ml kloramfe-
nikol ve 100 pg/ml ampisilin igeren TSA segici besiye-
rine ekim yapilmistir. Gece boyu 37°C’de inkiibasyo-
na birakilmistir. Ertesi glin gogalan kolonilerden plaz-
mid izolasyonu yapilmis ve Hindlll restriksiyon enzimi
ile kesilerek 1%’lik agaroz jelde yUritilmustir.

pADU940bla plazmidi icerdigi dogrulanan transfor-
mantlarin ampisilin direng diizeyi mikrodillisyon yon-
temiyle belirlenmistir. Sonrasinda bu transformant-
larda bla geninin ekspresyonu sonucunda olusan
enzimin, beta laktam (penisilin) inaktivasyonunu ger-
ceklestirdigini gostermek amaciyla modifiye Hodge
testi yapilmistir®. Bu testte indikatér bakteri olarak
Micrococcus luteus, pozitif kontrol olarak pUC19
plazmidi igeren E. coli DH10B, negatif kontrol olarak
E. coli DH10B ve 10 pg penisilin iceren antibiyotik
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diski kullaniimstir.

gfp (Yesil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Sok
Sendrom Toksini)’nin pADU94’e klonlanmasi ve
transformasyonu: gfp genini ¢ogaltmak icin bu calis-
mada dizayn edilen restriksiyon enzim bolgeleriyle
modifiye edilmis spesifik primer gifti (Tablo 1) kulla-
nilmis ve Tablo 2’te belirtilen kosullarda PCR reaksi-
yonu kurulmustur. Amplikonlarin restriksiyonu igin,
10 pl gfp amplikonu, 2 pl 10X buffer ve 1 pl BamHI, 1
ul Kpnl enzimi ve 6 pl steril su kullanilmistir. Klonlama
vektoéri pADU94 plazmidi de ayni kosullarda kesilmis
ve bu iki restriksiyon trinu fenol-kloroform-isoamil
alkol (25:24:1) saflastirmasi sirasinda birlestirilmistir.
Presipitasyondan sonra kesilmis vektor ve inserti
iceren pellet 17 pl distile suda restispanse edilmis ve
2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5
Weiss U) eklenerek 22°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir.

Bu calismada dizayn edilen ve restriksiyon enzim
kesim yeri eklenerek modifiye edilen spesifik primer-
ler (Tablo 1) kullanilarak tsst geni S. aureus ADUP5
susundan Tablo 2’de belirtilen kosullarda PCR ile
cogaltilmistir. Cogaltilan tsst amplikonu ve pADU94
vektord 10 pl DNA, 2 ul 10X buffer, 1 ul Hindlll, 1 pl
EcoRl ve 6 pl steril su kullanilarak 37°C’da 1 saat inki-
be edilerek kesilmistir. Restriksiyon enzimleriyle kesi-
len bu iki Grin fenol-kloroform-isoamil alkol (25:24:1)
saflastirmasi sirasinda birlestirilmis ve presipitasyon
sonrasi 17 pl su ile resiispanse edilmis, 2 pl 10X T4
DNA ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5 Weiss U)
eklenerek 22°C’de gece boyu inkibasyona birakil-

mistir.

Transformasyon: pADU94Qgfp ve pADU94Qtsst
ligandlari E. coli DH10B susuna transforme edilmistir
ve final konsantrasyonu 10 pg/ml kloramfenikol, 1
mM izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ve 50
pug/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil--D-galacktosidaz
(X-gal) olan TSA besiyerine ekim yapilmistir. Gece
boyu 37°C’de inklibasyona birakilmistir. Kloramfeni-
kollu besiyerinde biyliyen beyaz kolonilere m13F ve
m13R primer cifti kullanilarak koloni PCR yapilmistir.
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Sekil 3. Plazmid omurgasinin ve kloramfenikol direng geninin
PCR goriintiisi. 1 numarada ampisilin direng geni dislanmig
pUC19 plazmidi amplikonu (1800 bp), 2 numarada kloramfenikol
direng geni amplikonu (626 bp) Kullanilan markir sagda gosteril-
mektedir. M. Lambda-Pstl markir.

Beklenen boyutta bant goriilen kolonilerden, plaz-
mid izolasyonu yapilmis (Presto™ Mini Plasmid Kit)
ve pADU94Qgfp plazmidi BamHI-Kpnl enzimleriyle,
pADU94Qtsst plazmidi Hindlll-EcoRl enzimleriyle
kesilmistir. Buna ek olarak, pozitif sonuc¢ veren
pADU94Q0gfp plazmidi iceren hiicre UV 15181 altinda
goriantilenmistir.

BULGULAR

pADU94 plazmidinin eldesi: Kloramfenikol direng
geni ve vektor omurgasinin PCR rinleri %1’lik jelde
ylratilmis ve jelde goruntilenmistir. Kloramfenikol
direng geni 626 baz ciftlik (bg) ve vektér omurgasinin
1800 baz ciftlik beklenen boyutta gorintilenmistir
(Sekil 3). Kloramfenikol direng geni ve vektér omur-
gasinin ligasyonundan elde edilen Urinin transfor-
masyonu sonucunda 10 pug/ml kloramfenikollt besi-
yerinde ¢ogalan bakterilere cat spesifik primerleri ile
koloni PCR yapilmis ve PCR Grinleri 1%’lik jelde yirQ-
tllmustir. Yerlestirilen kloramfenikol direng geninin
varligi dogrulanmistir. Pozitif sonug veren koloniler-
den biri secilerek plazmid izolasyonu gergeklestiril-

Sekil 4. pADU94 plazmidinin lineer ve sirkiiler formu. 1 numa-
rada linearize edilmis pADU94 plazmidi (2426 bp) ve 2 numara-
da plazmidin linearize edilmemis hali gosterilmektedir.
Kullanilan markir sagda gosterilmektedir. M. Lambda-Pstl markir.

mistir. Bu plazmid c¢oklu klonlama bolgesinde tek
kesim yeri bulunan Hindlll enzimi ile kesilmis ve kesil-
memis halde %1’lik agaroz jelde ylritilmustir. Sekil
4’te Hindlll enzimi ile kesilmis pADU94 plazmidi 2426
baz ciftlik beklenen boyutta ve pADU94 plazmidi sir-
kiler ve stipercoiled yapida farkli konformasyonlarda
gorilmektedir. Sekil 5'te ise insa edilen vektoriin
haritasi goriilmektedir.

Klonlanan cat geni icerisinde ¢oklu klonlama bolge-
sindeki restriksiyon enzim bdlgeleri olmadigi igin bu
enzimler klonlama igin elverislidir (Sekil 5). Buna ek
olarak, yerlestirilen kloramfenikol direng geni sekansi
sonunda Sacll enzim kesim bdlgesi bulunmaktadir.

pADU94 vektoriniin bulundugu transformantlarda
kloramfenikol MiK degerinin 2 pg/ml'den 64 g/
ml’ye ciktigl saptanmistir.

bla geninin pADU94 vektorine klonlanmasi: %1’lik
jelde bla amplikonu beklenen 816 b¢’lik boyutlarda
gorianttlenmistir. bla amplikonunun pADU94 vekto-
riine klonlanmasiyla elde edilen plazmidin boyutunu
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Hindlll (233)
Sphi (443)
Pstl-Sbfl (249)
Sall (251)
Hincll (253)
Xbal (257)
BamHI (263)
Smal (270)
Kpnl (276)
Sacl (282)
EcoRl (284)

PADUY4
2426 bp

s,
sacll (1513)

Sekil 5. pADU94 vektoriiniin haritasi.

belirlemek amaciyla Hindlll restriksiyon enzimi ile
kesim gergeklestirilmistir ve vektdriun lineer ve sirka-
ler hali 1%'lik jelde gorlintilenmistir (Sekil 6).

pADU940bla vektérinin bulundugu transformant-
larda ampisilin MiK degerinin 8 pg/ml’den 64 pg/
ml’ye ¢iktigl saptanmistir. Modifiye Hodge testi sonu-
cunda, negatif kontrol olarak kullanilan plazmid icer-
meyen DH10B gevresinde mikrokok bliyimesi goz-
lenmemis ve pozitif kontrol olarak kullanilan pUC19
plazmidi iceren DH10B ¢evresinde ise mikrokoklarin
blyldigu gozlenmistir. pADU94Qbla plazmidi igerdi-
gi dogrulanan transformantlarin ¢evresinde ise mik-
rokoklarin blyudigu gozlenmistir (Sekil 7).

gfp (Yesil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Sok
Sendrom Toksini)’nin klonlanmasi: Cogaltilan gfp
geni pADU94 icerisine klonlanmis ve plazmidin insert
aldigi segici besiyerindeki beyaz kolonilere m13F ve
m13R primer cifti ile koloni PCR ile 717 baz ciftlik gfp
banti cogaltilarak gosterilmistir. PCR’da pozitif sonug
veren kolonilerden birinden elde edilen plazmid
BamHI ve Kpnl enzimleri ile kesilmis ve 1%’lik jelde
yuratilmustir. pADU94 2426 bg'lik boyutta ve gfp
717 b¢'lik beklenen boyutlarda goérintilenmistir
(Sekil 8). pADU94Qgfp plazmidini igeren hiicreler,
gfp ekspresyonunu gozlemlemek amaci ile UV isinla-
rina maruz birakilmis ve yesil parlama gozlenmistir
(Sekil 8).
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Sekil 6. pADU94QObla plazmidinin sirkiiler ve lineer formu. 1
numarada pADU94Qbla plazmidinin linearize edilmemis hali ve
2 numarada pADU94Qbla plazmidinin lineer hali beklenen 3242
b¢’lik boyuttadir. M. Lambda-Pstl markar.

Sekil 7. pADU94Qbla plazmidi iceren transformantlara yapilan
Modifiye Hodge testi sonucu gériilen zonlar. A (pADU94Qbla)
ve C (pUC19) ile gosterilen suglar inaktivasyon geni bla icer-
mekte ve B ve D suglari icermemektedir. B-laktamaz geni iceren
suslarin inhibisyon zonu iginde kalan béliimlerinde Micrococcus
luteus iiremesi gozlenmektedir. pADU94Qbla plazmidi iceren
transformantlar: pADU94Qbla, negatif kontrol: Escherichia coli
DH10B, pozitif kontrol: pUC19 vektorii igeren Escherichia coli
DH10B.
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Sekil 8. pADU94Qgfp plazmidini iceren transformantlarin UV
15181 altinda yesil parlama gorintisii.

pADU940Otsst klonlamasinda olusan beyaz kolonilere
m13F ve m13R primer cifti ile koloni PCR yapilmistir
ve beklenen 708 bg¢’lik boyutta bant gozlenmistir.
PCR’da pozitif sonug veren kolonilerden birinden
elde edilen plazmid, EcoRI ve Hindlll enzimleri ile
kesilmis ve 1%'lik jelde yuritulmustir. pADU94 2426
b¢’lik boyutta ve tsst 708 bg’lik beklenen boyutlarda
goriantilenmistir (Sekil 9).

TARTISMA

Rekombinant DNA calismalari 1960’ yillarda basla-
mistir. Rekombinant DNA'lar, biyoteknoloji ve biyo-
mihendislik gibi alanlarda siklikla kullanilmakta ve
farkli sektérlerde kullanilabilen Grlnler elde edil-
mektedir. Bu rekombinant DNA’larin yapimi ve trans-
feri icin vektorler kullanilmaktadir®. Gereksinime
gore vektorler manipiile edilmekte ve insa
edilmektedir®®, Vektér kullanim alanlarindan biri
bilinmeyen direnc genlerinin karakterizasyon amach
klonlanmasi veya bilinen direng genlerinin klonlana-
rak 6zelliklerinin arastiriimasidir,

Gunlmuizde beta laktam direng genleri, enfeksiyon
ve cevre bakterilerinde yaygin olarak bulunmakta-
dirt*?, Bu genlerin klonlanmasi icin markir olarak beta

Sekil 9. pADU94Qgfp ve pADU94Qtsst plazmidlerinin kesilme-
mis ve klonlamada kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesilmig
formlari. 1 numarada kesilmemis pADU94Qgfp plazmidi, 2
numarada pADU94Qgfp plazmidinin BamHI ve Kpnl enzimleri
ile kesilmis formu, 3 numarada pADU94Qtsst plazmidi, 4 numa-
rada pADU94Qtsst plazmidinin EcoRl ve Hindlll enzimleri ile
kesilmis formu 1%’lik jelde goriintiilenmistir. M. Lambda-Pst|
markir.

laktam direng geni icermeyen vektorlere gereksinim
duyulmaktadir. Beta laktam direng geni icermeyen
vektor icin diger bir gereklilik ise, ozellikle ampisilin
Uretiminin son yillarda azalmasi ve saglanmasinda
zorluk yasanmasidir. Bu calismada, beta laktam disi bir
markir iceren vektor olusturmak igin dizayn edilen
vektoriin kloramfenikol direng geni icermesi hedeflen-
mis ve pADU94 vektori olusturulmustur.

Yuksek kopya sayili olmasi ve mavi beyaz goriintile-
meye olanak vermesi nedeniyle pUC tirevli vektorler
siklikla gen klonlanmasinda kullaniimaktadir. Buna ek
olarak, kigik boyutlu yapisiyla transformasyon basa-
risini artirmasi nedeniyle tercih nedenidir. Bu vektor-
lerden biri olan pUC19 vektori ise antibiyotik direng
genlerinin klonlanmasinda kullaniimaktadir fakat
beta laktam direng genlerinin klonlanmasi bu vektor
ile gergeklestirilememektedir. Bu ¢alismada dizayn
edilen vektore beta laktam direng geninin yerine
kloramfenikol diren¢ geni yerlestirilmistir. pUC19
vektorli sinyal peptidine sahip olan beta laktam
direng geni icermesi nedeniyle hiicre disina salgilan-
makta ve koloni gevresinde satellite olusumuna
neden olmaktatir. Bu da kontaminasyon riskini
arttirmaktadir®. Kloramfenikol asetil transferaz ise
etkinligini hiicre icinde gosterdigi icin satellite koloni-

33



lerin Gremesine olanak vermemektedir®?,

Konstriksiyon metodu ise, geleneksel restriksiyon
yontemleriyle vektér dizaynindan farklidir.
Olusturulacak vektdér omurgasi PCR yoluyla elde edil-
mistir. Kloramfenikol direng geninin yerlestirilecegi
bélgenin ribozomal baglanma bdlgesi ve promotér
sekansi icermesi dikkate alinmis ve calismada kulla-
nilacak primerler ona goére olarak dizayn edilmistir.
Bu calismada kullanilan ve ayrintili olarak anlatilan
vektor markiri degistirme yontemi laboratuvarlarin
gereksinimlerine gore vektor olusturabilmelerine
olanak veren, molekiler bolimu olan her laboratu-
varda rahatlkla kullanilabilecek bir yontemdir.

pADU94 vektoriiniin mavi beyaz secilimde etkin
oldugunu ispatlamak amaciyla tsst klonlamasi yapil-
mis ve elde edilen beyaz kolonilerin pADU94Qtsst
oldugu plazmid izolasyonu ile dogrulanmistir. Ayni
zamanda, ekspresyon varligini ortaya koymak amaci
ile vektore gfp geni klonlanmistir. Plazmid izolasyonu
ile pozitif sonug veren érneklerin UV isik altinda par-
lama yapmasiyla pADU94’lin ekspresyon calismala-
rinda da kullanilabilecegi gosterilmistir.

Bu calismanin sonucu, beta laktam direng genlerinin
klonlanmasi igin vektor konstriksiyonudur. pUC19’da
bulunan beta laktam direng geni pADU94 vektoriine
klonlanmig ve transformantlara modifiye Hodge testi
ile uygulanmistir. Bu testte, bla geninin ekspresyonu
sonucu salgilanan beta laktamaz enzimlerinin penisi-
lini parcaladigi, bu sayede penisiline hassas M. luteus
bakterilerinin penisilin inhibisyon zonu igerisinde
bulunan transformantlar yakininda buyuyebildigi
tespit edilmistir. Boylece, beta laktam direng geninin
pADU94 icine klonlanmasiyla insa edilen vektoriin
amacina ulastig gosterilmistir.

Olusturulan vektore, beta-laktam diren¢ geni (bla)
klonlanmistir ve pADU94 vektériiniin beta-laktam
direng genlerinin klonlanmasi igin uygun bir aday
oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak, bir vektorin
markirinin gereksinime gore, kolay bir yontemle
degistirilebilecegi bu calisma ile gosterilmistir.
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0z

Amag: Bu ¢alismada, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Seroloji/ELISA Laboratuvari’na
Ocak 2013-Aralik 2018 yillari arasinda gesitli klinik endikasyonlar nedeniyle génderilen Toxoplasma gondlii,
rubella ve Cytomegalovirus (CMV) enfeksiyonu sipheli yada gebelik izlemiyle ilgili rutin kontrol amagl olgu-
larin serum érneklerinde IgM ve IgG antikor seropozitifligi ile IgG avidite test sonuglarinin retrospektif olarak
degerlendirilmesi amaglandi.

Yéntem: 2013-2018 yillari arasinda iU-C Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran 84.807 hastaya ait
serum 6rneklerinde immun capture ELISA ydntemi ile ¢alisiimis T. gondii, rubella ve CMV IgM antikorlari ve
indirekt ELISA yéntemiyle saptanan T. gondii, rubella ve CMV IgG antikorlari degerlendirildi. Ayrica indirekt
ELISA yontemi ile T. gondii, rubella ve CMV IgG avidite test incelemesi yapilan 916 olgunun IgG avidite test
sonuglari irdelendi.

Bulgular: Calismamizda, T. gondii, rubella ve CMV icin IgM/IgG pozitifligi sirasiyla %2.2/%97.8, %0.24/%99.7
ve %3.1/%94 olarak saptanmigstir. IgM ve IgG pozitif olan, her (¢ etkene déniik avidite indeks testi istenen
olgu sayisi 274 (%30) olup, T. gondii, rubella ve CMV igin diisiik avidite indeksi saptanma orani sirasiyla, 44
(%16), 9 (%3.2) ve 8 (%2.9)dir.

Sonug: Coklu molekdiler testler yetiskinlerde gériilen solunum yolu enfeksiyonlarinda viral etkenlerin roliiniin
daha iyi anlasiimasini saglamaktadir. Bu enfeksiyonlarda etkene yénelik taniyla viral ajanin tespitinin, dogru
tedavi uygulamasi ile antibiyotiklerin gereksiz kullanimini engellemekte yararli olacagi ve enfeksiyon kontrol
énlemleri igin hizli ve dogru y6netim kararlarinin alinmasini saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Toksoplazmoz, sitomegalovirus enfeksiyonu, rubella, IgG avidite
ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate retrospectively results of the IgM and IgG antibody
seropositivity and 1gG avidity tests performed in serum samples obtained from patients with suspected
Toxoplasma gondii, rubella and Cytomegalovirus (CMV) infections or for routine control for pregnancy follow
up which were sent to Medical Microbiology Serology/ELISA Laboratory of Cerrahpasa Faculty of Medicine
between January 2013 and December 2018 with various clinical indications.

Method: T. gondii, rubella and CMV IgM antibodies examined by immunocapture ELISA method and
T. gondii, rubella and CMV IgG antibodies detected by indirect ELISA method in serum samples of 84,807
patients who applied to Laboratories of Istanbul University Cerrahpasa Faculty of Medicine Hospital
between 2013-2018 were evaluated. In addition, IgG avidity test results were examined in serum samples
of T. gondii, rubella and CMV IgG avidity tests were performed using indirect ELISA tests realized in 916
cases.

Results: In the study, IgM / IgG positivities for T. gondii, rubella and CMV were found to be 2.2% / 97.8%,
0.24% / 99.7% and 3.1%/ 94%, respectively. Avidity index tests for all three agents were requested for 274
(30%) cases with both IgM and IgG- positivities The detection rate of low avidity indices for T. gondii, rubella
and CMV were 44 (16%), 9 (3.2%) and 8 (2.9%) respectively.

Conclusion: Multiple molecular tests provide a better understanding of the role of viral agents in respiratory
infections in adults. We think that the detection of the viral agent with the diagnosis of the agent targeted
in these infections will be beneficial in preventing unnecessary use of antibiotics with the correct treatment
application and will provide fast and accurate management decisions for infection control measures.

Keywords: Toxoplasmosis, cytomegalovirus infections, rubella, IgG avidity
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GiRiS

Toxoplasma gondii, rubella ve Cytomegalovirus
(TORC) tum yas gruplarinda gorilebilen toplum
sagligl acgisindan ciddi morbidite ve mortalite
nedenleri arasinda gosterilen enfeksiyon etkenleridir.
Hamileligin ilk trimesterlerinde annede vyalnizca
asemptomatik veya hafif bir enfeksiyona neden
olurken fetiiste cok daha ciddi etkiler gérilebilmek-
tedir. Toxoplasma gondii, rubella ve Cytomegalovirus
(CMV) hamilelerde gebeligin farkl trimesterlerinde
konjenital enfeksiyonlar ile iliskilendirilen, perinatal
morbidite ve mortalitenin nedenleri arasinda
gosterilen enfeksiydz etkenlerdir™?,

Toxoplasma gondii, hiicre ici yerlesim gosteren ve
firsatgl patojen olarak tanimlanan ve tiim dinyada
yaygin goriilen bir parazittir. insanlara, enfekte etlerin
yeterince pisiriimeden ya da ¢ig yenilmesi, enfekte
etle temas, kedi diskisi ile etrafa yayilmis ookistlerin
kontamine ettigi su ve toprakla temas, iyi yikanmamis
meyve ve sebzelerin tiketilmesi ile bulagsmaktadir®.
Gebelikte immin yetmezlik ve akut enfeksiyon
gorilmesi durumunda konjenital yolla enfekte
anneden fetlse de gecebilmekte ve fetus lzerinde
hidrosefali, mikrosefali, serebral kalsifikasyon, sarilik,
korioretinit, mikroftalmi, hepatosplenomegali ve
hatta fetal 6lim gibi ciddi etkileri olabilmektedir.
Toksoplasmoz  saglikli  bireylerde genellikle
asemptomatik veya hafif bir klinik tablo ile
seyrederken, immin sistemi baskilanmis kisilerde
daha ciddi sonuclar dogurmaktadir®. Rubella virls,
genellikle cocukluk caginda ekzantematoz hastalik
seklinde ortaya c¢ikan bir enfeksiyoz etkendir. Halk
sagligl acisindan Oonemi gebe kadinlarda neden
oldugu “konjenital rubella sendromu”dur. Ozellikle
gebeligin ilk trimesterindeki enfeksiyonlar; dislk,
erken dogum, Ol dogum, hepatomegali, sarilik,
katarakt, isitme kaybi, mikrosefali ve birkag dogumsal
kalp defekti iceren teratojenik etkilerle iliskilendiril-
mektedir®. CMV seroprevalansi farkli poptilasyonlarda
ve (lkelerde degiskenlik gosteren, tim diinyada
endemik olan bir virtstir. CMV enfeksiyonu
yetiskinlerde genellikle asemptomatiktir, fakat ender
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olarak imminsiprese kisilerde ve konjenital
enfeksiyon seklinde vyenidoganlarda gorulmesi
dneminiarttirmaktadir. Ozellikle konjenital enfeksiyon
sonucu zekd geriligi, koriyoretinit veya serebral
kalsifikasyonlara neden olabilir®.

Toxoplasma gondii, rubella ve CMV’nin serolojik
tanisi 6zgil 1gM ve IgG antikorlarinin saptanmasina
dayanmaktadir. IgG avidite testi multivalan bir antikor
molekilinin multivalan bir antijenle baglanma
kuvvetine dayanmaktadir. IgG antikorlarinin aviditesi
ELISA veya imminfloresan (IF) yontemi ile 6lgtlmek-
tedir. Antijenle ilk karsilasma olan primer enfeksiyonda
etkene karsi olusan IgG antikorlari ilk olustuklarinda
dusik avidite (<40) gosterirken, daha sonra
olgunlasarak yiiksek avidite (260) kazanirlar. Ozellikle
gebe kadinlarda T. gondii, rubella ve CMV primer
enfeksiyonlarinin reaktivasyon ve reenfeksiyonlarin-
da, immunsupresif hastalarda ise primer ve rekirren
enfeksiyonlardan sonra IgM’nin serumda uzun siire
saptanmasinin ayirici tani zorluklarina yol agmasi
nedeniyle IgG avidite testi 6nemli ve yol gosterici-
dir®78, Bu ¢alismada, istanbul merkezli, Marmara ve
diger cografik bolgelerden birgok hastanin basvuruda
bulundugu Cerrahpasa Tip Fakiltesi Hastanesi’ne ait
6 yillik (Ocak 2013-Aralik 2018) serolojik verilerin
retrospektif irdelemesi ile T. gondii, rubella ve
CMV’ye ait serokonversiyonun degerlendirilmesi
amaglanmistir. Ayni zamanda her Ug etkene spesifik
IgG avidite testinin akut enfeksiyonlarin saptanmasin-
daki onemi ile birlikte test istemlerinin klinik
laboratuvar isbirligi acisindan amaca uygunlugunun
algoritmik yerinin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Ocak 2013-Aralik 2018 tarihleri
arasinda 6 vyillik dénemde dénemde istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiltesi
Hastanesi’'ne basvuran 88861 olguya ait serum
orneklerinde immuncapture ELISA ydntemiyle
belirlenen T. gondii, rubella ve CMV IgM antikor
sonuglari ile indirekt ELISA yontemiyle belirlenen
T. gondii, rubella ve CMV IgG antikor sonuglari
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incelendi. Alti yilik donemde ayni ticari marka kitler
kullanilmistir. T. gondii 1IgM/1gG antikor test istemi ile
basvuranlarin 9.148 (%38.5)'i ¢ocuk (18 yas alti),
14.583 (%61.5)’i yetiskin idi. Rubella IgM/IgG antikor
test istemi ile bagvuranlarin 7.785 (%25.3)'i ¢ocuk
(18 yas alt1), 22.977 (%74.7)’si yetiskin idi. CMV IgM/
IgG antikor test istemi ile basvuranlarin 10.131
(%29.4)"i cocuk (18 yas alti), 24.237 (%70.6)’si yetiskin
idi. Ayrica 916 olguda istenen T. gondii, rubella ve
CMV IgG avidite testi sonuglari da retrospektif olarak
degerlendirildi. IgG avidite test istemi yapilan olgularin
436 (%47.6)’s1 agirlikli olarak ¢ocuk hastaliklari klinigi
(cocuk acil, cocuk hastaliklari enfeksiyon, yenidogan),
enfeksiyon hastaliklari  klinigi, genel cerrahi
transplantasyon servisi, i¢ hastaliklari (hematoloji,
romatoloji, kemik iligi, nefroloji) servisine, 480
(%52.4)'i ise kadin dogum ve iliskili (gebe poliklinigi,
perinatoloji ve tiip bebek) kliniklere aitti.

IgM antikorlarinin arastiriimasinda, Vircell ELISA IgM
Capture testi (Vircell Microbiologists, ispanya) ticari
kiti Greticinin onerileri dogrultusunda kullanildi. Kit
icerigine gore <9 antikor titresi negatif, 9-11 arasi
antikor titresi ara deger ve >11 antikor titresi pozitif
olarak kabul edildi. IgG antikorlarinin arastiriimasinda,
Vircell ELISA 1gG indirekt enzimimmunassay testi
(Vircell Microbiologists, Ispanya) ticari kiti kullanildi.
Ureticinin kit yénergesine gére <9 antikor titresi
negatif, 9-11 arasi antikor titresi ara deger ve >11
antikor titresi pozitif olarak kabul edildi. T. gondii,
rubella ve CMV IgG aviditeyi saptamaya yonelik ticari
ELISA kiti (DIA, PRO, italya) yine Ureticinin dnerileri
dogrultusunda kullanildi. 1gG avidite indeksi <40
disuk avidite, 40-60 arasi ara deger, >60 yiksek
avidite olarak degerlendirildi. Verilerin ylizde oranlari
ile degerlendirildi.

BULGULAR

Toxoplasma gondii 1gM/IgG antikor test istegi ile
basvuran 23.731 olgunun 19.884 (%83.8)'U kadin,
3.847 (%16.2)’si erkekti. Kadinlarin yaslari 0-84 (min-
maks.) arasinda olup, yas ortalamasi 27.4 ve
erkeklerin yaslari 0-83 (min-maks.) olup, yas

ortalamasi ise 23.2 idi. IgM antikoru calisilan 12.100
olgunun 262 (%2.2)’sinde IgM antikoru pozitif olarak
saptanmis olup, bu olgularin 233 (%89)’u kadin, 29
(%11)’u erkekti. T. gondii 1gG antikoru ¢alisilan 11.631
olgunun 3787 (%325)’si pozitif olup 3.041 (%80)’i
kadin, 746 (%20)’si erkekti. Rubella 1gM/IgG antikor
testistegiile basvuran 30.762 olgunun 23.261 (%75)'i
kadin, 7.501 (%25)’i erkekti. Kadinlarin yaslari 0-84
(min-maks.) arasinda olup, yas ortalamasi 20.2
erkeklerin yaslari 0-76 (min-maks.) arasinda olup, yas
ortalamasi 19.5 idi. Rubella IgM antikoru calisilan
13.796 olguda rubella IgM antikor pozitifligi 34
(%0.2) ornekte saptanmis olup, bu 6rneklerin 10
(%29.5)'u kadin, 24 (%70.5)’G erkekti. Rubella 1gG
antikoru c¢ahisilan 16.966 olguda rubella 1gG antikor
pozitifligi 15.604 (%92) 6rnekte bulunmus olup,
11.469 (%73.5)'u kadin, 4.135 (%26.5)'i erkekti. CMV
IgM/IgG antikor test istekleri incelendiginde 34.368
olgunun 24.185 (%70)’i kadin 10.183 (%30)’U erkekti.
Kadinlarin yaslari 0-83 (min-maks.) arasinda olup,
yas ortalamasi 27.8 ve erkeklerin yaslari 0-84 (min-
maks.) arasinda olup, yas ortalamasi ise 21.15 idi.
Kadin CMV IgM antikoru calisilan 17.076 olguda IgM
antikor pozitifligi 541 (%3.2) 6rnekte saptanmis olup,
olgularin 265 (%49)’i kadin, 276 (%51)’si erkekti.
CMV IgG antikoru ¢alisilan 17.292 olguda IgG antikor
pozitifligi ise 16.260 (%94) olguda saptanmis olup,
11.376 (%70)’s1 kadin, 4.884 (%30)’l erkekti (Tablo 1).

Her (¢ etkene donik IgG avidite test istemi yapilan
916 olgunun 243 (%26.5)'U T. gondiiigin, 338 (%36.9)’i
rubella igin ve 335 (%36.6)'i CMV igin idi. IgG avidite
test istemi yapilan olgularin 436 (%47.6)’s1 agirlikh
olarak ¢ocuk hastaliklari klinigi (gcocuk acil, gocuk
hastaliklari enfeksiyon, yenidogan), enfeksiyon
hastaliklari klinigi, genel cerrahi transplantasyon
servisi, i¢ hastaliklari (hematoloji, romatoloji, kemik
iligi, nefroloji) servisine, 480 (%52.4)'i ise kadin
dogum ve iliskili (gebe poliklinigi, perinatoloji ve tip
bebek) kliniklere aitti.

Calismamizda, 1gG avidite indeks testinin bilimsel

olarak laboratuvar tanisal algoritmasina uygun olarak
istenmesine temel olan serolojik patern IgM ve IgG
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Tablo 1. Toxoplasma gondii, Rubella ve CMV seroprevalas oranlarinin cinsiyete gére dagihimi.

Toxoplasma
gondii IgM

Toxoplasma
gondii 1gG

Rubella IgM

Rubella IgG CMV Iigv CMV IgG

Cinsiyet Negatif Pozitif Negatif Pozitif
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Negatif Pozitif

Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Kadin 10111 233 6499 6499 11023
(%83.5)  (%2) (%55.9) (%55.9)

(%79.9) (%0.07)

759 11469 12018 265 526 11376
(%4.5) (%67.6)  (%70.4) (%1.6) (%3.04) (%65.8)

Erkek 1727 29 1345 1345 2739
(%14.3) (%0.2) (%11.6) (%11.6)

(%19.9) (%0.17)

603 4135 4517 276 506 4884
(%3.5) (%24.4) (%26.4) (%1.6) (%2.9) (%28.2)

Toplam 11838 262 7844 7844 13762
(%97.8) (%2.2)

(%67.5) (%67.5)  (%99.8) (%0.2)

1362 15.604 16535 541 1032 16260
(%8)  (%92) (%96.8) (%3.2) (%6)  (%94)

Tablo 2. Etkenlerin serolojik paternlerine gére avidite indeks diizeylerinin dagilimi.

Toxoplasma gondii

Rubella cMV

Avidite indeksi 1gM(-)/1gG(+) IgM(+)/1gG(+)

1gM(-)/1gG(+) 1gM(+)/1gG(+)

IgM(-)/1gG(+) 1gM(+)/1gG(+)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Dusuk Avidite 8 (%3.3) 44 (%18.1) 10 (% 3) 9 (%2.6) 17 (%5.08) 8 (%2.4)
Ara Deger 8 (%3.3) 15 (%6.2) 2 (% 0.6) 9 (%2.6) 7 (%2.08) 5 (%1.5)
Yuksek Avidite 62 (%25.5) 106 (%43.6) 292 (% 86.4) 16 (%4.7) 236 (%70.4) 62 (%18.5)
Toplam 78 (%32) 165 (%68) 304 (%90) 34 (%10) 260 (%77.6) 75 (%22.4)

pozitifligi olup, her li¢ etkene dénik avidite indeks
testi istenen olgu sayisi 274 (%30)’tlr. IgM ve 1gG
pozitif her U¢ etkene donik avidite indeks testi
istenen olgularin dagilimi T. gondii, rubella ve CMV
icinsirasiyla, 165 (%60.2),34 (%12.4) ve 75 (%27.4) tir.
Bunun disinda calismamizda, her Ug¢ etkenle ilgili
olarak IgG avidite indeks testi istenen ve serolojik
paterni lgM negatif IgG pozitif olan olgu sayisi ise 642
(%70)dir. IgM negatif IgG pozitif olan her ¢ etkene
doniik avidite indeks testi istenen olgularin dagilimi
T. gondii, rubella ve CMV igin sirasiyla, 78 (%12), 304
(%47.5) ve 260 (%40.5)'tir (Tablo 2).

Toxoplasma gondii, rubella ve CMV IgG avidite testi
calisilmis, serolojik paterni IgM pozitif 1gG pozitif
olan distk avidite indeksine sahip olgularin dagilimi
T. gondii, rubella ve CMV igin sirasiyla, 44 (%16),
dokuz (%3.2) ve sekiz (%2.9)'dir. Serolojik paterni
IgM negatif IgG pozitif olup, dusuk avidite indeks
dizeyi saptanan olgularin dagilimi ise T. gondii,
rubella ve CMV igin sirasiyla, sekiz (%1.2), 10 (%1.5)
ve 17 (%2.7) olarak belirlendi.
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Dislk avidite indeks dlizeyi saptanan olgularin her
Ug etkenle ilgili cinsiyete gore dagihmlari incelendi-
ginde T. gondiiigin 52 (%54) olgunun 47 (%90.4)’sinin
kadin, besinin (%9.6) erkek, rubella igin 19 (%20)
olgunun 11 (%57.9)'i kadin, sekizi (%42.1) ve CMV
icin 25 (%26) olgunun 16 (%64)’s1 kadin, 9 (%36)'u
erkekti. Her Ui¢ etkene doniik tipik ve atipik paterndeki
ara deger ve ylksek avidite sonuclari Tablo 2'de
gosterilmektedir.

TARTISMA

Toxoplasma gondii, rubella ve CMV oncelikle gebe,
yenidogan, immunsiprese ve transplanth kisilerde
onemli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu enfek-
siyonlar sonucunda ortaya ¢ikan etkilerin énlemesi
amaciyla serolojik tarama testleri nem tasimaktadir.
Ozellikle gebelik déneminde gecirilen enfeksiyonlar
disuk, 6lt dogum, prematirite, intrauterin blylime
geriligi ve konjenital malformasyonlar ile dogumda
veya hemen sonrasinda gorilen akut hastalik tablosu
ile sonuclanabilmektedir®°,
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Konjenital enfeksiyonlar agisindan risk tasiyanlar
toplumda dogurganlk cagindaki seronegatif kadin-
lardir. TORCH taramasinin gerekli olup olmadigina
karar verebilmek icin o toplumda seronegatiflik
oranlarinin bilinmesi gerekir. Ulkemizde pek ¢ok
bolgede 6zellikle dogurganlik cagindaki kadinlarda,
gebelerde ve farkh vyas gruplarinda, degisik
sosyoekonomik kosullara sahip bireylerde T. gondii,
rubella ve CMV icin yapilmis seroprevalans calismalari
ile seropozitiflik oranlari bildirilmistir+2,

Toxoplasma gondii seroprevalansinin tim diinyada
dagihmi incelendiginde, global seropozitiflik oranlari
ve hastalik dagilimi cesitli risk faktorleri ile
iliskilendirilmekte olup, bu risk faktorleri; iklim yapisi,
kedi ve diger evcil hayvan tirlerinin yayginligi ve
beslenme davranislarini (¢ig et tiketimi, kontamine
icme suyu ve c¢ig sebzelerin tlketimi) icermektedir.
Seropozitiflik oranlari Pakistan’da %47 ve komsumuz
iran’da %39 oranlarinda bulunmustur®, Ulkemizde
gecmis vyillarda yapilan ¢alismalarda, T. gondii
seropozitiflik oranlari, bolgelere, yasam tarzindaki
farklihklara ve calisilan olgu gruplarina gére degis-
kenlik gbstermektedir. Seropozitifligin ylksek oldugu
bolgeler, ozellikle dogu ve glineydogu bodlgeleri,
kirsal kesimde yasayip tarimla ugrasin ve ¢ig et
tiketim aliskanhiginin fazla gorildigia bolgelerdir.
Dogu ve giineydoguda yapilmis calismalardan Urfa’da
%69.5 ve %60; Malatya’da %72.7 oranlarinda
T. gondii 1gG seropozitiflik oranlari saptanmistir*>17),
Buna karsin istanbul, Ankara ve Edirne’de yapilmig
calismalarda bildirilen seropozitiflik oranlari sirasiyla,
istanbul’dan %31.4 ve %26, Ankara’dan %37 ve
Edirne’den %31.9'dur(8-21-

Biz de ¢alismamizda, T. gondii IgM antikor seropozi-
tifligini %2.2, 1gG antikor seropozitifligini ise %32.5
olarak saptadik. incelenen &érnekler tim yas grup-
larinda toksoplazmozis suiphesi ile gesitli kliniklere
basvuru yapmis bireylere aitti. Calismamizda elde
ettigimiz seropozitiflik oranlari istanbul, Edirne ve
Tokat ilinde yapilmis calismalar ile uyum gostermekte
olup, diger ¢alismalarla bolgesel farkliliklar nedeniyle
uyum gostermemektedir. Kentsel bir bolgede yer

alan ve kozmopolit bir sehir olan istanbul ilinde
yapilmis olan bu calismada elde edilen veriler her (¢
kisiden birinde T. gondii enfeksiyonu gegirildigini
gostermistir.  Seropozitifligin  tGlkemizin  kirsal
bolgelerinde yiiksek oranlarda, kentsel alanlarda da
birbiriyle uyumlu oranlarda olmasi, koruyucu halk
sagligl calismalari bakimindan, seronegatif bireylerin
belirlenmesinde tarama testlerinin  Onemini
gostermektedir. Seropozitif olarak saptanan 3.787
(%32.5) olgunun 3.041 (%80)’inin kadin oldugu goz
onune alindiginda, ozellikle gebelerde T. gondii
enfeksiyonlarindan korunmak igin bilgilendirme
calismalarinin gerekliligini gbstermektedir?°22),

CMV seropozitiflik oranlari llkelere gore degiskenlik
gdstermektedir. Komsumuz iran’da %98.8, Irak’ta
%100, italya’da %65 ve Almanya %40.3'tiir*29),
Ulkemizde yapilan CMV c¢alismalarinda CMV IgG
antikor seropozitiflik oranlari %80-99 arasinda bildi-
rilmistir®529), stanbul’da yapilan bir calismada, CMV
IgG antikor seropozitifligi %$99.3 oraninda bulunmus-
tur®), Calismamizda, CMV IgM seropozitifligini %3.2
oraninda, 1gG seropozitifligini %94 oraninda saptadik.
Calisma verilerimiz istanbul ve iran verileri ile uyum
gostermektedir.

Dinyada rubella seropozitifligine bakildiginda,
komsumuz Iran’da %96, Yunanistan’da %86.1,
italya’da %92, ingiltere’de 93.7 ve ispanya’da 94.1
oranlarinda bildirilmistir®. 2019 yilinda yayinlanan
bir meta analiz galismasinda, ulkemizdeki rubella
IgM antikor seropozitifligi %0.78, 1gG antikor
seropozitifligi ise %93.4 olarak bulunmustur®®®,
izmir’de yapilan calismada ise %95.9 seropozitivite
saptanmistir®y. Calismamizda, hastanemize rubella
taramasi amaciyla basvuran tim olgular incelenmis
olup, rubella IgM antikor seropozitiflik orani %0.2 ve
IgG antikor seropozitiflik orani ise %92 olarak
bulunmustur. Elde ettigimiz veriler ingiltere, italya ve
ispanya verileri ile benzerlik gdstermektedir. IgM ve
IgG antikor seropozitiflik oranlarimiz tlkemizden
bildirilen cesitli ¢alismalar ve meta analiz ¢alisma
sonuglari ile yakinlik gdstermektedir®. Ulkemizde
rubella asilama programi 2006 yili itibariyle
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uygulanmaya baslanmistir. Ancak 18 vyas (st
bireylerde asilama yapilmamak-tadir. Yiksek
seropozitiflik oranlari agilamanin yani sira toplumda
gecirilmis rubella enfeksiyonlari ile iliskilidir.
Seronegatif geng kadinlarin tespit edilmesi, gebelik
Ooncesi asllamanin vyapilmasi koruyucu saglik
hizmetleri agisindan 6nemli gérilmektedir. Calisma-
mizda, rubella IgM antikor pozitifligi 34 (%0.24)
ornekte saptanmis olup, bu orneklerin 10 (%29)'u
kadin, 24 (%71)’G erkekti. Yiksek 1gM seropozitiflik
oraninin goruldigi 24 erkek olgunun retrospektif
incelememizde 19’unun 0-1 yas arasi olgular oldugu
ve saptanan bu pozitifliklerin annenin akut rubelloz
klinik durumu ile ilintili oldugunu, yaslari 3-37
arasinda (ortalama 11.2) diger 5 olgunun ise daha
once gecirilmis rubella o6ykisa ile ilgili uzamis
serokonversiyon gorilmesine bagli oldugunu disiin-
mekteyiz. Her ne kadar retrospektif calismamizda
erkeklere gore kadinlarda IgM seropozitifligi dusuk
saptansa da klinik sonuglari itibari ile daha riskli grup
olarak bilinen kadinlardaki bu sonucun gebelik
izleminde olan kadinlar olmasi toplum saglig
yoninden dislndiricidir ve 6nemlidir. Bu durumun
toplumuzda dogurganlik ¢aginda bulunan kadinlar-
daki asilama eksikligi ile ilgili oldugu sekliyle deger-
lendirilmistir219),

Calismamizda, Seroloji/ELISA laboratuvarimizin 6
yillik 1gG avidite verilerini irdeledigimizde 916
olgunun 480 (%52.4)'inin test istemlerinin rutin
tarama amagh olarak literatlrlerde de belirtildigi
sekilde kadin dogum klinigi ile iliskili birimlerden
(gebe poliklinigi, perinatoloji ve tip bebek) daha
yuksek oranda yapildigl, 436 (%47.6)sinin test
istemlerinin ise enfeksiyon slphesi ile agirlkli olarak
cocuk hastaliklari klinigi (cocuk acil, cocuk hastaliklari
enfeksiyon, yenidogan), enfeksiyon hastaliklari klinigi,
genel cerrahi transplantasyon servisi, i¢c hastaliklari
(hematoloji, romatoloji, kemik iligi, nefroloji) servisi ve
diger kliniklerden oldugu belirlendi®?.

Calismamizda, olgulara ait T. gondii, rubella ve CMV

IgGaviditeindekssonuglarininigM ve IgG serolojilerini
irdeledigimizde, testin tanisal algoritmasina uygun
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olarak 1gM pozitif 1gG pozitif serolojik paterne sahip
274 (%30) olgu oldugu saptandi. Bunun disinda,
avidite testinin tani algoritmasina uygun olmayan
IgM negatif 1gG pozitif serolojik paterne sahip 642
(%70) olgu oldugu belirlendi. IgM negatif IgG pozitif
saptanan olgularin kliniklerden yapilan test istemleri
irdelendiginde; dogrudan Ugli test istemi (IgM, 1gG
ve IgG avidite) yapildigl ya da gegcmis testlerinde IgM
negatif IgG pozitif oldugu bilinen olgular icin 1gG
avidite test istemi yapildigi belirlenmistir. Ayrica
gecmise doniuk serolojileri bilinmeyen olgular igin
yalnizca 1gG avidite test istemlerinin oldugu ancak
laboratuvarimiz calisma prensibi geregi IgM ve IgG
serolojilerinin de sonrasinda calisildigi belirlendi.
IgM negatif 1gG pozitif olup 1gG avidite indeks test
calismasi yapilan 642 olgunun klinisyenler tarafindan
uygun olmayan serolojik paterne donik 3 farkh test
istem sekli ile iliskili olabilecegini diisinmekteyiz.

IgM negatif 1gG pozitif serolojiye sahip olgularin
avidite indekslerini inceledigimizde dusik avidite
indeksine sahip 35 (%5.4), yuksek avidite indeksine
sahip 590 (%92) olgu oldugu belirlendi. Dlslik avidite
indeksine sahip olgularin dagilimi her Ug etkene
doniik olarak incelendiginde, sekizi T. gondii (%1.2),
10 (%1.5)'u rubella ve 17 (%2.7)'sinin CMV
enfeksiyonu oldugu saptanmistir. Bu durumun gegen
sirede IgM’in negatiflesmesi ve 1gG’nin yeni olus-
masiyla ilintili dustk aviditeli 1IgG’lerin saptanmasiyla
iliskili olabilecegini disinmekteyiz. Ayrica litera-
tirlerde dusiuk avidite indeksine sahip olgularda
saptanan IgM antikor negatifligi, T. gondii, rubella ve
CMV enfeksiyonlarinin reenfeksiyon-reaktivasyon
durumu ile de iliskilendirilmektedir®333, Avidite
testinin istek yapma algoritmasina uygun olmayan
sekilde istenen ve %92’sinde yiiksek avidite saptanan
olgularin agirlikli olarak kadin dogum klinigi ile iliskili
birimlerden (gebe poliklinigi, perinatoloji ve tup
bebek) olmasi, klinisyenlerin her lg¢ etkene doniik
konjenital enfeksiyon riskine karsi erken tani ve
gebeligin prognozu agisindan takiplerinin yapilmasi
hususundaki duyarhliklarinin  fazlaca oldugu
disitincesini desteklemektedir.
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Ulkemizde Kayseri’de yapilmis olan bir calismada,
IgG testi pozitif olan 695 hastada dusik avidite
degeri %4.7, ylksek avidite degeri ise %70.8
oranlarinda bulunmustur®. izmir’de T. gondii 1gG,
IgM ve IgA pozitifligi olan 31 gebe kadinda yapilmig
olan bir calismada ise, dislik avidite %25.8 oraninda,
ylUksek avidite ise %45.2 oraninda bildirilmistir®4.
izmir’de 68 gebe ile yapilmis bir baska ¢alismada ise,
%23.6 oraninda disuk avidite, %55.8 oraninda
yuksek avidite saptanmistir®), 2010 yilinda anabilim
dalimizda yapilmis olan ¢alismada, Ziver ve ark.®®
%17.5 disik avidite, %72.5 yiksek avidite degeri
saptamistir. Calismamizda, T. gondii |gG avidite indeksi
saptanan olgularin oranlari incelendiginde 52
(%21.4)'sinde dusuk avidite, 23 (%9.5)'Gnde ara
deger ve 168 (%69.1)inde vyiksek avidite
belirlenmistir. Calismamizda belirledigimiz duisik
avidite degerli olgu oranimiz anabilim dalimizda 10
yil dnce yapilmis olan ¢calisma® sonucundan yiiksek
saptanmis, yliksek avidite degerli olgu oranimiz uyum
goster-mistir. Elde ettigimiz disik avidite oranimiz
ayni anabilim dalinda 6nceki yillara ait verilere gore
biraz yikseklik gostermesinin retrospektif olarak
incelenen 6rnek sayisinin yiksek olmasi ve IgM ve
IgG birlikte pozitifligi ile iliskili avidite test istemleri
konusunda kliniklerdeki klinisyenlerin tanisal
algoritmayla ilintili biling diizeylerinin artmasiyla
iliskili olabilecegini diislinmekteyiz.

CMV IgG avidite verileri incelendiginde, Ziver ve ark.®®
yine bu galismayi yaptigimiz anabilim dalimizin 2008-
2009 vyillarina ait verilerini bildirdigi ve 53 olgunun
incelendigi retrospektif calismada 5 (%9.4) olguda
dustk, 45 (%84.9) olguda ise yiiksek avidite saptamistir.
Diyarbakir’da ilinde Obut ve ark.®® yaptiklari calismada,
2797 gebe kadin arasinda IgM ve 1gG’si pozitif saptanan
3 olgunun 3’Ginde de yliksek avidite bulunmustur. Tek
basina CMV IgM pozitifligi yalnizca primer enfeksiyona
isaret etmemekle birlikte, akut enfeksiyonun yani sira
reaktivasyonda da vyalanci pozitiflikler seklinde
gorilebilir. Calismamizda, disik avidite gosteren
olgularin istek vyapilan kliniklere gore dagihmi
incelendiginde yedisi Kadin Dogum-Gebe Klinigi, yedisi
cocuk klinigi (yenidogan servisi ve hematoloji, onkoloji)

ve Ugl I¢ Hastaliklari Klinigi (hematoloji)’ne, bir
ornek Genel Cerrahi/Transplantasyon Servisi’ne aittir.
Avidite testleri akut ve gecirilmis enfeksiyonun ayirt
edilmesinde, oOzellikle riskli gruplarda akut
enfeksiyonun erken teshisinde kullanilabilir®”., Dustik
avidite akut enfeksiyonu distindirirken, ylksek
avidite 2-4 aydan daha Once gegirilmis olan bir
enfeksiyonu dislindirmektedir. Bu kriter nedeniyle
CMV IgG avidite testinin kullaniminin 6zellikle
konjenital CMV enfeksiyonlari ile imminsipresif ve
malignite tablolu olgularda firsatgi CMV enfeksiyon-
larinin primer ya da reenfeksiyon/reaktivasyon tani-
larinin konulmasi ve anti-enfeksiyoz tedavi yaklasimi
yonilinden dnemli olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda, rubella I1gG avidite indeksi saptanan
olgular incelendiginde 19 (%5.6) olguda dusuk
avidite, 11 (%3.2) olguda ara deger ve 308 (%91)
olguda yuksek avidite saptanmistir. Yine Ziver ve
ark.®® yaptiklari calismada, avidite indeksi saptanan
33 olgudan bir (%3) olguda dusik avidite, 30 olguda
(%90) yuksek avidite bildirmistir. Dustk avidite
gosteren olgu oranlarinda farkhlik olmakla birlikte,
yuksek avidite olgu oranlari anabilim dalimizda yapil-
mis daha 6nceki calisma ile uyum gostermektedir.

Her ¢ etkene donlk avidite indeks dizeylerinin
cinsiyete gore dagilimlari irdelendiginde, dusuk
avidite indeksine sahip olgularin dagilimi kadinlarda
T. gondii icin 47 (%49), rubella icin 11 (%11.5) ve
CMV igin 16 (%16.6)'dir. Buna karsin erkeklerde
T. gondii, rubella ve CMV igin sirasiyla bes (%5.2),
sekiz (%8.3) ve dokuz (%9.4)'dur. Literaturleri inceledi-
gimizde avidite indeks diizeylerinin cinsiyetlere gore
dagilimi irdelendiginde kadin hastalarda duasuk
aviditenin daha yuksek oldugu bulunmustur®?,

Sonug olarak, TORCH kompleksinde yer alan 3 etkene
ait seroprevalans oranlari ve avidite sonuglari
incelendiginde, etkenlerin seropozitiflik oranlarindaki
farkhliklar, tarama testleri agisindan degerlendir-
melerde ayri ayri irdeleme yapilmasi gerekliligini
gostermektedir. Calismamizdaki 6 yillik veriler Ulke-
mizin farkl bdlgelerinden yogun géc¢ alan istanbul ili
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ve Marmara bdlgesi yogun hasta akisinin bulundugu
bir Gniversite hastanesine basvuran olgulara ait
veriler olmasi nedeniyle 8nem tasimaktadir Ozellikle
degerlendirmemizi kapsayan yillarda verilerin elde
edildigi
gorilen insan goglnlin ve insan hareketliliginin

istanbul merkezli Marmara bélgesinde

olasilikla siyasal, sosyal ve ekonomik faktorlere bagli
artmis olmasi nedeniyle her Uc¢ etkenle iliskili
popllasyon seroprevalans oranlarinda degisiklikler

gortlmektedir. Bu durumun belli zamanlarda

periyodik olarak belirlenmesiyle birlikte, toplumsal
surveyanslarinin dikkatlice kayda alinmasi konjenital
enfeksiyonlar ve 6zel klinik tablolara sahip olgularda
(konjenital yada maligniteye doniik tedavi slirecinde
yada herhangi bir nedenle imminstpresyon kazanil-
mis olgular) gelisebilecek firsat¢i enfeksiyonlara
maruz kalmamalari agisindan da son derece énemli
oldugu distincesindeyiz.
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Amag: Stenotrophomonas maltophilia son yillarda daha sik izole edilen, nozokomiyal bir enfeksiyon
etkenidir. Antimikrobiyal ajanlarin bliyiik ¢ogunluguna karsi i¢csel dirence sahip olmasi nedeniyle
tedavisi oldukg¢a zordur. Bu ¢alisma, cesitli klinik érneklerden izole edilen S. maltophilia suslarinda
antimikrobiyal direng yiizdelerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

Yontem: Calismamiza laboratuvarimiza 1 Ocak 2017-31 Aralik 2018 tarihleri arasinda servislerden
génderilen tim kiiltiir 6rnekleri ddhil edilmistir. Patojen olarak degerlendirilen suslarin 105’
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight MassSpectrometry (MALDI-TOF MS,
bioMérieux, Fransa) cihazi ile S. maltophilia olarak tanimlanmistir. Trimetoprim-siilfametoksazol
igin antibiyotik duyarlilik testleri Vitek 2 compact (bioMérieux, Fransa) cihazi ve Kirby-Bauer yntemi
ile paralel ¢alisilmis, “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
kriterleri dogrultusunda ¢alisilip dederlendirilmistir. Levofloksasin ve seftazidim igin antibiyotik
duyarliliklari igin antibiyotik gradient test (E-test, bioMérieux, Fransa) ve CLSI standartlarina gére
calisilmis ve degerlendirilmistir.

Bulgular: 41 trakeal aspirat, 16 kan, 14 idrar, 12 balgam, 7 yara, 6 bronkoalveolar lavaj, bes aspirat,
iki doku ve ikisi safra sivisi 6rneklerinden izole edilen toplam 105 adet S. maltophilia izolati ¢alisil-
mustir. Tiim suslarin %12.6’s1 trimetoprim-siilfametoksazol direngli bulunmustur. Alternatif antibiyo-
tikler olan levofloksasin ve seftazidim igin direng oranlari sirastyla %14.5 ve %65.9°dur.

Sonug: S. maltophilia enfeksiyonlarinda levofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol’e iyi bir alterna-
tif gibi gériinmektedir. Antimikrobiyal diren¢ oranlari dedisiklik gdsterebilecedi icin her hastane
kendi antimikrobiyal diren¢ oranlarini takip etmeli, ampirik tedavi politikasi her hastanenin kendi
direng durumuna gére belirlenmelidir.

Anahtar kelimeler: Stenotrophomonas maltophilia, antimikrobiyal direng, Kirby-Bauer, E-test
ABSTRACT

Objective: Stenotrophomonas maltophilia is a nosocomial infection agent that has been isolated
more frequently in recent years. Treatment is quite difficult because of its intrinsic resistance to the
majority of antimicrobial agents. This study was carried out to determine the antimicrobial
resistance rates of S. maltophilia strains isolated from various clinical specimens.

Method: All culture samples submitted to our laboratory between 1st January 2017 and 31st
December 2018 from services were included in our study. A total of 105 strains evaluated as
pathogenic microorganisms were identified as S. maltophilia with the Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS, bioMérieux, France).
Antimicrobial susceptibility tests for trimethoprim-sulfamethoxazole were conducted in paralel with
the Vitek 2 compact (bioMérieux, France) device and Kirby-Bauer method. The results were
processed, and evaluated according to “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing” (EUCAST) criteria Antibacterial susceptibilities of levofloxacin and ceftazidim were studied,
and evaluated based on antibiotic gradient test (E-test, bioMérieux, France) and CLSI standards.
Results: Total of 105 S. maltophilia strains isolated from 41 tracheal aspirates, 16 blood, 14 urine,
12 sputum samples, seven wound sites, six bronchoalveolar lavage samples, five aspirates, two
tissue, and two bile samples were analyzed. While, 12.6% of the strains were resistant to
trimethoprim-sulfamethoxazole. Resistance rates for levofloxacin and ceftazidime as alternative
antibiotics were e 14.5% and 65.9%, respectively. The resistance profiles of the isolates obtained
from blood culture for trimethoprim-sulfamethoxazole, levofloxacin and ceftazidime were 43.8%,
8.3% and 33.3% respectively.

Conclusion: In S. maltophilia infections, levofloxacin appears to be a good alternative to
trimethoprim-sulfamethoxazole. As antimicrobial resistance rates may vary, each hospital should
follow its own antimicrobial resistance rates, and empirical treatment policy should be determined
according to each hospital’s own antimicrobial resistance status.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia, antimicrobial resistance, Kirby-Bauer, E-test
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GiRiS

Stenotrophomonas maltophilia, firsatgl bir nozoko-
miyal enfeksiyon etkeni olarak giderek artan siklikta
karsimiza ¢ikmaktadir. S. maltophilia, aerop, Gram
negatif basildir. Kanli agarda kolonilerin rengi gri veya
lavanta-yesildir. Genelde oksidaz negatif, lizin dekar-
boksilaz, DNAaz pozitiftir. Katalaz, lipaz, esteraz,
musinaz ve hyalurinidaz enzimlerine sahiptir. Laktoz,
glikoz, ksiloz ve maltozu oksidatif yol ile kullanmakta-
dir. “Maltophilia” ismi maltozu okside etmesinden
gelmektedir®3),

Nozokomiyal enfeksiyonlar, altta yatan hastaliklari
nedeniyle hastanede yatmakta olan, invaziv girisim-
lere maruz kalan, hastanede vyatis silreleri uzamis
hastalarda meydana gelmektedir. S. maltophilia
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olmasinin yani
sira cogul direngli bir bakteridir. Nozokomiyal enfeksi-
yonlarin tedavisi genellikle ¢ogul direngli bakterilerle
gelismesi nedeniyle hastane disinda gelisen enfeksi-
yonlarin tedavisine gére daha yiiksek maliyetlidir®.

Stenotrophomonas maltophilia kommensal bir bak-
teri olmasinin yani sira imminsupresif bireylerde
firsat¢l patojen olarak karsimiza c¢ikabilmektedir.
Onceden S. maltophilia ile ilgili olarak virulan olma-
dig1, 6nemli bir hastane kokenli firsatcl patojen oldu-
gu seklinde duslnilmekte iken, son yillardaki yayin-
larda aksine glcli patojenik 6zelliklerinden dolayi
artik patojen sinifinda kabul edilmesi gerektigi bildi-
rilmektedir. Pnémoni, bakteriyemi, nekrotizan otitis,
yumusak doku enfeksiyonlari, keratit, endokardit ve
menenjit yaptigi bilinmektedir®.

Stenotrophomonas maltophilia’nin tedavisinde ilk
tercih edilmesi gereken antibiyotik olan trimetoprim-
silfametoksazol’e direng kazanmasi ve asiri duyarli-
lik, bobrek yetmezligi, kemik iligi depresyonu gibi yan
etkileri nedeniyle alternatif ilaglara gereksinim
duyulmak-tadir®,

B-laktamlar, aminoglikozidler gibi ¢esitli antibiyotik
siniflarinaigsel direngli oldugu bilinen S. maltophilia’nin

tedavisinde, in-vitro olarak etkili bulunan fluorokino-
lonlar trimetoprim-silfametoksazol’e alternatif
ilaglardir®td,

Bu calisma, ¢esitli klinik orneklerden izole edilen
S. maltophilia suslarinda trimetoprim-silfametok-
sazol, levofloksasin ve seftazidim direng oranlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismamiza, laboratuvarimiza 1 Ocak 2017-31 Aralik
2018 tarihleri arasinda servislerden gonderilen kaltlr
orneklerinden tGreme olmasi halinde, her hastanin
S. maltophilia izole edilen bir 6rnegi dahil edilmistir.
Balgam, trakealaspirat, bronkoalveolar lavaj, aspirat,
doku, safra sivisi drnekleriile BacT/Alert 3D Sisteminde
(bioMérieux, Fransa) pozitif sinyal veren kan kultira
ornekleri, cikolata agar ve EosinMethylen Blue agar
(EMB, bioMérieux, Fransa) besiyerlerine ekim yapil-
mis, 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. idrar
ornekleri ise kromojenik agar (CHROMagar™
Orientation, CHROMagar, Fransa) ve kanli agar besi-
yerlerine ekim yapilmis, 37°C’de 24 saat sire ile
inkiibe edilmistir. Direk preperattan hazirlanan Gram
boyamalar x100 objektifte incelenmistir.

Patojen olarak degerlendirilen suslar, Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight,
MassSpectrometry (MALDI-TOF MS, bioMérieux,
Fransa) cihazi ile tanimlanmistir. Trimetoprim-
silffametoksazol igin antibiyotik duyarhlik testleri
Vitek 2 compact (bioMérieux, Fransa) cihazi ve Kirby-
Bauer yontemi ile paralel galisiimis, “The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”
(EUCAST) kriterleri dogrultusunda calisilip degerlendi-
rilmistir?. Levofloksasin ve seftazidim icin antibiyo-
tik duyarhliklari icin antibiyotik gradient test (E-test,
bioMérieux, Fransa) ve CLSI standartlarina gore cali-
silmis ve degerlendirilmistir®3,

BULGULAR

Ocak 2017-31 Aralik 2018 tarihleri arasinda servislerden
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laboratuarimiza gonderilen kiltir o6rneklerinden
Ureyen patojenlerin 105’i S. maltophilia olarak tanim-
lanmistir. S. maltophilia izole edilen 6rneklerin 41’i
trakeal aspirat, 16’si kan kaltiirti, 14’G idrar, 12’si bal-
gam, yedisi yara, altisi bronkoalveolar lavaj, besi
aspirat, ikisi doku ve ikisi safra sivisidir (Tablo 1). Bu
suslarin = %12.6’s1  trimetoprim-siilfametoksazol
direngli bulunmustur. Alternatif antibiyotikler olan
levofloksasinve seftazidim icin direng oranlari sirasiy-
la %14.5 ve %65.9'dur (Tablo 2). Kan izolatlarinda
trimetoprim-silfametoksazol %43.8, levofloksasin
%8.3, seftazidim %33.3 direngli bulunmustur.

Tablo 1. Stenotrophomonas maltophilia suslarinin izole edildigi
ornekler.

Ornek Sayi (%)
Trakeal aspirat 41 (39.0)
Kan 16 (15.2)
idrar 14 (13.3)
Balgam 12 (11.4)
Yara 7(6.7)
Bronkoalveoler lavaj 6(5.8)
Aspirat 5(4.8)
Doku, safra sivisi 4(3.8)
Toplam 105 (100.0)

Tablo 2. Stenotrophomonas maltophilia suglarinin direng oranlari.

Antibiyotik Direng orani (%)
Trimetoprim-silfametoksazol 12.6
Levofloksasin 14.5
Seftazidim 65.9
TARTISMA

In vitro olarak S. maltophilia’ya karsi etkili gériinse
bile tedavide kullanilabilecek ilag¢ sayisi oldukga sinir-
lidir. S. maltophilia karbapenemlere kromozomal
genleriyle kodladig B-laktamaz enzimiyle, aminogli-
kozidlere de yine kromozomal genleriyle kodladig
aminoglikozid asetiltransferaz enzimiyle direng gos-
terirken, trimetoprim-siilfametoksazol ve kinolonlara
ise kazanilmis direng genleri araciligiyla direng
gostermektedir®*19),

Cho ve ark.® 2014 yilinda, hematolojik maligniteli

hastalarin kan kulttriinden izole edilen S. maltophilia
suslari ile yaptiklari bir ¢alismada, trimetoprim-
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stlfametoksazol direnci %11.1, levofloksasin %56,
seftazidim %88.9 olarak bulunmustur.

Bugline kadar Turkiye'nin cesitli illerinde S. maltophilia
suslarinda vyapilan c¢alismalarda, trimetoprim-
silfametoksazol icin birbirinden ¢ok farkli direng
oranlari ile karsilagilmistir. Caylan ve ark.*” 2000-
2001 yillari arasinda 41 hastadan elde edilen izolat-
larla vyaptiklart bir c¢alismada, trimetoprim-
silfametoksazol direng orani %2.3 olarak bulunmus-
tur. Zer ve ark.®® tarafindan 2007 yilinda 72 susla
yapilan bir galismada da trimetoprim-siilfametoksazol
direng orani %2.7 olarak belirlenmistir. 2013 yilinda
Caycl ve ark.® yaptigi bir calismada, trimetoprim-
silfametoksazol direnci %7.2 olarak belirlenmistir.
Sadic ve ark.?® 2019 yilinda istanbul’da yaptigi bir
¢alismada ise, 2007-2017 yillari arasinda toplanan
S. maltophilia suslarinda trimetoprim-silfametok-
sazol direncini %8 olarak belirlenmistir. Citkman ve
ark.@Y Erzincan ve Van illerinde, 116 S. maltophilia
susu ile gerceklestirdikleri calismada ise, trimetoprim-
silfametoksazol direncini %20.3 olarak bulmustur.
Hazirolan ve ark.?? trimetoprim-sulfametoksazol
direncini 2016 yil i¢in %11.36 olarak belirlemigslerdir.
Ozkaya ve ark’/nin?® vyaptiklari bir calismada,
trimetoprim-silfametoksazol direnci %9.4 olarak
bulunmustur. Ulkemizdeki veriler degerlendirildigin-
de yillaricinde artan bir trimetoprim-stlfametoksazol
direnci oldugu gorulmektedir. Bizim galismamizda ise
trimetoprim-silfametoksazol direnci %12.6 buluna-
rak, Turkiye genelinde bugiine kadar bildirilen direng
oranlari araliginda (%0-20.3) bir deger elde edilmis-
tir. Ancak 2010 yilindan 6nceki yapilan ¢alismalardaki
oranlara gore daha yiksektir.

Chung ve ark.?® 2013 yilinda Kore’de yaptiklari bir
calismada, levofloksasin direncini %20 olarak bul-
mustur. Wei ve ark.’nin® 2015 yilinda agardiliisyon
yontemi ile yaptiklari yaptiklari bir calismada, levof-
loksasin direnci %24.7’dir. 2013 yilinda Cayci ve
ark./nin®® Turkiye’de yaptigi calismada ise, levoflok-
sasin direnci %11.5 olarak bulunmustur. Cikman ve
ark.?Y 2016 yilindaki ¢alismalarinda, levofloksasin
direncini %7.6 olarak bildirmislerdir. Sen ve ark.?®
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izmir’de yaptiklari calismada, levofloksasin direncini
%14.3 olarak bildirmislerdir. Kandemir ve ark.?”
Diyarbakir’da levofloksasin direncini %23 olarak bul-
muglardir. Hazirolan G ve ark.?? levofloksasin diren-
cini 2015 yilinda %17.39 olarak belirlemislerdir.
Ulkemizde S. maltophilia suslarinda levofloksasin
direncinin %20’lere ulastigl gozlenmektedir. Bizim
calismamizda ise levofloksasin direnci %14.5 olarak
bulunmustur.

Stenotrophomonas maltophilia suslarinda seftazidim
icin ylksek oranda direng gorilmektedir. 1998-2001
yillari arasinda ¢ocuk hastalardan toplanan 35
S. maltophilia susunda yapilan bir calismada seftazi-
dim direnci %37.5 olarak belirlenmistir®®. Zer ve ark.®®
tarafindan 2007-2008 yillarinda Gaziantep’te yapilan
calismada, suslarin %88.8'i seftazidime direngli ola-
rak bulunmus, 3. kusak sefalosporinlerin S. maltophilia
enfeksiyonlarinin tedavisinde yerinin olamayacagi
sonucuna varilmistir. Cikman ve ark.nin®®Y Erzincan
ve Van illerinde yaptiklari calismada, seftazidim
direnci %75'tir. Cayci ve ark.t* 2013 yilinda yaptiklari
¢alismada ise seftazidim direncini %53.5 olarak bul-
muslardir. Bizim ¢alismamizda ise seftazidim direnci
%65.9 olarak bulunmustur.

Calismamizda, tim ornekler iginde en yiksek direng
seftazidimde gorulmistiir ve tiim oOrnekler iginde
trimetoprim-silfametoksazol i¢in en ylksek direng
(%43.8) profili kan kilturt izolatlarindadir. 2006-
2013 yillari arasinda mikrobiyoloji laboratuvar verile-
ri ve enfeksiyon kontrol komitesi raporlarini retros-
pektif olarak inceleyen bir calismada, pnémonili
hasta grubunda trimetroprim-silfametoksazol
direncli sus yokken, bakteriyemili hasta grubunda ise
suglarin = %17’si  trimetroprim-siilfametoksazole
direncli olarak bulunmustur®®,

Stenotrophomonas maltophilia enfeksiyonlari, bak-
terinin bircok antibiyotige dogal direncli olmasi nede-
niyle tedavisi gli¢c enfeksiyonlardir. Direng oranlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan galismalar, klinisyenle-
re ampirik antimikrobiyal terapiye baslarken uygun
ajan seciminde stk tutmaktadir. Antimikrobiyal

direng oranlari bolgeden bélgeye, ilden ile hatta has-
taneden hastaneye farklilik gostermektedir; bu
nedenle her hastane kendi antimikrobiyal direng
oranlarini takip etmeli, ampirik tedavi politikasi her
hastanenin kendi direng durumuna gore belirlenme-
lidir. Yillara gore direng artisi olmakla birlikte
S. maltophilia enfeksiyonlarinda ilk secenek olarak
trimetroprim-silfametoksazol, ikinci secenek olarak
da levofloksasin olarak goriilmektedir. CLSI, antibiyo-
tik duyarhlik test edilmesinde B-laktam antibiyotik-
lerden seftazidimin calisiimasini 6nermektedir.
EUCAST ise hig bir B-laktam antibiyotigin ¢aligiimasini
onermemektedir. Calismamizda ve llkemizde yapi-
lan diger calismalarda ¢ikan yiksek direng nedeniyle
S. maltophilia enfeksiyonlarinin tedavisinde B-laktam
antibiyotigin kullanilmasinin uygun olmadigi sonucu-
na varilmistir. Yiksek orandaki seftazidim direnci
nedeniyle, hastanemizde hekimler ampirik tedavide
3. kusak sefalosporinleri tercih etmemelidirler.
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0z

Amag: Bu proje, molekiiler arastirmalarda, izoenzim analizlerinde ve ilag ¢calismalarinda kullani-
labilecek olan Leishmania promastigotlarini en kisa siirede en fazla lireten sivi besiyerini sapta-
mak amaciyla planlanmustir.

Yéntem: Sivi azot tankinda saklanan, Tiirkiye'deki kutanéz leishmaniasis (KL) hastalarindan elde
edilen Leishmania spp. suslari uygun ortamda ¢ikarilip canlandirilmis ve Novy-McNeal-Nicolle
(NNN) besiyerine ekimleri yapilmisti. NNN besiyerinde diretilen izolatlar ¢alismaya alinmistir.
Uremeleri saglanan izolatlarin gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla internal
transcribed spacer-1(ITS-1) gen bélgesine 6zgii primer ve problar ile genotiplemeleri yapilmistir.
Tiirkiye’deki KL hastalarindan elde edilen ve yapilan genotipleme sonucu Leishmania tropica,
Leishmania major ve Leishmania infantum/donovani olarak tiir tayinleri yapilan izolatlardan
birer tanesi ¢alismaya alinmis ve RPMI 1640, M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth, Brain
Heart Broth besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekimleri yapilan besiyerleri Thoma lami yardimiyla
12 giin boyunca kontrolleri yapilarak iireme yogunluklari hesaplanmustir.

Bulgular: Tiirkiye’deki KL hastalarindan elde edilmis ve tiir tayini yapilmis L. tropica, L. major ve
L. infantum/donovani izolatlarinin 8. giinden itibaren RPMI 1640 besiyerindeki tireme yogunlugu
M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth, Brain Heart Broth besiyerlerine gére daha fazla oldu-
gu gorilmdstiir (p<0.05). Ekim yapilan promastigotlarin her 3 tiir icinde 10. giinden sonra kulla-
nilacak yogunluga ulastigi gériilmiistiir.

Tartisma: Tiirkiye'den izole edilen KL etkeni Leishmania tiirlerinde ¢ok sayida Leishmania promas-
tigotuna gereksinim oldugu durumlarda en iyi sivi besiyerinin RPMI 1640 oldugu saptanmistir.
Daha sonra ise sirasiyla M199, Schneiders Medium, Brain Heart Broth ve Nutrient Broth besiyer-
lerinin tercih edilmesinin uygun olacagi diisiincesine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Kutan6z Leishmaniasis, Leishmania besiyerleri, Tiirkiye
ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to determine the best liquid culture medium, which could
reproduce highest number of Leishmania promastigotes to be potentially used in molecular
studies, isoenzyme analyses and drug studies in the shortest time.

Method: Leishmania spp. strains stored in liquid nitrogen tanks were revitalized and inoculated
into Novy-McNeal-Nicolle (NNN) culture medium. The isolates reproduced in the culture medium
were genotyped via real time PCR, using primers and probes spesific to internal transcribed
spacer-1 sequence. The isolates, obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in
Turkey and were initially genotyped as Leishmania tropica, Leishmania major and Leishmania
infantum/donovani, were inoculated into RPMI 1640, M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth
and Brain Heart (infusion) Broth culture media. Inoculated culture media were checked every day
up to 12th day after inoculation and their reproduction density was assessed on
hemocytometer.

Results: It has been observed that Leishmania tropica, L. major and L. infantum/donovani
isolates, obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in Turkey, can be reproduced in
RPMI 1640 culture medium better than M199, Schneider’s Medium, Nutrient Broth, Brain Heart
Broth culture media, with much more promastigote reproduction. For all three Leishmania spp.
inoculated promastigots reached the required reproduction density suitable for use beginning
from the 8th day (p<0.05).

Conclusion: It has been concluded that RPMI 1640 was the most suitable medium when higher
number of Leishmania promastigotes are needed, followed by preference for M199, Schneider’s
Medium, Brain Heart Broth and Nutrient Broth media in that order.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Leishmania culture media, Turkey
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GiRiS

Leishmaniasis, Leishmania tlrl zorunlu hicre igi
parazitlerin neden oldugu paraziter bir hastalktir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére endemik bélge-
de yasayan 1 milyar insan leishmaniasis riski altin-
dadir. Her yil 300.000 visseral leishmaniasis (VL)
olgusu bildirilirken, son bes yilda 1 milyon kutanoz
leishmaniasis (KL) olgusu bildirilmistir®). Leishmania
turleri memelilerin zorunlu hiicre igi parazitidirler
ve enfekte Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi tatar-
ciklar (yakarca) tarafindan kan emme sirasinda
bulastirilmaktadirlar®*. Morfolojik olarak ayirt edi-
lemeyen Leishmania tirleri klinik olarak VL, KL ve
mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak tzere Ug
farkli klinik tablo olusturur. Leishmania donovani’nin
VL etkeni oldugu alanlarda tedavi sonrasi deride
ortaya ¢ikan ve post kala-azar dermal leishmaniasisi
(PKDL) olarak adlandirilan klinik tablo da son yillar-
da dordiincu klinik sekil olarak kabul edilmistir®.

Ulkemizde Giineydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz
bolgelerinde Leishmania tropica’nin etken oldugu KL
gorulmektedir®. Bircok Ulkede kentlesme, tarimsal
gelismeye paralel gd¢ hareketlerinin artmasi ve her
gecen yil HIV/AIDS’in yayginlasmasi nedeniyle leish-
maniasisin hem bulas yollari artmis hem de yayilimi
hiz kazanmstir. Kendiliginden iyilesmesi genelde bir
yil stirdiigi igin Ulkemizde halk arasinda “yil gibani”
adi da verilen KL ise daha ¢ok, uzun siirede gecme-
yen, Ozellikle yiiz ve ellerde gorilen Ulser ile kendini
gosterir?,

Her ne kadar leishmaniasis onemli bir halk saghgi
sorunu olarak ortaya c¢iksa da, glinimizde bile bu
hastaligin kontroli icin harcanan gabalar yetersiz kal-
maktadir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda, hastaligin
klinik formlari arasinda genis farklilik olmasi ve bunla-
rin epidemiyolojik durumlarinin her bolgeye 6zgi
kontrol prensip ve yontemlerine gereksinim goster-
mesi buyik rol oynar. Herhangi bir sagaltim uygulan-
masa bile kendiliginden gecen ve kisiyi bagisik hale
getiren KLin neden oldugu yara izleri ise hayat boyu
viicutta kalarak estetik agidan sorun yaratmaktadir.
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Kutan6z leishmaniasisde saglam deri ile lezyonun
birlestigi bolgeden igne aspirasyonu ile alinan mater-
yalden vyapilan yayma preparatlarin Wright veya
Giemsa boyama yontemi ile boyanarak amastigotla-
rin gortilmesi veya bu materyallerin Novy-MacNeal-
Nicolle (NNN) besiyerine ekilerek promastigotlarin
Uretilerek tani konulmasi leishmaniasis tanisinda
altin standart olarak kabul edilir. Leishmania tirleri-
nin tanisinda veya promastigotlarin elde edilmesinde
en ¢ok NNN besiyeri kullanilmaktadir. Fakat son yil-
larda Leishmania tirleri Gzerine yapilan molekiler
arastirmalarda, izoenzim analizlerinde, ilag, immu-
nolojik ve biyokimyasal calismalarda ¢ok miktarda
promastigota gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda, Tirkiye'deki KL hastalarindan elde
edilen L. tropica, Leishmania major ve Leishmania
infantum/donovani izolatlarindan ¢esitli ¢alismalar-
da kullanilmak tzere fazla ve bol sayida promastigot
elde etmek icin cesitli besiyerlerinde tireme hiz ve
yogunluklari arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Leishmania spp. izolatlarinin sivi azot tankindan
¢ikarilip iiretilmesi: Bu ¢alismada, tlkemizde KL has-
talarindan izole edilen yerli Leishmania spp. suslari
kullanilmistir. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dal’'nda bulu-
nan Parazit Bankasi’nda sivi azot tankinda saklanan
izolatlar, sivi azot tankindan uygun kosullar altinda
cikarilmis ve NNN besiyerine ekimleri yapilmistir.
NNN besiyerleri 25°C’de inkibasyona birakilmistir.
NNN besiyerleri giin asiri kontrol edilmistir. Ureme
gozlenen NNN besiyerlerindeki promastigot sayisi
10° promastigot/ml olunca genotipleme ve besiyer-
lerine ekimleri yapilarak ¢alismaya baslanmistir.

Leishmania spp. izolatlarinin genotiplendirilmesi:
izolatlarin DNA izolasyonu “Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit” ile firmanin 6nerisi dog-
rultusunda gergeklestirilmistir. izolatlardan elde edi-
len DNA 6rnekleri Gergek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (GZ-PZR) yontemi ile calisilana kadar



Y. Demir ve ark., Leishmania Tiirlerinin Sivi Besiyerlerindeki Uremelerinin Karsilastirilmasi

-20°’de saklanmistir.

Genotipleme analizi igin Leishmania spp. 6zgi ITS-1
problu GZ-PZR testi uygulanmistir.

Forward primer; 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’,
Reverse Primer; 5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ pri-
merleri, QuantiTect Probe PCR Kit Master karisimi ile
birlikte asagida yazili 6zglin problar kullanilarak
cogaltilmistir®,

Probe1:5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT
-Fluo-3’
Probe 2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-
Pho-3’

Analiz igin hazirlanan toplam 25 pL’lik reaksiyon karigi-
mi; 1.5 uL H,0 (PCR grade water), 1 uL Forward Primer,
1 pL Reverse Primer, 0.5 pL Probel, 0.5 uL Probe2,
12.5 pL QuantiTect Probe PCR Kit Master karigimi
(Qiagen) ve 5 pL genomik DNA icermektedir.

Genotipleme analizi GZ-PRZ yontemi ile yapilarak tlr
ayrimi yapilmistir.

Sivi besiyerlerinin hazirlanmasi ve izolatlarin
ekimi: Calismada kullanilacak olan besiyerleri RPMI
1640 (Gibco, ABD), Medium 199 (Gibco, ABD),
Schneiders Medium (Sigma, ABD), Nutrient Broth
(Merck, Almanya) ve Brain Heart Infusion Broth
(Fluka, ABD) kullanilmadan 6nce hazirlanan besi-
yerlerine %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penicil-
lin/streptomisin sollisyonu ve %1 gentamisin solus-
yonu eklenmistir. Yirmi bes mLlik flasklere 5’er mL
olacak sekilde dagitilmistir. Flasklarin icerisine NNN
besiyerinde Uremeye baslayan promastigotlardan
10° promastigot/mL olacak sekilde 1’er mL eklen-
mistir. Ekim yapilan flaskler 25°C’lik etlivde inklibe
edilmistir (Sekil 1, 2).

Ureme yogunluklarinin degerlendirilmesi ve istatis-
tiksel analiz: Ekimleri yapilan besiyerlerinde 12 giin
boyunca her giin Thoma lami yardimiyla promasti-
gotlarin Greme yogunluklari saptanmistir. Boylece

bes farkl besiyerinde (¢ farkli tir olmak lzere 15
¢alisma grubu olusturulmustur. Calisma gruplari
Sidak’s Multiple Comparisons testi uygulanarak ista-

tiksel olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2. Leishmania spp. izolatlarinin besiyerlerine ekimi.

Bu ¢alisma, T.C. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Faklltesi Saghk Bilimleri Yerel Etik Kurulu’nun
07/12/2016 tarih ve 20.478.486-398 sayili karari ile
alinan Etik Kurul Onayi ile gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan BAP 2016-165
numaral proje ile desteklenmistir.

BULGULAR

GUnimuzde en cok kullanilan besiyeri RPMI 1640
besiyeri baz alinip L. tropica, L. major ve L. infantum/
donovani igin Sidak’s multiple comparisons testi
uygulanarak istatiksel analiz yapildiginda asagidaki
verilere ulasiimistir.
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Leishmania tropica igin 1. glinden 6. giine kadar her
dort besiyerinde Ureme hizi yoniinden anlamli bir
fark gortlememistir (p>0.05). Calismada, 7. glinden
itibaren ise M199, Nutrient Broth ve Brain Heart
Broth besiyerlerinin Greme yogunluklari RPMI 1640
besiyerine gére anlamli olarak disik bulunmustur
(p<0.05). RPMI 1640 besiyerine gore Schneiders
Medium besiyerinin Greme yogunlugunda ise anlam-
Il bir fark saptanmamistir (p>0.05). Calismanin 8.
gliniinden 12. ginine kadar diger dort besiyerinin
RPMI 1640 besiyerine gore daha az parazit Urettigi
bulunmustur (p<0.05) (Grafik 1).

L. tropica

1500+ = 1Gin
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B 4Gin
B 5Gin
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5004
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(2
S 12.Gin
&

Besiyeri

Grafik 1. Leishmania tropica’nin besiyerlerindeki lireme grafigi.

Leishmania major’da ise RPMI 1640 besiyeri esas
alindiginda ilk giin bes besiyeri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir farkliik bulunamamistir (p>0.05).
Fakat 2. glinden itibaren Nutrient Broth ve Brain
Heart Broth’un RPMI 1640 besiyerine gore daha az
promastigot Urettigi gorulurken 3. glin ile 6. giin ara-
sinda Ureme yogunlugu farki kapanmistir (p>0.05).
Calismanin 7. giininden itibaren Nutrient Broth ve
Brain Heart Broth besiyerlerinin RPMI 1640 besiyeri-
ne gore daha az promastigot Urettigi saptanirken, 8.
glin ile 12. gilin arasinda diger dort besiyerinin RPMI
1640 besiyerine gore anlamli olarak daha az promas-
tigot Urettigi gbzlenmistir (p<0.05) (Grafik 2).

Leishmania infantum/donovani igin ise 1. ile 5. gin

arasinda promastigot lremesi agisindan besiyerleri
arasinda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0.05).
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Grafik 2. Leishmania major'iin besiyerlerindeki lireme grafigi.

Calismanin 6. ve 9. glinlerinde Nutrient Broth, Brain
Heart Broth ve Schneiders Medium besiyerleri RPMI
1640 besiyerine gore daha az promastigot Uretirken
(p<0.05), M199 besiyeri ile RPMI 1640 besiyeri ara-
sinda promastigot yogunlugu bakimindan anlaml bir
fark olmadigi gorilmustir (p>0.05). GCalismanin 7.
gliniinde yalnizca Nutrient Broth besiyerinin RPMI
1640 besiyerine gore daha az promastigot yogunlugu
icerdigi gorulurken (p<0.05), 8. giin Nutrient Broth
besiyerinin yanisira M199 besiyerinin de RPMI 1640
besiyerine gére daha az promastigot Urettigi saptan-
mistir (p<0.05). Calismanin 10. ile 12. giini arasinda
diger dort besiyerinin RPMI 1640 besiyerine gore
daha az promastigot (Uretebildigi gozlenmistir
(p<0.05) (Grafik 3).
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Grafik 3. Leishmania infantum/donovani’nin besiyerlerindeki
lireme grafigi.
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Leishmania tropica, L. major ve L.infantum/donovani
turleri arasinda besiyerlerinde tiir bazinda lreme
yogunluklari farkliligi saptanamamistir (p>0.05).

TARTISMA

insan-vektér-insan gegisi ile yayilmakta ve diinyada
oldukga genis bir alanda goérilebilmekte olan leish-
maniasisi Diinya Saglik Orgiiti’ne bildirim yapan 200
Ulke bulunmaktadir. Leishmaniasis agisindan ende-
mik boélgede yasayan 1 milyar insan risk altindadir ve
bircok ekonomik ve sosyal gelisimi etkilemekte, insan
yasamini ve saghgini tehdit etmektedir'®.

Tanida ilk asamayi klinik tani olusturmakta ve 6nem-
li bir yer tutmaktadir. KLUda ise lezyonun kenarindan
tuberkdlin enjektori yardimiyla alinan sivinin
Giemsa, Wright veya Field gibi boyalarla boyanip
amastigotlarin  gorilmesi ile tani konmaktadir.
Leishmaniasis, 18. ve 19. yizyillarda bir hastalik ola-
rak bilinmesine ragmen, 20. ylzyilin baslarina kadar
tanisi konulamamuistir. Klinik tani 6zellikle endemik
bolgelerdeki saglik personeli tarafindan yapilabil-
mektedir. Kesin tani, klinik drneklerde parazitin gos-
terilmesi ve/veya kultur yontemleri kullanilarak pro-
mastigotlarin Gretilmesi ile konur. Bu ydontemler
leishmaniasis tanisinda “altin standart” olarak kabul
edilmistir. Bu ylUzden besiyerleri leishmaniasis tani-
sinda 6nemli bir yer tutmaktadirlar.

Besiyeri ¢alismalarinda, bircok madde ve birgok yon-
tem kullanilarak hazirlanan besiyerleri Leishmania
promastigotlarinin  Uretilmesinde denenmistir.
Mansour ve ark.” tarafindan 1973 yilinda yapilan bir
calismada, Trypanasoma Uretilmesi icin gelistirilmis
olan 1. sollisyonda sigir ekstresi, pepton ve agar, 2.
sollisyonda defibrine tavsan kani ilave edilen dektroz
ve tamponlama tuzlari iceren ve bu iki sollisyonun
karistiriimasi ile elde edilen National Institutes of
Health (NIH) bifazik besiyerinden modifiye edilmis
yeni bir sivi besiyeri gelistirmislerdir. Besiyerinin 1.
sollisyonunda agar kullanilmamis, ikincisinde ise sit-
ratl veya defibrine tavsan kani yerine hemolize insan
kani kullanilarak modifiye edilmistir. Hazirlamasi

kolay, daha az kan gerektigi bildirilen bu yeni sivi
besiyeri Tobie bifazik besiyeri ile karsilastirildiginda
daha iyi sonug alindigi rapor edilmistir.

Evans®? tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 farkh
Leishmania tiriine ait promastigotlarin %5 Evans
Blood Lysate Broth Medium igeren Modified Minimal
Essential Medium (MEM) ile Schneider’s Medium
besiyerlerindeki Greme yogunluklari karsilastiriimis
ve Schneider’s Medium besiyerinin daha iyi sonug
verdigi bildirilmistir.

Limoncu ve ark.™V tarafindan 1997 yilinda yapilan bir
calismada, iceriginde pepton ve maya ekstresi bulu-
nan %10 FBS ilave edilmis P-Y adi verilen sivi besiye-
rinde L. tropica ve L. infantum promastigotlarinin
¢ogalmasi NNN ve RPMI 1640 + %10 FBS besiyerleri
ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve P-Y ile
RPMI 1640 besiyerlerinin birbirlerine yakin sonuglar
verdigi saptanmistir.

Besiyerleri degisik calismalarda tanidaki degeri igin
diger yontemlerle ve birbirleri ile karsilastirma amaci
ile kullanilmiglardir. Bates"? tarafindan yapilan bir
calismada, %20 FBS iceren Schneiders Medium pro-
mastigotlar ekilmis, her giin yayma yapilip Giemsa ile
boyanarak degerlendirilmis, ayni anda biyokimyasal
gostergeleri (total protein, proteinaz, niikleaz ve asit
fosfataz) degerlendirmistir. Sonuglar amastigotlarin
identifiye edilmesi, promastigotlarin ¢ogalmasi ve
metasiklik promastigotlari olmasi olarak t¢ ana saf-
hanin oldugunu ve hem kiltir yontemi, hem de
biyokimyasal gostergelerin takibi ile bunlarin basa-
riyla gosterilebilecegi bildirilmistir.

Nutrient Broth promastigotlarin Gremesinde kullani-
labilmektedir. Kaddu ve Nyamori*® nutrient broth
besiyerinde L.donovani, L. major, L. adleri ve bir
kemirgen Leishmania turinin promastigotlarini
Uretmislerdir.

Ozbilgin ve ark." tarafindan Nutrient Broth (izerine

yapilan baska bir ¢alismada, biri VL, digeri KL diisu-
nilen 2 hastadan alinan kemik iligi 6rnegi NNN besi-
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yerine ve %20 FBS iceren Nutrient Broth besiyerine
ekilmis, Nutrient Broth besiyerinde 1. glinden itiba-
ren promastigotlar gorilirken, NNN besiyerinde 2.
glinden sonra saptanabilmistir. Bu da erken tani igin
Nutrient Broth besiyerinin tercih edilebilecegini
distndirmektedir.

Yereli ve ark.®® tarafindan yapilan bir calismada,
L. infantum ve L. tropica promastigotlari, mikrobiyo-
loji ve parazitoloji laboratuvarinda kolayhkla buluna-
bilecek pepton A, sigir ekstresi gibi maddeler iceren
%10 FBS+Nutrient Broth sivi besiyerinde Gretilmistir.
Arastirmacilar 5. gliniin sonunda 3x10° parazit/ml
oraninda promastigot saptamislardir. Ucuz, kolay
hazirlanir ve kolay bulunur besiyerinin NNN bifazik
besiyerine alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Balcioglu ve ark.® yaptiklari bir ¢alismada,
L. infantum ve L. tropica in vitro kiltivasyonu igin
%20 FBS eklenmis RPMI 1640 besiyerine %3 oranin-
da steril insan idrari eklendiginde kontrol grubuna
gore daha fazla miktarda promastigot tredigini goz-
lemlemislerdir.

Sadigursky ve Brodskyn™” tarafindan yapilan ve
serum kullanilmayan bir calismada, karaciger infiiz-
yon broth+triptoz (LIT) besiyerine %1 oraninda
RPMI 1640+Medium 199 karisimi olan R9 eklenmis,
L. mexicana ve L. donovani promastigotlari ekilerek
LIT+R9, NNN, Warren besiyeri ve LIT+%5 FBS karsi-
lastirilmistir. Parazitin liremesinin tim besiyerlerin-
de birbirlerine yakin bulundugu bildirilmistir.

Ali ve ark.®® tarafindan yapilan bir calismada, FBS,
kan veya kan UrGnQ icermeyen basit, ekonomik,
temelinde yumurta olan bifazik besiyeri gelistirilmis-
tir. Sigir ekstresi ve pepton agirlikli zenginlestirilmis
broth ile glukoz ve L-prolin iceren tuz sollisyonu
hazirlanmistir. Bunlara taze ve tiim yumurta ilave
edilmistir. Besiyeri bifazik modifiye Tobie besiyeri+FBS,
sivi Medium 199+FBS ile karsilastirilmig, t¢ besiye-
rinden benzer sonuglar almislardir.

Tayland’da yeni saptanan ve leishmaniasis etkeni
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olan Leishmania martiniquensis’in Medium 199,
RPMI 1640, Grace’s insect medium ve Schneider’s
medium’da Greme yogunluklarinin karsilastiriimasi
ile ilgili yapilan bir calismada, calismamiza paralel
olarak, bilimsel ¢alismalarda en fazla promastigot
elde edilebilen besiyeri de RPMI 1640 medium ola-
rak belirlenmigtir®®,

Bizim g¢alismamizda da L. tropica, L. major ve
L. infantum/donovani turlerinde 7. giinden itibaren
her bes besiyerinde de promastigotlari ile ¢calisilabilir
bir sayiya ulastigi gozlenmistir. L. tropica (105x10%/
ml) ve L. major (101x10°/ml)’de 8. giinden sonra
ozellikle RPMI 1640 besiyerinde bol miktarda tGreme
gorilirken, L. infantum/donovani (390x10°/ml)’de
ise 9. glinden sonra calismalarda kullanilabilecek
yogunlukta promastigot Gremeleri saptanmistir. Tim
besiyerlerinde L. tropica, L. major ve L. infantum/
donovani’nin 11. glinden sonra yeterli sayida (107/
ml’den fazla) promastigot lireterek planlanacak labo-
ratuvar ¢calismalarininda kullanilabilecegi saptanmis-
tir. L. tropica, L. major ve L. infantum/donovani tirle-
rinin her bir besiyerindeki promastigotlarinin tdr
bazinda lGreme sayilari arasinda anlaml bir fark sap-
tanamamustir (p>0.05).

Sonug olarak, bu veriler 15181 altinda Turkiye’deki KL
hastalarindan elde edilen L. tropica, L.major ve
L. infantum/donovani izolatlarinda daha fazla bol
sayida promastigot elde etmek icin dncelikle RPMI
1640 besiyerinin tercih edilmesi uygun olacagi kani-
sina varilmistir. Daha sonra ise sirasiyla M199,
Schneiders Medium, Brain Heart Broth ve Nutrient
Broth besiyerlerinin kullanilmasi gerekmektedir.
Buradaki verilerin mikrobiyoloji bilim alaninda cali-
san ve Leishmania tirleri tGzerine molekiler, izoen-
zim, ilag, immunoloji ve biyokimyasal konularda
arastirma planlayan geng arastirmacilara ¢cok miktar-
da promastigot elde etmeleri igin yol gosterici olaca-
g1 dusinilmektedir.
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Amag: Kan ve dokularda yerlesen paraziter hastaliklar insan sagldi icin diinya ¢apinda blyiik tehlike
olusturmaktadir. Sitma, leishmaniasis ve toksoplazmoz her yil ¢ok sayida kisinin yasamini kaybetmesine
neden olmakta, tedavi maliyetleri ve is glicii kaybi nedeniyle lilke ekonomilerine biiyiik yiik getirmekte-
dir. Bu ¢alismada, Plasmodium spp., Leishmania spp. ve Toxoplasma gondii'nin Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) ile klinik 6rnedin mikrolitresinde belirlenebilecek en diisiik parazit
sayisinin belirlenmesi, test validasyonlarinin yapilmasi ve GZ-PZR testinin rutin laboratuvarlara ddhil
edilmesi amaglanmustir.

Yéntem: Leishmania tropica (promastigot ve amastigot), L. infantum (promastigot ve amastigot),
T. gondii Thoma lami ile mikroskop altinda sayilarak P. falciparum ve P. vivax ise yayma preparatlar
hazirlanip Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskop altinda incelenerek parazitemi yogunlugu saptan-
mustir. Daha sonra bu parazitlerin PBS soliisyonu ile mikrolitrede 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500,
5.000 ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyonlari yapilmistir. Tim parazit siispansiyonlarindan DNA
izolasyonu yapilarak GZ-PZR ile pozitif sonug alinan en diisiik parazit stispansiyonu belirlenmistir. Daha
sonra da negatif sonug alinan siispansiyon ile bir énceki pozitif siispansiyon arasi yine diliisyon yapilarak
testin saptayabildigi en diisiik parazit sayisi belirlenmistir.

Bulgular: GZ-PZR testinde P. falciparum ile L. tropica ve L. infantum’un promastigot ve amastigot form-
larinda en diisiik parazit sayisi 10, P. vivax ve T. gondii parazitlerinde ise 12 olarak bulunmustur.
Tartisma: Leishmania spp., Plasmodium spp. ve T. gondii’nin GZ-PZR ile tanisinda ¢ok diisiik sayidaki
parazitlerin basari ile saptanmasi, bu testin her lg¢ parazitin molekiiler tanisinda giivenle kullanilabile-
cegini diisiindirmiistiir.

Anahtar kelimeler: GZ-PZR, Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii
ABSTRACT

Objective: Parasitic diseases that involve blood and tissues pose a significant threat to human health
worldwide. Malaria, leishmaniasis and toxoplasmosis kill thousands of people worldwide annually, and
impose a great burden on national economies due to treatment costs and loss of labour. The aim of this
study are to determine the lowest number of parasites detectable by Real Time Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) for Plasmodium spp., Leishmania spp. and T. gondii and to validate the RT-PCR test,
and integrate RT-PCR in routine laboratories applications.

Methods: Leishmania tropica (both promastigotes and amastigotes), L. infantum (both promastigotes
and amastigotes) and T. gondii were counted using a hemocytometer, while Giemsa-stained smears of
P. falciparum and P. vivax were examined under the microscope to define their parasitic load. Then,
dilutions as 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500, 5.000 and 10.000 parasites/ul were prepared in PBS
solutions. DNA isolation was performed from all parasite suspensions and the lowest parasite
suspension which was positively detected by RT-PCR method was identified. This was followed by
further dilutions between the previous negative and last positive dilutions, to further determine the
lowest number of parasites that RT-PCR could eventually identify.

Results: Our assessments showed that the lowest number of parasites necessary for positive RT-PCR
were 10 for P. falciparum and amastigotes and promastigote forms of L. tropica/L. infantum, while 12
for P. vivax and T. gondii.

Conclusion: These results show that RT-PCR is a reliable diagnostic option to be used successfully for the
detection of Leishmania spp., Plasmodium spp. and T. gondii, even for infections with low parasitemia.

Keywords: Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, RT-PCR
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GiRiS

Leishmaniasis, Dinya Saglik Orgiiti tarafindan alti
onemli tropikal hastaliktan biri olarak kabul edilen ve
diinyada her yil tahminen 1.3 milyon yeni olgu ve
200-300 bin kisinin 6limine yol actigi sanilan 6nem-
li bir enfeksiyondur. Leishmania turleri memelilerin
zorunlu hiicre igi paraziti olup, enfekte Phlebotomus
veya Lutzomyia cinsi tatarciklar (yakarca) tarafindan
kan emme sirasinda bulastiriimaktadir™?. Sitma,
leishmaniasis ve toksoplazmoz tiim diinyada insan
saghgini etkileyen 6nde gelen paraziter hastaliklar
arasindadir. Yapilan arastirmalar, diinyada her yil
yaklasik 2 milyon kisinin ve her 30 saniyede bir cocu-
gun sitma nedeniyle yasamini kaybettigini; diinya
nifusunun %40’ Inin sitma riski altinda oldugunu ve
her yil 300-350 milyon insanin enfeksiyonu aldigini
gostermektedir. Bunun yani sira, 6zellikle immunsip-
resif hastalar ile gebeler igin ciddi bir saglik tehdidi
olan toksoplazmoza diinya nifusunun %13’Gnde
rastlanilmaktadir®®,

Bu U¢ parazitin neden oldugu enfeksiyonun tani yon-
temleri incelendiginde, deri leishmaniasis’inde sag-
lam deri ile lezyonun birlestigi bélgeden igne aspiras-
yonu ile alinan materyalin, viseral leishmaniasis (VL)
hastalarinda ise dalak veya kemik iligi aspirasyon
materyalinden yapilan yayma preparatlarinin, Wright
veya Giemsa boyama yontemi ile boyanarak amasti-
gotlarin gorilmesi veya bu materyallerin NNN besi-
yerine ekilerek promastigotlarin uretilmesiyle tani
konulmasi altin standarttir™”. Sitmada ise altin stan-
dart parmak ucundan alinan kandan ince yayma ve
kalin damla preparatlari hazirlanarak parazitin mikros-
kopta gorulmesidir. Toksoplazmoz igin seroloji en ¢ok
tercih edilen tani yontemidir. Bununla birlikte, 6zellik-
le serolojik sonuglarin stipheli olarak saptandigi gebe-
lerde amniyon sivisindan yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) glivenle kullanilmaktadir®1),

Paraziter hastaliklarin tanisinda mikroskobik incele-
meden serolojiye, kiiltirden PZR’ye ¢ok sayida farkh
yontem kullanilmaktadir®?, Son yillarda mikrobiyolo-
jinin ¢ogu alaninda oldugu gibi parazitolojide de PZR

gibi molekiler tani yontemleri yaygin olarak tercih
edilmeye baslanmistir. Bunun baslica nedenleri ara-
sinda PZR’nin yiksek duyarhhk ve 6zgulligl, hastala-
ra hizl sonug verilebilmesi ve az miktarda érnekle
dahi iyi sonug alinabilmesi sayilabilir. Bununla birlik-
te, gelismekte olan Ulkeler i¢in PZR halen diger yon-
temlerden daha pahalidir. Ayrica PZR’nin 6zel bir
laboratuvar, cihazlar ve 6zel egitimli personel gerek-
tirmesi gibi dezavantajlari da bulunmaktadir.

Bu calismada, Plasmodium spp., Leishmania spp. ve
T. gondii'nin gercek zamanl PZR (GZ-PZR) tepkimesi
ile klinik 6rnegin mikrolitresinde belirlenebilecek en
duslik parazit sayisinin belirlenmesi, test validasyon-
larinin yapilmasi ve GZ-PZR testinin rutin laboratu-
varlara dahil edilmesi sirasinda yardimci olmasi
amagclanmistir. Bu ¢alismayla olusturulacak standart-
lar ile gelecekte patentli bir tani kiti gelistirilmesi
hedeflenmektedir.

GEREC ve YONTEM

Parazit siispansiyonlarinin hazirlanmasi: Calismada,
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Ana Bilim Dali’nda, sivi azot iginde saklan-
makta olan parazit suslari kullanilmistir. Leishmania
tropica (promastigot ve amastigot), Leishmania infantum
(promastigot ve amastigot), Toxoplasma gondii Thoma
lami ile mikroskop altinda sayilarak Plasmodium
falciparum ve Plasmodium vivax ise yayma preparat-
lar hazirlanip Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskop
altinda incelenerek parazitemi yogunlugu saptanmis-
tir. Daha sonra bu parazitler PBS sollisyonu ile mikro-
litrede 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500, 5.000
ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyonlari yapilmis-
tir. Pozitif ¢ikan son dillisyon ile ondan sonraki ilk
negatif cikan dilisyon arasi yine dillisyon yapilarak
calisilmistir. Tim calismalar 3 kez tekrarlanmis ve cikan
sonuglarin ortalamasi alinmistir.

DNA izolasyonu: Hazirlanan her bir parazit sispansi-
yonundan DNA izolasyonu ticari kit (High Pure PCR
template preparation kit, Roche) kullanilarak dretici
firmanin talimatlar dogrultusunda yapilmistir.
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GZ-PZR: Her bir parazit icin kullanilan primer ve
problar Tablo 1'de verilmistir. GZ-PZR analizinde her
bir parazit icin “PCR grade” su, ileri ve geri yonla
primerler, problar ve QuantiTect Probe PCR Master
kit (Qiagen) iceren reaksiyon karisimindan 20 pl ve 5
ul genomik DNA kullaniimistir. PZR karisimlari 0.2
ml’lik ependorf tupleri igerisinde hazirlandiktan
sonra GZ-PZR cihazinda ¢alisiimistir.

Tablo 1. GZ-PZR igin kullanilan primer ve problar.

Parazit Primer-Prob Kaynak
FP: 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 13
L. tropica RP: 5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’

L.infantum  P1: 5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTT
TCGGTTT-Fluo-3’
P2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGT
GTG-Pho-3’

FP: 5’-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3" 14
RP: 5’-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’

P. falciparum P:5’-6FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAA

P. vivax AGATGACT-TMR (Pf)
P: 5’-6FAM-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGA
AGAGAAAATTCT-TMR (Pv)

FP: 5’-CTCGCCTGTGCTTGGAGC-3’ 15
RP: 5’-CCTCGCCTTCATCTACAGTCCT-3’

P: 5’-6FAM-TCTGTAGTCCCCTTCGACTTCTG
TCCC-BHQ1

T. gondii

FP: Forwardprimer, RP: Reverseprimer, P:Prob, ITS: Internal trans-
cribed spacer-1, Pf: P. falciparum, Pv: P. vivax

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2015-090 numa-
rali proje ile desteklenmistir.

BULGULAR

Yapilan GZ-PZR testinde P. falciparum, L. tropica (pro-
mastigot), L. infantum (promastigot), L. tropica
(amastigot), L. infantum (amastigot) parazitlerinde
en dislik parazit sayisi mililitrede 10 olarak bulunur-

Tablo 2. Parazit tiirlerine gére GZ-PZR saptanan en diisiik parazit
sayisi.

GZ-PZR Saptanan En Diisiik
Parazit Sayisi (parazit/ml)

Parazit Tiirii

Plasmodium falciparum 10
Plasmodium vivax 12
Leishmania tropica (promastigot) 10
Leishmania infantum (promastigot) 10
Leishmania tropica (amastigot) 10
Leishmania infantum (amastigot) 10
Toxoplasma gondii 12
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ken, P. vivax ve T. gondii iginse 12 olarak saptanmistir
(Tablo 2) (Sekil 1-3).
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TARTISMA

Paraziter hastaliklarin tanisinda farkl duyarliliga ve
ozglllige sahip bircok yontem kullanilmakta, her biri
icin tanida altin standart farklilik gosterebilmektedir.
Cogu bakteri ve virls enfeksiyonunda PZR rutin tani-
da kullanilmaktayken, paraziter hastaliklara yonelik
PZR uygulamalari daha ge¢ baslamistir. Yapilan galis-
malarda, PZR’nin tanisal duyarhhginin hafif enfeksi-
yonlu olgularin tanisinda ¢ok etkili oldugu, diger
yontemlerle saptanamayan bircok etkenin PZR ile
saptandigi bilinmektedir. Buna en iyi 6rneklerden biri
Dientamoeba fragilis isimli bagirsak protozoonudur.
Trikrom boyali preparatlar ile kiltiir yonteminin kul-
lanildig1 6zel bir ¢alismada, insidansi %5’in altinda
saptanan bu protozoonun PZR ile Ustelik Danimarka
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gibi genel olarak intestinal parazitlerin insidansinin
disuk oldugu bir ilkede dahi %43 olarak saptanmasi
dikkat cekici bulunmusture),

Leishmaniasis olgularini tanimlamada PZR protokol-
leri uzun vyillardir kullanilmaktadir. Bu protokoller
arasinda kinetoplast DNA’si (kDNA), ribozomal
RNA’nin kiguk alt Gnitesi (ssRNA) ve ITS-1 bolgesine
yonelik olanlar en sik kullanilanlardir?”. Ozellikle
oldiirici olabilen VL olgularinda, hizli ve etkin tani
olanagi sunan, hatta semptomsuz olgularin bile sap-
tanmasina olanak saglayan bu yontemler ile dislk
parazit sayisina sahip olgularda dahi tani konulabildi-
gi bildirilmektedir*®. VUnin yaygin goéruldugu bir
Afrika tlkesi olan Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada,
VLU'nin tanisi icin en duyarli yéntemin kDNA'ya yone-
lik GZ-PZR protokolii oldugu ve testin saptama esigi-
nin mililitrede 10 parazit oldugu bildirilmistir®”. Bu
sonuglarla karsilastinldiginda, Leishmania belirleme
sinirinin uyguladigimiz PZR protokoli ile paralellik
gosterdigi gortilmektedir. Yapilan farkh bir calismada
Ceccarelli ve ark.“® kDNA’yi hedef alarak uyguladik-
lar kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu yontemin-
de, L. amazonensis DNA’sini 1 ile 1x10-4 araliginda
dilie ederek belirlenebilir en diisik DNA miktarini
0.1 pg olarak bulmus ve bu miktarin 1.3 parazite esit
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsilik, Eberhardt ve
ark.®% yaptiklari bir calismada, L. infantum ile enfek-
te edilmis hamster organlarindaki amastigot belirle-
me sinirlarini, yeni gelistirdikleri RNA tabanli ve
Spliced-leader RNA saptama metodu olarak adlandi-
rilan yontem ile arastirmislardir. Bu ¢calismada arasti-
ricilar, hamster karaciger ve dalaklarindaki amastigot
miktarlarini sirasiyla 0.005 ve 0.002 parazit/mg ola-
rak saptamislar ve bu yontemin 18sRNA ve kDNA
bolgelerini hedefleyen yontemlerden daha duyarh
oldugunu bildirmislerdir(°,

Sitmanin tanisinda tim diinyada en yaygin kullanilan
yontem mikroskopidir. Son yillarda molekiler yon-
temlerin sitma tanisinda da yaygin olarak kullanima
girmesiyle sitma tanisinda daha etkili tani yontemleri
uygulandigi goriilmektedir. Sonug olarak, yakin zama-
na kadar insani enfekte eden dort Plasmodium spp.

oldugu bildirilirken P. knowlesi’'nin de insanlari enfek-
te ettigi son yillarda gerceklestirilen DNA dizi analizi
calismalariyla ortaya konulmustur???, Sitmanin PZR
ile tanisinda, diger enfeksiyonlarda oldugu gibi para-
zitin DNA’s| arastirildigindan canli/6lu parazit ayrimi
yapilamamaktadir ki bu durum, PZR’nin en 6nemli
dezavantajlarindan biri kabul edilir. Bununla birlikte,
Jarra ve Snounou®) 1998 yilinda yayimlanan calisma-
larinda, yalnizca canli parazitleri saptayan bir PZR
protokoll tanimlamislardir. Ayni anda tim sitma tir-
lerinin birlikte arastirilabildigi bir GZ-PZR panelinde
birden fazla etkenin yol agtigi sitma enfeksiyonlari da
belirlenebilmektedir. Sonug olarak, deneysel calis-
malarla sitma tanisinda PZR duyarhligindaki alt limi-
tin 5-10 yeni izole edilmis sporozoit oldugu
bildirilmektedir®. Imwong ve ark.?® yaptigi bir calis-
mada, sitma tanisinda kullanilan PZR’nin pl'de en az
22 parazit oldugunda pozitif sonug verdigi bildirilmis-
tir. Calismamizda saptadigimiz alt limit olan en az 12
parazit bu bakimdan basarili bir sonug olarak kabul
edilebilir. Hizla gelisen teknoloji ve parazit genomun-
da daha duyarh yeni hedef bolgelerin saptanmasi ile
belirleme limitleri oldukca asagi cekilmistir. Raju ve
ark.?® sitmanin molekiler tanisinda “identical multi-
repeat sequences” (IMRSs) olarak adlandirilan bir
dizi 6zdes hedef bolgenin primer potansiyelini aras-
tirmis ve bu bolgeye 6zgl primerlerin 18sRNA gen
bolgesine gore tasarlanan primerlerden 100 kat daha
disik miktarda paraziti saptayabildigini gostermis-
lerdir. Yine Almeida-de-Oliveira ve ark.?” tarafindan
yapilan bir calismada, SYBR™ ve TagMan™ prob sis-
temleri kullanilarak uygulanan GZ-PZR yénteminde P.
vivax icin limit saptama performansi 0.01 parazit/ul
olarak bulunmustur.

Toksoplazmoz igin uygulanan diger tani segenekleri-
ne kiyasla ¢ok daha etkin, hizl ve kontaminasyon
riski distik bir yontem olan GZ-PZR ile yalnizca kan-
dan degil, her tiirlu vicut sivisi ve doku drneginde
de T. gondii DNA’sI aranabilmektedir. Yapilan cals-
malarda, incelenen 6rnekte az sayida T. gondii taki-
zoiti bulundugunda dahi sonug alinabildigi gosteril-
mektedir. Giinimuzde 6zellikle gebelerde toksoplaz-
moz kuskusu duyuldugunda amniyon sivi 6rneginden

59



yapilan GZ-PZR, yiksek duyarhhg ve ozgullGgi ile
guvenle kullanilmaktadir?®?), Parazit yukinin az
oldugu olgularda erken donemde tani koymak o6zel-
likle gebelerde 6nemli oldugundan, gelistirilen test-
lerde olabildigi kadar az sayida parazitin varliginda
pozitif sonug veren protokoller deger kazanmistir.
Ozellikle Fransa’da yapilan cok sayida calisma ile
bugiin amniyon sivisindan alinan érnekte tek bir T.
gondii takizoiti olsa bile pozitif sonug veren ve bu
sayede dogru tani koyduran PZR ve GZ-PZR protokol-
leri bulunmaktadir?®?®. Ayrica, deneysel olarak doku-
lardan alinan orneklerde T. gondii varligini saptayan
PZR protokolleri de gelistirilmistir®®. Ender goriilse
de ciddi sorunlar doguran organ nakliyle bulasan
toksoplazmoz gibi olgularda bu tip testler blylk
yarar saglayacaktir. Calismamizda, 12 parazit/ml PZR
protokoliimuzin alt siniri olarak belirlendi. Yapilan az
sayidaki benzer calismalardan birinde, Japon arastir-
maci Asai®®¥, Toksoplazma ensefaliti tanisinda PZR’nin
etkinligini arastirmis ve 1x10® ng/ul oldugunu belirt-
mistir. Kedi diskisindaki ookistleri saptayabilmek icin
gelistirilmis ticari tani kitlerinin karsilastirildigi bir
diger calismada ise, en duyarli kitin 1 gram diskida 50
ookist oldugunda tani koyabildigi belirlenmistir®?.
Farkli bir calismada ise, Escotte Binet ve ark.®® top-
rak érneklerinde T. gondii ookistlerini PZR ile hizli ve
duyarh bir yontemle arastirmis ve minimum ookist
saptama limitini 1 ookist/g olarak bildirmislerdir.
Sroka ve ark.®¥ ise T. gondii ookistlerinin belirlenme-
sinde GZ-PZR ile ¢ift turll polimeraz zincir reaksiyonu
(CT-PZR-nested PCR) yontemlerini kiyaslayarak mini-
mum ookist saptama limitini arastirmislardir. Bu ¢alis-
mada, ookist iceren su ve kedi diskisi 6rnekleri hem
GZ-PZR ile hem de CT-PZR yontemleri ile galisiimistir.
Minimum ookist limitleri, su 6rneklerinde GZ-PZR ve
CT-PZR igin sirasiyla 1-50 ve 2-20 ookist olarak belirle-
nirken, diski érnekleri icin ise 1-50 ve 50 ookist olarak
bildirilmistir. Diger bir calismada, Rahimi Esboei ve
ark.®® okiiler toksoplazmozlu hastalarin kan 6rnekle-
rinde T. gondii belirlenmesi icin RE ve B1 genlerini
hedefleyerek minimum belirlenme limitini sirasiyla bir
takizoit ve bes takizoit olarak saptamislardir.
Calismamizda elde ettigimiz verilerin diger ¢alismala-
rin verileri ile kiyaslanabilir oldugu distnilmektedir.
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Turkiye, cografi konumu geregi Asya, Afrika ve Avrupa
arasinda bir gecis noktasi oldugundan ulkemizdeki
parazit suslarinin ileri derecede ¢esitlilige sahip oldu-
gu tahmin edilmektedir. Bu ¢alisma ile P. falciparum
disinda tlkemizden elde edilen yerli parazit suslarin-
dan L. tropica, L. infantum, T. gondii ve P. vivax (Ulke-
mizdeki sitma eliminasyonundan 6nce elde edilmis)
ile PZR denemeleri yapilip uygun test kosullari igin
pozitiflik limitleri ilk kez ortaya konulmustur. icerigi
ve sonuglari gz 6niine alindiginda bu ¢alisma 6zgiin-
dir ve llkemizdeki calismalara katki saglayacagi ve
rehber olabilecegi duslinilmektedir. Bu g¢alismanin
verileri ile yapilacak sonraki ve ileri ¢calismalar Glke-
mizde bu (g parazit hastaliginin tanisi i¢in uygulana-
cak PZR testlerinin duyarlilik ve 6zglnlGgliniin gelisti-
rilmesine katki saglayacak, Glkemize 6zgii izolatlar ile
hazirlanacak tani kitleriyle bu konudaki disa bagimh-
lig1 da azaltabilecektir. Bu bilgilerin isiginda daha
fazla sayida o6rnek ve ileri ¢alismalar ile galismada
arastirilan parazitlerin GZ-PZR ile saptanmasina yéne-
lik yerli tani kitlerinin gelistirilmesi ve patent alinma-
st da planlanmaktadir.

Tesekkiir

Bu calisma Bio. Tuba Oyur’un Yuksek Lisans Tezinden
Uretilmistir. Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit
Bankasi’'na galismadaki suslarin temin edilmesinde
sagladigi katkilardan dolayi tesekkiir ederiz.
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Yazilarin sorumlulugu yazarlarina aittir.
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once bir yerde yayimlanmamis ya da yayimlamak tizere
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biciminde yayimlanmis bir 6n bildirinin bitmis bicimine
yer verilebilir.
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acisindan incelenir. Derginin istedigi forma uymayan
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yazarlarina iade edilir. Bu nedenle gereksiz yere zaman
ve emek kaybina yol agilmamasi igin, yazi sahipleri
dergi kurallarini dikkatli incelemek zorundadir.
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iki hakeme gonderilir ve hakemlerden yayina uygun
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gecen vyazilar, Yayin Kurulu tarafindan tekrar
degerlendirilir ve basilacagi yer ve sayi kararlastirilir.

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

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

Basvuru

Sadece on-line basvurular kabul edilir.

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

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

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

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

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

Metin yazimi esnasinda uyulacak kurallar

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

Yabanci dilde bashk Tirkce baslik
uyusmahdir.

On-line ilgili formlarda tiim asamalar doldurulmahdir

ile birebir

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

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

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

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

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

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

Yaninda birim gosterilmeyen ondan kiguk sayilar yazi ile
yazilmali, rakam ile yazilan sayilara takilar kesme isareti ile
eklenmelidir. U¢ hasta suslarin 28’i gibi. Miimkiin
oldugunca climlelere sayilarla baslanmamalidir.
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Bakteri tanimlamasinda ise kiglk harf kullaniimaldir.
Ornegin gram negatif kok yazilmalidir. Negatif / pozitif
kelimeleri agik olarak yazilmali; (-) veya (+) kisaltmalari
kullaniimamahdir.



Bir tesekkdir yazisi varsa Kaynaklar’dan énce olmalidir.

Calismakazanilmigbirbursveyaprojeiletamamlanmigsa
belirtilmelidir.
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birakmayiniz.
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kaynak numarasi yazar adinin yanina yazilmalidir.
Ornegin; Smith ve Gordon’a® goére .......cccecoen.....
Kaynak yazimi sirasinda bosluk birakmayiniz.
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Dergimiz, baska calismalarda bildirilen kaynaklarin
aktarma seklinde kullanilmasini kabul etmemektedir.
Yazarlar tarafindan dogrulanmayan kaynaklara bagh
olarak ¢alisma degerlendirme disi birakilabilir.

Kaynaklarda, yazar sayisinin alti veya daha az olmasi
durumunda tim yazarlarin isimleri yazilmalidir. Yazar
sayisinin altidan fazla olmasi durumunda ise ilk Gg yazarin
ismi yazilmali, sonrasinda Turkge makalelerde “ve ark.”,
ingilizce makalelerde ise “et al.” ilave edilmelidir.
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uygun olarak yapiimalidir (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nimcatalog/). Index Medicus’ta bulunmayan dergi
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kullanimina kesinlikle dikkat ediniz.

Standart Dergi Makalesi: Standart Dergi Makalesi:
Courvalin P, Davies J. Mechanisms of resistance to
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Dergi Ekinde (Supplement) yer alan makale: Snydman
DR. Shifting patterns in the epidemiology of nosocomial
Candida infections. Chest. 2003;123(Suppl 5):5S500-3.

Elektronik dergi makalesi: Lam PV, Tadros M, Fong IW.
Mandibular osteomyelitis due to Raoultella species. IMM
Case Rep. 2018;5. Internet adresi: http://...ccccoeveererennne

B. Kitaplar

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

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

Singapur; 2018. internet adresi: http://...............
Erigim tarihi: ../../20..

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

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

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

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

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

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

C. Sanal Ortam

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

Sekil, Tablo, Fotograf, Resim, Grafik

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

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

Tablolarda kullanilan kisaltmalar alt kisimda mutlaka
aciklanmalidir.

Tablolarda metnin tekrari olmamahdir

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

Fotograflar taninmayi engelleyecek sekilde olmal ve
hastalardan yazili onam alinmalidir.

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

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






