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Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Ogrencilerinde Demodex spp.
Prevalansi ve Risk Faktorleri

Prevalence and Risk Factors for Demodex spp. in Students of Vocational
School of Healthcare Services
Ulfet Cetinkaya*®, Miige Oguzkaya Artan*®, Zeynep Baykan** ©

*Erciyes Universitesi, Halil Bayraktar Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Kayseri, Tirkiye
**Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tip Egitimi Anabilim Dali, Kayseri, Tiirkiye

0z

Amag: Demodicosis, Demodex akarlarinin neden oldugu diinyanin her yerinde gériilebilen bir
hastaliktir. Bu ¢alismada, saglikli bireylerde Demodex cinsi parazitlerin prevalansinin ve risk fak-
torlerinin arastirlmasi amaglandi.

Yéntem: Calismaya, Erciyes Universitesi Halil Bayraktar Meslek Yiiksekokulu Tibbi Laboratuvar
Teknikleri Programi’nda egitim géren 92 6grenci katildi. Calismaya katilan 6grencilere 22 sorudan
olusan bir anket uygulandi. Sonrasinda Ggrencilerin yiiziinden dért farkl bélgeden (sag ve sol
yanak, alin ve gene), iki farkli yontemle selefon bant yontemi ve standart yiizeyel deri biyopsisi ile
ornek alindi ve alinan érnekler 1sik mikroskobunda 10’luk ve 40’lik objektifte incelendi.

Bulgular: Doksan iki égrencinin 33’linde (%35.9) Demodex folliculorum belirlenirken, Demodex
brevis‘e rastlanilmadi. Standart yiizeysel deri biyopsisinde D. folliculorum pozitif bulunan égren-
cilerin yalnizca %30.3’linde selefon bant yontemi ile de pozitiflik belirlendi. Pozitif 6grencilerin
%48.5’inde tek bolgede, %42.4%linde iki farkli bélgede, %6.1’inde g farkli bélgede ve %3’linde
dort farkl bélgede parazit belirlendi. Yiiz temizleme Uriinlerini kullananlarda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde pozitiflik oraninin disik oldugu belirlendi (p<0.05).

Sonug: Calismaya ddhil edilen tibbi laboratuvar teknikleri programi égrencilerinde D. folliculorum
yayginlhgi %35.9 olarak belirlendi. Bu ¢alismada Demodex spp. tanisinda selefon bant yénteminin
duyarliliginin diistik oldugu, ayrica yiiz temizleme driinlerinin kullanimi ile parazit sikhiginin azal-
digi gésterildi.

Anahtar kelimeler: Demodex, selefon bant yéntemi, standart ytizeyel deri biyopsisi

ABSTRACT
Alindig tarih / Received: Objective: Demodicosis is a worldwide disease that is caused by Demodex mites. In this study, it
04.11.2019 / 04.November.2019 was aimed to investigate the prevalence of Demodex species in healthy individuals and the
Kabul tarihi / Accepted: factors that may affect it.
06.12.2019 / 06.December.2019 Method: Ninety-two students of the Medical Laboratory Techniques Program in Erciyes University
Yayin tarihi / Publication date: Halil Bayraktar Vocational School participated in the study. A questionnaire consisting of 22
31.06.2020 / 31.June.2020 questions was applied to the students. Then, samples were collected by two different methods

(cellophane tape method and standard superficial skin biopsy) from four different areas (right
and left cheek, forehead and chin) on the face. Samples were then examined under a light

ORCID Kayitlari microscope at x100 and x400 magnifications.

Results: Demodex folliculorum was identified in 33 of 92 (35.9%) students by standard superficial
U. Getinkaya 0000-0001-5527-3741 skin biopsy, while Demodex brevis was not encountered. In 10 (30.3%) students positivity was
M. Oguzkaya Artan 0000-0001-5382-0174 determined by cellophane band method. Parasites were detected in one (48.5%), two (42.4T%),
Z. Baykan 0000-0001-9450-985X three (6.1%) and four (3%) different facial areas. A statistically significant decrease in parasite

positivity rates was detected in users of facial cleansing products (p<0.05).

Conclusion: The prevalence of D. folliculorum was found 35.9% among students who participated
in medical laboratory techniques program. This study showed that the cellophane tape method
has lower sensitivity than standard superficial skin biopsy method in the diagnosis of Demodex,

Auf: Cetinkaya U, Oguzkaya Artan M, Baykan Z. and the use of facial cleansing products reduced the frequency of the parasites.
SaglikHizmetleriMeslek Yiiksekokulu 6grencilerinde

Demodex spp. prevalansi ve risk faktorleri. Turk . . .
Mikrobiyol Cemiy Derg. 2020;50(2):63-9. Keywords: Demodex, cellophane tape method, standard superficial skin biopsy
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GiRiS

Demodex cinsi parazitler, akar gurubunda bulunan
sirekli ektoparazitlerdir. Demodex folliculorum ve
Demodex brevis olmak lzere insanda enfestasyona
neden olan iki tir bulunmaktadir. D. folliculorum kil
folikillerinin infundibulum bolimiinde gruplar
halinde yasamakta olup, D. brevis’e kiyasla daha
uzundur. D. brevis ise sebase ve meibomian bezlerin-
den beslenerek yasamini stirdirmektedir®3).

Demodex folliculorum ve D. brevis'in tek konagi
insandir. Disi parazit, folikil agikliginda déllendikten
sonra yumurtasini kil foliktltne birakir. Yaklasik iki-ti¢
glin sonra yumurtadan c¢ikan larvalar Ug-dort gilin
sonra protonimf, sonra da deutonimflere donisir.
Folikul agikligina ilerleyen parazit, iki-ug glin igerisin-
de eriskin sekle donisir. Parazitin yasam siresi yak-
lasik 15 glndur. Akarlar foliktldeki epitel hiicreleri-
nin icerigi ve sebum ile beslenir. Demodex dagilimi
vilcutta dengeli olmayip, en ¢ok sebase bezlerin ¢ok
saylda oldugu ve sebum Uretiminin arttigi yerler olan
nazal deri folikilleri, burun, yanaklar, alin ve perioral
bolgelerde bulunmakta, folikiil sayisinin az, sebum
Gretiminin dusik miktarda oldugu vicut kisimlarinda
ise gorilmemektedir®4,

Tanida punch biyopsisi, deri kazintisi, selofan bant ve
standart ylzeyel deri biyopsisi (SYDB) gibi farkl yon-
temler kullanilmaktadir. Parazitin patojenitesinin
saptanabilmesi icin cm?deki akar yogunlugu 6nem
tasimaktadir. Tani yontemlerinden SYDB tekniginde
derinin kornum tabakasinin ytizeyel kismi ile birlikte
folikul igerigi tamamen toplanmaktadir. Bu islemin
taniyi ve cm?deki akar sayisinin saptanmasini kolay-
lastirdigi bildirilmektedir®>®,

Ortak esya kullanimi, yakin temas ve hijyen sartlarina
dikkat edilmemesi sonucunda bulasan bu akar, bir-
cok arastirmaciya gore etkenlerin bulunduklari yerde
sayllarinin artmasiyla patojen hale gegip ¢esitli semp-
tomlara yol agmaktadir”). Bu calismada, saglikli yik-
sekokul 6grencilerinde Demodex cinsi parazitlerin
yayginhginin ve etki edebilecek faktorlerin farkli yon-
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temler kullanilarak arastiriimasi amaglanmistir.
GEREC ve YONTEM

Orneklem grubu: Bu ¢alisma Erciyes Universitesi, Halil
Bayraktar Saglik Hizmetleri Meslek Yiksekokulu’nda,
Nisan 2019-Mayis 2019 tarihleri arasinda yurituldu.
Calismaya, Tibbi Laboratuvar Programi’nda egitim
gdren toplam 92 kisi katilmistir. Erciyes Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu’'ndan galismayla ilgili onay (Tarih:
06.03.2019; Karar No: 2019/152) alindiktan sonra
¢alismaya katilmayi kabul eden 6grencilere bilgilendi-
rilmis olur formu okunarak imzalatildi.

Ornek materyallerinin alinmasi: Calismaya katilmay:
kabul eden 6grencilere dncelikle bu parazitlerin sikli-
gini etkileyebilecek parametreler ile ilgili sorulari ve
bazi kisisel bilgileri iceren toplam 22 sorudan olusan
bir anket uygulandi (Tablo 1). Daha sonra yiz bolge-
sinde dort farkh bolgeden (sag ve sol yanak, alin ve
cene) iki farkli yontemle 6rnek alindi. Gondllilerden
ilk olarak selefon-bant yontemi ile 6rnek alindi. Bu
yontem icin yaklasik 5 cm buyikliglinde selefon
bant kesildi ve 6rnek alinan boélgeye yapistirildi. Daha
sonra yavasca kaldirilan bant lam (izerine yapistirildi
ve sonrasinda ise SYDB yontemi ile ayni bolgelerden
ornek alindi. Bu yontem igin ilk olarak lam Gzerine 1
cm’lik bir daire ¢izildi. Lamin diger tarafina ise 1
damla siyanoakrilat damlatildi ve deri bdlgesine
yapistirildi. Yaklasik bir dakika sonra lam yavasca kal-
dirilarak materyal alinan bolgesine iki-U¢ damla
immersiyon yagi damlatip lamel ile kapatildi. Her iki
yontemle hazirlanan preparatlar ayni giin icerisinde
1sik mikroskobunda 10’luk ve 40’lk objektifte ince-
lendi. SYDB ile hazirlanan 6rneklerde cm’deki parazit
yogunlugu belirlendi, selefon bant yontemi ile elde
edilen preparatlar ise yalnizca pozitif veya negatif
olarak degerlendirildi.

istatistiksel analiz: Analizler icin SPSS 22.0 (Chicago,
lllinois, ABD) istatistik paket programi kullaniimistir.
Veriler sayi ve yiizdelerle ifade edildi. Istatistiksel
analizlerde ¥? testi ve Fisher’in kesin x? testi kullanil-
di. Tim degerlendirmelerde p<0.05 istatistiksel ola-
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rak anlaml kabul edildi. Yiz bolgelerine gore akar
yogunlugu arasinda fark olup olmadigini degerlendir-
mek i¢in Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi.

BULGULAR

Arastirmaya katilan 92 6grencinin 33’linde (%35.9)
D. folliculorum belirlendi (Sekil 1 A,B). Calismada,
D. brevis’e rastlaniimadi. Ogrencilerde parazit varligi-
nin cesitli sosyodemografik 6zelliklere gore dagihimi
Tablo 1’'de gosterildi.

SYDB ile 33 6grencide parazit belirlenirken, bu 6gren-
cilerin yalnizca onunda (%30.3) selefon bant yontemi

ile de pozitiflik bulundu. Selefon bant yonteminin
duyarhligi SYDB yontemi referans yontem olarak
kabul edildiginde, %30.3 [selefon yonteminin sapta-
digi hasta sayisi / SYDB ile pozitif saptanan toplam
hasta sayisix100 (10/33x100)], ozgullugi ise %100
[selefon yonteminin negatif saptadigi kisi sayisi /
toplam SYDB ile negatif saptanan kisi sayisix100
(59/59x100)] olarak hesaplandi.

Bakilan degiskenler arasinda yalnizca yiiz temizleme
Granleri kullanimi ile parazit pozitifligi arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (p<0.05). Yiz
temizleme Urunleri kullananlarin %25’inde, kullan-
mayanlarin %56.2’sinde parazit pozitifligi saptandi.

Tablo 1. Ogrencilerde parazit varliginin gesitli sosyodemografik 6zelliklere gére dagilimi.

Pozitif Negatif Toplam p
n (%) n (%) n (%)

Yas gruplari
18-25 30 (34.1) 58 (65.9) 88 (95.6) 0.130
>25 3 (75.0) 1(25.0) 4 (4.4)

Cinsiyet
Erkek 5(31.3) 11 (68.7) 16 (17.4) 0.779
Kadin 28 (36.8) 48 (63.2) 75 (82.6)

Medeni durum
Bekar 32 (36.0) 57 (64.0) 89 (96.7) 1.000
Evli 1(33.3) 2 (66.7) 3(3.3)

Kaldigi yer
Tek yaslyor - - - 0.438
Devlet yurdu 6 (35.3) 11 (64.7) 17 (18.5)
Ozel yurt 2(33.3) 4 (66.7) 6 (6.5)
Ailesi ile 25 (39.7) 38 (60.3) 63 (68.5)
Arkadaglari ile - 5(100.0) 5(5.4)
Diger - 1(100.0) 1(1.1)

Cilt hastaligi
Var - 4 (100.0) 4(4.3) 0.293
Yok 33(37.5) 55 (62.5) 88 (95.7)

Kronik hastaligi
Var 2(22.2) 7(77.8) 9(9.8) 0.481
Yok 31(37.3) 52 (62.7) 83(90.2)

Surekli ilag kullanimi
Var 4 (33.3) 8 (66.7) 12 (13.0) 1.000
Yok 29 (36.3) 51 (63.8) 80 (87.0)

Sivilce
Var 21(36.2) 37 (63.8) 58 (63.0) 1.000
Yok 12 (35.3) 22 (64.7) 34 (37.0)

Giinluk yiiz yikama sikhgi
1 kez 1(20.0) 4 (80.0) 5(5.4) 0.080
2 kez 22 (46.8) 25 (53.2) 47 (51.1)
>3 kez 10 (25.0) 30 (75.0) 40 (43.5)

65



Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(2):63-9

Tablo 1 (devam).

Pozitif Negatif Toplam p
n (%) n (%) n (%)
Yiiz yikama durumu
Bol sabunlu su ile 6(33.3) 12 (66.7) 18 0.502
Sabunlu su ile 11 (30.6) 25 (69.4) 36
Sadece su ile 15 (45.5) 18 (54.5) 33
Diger 1(20.0) 4 (80.0) 5
Cilt tipi*
Yagh 12 (42.9) 16 (57.1) 28 (30.4) 0.683
Kuru 8 (44.4) 10 (55.6) 18 (19.6)
Karma 13 (34.2) 25 (65.8) 38 (41.3)
Giines kremi kullanimi
Var 12 (35.3) 22 (64.7) 34 (37.0) 1.000
Yok 21 (36.2) 37 (63.8) 58 (63.0)
Nemlendirici krem kullanimi
Var 22 (35.5) 40 (64.5) 62 (67.4) 1.000
Yok 11 (36.7) 19 (63.3) 30 (32.6)
Yiiz temizleme iiriinleri kullanimi
Var 15 (25.0) 45 (75.0) 60 (65.2) 0.006
Yok 18 (56.2) 14 (43.8) 32 (34.8)
Makyaj yapma
Var 21 (36.2) 37 (63.8) 58 (63.0) 1.000
Yok 12 (35.3) 22 (64.7) 34 (37.0)
Cilt bakimi
Duzenli olarak yaptiririm. 1(16.7) 5(83.3) 6 (6.5) 0.504
Duizenli olmasa da yaptiririm. 8(33.3) 16 (66.7) 24 (26.1)
Hig yaptirmadim. 24 (38.7) 38 (61.3) 62 (67.4)
Yiizde kasinti
Var 10 (41.7) 14 (58.3) 24 (26.1) 0.621
Yok 23 (33.8) 45 (66.2) 68 (73.9)
Yizde kizarikhk
Var 15 (34.9) 28 (65.1) 43 (46.7) 1.000
Yok 18 (36.7) 31(3.3) 49 (53.3)
Evcil hayvan besleme
Var 4(57.1) 3(42.9) 7(7.6) 0.245
Yok 29 (34.1) 56 (65.9) 85 (92.4)
Kullanilan havlu tiirii
Var 5 (35.7) 9 (64.3) 14 (15.2) 1.000
Yok 28 (35.9) 50 (64.1) 78 (84.8)
Ortak el-yiiz havlusu kullanimi
Var 20 (46.5) 23 (53.5) 43 (46.7) 0.053
Yok 13 (26.5) 36 (73.5) 49 (53.3)
Ortak banyo havlusu kullanimi
Var 4(57.1) 3(42.9) 7(7.6) 0.245
Yok 29 (34.1) 56 (65.9) 85 (92.4)
Akarlarin yiiz bolgesindeki dagilimlari Tablo 2’de gos- bélgede parazit belirlendi. Ogrencilerin yiiz bélgele-
terildi. Otuz ¢ 6grenciden 16’sinda (%48.5) tek bol- rine gore akar yogunluklari arasinda istatistiksel ola-
gede, 14’linde (42.4) iki farkli bolgede, ikisinde rak fark saptanmadi (p>0.05).

(%6.1) Ug farkl bolgede ve birinde (%3.0) dort farkli
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Sekil 1. Demodex folliculorum. A. Selefon bant yontemi ile alinan 6rnek, B. Standart yiizeyel deri biyopsisi ile alinan 6rnek.

TARTISMA

Demodicosis, Demodex akarlarinin neden oldugu irk
ve cinsiyet farki gézetmeden diinyanin her yerinde
goriilebilen bir hastaliktir. insanda neden olduklari
klinik bulgular hakkinda farkli diistinceler mevcuttur.
Demodex cinsi parazitlerin sistemik ve dermatolojik
rahatsizlikla iliskisinin arastirildigi birgok c¢alisma
vardir®9, Ayni zamanda bu calismada oldugu gibi
bircok calismada, farkli amaglarla saglikh bireylerde
prevalans arastirmasi yapilmistir. Yazar ve ark.®V
selofan-bant yontemiyle 171 lniversite 6grencisinin
%2.9'unda, Kaya ve ark.t? yine selofan-bant yénte-
miyle 347 erkek 6grencinin %2.7’sinde, Karaman ve
ark.™® 300 Universite 6grencisinde SYDB ydntemiyle
%37’sinde, Kaplan ve ark.*® SYDB yéntemi ile 258
Universite 6grencisinin %10.07’sinde, Zeytun ve ark.
(15 SYDB yontemi ile (Universite 6grencilerin
%50.1’inde, Ozdemir ve ark.“® SYDB yéntemi ile 270
Universite 6grencisinin %47.4’tinde parazit belirle-
diklerini bildirmislerdir. Calismamizda, Universite
Ogrencilerinde SYDB ile %35.9 oraninda pozitiflik
belirlenmis ve bu sonug¢ SYDB ile yapilan tlkemiz

Tablo 2. Akarlarin yiiz bélgesindeki dagilimi ve yogunlugu.

¢alismalari ile uyumlu bulunmustur. Selefon bant
yontemi ile yapilan incelemelerde ise, 6grencilerin
yalnizca %10.8’inde pozitiflik belirlenmistir. Demodex
cinsi parazitlerin tanisinda kullanilan en yaygin yon-
tem SYDB olup, bu yéntemle ayni zamanda cm?deki
parazit yogunlugu da belirlenebilmektedir. Selefon
bant yontemi ise basit ve altyapisi tam olmayan labo-
ratuvarlarda kolayca uygulanabilecegi diisiinilen bir
yontemdir?”. Calismamizda, selofan bant yontemi-
nin duyarliligi %30.3 olarak hesaplanmis olup, parazi-
ti belirlenmede yetersiz kaldigi agikga gosterilmistir.
Ayrica selefon bant yonteminde incelenmesi gereken
daha genis alan bulunmasi, inceleme igin daha uzun
siirenin gerekmesi ve bant yapiskanlarindan dolayi
sahanin ¢ok karisik goriinmesi bu yéntemin dezavan-
tajlarindandir (Sekil 1A,B).

Calismamizda selefon bant yontemi ile benzer grup-
larda yapilan diger calismalara oranla daha yiiksek
pozitiflik belirlenmistir. Calismalar arasindaki bu far-
kin 6grencilerden alinan 6rneklerin bdlgesine ve
sayisina bagli olarak farklihk gosterdigi distintilmek-
tedir. Yapilan galismalarda, ¢ogunlukla iki farkl bolge-

Yiiz Bolgesi insidans* Toplam Yogunluk Ortalama Yogunluk Ortanca Yogunluk
Sag yanak 18/33 (%54.5) 50 2.78 2.00
Sol yanak 22/33 (%66.7) 60 2.73 1.00
Alin 9/33 (%27.2) 21 2.33 1.00
Cene 5/33 (%15.2) 8 1.60 1.00

*Yiizdeler 33 Ggrenci tizerinden alinmistir.
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den drnek alinmistir®4, Tablo 2’de gorildigi gibi
parazitin ylz bolgesindeki dagilimi ve yogunlugu
farklilik gdstermektedir. Ornek sayisinin ve érnek ali-
nan bolgenin cesitliliginin artmasi parazit belirleme
olasiligini da arttirmaktadir.

Cinsiyetle parazit gériilme arasinda anlamli bir iligki-
nin olmadigl ve parazitin yas ilerledikce daha sik
gorilecegi cesitli calismalarda gosterilmistir®3-20),
Calismamizda, diger galismalara benzer sekilde cinsi-
yet ile parazit gorilmesi arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Calismamiza katilan gondalliler
cogunlukla 18-25 yas arasindaydi. Bu nedenle yas ile
prevalans arasindaki iliski acisindan yeterli veri sagla-
mamigstir.

Demodex cinsi parazitlerin insandan insana yakin
temas ile bulasabilecegi, yurt, kres gibi kalabalik
yasam alanlarinda ve temizlik gereglerinin ortak kul-
lanildigi yerlerde parazitin daha kolay bulasabilecegi
diusinulmektedir®'8), Okyay ve ark.?" kalabalik
gruplarda yasam kosullarinin, giinliik yiz yikama sik-
liginin ve losyon kullanimi gibi hijyenik ve kozmetik
uygulamalarin Demodex spp. prevalansina etki etme-
digini bildirmislerdir. Benzer sekilde Kaplan ve ark.*®
da giinltk el yiz yikama sikhgi, havlu kullanimi, evcil
hayvan bulundurma ve birlikte yasanan insan sayisi
gibi kisisel hijyen aliskanliklarin ve yasam ortaminin
Demodex spp. sikligi ile herhangi bir iliski gdsterme-
digini bildirmislerdir. Durmaz ve ark.?® yiiz yikama
sikhginin arttikca Demodex spp. enfestasyonunun
arttigini fakat bu durumun istatistiksel olarak anlam-
Il olmadigini Zeytun ve ark."*® ginluk yuz yikama
sikhginin ve ortak havlu kullaniminin Demodex spp.
sikhgini etkiledigini benzer sekilde Forton ve ark.??
sabun ile ylzini yikayanlarda Demodex akarlarinin
daha az goruldiguni bildirmislerdir. Calismamizda
ortak el-yliz havlusu veya banyo havlusu kullananlar
da, yalnizca su ile yiiziini yikayanlar da, evcil hayvan
besleyenlerde, yiiz bolgesinde kasinti yakinmasi
olanlarda yliksek oranda parazit belirlenmistir.
Gunlik yiz yikama sikligi ¢ ve Gzerinde olanlar ile
dizenli olarak cilt bakimi yaptiranlarda ise parazit
sikhginda dusls oldugu gorilmistir. Fakat bu farklar
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istatistiksel olarak anlamli degildir. Yalnizca yiiz temiz-
leme drinleri kullanimi ile parazit pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur
(p<0.05). Bu durum cilt bakiminin ve hijyenin parazit
sikligini azalttigini gosterebilir, fakat bu durum konu
ile ilgili daha fazla calismayla desteklenmelidir.

Sonug olarak, tibbi laboratuvar teknikleri programi
Ogrencilerinde parazit yayginlig1 %35.9 olarak belirlen-
mistir. Bugalismada, selefon bant yonteminin Demodex
spp. tanisi icin uygun olmadigi goérulmustar.
Calismamizda, ylUz temizleme rinleri kullanan birey-
lerde parazit sikhginin belirgin oranda azaldig belir-
lenmis olup, dizenli yapilan cilt bakimi ile demodex
cinsi parazitlerle iliskili ¢esitli dermatolojik hastalikla-
rinda onine gecilebilecegi dusiincesine variimistir.
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0z

Amag: Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yiritilen arastirmalara farkl 6zelliklere sahip ¢ok sayi-
daki tiriin ve izolatin déhil edilmesi ¢alisma verilerini degerli kilan énemli gdstergelerden biridir.
Bu amagla her laboratuvar ézgiin bir sus koleksiyonu olusturur. Bunun stirdirdlebilirligi igin tercih
edilen saklama yéntemi izolatlarin uzun stireli saklanmasina ve hiicrelerin canli ve stabil kalmasi-
na uygun olmalidir. Bu ¢alismada, Candida tiirlerinin sogukta saklama kosullarina olan dayanik-
Iiliklarinin tiir diizeyinde incelenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Calismaya 10 yildan daha uzun bir siiredir laboratuvarimizda saklanan (-20°C’de bon-
cuklu saklama tiipleri icerisinde) ve bu siire zarfinda izerlerinde herhangi bir canlandirma islemi
veya farkli bir ¢calisma yapilmayan, klinik 6rneklerden elde edilmis 94 stok Candida izolati déhil
edilmistir. Calisma oérneklerinden sivi ve kati besiyerlerine pasajlar alinarak canlanan suslarin
glincel rutin tani yéntemleriyle dogrulamasi yapiimistir.

Bulgular: Calisma izolatlarinda canlanma orani Candida parapsilosis icin %59.1 (13/22), Candida
glabrata igin %41.7 (5/12), Candida tropicalis icin %25 (4/16) ve Candida albicans igin %9.52
(4/42) olarak bulundu. C. parapsilosis izolatlarinin canli kalma orani, C. albicans ve C. tropicalis
izolatlari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (sirasiyla
p<0.0001 ve p=0.037).

Sonug: Bu ¢alismada sunulan veriler yiiksek sicakliklarda canliligini siirdiirebilen, soguk kosullara
adapte olan ve hastane ortamlarinda uzun siire canliligini stirdiirebilen bir tiir olan C. parapsilosis
izolatlarinin soguk saklama kosullarina C. albicans basta olmak iizere C. tropicalis ve C. glabrata
tirlerinden daha dayanikli oldugunu desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Candida, maya, boncuklu saklama tiipi
ABSTRACT

Objective: Studies conducted in microbiology laboratories with the inclusion of huge amount and
variety of species and isolates are important indicators that render them valuable. For this
purpose, each laboratory creates its own unique strain collection. For the sustainability of this
procedure, the preferred storage method should be suitable for long-term storage of the isolates
that keep the cells alive and stable. In this study, it was aimed to investigate the viability of
Candida species in cold storage conditions at species level.

Method: The study included 94 stocks of Candida isolates obtained from clinical samples that had
been stored in our laboratory for more than 10 years (in Cryobank vials with beads at -20°C) and
had not undergone any recultivation or other recovery procedures during this period. Samples
were passaged into liquid and solid media and recovered strains were confirmed with current
routine diagnostic methods.

Results: The recovery rate of the study isolates was found 59.1% (13/22) for Candida parapsilosis,
41.7% (5/12) for Candida glabrata, 25% (4/16) for Candida tropicalis, and 9.52% (4/42) for
Candida albicans. The recovery rate of C. parapsilosis isolates was found to be significantly higher
compared to C. albicans and C. tropicalis isolates (p<0.0001 and p=0.037, respectively).
Conclusion: The data presented in this study support that C. parapsilosis isolates, which can
survive at high temperatures, adapt to cold conditions and survive in hospital environments. They
are also more stable under cold storage conditions than C. tropicalis C. glabrata, and especially
C. albicans species.

Keywords: Candida, yeast, cryobank vials with beads
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GiRiS

immiin yetmezlikli hastalarin sayisindaki artis ile
beraber sistemik fungal enfeksiyonlarin insidansi da
artis egilimindedir. Candida turleri glinimuzde has-
tane enfeksiyonu etkenleri arasindaki sik karsilasilan
etkenler arasinda yer almaktadir®?. Mukozal yiizey-
lerden c¢ok ciltte bulunabilen ekzojen bir patojen
olan Candida parapsilosis, kateterlerde ve diger imp-
lante cihazlarda (6rnegin total parenteral nutrisyon
setleri) biyofilm olusturma yetenegi, el ile tasinarak
nozokomiyal yayilma ve gevresel kosullara dayanikli-
lig1ile hastane ortamlarinda persistans gostermesiile
6ne cikar®. Bu dzellikleri ile kan dolasimi ve mukozal
enfeksiyonlarda sik karsilagilan bir firsat¢i patojen
olan C. parapsilosis dzellikle yenidogan yogun bakim
Unitelerinde ortaya ¢ikan hastane enfeksiyonlari ile
iliskilidir®-®,

Candida parapsilosis kompleksi, fizyolojik ve morfo-
lojik olarak ayirt edilemeyen ancak genetik yonden
farkhhk gosteren (g ayri tirden olusur; C. parapsilosis
sensu stricto (en sik saptanan tiir), C. orthopsilosis ve
C. metapsilosis”?®. C. parapsilosis insanlar ve meme-
lilerde mukoza, deri ve tirnaklardan izole edilebil-
mektedir ve evcil hayvanlar, bocekler, toprak ve
deniz ekosistemi de dahil olmak Uzere dogada, bula-
stk makineleri ve su dagitim sistemleri gibi konutlar-
daki insan yapimi ortamlarda yaygin olarak bulunan
bir tirdlr®Y, C. parapsilosis’in termofilik ve halofilik
ozelliklere sahip oldugu ve zorlu kosullara tolerans
gosterebildigi gosterilmistir. Bir calismada, C. parapsilosis
izolatlarinin, 10°C ila 37°C arasinda degisen sicaklik-
larda ve 4 ila 10 arasinda degisen pH degerlerinde
cogalabildigi ve %5-10 NaCl'yi tolere ettigi
bildirilmistir®®, Baska bir calismada, C. parapsilosis
izolatlarinin 40°C'yi tolere edebildikleri ve bazi izolat-
larin 45°C inklbasyon kosullarinda canh kalabildikleri
gosterilmistir®. Soguk kosullarda aktif kalabilen
Candida turleri bu 6zellikleri ile gesitli tibbi ve ekono-
mik sonuglara neden olmaktadir. Transplante edile-
cek dokularin soguk saklama kosullarinda kontami-
nasyona yol agabilen Candida tiirlerinin kornea nakil-
lerinde postkeratoplasti enfeksiyonlarindan izole

edilen en yaygin mantar tdrleri oldugu bildirilmis-
tir®223) Bu sorunu asabilmek icin yirutilen calisma-
larda, 6zellikle amfoterisin B ve ayrica vorikonazolin
transplante edilecek dokularin Candida turleri ile
kontaminasyonuna karsi soguk saklama kosullarinda
(+4 ve +8°C’lerde 24-72 saat) koruyucu etkinlik gos-
terdigi bildirilmistir®). C. parapsilosis’in de dahil
oldugu bazi Candida tirleri ve bir grup maya tiri
soguga adapte olmus mayalar (“cold-adapted yeast”)
olarak tanimlanmakta ve soguk saklama kosullarinda
sut ve sit Grlnlerinde bozulmalara neden olduklari
bildiriimektedir®®. Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlari
acisindan bakildiginda Candida tirlerinin soguk
kosullarda canliliklarini devam ettirebilme 6zellikleri
secilen izolatlarin hangi kosullarda ne kadar sire ile
saklanabilecegini bilmemiz agisindan énemlidir.

Mikoloji laboratuvarlarinda ¢esitli mantarlar koken-
leri sistematik arastirmalar ve egitim amaciyla steril
distile suda, toprak veya kumda, madeni yagla kap-
lanmis yatik agar besiyerlerinde, -20°C ve -70°C derin
dondurucularda, silika jelde, sivi nitrojende veya liyo-
filize edilerek saklanabilmekte veya kisa sireli sakla-
ma durumlarinda canhhg devam ettirebilmek igin
ardisik pasajlar tercih edilebilmektedir®’-29, Gecmiste
yapilan gesitli calismalarda saklanan izolatlarin daya-
nikliliklarinin ve canh kalma siirelerinin tercih edilen
saklama yontemine, saklama siresi ve kosullarina,
mantarlarin cins ve tirlerine gore belirgin derecede
degistigi gosterilmistir?24. Bu c¢alismada, 10 yildan
daha uzun bir siliredir boncuklu saklama tupu igeri-
sinde -20°C’de dondurularak sakladigimiz ve bu siire
zarfinda herhangi bir calisma veya arastirma icin kul-
lanilmamis olan Candida izolatlarimizin canh kalma
oranlari arastirilmis ve bu izolatlarin dayanikhligini
belirlemede etkili olabilecek faktorler tartigilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismaya, 01.05.2007 tarihinden 31.12.2007 tari-
hine kadar gegen 8 aylik slre igerisinde GATA
Haydarpasa Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde cgesit-
li kliniklerde yatarak tedavi géren hastalardan izole
edilen hastane enfeksiyonu etkeni 94 stok Candida
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izolati dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen suslar
daha oOnceki bir calisma sirasinda hem geleneksel
[germ tip testi, klamidospor olusturma, API ID 32C
(BioMérieux, Fransa), CHROMagar Candida (BBL,
Fransa) gibi], hem de molekiler yontemlerle (PCR-
RFLP) tiplendirilmistirl?. Bu izolatlar Gzerinde 10 yih
askin bir sure zarfinda herhangi canlandirma veya
fakli bir ¢alisma yapiimamistir. Diger yontemlerle
tam olarak tanimlanamayan Candida haemulonii
izolatinin tanimlanmasi MALDI-TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry) yontemi ile canlandirma sonrasi
yapilmistir.

Besiyerleri: Sabouraud Dekstroz Agar (SDA, %4 glu-
kozlu, Merck); Besiyeri igerigi; D(+)-glukoz 40 g/L
(g/litre), pepton 10 g/L, agar-agar 15 g/L. Toz
halindeki besiyeri karisiminin 65 g’i 1.000 ml distile
su igerisinde eritildi ve otoklavda 121°C 15 dakika
sterilize edilip, steril cam petri plaklarina 4-6 mm
(milimetre) kalinliginda dokdld.

Sabouraud Dekstroz Broth (SDB, Merck); Besiyeri
icerigi; D(+)-glukoz 20 gr/L, pepton (meat) 5 g/L,
pepton (kazein) 5 g/L. Toz halindeki besiyeri karisimi-
nin 30 g’1 1.000 mL distile su icerisinde eritildi ve cam
tiplere beser mL dagitildi. Cam tipler igindeki besi-
yerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika tutularak steri-
lize edildi.

Boncuklu Saklama Tiipii: Ticari olarak kullandigimiz
sistem (Mast Cryobank, ingiltere), 25 adet gdzenekli
renkli boncuk ve bir kriyo-prezervatif sivi iceren steril
tlplerden olusmaktadir. Boncuklu saklama tipleri
kullanim ©Oncesi oda isisinda saklanmaktadirlar.
Boncuklarin gozenekli yapilari hiicrelerin boncuk
ylzeyine yapismasini saglar ve boncuklar depolanan
hiicreler icin tasiyict gorevi gorirler. Bir izolat bu
sekilde saklandiginda 25 veya daha fazla pasaj yapma
olanagi saglanmis olur.

Suslarin Stoklanmasi: Uygun kosullarda alinip mikro-

biyoloji laboratuvarina transportu saglanan klinik
orneklerde Greyen ve yukarida belirtilen yontemlerle
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tanimlanan izolatlarin SDA ve “CHROMagar Candida”
(CAC) besiyerlerine tek koloni pasajlari yapilarak izo-
latlarin tima saflastirildi ve boncuklu saklama tiple-
rinde -20°C’de laboratuvar tipi derin dondurucuda
saklandi. Her bir izolat icin, saklama tuplerinin kriyo-
jenik sivisi yaklasik olarak 3 veya 4 McFarland stan-
dardina esdeger bir yogunluga sahip olacak sekilde
inokiile edildi. inokiilasyon sivisi, siispansiyonu emdil-
siyon haline getirmek ve hicrelerin boncuklara
tutunmasini saglamak igin dort veya bes kez calka-
landi ve karistirildi. Daha sonra kriyojenik sivinin
fazla olan kismi uzaklastirildi ve boncuklarin donma
sirasinda birbirine yapismasini engellemek ve sis-
pansiyon tabakasinin sisenin dibinde kalmasina izin
vermek icin az bir miktar sivi birakildi. Siseler daha
sonra -20°C’de tutuldu. ilk stoklama sonrasi canlilhk
kontroll igin stoklama isleminden 1-2 hafta sonra
her bir kiltirden birer boncuk alinarak canhhk ve
morfolojik ozellikleri kontrol edildi ve tim stok kul-
trlerinin uzun sireli saklanmaya uygun oldugu goz-
lemlendi. izolatlarin bulundugu boncuklu saklama
tipleri 2008 yilinda istanbul’dan Ankara’ya soguk
transport sartlarina uyulmaksizin tasindi. Daha son-
raki sirecte Ankara’da laboratuvar kosullarinda
-20°C’de korundu. Laboratuvarimizda derin dondu-
rucunun calismasi kalite kontrol uygulamalari kapsa-
minda diizenli olarak takip edilmektedir.
Laboratuvarimiz hastane gii¢ kaynagina bagl oldu-
gundan, sonraki saklama siirecinde kiilturlerin canl-
ligini 6nemli Glclide azaltan yineleyen donma ve
¢ozilme olayl (uzun sireli elektrik kesintileri gibi)
meydana gelmemistir.

Stok Suslarin Canlandirilmasi: Calismaya dahil edi-
len 94 izolatin stoklandigi boncuklu saklama tlple-
rinden ilk olarak, cam tipler igerisinde hazirlanan
steril SDB besiyerlerine ekimler yapildi. izolatlarin ani
1st degisimlerinden etkilenmemesi icin boncuklar
oda sicakhginda bekletilen sivi besiyerlerine inokiile
edildi ve bu besiyerleri birka¢ saat icerisinde etlive
alindi. En az iki glinlik inkiibasyonu (37°C’lik etlivde;
48-72 saat) takiben Ureme gozlenen kaltir tiplerin-
den kati besiyerlerinde pasajlari yapildi. Ureme
olmayan boncuklu saklama tuplerinden ikinci pasaj-
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lar alindi ve ayni islemler tekrarlandi. Son olarak
ikinci pasajlarinda da tGreme olmayan saklama tiiple-
ri icerisine sivi besiyeri eklenip 37°C’lik etlivde 48-72
saat inklbe edildi ve kati besiyerlerine pasajlari alin-
di. Canlandirilan izolatlarin tanimlamalari laboratu-
varimizda kullanilan rutin tani yontemleri ile dogru-
landi.

Veri Analizi ve Karsilastirmalar: Ayni ortamda ve esit
kosullarda saklanan izolatlarin canl kalma oranlari
icin tlir ve izole edildikleri klinik 6rnekler icin karsilas-
tirmalar ve temel istatistiksel hesaplamalar yapildi.
Sonuglar %95 gliven araliginda, anlamlilik ise p<0.05
dizeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Calisamaya dahil edilen izolatlardan [Candida
albicans 42 izolat, C. parapsilosis 22 izolat, Candida
tropicalis 16 izolat, Candida glabrata 12 izolat,
Candida krusei bir izolat ve C. haemulonii bir izolat]
%29.8'i (28/94) stoklandiklari dénemden on yildan
daha uzun bir sire sonra pasajlandiklari kiltirlerde
Uredi. Her bir tiirlin canlanma oranlari Sekil 1’de gos-
terilmektedir.

izolatlarin canlanma oranlarinin ayrintili karsilastiril-
masli Tablo 1’de yer almaktadir. Canlanma orani
C. parapsilosis suslarinda %59.1 (13/22) iken,
C. albicans suslarinda %9.52 (4/42) olarak bulundu
(x? testi, p<0.0001). C. glabrata ve C. tropicalis susla-

Canlanan izolat
Sayist

B Canlanma Olmayan
Izolat Say1s1

Sekil 1. Candida tiirlerinin canlanma oranlari.

rinda canlanma oranlari sirasiyla %41.7 (5/12) ve
%25 (4/16) olarak bulundu. Canlanma orani ikinci en
yuksek tur olan C. glabrata suglari diger tirler ile
karsilastirildiginda yalnizca C. albicans ile canlanma
oranlari arasinda anlamli bir fark bulundu. C. krusei
ve C. haemulonii igin tek izolat olmalari nedeniyle
istatistiksel karsilastirmalar yapilmadi. C. parapsilosis
ile diger turlerin canlanma oranlarinin karsilastirma-
lari Tablo 1’dedir.

Saklanan izolatlar igin saklama siresi, saklama orta-
mi (boncuklu saklama tipleri), saklama sicakligi
(-20°C), saklamada kullanilan elektrikli cihaz gibi kar-
silastirmali sonuglari dogrudan etkileyebilecek para-
metreler tim izolatlar igin ayni sekildeydi.

izolasyon bélgelerine gére karsilastirmalar yapildi-
ginda “kan, kateter ve yara” izolatlarinda canlanma
orani %42 (21/50) iken, “idrar ve genital bolge”

Tablo 1. Candida tiirlerinde canlanma oranlari ve oranlarin tiirler arasinda karsilastiriimasi.

Canlanan izolat

Canlanma oranlarinin karsilagtiriimasi

Tiir adh izolat sayisi n % C. parapsilosis C. glabrata
C. albicans 42 4 9.52 p<0.0001* p=0.0188**
C. parapsilosis 22 13 59.1 - p=0.329*
C. tropicalis 16 4 25 p=0.037* p=0.431**
C. glabrata 12 5 41.7 p=0.329* -

C. krusei 1 1 100 - -

C. haemulonii 1 1 100 - -
Toplam 94 28 29.8 - -
Non-parapsilosis 72 15 20.8 p=0.000595* -
Non-glabrata 82 23 28 - p=0.499**

*¥?, **Fisher’in kesin x* testi.
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Tablo 2. Candida tiirlerinin izole edilme bolgelerine gére canlanan izolat sayilari.

Kan, kateter, yara

Agiz, solunum yolu

idrar, genital 6rnekler

Tiir adh Canlanan Kayip Canlanan Kayip Canlanan Kayip
C. albicans 3 13 0 8 1 17

C. parapsilosis 13 8 0 0 0 1

C. tropicalis 3 7 0 1 1 4

C. glabrata 1 1 0 1 4 5

C. krusei 0 0 1 0 0 0

C. haemulonii 1 0 0 0 0 0
Toplam (%) 21 (42) 29 (58) 1(9.1) 10 (90.9) 6 (81.8) 27 (18.2)

orneklerinden izole edilen suslarda canlanma orani
%18.2 (6/33) idi ve iki oran arasindaki fark istatistik-
sel olarak anlamli bulundu (Tablo 2, p=0.023381).

TARTISMA

Mantarlar farkli 6zelliklere sahip ¢ok sayida tiirden
olusan bir grup oldugundan, zaman icinde kaltirlerin
canlihgini ve morfolojik, fizyolojik ve genetik bitiin-
Ggln0 devam ettirebilmek icin gesitli kiltivasyon ve
saklama yontemleri gelistirilmistir®”. Bununla birlik-
te, yontem segiminde her bir ydntemin maliyeti ve
emek-zaman gereksinimi de dikkate alinir. Mantarlar
kolay ve ekonomik bir prosedir ile steril distile su
icerisinde oda sicakliginda saklanabilmekte, ne var ki
bu yaklasim fungal hicrelerin canliligini ve stabilite-
sini uzun slUre surdurebilmesi igin vyetersiz
kalmaktadir®. Mantarlarin 10 yil gibi uzun sireli
saklanmasi gereken durumlarda kurutma (drying)
veya dondurma (freezing) yontemleri tercih edilir.
Kurutma yontemleri teknik olarak basittir ve ayrica
pahali ekipman gerektirmez!*”. Silika jel, cam bon-
cuklar ve toprak, kurutmada yaygin olarak kullanilan
substratlardir. Mantar sporlarinin silis jeli tzerinde
11 yila kadar basariyla saklandigi bildirilmistir®®),
Bununla beraber, distile su icinde saklama ve silika jel
yontemleri gibi bazi dusik maliyetli koruma yontem-
leri kullanish yontemler olmalarina ragmen, maksi-
mum saklama streleri, her bir yénteme ve tirlerin
korunmasina gore degismekle beraber, genel olarak
10 yil veya daha azdir®”)., Olabiliyorsa, mantar suglari-
nin daha uzun siire koruma saglayan yontemlerden
(liyofilizasyon, kriyoprezervasyon) biriyle saklanmasi

onerilir. Kriyoprezervasyon dahil olmak {izere don-
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durma yontemleri ¢ok yonlidir ve yaygin olarak
uygulanan etkinligi bilinen yontemlerdir. Cogu man-
tar, kriyoprotektanlarla veya onlar olmaksizin, sivi
azotta veya standart laboratuvar dondurucularinda
saklanabilir. Dondurarak kurutma (liyofilizasyon)
yonteminde mantar kultirleri dondurulur ve daha
sonra vakum altinda kurutulur, bazi mantar turleri
icin 30 yila kadar koruma saglayabilir. Yontem mitos-
por {lreten kiltlirlerde olduk¢a basarilidir.
Liyofilizasyon ve -135°C’nin altindaki dondurucular
kalici koruma icin kusursuz yontemlerdir ve uygun
saklama kosullari igin 6zellikle onerilmektedirler,
bununla birlikte her iki yontem de 06zel ve pahali
ekipmanlar gerektirir ve birgok mantar turi liyofili-
zasyon icin uygun degildir®”*®), Turkiye’de yapilan bir
calismada, stok mantar kultirlerinin -20°C’de dondu-
rulmus olarak saklanmasinin, kdkenlerin fenotip ve
esey oOzelliklerini kaybetmeden uzun sireli olarak (3
yila kadar) canliliklarini stirdirmelerini sagladig
gosterilmistir®, Gunimuzde bakterilerin ve maya
mantarlarinin, 6zellikle Candida izolatlarinin standart
elektrikli sogutucularda -20°C’de dondurularak sak-
lanmasi icin tasarlanmis boncuklu saklama tlpleri
ticari olarak bulunmakta ve ekonomik olmasi, kulla-
nim kolayligi ve uzun sireli saklama igin uygun ozel-
likleri saglamalari nedeni ile ¢ogu laboratuvarda ter-
cih edilmektedir®. izolatlarin canlandiriimasi gere-
ken durumlarda boncuklu saklama ttplerinden hizh
bir bigimde bir-birka¢ boncuk alinip besiyerlerine
pasaj yapilabilmekte ve boylece kiltirlerin canhligini
onemli Olglide azaltan tekrarlayan donma ve ¢oziil-
me olaylarinin 6niine gecilmektedir. Bu galismada
yaygin bir sekilde kullanilan bu yaklasimin Candida

tirlerinin saklanmasindaki etkinligi ele alinmistir.
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Laboratuvar tipi derin dondurucularda -20° ila
-80°C’de dondurulan mantar kiiltirrlerinin cogu uzun
stire canliigini ve stabilitesini koruyabilmektedir*”,
Bir calismada, mitosporik ascomycetes, zygomycetes
ve mayalar igin -20°C’de 5 yil saklandiktan sonra
genel basarisizhk orani %5.1 olarak bulunmustur®),
Calismamizda, -20°C’de 5 yil saklanan Candida izolat-
larinda genel basarisizlik orani %70.2 (66/94) oranin-
da bulunurken, tlrlere gore baktigimizda basarisizlik
orani C. albicans i¢in %90.5 (38/42) ve C. parapsilosis
icin %40.9 (9/22) olarak bulundu. C. parapsilosis tur-
lerinin canli kalma orani, C. albicans ve C. tropicalis
izolatlari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede ylksek bulundu (sirasiyla p<0.0001
ve p=0.037). Tum izolatlar C. parapsilosis ve
parapsilosis-disi tlrler olarak ikiye ayirildiginda
C. parapsilosis izolatlarinin canli kalma orani yine
anlamliderecede yiksek bulundu (p=0.000595).“Kan,
kateter ve yara” izolatlarindaki canlanma orani (%42;
21/50), “idrar ve genital bolge” izolatlari (%18.2;
6/33) ile kiyaslandiginda iki oran arasindaki fark ista-
tistiki olarak anlamli bulundu (p=0.023381), bununla
beraber, bu farkhlik érneklerdeki tir dagilimi ile ilis-
kili olabilir. Soyle ki, canlanma orani en yiiksek olan
tir olan C. parapsilosis izolatlarinin tamamina yakini
“kan, kateter ve yara” izolatlari iken, C. albicans izo-
latlari “idrar ve genital bolge” 6rneklerinde canlan-
ma oraninin diisik olmasinda baslica nedeni olarak
gbzikmektedir (Tablo 2).

Boncuklu saklama tlplerinin etkinliginin arastirildig
bir calismada, 6.198 maya (25 ayr tlr) ve 391 kif
izolati (37 ayri tir) -70°C dondurucuda ve ayrica sivi
nitrojende (-130°C) sekiz yil gibi uzun bir stre saklan-
mis ve bu slre sonunda izolatlar yeniden
canlandirilmistir®,  Saklama siresi g¢alismamiza
yakin, ancak soguk saklama kosullari bizim calisma-
miza kiyasla daha disik sicakhik derecelerinde
(-20°C’ye karsin -70°C ve -130°C) olan bu calisma
verilerine gore sus kayip orani C. albicans igin %0.11
(5/4453), C. parapsilosis i¢in %0.85 (3/352), C. glabrata
icin %0 (0/359), C. tropicalis igin %0.5 (2/401), C. krusei
icin %1.79 (5/279) ve C. lusitaniae igin %0 (0/43)
olarak bulunmustur. Ayni calismada, Candida tirleri

arasinda en yuksek sus kayip orani %66.7 (28/42) ile
C. dubliniensis igin bulunurken, kayip orani %24.6
(15/61) olan dermatofitler disindaki kif tirlerinin
(moniliyas6z ve dematiyosiyoz kifler ve dimorfik
mantarlar) boncuklu saklama tipleri ile gok iyi
korundugu (330 izolat icin kayip orani %0)
bildirilmistir®. Eski bir calismada, tur isimleri belir-
tilmeksizin mayalar ve maya benzeri fungal izolatlar
icin -20°C saklama kosullarinda canhlik kaybi oran-
lari 2 yillik stok izolatlarda %2.14 (3/140) ve 5 yillik
izolatlarda %5.19 (4/77) olarak bildirilmistir®.
Calismamizda, tim izolatlar igin canhlik oraninin
disik olmasinin 6nemli bir nedeni sehirler arasi
nakil sirasinda boncuklu saklama tlplerinin ¢ozil-
meye maruz kalmasi olabilir.

Literatlir taramalarinda galismamiz ile benzer kosul-
lari taslyan ve dogrudan karsilastirma yapabilecegi-
miz arastirma sayisi sinirli olsa da, C. parapsilosis’in
saklama kosullarina ve gevresel sartlara karsi daya-
nikhligini goésteren ¢ok sayida arastirma bulunmak-
tadir®+%  Bazi maya tirlerinin distile suda uzun
donem saklandigi bir calismada C. parapsilosis tiirle-
rinin tamaminin (%100;51/51) bir yildan 10 yila
kadarki donemde canliligini korudugu, ayni donem-
lerde C. albicans igin bu oranin %99-94.5 araliginda
oldugu bildirilmistir4,

Sonug olarak, ¢alismamizda sunulan veriler, 45°C gibi
yuksek sicakliklarda canhhgini sirdirebilen, soguk
kosullara adapte Candida tirleri arasinda yer alan
(C. albicans bu grupta yer almamaktadir) ve hastane
ortamlarinda uzun siire canliligini stirdirebilen bir
tir olan C. parapsilosis izolatlarinin soguk saklama
kosullarina C. albicans basta olmak lzere C. tropicalis
ve C. glabrata tirlerinden daha dayanikli oldugunu
desteklemektedir.
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Amag: Hepatit C virtisii (HCV), karaciger ile iliskili morbidite ve mortalitenin énde gelen nedenlerinden olan, kiiresel
boyutlarda halk saghgi sorunu olusturan bir viristiir. Akut veya kronik HCV enfeksiyonundan kuskulanildiginda,
ulusal ve uluslararasi kilavuzlar ilk basamak test olarak anti-HCV tarama testini 6nermektedir. HCV-RNA testi ise,
viral RNA’y1 dogrudan saptayarak, aktif ve eski HCV enfeksiyonunu birbirinden ayirma ve anti-HCV pozitifligini
dogrulama avantajina sahiptir. Calismamizin amaci, Anti-HCV pozitifligi saptanan serum érneklerinde, HCV-RNA
pozitiflik oranlarinin belirlenmesi, HCV-RNA test istem oranlarinin, test istemi yapan ve yapmayan birimlerin deger-
lendirilmesidir.

Yéntem: 01.01.2008 ve 01.01.2018 tarihleri arasinda Anti-HCV test istemi ile Mikrobiyoloji Laboratuvarina serumu
gdnderilen hastalarin test sonuglari geriye déniik olarak incelenmistir. Calismaya belirtilen tarihlerde gesitli birim-
lerden laboratuvarimiza Anti-HCV test istemi ile gonderilen 46.964 hastanin test sonuglari déhil edilmistir. Anti-
HCV testi sonuglari Sample/Cut-off (S/Co) indeks degeri izerinden degerlendirilmistir. Hastalarin HCV-RNA test
istem durumu ve Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi’ne basvurma durumu degerlendirilmistir.

Bulgular: 01.01.2008 ve 01.01.2018 tarihleri arasinda Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na génderilen 46.964 hastanin
test sonuglarina gére 618 (%1.24) hastada Anti-HCV pozitifligi saptanmistir. HCV-RNA test istemi bu hastalarin
yalnizca 308 (%49.84)’inde yapilmis, 310 (%50.16) hastadan ise test istemi yapiimamistir. HCV-RNA test istemi yapilan
hastalarin 218’inde (%70.78) negatiflik saptanmis, 90 (%29.22) hastada viral yiik pozitif olarak bulunmustur. HCV-
RNA istemi yapilmamis olan hastalarin anti-HCV istemlerinin yapildigi birimler degerlendirildiginde, 219’unun (%70.6)
cerrahi birimler, 81’inin (%26.1) dahili birimler ve 10’unun (%3.3) Enfeksiyon Hastaliklari birimi tarafindan istendigi
saptanmstir. HCV-RNA pozitifligi saptanan hastalarin 72°si (%80), HCV-RNA negatif hastalarin 170’ (%78) ve HCV-
RNA istemi olmayan hastalarin 31°i (%10) Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi'ne basvurmustur.

Sonug: Sonug olarak; hastalarin yaklasik olarak yarisi igin HCV tanisini dogrulama islemini sansa birakmayacak
uygulamalara gereksinim vardir. Bu amagla Mikrobiyoloji Laboratuvari hastane dinamiklerini de géz éniinde
bulundurarak tanisal algoritmalar olusturmalidir. Bunun yaninda “Akilci Laboratuvar Kullanimi Projesi”nde refleks
test uygulamasina gore, anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarda refleks test tanimlamasiyla HCV-RNA isteminin
yapilmasi saglanabilir. Anti-HCV pozitifligi saptanan hastalar, algoritma veya refleks test istemi kapsaminda sonug-
lara eklenecek yénlendirici notlar ile Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi’ne yénlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: anti-HCV, HCV-RNA, tanisal algoritma, Akilci Laboratuvar Kullanimi Projesi, refleks testi
ABSTRACT

Objective: Hepatitis C virus (HCV) is among the leading causes of liver-related morbidity and mortality and poses
a global public health problem. When acute or chronic HCV infection is suspected, national and international
guidelines recommend anti-HCV screening test as the first-line test. The HCV RNA test directly detects viral RNA
and thus has the advantages of distinguishing between current and past HCV infection, and confirming anti-HCV
positivity. The aim of our study was to determine the frequency of HCV RNA positivity in anti-HCV-positive serum
samples and to evaluate the rate at which HCV RNA testing was ordered and also departments that did and did
not request this test.

Method: We retrospectively analyzed the test results of patients whose serum samples were sent to microbiology
laboratory between January 1, 2008 and January 1, 2018 for anti-HCV testing. The test results of 46.964 patients
whose samples were sent from various departments to our laboratory for anti-HCV screening during the study
period were included in the study. The results of the anti-HCV test were evaluated based on Sample/Cut-off(S/
COratio) (index value). HCV RNA test request status and admission to the department of infectious disease were
evaluated.

Results: According to the test results of 46.964 patients, anti-HCV positivity was detected in 618 (1.24%) patients.
HCV RNA test was ordered for 308 (49.84%) of these patients, while HCV RNA testing was not requested from 310
patients. Anti HCV RNA negativity was detected in 218 (70.78%) patients, while 90 (29.22 %) patients tested
positive for viral load. Of the for whom was not ordered, anti-HCV screening was requested from surgical
departments for (n=219, 70.6%), inpatient departments (n=81, 26.1%), and the infectious diseases department for
10 patients (3.3%). Seventy-two (80%) of HCV-RNA positive patients, 170 (78%) of HCV-RNA negative patients and
31 (10%) of patients not ordered HCV-RNA were admitted to the Infectious Diseases department.

Conclusion: In summary, we need practices that will not leave the process of confirming HCV diagnosis to chance
for over half of the patients. The microbiology laboratory should establish diagnostic algorithms for HCV infection.
In addition, the implementation of reflex testing as part of the Rational Laboratory Use Project by the Turkish
Ministry of Health enables HCV RNA testing requested automatically for patients with positive anti-HCV test. Anti-
HCV-positive patients should be referred to infectious diseases outpatient clinic with guidance notes added to their
results from the diagnostic algorithm or reflex testing.

Keywords: anti-HCV, HCV-RNA, diagnostic algorithm, Rational Laboratory Use Project, reflex testing
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GiRiS

Hepatit C virtst (HCV), Flaviviridae ailesi iginde yer
alan, 40-50 nm ¢apinda, zarfli tek iplikli bir RNA virt-
sidir. Viris, hem akut, hem de kronik hepatite
sebep olabilmektedir®. HCV karaciger ile iliskili mor-
bidite ve mortalitenin 6nde gelen nedeni olup kiire-
sel bir halk saglig sorunudur. Diinya Saglik Orgiti
(DSO) verilerine gére yilda yaklasik 350 bin kisinin
HCV enfeksiyonu nedeniyle yasamini kaybettigi ve
yaklasik olarak 200 milyondan fazla (dinya nifusu-
nun yaklasik %3’t) insanin HCV ile enfekte oldugu
sanilmaktadir?. DSO tarafindan 2013 yilinda yayin-
lanmis olan verilere gore, 1999-2005 vyillari arasinda
Ulkemizin icinde bulundugu Ortadogu/Kuzey Afrika
Ulkeleri grubunda prevalans %3.6 olarak bildirilmistir®.
Turkiye’de yapilan gesitli calismalarda ise, HCV serop-
revalansi ortalama %1 (%0.4-1.5) olarak rapor
edilmistirt®),

Virls vicuda genellikle kan ve kan Grlinleri, kontami-
ne tibbi ve cerrahi aletler ile parenteral yoldan gir-
mektedir. Ancak cinsel temas, damar igi ila¢ kullani-
mi, organ transplantasyonu, nozokomiyal ve aile igi
yakin iliski yoluyla bulas da bildirilmistir. Alinan virs,
kan yolu ile karacigere ulasarak ¢cogalmakta ve spesi-
fik belirtileri ortaya ¢ikarmaktadir”®. Ender olarak
akut hepatik yetmezlige neden olabilse de akut
hepatit genelde kendini sinirlamaktadir. Ozellikle
akut enfeksiyonu semptomatik olarak gegiren kisiler-
de daha gtigli bir immin yanit gelisimi ortaya ciktigi
icin HCV’nin temizlenmesi daha yiksek olasidirt®,
HCV’'nin yapisal proteinlerine ve yapisal olmayan
proteinlerine karsi antikorlar enfeksiyondan aylar
sonra bile kanda saptanmaya devam etmekte olsa da
bu durum viral iyilesme ile korele degildir. Akut
enfeksiyon sonrasi hastalarin yaklasik %80’inde
enfeksiyon kroniklesmektedir. Kronik enfeksiyon ise
yillar icinde siroz, hepatoselliiler karsinom gibi bir
sireci baslatarak sire¢ karaciger transplantasyonu
veya bazen 6lim ile sonuglanabilmektedir®?, Bu
sirecin kirillabilmesi adina gliniimiizde tim kronik
HCV hastalari potansiyel tedavi adayi olarak kabul
edilmektedirler.

Ulusal ve uluslararasi kilavuzlar akut veya kronik HCV
enfeksiyonuna sahip oldugundan kuskulanilan hasta-
larin ilk 6nce yaygin olarak kullanilan tarama testleri
ile (anti-HCV) test edilmesini dnermektedirler®. Anti-
HCV pozitif olan, immin sistemi baskilanmis veya
akut HCV enfeksiyonu gecirdiginden kuskulanilan
hastalarda, HCV enfeksiyonunu dogrulamak igin HCV-
RNA testi yapilmahdir®. HCV-RNA testi, viral RNA’y
dogrudan saptayarak, aktif HCV enfeksiyonu ile eski
enfeksiyonu birbirinden ayirma ve anti-HCV pozitifli-
gini dogrulama avantajina sahiptir.

GUnUmuzde artan hasta popilasyonuna yanit ver-
meye calisan laboratuvarlarda maliyet etkinlik olduk-
¢a 6nem kazanmistir. Saglik harcamalarinin azaltil-
mas! adina refleks test uygulamalari son yillarda
daha c¢ok gindeme gelmeye baslamistir®®,
Laboratuvara génderilen hasta 6rnegindeki ilk sonug-
lara gore belli algoritmalar kapsaminda yeni testin
otomatik olarak eklenmesi islemi refleks test uygula-
masidir. HCV enfeksiyonunun tani algoritmasi, serum
veya plazmada ilk basamak test olan anti-HCV’nin
taranmasi ve HCV-RNA ile dogrulamanin yapilmasi
olup, refleks test uygulamasi bu algoritma iginde
anti-HCV testi pozitif hastalarda kullanilabilecek bir
uygulamadir®. HCV enfeksiyonunun tanisinin dogru-
lanmasi, basarili tedavinin ilk basamagini olusturdu-
gu icin buyik 6nem tasimaktadir®?,

Calismamizin amaci, Saglik Bakanligi Universitesi,
izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na goénderilen serum
orneklerinde Anti-HCV pozitifligi saptanan 6rnekle-
rin HCV RNA diizeylerinin, istem oranlarinin ve istem
yapan ve yapmayan kliniklerin degerlendirilerek
konuya yonelik ¢dziim Onerilerinin olusturulmasidir.

GEREC ve YONTEM

Saglik Bakanligi Universitesi, izmir Bozyaka EAH
Mikrobiyoloji Laboratuvar’na 01.01.2008 ve
01.01.2018 tarihleri arasinda gonderilen serum
ornekleri geriye donlk olarak incelenmistir. Cals-
maya, belirtilen tarihlerde gesitli birimlerden labora-
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tuvarimiza anti-HCV calisilmak (zere gonderilen
46.964 hastanin test sonuglari dahil edilmistir. Anti-
HCV testi kemiliiminesan enzim immunoassay teknigi
(Architect i2000, Abbott, ABD) (ADVIA Centaur
Immunoassay Systems, IMMULITE 2000 Immunoassay
Systems, Siemens, ABD) ile ¢alisiimis ve test sonuglari
Sample/Cut-off (S/Co) indeks degeri Gizerinden deger-
lendirilmis, S/Co degeri >1 ise reaktif olarak kabul
edilmistir. Kan 6rneklerinden viral nikleik asit izolas-
yonu Qiasymphony RGQ (QIAGEN, Almanya) cihazin-
da Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda gercekles-
tirilmistir. HCV RNA kantitatif gercek zamanli polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile, (Artus HCV
QS-RGQ Kit, Qiagen, Almanya) gercek zamanh PCR
cihazinda (Rotor Gene Q, Corbett Research Pty Ltd.,
Avusturya) Uretici firma onerilerine uygun olarak cali-
silmistir. Hastalarin c¢oklu istemleri degerlendirilerek
her hastanin tek sonucu ¢alismaya dahil edilmistir.

Veriler analiz edilirken anti-HCV testi pozitif olarak
saptanmis hastalar, HCV-RNA istemi olan ve olma-
yanlar seklinde ayrilarak, bu verilerde HCV-RNA iste-
mi olmayanlarin antikor testinin hangi birimler tara-
findan istendigi degerlendirilmistir. Ayrica HCV-RNA
istemi olan hastalarin HCV-RNA pozitiflik oranlari da
belirlenmistir.

Hasta Sayisi

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(2):78-85

Calisma, izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi ile gercek-
lestirilmistir.

BULGULAR

01.01.2008 ve 01.01.2018 tarihleri arasinda
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na goénderilen 46.964
hastanin test sonuglarina gére 618 (%1.24) hastada
Anti-HCV pozitifligi saptanmistir.

Calismada yer alan anti-HCV pozitif 618 hastanin 329
(%53.24)'u erkek, 289 (%46.76)’su kadin hasta olup,
yas ortalamasi 57.9+18.15 olarak saptanmistir. HCV-
RNA pozitif saptanmis, hastalarin %50’sinin erkek,
%50’sinin kadin oldugu gozlenmistir. HCV-RNA pozitif
hastalarin yas ortalamasi 60.5+15.42, HCV-RNA nega-
tif hastalarin yas ortalamasi 52.9+17.58 ve HCV-RNA
bakilmamis hastalarin yas ortalamasi 60.6+18.64
olarak hesaplanmistir. Anti-HCV pozitifligi saptanmis
olan hastalardan yalnizca 308 (%49.84) hastanin
serumunda HCV-RNA diizeyleri incelenmesi amaciyla
istem yapilmis, 310 (%50.16) hastadan istem yapil-

mamigtir.

2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 2015 | 2016 | 2017  Toplam
M Cerrahi birim 16 25 30 27 11 13 32 48 8 219
B Dahili birim 2 3 4 0 2 4 27 23 11 81
B Enfeksiyon Hastaliklar 1 1 2 0 2 0 2 1 10

Sekil 1. HCV-RNA istemi olmayan anti-HCV pozitif hastalarin antikor test istemini yapan birimler.
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Sekil 2. HCV RNA pozitif hastalarin Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi’ne bagvuru durumlari.

HCV-RNA istemi olmayan hastalarin anti-HCV istemle-
rinin yapildigi birimler degerlendirildiginde 219’unun
(%70.6) cerrahi birimler, 81’inin (%26.1) dahili birimler
ve 10°unun (%3.3) Enfeksiyon Hastaliklari birimleri
tarafindan istendigi gorilmustir (Sekil 1).

HCV-RNA istemi yapilan 308 hastanin 218
(%70.78)’inde negatiflik saptanmis, 90 (%29.22) has-
tada viral yik pozitif olarak bulunmustur.

HCV-RNA pozitifligi saptanan hastalarin 72’si (%80),
HCV-RNA negatif hastalarin 170’i (%78) ve HCV-RNA
istemi olmayan hastalarin 31’inin (%10) Enfeksiyon
Hastaliklari Poliklinigi’'ne basvurmus oldugu gozlen-
mistir (Sekil 2). Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine
basvurmamis olanlarda HCV-RNA Poliklinigi'ne 18’inde
(%20), HCV-RNA negatifligi 48’inde (%22) ve HCV-RNA
istemi olmama durumu 279’unda (%90) goriulmistir.

TARTISMA

HCV enfeksiyonu, diinyadaki kronik karaciger hastali-
ginin ana nedenlerinden biridir®), HCV enfeksiyonu-
nun dogal seyri degisken olup, karaciger hasari ve
minimal histolojik bulgulardan, genis fibroz ve hepa-
toselller karsinom (HCC) veya siroza kadar degisken
olabilir. Cografi bolgelere gore 6nemli farkhliklar gos-

teren, c¢ogu enfeksiyonundan haberdar olmayan,
diinya ¢apinda yaklasik 71 milyon kronik enfekte
birey bulunmaktadir*>4, Hastaligin patofizyolojisi-
nin daha iyi anlasiimasi, tani, tedavi ve korunma
yontemlerindeki gelismeler nedeniyle, HCV ile iliskili
karaciger hastaligi olan hastalar i¢in klinik bakim son
yirmi yilda 6nemli 6l¢tide gelismistir. Dogrudan etkili
antivirallerin (DEA) kullanima girmesi, tedavi edilen
bireylerin% 90’indan fazlasinda kalici virolojik yanita
(KVY) yolagmistir®1®, DEA’lar giiniimiizde DSO ve
diger bircok HCV tedavi rehberi tarafindan
onerilmektedir™. DEA’'larin yalnizca KVY oranlarini
iyilestirmekle kalmayacagi, ayni zamanda HCV y6ne-
timi algoritmalarini basitlestirebilecegi ve daha kiigik
saglik tesislerinde HCV tani ve tedavi y6netiminin
yapilabilmesine olanak saglayacagi ongorilmekte-
dir®, Ginumizde etkin tedavi stratejileri varligina
ragmen, HCV ile enfekte olmus bireylerin ¢ogu tani
ve tedavi almamis olarak yasamaya devam
etmektedir®®. Tedavi edilmeden birakildiginda, kro-
nik HCV enfeksiyonu olan bireylerin yaklasik %15-30u
siroza ilerlemekte, bu da son dénem karaciger hasta-
ligina ve HCC’ye yol agmaktadir(*”:29),

Kronik HCV enfeksiyonunun tanisi genellikle reaktif
bir HCV antikor testi ve HCV-RNA’nin varligini belirle-
yen pozitif bir molekiler test sonucu ile konur®,
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Kronik HCV icin baslangic tanisal degerlendirme tipik
olarak bir antikor testiyle baslar. Reaktif antikor testi
HCV-RNA testi ile takip edilmelidir. Anti-HCV antikor-
lari, HCV enfeksiyonu olan hastalarin cogunda, enzim
immunoassay (EIA) ile serum veya plazmada sapta-
nabilir, ancak EIA sonuglari erken akut hepatit C,
hemodiyaliz hastalari ve ciddi sekilde immun sistemi
baskilanmis hastalarda yanlis negatif olabilir. Bu
hasta gruplarinda anti-HCV antikor testi ile birlikte
HCV-RNA isteminin yapilmasi gerekmektedir. Bunun
yaninda, spontan veya tedaviye bagli viral klirensi
takiben, anti-HCV antikor pozitifligi, HCV-RNA'nin
yoklugunda devam eder, ancak bazi bireylerde azala-
rak sonunda kaybolabilir. Yani HCV enfeksiyonu tanisi
HCV-RNA pozitifligi ile dogrulanir. Ancak, reaktif bir
antikor pozitifligine ragmen, HCV-RNA negatif olarak
saptanmis ise, bu durum olasi eski bir HCV enfeksiyo-
nunu veya vyanlis pozitif bir antikor testini
gostermektedirt¥,

Calismamizda, 10 yillik siire icerisinde anti-HCV iste-
mi ile laboratuvarimiza gdénderilen 46.964 hastanin
test sonuglarina gore 618 (%1.24) hastada antikor
pozitifligi saptanmistir. istem sayilarinin oldukga yiik-
sek olmasinin yaninda pozitiflik oranlarinin ¢ok diisiik
olmasi rutin istem sisteminin kullanildigini, olasilikla
operasyon Oncesi rutin test istemlerinin varligini,
yani anti-HCV testinin genellikle HCV enfeksiyonu
supheli kisilerden istenmedigini gostermektedir.
Bunun yaninda, yalnizca 308 (%50) hastanin seru-
munda HCV-RNA dlzeyleri incelenmesi amaciyla
istem yapilmis, 310 (%50) hastadan istem yapilma-
mistir. Anti-HCV pozitif saptanmis hastalarin yarisin-
da HCV-RNA isteminin yapilmamis olmasi klinisyenle-
rin, test istemlerini yaptiktan sonra test sonugclarini
takip etmediginin gostergesi olarak kabul edilebilir.
Ozellikle cerrahi operasyon planlanan tiim hastalar-
da, olasi bulaslarin 6nlenmesi amaciyla HBsAg, anti-
HCV ve anti-HIV 1/2 taramasinin yapilmasi, bu konu-
da evrensel olarak kabul gormis kurallar bulunmasa
da, ulkemizde hala siklikla uygulanmaktadir. Her has-
tanin potansiyel olarak enfektif kabul edilmesi gerek-
tigi ve tim hastalara kargi ayni koruyucu 6nlemlerin
alinmasi gerektigi vurgulanmakta, ancak operasyon

82

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(2):78-85

Oncesi tarama testlerinin yapilmasini savunan cals-
malar da bulunmaktadir®*?), Bazi calismalar ise
tarama yapmaya gerek olmadigini, genel enfeksiyon
kontrol 6nlemlerinin alinmasinin yeterli olacagini
savunmaktadir®. Calismamiz verilerine gore, cerra-
hi birimlerde, anti-HCV pozitifligi saptanmis olmasi-
na ragmen, %70.6 oraninda HCV-RNA istemi yapil-
mamistir. Bu veri bize, cerrahi birimlerin rutin bir
aliskanlik ile operasyon 6ncesinde tetkikleri istedigi-
ni, operasyon sonrasinda da sonuglari kontrol etme-
digini distndirmektedir. Antikor pozitifligine rag-
men, HCV-RNA isteminin yapilmama orani dahili
birimlerde %26.1 olarak saptanmistir. On hastada
(%3.3) ise anti-HCV istemi enfeksiyon hastaliklari
tarafindan yapilan istem ile pozitif saptanmis ancak
bu hastalardan HCV-RNA istemi yapilmamistir. Bu
olgularin durumu ve HCV-RNA tetkiki istenmeme
nedenleri arastirildiginda, bu kisilerin heyet raporu,
ise girig tetkiki vb. gibi nedenlerle bagvurmus ve bu
nedenle de daha sonra kontrole gelmemis olabile-
cekleri duslinUlmustar.

Calismamizda, anti-HCV istemi ile laboratuvarimiza
gonderilen ve antikor pozitifligi saptanarak HCV-RNA
istemi yapilan 308 hastanin 218 (%70.8)’inde negatif
sonug alinmis, 90 (%29.2) hastada viral yik pozitif
olarak bulunmustur. Glineydogu Anadolu bélgesinde
Yalgin ve ark.? tarafindan yapilan bir calismada,
anti-HCV pozitif hastalarin %56’sinda HCV-RNA testi
pozitif olarak bulunmustur. Celik ve ark.?® tarafindan
yapilan bir ¢calismada, anti-HCV pozitif saptanan 347
hastanin %79’unda HCV-RNA pozitif, %21’inde HCV-
RNA negatif olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, HCV
on tanili hastalarda galisildigr icin HCV-RNA pozitiflik
orani oldukea yiksektir. Kayman ve ark.?” tarafindan
Kayseri’de yapilan bir diger ¢alismada, antikor pozi-
tifligi saptanan hastalarin %52.7’sinde HCV-RNA pozi-
tifligi saptanmis, ancak calismaya HCV tanili ve 6n
tanili hastalar dahil edilmis oldugu igin oranin yanl
olarak yuksek saptanmis olabilecegi belirtilmistir.
Calismamizda tim anti-HCV pozitif hastalardan HCV-
RNA istemi yapilmamis oldugu icin sikhgin karsilasti-
rilmasi olasi olmamustir.
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Lee ve ark.®® tarafindan 2013 yilinda Kore’de yapilan
bir calismada, alti yillik bir stirede 1.143 hastada anti-
HCV pozitifligi saptanmis, ancak 653 hasta HCV-RNA
istemi olmadigl icin bu hastalar “HCV enfeksiyonu
dogrulamasi yapilmamis” olarak kabul edilerek ¢als-
ma disi birakilmistir. HCV-RNA istemi yapilmis olan ve
¢alismaya dahil edilen 490 hastanin %46.5’inde HCV-
RNA pozitif, %53.5’'inde HCV-RNA negatif olarak
bulunmustur. Calismamizda da benzer mantikla
degerlendirme yaptigimizda, anti-HCV pozitifligi sap-
tanmis 618 hastanin HCV-RNA istemi olmayan 310°u
“HCV tani algoritmasini tamamlamamig hastalar”
olarak kabul edilerek degerlendirme disi
birakildiginda,degerlendirmeye alinan 308 hastada
HCV-RNA pozitiflik orani %29.22, negatiflik orani
%70.78 olarak belirlenmistir.

Calismada yer alan anti-HCV pozitif 618 hastanin 329
(%53.24)'u erkek, 289 (%46.76)'u kadin olarak sap-
tanmustir. Antikor pozitifligi erkek cinsiyette daha
ylksek gibi gorlinse de tim hastalardan HCV-RNA
istemi yapilmamis oldugu icin HCV enfeksiyonu olan
hastalarda cinsiyet dagilimi degerlendirilememistir.

Calismamiz verilerine gore, anti-HCV pozitifligi saptan-
mis hastalarin Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit
Poliklinigi’'ne basvurup basvurmadiklari degerlendiril-
diginde, HCV-RNA pozitif olarak saptanan hastalarin
72'sinin (%80) poliklinik takibinin oldugu, 18’inin (%20)
poliklinik basvurusunun olmadigl goézlenmistir. Ayni
oranlar HCV-RNA negatif hastalar igin sirasiyla 170
(%78) ve 48 (%22) olarak saptanmistir. HCV-RNA iste-
mi olmayan hastalar degerlendirildiginde 31 hastanin
(%10) Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi’'ne
basvurdugu, 279 hastanin (%90) Enfeksiyon Hastaliklari
Hepatit Poliklinigi bagvurusunun olmadigi gérilmus-
tr. Anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarin kesinlikle
Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi’ne yonlendi-
rilmesi, HCV-RNA istemlerinin yapilmasini saglayarak
hastalarin tani ve tedavi sansini arttiracak en 6nemli
etken gibi gériinmektedir.

Saglhk Bakanligi, Saglik Hizmetleri Genel Mudurlugd,
Tetkik ve Teshis Hizmetleri Daire Baskanhgl tarafin-

dan Aralik 2016’da yiritilmeye baslanan “Akilc
Laboratuvar Kullanimi Projesi” kapsaminda “hekim
tarafindan istemi yapilan ilk test sonucu elde edildik-
ten sonra, son taniya yardimci olabilecek ilave testle-
rin yapilmasinin saglanmasi ya da ilk test sonucu
negatif oldugu durumda, gereksiz ek test yapilmasi-
nin 6nlenmesi” seklinde test istem yaklasimlari yer
almaktadir®, Bu cercevede, hastadan invaziv veya
invaziv olmayan yontemler ile yeniden 6rnek alinma-
dan yapilacak ek test istemi, refleks test uygulamala-
ri sekilde tanimlanmistir. Hastanin ilk test sonuglari-
na gore belli algoritmalar kapsaminda yeni testlerin
isteminin otomatik olarak eklenmesi islemi refleks
test uygulamasinin temelini olusturmaktadir. Refleks
test uygulamasi ile, ilk anda istemi yapilmayan ve
algoritmalara gore gereksinim durumunda istemi
yapilan testler yoluyla gereksiz test istemlerinin
onlne gecilebilecektir. Bunun yaninda, hastadan
yeni bir 6rnek alimina gereksinim duyulmayacagi igin
hastanin daha erken tani almasina yardimci olabile-
cek bir aractir®. Calismamizda yer alan hasta popi-
lasyonu dustnialdiginde anti-HCV pozitifligi sapta-
nan hastalarda refleks test tanimlamasiyla HCV-RNA
isteminin otomatik olarak yapilmasi, gesitli nedenler-
le istem havuzundan kagmis olan hastalarin tani
almasini saglayarak tedavi olasiliklarinin gézden geci-
rilmesini saglayabilir.

McGibbon ve ark.®? tarafindan yapilan bir galisma-
da, HIV pozitifligi saptanan hastalarda, refleks test
olarak dogrulama testlerinin yapilmasina benzerlik
gosterecek sekilde HCV antikor pozitifligi saptanmis
tim hastalarda refleks test olarak HCV-RNA istemi-
nin yapilmasinin erken tani ve tedavi avantaji sagla-
yacagl vurgulanmistir. Benzer sekilde 2014 yilinda
yapilmis bir bagka ¢alismada da, pozitif bir HCV anti-
kor testini takiben refleks test olarak HCV-RNA calisil-
masinin pek ¢ok hasta icin potansiyel olarak mevcut
olan kiratif farmakoterapi sansinin kullanilabilmesi
adina, HCV enfeksiyon durumunun en kisa sirede
belirlenmesi icin kritik 6neme sahip oldugu belirtil-
mistir. Ancak, arastirmacilar refleks test kullanimina
yonelik analizlerin klinik olarak dogrulanmasi yoluy-
la, gelecekteki HCV-RNA test istem egilimlerinin
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yeniden degerlendirilmesini ve refleks testin hangi
hastalarda ne dereceye kadar uygulanacaginin belir-
lenmesini onermislerdir®Y, HCV tanisi icin kullanilan
geleneksel iki asamali algoritmaya gore ilk asamada
serumda HCV antikorunun saptanmasini takiben ikinci
asamada yeni bir serum 6rneginde HCV-RNA calisil-
makta iken, CDC tarafindan 2013 yilinda yayinlanan
raporda ABD’nde bu iki asamali algoritmanin ulusal bir
degerlendirmesi yapilmis ve yeni HCV antikor pozitifli-
gi saptanan hastalarin %50’sinde HCV-RNA test istemi-
nin yapilmamis oldugu saptanmistir®?, Bu nedenle,
HCV antikoru pozitif olarak saptanmis serumda refleks
test olarak HCV-RNA'nin calisiimasi 6nerilmektedir®*
3 Ancak llkemiz sartlarina gore diistinildugiinde tek
basamakli algoritmanin uygulamasinda bazi olasi
olumsuzluklar goze ¢arpmaktadir. HCV antikor pozitif-
liklerinin bir kisminin yalanci pozitiflikler olmasi ve
HCV-RNA testinin ylksek maliyetli bir test olmasi,
algoritmaya mutlaka Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit
Poliklinigi’nde takip seceneginin eklenmesini zorunlu
kilmaktadir. Calismamiza gore, HCV-RNA pozitifligi
saptanan hastalarin 72’si (%80), HCV-RNA negatif has-
talarin 170’i (%78) ve HCV-RNA istemi olmayan hasta-
larin 31’inin (%10) Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit
Poliklinigi’'ne basvurmus oldugu goézlenmistir.

Anti-HCV testi sonucu pozitif oldugu halde, HCV-RNA
istemi bulunmayan hastalarin HCV-RNA sonuglarinin
dis merkezlerde bakilmis olmasi veya baska bir saglik
kurulusunda takip edilmis olma olasiliginin ¢alisma-
mizda degerlendirilememis olmasi, calismamizin
kisithliklarindan biri olup, daha genis bir ¢alisma ile
bu hastalara ulasilarak durumlarinin belirlenmesi
saglanabilir.

Calisma geriye donik verilerle elde edilmis bir ¢als-
ma oldugu icin HCV-RNA sonuglarina gore hangi
birimden HCV-RNA istemlerinin yapildigina ve enfek-
siyon hastaliklari disindaki birimlerden HCV-RNA
istemi yapilmis olmasi durumunda, hastanin
Enfeksiyon Hastaliklari Hepatit Poliklinigi'ne yonlen-
dirildigine dair elde bir veri bulunmamaktadir. Bu
verilerin elde edilememesi ¢calismanin diger kisithhk-
laridir. Sonug olarak, hastalarin yaklasik olarak yarisi
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icin HCV tanisini dogrulama islemini sansa birakma-
yacak uygulamalara ihtiya¢ vardir. Bu amagla, mikro-
biyoloji laboratuvari hastane dinamiklerini de goz
onlinde bulundurarak tanisal algoritmalar olustur-
mali ve anti-HCV pozitifligi saptanan hastalar, algorit-
ma dahilinde Enfeksiyon Hastaliklari Poliklinigi’ne
yonlendirilmelidir. Bununyaninda, “Akilci Laboratuvar
Kullanimi Projesi”’nde refleks test uygulamasina gore,
anti-HCV pozitifligi saptanan hastalarda refleks test
tanimlamasiyla HCV-RNA isteminin yapilmasi sagla-
nabilir. Anti-HCV pozitifligi saptanan hastalar, algorit-
ma veya refleks test istemi kapsaminda sonuglara
eklenecek yonlendirici notlar ile enfeksiyon hastalik-
lar1 poliklinigine yonlendirilmelidir. Bu tir bir algorit-
manin veya refleks test istem sisteminin isler hale
getirilebilmesi icin mikrobiyoloji, enfeksiyon hastalik-
lari, diger klinikler ve bilgi islem biriminin isbirligine
ve birlikte calismasina gereksinim bulunmaktadir. Bu
sayede anti-HCV pozitif oldugu halde eksik istem
nedeniyle tani alamamis hastalarin tani ve tedavisi
saglanabilecektir.
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Amag: Bu ¢alismada, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi ile parazitin sitokrom b
gen bdélgesi kullanilarak leishmaniasis etkeninin (Leishmania donovani, Leishmania major,
Leishmania tropica ve Leishmania infantum) tiir tayininin belirlenmesi icin primer ve problarin
dizayn edilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi’nda kriyoprezervasyonu
yapilarak sivi azot tankinda saklanmis olan Leishmania suslari uygun kosullarda canlandirilarak
besiyerlerine aktarilmis ve ticari kit ile DNA izolasyonlari yapilmistir. Elde edilen DNA’lara
Leishmania’nin yeni tasarladigimiz sitokrom b gen bélgesi primer ve prob adaylari ve kontrol igin
daha 6nce kullandigimiz internal transcribed spacer-1 gen bélgesine 6zgii tasarlanan primer ve
problar kullanilarak gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu erime analizleri uygulanmustir.
Bulgular: Yeni tasarlanan sitokrom b gen bélgesi primer ve problari ile Leishmania tropica,
Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica ve
Leishmania infantum/donovani hibrit tiirlerinin genotiplendigi saptanmistir.

Sonug: Yeni Diinya leishmaniasis etkenleri olan Leishmania brazilensis ve Leishmania amazonen-
sis disinda, Eski Diinya leishmaniasis etkeni olan Leishmania tropica, Leishmania major,
Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica ve Leishmania infantum/
donovani hibritinin yeni tasarlanan sitokrom b gen bélgesi primer ve problari kullanilarak basari-
I bir sekilde genotiplendirildigi gériilmdistiir.

Anahtar kelimeler: Sitokrom B, GZ-PZR, Leishmania
ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to design primers and probes to identify Leishmania species
(Leishmania donovani, Leishmania major, Leishmania tropica and Leishmania infantum) through
Real Time Polymerase Chain Reaction using the cytochrome b gene region.

Method: The Leishmania strains, which have been cryopreserved and stored in liquid nitrogen in
the Parasite Bank of Manisa Celal Bayar University, were transferred to culture media after being
revived under the appropriate conditions and their DNA isolations were conducted using a
commercial kit. Real Time Polymerase Chain Reaction melting analyses were conducted for the
extracted DNA by utilizing both the candidate primers and probes of cytochrome b gene region,
newly designed for Leishmania, and the primers and probes, designed for internal transcribed
spacer-1 gene region we had previously used for control.

Results: Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani,
Leishmania aethiopica and Leishmania infantum/donovani hybrid species were managed to be
genotyped succesfully using the primers and probes of the newly designed cytochrome b gene
region.

Conclusion: It has been observed that Old World Leishmania species (Leishmania tropica,
Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica and
Leishmania infantum/donovani hybrid), rather than New World Leishmania species (Leishmania
brazilensis and Leishmania amazonensis), were successfully genotyped by the primers and probes
of the newly designed cytochrome b gene region.

Keywords: Cytochrome B, RT-PCR, Leishmania
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A. Ozbilgin ve ark., Leishmaniasis’de Sitokrom B Gen Bdlgesi

GiRiS

Leishmaniasis, diinya genelinde yayilim gosteren ve
kum sinegi vektori ile omurgali konaga bulastirilan
zoonotik/antroponotik 6zellik gosteren protozoon
parazitler olan Leishmania tirlerinin neden oldugu
enfeksiyon hastaligidir. Leishmania turleri aralarinda
morfolojik agidan fark olmamasina karsin, tedaviye
gerek duyulmaksizin iyilesebilen ve 6liimcil olmayan
deri enfeksiyonundan, i¢ organlara yerlesen ve ¢ok
saylida insanin 6limu ile sonuglanan epidemilere yol
acabilen sistemik enfeksiyona kadar oldukga farkh
hastalik tablolarina neden olmaktadirlar®.

Diinya Saglk Orgiiti’niin en énemli 6 tropikal hasta-
liktan biri olarak kabul ettigi Leishmaniasise bagh
olarak, diinya genelinde 20 milyon insanin hastaliga
yakalanmis oldugu, her yil 400 bin yeni olgunun orta-
ya ciktigi ve yaklasik olarak 350 milyon insanin ise
risk altinda oldugu bildirilmektedir. Memelilerin
zorunlu hiicre ici paraziti olan Leishmania tirleri,
enfekte kum sinegi turlerinin (Phlebotomus veya
Lutzomyia cinsi tatarciklar/yakarcalar) kan emmesi
esnasinda omurgali konaga bulastirilmaktadirlar.
Morfolojik agidan aralarinda fark olmayan Leishmania
turleri klinik acidan degerlendirildiginde kutanoz
leishmaniasis (KL), visseral leishmaniasis (VL) ve
mukokutandz leishmaniasis (MKL) olarak tge ayril-
maktadir. Son yillarda doérdinci klinik form olarak
degerlendirilen post kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL) ise L. donovani'nin etkeni oldugu VLlde sagal-
tim sdrecinin sonunda deride gozlenen klinik tablo
olarak kabul edilmektedir®?.

Visseral leishmaniasis ve KL yeni ve eski diinyada ayri
Leishmania tirleri tarafindan olusturulmaktadir. Eski
Diinya Leishmaniasis’i daha ¢ok endemik 6zellik gos-
termekle birlikte, Hindistan ve Afrika Ulkelerinde
zaman zaman epidemilere de neden olabilmektedir.
Ulkemizde, Ege ve Akdeniz bolgelerinde daha yogun
olarak goriilen VUin etkeni L. infantum; Glneydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde daha yogun
olarak gorulen KLin etkeni ise L. tropica olarak karsi-
miza ¢ikmaktadir. Endemik bolgelerde yasamini sir-

diren ya da endemik bolge seyahat dykust bulunan
ve hastaliga 6zgu klinik belirtilerle basvuran, 6zellikle
de kiclik yas grubundaki cocuk olgular kesinlikle VL
acisindan degerlendirilmelidir. Kendiliginden tedavi
gerektirmeksizin iyilesmesi genel olarak bir yil sir-
mesinden dolay! tUlkemizde “Yil Cibani” olarak halk
arasinda adlandirilan KL ise siklikla, uzun siirede geg-
meyen, cogunlukla ellerde ve yilizde gbzlenen Ulser
ile karsimiza ¢cikmaktadir®,

Epidemiyolojik durumun oldukca cesitli olmasindan
dolayi halihazirda tim leishmaniasis olgularinda kul-
lanima uygun tek bir tani, tek bir tedavi ve kontrol
yontemi mevcut degildir. Ozgiilliik ve duyarliligi yiik-
sek olan, invaziv olmayan ve uygulamasi basit testle-
rin bulunmamasi, sahada taniyi gugclestirmektedir.
Halihazirda kullanilan kemik iligi veya dalak érnegi ile
calisilan parazitolojik testler, invaziv yontemler ola-
rak degerlendirildiginden dolayi her hasta igin uygun
gorilmemektedir. Capraz reaksiyon goriilmesinden
dolayi, serolojik testlerin 6zgullik ve duyarlilig
disuktir. Son zamanlarda gelistirilen nikleik asit
tabanli yontemler ise oldukga avantajli olmasina kar-
sin gerek duyulan ekipmanlar karmagik ve fazla ola-
rak gorlilmektedir. Leishmania tirlerinin molekiler
tanisi icin bircok calisma yapilmaktadir. Tur tanimi
analizlerinde Leishmania genomuna ait, ribozomal
DNA(4), kinetoplast DNA’si(5), katepsin L-benzeri
sistein proteaz B gen bolgesi(6) ve sitokrom b (cyt b)
gen bolgesi” kullanilan bélgelerinden bazilaridir.

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)
yontemi ile parazitin cyt b gen bolgesi kullanilarak
tasarlanan primer ve problarin Eski Diinya
Leishmaniasis etkeni olan L. tropica, L. major; L. infantum,
L. donovani, L. aethiopica ve L. infantum/donovani
trlerinin basaril bir sekilde genotipledirilmesi amacg-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM
Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit Bankasi’nda

kademeli dondurma ydntemi ile kriyoprezervasyonu
yapilarak sivi azot tankinda saklanmis olan L. tropica
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(MHOM/AZ/1974/SAF-K27), L. major (MHOM/
SU/1973/5ASKH), L. infantum (MHOM/TN/1980/
IPT1), L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), L. aethiopica
(MHOM/ET/1972/L100), L. brazilensis (MHOM/
BR/75/M2903), L. amazonensis (MHOM/BR/73/
M2269) ve L. infantum/donovani hibrit susu (MHOM/
TR/2014/CBU25) referans grubu izolatlari olarak kul-
lanilmistir. Bunlarin yani sira Tiurkiye’de kutandz ve
visseral Leishmaniasisli hastalardan elde edilmis ve
dondurularak sivi nitrojende saklanmis 22 adet hasta
izolati calisma grubu izolatlari olarak kullanilmistir.

Sivi azottan g¢ikarilan tim izolatlar 37°C’lik su banyo-
sunda kisa sire igerisinde ¢ozdurilmis ve NNN besi-
yerine ve RPMI 1640+%15 FCS igeren sivi besiyerine
ekimleri yapilmistir. Ureyenler RPMI 1640+%15 FCS
iceren besiyerine ekilerek treme yogunluklari 107
promastigot/ml’ye ulastiginda Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche®) kullanilarak kitin
icerisinde belirtilen yonergeler dogrultusunda DNA
izolasyonlari yapilmistir. Detayh calisma bilgisi asagi-

da verilmistir.

NNN besiyeri: Kati faz: Bir balon icerisine eklenen
NaCl (1 g), agar (5 g), pepton (2 g) ve distile su (200
mL), 20 dakika slireyle 121°C sicaklikta otoklavlan-
mistir. Aseptik ortam sartlarinda, steril balon igerisi-
ne 30 mL tavsan kani konulmustur. Ardindan, genta-
misin solisyonundan 2.3 mL (%1) eklenmistir ve
homojen olarak karismasi saglanmistir. Agar iceren
suspansiyon yaklasik 50°C sicakhga kadar sogutul-
mustur, Gzerine steril tavsan kani eklenerek homoje-
nize edilmistir ve zaman kaybetmeden steril tlpler
icerisine 3-4 mL olarak dagitilmistir. Besiyerinin kati-
lasmasi icin egimli bir zemine konulan tupler, oda
sicakliginda bekletilmistir ve sonrasinda kullanilinca-
ya dek +4°C’de korunmustur.

Sivi faz: Kullanilacagi zaman buzdolabindan ¢ikarilan
besiyerinin dip kisminda az bir miktarda kondansas-
yon sivisi adi verilen bir sivi toplanir. Bu sivi Uizerine,
RPMI-1640 besiyerinden (%15 FCS) 1 mL eklenmistir
ve besiyeri ekim icin hazirlanmistir.
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DNA izolasyonu: Besiyerinde lreme yogunluklari
107 promastigot/mL oldugunda promastigotlar (g
kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra, filtreli pipet ugla-
ri kullanilarak ependorf tip icerisine promastigot
siispansiyonundan 200 pL eklenmistir. Uzerine 40 uL
proteinase K ve 200 uL “Binding Buffer” sollsyonla-
rindan eklenmistir ve homojen olarak karismasi sag-
lanmistir. 70°C sicakhktaki isitict blok icerisinde 10
dakika sireyle bekletilmesi sonrasinda, ependorf tlp
1sitic bloktan gikariimistir, icerisine isopropanol alkol
soltisyonundan 100 pL eklenmistir ve karismasi sag-
lanmistir. Ependorf igerisindeki silispansiyon,
“Collection” tup icine konulan filtreli tlip icerisine
eklenmistir ve 8000 g devirde 1 dakika siire ile sant-
rifij edilmistir.  Santriflj islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
“Removal Buffer” sollisyonundan filtreli tlp icerisine
500 pL eklenmistir ve 8.000 g devirde 1 dakika siire
ile santriflij edilmistir. Santriflj islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
“Wash Buffer” solisyonundan filtreli tip icerisine
500 pL eklenmistir ve 8.000 g devirde 1 dakika stire
ile santriflij edilmistir. Santriflij islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
Bu islem bir kez daha yinelenmistir. Tekrar yikama
yaptiktan sonra filtreli tlip bos olarak 15 saniye kulla-
nilan santrifijiin en Ust sinirinda santrifdj edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra filtreli tlip bos bir epen-
dorf tlipii igerisine yerlestirilmistir. Filitreli tip igerisi-
ne 70°C sicakliktaki “Elution Buffer” sollisyonundan
100 pL eklenmistir. Ardindan, 8.000 g devirde 1 daki-
ka slireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonra-
sinda filitreli tip atilmistir ve DNA 6rnegi ependorf
tlp icinde izole edilmistir. PZR galisilana dek, uygula-
nan bu protokol sonucunda elde edilen DNA 6rnek-
leri -20°C’de korunmustur.

Genotiplendirme: Elde edilen DNA’lar kontrol amaci
ile daha 6nce kullandigimiz Leishmania’nin ITS-1 bol-
gesine 6zgl primer ve problari kullanilarak GZ-PZR
cahsilmistir®. Daha sonra ayni DNA &rnekleri yeni
tasarladigimiz cyt b gen bolgesi primer ve problari
kullanilarak GZ-PZR galigiimistir.
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Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
6zgl primer ve problar;

Forward: GCAACYGTCCCAGTTATWGG

Revers: AAKGTATCAACTATWACTCAWGAYTCTTCAT
Probe 1: free-TTCGGATGGGTTTTGTGATAGAT-Fluo
Probe 2: LC640-TGCATTTTATTGYGARCGTTTATG

Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
0zgl primer ve problar ile GZ-PZR analizi igin hazirla-
nan toplam 10 pl’lik reaksiyon karisimina (Tablo 1)
GZ-PZR protokoli (Tablo 2) uygulanarak erime egrile-
ri analizi her bir 6rnek icin elde edilmistir. Orneklerin
erime egrileri ile referans suslarin erime egrilerine
gore incelenen suslarin genotiplendirilmesi gercek-
testirilmistir.

Bu ¢alisma, T.C. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi Saghk Bilimleri Yerel Etik Kurulu’nun
03/08/2016 tarih ve 20.478.486-292 sayili karari ile
alinan Etik Kurul onayi ile gerceklestirilmistir.

Tablo 1. Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b bolgesine 6zgii
primer ve problar ile hazirlanan PZR mix.

icerik Molar Hacim
Forward Primer 5uM 1ul
Reverse Primer 5uM 1ul
Probe 1 2 uM 1ul
Probe 2 2 uM 1L
Enzim (Fast Start) - 1L
Mg*? - 0.8 uL
H,0 - 2.2 uL
DNA - 2l
Toplam 10 pL

BULGULAR

Elde edilen DNA'larin kontrol amaci ile daha 6nce
kullandigimiz Leishmania’'nin ITS1 bdlgesine 06zgi
primer ve problari kullanilarak yapilan GZ-PZR analizi
sonucunda elde edilen erime egrileri degerlendiril-
mistir. Bu 6n ¢alismada, Leishmania brazilensis ve
Leishmania amazonensis referans susu anlamli bir
sonug¢ vermemistir. Diger tiirlerde ve hasta suslari ile
yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen erime egrileri
degerlendirildiginde genotiplemenin basari bir sekil-
de yapildig1 goralmustar.

Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
0zgl primer ve problar kullanilarak yapilan GZ-PZR
analizi sonucunda elde edilen egriler degerlendirildi-
ginde L. tropica referans susu ile 2 hasta izolati (Sekil 1),
L. major referans susu ile 10 hasta izolati (Sekil 2),
L. infantum referans susu ile 3 hasta izolati (Sekil 3),
L. donovani referans susu ile 5 hasta izolati (Sekil 4),
L. aethiopica referans susu ile 1 hasta izolati (Sekil 5),
ve L. infantum/donovani hibrit referans susu ve 1
hasta izolatinin (Sekil 6) erime egrileri degerlendiril-
digininde yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen
bolgesine 0zgli primer ve problarin eski diinya
Leishmania turlerini genotipledigi gortlmustar.

TARTISMA

Epidemiyolojik durumun oldukca cesitli olmasindan
dolayi halihazirda tim leishmaniasis olgularinda kul-
lanima uygun tek bir tani, tek bir tedavi ve kontrol
yontemi mevcut degildir. Ozgiillitk ve duyarliligi yik-

Tablo 2. Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b bolgesine 6zgii primer ve problar ile hazirlanan PZR protokolii.

Program Dongii sayist  Analiz Modu Hedef sicaklik (°C) Siire Okuma modu  Sicaklik artis hizi (°C/sn) Okuma (°C bagina)
Denatiirasyon 1 - 95°C 10 dk - 4.4 -

95°C 10 sn - 4.4 -
Dongl 45 Kantifikasyon 60°C 10 sn - 2.2 -

72°C 15sn Tek 4.4 -
Erime 1 Erime egrisi 95°C 2 dk - 4.4 -

45°C 2 dk - 2.2 -
Sogutma 1 - 65°C 0sn Surekli 0.11 5

40°C 10 sn - 2.2
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Sekil 1. Leishmania tropica referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.

0139
0179,
0159

iilfi .

£ oo9| —

i ———=_~ <

Q021
0041 \ /
Ne

0081 \

-0.081 e,

4 8 £ 58 60 62 64

5 %
Temperature ('C)
Sekil 3. Leishmania infantum referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 5. Leishmania aethiopica susu ve hasta izolatinin erime

egrisi.
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~(d/dT) Fluorescence (498-640)
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Sekil 2. Leishmania major referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 4. Leishmania donovani referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 6. Leishmania infantum/donovani hibrit sugu ve hasta izo-
latinin erime egrisi.
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sek olan, invaziv olmayan ve uygulamasi basit testle-
rin bulunmamasi, sahada taniyi gliclestirmektedir.
Halihazirda kullanilan kemik iligi veya dalak 6rnegiile
calisilan parazitolojik testler, invaziv yontemler ola-
rak degerlendirildiginden dolayi her hasta igin uygun
gorilmemektedir. Capraz reaksiyon goriilmesinden
dolayi, serolojik testlerin 6zgullik ve duyarlilig
disuktir. Son zamanlarda gelistirilen nikleik asit
tabanl yontemler ise oldukga avantajli olmasina kar-
sin gerek duyulan ekipmanlar karmasik ve fazla ola-
rak gérilmektedir®,

Leishmaniasis tani protokolliinde, bilinen molekiler
metodlar da uygulanmaktadir. Tim genom analizi
2005 yilinda tamamlanmis olan L. major Friedlin
susunun analiz sonuglari arastirmacilarin kullanimina
sunulmustur. PZR yontemi, az miktarda klinik mater-
yal ile calismaya olanak tanimasi, etkenin hizlica
belirlenebilmesi ve uygulanan tedavi protokoliniin
basarisinin takip edilebilmesi gibi avantajlara sahip-
tir. PZR’nun kullanima girmesi ile birlikte, molekdiler
testlerin VL ve KL enfeksiyonlari i¢in tani ve arastiril-
malardaki yeri ve 6nemi artmistir. Leishmaniasis
tanisi igin farkl klinik mateyallerden yapilan total
DNA izolasyonu ile PZR ydntemi uygulanmaktadir.
Kan ornekleri kullanildiginda; santriflj islemi sonra-
sinda dipteki pelletten tampon sollsyonu icerisinde
siispansiyon hazirlanmaktadir. Lenf bezi aspiratlari
ve deri 6rnegi kullanildiginda da tampon soliisyon
icerisinde homojenize edilmektedir. Her bir 6rnek
icin kit kullanilarak DNA izolasyonu yapilmaktadir.
Daha o6nce Uretilen belirli sayidaki parazitlerden DNA
izole edilmesi ve GZ-PZR ile standart egriler olustu-
rulmasindan dolayi, 6rneklerdeki parazit miktari ile
ilgili oranlamada bulunulabilmektedir®°,

Mikroskobik inceleme ile karsilastirildiginda KLlde,
PZR ile olduk¢a hassas sonuglar elde edilmektedir.
VLlde ise mikroskobik inceleme sonucu negatif oldu-
gunda dahi serolojik testler bagisikligi saglam birey-
lerde %100’e yakin duyarliliga sahip olmakla birlikte,
dogrulayici test olarak PZR oldukga 6nemlidir. Spesifik
antikor yanitinin az olmasindan dolayi bagisikligi bas-
kilanmis bireylerde (AIDS/HIV+, transplant hastasi

vb.) PZR, mikroskobi sonuglari ile birlikte degerlendi-
rildiginde tanida énem kazanmaktad (101213,

Farkli gen bolgeleriyle PZR ve PZR-RFLP yontemleriy-
le ayni zamanda tir tanimlanmasi da yapilabilmekte
ve bir bélgede hastalarin hangi Leishmania tiri ile
enfekte olduklarina rutin olarak yanit verme olanagi
saglanmaktadir. Kinetoplastidae ailesinde bulunan,
visseral ve kutandz leishmaniasise neden olan
Leishmania parazitlerinin nikleer DNA’lari yanisira
kinetoplastik DNA’lari (kDNA) da bulunmaktadir.
Parazitin kDNA’sinda biylk daire (maxicircle) ve
kiicik daire (minicircle) bélgeleri bulunmaktadir.
“Minicircle” boliminin 10.000 kopyadan olusmasi
tanidaki hassasiyeti artirmaktadir. “Minicircle” sabit
bolgesi tanida ¢cok hassas olmasina karsin tirler arasi
ve tir ici genotipik farkliliklari gosterememektedir.
Degisken bolgesi ise “RNA editing” bolgesi olup, in
vitro besiyerlerinde surdirilen suslarda zaman igin-
de degiskenlik gosterebilmektedir, hastadan alinan
klinik 6rneklerde ise tir ici genotipik farkhhklarin
gosterilmesinde kullanilabilmektedir. Nikleer DNA'da
27. kromozomda bulunan small subunit ve large
subunit ribosomal RNA (ssu ve Isu rRNA) genleri ara-
sinda kalan 0.9-1.2 kb kodlamayan bdélgenin (internal
transcribed spacer, ITS) Leishmania turleri ayirabile-
cek diuizeyde degisken oldugu bildirilmistir(04-16),

Klinige basvuran hastalarda ve saha ¢alismalarindaki
orneklerin toplanmasi, laboratuvara tasinmasi ve
DNA izolasyonundaki yeni tekniklerin sagladigi 6nem-
li avantajlar sonucunda PZR ile tani altin standart
olarak kabul edilebilir konuma gelmistir. PZR ile yapi-
lan cesitli ¢calismalarda, %100 6zgillik ve %92-98
araliginda degisen duyarhliga ulasilabilmistir. Ayrica
PZR ile Leishmania parazitlerine tir ve alt tir seviye-
sinde tani konulabilmektedir. Tire dayali tani konma-
sI tedavinin yonlendirilmesi ve prognozun belirlen-
mesinde 6nem tasimaktadir. Bu durum PZR analizinin
diinyada yalnizca gelismis merkezlerde degil leish-
maniasisin endemik oldugu ulkelerde saha kosulla-
rinda da yapilabilmesi ile bu konuda daha da gelis-
meler saglanacagi vurgulanmaktadir(7),
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Her bir amaca yonelik olarak uygulanan yontemler,
yontemlerin kombinasyonlari ve genomdaki hedefler
degisebilmektedir. Belirtilen bitin bu konularda
calismalar devam etmektedir. Tani, kantitasyon ve
canlilik galismalari igin hassasiyetin en yiiksek seviye-
de olmasi gerekli oldugu icin kopya sayisi yliksek olan
hedeflerle galisiimaktadir (rRNA genleri, kinetoplast
DNA'nin kigik daire bolimi, mini-exon genleri ve
genomik tekrar bolgeleri gibi). Tir ayriminda hedef
bolgenin hassasiyeti saglamasi kadar taksonomik
dizeyde degisken olmasi gerekliligi de 6nem tasi-
maktadir. Bu nedenle kopya sayisi ¢ok ve polimorfik
bolgeler [gp63, rRNA geninin “internal transcribed”
bolgeleri, isi sok proteini 70 (hsp70), sistein proteinaz
genleri gibi] hedeflenmektedir. Parazit diizeyinde
ayrim icinse ¢ozinirlik duzeyi yiuksek olmasi gerek-
tiginden kinetoplast DNA kiiglik dairesinin degisken
bolimi, mikrosatellitler veya bazi antijen kodlayan
genler kullanilmaktadir(0.17-20),

Leishmaniasis tanisi i¢in dokudan izole edilen DNA
orneklerinin kullanildigi birgok PZR yontemi gelistiril-
mistir. Bu yontemler vektor ve rezervuarlarin epide-
miyolojik arastirmalarinda da basariyla kullaniimak-
tadir. PZR hedefi olarak ¢ok kopyali dizilerin segilme-
siyle en ylksek duyarlliga ulasiimaktadir. PZR’nun
0zglnlugi Leishmania’nin genomundaki korunan ya
da degisken bolgelerin secilmesiyle 6zel gereksinim-
lere gore adapte edilerek parazit cins kompleksi, tir
ya da bireysel izolat seviyesinde tanimlanabilir. Ayrica
gorunirde basarl bir tedaviden sonraki kontrolde
PZR uygulanarak relapslar, PKDL ve MKL gelisecek
hastaliklarin saptanmasi gibi hastaligin prognozu
belirlenebilmektedir?,

Yapilan bir galismada, ¢esitli kan ile beslenen vektor-
lerin kus ve memeli konaklarini tanimlamak igin kul-
lanilan mitokondriyal cyt b geninin coklu dizilimlerine
gbre tasarlanmis primerlere dayanan DNA sekansi
yapilarak GZ-PZR protokoli uygulanmistir. Cyt b geni-
nin 359 bp’lik sekansini kodlayan bir fragmentin
amplifikasyonu yapilarak analiz edilen toplam 362
disiden 192 disi kum sineginde (%53) tanimlanmis
amplifikasyon tranlerini verdigini bulunmustur®@?,
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Genetik secimin neden oldugu genetik farklilik, kum
sineklerinin ve diger artropodlarin insektisid hassasi-
yetini ve vektorel kapasitesini etkilemektedir.
Lutzomyia spp’deki mitokondrial cyt b geninin gene-
tik cesitliligi Uzerine yapilan bir ¢alismada, Peru’da
dolasan 13 tirdeki cyt b gen dizileri belirlenmis ve
Andes’deki
peruviana’in  ana vektdori olan Lutzomyia

Peruvian Leishmania  (Viannia)
peruensis’deki tur ici genetik farklihk degerlendiril-
mistir. Otuz alti Lutzomyia peruensis’in cyt b gen
sekanslarindaki tlr ici genetik farklilik analizlerinde
genin orta bolgesinde yiiksek derecede polimorfik
olan 3 bélge tanimlanmistir. Ulkedeki 3 bélgenin 9
alanindaki 130 Lutzomyia peruensis’in cyt b gen
sekanslari izerine haplotip ve gen agi analizleri yapil-
mistir. Yapilan bu g¢alisma ile kum sinegi popilasyo-
nunun genetik yapisinin analizi i¢in cyt b geninin orta
bolgesinin yararli oldugu bildirilmistir®??.

Cesitli turlerde ve galismalarda, gerek genotipleme-
de gerekse popilasyonlarin genetik gesitliginin belir-
lenmesinde cyt b gen bolgesi kullaniimaktadir.
Leishmania’larda ise Leishmania genomuna ait, ribo-
zomal DNA, kinetoplast DNA'si, katepsin L-benzeri
sistein proteaz B gen bolgesi ve cyt b gen bolgesi
kullanilan bolgelerinden bazilaridir. cyt b gen bolgesi
turlere 6zgi spesifik degisikliklere sahip olmakla bir-
likte, A (Adenin) ve T (Timin)’den oldukca zengin ve
homopolimeri bulunan bdlgedir ve primer probe
tasarimini gergeklestirmek oldukca zor olmasina rag-
men ture, 6zgu genetik materyalleri de tagimaktadir.
Bizim calismamizda 22 leishmanasis hastasindan
elde edilen hasta izolati parazitin cyt b gen bolgesine
ait yeni tasarlandigimiz primer ve FRET problarin
GZ-PZR yontemi ile genotiplendirildiginde L. tropica,
L. major, L. infantum, L. donovani, L. aethiopica ve
L. infantum/donovani hibrit tirlerinde basarili sonug-
lar alinmistir. Ancak tasarlanan primer ve FRET prob-
lar Yeni Diinya leishmaniasis etkenleri olan L. brazilensis
ve L. amazonensis referans suslarinda ¢alismamistir.

Sonug olarak, yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b
gen bolgesine 6zgu primer ve problar kullanilarak
yapilan GZ-PZR analizi sonucunda elde edilen egriler



A. Ozbilgin ve ark., Leishmaniasis’de Sitokrom B Gen Bdlgesi

degerlendirildiginde bolgemizdeki Leishmania tiirle-
rini basarili bir sekilde ayirdig1 gortlmustar.

Ozellikle tGlkemizde Giineydogu Anadolu ve Akdeniz
bolgesinde, diinyada ise Akdeniz havzasi basta olmak
Gzere bircok tlkede tasarladigimiz primer ve problar
kullanilarak leishmaniasis etkeninin kisa silrede
dogru bir sekilde tanimasi ve tlr ayrimini yapabiliyor
olmasi hastaligin tedavi stirecini ve yasam kalitesini
olumlu etkileyecektir. Bu bir pilot ¢alisma olup, fazla
sayida hasta izolati ve klinik materyal ile genis kap-
samh ¢alismalarin yapilmasi ileride planlanacaktir.
Daha sonra bu ¢calismadan elde edilecek sonuglar kit
haline donustlrilerek ileride patent alinmasi disi-
nilmektedir.

Tesekkiir: Bu calismayi BAP 2016-149 nolu projesi ile
desteklemis olan Manisa Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligline ve
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi Parazit
Bankasi'na sagladiklari katkilarindan dolayi tesekkir
ederiz.
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0z

Amag: Askomiset mantarlarda ¢iftlesme, MAT lokus adi verilen bir esey tipi gen bélge-
si ile yénetilir. MAT lokus, zit iki esey tipinde birbirine benzemeyen hatta tamamen
farkli idiomorf dizilimler igerir. Pezizomycotina alt subesine déhil olan mantarlarda her
bir MAT idiomorfu, bir alfa domain, bir de HMG (High Mobility Group) domain trans-
kripsiyon faktériinii kodlar. Alfa domain ve HMG domain transkripsiyon faktor genleri
MAT lokusun olmazsa olmaz pargalari olsa da her bir mantarin MAT lokus yapisi, yani
uzunlugu, gen igerigi ve genlerin transkripsiyon yénleri kendilerine 6zgiidiir. Bu ¢alis-
mada, laboratuvarlarimizin kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve kan kiiltiirlerinden izole
edilen Candida albicans’in esey tipi gen bdlgesinin karakterizasyonunun belirlenmesi
amaglanmistir.

Yéntem: Candida albicans genomunda yer alan MTLa (Mating Type Locus)ve MTLa
primerlerinin 485 bp ve 515 bp’lik DNA bdlgesi multiplex PCR teknigi ile belirlendi.
Bulgular: Toplam, 156 C. albicans kékeninin 155 (%99.4)’i MTLa/a, 1 (%0.6) kéken ise
MTLa/a olarak bulundu.

Sonug: MTL karakterizasyonun belirlenmesi ¢alismalari hem molekiiler genetik ¢alis-
malarinin daha kolay ve ¢abuk yapilabilmesi hem de bu patojen mantarin dogasinin
anlasiimasi yéniinden 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, eseyli ireme, MTL lokus, virulans
ABSTRACT

Objective: Mating in Ascomycete fungi is governed by mating type gene region called
the MAT locus. The MAT locus contains idiomorphic sequences that are dissimilar in
two opposite mating types.In fungi belonging to the Pezizomycotina subphylum, each
MAT idiomorph encodes an alpha domain and an HMG (High Mobility Group) domain
transcription factor. Although the alpha domain and the HMG domain transcription
factor genes are indispensable components, the structure of the MAT locus (length),
the gene content, and the transcriptional directions of the genes differ among fungi.
This study aimed to evaluate the characterization of mating type of Candida albicans
isolated from blood samples in our labouratory culture collection.

Method: Using the multiplex PCR technique, 486 bp and 515 bp of the DNA region of
MTLa and MTLa primers in the C. albicans genome were determined, respectively.
Results: 156 C. albicans isolates showed 155 MTLa/a (99.4%) and 1 MTLa/a (0.6%).
Conclusion: Determination of MTL is essential both for making molecular genetic
studies more efficient and for understanding the nature of this pathogenic fungus.

Keywords: Candida albicans, sexual reproduction, MAT locus, virulence
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GiRiS

Candida albicans, eseyli ¢ogalan, diploid bir maya
mantari  olup, insanlarda agiz ve vagina
enfeksiyonlarinin etkenidir. Askomiset mantarlarda
eslesme, MAT lokus adi verilen bir esey tipi gen
bolgesi tarafindan yonetilir. MAT lokus, idiomorf
dizilimleriicerir ve her bir MAT idiomorfu alfa domain
ve HMG domain transkripsiyon faktériini kodlar. Her
mantarin MAT lokus yapisi yani uzunlugu, gen igerigi
ve genlerin transkripsiyon yoénleri kendilerine
ozgldur. Ayrica, MAT lokus gen bdlgesi, hiicre tipi
kimlik olusturan, eseyli Gremeye yardimci olan ve
bazi durumlarda virulans ile baglantili transkripsiyon
faktorlerini (homeodomain, HMG ve a-domain) veya
feromon reseptdrlerini kodlart®.

Candida albicans’in mating type benzeri (MTL) lokusu
Saccharomyces cerevisiae’'nin al, al ve a2’ye ek
olarak a2 regulatorleri ile hicresel kimligin
transkripsiyon regilatorleri arasinda benzerlik
gosterir. Candida albicans’in MTL lokusu, fosfatidili-
nositolkinazlari (PIK), oksistein baglayici proteinleri
(OBP) ve poliA polimerazlari (PAP) kodlayan genleri
ihtiva etmesi nedeniyle Saccharomyces cerevisiae’den
daha buiyik oldugu belirtilir®?.

Bu calismada, Candida albicans’in esey tipinin
belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Cukurova Universitesi
Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
kaltdr koleksiyonlarinda bulunan ve kan klttrlerinden
elde edilen toplam 156 C. albicans kdkeni ¢alismaya
alindi. C. albicans tanisi konvansiyonel ve molekdler
yontemlerle dogrulandi. Kontrol kékeni olarak
C. albicans ATCC 10231, ATCC 24433 ve ATCC 90028
kullanild.

Konvansiyonel yontemler: Stok kiltur koleksiyonla-
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rinda C. albicans kayith suslar Sabouraud glukoz
agar’a (SGA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve
BBL CHROMagar Candida (BectonDickinson, Sparks,
MD, ABD) besiyerine ayni anda pasajlandi ve 37°C’de
72 saat inkiibe edildi. Uretici firmanin &nerileri
dogrultusunda BBL CHROMagar Candida besiyerinde
yesil renk koloni olusturan kokenler germ tlp testi ile
dogrulandi. Ayrica, kokenler Misirunu-Tween 80
agarda (HiMedia, Mumbai, Hindistan) yalanci hif,
gercek hif, blastospor ve klamidospor varligi veya
yoklugu yéninden incelendi®.

Molekiiler yéntemler: Konvansiyonel yontemlerle
dogrulanan kokenlerin molekiiler testlerle de
dogrulanmasi igin kokenler yine SDA besiyerine
pasajlandi ve taze kdiltir kolonilerinden DNA
ekstraksiyonu Turin ve ark/nin® onerdigi yonteme
gore vyapildi. ITS 1-4 primerleri kullanilarak PCR
amplifikasyonu, toplam hacim 25 pL olacak sekilde
[12.5 pL2x karisim (AmpligonTag DNA Polymerase
Master Mix, Odense, Danimarka); 0.5 pL her bir
primerden (100 pmol/uL), 10.5 pL distile su ve 1 pL
kalip DNA] gerceklestirildi (Tablo 1). Isi dongi cihazi
(Techne Prime, Staffordshire, ingiltere)’'nda, PCR
amplifikasyonu 95°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonu
takiben, 35 dongl 95°C’de 45 sn denatirasyon,
57°C'de 60 sn primer birlesmesi, 72°C'de 60 sn
cogaltma ve 72°C'de 5 dakika son uzama olarak
optimize edildi. PCR amplifikasyonu sonrasinda
elektroforez ile %1.2’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dk
ylritilen ornekler jel goriintileme cihazinda
incelendi. Hedeflenen 535 bp bolgede bant gézlenen
PCR ornekleri saflastirildiktan sonra, primer ciftinin
ileri primerleri kullanilarak RefGen Biyoteknoloji ve
Arastirma Merkezi (ODTU, Ankara)’nde sekans
reaksiyonlari yapild.

Esey gen bolgesinin arastirilmasi: Esey tipinin
saptanmasl amaciyla C. albicans genomunda yer
alan MTLa ve MTLa primerleri (Tablo 1) ile yapilan
amplifikasyonda, 94°C’de 3 dakika ilk denatiirasyon
sonrasl, 35 dongl 94°C’de 1 dakika denatirasyon,
55°C’de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’de 1 dakika
cogaltma ve takiben 72°C’de 7 dakika son uzama
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gerceklestirildi. PCR Urunleri elektroforez ile %3
agarozjelde 100 voltta 120 dakika yarataldd. Jel
transliminatorde ultraviyole isik altinda incelendi.
Calismada, MTLa icin 485 bp ve MTLa igin ise 515 bp
uzunlugundaki bolgede bant gosteren ornekler
degerlendirildi.

Tablo 1. Amplifikasyonda kullanilan primerler®”,

Primer Primer
Adi

Niikleotid dizileri (5’-3’)

ITS1 Forward primer 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 Reverse primer 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
MTLa Forward primer 5’-TTC GAG TAC ATT CTG GTC GCG-3’
MTLa Reverse primer 5-ATC AAT TCC CTT TCT CTT CGA TTA GG-3'
MTLa  Forward primer 5’-TTG AAG CGT GAG AGG CTA GGA-3’
MTLo.  Reverse primer 5-TGT AAA CAT CCT CAA TTG TAC CCG A-3’

Bu calisma, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan 2017-2-TP2-2585 nolu
proje olarak desteklenmistir.

BULGULAR

Mersin  Universitesi Farmasotik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali kiltir koleksiyonunda bulunan 156
C. albicans izolati calismaya alindi. Stok kiltiriinden
Sabouraud dekstroz agar ve BBL CHROMagar
Candida’ya canlandirma yapildi. Canlandirma sonrasi
treyen her bir yesil renkli kokeni, cimlenme borusu
olusturma ve misir unu-tween 80 agardaki
mikromorfolojik Ozelliklerine gore degerlendirildi.

515 bp

500 bp

485b

Tar tanimi yapilmasi igin yeterli olan o6zellikler
kadedilip molekiler yéntemlerle C. albicans oldugu
dogrulandi.

Candida albicans genomunda yer alan MTLa ve
MTLa primerlerinin kullanilarak belirlendigi esey tip
gen bolgesin 485 bp ve 515 bp’lik DNA bolgesi
multiplex PCR teknigi ile kullanilarak belirlendi.

Calismada, tir tanisi dogrulanan 156 C. albicans
koékeninin 1’'i MTLa (% 0.6) ve 155’inin ise (% 99.4)
MTLa/MTLa oldugu belirlendi. Sonuglara ait PCR jel
goriantusi Sekil 1’de goriilmektedir.

TARTISMA

insanlarda hastalik etkeni mantarlar arasinda en sik
belirlenen tirlerden birisi de C. albicans’dir.
C. albicans’in 1999’a dek asekslel oldugu
distinilmekte idi®. Bu dusince, MTL lokusun
olmayisi veya esey tipi flizyonun gozlenmeyisi gibi
eksik bilgilerden kaynaklaniyordu. MTL identifikas-
yonunu gosteren tim genom projelerinde
C. albicans’in MTL lokusu gosterilmistir. Son
zamanlarda virulans ile iliskili faktorleri kodlayan
MAT lokus gen bdlgesi dzellikle dikkat cekmektedir®),
Askomiset mantarlarda eslesme yiiksek derecede
farklilasmis sekanslara sahip iki idiomorflu tek bir
eslesme tipi (mating tip-MAT) lokusu tarafindan
diploid  bir

yonetilmektedir. C.  albicans

515bp

M 11 .12 13 14 SSEeE 17 18019 23

cIsIEmIImgEmEIry iy

(b)

Sekil 1. Esey gen bélgesine ait PCR jel goriintiisi; (a) M: Marker, Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC24433 ve C. albicans ATCC
90028, 4-10, (b) M: Marker, 11-20, (c): M: Marker, N: Negatif kontrol, 21-23 MTLa/MTLa esey gen bélgesine sahip C. albicans kdkenleri,

24: MTLa esey gen bolgesine sahip C. albicans kdkeni.
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mikroorganizmadir. MTL gen bolgesi ¢ogunlukla
heterozigot olup, a/a allellerini tasimaktadir. Ancak,
klinik izolatlarin %57’sinde a/a veya a/ahomo-
zigotlugu mevcuttur ve potansiyel caprazlasma
yetenegine sahiptir®. Ayrica, MTL lokusunu tasiyan
kromozon tzerinde azol etkinligini belirleyen ERG11
ve TAC1 genleri bulundugu igin azollere karsi direngli
olan C. albicans suslarinda MTL bolgesinde
homozigotluk orani fazladir®®),

MTL sisteminin kesfinden sonra, beyazdan opakliga
gegisin eslesme surecinde 6nemli bir adim oldugu
ortaya konulmugtur. Anaerop kultdr, ylksek CO,
diizeyleri, N-asetil glikozamin (ayni zamanda saprofit
bakterilerin bir irlint), oksidatif stres ve hiicrenin
yavas biyimesi opakliga geciste rol oynayan onemli
etkenler arasinda yer alir13),

ibrahim ve ark. C. albicans’in beyaz-opak fenotipik
donUslimi gosteren suslarinda, opak hicrelerde
eslesmenin daha fazla oldugu, “opak” hicreler
tarafindan Uretilen a feromonun “beyaz” hiicrelerde
biyofilm Gretimini artirdigini bildirmislerdir.

Candida albicans hiicrelerinin en ¢cok deride (31-32°C)
eslesme yaptig belirtilmistir®). Cin’de vyapilan
calismada, cesitli kliniklerden izole edilen 93
C. albicans kokeninin 86 (%92.5) MTLa/a esey tipi
oldugunu, yalnizca yedi kdkenin ise (%6.5) MTLa/a
veya o/a esey tipi oldugu rapor edilmistir. Ayni
¢alismada, 27 kdkenin beyaz koloni, 66 kdkenin opak
koloni olusturdugu ve esey tipinin ise heterozigot
oldugu bildirilmistir®,

Lockhart ve ark.'” MTLa/a, MTLa/a, MTLa/a esey
tipine ait C. albicans kokenlerini farelere enjekte
etmisler ve MTLa/a susunun, MTLa/a veya MTLa/a
kokenlerine gore fareyi ¢cok daha hizhi éldardigindg,
bu nedenle MTLa/a esey tipine sahip kokenlerin
daha virtlan oldugunu, yine Lockhart ve ark.“® 220
C. albicans klinik kdkeninin %96.8’sinin MTLa/a ve
%3.2’sinin  homozigot oldugunu (MTLa/a veya
MTLa/a) bildirmiglerdir.
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Park ve ark.*® insanlardan izole edilen C. albicans
suslarinin %95’inden fazlasi MTLa/a oldugunu ve
bunlarin yaklasik 1/3’inin beyaz formdan opak forma
donlsebilecegini, iki transkripsiyon faktorinin (TFs),
Sfl2 ve Efgl‘in a/a suslarinda fenotipik degisimin
baskiladigini bildirmislerdir. Bir baska calismada ise,
C. albicans’in orofaringeal kandidoz izolatlarina iliskin
opak hicrelerin oral mukoza epitel hiicrelerini daha
az invaze ettigi ve Candida‘nin eslesmesinin ender
oldugunu gosterilmistir,

Sunulan galismada ise kan kultlrlerinden elde edilen
156 C. albicans susunda 155 (%99.4)'i MTLa/a ve 1
(%0.6)'i MTLo/a olarak literatirlerle uyumlu
bulundu.

Sonug olarak, mantarlarda bir eseyli ¢cogalmada rol
oynayan genlerin virllans ve patogenezdeki rolleri
anlasildik¢a, mikozlarin tanisinda ve farkli hedeflere
yonelik yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi ve/
veya mevcut tedavi yontemlerinin yonlendirilmesine
yol gosterici olacaktir.
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6z

Amag: AIDS giiniimiizde tiim diinyada oldugu gibi lilkemiz iginde 6nemli bir halk sagh-
g1 sorunudur. Bu ¢alisma, 2010-2018 yillari arasinda Elazig ilindeki HIV/AIDS igin uygu-
lanan laboratuvar test sonuglarini degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

Yéntem: Elazig ilindeki tiim hastanelerin verilerine gére HIV/AIDS kuskusu bulunan 495
hasta retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Dért yiiz doksan bes hastanin 168’ (%33.9) kadin, 327’si (% 66.1) erkek idi.
Sonuglar yillar agisindan incelendiginde, her yil tetkik edilen hasta sayisinda artis sap-
tandi. HIV viriisiiniin pozitif ¢tkma orani, erkek hastalarda (%88.5) kadin hastalara
(%11.5) kiyasla daha yiiksek bulundu. HIV pozitif 208 hastanin %38.5’i 21-30 yas,
%26.9°u 31-40 yas, %17.8’i 41-50 yas, %3.8’i <20 yas ve %13’ >51 yas idi. Calismaya
dahil ettigimiz hastalardan altisi, HIV pozitif olarak dogrulandidi yil icerisinde é1d.
Sonug: llimizdeki HIV prevalansi yildan yila artis egilimi gostermektedir. Verilerimiz
tilke genelindeki HIV verileri ile uyumlu ¢ikmistir. Bu salgini engellemek igin halkin cin-
sel yolla bulasan enfeksiyonlar konusunda egitimler verilerek daha fazla bilinglendiril-
mesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: HIV/AIDS, prevalans, Elazi§
ABSTRACT

Objective: Today AIDS is an important public health problem in our country, as it is all
over the world today. This study was conducted to evaluate the outcomes of laboratory
testing of HIV in Elazig province between 2010 and 2018.

Method: According to the data of all hospitals in Elazig province, 495 patients with
suspected HIV were evaluated retrospectively.

Results: Of the 495 patients, 168 (33.9%) were female and 327 (66.1%) were male.
Annual analyses showed an increase in the number of patients tested every coming
year. HIV positivity rate was found to be higher in male patients (88.5%) compared to
females (11.5%). A total of 208 HIV-positive patients were 21-30 (38.5%) 31-40
(26.9%), 41-50 (17,8%), <20 (3.8%) and >51 (13%) years of age. Six patients confirmed
as HIV positive cases died within a year.

Conclusion: HIV prevalence in our city tends to increase year by year. Our data are
consistent with HIV data across the country. In order to prevent this epidemic, the
public needs to be educated about sexually transmitted infections so as to further raise
their awareness.

Keywords: HIV/AIDS, prevalance, Elazig
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GiRiS

“Acquired Immunodeficiency Syndrome” (AIDS), HIV
virsiinin neden oldugu, perinatal, parenteral,
enfekte kisilerle yakin temas ve cinsel iligski yoluyla
bulasan, insan immun sistem hastaligidir. HIV virisQ,
enfeksiyonlari 6nleme gorevi olan immin sistemin
CD4 pozitif T lenfositlerini yok ederek immiin sistem
hicrelerinin islevlerini bozar ve asemptomatik
tastyicilik durumundan 6limcil hastalklara kadar
degisen genis bir klinik tablo ile seyredebilen bir
enfeksiyona neden olur*?. Bu enfeksiyona bagl
olarak meydana gelen AIDS ise basta pulmoner
tiberklloz olmak Uzere viral, bakteriyel, parazitik
firsatgl enfeksiyonlar, Kaposi sarkomu veya non-
Hodgkin lenfoma gibi kanserlerle seyredebilir®*. ilk
kez 1981 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
tanimlanmis olan HIV/AIDS, baslangicta Kuzey
Amerika ve Avrupa gibi gelismis Ulkelerdeki
homoseksiiel  erkeklerin hastaligi  olarak
distnilmisti. Ancak, HIV/AIDS glinUmiz her yas
insaninin ve c¢agdas tibbin en O6nemli glincel ve
kiiresel sorunlarindan birisidir ve Ulkeler icin sosyal,
kiltirel, biyolojik, politik ve finansal agidan sikintilar
yaratmaktadir®. Diinya Saglk Orgitii (WHO)  niin
2017 verilerine gore, yaklasik 36.9 milyon kisi HIV ile
enfektedir ve bu kisilerin 25.7 milyonu Sahraalti
Afrika’da, 3.4 milyonu ABD’de, 2.3 milyonu Avrupa’da,
3.5 milyonu ise Giliney-Dogu Asya’da yasamaktadir.
Ayrica HIV ile enfekte 36.9 milyon kisinin 1.8 milyonu
15 yas alti ¢ocuklardan olugmaktadir®. Tirkiye Halk
Saghgl Kurumu’'nun 2018 vyili aralik ayi verilerine
gore, Turkiye’de 1985 vyilindan gliniimize kadar,
dogrulama testi pozitif tespit edilerek bildirimi
yapilan 19748 HIV pozitif hasta ve 1772 AIDS olgusu
bildirilmistir®. Transseksueller, damar ici uyusturucu
kullananlar, seks iscileri ve mahk(mlar genel
populasyona gore HIV bulasi icin 10-50 kat daha fazla
risk altindadirlar. Tim diinyada her yil 2 milyondan
fazla yeni HIV enfeksiyonu olgusu belirlenmekte ve
bu olgularin tahminen %40 int bu gruplar
olusturmaktadir®, HIV epidemisinin kontrol altina
alinabilmesi igin bu gibi kilit topluluklara yoénelik
daha biyik caba gosterilmesi ve yeni stratejiler

gelistirilmesi gerekmektedir®. 2030 yilina kadar
gerceklestirilmesi amaclanan Birlesmis Milletler HIV/
AIDS Ortak Programi(Joint United Nations Programme
on HIV/AIDS-UNAIDS) global HIV epidemisini kontrol
altina almak igin 90-90-90 hedefleri olarak bilinen bir
takim hedefler belirlemistir. 2020 yilina kadar
ulagilmasi amagclanan ilk hedefler; HIV ile enfekte
tim hastalarin %90’inin tanisinin konularak kendi
durumlari ile ilgili yeterli bilgi sahibi olmalari,
annelerin hayatta ve saglikli olmalari ve ¢ocuklardaki
yeni HIV enfeksiyonunun sifira indirilmesi, genclerin
%90'Inin kendilerini HIV enfeksiyonundan korumak
icin yeterli bilgi ve beceri yetenegi kazanmasi, tani
alan tim hastalarin %90’inin tedavi altina alinmasi ve
tedavi alan tim hastalarin %90’inda viral yikin
baskilanmasidir®®t), Bu calismanin amaci, ilimizde
toplum sagligini 6nemli olgude etkileyen, yillar
icerisinde katlanarak artan HIV gercegini ortaya
koymak ve bu bilgiler 1s18inda Ulkemiz verilerine
katkida bulunmaktir.

GEREC ve YONTEM

Calismamiza Elazig ilindeki cesitli hastanelerin
polikliniklerine 1 Ocak 2010- 31 Aralk 2018 tarihleri
arasinda farklh yakinmalarla basvuran ve Anti HIV1/2
ELISA testi sonuglari iki kez reaktif bulunan 495 hasta
dahil edildi. Anti HIV1/2 ELISA testi reaktif saptanan
ve Halk Sagligi Genel Mdudurligu Mikrobiyoloji
Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Dairesi
Bagkanhgi’'nin  Western Blot sonuglarina gore
dogrulugu onaylanan hastalar HIV pozitif olarak
kabul edildi. Hastalarin laboratuvar sonuglari ve
demografik ozellikleri retrospektif olarak tarandi.
istatistiksel degerlendirme igin “Statistical Package
for Social Science for Windows” (SPSS) 24.0 paket
programi kullanildi. Tanimlayici Olgltler olarak
ortalama, standart sapma ve ylizde dagilimlari
kullanildi. Hastalarin demografik o6zellikleri igin
frekans (dagilim) analizi uygulandi. incelenen
hastalarin yas, cinsiyet, istek yapilan kurum ve
basvuru vyillari ile virls pozitifligi arasinda c¢apraz
dagilim tablolari olusturuldu. istatistiksel analizlerde,
sayisal verilerin karsilastiriimasinda ki-kare (chi
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square) testi kullanildi. Sonuglar %95 ve %99 gliven
duzeyinde degerlendirilip, p<0.01 ve p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Calismamiz
icin Firat Universitesi Etik Kurulu’ndan onay (Karar
No: 07(02) Tarih: 25.04.2019) alind.

BULGULAR

incelenen 495 hastanin %33.9 (168)’'u kadin, %66.1
(327)’i erkekti. Yas araliklarina goére dagilim
incelendiginde, hastalarin %31.7 oraniyla en fazla
21-30 yas araliginda oldugu saptandi. Her yil tetkik
edilen hasta sayisinda artis gozlendi. 2010 yilinda
Anti HIV1/2 ELISA testi ile virlis pozitifligi belirlenen
toplam hasta sayisi 16 iken, 2011, 2012, 2013
yillarinda (sirasiyla 32, 34, 31) 2010 yilinin yaklasik iki
katina, 2015, 2016, 2017, 2018 vyillarinin sonunda
(sirasiyla 81, 83, 82, 93) ise 2010 yilinin yaklasik bes
kati seviyesine yukseldigi gorildi. HIV kugkusu ile
dogrulamaya en c¢ok 6rnek gonderen kurum %49.7
(n=246) oraniyla Elazig Egitim ve Arastirma Hastanesi
idi. Firat Universitesi Tip Merkezi ise, %25.3 (n=125)
ile ikinci sirada idi. Cinsiyet, yas, basvuru yil, istek
yapilan kurum ve test sonuglarina gore dagilimi Tablo
1’de gosterilmektedir.

Halk Saghgi Genel Midirligu Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Daire
Bagkanlig’'nda, Western Blot yontemi ile HIV pozitif
oldugu dogrulanan 208 hasta incelendiginde, %88.5
(n=184)’inin erkek, %11.5 (n=24)'inin kadin
hastalardan olustugu goéruldd. Arastirmamizda HIV
pozitif hastalarla cinsiyetleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski mevcuttu (p<0.05). Cinsiyetlere
gore virls pozitifligi dagilimi Tablo 2’de 6zetlendi.

Laboratuvar bulgulari ve klinik verilere dayanarak
AIDS oldugu kanitlanan doért hasta, toplam hasta
(N=495) sayisinin %0.8’ini olusturmaktaydi ve tim
AIDS hastalari erkek idi.

incelenen 495 hastanin yas ortalamalari yillara gére

degerlendirildiginde 2010 yilindan 2015 yilinda kadar
ortalama yas degerlerinde artis izlenirken, 2015

102

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(2):100-7

Tablo 1. Cinsiyet, yas, bagvuru yil, istek yapilan kurum ve test
sonuglarina goére dagihm.

Ozellikler N (495) %
Cinsiyet
Kadin 168  33.9
Erkek 327 66.1
Yas
<20 43 8.7
21-30 157 317
31-40 118 238
41-50 76 15.4
51-60 50 10.1
>61 51 10.3

Bagvuru Yillari

2010 16 3.2
2011 32 6.5
2012 34 6.9
2013 31 6.3
2014 43 8.7
2015 81 16.4
2016 83 16.7
2017 82 16.5
2018 93 18.8
istek Yapilan Kurum
Elazig Egitim ve Arastirma Hastanesi 246  49.7
Harput Devlet Hastanesi 12 2.4
Firat Tip Merkezi 125 253

Ozel Hastaneler (Medical Park, Anadolu, Damla, 68 13.8
Hayat, invitro Lab.)

Fethi Sekin Sehir Hastanesi 19 3.8
ilce Devlet Hastaneleri 2 0.4
Halk Sagligi Lab./Kizilay Kan Merkezi 17 3.4
Ruh Saglig1 ve Hastaliklari Hastanesi 6 1.2
Test Sonuglari (Western Blot)
Pozitif 208 42.0
Negatif 283 57.2
AIDS 4 0.8

yillindan sonra ise azalma gozlendi. Hastalarin yas
ortalamalarinin 2010 yilinda 35.2+13.6, 2015 yilinda
41.2+18.8, 2018 yilinda ise 33.5%12.1 oldugu
belirlendi. Hastalarin yillara gére ortalama vyas
degerleri Tablo 3’te gosterilmektedir.

HIV pozitif 208 hasta buylk oranda geng vyas
grubundan olusmaktaydi. Yillara gére hastalarin HIV
pozitiflik orani artarken ortalama yas degerlerinde
diisiis gézlendi. incelenen hastalardaki HIV pozitiflik
orani ile yaslari arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklihk mevcuttu (p<0.01). AIDS tanisi alan dort
hastanin l¢u 31-40 yas araliginda olup, biri ise 21-30
yas araliginda bulunmaktaydi. Yaslara gore virls
pozitifligi dagilimi Sekil 1’de gosterilmektedir.
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Tablo 2. Cinsiyetlere gore viriis pozitifligi dagilimi.

Tablo 3. Hastalarin yillara gére ortalama yas degerleri.

HIV
Pozitif Negatif AIDS Toplam
Kadin N 24 144 0 168
% %11.5  %50.9 %0 %33.9
Erkek N 184 139 4 327
% %88.5  %49.1 %100 %66.1
Toplam N 208 283 4 495
% %100 %100 %100 %100

40,00%
35,00%
30,00%
25,00%

5,00%
0,00%

Yil N Ort+SD

2010 16 35.2+13.6
2011 32 36.5+15.3
2012 34 36.0+14.0
2013 31 36.8£17.0
2014 43 39.4+17.4
2015 81 41.2+18.8
2016 83 39.5+18.2
2017 82 37.2+17.6
2018 93 33.5+12.1

0,5%

21-30Y¥as 321-40¥as 41-30Yas 51-60Yas =260 Yasg

15,00%

4.8%  43%
=

Sekil 2. Yillara gére viris pozitifligi dagilimi.

HIV pozitifligi dogrulanan 208 hasta vyillara gore
degerlendirildiginde, her yil virls pozitiflik oraninda
artis gézlendi. 2010 yilinda virus pozitifligi dogrulanan
U¢ (%1.4) hasta bulunurken, 2017 yilinda 46 (%22.1),
2018 yilinda 40 (%19.2) diizeylerine ulastigi gorulda.
incelenen hastalarda ortaya ¢ikan viriis pozitifligi
oraninda, pozitifligin belirlendigi yillar agisindan

9,1% —|

2013 2014 2015 2016 2017 2018

anlamh bir fark mevcuttu (p<0.05). Yillara gore virts
pozitifligi dagilimi Sekil 2’de gosterilmektedir.

Calismamizda incelenen 495 hastanin altisi HIV pozitif
olarak dogrulandigi yil icerisinde oldi. Ayrica
hastalarin  yasadiklari yerler degerlendirmeye
alindiginda ulasabildigimiz verilere gore dagilim, Elazig
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Merkez %63.8, cevre iller (Mus, Tunceli, Bingol) ve
ilceler (Palu, Kovancilar, Maden vb.) %27.6, uzak iller
(istanbul, izmir) %6.7 ve yurt disi %1.9 oraninda idi.

TARTISMA

GiUnUmuzin en blyldk pandemilerinden olan AIDS,
dinya genelinde benzeri gorilmemis boyutlara
ulasabilen en 6nemli halk saghg sorunlarindan
biridir®. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(European Centre for Disease Prevention and Control
ECDC)’in 2011 verilerine gore, Turkiye'nin de icinde
bulundugu European Region of the WHO (WHO
EURO) bolgesinde 53.974 vyeni HIV olgusu
belirlenmistir. 2011 yili 2002 yiliyla karsilastirildiginda
on yillik stiregte bildirilen HIV vakalarinin sayisi %89.4
oraninda artmistir ve bu durum bolge genelinde HIV
salgininin ne kadar drkatict bir boyuta ulastigini
gostermektedir®. Ulkemizde yeni olgu sayilari 2012
yilina dek yavas bir hizla artis gdstermis olup, bu
yildan sonra artis hizlanmaya baglamistir*¥, 2012 ile
2016 yillari arasindaki bes yil iginde olgu sayisinin 2.5
kat artmis oldugu belirlenmistir®. Calismamizin
sonuglarina gore, 2010-2018 yillarini kapsayan 9
yillik sirecteki hasta verileri incelendiginde hasta
sayisinin katlanarak arttigi gorilmistir. incelenen
hastalarda belirlenen HIV virlsi pozitifligi oraninda,
arastirmanin yapildigi yillar agisindan istatistiki olarak
anlamli bir farklilik belirlenmistir (p<0.05). Bu artisin
nedeni, ulke nifusumuzun blyik c¢ogunlugunu
genglerin olusturmasi, Suriye’den ve diger llkelerden
gelen go¢menlerin sayisinin hizla artmasi, cinsel yolla
bulasan hastaliklar konusunda insanlarin bilgilen-
dirilme olanaklarinin kisith olmasi ve toplumun
geleneksel yapisi, turizm sektérinin Glkemizde
giderek gelismesi, yurt disina gezi ve ¢alisma amach
giris cikis yapan Turk vatandaslarinin sayisinin giderek
artmasl ve damar i¢ci madde kullaniminin giderek
artmasi olabilir.

Ulkemizde 1985 yilindan 31 Aralik 2018 tarihine
kadar dogrulama testi pozitif belirlenerek bildirimi
yapilan 19.748 HIV pozitif kisi ve 1772 AIDS olgusu
mevcuttur. Vakalarin %79.9’u erkek, %20.1’i kadin

104

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(2):100-7

olup, %15.4’i yabanci uyruklu kisilerden olusmaktadir.
Vakalarin en fazla gorildugu yas grubu 30-34 ve
25-29 yas grubudur”. Demirpence ve ark/nin @
yapmis oldugu bir calismada, incelenen hastalarda
HIV pozitifligi %0.015 oraninda bulunmus ve bu
hastalarin %57.4’G erkek, %42.6’s1 kadin olarak
bildirilmistir. Onerci ve ark.’nin % septoplasti éncesi
arastirmaya aldigi hastalarda HIV pozitiflik orani
%0.3 olup, bu hastalarin timi erkek olarak
belirlenmistir. Ertung ve ark/nin ®® vyaptiklari bir
¢alismada, HIV pozitif hastalarin %76.5’i erkek,
%23.5’i kadin olarak bildirilmistir. Calismamizin
verilerine gore, Elazigilinde 2010-2018 yillariarasinda
dogrulama testi (Western Blot) pozitif belirlenerek
bildirimi yapilan 208 hasta bulunmaktadir. Bu
hastalarin %88.5 (n=184)'i erkek ve %11.5 (n=24)’i
kadindir. Verilerimiz tlkemizin diger illerinin verileri
ile ortismekte olup, incelenen hastalardaki HIV
pozitiflik orani, hastalarin cinsiyetleri agisindan
anlamli farklihk goéstermektedir. Ortaya ¢ikan bu
farklihk erkek hastalar yéniinde anlamli bulunmustur
(p<0.05). Ulkemiz verilerinin aksine Giiney Afrika’da
yapilan bir calismada, HIV pozitiflik orani kadinlarda
erkeklerden (¢ kat daha fazla belirlenmistir®”. Buna
neden olarak da o6zellikle kentsel alanlarda calisan
ancak kirsal alanlarda aileleri ve evleri olan erkekler
gosterilmistir. Gliney Afrika’da yapilan baska bir
calismaya gore de o6zellikle bu bolgelerdeki yoksulluk
oraninin ylksek diizeyde olmasi, korunmasiz cinsel
iliski, cinsel yolla bulasan hastaliklarin yiksek
prevalansi gibi nedenlerle HIV pozitif kadin
popilasyonunun erkeklerden daha yuksek diizeyde
ciktig belirtilmistir®),

Yapilan bazi calismalar, sosyoekonomik durum ile
HIV prevalansi arasinda ters bir iligki bildirirken®,
bazi calismalar da ise bunlar arasinda giiclQ bir pozitif
iliski bildirilmistir?20, Ulkemiz gibi gelismekte olan
Ulkelerde sosyoekonomik diizey dusiik oldugu ancak
HIV prevalansinin giderek arttigi gz éndne alinirsa
aradaki iliskinin ters olma olasihiginin daha yiksek
oldugunu disiinmekteyiz. Bazi ¢alismalarda, egitim
diizeyi digsuk bireylerin HIV ile enfekte olma
ihtimalinin daha yiksek oldugu bildirilmistir?223),
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Egitim dlzeyi disik olan insanlarin bulasici
hastaliklardan korunma yontemleri konusunda bilgi
duzeylerinin disik olmasi buna etken olabilir.
CGalismamizda incelenen hastalarin %27.6’si Elazig’in
ilce ve cgevre illerinden gelmistir. Bu bolgelerde
yasayan halkin sosyoekonomik ve egitim dizeyinin
disik oldugu bilinmektedir. Bu da, HIV’li hasta
sayisindaki artisin nedenlerinden birisi olabilir.
Ulkemiz ve ilimiz icin bu konuda daha ileri calismalara
gereksinim oldugunu diisinmekteyiz.

Gelismis ve gelismekte olan llkelerde heteroseksiiel,
transseksuel iliskiler HIV bulasi icin 6nemli bir risk
faktérudir®. Orta Avrupa’da 2005 ile 2014 yillan
arasinda yapilan bir arastirmada, homoseksiiel
erkekler arasinda yeni HIV enfeksiyonu tanilarinin
sayisinin en fazla arttigl tlke 10 kat artisla Turkiye
oldugu bildirilmistir®. Aksi olarak, Sargin ve ark.’nin
25 2000-2014 vyillari arasinda yapmis oldugu
arastirmaya gore, Istanbul’da bildirilen homoseksiiel
olgularin sayisinda 6nemli bir artis saptanmamistir.
Ancak, tlkemizde son yillarda HIV tanisi alan erkek
olgularin sayisinin hizla artmis olmasi ve Saghk
Bakanlig’nin verilerinin gergcek yasam verileri ile
uyumsuz olmasi Avrupa’daki ¢calismanin dogrulugunu
desteklemektedir®. Calismamizin verilerine gore,
incelenen hastalarda geng erkek sayisi kadinlarla
kiyaslandiginda daha yiliksek oranda gorulmustir
(p<0.05). Bu da transseksliel veya heteroseksuel
iliskilerin ilimizde de vyayginlastigi anlami
tasiyabilmektedir. Tirkiye’de 2007 yilinda ylksek
risklibessehrimizde, cinselyollabulasanenfeksiyonlar
ve HIV ile ilgili devlet tarafindan vyapilan bir
arastirmada, kayitlara ge¢gmemis olan seks isgileri,
homosekstiel erkekler ve damar i¢ci madde
kullananlarda HIV prevalansi sirasiyla %0.8, %3.5 ve
%1.2 olarak bildirilmistir®®. ilimizde damar ici madde
kullanimi giderek artmaktadir. Elazig Ruh Saghgi
Hastanesi AMATEM'’de yatan hastalarin %10’u damar
ici madde kullanimi nedeniyle tedavi almaktadir.

1980’lerin  ortasindan itibaren vyapilan bazi
calismalarda, dusuk HIV prevalansi erkek stuinneti ve
muslimanlik ile iliskili bulunmustur®?”?®), Cogunlugu

Musliman olan toplumumuzun geleneksel yasam
tarzi HIV prevalansinin diger (lkelere gore daha
dusik dizeylerde bulunmasina neden olabilir?,
Ancak, ozellikle son yillarda aldigimiz yogun gogler
nedeniyletoplumyapimizgiindenglinedegismektedir.
Bunun sonucu olarak, gerek HIV gerekse diger bulasici
hastaliklarin prevalansinda 6nemli dlizeylerde artislar
gorilmektedir.

WHO'niin verilerine gore tiim diinyada 2017 yilinda
940 bin hasta HIV/AIDS nedeniyle 8Imustiir®®,
Ulkemizde 2014-2018 yillari arasinda toplam 12.992
hastanin 109’u HIV nedeniyle 6lmustir?. Verilerimize
gore inceledigimiz 2010-2018 vyillari arasindaki HIV
pozitif 208 hastanin altisi 6lmustir. En 6nemlisi, 6len
hastalardan birisi bes yasinda erkek ¢ocuktur. Saglik
Bakanlig’'nin resmi verilerine gore llkemizde yeni
tani almig HIV hastalarinin yaslarinin giderek distig
dikkati gekmektedir. Verilere gore en yuksek oranda
25-34 yas grubu gorilmekte ve 35-44 yas grubunda
giderek azalmakta, ancak 20-24 yas grubunun orani
giderek artmaktadir®. Ayrica, 2011 yilindan sonra,
15-19yasgrubunda da az bir oranda artis bildirilmistir.
Ancak son yillarda bu yas grubu ile ilgili 6nemli bir
artis saptanmamistir. Bu nedenle, gen¢ olgu
sayisindaki artisi erken cinsel bulasa baglamak zordur
ve bu konu ile ilgili daha fazla arastirma yapmak
gerekmektedir®32. Verilerimize goére, HIV pozitif
olan toplam 208 hastanin %26.9 (56)'u 31-40 yas
arasinda, %38.5 (n=80)’i 21-30 yas, %3.8 (n=8)’i 20
yas alti genclerden olusmaktadir. incelenen
hastalardaki HIV pozitiflik oraninda, hastalarin yaslari
acisindan istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik
mevcuttur. Bu farklihk 21-30 yas arasinda olan
hastalar ile diger yas grubundaki hastalar arasinda
anlamli bulunmustur (p<0.01). HIV ile enfekte kadin
ve cocuk sayisi tim dinyada azimsanmayacak
Olcutlere ulasmisti. WHO’nun 2008 yili verilerine
gbre tim diinyada anneden bebege bulas nedeniyle
yeni enfekte olmus 430 bin ¢ocuk bulunmaktadir.
HIV’li anneden g¢ocuga bulasin 6nlenmesi igin kisa
sireli zidovudin ve tek doz nevirapin ile bulasma
oraninin azaltilmasinda basari saglanmigtir®?),
ilimizde de 2018 yili icerisinde HIV ile enfekte bir
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annenin bebegine profilaktik zidovudin tedavisi
uygulanarak bulas 6nlenmistir.

Ulkemizde p24 antijeni ve HIV antikorlarini birlikte
belirleyen doérdinct kusak ELISA ydntemleri
kullanilmaktadir. Ancak, bu cihazlarda yanls pozitif
sonuglar ¢ikabilmektedir. Bunun nedeni serum
(hemolizli veya lipemik olmasi, saklama kosullari) ile
ilgili olabilmekle beraber, kimyasal yapisi farkli ancak
sekil olarak benzer hasta serumunda var olan
polireaktif antikorlar, heterofil antikorlar, romatoid
faktor ile gapraz reaksiyon gelismesi olabilir. Ayrica
otoimmin hastaliklar, bobrek yetmezligi, kan
transflizyonu, cogul gebelikler, viral hastaliklar, kistik
fibroz, kuduz veya grip asilari yalanci HIV pozitifligi
nedenleriarasinda saylimaktadir®. Kan donérlerinde
yapilan bir ¢alismada, ELISA sonuglarina gére HIV
pozitif olarak duslintilen toplam 123 hastanin
117'sinde (%95) dogrulama sonucu negatif olarak
belirlenmis®>. Calismamizin verilerine gére, toplam
495 hastanin %57.2’sinin dogrulama sonucu negatif,
%42'si

bakildiginda, ELISA testinde yanhs pozitiflik oraninin

pozitif olarak gelmistir. Bu sonuglara

oldukea yuksek (%57.2) oldugu gorilmektedir.

Sonug olarak, ilimizdeki HIV prevalansi yildan yila

artis  egilimi gostermektedir. Verilerimiz (lke
genelindeki HIV verileri ile uyumlu ¢ikmistir. Son
yillarda HIV enfeksiyonunun &nlenmesi konusunda
gelistirilen erken tani, temas oncesi proflaksi, gelismis
tedavi secenekleri gibi yenilik¢i yaklagimlarin AIDS’in
etkili
gosterilmistir®. Ancak sinsice yayillan bu salgini

kontrol altina alinmasi igin olduklari
engellemek icin halkin risk tasiyan partnerlerle
korunmasiz cinsel temastan kaginilmasi ve cinsel yolla
bulasan enfeksiyonlar konusunda egitimler verilerek

daha fazla bilinglendirilmesi gerekmektedir.
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0z

Kizamik, asiyla énlenebilen daha ¢ok ¢ocukluk déneminde gériilen bulasici bir hastalik-
tir. Bu enfeksiyonda hiicresel yanit ve antikor yaniti 6nemlidir. Hiicresel immiin yetmez-
lik durumunda hastalik ciddi seyredebilmektedir. Anti-kizamik IgM genellikle dékiintii
ortaya ¢iktiktan lg glin sonra belirlenebilir. Bu makalede immiin sistemi saglam bir
bireyde yeterli antikor yanitinin enfeksiyonun baslamasindan haftalar sonra olustugu
bir kizamik olgusi sunulmustur. Dért giin 6nce baslayan ates yiiksekligi, burun akintisi,
dékiintii ve bas agrisi nedeniyle basvuran 21 yasinda erkek, asker hasta kizamik én
tanisi ile yatirildi. Serolojik tetkiklerinde anti-kizamik IgG pozitif, anti-kizamik IgM sinir
degere yakin negatif olarak saptandi. Bir hafta arayla bakilan IgG indeks degerlerinde
de ani bir yiikseklik gézlendi. iki hafta sonra kizamik IgM degeri pozitiflesen olgunun
1gG degerindeki yiikseklik yol gésterici oldu. IgM yanitinin pozitiflesmedigi olgularda,
1gG indeks degerlerindeki belirgin artis ve 6zellikle (st solunum yolu érnekleri ve idrar-
da kizamik RNA gibi dogrudan tani testlerinin yapilmasi yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Kizamik, antikor yaniti, immiinglobulin M
ABSTRACT

Measles is a contagious disease that can be prevented by vaccination. In this infection,
cellular response and antibody response are important. In case of cellular
immunodeficiency the disease can lead a severe course. In this paper, we presented a
case of measles in which an adequate antibody response occurred weeks after the
onset of infection in an individual with a healthy immune system. A 21-year-old male
soldier who was admitted to hospital with high fever, coryza, rash and headache that
started four days ago was hospitalized with an initial diagnosis of measles, and
serological tests for measles were IgG positive and IgM negative (just below the
borderline value). A sudden elevation was observed in IgG index values after one-week
later. Measles IgM became positive after two weeks and the elevation in IgG values
were helpful with the diagnosis. In cases where IgM response is not positive in
expected period, marked elevation in IgG index values and direct diagnostic tests such
as measles RNA in the upper respiratory tract samples and urine will be useful.

Keywords: Measles, antibody response, immunoglobulin M
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GiRiS

Kizamik (rubeola), asiyla 6nlenebilen daha gok cocuk-
luk déneminde gorilen bulasici bir hastaliktir. Ancak
asl reddi, asiya ulasamama ve asinin uygun kosullar-
da saklanmamasi nedeniyle donem dénem eriskinler
arasinda da kuguk endemik ataklar gorulmektedir.
Kizamikvirlist, Paramyxoviridaeailesinin Morbillivirus
cinsi icinde yer alan zarfli ve tek sarmalli bir RNA
virisadir®. Kizamigin klinik belirtileri arasinda yik-
sek ates, makilopapuler dokinti, konjonktivit, 6kst-
rik ve burun akintisi yer almaktadir. Komplikasyonlari
genelde solunum sistemi ve merkezi sinir sistemi
(pnémoni, korlik, beyin hasari gibi) ile iliskili
gorilmektedir?. Bu enfeksiyonda hem hiicresel yanit
hem de antikor yaniti 6nemlidir®. Kizamik virisiiniin
birden ¢ok reseptori bulunmaktadir. Ana reseptori
sinyal lenfosit aktivasyon molekiladir (SLAM). Ayrica
kizamik virtisi hemaglutinin araciligiyla makrofajlar-
da bulunan CD46 reseptorlerine baglanarak da hiicre
icine girebilir®, Reseptériine baglandiginda hiicresel
bagisikhk icin gerekli olan IL-12 Gretimini baskilamasi
ile anerjiye neden olabilir ve bu haftalarca sirebilir.
Hicresel immun yetmezlik durumunda hastalik ciddi
seyredebilmektedir®®, Bu makalede immuin sistemi
saglam bir bireyde yeterli antikor yanitinin enfeksiyo-
nun baslamasindan haftalar sonra olustugu bir kiza-
mik olgusu sunulmustur.

OoLGU

Yirmi bir yasinda erkek, asker hasta, dort giin 6nce
baslayan ates yiksekligi, burun akintisi, dokinti ve
bas agrisi nedeniyle basvurdu. Muayenesinde gévde-
de makilopapiler basmakla solan dokintii (Resim
1), konjonktivalarda hiperemi, oral bakisinda enante-
mi (Resim 2) gorildi. Atesi 38.1°C olgulda.
Tetkiklerinde lenfopeni ve trombositopeni mevcuttu.
Cocukluk ¢agindaki asilamalari net olarak bilinmiyor-
du. On planda kizamik disiiniilen olgudan serolojik
tetkikleri istendiginde anti-kizamik 1gG pozitif (439.8
IU/L), anti-kizamik 1gM negatif (indeks deger 0.7:
sinir degere yakin negatiflik - sinir deger: 0.8-1.1)
saptandi. Bu sirada olgu ile ayni kogusta olan askerler

de saglk mudirlGgi tarafindan taramaya ve profilak-
si programina alindi. Olgunun tarafimiza basvurusun-
dan 1-2 giin sonra benzer yakinmalari olan dort asker
daha oldugu bildirildi ve bu askerlerde anti-kizamik
IgM pozitif saptandi. Servisimizde takip edilen olguya
ise vitamin A, anti-inflamatuvar ve hidrasyon tedavi-
leri uygulandi. ilk serolojik tetkikinden bir hafta
sonra tekrar kizamik serolojisine bakildi ve yine kiza-
mik IgM zayif pozitif ve 1gG pozitif (4720.80 1U/L)
saptandi. izlemde kan tetkiklerindeki |kopeni ve
trombositopenisi diizeldi. Dokintileri gerileyen oral
alimi normale donen hastanin yatisindan iki hafta
sonra kizamik 1gM degeri pozitiflesti. Klinigi dizelen
hasta evine taburcu edildi. Olgunun tibbi bilgileri ve
fotograflarinin kullanimi igin yazili onami alinmistir.

Resim 1. Bagvuru aninda gézlenen makiilopapiiler dékiintii.
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Resim 2. Oral enantem-Koplik lekesi goriinimii.

TARTISMA

Seroloji (anti-kizamik 1gM), kizamik virlisi enfeksi-
yonunun teshisinde kullanilan en yaygin laboratu-
var yontemidir. Kizamik virlsiine 06zgl IgM’nin
serum veya oral sividaki belirlenmesi akut enfeksi-
yonun tanisi koydurur®, Ayrica iki hafta ara ile ali-
nan serum orneklerinde 6zgil 1gG titresinde dort
kat artisin saptanmasiyla da tani konulabilir. Anti-
kizamik 1gM genellikle dokiintli ortaya g¢iktiktan g
glin sonra belirlenebilir; bu durumda 3-5 glin sonra
yine serum 0&rnegi alinarak dogrulama yapilmasi
gerektigi belirtiimektedir”. Karakegili ve ark.’nin®
yaptigl calismada ilk alinan serum o&rneklerinin
%32’sinde (9/28) kizamik 1gM negatif bulunmus,
ancak sonraki yinelemelerde pozitif sonug¢ alinmis-
tir. Kizamik tanisi alan 19 eriskin hastanin retros-
pektif olarak incelendigi baska bir galismada ise
hastalarin timinde IgM pozitifligi saptanmis, 1gG
pozitifligi ise iki hastada gértulmustir®. Sporadik
olgularin irdelendigi bir baska calismada ise, 14
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olgunun timiinde IgM pozitifligi elde edilmistir®,
IgM genellikle dokintiden yaklasik 30 glin sonra
belirlenemez duruma gelir. Anti-kizamik 1gG ise
dokinth ortaya ciktiktan yaklasik 14 gin sonra
doruk seviyesine ulasir ve émir boyu bagisiklik
saglar®?, Bu olguda da kizamik 1gG hep pozitif sap-
tanmistir ve bir hafta arayla bakilan 1gG degerlerin-
de de ani bir ylikseklik gézlenmistir. Bu durum, IgM
serolojisi agidan atipik olguda yol gosterici olmus-
tur. Kizamik virtis T-lenfositleri baskilayarak anerjik
reaksiyonlara neden olabilirken, bu olguda da oldu-
gu gibi kendine karsi olusacak olan antikor yanitini
(IgM yaniti) da baskilayabilir®?, IgM yanitinin pozi-
tiflesmedigi olgularda dogrudan tani testleri 6zellik-
le Ust solunum yolu 6rnekleri ve idrarda kizamik
RNA bakilmasi yararh olacaktir®. Tipik kizamik klini-
gi ile tarafimiza basvuran olgudan birkag giin sonra
temaslilarinda ortaya ¢ikan enfeksiyon klinigi ve
onlardan alinan serum oOrneklerinde kizamik IgM
antikorlarinin pozitifligi bizim olgumuzun tanisinin
kesinlesmesinde yararli olmustur. Dinya Saghk
Orgiitii verilerine gére 2018’de Tiirkiye’de 716 kiza-
mik olgusu oldugu gorulmektedir®. Eriskin hasta-
larda kizamik enfeksiyonlarinin en olasi nedeni
toplumda devam eden disiik seviye kizamik enfek-
siyonu olsa da bu olgularda kizamik igin diger olasi
kaynaklari da géz 6niinde bulundurmak gerekmek-
tedir. Olgumuzun olasi ya da tanili bir kizamik hastasi
ile temas Oykusi bilgisine, ayrintil anamnez alinma-
sina ragmen ulasilamadi. indeks olgunin belirlene-
medigi salginlarda olgularda seyahat oykiisiine sik
rastlanmaktadir®¥, Olgumuz yaklasik alti aydir ayni
birimde askerlik yapmaktaydi ve seyahat oykisi
yoktu. Bu sirecte askeriye disindan birisiyle de
gorismedigini belirtmekteydi. Ancak askeriye icinde-
ki tim bireyler bu yonden ayrintili sorgulanamadigi
icin mevcut toplulukta yurt ici ya da disi temaslisi bir
birey olma ihtimali yiiksek olasilikliydi.

Olgumuzun gecmiste kizamik asisi olup olmadig
bilinmemekteydi. Zhang ve ark/nin®™) yaptigi bir
calismada, kizamik ile enfekte olmus kisilerin
%73.3’Unlin daha 6nce kizamiga karsi asilanmis oldu-
gu bildirilmistir.
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Sonug olarak, seroloji (anti-kizamik 1gM) kizamik
virlisi enfeksiyonunun teshisinde kullanilan en yay-
gin laboratuvar yontemidir.Ancak IgM serolojisi agI-
dan atipik olgular olabilecegi unutulmamaldir.
Kizamik IgM yanitinin pozitiflesmedigi olgularda dog-
rudan tani testleri 6zellikle Ust solunum yolu 6rnek-
leri ve idrarda kizamik RNA bakilmasi ve 1gG antikor
diizeyinde artis takibi yapilmasi yararli olacaktir.
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6z

Rothia mucilaginosa gram-pozitif, katalaz dedisken, koagulaz ve oksidaz negatif; kanl
besiyerinde hemolizsiz, gri-beyaz koloniler olusturan fakiiltatif anaerop bir bakteridir.
Tiim bu ozellikleri ile koagulaz-negatif stafilolok kolonilerine benzemekte ve gézden
kagabilmektedir. Orofarenks ve (ist solunum yollarinin mikrobiyotasinda yer almakla
birlikte, son yillarda ézellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyon etke-
ni olarak bildirilmektedir. Rothia mucilaginosa igin antimikrobiyal duyarlilik testleri
hentiz standardize edilmemis ve optimal antimikrobiyal tedavi belirlenememis olmakla
birlikte, siklikla aminoglikozidlere, kotrimaksozole ve kinolonlara direngli oldugu bildi-
rilmistir.

Bu makalede de kolon kanseri nedeniyle kemoterapi alan ve kronik obstruktif akciger
hastaligi olan bir hastada Rothia mucilaginosa’nin neden oldugu bir pnémoni olgusu
sunulmaktadir.

Anahtar kelimeler: akciger, pné6moni, Rothia

ABSTRACT

Rothia mucilaginosa is a gram-positive, catalase variable, coagulase and oxidase
negative, facultative anaerobic bacterium that forms gray-white colonies without
hemolysis in blood agar media. With all these features, it resembles coagulase-
negative staphylolococcus colonies and can easily be overlooked. Although it is
considered as a part of the microbiota of the oropharynx and upper airways, it has
been reported as an infectious agent in recent years, especially inimmunocompromised
patients. Although antimicrobial susceptibility tests for Rothia mucilaginosa have not
yet been standardized and optimal antimicrobial therapy has not been established, it
has often been reported to be resistant to aminoglycosides, cotrimoxazole and
quinolones.

In this article, we present a case of pneumonia caused by Rothia mucilaginosa in a
patient who received chemotherapy for colon cancer and also has chronic obstructive

pulmonary disease.

Keywords: lung, pneumonia, Rothia
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GiRiS

Rothia mucilaginosa ilk defa 1900 yilinda Migula ve
ark.® tarafindan tanimlanmis ve Micrococcus
mucilaginosus olarak adlandiriimistir. Daha sonralari
Staphylococcus salivarius, Micrococcus mucilaginosus,
Stomatococcus mucilaginosus isimleri ile adlandirilan
bakteri, 2000 yilinda 16S rRNA sekans analizine gore
Micrococcaceae ailesine ait yeni bir cins olan Rothia
cinsi icinde siniflandirilmis ve Rothia mucilaginosa
olarak adlandirilmistir?,

Rothia mucilaginosa gram pozitif, hareketsiz, katalaz
degisken, koagulaz, oksidaz, lireaz ve indol negatif;
kanl besiyerinde hemolizsiz, gri-beyaz koloniler
olusturan fakultatif anaerop bir bakteridir. Orofarenks
ve Ust solunum yollarinin mikrobiyotasinda yer
almaktadir. Tim bu o6zellikleri ile koagulaz-negatif
stafilokok kolonilerine benzemekte ve go6zden
kacabilmektedir.  R.
mikroorganizmalardan % 5’lik NaCl'de Greyememesi,

mucilaginosa  benzer

jelatin ve eskilini hidrolize edebilmesi ile ayrilr.

ilk defa 1978 vyilinda, kardiyak kateterizasyonu
takiben gelisen endokardit vakasinda insan patojeni
olarak tanimlanmistir®. R. mucilaginosa son yillarda
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
artan oranlarda enfeksiyon etkeni olarak karsimiza
¢ikmakta ve R. mucilaginosa’nin bu hastalarda
endokardit, artrit, osteomyelit, idrar vyolu
enfeksiyonlari, menenjit, bakteriyeminin yani sira
nadiren alt solunum yolu enfeksiyonuna da neden
oldugu bildirilmektedir®*7,

Bu bildiride kolon kanseri nedeniyle kemoterapi alan
ve kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) olan bir
hastada R. mucilaginosa’nin neden oldugu bir
pnémoni olgusu sunulmustur.

OLGU
Kolon kanseri nedeniyle kemoterapi alan ve KOAH

tanisi olan 63 yasinda erkek hasta artan nefes darlig
sikayeti ile hastanemiz gogus hastaliklari poliklinigine

basvurmustur. Hastanin muayene bulgularinda
bilateral ronkds ve rallere rastlanmis, toplum kaynakli
pnémoni 6n tanisi ile yatisi yapilan hastadan
hemogram, C-reaktif protein (CRP), posteroanterior
akciger grafisi, balgam kultiri ve Gram boyama
istenmistir. Beyaz kiiresi 8400/pl, nétrofil orani %74.1
ve CRP 161 mg/L olarak bulunmus; akciger grafisinde
interstisyel golgelerde artisi (Resim 1) pnémoni 6n
tanisi ile uyumlu olan hastaya 400 mg/giin mok-

sifloksasin ile antimikrobiyal tedaviye baslanmistir.

Resim 1. Balgam drneginden yapilan gram boyali yaymada poli-
morfoniikleer I6kositler ile hiicre ici ve disi gram pozitif koklar.

Hastanin laboratuvarimiza génderilen balgam kultira
orneginden yapilan gram boyali preperatta (Resim
2), her alanda 25’ten fazla polimorfonukleer I6kosit
ve 10’dan az yassi epitel hiicresi, hiicre ici ve disl
yerlesim gosteren gram pozitif koklar gordlmustir.

Resim 2. Pnémoni 6n tanisi ile uyumlu olarak akciger grafisinde
interstisyel golgelerde artis.
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37°C'de yapilan bir gecelik inkiibasyon sonrasinda,
kanli ve cikolata agarda saf ve yogun olarak, beyaz-gri
hemoliz yapmayan, yapiskan o0zellikte koloniler
Uremistir. Gram pozitif kok morfolojisinde, katalaz
pozitif, oksidaz negatif bakteriler VITEK 2 ile Rothia
mucilaginosa olarak tanimlanmistir. Laboratuvara
gonderilen balgam 6rneginden yapilan gram boyali
preperatta her alanda 25’ten fazla polimorfonikleer
I6kosit ve 10’dan az yassi epitel hiicresi ile birlikte
hiicre ici ve disi yerlesim gosteren gram pozitif
koklarin gorilmesi, saf ve yogun Gremenin olmasi
yani sira hastanin klinik bulgularinin pnémoni ile
uyumlu olmasi, 6zge¢misinde de KOAH ve kolon
kanseri olmasi nedeniyle, goglis hastaliklari uzmani
ile de konsilte edilerek R. mucilaginosa etken olarak
degerlendirilmistir. R. mucilaginosa igin antimik-
robiyal duyarlilik testleri heniliz standardize
edilmemis oldugu icin calisiimamistir.

Hastanin yatisindan 4 giin sonra yapilan tetkiklerde
beyaz kiresi 6900/uL ve CRP 18 mg/L olarak
saptanmis, klinik ve muayene bulgulari da dizelen
hasta taburcu edilmistir.

TARTISMA

Rothia mucilaginosa’'nin ozellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda, nadiren de bagisiklik sistemi
normal kisilerde endokardit, artrit, osteomyelit,
idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, bakteriyemi gibi
bircok klinik tablo da etken olarak bildirilmesine
ragmen alt solunum yolu enfeksiyonunlarina ait
bildirimler daha seyrektir*®. Maraki ve ark.Y 2015
yilinda yayinladiklari derlemede, Ocak 1970-Agustos
2014 vyillari arasinda kendi sunduklari vaka ile
birlikteliteratiirdetoplam20taneR. mucilaginosa’nin
neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonu vakasi
oldugunu belirtmislerdir. Literatlirden bulabildigimiz
kadariyla, bu derlemeden sonra Ubeda ve ark.® ve
Escalante ve ark.® 2017 yilinda R. mucilaginosa’nin
neden oldugu iki pnémoni vakasi bildirmislerdir.
Ulkemizden de 2014 yilinda Sadig ve ark.”) ve 2016
yihnda Turhanoglu ve ark.” iki pnémoni vakasi
bildirmislerdir.
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Tanimlanan vakalarin  blyidk ¢ogunlugunda
hematolojik maligniteler, solid tlimoérler, diabetus
mellitus, HIV enfeksiyonu gibi immun sistemi
baskilayan altta yatan bir hastalik bulunmaktadir*?.
immun sistemi normal bireylerde ise KOAH, astim
gibi akciger hastaliklari ve sigara kullanimialt solunum
yolu enfeksiyonlari i¢in zemin olusturmaktadir®412,
Bizim hastamizda da KOAH ve kolon kanseri nedeniyle
kemoterapi 6ykisl bulunmaktadir.

Rothia mucilaginosa orofarenks ve (st solunum
yollarinin mikrobiyotasinda yer almaktadir. Bu
nedenle solunum yolu érneklerinde meydana gelen
tremeler dikkatlice degerlendirilmelidir. Ornekten
yapilan gram boyali preperatta bol miktarda
polimorfonikleer |okosit ve 10’dan az yassi epitel
hicresi goriilmesi, hiicre ici ve disi yerlesim gosteren
gram pozitif koklarin gortlmesi, meydana gelen
Uremenin saf ve yogun olmasi ve dogru tanimlama
taniyt  kesinlestirmek icin gereklidir®™, Bizim
olgumuzda da yapilan mikrobiyolojik incelemeler bu
kriterlerin hepsini saglamaktadir.

Rothia mucilaginosa igin antimikrobiyal duyarlilik
testleri heniiz standardize edilmemis ve tir icin klinik
sinir degerler belirlenememistir. Bizim olgumuzda da
bu nedenle antimikrobiyal duyarhlik testleri
calisilamamistir. Yapilan calismalara bakildiginda da
antimikrobiyal duyarllik igin kullanilan besiyeri,
yontemler ve yorumlama kriterleri farkhihk goster-
mektedir®. Calismalarda genellikle R. mucilaginosa
Mueller Hinton besiyerinde zayif Uredigi icin %5
koyun kani eklenmis Mueller Hinton kullanilarak,
standart agar dillisyon veya gradiyent test yontemi
ile test edilen antibiyotiklere iliskin minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) belirlenmeye
calisilmistir. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) tire 6zgi klinik sinir
degerler bulunmuyorsa MIK sonuglarinin yorumlan-
masinda, arastirilan ajaninin  Farmakokinetik-
Farmakodinamik (PK-PD) sinir degerlerinden
faydalanilabilecegini belirtmistir*3,

Yapilan ¢alismalarda R. mucilaginosa’nin siklikla
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aminoglikozidlere, kotrimaksozole ve kinolonlara
direncli oldugu bildirilmistir®**17 Kinolonlara sikhkla
bildirilen
mobksifloksasin ile klinik, radyolojik ve laboratuvar

dirence ragmen, bizim hastamizda
olarak diizelme saglanmasi nedeniyle antimikrobiyal
ajanda degisiklik yapilmadan tedaviye devam
edilmis ve hasta taburcu edilmistir. Literatlirde
R. mucilaginosa igin siklikla bildirilen in vitro kinolon
direncine ragmen, bizim olgumuzda da oldugu gibi
kinolon tedavisi ile dizelen hastalar bulunmak-

tadiru1e),

Dinyadan ve ulkemizden bildirilen, R. mucilaginosa’nin
neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonu vakasi
sayisinin az olmasi; bakterinin orofarenks ve (st
solunum vyollarinin mikrobiyotasinda yer almasi ve
ozelliklerinin koagulaz-negatif stafilokok kolonilerine

benzemesi nedeniyle gbdzden kacabilecegi

disunuldiginde, etkenin erken tani ve tedavisi igin
farkindalik yaratmak adina bizim vakamiz oldukga
onemlidir. Bununyani sira literatlirde siklikla bildirilen
in vitro dirence ragmen kinolon ile tedavi edilen
bizim vakamiz ve baska hastalarin bulunmasi,
R. mucilaginosa igin antimikrobiyal duyarhlk testi
verilerinin daha kapsamlicalismalar ile desteklenmesi
gerektigini disindlirmektedir.
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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.








